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Nové trendy a perspektivy v histologii VI
su venované pamiatke

RNDr. Ludmile Boselovej, CSc.

Aj tymto spésobom si chceme pripomenut nasu byvalt spolupracovniCku,
na ktoru s uctou a laskou ¢asto spominame.
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Nové trendy a perspektivy v histolégii VI

Predhovor

Zbornik ,Noveé trendy a perspektivy v histologii VI* prezentuje 31 ¢lankov,
ktoré sa venuju obsahovo réznej medicinskej problematike, ale ich
spoloénym menovatefom je vztah k morfologickym vedam. Vacsina
publikovanych ¢lankov prinasa prehfadnym spOdsobom prierez
vyskumnych aktivit na viacerych pracoviskach JLF UK v Marine. Napriek
tomu, ze sme akceptovali az 31 prac, museli sme niekofko prispevkov z
kapacitnych dévodov opat odmietnut. Autorom tychto ¢lankov sa uprimne
ospravedIfiujeme.

Tak ako kazdy rok, aj teraz odmenime najkvalitnejSiu pracu v zborniku
vecnymi cenami, medzi ktorymi budu aj hodnotné knizné publikacie. Ceny
budu osobne odovzdané autorovi/autorom vybraného &lanku na Ustave
histologie a embryoldégie JLF na zaCiatku zimného semestra
akademickeho roku 2020/2021.

Martin, jun 2020

Zostavovatelia zbornika
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Vplyv starnutia na mieru apoptézy v mozgu potkanov

Lysikova, T.}, Kovalska, M. 2, Bencuirova, M. !, Tomascova, A.3, Kolisek, M. 3,
Lehotsky, J.1, Kaplan, P.1, Kovalska, L*.,Tatarkova, Z.*

1 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav lekarskej
biochémie, Martin; 2 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav
histologie a embryolégie, Martin; 2 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v
Martine, BioMed, Martin; 4 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,

Klinika stomatolégie a maxilofacialnej chirurgie, Martin
zuzana.tatarkova@uniba.sk

Abstract

Aging can be defined, on the molecular level, as a progressive deterioration of
physiological functions, which ultimately leads to systemic dysfunction and death. One
of the characteristic features of the aging process is mitochondrial dysfunction. The
central role of mitochondria in the regulation of both, energy metabolism and apoptosis,
suggests a possible link between these two crucial cellular processes. It seems that
during normal aging when low-level chronic stress occurs, apoptosis increases to
some extent to eliminate dysfunctional cells, but possibly also essential post-mitotic
cells like neurons in the group of 15 months old. On the contrary, the higher amount of
Bcl-2, Bcl-xL in the senescent cells could maintain to some extent elevated oxidative
stress and lower probability for apoptosis as seen by Bax/Bcl-2 ratio, when compared
to the 15 months old. In the cortical M1 region increased presence of TUNEL+ cells
and more than 20-times higher density of Fluoro-Jade C+ cells in 26 months old was
observed, suggesting a significant neurodegenerative effect of aging in the neuronal
cells. Taken together, our study supports a scenario in which senescent nonsynaptic
mitochondria exhibit lower apoptotic activity in comparison to the 15 months old. The
pattern of age-dependent changes in the mitochondrial pathway of apoptosis is
complex and not easy to interpret unequivocally. Therefore our work has focused only
on caspase-related apoptosis in cerebral cortex mitochondria during aging, how they
might influence each other, and impact the health/function of neurons.

Keywords: aging mitochondria, apoptosis, TUNEL and FluoroJade C

Uvod
Na molekularnej urovni je proces starnutia definovany ako postupné zhorSovanie
fyziologickych funkcii, ktoré mbézu viest' k systémovej dysfunkcii az k smrti [1]. Tento
proces mbéze zahfhat akumulaciu senescentnych buniek cells, tym su obmedzené
regeneracné schopnosti [2]. Zdravé starnutie a neurodegenerativne choroby spojené
s vekom zdielaju niektoré spolocné patologické mechanizmy, ktoré vedu k neuronalnej
dysfunkcii, najma pritomnost energetického deficitu, znizeny prijem glukézy
a poSkodenie mitochondrii [3]. Mitochondrie zohravaju okrem energetickej ulohy aj
zasadnu ulohu pri kontrole homeostazy vapnika v neurénoch [4], signalizacii buniek
[5], apoptdéze [6] a nekroptéze [7]. SuCasné poznatky naznaluju, Ze narusenie
mitochondrialnej funkcie v mozgu pri starnuti je sp6sobené najma znizenou rychlostou
prenosu elektronov v komplexe | a IV dychacieho retazca. V mitochondriach mozgu
bolo pozorované kontinualne znizenie mitochondrialnej respiracie s najvyraznejSimi
zmenami v oblastiach mozgu, ktoré sa povazuju za najviac postihnuté v procese
starnutia, ako je napriklad hipokampus a mozgova kéra [8]. Okrem energetického
metabolizmu mitochondrie zahravaju déleZitu ulohu aj v procese intracelularnej drahy
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apoptozy. Preto sme sa v nasej praci zamerali prave na zmonitorovanie proteinov
vnutornej mitochondrialnej drahy apoptézy v mitochondriach starnuceho kortexu, ale
aj zmien na urovni tkanivovych rezov a to pomocou metédy TUNEL a Fluoro-Jade C
so Specifickym zameranim na kortikalnu M1 oblast a CA1 oblast’ hipokampu.

Material a metédy

Dospelé samce kmena Wistar boli rozdelené do 3 skupin, 6 mes (dospelé), 15 mes
(staré) a 26 mes (senescentne). V skratke, prva skupina, vyoperované kortexy bez
hipokampu (n=3/skupinu) boli zhomogenizované a nasledne boli vyizolované
nesynaptické mitochondrie diferencialnou centrifugaciou podfa Stadardého postupu.
Druha skupina (n=4/skupinu) mozgov bola najskor zafixovana standardnym postupom
a podrobena TUNEL analyze (in situ znaCena fragmentacia jadrovej DNA na
tkanivovych rezoch) a Fluoro-Jade C analyze, charakterizujucej mieru neuronalnej
degeneracie v M1 kortikalne oblasti a CA1 oblasti hipokampu. Druhy nami zvolen
pristup bol kombinaciou metéd SDS-polyakrylamidovej gélovej elektroforézy, Western
blottingu a Specifickych protilatok charakterizujucich pro- a anti-apoptotické proteiny.
Boli aplikované protilatky voci Bcl2 (sc-7382), Bcel-XL (sc-634), Bax (sc-493) a p53 (sc-
393031), vSetky od firmy Santa Cruz Biotechnology. Pre vyhodnotenie denzity
detegovanych proteinov bol pouzity Statisticky program GrafPhad InStat V3.01
a Student-Neuman-Keulsov test, priCom hladina p<0,05 bola povazovana za
Statisticky vyznamnu. Snimky tkanivovych rezov boli zosnimané pomocou OLYMPUS
fluoview FV10i konfokalneho mikroskopu a dalej analyzované a kvantifikované
pomocou Image-Pro Plus 6.0 softvéru.

Vysledky a diskusia
Jednou z charakteristickych Cft procesu starnutia je mitochondridlna dysfunkcia.
Hlavna uloha mitochondrii pri regulacii energetického metabolizmu a apoptozy
naznacuje moznu suvislost medzi tymito dvomi kfa€ovymi bunkovymi procesmi.
V prvej Casti sme sa zamerali na na fluorescenénu mikroskopiu, kedy sme detegovali
dvomi pristupmi mieru neurodegeneracie v CA1l oblasti hipokampu a M1 oblasti
kortexu. Na demonstraciu degeneracie neurénov boli tkanivové rezy 6 a 26 mes
potkanov analyzované najskér pomocou metédy Fluoro-Jade C. Nezistili sme Ziadne
pozitivne degenerujuce neurény v CAl oblasti hipokampu a iba malo buniek v M1
oblasti kortexu u 6 mes, preto prezentujeme iba skupinu senescentnych 26 mes (Obr.
11). V skupine 26 mes potkanov (Obr. 1A-B) boli Fluoro-Jade C+ bunky lokalizované
vacsinou v stratum oriens CA1 oblasti hipokampu, priCcom farbenie bolo vyraznejSie
v extra hipokampalnych oblastiach (vrstvy IlI-V kortikalnej oblasti M1; Obr. 1E-F).
NavySe v spominanej M1 oblasti sme zaznamenali 22,3-krat vysSiu hustotu Fluoro-
Jade C+ buniek u 26 mes (p<0,001) v porovnani so 6 mes jedincami. Pri porovnani
skumanych oblasti sme u 26 mes zvierat detegovali signifikantne zvySenu hustotu
pozitivnych buniek v kortikalnej M1 oblasti (8,0 + 1,4; p<0,001) v porovnani s CA1
oblastou hipokampu (1,2 = 0,3; Obr. 1l). Toto poukazuje na vyrazny
neurodegenerativny uc€inok starnutia v neuronalnych bunkach mozgovej koéry, najma
v M1 oblasti kortexu.
Ako druhu metédu sme pouzili TUNEL assay, pri ktorej bola zistena iba slaba pozitivita
v oblasti CA1 hipokampu, ako aj v M1 oblasti prednej mozgovej kory u 6 mes skupiny.
Na druhej strane, pritomnost TUNEL+ buniek u 26 mes jedincov v obidvoch
spominanych oblastiach bola signifikantne zvySena (Obr. 1J) a morfologické znaky
TUNEL+ buniek naznacuju pritomnost glii. PoCet TUNEL+ buniek v oblasti M1 kortexu
u 26 mes bol 87,5-krat (30,5 £ 4,8; p<0,001) vysSi nez u 6 mes jedincov (3,8 + 1,0;
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Obr. 1C-D). NavySe sme zaznamenali signifikate zvySeny polet TUNEL+ buniek
v kortikalnej oblasti nez v CAl oblasti hipokampu (p<0,001; Obr. 1G-H, J), €o
poukazuje na negativny vplyv starnutia v neuronalnych bunkach mozgovej kéry.

& 444
[ Jcat J [_]ca1

[ w1

24

Pocet FluoroJade-C+ buniek / mm2
Pocet TUNEL+ buniek / mm2

0 04
6-mes 26-mes 6-mes 26-mes

Obr. 1 Fluorescenéné mikrografy Fluoro-Jade C a TUNEL-znagenych buniek v oblasti CA1 hipokampu
a M1 mozgovej kdry u 26 mes zvierat. Mikrografy Fluoro-Jade C+ buniek v CA1 oblasti hipokampu (A)
s detailom (B), a v kortikdlnej M1 oblasti (E) s detailom (F). Micrografy TUNEL+ buniek (C) s detailom
(D) v CA1 oblasti hipokampu a v kortikalnej M1 oblasti (G) s detailom (H). Sipky indikuju pocet
florescenéne znalenych neurondlnych buniek, zatial o hlavicky Sipky ukazuju glialne elementy.
Ohrani¢ena ciara ohraniCuje CA1 oblast hipokampu, GD - gyrus dentatus. Mierka 200 a 50 pm.
Kvantifikacia Fluoro-Jade C+ (I) a TUNEL+ neuronalnych buniek (J) u 6 a 26 mes zvierat. Vysledky su
vyjadrené ako Priemer £ SEM pre n =4 / skupinu, ***p<0.001 Statisticky odliSné v porovnani s kontrolou,
6 mes a ***p<0.001 medzi CAl1 a M1 oblastami.

Na zaklade mnohych prac mozno predpokladat, Ze proces starnutia je do istej miery
spojeny s aktivaciou apoptézy. Preto sme monitorovali tri proteiny Bcl rodiny (Bcl-2,
Bcl-XL a Bax) a protein p53 (Obr. 2B). Hladina Bcl-2 proteinu nebola vyrazne zmenena
v procese starnutia, avSak Bcl-XL protein vykazoval odliSnu odpoved so zvySujucim
sa vekom. Relativne mnozstvo Bcl-XL pokleslo o 15,1% u starych,15 mes zvierat so
signifikantnym narastom hladiny o 51,4% v skupine 26 mes oproti kontrolnej skupine
dospelych. Pro-apoptoticky protein Bax vykazoval nadprodukciu o 30,1% u 15 mes
a 0 41,7% u senescentnych jedincov. Typicky indikator apoptdzy je podiel Bax/Bcl-2,
ktory vykazoval najvysSiu pro-apoptoticku hodnotu u 15 mes skupiny. Mitochondrialna
hladina p53 bola signifikantne znizena o 27,7% u 15 mes oproti 6 mes, zatial ¢o bez
zmien sme zaznamenali porovnanie 26 mes skupiny so 6 mes (Obr. 2B).

Suhrnne sme zistili, Ze zatial o hladina proteinu Bcl-2 vykazovala len trend v smere
narastu v procese starnutia, dal8i anti-apoptoticky protein Bcl-XL bol jednoznacne
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nadprodukovany u 26 mes zvierat ako aj naopak pro-apoptoticky Bax. AvSak vzajomny
podiel Bax/Bcl-2 poukazal na vzostup naopak u 15 mes. Zda sa, Ze v procese
fyziologického starnutia, kedy sa vyskytuje mierny chronicky stres, do istej miery sa
zvySuje apoptoza, aby sa odstranili poskodené/dysfunkéné bunky, ale mozno aj
esencialne post-mitotické bunky, ako su neurény v skupine 15-mesacnych.

0 Faktor smrti
(A) APOPTOZA napr. Fas ligand (B)

Kaspazy

/
uvofnenie T < Doména smirti Bcl-2
Cytochrému c
Prokaspazy
- narast proteinu > % @ Bcl-XL
inhibuje _» Bax

expresia génu
Bax

S p53
BcI-Z"" \ ¥ T : Bax

nadexpresia
Bcl-2

DNA p53

= \ : 6 15 26
Vek (mesiace)

Cytotoxické lieciva
e Radiacia
Faktor prezivania
napr. Rastovy faktor

Obr. 2 Struéné schématické znazornenie apoptdzy regulovanej kaspazami (A); imunodetekcia proteinu
p53, zakladnych anti-apoptotickych (Bcl 2, Bcl-XL) a pro-apototickej (Bax) kaspazy Bcl rodiny
detegované v mitochondriach starniceho kortexu (B).

Naproti tomu u senscentnych buniek sa ukazuje pravdepodobnost’ vyskytu apoptdzy
ovela nizSia, €o potvrdzuju aj experimenty na senescentnych bunkach, ktoré boli
popisané ako takmer rezistentné vocCi apoptoze [9], toto suasne vedie k prezivaniu
poskodenych buniek, ako aj postmitotickych buniek so zniZzenou housekeeping
funkciou a v kone¢nom désledku zlepSuje proces starnutia. Suhrnne teda odozva 26
mes jedincov na stres vyvolany fyziologickym starnutim moéze odrazat vySSiu
adaptaciu v porovnani so skupinou starych, 15 mes. AvSak akutne poskodenie, akym
je cerebralna ischémia, indukovala translokaciu Bax a p53 do mitochondrii hipokampu,
ale bez ucinku na Bcl-XL v kortexe i hipokampe [10]. Hromadenie p53 v neuronalnom
cytosole ako désledok normalneho vnutrobunkového transportu alebo stabilnej
monoubikvitinacie je hlavnym zdrojom mitochondrialneho p53, ktory indukuje
oligomerzaciu Bax pocCas stresovych podmienok a antagonizuje anti-apoptoticky
ucinok Bcl-2 a Bcl-XL [11]. Senescentné mitochondrie obohatené o protein Bcl-2
interaguju s Bax, ¢im mézu zabranit permeabilizacii vonkajSej membrany mitochondrii
priamo alebo nepriamo cez reguldciu toku ionov, vratane Ca?*, cez membranu
mitochondrii aj endoplazmatického retikula. STAT3 (signalny transducer a aktivator
transkripcie 3) po naviazani na komplex | [12], indukuje produkciu ROS a zaroven
posobi synergicky s tumor supresorovym proteinom p53, &im stimuluje jeho
akumulaciu v mitochondriach [13] a na strane druhej naviazanie na STAT3 potlaca
expresiu Bcl-2 a Bcl-XL proteinov [14], ¢o sme pozorovali u skupiny dospelych
v porovnani so starnucimi skupinami. V nas8ich experimentoch nadprodukovany Bcl-
XL vazbou na uvofneny p53 je schopny do istej miery udrzat ho neaktivnym. Zostatok
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akumulovaného p53 méze aktivovat Bax a tak eliminovat poSkodené, &i nefunkéné
bunky prostrednictvom apoptdzy alebo mbze zabranit’ proliferacii, a tym aj schopnosti
buniek formovat nadory v starnuti.

Zaver

Na molekularnej urovni sa zda, ze vekovo-zavisla rezistencia na apoptozu je zapojena
do multifaktorialnej siete a spdsobuje funkény deficit komplexov dychacieho retazca,
najma podjednotiek komplexu | a ich priame, €i nepriame spojenie s prezitim/smrtou
buniek. Nase vysledky naznacuju nizSiu apoptoticku aktivitu u senescentnych, 26 mes
nesynaptickych mitochondrii v porovnani so skupinou 15 mes. Vekovo-zavislé zmeny
pozorované na nami vybranej vzorke proteinov zapojenych do mitochondrialnej drahy
apoptozy je zlozity a nie je fahké tieto vysledky jednoznacne interpretovat. Preto su
potrebné dalSie Studie na objasnenie apoptdzy v procese starnutia nesynaptickych ale
I synaptickych mitochondrii, €o by napomohlo pri objasneni nielen samotého procesu
starnutia ale i v patogenéze neurodegenerativnych ochoreni.

Tato praca bola podporena projektom VEGA 1/0004/2019 a VEGA 1/0554/19.
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Apoptéza v neurogénnych oblastiach mozgu potkana po expozicii
ionizujucim ziarenim

Balentova, S.!, Kalenska, D.?, Murin, P.3, Hajtmanova, E.3, Lehotsky, J.* 5,
Adamkov, M.t
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Abstract

In this experimental study, we used fractionated whole-brain irradiation (f\WBI) of adult
male rats with a total dose of 35 Gy, delivered in 5 fractions (dose 7 Gy per fraction)
once per week in the same weekday during 5 consecutive weeks. After 18-21 weeks
of survival, we evaluated histopathological changes in neurogenic areas of the rat
brain. Using immunohistochemistry, confocal microscopy and image analysis, we
identified apoptotic changes in the hippocampal dentate gyrus (DG) and individual
areas along the rostral migratory stream (RMS), i.e. anterior subventricular zone
(SVZza), vertical arm, elbow and horizontal arm. fWBI resulted in a significant increase
of apoptotic caspase 3 and Annexin V immunoreactive cells in DG. A less expressive
increase was found in SVZa and other areas along the RMS. The results showed that
fWBI at a clinically relevant dose resulted in radiation-induced apoptosis in neurogenic
areas of the brain. Apoptosis persisted 21 weeks after fWBI and represented a
manifestation of subacute changes.

Keywords: ionizing radiation, neurogenesis, caspase 3, Annexin V

Uvod

Radioterapia hra vyznamnu ulohu pri lieCbe pacientov s primarnymi mozgovymi
nadormi a metastazami. Tento spdsob lieCby vSak ma mnohé vedlajSie, nepriaznivé
u€inky, ktoré mézu iniciovat morfologické a funkéné zmeny v nervovom tkanive [1].
Morfologicky dochadza po oziareni prednostne k poskodeniu cievneho endotelu,
prekurzorov oligodendrocytov a nervovych kmerovych (NSCs) a progenitorovych
buniek [2, 3]. Mozog dospelych cicavcov obsahuje zdroj regenerativnych NSCs, ktoré
sidlia v Specifickych neurogénnych oblastiach a produkuju nové neurdny. V mozgu
dospelych cicavcov existuju dve neurogénne oblasti: subgranularna zéna (SGZ)
v gyrus dentatus (GD) hipokampalnej formacie a subvetrikularna zéna (SVZ) lemujuca
lateralne mozgové komory (LK) [4, 5]. Po oziareni mozgu dospelych potkanov
jednorazovou (0,5 - 30 Gy) alebo frakcionovanou (denne 1,5 Gy po dobu 7 dni) davkou
doSlo v SVZ k najvysSiemu narastu apoptéozy uz po 6 hodinach [6, 7]. Hoci po
niekolkych hodinach az drioch doSlo k reproliferacii prezivajucej populacie NSCs,
straty buniek v dosledku apoptézy boli nahradené len CdiastoCne. Polty NSCs
a progenitorovych buniek preto zostali znizené niekolko mesiacov po oziareni [8-11].
V naSej Studii sme sa zamerali na hodnotenie rozsahu postradiaCnych zmien
v neurogénnych oblastiach mozgu potkana s vyuzitim dvoch odliSnych markerov
apoptoézy.
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Material a metody

Samce potkanov kmena Wistar vo veku 3-4 mesiace sme rozdelili na dve skupiny:
kontrolnu (n=5) a druhu skupinu (n=9), ktord sme oziarili celkovou davkou 35 Gy
ionizujuceho Ziarenia. Davku sme rozdelili na 7 frakcii, pricom velkost' jednej frakcie
bola 5 Gy. Zdrojom ionizujiceho Ziarenia bol radioizotop 6°Co (pristroj TERAGAM UJP
Praha, CR) a ozarovany objem predstavoval hlavu a krk. Po uplynuti stanovenej doby
prezivania po oziareni (18 az 21 tyzdnov) sme vykonali celotelovu transkardialnu
perfuziu potkanov pomocou 4% paraformaldehydu a po dekapitacii sme z mozgovych
hemisfér narezali sériové sagitalne 30um zmrazené rezy. Apoptotické zmeny sme
identifikovali imunofluorescenénym farbenim pomocou markerov kaspazy 3 a Anexinu
V. Pocet kaspaza 3 a Anexin V imunoreaktivnych buniek (kaspaza 3-IR, anexin V-IR)
sme vyhodnocovali v jednotlivych anatomickych oblastiach pozdiZ rostralnej migracnej
drahy (RMS): prednej stene SVZ (SVZa), vertikalnom ramene, ohybe, horizontalnom
ramene a v GD hipokampalnej formacie. Kvantitativhu obrazovu analyzu preparatov
sme vykonali pomocou programu ImagedJ (NIH, Bethesda, MD, USA).

Vysledky

Pocet kaspaza 3-IR buniek bol v mozgu kontrolnych potkanov (K) len vefmi maly
(SVZa: 6,25 + 3,17/cm?; vr: 5,5 + 1,5; hr: 11 £ 1,3; GD:11,75 + 3,50). Sestnast tyzdriov
po oziareni doSlo k vyraznému, avSak nesignifikantnému zvySeniu kaspaza 3-IR
buniek v jednotlivych oblastiach RMS (SVZa: 605,75 + 192,48; vr: 521,25 + 148,2; hr:
391 £ 109,73) a signifikatnému narastu v GD (5764,7 = 765,29 vz. K; P<0,001).
V mozgu oziarenych potkanov sme identifikovali kaspaza 3-IR bunky aj v oblastiach
susediacich s RMS, teda v corpus striatum. V oblasti GD sme poc€etné kaspaza 3-IR
bunky sledovali okrem stratum granulosum aj v susednych vrstvach ato stratum
moleculare a stratum multiforme (Obr. 1).

Podobne ako v pripade kaspazy 3 aj anexin V-IR bunky boli v mozgu kontrolnych
potkanov pritomné len v malom podéte (SVZa: 5 + 1,18/cm?; vr: 12,83 + 3,43; hr: 13,17
*+ 4,43; GD: 9,62 + 1,92). Po oziareni doSlo k signifikantnému zvySeniu v zastupeni
anexin V-IR buniek v SVZa (551,38 £ 138,03 vz. K; P< 0,05) a v GD (3158,2 + 320,52
vz. K; P<0,001). V dalSich oblastiach RMS nebol zisteny vyrazny narast (vr: 208,6 +
64,44; hr: 295 + 82,61).

Diskusia
Vysledky prace ukazuju, ze bez ohladu na pouzity marker apoptdézy doslo
v neurogénnych oblastiach k porovnatelnym stratam buniek po ozZiareni. VyraznejSie
zmeny nastali v GD hipokampalnej formacie a inicialnej oblasti RMS, t.j. SVZa.
Vysledky imunofluorescenéného vyfarbenia v naSom experimente naznacuju
vyraznejSiu expresiu markera kaspazy 3 v porovnani s anexinom V. Enzym kaspaza
3 je primarny vykonavatel apoptozy, ktory po aktivacii katalyzuje Stiepenie stoviek
proteinovych substratov, najma v suvislosti s kondenzaciou chromatinu,
fragmentaciou DNA a kolapsom jadra [12]. Inhibicia kaspazy 3 je spojena s
nekrotickymi charakteristikami, ¢o poukazuje na zasadny vyznam aktivity tohto
proteinu pri vyskyte apoptdézy po oZiareni [13]. Po oziareni mozgu hlodavcov
jednorazovou subletalnou (1 Gy) alebo vy$Sou (30 Gy) davkou doslo ku zvySeniu
expresie kaspazy 3 v neurogénnych oblastiach niekolko dni az mesiacov po expozicii
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Obr. 1 Mikrofotografie sagitalnych rezov mozgom dospelych samcov potkanov prezivajucich 18 az 21
tyzdiov po frakcionovanej expozicii ionizujucim ziarenim (Oz) (cD = 35Gy). Tkanivové rezy boli
spracované pomocou imunofluorescenénej metddy na dbkaz enzymu kaspazy 3, ktory sluzil ako marker
apoptdzy. V oZiarenej skupine doslo ku zvySenému zastupeniu kaspéza 3-IR buniek v (a) prednej stene
subventrikularnej zény (SVZa) a (c, d) v zrnitej vrstve (stratum granulosum; sg) v gyrus dentatus (GD)
hipokampalnej formacie. (b) Detail SVZa, v ktorom vidno cytoplazmu kaspaza 3-IRbuniek (zelend
fluorescencia, Sipka), pri¢om jadra buniek (aj jadra buniek v GD) boli dofarbené pomocou jadrového
farbiva DAPI (modré fluorescencia). LK — laterdlna komora, vr — vertikdlne rameno. Mierky: a, c,
d=200pm; b=50um.

[14, 15]. KedZe uvedené Studie sa zaoberali hodnotenim apopt6zy po jednorazovej ale
nie frakcionovanej expozicii, méZzeme nase vysledky porovnat’ iba Ciastocne.

Anexiny su intracelularne proteiny, ktoré sa po redistribucii z vnutorného na vonka;jsi
povrch bunkovej membrany Specificky viazu na fosfatidylserin. Exponovanie
fosfatidylserinu na povrchu bunky nastdva po aktivacii kaspazy 3 avSak pred
fragmentaciou jadrovej DNA. Anexin V je preto senzitivnym markerom vc€asnej
pripadne prostrednej fazy apoptdézy [16]. In vivo Studie zaoberajuce sa vplyvom
ionizujuceho Ziarenia na tkaniva uspeSne pouzivaju anexin V ako indikator
radiotoxicity [17, 18].

Vysledky morfometrickej analyzy ukazali, Ze frakcionované oZiarenie mozgu
a nasledné prezivanie 18 az 21 tyzdfov po expozicii viedli k iniciovaniu skorych Stadii
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apoptdzy. Studia tiez poukazala, Ze na detekciu apoptdzy iniciovanej ionizujucim

Ziarenim je optimalne zvolit rézne markery.

Zaver

Na zaklade rozsahu apoptézy v neurogénnych oblastiach a doby prezivania po
expozicii klinicky relevantnou frakcionovanou davkou Ziarenia mézeme konstatovat,
Ze v mozgovom tkanive dos$lo ku vzniku subakutnych zmien. Je zname, Ze zmeny po
oZiareni sa vyvijaju pomaly, av8ak ich morfologické a funkéné nasledky su velmi
zavazné a nezvratné. Tieto zmeny mézu ovplyvnit fyzicky a psychicky stav pacienta a

vyznamne zhorsit kvalitu jeho Zivota.
Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0243/18.
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Abstract

Hypehomocysteinemia (hHcy) is considered as an independent, strong risk factor for
atherosclerosis-associated diseases like stroke, dementia or Alzheimer diseases.
Methionine diet might lead to elevated level of homocysteine in plasma and causing
pathological alterations across the brain. Especially hippocampus is being constantly
studied for neurodegenerative disorders based on its involvement into the neural
maintenance. In this experimental study were explored the hHcy-induced hippocampal
metabolic and morphological changes using proton magnetic resonance spectroscopy
(*H MRS) in combination with MR-volumetry and histochemical analysis. For induction
of hHcy in adult male Wistar rats was used methionine-enriched diet at a dose of 2
g/kg of animal weight/day in duration of four weeks. In hHcy animal group was found
the slightly increase volume of the dorsal hippocampus, as well as metabolic changes
showing enhanced reactive astrogliosis. However, the ongoing neurodegeneration
was not confirmed nor in metabolic alternation, nor with histomorphological Fluoro-
Jade C* detection of the dying neural cells in this brain area.

Keywords: hypehomocysteinemia, methionine, hippocampus

Uvod

Artériosklerotické vaskularne ochorenia akymi su infarkt myokardu a nahla cievna
mozgova prihoda su najvacsimi priCinami umrti vo vyspelych krajinach [1]. Medzi ich
spolo¢né rizikové faktory patria hyperlipidémia, hypecholesterolémia, hypertenzia,
diabetes mellitus ale aj vek, fajCenie Ci geneticka predispozicia [1, 2]. V roku 1969
McCully bol prvy, ktory navrhoval homocystein (Hcy) ako moznu pri€inu aterosklerdzy
[3]. Stala hladina Hcy v organizme je désledkom rovnovahy jeho syntézy z metioninu,
ako hlavného prekurzora, ale aj degradac¢nych metabolickych procesov podmienenych
kofaktormi, vitaminom Bs, Bo a B12 [3, 4]. Za ostatnych dvadsat’ rokov vyskumu bolo
tiez dokazané, Ze zvySena hladina plazmatického Hcy, tzv. hyperhomocysteinémia
(hHcy; mierna: 15-30 pymol/l, stredne tazka: 30-100 umol/l, tazka: >100 umol/l [4])
predstavuje nezavisly rizikovy faktor artériosklerotickych vaskularnych ochoreni akymi
su ischemicka choroba srdca, stendza karotickych artérii, cievna mozgova prihoda,
vendzna tromboembolickd choroba, ale aj kognitivnych dysfunkcii po¢nuc miernym
kognitivnym poklesom az po vaskularnu demenciu ¢i Alzheimerovu chorobu [2, 4].
Predpoklada sa, Ze vSetky tieto asociacie chordb su vzajomne prepojené
prostrednictvom zvySeného Hcy a naslednej metylacie mnohych latok, vratane DNA
a proteinov, ktoré vyvolavaju u neurénov zvySenu nachylnost na poskodenie
a apoptézu [4, 5]. ZabezpeCenie spravneho fungovania metioninového cyklu
vyzivovymi modulaciami méze zlepSit metylaciu a chranit mozog pred poskodenim.
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Ciefom tejto Studie bolo preto analyzovat metabolicko-morfologické zmeny
v dorzalnom hipokampe mozgu, predovsetkym v oblasti gyrus dentatus, u zvieracieho
modelu hHcy poskodenia mozgu v désledku metioninovej diéty. Experimentalna
Studia bola zalozeny na invivo vySetreni relativnych koncentracii metabolitov
skumaného tkaniva mozgu pomocou protonovej magnetickej rezonancnej
spektroskopie (*H MRS), ale aj MR-volumetrie spolu s histochemickymi (Fluoro-
Jade C* detekcia) farbiacimi metédami.

Material a metody

VSetky vykonané experimenty v tejto Studii boli schvalena Etickou komisiou JLF UK
ako aj SVPS SR pod &islom 727/12-221. Do vyskumu bolo zaradenych sedem 5-
mesacénych samcov potkanov rodu Wistar (Velaz, Praha, CR) chovanych
v Standardnych podmienkach zverinca JLF UK. Zvieratam bol po dobu 28 dni
podavany metionin (L-methionine, Sigma Aldrich, Germany) v podobe tekutin a to
v koncentracii 2g/kg vahy zvierata, ¢im bola navodena hHcy [6], ktora bola nasledne
potvrdena stanovenim hladiny Hcy v plazme komeréne dostupnym kitom [7]. VSetky
zvierata podstupili na zaciatku (kontrolna skupina) experimentu a po navodeni hHcy
(hHcy skupina) MR vySetrenie prostrednictvom 7 Teslového animalneho MR skeneru
Bruker BioSpec 70/20 (Bruker, Ettlingen, Nemecko). Pocas in vivo MR vySetrenia boli
zvierata pod regulovanou anestéziou (2-4% sevofluran v medicinskom kysliku) za
su¢asného monitorovania vitalnych funkcii. Su€astou MR-meracieho protokolu boli
anatomické T2-vazené MRI (TR opakovaci ¢as/TE echo ¢as = 2680/40 ms; 2 priemery;
oblast zobrazenia FOV = 35x35 mm?;rozliSenie 0,137x0,137x0,5 mm3; 23 resp. 25
rezov s hrubkou rezu 0,5 mm a 0.3 resp. 0 mm medzerou medzi rezmi). MR-volumetria
tkaniva dorzalneho hipokampu bola vypocCitana v ITK-SNAP softvéri (3.4.0 verzia,
USA) po vykresleni poZadovanej oblasti mozgu na piatich po sebe iducich koronalnych
MRI-rezoch (Obr. 1). Spektroskopické data z dorzalneho hipokampu (Obr. 1) boli
ziskané pomocou multivoxelovej spektroskopie s realnou velkostou voxela
2,75x2,75x2 mm? (TR/TE = 1500/20 ms; 36 priemerov; FOV = 22x22 mm?). Zmerané
'H MRS data boli kvantifikované pomocou LCModelu (verzia 6.3-1K, S. Provencher,
Kanada), so zameranim na metabolické pomery (Obr. 1): tNAA (N-acetyl-
aspartat/aspartyl-glutamat) a mins (myoinozitol) ku tCr (predovSetkym kreatin
a fosfokreatin), v oblasti dorzalneho hipokampu. V poslednej Casti Studie bola
u zvierat navodena hlboka anestézia s naslednou transkardialnou perfuziou podfa
predchadzajucich postupov [8]. Po dekapitovani boli mozgy vynaté z lebky, fixované
pri. 4°°C v30% sacharéze, uloZzené v médiu azamrazené podla uz skorej
publikovanych postupov [9]. Po priprave série sagitalnych 30 um rezov [9] boli vzorky
pripravované pre histochemické Fluoro-Jade C* farbenie. Jednotlivé sekcie tkaniva
boli po umiestneni na termo-sklicka (Superfrost Plus glass, Thermo Scientific, USA)
zohrievané na 50°C aspon 30 minut pred samotnym farbenim. Rezy boli namacané
v alkohole (3 min v 100%, 1 min v 70%) a destilovanej vode (1 min), nasledne
prenesené do manganistanu draselného (0,06%, 15 min) s preplachnutim
v destilovanej vode (2 min). Po 120min farbenia nasledovalo opakované
preplachovanie destilovanou vodou (3x1min). Pripravené rezy boli osusené pri izbovej
teplote apokryté médiom Fluoromount™(Sigma-Aldrich, Germany) podfa
Standardnych protokolov [9].
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Obr. 1 *H MRS znazornuje reprezentativne spektrum (LCModel) ziskané z dorzalneho hipokampu (T2-
vazené MRI) potkana pomocou multivoxelovej spektroskopie (velkost voxela 2,75x2,75x2 mm3). MR-
volumetria predstavuje vykreslenie dorzalnej Casti hipokampu mozgu potkana (T2-vazené MRI)
a kvantifikovanie objemu pozadovaného tkaniva v softvéri ITK-SNAP.

Vysledky
Na zaklade kvantitativneho histochemického Fluoro-Jade C* farbenia so zameranim
na oblast dorzalneho hipokampu kontrolnej aj hHcy skupiny zvierat (Obr. 2) sme
nedetegovali degenerujuce neurdny v désledku metioninovej suplementacie.

500 pm 500 pm

Obr. 2 Na reprezentativnych mikrofotografiach dorzélneho hipokampu (oblast CA1, CA3 a gyrus
dentatus - GD) nie su zachytené Ziadne Fluoro-Jade C* znadené neurdny u hHcy skupiny zvierat
v porovnani s kontrolami.
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Zaroven boli Statisticky vyhodnocované (Tab. 1) rozdiely metabolickych pomerov
tNAAMLCr a mins/tCr v dorzalnom hipokampe mozgu potkanov medzi kontrolnou
a hHcy skupinou (Tab.1) na zaklade parového dvojstranného t-testu v softvéri SPSS
(verzia 15.0; Chicago; USA). Ako Statisticky vyznamna hladina bola stanovena
hodnota p = 0,05. Z vysledkov $tudie bol zrejmy signifikantny narast mins/tCr
v dorzalnom hipokampe hHcy skupiny zvierat, hoci neboli zistené signifikantné zmeny
tNAA/tCr medzi skupinami. Na zaklade MR-volumetrie bol pozorovany signifikantny
narast objemu tkaniva dorzalneho hipokampu u hHcy skupiny (Tab. 1) ato s
percentualnym narastom objemu tkaniva o 12 + 9%.

Tab.1 MR-volumetria a 'H MRS metabolické pomery tNAA/tCr a mins/tCr v dorzalnom hipokampe
mozgu potkanov spolu so Statistickym porovnanim kontrolnej a hHcy skupiny na zaklade parového
dvojstranného testu v softvéri SPSS.

dorzalny hipokampus kontrola hHcy parovy
/n=7/ In=7/ t-test (p)
tNAA/Cr (pomer; priemer + SD) ‘ 1,14 0,19 0,95+ 0,14 0,109
mIns/tCr (pomer; priemer + SD) ‘ 0,42 + 0,13 0,61 *0,15 0,047
MR-volumetria (mms3; priemer + SD) ‘ 43,16 £ 1,57 46.56 * 3,87 0,040
Diskusia

NasSe predchadzajuce prace poukazuju na korelaciu medzi ischemickym poskodenim
mozgu a chemicky indukovanou hHcy, pri¢om v zavislosti od sily a dizky trvania inzultu
sa potenciovala degeneracia nervoveho tkaniva [7-11]. V tejto Studii sme sa zamerali
na Studium neurodegenerativnych u€inkov hHcy vyvolanej metioninovou diétou, so
zameranim na selektivne vulnerabilné neurény, ktoré su citlivejSie na
neurodegenerativhe zmeny. Hipokampus je jedna z mala oblasti mozgu, kde nervove
kmenové bunky pokracuju v deleni a kde sa aj v dospelosti vytvaraju neurény [10, 12].
Neurony hipokampu su nachylné na Siroké spektrum réznych destrukénych procesov,
ako su ischémia, trauma, epileptické zachvaty ako aj degenerativhe zmeny
prichadzajuce svekom [9, 10, 12]. Neurodegenerativhe poskodenie je mozné
detegovat in vivo pomocou *H MRS ako pokles metabolického piku tNAA. N-acetyl
aspartat je jednou z najbeznejSich aminokyselin v mozgu, ktora pésobi ako ddélezita
signalna organicka latka, osmolyt, zasadny medziprodukt Krebsovho cyklu,
a prekurzor syntézy proteinov, a lipidov vratane myelinu [7, 13]. Vzhladom na to, Ze
NAA sa vyskytuje takmer vyluéne v neurdnoch, axonoch a dendritoch, povazuje za
rozhodujuci biomarker neuralnej hustoty a neuro-axonalnej funkCnosti [13, 14].
Viaceré Studie dokonca deklaruju, Zze pokles hladiny tNAA koreluje s patologickou
zavaznostou poskodenia CNS [7, 13, 14]. V tejto Studii sme nepozorovali, ze by sa
metioninom podnietena hHcy prejavila vyraznym poklesom metabolického pomeru
tNAA/tCr. Toto zistenie bolo v sulade s histomorfologickou analyzou Fluoro-Jade C*
znacCenych degenerujucich neurénov v dorzalnom hipokampe, ktorych zvySena miera
v hHcy skupine zvierat nebola dokazana. Vzhladom na to, ze toto histochemické
farbenie fluorescencne oznacuje tela, dendrity, ale aj axény poSkodenych neurénov
[8, 11], nepreukazalo sa ze by metioninom vyvolana hHcy spésobovala celkovu neuro-
axonalnu degeneraciu tkaniva. Zato sme vSak poukazali, Ze by mohla byt spojena so
zapalovymi zmenami tkaniva a naslednou progresivnou degradaciou myelinického
traktu v hippocampe ¢i dokonca metabolickymi poruchami v CNS, ¢o mdze mat
klinicky relevantné nasledky. Jednym z prejavov poskodenia tkaniva mozgu je
zapalova reakcia tkaniva spojena s aktivaciou astrocytov, ktoru je mozné sledovat
in vivo pomocou 'H MRS metabolického piku mins [7, 15]. Okrem toho, Ze je mins
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délezitym osmolytom, podiefa sa na prenose signalov, syntéze membranovych
fosfolipidov a fosforylacii proteinov [13, 15]. KedZe sa primarne syntetizuje v gliovych
bunkach, a to predovSetkym v astrocytoch, predstavuje marker proliferacie gliovych
buniek [7, 15]. V naSich experimentoch sme pozorovali signifikantny narast
pomeru mins/tCr v skupine hHcy  zvierat, signalizujuc patologicky
aktivované astrocyty v oblasti dorzalneho hipokampu. V sulade s naSimi
pozorovaniami sa zistilo, Ze hHcy podporuje neuro-gliovu degradaciu v désledku
mitochondrialnej dysfunkcie, epigenetickej dysregulacie DNA a proteinov, ale aj
edému tkaniva [7, 10, 13]. Rovnako naSe vysledky jasne demonStrovali zvySenie
objemu dorzalneho hipokampu u hHcy zvierat, pravdepodobne v désledku hHcy
narusenia cievneho endotelu, ale aj hematoencefalickej bariéry, alebo aj priamym
excitotoxickym u€inkom hHcy na astrocyty [16, 17]. Volumetrické zmeny tkaniva spolu
s metabolickymi markermi naznacujucimi reaktivnu gliézu spolu so zapalovymi
a metabolickymi alternaciami v tkanive mozgu, podporujuc teoriu o cytotoxicite
metioninom indikovanej hHcy.

Zaver

V tejto experimentalnej Studii sme pozorovali zvySenu mieru reaktivnej astrogliézy
spolu s postupujucimi zapalovymi zmenami v tkanive dorzalneho hipokampu mozgu
potkanov v désledku hHcy vyvolanej metioninovou diétou. Je teda zrejmé, Ze
vyzivovymi modulaciami je mozné ovplyvnit hladiny plazmatického Hcy a tak nepriamo
preventivne poésobit na neuropatologické prejavy réznych ochoreni. Z klinického
hladiska je hlbSie poznanie podstaty molekularno-biologickych mechanizmov
poskodenia mozgu v asociacii s hHcy napomocné pri zefektiviiovani terapie pacientov
po ischemickom inzulte v moznej spojitosti s neurodegenerativnymi zmenami v
mozgu.

Tato publikacia vznikla vdaka projektom VEGA 1/0171/18 a APVV-15-0107 a vdaka podpore
v ramci operaéného programu Vyskum a vyvoj pre projekt: Centrum excelentnosti pre vyskum
v personalizovanej terapii (CEVYPET), ITMS kéd projektu 26220120053, spolufinancovany zo
zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

Hyperhomocysteinemia (hHcy) is regarded as an independent and strong risk factor
for cerebrovascular diseases, stroke, and dementias. The hippocampus has a crucial
role in spatial navigation and memory processes and is being constantly studied for
neurodegenerative disorders. Therefore, hHcy could be considered as one of the
modifiable risk factors in genesis of hippocampal histopathology. We used a moderate
methionine (Met) diet at a dose of 2 g/kg of animal weight/day in duration of 4 weeks
to induce mild hHcy in adult male Wistar rats. Such obtained tissues then underwent
MRI (magnetic resonance imaging) and immunofluorescence analyses to explore
hippocampal changes in histo-morphology and volume. We found remarkable histo-
morphological alterations, as well as an increase of hippocampal volume, changes in
number and morphology of astrocytes, neurons, and their processes in the selective
vulnerable brain area of animals treated with Met-enriched diet. Results suggest that
the mild hHcy induced by Met-enriched diet alters volume and histo-morphological
pattern, which might eventually endorse the neurodegenerative processes.

Keywords: hyperhomocysteinemia, hippocampus, neurodegeneration, methionine
diet

Uvod

Viacero nutricnych faktorov méze zohravat délezitu ulohu v rozvoji
neurodegenerativnych ochoreni a v rychlosti ich dalSej progresie. Aj preto je v
suCasnosti rastuci zaujem o ziskanie poznatkov, ako by prave stravovacie navyky,
modifikovatelny rizikovy faktor, mohli znizit ich vyskyt a podieflat’ sa na ich prevencii
[1, 2].

Metionin (Met) je esencialna aminokyselina nachadzajuca sa v mnohych pravidelne
konzumovanych potravinach v ramci Zapadnej diéty [2-6]. Vplyv diéty na organizmus
so strednym a vysokym obsahom Met bol dokumentovany uz v niekolkych studiach [2,
4]. Vysoky prijem Met alebo dysregulécia jeho metabolizmu mdze viest’ k zvySeniu
plazmatickej hladiny homocysteinu (Hcy). Hcy je aminokyselina obsahujuca tiolovu
skupinu. Vznika konverziou Met v Met-Hcy cykle a jeho zvySena koncentracia v
plazme, hyperhomocysteinémia (hHcy), je znamym rizikovym faktorom kardio- a
cerebrovaskularnych ochoreni [7, 8]. HHcy sa spdja ako s progresivhou
aterosklerézou, akutnou cievnou mozgovou prihodou, kognitivhou deterioraciou,
demenciou, tak i s Alzheimerovou chorobou (AD). Napriek mnohym vyskumom, presny
mechanizmus jeho ovplyviovania nervového tkaniva nie je stale uplne objasneny [3,
4, 6].
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Taktiez, pri metabolickej premene Hcy vznika S-adenozyl homocystein (SAH), u
ktorého sa ukazuje, Ze mbze mat ddlezitu ulohu v kontrole metylaciou-regulovane;
signalizacie v Met-Hcy cykle. SAH potencionalne iniciuje hypometylaciu DNA a
proteinov, coho dbsledkom su alternacie vo viacerych tkanivach, vratane nervovych
buniek [9].

Predchadzajuce prace, v ktorych bol Hcy priamo aplikovany subkutanne s navodenim
miernej hHcy, poukazali na dezintegraciu nervového tkaniva v oblasti hipokampu aj
mozgoveého kortexu [10-12]. Okrem toho, Tothova a kol. [12] tiez popisali, ze hHcy
spOsobuje znacné epigenetické zmeny s poskodenim acetylacie histonov najma v
zranitelnych Castiach kortexu s uz hHcy navodenou DNA hypometylaciou.

V tejto praci sme indukovali hHcy diétou so zvySenym obsahom Met, aby sme
poukazali na jej podiel v patomechanizme neurodegeneracie a pokusili sa ho blizSie
objasnit. Demonstrovali sme, Ze strava bohata na Met vedie k histo-morfologickym
zmenam Vv hipokampalnej oblasti cornu ammonis 1 (CAl), a tieZz k celkovej zmene
objemu hipokampu.

Material a metody

Samce potkana kmeria Wistar vo veku 5-6 mesiacov, s hmotnostou 300-400g, boli
chované v Standardnych podmienkach v centralnom zverinci JLF UK. Manipulacia s
tymito zvieratami bola schvalena Etickou komisiou JLF UK ako aj SVPS SR pod &islom
727/12-221. Kontrolna skupina (K, n=8) v dni 0 podstupila MR-volumetriu hipokampu
prostrednictvom 7 Teslového MR skeneru Bruker BioSpec 70/20 (Bruker, Ettlingen,
Nemecko), nasledne im bola po dobu 4 tyzdnov podavana strava so zvySenym
obsahom Met v davke 2g/kg vahy zvierata/den, ¢im sa navodila mierna hHcy. Po
podstupeni diéty, v 28 dni, sa skupina s Met diétou (MDG - z angl. methionine diet
group, n=8) opat podrobila MR-volumetrii. Vysledky z MR merani boli vyhodnotené
Statisticky pouzitim SPSS softwaru, verzia 15.0. a Studentovym t-testom. Druha
skupina bola zaradena na histologicku analyzu - ¢ast ako MDG skupina po 4 tyzdnoch
a Cast’ ako kontrolna skupina (K). Obe skupiny boli po uspani usmrtené dekapitaciou
v sulade s Nariadenenim vlady SR ¢.377/2012 Z.z. Nasledne im bol odobraty mozog
na histologicku analyzu, ktora bola vykonana na spracovanych kryorezoch ziskaného
tkaniva. Na zobrazovanie a vyhodnocovanie imunohistofluorescenénych metéd sme
pouzili konfokalny mikroskop Olympus FluoView FV10i. Sledovana oblast mozgu bola
CA1 (cornu ammonis 1) hipokampu, kde sme dokazovali a sledovali pritomnost NeuN
(neuronal nucei) a GFAP (glial fibrillary acidic protein) protilatok. Vysledky sme
vyhodnotili v programe GrafPhad InStat V3.01 a pre vyjadrenie Statistickej
vyznamnosti sme pouzili Studentov t-test.

Vysledky
1. Volumetricka analyza
Na zaklade MR-volumetrickej analyzy sme zaznamenali signifikantny (p=0.031) narast

hipokampalneho objemu v MDG skupine zvierat (100.85 + 1.82 mm3) v porovnani s K

skupinou (96.51 + 4.78 mm3). Zakladna hodnota objemu tkaniva (refereCny objem
tkaniva hipokapmu) bola definovana ako rozdiel medzi strednou hodnotou (medianom)
objemu a Standardnou odchylkou (SD) podla MR vysledkov kontrolnej skupiny. Tak
bolo mozné vyjadrit percentualne zmeny v objeme hipokampu, ¢im sme vypocitali
hodnotu priemerného narastu hipokampalneho objemu (10 £ 2 %) v MDG skupine vo
vztahu ku kontrole.
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Tab. 1 MR-volumetria oblasti hipokampu potkanov.

1. stipec - Hodnota objemu tkaniv (stredna hodnota + SD) hipokampu pre kontrolnt skupinu (K, n=8),
pod tym skupina s Met diétou (MDG, n=8). 2. a 3. stipec- vyjadrena zakladna hodnota objemu tkaniva
pre K a percentualny narast objemu hipokampu MDG voc¢i K spolu so Statistickou signifikantnostou
rozdielu medzi skupinami a vypoc€itanymi hodnotami.

HIPPOCAMPUS

VOLUME CHANGE K MDG
MEAN % SD (Vo|ume 10 + 2 %
threshold)
TISSUE VOLUME 3
MEAN * SD LTI
K - independent
96.51 % 4.78 MM?® sample 2-tailed
t-test
MDG 0.031 -

100.85 * 1.82 MM?

znamena Statisticku signifikantnost medzi K/K a MDG/MDG

2. Histomorfologické zmeny v CAl oblasti hipokampu v mozgu potkanov po
indukovanej hHcy

Imunohistofluorescenéné zobrazovanie NeuN a GFAP sa vyuziva na detekciu
potencionalnych zmien v mnoZzstve a/alebo pritomnost morfologickych zmien zrelych
neurénov a astrocytov v oblasti hipokampu.

