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Predhovor

Zakladnym cielom predkladaného zbornika ,Nové trendy a perspektivy
v histologii  V* je podat informacie o vyskumnych aktivitach
morfologickych a im pribuznych pracovisk SirSej medicinskej komunite.
Zostavovatelov zbornika tesi fakt, ze si tato publikacia ziskala pozornost
aj klinickych pracovnikov, ktori zacCali CastejSie a pravidelne posielat
svoje prace na uverejnenie. Tento rok sme zaradili do tlae az 24
vedeckych &lankov. Zial, niektoré prace sme uz museli z kapacitnych
dévodov odmietnut, tymto sa ich autorom uprimne ospravedifiujeme.
Pevne verime, ze ich budeme moct uverejnit’ nasledujuci rok.

Nadalej budeme pokraCovat v tradicii, ze najhodnotnejSiu pracu
v zborniku odmenime kniznymi cenami, ktoré budu odovzdané autorom
na Ustave histoldgie a embryolégie JLF na zadiatku zimného semestra
akademickeho roka 2019/2020.

prof. MUDr. Marian Adamkov, CSc.
RNDr. Maria Kovalska, PhD.
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Vyznam a expresia SATB2
v kolorektalnych karcinémoch

Tupa, V.}, Draho$ova, S.%, Adamkov, M.

'Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav histolégie
a embryoldgie, Martin; “Hermes LabSystems, s.r.0., Bratislava
veronika.tupa@jfmed.uniba.sk

Abstract

This work was designed to determine the significance and expression of SATB2
protein in patients with colorectal cancer (CRC). We examined SATB2 expression in
CRC tissues by immunohistochemical staining of 111 samples. We evaluated the
correlation of this protein with the clinico-morphological parameters of CRC. SATB2
was detected in 92,8% of cases and we noticed only nuclear localization of
immunoreaction. We predominantly observed strong immunoreaction intensity
(67,6%). Statistical analysis confirmed a significant association between intensity of
immunoreaction and high grade (p=5,97E-05), between percentage of positive cells
and high grade (p=0,003), between intensity of immunoreaction and negative lymph
node status (p=0,017) and between percentage of positive cells and negative
vascular invasion (p=0,042). Based on our results SATB2 is overexpressed in CRC
and represents a highly sensitive marker for distinguishing CRC from other types of
tumors. Moreover, SATB2 expression is associated with good CRC prognosis.

Keywords: SATB2, colorectal cancer, immunohistochemistry

Uvod

Karcinomy traviaceho traktu su v porovnani s nadorovymi ochoreniami inych
organovych systémov v celosvetovom meradle incidencie na poprednych prieCkach.
V sufasnosti ma medzi karcinbmami traviacej sustavy dominantné postavenie
kolorektalny karcindm (CRC) [1]. CRC predstavuje komplexné nadorové ochorenie,
ktoré sa z klinického aj patologického hladiska vyznacuje znacnou heterogenitou [2].
CRC mbze byt asymptomaticky az do pokrocilych S§tadii, preto dbélezitu ulohu
zohrava jeho v€asna detekcia. Sucastou diagnostiky a terapie pri CRC je aj
Specifikacia rdéznych prognostickych a prediktivnych parametrov. Pri hodnoteni
progndzy sa zvyc€ajne pouzivaju klasické morfologické parametre (grade, stage, stav
lymfatickych uzlin, vaskularna invazia a iné) a biologické parametre (napr. K-ras,
p53, MSI, BRAF a iné) [2-6].