V kontrolnej skupine boli NeuN+ neurdny pritomné ako v kortexe, tak i v hipokampe.
Pozitivita bola koncentrovana najma v tele neurénov, len zriedka zasahovala do
vybezkov. V astrocytoch v CAl nebola pozorovana ziadna pozitivita.

Naproti tomu, v MDG skupine boli detekované znacné morfologické zmeny neurénov
oblasti CAl (edém tela aj jadier) bez vyznamnych $tatistickych zmien v ich celkovom
pocte.

Priimunodetekcii GFAP vykazovali astrocyty v K skupine typické radialne usporiadané
tenké vybezky, priCom astrocyty boli pritomné vo vSetkych vrstvach hipokampu. U
MDG skupiny bol v hipokampe pritomny vyrazny narast po¢tu astrocytov (0 23,7 %
(p<0,001), najma v stratum oriens, stratum radiatum a stratum lacunosum. Tiez sme
zaznamenali odliSnu morfolégiu astrocytov oproti K skupine, zrejme spdsobenu ich
aktivaciou.
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Obr. 1 Imunofluorescecné mikrofotografie NeuN a GFAP v CA1 oblasti hipokampu. (a) Fluorescenéna
mikrofotografia hipokampu potkana u kontrolnej (K) skupiny. Na obrazku zelenou fluorescenciou
zobrazeny GFAP a ¢ervenou NeuN. Mierka na obrazku = 50 um. (b) Fluorescen¢na mikrofotografia
hipokampu potkana u skupiny s diétou obohatenou o Met (MDG). Zelenou fluorescenciou zobrazeny
GFAP a Cervenou NeuN. Jadra vSetkych buniek su zvyraznené DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole).
Mierka na obrazku = 50 um. Sipky oznaduju morfologicky zmenené bunky. (c) Schematické znazornenie
CA1 oblasti mozgu potkana ¢ervenym raméekom ukazujucim oblast, ktora bola blizSie znazornena na
a) a b) (upravené podla Paxinos a Watson [20]).

Diskusia

Hipokampus je jedna z najzranitefnejSich mozgovych Struktur, ktora sa spaja so
selektivnym poskodenim neurénov indukovanym réznymi noxami. Vysoky prijem Met
alebo dysregulacie Met metabolizmu moéze potencionalne viest k hHcy. hHcy je
jednym zo znamych rizikovych faktorov pre kardio- a cerebrovaskularne ochorenia [7,
8]. AvSak presny mechanizmus, ako sa hHcy podiefa na neurodegeneracii, nie je upine
jasny. Prave preto sme sa v nasej praci zamerali na objasfiovanie patomechanizmov
asociovanych s hHcy navodenou stravou bohatou na Met.

Nase vysledky jasne poukazali na narast objemu hipokampu v MDG skupine. MézZe to
byt désledkom poruSenia hematoencefalickej bariéry (HEB) zapriCinenym zvySenou
plazmatickou koncentraciou Hcy a jeho metabolitov, ako aj priamym cytotoxickym
efektom hHcy na astrocyty [13]. Je zname, ze hHcy méze poskodit schopnost
endotelu regulovat cievny tonus redukovanim biodostupnosti NO, ¢o vedie k
endotelovej dysfunkcii [14, 15]. Nasledne tak ovplyvriuje astrocyty, sucast HEB, ktoré
sa podielaju na regulacii extracelularneho objemu a homeostaze neurotransmisie,
ktora je pbdsobenim hHcy posSkodena [16]. Vysledky, ukazujuce zvacSeny
hipokampalny objem tak naznacuju, Zze sa zrejme jedna o cytotoxicky edém v danej
oblasti, ¢o je podporené aj zobrazenym edémom tiel neurénov za pouzitia NeuN
protilatky a narastom poctu astrocytov znacenych GFAP z histomorfologickej analyzy.
Udava sa, Ze hipokampus je zlozeny z oblasti s rozliSne selektivhou nachylnostou na
neurodegenerativne procesy [17], z toho najcitlivejSou je CAl oblast. Preto sme
upriamili imunofluorescenénu analyzu prave na fiu. Pouzitim NeuN a GFAP sme mohli
pozorovat okrem vySSie uvedeného opuchu tiel neurénov aj hypertrofické tela
astrocytov s hrubSimi a viac vetvenymi vybezkami. Tieto zmeny by mohli byt
spbsobené aktivaciou astrocytov pri maladaptivnej alteracii neuronalnych funkcii [18].
BlizSie objasnenie tychto zmien vyplyva zo Studie, kde aj subletalne koncentracie Hcy
viedli k signifikantnym metabolickym zmenam a poSkodeniu mitochondriovych funcii
astrocytov v in vitro podmienkach [19]. NaSe vysledky ukazali, ze hHcy indukovana
zvySenym prijmom Met v in vivo podmienkach iniciuje reaktivhu astrogliézu v CA1
oblasti hipokampu potkanov.
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Zaver

Zistenia z MR-volumetrie aj histomorfologickej analyzy ukazuju znacnu dysregulaciu a
akceleraciu neurodegeneracie hipokampu u potkanov s miernou hHcy navodenou
diétou obohatenou o Met. Ukazuje sa, Ze prevencia rizikovych faktorov spojenych s
Met-Hcy cyklom ma ddlezité profylaktické uplatnenie u neurodegenerativnych
ochoreni, demecii a mozgovej prihode. Evidencia kauzalneho prepojenia medzi diétou
obohatenou o Met s naslednou hHcy a neurodegenerativhymi procesmi by tak mohla
predstavovat prinos pre Klinicki prax s vyuZzitim tohto preventabilného rizikového
faktora. Zaroven sme kombinaciou MRI a imunohistofluorescencnej analyzy prispeli k
objasneniu a dalS$im poznatkom o komplexnom patomechanizme skryvajucim sa za
metabolickymi neurodegenerativhymi ochoreniami.

Praca bola podporena projektami VEGA ¢. 1/0171/18, VEGA ¢.1/0230/20, APVV ¢&. 156/0107 a
z projektu ,Identifikacia novych markerov v diagnostickom paneli neurologickych ochoreni”,
kéd: 26220220114 spolufinancovanym zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho
rozvoja.

Literatara

[1] Cardoso, Clin Interv Aging 2013, 8:531-542.

[2] Berti, J Nutr Health Aging 2015, 19:413-423.

[3] Xu, Neurosci Lett. 2011, 494:139-144

[4] Liu, Am J Transl Res. 2016, 8:117-124.

[5] Esse, Int J Mol Sci. 2019, 20:867.

[6] Lehotsky, Nova Science Pub Inc., NY, USA, 2019, 115-156 s.ISBN 978-1-53615-163-3.
[7] Hainsworth, BBA Mol Basis Dis. 2016, 1862:1008-1017.

[8] Bugnicourt, JASN 2013, 24:353-363.

[9] Shen, Redox Biol. 2020, 28:101322.

[10] Kovalska, J Physiol Pharmacol. 2015, 66:887-897

[11] Kovalska, Neurochem Res. 2018, 43:1766-1778.

[12] Tothova, B Int J Mol Sci. 2018, 19:3147.

[13] Weekman, ASN Neuro 2017. https://doi.org/10.1177/1759091417742296.
[14] Wu, Redox Biol. 2019, 20:46-59.

[15] Zhang, Anim Nutr. 2018, 4:11-16.

[16] Abbott, Nat Rev Neurosci. 2006, 7:41-53.

[17] Wang, Genomics 2007, 90:201-212.

[18] Dossi, Brain Res Bull. 2018, 136:139-156.

[19] Jin, Neurochem Int. 2008, 52:1410-1415.

[20] Paxinos, Academic Press, London, GB, 2006, http://www.scribd.com/doc/22822097/Rat-Brain-
Atlas.

Strana | 24


https://doi.org/10.1177%2F1759091417742296
http://www.scribd.com/doc/22822097/Rat-Brain-
http://www.scribd.com/doc/22822097/Rat-Brain-

Nové trendy a perspektivy v histolégii VI - EXPERIMENTALNE STUDIE

Vyznam vzajomnej komunikacie sarko/endoplazmatického retikula
s mitochondriami v patofyziol6gii ischemicko-reperfizneho
poskodenia myokardu

Bencurova, M. 1, Kovalska, M.?, Brndiar, G.1, Lysikova, T.%, Tomascova, A.3,
Lehotsky, J.1, Kaplan, P.1, Tatarkova, Z.*

1 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav lekarskej
biochémie, Martin; 2 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav
histolégie a embryolégie, Martin; 2 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v

Martine, BioMed, Martin
zuzana.tatarkova@uniba.sk

Abstract

Mitochondria are highly dynamic organelles, which undergo continuous morphological
changes to maintain cellular homeostasis. They fuse in response to specific
physiological conditions or divide to facilitate their removal by autophagy, and they
maintain dynamic contacts with other membranous compartments of the cell especially
with the endoplasmic reticulum (ER) by establishing physical contacts known as
mitochondria-associated membranes (MAMs). MAMs are important hubs for lipid
trafficking, ER stress, mitochondrial dynamics, Ca?" signaling, apoptosis, or
autophagy. The integrity of the proteome in cardiac myocytes is critical for robust heart
function and is managed by protein homeostasis, which encompasses processes that
maintain the balance of protein synthesis, folding, trafficking, and degradation.
Dominant roles in maintaining cardiac contractile function have the cytosol,
mitochondria, and sarcoplasmic reticulum (SR). Our work focuses on proteostasis in
the SR and mitochondria, and how they might influence each other and, thus, impact
heart function in the settings of cardiac physiology and disease. The interaction
between organelles is an emerging field that will permit us to identify key proteins
leading to modified pathways, and possibly explain their implications in disease state
such as IR injury.

Keywords: heart, ischemia-reperfusion injury, mitochondria-associated membranes

Uvod

Mitochondrie su vysoko dynamické organely podliehajuce neustalym morfologickym
zmenam, €im je zabezpecCené udrzanie bunkovej homeostazy. V reakcii na Specifické
fyziologické podmienky mitochondrie fuzuju alebo sa Stiepia pre fahSie odstranenie
autofagom, pricom neustale udrzZiavaju dynamicky kontakt s inymi membranovymi
kompartmentmi bunky nazyvané suhrnne membrany asociované s mitochondriami
(MAMS). Ide najma o vzajomnu komunikaciu s endoplazmatickym retikulom (ER),
kvap&c&kami lipidov, Golgiho aparatom, lyzozémami, melanozémami a peroxizOmami
prostrednictvom kontaktnych miest. Nedavna Studia s vyuzitim fluorescenéného
znacCenia vsetkych spominanych organel in vivo odhalila jednotlivé oblasti bunky,
v ktorych tri a viac z tychto organel fyzicky interaguju [1]. Jednotlivé procesy boli
rozdelené do skupin: prenos lipidov, mitochondridlna dynamika, signalizacia Ca?*,
stres ER, iniciacia apoptozy a tvorba autofagozémov.

Mitochondrie a ER aktivne komunikuju a ich kontaktné miesta su délezité pre mnohé
procesy, avSak medzi najvddlezitejSie patri transport lipidov. K vnutrobunkovému
transportu lipidov méze dochadzat ,flip-flop“ translokaciou z jednej strany dvojvrstvy
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membrany na druhu, vezikularnym transportom, difuziou alebo za pomoci lipidy-
prenasajucich proteinov. MAMs sluzia ako uzly pre transport nevezikularneho
fosfolipidu a cholesterolu, pricom tento proces je spojeny so syntézou ich
medziproduktov. Na membrane ER sa fosfatidylcholin (PC) meni na fosfatidylserin
(PS) za katalytického ucinku fosfatidylserinsyntazy 1 aje transportovany do
mitochondrii, ktoré nie su schopné syntetizovat PS. V mitochondriach sa
dekarboxylaciou PS ziska fosfatidyletanolamin (PE), ktory sa méze premiestnit do ER,
kde podlieha premene na PC a ojedinele aj na PS [2]. ESte vela otazok zostava
nezodpovedanych, ale objav, Ze de novo syntetizovany PS a PE su transportované
nevezikularnym spésobom medzi ER a mitochondriami, poukazuje na klu¢ovu ulohu
MAMs v prenose lipidov. NavySe, fosfatidyletanolamin je priamo spojeny s procesom
autofagie, konkrétne tvorbou autofagozému a fosfatidylserin s procesom skorej
apoptézy. Jednym z vyznamnych hracov v procese riadenej-bunkovej smrti, apoptdzy
je annexin 5 (AnxA5), ktory ma antiapoptotické [3] a protizapalové vlastnosti [4].
Vzostup plazmatickej hladiny endogénneho AnxA5 bol pozorovany po infarkte
myokardu, kedy PS bol exprimovany na povrchu kardiomyocytov viac nez 6 hodin.
Annexin A5 ma vysoku, az nanomolarnu afinitu vo&i PS, preto je v suCasnosti
vyuzivanym a laho dostupnym markerom pre detekciu skorej fazy apoptozy v in vitro
aj in vivo podmienkach. Zaujimavym bolo zistenie, Ze exogénne podany AnxA5 viedol
k obnoveniu sarkolemalnej asymetrie bez externalizovaného PS, ¢o zna¢i moznost
reverzibility procesu apoptotozy [5].

Oblasti mitochondrii v tesnej blizkosti ER sa zucéastiiuju aj velmi dolezitej Ca?*
signalizacie (Obr. 1A), kedy ER inkorporuje Ca?* z cytoplazmy pomocou SERCA1/2/3
ATPaz [6]. Uvolnenie Ca?* z ER je zabezpeCené ryanodinovymi receptormi
(RyR1/2/3), a IP3R1/2/3 receptormi, pricom ucfinkom napatovo-zavislého kanala
(VDAC) je vapnik transportovany do medzimembranového priestoru mitochondrii a za
pomoci Ca?* uniporteru (MCU) do matrixu mitochondrii [7]. Udrzanie komunikacie
medzi IP3R receptormi (ER) a VDAC kanalom (mitochondria) stabilizuje v cytosole
protein GRP75, ¢im je zabezpeéeny rychly vstup Ca?* do mitochondrii. CypD
(peptidylprolyl cis-trans isomeraza F) protein, ktory sa podiela na iniciacii apoptozy,
mitochondrialnej modulacii ATP syntazy [8], ale aj interaguje a udrzuje VDAC1-
GRP75-IP3R1 komplex [9]. Vstup Ca?* do mitochondrii zaroven stimuluje translokaciu
v kristach akumulovaného H202 do MAMs, €o vedie k zvySenému vyskytu redoxnych
nanodomén na rozhrani mitochondria-ER, ¢im sa zvySuje eflux Ca?* z ER [10]. V
dosledku aktivneho uniku Ca?* z ER sa ROS hromadia v MAMSs, pri¢om tieto mézu
oxidaciou MCU regulovat v mitochondriach aj samotny tok Ca?* do matrixu, ¢o zvySuje
oligomerizéaciu aj aktivitu Ca?* uniportera [11]. Toto spolu s inymi stimulmi okolitych
molekul/drah vedie k Ca?* pretazeniu v mitochondridch. AvSak schopnost
mitochondrii akumulovat vapnik je az 20-nasobne vysSia nez v cytosole, ¢o im
umoznuje fungovat ako timivé systémy a obnovit homeostazu po ,Ca?* vybuchu* [12].
V srdcovom svale je kontrakcia spojena so zvySenou produkciou ATP
sprostredkovanou Ca?*-zavislymi enzymami TCA cyklu, ATP syntazy a ADP/ATP
transportéra [13], priom uc¢inok je zosilneny lokalnymi koncentraciami Ca%* v MAMs
[14].

Preto lepSie pochopenie mechanizmov kontaktnych miest ER-mitochondria, MAMs,
mdbze napomoct pri objasneni mnohych bunkovych procesov ako je transport lipidov
¢i Ca?* signalizacia aich vzajomné prepojenie na drahy prezivania/bunkovej smrti
v procese IR posSkodenia myokardu.
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Material a metody

Dospelé, 6-mes potkany kmena Wistar (n=6+3/skupinu) boli podrobené modelu
globalnej ischémie a reperfuzie myokardu (Langendorffov model perfuzie), pricom boli
rozdelené na kontrolnu (KON) skupinu sfdc perfundovanu kontinualne 65 min Krebs-
Henseleitovym roztokom, ISCH skupinu sme vystavili 20-min globalnej ischémii a IR
skupinu so znovuobnovenim prietoku 30-min reperfuziou. Srdcia boli dalej spracované
podla typu analyzy: prva skupina sfdc bola najskdr zafixovana (n=3/skupinu) na
imunohistochemické farbenie fluorescenéne znaCeného AnxA5 a z druhej skupiny
sfdc (n=6/skupinu) boli ziskané postupnou izolaciou mitochondrie a sarkoplazmatické
retikula. Tenkovrstvovou chromatografiou bolo stanovené mnozstvo fosfatidylserinu
v mitochondriach. Kombinaciou metéd SDS-polyakrylamidovej gélovej elektroforézy,
Western blottingu a Specifickych protilatok firmy Santa Cruz Biotechnology bolo
detegované mnozstvo SERCA2a (sc-53010), RyR (sc-13942), PLN (sc-21923)
a kaspazy 3 (sc-7272). Vysledky sme vyhodnotili pomocou S$tatistického programu
GrafPhad InStat V3.01 a Student-Neuman-Keulsovho testu, priCom hladina p<0,05
bola povaZzovana za Statisticky vyznamnu.

Vysledky a diskusia
Aktivna komunikacia medzi mitochondriami a ER je sprostredkovana kontaktnymi
miestami, MAMSs, z ktorych medzi najvyznamnejsie patri transport Ca?* a fosfolipidov
(Obr. 1A). Ca?* signalizacie sa zucastriuju oblasti mitochondrii v tesnej blizkosti ER.
Ca?* je inkorporovany do ER z cytoplazmy pomocou SERCA ATPaz a naopak jeho
uvolnenie je zabezpecené IP3R a ryanodinovymi receptormi (RyR). Ca?*-ATPaza SR
srdca (SERCA2a) zabezpedcuje spatné vychytavanie Ca?* do SR v kardiomyocytoch.

(A)  Er ORP5/8 IP3R (B)
™ SERCA2a

e S o [ —

KON ISCH IR

PLN

- - -

OMM KON ISCH IR
. e RyR2
IMS ? PTPIP51
KON ISCH IR
IMM
Casp3
Mitochondria 3
/PDK4
T KON ISCH IR
Transport fosfolipidov Ca?* signaling

Obr. 1 Schématické znazornenie MAMs-sprostredkovaného transportu Ca?* a fosfolipidov medzi ER
a mitochondriami (A); Imunodetekcia relativneho mnozstva Ca?*-regulujucich bielkovin SERCA2a, PLN
a RyR2 v SR a pro-apoptotickej kaspazy 3 (Casp3) (B).

V naS8ich experimentoch sme pozorovali vyraznid nadexpresiou SERCA2a pocas
ischémie, zatial ¢o IR zasadnejSou mierou neovplyvnila jej mnozstvo (Obr. 1B).

Strana | 27



Nové trendy a perspektivy v histolégii VI - EXPERIMENTALNE STUDIE

Primarnym regulatorom aktivity SERCA2a je fosfolamban (PLN), ktory ju inhibuje
v defosforylovanej forme, avSak fosforylovany z pumpy disociuje. Zaznamenali sme
protektivne zniZzenie expresie defosforylovaného PLN v ISCH aj IR skupine (Obr. 1B),
¢o v kombinacii s nadexpresiou SERCAZ2a po ISCH umoziiuje zvySené vychytavanie
Ca?*. Vzajomny pomer SERCA2a/PLN je v zlyhavajucom srdci vyrazne znizeny a PLN
hypofosforylovany, ¢o spbsobuje chronické zniZenie aktivity SERCAZ2a, ale aj jej
kapacity na spatné vychytavanie Ca?* uvolneného pocas kontrakcie [15]. RyR2 (Ca?*-
uvolfujuci kanal SR) po fosforylacii stimuluje rychlejSie uvolfiovanie Ca?* zo SR.
NavySe, ak oddisociuje od proteinu kalstabin, toto ma za nasledok spontanne
uvolmovanie Ca?*. Tento jav sa objavuje pocas diastoly a je spojeny s komorovymi
arytmiami a znizenim rezervy Ca?* v SR [16]. Nase vysledky ukazali, ze ISCH aj IR
indukovala signifikantny pokles mnozstva RyR2 v porovnani s predischemickym
stavom, preto mozno predpokladat vzostup fosforylacie a zvySené uvolfiovanie Ca?*
zo SR sprostredkované RyR2. Toto je v literature spajané s kontraktilnou dysfunkciou
[17], s arytmogenézou pri vysokej aktivite PKA v pritomnosti fosfodiesterazy D v tomto
procese [18]. Okrem vzajomnej interakcie jednotlivych Ca?*-regulujucich bielkovin,
tieto mozu podliehat réznym zmenam v dosledku nerovnovahy Ca?* a narastu ROS
po ISCH, ale najma po znovuobnoveni prietoku koronarnou tepnou, reperfuzii
v kardiomyocytoch.

243 +0,9 240+21 208+28 |

? Fosfatidylserin (PS)

o _ _
ot AnxA5 Na\;lazanliAnxAs
‘ ‘ Ca Ca Ca2*
Bunkova
membrana — I!!I!ll!l!l!l
NORMALNA SKORA
bunkova membrana APOPT()ZA

externalizacia PS

Obr. 2 Schématické znazornenie skorej fazy apoptdzy detegovanej po ISCH a IR v myokarde dospelych
potkanov s obsahom fosfatidylserinu v mitochondriach a fluorescenénymi mikrografmi pre AnxA5, kde
Sipka oznaduje cytoplazmaticku a hlava Sipky plazmaticku pozitivitu (zelena). Jadra su znagené DAPI
(modra). Dizka use&ky zodpoveda 20pum.

Mitochondrie nie su schopné syntetizovat fosfatidylserin, preto je nevezikularnym
transportom prenasany z ER do mitochondrii, kde je lokalizovany na vnutornej strane
plazmatickej membrany. V podmienkach indukovaného oxidacného stresu, hypoxie Ci
zapalovej reakcie dochadza k postupnému prestupu PS na vonkajSiu stranu bunkovej
membrany, a tym k poklesu jeho obsahu, ¢o sme pozorovali u dospelych potkanov po
znovuobnoveni prietoku koronarnou tepnou, reperfuzii s vyuzitim dvoch metodickych
pristupov (Obr. 2). V srdciach vystavenych ischémii sme pozorovali cytoplazmaticku
pozitivitu AnxAS5, priCom v mitochondridch sme nezaznamenali vyraznejSie zmeny
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mnozstva PS. Av3ak po indukovanej IR dosSlo k poklesu PS v mitochondriach
a detegovali sme vyraznu AnxA5 cytoplazmaticku pozitivitu aj plazmaticku (Obr. 2).
Toto by mohlo naznacovat' aktivnu, skoru fazu apoptdzy, ktoru charakterizuje prave
externalizacia PS. Popri translokacii PS na vonkajSiu stranu bunkovej membrany bola
v mnohych pracach pozorovana strata membranového potencialu mitochondrii,
uvofnenie cytochrobmu c a ATP, aktivacia kaspaz 8 a 9. S expresiou PS na povrchu
apoptotickych buniek je spojena aj aktivacia jednej z najddlezitejSich exekutivnych
kaspaz, kaspazy 3, ktora reprezentuje strednu fazu apoptozy spolu s kaspazou 6 a 7,
Stiepenim poly-ADP-ribéza polymerazy, aktivaciou nukleaz a zmrstovanim bunky.
Vyraznu nadexpresiu, a teda aktivaciu kaspazy 3 sme pozorovali v ISCH skupine
v bunkovych lyzatoch dospelych sfdc (Obr. 1B). PreCo dochadza k tak vyraznej
aktivacii kaspazy 3 v kardiomyocytoch po ischémie z naSich vysledkov nevieme
vysvetlit. Niektoré Studie popisali prestup aktivnej kaspazy 3 do medzimembranoveho
priestoru mitochondrii a dokonca bola popisana jej esencialna uloha pri kompletnej
a efektivnej aktivacii kaspazy 9, kedy nevyhnutnou sa javi pritomnost kaspazy 3
a mitochondrii [19]. Prokaspaza 3 a 9 lokalizované v mitochondriach su translokované
spolu s cytochromom ¢ a Hsp60 ako aktivne kaspazy do cytosolu a perinuklearnej
oblasti v skorej faze apoptdzy. Tieto mitochondrialne aktivne kaspazy mézu fungovat
ako mechanizmus pozitivnej spatnej vazby na aktivaciu inych alebo zvySkovych
prokaspaz, degradaciu mitochondrialnych zloziek a dezintegraciu mitochondrialnych
funkcii. NavySe perinuklearne vezikuly v prostredi so zvySenou koncentraciou Ca?*
md&zu zabranit uvolfiovaniu cytochromu ¢ z mitochondrii, Co podporuje antiapoptoticku
ulohu AnxA5 v bunkach ischemického srdcového svalu [20].

Zaver
V patofyziologii I/R posSkodenia srdca su MAMs délezitym faktorom z viacerych
dévodov. Pri kardiovaskularnych ochoreniach je deregulovana bunkova bioenergetika,
udrzanie homeostazy Ca?* je nevyhnutné pre spravne fungovanie srdca, funkcia
a kvalita mitochondrii je rozhodujuca pre prezitie buniek. Preto blizSie pochopenie
mechanizmov vzajomnej komunikacia medzi ER/SR a mitochondriami predstavuje
potencialny terapeuticky ciel IR poskodenia srdca.

Tato praca bola podporena grantom UK/46/2020 a projektom VEGA 01/0004/2019.
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Abstract

Ventilation support in severe meconium aspiration syndrome (MAS) is realized with
lung-protective techniques: small-volume conventional mechanical ventilation (CMV),
high-frequency oscillatory ventilation (HFOV), or with high-frequency jet ventilation
(HFJV). Whereas indications for use of lung-protective techniques in MAS have not
been definitively concluded, this study compared effects of three ventilation modes on
the apoptotic markers of lung epithelial cells in experimental model of MAS to estimate
suitability of the ventilations for this purpose. Model of MAS was induced in rabbits by
intratracheal instillation of meconium suspension (25 mg/ml, 4 ml/kg). After induction
of respiratory distress, meconium-instilled animals were ventilated either with CMV
(supplied by ventilators Aura V, Chirana, Slovakia and SLE-5000, SLE Ltd., UK),
HFOV (supplied by SLE-5000, SLE Ltd., UK), or HFJV (supplied by Monsoon,
Acutronic, Switzerland), n=7 in each group for additional 4 hours, n=6 of healthy non-
ventilated animals served as controls. At the end of experiment, right lung was used
for determination of wet/dry lung weight ratio and immunohistochemical analysis of
apoptosis of lung epithelial cells by TUNEL methods and detection of caspase-3.
Meconium instillation caused significant lung edema formation compared to healthy
controls (p<0.001), with no differences among the MAS groups (p>0.05). In all MAS
groups, slightly, but non-significantly increased apoptotic index (p>0.05) was found vs
Control, except for CMV-SLE vs Control (p<0.05). However, elevation in number of
caspase-3 immunoreactive cells in alveoli was significant for all MAS groups vs Control
(p<0.05-0.001), in bronchi the increase was significant for HFOV vs Control (p<0.05).
In conclusion, all lung-protective ventilations exerted comparable impact on the lung
edema formation. Both high-frequency ventilations (HFOV and HFJV) showed a trend
to reduce apoptosis of alveolar cells, but increased apoptosis of bronchial cells,
particularly HFOV.

Keywords: meconium aspiration, rabbit model, mechanical ventilation

Uvod
Syndrém aspiracie mekonia (MAS) je Zivot ohrozujucim respiraCnym ochorenim
novorodencov. Vdychnutie prvej stolice (mekénia), ktora sa v pripade distresu plodu
(intrauterinne) alebo novorodenca (po€as porodu) mdze uvolnit do plodovej vody,
ma zavazné nasledky. Castice mekdnia upchavaju stredné a malé dychacie cesty. Na
urovni alveol zloZky mekdnia vyvolavaju neutrofilny zapal, inaktivaciu pfucneho
surfaktantu, pfucny edém a vazokonstrikciu, o sa prejavi poklesom poddajnosti pluc,
hypoxémiou, hyperkapniou a acidézou [1]. V désledku zhorSenia pfucnych funkcii je
Casto potrebné novorodencov s MAS ventilovat vy$Simi koncentraciami kyslika
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s alebo bez pouzitia kontinualneho pretlaku v dychacich cestach (cPAP). Pri
zavaznejSom respiracnom zlyhavani je nutné zahajit mechanicku ventilaciu pomocou
tzv. ventilaénych rezimov Setriacich pluca (lung-protective ventilation) [2]. Zakladnym
typom ventilacie je konvencna mechanicka ventilacia (conventional mechanical
ventilation, CMV), s hodnotou vrcholového inspiracného tlaku (PIP) do 3 kPa,
hodnotou pozitivneho tlaku na konci vydychu (PEEP) 0,4-0,7 kPa a dychovym
objemom (V) 4-6 ml/kg hmotnosti. V pripade, Ze CMV nedokaze zabezpedit optimalnu
vymenu dychacich plynov, je mozné pouzit tzv. vysokofrekventné rezimy:
vysokofrekvenénu oscilacnu ventilaciu (high-frequency oscillatory ventilation, HFOV)
alebo vysokofrekvencnu tryskovu ventilaciu (high-frequency jet ventilation, HFJV) [2].
Nakolko doteraz chybaju jednoznacné odporucania ohladom umelej plucnej ventilacie
pri MAS, ciefom naS$ej Studie bolo porovnat zmeny zakladnych markerov poskodenia
pluc, tj. edému pluc a apoptdzy alveolarnych a bronchialnych epitelovych buniek,
medzi jednotlivymi skupinami a zistit, €i je vzhladom na ziskané vysledky pouZitie
niektorého z vySsie uvedenych typov ventilacie vyhodnejsie.

Material a metody

V experimentoch sme pouzili novozélandské biele kraliky s hmotnostou 2,0+0,3 kg.
Experimenty sme realizovali v sulade s platnymi etickymi normami a ich protokol bol
odsUhlaseny Etickou komisiou JLF UK a SVPS SR. Cerstvé mekénium bolo po odbere
od zdravych novorodencov lyofilizované (48 h pri -54 °C) a uskladnené pri -20 °C. Pred
podanim sme pripravili suspenziu mekonia vo fyziologickom roztoku s koncentraciou
25 mg/ml. Zvieratam boli podané anestetika (Uvod: tiletamin + zolazepam 15 mg/kg;
Zoletil) a xylazin (5 mg/kg; Xylariem) i.m., nasledne i.v. infuzia: tiletamin + zolazepam
(10 mg/kg/h). Zaviedli sme trachealnu kanylu a katétre do a. femoralis, v. femoralis
a v. jugularis ext. Skupina zdravych neventilovanych zvierat (Control) bola v tejto faze
usmrtena predavkovanim anestetika. Ostatnym zvieratdm sme podali myorelaxans
(pipekuronium bromid, 0,3 mg/kg/30 min i.v.; Arduan) a ventilovali ich konvenc¢ne
s nasledovnymi nastaveniami: f. 40/min, FiO2 50%, Ti 50 %, PEEP 0,5 kPa, stredny
tlak v dychacich cestach (MAP) 0,7-0,8 kPa, V1 <6 ml/kg. Po 15 min stabilizacie sme
vytvorili model MAS i.t. podanim suspenzie mekonia v davke 4 mi/kg. Nasledne sme
FiO2 zvysili na 100% a f. na 50/min, aby sme zabezpecili adekvatnu vymenu plynov.
V priebehu 30 min doslo k vytvoreniu respiraéného zlyhavania s poklesom PaO2 na 10
kPa pri FiO2 100% a poklesom poddajnosti pfuc o viac ako 40%. Zvierata s modelom
MAS pokracovali v CMV ventilacii ventilatorom Aura V (Chirana, SR; skupina CMV-
Aura, n=7) alebo ventilatorom SLE-5000 (SLE Ltd., UK; skupina CMV-SLE, n=7)
s nastaveniami: f. 50/min, V1 <6 ml/kg, Ti 50 %, FiO2 100%, PEEP 0,5 kPa, MAP 1,1
kPa), a to pocas nasledujucich 4 hodin. Dalie zvierata boli ventilované pomocou
HFOV ventilacie ventilatorom SLE-5000 (SLE Ltd., UK; skupina HFOV, n=7) s
nastaveniami: f. 600/min, FiO2 100%, MAP 1,1 kPa), alebo pomocou HFJV
ventilatorom Monsoon (Acutronic, Svajgiarsko; skupina HFJV, n=7) s f. 150/min,
FiO2 100%, MAP 1,1 kPa), a to poc€as nasledujucich 4 h. Na konci experimentu sme
zvierata usmrtili predavkovanim anestetika. VVybrali sme pluca a tracheu. Cast tkaniva
pravych pluc sme odvazili, susili 24 h pri 60 °C a stanovili pomer vihkej a suchej
hmotnosti pluc (wet-dry lung weight ratio). Apoptézu plucnych epitelovych buniek sme
urcili pomocou TUNEL metddy a na zaklade detekcie kaspaza-3 imunoreaktivnych
buniek (podrobnejSie vid [3]. Na Statistické spracovanie vysledkov sme pouzili
SYSTAT for Windows. Rozdiely medzi skupinami sme analyzovali pomocou one-way
ANOVA testu s post-hoc Fisher's LSD testom. Hodnotu p<0,05 sme povazovali za
Statisticky vyznamnu. Vysledky sme vyjadrili ako aritmetické priemery+SEM.
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Vysledky
Po podani mekonia sa zvysila tvorba pfucneho edému v porovnani s kontrolami
(v8etky MAS ventilované skupiny vs Control p<0,001). V MAS skupinach vs Control
sme pozorovali aj zvySenie apoptozy plucnych buniek (Graf 1 a 2).

mCMV-Aura mCMV-SLE mHFOV HFJV  m Control

*

7
4 [
0 “i B i

Alveoli Bronchi

APOPTOTIC INDEX (Al)
N

Graf 1 Hodnotenie apoptoézy pfucnych alveolarnych a bronchialnych epitelovych buniek pomocou
apoptotického indexu (Al) TUNEL metédou. Pre rozdiely medzi ventilovanymi MAS skupinami vs
Control: *p<0,05.
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Graf 2 Polet kaspaza-3 imunoreaktivnych buniek v rezoch plic. Pre rozdiely medzi ventilovanymi MAS
skupinami vs Control: *p<0,05, ***p<0,001, pre rozdiel medzi CMV-SLE vs HFJV: #p<0,01.

Zatial €o zvySenie apoptotického indexu bolo napriek jednoznacnému trendu
nesignifikantné (s vynimkou CMV-SLE vs Control p<0,05) (Graf 1), poCet kaspaza-3
IR buniek sa v alveolach zvysil vo vSetkych ventilovanych MAS skupinach v porovnani
s kontrolnou skupinou (p<0,05 az 0,001 vs Control) (Obr. 2). Menej vyrazné
apoptotické zmeny sme pozorovali v bronchialnom epiteli, kde bol vyznamny rozdiel v
pocte kaspaza-3 IR buniek len medzi HFOV vs Control (p<0,05) (Graf 2).
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Diskusia

Zavazné poskodenie alveolokapilarnej membrany (AKM) pri MAS vedie
k rychlemu poklesu pfucnej poddajnosti a hypoxémii. PoSkodenie plucneho tkaniva
zaroven spusta prozapalové a proapoptotické kaskady. Vyplavené chemokiny a
cytokiny stimuluju prestup neutrofilov do pluc a ich aktivaciu, ale aj aktivaciu inych
buniek vratane makrofagov. ZvySuje sa tvorba cytokinov (IL-13, IL-8, TNFa), proteaz,
reaktivnych foriem kyslika a inych latok, ktoré potencuju lokalny zapal a podielaju sa
aj na systémovej zapalovej reakcii. Okrem toho podporuju prienik tekutiny z kapilar do
intersticia pluc a do alveolarneho priestoru. V nasSich experimentoch sa zvysila tvorba
plucneho edému vo vSetkych MAS skupinach v porovnani s kontrolami. Podobne,
zvySenie pomeru vihkej a suchej hmotnosti pluc zvierat s MAS zaznamenali aj ini
autori [4, 5]. Akutne poskodenie pfuc a neutrofilmi-sprostredkovany zapal pri MAS
stimuluju apoptdzu plucnych epitelovych buniek, ktora dalej zhorSuje poskodenie AKM
[6]. Apoptické kaskady sa spustaju dvomi alternativnymi cestami: externou, po vazbe
ligandu smrti (napr. TNFa) na Specifické receptory na povrchu bunky, alebo internou,
po aktivacii cytokinmi, hypoxiou alebo oxidantmi. Obe cesty konverguju a nasledne sa
aktivuju kaspazy-3, -6 alebo -7, zodpovedné za vykonanie bunkovej smrti [6]. Nase
vysledky ukazali, Ze k aktivacii proapoptotickych procesov v plfucach kralikov
dochadza uz v priebehu 4 hodin od intratrachealneho podania mekonia. Tieto zmeny
modzu byt spdsobené prozapalovymi cytokinmi, reaktivnymi formami kyslika, NO,
angiotenzinom ll, proteazami a pod., ktoré sa vo zvySenej miere tvoria pri MAS [7].
V¢asné zmeny DNA boli publikované aj pri inych formach akutneho poskodenia pfuc
Ci pri sepse [8, 9]. Dynamika tvorby pfucneho edému bola vo vSetkych skupinach
s modelom MAS porovnatelna, ato aj napriek tomu, Zze sme na ventilaciu zvierat
s respiracnym zlyhavanim pouzili 3 rbézne typy pfuca Setriacej ventilacie.
Vysledky apoptozy epitelovych plucnych buniek sa vSak liSili v zavislosti od pouzitého
typu ventilacie: apoptéza alveolarnych buniek bola vyraznejsia pri CMV ventilacii, ale
obe vysokofrekvenéné ventilacie (HFOV aj HFJV) ju mierne znizili. Vysokofrekvenéné
techniky pouZzivaju mensie dychové objemy a Casto aj nizSie vrcholové tlaky [2], ¢o
mbze zmiernit strihové sily a zmenSit poskodenie epitelu. Naopak, v dychacich
cestach sme pri vysokofrekvenénych ventilaciach, najma pri HFOV, pozorovali trend k
zvySeniu apoptdzy bronchialnych buniek, pravdepodobne z dévodu vysSich prietokov
plynu dychacimi cestami v porovnani s CMV.

Zaver
Pri ventilacii zvierat s experimentalnym MAS vSetky 3 typy Setriacej ventilacie viedli
k porovnatelnému stupnu plucneho edému. Jednotlivé typy ventilacie sa vSak mézu
liSit v efekte na apoptézu alveolarnych a bronchialnych epitelovych buniek, preto by
sa mali tieto skuto€nosti zobrat’ do uvahy pri vybere typu ventilacie.

Praca bola podporena projektom APVV-15-0075.
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a complex neurodegenerative disease characterized by
progressive degeneration of dopaminergic neurons, and at the cellular level by
aggregation of pathological forms of alpha-synuclein (aS) and formation of Lewy
bodies in the central nervous system (CNS) and enteric nervous system (ENS). The
onset of the disease is believed to be localized to peripheral organs, particularly the
gastrointestinal tract (GIT) and the olfactory bulb sooner before neuropathological
changes occur in the CNS. Patients already in the pre-motor stage of PD suffer from
various digestive problems and/or due to significant changes in the composition of the
intestinal microbiome in this early stage of the disease. Nowadays, the only direct
evidence of PD-related neuropathological changes in the ENS appears to be the
confirmation of the presence of protein inclusions in the GIT tissues of PD patients.
The purpose of this study is to develop a suitable animal model of PD-related
neuropathological changes and optimize the protocol of the immunohistochemical
staining for reliable detection of neuropathological changes in the wholemount GIT
tissues that would be suitable for biopsy extraction.

Keywords: Parkinson's disease, alpha-synuclein, immunohistochemistry,
wholemount tissue

Uvod

Parkinsonova choroba (PCH) je po Alzheimerovej chorobe druhé najCastejSie sa
vyskytujuce neurodegenerativne ochorenie na svete [1], pri ktorom incidencia rapidne
stupa s vekom pacientov a postihuje najma jedincov nad 65 rokov [2]. Ochorenie je na
urovni CNS charakterizované progresivnou degeneraciou dopaminergickych
neurénov v substantia nigra pars compacta (SNpc), naslednou deficienciou dopaminu
v striate a zvySenou aktivitou striatalnych glutamatergickych neurénov, &o je
asociované s vyskytom typickych klinickych symptomov [2, 3, 4]. Primarnym
neuropatologickym znakom PCH na bunkovej urovni je tvorba intraneuronalnych
cytoplazmatickych eozinofilnych proteinovych inkluzii v neurénoch centralneho
a enterického NS [5, 6]. Tieto inkluzie, Lewyho telieska a Lewyho neurity, su tvorené
predovsetkym patologickymi formami aS (oligoméry, protofibrily a fibrily) asociovanymi
S viacerymi neurodegenerativnymi ochoreniami [7]. Popri charakteristickych klinickych
motorickych priznakoch, ako su kludovy tremor, bradykinéza, svalova rigidita
a posturalna instabilita, je PCH manifestovana taktiez nemotorickymi symptémami,
ktoré su neSpecifické a prejavuju sa najCastejSie dysfunkciou GIT a olfakcie [8], avSak
u pacientov sa stretdvame aj s psychickymi tazkostami (depresia, uzkost),
kognitivnymi poruchami, poruchami spanku, bolestami a nadmernou unavou [9].
Niektoré nemotorické priznaky PCH sa u pacientov vyskytuju uz v premotorickej faze
ochorenia, a teda ovela skor, ako su pozorované prvé motorické symptémy [10, 11].
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Zistenie, Ze kK iniciacii patogenézy PCH dochadza v GIT, naznacluje, ze je extrémne
dolezité zamerat sa na skoru detekciu neuropatologickych zmien prebiehajucich
v premotorickych Stadiach ochorenia a najst primerany typ tkaniva vhodny na
odoberanie biopsii s o najmenSou invazivitou. V naSej Studii sa zameriavame na
optimalizaciu postupu imunohistochemického farbenia celistvych tkaniv GIT mySieho
modelu PCH, vdaka ktorému dokazeme signal zjednej molekuly Specifického
antigénu v tkanive amplifikovat az Styrikrat, ateda znacne zvySit senzitivitu
experimentov. V celistvych tkanivach tak mézeme vizualizovat inervaciu a vyskyt
neuropatologickych zmien spojenych s PCH vo vacsej oblasti GIT a dostat komplexnu
a presnejSiu informaciu v porovnani s konvenénymi metdédami histologie a farbenia
tkaniv [12].

Material a metody
V naS8ich experimentoch sme ako biologicky material pouzili celistvé tkaniva GIT
(duodenum) samcov mysi kmena Black six (C57BL6N) s vahou 25 g (8 ks v skupine),
chované v Standardnych podmienkach. Neuropatologické zmeny spojené s PCH boli
v mySom modeli indukované pomocou oralnej aplikacie rotenonu s koncentraciou 10
mg/kg rozpusteného v 1% karboxymetylcelulézy a 1% chloroforme. Kontrolnym
mySiam bola aplikovana 1% karboxymetylcelul6za s 1% chloroformom bez pridavku
rotendénu. Po 0, 4, 6, 8, 10 a 12 tyZzdnoch aplikacie rotenénu boli mysi usmrtené
pomocou asfyxie a exsangvinacie CO2. Celistvé duodena boli rozstrihnuté
longitudinalne po anteriérnej alebo dorzalnej strane tkaniva, fixované 4% PFA (12hod.,
pri laboratérnej teplote (LT)) na sylgardom potiahnutych miskach. Po naslednom
intenzivnom premyti pomocou 1x phosphate-buffered saline (PBS) 3-4x denne po
dobu 3 dni pri 4°C boli tkaniva permeabilizované pomocou 1% Tween20 v PBS (6
hod., LT) a opatovne premyté (PBS, 3x 20 min., 4°C). Potencidlne neSpecifické
vazobné miesta protilatok boli blokované pomocou Avidinu (SP-2001) v 1% BSA/PBS
(4 hod., LT) a premyté opatovne (PBS, 5x 20 min., 4°C). Fyziologické alebo
patologické formy aS, ako aj samotnu neuronalnu siet, sme vizualizovali pomocou
Specifickych primarnych protilatok: chicken anti-neurofilament/NF-L (ab72997, 1:500),
mouse anti-aS (610787, 1:200), rat anti-aTubulin (ab6160, 1:200), rabbit anti-aS
(phospho S129) (ab51253, 1:500) a rabbit anti-aS filament (ab209538, 1:2000). Po¢as
inkubacie tkaniv s primarnymi protilatkami (1% BSA v PBS, 48 hod., 4°C), sme
niekolkokrat menili poziciu vzoriek v mikroskumavkach, aby sme zabranili kontaktu
tkaniv so stenou mikroskumavky, a teda aj nerovhomernému naviazaniu protilatok. Po
intenzivnom premyti vzoriek (PBS, 10x 30 min., 4°C) boli tkaniva inkubované so
sekundarnymi protilatkami (PBS, 12hod., LT) i) konjugovanymi s fluoroférom: goat
anti-chicken IgY+AF633 (A21103, 1:200), goat anti-mouse IgG+AF555 a goat anti-
rabbit 1gG+AF555 (A21428, 1:500) (A32727, 1:200), alebo ii) konjugovanymi
s biotinom z dévodu zintenzivnenia sledovaného signalu: rabbit anti-rat IgG + biotin
(A18925, 1:500). V druhom pripade, po dokladnom premyti (PBS, 10x 20 min., 4°C),
nasledovala inkubacia so streptavidinom konjugovanym s fluoroforom AF647
(S21374, 1:100) (PBS, 5 hod., LT). VSetky inkubacie s fluoroférom konjugovanymi
protilatkami prebiehali v tme z dévodu predchadzania fenoménu rychleho vysvietenia
(photobleaching) fluoroférov konjugovanych s protilatkami. Po kone€nom premyvani
(PBS, 5x 20 min., 4°C) boli tkaniva skladované v anti-fade glycerole (pH 8,6) v tme pri
4°C. Vzorky jednotlivych tkaniv boli vizualizované zo slizni¢nej aj zo svalovej vrstvy
tkaniva konfokalnym mikroskopom Zeiss LSM 880 s 20x objektivom (Zeiss Plan-
Apochromat 20x/0,8 M27) s velkostou jedného zorného pola 424,7 ym x 424,7 ym pri
rozliSeni 2048x2048 pixelov. Na zobrazenie va&sej plochy a hibky sledovaného
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tkaniva boli vyuzivané pokrocilé funkcie ,Tile“ a ,Z-stack® softvéru Zen Black, ¢o nam
umoznilo vizualizaciu tkaniva v celej hrabke, dizke aj Sirke. Z dévodu dizky skenovania
(>24 hod.) boli celistvé tkaniva vizualizované vo viacerych jednotlivych skenovaniach.
Konec€na analyza a uprava obrazkov prebiehala v softvéri Zen Blue.

Vysledky

V duodenach mysi sme po 8 — 12 tyzdnovej oralnej aplikacii rotendonu zaznamenali
anatomické zmeny v ENS na urovni myenterického plexu, pricom jednotlivé nervové
zvazky a vlakna boli oproti inervacii v kontrolnom tkanive zna¢ne fragmentované (Obr.
1A). Neuropatolégiu spojenu s akumulaciou aS sme v svalovych vrstvach alebo
myenterickom plexe neidentifikovali (Obr. 1A). Naopak, akumulaciu celkového aS sme
pozorovali v mukozalnej vrstve duodena medzi zlazami (Obr. 1B). Patologické zmeny
v slizni¢nej vrstve sme potvrdili aj pomocou Specifickych protilatok proti patologickym
formam aS: fosforylovany (Obr. 1C) a fibrilarny aS (Obr. 1D), pricom kontrolné vzorky
podobnu pozitivitu nevykazovali.

Diskusia

Uz zaCiatkom 21. storoCia Braak a kolektiv [5, 8] navrhli tedriu, Ze rozvoj PCH je
iniciovany v ENS a bulbus olfactorius vplyvom neznameho toxinu a/alebo patogénu
a progreduje do CNS anatomickymi spojeniami tychto systémov, resp. ENS moZe byt
zasiahnuty patologickymi zmenami spojenymi s PCH uz vo velmi skorych Stadiach
ochorenia. Tato hypotéza je podporena faktom, Ze vacSina pacientov s PCH trpi
nemotorickymi traviacimi symptomami [6], ktoré sa €asto vyskytuju niekolko rokov pred
prvymi motorickymi priznakmi [10, 11]. Detailné analyzy biopsii a autopsii pacientov
s PCH [13, 14, 15] a vyskum animalnych modelov [16, 17] pomohli objasnit vyvoj
ochorenia v CNS a nasledne objavit vhodnu terapiu na potlacenie symptémov PCH.
Mnohé Studie vyuzili na analyzy klasické imunohistochemické farbenie tkaniv GIT [13,
15, 18, 19, 20], av8ak vo viacerych chybal dostatoCny poc€et kontrolnych vzoriek,
detekcia patologickych foriem aS, potvrdenie vysledkov biochemickymi metédami
vyskumu, pripadne komplexna analyza tkaniv celého GIT, ktora by umoznila
predikovat’ vyvoj ochorenia v ramci traviaceho traktu a jeho postup do CNS. V naSej
studii sa nam doposial podarilo zoptimalizovat metédu imunohistochemického
farbenia celistvych mySich tkaniv, v ktorych dokazeme detegovat vyskyt a lokalizaciu
celkového aS, ale taktiez jeho patologickych foriem, morfologické zmeny v ENS, resp.
vyvoj neuropatolégie spojenie s PCH v zavislosti od dizky oralneho podavania
rotendnu a komplexne ich porovnat' s kontrolnymi vzorkami.

Zaver

Podarilo sa nam zaviest rotenonom indukovany mysi model patologickych zmien
asociovanych s PCH, vdaka ktorému mdzZzeme sledovat vyvoj neuropatoldégie PCH
v tkanivach GIT v zavislosti od diZzky podavania rotenénu. Nase vysledky naznaduiju,
Ze po oralnej aplikacii rotenénu mdézeme v duodenach mysi zaznamenat morfologické
zmeny ENS ataktiez akumulaciu patologickych foriem aS. Imunohistochemické
farbenie celistvych tkaniv GIT sa teda spolu s konfokalnou mikroskopiou ukazuju ako
vhodné nastroje na detekciu primarnych patologickych zmien ENS v skorych Stadiach
PCH a vo vyskume iniciacie patogenézy tohto ochorenia. Popri imunohistochemickych
experimentoch vSak netreba zabudat na déleZitost ostatnych detekCnych metdd,
a teda klasickej histolégie a biochemickych analyz, ktoré spolo¢ne vytvaraju uceleny
obraz vzniku a progresie PCH.
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Obr. 1 Priklady vizualizacie jednotlivych vrstiev duodena mySieho modelu Parkinsonovej choroby.