SATB2 (z angl. Special AT-rich sequence binding-protein) predstavuje protein viazuci
na adenin a tymin bohaté sekvencie a je zloZzeny zo 733 aminokyselin. Zu€asthuje
sa remodelacie chromatinu, regulacie transkripcie a diferenciacie neurovych buniek,
neurénov a osteoblastov [7,8]. Charakterizuje ho tkanivovo-Specificka expresia,
pricom je exprimovany iba v zlazovych bunkach dolnej Casti gastrointestinalneho
traktu. V poslednej dobe sa expresia SATB2 spaja s nadormi a to najma s CRC a s
nadormi hlavy, krku a kosti. Prave pri CRC je uloha tohto proteinu najviac
preskumana a sluzi najma na diferenciaciu od inych typov nadorov. Vysoka expresia
SATB2 v CRC je spajana s dobrou prognézou a na druhej strane nizka je
asociovana s metastazovanim a invaziou nadoru [8-10]. Pri diagnostike CRC je
detekcia SATB2 pomocou imunohistochemického vySetrenia délezita, pricom
poskytuje vysoku senzitivitu a Specificitu. NavySe, podla niektorych $tudii,
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kombinacia SATB2 a CK20 dokaze identifikovat viac nez 95% CRC, ¢o je vyhodné
pri diferencialnej diagnostike v rutinnej praxi [8, 11].

Material a metodika

Imunohistochemicky sme vySetrili parafinovy material zo 111 vzoriek CRC. Z kazdej
vzorky boli pripravené 4 ym hrubé rezy na imunohistochemické reakcie na dbkaz
SATB2 s pouzitim automatu Ventana BenchMark® ULTRA (Roche). Monoklonalna
protilatka proti SATB2 (klon EP281; Cell Marque, USA) bola riedena v pomere 1:60.
Protokol v automate pozostaval z deparafinizacie pri 72°C, kondiciovania buniek s
CC1 na 8 minut pri 95°C a inkubécie s UV Peroxidase Inhibitor na 4 minuty. Dalej
nasledovala inkubacia s primarnou protilatkou na 24 minut pri 36°C. Vzorky boli
nasledne inkubované s UV HRP Multimer — 8 minut, s UV DAB Chromogen a UV
DAB H202 — 8 minut, s UV DAB Copper — 4 minuty, s Hematoxylin — 12 minat a s
Bluing Reagent — 12 minut. Pri interpretacii ziskanych imunohistochemickych
vySetreni sme semikvantitativne hodnotili percento pozitivnych buniek, subcelularnu
lokalizaciu a intenzitu imunoreakcie. 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 103/111 (92,8%) pripadoch CRC. Pozitivhe
pripady vykazovali jadrovu pozitivitu. Vo vacésine (75/111; 67,%) vzoriek sme
detegovali silnu pozitivitu imunoreakcie (Obr. 1). Slabu pozitivitu sme pozorovali v
6/111 (5,4%) pripadoch a strednu (Obr. 2) sme zaznamenali v 22/111 (19,8%)
pripadoch. Prevladali pripady (97/111, 87,4%), v ktorych bolo viac ako 50%
pozitivnych buniek. Menej ako 25% SATB2-pozitivnych buniek bolo preukazanych
v 2/111 (1,8%) vzorkach a menej ako 50% v 4/111 (3,6%) pripadoch. 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 lymfatickych uzlin
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
charakteristky CRC (vek, pohlavie, stage, lokalizacia lézie) nekorelovali
s imunohistochemickymi parametrami expresie SATB2 (p>0,05).

Obrazok 1 Silna jadrova pozitivita nadorovych buniek CRC na dokaz SATB2.
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Obrazok 2 Stredna jadrova pozitivita nadorovych buniek CRC na dékaz SATB2.

Diskusia

V nasej Studii sme imunhistochemicky vySetrili 111 pripadov CRC. Protein SATB2
bol exprimovany v 92,8% pripadov, pricom sme vo vSetkych pripadoch pozorovali
jadrovu lokalizaciu imnureakcie. Vacsina CRC vykazovala silnu intenzitu
imunoreakcie a pozitivitu vo viac ako 50% buniek. NasSe vysledky su v sulade
s viacerymi Studiami, v ktorych zaznamenali rozsah expresie SATB2 v CRC od 85 —
96,8% a vo vSetkych pripadoch detegovali jadrovu lokalizaciu imunoreakcie [7,11-
13].

Statistickou analyzou sme zaznamenali signifikantni asociaciu expresie SATB2
s klinicko-morfologickym parametrom grade, priCom niZSi grade bol asociovany so
silnou intenzitou a vysSSim percentom SATB2-pozitivnych buniek. Signifikantne
asocioval aj stav lymfatickych uzlin s intenzitou a vaskularna invazia s percentom
pozitivnych buniek. Negativne lymfatické uzliny sa spajali so silnou intenzitou
imunoreakcie a negativna vaskularna invazia s vysokym percentom SATB2-
pozitivnych buniek. Dalsie klinicko-morfologické parametre (vek, pohlavie, stage,
lokalizacia lézie) signifikantne nekorelovali s parametrami expresie SATB2. Na
zaklade nasich pozorovani mdézeme predpokladat, Ze vysoka expresia SATB2 je
asociovana s dobrou prognozou u CRC. Wang a kol. [9] vo svojej Studii zaznamenali
signifikantné asociacie medzi expresiou SATB2 a metastatickym postihnutim
lymfatickych uzlin a stagingom. Naopak, nepozorovali Ziadny vztah medzi SATB2
a vekom, pohlavim, lokalizaciou nadoru a gradingom. Dalej pozorovali, Zze SATB2
signifikantne koreloval s celkovym prezivanim pacientov a predstavuje nezavisly
prognosticky faktor, ktorého nizke hladiny su asociované so zlou prognézou
a progresiou CRC. Eberhard a kol. vo svojej praci detegovali signifikantné asociacie
expresie SATB2 s T a N stagingom, gradingom a vaskularnou invaziou, avsak
s vekom, pohlavim a M stagingom korelacie nezaznamenali [12]. Z ich vysledkov
rovnako vyplyva, ze vysoka expresia SATB2 je nezavislym dobrym prognostickym
faktorom u CRC. Zhang a kol. v ich Studii nepotvrdili Ziadne signifikantné asociacie
medzi expresiou SATB2 a klinicko-morfologickymi parametrami (vek, pohlavie,
lokalizacia a velkost nadoru, grade, stage) [14]. K tejto diskrepancii mohlo podla
autorov doéjst na zaklade heterogenity pacientov a vyberu medznych hodndt pri
hodnoteni expresie SATB2.
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Zaver

Mnoho Studii, ktoré skumali zapojenie SATB2 do CRC, priniesli konzistentné
vysledky, ku ktorym sa priklaname aj vysledkami naSej Studie. Na zaklade nich
mobzeme vyvodit niekolko zaverov tykajucich sa ulohy tohto proteinu v CRC. SATB2
je nadmerne exprimovany v CRC a predstavuje vysoko citlivy marker na rozlisenie
CRC od inych typov nadorov. ZvySena expresia tohto proteinu je v CRC spojena s
dobrou progndézou. Su vSak potrebné dalSie Studie, pretoZe klinicko-patologicky
vyznam SATB2 a jeho mozny mechanizmus v karcinogenéze a progresii CRC je
stale nejasny.

Préaca bola financovana z grantu VEGA 1/0129/16 a UK/98/2016.
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Imunohistochemické aspekty karcinébmu kréka maternice

Klinerova, B.!, Meétanova, V.!, Skuciova, V.2,
Draho$ova, S.°, Adamkov, M.}

'Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav histologie a
embryoldgie, Martin; 2Patolégia s.r.o., Martin
®Hermes LabSystems, s.r.0., Bratislava
klinerova2@uniba.sk

Abstract

Cervical cancer is the fourth most common malignant disease in the world. The
cause of its formation is frequent failure of genes coding proteins managing signaling
pathways involved in proliferation and apoptosis processes. We distinguish three
levels of benign pathological changes called cervical intraepithelial neoplasia (CIN) —
mild dysplasia (CIN 1), moderate dysplasia (CIN IlI) and severe dysplasia (CIN IlI). If
damaged cells overgrow the entire thickness of the epithelium, they form carcinoma.
Squamous cell carcinoma of the cervix is the most common among all cervical
cancers. The tumor-suppressor protein PTEN is expressed in the cytoplasm and
nucleus of cells. Several studies report its reduced expression in cervical cancer cells
correlating with poor disease prognosis. Cytoplasmic localization suppresses the
activation of the PISK/Akt/mTOR pathway promoting tumor cell growth and survival.
Nuclear expression of PTEN is involved in maintaining chromosome integrity by
controlling DNA repair processes. Survivin represents an anti-apoptotic protein.
Protein pl6 negatively regulates the Cdk4/6-Rb/E2F pathway and provides
retinoblastoma protein (pRb) mediated passage of cells from G1 to the S phase of
the cell cycle. Ki-67 is a proliferative marker constitutively expressed in cervical tumor
cell nuclei. An unknown protein testin (TES) is present in tumor cells and is probably
involved in focal cell adhesion. Immunohistochemical evaluation of the intensity of
PTEN, p16, Ki-67 survivin and testin expression in cervical cancer cells can provide a
significant shift in the regulation of their function due to its therapeutic benefit in
molecular oncology.