A) Rotendn vedie k fragmentacii ENS v myenterickom plexe (anti-Neurofilament+AF633, anti-
aS+AF555), B) akumulacii aS v duodene mysi (anti-aS+AF488), C-D) pritomnosti patologickych foriem
aS v klkoch duodena. (C) Fosforylovany aS vizualizovany pomocou $Specifickych anti-aS phospho
S129+AF555 protilatok a (D) a patologicky fibrilarny aS vizualizovany pomocou Specifickych protilatok
proti anti-aS filament+AF555. Tubularna siet je v obidvoch pripadoch vizualizovand pomocou anti-

aTubulintbiotin+streptavidin AF647 s vyuzitim biotin-streptavidin amplifikacného systému.

Praca bola podporena grantom MZ SR 2018/10-UKMT-6 a grantom VEGA 1/0334/18. Autori
suU vdacni za vyraznu podporu zo strany zamestnancov Centralneho zverinca JLF UK
v Matrtine pri starostlivosti o experimentalne zvierata.
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Abstract

The aim of our study was to compare the morphological changes in the rat’s liver that
were daily exposed to electromagnetic radiation (EMR) at a frequency of 2.45 GHz and
mean power density of 2.8 mW/cm?, in a different way. In the first experimental group
(E1), 14 days old rats were exposed to EMR 2 hours a day, per 3 weeks. Immediately
after the last exposure, the liver tissue was obtained and processed. In the second
experimental group (E2), pregnant females were exposed to EMR 2 hours a day
throughout pregnancy. Their offspring were no longer exposed to EMR and their liver
tissue was subjected to histopathological evaluation at the age of 5 weeks. Microscopic
examination of rat liver revealed that EMR did not cause any significant morphological
changes in the liver. We observed only small inflammatory foci in the group E1 and in
both groups the formation of vesicles of various sizes and shapes that occurred at the
basal pole of hepatocytes. The vesicles were more pronounced in group E2 than in
group E1.

Keywords: electromagnetic radiation, liver, structure

Uvod

V8etky organizmy, vratane fudi, su kazdodenne vystavené vplyvu réznych typov
elektromagnetického Ziarenia (EMZ). Za poslednych 20 rokov sa pouzivanie
mobilnych telefénov a dalSich bezdrétovych zariadeni, ako je Wi-Fi, exponencialne
zvySilo [9]. Na jednej strane nam tieto zariadenia ufahCuju Zivot, ale ako ukazuju
posledné vyskumy, mdézu byt aj pri€inou mnohych zdravotnych problémov. K
najcitlivejsim tkanivam, v ktorych boli pozorované morfologické zmeny vplyvom EMZ,
patri nervovy systém [10, 11], dalej kardiovaskularny systém [1] a imunitny systém [8].
Ciefom naSej prace bolo porovnat morfologické zmeny v peceni potkanov, ktoré boli
réznym spdsobom vystavené uginku EMZ.

Material a metody

Experiment bol uskutoéneny na Neurobiologickom ustave SAV v KosSiciach. Pri
manipulacii so zvieratami boli dodrzané vSetky zasady etiky podla pravidiel Komisie
na ochranu zvierat pri NbU SAV ako aj Statnej veterinarnej spravy SR (Ro 2792/15-
221/2).

Potkany Wistar albino boli nahodne rozdelené do experimentalnych a kontrolnych
skupin. V prvej experimentalnej skupine (E1) boli potkany vo veku 14 dni celotelovo
ozarované 2 hodiny denne pulznym elektromagnetickym Ziarenim s frekvenciou
2,45 GHz a s priemernou silovou hustotou 2,8 mW/cm? pocas 3 tyzdrov. Po
poslednom oZarovani a usmrteni zvierat boli odobraté vzorky pecene.

V druhej experimentalnej skupine (E2) boli gravidné samice potkanov vystavené
rovhakému EMZ 2 hodiny denne pocas celej dizky gravidity. Ich mladata uz neboli
ozarované a nechali sa prezivat do veku 5 tyzdnov, kedy sa odobrali vzorky tkaniva.
Kontrolné zvierata boli drzané v rovnakych podmienkach ako experimentalne zvierata,
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avSak bez aplikacie Ziarenia (K-E1, K-E2). Vzorky peCene zo vSetkych zvierat boli
odobraté a spracované pre mikroskopické vySetrenie. Vzorky boli fixované dvoma
metddami v zavislosti od ich dalSieho spracovania. Jedna skupina vzoriek bola
fixovana v 4 % neutralnom formaldehyde, zaliata do parafinu a ofarbena metddou
hematoxylin-eozin. Druha skupina vzoriek bola fixovana v 3% glutaraldehyde a
postfixovana 1% OsOs4, odvodnena v acetone, zaliate do Durkupanu. Polotenké rezy
(1 pm) boli ofarbené toluidinovou modrou. Nasledne vSetky spracované vzorky boli
vyhodnocované a fotografované svetelnym mikroskopom Jenamed.

Vysledky

V kontrolnej skupine zvierat mala pecen klasicky morfologicky vzhlad (Obr. 1a,c; 2a,c).
V E1 skupine bola Struktura pe€ene porovnatefna s kontrolnou skupinou. PecCenovy
laléCik mal zachovany tvar a velkost. Nepozorovali sme Ziadne zapalové zmeny v
blizkosti v. centralis a ani v portobiliarnych priestoroch. V niektorych lalé€ikoch sa na
periférii vyskytli drobné zapalové loziska (Obr. 1b). Pri detailnom Studiu hepatocytov
sme v ich cytoplazme pozorovali drobné vezikuly, ktoré sa vytvarali na vaskularnom
pole buniek (Obr. 2b).

V E2 skupine sme v Strukture tkaniva pecene taktiez nepozorovali Ziadne vyrazné
morfologické zmeny. Hepatocyty mali zachovany tvar a velkost. PeCernové sinusoidy
boli bez dilatacie a hyperémie. Nepozorovali sme Ziadne zapalové zmeny a ani
zvySenie mnozstva intersticialneho vaziva (Obr. 1d). AvSak na polotenkych rezoch boli
v cytoplazme hepatocytov pozorované pocetné vezikuly. Vezikuly mali homogénny
vzhlad a vyskytovali sa na krvnom péle buniek (Obr. 2e).

Obr. 1 Mikrofotografie pecene kontrolné skupiny (a- K-E1, c- K-E2) a experimentalne skupiny (b - E1, d
- E2). Cierna Sipka - zapalové lozisko. (hematoxylin-eozin, zva¢senie 100x)
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Diskusia

Negativny uginok EMZ bol preukdzany na mnohé tkaniva a organy. V traviacom
systéme boli zmeny pozorované hlavne v slinnych Zlazach [2]. V nhaSom experimente
sme sa zamerali na dalSiu vyznamnu Zlazu traviaceho systému, a to na pecen.
Sledovali sme mikroskopicku Strukturu peene u nedospelych potkanov, vo veku 5
tyzdfov. Tieto potkany boli réznym spdsobom vystavené uéinku EMZ. V E1 skupine,
kde boli ozarované potkany vo veku 14 dni po dobu 3 tyzdfiov, sme pozorovali tvorbu
drobnych zapalovych lozisk. V E2 skupine boli ozarované gravidné samice. Pri
sledovani morfologickych zmien v peceni ich mladat vo veku 5 tyzdrfiov, sme
nepozorovali ziadne zapalové zmeny. El-Bediwi a kol. [5] vSak u dospelych potkanov
pozorovali v peceni okrem zapalu aj steatézu, nekrézu a zmnoZzZenie vaziva (900
MHz/1h denne/ po dobu 3-6 mesiacov).

Obr. 2 Mikrofotografie peene potkanov, polotenké rezy. Kontrolné skupiny (a - K-E1, ¢ - K-E2),
experimentalne skupiny (b - E1, d - E2). S - peCenové sinusoidy, t - tukové vakuoly, biela Sipka -
Kupfferove bunky, €ierna Sipka - endotelové bunky. (Toluidinova modra, zvaéSenie 1000 x)

DalSie nami pozorované zmeny, ktoré nastali v obidvoch experimentalnych skupinéch,
bola tvorba vezikul. Tieto Utvary sa vyskytovali na krvnom podle hepatocytov a boli
podetnejsie u potkanov, ktoré boli vystavené EMZ pod&as intrauterinného vyvoja. Je
zname, Ze prenatalne obdobie predstavuje kriticki fazu vo vyvoji jedinca. Je to
spbsobené vysokou citlivost’ vyvijajucich sa tkaniv na enviromentalne Cinitele [4]. K
takymto Ginitefom sa zaraduje aj EMZ. Jeho biologicky ug&inok zavisi od mnohych
faktorov, ako su charakter pola, pouzity rozsah frekvencii, intenzita a doba pdsobenia.
Z literatary je zndme, Ze uginkom EMZ dochadza k poskodeniu tkaniv zvySenou
produkciou volnych radikalov, ¢o méze viest k oxidaénému stresu [3, 6]. Na oxidaCny
stres su vefmi citlive bunkové membrany. V nich dochadza k poskodeniu
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nenasytenych mastnych kyselin tzv. peroxidacia lipidov [7]. Zmeny v membrane, aké
sme pozorovali v nasom experimente, predstavovali tvorbu vezikul na vaskularnom
pole hepatocytov. Aj ked vek experimentalnych zvierat pri odbere vzoriek bol zhodny
(5. tyzden), podstatny rozdiel bol v samotnom prevedeni experimentu. Kym v skupine
E1, kedy sa ozarovali potkany vo veku 14 dni, doslo len k miernemu vyskytu vezikul,
u potkanov, ktoré boli ozarované iba pocas intrauterinného vyvoja (E2) doslo k
intenzivnejej tvorbe tychto Struktdr. Poukazuje to na mozné riziko EMZ, ktorému su
jedince pocas intrauterinneho vyvoja taktiez vystavené.

Zaver

Ako vyplyva z nasich vysledkov, elektromagnetické Ziarenie s frekvenciou 2,45 GHz s
priemernou silovou hustotou 2,8 mW/cm?, spdsobilo v Struktire hepatocytov len
mierne morfologické zmeny. Aj ked vek zvierat pri odbere vzoriek bol zhodny,
podstatny rozdiel bol v samotnom prevedeni experimentu. VyraznejSie zmeny sme
pozorovali v peCeni potkanov, ktoré boli oZzarované pocas intrauterinného vyvoja a po
narodeni uz neboli vystavené dalSiemu Ziareniu. Nami pozorované zmeny neboli sice
vyrazné, ale upozorfiuju na mozné riziko, ktoré je spojené s kazdodennym a neustalym
vystavenim organizmu vplyvu EMZ.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0060/18.
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Abstract

Leydig cells are the major steroid-producing cells in the interstitial tissue of the
mammalian testis. The clusters of Leydig cells are found in the spaces among the
seminiferous tubules and are frequently associated with blood vessels. Four main cell
types are described in the lineage of the Leydig cells, namely the mesenchymal
precursor cells, progenitor cells, immature Leydig cells, and mature Leydig cells.
Mesenchymal cells are the precursors to Leydig cells at the onset of their differentiation
in the prepubertal stage. Circulatory hormones as well as locally produced growth
factors are shown to have important influence on the differentiation and maturation of
the adult Leydig cell population. The onset of precursor cell differentiation into
progenitor cells is independent from LH, however LH is essential for the later stages in
the Leydig cell lineage to induce cell proliferation and establishment the set of
organelles required for the steroidogenic function. In adults a constant number of
Leydig cells is maintained. The aim of this study is to elucidate the prenatal and
postnatal differentiation of Leydig cells in the rat testis.

Keywords: rat testes, Leydig cells, prenatal and postnatal development

Uvod
Leydigove bunky su mezenchymového pévodu. Na zaklade zmien v morfoldgii a
steroidogénnej kapacite, prechadzaju Styrmi Stadiami diferenciacie. Jedna sa o fetalne,
postnatalne progenitoroveé, nezrelé prepubertalne a zrelé Leydigove bunky. Délezity
vplyv na diferenciaciu a dozrievanie populacie Leydigovych buniek maju cirkulujuce
hormény, ako aj lokalne produkované rastové faktory.
Fetalne Leydigove bunky sa u plodu potkana objavuju uz na 12. gestaény den [1].
Diferencuju sa z mezenchymovych buniek, ktoré su pritomné v intersticialnom vazive
medzi pohlavnymi povrazcami. Tvorba fetalnych Leydigovych buniek je nezavisla od
stimulacie LH. Steroidogenéza je vo fetalnych semennikoch udrziavana mnozstvom
réznych parakrinnych faktorov [2]. Testosterdn je Leydigovymi bunkami produkovany
v embryonalnom obdobi od 15. dna gravidity [3]. UrCuje vyvoj samcieho fenotypu, je
zodpovedny za maskulinizaciu a ovplyvnhuje aj dalSie vyvijajuce sa organy [4]. Ku
koncu gravidity ¢innost’ fetalnych Leydigovych buniek klesa, tesne po narodeni su
mitoticky neaktivne a napokon postupne degeneruju. Ich rychla regresia po narodeni
(6.-14. den) sa zhoduje s nahlym poklesom sérového testosterénu [5].
Postnatalny vyvojovy proces pozostava z viacerych stupfiov, ktoré zahffiaju
proliferaciu prekurzorovych buniek a ich diferenciaciu na progenitorové Leydigove
bunky, proliferaciu progenitorovych buniek na nezrelé Leydigove bunky a nakoniec
dozrievanie nezrelych na zrelé Leydigove bunky [6].
Prekurzorové bunky sa diferencuju z mezenchymovych kmenovych buniek [3]. Su to
fibroblastom podobné nediferencované bunky, uloZené peritubularne v intersticiu
semennikov. Zatial, ¢o sa niektoré mezenchymové bunky diferencuju pocas
intrauterinného vyvinu na fetalne Leydigove bunky, iné zostavaju nediferencované a
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sluzia ako prekurzorové bunky pre populaciu zrelych Leydigovych buniek [7]. Podla
viacerych autorov zaCina proces postnatalnej diferenciacie Leydigovych buniek
tvorbou agranulovaného endoplazmatického retikula na jednom podle bunky a
postupne dochadza aj k pribudaniu poc¢tu mitochondrii a dalSich bunkovych organel
[8]. Tieto bunky eSte neexprimuju steroidogénne enzymy. Proliferacia prekurzorovych
mezenchymovych buniek je regulovana parakrinnymi a endokrinnymi faktormi a nie je
zavisla na luteinizaénom hormoéne (LH) [3].

Progenitorové bunky sa v intersticiu semennikov potkanov objavuju od 10. dfia po
narodeni a ich pocCet sa zvySuje do nastupu puberty [9]. Mitoticka aktivita v
progenitorovych Leydigovych bunkach je jedinym znakom na ich odliSenie od
zanikajucich fetalnych buniek. Progenitorové Leydigove bunky maju vretenovity tvar a
su morfologicky nerozoznatefné od prekurzorovych buniek. Exprimuju vSak
steroidogénne enzymy a su tak schopné produkovat androgény. Produkuju ich v nizSej
miere ako zrelé Leydigove bunky, kedZze mnozstvo organel zapojenych do produkcie
steroidov je obmedzené [9]. Podla niektorych autorov nastup diferenciacie
prekurzorovych buniek v semennikoch prepubertalneho potkana je nezavisly od LH,
podobne ako vo fetalnych semennikoch potkanov [10]. Uvadzaju, Ze progenitorové
bunky obsahuju nefunkénu formu LH receptorov, na ktoré sa viaze iba malé mnozstvo
LH, a preto je produkcia testosteronu nizka [5, 11]. S progresiou diferenciacie
progenitorovych buniek smerom Kk nasledujucemu bunkovému typu dochadza
postupne k zmene ich tvaru, zaokruhfuji sa a zacCinaju sa premiestiiovat z
peritubularnej oblasti smerom do centra intersticia [8].

Nezrelé prepubertalne Leydigove bunky predstavuju dalSi krok vo vyvoji Leydigovych
buniek. Ich diferenciacia za€ina priblizne na 28. den po narodeni a je zavisla od LH.
Najviditelnej§im rozdielom medzi progenitorovymi a nezrelymi Leydigovymi bunkami
je zmena tvaru buniek z vretenovitého na polygonalny [8]. Okrem toho je tato
diferenciacia sprevadzana zmenou ich lokalizacie z peritubularneho priestoru do
stredu intersticia. Jadra buniek su velké a okrahle s kondenzovanym
heterochromatinom. Cytoplazma obsahuje znacne rozvinuty Golgiho aparat,
mnozstvo tubulovezikularnych mitochondrii a pocetné malé lipidové kvapbcky.
Cholesterol ulozeny v tychto lipidovych kvapkach sluzi ako substrat pre syntézu
steroidov. Celkovy pocet lipidovych kvapdcCok, ako aj ich velkost je v nezrelych
Leydigovych bunkach mensi ako v pripade fetalnych Leydigovych buniek [6, 12]. Na
rozdiel od progenitorovych Leydigovych buniek obsahuju funkénu formu LH receptorov
a hladiny expresie rdéznych steroidogénnych enzymov sa zacinaju menit [13].
Kontrastujucim aspektom metabolizmu steroidov v nezrelych Leydigovych bunkach v
porovnani so zrelymi Leydigovymi bunkami je pritomnost vysokych hladin enzymov
redukujucich testosteron, ako je 5a-reduktaza a 3a-hydroxysteroiddehydrogenaza.
Preto tieto bunky produkuju hlavne redukované metabolity testosterénu, ako je
dihydrotestosteron a 3a-androstendiol, ktoré su délezité pre udrzanie prvej viny
spermatogenézy [14]. Nezrelé Leydigove bunky maju len 40%-tnu sekrecnu kapacitu
testosterénu v porovnani so zrelymi Leydigovymi bunkami a to v désledku nizSej
aktivity 173-hydroxysteroiddehydrogenazy. Nezrelé Leydigove bunky su dominantnym
typom bunkovej linie Leydigovych buniek priblizne do 45. az 50. dha po narodeni [6].
Zrelé Leydigove bunky sa diferencuju z nezrelych Leydigovych buniek a vyznacuju sa
vyraznym zvacSenim ich objemu a vymiznutim lipidovych kvapdcok z ich cytoplazmy
[6, 12]. Absenciou lipidovych kvapdcCok zrelé Leydigove bunky prechadzaju na iny zdroj
cholesterolu. Ziskavaju ho syntézou de novo, alebo zo sérovych lipoproteinov [15].
Zrelé bunky obsahuju viac bunkovych organel potrebnych na produkciu steroidov a
maju zvysenu citlivost k cirkulujucemu LH aj v désledku vacsieho poctu LH receptorov
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[11]. Produkcia predovSetkym testosteronu sa vyrazne zvysSuje, pricom dblezita je
najma zvySena aktivita 17R-hydroxysteroiddehydrogenazy, ktora katalyzuje posledny
krok v biosyntéze testosteréonu. V tomto obdobi zaroven dochadza k vyraznému
poklesu aktivity enzymov produkujucich redukované formy androgénov [14].

Zrelé Leydigove bunky su endokrinné elementy intersticialneho vaziva semennikov,
ktorych hlavnou funkciou je syntéza dominantného androgénneho hormonu steroidnej
podstaty — testosteronu. Testosteron ma intratestikularne ucinky na spermatogenézu
a periférne ucinky na pridavné pohlavné organy, taktiez aj na iné tkaniva a organy, ako
suU mozog, svaly, kosti, koza [3]. Prekurzorom syntézy testosterénu je cholesterol a do
Leydigove] bunky sa dostava bud receptorom sprostredkovanou endocyt6zou
lipoproteinu, alebo de novo syntézou z acetatu. U potkana predstavuju zrelé Leydigove
bunky priblizne 20% objemu intersticia a su usporiadané jednotlivo, alebo v
skupinkach, vzdy v tesnej blizkosti krvnych kapilar. U dospelych jedincov je celkové
mnozstvo Leydigovych buniek priblizne kon$tantné [3]. Maju polygonalny tvar
a u potkana su velké priblizne 15-20 ym. Jadro je okruhle alebo ovalne, mierne
excentricky uloZzené, s jednym az dvomi jadierkami. Ich eozinofilne farbiaca sa
cytoplazma vykazuje typické znaky steroidogénnych buniek. Obsahuje rézne inkluzie
ako lipidové kvap6cky, ktoré su zdrojom prekurzorov biosyntézy androgénov, zrnka
lipofuscinu a glykogénu, ktoré jej na periférii davaju bledy penovity vzhlad [16].
Podstatnu Cast’ cytoplazmy tvori agranulované endoplazmatické retikulum, kde
prebieha biosyntéza samcich pohlavnych horménov, mitochondrie s tubulami - tubuli
mitochondriales, ktoré su typické pre bunky produkujuce steroidy [17].

Zaver

Cielom tejto prace bolo opisat diferenciaciu Leydigovych buniek v semennikoch
potkana pocCas prenatalneho a postnatalneho vyvinu a poskytnut zakladny obraz
korelacie medzi morfolégiou a endokrinnou dynamikou Leydigovych buniek
vyskytujucej sa poCas vyvoja samcieho reprodukéného systému. V bunkovej linii
postnatalnych Leydigovych buniek su pritomné Styri hlavné typy buniek a to
mezenchymové prekurzorové bunky, progenitorové bunky, nezrelé prepubertalne
bunky a zrelé Leydigove bunky. Nastup diferenciacie prekurzorovych buniek na
progenitorové bunky je nezavisly od LH. Tento hormoén je vS8ak nevyhnutny pre
neskorSie stadia bunkovej linie Leydigovych buniek a pre tvorbu kompletnej
organelovej vybavy, ktora je potrebna pre ich steroidogénnu funkciu. Mezenchymové
bunky su prekurzormi Leydigovych buniek ako u prepubertalneho potkana, tak aj u
dospelého potkana. V dospelosti su prirodzene odumierajuce Leydigove bunky
nahradzované novymi, ¢im je v semennikoch pohlavne dospelého jedinca udrzZiavany
konsStantny pocet Leydigovych buniek [6].

Praca bola finan¢ne podporena projektami VEGA ¢. 1/0060/18 a KEGA ¢. 004UVLF-
4/2018.
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Abstract

It is supposed that the antineoplastic effects of nutraceuticals and whole functional
foods, rich in phytochemicals, are not caused by a single phytochemical but it is the
activity of the mixture of plethora phytochemicals. The cocktail of phytochemicals
present in plant foods with a broad spectrum of biologically active compounds can
provide additive or synergic effect against carcinogenesis. Based on this hypothesis,
the main aim of this study is to evaluate chemopreventive effects of phytochemical
compounds present in cinnamon (Cinnamomum zeylanicum L.) in carcinogen-induced
premenopausal model of rat mammary gland cancer. Experimental animals were
divided into three groups: control group without chemoprevention, chemoprevention
with cinnamon administered dietary at a concentration of 0.1 % (CIN 0.1) and
chemoprevention with cinnamon administered dietary at a concentration of 1 % (CIN
1). Results demonstrated significant decrease in tumor incidence and significant
positive histopathological changes in tumors after treatment with CIN when compared
with control animals. In conclusion, our results showed significant chemopreventive
potential of C. zeylanicum L. in the rodent model of breast carcinogenesis.

Keywords: mammary carcinoma, rat, chemoprevention, phytochemicals, cinnamon,
histopathology

Uvod
Rozsiahly onkologicky (najma predklinicky) vyskum preukazal, Ze fytochemikalie, ktoré
sa podavaju bud ako celé potraviny alebo ako izolované molekuly, signifikantne
ovplyviiuju vsSetky §tadia rakoviny vratane karcinogenézy prsnika [1, 2].
Chemopreventivne Gginky Skorice pravej (C. zeylanicum L.) neboli doteraz testované
pouzitim modelu karcindmu prsnika hlodavcov. Ciefom tejto Studie bolo vyhodnotit
protirakovinové ucinky diétne podavanej C. zeylanicum s pouzitim chemicky
indukovaného modelu adenokarcindbmu prsnika u samic potkanov. Realizacia tejto
Studie bola zaloZzena na predchadzajucich vysledkoch z nasho laboratéria, v ktorom
sme zdokumentovali protinadorové ucinky viate Thymus vulgaris L., pukov Syzygium
aromatum L., viiate Origanum vulgare L., zmesi polyfenolov Supiek tmavého ovocia,
Chlorella pyrenoidosa a mladych listov jaémena [3-8]. Uvedené koreniny, byliny,
ovocie alebo rastlinné potraviny vykazovali vyznamné protirakovinové ucinky v modeli
rakoviny mlie€nej Zlazy potkanov in vivo a in vitro, ktoré boli sprevadzané vyznamnymi
proapoptotickymi, antiproliferativnymi, antiangiogénnymi, antioxidacnymi,
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epigenetickymi alebo anti-CSCs (nadorové kmenové bunky) ucinkami v nadorovom
tkanive. Prirodzené zmesi bioaktivnych molekul zahrnutych v uvedenych celych
rastlinnych latkach ovplyvnuje Siroku signalizacnu siet zapojenu do karcinogenézy
prsnika [9]. Z tychto dbévodov bolo nasim ciefom v tejto Studii vykonat analyzu
zakladnych parametrov. mamarnej karcinogenézy a zmeny histopatologickych
ukazovatelov nadorového tkaniva po dlhodobej aplikacii C. zeylanicum v modeli
chemoprevencie mamarnej karcinogenézy u samic potkanov.

Material a metédy
Experiment bol schvaleny Etickou komisiou JLF UK (No. EK1860/2016) a SVPS SR
(No. R0-3239/15-221 a Ro0-1640/17-221). V experimente sme pouZili panenské
samice potkanov kmena Sprague-Dawley z chovnej stanice Charles River Germany
vo veku 32-36 dni. Zvierata boli adaptované v Standardnych podmienkach zverinca.
Mamarnu karcinogenézu sme vyvolali intraperitonealnou aplikaciou N-metyl-N-
nitrozourey (NMU) (Sigma, Deisenhofen, Nemecko) medzi 40. - 46. postnatalnym
diiom v davke 50 mg/kg hmotnosti zvierata. Tento experimentalny model imituje
situaciu u zdravych, ale vysoko rizikovych Zien. Tyzden pred aplikaciou karcinogénu
sme zacali s chemoprevenciou, ktora trvala 14 tyzdnov az do ukoncCenia experimentu.
Fytosubstanciu sme aplikovali v potrave. Dodavatelom presnej koncentracie
substancie v potrave (typ R-Z bez fytoestrogénov) bol SSNIFF Spezialdiaten GmbH
(Soest, Nemecko). Zvierata boli napajané pitnou vodou ad libitum. Zvierata v pocte 75
kusov boli rozdelené do 3 skupin: 1. kontrolna skupina bez chemoprevencie, 2.
skupina s fytosubstanciou v nizSej koncentracii (0.1%), 3. skupina s fytosubstanciou
vo vys8ej koncentracii (1%). Pri davkovani Skorice sme vychadzali z naSich skusenosti
v predchadzajucom obdobi, kedy sme uspesSne analyzovali viaceré rastlinné potraviny
(chlorella, mlady jaémen, oregano, klinéek, ¢&i tymian). Pri definovani davky
fytosubstancie primarne vychadzame z klinického davkovania s tym, Ze pouZijeme aj
radovo vySSiu davku, ktora je bezna pri aplikacii u potkanov (z dévodu rozdielnej
medzidruhovej farmakokinetiky a farmakodynamiky fytochemikalii).
Na konci experimentu boli zvieratda usmrtené rychlou dekapitaciou. Pri pitve sme
zhodnotili makroskopické zmeny na vybranych organoch (pecen, oblicky, Zaludok,
&revo, plica). Mamarne nadory boli vypitvané a zaznamenali sme ich rozmery. Cast
vzoriek tkaniva mamarnych nadorov bola zafixovana v 10 %-nom roztoku pufrovaného
formalinu a nasledne technikou parafinovych rezov pripravena na histologické
a imunohistochemické vySetrenie. Druha Cast vzoriek mamarnych nadorov bola
zmrazena Vv tekutom dusiku pre vyhodnotenie expresie parametrov rdéznych
signalnych drah. Nadory boli klasifikované podla kritérii pre klasifikaciu mamarnych
nadorov potkanov [10]. Kritéria pre kategorizaciu gradingu (solidizacia, atypia buniek,
index mitotickej aktivity a nekréza) boli definované podla Standardnej diagnostickej
metddy. HG (high grade) karcindmy sa povazovali za nadory s 22 pozitivnymi kritériami
aLG (low grade) karcinbmy boli nadory s <1 pozitivnymi kritériami. Histologicka
analyza a grading tkaniva poskytla informaciu o stupni diferenciacie, prognéze
mamarneho nadoru a ucinnosti lieCby/chemoprevencie.
V Statistickom hodnoteni ziskanych dat sme pouzili Mann-Whitneyho test, jednocestnu
analyzu variancie, Kruskal-Wallisov test a Studentov t-test.
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Vysledky a diskusia

Skorica vyznamne zniZila incidenciu nadorov v oboch lieéenych skupinach o 15,5 %
(P < 0.05) v porovnani s kontrolnymi zvieratami (Tab. 1). V skupine s vy§Sou davkou
Skorice sme zaznamenali signifikantny pokles priemerného objemu nadorov o 55,5 %
(P < 0.05) vogi skupine s nizSou davkou substancie. Co sa tyka ostatnych parametrov
mamarnej karcinogenézy, frekvencia nadorov a latencia neboli vyznamne zmenené v
porovnani s kontrolnou skupinou. NiZzSia davka S$korice nepreukazala zZiadne
vyznamneé zmeny frekvencie, latencie a objemu nadorov v porovnani s kontrolnymi
zvieratami.

ZmieSané papilarne/kribriformové karcinomy, kribriformné/papilarne karcinémy,
kribriformné karcindbmy a kribriformné/komeddzne karcindmy boli najCastejSie
vyskytujuce sa mamarne lézie vtomto experimente. Pomery slabo a dobre
diferencovanych karcinbmov (HG/LG) sa po chemoprevencii signifikantne znizili —
KONT (0,67); CIN 0.1 (0,26) (P < 0,05 vs KONT); CIN 1 (0,31) (P < 0,05 vs KONT)
(Tab. 2).

Tab. 1 Uginky $korice v NMU-indukovanej mamarnej karcinogenéze u samic potkanov
na konci experimentu.

Skupina KONT CINO.1 CIN1
Frekvencia nadorov na skupinu® 3.88 £ 0.66 2.46 +0.48 (- 36.5 %) 2.67 £ 0.65 (- 31 %)
Incidencia nadorov (%) 95.8 70.8* (- 15.5 %) 70.8* (- 15.5 %)
Latencia nadorov* (dni) 73.35+3.83 78.65+3.09 (+ 5.5dna) 82.76 + 3.35 (+9.5 dnia)
Priemerny objem nadorov* (cm?3) 0.54 +0.09 0.67 £0.16 (+ 24 %) 0.33 + 0.05# (- 39 %)
Kumulativny objem nadorov ** (cm?) 48.97 38.22 (- 22 %) 20.41 (- 58.5 %)

*Data su vyjadrené ako priemery + SEM, ** Data su vyjadrené ako suma objemov nadorov na
skupinu. Hodnoty v zatvorkach vyjadruju %-ualnu odchylku vo&i KONT. Sign. rozdiel "P<0.05 vs
KONT, #P<0,05 vs CIN 0,1.

Tab. 2 Pomer slabo a dobre diferencovanych karcindmov po liecbe Skoricou.

Skupina KONT CINO,1 CIN1
Pocet HG karcindmov 37 12 15
Pocet LG karcinbmov 55 47 48
Pomer HG/LG 0,67 0,26 *(-62 %) 0,31 * (-53,5 %)

Signifikantny rozdiel *P<0,05 vs KONT.

Rastlinné substancie sa zatial v klinickej praxi nepouzivaju na lieCbu Ci prevenciu
nadorov prsnika. V tejto suvislosti nasa Studia s pouzitim animalneho
chemopreventivneho modelu priniesla povodné vedecké vysledky. C. zeylanicum
vykazal vyznamny chemopreventivny ucinok v modeli chemicky indukovane;j
karcinogenézy mlieCnej Zlazy u potkanov. Protirakovinovy ucinok Skorice bol
sprevadzany vyznamnymi pozitivnymi zmenami v histopatologickych vlastnostiach
nadorov. VySSia ale aj nizSia davka Skorice signifikantne znizila incidenciu mamarnych
nadorov a nesignifikantne redukovala frekvenciu nadorov o vy$e 30 % voci kontrole.
V tej istej Studii Skorica signifikantne zlepSila histopatologické charakteristiky v oboch
lieenych skupinach. Dominantné fenolické latky pritomné v Skorici pravej, ktoré boli
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zodpovedné za popisané protinadorové ucinky su cinnamaldehyd, limonén, kopaen,
naftalén, 2-propenal Ci heptan [11]. Vysledky nasSich predklinickych Studii potvrdzuju
vedecké vychodisko, Ze signifikantny protirakovinovy ucinok celych rastlinnych
funkénych potravin je zalozeny viac na kombinacii réznych fytochemikalii ako na
izolovanych zlozkach. Z toho vyplyva, Ze cielené zameranie na viacereé signalne drahy
suCasne, mbze predstavovat efektivnejSi biomedicinsky pristup. Zavery viacerych
predklinickych a klinickych Studii preukazuju nizSiu efektivitu izolovanych
fytochemikalii v porovnani s celymi rastlinnymi funkénymi potravinami u rakovinovych
ochoreni [9]. Chemopreventivny efekt réznych rastlinnych prirodzenych substancii
(potravin) v mamarnej karcinogenéze u samic potkanov popisali aj dalSi autori [12-
15].

Zaver

Vysledky tejto Studie a aj naSich skor zrealizovanych experimentov preukazuju
pozitivny protinadorovy ucinok rastlinnych potravin nielen v modeli chemoprevencie
ale aj terapie experimentalneho karcindomu mlieCnej Zlazy. Dosiahnuté vysledky
preukazuju spravnost vedeckého predpokladu naSej prace, ktora spocivala v
poznatku, Zze kombinacia Sirokého spektra sekundarnych metabolitov pritomnych
v rastlinnych potravinach prinasa benefity pre organizmus v podobe protinadorového
ucinku. Predpokladame, Ze sledované signifikantné protinadorové ucinky Skorice, ale
aj klin¢eka, tymianu, oregana, tmavého ovocia, Ci chlorelly boli désledkom aditivnych,
¢i synergickych ucinkov fytochemikalii v nich obsiahnutych. Ako dokazuju dalSie nase
analyzy, za vyrazne pozitivnym ucinkom testovanych rastlinnych potravin bude
predovsetkym ich silny antioxidacny a epigeneticky vplyv. Chemoprevencia rakoviny
prsnika u ludi pomocou rastlinnych potravin vyzaduje okrem stanovenia ucinnosti aj
definovanie vhodného davkovania a neZiaducich vedlajSich ucinkov pocas ich
dlhodobého podavania. Ktomu budu potrebné precizne dizajnované a dobre
kontrolované klinické Studie. Vysoky chemopreventivny efekt vybranych rastlinnych
potravin mozno predpokladat aj u fudi, priCom je zrejmé, Zze denna konzumacia
niekolkych réznych bylin a korenin typickych pre azijsku ¢i stredomorsku kuchyriu
(napr. Skorica, tymian, klinéek, oregano, rozmarin, kurkuma, Salvia, atd.) bude vyrazne
efektivnejSia v porovnani s jednou potravinou.

Finanéna podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0136/19 a APVV-16-0021.
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Abstract

Diet rich in phytochemicals have a beneficiary effect on human health, including the
preventive effects in carcinogenesis. In this study, we focused on the evaluation of
potential chemopreventive and antitumor effects, specifically on histone modifications
by Cinnamomum zeylanicum L. in rat model of mammary carcinoma. C. zeylanicum
(as bark powder) was dietary administered at two concentrations of 0.1 % and 1 %
during the whole experiment in a chemically-induced rat mammary carcinomas.
Chemoprevention was not administered in the control group. The evaluation of
epigenetic changes including histone modifications in rat tumor cells in vivo
demonstrated significant decrease in lysine methylation status of H3K4me3 and
H3K9m3 in high-dose treated group, dose-dependent increase of H4K16ac levels;
however, the methylation status of H4K20m3 was not changed. Our results revealed
that cinnamon in both doses has chemopreventive and antitumor effects through the
epigenetic changes such as the posttranslational histone modifications in rat mammary
carcinoma cells in vivo.

Keywords: mammary carcinoma, cinnamon, chemoprevention, histone modification,
epigenetics

Uvod

Chemoprevencia predstavuje jednu z vyznamnych foriem prevencie rakoviny, ktorej
ciefom je vyuzitie netoxickych nutricnych latok so snahou potlacit, oddialit alebo zvratit
karcinogénny proces v organizme [1]. Vzhladom na vysoku incidenciu a mortalitu
mamarneho karcindmu prsnych Zliaz zien, ktora predstavuje celosvetovy problém, je
vyvoj novych terapeutickych moznosti ako aj prevencie velfmi dolezity [2].

Fytochemikalie su molekuly vykazujuce vyznamnu antioxidacnu, protizapalovu a
imunomodulaénu aktivitu in vitro a in vivo [3-5]. NavySe dokazu regulovat bunkovy
cyklus, programovanu bunkovu smrt, angiogenézu a aktivitu kmenovych buniek v
rakovinovom tkanive, ¢im mdzu potlacat rast a Sirenie zhubnych buniek v organizme
[6]. Rastlinné bioaktivne molekuly vykazuju tumor-supresivny potencial pri zamerani
sa na aberantné epigenetické modifikacie ako napriklad posttranslatné chemické
modulacie histonov [7, 8]. Kéra Skorice, Cinnamomum zeylanicum L., patri medzi
korenie s vysokou antioxidac¢nou kapacitou a s protinadorovym ucinkom in vitro [9, 10].
Esencialny olej zo Skorice ma vysoky obsah fytochemikalii ako monoterpenoidy,
seskviterpenoidy, cinnamaldehyd, cinnamylacetat, eugenol a benzaldehyd [11].
Protinadorovy a chemopreventivny ucinok S$korice nebol doposial skumany v
animalnom modeli mamarneho karcinému a preto ciefom nasej Studie bolo sledovat
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histonové posttranslatné zmeny (metylacie a acetylacie) v bunkach mamarneho
karcinomu samic potkanov po dlhodobom podavani Cinnamomum zeylanicum L.
v diete.

Material a metody

V experimente sme pouzili samice potkanov Sprague-Dawley (Charles
River Laboratories, Sulzfeld, Nemecko) vo veku 5 tyZzdhov. Zvierata boli adaptované v
Standardnych podmienkach zverinca pri teplote 2312 °C, relativnej vihkosti 40-60 % a
umelom svetelnom rezime svetlo/tma 12:12 h). Karcinogenézu sme u potkanov
indukovali intraperitonealne (jednorazova davka 50 mg/kg telesnej hmotnosti v 42. den
postnatalneho vyvoja) pomocou N-nitrozo-N-methylurey (NMU, Sigma, Deisenhofen,
Nemecko). Uvedeny animalny model samic potkanov imituje premenopauzalne
obdobie Zien s vysokym rizikom rozvoja rakoviny prsnika. Chemoprevencia so
Skoricou (Cinnamomum zeylanicum L.), ktora bola aplikovana v diéte (Ssniff, Soest,
Nemecko) zacala tyzden pred podanim karcinogénu a trvala 14 tyZdnov. Zvierata boli
rozdelené do 3 skupin: kontrolna skupina bez aplikacie fytosubstancie (KONT),
skupina s obsahom $korice v potrave s niz8ou koncentraciou (1 g/kg) (SKOR 0.1) a
skupina so $koricou v potrave s vy$3ou koncentraciou (10 g/kg) (SKOR 1). Jeden krat
tyzdenne boli zvierata vazené a palpované za ucelom zistenia vyskytu, lokalizacie a
frekvencie nadorov mlieCnej zfazy. Posledny tyzden experimentu boli zvierata
usmrtené rychlou dekapitaciou a okamzite im bolo odobrané nadorové tkanivo, ktoré
sme zafixovali formalinom a zaliali do parafinu.

Pre imunohistochemicku analyzu bola vybrana najvyznamnejsia ¢ast nadoru prsnika
potkana v parafinovom bloku (ktory zahffha typizacné charakteristiky a najvacsie
zastupenie vitalnej epitelovej zlozky nadoru, t.j. bez regresivnych zmien, ako je
rozsiahla nekroza). Detekcia vybranych markerov pre mechanisticku Studiu sa
uskuto€novala nepriamou imunohistochemickou metédou na celych parafinovych
rezoch s pouZitim komercne dostupnych protilatok Specifickych pre potkany.
Imunohistochemické farbenie (Autostainer Link 48 /Hermes/) bolo spracované podfla
odporucania vyrobcov a koncentracia pouzita pre kazdu primarnu protilatku bola
nasledujuca: H3K4m3 1:500, H3K9mM3 1:400, H4K20m3 1:300, H4K16ac 1:200.
Primarne protilatky boli vizualizované sekundarnym farbenim (EnVision, Dual Link
System-HRP, kat. €. KO60911, Dako North America, Carpinteria, CA, USA) s pouzitim
substratu (diaminobenzidin tetrahydrochlorid). U negativnych kontrol sa vynechalo
farbenie primarnymi protilatkami. Vyhodnotenie imunohistochemickej expresie
antigénu bolo ziskané morfometrickou metédou. Digitalne obrazky boli pozorované
mikroskopicky (Olympus BX41N, Tokio, Japonsko) pri zvacSeni 400x aich
morfometricka analyza bola vykonana pomocou softvéru QuickPHOTO MICRO, verzia
3.1 (Promicra, Praha, Ceska republika). Hodnoty boli porovnavané medzi o$etrenymi
(SKOR 0,1 a SKOR 1) a neosetrenymi (KONT) vzorkami nadorovych tkaniv samic
potkanov, priCom sa analyzovalo najmenej 60 vzoriek nadoru na jeden marker.

Vysledky
Posttranslacné chemické modifikacie histonu 3 a histonu 4 vyvolané Skoricou vo
vyssSich davkach preukazali vyznamné zniZenie metylacie H3K4m3 0 12,5 % (P < 0,05)
a H3K9m3 0 9,5 % (P < 0,05) v porovnani s kontrolami. Stupen acetylacie H4K16ac v
oSetrenych rakovinovych bunkach boli v zavislosti od davky zvySené o 34 % (P < O,
01) a 40,5 % (P < 0, 001) v porovnani s kontrolnymi bunkami. Zmeny metylacie
H4K20m3 v lieCenych skupinach neboli vyznamné v porovnani s neoSetrenou
(kontrolnou) skupinou (Graf 1). Obrazok 1 sumarizuje reprezentativnhe zabery
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uvedenych Styroch markerov posttranslacnej modifikacie histénov v nadorovych
bunkach mlieCnej Zlazy potkanov.

Pozitivhe bunky karcinému
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Graf 1 Imunoexpresia markerov metylacie a acetylacie histonov v bunkach karcinému prsnika potkana
po lieCbe C. zeylanicum. Data su vyjadrené ako priemer £+ SEM. Vyznamny rozdiel: * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001 v porovnani s KONT. Hodnoty proteinovej expresie boli porovnavané medzi
oSetrenymi (SKOR 0,1 a SKOR 1) a neo$etrenymi (kontrolnymi) karcinémovymi bunkami samic
potkanov, pri¢om sa analyzovalo najmenej 60 obrazkov na jeden marker.
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Obr. 1 Reprezentativhe zabery expresie markerov chemickej modifikacie histénov v nadorovom
tkanive.

Diskusia
Uloha stravy bohatej na fytochemikalie a jej vplyv na epigendm nadorového tkaniva je
vysoko klinicky relevantnou témou vzhlfadom na mnozstvo Studii dokazujuce, ze
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epigenetické zmeny dynamicky prispievaju k patogenéze rakoviny [12] suCasne tiez
vykazuju protinadorové vlastnosti prostrednictvom modulacie epigendmu
neoplastickych buniek [8, 13]. Su€asny onkologicky vyskum sa intenzivne zaobera
definovanim Specifickych epigenetickych modulacii indukovanych rastlinnymi
bioaktivnymi molekulami, vratane histénovych chemickych modifikacii. Kombinacia
niekolkych izolovanych fytochemikalii alebo pouzitie prirodnych zmesi fytochemikalii
pritomnych v rastlinnych potravinach by mohla poskytnut’ aditivhe alebo synergické
uCinky na pocetné epigenetické ciele v porovnani s jednou pouZzitou molekulou [7].
Skorica v tejto $tudii zniZila hladiny posttranslaénych chemickych modifikacii molekul
histonov ako H3K4m3 a H3K9M3 a zvysila hladiny H4K16ac v karcinomoch mlieCnej
Zlazy potkana. V inej Studii sme zistili, Ze pupienky klin€eka vyznamne zvysili hladiny
H4K20me3 a H4K16ac [14] a Thymus vulgaris L. znizil hladiny H3K4me3 v chemicky
indukovanej karcinogenéze potkanov [15]. VSetky tieto zmeny predstavuju pozitivny
vplyv na epigenetické modifikacie opisané nasou skupinou v modeli karcinomu prsnika
u hlodavcov. Ini autori ukazali, Ze resveratrol obmedzoval supresivny stav kritickych
nadorovych supresorov vratane BRCA1, p53 a p21 v bunkovych liniach MCF-7 a
MDA-MB-231, €o viedlo k inhibicii rastu rakoviny. Inhibicia rakoviny bola spojena so
znizenim metylacii H4R3me2s a H3K27me3 a zvySenim acetylacii H3K9ac, H3K27ac
v histébnoch organizujucich/regulujucich prométory uvedenych génov [16]. HIbSie
pochopenie globalnych vzorcov posttranslacnych modifikacii histonov a ich désledkov
na chemické modifikacie jadrového chromatinu moéze odhalit dblezité molekularne
ciele pre jednotlivé fytochemikalie alebo celé rastlinné potraviny, ktoré sa daju klinicky
aplikovat’ ako progresivne klinické pristupy v manazmente rakoviny.

Zaver

V nas$ej studii mamarneho karcindmu samic potkanov sme zaznamenali signifikantny
protinadorovy a chemopreventivny ucinok fytochemikalii pritomnych v Skorici
prostrednictvom epigenetickych zmien, akymi su postranslaéné modifikacie histonov.
Skorica v nizej (0,1 %) aj vy$3ej (1 %) koncentracii aplikovanej v diéte dokazala znizit
metylaény status v H3K4m3 a H3K9m3 a zvysit acetylaCny status v H4Kl6ac.
Predpokladame, Ze protinddorovy a chemopreventivny uc€inok S$korice spocCiva v
aditivnych &i synergickych ucinkoch kombinacie viacerych fytochemikalii pritomnych
v celistvej rastline.

Finanéna podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0136/19 a APVV-16-0021.
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Abstract

It is supposed that naturally occurring mixtures of phytochemicals present in
vegetables, fruits, grains, beans, and other plants (functional foods) may be associated
with anticancer activities. Recently, numerous studies suggested that epigenetic
mechanisms, including miRNA expression, histone modifications, and promoter
methylation are linked to cancer initiation and progression. In this study, we evaluated
antitumor efficacy of Cinnamomum zeylanicum L. in the modification of methylation
status of tumor suppressor genes ATM, PTEN, PITX2, RASFF1, and TIMP3 in
chemopreventive model of breast cancer in rodents. Chemoprevention by
Cinnamomum zeylanicum L. was administered at a concentration of 0.1 % and 1 % in
diet and lasted 14 weeks. Our results revealed that dietary administrated
Cinnamomum zeylanicum L. significantly decreased methylation status of promoter
regions of tumor suppressor genes ATM and TIMP3 in rat mammary carcinoma cells
in vivo.

Keywords: Cinnamomum zeylanicum L., DNA methylation, gene promoters,
mammary carcinogenesis, rat

Uvod

Fytochemikalie su biosyntetizované v rastlinach vo forme sekundarnych metabolitov a
predstavuju délezity zdroj biomolekul s pleiotropickymi ucinkami, ktoré poskytuju
Siroké spektrum moznych klinickych aplikacii [1]. Pre tieto sekundarne metabolity
rastlin su charakteristické antibakterialne, antioxidacné, protizapalové
a imunomodulacné vlastnosti. Fytochemikalie sluzZia ako dblezité zdroje pre nové lieky
a su tiez vyuzivané ako efektivne latky v protinadorovej terapii. Niektoré typické
priklady predstavuju analdgy taxolu, vinka alkaloidy ako napriklad vinkristin, vinblastin
a analogy podofylotoxinu. Tieto fytochemikalie Casto pdsobia prostrednictvom
regulacie signalnych drah, ktoré sa podielaju na riadeni intracelularnych procesoch
asociovanych s rakovinou ako je rast a proliferacia [2]. Specifické mechanizmy
predstavuju zvySenie antioxidacného statusu, inaktivacia karcinogénov, inhibicia
proliferacie, indukcia zastavenia bunkoveho cyklu a apoptdza, a regulacia imunitného
systému [3]. Okrem toho bioaktivne zlozky rastlin preukazali vyrazne modulaéné
ucinky v ramci epigenetickych modifikacii, ktoré predstavuju vysoko aktualnu oblast
vedeckého vyskumu [4]. Rakovina prsnika predstavuje najCastejSie diagnostikované
nadorové ochorenie v Zenskej Casti populacie a druhu najastejSiu pri€inu smrti
asociovanu s nadorovym ochorenim u zien [5]. Zhubné ochorenie prsnika je
komplexné molekularne ochorenie ktore je spojené so zmenami v génoch zapojenych
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v regulacii rastu a proliferacie [6]. Epigenetické modifikacie, ktoré zahfiaju zmeny
v metylacii DNA, chemickych modifikaciach histonov a v expresii mikroRNA,
predstavuju reverzibilné procesy regulujuce génovu expresiu bez zmeny poradia
nukleotidov DNA [7]. Zmena urovne metylacie DNA ako nasledok deregulacie aktivity
DNA metyltransferaz (DNMT) je fundamentélny epigeneticky proces zapojeny do
iniciacie, promocie a progresie rakoviny prsnika [8]. Z toho dévodu predstavuje
regulacia DNA metylacie potencionalny ciel v prevencii a terapii nadorov mamarnej
Zlazy [9]. Aplikacia fytochemikalii predstavuje nadejny pristup zamerany na modulaciu
aktivity DNMT v mamarnej karcinogenéze. Preto cielom nasej Studie bolo hodnotenie
metylacného profilu tumor supresorovych génov ATM, PITX2, PTEN, RASSF1
a TIMP3 po dlhodobej konzumacii Skorice pravej v experimentalnej tudii mamarnej
karcinogenézy in vivo.