Keywords: cervical intraepithelial neoplasia, cervical carcinoma, PTEN, p16, Ki-67,
survivin, testin, immunohistochemistry

Uvod
Z anatomického hladiska predstavuje kréok (cervix) spodnu cast maternice.
Histologicky sa €leni na endocervix a exocervix. Endocervikalny kanal alebo inak
nazyvany endocervix je pokryty jednovrstvovym cylindrickym epitelom a prepaja
maternicu s posSvou. Exocervix vyCnieva do hornej Casti poSvy a pokryva ho
viacvrstvovy dlazdicovy nerohovatejuci epitel [9]. V oblasti stretnutia obidvoch
epitelov — transformacnej zéne, dochadza k naj¢astejS§im dysplastickym zmenam
epitelovych buniek krCka maternice, ktoré sa okrem iného prejavuju aj zvySenou
citlivostou na infekciu fudskym papilomavirusom (HPV). Najma perzistentna infekcia
epitelovych buniek kr€ka maternice virusom sa mdze velkou mierou podielat na
vzniku cervikalnych intraepitelovych neoplazii (CIN). Podla rozsahu dysplastickych
zmien v jednotlivych vrstvach viacvrstvového dlazdicového epitelu rozliSujeme ftri
stupne CIN: mierny stuper dysplazie (CIN 1), stredne tazky stupen dysplazie (CIN II)
a tazky stupen dysplazie (CIN Ill). Ich dlhodobou transformaciou sa méze vyvinat
karcinbm krcka maternice, ktory bud vyrasta z povrchového epitelu ako
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skvamocelularny karcinom alebo zo Zlazového epitelu kréka maternice ako
adenokarcindm [2]. Karcinom krCka maternice je podfa Statistickych udajov
GLOBOCAN zaradeny medzi Stvrté najCastejSie sa vyskytujuce maligne ochorenie
Zien vo svete. V roku 2018 bolo celosvetovo zaznamenanych priblizne 570 000
novodiagnostikovanych pripadov a 311 000 umrti [1]. Na uzemi Slovenskej republiky
sa rocne vyskytuje priblizne 692 novych pripadov a zomiera priblizne 281 pacientiek
na karcinom krcka maternice [16]. Uvedenou problematikou sa zaoberam v ramci
mojho doktorandského Studia.

Ludsky papilomavirus (HPV)

Ludsky papilomavirus je clenom rodiny Papillomaviridae. Ide o maly virus s
velkostou priblizne 55 nm. Obsahuje cirkularnu dvojvliaknovu dsDNA, ktora sa deli
na oblast so skoro prepisujucimi sa génmi, oblast’ s neskoro prepisujucimi sa génmi
a nekodujucu regulacnu (LCR) oblast. Na karcinogenéze kr€ka maternice sa
podielaju najma skoro sa prepisujuce gény kodujuce nestrukturne proteiny E1, E2,
E3, E4, E5, E6, E7, E8 zastavajuce viaceré funkcie. Za transformaciu hostitel'skych
buniek su z nich zodpovedné najma gény E5, E6 a E7. Neskoro prepisujuce sa gény
gendmu virusu koduju Strukturne kapsidové proteiny L1 a L2, ktoré sa syntetizuju v
replikacnom cykle virusu neskér a v hostitel[skom organizme zabezpecuju tvorbu
novych viribnov. Na zaklade karcinogénneho potencialu virusu sa HPV typy
rozdeluju na nizko rizikové (LR-HPV) a vysoko rizikové (HR-HPV). Medzi hlavnych
zastupcov nizko rizikovych typov virusu podiefajucich sa na vzniku benignych
nadorov patri virus HPV 6 a HPV 11 [13]. Medzi vysoko rizikové onkogénne typy
virusu patria HPV typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 a 59. Prave HPV
typy 16 a 18 su najCastejSie zodpovedné za vznik 70 - 80% karcinomu krcka
maternice [15].