Material a metody

Animalne modely a indukcia mamarnej karcinogenézy

V predkladanom experimente boli pouzité samice potkanov kmena Sprague-Dawley
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany) vo veku 30-34 dni. Zvierata boli
chované v Standardnych podmienkach vo zverinci. Potkanom bola indukovana
karcinogenéza subkutannou aplikaciou karcinogénu N-methyl-N-nitrosourea (NMU,
Sigma, Deisenhofen, Germany) v jednorazovej davke 50 mg/kg telesnej hmotnosti v
42. den postnatalneho vyvoja. PouZity animalny model potkana imituje situaciu Zien
v premenopauzalnom obdobi s vysokym rizikom rozvoja rakoviny prsnika.
Chemoprevencia Skoricou zacala tyZden pred indukciou karcinogénom. Potkany boli
nahodne rozdelené do 3 skupin pricom: 1. skupina predstavovala kontrolnu skupinu
bez chemoprevencie; 2. skupina predstavovala zvierata kimené nizSou koncentraciou
Skorice (0,1 %); 3. skupina bola kfimena potravou obohatenou o vy$Siu koncentraciu
Skorice (1 %). Posledny tyZdefi experimentalnej Studie boli zvierata dekapitované
a bolo im odobraté nadorové tkanivo.

Homogenizacia nadoroveého tkaniva a izolacia DNA

Homogenizacia nadoroveého tkaniva bola vykonana pomocou TissueLyser LT (Qiagen,
Germany). V dalSsom kroku sme ku homogenizovanému tkanivu pridali 20 ul
proteinazy K a inkubovali 4 dni pri 56°C. Na izolaciu DNA bol pouzity komer¢ny kit
DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen, Germany), priom sme postupovali podfa
prilozeného protokolu. Koncentraciu DNA sme stanovili pomocou Qubit™ 3.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific). Na bisulfidovi konverziu sme pouzili DNA s
koncentraciou 50 ng/ul a dalej sme postupovali podla prilozeného protokolu.

Kvantitativna analyza metylacie

S pouzitim komeréného kitu PyroMark PCR (Qiagen, Germany) sme analyzovali
metylacny profil promoétorovej oblasti vybranych génov. V ramci metodiky sme pouZili
komeréne dostupné eseje na stanovenie metylaéného profilu piatich génovych
prométorov (RASSF1, TIMP3, PITX2, ATM, PTEN) (PyroMark CpG assay, Qiagen,
Germany). Pyrosekvenatna analyza prebiehala na zariadeni PyroMark Q96 ID
System (Qiagen, Germany) s pouzitim PyroMark Gold Q96 Reagents. Metylacia bola
merana komerénym softvérom (PyroMark Q96 software version 2.5.8; Qiagen,
Germany).

Vysledky
Analyzovali sme uroven metylacie CpG ostrovov v piatich promoétorovych oblastiach
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tumor supresorovych génov: ATM (1-4 CpG), PITX2 (1-5 CpG), RASSF1 (1-3 CpG),
PTEN (1-6 CpG) a TIMP3 (1-6 CpG). Zmeneny metylacny profil sme sledovali v 20
odobratych nadoroch v kazdej z 3 experimentalnych skupin (KONT, CIN 0.1, CIN 1)
(60 nadorov celkovo). Skorica signifikantne a nezavisle od davky znizila celkovy
metylacny status prométora génu ATM o0 40.5 % (p < 0,001) a 26 % (p < 0,05) oproti
kontrolnej skupine. Skorica v niz8ej davke signifikantne zniZila metyléciu
v promotorovej oblasti génu TIMP3 0 38.5 % (p < 0,01) v porovnani s kontrolnou
skupinou; vysSSia davka Skorice vSak bola menej uCinna (znizenie o 10 % oproti
kontrole, p > 0,05). Porovnanie medzi kontrolnou a lie€Cenou skupinou nepreukazalo
Ziadne vyznamné rozdiely v celkovej metylacii prométorovych oblasti génov PITX2,
RASSF1 a PTEN. Vo vSetkych troch pripadoch sa vSak zistili zjavné tendencie
k poklesu Specifickych parametrov.

Metylaény status génovych prométorov

18
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Skratky: CIN, Cinnamomum zeylanicum L (8korica).; CONT, kontrola

Graf 1 Metylacia promotorovej oblasti génov ATM, PITX2, RASSF1, PTEN a TIMP3 v mamarnom
karcindme v animalnom modeli potkana. U kazdého analyzovaného génu (ATM, PITX2, RASSF1,
PTEN a TIMP3) bola kvantifikovana droveri metylacie CpG ostrov&ekov v kontrolnej a v lie€enych
skupinach. Hodnoty su vyjadrené ako aritmetické priemery+SEM, signifikantny rozdiel * P < 0,05, *** P
< 0,001 vs. kontrole a #P < 0,05 vs. cin 0,1.

Diskusia
Pokles v expresii tumor supresorovych génov ako su ATM, PITX2, RASSF1, PTEN
a TIMP3 je Casto pozorovanym fenoménom v klinickych [10] ako aj v predklinickych
Studiach [11] zameranych na mamarnu karcinogenézu. Molekularnou analyzou
metylacného statusu CpG ostrov€ekov situovanych v prométorovych oblastiach vysSie
uvedenych génov sme zaznamenali pokles v metylacii génov ATM a TIMP3
v nadorovom tkanive potkana po chemopreventivnej intervencii $koricou. V pripade
génu TIMP3 sme zaznamenali signifikantny pokles len v skupine s najnizSou davkou
Skorice v potrave (0.1 %), priCom v pripade vySSej davky (1 %) sme nezaznamenali
Ziadny vyznamny rozdiel. Bez hlbSej molekularnej intervencie je tazké stanovit, ¢o
mohlo spésobit’ tento vysledok. Proces metylacie génov predstavuje komplexnu
kaskadu udalosti a vySSia koncentracia chemopreventivnej substancie mohla mat' za
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nasledok zmeny v tychto komplexnych procesoch. NizSia koncentracia Skorice znizila
aktivitu DNMT zatial ¢o vySSia koncentracia rastlinnej substancie tieto mechanizmy na
regulaciu DNMT aktivity blokovala. V inej studii nasa skupina preukazala, Zze zmes
fytochemikalii, ktoré su obsiahnuté v tymiane (Thymus vulgaris L.) signifikantne zniZila
metylacny status génovych promotorov génov ATM, RASSF1, PTEN, a TIMP3
v animalnom modeli mamarnej karcinogenézy [11]. V nasej podobnej experimentalnej
studii sme potvrdili znizend metylaciu promotorovej oblasti génu RASSF1 po
chemoprevencii klinéekom (Syzygium aromaticum L.) v obdobnom animalnom modeli
indukovanej mamarnej karcinogenézy [12]. V Studiach inych autorov, potrava
obohatena o Cernice, ktoré predstavuju bohatu zmes flavonoidov ako su
anthokyanidiny viedla k demetylacii prométorov tumor supresorovych génov vratane
WIF1, SOX17 a GK1 v prekanceroznom modeli rakoviny hrubého ¢reva in vivo [13].
Ina Studia, ktora analyzovala chemopreventivny efekt Cernic detekovala pokles
v metylacii promotora génu Sfr4 v animalnom modeli rakoviny pazeraka [14].

Zaver

V na$ej experimentalnej studii sme potvrdili signifikantny modulaény ucinok Skorice
v ramci regulacie metylacie prométorovych oblasti génov asociovanych s rakovinou
v animalnom modeli mamarnej karcinogénezy u samic potkana. NaSe vysledky
ukazali, Ze Skorica predstavuje vhodnu potravinu, ktorej pravidelna konzumacia moze
byt spojena so znizenim rizika rozvoja maligneho ochorenia prsnika, najma v populacii
Zien s vysokym rizikom vzniku rakoviny. Aj napriek pozitivnym vysledkom, ktoré sme
ziskali v ramci naSej Studie su potrebné dalSie predklinické a najma klinické Studie
zamerané na chemopreventivne ucinky Skorice v rozvoji rakoviny prsnika. Inovativne
klinické stratégie zalozené na individualnom pristupe k pacientovi v ramci prediktivnej,
preventivnej a personalizovanej mediciny predstavuju koncept, kde pravidelna
konzumacia rastlinnych funk&nych potravin ako spdsob chemoprevencie predstavuje
idealny sposob na redukovanie rizika rozvoja malignej transformacie.

Finan¢na podpora bola zabezpecena grantom VEGA 01/0136/19 a APVV-16-0021.
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Abstract

The significant anti-cancer potential of phytochemicals, isolated or their mixtures in
whole plant foods is currently increasing due to their abilities to modulate multiple
cancer-associated pathways. Tumor stem cells represent a subpopulation of cells that
play an important role in the process of carcinogenesis. Our experiment deals with the
antineoplastic effects of Cinnamomum zeylanicum L. via a modulation of expression
of selected markers of cancer stem cells (CD24, CD44, ALDH1A1, EpCAM) in the
chemopreventive model of experimental mammary carcinogenesis in female rats.
Experimental animals were divided into three groups: control group without
chemoprevention, chemoprevention at a concentration of 0.1 % (CIN 0.1) and
chemoprevention at a concentration of 1 % (CIN 1). Immunohistochemical analysis of
treated rat tumor specimens showed a dose-independent significant decrease in CD24
expression by 40.5 % (p <0.001) in CIN 0.1 and by 29 % (p < 0.05) in CIN 1 compared
to the control group. In conclusion, our results showed a potential of Cinnamomum
zeylanicum L., presumably based on synergic or additive effects of the phytochemicals
of the whole plant foods, to affect the multistep process of mammary carcinogenesis
via modulation of cancer stem cells.

Keywords: mammary carcinoma, rat, chemoprevention, phytochemicals,
cinnamomum, cancer stem cells

Uvod
Zaradenie rakoviny prsnika medzi najCastejSie diagnostikované maligne ochorenia
a jednu z hlavnych pri€in umrtia v désledku rakoviny u zien [1, 2] zdéraznuje urgentnu
potrebu progresu v ramci lieCby a tiez prevencie uvedeného ochorenia [3]. Nadorové
kmenové bunky predstavuju subpopulaciu buniek s moznostou sebaobnovy
a diferenciacie do réznych typov nadorovych buniek, ktoré sa vyznamne podieflaju na
procesoch karcinogenézy zahfiajucich nadorovu iniciaciu, proméciu ako aj progresiu,
vznik metastdz &i rezistencie na terapiu [4]. V pripade rakoviny prsnika bolo
identifikovanych niekolko bunkovych markerov, ktoré vykazuju charakteristiky
nadorovych kmenovych buniek [5]. Izolované fytochemikalie alebo ich zmesi v ramci
rastlinnych funk&nych potravin vyznamne ovplyviuju viaceré signalne drahy
asociované s procesom karcinogenézy [6, 7]. Cinnamomum zeylanicum L. (C.
zeylanicum) je rastlina z Celade Lauraceae [8], ktorej protinadorové ucinky boli
preukazané viacerymi autormi [9, 10]. Protirakovinové uc€inky C. zeylanicum neboli
doposial v modeli rakoviny prsnika s pouzitim hlodavcov hodnotené. Zvieraci model

Strana | 59


mailto:liskova80@uniba.sk
mailto:peter.kubatka@uniba.sk

Nové trendy a perspektivy v histolégii VI - EXPERIMENTALNE STUDIE

dokaze imitovat délezité signalne drahy zapojené v procese mamarnej karcinogenézy
u ludi [11]. In vivo modely, ktoré predstavuju medzistupefi medzi in vitro a klinickymi
Studiami preto zohravaju v onokologickom vyskame zasadny vyznam [12]. Na zaklade
uvedeného sme sa rozhodli zhodnotit vplyv C. zeylanicum na parametre nadorovych
kmenovych buniek v chemopreventivnom modeli experimentalnej mamarne;j
karcinogenézy samic potkanov in vivo.

Material a metédy

Samice potkanov kmena Sprague-Dawley (Charles River Germany) vo veku 32 - 36
dni v celkovom pocte 75 ks boli adaptované v Standardnych podmienkach zverinca
(teplota 23 £ 2 °C, relativna vihkost 40 — 60 %, umely svetelny rezim svetlo/tma 12 :
12 h). Mamarna karcinogenéza bola indukovana intraperitonealnou aplikaciou
chemokarcinogénu N-nitroso-N-methylurea (NMU, Sigma, Deisenhofen, Germany)
v jednorazovej davke 50 mg/kg hmotnosti zvierata v priemere v 42. postnatalnom dni.
Chemoprevencia C. zeylanicum (kéra, Calendula, Nova Lubovha, Slovenska
republika; krajina povodu - Indonézia) zaCala tyzden pred podanim karcinogénu a
trvala 14 tyzdriov po podani NMU. Fytosubstancia bola zapracovana v potrave
(SSNIFF SpezialdiatenGmbH, Soest, Nemecko). Zvierata boli rozdelené do 3 skupin:
kontrolna skupina bez aplikacie fytosubstancie (KONT), skupina s obsahom C.
zeylanicum v potrave v nizSej koncentracii (1 g/kg) (SKO 0.1) a skupina s C.
zeylanicum v potrave vo vys$ej koncentracii (10 g/kg) (SKO 1). V zavere (14. tyzden
po NMU) experimentu boli zvieratd usmrtené rychlou dekapitaciou. Pri hodnoteni
protinadorového ucinku C. zeylanicum usamic potkanov sme sa zamerali na
imunohistochemické stanovenie vybranych parametrov nadorovych kmeriovych
buniek (CD24, CD44, ALDH1A1, EpCAM) v ramci reprezentativnych oblasti
nadorového tkaniva parafinovych bloCkov. Detekcia vybranych proteinov bola
zrealizovana nepriamou imunohistochemickou metédou pomocou komercne
dostupnych protilatok. Imunohistochemické farbenie (Autostainer Link 48/Hermes/)
prebehlo podla odporu€ani vyrobcu. Vizualizacia primarnych protilatok bola
uskuto€nena prostrednictvom sekundarneho detekéného systému (EnVision, Dual
Link System-HRP, cat. No. KO60911, Dako North America, Carpinteria, CA, USA) s
pouzitim diaminobenzidin tetrahydrochloridu ako substratu. Reprezentativne oblasti
rezov tkaniva boli nasnimané a analyzované pri 400-nasobnom zvacéSeni (Olympus
BX41N). Expresia proteinov bola kvantifikovana ako priemerna percentualna hodnota
antigén pozitivhych oblasti v Standardnych poliach (0,5655 mm2) nadorovych "hot
spot" oblasti. Morfometricka analyza digitalnych zaberov bola uskutoCnena za pouzitia
softvéru QuickPhoto Micro, verzie 3.0 (Promicra, Praha, Ceska republika). Antigén
pozitivne oblasti boli vyhodnotené prostrednictvom fazovej analyzy so Standardnymi
prahovymi hodnotami pre slabu, miernu a silnd intenzitu imunoreaktivity.
Analyzovanych bolo minimalne 60 zaberov na jeden skimany parameter. Experimenty
boli schvalené Etickou komisiou JLF UK (No. EK1860/2016) a Statnou veterinarnou a
potravinovou spravou SR (No. R0-3239/15-221 a R0-1640/17-221).

Vysledky
Za ucelom zhodnotenia protinadorovych ucinkov C. zeylanicum v chemopreventivhom
modeli experimentalnej mamarnej karcinogenézy sme analyzovali expresiu vybranych
parametrov nadorovych kmenovych buniek z tkaniv mamarnych karcinomov potkanov
in vivo. NaSe vysledky preukazali signifikantné zniZenie expresie CD24 o 40,5 % (p <
0.001) v skupine SKO 0,1 v porovnani s kontrolnou skupinou a 029 % (p < 0.05)
v pripade SKO 1 vporovnani s kontrolou (Graf 1). Reprezentativne zabery
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imunohistochemickej analyzy expresie CD24 ako parametra nadorovych kmenovych
buniek v mamarnych nadoroch potkanov so signifikantnym rozdielom zaznamenanym
po aplikacii C. zeylanicum zobrazuje Obrazok 1.

Diskusia a zaver

Vyznamné protinadorové ucinky fytochemikalii sprostredkované ovplyvnenim
nadorovych kmenovych buniek prostrednictvom signalnych drah zapojenych
v mnohostupnovom procese karcinogenézy ako aj u€¢inkom na mechanizmy apoptozy
Ci rezistencie rakovinovych buniek boli jasne preukazané v ramci rozsiahleho
predklinického vyskumu [13, 14]. V ramci zhubnych ochoreni prsnika je v klinickej praxi
zavedenych niekolko parametrov nadorovych kmenovych buniek ako markerov
predikcie, prognozy ¢i priebehu ochorenia [15]. V suvislosti s chemicky indukovanou
mamarnou karcinogenézou potkanov predstavuju CD24, CD44, EpCAM a ALDH1A1l
vhodné parametre nadorovych kmernovych buniek [16, 17]. Na zaklade porovnavacich
predklinickych onkologickych $tudii sa predpoklada, zZe rastlinné funkéné potraviny
(obsahujuce zmesi fytochemikalii) vykazuju lepSie protirakovinové ucinky porovnani s
izolovanymi fytochemikaliami [7]. Vysledky nasho experimentu preukazali vyznamné
znizenie expresie CD24 v nadoroch potkanov po aplikacii C. zeylanicum v oboch
davkach. V pripade predchadzajucich studii sme zaznamenali vyznamné znizenie
expresie CD24 a CD44 ako aj zvySenie expresie ALDH1A1 po aplikacii klinCeka [18],
znizenie expresie CD44 a ALDH1A1 po aplikacii tymianu [19] a tieZ zniZenie expresie
CD24 a EpCAM po aplikacii oregana [20] v nadorovych tkanivach samic potkanov
v rovhakom modeli experimentalnej mamarnej karcinogenézy. Na zaklade doteraz
publikovanych Studii nadej pracovnej skupiny je mozné jasne poukazat na pozitivny
vplyv rastlinnych potravin resp. fytochemikalii na klinicky relevantné parametre
nadorovych kmefiovych buniek prsnika. Na druhej strane klinicky vyskum zamerany
na ucinky fytochemikalii na nadorové kmenové bunky v porovnani s predklinickym
hodnotenim stagnuje. V tejto suvislosti sa klinické Studie primarne zaoberaju
mechanizmami syntetickych lie€iv ovplyviujucich vitalitu nadorovych kmenovych
buniek. Nase vysledky ako aj udaje inych autorov poukazuju na vyznamné ucinky
fytochemikalii v modulacii nadorovych kmenovych buniek v Sirokej Skale typov
rakoviny. Aktualny nedostatok klinickych Studii hodnotiacich ucinky rastlinnych
potravin resp. izolovanych fytochemikalii na mechanizmy asociované s nadorovymi
kmeriovymi bunkami poukazuju na naliehavu potrebu dékladného skumania v ramci
klinického vyskumu [21-23].

Finan¢na podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0136/19 a APVV-16-0021.
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Graf 1 Imunohistochemické hodnotenie expresie parametrov nadorovych kmerovych buniek CD24,
CD44, ALDH1A1 a EpCAM v mamarnych nadorovych bunkach potkanov po aplikacii C. zeylanicum.
Hodnoty su vyjadrené ako aritmetické priemery + SEM. Signifikantny rozdiel, *P < 0,05, ***P < 0,001 vs.
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Obr. 1 Reprezentativne zabery imunohistochemickej analyzy parametra nadorovych kmefovych buniek
CD24 so zaznamenanym signifikantnym rozdielom po aplikacii C. zeylanicum v chemopreventivhom

modeli experimentalnej mamarnej karcinogenézy samic potkanov. Zvac¢senie 400x.
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Abstract

The amino acids are essential for sustaining the growth and division of cancer cells.
We hypothesize, that in addition to the incorporation of free amino acids present in
extracellular fluids into their metabolism, the cancer cells possess also the capability
to increase the availability of amino acids by importing and hydrolysing of the intact
proteins from their milieu. Therefore, we tested the capability of human neuroblastoma
cells to import the fluorescently labelled albumin from their culture media. The albumin
import was tracked by fluorescent microscopy and fluorescence intensity changes in
incubation media and cell lysates. Indeed, our results clearly show, that the human
neuroblastoma cells potently remove fluorescently labelled albumin from culture media
and the accumulation of the fluorescence in the subcellular organelles. Therefore, we
may conclude that extracellular proteins could contribute to the overall metabolism of
amino acids by cancer cells.

Keywords: cancer cell, metabolism, essential amino acid, protein

Uvod

Jednou zo zakladnych charakteristickych &ft nadorovych buniek je ich schopnost
nekontrolovaného delenia [1, 2]. Rast a delenie buniek su procesy, ktoré su uzko
previazané s bunkovym metabolizmom [3]. V pripade nadorovych buniek je bunkovy
metabolizmus pozmeneny, priCom dochadza k jeho preprogramovaniu [2], ako
dosledku jeho adaptacie na zabezpeCenie metabolicky a energeticky narocnych
anabolickych procesov syntézy bunkovych proteinov, lipidov, ako aj nukleotidov.
ZvySené energetické naroky nadorovych buniek su zabezpeCované narastom tvorby
ATP prostrednictvom zvySenia glykolytického metabolizmu glukézy v cytosole [4].
Vzostup intenzity energetického metabolizmu a anabolickych procesov v nadorovych
bunkach je zavisly od dostupnosti substratov a ich transmembranoveého transportu.
Glukéza je hlavnym substratom pre energeticky metabolizmus buniek, prekurzorom
pre syntézu sacharidov a neesencialnych metabolitov derivovanych z uhlikovej kostry
glukdzy, ako aj zdrojom elektrénov nevyhnutnym pre priebeh redukénych reakcii. Ale
aj dostupnost a nasledny bunkovy metabolizmus aminokyselin su nevyhnutné
podmienky pre zachovanie rastu a delenia nadorovych buniek [5].
Aminokyseliny maju niekolko nenahraditefnych uloh pre zachovanie bunkového
metabolizmu. Aminokyseliny su substratmi pre réznorodé metabolické a signalne
procesy, ako su proteosyntéza, anapleroticky metabolizmus, syntéza nukleotidov Ci
lipidov, ale aj epigeneticka regulacia expresie génov. V neposlednom rade, bunky
mozu vyuzit aminokyseliny aj ako alternativhe substraty pre zachovanie ich
energetického metabolizmu [5].
Ludské bunky maju schopnost syntetizovat uhlikovi kostru neesencialnych
aminokyselin, ktoré tvoria takmer polovicu z celkového poctu proteinogénnych
aminokyselin. Vac¢sina proteinogénnych aminokyselin su pre fudské bunky esencialne,
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to znamena, ze ich nedokazu syntetizovat vbbec alebo len v nedostatoCnej miere.
Celkové mnozstvo esencialnych aminokyselin v bunkach je désledkom subezného
posobenia niekofkych procesov, pricom okrem obmedzeného poolu volnych
aminokyselin aich 2-oxo derivatov, bunky obsahuju aj esencialne aminokyseliny
viazané v proteinoch a peptidoch. Primarne je obsah esencialnych aminokyselin v
bunkach determinovany ich koncentraciou v extracelularnom priestore a bunkovou
kapacitou ich trans-membranového transportu, ale tiez ich pritomnostou v
endogénnych proteinoch a peptidoch, ako aj bunkovou kapacitou ich inkorporacie do
intermediarneho metabolizmu.

V organizme, v extracelularnom priestore su okrem volnych aminokyselin pritomné aj
proteiny a peptidy, ktoré by mohli predstavovat’ dalSi zdroj aminokyselin pre nadoroveé
bunky [6]. V pripade nadorovych buniek pankreasu su extracelularne proteiny
importované pomocou makropinocytozy do vnutrobunkového priestoru a
inkorporované do metabolizmu, pricom stimuluju ich rast [6, 7].

S cielom overit moznost, Ze ludské neuroblastomové a astrocytdmové bunky su
schopné vychytavat extracelularne proteiny a nasledne ich vyuzivat ako zdroj
aminokyselin pre ich metabolizmus sme pomocou fluorescencnej mikroskopie
sledovali inkorporaciu fluorescencne znaCeného albuminu v  bunkach.
Spektrofluorimetricky sme stanovili zmeny intenzity fluorescencie albuminu v
bunkovych médiach a lyzatoch v zavislosti od €asu inkubacie. NaSe vysledky
poukazuju na schopnost ludskych neuroblastomovych buniek vychytavat albumin z
inkubaéného média, ktory je nasledne lokalizovany intracelularne a inkorporovany do
vezikularnych vnutrobunkovych Struktar. Okrem toho je pravdepodobné, ze
neuroblastbmové a astrocytomové bunky by mohli ziskavat aminokyseliny aj
hydrolyzou extracelularnych proteinov.

Material a metody

Bunky ludskej neuroblastémovej linie SHSY-5Y a astrocytomovej linie SW1088, boli
Standardne inkubované podfla pokynov dodavatefa (Sigma-Aldrich). Pred inkubaciou
s fluorescenne znaCenym albuminovym komplexom, bunkové médium bolo
zamenené za DPBS s pridavkom fluorescenéného albuminového komplexu. Dva typy
fluorescenénych albuminovych komplexov boli pripravené a to kovalentnym
naviazanim Uniblue A (Sigma-Aldrich) alebo fluoresceinizotiokyanatu (FITC; Sigma-
Aldrich) fluorochrému. Vzniknuté komplexy boli separované od nezreagovaného
fluorochromu pomocou precipitacie s aceténom. Bunky v médiu s pridanym
fluorescenéne znacenym albuminom boli vizualizované pomocou konfokalneho
fluorescencného mikroskopu LSM 880 NLO (Carl Zeiss AG). Mitochondrie v bunkach
boli vizualizované pomocou fluorescenénej préby MitoTracker RED (Thermo Fisher
Scientific). Zmena intenzity fluorescencie v bunkovych médiach a lyzatoch SHSY-5Y
buniek bola merana pomocou spektrofluorometra Synergy.

Vysledky
Pre overenie moznosti, Ze fudské neuroblastdmové bunky maju kapacitu vychytavat
proteiny zo svojho okolia sme do inkubacného média SHSY-5Y buniek pridali
fluorescenne znaceny albuminovy komplex. Vysledky ziskané meranim intenzity
fluorescencie FITC v médiach a bukovych lyzatoch v rdznych €asovych intervaloch
poukazuju na pokles fluorescencie FITC v médiach a jeho subezny narast v lyzatoch
ziskanych z neuroblastomovych buniek (Graf 1). S cielom identifikovat, ¢i narast
fluorescencie FITC konjugovaného s albuminom suvisi s jeho importom
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Graf 1 Zmeny intenzity fluorescencie albuminového konjugatu s FITC pocas inkubacie v pritomnosti
ludskych neuroblastomovych buniek v bunkovych médidch (m) alyzatoch (e). DPBS médium bolo
obohatené o konjugat albuminu s FITC aintenzita fluorescencie FITC bola merana pomocou
spektrofluorometra SYNERGY. Hodnoty fluorescencie v ¢ase 0 min su povazované za 100 %.
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Obr. 1 Pritomnost kovalentného komplexu albuminu s Uniblue A v fudskych astrocytémovych bunkach
SW 1088. Bunky boli inkubované 15 min. v pritomnosti fluorescenéného markeru mitochondrii MitoTracker
RED (a) a kovalentného komplexu albuminu s chromoférom Uniblue A (b). Mikrograf identickej ¢asti bunky
zobrazenej v Castiach (a) a (b) pozorovanej pri fazovom kontraste (c) a ich spolo¢ny prekryv (d).
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intracelularneho priestoru, astrocytomové bunky boli po¢as inkubacie s fluorescentne
znaCenym albuminom pozorované pomocou fluorescencnej mikroskopie (Obr. 1).
Pozorovany fluorescenény signal, zodpovedanuci pritomnosti albuminu (Obr. 1b, d)
bol lokalyzovany v intracelularnych vezikulach, ktoré sa tvarom a intracelularnou
lokalizaciou odliSovali od mitochondrii (Obr. 1a).

Diskusia

Biosyntetické reakcie tvorby proteinov, nukleovych kyselin, lipidov a dalSich
biomolekul v rastucich a deliacich sa nadorovych bunkach su zavislé od dostupnosti
ich substratov. Aminokyseliny su v organizme pritomné vo forme volnych molekul,
alebo vo forme proteinov a peptidov, kde su navzajom pospajané peptidovou vazbou.
Zatial ¢o metabolizmus volnych aminokyselin nadorovymi bunkami je intenzivne
Studovany na rbéznych urovniach [5], moZnosti ziskavania aminokyselin aj
hydrolytickym Stiepenim extracelularnych peptidov a proteinov nebola zatial
dostatoCne preskumana [6, 7]. Schopnost ludskych neuroblastomovych buniek
importovat’ extracelularne proteiny do vnutrobunkovych kompartmentov poukazuje na
moznost ich nasledného vyuzitia, ako dalSieho zdroja aminokyselin. Nase vysledky su
vsulade svysledkami Studie, ktora identifikovala schopnost nadorovych
pankreatickych buniek inkorporovat aminokyseliny ziskané z extracelularnych
proteinov do svojho metabolizmu [7]. Nase pozorovanie je tiez v sulade s vysledkami
nasich predchadzajucich metabolomickych §tudii, kedy sme pomocou 'H-NMR
analyzy pozorovali narast koncentracie esencialnych aminokyselin v inkubacnych
meédiach [8, 9], priCom fudské nadorové bunky, tak ako aj ostatné fudské bunky,
nemaju schopnost syntetizovat’ esencialne kyseliny.

Zaver

Schopnost’” ludskych neuroblastétmovych SH-SY5Y a astrocytomovych SW1088
buniek importovat’ extracelularne proteiny do bukoveého priestoru je predpokladom pre
naslednu hydrolyzu importovanych proteinov na aminokyseliny, ktoré by mohli byt
nasledne inkorporované do metabolizmu nadorovych buniek. Preto je mozné
predpokladat, Ze endocyt6za proteinov poskytuje nadorovym bunkam alternativny
spOsob ziskavania aminokyselin pre zachovanie ich metabolizmu. Tieto vysledky
mdzu napoméct nie len pri dalSom Studiu metabolizmu nadorovych buniek, ale tiez pri
vyvoji terapeutickych, hlavne farmakologickych, intervencii pri nadorovych
ochoreniach, ktoré su zalozené na inhibicii metabolizmu nadorovych buniek.

Tato praca bola podporena grantmi: VEGA 1/0255/20, APVV-18-0088, Ministerstva
zdravotnictva Slovenskej republiky 2018/13-UKMTO-9; a projektom "Centrum excelentnosti
pre vyskum v personalizovanej terapii (CEVYPET)", ITMS kod: 26220120053,
spolufinancovanymi zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

Pyruvate carboxylase is an enzyme catalyzing the conversion of pyruvate to
oxaloacetate and possesses the important anaplerotic role. The expression of pyruvate
carboxylase was identified in several types of cancers, in which it is supposed to
stimulate the growth and division of cancer cells. With the aim to investigate the
expression of pyruvate carboxylase in human astrocytomas, glioblastomas and
neuroblastomas we applied the immunocytochemical detection method. Our results
reveal that all of the tested types of cancer cells express pyruvate carboxylase.

Keywords: cancer cell, metabolism, anaplerotic metabolism, pyruvate carboxylase

Uvod
Medzi zakladné charakteristické C¢rty nadorovych buniek patria ich autondmna
stimulacia rastu a rezistencia k signalom inhibujucich rast buniek [1, 2]. Tieto dve ¢&rty
nadorovych buniek uzko suvisia s transformaciou ich metabolizmu, désledkom ktore;
je narast anabolickej kapacity buniek [3]. Anabolizmus nadorovych buniek je zavisly
od viacerych faktorov, medzi ktoré patri aj dostupnost’ substratov. Nadorové bunky
ziskavaju substraty pre syntézy makromolekulovych latok bud importom
z extracelularneho priestoru, alebo vo forme medziproduktov intermediarneho
metabolizmu. Aby bunka mohla vyuzivat ako substraty pre anabolické deje aj
medziprodukty Krebsovho cyklu a nedoslo k metabolickému kolapsu, ich koncentracia
v bunkach musi byt udrZziavana pomocou anaplerotickych reakcii.
Anapleroticky metabolizmus zahffia procesy tvorby 2-oxoglutaratu, oxaloacetatu
a sukcinyl-CoA, medziproduktov Krebsovho cyklu, ktoré vznikaju katabolizmom
niektorych glukogénnych aminokyselin, mastnych kyselin s neparnym poc¢tom uhlikov,
syntézy mocoviny €i enzymatickej premeny pyruvatu na oxaloacetat pomocou pyruvat
karboxylazy (PC). Vramci metabolizmu vacsiny typov nadorovych buniek je
katabolizmus glutaminu povazovany za jeden z najvyuzivanejSich spésobov tvorby 2-
oxoglutaratu, priCom bunky spbésobom glutaminolyzy ziskavaju aj molekuly
obsahujuce redukovany dusik, ktory je esencialny pre biosyntézu purinovych a
pyrimidinovych baz &i neesencialnych aminokyselin [5, 6].
V nedavnej dobe boli ziskané poznatky, ze v pripade rakovinovych buniek epitelialnych
typov plucnych nadorov, anapleroticka uloha glutaminolyzy je suplementovana, Ci
dokonca nahradena aktivitou PC [7, 8]. V tomto pripade, inhibicia aktivity PC koreluje
s poklesom vnutrobunkovej koncentracie nukleotidov a neesencialnych aminokyselin,
ako aj rastom nadorov. Okrem buniek pfucnych nadorov, PC bola identifikovana aj
v bunkach nadorov prsnika [9] a vajeCnikov [10]. Expresia PC je bunkovo Specificka a
indukovatelna, priCom iniciacia expresie PC sa mbze spolupodiefat na rozvoji
rezistencie na proti-nadoroveé lie€iva v pripade akutnej myeloidnej leukémie [11].
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Obr. 1 Imunofluorescenéna detekcia pritomnosti pyruvat karboxylazy v fudskych astrocytémovych
(a, b, c, d), glioblastémovych (e, f, g, h) a neuroblasémovych (i, j, k, ) bunkach. Pyruvat karboxylaza
pritomna v bunkach bola immunofluorescenéne znacena pomocou primarnych polyklonalnych kraliich
protilatok anti-PC a nasledne s afinitne purifikovanymi sekundarnymi protilatkami konjugovanymi s Alexa
Fluor 568 (a, e, i). Jadra boli vizualizované pomocou interkalaéného fluorochréomu DAPI (b, f, j). Fazovo
kontrastné zobrazenie buniek (c, g, k) spolu s fluorescenénym signalom PC a jadier boli pouZité na
vytvorenie spolo¢ného prekryvového zobrazenia (d, h, I).

V mozgovom tkanive je PC pritomna v astrocytoch a pravdepodobne tiez
v oligodendrocytoch, ependymovych a mikrogliovych bunkach [12]. Na z&klade
vysledkov experimentov na astrocytoch s mutovanou formou izocitrat dehydrogenazy,
kedy doSlo k narastu aktivity PC [13] a pozorovani, Ze mutovana izocitrat
dehydrogenaza je pritomna v znacnej Cast' glioblastomov je mozné predpokladat, Ze
PC bude pritomna aj v pripade nadorovych buniek derivovanych z gliocytov. S ciefom
overit nas predpoklad, sme pouzili metédu imunofluorescencnej analyzy na detekciu
pritomnosti PC v bunkach fudskych astrocytomovych (SW1088), glioblastomovych (A-
172) ako aj neuroblastomovych (SH-SY5Y) bukovych linii.

Material a metody

Ludské bunkové linie astrocytotmov (SW1088), glioblastomov (A-172)
a neuroblastomov (SH-SYS5Y) boli inkubované podfa pokynov dodavatefa (Sigma).
Bunky boli pred experimentom vysadené do Petriho misiek s krycimi sklickami, na
ktorych boli uchytené bunky po dvojdiovej inkubacii fixované pomocou roztoku
formaldehydu (4 % w/w) v PBS. Pritomnost PC v bunkach bola testovana
imunofluorescenéne pomocou krali€ich polyklonalnych protilatok pripravenych proti
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PC a nasledne vizualizovanych pomocou sekundarnych protilatok s kovalentne
naviazanych fluorochromom Alexa Fluor 568. Negativne kontroly boli pripravené
vynechanim primarnych protilatok. Jadra buniek boli vizualizované pomocou DAPI.
Fluorescencny signal bol zaznamenavany pomocou mikroskopu Zeiss AxioObserver
vybaveného detektorom typu Apotome a zdrojom fluorescencie pre exicitaciu HPX
120V (Zeiss). Specificita zachytenia fluorescencie emitovanej v modrom (DAPI) resp.
cervenom (Alexa Fluor 568) farebnom spektre ajej odliSenie bolo zabezpecené
pouzitim zabudovanych relevantnych svetelnych filtrov.

Vysledky

Polyklonalne krali€ie protilatky proti PC [12] v kombinacii so sekundarnymi protilatkami
konjugovanymi s Alexa Fluor 568 boli pouzité na imunofluorescencnu detekciu
expresie PC v bunkach ludskych nadorovych linii. V bunkach vsetkych testovanych
linii, a to astrocytdtmov SW1088, glioblastbmov A-172, ako aj neuroblastbmov SH-
SY5Y, pri  pozorovani pomocou fluorescentnej mikroskopie bol viditelny ¢erveny
fluorescencny signal, ktory bol lokalizovany v intraceluldarnom priestore s najvacsou
koncentraciou signalu v blizkosti bunkovych jadier (Obr. 1). Celkovy vzhlad
fluorescencného signalu a jeho zvySena perinuklearna koncentracia koreSponduju
s pritomnostou PC mitochondriach. Nakolko, pozorovany fluorescenény signal bol
viditelny len v pripade pouzitia kombinacie primarnych a sekundarnych protilatok (Obr.
1) a nebol pritomny v bunkach, na ktoré boli aplikované len sekundarne protilatky (Obr.
2), preto je mozné predpokladat, Ze pozorovany fluorescenény signal koreSponduje
s pritomnostou PC v bunkach.

Diskusia
Pomocou metddy imunofluorescenénej detekcie expresie proteinov sme identifikovali,
Ze v ludskych astrocytomovych, glioblastbmovych, ako aj neuroblastémovych
bunkach sa nachadza PC (Obr. 1).
PC je mitochondrialny enzym, ktory katalyzuje syntézu oxaloacetatu z pyruvatu a CO.-.
Oxaloacetat je jeden z medziproduktov Krebsovho cyklu a za fyziologickych
podmienok je jeho syntéza pomocou PC jednou z najddlezitejSich anaplerotickych
reakcii, ktora sa spolupodiela na zachovani, ako aj regulacii Sirokého spektra
biochemickych, cytologickych a fyziologickych funkcii v organizme na vSetkych jeho
urovniach [8]. Z biochemického pohfadu je resyntéza medziproduktov Krebsovho
cyklu nevyhnutna pre zachovanie energetickeho metabolizmu ale aj anabolizmu
lipidov, bielkovin a nukleovych kyselin. Dévodom je, Ze syntéza tychto makromolekul
je zavisla od moznosti vyuzivat’ Specifické medziprodukty Krebsovho cyklu ako svoje
substraty, €o je spojené s poklesom celkovej koncentracie medziproduktov Krebsovho
cyklu. V pripade nedostatoCnej anaplerotickej kapacity buniek by nedostatok
medziproduktov Krebsovho cyklu viedol k inhibicii oxidaCnej Casti energetického
metabolizmu, alebo k zastaveniu biosyntetickych reakcii [14] s negativnym ddsledkom
na rast buniek [4, 8]. V protiklade s tym je stav, ked expresia a aktivita PC v bunkach
sa zvySi. Dosledkom toho su zmeny na metabolickej ako aj signalnej urovni, ktoré
stimuluju rast a delenie nie len zdravych ale hlavne nadorovych buniek [8, 15].
Nase pozorovanie, Ze oba typy glioblastomovych buniek, A-172, obsahuju PC su
v sulade s predpokladanou expresiou PC v fudskych glioblastbmovych bunkach, ktora
bola predpokladana na zaklade metabolomickej a RT PCR analyzy [13]. Usudzuje sa,
Zze PC by mohla mat tiez délezitu ulohu pre zachovanie metabolizmu glioblastémovych
buniek s mutovanou formou izocitrat dehydrogenazy. Tieto bunky produkuju 2-
hydroxyglutarat z 2-oxoglutaratu, ktory méze byt nasledne vylu€ovany z buniek,
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(e) (f) Obr. 2 Negativna kontrola pre overenie Specifickosti
imunofluorescencénej detekcie pyruvat karboxylazy
v ludskych astrocytomovych (a, b), glioblastémovych
(c, d) a neuroblasémovych (e, f) bunkach. Bunky boli
inkubované bez pridania primarnych polyklonalnych
krali¢ich protilatok  anti-PC, len s afinitne
purifikovanymi sekundarnymi protilatkami
konjugovanymi s Alexa Fluor 568 (a, c, e) a ich jadra
boli vizualizované pomocou DAPI (b, d, f).

pricom je tym iniciovany pokles intracelularnej koncentracie 2-oxoglutaratu. Tento
pokles 2-oxoglutaratu méze byt kompenzovany stimulaciou anaplerotickych reakcii,
ktoré zahffiaju aj syntézu oxaloacetatu pomocou PC [8].

Pritomnost’ PC v astrocytomoch poukazuje na moznost, Ze pocas procesu maligne;j
transformacie astrocytov je zachovana ich schopnost’ expresie PC [12]. Expresia PC
vo vSetkych typoch Studovanych nadorovych bunkach je nevyhnutnym predpokladom
pre enzymaticku konverziu pyruvatu na oxaloacetat a ziskanie moznosti autonémnej
anaplerotickej aktivity v nadorovych bunkach. Tato skuto¢nost’ by im mohla poskytnut
niekolko metabolickych vyhod a tiez moznost rychlejSieho rastu a delenia.

Zaver
Vysledky naSich experimentov poskytuju ddkaz o pritomnosti pyruvat karboxylazy
v fudskych astrocytomoch, glioblastbmoch a neuroblastémoch. Tieto nase poznatky
mbézu napomdct k lepSiemu poznaniu ulohy anaplerotického metabolizmu
v nadorovych bunkach, ako aj jeho pravdepodobného vyznamu pre zachovanie Ci
dokonca stimulaciu bunkového rastu a delenia.

Tato praca bola podporena grantmi: VEGA 1/0255/20, APVV-18-0088, Ministerstva
zdravotnictva Slovenskej republiky 2018/13-UKMTO-9; a projektom "Centrum excelentnosti
pre vyskum v personalizovanej terapii (CEVYPET)", ITMS koéd: 26220120053,
spolufinancovanymi zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

This study was designed to evaluate the expression of SATB2 protein in colorectal
cancer (CRC) and its association with microsatellite instability (MSI) status,
inflammation and hypoxia. SATB2 expression was observed by immunohistochemical
analysis in 111 CRC samples. We assessed the correlation between SATB2
expression and clinico-morphological parameters, MSI, COX-2 and HIF-1a
expression. SATB2 was noticed in 92.8% CRC with nuclear localization in all positive
cases. We observed predominantly strong immunoreaction intensity (67.6%) and
percentage of SATB-2 positive cells in more than 50% of cells (87.4%). The statistically
significant associations were recorded between high SATB2 expression and low
grade, negative lymph nodes and negative vascular invasion. Statistical analysis
confirmed a significant correlation between SATB2 expression and microsatellite
stability, tendency to correlate with COX-2 and no significant correlation with HIF-1a.
In conclusion, SATB2 is overexpressed in CRC and its high expression is a marker of
good prognosis. Moreover, SATB2 expression is significantly associated with
microsatellite stability, there is tendency to correlate with pro-inflammatory COX-2 and
there is no association with hypoxia.

Keywords: SATB2, microsatellite instability, COX-2, hypoxia, colorectal cancer

Uvod

Kolorektalny karcinom (CRC) je celosvetovo tretou najCastejSou malignitou
diagnostikovanou u muzov a zien a Stvrtou hlavnou pri¢inou umrtia na nadoroveé
ochorenie [1]. Hoci CRC mozno lie€it uz v rannom $§tadiu, vyznacuje sa rychlou
progresiou, oneskorenym nastupom klinickych priznakov a skutoCnost, Ze velka Cast
pripadov je diagnostikovana v pokro€ilom stadiu [2]. Vaésina umrti na CRC je spojena
s invaziou a metastazovanim nadoru, je preto dbélezité objasnit funkcie génov
zapojenych do progresie a invazie CRC [3].

SATB2 (z angl. Special AT-rich sequence binding-protein) predstavuje transkripény
faktor, ktory sa Specificky viaze na adenin a tymin bohaté sekvencie DNA a nasledne
reguluje transkripciu a remodelovanie chromatinu [3, 4]. Expresia SATB2 je tkanivovo
Specificka a z epitelovych buniek ho exprimuju iba zlazové bunky z dolnej Casti
gastrointestinalneho traktu [4]. V poslednej dobe sa spaja Coraz viac aj s nadormi, a to
hlavne s CRC, nadormi kosti, hlavy a krku [5, 6, 7]. Pri CRC je uloha SATB2 najviac
preskumana, pricom sluzi na jeho rozliSenie od inych typov nadorov. Nadmerna
expresia tohto proteinu v CRC sa spaja s priaznivou prognézou a na druhej strane
nizka expresia je asociovana s metastazovanim a invaziou nadoru [3, 4, 5].

Podla Eberharda a kol. mikrosatelitna instabilita (MSI) negativne koreluje s expresiou
SATB2 [8]. MSI predstavuje nasledok mutacii v mismatch reparacnych (MMR) génoch,
Co vedie k absencii detegovatelného génového produktu. Ak nie je exprimovany MLH1
alebo MSH2, tak Casto nepozorujeme ani expresiu ich heterodimérnych partnerov
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(PMS2 pre MLH1 a MSH6 pre MSH2) [9].

O’Connor a kol. pozorovali negativhu korelacia medzi SATB2 a cyklooxygenazou-2
(COX-2) [10]. COX-2 je enzym nadmerne exprimovany v miestach zapalu av
niektorych nadoroch, vratane CRC. Reguluje syntézu prostaglandinu E2 (PGE2) a
zvysuje karcinogenézu CRC prostrednictvom indukcie bunkovej proliferacie a redukcie
apoptozy [11, 12].

Nedostatotné zasobovanie buniek kyslikom moze viest k hypoxii [13]. Zmenou hladiny
kyslika dochadza k aktivacii alebo represii urCitych génov, o umoziuje prezivanie
buniek napriek nestabilnym podmienkam prostredia [14]. Jednym z tychto génov je
hypoxiou-indukovany faktor 1 (HIF-1), ktorého biologicka funkcia je urCena
predovsSetkym expresiou a aktivitou podjednotky HIF-1a [15]. Jeho nadmerna expresia
sa vyskytuje u mnohych nadoroch a koreluje so zlou prognézou [16].

Uloha SATB2 v CRC a jeho mechanizmus v karcinogenéze su stale nejasné, preto
sme chceli obohatit’ existujuce poznatky o vysledky nasej Studie. Cielom tejto prace
bolo analyzovat expresiu proteinu SATB2 u pacientov s CRC a korelovat' ju so stavom
MSI, pro-zapalovym enzymom COX-2 a proteinom HIF-1a spojenym s hypoxiou.

Material a metody

V predlozenej Studii sme imunohistochemicky vySetrili archivny parafinovy material zo
111 pripadov CRC. Z kazdej vzorky boli pripravené 4 um hrubé rezy. Na dbkaz
proteinov SATB2, COX-2, HIF-1a sme pouzili automat Ventana BenchMark® ULTRA
(Roche) a MMR proteiny sme farbili ru¢ne, pricom na deparafinizaciu, rehydrataciu a
revitalizaciu antigénu sme vyuzili PT Link (Pre-Treatment Module for Tissue
Specimens, Dako). Protokol v automate pozostaval z deparafinizacie, kondiciovania
buniek s CC1 a inkubacie s UV Peroxidase Inhibitor. Dalej nasledovala inkubacia s
primarnou protilatkou (SATB2 — klon EP281, COX-2 — klon SP21, HIF-1a — klon
EP118). Vzorky boli nasledne inkubované s UV HRP Multimer, s UV DAB Chromogen,
s UV DAB H202, s UV DAB Copper, s Hematoxylin a s Bluing Reagent. Pri ru¢nom
farbeni bol na vzorky po vytiahnuti z PT Linku aplikovany peroxidazovy blok a nasledne
boli inkubované s primarnou protilatkou (MLH1 — klon ES05, MSH2 — klon FE11, MSH6
— klon EP49, PMS2 — klon EP51), s linkerom (len v pripade MSH2) a so sekundarnou
protilatkou. Dalej nasledovala vizualizacia DAB chromogénom a dofarbenie jadier
Hematoxylinom. Pri interpretacii ziskanych imunohistochemickych vySetreni sme
semikvantitativne hodnotili intenzitu imunoreakcie a percento pozitivnych buniek. MSI
sme pozorovali vo vzorkach CRC bez expresie MLH1, MSH2, MSH6 alebo PMS2
proteinov. Nadory s negativnym MSI statusom sme povazovali za MSS (mikrosatelitne
stabilné) [8]. Statistické hodnotenie bolo realizované pomocou testu Chi-square (x2) v
softvéri R (verzia 3.2.3). Vysledky s p-hodnotou pod 0,05 boli povazované za Statisticky
signifikantné.

Vysledky
Protein SATB2 bol exprimovany v 92,8% pripadov CRC. Vo vacsine (67,%) vzoriek
sme detegovali silnu pozitivitu imunoreakcie (Obr. 1). Previladali pripady (87,4%),
v ktorych bolo viac ako 50% pozitivnych buniek. Chi kvadrat test potvrdil signifikantné
asociacie medzi klinicko-morfologickym parametrom grade s intenzitou imunoreakcie
(p=5,97E-05) a percentom SATB2-pozitivnych buniek (p=0,003). Dalej boli
signifikantné vztahy zistené medzi stavom Iymfatickych wuzlin a intenzitou
imunoreakcie (p=0,017). Signifikantne asociovala aj vaskularna invazia s percentom
pozitivnych buniek (p=0,042), priCom tendenciu ku korelacii sme zaznamenali aj
s intenzitou imunoreakcie (p=0,064). Ostatné klinicko-morfologické charakteristiky
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CRC (vek, pohlavie, stage, lokalizacia |ézie) nekorelovali s imunohistochemickymi
parametrami expresie SATB2 (p>0,05). Tabulka 1 sumarizuje vysledky z korelacie
SATB2 expresie s MSI statusom a s proteinmi COX-2 a HIF-la.

Obr. 1 Expresia SATB2 v CRC so silnou (A), strednou (B) a slabou (C) intenzitou imunoreakcie vo viac
ako 50% pozitivnych buniek.

Tab. 1 Korelacia expresie SATB2 a MSI statusom, COX-2, HIF-1a v CRC.

Expresia A Intenzita Percento pozitivnych
SATB2 imunoreakcie buniek
+ ++ +++ 11-25% 26 —50% >50%
MSI status (n=99)
MSS 1 6 22 64 1 4 87
MSI 6 0 0 0 0 0 0
Hodnota p | p<0.001 p<0.001
COX-2 (n=111)
Pozitivne pripady 8 6 21 59 1 4 81
Negativne pripady | 0 0 1 16 1 0 16
Hodnota p | 0.086 0.248
HIF-1a (n=111)
Pozitivne pripady 6 4 18 52 1 3 70
Negativne pripady 2 2 4 23 1 1 27
Hodnota p | 0.697 0.911
Diskusia

V naSej praci sme imunohistochemickou detekciou pozorovali expresiu proteinu
SATB2 v 111 vzorkach CRC. V 92,8% pozitivnych pripadov sme detegovali jadrovu
expresiu, pricom vacsina vykazovala silnu intenzitu a pozitivitu vo viac ako 50% buniek.
PredloZené vysledky su v sulade s viacerymi Studiami, ktoré zaznamenali rozsah
jadrovej expresie SATB2 v CRC od 85 - 96,8% [8, 17, 18].
Statistickou analyzou sme zaznamenali signifikantni asociaciu medzi niZ8im
gradingom a silnou intenzitou a vy$sim percentom SATB2-pozitivnych buniek. Dalej
medzi negativnymi lymfatickymi uzlinami a silnou intenzitou a negativnou vaskularnou
invaziou a vysokym percentom SATB2-pozitivnych buniek. Dalie klinicko-
morfologické parametre (vek, pohlavie, stage, lokalizacia l|ézie) signifikantne
nekorelovali s parametrami expresie SATB2. Na zaklade naSich pozorovani mézeme
predpokladat, Ze vysoka expresia SATB2 je asociovana s dobrou prognézou u CRC.
Wang a kol. vo svojej Studii zaznamenali signifikantné asociacie medzi expresiou
SATB2 a metastatickym postihnutim lymfatickych uzlin a stagingom [5]. Eberhard
a kol. vo svojej praci detegovali signifikantné asociacie expresie SATB2 s T a N
stagingom, gradingom a vaskularnou invaziou [8]. Z tychto vysledkov rovnako ako
z naSich vyplyva, Ze vysoka expresia SATB2 je nezavislym dobrym prognostickym
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faktorom u CRC.

Dalej sme v nasej $tudii pozorovali signifikantnd korelaciu expresie SATB2 s MSS, &o
je v sulade s vysledkami Eberharda a kol. a Dasa a kol. [8, 19]. Podla niektorych
autorov 5-fluorouracil (liek, ktory zlepSuje prezivanie poCas CRC) negativne
ovplyvnuje nadory s MSI [20, 21]. Tieto zistenia naznacuju zvySeny prinos adjuvantnej
terapie pre pacientov s CRC s vysokou expresiou SATB2 [8].

V progresii CRC méze zohravat' kfu€ovu ulohu aj zapal [22]. Preto sme v naSej praci
Studovali korelaciu medzi expresiou SATB2 a pro-zapalovym enzymom COX-2. Podfa
O’Connora a kol. SATB2 méze fungovat ako hlavny regulator zapalu v hrubom ¢reve
a strata expresie je signifikantne asociovana s progresiou CRC [10]. Vo svojej Studii
pozorovali inverznu korelaciu medzi expresiou SATB2 a COX-2. V nasej praci sme
nezaznamenali ziadnu signifikantnu korelaciu medzi tymito proteinmi, ale existovala
tendencia ku korelacii medzi intenzitou imunoreakcie SATB2 a expresiou COX-2.
Klinicko-patologicky vyznam SATB2 a jeho potencialny mechanizmus pri
karcinogenéze a progresii CRC je stale nejasny [23]. V na$ej Studii sme ako prvi
pozorovali asociaciu medzi expresiou SATB2 a hypoxiou indukovanym faktorom HIF-
la. Hypoxia predstavuje dosledok vysokej miery proliferacie nadorovych buniek a je
spojena s progresiou nadoru [24]. Medzi tymito proteinmi sme vSak nezaznamenali
Ziadne signifikantné korelacie.

Zaver
Vysledky naSej Studie ukazuju, ze SATB2 je v CRC nadmerne exprimovany a jeho
vysoka expresia je znakom dobrej progndzy. Protein SATB2 je navySe signifikantne
asociovany s MSS, zaznamenali sme tendenciu ku korelacii s prozapalovym COX-2 a
nepozorovali sme Ziadnu asociaciu s hypoxiou. Na objasnenie mozného mechanizmu,
ktorym SATB2 ovplyvriuje progresiu CRC su potrebné dalSie Studie.

Praca bola financovana z grantu VEGA 1/0129/16 a UK/98/2016.
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Hodnotenie imunohistochemickej expresie cyclinu D1 (Bcl-1)
v tkanive bazocelularneho karcinému koze
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Abstract

Background: Cyclin D1 is a nuclear protein that is required for the transition from G1
to S phase of the cell cycle. Objective: The goal of this study was to analyze an
immunohistochemical expression status of cyclin D1 in cutaneous basal cell carcinoma
(BCC) and to explain, whether there is a difference in the expression patterns related
to the histologic tumor subtypes. Material and Methods: The study group comprised
biopsy samples from 27 BCCs, that were investigated by anti-human cyclin D1
monoclonal antibody. Average percentage fraction of reactive neoplastic cells was
ranked on a four-tiered semiquantitative scale: 0 — negative (< 1%), 1+ (1-10%), 2+
(11-50%), and 3+ (> 50%). Results: All BCCs were positive for cyclin D1. Grades 1+,
2+ a 3+ occurred in 4 cases (14.8%), 16 cases (59.3%), and 7 cases (25.9%). No
apparent differences in the presence of given grades between aggressive and non-
aggressive BCC phenotypes were observed, but the results were not statistically
evaluated. Conclusion: Cyclin D1 is constantly expressed in neoplastic cells of
cutaneous BCC. This study did not provide an evidence, that the extent of cyclin D1
expression might be related to histologic phenotype of BCC and hence might reflect
the biological behaviour of cancer.

Keywords: basal cell carcinoma, cyclin D1

Uvod

Cyclin D1 (Bcl-1) je ubikvitarny jadrovy protein kédovany génom CCND1, ktory sa
vyznamne podiefa na regulacii bunkového cyklu [1]. Funkéne pdsobi ako regulacna
podjednotka cyclin-dependentnych kinaz CDK4 a CDK5 ainteraguje s tumor
supresorickym genom Rb [1]. Aktivita cyclinu D1 je zasadna pre progresiu bunkoveho
cyklu z G1 fazy do Sfazy [2]. PoCas G1 fazy dochadza k jeho rychlej tvorbe a
akumulacii v jadrach buniek. S naslednym prechodom do S fazy je rychlo degradovany
[2]. V biopickej praxi predstavuje excelentny marker na hodnotenie rastovej frakcie
a proliferaného stavu bunkovej populacie. Kedze mutacie a amplifikacie génu
CCND1, ktoré su nasledne sprevadzané nadmernou tvorbou cyclinu D1 v bunke boli
pozorované pri mnohych malignitach, hodnotenie jeho expresie pomocou
imunohistochémie sluzi ako diagnosticky aj prognosticky marker pri viacerych
zhubnych nadoroch u fudi [2]. Ciefom prezentovanej prace bolo kvantitativne
hodnotenie imunohistochemickej expresie cyclinu D1 v tkanive bazocelularneho
karcinédmu (BCC) koze.

Material a metody
Subor zahriioval bioptické vzorky 27 pripadov primarnych BCC ziskanych od 20
pacientov. Nadory zahrfiovali 4 histopatologické podtypy: superficialny (n = 5),
nodularny (n = 10), zmieSany nodularno-infiltrativny (n = 9) a infiltrativny (n = 3).
Superficialny a nodularny podtyp boli povazované za neagresivny (low-risk) fenotyp a
infiltrativny a nodularno-infiltrativny podtyp za agresivny (high-risk) fenotyp. V3etky
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pripady boli imunohistochemicky vySetrené monoklonalnou kraliiou protilatkou proti
[udskému cyclinu D1 (klon EP12, DAKO, ready-to-use). Stanovena bola priemerna
percentualna frakcia nadorovych buniek s jadrovym farbenim a podla autorov Liang a
kol. [2] kategorizovana v nasledovnej semikvantitativnej Skale: 0 — negativny stav (< 1
% pozitivnych buniek), 1+ (1 — 10 % pozitivnych buniek), 2+ (11 — 50 % pozitivhych
buniek) a 3+ (> 50 % pozitivhych buniek). Malé mnozZstvo Studovanych pripadov
neumoznovalo Statistické vyhodnotenie suboru.

Vysledky

VSetky BCC boli imunohistochemicky pozitivne na uvedeny marker. Cyclin D1
vykazoval strednu az vyraznu jadrovu expresiu, ktora varirovala v rozsahu 5 — 80 %
nadorového tkaniva (priemerne 35 %). Semikvantitativne stupne (grade) 1+, 2+ a 3+
sa vyskytovali v 4 pripadoch (14,8 %), 16 pripadoch (59,3 %) a 7 pripadoch (25,9 %).
Subjektivne neboli pozorované vyraznejsie rozdiely v zastupeni jednotlivych stupriov
expresie medzi BCC s neagresivnym a agresivhym fenotypom, avSak vysledky neboli
Statisticky spracované. Priestorova distribucia cyclinu D1 v nadorom tkanive bola
vacsinou nepravidelna a useky s velkym poctom nadorovych buniek exprimujucich
tento marker sa €asto vyskytovali v blizkosti Usekov s velmi nizkou az absentujucou
expresiou. V normalnej epiderme v blizkosti BCC, ktora nevykazovala znamky
keratinocytovej dysplazie, sa vo vSetkych pripadoch vyskytovala nuklearna expresia
cyclinu D1. Imunoreaktivne keratinocyty boli pritomné v bazalnej a suprabazalne;j
vrstve arozsahom nepresahovali 1/4 hrubky epidermy. Zastupenie jednotlivych
stupnov expresie cyclinu D1 pri konkrétnych typoch BCC je sumarizované v Tabulke
1 a ilustrativne imunohistochemické nalezy su na Obrazkoch 1 a 2.

Tab. 1 Zastupenie semikvantitativnych stupriov (grade) expresie cyclinu D1 v histologickych typoch
BCC.

grade 1+ grade 2+ grade 3+
neagresivny fenotyp | 2/15 (13,3 %) 10/15 (66,7 %) 3/15 (20,0 %)
- superficialny | 1/5 2/5 2/5
- nodularny | 1/10 8/10 1/10
agresivny fenotyp | 2/12 (16,7 %) 6/12 (50,0 %) 4/12 (33,3 %)
- nodularno-infiltrativny | 2/9 4/9 3/9
- infiltrativny | 0/3 2/3 1/3
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Obr. 1 Jadrova expresia cyclinu D1 (grade 2+) v nodularnom BCC. Viditelna je tiez pozitivita
v keratinocytoch bazalnej a suprabazalnej vrstvy prilahlej epidermy (zvacSenie 40x).

»

A
e GO

7

Obr. 2 Jadrova expresia cyclinu D1 (grade 3+) v infiltrativnom BCC. TaktiezZ je pritomna reaktivita aj
v keratinocytoch bazalnej a suprabazalnej vrstvy intaktnej epidermy (zvacsenie 60x).
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Diskusia
V prezentovanej Studii autor analyzoval imunohistochemicku expresiu cyclinu D1
v bioptickych vzorkach BCC koze. Zaroven revidoval Styri publikované prace
zaoberajuce sa uvedenou problematikou [2-4], s ktorymi porovnaval vlastné vysledky.
Napriek malému poctu hodnotenych pripadov mozno urobit’ urcité zavery.
Po prvé, zo Studie je zrejmé, Ze expresia cyclinu D1 je pri BCC koze konStantnym
nalezom. Toto pozorovanie sa nezhoduje s vysledkami niektorych autorov. Staibano a
kol. [3] a Liang a kol. [2] potvrdili vyskyt cyclin D1-pozitivnych BCC iba v 56,7 % a 54,3
% vSetkych pripadov. V dalSich dvoch pracach [4, 5] nie je mozné toto zastupenie
objektivizovat, nakofko v nich autori zahriiuju v najnizS8om semikvantitativnom stupni
rozsah expresie 0 — 5 % resp. < 5 % pozitivnych buniek a teda sa neda zistit, kolko
pripadov z tejto skupiny bolo uplne negativnych.
Po druhé, v prezentovanej studii neboli pozorované vyraznejSie rozdiely v zastupeni
jednotlivych stuphiov expresie cyclinu D1 medzi BCC s neagresivnym a agresivnym
histologickym fenotypom. Podla niektorych autorov [3, 5] vS8ak imunoreaktivita cyclinu
D1 suvisi s histologickym typom resp. rastovym vzorom BCC koze. Staibano a kol. [3]
porovnavali 30 BCC s neagresivnym a 30 BCC s agresivnych fenotypom. Pokym
v prvej skupine sa jadrova expresia cyclinu D1 vyskytovala iba v 4 nadoroch (13,3 %),
v druhej skupine bola pritomna vo vSetkych pripadoch. Potvrdili, Ze nadprodukcia
cyclinu D1 signifikantne koreluje s vyskytom lokalnych recidiv a/alebo nadorovych
metastaz. Aj Sivrikoz a kol. [5] zistili Statisticky vyznamné rozdiely medzi
neagresivnymi (nodularny typ) a agresivnymi (mikronodularny typ, infiltrativny typ
a bazoskvamézny karcinom) variantami BCC, pricom expresia cyclin D1 bola
vyraznejSia v druhej skupine. Ztychto vysledkov sa zda, Ze hodnotenie
imunohistochemickej expresie cyclinu D1 v tkanive BCC koze by mohlo byt slubnou
metodikou na identifikaciu podskupiny nadorov s horSou prognézou. Na druhej strane
turecki autori [4] nepotvrdili suvis expresie cyclinu D1 s histologickymi
charakteristikami BCC, ¢im su vysledky podobné s prezentovanou pracou.
Po tretie, v prezentovanej Studii bola vo vSetkych pripadoch potvrdena imunoreaktivita
cyclinu D1 v bazalnej a suprabazalnej vrstve prifahlej intaktnej epidermy. Tento nalez
je v kontradikcii s vysledkami inych autorov. Koseoglu a kol. [4] pozorovali expresiu
cyclinu D1 v normalnej epiderme v blizkosti BCC len v priblizne polovici pripadov a
Staibano a kol. [3] a Liang a kol. [2] ju dokonca nepotvrdili v Ziadnom pripade. Tieto
vysledky su dost prekvapujuce, kedze epiderma pozostava z permanentne sa
obnovujucich keratinocytov, ktoré by vzdy mali vykazovat' urcity stupen proliferacie.
Diskrepancie mozno vysvetlit napr. aj rozdielnou metodikou laboratorneho
spracovania vratane pouzitych protilatok, nakolko vo v8etkych publikovanych Studiach
(vratane sucasnej) bol aplikovany iny klon protilatky.

Zaver
Cyclin D1 je konstantne exprimovany v nadorovych bunkach BCC koze. Z vysledkou
uvedenej Studie sa vSak nezda, ze by rozsah expresie suvisel s histologickym
fenotypom BCC a tym by mohol reflektovat biologické spravanie karcindmu.

Autor dakuje Ing. Zuzane Kviatkovskej za edukadnu podporu tykajucu sa
imunohistochemického spracovania vzoriek.
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Abstract

Tumor infiltrating lymphocytes (TILs) are a local histopathological reflection of the host
immune response against tumor cells. Currently, immune infiltrate have gained
increasing scientific attention, however, a full picture of their role in cancer
pathogenesis is still unclear. The present study aimed to reveal correlations between
TIL grade and clinicopathological features of malignant melanomas. The presence of
TILs was assessed from 56 patients with malignant melanoma as grade 0, 1+, 2+ and
3+ based on density and distribution. Lower TIL score correlates with higher age (p =
0,006) and poor prognostic clinicopathological parameters such as higher number of
mitotic figures (p = 0,005) Clark's level (p = 0,007) and Breslow's depth (p = 0,010).
Our results indicate that assesment of TIL density is a valuable prognostic marker that
may be helpful in risk stratification in MM.

Keywords: malignant melanoma, Tumor infiltrating lymphocytes, microenvironment

Uvod
Zapalova celulizacia v mikroprostredi maligneho melanému (MM) je pri
histopatologickom vySetreni pomerne Casto pozorovany jav a predstavuje lokalnu
imunitnu odpoved organizmu na pritomnost nadoru. Diagnosticky délezité su najma
tumor infiltrujuce lymfocyty (TILs), charakteristické spésobom infiltrativneho Sirenia do
hniez nadorovych buniek s ich disrupciou a/alebo lymfocyty s priamym kontaktom
s melanédmovymi bunkami. Klinicky vyznam nema hodnotenie neinfiltrujacich
lymfocytov  nachadzajucich sa vokoli tumoru ahodnotenie pritomnosti
polymorfonuklearov. Délezité je tiez zohladnovat rastovu fazu melanému, nebrat do
uvahy zapalovu celulizaciu pri skorom, radialnom raste melanému a hodnotit' ju iba pri
vertikalnom raste [1-3].
Spdsob hodnotenia zapalovej infiltracie sa v réznych Studiach lisi. U maligneho
melandmu je doporuceny spdsob hodnotenia podla Clarka, ktory rozdeluje TIL v MM
na 3 kategorie — ,absent”, ,non-brisk® a ,brisk“. Vyhodou tohto Stylu hodnotenia je
pomerna jednoduchost, dobra reprodukovatelnost, ale ma vsak aj isté limitacie ako je
absencia presnych kritérii a nezohladnenie pritomnosti lymfocytov v okoli l1ézie, ktoré
neprenikaju do tumoru [3, 4].
Hodnotenie podla ,Melanoma Institute Australia“ (2012) je zaloZené na 4-stupriovej
Skale — grade 0-3. Vyhodou je presnejSia klasifikacia s ohfadom na rozsah infiltracie
a rovnako dobra reprodukovatelnost, nevyhodami zostava nehodnotenie lymfocytov
mimo nadoru, malé skusenosti stymto spdésobom hodnotenia a nedostatok dat
s ohladom na prakticky a prognosticky prinos [3].
CD8+ T bunky su dominantnou sucastou TlLs a maju hlavnu ulohu v antitumoréznej
imunite vdaka cytolytickej schopnosti a uvolfovani cytokinov [5]. V nasej praci sme
hodnotili hustotu CD8+ T-lymfocytov v tumoréznom mikroprostredi v primarnych
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i metastatickych MM 4-stupfiovym skoérovacim systémom (Obr. 1). TILs grade sme
nasledne korelovali s klinickymi a histopatologickymi vlastnostami MM.

Material a metody

Pacienti a vzorky

Nas subor predstavoval 56 vzoriek malignych melanémov od 53 pacientov Standardne
spracovanych a zaliatych do parafinovych blo¢kov z archivu Diagnostického centra
patolégie Alphamedical s.r.o. v Martine. Subor tvorilo 43 primarnych melanémov
réznych histologickych typov (19 superficialne sa Siriacich, 21 typu lentigo maligna, 1
dezmoplasticky, 2 nodularne), 2 blizSie neSpecifikované, 2 rekurentné a 5 metastaz do
lymfatickych uzlin alebo subkutanneho tuku. V dalSich 4 pripadoch nebolo mozné
rozliSit, ¢i sa jedna o nodularny melanom alebo metastazu do hlbokej dermy, zaradili
sme ich vSak do skupiny metastaz.

Spracovanie vzoriek

Parafinové bloCky boli narezané na hrubku 4 um a ofarbené hematoxylin eozinom. Pri
hodnoteni sme pouzili svetelny mikroskop (Olympus CX31, China). Udaje
o pacientoch (vek, pohlavie, lokalita MM) boli ziskané zo zaverov histopatologického
vySetrenia. Rovnako aj dalSie parametre (histologicky typ, pritomnost ulceracie,
pigmentu, pocet mitotickych figur, hribka podfa Breslowa, level podla Clarka), ktoré
boli nasledne verifikované mikroskopickym vysSetrenim.

Imunohistochémia

Po vybrani vhodnych tkanivovych blokov sme vykonali imunohistochemicku detekciu
pouzitim Ventana BenchMark Ultra (Roche). Zapalovy infiltrat bol vizualizovany anti-
CD8 protilatkou (SP57, Roche) pouzitim Standardnych automatickych metdd. Ako
chromogén bol naviazany 3,3-diaminobenzidin (DAB). Nakoniec sme vzorky opat
hodnotili svetelnym mikroskopom (Olympus CX31, China).

Kvantifikacia zapalovej odpovede
Intenzitu zapalu sme posudzovali semikvantitativhou Skalou 0 az 3+, priCom pouZzitim
imunohistochemickej detekcie antigénu CD8 bola dosiahnuta lepSia vizualizacia.
Grade 0 - absencia zapalu.
Grade 1+ - fokalne distribuovany zapal, najma na periférii, <5% tumoru.
Grade 2++ - zapal zasahuje 5-50 % tumoru.
Grade 3+++ - >50% tumoru, difuzne distribuovany zapal so Sirokou infiltraciou.

Statisticka analyza

Nasledne bola Statisticky vyhodnotena korelacia medzi pritomnostou TILs a inymi
klinickymi a histopatologickymi parametrami (vek, pohlavie, lokalita MM, histologicky
typ, pritomnost’ ulceracie, pigmentu, po€et mitotickych figur, hrubka podla Breslowa,
level podla Clarka). Vysledky s p-hodnotou pod 0,05 boli povazované za Statisticky
vyznamne.

Vysledky
Imunitny infiltrat (réznej intenzity) bol pozorovany v 47 pripadoch (47/56, 83,9 %),
konkrétne grade 1 v 24 (42,6 %), grade 2 v 15 (26,8 %) a grade 3 v 8 pripadoch (14,3
%).
Z naSich vysledkov vyplyva, Ze pacienti s vy8Sim TIL skére v MM boli CastejSie
nizSiecho veku (p = 0,006). NizSie TIL skoére boli asociované s negativnymi
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prognostickymi znamkami ako su vy$Si poCet mitéz (p = 0,005), vySsi Clark level (p =
0,007) a tiez vacsia hrubka podla Breslowa (p = 0,010). Medzi dalSimi sledovanymi
parametrami a pritomnostou zapalového infiltratu sa nenasla Ziadna spojitost.
Korelacie medzi klinicko-histopatologickymi parametrami a TILs v MM su zhrnuté

v Tab.1.

Tab. 1 Korelédcia medzi klinicko-histopatologickymi parametrami a TILs v MM.

Tumour Infiltrating Lymphocytes

Age (n =56)
median (range)
Sex (n = 56)
Male
Female
Location (n = 56)
Head and neck
Trunk
Limbs
Melanoma subtype
(n =56)
Superficial
LMM
Desmoplastic
Nodular
Not otherwise specified
Reccurent
MTS
MTS/Nodular
Ulceration (n = 51)
Present
Absent

Clark (n =51)
I
Il
11
v
Y

Breslow (mm) (n = 56)
median (range)

MF/1 mm2 (n = 56)
median (range)

Pigment (n = 56)
0

1
2
3

Total Absent 1+ 2+ 3+
No (%)
61,5(32-87) 72,8(58- 62,2(32—- 58,7(35— 55,6(38-
84) 87) 87) 68)
30 (53,6) 5(8,9) 12 (21,4) 8 (14,3) 5(8,9)
26 (46,4) 4(7,1) 12 (21,4) 7 (12,5) 3 (5,6)
8 (14,3) 1(1,8) 4 (7,1) 3(5,6) 0 (0)
28 (50,0) 1(1,8) 13 (23,2) 9 (16,1) 5(8,9)
20 (35,7) 7 (12,5) 7 (12,5) 3 (5,6) 3 (5,6)
19 (33,9) 0 (0) 10 (17,9) 6 (10,7) 3 (5,6)
21 (37,5) 2 (3,6) 8 (14,3) 8 (14,3) 3 (5,6)
1(1,8) 0 (0) 1(1,8) 0 (0) 0 (0)
2 (3,6) 0 (0) 1(1,8) 1(1,8) 0 (0)
2 (3,6) 1(1,8) 1(1,8) 0 (0) 0 (0)
2 (3,6) 0 (0) 2 (3,6) 0 (0) 0 (0)
5(8,9) 5(8,9) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
4 (7,1) 2 (3,6) 0 (0) 1(1,8) 1(1,8)
12 (23,5) 2 (3,9 6 (11,8) 1(2,0) 35,9
39 (76,5) 3(5,9) 17 (33,3) 14 (27,5) 5(9,8)
0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
11 (21,6) 0 (0) 35,9 6 (11,8) 2 (3,9
7 (13,7) 0 (0) 35,9 2 (3,9 2 (3,9
31 (60,8) 4 (7,8) 16 (31,4) 7 (13,7) 4 (7,8)
2 (3,9 2 (3,9 0 (0) 0 (0) 0 (0)
35(0,06- 98(25- 24(0,05 38(0,2- 25(0,2-
16) 16) —10) 6) 4,5
9,2 (0-91) 24,2 (2 - 6,2 (0 - 2,2 (0- 14,25 (0-
44) 19) 7) 91)
7 (12,5) 3(5,6) 2(3,6) 1(1,8) 1(1,8)
21 (31,7) 2(3,6) 10 (17,9) 4(7,1) 5(8,9)
20 (35,7) 3 (5,6) 11 (19,6) 5(8,9) 1(1,8)
8 (14,3) 1(1,8) 1(1,8) 5(8,9) 1(1,8)

P-value

0,006

0,647

0,390

0,163

0,679

0,007

0,010

0,005

0,459
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Diskusia
Maligne melandmy su casto doprevadzané bohatou zapalovou celulizaciou.
Hodnotenie jej rozsahu je suCastou Standardného histopatologického vysetrenia MM.
Systémy hodnotenia TILs su v8ak nejednotné a je obtiazne formulovat' ich presny
prediktivny a prognosticky vyznam. Denzny zapalovy infiltrat je vSak vo vacsine studii
spajany s dobrou prognézou pacientov [5-10]. V dalSej Studii oznacuju absenciu TILs,
popri ulceracii, vacsej hrubke podla Breslowa a muzskom pohlavi, ako dalSi nezavisly
parameter asociovany s pozitivnou sentinelovou uzlinou [11]. Niektoré prace naopak
spochybnuju prognosticky vyznam TILs [5, 12]. Rozporuplné vysledky mézu byt
vysvetlené heterogenitou zapalovej populacie, hodnotenym réznych typov melanémov
s rozdielnym stageom a tiez pouzitim r6zneho spésobu skérovania [9].
Viaceré prace sa zaoberali asociaciou TILs s klinickymi a histopatologickymi
parametrami [11, 13-18]. Nase zavery odhalili asociaciu TILs s niz§im vekom, na ktoré
poukazali vysledky inych Studii, o méze byt nasledok nizSej aktivity imunitného
systému vo vy§Som veku [13, 18]. V sulade s naSimi zisteniami boli i zavery dalSich
prac, ktoré definovali korelaciu medzi vysSim stuprfiom TILs v skorych fazach invazie
(t.j. MM s niz8ou hrubkou podla Breslowa a nizSim stupfiom invazie podla Clarka) [11,
13] a s nizSim poctom mitotickych figur [16, 17]. Naopak v §tudii Taylora a spol. nezistili
Ziadnu asociaciu TILs s mitotickou aktivitou [11]. Thomas a spol. spajal hustejsi TIL
infiltrat s CastejSou pritomnou ulceraciou a vyskytom v MM z lokality trupu a hornej
koncatiny, ¢o sa nezhodovalo s naSimi vysledkami [18]. Tato praca okrem vyhody
rozsiahlejSej sledovanej skupiny MM pouzivala i trojstupnovy skorovaci system.
Hussein a spol. poukazuju v svojej praci na progresivnu tendenciu zvySovania TIL
skore pocCas tumorigenézy ako odraz zvySujucej sa antigenicity MM v ddsledku
hromadenia mutécii [12]. Progresia ochorenia napriek pritomnosti TILs je povazovana
v imunoldgii za paradox. Bunky melanému disponuju celym radom mechanizmom na
supresiu antitumordznej imunity a uniku spod imunitného dozoru [5]. Nasledne, po
naruseni imunitnej odpovede a rezignacii organizmu pozorujeme pokles az absenciu
TIL infiltratu v metastazach MM [5, 12]. NaSe zavery su dékazom tohto fenoménu,
kedZe az dve tretiny metastatickych MM nesprevadzala zZiadna zapalova celulizacia.

Zaver
TIL infiltrat vzbudzuje v poslednych rokoch zaujem nielen kvéli prognostickému
vyznamu, ale aj jeho pouzitiu ako prediktivneho biomarkera predpovedajuceho
odpoved na imunomodulaénu lie€bu, najma inhibitormi kontrolnych bodov. Tiez sa
ukazuje ako vhodny terapeuticky objekt, ktory pouZzitim vakcin, imunogénnych
peptidov alebo imunizujucich vektorov otvara nové moznosti personalizovanej terapie
s cielom indukovat vlastnu protinadorovu imunitu a potlacit’ progresiu ochorenia [19].
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Obr. 1 Tumor infiltrujuce lymfocyty vizualizované anti-CD8+ protilatkou v tumoréznom mikroprostredi
MM, grade 3+ (100x zvacsenie).
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Abstract
Dermatology and dermatohistopathology closely rely on each other, however, in some
cases there can be a significant discrepancy between estimated diagnosis based on
clinical picture and actual diagnosis corrected by the dermatopathological results.
Authors present a case report of pacient with cancer duplicity presenting with actinic
keratoses and basal cell carcinomas, which were histologically re-evaluated as
sqaumous cell carcinoma and mantle cell lymphoma.

Keywords: dermatopathology, squamous cell carcinoma, mantle cell lymphoma

Uvod

Dermatovenerologia patri k odborom zavislym od klinického aj histopatologického
obrazu [1]. Dermatolégia a dermatopatolégia si od seba zavislé. Uspe$nost
vyhodnotenia zavisi od spravnej volby miesta biopsie, techniky biopsie a spracovania
vzorky. V praxi klinicky a histopatologicky obraz ¢asto nekoreluju, méze sa jednat
o diskrepancie v predpokladanom stupni zavaznosti ochorenia alebo o uplne inu
diagndzu. Stretavame sa s prejavmi vysoko malignych ochoreni skryvajucich sa za
benignu klinicku manifestaciu.

Material a metoédy
Autori prezentuju kazuisticky pripad pacienta s nadorovou duplicitou - rarithou
variantou lymfomu z plaStovych buniek (mantle cell lymphoma, MCL)
a skvamocelularnym karcinémom (SCC), u ktorého boli v uvode suponované odlisné
klinické diagnozy.

Vysledky

72-roCny pacient, fajCiar, pracujuci v exteriéri ako farmar, sa dostavil na vySetrenie
s mnohopocetnymi infiltrovanymi papulami, nodulami az tumordéznymi léziami vo
velkosti 0,5 — 2 cm lokalizovanymi predominantne na tvari, krku a trupe. Prejavy na
tvari boli erytematdézne, s krustami a hyperkeratézami, klinicky imponujuce pri
prvovySetreni ako aktinické keratozy, zatial Co lézie na hrudniku boli ruzovkasté az
jasnoCervené, infiltrované s hladkym intaktnym povrchom bez ulceracii, klinicky
imponujuce ako nodularne bazaliomy. Kozné prejavy boli u pacienta sprevadzané
dysfagiou. Vzhladom na osobnu anamnézu kozZnych nadorovych ochoreni -
skvamocelularneho karcinomu nosa atemporalnej oblasti a bazocelularneho
karcinobmu predlaktia bola vykonana biopsia.

V tvarovych léziach bol potvrdeny dobre diferencovany SCC s fokalnymi
blastocytovymi CD20+ infiltratmi na periférii, s potvrdenym vysoko rizikovym HPV 52
metddou PCR. Imunohistochémia a histoldgia lézii z hrudnika potvrdila CD 20 a cyklin
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D1 pozitivne blastické infiltraty veduce k diagnéze CD20+ B-NHL typu lymfému
z plastovych buniek.
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Obr. 2 MCL infiltrujuci kozu trupu (a), cyklin D1 pozitivny (b) a CD20+ pozitivny (c).

Pre generalizovanu periférnu lymfadenopatiu s hyperplaziou tonzil a konfluujucimi
zvacSenimi lymfatickymi uzlinami oblasti krku bolo doplnené CT vySetrenie
zobrazujuce mnohopocCetné metastazy v pfucach, mediastinalnych, paraaortalych
a subhepatalnych lymfatickych uzlinach, ako aj obrovské splyvajuce lymfatické uzliny
s kompresiou vena cava superior.

Laboratérne boli zvySené beta-2-mikroglobulin (9,08mg/L; referenéné hodnoty 0,8-
1,8mg/L), katat dehydrogenaza (5,16 ukat/L; referenéné hodnoty 1,84-4,12ukat/L),
mierne elevovany C-reaktivny protein (12,1mg/L; referencné hodnoty 0,0-5,0mg/L)
a sideropenicka anémia. Z onkomarkerov boli pozitivne karcinoembryonalny antigén
(CEA), neuron Specificka enolaza (NSE) a cytokeratinovy fragment CYFRA 21. Alfa-
fetoprotein, CA 19-9 a SCCA boli negativne. Pacient odmietol dalSie vySetrenia
a liecbu.

Diskusia
Lymfém z plastovych buniek (MCL) je relativne vzacny typ lymfému, predstavujuci 8%
non-Hodgkinovych lymfémov [2]. zvy&ajne postihuje starSich pacientov (priemerny vek
pri diagndze je 64 rokov ) a muzov (pomer muzi:Zzeny je 2:1), €asto je diagnostikovany
az v neskorych stadiach ochorenia [3, 4]. KoZzné manifestacie su pomerne zriedkave,
k roku 2006 bolo v literature popisanych len 17 pripadov koznych metastaz MCL [5].
NajCatejSie bol pri nich postihnuty trup (60%), tvar (30%) a ramena (20%) a prejavovali
sa ako noduly (34%), makuly a papuly (34%) alebo fokalne infiltraty (21%) [6].
Posledna klinicka Studia zahffiajuca data z registrov pokryvajucich obdobie 13 rokov
identifikovala 14 pacientov s s koznymi prejavmi MCL (1%), u 50% tychto pacientov
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bola koZa primarna lokalizacia [7]. Histologicky je najCastejSi blastoidny variant —
zloZeny z buniek, ktoré maju velmi disperzny chromatin a vysoku mitoticku aktivitu
pripominajucu lymfoblasty (klasicky typ) alebo z vacSich a niekedy pleomorfnych
buniek Casto s jadrami, pripominajucich bunky difuzneho velkobunkového B lymfomu
(DLBCL) (pleomorfny typ). Blastoidny MCL moze pripominat DLBCL alebo B-
lymfoblasticku leukémiu/lymfém (B-LBicL), preto je na odliSenie vhodné farbenie na
cyklin D1, ktoré je takmer vzdy pozitivne pri MCL, ale nie pri DLBCL alebo B-LBicL [8].

Zaver
Pacienti s NHL alebo chronickou lymfocytovou leukémiou (CLL) su rizikovejSi na
rozvoj sekundarnej malignity. Kozné nadory su druhou najCastejSou malignitou
u pacientov s lymféomom a naopak, u pacientov s koznymi nadormi je lymfom
najCastejSou sekundarne asociovanou malignitou [9]. U takychto pacientov je nutny
monitoring a v pripade akychkolfvek pochybnosti aj adekvatne imunohistochemické
farbenia.
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Abstract
Germ cell testicular tumors constitute the most common type; 90-95% of testicular
tumors have germ cell origin. Nonseminomatous germ-cell tumors (NSGCTSs) affect
young adults, with the peak incidence occurring between the ages of 20 and 35 years.
NSGCTs represent 1% of all malignancies in men. Histological examination is the only
way to confirm the diagnosis.
Case presentation of 27-year-old man presented with nonpainful palpable newly
developed testicular mass. Histologically classified as NSGCT - teratoma. He
underwent radical orchiectomy with initiation of standart chemotherapeutic protocol.
In conlusion, this report highlights another case of the NSGCT - teratoma and
underlines the importance of through and complete examination and diagnostics in
revelation of secondary hydronephrosis due to ureteric compression by retroperitoneal
mass which was confirmed on computer tomography.

Keywords: testicular cancer, hydronephrosis, radical orchiectomy

Uvod

Nadory semennikov tvoria 1% solidnych nadorov u muzov [1, 2]. Naj¢astejSie sa
vyskytujucim typom su testikularne nadory zo zarodocnych buniek, tvoria 90 - 95%
vSetkych nadorov  semennikov. Medzi tieto nadory patria seminomy
a neseminomatozne nadory testis. V patogenéze vzniku zohravaju vyznamnu ulohu
genetické aj epidemiologické faktory [3]. Anamnéza kryptorchizmu alebo pritomnost
nezostupeného semennika sa povazuje za najdblezitejSi epidemiologicky rizikovy
faktor [4]. Je vSeobecne zname, Ze klasickym klinickym prejavom nadoru semennika
je bezbolestna rezistencia v miesku [5]. KedZe nezostupeny semennik je spojeny s
dlhodobym rizikom vzniku rakoviny semennika, v€asné rozpoznanie prazdneho
hemiskrota alebo mieSka u dospelého pacienta by malo viest’ k podozreniu na nador
semennika [6]. V Case stanovenia diagnozy testikularneho nadoru sa v pokrocilych
stadiach ochorenia mézZze vyskytovat retroperitonealna tumor6zna masa.
Neseminomatézne nadory zarodo¢nych buniek (NSGCT) postihujd mladych
dospelych s maximalnym vyskytom vo veku medzi 20 a 35 rokmi. NSGCT predstavuju
1% vSetkych malignit u muzov. V pripade v€asnej lieCby je prognéza zvycajne dobra,
no zavisi od histologie nadoru, Stadia ochorenia a hladin sérovych markerov. Presna
histopatologicka klasifikacia nadoru testis, pritomnost a pripadny rozsah metastaz
rozhoduje o vybere lieCebnej metddy a jej uspesnosti.

Kazuistika
27-rocny muz sa dostavil na Urologicku kliniku Univerzitnej nemocnice v Martine
s anamnézou dva dni trvajucej neSpecifickej intermitentnej tupej bolesti brucha. Udaval
nebolestivi hmatnu rezistenciu lavej polovice skréta, ktoru si prvykrat nahmatal pred
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dvoma tyzdriami. Okrem chronickej lie€by myoklonickej epilepsie v osobnej anamnéze
neudaval iné ochorenia. Pacient negoval traumu skrota infekciu moc€ovych ciest,
symptomy dolnych mocovych ciest, €i potiaze s dychanim, nemal tazkosti so
sexualnou funkciou, znizené libido. Vitalne funkcie pacienta boli v rozmedzi
fyziologickych hodnét. Fyzikalne vySetrenie identifikovalo hmatnu, nebolestivd,
cystoidnu  rezistenciu favého semennika prominujucu  extratestikularne.
Kontralateralna strana mieSka bola bez patologického nalezu. V Ilaboratornych
vysledkoch bola pritomna mierna hyponatrémia 134 mmol/l, C-reaktivny protein 8,0
mg/l, hemokoagulacia s fyziologckymi hodnotami. Boli pritomné abnormalne hodnoty
onkomarkerov Specifickych pre nadory semennikov, a to alfa-1-fetoprotein (AFP) > 30
000 ugl/l, celkovy B-hCG 4,03 U/l alaktat dehydrogenaza (LDH) 5,41 ukat/l.
Ultrazvukové vySetrenie skréta odhalilo pritomnost  cystickej septovanej
hypoechogénnej masy v oblasti lavého dolného testikularneho pélu velkosti 13,8 x 9,9
mm (Obr. 1). Pri ultrazvukovom vySetreni obliCiek bola zistena dilatacia kalicha lavej
oblicky velkosti 9,3 mm (Obr. 2). Realizovali sme zobrazovacie vySetrenie hrudnika,
brucha a retroperitonea pomocou pocitatovej tomografie, kde bola diagnostikovana
nehomogénna nekrotickd masa lobularnych Struktar v retroperitoneu s rozmermi
65x72x12 mm, s podozrenim na metastaticku lymfadenopatiu (Obr. 3). Nehomogénna
masa siahala od urovne renalnych vén vlavo az po lavu arteria iliaca communis v
tesnej blizkosti aorty, bez znamok infiltracie aorty alebo renalnych vén. Nebolo mozné
vylucit moznu infiltraciu m. psoas vlavo. Nekrotickda masa spésobovala utlak lavého
ureteru s naslednou sekundarnou hydronefrézou vlavo — Sirka panvic¢ky 13 mm, Sirka
kalichov 7,5 mm. CT hrudnika bolo bez patologického nalezu. Pacient bol indikovany
na operacnu lieCbu. Pred operacnym zakrokom bola realizovana kryoprezervacia
spermii. Po podpisani informovaného suhlasu bola vykonana lavostranna radikalna
orchiektomia bez peroperacnych a pooperacnych komplikacii. V dalsom kroku bola
realizovana implantacia ureteralneho stentu do oblasti favého mocovodu Obr. 4), za
ucelom rieSenia sekundarnej hydronefrézy v désledku obstrukénej uropatie. Pacient
podstupil prvoliniovi chemoterapeuticku lie€bu na Onkologickej klinike Univerzitnej
nemocnice Vv Martine, Styri cykly bleomycinu, etopozidu a cisplatiny (BEP)
s naslednym planovanym kontrolnym vySetrenim pocitacovou tomografiou. V Case
publikovania tejto prace pacient ukoncil Stvrtu davku BEP.

Patologicky nalez
Makroskopicky: velkost semennika 50x30x25 mm s cystickymi tumormi o velkosti 13
mm v priemere, lokalizovanymi v blizkosti epididymis.
Mikroskopicky: dobre ohraniCeny, neopuzdreny nesemimomatézny tumor
zarodo¢nych buniek (NSGCT), podtypu postpubertalneho teratomu. Bez nalezu
invazie do tunica vaginalis, tunica albuginea, tunica vasculosa, rete testis, epididymis,
funiculus spermaticus. Nebola pritomna angioinvazia. Nador sa skladal z cystickych
Struktur lemovanych jednovrstvovym a viacjadrovym glandularnym epitelom (entericky
a cylindricky typ). Dal$im histologickym nalezom bola rozsiahla fibréza s usadeninami
hemosiderinu, mikrolitiaza, loziska kalcifikacii a pritomnost tubulov lemovanych
Sertoliho bunkami.
Klasifikacia TNM: pT1 pNx pMx LO VO Pn0 S
Stadium: Stadium Il
Klinické stadium: l1IC (podfa AJCC / UICC a IGCCCG)
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Diskusia

Zhubny nador semennika je najCastejSie diagnostikovany u muzov vo veku 15 - 44
rokov [1, 2, 4]. Zlatym Standardom lie€by je radikalna orchiektémia. U spominaného
pacienta bola pri fyzikalnom vySetreni diagnostikovana drobna hmatna rezistencia
v oblasti lavého semennika. Anamnesticky sa pacient stazoval na tupé pobolievanie
lavého boku. Pri ultrazvukovom vySetreni obliCiek sa potvrdila sekundarna
hydronefr6za vfavo v désledku utlaku ureteru rastom tumordézneho uatvaru
retroperitona. Pacient podstupil neodkladnu operacnu lie€bu, radikalnu orchiektomiu s
naslednou chemoterapiou podla terapeutického protokolu.

Zaver

Tento pripad zdbraznuje doblezZitost dokladného a komplexného urologického
vySetrenia v diagnostike zhubnych nadorov semennika. Diagnéza zhubného nadoru
semennika by mala byt potvrdena na zaklade klinického ultrazvukového vySetrenia
skréta, laboratérneho stanovenia hodnét sérovych hladin onkomarkerov a CT
vySetrenia. Treba zdéraznit’ délezitost ultrazvukového vySetrenia obliCiek, ktoré mbze
odhalit sekundarnu hydronefrézu spésobenu kompresiou ureteru retroperitonealnou
metastazou, s naslednym stanovenim stagingu ochorenia pomocou pocitacovej
tomografie hrudnika, brucha a retroperitonea. Zlatym Standardom lie€by zhubnych
nadorov semennika je neodkladna operacna lieCba, radikalna orchiektémia.

20190910001

138mm 1.D2
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Obr. 1  Ultrazvukové vySetrenie lavého Obr. 2 Ultrazvukové vySetrenie [lavej
semennika zobrazujuce 4-lalo¢natu cystoidnu oblicky s hydronefrbzou a  masou
Strukturu. lokalizovanou suprarenalne.

Obr. 3 Vysetrenie pocditatovou tomografiou (CT) s dokazom retroperitonealnej masy, sposobujucej ttlak
lavého mo&ovodu so sekundarnou hydronefrézu. Kalkulovany objem tumordznej masy 10x8x6 cm3.
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Obr. 4 Ureteralny stent v lavom mocCovode
dislokovany retroperitonealnou masou.

Obr. 6 Histologicky preparat tkaniva
semennika - vliavo hore obraz IGCNU,

disperzne tubuly o] zachovalou
spermatogenézou, vpravo dole atrofické
testikularne tubuly s obrazom peritubularnej
fibrozy, Masson, zvacenie 100x.

Obr. 5 Makroskopicka charakteristika tumoru
favého semennika.

AV OB o

Obr. 7 Histologicky preparat tkaniva semenika
— Imunohistologické  vySetrenie OCT3/4
(nukleadrny transkripény faktor), zvacSenie
200x, silna nuklearna pozitivita v tubuloch
vykazujucich znamky IGCNU, non-
neoplastické testikularne tkanivo je negativne.
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Obr. 8 Histologicky preparat tkaniva semenika
- cystické Struktury teratému vystlané kubickym
aj cylindrickym epitelom, v &asti zachytena aj
hladka svalovina, v stréme je loZiskovo
zvyraznena zapalova celulizacia, Farbenie
hematoxvlineozinom, zva¢senie 100x.
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Obr. 9 Histologicky preparat tkaniva
karcinomu semenika - detail na epitelovu
vystelku v cystickych S&trukturach teratomu,
farbenie hematoxylineozinom, zvacSenie
200x.
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Abstract
MR spectroscopic imaging with high resolution (*H MRSI) allows in vivo more accurate
noninvasive determination and monitoring of metabolites concentrations in the brain.
It could be used for improvement diagnosis and therapy of brain tumors in particular.
H MRSI plays an important role, especially in distinguishing low grade glioma from
high grade glioma, metastasis, abscess. Learning objectives was to describe method
and benefit of the 3D high resolution proton magnetic resonance spectroscopic
imaging (*H MRSI) of the brain metabolits in a group of patients with suspected brain
tumor lesion. The most important metabolites include choline (Cho). The most
important ratio metabolites include choline to N-acetylaspartate (NAA), the ratio of
which correlates with the grading of the glioma.

Keywords: brain metabolit, brain tumor, proton magnetic resonance spectroscopic
imaging (*H MRSI)

Uvod

MR spektroskopické vysSetrenie mozgu (*H MRSI) umozZriiuje in vivo neinvazivne
stanovenie a monitorovanie koncentracie metabolitov v mozgu. MR spektrum mozgu
u zdravého Cloveka je pomerne stale. Pri réznych patologickych zmenach
a biochemickych procesoch v8ak dochadza k jeho zmene [1, 2]. Biochemické procesy
predchadzaju makroskopickym zmenam, ¢o umoznuje MRS detegovat patologické
zmeny skorej ako klasické MR vySetrenie. Dochadza ku kvantitativnym zmenam
signalu metabolitov alebo ku vyskytu signalu novych metabolitov, ktoré v spektre
normalneho mozgu nie su detekovatelné [3]. Protdon obsahujuce metabolity su
predovsetkym N-acetylaspartat, cholin, kreatin. Dalej su to aminokyseliny, laktat, tuky
a iné. 'H MRSI mo6ze zvysit senzitivitu a Specificitu diagnostiky tumorov. Zohrava
vyznamnu ulohu hlavne pri odlieni low grade gliomov (LGG) od high grade gliomov
(HGG). Taktiez pomaha pri oddiferencovani periférne sa sytiacej lézie, odliSenie
postradiacnych zmien od recidivy tumoru. Cielom prace bola spektroskopicka
charakteristika tumorov mozgu a korelacia s histologickym nalezom.

Material a metody
MR spektroskopickym (*H MRSI) zobrazenim mozgu v ramci multiparametrického
protokolu u pacientov s loZziskovou suspektnou tumordznou 1éziou bolo od 1/2018 do
12/2019 93 vySetreni u 66 pacientov. V lézii boli vyhodnotené koncentracie
matabolitov a porovnavané s koncentraciami v nepostihnutom tkanive. Diagnéza bola
overena histologicky, klinicky, laboratérne alebo radiologickym sledovanim.

Strana | 93



Nové trendy a perspektivy v histolégii VI - KLINICKE A HISTOMORFOLOGICKE STUDIE

Problematické meranie, nehodnotitelné boli u 4 pacientov pri nehomogenite
magnetického pola, prekrvacani lézie a lézia blizko pneumatizovanych dutin.
VySetrenia boli realizované na MR pristroji Siemens Sypmhony (Siemens, Erlangen)
1,5 tesla, 8-kanalova hlavova cievka, Standardna sekvencia PRESS (TE/TR 30/1500
a 135/1500 ms), po 15 minut, rozliSenie 16x16x8 voxlov, eliptické kddovanie k-
priestoru, typické FOV 160x160x80 mm?3, typicky excitovany objem 80x80x65 mm3
voxel 10x10x10mm s prepoctom na 5x5x5mm, FOV a velkost excitovaného objemu
sa prispésobila anatomickej oblasti meraného priestoru. Signal podkoznych lipidov bol
potlateny najviac 6dsmymi saturaCnymi pasmi. Kvantifikdcia metabolitov prebehla
vztiahnutim na signal vody, zmerany Standardnou sekvenciou FID s identickym
rozliSenim a priestorovym koédovanim, ako sekvencia PRESS (TE/TR 2/200 ms,
sklapaci pulz 1°, dizka merania 2 minuty). Koncentracie metabolitov boli vyhodnotené
v programe LCModel a vizualizované v prostredi jSIPRO.

Vysledky

Zo suboru 89 hodnotitelnych vysetreni 3D *H MRSI bolo novodiagnostikovanych 54
pacientov. Nalez bol korelovany s histologickym vysledkom u 34 pacientov s nalezom
glioblastomu gr. IV. u 17 pacientov, meningedbm u 5, gliom gr. lll. u2, LGG u 3
metastaza u 4, glioza u 3. Suspekina metastaza bez histologizacie u 4, lymfém 4,
suspektny LGG v sledovani u 3, neSpecificky nalez u 3, absces u 2, ischémia u 1, SM
lézia u 1, encefalitida 1, ischémia 1 pacient. Kontrolnych spektroskopickych vySetreni
bolo 35. Hodnoty pomerov koncentracii Cho/NAA v histologicky verifikovanej 1ézii typu
high grade a low grade so Statistickym porovnanim s kontrolnou oblastou mimo lézie,
vykonané na zéklade parového t-testu, si znazornené v Tab.1. Statisticky vyznamna
hladina p=0,05. Z vysledkov Studie bol zrejmy signifikantny narast pomeru koncentraci
Cho/NAA vyraznej$i v high grade lézii.