Perzistentna infekcia epitelovych buniek krcka maternice HPV virusom

Chronicka alebo inak nazyvana aj perzistentna infekcia vyvolana prostrednictvom
HPV je nevyhnutna, ale nie dostatona na malignu transformaciu epitelovych buniek
kr€ka maternice. Su za fu zodpovedné viaceré endogénne a exogénne podnety,
medzi ktoré patri fajCenie, skory zaciatok sexualneho Zzivota spojeny s Castym
striedanim sexualnych partnerov, oslabena imunita, socioekonomicky status,
genetické a epigenetické mechanizmy. Karcinogenéza asociovana s HPV je teda
viacstupfiovy proces spajany aj s akumulaciou genetickych zmien v bunkach
zahffajucich najma geneticku instabilitu, imunodeficienciu, stimulaciu proliferacie,
obchadzanie rastovych supresorov a odolavanie bunkovej smrti — apoptozy [3].
Délezitym krokom v malignej transformacii buniek je prave integracia genému virusu
do chromozému infikovanych buniek hostitefa. Za integraciu virusového genému do
jadier buniek bazalnej vrstvy viacvrstvového dlazdicového epitelu su zodpovedné
virusoveé proteiny E1 a E2, ktoré nasledne zabezpec€uju rozvinutie, teda linearizaciu
cirkularnej virusovej DNA. K integracii vysoko rizikovych typov HPV 16 a HPV 18
dochadza uz vo velmi skorych $tadiach CIN, kedy méze dbjst k ich naslednej
progresii az na karcinom krCka maternice. Proteiny E1 a E2 zaroven kontroluju
expresiu virusovych onkoproteinov E6 a E7 blokujucich tumor-supresorové gény,
ktoré negativne reguluju bunkovy cyklus. Protein E7 sa viaze na regulacné proteiny
a destabilizuje ich, ¢im dochadza k naruSeniu kontroly proliferacie buniek. Ak pri
integracii HPV virusu dbjde k poruseniu Casti jeho gendmu obsahujuceho gén
kédujuci protein E2, nastava zvySena expresia E6 a E7, a teda velmi ¢asto dochadza
k navodeniu malignej transformacie hostitelskych buniek. Po integracii virusového
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genému do epitelovych buniek hostitela sa proteiny E1 a E2 podielaju tiez na
replikacii virusovej DNA. Replikacia virusu prebieha pocas diferenciacie bazalnych
buniek do vysSich vrstiev epitelu. V superficialnej vrstve epitelu sa exprimuju
virusoveé proteiny L1 a L2 zodpovedné za tvorbu novych virusovych Castic. PoCas
delenia jednotlivych epitelovych buniek sa do dcérskych buniek kopiruje aj HPV
DNA, ¢im sa zabezpedci staly pocCet jej kopii [10].

Prognostické markery

Prognostické markery su spajané s procesmi, ktoré sa podielaju na vyvoji
nadoroveho ochorenia. Medzi najznamejSie prognostické markery karcinomu krcka
maternice patri grade, stage, metastazy do lymfatickych uzlin, velkost nadoru, vek
pacientiek, histologicky typ nadoru, apoptoticky index a hibka stromalnej invéazie.
Podla odporuc€ani svetovej zdravotnickej organizacie (WHQO) sa na kategorizaciu
nadorov na zaklade stupna zrelosti a diferenciacie nadorovych buniek pouZzivaju tri
grade stupne. G1 stupen charakterizuje diferencovany, G2 je stredne diferencovany
a G3 nediferencovany nador. V nadorovych bunkach dochadza k zvySenej alebo
znizenej expresii velkého poc¢tu nadorovych markerov [5].