Tab. 1 Koncentracia metabolického pomeru Cho/NAA v mozgovej l1ézii charakteru HGG a v LGG
a v kontrolnej oblasti mimo lézie.

koncentracia Cho/NAA lézia kontrolna oblast t-test (p)
(priemer+SD)
HGG (n=17) . 6,53+4,75 0,19+0,5 0,00048
LGG (n=6) | 0,74#05 0,21£0,6 0,043
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Metaboite Image: (Choline)/(N-acetyl aspartate)

Obr. 1 T2-vazené multiplanarne MR rezy s umiestnenim CSI| mriezky a voxela v LGG lézii. 1H
spektroskopicka krivka metabolitov, tabulka koncentracii metabolitov. Metabolicka mapa pomeru
Cho/NAA, mierne zvySena na 0,57 svedciaca pre LGG.

I

Obr. 2 T1VO postkontrastné multiplanarne MR rezy s umiestnenim CSI mriezky a voxela v HGG lézii.
1H spektroskopicka krivka metabolitov, tabulka koncentracii metabolitov, vyrazne znizeny NAA,
pritomny laktat, lipidy, zvySeny pomer Cho/NAA na 3,9 svedcCiaci pre HGG. Metabolicka mapa cholinu
so zvySenim v HGG |ézii.

Diskusia

'HMRSI umozriuje in vivo neinvazivne stanovit a sledovat koncentracie metabolitov
v mozgu. Medzi najddlezitejSie metabolity patri cholin, k ostatnym patri NAA, kreatin,
myoinozitol, lipidy a laktat. NajdolezitejSie pomery metabolitov su Cho/NAA a Cho/Cr.
Nadory rozliSujeme nizkeho stupria, low-grade (LGG) (WHO grade I/Il), difuzne
astrocytové a oligodendrogliové tumory, iné astrocytové tumory, iné gliomy. Vysokého
stupna, high-grade (HGG) (WHO grade lll, 1V). U vSetkych typoch dochadza v r6znej
miere k poklesu NAA v désledku nahrady zdravych neurdnov infiltrujucimi nadorovymi
bunkami. ZvySuje sa koncentracia Cho v désledku prebiehajucej syntézy bunkovych
membran a narastu poctu buniek [4, 5]. NajCastejSie pomery metabolitov pre diagndzu
nadorov su Cho/Cr, Cho/NAA a NAA/Cr. Markerom low-grade nadorov je sucastné
zvysSenie koncentracie ml a Cho [6]. Myoinozitol byva vysSi pri LGG stupni Il ako pri
HGG (lll, V). Pri LGG nedochadza k vyznamnému zniZzeniu NAA a Cr, nie je zvySenie
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lipidov a laktatu (Obr.1). Koncentracia Cho narasta s malignitou nenekrotickych
nadorov s nizkou hladinou tukov. V high-grade nadoroch pritomnost nekrozy
zmenS$uje absolutne koncentracie metabolitov. Koncentracia Cr sa meni velmi malo.
So stupfiom tumoru sa zvacSuje koncentracia tukov a laktatu, Co naznacuje pritomnost
nekrotickej zloZky. Kritériom pre odliSenie stupria malignity (grade) nadorov je pomer
Cho/NAA a Cho/Cr, ktoré koreluju s grade nadoru [7, 8]. Pomer Cho/NAA vacsi ako 2,
pomer Lac/NAA vacsi ako 0,25 a pritomnost lipidu pri MR spektroskopickom
zobrazovani s dlhym TE (135 ms) su charakteristikami nadoru vysokého stupria (Obr.
2). Medzi najvyznamnejSie metabolity patri cholin, ktorého koncentracia koreluje so
stupnom glidmu [9]. Wang a kol. vykonali metaanalyzu magnetickej rezonancnej
spektroskopie (MRS) pri diferenciacii HGG od LGG. Z databazy PubMed a Embase
bolo zahrnutych tridsat' ¢lankov s 1228 pacientami. Autori dospeli k zaveru, Ze pomer
Cho/NAA vykazoval vysSiu senzitivitu a Specificitu pri odliSeni HGG od LGG ako pomer
Cho/Cr a pomer NAA/Cr [10]. Abdelaziz a kol. prospektivne porovnavali vysledky MRS
a stereotaktickej biopsii pri charakterizacii mozgovych |ézii. Korelacia medzi
predopera¢nou MRS a histopatologickou diagn6ézou bola zhodna v 25 z 27 pripadov
(senzitivita 88 %, Specificita 100 %). Z 15 pacientov diagnostikovanych MRS ako
neoplastickych bolo histologicky potvdenych 12 pacientov s gliomami mozgu réznych
stupriov. MRS klasifikacia glidmov zodpovedala histopatologickej klasifikacii v 10 z 12
pripadov (senzitivita 89 %, Specificita 67 %). Autori dospeli k zaveru, ze MRS je
prinosna pri charakterizacii roznych mozgovych |ézii. Podla autorov méze multivoxel
MRS zvysSit diagnosticku vytaznost’ stereotaktickej biopsie zameranim sa na oblasti s
vy$Sim obsahom cholinu a nizSim N-acetylaspartatom [11]. MRS tieZ napom&ze k
odliSeniu postradiacnej nekrézy od recidivy tumoru. Chuang akol. vykonali
metaanalyzu metabolitov pomocou MR spektroskopie pri diferenciacii recidivujuceho
nadoru od nekrézy, pricom bol vyznamne zvySeny pomer Cho/NAA pri recidive nadoru
ako pri nekroze. Autori dospeli k zaveru, ze MR spektroskopia pomocou pomerov
Cho/NAA a Cho/Cr mézu zvysit presnost diferenciacie nekrdézy od recidivujuceho
nadoru [12].

Zaver

H MRSI umozniuje neinvazivne stanovit a sledovat koncentracie metabolitov v mozgu
in vivo. Spektroskopické vySetrenie a hodnotenie spektier ovplyviiuje mnozZstvo
faktorov a ma aj svoje limity. Napriektomu ma ulohu v ramci MR multiparametrického
protokolu pri odliseni niektorych typov |ézii. Taktiez zohrava ulohu pri planovani
biopsie a sledovani pacientov po terapii. U pacientov s novodiagnostikovanou léziou
mozgu pri akutne zhorSenom neurologickom stave méze napombct pri
oddiferencovani tumoru od inej l1ézie. Medzi najvyznamnejSie metabolity patri cholin,
ktorého koncentracia korelovala s grading tumoru. Rovnako pomer metabolitov
Cho/NAA korelovala s grading tumorov.

Praca bola podporena projektom ,VyuZitie systému PACS vo vyskume a vyvoji“, ITMS
26210120004, ktory je spolufinancovany z Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

Degenerative lumbar spine disease is currently considered as a serious medical issue,
due to the significant increase of patients over the past decades whose clinical
condition required surgical intervention. Presence of postoperative symptomatic spinal
epidural hematoma (SEDH) is a serious complication whose incidence requires urgent
surgical intervention. Occurence of SEDH can lead to unpleasant long-term/persistent
neurological complications. This work deals with the incidence and risk factors of
postoperative SEDH. Our prospective study showed statistically significant correlation
between incidence of postoperative SEDH, antiagregation therapy and presence of
liver diseases. This study may be benefitial to physicians involved in comprehensive
treatment of degenerative spine disease.

Keywords: degenerative spine disease, epidural hematoma, complications, spine
surgery

Uvod
Pooperacny spinalny epiduralny hematom je definovany ako nahromadenie Kkrvi
v intraspinalnom epiduralnom priestore, spravidla v mieste operaéného zakroku (s
moznou expanziou kaudalnym a kranialnym smerom od chirurgicky oSetrovaného
priestoru). Obvykle vznika v dosledku pokracujuceho krvacania z epiduralnych
venoznych plexov. Jeho incidencia sa v literature pohybuje v rozmedzi 0,1-3% [1, 2].
Pritomnost’ symptomatického epiduralneho hematému je pomerene zriedkava, avSak
jeho vyskyt médzZe viest kzavaznym neurologickym komplikaciam s nutnostou
urgentnej chirurgickej intervencie. Klinické prejavy zavisia od velkosti epiduralneho
hematomu resp. od jeho kompresivneho efektu na prifahlé nervové Struktury.
U pacientov je obvykle pritomna vyznamna bolest v oblasti operacnej rany
nedostato¢ne kompenzovana Standardnou analgetickou lieCbou, dochadza
k prudkému rozvoju iritatno - zanikovej radikularnej symptomatologie (Casto
bilateralneho charakteru), ktora je zvyCajne zhorSena v porovnani s predoperacnym
stavom (v krajnpom pripade dochadza k rozvoju perianogenitalnej hypestézy
a sfinkterickych poruch resp. vznika syndrom caudae equinae). Neurologicky stav
mdze byt hodnoteny pomocou ASIA (American Spinal Injury Association) vySetrovace;j
Skaly alebo jednoduch$ej Frankelovej Skaly [3, 4]. Diagnostika spociva v dokladnom
klinickom vySetreni a urgentnom zobrazovacom vySetreni. SEDH sa v obraze
nativneho CT vySetrenia zobrazuje ako hyperdenzna (50-70 HU) extraduralna masa.
VySetrenie magnetickou rezonanciou verifikuje pritomnost epiduralnej kolekcie
v oblasti oSetrovaného priestoru chrbtice spésobujucu kompresiu nervovych Struktur,
ktora je izointenzna alebo hyperintenzna v T1 vazeni a heterogénne hyperintenzna
v T2 vazeni. Symptomaticky nalez poopera¢ného epiduralneho hematému vyzaduje
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urgentnu chirurgicku intervenciu spocCivajucu v revizii operacnej rany s dokladnou
evakuaciou epiduralnej kolekcie [5, 7, 8]. Cielom prace bolo zhodnotenie rizikovych
faktorov vzniku pooperacného spinalneho epiduralneho hematému u exponencialne
sa zvacsujucej skupiny pacientov vo veku nad 60 rokov.

Obr. 1 Vy38etrenie magnetickou rezonanciou - nalez pooperacného epidurdlneho hematému v oblasti
dekompresivneho opera&ného vykonu v segmente L4/5.

Material a metédy

Studia bola realizovana prostrednictvom prospektivnej analyzy pacientov vo veku nad
60 rokov, ktori podstupili operacnu lieCbu degenerativneho ochorenia driekovej
chrbtice na Neurochirurgickej klinike UNM (Univerzitna nemocnica Martin) od januara
2016 do decembra 2017. U pacientov bol sledovany vyskyt pooperaéného
symptomatického spinalneho epiduralneho hematému, ktory vyzadoval revizny
operacny vykon. U pacientov boli sledované vybrané rizikové faktory - pohlavie, ASA
(American Society of Anesthesiologists), operaéna diagnoza, typ operacného vykonu,
rozsah operacného vykonu, uZivanie antiagregacnej lieCby a pridruzené ochorenia.
VSetci pacienti podstupili operacny vykon zo zadného resp. posterolateralneho
pristupu. Vysledky boli Statisticky zhodnotené metédami deskriptivnej Statistiky a
pomocou Fisherovho testu, pricom hodnoty p < 0,05 boli povazované za Statisticky
signifikantné.

Vysledky
Subor pozostaval zo 165 pacientov, 67 muzov a 98 Zien (40,6 %/ 59,4 %). Pooperacny
symptomaticky spinalny epiduralny hematom sa vyskytol u 4 pacientov (2,42 %).
Vysledky preukazali Statisticky signifikantne zvySeny vyskyt pooperaéného SEDH
u pacientov, ktory uzivali chronicku antiagregacnu lie€bu - napriek jej predoperacnému
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vysadeniu s prechodom na LMWH (p = 0,0187). Z pridruzenych ochoreni sme
preukazali Statisticky vyznamny rozdiel medzi pritomnostou hepatalnych ochoreni a
vyskytom pooperacného symptomatického spinalneho epiduralneho hematému (p =
0,0478) (Tab. 1).

Tab. 1 Statisticky signifikantné rizikové faktory SEDH.

Statisticky vyznamné Pocet pacientov  Pocet pacientovs Hodnota
rizikové faktory SEDH »P*

Chronické uzZivanie 58 (35,2 %) 4 (6,9 %) 0,0187
antiagregacnej liecby

Hepatalne ochorenia 38 (23 %) 3 (7,9 %) 0,0478

Diskusia
Degenerativne ochorenie chrbtice je v suc€asnosti jednou z najCastejSich priCin
pracovnej neschopnosti dospelej populacie. Proces degeneracie je prirodzenym
désledkom starnutia organizmu. Postihuje vSetky Casti pohybového aparatu chrbtice -
medzistavcové platnicky, tela stavcov, facetové kiby a vazy. Odlisit prirodzené zmeny
starnutia od degenerativneho ochorenia je vefmi obtiazne, pricom zakladny rozdiel
spociva vo veku a v rychlosti priebehu degenerativnych zmien. Operacna lieCba je
indikovana u pacientov s degenerativnym ochorenim driekovej chrbtice, u ktorych su
vyéerpané moznosti konzervativnej lieéby. S narastajicou priemernou dizkou Zivota
narasta aj pocet pacientov podstupujucich operacnu lieCbu degenerativheho
ochorenia chrbtice. Vzhladom na zvySovanie kvality Zivota, Coraz viac pacientov,
obvykle starSieho veku, podstupuje planované operacné vykony z dévodu
degenerativneho postihnutia chrbtice, napriek ich moznym rizikam [3, 6, 7]. V Case
indikacie planovaného operacného vykonu je doOlezité zvazit riziko vyskytu
pooperaénych komplikacii, pretoZe ich vyskyt mézZe viest k reoperécii, prediZzenej
hospitalizacii, negativnym ekonomickym nasledkom ak zniZeniu spokojnosti
pacientov s operac¢nou lieCbou. Pritomnost symptomatického pooperaéného
epiduralneho hematomu je zavaznou komplikaciou, ktorej vyskyt vyzaduje urgentnu
operacnu intervenciu [8]. Tato prospektivna Studia preukazala Statisticky vyznamne
zvySeny vyskyt pooperaéného symptomatického spinalneho epiduralneho hematému
u pacientov s hepatalnymi ochoreniami a u pacientov, ktori uzivali chronicku
antiagregacnu lieCbu. Viaceré zahrani¢né Studie preukazali ako rizikové faktory pre
rozvoj SEDH pritomnost dekompenzovanej artériovej hypertenzie v skorom
pooperacnom obdobi, vek pacientov nad 60 rokov, predopera¢nu pritomnost
koagulaénych poruch, uzivanie antiagregacnej lieCby a nesteroidnych antiflogistik
v predoperacnom obdobi, INR > 2,0, Rh pozitivny typ krvnej skupiny,
malfunkciu/nepritomnost subfascialnej drenaze, obezitu, realizaciu revizneho alebo
multisegmentového operaéného vykonu [3, 6, 9, 10]. U rizikovych pacientov je vhodna
dokladna predoperacna diskusia a edukacia pacienta ohladne moznych
perioperacnych komplikacii, ¢asto veducich k zavaznym doésledkom a zhorSeniu

Strana | 100



Nové trendy a perspektivy v histolégii VI - KLINICKE A HISTOMORFOLOGICKE STUDIE

pooperacného benefitu, s naslednou indikaciou vhodného typu, rozsahu a charakteru
operacného vykonu.

Zaver
Symptomaticky spinalny epiduralny hematdém je zavaznou, avSak rieSitelnou
pooperacnou  komplikaciou v spondylochirurgii. Znalost jeho charakteru,

symptomatologie, diagnostiky a rizikovych faktorov méze pomdct lekarom v jeho
skorom odhaleni s adekvatnym nacCasovanim lieCby. Dékladna znalost’ a prevencia
pooperacnych komplikacii aich rizikovych faktorov ma pri chirurgickej lieCbe
nepopieratelny vyznam, pretoze prevencia ich vyskytu moZze viest ku skrateniu doby
hospitalizacie, k zniZeniu finanénych nakladov suvisiacich s lieCbou pacientov a najma
k pozitivhemu ovplyvneniu spokojnosti pacienta po operacnom vykone.
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Abstract

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

Keywords: anterior cervical discectomy, cage with integated plate, zero- profile spacer

Uvod

Zlatym Standardom oSetrenia pohybového segmentu krénej chrbtice po prednej krénej
diskektomii je rekonStrukcia vysky medzistavcového priestoru a nasledna indukcia
intersomatickej fuzie. PouZitie syntetickej nahrady platni¢ky bez istenia predstavuje
riziko jej zanorenia a naslednej straty operacne ziskanej segmentovej lordozy
a distrakcie. Vzhladom k tomu bolo okrem urazovych indikacii do praxe zavedené
pouzitie prednych krénych dlah. Nevyhodou pouzitia prednej krénej dlahy je nutnost
vacsieho operacného pristupu, atym aj tendencia ktvorbe rozsiahlejSich
fibroadhezivnych zmien. Intimna vzdialenost medzi okrajmi prednej krénej dlahy a
prifahlymi medzistavcovymi priestormi méze viest' k osifikacii uvedenych segmentov.
Pouzitie klietok s integrovanou dlahou prinasa moznost bezpecného oSetrenia
intervertebralneho priestoru a indukcie intersomatickej fuzie pri suCasnej eliminacii
nevyhod konvencnej krénej dlahy a ma predpoklady stat' sa optimalnou volbou pre
oSetrenie intervertebralneho priestoru po prednej krénej diskektomii. Dizajn klietok
s integrovanou dlahou predpoklada redukciu vyskytu osifikacie prifahlého segmentu a
minimalizaciu operacného pristupu s redukciou tvorby fibroadhezivnych zmien [1-3].
Nulovy profil uvedenych implantatov predpoklada eliminaciu iritacie hypofaryngu
a ezofagu [1-9].

Benefity intersomatickych klietok s integrovanou dlahou

Nespornou vyhodou dizajnu uvedenych klietok je zachovanie nulového profilu
implantatu (vlastny implantat neprominuje pred uroven prednych ploch tiel prifahlych
stavcov) pri zachovanej bezpecnej stabilizacii implantatu v medzistavcovom priestore.
Uvedené rieSenie odstranuje nevyhody prednej krénej dlahy a zachovava jej prednosti.
Pouzitie prednej krénej dlahy zniZzuje pocCet reoperacii pre pseudoartrozu, umoznuje
udrzat segmentovu distrakciu a lordotické postavenie. Medzi udavané vyhody
uvedenych implantatov patria, v porovnani s pouzitim kombinacie klietka a konvencna
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kréna dlaha, zniZenie vyskytu, zavaznosti a pretrvavania pooperaCnej dysfagie,
znizenie traumatizacie makkych tkaniv pre moznost mensieho opera¢ného pristupu,
redukcia pooperaCnych adhézii atiez prevencia osifikacie prifahlych segmentov
(indukcia tvorby predného osteofytu prifahlého segmentu v désledku iritacie dlahou).
MensSia flekCno-extencna stabilita klietky s integrovanou dlahou je pravdepodobne
pri€inou rychlejSieho nastupu kostnej fuzie v porovnani s implantaciou klietky istenej
konvencnou krénou dlahou [1, 3]. Klinické Studie udavaju uspesnost fuzie 90— 100 %
po jednosegmentovych vykonoch a 70-100 % po dvojsegmentovych vykonoch [13-
15]. Scholz et al. udavaju po pouziti klietky s integrovanou dlahou a nulovym profilom
incidenciu fuzie v obdobi 12 mesiacov po operacnom vykone 97 % [12]. Dysfagia je
relativne bezna komplikacia po ACDF s pouzitim prednej dlahy. Medzi preventivne
opatrenia redukujuce vyskyt pooperacnej dysfagie patri Setrna operacna technika,
dbésledna hemostaza poCas operacného vykonu a aplikacia drénu na konci
operacneho vykonu pre eliminaciu hematému v operacnom pristupe. Lee et al. skumali
vyznam dizajnu prednej krénej dlahy ako rizikového faktoru. Vo svojej prospektivnej
studii zistili, ze pouzitie krénej dlahy Zephir (Medtronic, Sofamor Danek, USA) je
spojené s nizSou incidenciou pooperacnej dysfagie ako pouZitie dlahy Atlantis od
rovnakého vyrobcu. Autori vysvetluju uvedené zistenie hladSim povrchom a nizSim
profilom krénej dlahy Zephir. Fogel et al. referuju v retrospektivnej analyze pacientov
s perzistujucou poruchou prehitania po implantacii konvenénej dlahy regresiu dysfagie
po jej odstraneni v 55 % pripadov. Peroperacne nachadzali autori rozsiahle adhézie
medzi pazerakom a dlahou, pripadne prevertebralnou fasciou. Xiao. et. al vo svojej
kohortovej Studii zr. 2017 uvadzaju znizeny vyskyt pooperacnej dysfagie pri
implantacii klietok s nulovym profilom v porovnani s fixaciou prednou krénou dlahou
ato 1,0% v.s. 10% po 12 mesiacoch a 0,8% v.s. 4,2% po 24 mesiacoch. Uvedené
Studie predikuju nizSiu incidenciu pooperacnej dysfagie pri pouziti implantatov
s nulovym profilom. Viaceré Studie vSak tento logicky predpoklad nepotvrdili [4-8,16-
19]. Vyhodné je pouzitie niektorych typov klietok s integrovanou dlahou pri oSetreni
degenerativnych zmien segmentu prifahlého k primarne prevedenej prednej krénej
diskektomii a fuzii s pouzitim konvencnej dlahy, pretoze nie je nutné jej odstranenie.
Rovnako je vhodné ich pouzitie pri hybridnych implantaciach v kombinacii s totalnou
artroplastikou [4].

Majid et al. porovnavali biomechanicku stabilitu dvojskruktkovej klietky s intergralnou
dlahou, Stvorskutkovej klietky s integralnou dlahou, klasickej klietky a klietky s prednou
krénou dlahou na kadaveroch. Nezistili sa Ziadne vyznamné rozdiely v pohybe medzi
zariadneiami v Ziadnej z podmienok zatazenia [20].

Stein et al. porovnal klietky s integralnou dlahou s fixaciou prednou krénou dlahov
v segmente C5 /C6 na fudskych kadaveroch a uviedol, zZe klietka s integralnou dlahou
poskytuje takmer rovnaku biomechanicku stabilitu ako fixacia prednou krénou dlahou
[21].

Konstrukcia
Pri vyrobe dutych klietok sa pouzivaju 3 kfuCové materialy - titan, polyéteréterketon
(PEEK), a kombinacia karbénové vldkna —PEEK. Z dévodu synovitidy spdsobenej
ulomkami vlakien asociovanymi s klietkami z karbénovych vlakien — PEEK je
v suCastnosti preferovany titan a PEEK. Chen et al. preukazali, Ze pouzitie PEEK
klietky vykazuje lepSie udrzanie operacne ziskanej distrakcie, segmentovej lordézy a
podmienuje nizSiu incidenciu zanorenia v porovnani s titanovou klietkou, vzhfadom na
ich elasticky modul blizSi ku spongidznej kosti [22]. V Studii OpSendka et al. na naSej
klinike bola napriek pouzitiu PEEK-klietky istenej integrovanou dlahou (Zero Profile
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Variable angle™) strata operaCne ziskanej distrakcie vyznamna [23]. Titanové
implantaty maju vynimoc€ny osteogénny potencial a su porovnatelne rezistentné voci
mikrobialnej adhézii [24, 25]. Vyhody oboch materialoch sa spajaju v kombinovanych
klietkach. Firma B- Braun vo svoje rade implantatov Aesculp XP (Arcadius XP C® )
kombinuje PEEK jadro s povrchovou upravou Plasmapore, ktory predstavuje porézny,
osteokonduktivny a biokompatibilny povlak z Cistého titanu. Tato kombinacia
zebezpecluje vysoku primarnu stabilitu vdaka porovitému povrchu (az 60%), ktory
umoznuje dobry kontakt s kostou, a tak zabezpec€uje zvySenu odolnost’ vo€i migracii
a zvysSuje mechanicku pevnost. Taktiez ako model pruznosti, ktory je blizky modulu
elasticity kortikalnej kosti znizuje zanorenie implantatov, v désledku moznosti tvorby
kosti v Strukture Plasmapore navodzuje vysoku sekundarnu stabilitu. Rovnako ma aj
vynikajuce zobrazovacie vlastnosti (jasné ohraniCenie kontur implantatu, ziadne alebo
minimalne artefakty na CT / MR skenoch) [22, 26-28]. Uvedené materialy sa vyznacuju
vybornymi mechanickymi vlastnostami, ktoré prevysSuju poziadavky zatazenia krcnej
chrbtice aj vtedy, ked implantat nie je kompaktny, ale vyrobeny vo forme dutej klietky.
Vytvoreny priestor vo vnutri klietky sa vypifia bud’ spongiéznou kostou pacienta alebo
syntetickymi, materialmi. Pouzitie syntetickych osteokonduktivnych materialov vo
forme granul, tmelu alebo stripov pri prednej krénej diskektémii dominuje, pretoze pri
tomto vykone nie je mozné v rozsahu operacného pofa ziskat dostatoéné mnozstvo
spongidéznej kosti (na rozdiel od somatektomie) [22, 24, 25, 38].

Obr. 1 PEEK implantat s titanovym povrchom Plasmapore a Cisty PEEK implantat.Histologické udaje
zobrazuju vyznamny rast kosti pri pouziti implantatu s plastom Plasmapore (A,B), v porovnani s Cistym
PEEK implantatom(C,D), pri ktorom dochadza k zvySenej tvorbe fibrotického tkaniva, zdroj:
https://www.bbraun.com/content/dam/b-braun/global/website/products-and-therapies/degenerative-
spinal-disorders/O85002_Aesculap_XP.pdf.bb-.95195616/085002_Aesculap_XP.pdf
https://www.dovepress.com/cr_data/article_fulltext/s180000/180482/img/mder-180482_F011.jpg
datum prevzatia: 06.05.2020
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Obr. 2 Zanorenie klietky, zdroj: https://www.thenerve.net/upload//thumbnails/nv-5-2-33f5.gif
datum prevzatia: 28.04.2020

Zero Profile

Prvym implantatom s integrovanou dlahou bola klietka Zero Profile ® (Zero-P,
Synthes, Svajgiarsko), ktora sa sklada z tela (PEEK alebo titan), integrovane;j titanovej
dlahy a Styroch uzamykatelnych fixaCnych skrutiek. Dutinu klietky je mozné vyplinit
spongidznou kostou alebo syntetickym osteokonduktivnym materialom. Klietka sa
vyraba v troch tvarovych vyhotoveniach — konvexné, lordotické a paralelné. Medzi
kontraindikacie pouzitia klietky Zero-P ® patria tazka osteoporéza, nadorové
a zapalové ochorenia chrbtice a urazy chrbtice.

Obr. 3 Prvy implantat s integrovanou dlahou - Zero Profile ® (Zero-P, Synthes, Svajgiarsko), zdroj:
https://i.pinimg.com/originals/9b/2e/f3/9b2ef3c06ad6b043efcedb2cad3ceasf.jpg
datum prevzatia: 28.04.2020

Scholz et al. testovali na 24 kadaveroch biomechanicku stabilitu implantatu Zero-P®
v anteflexii, retroflexii, inklinaciach a rotaciach. Ako kontrolny subor pouzili kombinaciu
PEEK - klietka + dlaha CSLP™ (uzamykatelna nedynamicka dlaha) a PEEK - klietka
+ Vectra™ T (uzamykatelna dynamicka dlaha). Bola sice zistena nizSia stabilita Zero-
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P® v anteflexii a retroflexii, ale rozdiel nebol $tatisticky vyznamny [3]. NiZSia stabilita
v sagitalnej rovine vSak méze podmienovat rychlejSi nastup kostnej fuzie v porovnani
s dlahou. V lateroflexii a rotacii nebol zisteny rozdiel medzi jednotlivymi skupinami.
Napriek uvedenym vysledkom je pouzitie klietky Zero-P® pri Urazoch chrbtice
kontraindikované [1]. Scholz et al. vinej prospektivnej Studii udavaju nizky vyskyt
komplikacii po pouziti klietky Zero-P®, vratane nizkeho vyskytu pooperacnej dysfagie
[10]. Azab et al. vo svojej prospektivnej studii hodnotili vysledky lieCby pacientov po
prednej krénej diskektomii a fuzii klietkou Zero-P® a uvadzaju, Ze pouzitie klietky je
dobrou alternativou kinym fuznym technikam, zaznamenali nizku incidenciu
pooperacnej dysfagie (Ziadny pacient neudaval poruchu prehitania tri mesiace po
operacii) a nezaznamenali komplikacie vo vztahu k implantatu [11]. Dhir et al.
retrospektivne hodnotili radiologické nalezy krénej chrbtice po ACDFP s pouZitim
klietky Zero-P® a nezistili Ziadne komplikacie vo vztahu k implantatu (dislokaciu
skrutiek alebo klietky). Zanorenie implantatu bolo pritomné vo vSetkych skumanych
pripadoch, ale signifikantné zanorenie (>3 mm) bolo verifikované len vo 2 % pripadov
po Siestich mesiacoch od vykonu [29]. Vzhladom k tomu, Ze klietka Zero-P® ma v tele
integrovanu dlahu, eliminuje nedostatok stand-alone klietok — extencnu instabilitu.
Zavedenie Styroch fixacnych skrutiek istiacich klietku v medzistavcovom priestore ma
divergentny smer, ¢o podmienuje urCity stupen segmentovej distrakcie vo ventralne;
Casti segmentu, a tym aj vyznamnejsi lordotizaény efekt oproti pouzitiu klietky istenej
konvencnou krénou dlahou. Pri pouZiti konvenénej dlahy dochadza skér ku kompresii
vo ventralnej Casti medzistavcoveho priestoru, a tym aj k redukcii segmentovej lordozy.
Vanék et al. uvadzaju, Ze v obdobi Siestich tyZzdfiov pooperacne dochadza
k vyznamnému poklesu medzistavcového priestoru oSetreného klietkou Zero-P®, na
c¢om sa spolupodiefa okrem axialneho =zataZenia aj uZz spominana nizSia
biomechanicka stabilita tejto klietky v anteflexii a retroflexii. Rovnaky mechanizmus
viedol k zvySeniu segmentovej lordézy v obdobi Siestich tyzdrov pooperacne v
skupine pacientov stabilizovanych dlahou v désledku toho, ze fyziologické zatazenie
posobilo proti tahu dlahy. Pri neskorsich kontrolach viak nebol pritomny rozdiel medzi
oboma skupinami v segmentovom sagitalnom profile. Celkovy sagitalny profil nebol
ovplyvneny vzhfadom k tomu, Ze iSlo o implantacie v jednom alebo dvoch segmentoch
[1]. Tento nalez potvrdila aj Studia autorov Barsu a Suchomela, ktori sledovali sagitalny
profil krénej chrbtice po implantéacii klietky neistenej dlahou [30]. Klietku Zero-P® sme
pouzivali na nasom pracovisku od uvedenia implantatu do klinickej praxe v roku 2009.
Pouzitie Styroch fixacnych skrutiek zabezpecuje sice dostatoCnu primarnu stabilitu
klietky, pri viac ako dvojsegmentovych implantaciach vSak prediZzuje dobu operacie.
PouZitie tejto klietky v medzipriestore C2/3 je technicky limitované a pri implantacii do
medzipriestoru C3/4 bolo technicky niekedy obtiazne zaviest fixatné skrutky do tela
distalneho prilahlého stavca v doésledku konfliktu trajektorie aplikacie skrutky
s mandibulou. Podobny problém vznikal aj v segmentoch C6/7 a C7/T1 u pacientov
s hyperstenickym habitom a velkym obvodom hrudnika, ked bolo obtiazne zaviest
fixacné skrutky do proximalneho tela prilahlého stavca v désledku konfliktu trajektorie
aplikacie skrutky s manubriom sterna.

Zero Profile Variable angle

Zero Profile Variable angle™ (Zero-P VA™, DePuy Synthes, Svajgiarsko) predstavuje
novu generaciu klietky s integrovanou dlahou. Rovnako ako pri klietke Zero-P® sa
vyraba v troch tvarovych vyhotoveniach (konvexné, lordotické a paralelné). Ku fixacii
klietky vSak sluzia len dve skrutky, ktoré sa daju zaviest pod variabilnym uhlom a ich
poCet skracuje operaCny Cas pri oSetreni viacerych segmentov. Zavedenie skrutiek
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pod variabilnym uhlom umoznuje pouZitie klietky pre oSetrenie pohybového segmentu
prifahlého k primarne oSetrenému segmentu pomocou konvencnej krénej dlahy. Na
druhej strane vSak pocCet skrutiek znizuje primarnu stabilitu implantatu v porovnani
s klietkou Zero-P®. Medzi vylepSenia patri aj zmena dizajnu integrovanej titanovej
dlahy, ktorej tvar determinuje presnu ventrodorzalnu inzerciu klietky a eliminuje
moznost dorzalnej dislokacie. Po nastupe kostnej fuzie je mozné realizovat
odstranenie dlahy a skrutiek, pri su€asnom ponechani vilastného tela klietky
v medzistavcovom priestore. OpSenak et. al v 2018 v subore pacientov na nasej klinike
s po implantacii ukotvenej klietky Zero - P VA™ zaznamenali dlhodoby pokles
intenzity bolesti Sije, bolesti hornych koncCatin a zlepSenie kvality Zivota pacientov.
Incidencia intersomatickej fuzie bola porovnatelna s klietkami istenymi konvencnou
kr€nou dlahou a nebol dokazany Ziadny rizikovy faktor ovplyviujuci uspesnost fuzie.
Vyskyt a charakter pooperacnych komplikacii v suvislosti s operaCnym pristupom bol
podobny ako u inych implantatov. Nepotvrdil sa preventivny efekt nulového profilu
implantatu na incidenciu pooperacnej dysfagie. Jedinym rizikovym faktorom pre
incidenciu pooperacnej dysfagie bola preexistujuca dysfagia. Dislokacia klietky alebo
fixacnych skrutiek a zlomenie implantatu neboli zaznamenané. Nepotvrdil sa
preventivny efekt stabilizacie klietky v intervertebralnom priestore pomocou fixaénych
skrutiek na zanorenie implantatu. Zanorenie klietky nemalo vyznamny vplyv na efekt
operacnej lieCby a incidenciu intersomatickej fuzie. Rizikovym faktorom pre zanorenie
klietky bola denzitometricky verifikovana osteoporéza alebo osteopénia [2, 23].

— ~

Obr. 4 Nova generacia klietky sintegrovanou dlahou - Zero Profile Variable angle™, zdroj:
https://www.jnjmedicaldevices.com/sites/default/files/2019-07/H1_1.png
datum prevzatia: 29.04.2020

ROI-C

Zaujimavé rieSenie primarnej stability klietky prinasa klietka ROI-C® (LDR, Francuzko)
vo forme technolégie VerteBRIDGE™. Jedna sa o unikatny systém ukotvenia klietky
v medzistavcovom priestore pomocou dvoch fixaCnych kotiev, ktorych implantacia je
velmi jednoducha. Nedochadza ku konfliktom s anatomickymi Struktarami pri ich
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zavadzani v porovnani s klietkami Zero-P® a Zero-P VA™. Nedostatkom systému
VerteBRIDGE™ je vSak nemoznost odstranenia fixacnych kotiev pri reviznych
operaciach bez porusSenia integrity klietky a znehodnotenia implantatu. Konstrukcia
klietky umoznuje mensi operacny pristup ako implatacia

klasikej prednej dlahy ale aj ako implantacia inych typov klietok ukotvenych pomocou
skrutiek. Po implantacii sa dosahuje okamzita stabilizacia a dokonca vzhfadom na
systém ukotvenia nie je nutné pooperacné pouzivanie goliera. Grasso et al. v prvej
prospektivnej Studii o pouziti klietky s integrovanou dlahou ROI-C s naslednym
sledovanim 9 rokov potvrdzuje bezpecnost systému aj pri dlhodobych kontrolach.
V korelate s nedavnou metanalyzou poukazuju, ze systémy s nulovym profilom maju
nizZsie riziko pooperacnej dysfagie ako klietky fixované prednou krénou dlahou [8, 12,
31]. Buccit et al. rovnako pri pouzivani systému ROI-C dokazuju vysoku mieru fuzie
a nizky vyskyt dysfagie (2,3%). Poukazuju najma na vyhody pri fuzii v urovni C7-Th1l,
kde nie je nutné zasahovat kaudalnejSie ako po samotny disk. Iné Studie s ROl -C
hlasili podobne nizku incidenciu dysfagie (0-3,1%), kym naopak po ACDF s prednou
krénou dlahou bola incidencia az 35,1% [32]. Hoci zanorenie klietky je jednym
z hlavnych problémov pri pouzivani klietok s integralnou dlahou, tato Studia neuviedla
Ziadny pripad zanorenia. Rovnaky vysledok uvadzaju predchadzajuce studie, ktoré
vyuzivali rovanky typ klietky [5, 31-34].

Len malo Studii porovnava klinické a radiologické parametre priamo medzi klietkami
Zero-P a ROI-C. Wu et. al. uvadzaju, Zze medzi klietkami ROI- C a Zero-P nebol
vyznamny rozdiel v incidencii dysfagie ani v incidencii zanorenia klietky. Vysledky ich
prace potvrdzuju, ze Zero- P a ROI-C dosahuju podobné klinické a radiologické
vysledky. Operacny Cas je vSak dIhsi pri klietke Zero -P, o vedie k zvySenému riziku
pooperacnej dysfagie (dlhSia doba tahu na esophagus). Pokial neboli brané do uvahy
operované segmenty C3/4 a C6/7 nebol medzi tymito klietkami ziadny rozdiel v trvani
chirurgického vykonu. Z dlhodobého hladiska pri klietke ROI - C dochadzalo k vacse;j
strate Cobbovho uhla [35-37].

Obr. 5 Klietka ROI-C® (LDR, Francuzko) s rieSenim primarnej stability vo forme technolégie
VerteBRIDGE™, zdroj: http://fr.Idr.com/english/Products/Cervical/ROIC%C2%AECervicalCage
datum prevzatia: 29.04.2020
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Zaver
Klietky s integrovanou fixaciou predstavuju vyznamny posun v operacnej lieCbe
degenerativneho ochorenia krénej chrbtice. Poskytuju dostatoCnu biomechanicku
stabilitu a nastup indukovanej fuzie porovnatefné s konvencnymi fixanymi systémami
klietka-konvenéna predna kréna dlaha. Medzi ich vyhody patri redukcia incidencie
a zavaznosti poopercnej dysfagie, kratSi operacny €as a nizSia incidencia osifikacie
prifahlych segmentov.
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Uloha neurogenézy hipokampu v rozvoji depresie
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Abstract

A depressive disorder is one of the serious health problems in terms of individual and
societal. From an individual point of view, it brings a high degree of subjective suffering
and reduced quality of life. In response to intrinsic and extrinsic stimuli, including stress
and depression, those are related mostly to a vital feature of the brain, neural plasticity.
According to clinical and basic research studies in correlations between depression
and neural plasticity, there are present very complex pathophysiological processes
involving the most sensitive areas affected by depression such as dentate gyrus,
subiculum and cornu ammonis. Numerous studies point out the association between
depression and structural changes in the hippocampus, such as reduced volumes as
well as complicated interactions of many signal pathways, such as NMDA, glutamate,
and glucocorticoid. On the other hand, the changes in neural plasticity induced by
stress and other negative stimuli can contribute to the onset and development of
depression. The majority of antidepressant treatments, including psychotherapies,
physiotherapies, and medications, exert antidepressant effects associated with neural
plasticity. Unfortunately, to date, no ideal and completely effective treatment has been
found for depressed patients. Therefore, targeting neural plasticity in depression may
lead to novel breakthroughs.

Keywords: depression, hipokampus, gyrus dentatus

Uvod

Na celom svete trpi depresiou viac ako 264 milionov fudi vSetkych vekovych skupin
a socialnych vrstiev. Depresia sa mdze stat vaznym zdravotnym stavom, najma ak je
dihotrvajuca a strednej alebo silnej zavaznosti. Z individualneho hfadiska prinasa
vysoku mieru subjektivneho utrpenia a zniZenej kvality zivota, €i uz pracovného
i sukromného. Depresia je stav, ktory je charakterizovany stratou poteSenia alebo
zaujmu o zvycCajne prijemné ¢innosti (anhedonia), spolu s radom dalSich symptémov,
vratane anergie, poruch spanku a chuti do jedla, stratou sebaucty. Napriek rozsiahlym
vyskumom, presné neurobiologické procesy veduce k depresii nie su uplne
pochopené. Je vSak vSeobecne zname, Ze stresujuce Zivotné udalosti patria medzi
hlavné predispozi¢né rizikové faktory rozvoja depresie.

Schopnost mozgu podstupit funkéne relevantné upravy po vonkajSich pripadne
vnutornych stimuloch sa oznacuje ako nervova plasticita. Tieto dynamickeé procesy su
zalozené na schopnosti nervovych systémov, mozgovych jadier, jednotlivych
neurdnov, synapsii a receptorov prispdsobit sa a zmenit svoj Strukturalny alebo
funkény repertoar v reakcii na zmeny vo vnutornom a / alebo vonkajSom prostredi [1].
Neuralna plasticita je nevyhnutna pre adekvatne fungovanie jedinca v neustale sa
meniacom prostredi. Nie vzdy je v8ak prospesna, ¢o dokazuje zmena Struktury
a funkcie v mozgu pacientov s depresiou.

Hipokampus je uz dlhodobo spajany s patofyziolégiou depresie [2]. Su€asné poznatky
naznacuju, Zze depresia mdze suvisiet prave s narusenim Strukturalnej plasticity a
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nervovej bunkovej odolnosti hipokampu [3]. Podla dostupnej literatury su zmeny
rozsiahlejSie u pacientov s recidivou, oproti pacientom u ktorych sa vyskytla prva
epizdda depresie. Tieto zistenia svedcCia o procese postihnutia hipokampu u pacientov
s depresiou. A preto by sa hipokampus mohol stat' potencialny, markerom progresie
tohto ochorenia.

Od uverejnenia prvej spravy, ktora zistila mensie objemy hipokampu u pacientov s
depresiou v porovnani so zdravymi kontrolami [4], sa v literature uskutocCnili stovky
studii, priCom vacsSina tuto skutoCnost potvrdili [6]. Z aktualnych klinickych a
predklinickych studii zatial nie je mozné rozhodnut, €i zlyhanie Strukturalnej plasticity
je ,pricinou, vysledkom alebo korelaciou depresie” [6]. Odpoved na tieto otazky je vSak
rozhodujuca, aby bolo mozné uplne pochopit’ etioldgiu a patofyzioldgiu poruch, ktoré
su vyznamné a klinicky relevantné ako zavazna depresia. Studie podporujice Glohu
epizdd depresie veduce k menSim objemom hipokampu zistili, Ze so stratou objemu
hipokampu je spojené dlhSie kumulativne trvanie celozivotnej depresie, celkovy pocet
opakujucich sa epizdd a skorSi vek nastupu depresie [7]. Na druhej strane ziskané
poznatky naznaduju pravdepodobnost hypotézy smerujicej opaénym smerom. Studie
podporujuce ulohu strukturalneho poskodenia hipokampu v etiologii depresie zistili, Zze
mensi hipokampus predpoveda horsi klinicky vysledok a v dvojitych studiach sa zistili
genetické vplyvy na mozgové Struktury vratane hipokampu [8].

Hypotéza neurotoxicity

Jednym z vysvetleni vztahu medzi depresiou a menSimi objemami hipokampu je
hypotéza neurotoxicity [9], ktora naznacuje, Ze dlhodoba expozicia glukokortikoidom
zvysSuje zranitelnost neuronov, ¢im zvysuje mieru posSkodenia toxickymi vplyvmi alebo
beznym opotrebovanim. Podla tejto hypotézy je znizenie objemu hipokampu
kumulativnym procesom pésobenia dlhoroCnej depresie alebo chronického stresu.
Okrem abnormalit v osi HPA sa nedavno preukazalo, Ze k ubytku objemu hipokampu
prispievaju aj dalSie biologické abnormality: znizenie neurotrofickych faktorov, najma
neutroficky faktor odvodeny z mozgu (BDNF), ktoré je vyvolané stresom, a tento faktor
je neuroprotektivny [10]. Dal$im mechanizmom konzistentnym so stratou objemu
hipokampu pri opakujucej sa depresii je faktor uvolfujuci kortikotropin (CRF), ktory ma
neurotoxické ucinky. Tieto mechanizmy - glukokortikoidova toxicita, neurotoxicita CRF
a strata BDNF, ktoré vedu k zvySenej zranitelnosti neurénov - sa vzajomne nevylucuju
a vSetky by mohli fungovat’ tak, aby spésobili zmeny hipokampu.

Hypotéza zranitelnosti

Tato hypotéza na rozdiel od hypotézy neurotoxicity naznacuje, ze znizeny objem
hipokampu u dospelych nie je sposobeny kumulativhou expoziciou depresiou alebo
chronického stresu, ale skor to, Ze znizeny objem hipokampu je pre- existujuci rizikovy
faktor pre rozvoj tohto ochorenia.

Gyrus dentatus
Unikatnym znakom hipokampalneho gyrus dentatus je pritomnost neurogenézy
dospelych, ktora je sprevadzana bunkovou smrtou, a teda vedie k nepretrZitému
bunkovému obratu v tejto oblasti mozgu. Akutna a chronicka expozicia stresu moze
potlacit’ proliferaciu a prezitie neurénov generovanych v dospelosti [12]. Opakujuce sa
depresivne epizddy vedu k zniZeniu objemu a pravdepodobne k zniZeniu hladin
hipokampalnej neurogenézy. Mnohé Studie preukazali silnu korelaciu medzi gyrus
dentatus a progresiou opakujucej sa depresie. Gyrus dentatus a hipokampus ako
celok, maju inhibiény vplyv na funkciu osi hypotalamus - hypofyza - nadobli¢ky. Tato
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negativha spatna vazba sluzi na ukonCenie stresovej reakcie a je regulovana
stresovymi hormonmi produkovanymi v nadoblickach, ktoré pdsobia na receptory
glukokortikoidov a mineralokortikoidov, ktoré su husto exprimované v bunkach gyrus
dentatus. Stresové hormény su tieZ rozhodujuce pre preZitie gyrus dentatus, pretoze
adrenalektomia vedie k selektivnej degeneracii buniek zfn [13]. Celkovo tieto udaje
naznacuju, ze gyrus dentatus je jednym z najcitlivejSich miest v mozgu na stres a ze
tiez reguluje stresovu reakciu. Tieto zmeny su CiastoCne zvratné terapiou
antidepresivami, napriklad u tricyklického antidepresiva Tialeptin sa ukazali velmi
slubné vysledky obnovenia plasticity, Co méze viest k antidepresivnemu ucinku.

Subiculum

Strukturalna anomalia v subikule by mohla mat désledky na patofyzioldgiu depresie.
Subikulum prijima vstupy z CA1 a inych hipokampovych podpoli a je to pdvodcom
mnohych vystupov z hipokampu, vratane projekcii do ventromedialnej prefrontalnej
kéry, talamu, hypotalamu a striata. Existuju tieZ podstatné axonalne spojenia s inymi
limbickymi Strukturami, ako su amygdala a entorhinalna kéra [14]. Abnormalita v
subikule by mohla mat rozsiahle Uginky v tychto Struktirach. DalSia $tudia [15]
poskytla d6kaz apoptdzy v subikule u pacientov so zavaznou depresivnou poruchou.
U subjektov s poruchou nalady je potrebné dalej charakterizovat Strukturalne a
funkéné abnormality v subikulach a dalSie suvisiace Struktury.

Subfield Volume Changes
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Obr. 1 Vystup z progranu FreeSurfer a % zmeny v jednotlivych subStruktdrach, pravy (magenta) a lavy
hipokampus (prevzaté [18]). Schématicky prieény rez favym hipokampom, kde diagram znazorfiuje
relativnu velkost substruktdr. Con, kontrolna skupina; Dep, pacienti s depresiou; CA, cornu ammonis;
DG, dentate gyrus; HATA, hippocampal amygdalar transition area; ML, molecular layer; Subic,
subiculum.
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Cornu amonis

Rézne definicie hipokampu su znamym problémom pri neuroimagingovom vyskume
[16], priCom doteraz sa pouzilo az 60 réznych definicii. Variabilné objemy hipokampu
moZu tiez predstavovat tazkosti pri zovSeobecriovani predklinického vyskumu
hipokampu v klinickej populacii. Zakladny vyskum hipokampu ¢€asto skuma funkciu
hipokampu v individualnych substrukturach. Velkym prinosom je vyuZitie magnetickej
rezonancie, MRI metdédy, ktora umozriuje prepojenie zakladného vyskumu s funkénym
neuroimigingovym obrazom, kedy mozno sledovat priamo funkéné zmeny v
jednotlivych oblastiach hipokampu. Softvérovy program, ako napriklad FreeSurfer 6.0
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/) je mozné vyuzit pre multimodalne T1- a T2
vazené MRI udaje, kedy s pouzitim pravdepodobnostného atlasu in vivo a ex vivo
segmentacie je mozné s lepSou presnostou identifikovat dalSie podoblasti [17].
Nedavna praca [18] naznacuje Ze lavy cornu amonis (CA1) sa objavil ako potencialny
marker depresie. Praca popisuje, Ze pacienti s so zavaznou depresivnou poruchou
vykazovali obojstranny profil zniZzenia objemu v hlavnych hipokampalnych
substrukturach: cornu ammonis (CA1 — CA4), dentate gyrus a subikulum; pri¢om
zmeny boli vyraznejSie pri opakujucej sa rekurentnej depresii. CA2 az CA4 boli jediné
substruktury znizené pri prevej prezentacii ochorenia. KedZze zmeny boli rozsiahlejSie
u pacientov s recidivujucou formou ochorenia na rozdiel od prvej prezentacie depresie,
toto svedCi o procese hipokampalneho ochorenia. AvSak celkové zmeny boli
najvyraznejSie v lavom CA1 a objem CA1 oblasti bol vyhodnoteny ako prediktor trvania
ochorenia.

Zhrnutie a zaver

Depresia je oslabujuca a komplexna psychiatricka porucha, ktora zahffia viaceré
nervové okruhy a genetické i negenetické rizikové faktory. V snahe objasnit
neurobiologicky zaklad depresie sa ako kandidatovy substrat objavila hipokampalna
neurogenéza, a to tak pre etioldgiu, ako aj pre lieCbu. Depresia ovplyviiuje mnoho
réznych Struktar mozgu, €asto v réznom rozsahu. Aj ked podfa dostupnej literatury su
zmeny najvyraznejSie v hipokampe, zmeny mozgu spojené s depresiou mdzu byt
pritomné v amygdale, jadre caudate, putamene a frontalnej kére. VSetky tieto Struktury
su znacne vzajomne prepojené. Zahffiaju neuroanatomicky obvod nazyvany limbicko-
kortikalny-striatalny-palidalno-thalamicky trakt. AvSak zmeny hipokampu, najma CA1
oblasti je potrebné pozorovat v SirSom kontexte, pretoZe je nepravdepodobné, ze
Strukturalne zmeny v samotnom hipokampe uplne vysvetfuju poruchu tak zlozitu, ako
je depresia.