Fosfatazovy a tenzinovy homolég PTEN

Fosfatazovy a tenzinovy homoldég PTEN bol objaveny v roku 1997 ako nadorovy
supresor, u ktorého je pozorovany Casty pokles expresie v nadorovych bunkach.
VyznaCuje sa svojou dualnou lipid-fosfatazovou aktivitou. Je kddovany génom
lokalizovanym na dlhom ramienku chromozému 10g23.31. Sucasné Studie preukazali
ulohu proteinu PTEN ako negativneho regulatora signalnej drahy PI3K/Akt/mTOR,
ktora reguluje rast a prezivanie nadorovych buniek stimulaciou proliferaénych
procesov a inhibiciou apoptézy. Hlavnym spustacim mechanizmom drahy je
aktivacia fosfatidylinozitol-3 kinazy (PI3K), ktora katalyzuje fosforylaciu inozitolového
kruhu na tretej pozicii (D3) fosfatidylinozitol-4,5-bifosfatu (PIP2) pritomného na
vnutornej strane plazmatickej membrany buniek za vzniku fosfatidylinozitolu-3,4,5-
trifosfatu (PIP3). PIP3 zabezpecluje aktivaciu Akt kinazy, ktora nasledne fosforyluje
viaceré pro-apoptotické faktory a inhibitory bunkového cyklu. Hlavhym antagonistom
PI3K/Akt/mTOR drahy je prave protein PTEN, ktory defosforylaciou tretej pozicie
inozitolového kruhu PIP3 katalyzuje premenu PIP3 na PIP2. Znizena expresia PIP3 v
nadorovych bunkach nasledne zablokuje aktivaciu Akt-kinazy, ¢&im inhibuje
proliferaciu a prezivanie nadorovych buniek. Funkcia proteinu PTEN byva
najCastejSie  naruSena mutaciami alebo  prostrednictvom  epigenetickych
mechanizmov. V désledku inhibicie PTEN funkcie nastava nadmerna akumulacia
PIP3 na plazmatickej membrane s naslednou aktivaciou Akt-kinazy zapojenej do
drahy PIP3K/Akt/mTOR. PTEN lokalizovany v jadre potlaga prezivanie nadorovych
buniek nezavisle od svojej fosfatazovej aktivity. Prostrednictvom proteinu CENP-C sa
viaZe na centroméry, ¢im sa podiela na zachovani integrity chromozému [4]. Zmeny
expresie proteinu PTEN vyvolané pdsobenim viacerych genetickych faktorov boli
pozorované v nadoroch prostaty, prsnika a kr€ka maternice. PTEN expresia je
znacne redukovana poc€as malignej transformacie viacvrstvového dlazdicového
epitelu kr€ka maternice z prekancerdzneho Stadia az po karcinobm [8].

Anti-apoptoticky protein survivin

Anti-apoptoticky protein survivin je Clen rodiny proteinov inhibujucich apoptézu —
IAPs a regulujucich bunkovy cyklus. Zuc€asthuje sa na regulacii mitotickej aktivity
buniek, stabilizacii deliaceho vretienka a segregacii chromozémov [14]. Na zaklade
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viacerych $tudii bola pozorovana Ziadna alebo slaba expresia survivinu v benignych
bunkach krcka maternice v porovnani s CIN. Vysledky jednotlivych studii naznacuju
znacnu korelaciu medzi intracelularnou lokalizaciou survivinu s progresiou CIN kréka
maternice [6].

Dalsie $tudované proteiny p16, Ki-67 a testin

Tumor-supresorovy protein p16'nk4a patri do rodiny inhibitorov cyklin-dependentnej
kinazy 4 (INK4) regulujucej bunkovy cyklus. Je negativnym regulatorom drahy
Cdk4/6-Rb-E2F zabezpecujucej prechod buniek z G1 do S fazy bunkového cyklu.
Jeho expresia sa zvySuje s progresiou prekanceroznych lézii az po invazivny
karcinom krcka maternice [7]. Protein Ki-67 je proliferacny marker, ktorého expresia
je pritomna v kazdej faze bunkového cyklu - G1, S, G2, M s vynimkou pokojovej fazy
GO0. Podla viacerych studii, expresia proteinu Ki-67 koreluje so zlou prognézou
karcinomu kréka maternice [11]. Testin (TES) predstavuje menej znamy tumor-
supresorovy protein, ktory negativne reguluje proliferaciu buniek. Exprimuje sa v
cytoplazme benignych a malignych buniek [12].

Zaver
HlbSie pochopenie komplikovanych bunkovych signalnych drah, zapojenych do
procesov tumorigenézy, moze vysokou mierou prispiet’ k vyvoju ucinnejSich stratégii
prevencie a lieCby nadorovych ochoreni Zenskych pohlavnych organov, vratane
karcinbmu kréka maternice. Hodnotenie expresie nadorovych proteinov PTEN, p16,
Ki-67, survivinu a testinu zapojenych do procesov nadorovej progresie ma preto
velky prognosticky a prediktivny vyznam.
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Abstract

Prostate cancer (PC) is the second most lethal malignant disorder in Slovakian men
affecting male urogenital system and increasing in numbers worldwide. Unknown
hereditary components of PC are considered to be a minor but significant contributor
in developing aggressive metastatic disease. For these reasons, we have analysed
a panel of 38 unselected patients with castration-resistant PC and sequenced their
peripheral blood DNA deeply on lllumina platform in coding and adjoining regions of
BRCA1 and BRCA2 genes known to be involved in directing the reparation of
damaged DNA. Quality metrics of deep sequencing allowed us to identify several
variants in these genes that were reported in HGMD and ClinVar as clinically
important. Using the in silico prediction tools PolyPhen-2 and SIFT, we could not
identify concurrently any unambiguously pathological variants in BRCAL. In contrast,
in BRCA2 we found one complex indel ¢.10094_10095insGAATTATAT and
€.10095_10096insT in one patient in a heterozygous state. Both variants are located
in the last exon of BRCA2 and whereas the former variant cosegregated with lethal
PC phenotype in one study, combined they remain unreported in the literature. In this
study, we have identified one complex indel generating premature translational stop
resulting in absent or disrupted BRCA2 protein. This finding may have an impact on
the aggressiveness of PC.

Keywords: prostate cancer, BRCA2, NGS, DNA repair

Uvod

Karcinom prostaty (KP) je po karcindme kolorekta druhé najcastejSie onkologické
ochorenie diagnostikované u muzov na Slovensku [1]. Ochorenie sa zvyC€ajne vyvija
pomaly a mnohi pacienti zomieraju na pridruzené neonkologické ochorenia. Asi u 20
az 30 % pacientov v8ak ochorenie postupuje rychlejSie a ma agresivny priebeh [2].
Aj preto je mortalita KP po karcinéme pluc a kolorekta tretia najvy$sia u slovenskych
muzov.

Pacienti su lieCeny na zaklade fyziologickych, biochemickych, histologickych a
radiologickych ukazovatefov, zriedka na podklade genetickych parametrov. LieCba
zavisi od Stadia ochorenia a zahffia aktivne sledovanie bez intervencie, Ciastocnu
alebo radikalnu prostatektomiu, ako aj radioterapiu, chemoterapiu, hormonalnu mani-
pulaciu a androgénovl deprivaénu terapiu (ADT) alebo ich kombinacie. U&elom
terapii je stabilizovat a spomalit progredovanie ochorenia. V pocCiatoCnych Stadiach
ochorenia pacienti dobre odpovedaju na lieCbu, ktora im zvyCajne zabezpedCi
plnohodnotny aktivny Zivot. Pacienti v §tadiu kastratnej rezistencie (KR), ktori
neodpovedaju na Standardnu lieCbu, napr. ADT, spravidla postupuju do letalneho
Stadia ochorenia, ktoru zmierfiuje paliativna starostlivost. Mala, ale signifikantna
skupina pacientov s KP ma predispoziciu na toto ochorenie, a uz v ¢ase diagndzy by
mohli byt na zaklade genetického vySetrenia zaradeni do rizikovej skupiny. Pacienti
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s vy88im rizikom ochorenia na KP by mohli byt CastejSie monitorovany, pripadne by
im mohla byt navrhnuta radikalnejSia lieCba za ucelom oddialenia metastazujuce;j
formy ochorenia.