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: "Kompetenéné centrum pre vyskum a vyvoj v oblasti diagnostiky a terapie
onkologickych ochoreni”, ITMS koéd projektu: 26220220153, spolufinancovany zo zdrojov
Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract
Kawasaki disease is an acute vasculitis of unknown etiology predominantly affecting
medium and small vessels that has a predilection for the coronary arteries. It is the
leading cause of acquired heart disease in infants and young children in developed
countries. In the course of the disease, the artery wall goes through several
inflammatory histopathological phases. The prognosis is related to the development of
coronary aneurysms.

Keywords: vasculitis, Kawasaki disease, coronary artery, aneurysm

Uvod

Kawasakiho choroba (KD) je akutna systémova vaskulitida detského veku, ktoru
prvykrat popisal japonsky detsky lekar Tomisaku Kawasaki v r. 1967 [1]. Prvy pripad
mimo tohto uzemia bol zaznamenany na Havaiji v roku 1976 [2]. Ochorenie je typicky
sprevadzané vysokou horuckou, konjunktivitidou, enantémom sliznice ustnej dutiny a
faryngu, koznym exantémom v réznych oblastiach tela, opuchom dlani a chodidiel a
jednostranne zva¢senymi krénymi lymfatickymi uzlinami. Pévodne bolo zname ako
mukokutanny uzlinovy syndrém, pretoZze sa pocCas ochorenia vyskytoval opuch
lymfatickych uzlin. O nie€o neskér boli popisané vazne komplikacie, veduce k infarktu
myokardu v detskom veku [1]. Priblizne u 15 az 25 % nelieCenych deti sa méoze
rozvinut ischemicka choroba srdca alebo mdze dojst’ k nahlej smrti dietata [3].

Na zaklade najznamejSej revizie medzinarodnej klasifikacie systémovych vaskulitid
Chapel Hill Consensus Conference (CHCC2012) z roku 2012 bola zaradena KD medzi
vaskulitidy postihujuce cievy stredného kalibru [4]. Podla uvedenej nomenklatury je
definovana ako arteritida u dojciat a malych deti spojena s mukokutannym uzlinovym
syndrobmom, prednostne poskodzuje cievy stredného a malého kalibru, koronarne
artérie, ale méze zasiahnut aj aortu a velké artérie [4]. Tato nomenklatura bola neskor
doplnena aj o kozné vaskulitidy [5].

Epidemiolégia a etiolégia

KD sa vyskytuje celosvetovo a je hlavnou priinou ochorenia srdca u malych deti vo
vyspelych krajinach [6]. Typicky sa vyskytuje u deti do 5 rokov, najCastejSie medzi 9-
11 mesiacom [7]. Je zriedkava u starSich deti a dospelych. 1,5-krat CastejSie postihuje
chlapcov ako diev€ata [6]. Nizky vyskyt ochorenia u dojciat mladSich ako 3 mesiace je
pravdepodobne spésobeny ochrannym vplyvom materskych protilatok prenesenych
transplacentarne [8, 9]. Pozorovana bola sezénnost vyskytu s prevahou v zimnych a
jarnych mesiacoch [6].

Napriek dlhoro€nym vyskumom nebola dodnes objasnena pri¢ina KD. Existuje
niekolko tedrii, ktoré naznaluju mozny vplyv genetickych faktorov, infekénu aj
imunopatologicku etiolégiu, vplyv expozicie environmentalnym alergénom, Ci
patogénom prenasanych vetrom a vodou [6, 10-13]. Neexistuje vSak d6kaz, Ze by sa
ochorenie prenasalo z Cloveka na Ccloveka [12]. Na pravdepodobnost vplyvu
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genetickych faktorov poukazuje zvySeny vyskyt ochorenia u japonskych deti, ako aj
zvySeny vyskyt u ich rodi€ov, medzi surodencami a dalSimi rodinnymi prislusnikmi [6].
Hoci sa ochorenie vyskytuje celosvetovo, viacerymi Studiami bol dokazany az priblizne
10-krat vysSi vyskyt ochorenia u japonskej a azijskej populacie v porovnani s
kaukazskou populaciou. V tejto suvislosti bolo identifikovanych niekolko génov alebo
génovych oblasti. Zistilo sa, Ze vnimavost na KD je ovplyvnena polymorfizmami
viacerych génov [6]. Dal$ou teériou vzniku ochorenia je pdsobenie superantigénov ako
spustacov imunitnej odpovede, pretoze tieto dokazu aktivovat’ naraz velké mnozstvo
lymfocytov  a spustit masivnu  produkciu  prozapalovych cytokinov. Uloha
stafylokokovych a streptokokovych superantigénov vSak zostala nejednoznacna [10].
Vo vC€asnych sStadiach ochorenia sa zvySuje pocCas aktivacie vrodenej imunitnej
odpovede mnozstvo cirkulujucich neutrofilov a interleukinov IL-1, IL-6, TNF-a a IFN-y
[8, 14]. Ddlezitu ulohu v akutnej faze KD pravdepodobne zohrava atypicka aktivacia
monocytov v periférnej krvi a ich diferenciacia na makrofagy, ¢o sa povazuje za pricinu
vaskularnych lézii [10, 13]. VSeobecne akceptovanou hypotézou je, Ze KD je spustana
nejakym infekénym agensom, ktory vyvola aktivaciu imunitného systému u geneticky
predisponovanych jedincov [8]. AZ 40% deti s KD malo respiracnu virusovu infekciu
[15]. V priebehu niekofkych desatroCi boli testované viaceré bakterialne aj virusove
patogény ako potencionalne spustaCe ochorenia. Dodnes sa vSak nepodarilo
identifikovat Ziadnu konkrétnu baktériu alebo virus ako vyvolavatela. Existuje
hypotéza, Ze by mohlo ist o infekEného vyvolavatela, ktory spésobuje beznu
respira¢nu infekciu u velkej vacsiny deti, méze sa lahko Sirit a viest v podskupine
geneticky predisponovanych jedincov k vzniku KD [11]. Intenzivne sa tejto
problematike venoval Rowley so spolupracovnikmi, ktori analyzovali bronchialny epitel
v pitevnom materiali pomocou imunohistochemickych, imunofluorescenénych metad,
transmisnou elektronovou mikroskopiou a Real Time PCR a hoci sa im nepodarilo
presvedcCivo identifikovat Ziadny znamy mikroorganizmus, zistili, Zze v bunkach
bronchialneho epitelu sa nachadzali intracytoplazmatické inkluzne telieska. Tieto
Specificky sa farbiace utvary sa vyskytuju v bunkach infikovanych niektorymi virusmi.
Strukturne ide o nahromadenie stavebnych jednotiek viriénov tvoriacich sa v bunke,
avSak nejde eSte o kompletné virusove Castice. V tomto pripade boli pozorované iba
v cytoplazme a obsahovali zhluky virusu-podobnych €astic, priCom ich morfologické
znaky boli spolo¢né pre viaceré RNA virusy. Na zaklade tychto zisteni predpokladali,
ze existuje moznost, Zze KD by mohla byt vysledkom plucnej infekcie nejakym zatial
neidentifikovanym RNA virusom, ktory je vo vysokej miere rozSireny vo svetovej
populacii a u vnimavych deti sa mdze Sirit intravaskularne a viest’ k rozvoju vaskulitidy
s vyznamnym postihnutim koronarnych artérii. Pritomnost intracytoplazmatickych
inkluznych teliesok homogénnej Struktury povazovali za moznu ,stopu® virusovej
infekcie, ktora mbzZe v organizme perzistovat [11].

Klinicky obraz

KD je charakterizovana ako systémovy zapal v stredne velkych cievach viacerych
organov a tkaniv pocas akutnej febrilnej fazy a moze byt spojena s klinickymi prejavmi
vréznych organoch [6]. Pacienti si zvyCajne vyzaduju doésledné dlhodobé
monitorovanie [16]. Ochorenie méze prebiehat’ ako klasicka alebo inkompletna forma,
a to vo viacerych fazach. Akutna faza trva prvé 2 tyzdne, dominuje horucka, ktora méze
dosahovat’ az 40°C a trva viac ako 5 dni. Podstatné je, Ze nereaguje na podavanie
antibiotik. Medzi hlavné typickeé klinické priznaky v tejto faze patria:

- difuzny exantém na kozi robznych Casti tela

- edém a zacCervenanie na dlaniach ruk a na chodidlach
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- konjunktivitida bez hnisania a zaCervenané bielka oCi

- jednostranné zvacsenie krénych lymfatickych uzlin v priemere 1,5 cm a viac.

- enantém ustnej dutiny, hrdla, popraskané pery, jahodovo sfarbeny jazyk.

V subakutnej faze, ktora trva priblizne od 2. do 4. tyzdna, horucka pozvofna klesa,
dochadza k periungualnej deskvamacii pokozky prstov a dlani, laboratérne je vyrazna
trombocytéza a v tomto obdobi hrozi najvysSie riziko srdcovych komplikacii. Vo faze
rekonvalescencie od konca 1. do 3. mesiaca sa postupne upravuje klinicky stav
pacienta, pacient sa zotavuje [6, 13].

Histopatologické procesy poskodenia cievnej steny

V priebehu ochorenia dochadza v stene ciev k niekolkym histopatologickym procesom,
ktorych vysledkom je poskodenie cievnej steny. Identifikované boli tri patologické
procesy [6]:

1. fazou je nekrotizujuca arteritida, ktora v prvych 2 tyzdriov po nastupe horucok vedie
k zapalu s infiltraciou neutrofilmi. Je to samolimitujuci proces, pri ktorom dochadza k
progresivnemu poskodzovaniu cievnej steny az po adventiciu a zodpoveda za vznik
aneuryziem.

2. fazou je subakutna vaskulitida, ktora sice zac€ina v prvych 2 tyzdrfioch po vzostupe
teploty, ale u malej Casti pacientov mdze pretrvavat mesiace az roky.
Charakterizovana je infiltraciou lymfocytmi, plazmatickymi bunkami, eozinofilmi a
makrofagmi.

3. faza je luminalna myofibroblasticka proliferacia, ktora sa zacina v prvych dvoch
tyzdnoch a pretrvava mesiace az roky. Postihuje bunky hladkej svaloviny médie
cievnej steny a mdze viest k progresivnej arterialnej stenoze [6]. Nasledky poskodenia
koronarnych artérii zavisia od zavaznosti lézie. Velmi mierne dilatované a zapalené
artérie sa mézu vratit do normalu. Ale pri velkych vakovitych aneuryzmach, kde doslo
k strate intimy, medié aj k strate lamina elastica cievnej steny, uz nie je mozna
regeneracia. Hrozi riziko pretrhnutia zostavajucej adventicie obrovskych aneuryziem
najma v prvych 2-3 tyzdhoch po vzostupe horucok, alebo dochadza k trombotizacii,
pripadne rekanalizacii a tvorbe Kkalcifikatov v okrajovych &astiach vo zvySkoch
adventicie. Vo fusiformnych aneuryzmach s Ciasto¢ne zachovanou médiou méze ddjst
k trombotizacii alebo k progresivnej arterialnej stendze spbsobenej luminalnou
myofibroblastickou proliferaciou. Uvedené procesy mozu vyustit’ do infarktu myokardu
[6, 17, 18] alebo ischemickej choroby srdca uz v detskom veku [3].

Diagnostika
V sucasnosti neexistuju Specifické laboratérne ukazovatele, ktoré by jasne potvrdili
tuto diagndzu. Z laboratornych nalezov byvaju zvySené ukazovatele zapalovej aktivity.
(sedimentacia erytrocytov, C-reaktivny protein), zvySena je hladina leukocytov s
prevahou neutrofilov. Z dalSich nalezov su zistené anémia, nizka hladina sodika a
albuminu v sére, zvySené pecCefiové enzymy, sterilna pyuria a od druhého tyzdna
ochorenia vyrazna trombocytéza [3, 6, 8]. Kedze ide o neSpecifické ukazovatele, na
stanovenie diagnézy je nutna vzdy pritomnost’ niekolkych hlavnych kritérii. Hlavné
klinické priznaky nemusia byt vSetky naraz pritomné, Co stazuje diagnostiku. Pri
klasickej forme KD je to vzdy pritomnost’ horu¢ky najmenej 5 dni a su€asne najmenej
4 z piatich hlavnych priznakov [6, 18]. Problém pri stanoveni diagnézy nastava pri tzv.
inkompletnej forme, kedy chybaju typické hlavné klinické prejavy, €o spravidla stazi a
oddiali urCenie spravnej diagnozy a zaciatok adekvatnej lieCby, ¢im sa zvysi riziko
vzniku zavaznych komplikacii. Diagn6za inkompletnej KD by mala byt zvazena u
kazdého dietata s dlhotrvajucou nevysvetlitelnou horuckou a menej ako 4 z hlavnych
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klinickych priznakov a s adekvatnymi laboratérnymi a echokardiografickymi nalezmi.
Pre tieto pripady bol skupinou odbornikov v r. 2017 vypracovany podrobny algoritmus
ako postupovat pri diagnostikovani inkompletnej formy KD [6].

Lie€ba

Ukazalo sa, Ze progn6za ochorenia vyznamne zavisi od toho, ako rychlo sa zacne
lieCba. V pripade v€asného podania intraven6znych imunoglobulinov (IVIG) a
vysokych davok kyseliny acetylsalicylovej v akutnej faze ochorenia sa vyznamne
znizuje riziko tvorby aneuryziem koronarnych ciev z 25% na 4% [3, 6]. Mechanizmus
posobenia IVIG sice nie je celkom objasneny, ale zistilo sa, Ze zniZuju absolutny pocet
cirkulujucich monocytov/makrofagov [19]. Pri zlyhani tejto inicialnej lie€by sa pristupuje
k opakovanému podania IVIG, alebo kombinacii IVIG s kortikosteroidmi, alebo k
aplikacii antagonistov TNF-a (infliximab). Ak zlyha aj tato lieCba, pristupuje sa k
podaniu cyklosporinu alebo inej alternativnej lieCby: cyklofosfamid, anakinra, vymena
plazmy [3, 6, 8]. S lieCbou sa ma zacat €o najskodr po stanoveni diagnozy, najlepsSie
do 10 dni od nastupu horucky, kedy sa najvyznamnejSie znizuje riziko poSkodenia
koronarnych artérii. Ale aj pacienti, u ktorych sa ochorenie diagnostikovalo neskér, by
mali podstupit’ tuto lieCbu, ak maju zvySenu zapalovu aktivitu, pretrvavajucu horucku
nejasnej etiolégie alebo maju aneuryzmy koronarnych artérii. Tiez pacienti s
recidivujuicou KD by mali podstupit Standardnu lieCbu IVIG a Kkyselinou
acetylsalicylovou [3, 6].

Zaver

Napriek usiliu mnohych vedcov zostava priCina KD stale neznama. Tato primarna
systémova vaskulitida sa mbze prejavovat’ Sirokym spektrom priznakov, €o stazuje
diagnostiku a neexistuju ani jednoznacné Specifické laboratérne ukazovatele. KD je
potrebné rychlo a spravne diagnostikovat a v€as zacat’ s lieCbou, aby sa predislo
zavaznym komplikaciam, vratane dilatacie koronarnych artérii a aneuryziem, ktoré
ohrozuju Zivot dietata, a mézu viest' k infarktu myokardu alebo ischemickej chorobe
srdca u deti. V€asnou diagnostikou a adekvatnou lieCbou je potrebné predchadzat
trvalému poskodeniu koronarnych artérii, pretoZe diagnoéza stanovena prili§ neskoro
mobze mat fatalne nasledky pre pacienta.

Podporené projektmi KEGA 038UK-4/2019 a KEGA 032UK-4/2019 MSVVaS SR.
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Abstract

Psoriasis vulgaris is a primary inflammatory skin disease with a chronically stationary
or acutely exacerbating course [1]. The etiology of this disease is multifactorial and not
entirely clear, but genetic predisposition, endogenous and exogenous provocative
factors [1, 2] contribute significantly to the prevalence. Psoriasis signs and symptoms
can vary from person to person. Common signs and symptoms include red patches of
skin covered with thick, silvery scales, small scaling spots, commonly seen in children,
dry, cracked skin that may bleed, itching, burning or soreness, thickened, pitted or
ridged nails, swollen and stiff joints. The pathogenesis of psoriasis includes
hyperproliferation of keratinocytes with abnormal differentiation along with
inflammatory infiltration of T-cells in epidermis and dermis [3, 4], dysregulation of
angiogenesis and lymphangiogenesis. The great importance in angiogenesis and
lymphangiogenesis has growth factor. Growth factor active in angiogenesis, and
endothelial cell growth, stimulating their proliferation and migration and also has effects
on the permeability of blood vessels, venous and lymphatic vascular systems during
embryogenesis, and also in the maintenance of differentiated lymphatic endothelium
in adults.

Keywords: psoriasis, angiogenesis, lymphagiogenesis, changes of keratinocytes,
inflammatory cells

Uvod
Psoriaza je imunitne sprostredkované zapalové ochorenie koze charakterizované
zhrubnutim epidermy v désledku proliferacie keratinocytov [1, 4, 5], infiltracie
zapalovych buniek [6, 7] a zvySenej vaskularity koze [8, 9]. Existuju rézne formy
psoriazy, ktoré sa odliSuju podla miesta vyskytu a vzhladu loZiska. Vyskyt a rozloZenie
psoriatickych lozisk je r6znorodeé.
Loziskova psoriaza — psoriasis vulgaris je najcastejSia forma psoriazy, postihujuca
95 percent fudi s tymto ochorenim. Choroba sa moze vyskytovat na rozli€nych
miestach tela, lisia sa potom a velkostou a mozu byt tenké i hrubé. Skrabanie ma za
nasledok objavenie sa drobnych kvapdCok krvi. Loziska sa Casto nachadzaju na
vonkajsej strane hornych a dolnych kon¢atin, hlavne na oboch laktoch alebo kolenach.
Psoriasis guttata - pre tuto formu psoriazy su typické malé Cervené Supinaté bodky,
ktoré vyzeraju ako kvapky vody rozprsknuté po tele. CastejSie sa vyskytuje u deti.
Tento typ ma sklon spontanne vymiznut po niekolkych tyzdrioch a mdze sa opatovne
objavit v rovnakej podobe alebo ako klasicka loZiskova psoriaza.
Psoriasis nummularis sa vyznacuje okruhlymi loziskami s priemerom az niekolkych
centimetrov. Tvarom a velkostou sa podobaju minci.
Psoriasis pustulosa. Tento druh postihuje menej ako 10 percent pacientov. M6ze sa
objavit ako komplikacia loZiskovej psoriazy alebo ako désledok uzivania alebo nahleho
vysadenia istych liekov. Lézie charakterizuju skalené pluzgieriky naplnené hnisom,
bez pritomnosti infekcie. Naj¢astejSie byvaju postihnuté dlane ruk, Sfapy, prsty a
nechty.
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Psoriasis erythrodermica postihuje vacsinu plochy tela a kozu pokryvaju Cervené,
odSupujuce sa plochy. Ojedinele sa mézu vyskytnut na postihnutych plochach
pfuzgieriky so sterilnym hnisovym obsahom.

Psoriasis arthritica. Po niekolkych rokoch od vypuknutia psoriazy mdze pacienta
postihnut psoriasis arthropatica. lde o zapalovu, chronicku artritidu s réznym stupriom
postihnutia kibov.

Psoriasis
Podla najnovSich poznatkov je psoriaza polygénne ochorenie povazované za
ochorenie s primarnou poruchou Kkeratinizacie, s epidermalnou hyperplaziou
a poruchami diferenciacie keratinocytov v kvalitativnom (parakeratdéza) aj
kvantitativnom (hyperkerat6za) zmysle. K dalSim typickym prejavom patri akumulacia
zapalovych buniek a nadmerna angiogenéza a lymphangiogenéza so zvacsenymi,
kfukatymi a hyperpermeabilnymi dermalnymi krvnymi cievami [7]. Jednou z prvych
prejavov pri vyvoji psoriatickych plakov je prave rozSirenie vaskularnej siete, ktoré sa
vyskytuje eSte pred vznikom epidermalnych zmien [8, 9] a pretrvava aj po odzneni
klinickych prejavov. Hlavnymi stimulacnymi faktormi angiogenézy a lymfangiogenézy
su predstavitelia skupiny VEGF (vaskularny endotelovy rastovy faktor), predovsetkym
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F a placentarny rastovy faktor
[10, 11].
Pre psoriazu su typické poruchy diferenciacie keratinocytov, ¢o dokazuje zvySena
pritomnost’ cytokeratinu, ktory je spojeny s vySSou proliferaciou a na druhej strane s
nizsou tvorbou diferencovaného keratinu. Pri€ina poruch epidermalnej proliferacie
a diferenciacie vSak nie je zatial presne objasnena. Predpoklada sa Ze hlavnou
pri¢inou je porucha homeostazy v epidermis, pravdepodobne vyvolana zmenami
v systéme cAMP/cGMP, ktoré pdsobia chemotakticky na zapalové bunky a stimulacne
na proliferaCnu aktivitu keratinocytov. Proliferaciu keratinocytov podporuje aj
pritomnost rastovych faktorov ako EGF (epidermal growth factor) a TGF-a
(transforming growth factor — a) [1]. Zmenené psoriatické keratinocyty su rezistentné
voCi apoptoze.
Psoriaza je ochorenie viazané na T-lymfocyty a ma tri charakteristické fazy. Prva faza
prebieha v epidermis a regionalnych lymfatickych uzlinach, kde prichadzaju antigén
prezentujuce bunky do kontaktu s neSpecifikovanym antigénom resp. superantigénom.
Antigén prezentujuce bunky nasledne dozrievaju a migruju do regionalnej lymfatickej
uzliny, kde prebieha interakcia s nezrelymi T-lymfocytmi, €o vyustuje do ich
diferenciacie. Druha faza prebieha v cievach, nastava po aktivacii a diferenciacii T-
lymfocytov, ked dochadza k migracii periférnou krvou a k adherencii k cievnej stene.
Po adhézii k cievnej stene T-lymfocyty prestupuju do dermis a migruju aj do epidermis.
V epidermis produkuju cytokininy, ktoré zasa zvysuju proliferaciu keratinocytov [1, 6].
Tretia faza - reaktivacia T—buniek v epidermis a dermis, je opakovanim procesu
aktivacie T-lymfocytov antigén prezentujucimi bunkami [6]. Keratinocyty na svojom
povrchu aktivuju adhezivne receptory, ¢im ufahcuju epidermalnu infiltraciu imunitnymi
bunkami. T-lymfocyty stimulované antigén prezentujucimi bunkami aktivuju
cytotoxické T-lymfocyty, ktoré su schopné posSkodzovat a likvidovat keratinocyty
navodenim apoptdzy tym, Ze uvolnia perforin a granzym B. Perforin vytvori pory
v cytoplazmatickej membrane a granzym B po uvolneni do cytoplazmy bunky indukuje
proces apoptozy. Tieto typy buniek maju v procese patogenézy psoridzy délezitu
regulaénu funkciu. Aj keratinocyty su schopné regulovat’ zapalovu reakciu, nakolko po
aktivacii cytokinmi exprimuju chemotaktické faktory ovplyvnujuce migraciu zapalovych
buniek [6].
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V patogenéze psoriazy ma vyznamnu ulohu aj mikrocirkulacia. V pociatoCnej faze
fyziologickej angiogenézy a lymphangiogenézy je vzrast hladiny stimulujucich faktorov
v koincidencii so zniZzenou hladinou inhibitorov. PocCet endotelovych buniek
podliehajucich apoptoze klesa vdaka redukovanej hladine inhibitorov angiogenézy a
lymphangiogenézy a zvySujucej sa rezistencii endotelovych buniek na proapoptotické
ucinky inhibitorov. Ked' su metabolické naroky tkaniva nasytené, hladina stimulujucich
faktorov v tkanive klesa a hladina inhibitorov zacina rast, ¢o vedie k ukonceniu
procesu. Proces fyziologickej angiogenézy a lymphangiogenézy trva dni az tyzdne.
Patologicku charakterizuje protrahovana odpoved na signaly, a preto méze pretrvavat
mesiace az roky [16, 17]. Cievy, ktoré su vytvorené za patologickych podmienok mézu
vykazovat morfologické a funkéné odliSnosti od fyziologickych ciev [18].

V klinickom obraze sa psoriaza prejavuje najskér pritomnostou solitarnych alebo
mnohopocCetnych malych ¢ervenkastych makul, ktoré sa postupne rozvijaju do zrelych
ostro ohraniCenych erytematdéznych plakov s charakteristickymi strieborno-bielymi
Supinkami na povrchu, ktoré sa mézu spontanne odlucovat. Traumatické odstranenie
Supinek spdsobi bodkovité krvacanie, pretoze sa naruSia kapilary v dermalnych
papilach. Predilek¢né miesta psoriatickych 1ézii su oblasti nad extenzormi, lakte,
kolena, kapilicium, ale aj usnice, dlane, stupaje, Ci nechty. Nové lézie sa vytvaraju aj
na miestach vystavenych ¢astym mechanickym traumam. Opisany klinicky obraz je
typicky pre psoriasis vulgaris, ale psoriaza ma aj osobité formy ako su psoriasis
pustulosa a psoriasis arthropathica [2]. Psoriasis vulgaris mdzZe prebiehat v troch
typoch ato ako eruptivnho- exantematicka forma, chronicko- stacionarna forma
a exsudativna forma [1].

Histopatologicky obraz zavisi od vyvojového Stadia psoriatickej 1ézie. Vo v€asnych
Stadiach, je viditelny perivaskularny lymfocytarny infiltrat, makrofagy a vyraznejsSie
cievne Struktury v edematéznych papilach. V epidermis je akantéza ale bez
parakeratozy. NeskorSie Stadia sa vyznaCuju uzZz epidermalnou hyperplaziou
s parakeratdzou, infiltraciou neutrofilov a tvorbou Munrovych mikroabscesov. V zrelom
psoriatickom plaku dominuje epidermalna hyperplazia, akumulacia zapalovych buniek
a kapilarne zmeny plexus superficialis. Epidermalna hyperplazia ma znaky
parakeratozy, spongidzy, hypogranuldzy a akantoézy. V stratum basale nachadzame
bazaloidnu hyperplaziu a Casté su suprabazalne mitdzy. Zapalové bunky sa hromadia
perivaskularne v dermis, ale mézu sa cez hroty papil presunut aj do epidermis.
Dermalne papily su typicky predizené smerom k povrchu lézie s rozSirenymi
a stoGenymi kapilarami. Priamo nad vyrazne predizenymi dermalnymi papilami je
epidermis iba tenka a fragilna, priCom pri jej poSkodeni resp. odlupnuti méze déjst ku
krvacaniu poranenim ciev zasahujucich az tesne pod dermo-epidermalnu junkciu [1,
6, 9]. Mikrovaskularne zmeny v psoriatickych léziach uz v skorych fazach vyvoja
psoriatickych 1ézii a su pritomné iba na cievach povrchovej spleti— plexus subpapillaris
[9]. Kapilarne zmeny samotné sice nie su pri€inou vyvoja psoriatickych lézii, ale
vyrazne prispievaju k pretrvavaniu psoriatickych Iézii. O ulohe a zmenach lymfatickej
mikrocirkulacie je zatial znamych iba malo informacii. Je ale pravdepodobné, Ze tak
ako ma lymfangiogenéza ulohu v experimentalnom zapale, mohla by byt su€astou
zapalového procesu aj pri psoriaze.

Zaver
Psoridza nie je iba kozmeticky problém, ale pretrvavajuce, chronické a casto
stresujuce ochorenie, ktoré mbze ovplyvnit aj tie najjednoduchSie cinnosti
kazdodenného Zivota, preto je délezitda v€asna a spravna diagnéza a nasledne
nastavenie spravnej a ucinnej terapie. Toto je komplexny proces zahfhajuci
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pochopenie etiopatogenézy, histopatolégie tohto ochorenia, je potrebné urCenie
stupna zavaznosti ochorenia, posudenie rozsah postihnutia, intenzitu prejavov,
funkéné obmedzenie, kvalitu Zivota pacienta a u€innost predchadzajucej lieCby. Lahku
formu psoriazy charakterizuje vyskyt stacionarnych lozisk na predilekCnych miestach.
Plodny rozsah postihnutia pri lahkej psoriaze nepresahuje 5% telesného povrchu. Pri
tazkej forme psoriazy je postihnutych viac ako 10% telesného povrchu alebo index
rozsahu a zavaznosti PASI (psoriasis area and severity index) je vyssi ako 12 [6].
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Abstract

Directed migration of cancer cells into surrounding microenvironment, is one of the
cancer-specific features and usually represents the progression of disease into another
stage — metastasis. To invade into underlying tissue, tumour cells must acquire
invasive, more agressive morphology and phenotype. The process of transformation
is called the epithelial-mesenchymal transition (EMT). Depending on the key structural
features of adjacent extracellular matrix (ECM), tumour cells might possibly switch into
either mesenchymal of amoeboid type of migration. This cellular plasticity is regulated
via various signaling pathways facilitating the intercellular junction complexes
in/stability, cytoskeleton reorganisation and ECM remodeling. Under control of EMT,
the aforementioned processes might become a life-threatening combination resulting
in distant metastasis development, subsequently worse prognosis and overall outcome
for the oncological patient.

Keywords: tumour progression, invasivity, epithelial-mesenchymal transition,
epithelial-amoeboid transition

Uvod

Metastazovanie predstavuje vyznamny prejav nadoroveho ochorenia a kfu€ovy krok
v progresii nadoru [1]. Je to komplexna kaskada striktne na seba nadvazujucich
procesov potencialne vyustujucich do tazkého zlyhavania organov, ¢asto s fatalnymi
nasledkami. Aktivacia invazivity alebo riadeného prestupu nadorovej bunky, pripadne
skupiny nadorovych buniek do okolitého tkaniva je vyznamnym spustacom a zaroven
nosnym faktorom metastazovania primarneho nadoru [2, 3]. Z pohladu morfoldgie ide
o transformaciu alebo stratu medzibunkovych spojovacich komplexov nadorovej
bunky / buniek s okolim, ¢im dochadza k vyraznému rozvratu lokalnej homeostazy,
odluceniu malignej bunky / buniek z nadorovej masy. Invadujuca bunka / bunky
suCasne nadobudaju schopnost aktivheho pohybu a narusenim kontinuity prirodzenej
bariéry v podobe bazalnej membrany prenikaju do okolitych Struktur [4-6]. Kone¢né
Stadium nadorovej progresie, Cize zaloZenia sekundarneho lozZiska vo vzdialenych
tkanivach aorganoch, je determinované Sirokym spektrom procesov, ako je
modifikacia vlastnosti a charakteru extracelularnej hmoty (ECM) pod vplyvom
invadujucej nadorovej bunky / buniek, intravazacia, schopnost prezitia nadorove;j
bunky / buniek v krvnej. resp. lymfatickej cirkulacii, nasledna extravazacia, unik
z imunologického dohladu, ¢asté nadobudnutie chemo / radiorezistencie a zaroven
renesancia tzv. ,stemness®, Cize Crty typickej pre kmenové bunky, ktora je
pravdepodobne zodpovedna za restart principu klonality definujuceho iniciaciu ako aj
dalSiu progresiu nadoru, €i relaps ochorenia [7-9].

Perzistujuci a zdanlivo nezavisly rast lézie je vyznamne podmieneny interakciami so
Strukturami ECM. Nezriedka prave fenotypovo agresivnejSie bunky invazivneho okraja
lézie iniciuju remodelaciu mikroprostredia a aktivne sa tym snazia ziskat akusi
konkurenénu vyhodu oproti ECM, v ktorej sa spustaju procesy pre zachovanie

Strana | 123



Nové trendy a perspektivy v histolégii VI - PREHLADOVE STUDIE

histologicko-funkénej integrity [10, 11]. Popri pasivnej invazivite nadoru, kedy bunky
prenikaju do okolitého tkaniva pod vplyvom inych proliferujucich buniek lézie
(expanzivny rast), €i pod vplyvom zvysSujucej sa hustoty ECM v désledku akumulacie
fibronektinu a kolagénu syntetizovanych s nadorom asociovanymi fibroblastami,
vedecké prace popisuju aj aktivny invazivny rast, migraciu a rozsev nadorovych buniek
[12]. Schopnost nadorovych buniek prestupit do okolitého tkaniva je zavisla na
rébznych molekulovych a bunkovych mechanizmoch, ktoré su asociované
s biologickym fenoménom oznaCovanym ako epitelialno-mezenchymova tranzicia
(EMT).

Epitelialno-mezenchymova tranzicia — program viacerych tvari

Vzhladom k biologickému kontextu vyskytu epitelidlno-mezenchymovej tranzicie
(EMT), odborna literatura klasifikuje tri hlavné typy: typ | asociovany
s embryogenézou, typ Il s hojenim ran atyp Il s patolégiou nadorov [13]. Prave
posledny typ EMT suvisiaci s biologickym chovanim nadorovych buniek sa stava
nosnou témou vedeckych Studii, kedze stratégie metastazovania primarnych lézii su
mimoriadne komplikované, s prihliadnutim na niekolkourovhovu regulaciu tohto
komplexného procesu a moznému ,prepinaniu“ medzi jednotlivymi typmi EMT vdaka
znacnej adaptabilite a plasticite buniek [5, 8]. PredloZeny prispevok sumarizuje najma
histomorfologické modifikacie epitelovych buniek podstupujucich mezenchymovu
alebo améboidnu transformaciu.

Pocas karcinogenézy, transformacia buniek solidneho tumoru méze byt indukovana
réznymi onkogénmi. Nadorové bunky sa v priebehu EMT dezintegruju z epitelovej
vrstvy v dbsledku naru$enia pevnych medzibunkovych spojeni a straty expresie
markerov bunkovej adhezivity (napr. E-kadherin, integriny,...), o ma za nasledok
zmenu apikalno-bazalnej polarity bunky. Aktinovy cytoskelet bunky podlieha
remodelacii vyustujucej do tvorby ,stresovych® vlidkien s akumulaciou v blizkosti
plazmatickej membrany, ¢im sa podielaju na formovani Specifickych bunkovych
vybeZkov - lamellipodii. Simultdnne s popisanymi dejmi dochadza k degradacii
bunkovej membrany epitelu, ¢im sa pre nadorové bunky s nizkou az absentujucou
schopnostou adhézie otvara cesta do okolitého spojivového tkaniva, spravidla
s bohatou cievnou a lymfatickou cirkulaciou [5, 14]. Taddei a kol. [15] pripisuje
aktivaciu EMT signalnym draham s klu€¢ovymi transkripénymi faktormi TWIST, Snail
a Slug, ktoré popri uvedenych modifikaciach aktivuju proteolyticki degradaciu ECM
Struktur sekréciou proteaz (napr. matrix metalloproteinazy [MMP], serin, katepsiny).
SucCasne zachovavaju funkciu receptorov pre integriny — proteiny podielajuce sa na
tvorbe fokalnych kontaktnych miest medzi nadorovou bunkou a ECM. Podstatnym
krokom v EMT procese je aktivacia expresie vimentinu — typického antigénu pre bunky
mezenchymoveého typu, ¢o v kombinacii s uvedenymi markermi napomaha rozvoju
migra¢ného potencialu a tym zvySuje invazivitu transformovanych nadorovych buniek
[16].

Nadorové bunky invadujuce do okolitych Struktur prostrednictvom mezenchymového
typu migracie mézu za urcitych podmienok zmenit svoj fenotypovy charakter a spdsob
pohybu na améboidny [5]. Takyto prerod mdZze stimulovat' intenzivna interakcia, cross-
talk medzi nadorovymi bunkami a zmenenymi podmienkami ECM (usporiadanie
vlaknitej zloZky, zmeny v pomeroch amorfnej zloZzky, chemické vazby medzi
jednotlivymi komponentami ECM). Améboidny mechanizmus migracie nadorovych
buniek sa vyznac&uje zniZzenou vazobnostou na ECM a poklesom proteolytickej aktivity
rozruSujucej ECM. Améboidné bunky sa vyznacuju okruhlym tvarom, typickou
morfologickou plasticitou, adaptaciou tvaru existujucim Struktiram okolitej ECM.
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K relokacii dochadza tvorbou drobnych cytoplazmovych mechurikov, ktoré skumaju
mikroprostredie migrujucej bunky s cielom najst’ najvhodnejsiu ,trasu“ v ramci ECM.
Tato vlastnost bunky s améboidnym typom migracie si vyZaduje reorganizaciu
aktinoveého cytoskeletu v porovnani s bunkou s mezenchymovym typom migracie [10,

17].
T

Oslabenie pevnych medzibunkovych
spojeni
Strata apikalnych Specializacii bunky

Dslabenie ukotvovacich
medzibunkovych spojeni a
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Obr. 1 Schéma transformacie fenotypovych prejavov epitelialno-mezenchymovej tranzicie (EMT).
Kla¢ové kroky, ktoré su nevyhnutné k dokonceniu celého procesu EMT. Tabulky znazorfiuju
charakteristické markery epitelovych a mezenchymovych buniek. SMA — smooth muscle actin / hlladko-
svalovy aktin; MMP — matrix metalloproteinazy. (upravené podla Aroeira a kol. [21]).

Tab. 1 Porovnanie fenotypovych prejavov mezenchymovej a améboidnej migracie nadorovych buniek
(upravené podla Parikova a kol. [17]).

EMT EAT
Morfolégia prediZzeny tvar okruhly tvar
Vézby s ECM zhluky integrinov —  pokles expresie
fokalne spoje integrinov difuzne
ulozenych v
membrane
Migracia v ECM | degradacia ECM, pohyb nezavisly na
remodelacia proteolytickej
aktivite
Organizacia ,sietovina“ kortikalna poloha
cytoskeletu aktinovych aktinu
mikrofilamentov
Rychlost nizka vysoka
pohybu
Vybezky fillopodia / ,blebbing*
bunkovej lamellipodia
membrany

Strana | 125



Nové trendy a perspektivy v histolégii VI - PREHLADOVE STUDIE

Uvedena diverzita v migracii nadorovych buniek a fakt adaptacie bunkovej tranzicie
podfa zlozenia okolitej extracelularnej matrix, mdze viest k rozvoju heterogenity
vnutronadorového mikroprostredia. Nasledne sa tento fenomén mébze odrazit
v zhor8enej odpovedi pacienta na aplikovanu lieCbu, resp. vyustit do relapsu €i recidivy
onkologického ochorenia [18, 19].
Zaver

Napriek tomu, ze mechanizmy a typy migracie Ci invazivity nadorovych buniek su
relativne detailne popisané, v sucasnosti vystupuje do popredia opodstatnena
a naliehava potreba identifikacie prediktivnych a prognostickych markerov s klu¢ovym
postavenim v hodnoteni metastatického potencialu nadorovych buniek. Subor
vhodnych prediktorov by mohol priniest odpovede pri Specifikacii pacientov s vysSim
rizikom rozvoja vzdialenych metastaz a nastavenia lieCby cielenej proti
metastatickému procesu. HIbSie pochopenie a objasnenie mechanizmov regulujucich
proces metastazovania solidnych nadorov, méze vyznamne zlepSit manazment
pacienta, kedZe mortalita suvisiaca s onkologickymi ochoreniami sa zvySuje prave
v désledku progresie a disseminacie primarnych nadorov [10, 20].
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Abstract
Lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide, usually because of the
advanced stage at the time of diagnosis. Although great progress in the diagnosis and
treatment of lung cancer in the past two decades, the prognosis of lung cancer patients
remains unsatisfactory with relatively high mortality. Agents targeting immune
checkpoints have shown potential to improve therapeutic outcomes in patients with
lung cancer and has rapidly gained acceptance as a therapeutic strategy for a growing
number of malignancies. Inhibitors of the programmed cell death-1 protein
receptor/programmed cell death-1 protein ligand (PD-1/PD-L1) have been approved
for the treatment of different types of lung cancer. Testing for expression of PD-L1 in
tumor cells and immune cells has been used as a companion or complementary test
for drugs targeting the PD-1/PD-L1 pathway. In this review, we discuss mechanisms
of anti-PD-1/PD-I1 immunotherapy as well as its use in immunohistochemical analysis.

Keywords: immunotherapy, lung cancer, PD-1/PD-L1

Uvod

Karcindm pluc patri medzi hlavné pri¢iny umrti na rakovinu na svete [1], najma preto,
Ze je zvycCajne diagnostikovany az v pokroCilom Stadiu. Rozdelujeme ho na
malobunkovy karcinom pluc (SCLC) predstavujuci asi 20 % umrti a a nemalobunkovy
karcindm pluc (NSCLC) zahfnajuci asi 80% umrti [2]. Medzi hlavné podtypy NSCLC
patri plfucny adenokarcinom (LUAD), skvamocelularny karcinom (SCC) a
velkobunkovy karciném pluc (LCC) [2]. Studie naznaduju, ze vietky typy rakoviny plic
uzko suvisia s fajéenim tabaku, kedZe cigaretovy dym obsahuje mnozstvo znamych
mutagénov a karcinogénov spdsobujucich vyznamné genetické zmeny [3].

UrCenie vhodnej lieCebnej stratégie (vratane radioterapie, chemoterapie a chirurgicke;j
resekcie) u pacientov s karcinomom zavisi od miesta nadoru a od toho, &i je
resekovatelny, €o si vyZaduje uc€ast viacerych odbornikov [4]. Vdaka svojej povrchovej
modifikacii a malej velkosti sa vhodnym terapeutickym prostriedkom pri lieCbe
karcindbmu pluc javi vyuzitie nanocastic, ktoré sa vyznacuju selektivnym vstupom do
nadorovych buniek [5]. Potencial na zlepSenie terapeutického uCinku ukazala aj
protinadorova imunoterapia, a to najma inhibitory imunitného kontrolného bodu
zamerané na proteinovy receptor 1 programovanej smrti (PD-1) a jeho ligandu (PD-
L1) pri NSCLC. Monoklonalne protilatky PD-1 a PD-L1 sa vyznacuju antineoplastickou
aktivitou, indukciou dlhotrvajucich reakcii a bezpe€nostou. Napriek tomu, Ze sa tato
imunoterapia vyuZziva u stale vacSieho poctu pacientov s onkologickymi ochoreniami,
na lieCbu anti-PD-1/PD-L1 reaguje len podskupina pacientov s rakovinou pluc a
zaznamenané boli vedlajsie ucinky a faktory ovplyvhujuce terapiu [6].
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Mechanizmy anti-PD-1/PD-L1 imunoterapie

Za normalnych fyziologickych podmienok vyvolava interakcia PD1/PD-L1 Specifické
konformacné zmeny, ktoré chrania normalne bunky pred imunitnym rozpoznanim a
inhibuju naslednu deStrukciu cytotoxickymi T bunkami, €o by inak viedlo k
autoimunitnej reakcii. V doésledku tejto inhibicie sa reaktivne T bunky vyCerpavaju
prostrednictvom signalnych drah, ¢o ma za nasledok kombinaciu zastavenia delenia a
proliferacie a programovanu bunkovu smrt’ alebo apoptézu [7].

Signalna draha PD-1/PD-L1 hra délezitu ulohu v nadorovych bunkach unikajucich z
imunosurvencie [8]. Pre zabranenie imunitnému dohladu hostitela, nadory exprimuju
PD-L1, ktoré interaguju s PD-1 na T bunkach, aby sa znizili imunitné reakcie. Klinické
udaje naznacuju, Ze vysoka expresia PD-1 a PD-L1 mdze byt indikatorom agresivity
nadoru [9].

V suvislosti s imunoterapiou rakoviny boli vyvinuté monoklonalne protilatky zlepSujuce
funkciu T lymfocytov blokovanim vazby PD-1 na PD-L1. Uspe$na imunoterapia anti-
PD-1/PD-L1 vyzaduje dostatoCny pocet Specifickych T buniek v mikroprostredi nadoru
(TME) a schopnost’ T buniek ziskat’ primeranu vyzivu [10]. Preto je délezita aerébna
glykolyza umoznujuca T bunkam vylu€ovat prozapalovy cytokinovy interferon-y (IFN-
y) a likvidovat’ rakovinové bunky [11]. Anti-PD-1/PD-L1 lie€Cba mbdze podporovat T-
bunky, aby sutaZili o glukézu v TME, ¢&im sa podpori glykolyza T-buniek a sekrécia
IFN-y [12].

V sucasnosti existuje na trhu pat schvalenych terapeutickych latok zameranych na os
PD1/PD-L1, z ktorych dve (nivolumab a pembrolizumab) su humanizované
monoklonalne protilatky zamerané na receptor PD-1, zatial ¢o dalSie tri (atezolizumab,
durvalumab a avelumab) su humanizované monoklonalne protilatky zamerané na
receptor pre PD-L1. Kazdé z tychto lie€iv sa viaZze na odliSny epitop na prislusnom
cieli, a preto sa vyznacuju odliSnym imunogénnym profilom, a teda svojim vlastnym
dynamickym rozsahom [13]. Na zaklade vysledkov rozsiahlych klinickych Studii, ktoré
ukazuju Statisticky vyznamnu mieru odozvy a zlepSenie celkového preZivania v
kontexte rdéznych solidnych nadorov, vratane NSCLC, gastrointestinalnych,
skvamocelularnych karcinomov hlavy a krku, karcinobmov oblickovych buniek,
urotelialnych karcindmov, karcinomov krc¢ka maternice a prsnika, ako aj lymfémov a
melanémov, vSetky boli schvalené na pouzitie ako lie€Cba druhej linie u pacientov,
ktorych nadory prestali reagovat na konvenénu chemoterapiu. NavySe,
pembrolizumab nedavno ziskal povolenie na pouZitie ako terapia prvej linie pre
pokrocilé/metastatické NSCLC, pri ktorych nadorové bunky vykazuju >50% expresiu
PD-L1. Preukazalo sa totiz, ze je asociovany s vyznamne dih§im ¢asom bez progresie
a celkovym prezivanim s mensim poctom nepriaznivych udalosti ako u pacientov
dostavajucich chemoterapiu na baze platiny [14, 15].
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Obr. 1 Mechanizmus akcie inhibitorov PD-1 a PD-L1. PD-1 je exprimovany na T bunkach, B bunkach,
makrofagoch a regulaénych T bunkach (Treg). Aktivacia signalizacie PD-1/PD-L1 sluzi ako hlavny
mechanizmus, ktorym nadory unikaju antigén Specifickym imunologickym odpovediam
sprostredkovanym T bunkami. Blokada protilatok PD-1 a PD-L1 zvySuje protinadorovu imunitnu aktivitu.
TCR, receptor T-buniek; MHC, hlavny histokompatibilny komplex; APC, antigén prezentujica bunka
(upravené podla Gong a kol., [16]).

Imunohistochemicka detekcia pri anti-PD-1/PD-L1 imunoterapii
Cielom prvych imunohistochemickych (IHC) testov schvalenych Uradom pre potraviny
a lieCiva USA (FDA) bolo detegovat protein PD-L1 pritomny v histologickych rezoch
alebo cytologickych vzorkach s koneCnym cielom vybrat pacientov, ktori by boli
najlepsSimi kandidatmi na vyuZitie inhibitorov imunitného bodu [17].
Expresia PD-L1 v nadoroch a v imunitnych bunkach, hodnotena IHC farbenim, je v
suCasnosti ¢asto pouzivanym testom v spojeni s anti-PD1/PD-L1 terapiami. IHC
farbenie umozZnuje [lahku identifikdciu réznych bunkovych membranovych,
cytoplazmatickych alebo jadrovych oblasti v porovnani s metddou fluorescenénej in
situ hybridizacie (FISH) [14]. Pri vyhodnocovani expresie PD-L1 na nadorovych
bunkach bola preukazana dobra az vynikajuca spolahlivost, hoci skére imunitnych
buniek ma nizSiu spofahlivost [18]. PD-L1 méze byt exprimovany v mnohych
histiocytoch/makrofagoch v r6znych miestach organizmu. Medzi dalSie bunky, ktoré
su zvy€ajne alebo vzdy pozitivne na farbenie PD-L1, patria perineurialne bunky,
nervové vlakna, plazmatické bunky, folikularne dendritické bunky, Zirne bunky a
megakaryocyty. Zatial ¢o PD-L1, najma pri vysokych hladinach expresie, méze
naznacovat vacsiu pravdepodobnost’ odpovede na terapiu anti-PD-1/PD-L1, korelacia
medzi expresiou PD-L1 pomocou IHC sa liSi na zaklade histologickych znakov tumoru
a priestorovych a ¢asovych faktorov tykajucich sa umiestnenia ¢&i biopsie [18,19].
Hodnotenie IHC expresie PD-L1 na bunkovom povrchu predstavuje ucinny prediktivny
biomarker inhibitorov imunitného kontrolného bodu PD1/PD-L1, vratane
pembrolizumabu [20]. LieCba NSCLC pembrolizumabom vyzaduje
imunohistochemicku detekciu PD-L1 [21]. A prave ten preukazal pozitivny efekt u
pacientov s pokroCilym NSCLC, u ktorych bol PD-L1 exprimovany najmenej u 50%
rakovinovych buniek. Vysledky naznacuju, ze ucinnost inhibitorov PD-1/PD-L1 méze
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vyznamne suvisiet s hladinou PD-L1 [21]. Napriek hodnoteniu expresie PD-L1 v
rutinnej praxi, stale existuju vyzvy kvéli jeho heterogenite v priestore a Case. U
pacientov s NSCLC mdze byt histologickou vzorkou malé bioptické tkanivo: vzorka
negativnej oblasti pozitivneho nadoru méze negovat’ prospesnu lie€bu pacienta [22].
Studie tieZ ukazali, Ze existuju vyrazné rozdiely v expresii PD-L1 v primarnych a
metastatickych nadorovych miestach [23], pricom aj predchadzajuca chemoterapia
moze okrem toho zmenit expresiu PD-L1 pri NSCLC [24]. Takisto aj metdéda odberu
vzoriek m6ze ovplyvnit' vysledky vyhodnotenia expresie PD-L1 pri NSCLC. Preto je
potrebné dalej zlepSovat detekénu metddu PD-L1.

Medzi potencialne prediktivne biomarkery pri lieCbe pacientov s inhibitormi imunitného
kontrolného bodu patri aj dblezity biomarker v ramci imunoterapie : Tumor mutation
burden (TMB - muta¢na naloz nadoru). Spolu s vyuZitim sekvenovania novej generacie
(NGS) u pacientov s NSCLC méze byt TMB pouzité na predpovedanie odpovede na
imunosupresivnu lieébu [25]. Studia ukazala klinicky benefit pri podani Nivolumabu u
pacientov bez progresie, zatial ¢o expresia PD-L1 (skére nadorového pomeru
definované ako percento nadorovych buniek pozitivnych na PD-L1 z celkového poctu
nadorovych buniek vo vzorke TPS=50%) bola najvyznamnejSia u pacientov s vysokou
TMB [26]. TMB ma vsak pri imunoterapii obmedzenia a stale je vo faze vyskumu. Aj
ked TMB mdéze byt komplementarna s IHC analyzou PD-L1, na vyhodnotenie
klinického vyuzitia TMB ako prediktivneho biomarkera pre inhibitory anti-PD-1/PD-L1
su potrebné dalSie randomizované Studie. S rychlym rozvojom preciznej mediciny
v8ak moze stale viac lekarskych zariadeni poskytovat malé panely na vysoko vykonné
sekvenovanie génov [27].

Okrem odpovede na anti-PD-1/PD-L1 terapiu a IHC markerov mikroprostredia bola
TMB korelovana a vyznamne spojena aj s klinickymi premennymi a driver mutaciami
suvisiacimi s karcindmom pfuc. VysSie TMB skore bolo vyznammne asociované aj s
vacsim poctom opravnych mutacii DNA [28]. TMB je teda potencialnym biomarkerom
odpovede na anti-PD-1/PD-L1 terapiu zalozenu na vySSom skére TMB
predpovedajucom dlhSie celkové prezitie u pacientov lieCenych inhibovanim
imunitného kontrolného bodu.

Zaver

Rychly vyvoj anti-PD-1 /PD-L1 inhibitorov poskytol nadej na lieCbu karcindmu pluc, aj
ked nie je ucinna pre vSetkych pacientov. Identifikacia pacientov, ktori m6zu reagovat
na tato liecbu, je ddlezita pre zlepSenie terapeutickych vysledkov a prediZenie Zivota
pacientov. Napriek tomu, Zze su vzhlfadom k vyznamnym terapeutickym ucinkom pri
lieCbe rakoviny pfuc s vyuZzitim imunoterapie anti-PD1/PD-L1 schvalené Styri latky
(Nivolumab, Pembrolizumab, Atezolizumab a Durvalumab), pri lieCbe pretrvavaju
ur€ité vyzvy. Patri medzi ne identifikacia pacientov, ktori mdézu mat’ benefit z lieCby,
ZlepSenie terapeutického ucinku a znizenie nepriaznivych udalosti suvisiacich s
imunitou. Preto je nevyhnutné skumat a identifikovat spolahlivé prediktivhe
biomarkery. V kone¢nom désledku méze byt personalizovany imunoterapeuticky
program kluCovym kamenom buducej lieCby rakoviny. Posudenie biomarkerov
suvisiacich s imunitou pred lie€bou, expresia PD-L1 mézu poméct pri informovani o
najlepSej stratégii lieCby pre kazdého pacienta. Preto je potrebné dalej skumat
kombinovanu lieCbu. Na vyhodnotenie expresie PD-L1 pri nadoroch existuje velké
mnozstvo testov. Uginnost tohto testovania koordinovanym spdsobom s pouZitim
najucinnejSich protilatok spolu s doplnkovym diagnostickym testovanim, moéze
poskytnut lepSie a jednotnejSie pochopenie expresie PD-L1 v nadorovych a imunitnych
bunkach.
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Abstract

Human papillomavirus (HPV) is a DNA virus that causes skin and mucosal epithelial
proliferation. There are more than 100 different types of viruses, of which 30-40 strains
infect primarily the genital tract. HPV replication occurs in host cells, in the part of the
dividing basal cells and continues to undifferentiated cells of the stratum spinosum
layer as it does not encode its own DNA polymerase. High-risk viruses (16, 18) are
involved in the pathogenesis of cervical lesions. The HPV genome encodes proteins
that are able to induce unorganized cell proliferation while preventing apoptosis. Low
and high grade cervical intraepithelial neoplasia may regress or progress into invasive
cervical cancer. Cervical tumors are divided into two major histological subtypes:
squamous cell carcinoma (85-90% cases) and adenocarcinoma (10-25%).

Keywords: cervical intraepithelial neoplasia, HPV, oncoproteins

Uvod

Doteraz bolo popisanych okolo 100 réznych podtypov HPV s odliSnymi variaciami v
ich genetickom a onkogénnom potenciali. Podtypy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 66 a 69 Specificky ovplyvriuju anogenitalny trakt. Podla ich schopnosti
vyvolavat neoplastické zmeny sa tieto Specifické podtypy dalej klasifikuju na
vysokorizikové (HR-HPV) a nizkorizikové podtypy (LR-HPV). HPV typu 6 a 11 sa
povazuju za LR-HPV, zatial ¢o HPV 16 a 18 za HR-HPV, kedze prispievaju k malignite.
Rozvoj malignej 1ézie v cervikalnej oblasti je spravidla predchadzany rozvojom
cervikalnej intraepitelialnej neoplazie (CIN) [1, 10].

Morfologické a genetické aspekty HPV

HPV virusové Castice su male, neobalené viridony so stalou ikozahedrickou stavbou s
priemerom 50-55nm a molekulovou hmotnostou 5x106 Da. HPV je evolu¢ne stabilnym
virusom s mierou divergencie asi 1% na 40,000-80,000 rokov. HPV ma cirkularnu
dvojretazovi DNA s priblizne 8000 bp. Virusova DNA je asociovana s proteinmi
podobnymi histbnom, ktoré su zabalené do 72 kapsomeér zloZenych z 2 Strukturalnych
proteinov L1 a L2 [2, 3].

Molekularne klonovanie a sekvenovanie papillomavirusov odhalilo typicki genomicku
organizaciu vSetkych ¢lenov rodiny HPV. Obsahuju 8 alebo 9 regionov ORF (otvoreny
Citaci ramec) na rovnakom retazci DNA. Gendm HPV mézeme rozdelit na 3 rézne
oblasti, na zaklade ich umiestnenia a funk&nych vlastnosti. Prvou je kédujuca oblast
obsahujuca skoro prepisujuce gény na regione E (early). E region obsahuje az 6 génov
(E1, E2, E4, E5, E6, E7), ktoré su zodpovedné za replikaciu HPV (E1 a E2),
transkripciu DNA (E2), dozrievanie a uvolnenie virusovych Castic (E4), transformaciu
buniek (E5, E6, E7) a imortalizaciu (E6 a E7). Gény E6 a E7 taktiez koduju proteiny
spojené s malignymi Iéziami. Oblast s neskor prepisujucimi génmi kéduje hlavné L1 a
minoritné L2 kapsidové proteiny. L2 protein spolu s L1 prispievaju k zacleneniu
virusovej DNA do virionu. Nekddujuca oblast nazyvana diha kontrolna oblast (LCR),
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ma asi 500-1000 baz a je lokalizovana medzi ORF L1 a E6, obsahuje vacsinu
regulacnych prvkov zapojenych do replikacie a transkripcie virusovej DNA [2, 4, 14].

Zivotny cyklus

Ludsky papillomavirus infikuje vyluéne epitelové bunky a je zavisly na diferenciacii
tychto buniek pre dokonc€enie svojho Zivotného cyklu. HPV infikuje bunky v bazalnej
vrstve epitelov, pravdepodobne cez mikroabrazie na povrchu epitelu. Internalizacia
virusu do bunky trva aj niekofko hodin, nasledne sa virusova DNA uvolni z kapsidu a
transportuje do jadra ako volny geneticky material alebo extrachromozomalny epizom.
Replikacia sa vyskytuje iba v parabazalnych bunkach, ktoré sa diferencuju a zreju,
teda prirodzene uz u nich nedochadza k replikacii, na ktorej je tento virus zavisli. HPV
koéduje dva proteiny E6 a E7, ktoré spoloCne podporuju proliferaciu buniek, predlzuju
progresiu bunkového cyklu a brania apopt6ze. Vdaka tymto proteinom bunka toleruje
replikaciu virusu a stovky az tisice HPV gendmov su produkované v jednej bunke.
Gény koédujuce kapsidové proteiny L1 a L2 su exprimované predominantne v
superficialnej vrstve epitelu, kde dochadza k zostavovaniu virusu a nasledné su nové
infekéné virusové Castice (viriény) uvolfiované z epitelového povrchu. Celkova dizka
Zivotného cyklu HPV trva priblizne 2 az 3 tyzdne, €o je €as potrebny pre migraciu bunky
z bazalnej po povrchovu vrstvu epitelu, jej diferenciaciu, starnutie az smrt [5, 13].

Uloha HPV pri malignej transformacii a funkcia E5, E6 a E7

Na dokoncenie infek&ného Zivotného cyklu virusu, sa bunka musi podrobit’ terminalne;j
diferenciacii, ktora je nevyhnutnym predpokladom pre kompletné zostavenie a
uvolnenie virionu. Avsak, efektivita E6 a E7 proteinov u niektorych HR-HPV infekcii
ucinne inhibuje negativne regulacné mechanizmy bunkového cyklu, a tym blokuje
terminalnu diferenciaciu infikovanych buniek. Takéto bunky zostavaju aktivne
zapojené do progresie bunkového cyklu a nedochadza k apoptdéze. Vysledna
genomicka nestabilita umoznuje hromadenie genetickych zmien, veducich k malignej
transformacii bunky infikovanej HPV.

Proteiny E6 a E7 zacCinaju onkogenézu pomocou charakterizovanych jasne
definovanych interakcii s produktmi tumor supresorovych génov TP53 pre E6 a protein
retinoblastoma pre E7. Inkorporacia virusovej DNA naruSuje aktivitu proteinu E2.
VSeobecne protein E2 ma schopnost potlacit transkripciu E6 a E7, a preto prerusenie
jeho funkcie spdsobuje dysregulaciu expresie tychto onkoproteinov. Onkoproteiny E6
a E7 su schopné imortalizovat bunky, tak Ze bunky si zachovaju svoju mitoticku
schopnost a vytvaraju klony, ktoré nesu identicky imortalizovany fenotyp a
nedochadza k ich terminalnej diferenciacii. Je potrebné podotknut, Ze imunitna reakcia
je klu€ovym faktorom v boji proti HPV infekcii a naslednej rakovine kréka maternice.
HPV je vSak schopny uniknut pred imunitnym dohladom cez expresiu E5 onkogénu,
ktory je zodpovedny za modulaciu imunitnych mechanizmov vratane prezentacie
antigénu a zapalovych pochodov. Ak su HPV infikované bunky rychlo eliminované
imunitnym systémom, nedochadza k akumulacii chromozomalnych abnormalit a zisku
maligneho fenotypu bunky napriek transformaénym vlastnostiam E6 a E7. Dlhodoba
chronicka infekcia je podmienkou pre vyvoj zhubnych ochoreni spojenych s HPV [4, 5,
6].

ES je hydrofébny transmembranovy protein, klasifikovany ako viroporin, kanalovy
protein schopny modulovat ibnovu homeostazu, prechod vezikul, produkciu viridnov a
vstup virusového gendmu do bunky. Onkoprotein E5 je schopny interagovat so 16kDa
zloZkou vakuolarnej protonovej ATPazy, zvySujuc tak endozomalne pH z 5,9 na 6,9.
Toto zvySenie pH spésobuje inhibiciu degradacie EGF (epidermal growth factor)
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receptoru v endozomalnych kompartmentoch po endocytéze, ¢im sa zvySuje pocet
recyklovanych receptorov spat na bunkovej membrane. Teda ES ucinkuje sinergicky
s EGF, ¢o vedie k proliferacii buniek. Avsak ucinky E5 nie su limitované len na bunkovu
membranu. E5 sa vyskytuje aj v Golgiho aparate (GA) a endoplazmatickom retikule.
Interakcia E5 s GA spOsobuje retenciu hlavnych komplexov histokompatibility |. triedy
(HLA) a zabrariuje ich transportu na bunkovy povrch, €im prispieva k unikovym
mechanizmom pred imunitou [3, 6, 11].

E6 je maly onkoprotein obsahujuci 151-158 aminokyselin bez enzymatickej aktivity.
Strukturalne $tudie reflektuju vlastnost E6 proteinu spajat sa s velkym mnoZstvom
bunkovych proteinov. Hlavnou charakteristickou vlastnostou E6 je schopnost
stimulacie proteozomalnej degradacie p53 zavislej na ubikvitine. p53 je produktom
tumor supresorového génu (TP53), ktory zabrafiuje hromadeniu deStruktivnych
mutacii spésobujucich rozvoj neoplastickych zmien. Po identifikacii abnormalnej DNA
alebo pri bunkovom strese (napr. hypoxia) dochadza k aktivacii p53, blokovaniu
bunkového cyklu a reparacii DNA. E6 onkoprotein ma teda schopnost redukovat
hladiny p53. Dochadza k tomu v désledku schopnosti E6 tvorit’ ternarny komplex s
EGAP ubikvitin ligazou a p53 (E6-E6AP-p53). Tato reakcia vyvolava naslednu
degradaciu p53. Vazba E6 na p53 nie je automaticka, je regulovana proteinom
spojenym s E6 (E6AP) a proteinom ligazy ubikvitinu E3. EG6/E6AP komplex sa
nasledne viaZze na centralnu oblast’ (hlavnu doménu) p53, ktory sa rychlo ubikvitinuje
a posuva proteazomom. Koncentracia p53 v bunkach s EG6, vratane rakovinovych
buniek kréka maternice je asi 2-3 krat nizSia ako v zdravych bunkach. Vyrazne sa
znizuje aj jeho pol€as rozpadu. V dosledku toho nenastava typicka reakcia p53 na
poskodenie DNA. Mutacie DNA zostavaju v gendme buniek neopravené a prenasaju
sa z jednej bunkovej generacie na druhu [3, 4, 6].

E7 je Strukturalne a funkéne pribuzny s adenovirusovym E1A proteinom a na zaklade
tejto podoby je rozdeleny na 3 domény, konzervované regiony (CR 1-3). Je zname, Ze
E7 sa viaze na produkt retinoblastoma tumor supresorového génu, pRb, a ¢lenov jeho
rodiny, p107 a p130. V defosforylovanom stave sa proteiny rodiny pRb méZzu viazat
na transkripéné faktory, ako su c¢lenovia rodiny E2F a potlacat tak transkripciu
konkrétnych génov zapojenych do syntézy DNA a progresiu bunkového cyklu. Pretoze
E7 je schopny vazby s nefosforylovanym pRb, méze pred€asne indukovat vstup bunky
do S fazy, kedze k vazbe na E2F nedbjde. Spojenie E7 s pRb vedie k degradacii pRb
prostrednictvom proteazomalnych drah, s naslednou aktivaciou transkripcie
regulovanej E2F. E7 umozZznuje takto replikaciu HPV v hornych vrstvach epitelu, kde
sa prirodzene zdravé bunky diferencuju a uplne opustaju bunkovy cyklus. Inhibitor
cyklin dependentnej kinazy (pl16'NK42), ktory brani fosforylacii pRb, je nadmerne
exprimovany prave v pripadoch, ked je pRb inaktivovany onkoproteinom E7. Za
fyziologickych podmienok nadmerna expresia p16'Nk42 vedie k zastaveniu bunkového
cyklu, ale pri pritomnosti E7 sa tak nestane [3, 4, 6, 7].

Bunkové biomarkery v cervikalnych léziach p16 a Ki-67

Funk&na inaktivacia onkosupresorov p53 a pRb vplyvom E6 a E7, sp6sobuje zmenu
niekolkych bunkovych drah relevantnych pre transformaciu buniek a vyvoj
onkologického ochorenia. Expresia E7 spésobuje inaktivaciu pRb s naslednym
zvySenim volného E2F v bunke, €o vedie k zvySeniu cyklin-dependentného inhibitora
kinazy p16 (p16'NK42) a aberantnej proliferacii buniek, sprevadzanej zvySenou
expresiou Ki-67. Vyuzitie detekcie nadmernej expresie p16 a Ki-67 pomocou
imunohistochemickych metdd alebo ELISA diagnostiky sa preto povazuje za marker
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pritomnosti HPV infekcie, aktivacie virusovych onkogénov a virusom indukovanej
deregulacie bunkového cyklu [9].

Onkoproteiny E6 a E7 ako biomarkery

Onkoproteiny E6 a E7 kodované HR-HPV so $pecifickou expresiou v HPV
transformovanych cervikalnych bunkach tiez sluzia ako biomarkery pri
imunohistochemickom hodnoteni vzoriek krka maternice. Expresia E6 onkoproteinu
sa preukaze intenzivnym farbenim cytoplazmy nadorovych buniek, priCom okolité
spojivové tkanivo je negativne, €o zvySuje Specificitu tejto metddy. Intenzita
imunoreakcie v karcinome cervikalneho tkaniva je intenzivnejSia v porovnani s CIN
léziami. Takto sa spravaju lézie aj pri hodnoteni onkoproteinu E7 [15]. Onkoproteiny
E6 a E7 su exprimované len v transformovanych bunkach, preto sa povazuju za
idealne biomarkery pre v€asnu detekciu prekanceroznych lézii. Detekcia ich expresie
moze ucinne odlisit zhubné transformacie od prechodnych infekcii HPV. Tento spésob
identifikacie onkoproteinov sa moézZe aplikovat pri imunocytologickych ako aj
imunohistochemickych analyzach vzoriek kréka maternice. Vzhfadom na svoju
Specifickl expresiu v transformovanych cervikalnych bunkach tieto onkoproteiny
poskytuju spolahlivejsie vysledky na zlepSenie u€innosti skriningu v€asnej diagnostiky
[16].

Testovanie samotnych onkoproteinov immunochromatografiou je diagnostickou
metodou, ktora sa dostava do popredia mnohych Studii. Ukazuje sa, Ze testovanie
HPV 16 E6/E7 ma uspokojujucu diagnosticki hodnotu pri skriningu ochorenia a
zaroven preukazuje lepSiu citlivost ako cytologické testovanie a lepSiu Specificitu ako
HPV DNA testy [13]. Mnohé Studie naznacuju, ze tieto testy maju mnohé vyhody pre
oblasti s obmedzenymi mozZnostami testovania alebo HPV vakcinacie, kedze
nevyzaduju zlozité vybavenie a su ¢asovo menej naro¢né [8, 12].

Zaver
Testovanie HPV a s nim spojenymi markermi je velmi délezitou sucastou skriningu a
diagnostiky Iézii krCka maternice. Existuje velké mnozstvo moznosti testovania, ktoré
zahfiaju molekularne, genetické, imunocytologické ako aj imunohistologické metody.
Vzhladom na ulohu HPV a jeho onkoproteinov pri vzniku ochorenia, je délezité najst
najvhodnejsSiu metddu a biomarkery pre rychly, cenovo dostupny a efektivny skrining
a diagnostiku.
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Abstract

Epigenetics is referred to as genomic mechanism reversibly influencing gene
expression without affection of DNA sequence itself. Extended research regarding
carcinogenesis implicates DNA methylation as an important regulator of gene
transcription. Neoplastic phenotype of prostate cancer in acquired and maintained by
promoter hypermethylation as means of gene repression. The process of
hypermethylation represses transcription of CpG-rich promoter regions of tumor
suppressor genes which lead to gene silencing. Another mechanism is histone
modification which is composed of several regulators predictive of the clinical outcome
of prostate cancer. It is independent of features such as tumor stage, preoperative
prostate-specific antigen (PSA) levels and prostatic capsule invasion. Prostate cancer
detection and classification can be detected by the level of altered DNA methylation,
changes in the expression of chromatin proteins and posttranslational histone
modifications. The basis of epigenetic cancer therapy is formulated by the reversible
nature of DNA methylation. The mechanical as well as the clinical/ therapeutical level
must be studied much deeply and more remains to be learned. The challenging era of
cancer therapeutics is promising.

Keywords: prostate cancer, epigenetics, genetics, methylation

Introduction
The term of epigenetics was first introduced in 1942 by Conrad Waddington who tried
to interpret the connection between genotype and phenotype [1]. Inherited differences
in mitosis and meiosis which could explain the changes in phenotypes was interpreted
as epigenetics. Epigenetics is referred to as genomic mechanism reversibly influencing
gene expression without affection of DNA sequence itself. In classic genetics, the
discovery of DNA and its double helix structure led to assumption that the sequence of
DNA determines the phenotype of cells. Fundamental repeating unit of a cell is
nucleosome which is packaged with DNA as chromatin. Octamer is formed of four-
core histones (H2A, H2B, H3, and H4) which is then wrapped by a 147-base-pair (bp)
segment of DNA. Nucleosomes themselves are separated by 10-60bp DNA.
Epigenetics by Holliday et al. assumes that it is mitotically and/ or meiotically heritable
with no DNA sequnce changes. DNA methylation could be repairing through meiosis,
even though some of the patterns are transmitted to offspring [2] which reflects many
cellular activities as cell growth, differentiation and disease development —itis heretible
[3]. Steps in epigenetics include events as DNA methylation, histone modification,
readout of these modifications, chromatin remodeling and events of noncoding RNA.
These steps would lead to different modification patterns which we can be divided into
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“‘writer”, “reader” and “eraser”. “ Writers“ and “erasers” are referred as enzymes that
transfer or remove chemical groups to or from DNA or histones. “Readers® are proteins
that recognize modified DNA or histones. Epigenome cooperates with regulatory
factors as transcription factors and noncoding RNAs coordinate with multiple biological
processes to regulate the expression or represson of the genome. Epigenetics can be
influenced by cellular signaling pathway and extracellular stimuli. Resulting effects are
temporary and long-standing. The etiology of cancerogenesis is unique and involves
both environmental and hereditary influences. The alteration of genomic information in
cancer cells is most of the time detectable. Epigenome dysregulation is ongoing
process of tumorigenesis. Some of these alterations would determine function of a cell
and still would be involved in oncogenic transformation. Epigenetic changes are
responsible for tumorigenesis, a theory proposed by Holliday et al. The probability of
malignant transformation is explained by the alteration in cellular methylation status by
specific methyltransferase [4]. We know that the same staging and grading among
cancer patiens can be shared and yet the outcome may be completely different. Partly
that is explained by epigenetic heterogeneity of different patterns of histone
modification and genes at the cellular level [6]. There is a variety of multiple epigenetic
events important in tumorigenesis. Some of which may be repression of tumor
suppressor gene caused by methylation of DNA CpG islands with hypoacetylated and
hypermethylated histones [5]. Other event would be gene silencing including several
epigenetic events as histone H3 and H4 hypoacetylation, histone H3K9 methylation
and cytosine methylation [6]. Epigenetics thus enables us to search for potential
mechanisms of cancer phenotypes as well as options for targeted treatment
oportunities.

DNA Methylation

Extended research regarding carcinogenesis implicating DNA methylation as an
important regulator of gene transcription has been considered. The process of
hypermethylation represses transcription of CpG-rich promoter regions of tumor
suppressor genes which lead to gene silencing. It is a covalent chemical modification
of cytosine ring. This reaction is catalyzed by DNA methyltransferase (DNMT) in the
sequence 5-CG-3', called as CpG dinucleotide [5]. Approximately 1% of all human
DNA consists of nonrandom distribution of CpGs-dense sequences called CpG
islands. In the unmethylated state, chromatin and CpG island regions can be formed
to active conformational state that can facilate the loading of RNA polymerases onto
gene promoters. In the adult human genome about 60-90% of CpG dinucleotides are
methylated. This modification would lead to spontaneous deamination of 5-
methylcytosine to thymine with resulting changes to chromatin structure and it
represents significant barrier to transcription. About 50% of the human genome
consists of CpG islands which are present in both housekeeping genes and genes
responsible form tissue-specific expression. In the normal tissue, promoter region CpG
islands are usually unmethylated dispate of the transcriptional gene activity. There is
one exception and that is nontranscribed genes on the inactive X-chromosome and
imprinted autosomal genes [7]. There are three major active DNA methyltransferases:
DNMT1, DNMT3A and DNMT3B. DNMT1 is responsible for maintance of the cell
methylation profile with less extent to de novo methylation of tumor suppressor genes.
This results to stimulate de novo activity of DNMT1 by aberrant DNA structures.
Methylation processes in embryogenesis are under control of DNMT3A and DNMT3B
which are responsible for maintance and de novo methylation activities [2]. Recent
research suggests more multicomponent epigenetic regulatory complex in which DNA
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methylation and histone modification machineries function in a highly cooperative
manner in regulation chromatin structure and gene expression [8].

DNA hypermethylation in prostate cancer

Neoplastic phenotype of prostate cancer in acquired and maintained by promoter
hypermethylation as means of gene repression. Many classic tumor suppressor genes
function as hormone signaling, DNA repair, cell adhesion and cell-cycle control
including apoptosis are silenced [9].

Hormone signalling

The androgen receptor (AR) is by far the most studied transcriptional activator in
prostate cancer. It is a nuclear hormone receptor, which is activated by binding of
androgen ligands. It critically effects prostate cancer development and progression of
the disease. Prostate cancer is intitially androgen sensitive. The goal of treatment in
metastatic state of the disease is androgen deprivation. Later on in the malignant
process a state of castration-resistancy occurs. Epigenetic changes emerging in AR
pathway signalling regulation that include CpG methylation and histone acetylation.
Hypermethylation of AR gene is much more frequent in castrastion resistant prostate
cancer (CRPC) accounting for about 29% compared to untreated primary tissue of
prostate accounting for about 10%. This suggests that hypermethylation may play
a crucial role in progression to castrate-resistant phenotype [11].

DNA repair genes

CpG island hypermethylation at the glutathione S-transferase (GSTP1) gene is one of
the earliest changes in the pathogenesis of prostate cancer process. GSTPL1 is
involved in many cellular processes of metabolism including detoxication and
elimination of potentially foreign genotoxic compounds, thus acting to protect cells from
DNA damage and initiating cancerogenesis. Most types of the prostate cancer have
their CpG island promoter region throughout GSTP1 gene methylated. In comparison,
in normal tissues gene is expressed and unmethylated. There have been no mutations
nor deletions reported for GSTP1 gene in prostate cancer, eventhough there is GSTP1
gene inactivation and both alleles are methylated. The GSTP1 gene itself encodes -
class glutathione S-transferase (GST), an enzyme responsible for detoxifying
electrophilihs and oxidant carginogens, making it enzyme of biotransformation [12].
There may be well-documented contribution of diet and lifestyle modifications to
prostatic carcinogenesis by the associating loss of Tr-class GST function which
proposes to sensitise prostatic epithelial cell to cell and genome damage [10].
Circulating tumor cells (CTCs) would be detected in premalignant/ malignant prostate
and all stages of prostate cancer which would differentiate it from benign prostate
tissue by detecting GSTP1 methylation. The class of repair proteins, represented by
methylguanine DNA methyl-transferase (MGMT) which removes alkyl adducts from
the Of position of guanine. In tumor tissue, MGMT expression in decreased.
Methylation of regions for CpG islands of MGMT has been associated with the
silencing of the gene [13]. Hypermethylation of MGMT is important in prostate cancer
development.

Tumor suppression genes

A marker of prostate cancer prognosis is methylation of promoter in APC. The APC
complex is well known for colorectal cancer as a gatekeeper in the cell. Thus
preventing the transcription of gene products promoting cell proliferation and survival.
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APC hypermethylation silences gatekeeper function and cell becomes more vulnerable
to epigenetic and genetic changes even to state of more invasive cancer. Methylation
in APC is associated with higher mortality due to prostate cancer when compared to
unmethylated [15]. Another gene representing this class of genes is retinoic acid
receptor beta (RARB) and PDLM4. Promoter regions of RARB and PDLM4 are often
hypermethylated during the progression of prostate carcinogenesis [17]. Biological
affect of retinoid acid (RA) is exerted through two families of nuclear receptrors — RA
receptors (RAR a, B, y and retinoid X receptors (RXR a, B, y), given its ligand-
dependency as transcription factors of steroid hormone nuclear receptor superfamily.
Chromosomal region 3p24 harbors RARB2 which is rich in CpG region in its promoter
[18], which is often hypermethylated in prostate cancer [14]. This has been proved by
Jeronimo a kol. in 97.5% of prostate cancer, 94.7% of high-grade prostatic
intraepithelial neoplasia (HGPIN), and 23.3% in BPH. There has been high positive
stastical correlation between levels of hypermethylation which has been higher in
prostate cancer compared to HGPIN and BPH (p<0.00001) [16]. RAR-responsive 1
gene, known as tazarotene-induced gene 1 (TIG1) is downregulated in prostate
cancer. Promoter methylation of RARB silences this, thus making the process as
crucial step in prostate cancer progression and making epigenetics changes to TIG1
promoter region and promoters of retinoid response genes are downstream events to
RARPB deficiency. Silencing TIG1 gene affects cell-cell contacts with resulting
increased proliferaion and invasiveness of tumor cells [19]. Hypermethylation of CpG-
island promoter region has been associated with inactiovation of tumor suppressor
gene RASSF1A. Methylation of promoter region of the RASSF1A has been detected
in 53% of prostate cancer and has been associated with higher Gleason score and
serum PSA levels [14]. RASSF1A protein interacts with DNA repair protein XPA. Also,
it has been associated with counteracting stimulation of cell proliferation by RAS-linked
pathways and inhibit the accumulation of cyclin D1, thus inducing cell cycle arrest [20].

Cell adhesion genes

The process of carcinogenic invasion and metastatic spread are acquired properties
during progression of prostate cancer. Cancerous cells are losing intercellular contact
and becoming motile and invading surrounding tissues. A strong suppressor of
invasion is e-cadherin (CDH1). Prostate cancer metastases and poor overall survival
is associated with decreased CDH1 expression. The CDH1 5'-CpG island region is
highly methylated in prostatic cancer cells [21]. CD44 is an important mediator of
prostate carcinogenesis. CD44 encodes for another membrane protein involved in
matrix adhesion and signal transduction. CD44 hypermethylation is seen in 78% in
prostate cancer patients compared to 10% noncancerous patients [22].

Cell cycle and Proapoptotic genes

CCND2 gene proteins belongs to cyclin family, members are characterized by
periodicity in protein abundance in the cell cycle. Cyclin D forms a complex that
function as a regulatory subunit of CDK4 or CDK6, whose activity is needed from G1
to S phase of cell cycle transition. There has been proved significant positive
correlation of hypermethylation of CCND2 promoter region which is increased in
prostate cancer compared to normal tissues (32%, 6%; p=0.004); concordances
between CCND2 methylation and RARB, GSTP1, CDH13, RASSF1A and APC genes
[23]. Clinicopathological correlation of prostate cancer aggressiveness is characterized
by high CCND2 methylation [49]. Tumor suppressor gene playing role in maintance of
genomic stability, DNA repair and cell-cycle control is GADD45a (growth arrest and
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DNA damage inducible gene 45). It modulates DNMT1 activity at the repair site for
double-stranded DNA repair during homologous recombination [24]. GADD45a
mediates docetaxel cytotoxicity and causes active hypomethylation of CpG residues
without the need for DNA replication. Prostate cancer tissue has GADD45a four
methylated CpG sites proximal to promoter region. Clinical application is due to
enhanced senstitivity to docetaxel by upregulation of GADD45a by recombinant
expression of GADD45a or pretreatment with 5-azacitidine. Apoptosis Speck-like
protein containing Card (ASC), also known as TMS1 (Target of Methylation Induced
Silencing 1) is a proapoptopic gene which plays an important role in cancer
progression including prostate cancer. A protein-containing pyrin domain (PYD) in the
N-terminus which is encoded by TMS1 and a caspase recruitment domain (CARD) in
the C-terminus, both of them are members of the death domain-fold superfamily. TMS1
induces apoptosis via the caspase-9 pathway [25]. Prostate cancer tissue comprises
methylation of TMS1 and loss of TMS1/ ASC gene expression of promoter region in
prostate cancer cells [26].

Hypomethylation in prostate cancer

The second methylation defect observed in many of malignancies including prostate
cancer is hypomethylation. Hypermethylated changes are preceding hypomethylated
changes, which can be detected in high-stage cancers and histologic grade; it occurs
heterogeneously during progression of prostate cancerogenesis and metastatic
dissemination. LINE-1 retrotransposons are diminished methylation of abundant
repetitive sequences resulted in hypomethylation [27]. Hypomethylation contributes to
oncogenesis through multiple steps — activation of oncogenes as c-MYC and H-RAS,
activation of latent retrotransposons and by chromosome instability [5]. MYC gene is
required for androgen-dependent growth, it has ectopic expression that can induce
androgen-independent cell growth in prostate cancer tissue. MYC gene
overexpression is demonstrated in prostate cancer and clinical progression [28]. The
PLAU gene is higly expressed in prostate cancer cells and invasive prostate tissue cell
lines [61]. It encoced urokinase plasminogen activator that promotes tumor invasion
and metastatic malignant states including prostate cancer [3]. Increased rates of
genomic instability are associated with DNA hypomethylation. Chromosome 8 with its
alterations and genome-wide hypomethylation are strongly associated. It suggests that
PLAU hypomethylation and chromosome 8 alterations are linked together in prostate
cancer [29].

Histone modification

Histone modification is composed of three major regulators — histone deacetylases
(HDACSs), histone acetyltransferases (HAT) and histone methyltransferases [30].
Acetylation status of histones is determined in conjunction of HDACs and HATSs.
Histones themselves are viewed as so called dynamic regulators of gene activity that
undergo posttranslational chemical modifications (acetylation, methylation and
phosphorylation), histones are no longer perceived as simpel “DNA-packaging®. N-
terminal tails of histone proteins protrude out of the nucleosome. They are rich in
positively charged amino acids subjecting them to reversible posttranslational
modifications. Gene expression as well as regulation of chromatin structures is under
control of status of acetylation and methylation of lysine residues with the tails of
nucleosomal core histones [31]. Nuclear architecture is organized by histone
modifications with DNA methylation, involved in regulation of transcription and other
nuclear mechanisms. Various changing patterns in histone modification carry potential
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to affect the structure and integrity of the genome and can disrupt normal patterns of
gene expression, making them susceptible to cancerogenesis [66]. Acetylation of
histone under the influence of HATs is correlated with transcriptional activation and
histone deacetylation influenced by HDACs which is linked to gene silencing. When
acetyl groups are removed from histones, HDACs create a nonpemissive chromatin
conformational change that prevents the gene transcription encoding proteins of
tumorigenesis. Based on the amino acid position and the number of methylated
residues, we see either gene activation or suppression which is carried out by histone
methylation on arginine and lysine [32]. Many of genes are silenced by Polycomb
proteins which are chromatin-modifying complexes implementing transcriptional
silencing. Two of the major families complexes are called Polycomb repressive
complex 1 (PRC1) and PRC2 are aimed to repressed regions.

Histone modificaton in Prostate cancer
Histone modification plays an important role during prostate cancer tumorigenesis.
Changes in levels of histone modifications are predictive of the clinical outcome of
prostate cancer, it is independent of features such as tumor stage, preoperative
prostate-specific antigen (PSA) levels and prostatic capsule invasion [35]. These
changes may help to identify patients with unfavourable prognosis and high-risk for
recurrence. H3K4 methylation and histone H3 lysine 18 acetylaation (H3K18Ac) are
independent predictor for recurrence in low-grade prostate cancer disease [36].
Prostate cancer cells’ methylation of lysine 9 in histone 3 (H3K9) is connected with
repression of AR genes. Histone H3K4 methylation is associated with AR gene
activation in CRPC cells. H3K4 is highly methylated at the AR enhancer of the
protooncogene UBE2C gene in CRPC which results in AR binding and UBE2C gene
expression. Androgen-induced and independent nuclear localization and activation of
AR is carried by heat shock protein 90 (TRAP1). Histone deacetylase 6 (HDACG6)
regulates AR hypersensitiviy and nuclear localization through modulation of acetylation
of TRAPL1 [33]. Cellular androgen sensitivity is incresed by upregulation of two AR
coactivators. Most studied AR coactivators are members of SRC1 and transcriptional
intermediary factor 2 (TIF2) family [34]. Proteins encoded by SRC1 and TIF2 have
histone acetylase activities. They are able to recruit other histone acetylases as CREB-
binding protein p300 and PCAF. Prostate cancer patients who do not respond to
endocrine therapy show expression of SRC1 and TIF2 in elevated levels compared to
benign prostatic hyperplasia tissue [34]. Transcriptional repressor inhibiting
development regulators in stem cells and silence tumor suppressor genes in cancer
are named polycomb group (PcG) proteins [80]. Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)
is asubunit of polycomb-repressive complex 2 (PRC2), which catalyses the
trimethylation of histone H3 on lysine 27 (H3K27) — it is involved in genes repression.
Amplification and overexpression of EZH2 is moderately increased in tumors with
localized growth pattern and high expression in metastatic prostate cancer cells. EZH2
overexpression is associated with the invasion and progression of prostat cancer
disease [37]. Epigenetic silencing of tumor suppressor genes as ADRB2, CDH1,
PSP94 and DAB21P promote tumorigenesis by the action of EZH2. Overexpression of
EZH2 trimethylates H3K27 inhibits gene expression. DAB21P is GTPase-activating
protein to modulate Ras-mediated signal pathway and apoptosis associated with tumor
necrosis factor (TNF). On the other hand, loss of DAB21P expression is high in
metastatic prostate cancer disease [38]. Epigenetic silencing of DAB21P is the major
mechanism of EZH2 by which it activates Ras and NF-kB and triggers metastatic
spread [39].
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Conclusion

Prostate cancer disease is driven by genetic and epigenetic processes and changes.
DNA methylation, histone acetylation are linked together. Hypomethylation is expected
to lead to alterations in the level of histone acetylation. Thus, therapeutic development
and research is now on a rise indicated by the fact that the entire epigenome is
disturbed in prostate cancerogenesis. Prostate cancer detection and classification can
be detected by the level of altered DNA methylation, changes in the expression of
chromatin proteins and posttranslational histone modifications. The basis of epigenetic
cancer therapy is formulated by the reversible nature of DNA methylation. Epigenetic
targeted therapy is in its early stages. The mechanical as well as the clinical/
therapeutic level must be studied much deeply and more remains to be learned. The
challenging era of cancer therapeutics is promising.

Tab. 1 Hypermethylated genes in prostate cancer.

DNA repair

GSTP1
MGMT
Tumor-suppressor
APC
BARB
RASSF1
Hormone receptor
AR
ESR1,2
Cell adhesion
CDH1
CDH13
CDH44
Cell-cycle control
CCND2
CDKN1B
SFN
Apoptotic
GADD45a
PYCARD
RPRM
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Fig. 1 Benign prostate tissue, slightly proliferated and dilated prostate glands accompanied by
fibromuscular stroma, HE staining, magnification 40x.

Fig. 2 Low malignant potential of acinar prostate cancer (Gleason 6 (3+3)), slightly irregular glandular
formations in the absence of basal cells accompanied by fibrous stroma, HE staining, magnification
100x.
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Fig. 3 Highly malignant acinar prostate cancer (Gleason 4 + 3 + tertiary growth pattern 5), left lower
corner - tubular growing carcinoma with a growth pattern 3, upper half of the picture - cribriform to
microacinar formations of adenocarcinoma (growth pattern 4), right lower corner - solid growing
adenocarcinoma (growth pattern 5), HE staining, magnification 40x.
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Abstract

Prostate cancer (PC) is the second most commonly diagnosed malignant disease in
Slovak men, increasing in numbers worldwide. Currently, more than 2000 new cases
are diagnosed annually in Slovakia, with around 530 patients succumbing to the
disease. A family history of PC increases the risk of developing the disease. Tumour
suppressor genes play important role in cancer susceptibility and are particularly
important in familial and hereditary forms of cancer. The tumour suppressor genes,
PTEN and CDKN1B have been the subject of many studies. Their chromosomal
regions are commonly deleted in PC. Both genes are involved in regulation of
PI3K/Akt/mTOR signalling pathway, which regulates growth and surviving of tumour
cells by stimulating proliferation process and inhibition of apoptosis. In this review, we
describe functions of tumour-suppressor genes PTEN and CDKN1B in PI3K/Akt
pathway and cell cycle regulation, loss of function of both genes and its impact on
development, aggressiveness and poor prognosis, characteristic of PI3K/Akt signalling
pathway and options of curative treatment for patients with PC.

Keywords: prostate cancer, tumor suppressor genes, PTEN, CDKN1B

Uvod
Karcindm prostaty (KP) je vyznamnym celosvetovym medicinskym problémom a
druhou najCastejSou priinou umrti slovenskych muzov. V poslednom Statisticky
publikovanom roku 2011 bolo na Slovensku diagnostikovanych viac ako 2000 novych
pripadov KP, ¢o predstavuje Standardizovanu incidenciu 53,0/100 000; a 536
registrovanych umrti, ¢o predstavuje Standardizovanu mortalitu 13,4/100 000 [1].
VysS8iu incidenciu sledujeme u muzov vo veku >65 rokov, a nezavisle od veku
u negroidnej rasy, kde je vySSia incidencia spojena s agresivnejSim fenotypom KP v
porovnani s kaukazskou rasou. KP je heterogénne ochorenie, na ktorom sa podielaju
exogénne faktory i genetické predispozicie jedinca, avSak hlavna pri¢ina vzniku nie je
doteraz zndma [2]. V poslednych rokoch doslo k vyraznému rozvoju v oblasti
diagnostiky a lieCby lokalizovaného KP. Diagnosticky problematickymi su pacienti
s familidarnym a hereditarnym vyskytom KP. Sufasny vyskum sa zameriava na
odhalenie genetickych predispozicii jedinca k vzniku tohto ochorenia. Doteraz bolo
identifikovanych viacero kandidatnych génov. Zmeny na funk&nej urovni délezitych
proteinov su asociované so skor§im nastupom ochorenia, vy§§im Gleasonovym skore,
agresivnejSim fenotypom a zlou prognézou [3]. V priebehu vyvoja a progresie
karcindbmu podliehaju tumor-supresorové gény strate svojej funkcie. Perspektivnym
prognostickym markerom KP sa javi interakcia dvoch tumor-supresorovych génov —
PTEN a CDKN1B. Zmeny v proteinovych oblastiach kddovanymi spominanymi génmi
sa vyskytuju u 50-62% pacientov s KP [4]. V tomto prehfadnom ¢lanku sa zaoberame
ulohou proteinov PTEN a CDKN1B ako potencialnych markerov agresivity KP, zlej
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prognozy pacientov s tymto ochorenim a moznostami kurativnej lieCby pacientov so
stratou funkcie danych proteinov.

Fosfatazovy a tenzinovy homolég — PTEN

PTEN je tumor-supresorovy gén lokalizovany na dlhom ramene chromozému 10,
v oblasti 10g23.31. Kdduje protein nazyvany fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfat 3-
fosfataza, ktory reguluje aktivaciu signalnej drahy fosfoinozitol-3-kinaz (PI3K). Tato
draha zohrava vyznamnu ulohu pri rozlicnych bunkovych procesoch [5]. Strata funkcie
PTEN vedie k akumulacii fosfoinozitol-3,4,5-trifosfatu, ¢im negativne reguluje aktivaciu
signalnej drahy PI3K/Akt/mTOR, ktora sa podiela na regulacii bunkovej fyzioldgie.
NaruSenim funkcie tejto drahy dochadza k nekontrolovatelnému rastu a prezivaniu
nadorovych buniek a k inhibicii apoptézy [6]. Metabolické preprogramovanie
indukované stratou funkcie PTEN podporuje rast tumoru a proliferaciu buniek KP.
V porovnani s inymi karcinomami, pri KP su pritomné rozsiahlejSie zmeny
v metabolizme lipidov. Strata funkcie PTEN méze viest k nadmernej expresii syntazy
mastnych kyselin, ktora uzko suvisi s biosyntézou cholesterolu a mastnych kyselin
hlavhe pri KP [7]. PTEN je najfrekventovanejSie sa vyskytujuci mutovany gén u
pacientov s KP. Mutacie v tomto géne sa vyskytuju v 10% pacientov s primarnym KP,
a azv 40% pacientov s metastatickym kastraéne-rezistentnym KP (mKRKP) [4,5].
NaruSenie alebo strata funkcie tohto proteinu je asociovana s progresiou tumoru,
vy$Sim Gleasonovym skére, zlou prognézou, expanziou tumoru do okolitych tkaniv [4],

Rastovy faktor
RTK
PIP2 l cytoplazma
:
PIP3
PTEN
I
P P - PreZivanie bunky
Akt Draha inhibicia apoptézy
P P

Obr. 1 Signélna draha PI3SK/PTEN/Akt (upravené podla [11]).
vacsim rizikom biochemickej recidivy lokalizovaného KP po radikalnej prostatektomii

[5]

Signalna draha PI3K/Akt

Draha PI3K/AKT (Obr. 1) je evoluéne konzervovana, vnutrobunkova signalna draha,

ktora reguluje rézne bunkové procesy — bunkovy rast, proliferaciu, prezivanie,

metabolizmus, apoptdzu, bunkovu migraciu a progresiu bunkového cyklu. Taktiez hra
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ddlezitu ulohu v nadorovej progresii a rezistencii k terapii. Klu¢ovymi proteinmi tejto
drahy su fosfatoinozitol-3-kinaza (PI3K), protein kinaza B (Akt), tyrozin kinazové
receptory (RTK), fosfatidylinozitol-4,5-bifosfat (PIP2) a fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfat
(PIP3). Aktivovana PI3K (RTK alebo G proteinmi) fosforyluje PIP2, priCom vznika
PIP3, ulohou ktorého je aktivacia Akt kinazy [8]. Tato kinaza je délezita pre prezitie
buniek — reguluje viacero transkripénych faktorov a kinaz zastupenych v bunkovom
metabolizme a proteinovej syntéze. Aktivovana Akt-kinaza fosforyluje pro-apoptotické
faktory a inhibitory bunkového cyklu. Centralnym regulatorom tejto drahy je lipidova
fosfataza PTEN, ktora katalyzuje premenu PIP3 na PIP2, &im znemoziuje aktivaciu
Akt kinazy, a tym aj proliferaciu a prezivanie nadorovych buniek. V pripade naruSenia
funkcie PTEN dochadza ku akumulacii PIP3 a aktivacii Akt-kinazy, ktora je sucastou
drahy PI3K/AKT/mTOR [9]. Tato draha patri k hlavnym draham podiefajucim sa na
karcinogenéze. Stimulaciou kinazy mTOR (angl. mammalian target of rapamycin)
dochadza k zvySenej translacii mRNA, ktora kéduje rastové faktory, regulatory
bunkového cyklu, proteiny prezivania bunky a angiogénne faktory [10].

Inhibitor cyklin-dependentnej kinazy 1B — CDKN1B

Tumor-supresorovy gén CDKN1B je lokalizovany na kratkom ramene chromozomu 12,
v oblasti 12p13.1. Kdduje inhibitor cyklin-dependentnej kinazy p27, ktory je dolezitym
kontrolnym bodom G1/S bunkového cyklu. NaruSenie alebo strata funkcie p27 sa
vyskytuje priblizne v 50% pacientov s KP, koreluje s vysSim Gleasonovym skoére
a skorSim nastupom ochorenia [12]. p27 je multifunkény protein, ktory ma délezité
postavenie vo viacerych bunkovych procesoch — regulacia bunkového cyklu, bunkovej
proliferacie, diferenciacie a apoptdzy. Zmeny v expresii génov PTEN a p27 mézeme
sledovat najma pri pacientoch s pozitivnou rodinnou anamnézou KP [3, 12]. Viaceré
Studie poukazali na prepojenie medzi génmi PTEN a CDKN1B a ich spolo¢ny dopad
na agresivitu KP.

PTEN a CDKN1B

Z poslednych vyskumov vyplyva, Zze obidva gény PTEN aj CDKN1B maiju spolo¢ne
silnejSiu tumor-supresorovu funkciu ako kazdy samostatne. Funkéne sa zucasthuju
v ramci rovnakej regulacnej drahy bunkového cyklu, kde vykonavaju svoju tumor-
supresorovu funkciu. Uloha génu PTEN v supresii bunkového rastu je sprostredkovana
vdaka jeho schopnosti blokovat kontinuitu bunkového cyklu prostrednictvom
zvySenych funkénych hladin CDKN1B; a uc¢inok PTEN na hladiny CDKN1B zavisi od
supresie drahy PI3K/Akt [4], t,. inhibicia signalnej drahy PI3K/Akt nadmernou
expresiou PTEN mdze viest k akumulacii p27 v jadre anasledne k zastaveniu
bunkového cyklu v G1-faze [13]. CDKN1B je inaktivovany stratou PTEN, inhibiciou
kinaz v S-faze bunkového cyklu spésobuje zastavenie v Gl-faze [14, 15].
Mechanizmus, prostrednictvom ktorého by PTEN mohol kontrolovat progresiu
bunkového cyklu, predstavuje regulacia hladin p27 cez kontrolu aktivity Akt-kinaz [16].
Cristofano a kol. [15] vo svojej Studii uvadza, ze PTEN ap27 maju klucovu
kooperativhu ulohu pri supresii tumoru v tkanivach, a kombinovana strata funkcie
tychto dvoch génov predstavuje kluCovy proces v patogenéze karcindbmu; tieto gény
spoloCne negativne kontroluju mieru proliferacie epitelovych prostatickych buniek
a mutacie PTEN v kombinacii so znizenou expresiou p27 maju prognosticku hodnotu
v diagnostike karcinbmu prostaty.
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Moznosti lieCby

Dysfunkcia tumor-supresorového génu PTEN je pritomna priblizne v 40-60%
pacientov s mKRKP. Tato strata iniciuje aktivaciu drahy PI3K/Akt/mTOR, ktora je
vzajomne regulovana s drahou androgénoveého receptora (AR). Stratou funkcie
PTEN mdze dojst k potlaceniu transkripénej aktivity AR v tumoroch a je asociovana so
Zlou progn6zou a pokrocilym stupfiom ochorenia. Bono a kol. [17] vo svojom vyskume
uvadza, Zze kombinaciou liekov Ipataserib (inhibitor Akt) s Abiraterone acetatom
a prednizonom dochadza k zlepSeniu prezivania bez radio-grafickej progresie pri
pacientoch s mKRKP.

Pacienti po radikalnej prostatektomii s deficitom PTEN maju vacsie riziko biochemickej
rekurencie ochorenia a su tiez rezistentni vo€i androgén-deprivacnej terapii (ADT).
V takychto pripadoch sa odporu¢a kombinovana lie€ba ADT s inhibitormi mTOR drahy
[18, 19]. Vynikajucim prikladom je vyvoj rapamycinu a jeho derivatov ako sfubnych
terapeutickych latok, ktoré inhibuji mTOR protein-kinazu v evolu¢ne konzervovanej
signalnej drahe, ktora riadi bunkovy cyklus v reakcii na meniace sa hladiny Zivin [20].
DalSou z moznosti prevencie a lie¢by rakoviny je podla Zhou a kol. [7] inhibicia
metabolického preprogramovania vyvolana stratou funkcie PTEN.

Zaver

Karcinom prostaty je v suCasnosti predmetom mnohych Studii, ktorych ulohou je
pochopit’ etiolégiu tohto ochorenia a identifikovat molekularne markery, ktoré by
pomohli pri diferenciacii indolentnych a agresivnych foriem karcindbmu prostaty.
Jednym z potencialnych markerov by mohla byt spolocna dysfunkcia tumor-
supresorovych génov PTEN a CDKN1B v kombinacii s inymi genetickymi zmenami,
ktoré mdzu odstartovat celé spektrum procesov veducich ku karcindmu prostaty — od
samotného vzniku nadoru az po tvorbu metastaz. Neistota o agresivite detegovanych
karcinbmov prostaty je pretrvavajucou dilemou a identifikaciou signifikantnych
markerov by doslo k zlepSeniu diagnostiky a kurativnej lieCby pacientov.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy €.
APVV-15-0181.
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