Uloha génovych produktov zodpovednych za opravu poskodenej DNA je kltu¢ova
pre zachovanie integrity a funkénosti genetického materialu. Mala, ale signifikantna
skupina pacientov s KP ma monoalelicku, zriedkavejSie bialelicku inaktivaciu aspon
jedného génu, ktory sa podiela na opravnych mechanizmoch DNA [3]. Medzi nimi su
aj gény BRCA1 a BRCAZ2, ktoré zabezpecuju integritu gendmu, atym aj znizenie
rizika vzniku neoplastickych procesov v organizme. Inaktivacia BRCA1 alebo BRCA2
proteinov v nadore vedie k neucinnej schopnosti bunky opravovat dvojviaknové
zlomy v DNA pomocou homoldgnej rekombinacie. Tieto zlomy sa kumuluju pri
inhibovani PARP (Poly(ADP-ribose) polymerazy), pretoZze jednovlaknové zlomy
v DNA, ktorych efektivhu opravu PARP zabezpecuju, sa transformuju v procese DNA
replikacie na dvojvlaknové zlomy. PARP inhibitor Olaparib je ucinny pri navodeni
syntetickej smrti bunkam karcindbmu ovarii a prsnika s hereditarnymi mutaciami
v BRCA1 alebo BRCA2 géne. Nedavno bol Olaparib tiezZ oznaeny za prelomové
chemoterapeutikum v lieCbe KRKP s mutovanymi BRCA génmi. Ciefom tejto prace
bolo zmapovat' hereditarne patogénne varianty BRCA1 a BRCA2 v subore pacientov
s diagnostikovanym KRKP.

Material a metody

Celkova DNA (gDNA) bola izolovana z buffy-coatu ziskaného z 5 ml periférnej krvi
pomocou Standardnej kolonkovej metddy (Qiagen, Slovensko). gDNA koncentracia
bola merana na Nanodrop-e (MGP, Cesko) a nasledne na Qubit-e (Thermo Fischer
Scientific, Slovensko), ktorého udaje sluzili na nariedenie gDNA na 20 ng/ml. Na
pripravu kniznic novogeneracnej sekvenacie (NGS) bolo pouzitych celkovo 500 ng
enzymaticky fragmentovanej DNA podla Standardnej metody (Systemas Gendmicos,
Spanielsko). VSetky protein-kddujuce exdny a prifahlé regiony BRCA1 a BRCA2 boli
pokryté primerovymi mixami a po Standardnom znaceni a klonalnej amplifikacii boli
vzorky sekvenované na HiSeq (lllumina, USA). Kvalitativne parametre behu
obsahovali okrem iného Phred skore (priemer 35,4; median 36,0), priemerne pokrytie
baz (priemer 423,8; median 434,1) a % precizne zmapovanych Ccitani k hg38
gendmu bez nejednoznacnych PCR duplikatov (priemer 58,5; median 58,1).
Zaznamenané data boli filtrované cez Ensembl Variant Effect Predictor,
identifikované varianty kontrolované cez IGV aich klinicka délezitost odvodena
z Clinvar a HGMD a/alebo overena pomocou in silico nastrojov PolyPhen-2 and
SIFT.

Vysledky a diskusia
V skupine 38 pacientov s KRKP sme zaznamenali v géne BRCA1l dvadsatdva
variant, prevazne v exénoch 10 a 15 a v introne 15. Tie BRCAL kodujuce varianty,
ktoré mali podfa HGMD alebo ClinVar priradeny klinicky vyznam, alebo tie, ktoré sa
v kaukazoidnej populacii nachadzaju s frekvenciou 0,0835 a menej, su zvyraznené
v Tab. 1, vratane ich databazovych suradnic. VSetky identifikované varianty okrem
Styroch s frekvenciou nad 0,35 v kaukazoidnej populdcii (p.Pro871Leu,
p.Glul038Gly, p.Lys1183Arg a p.Serl613Cys) boli zastupené v heterozygotnom
stave. Varianty boli podrobené in silico analyze pomocou nastrojov PolyPhen-2
a SIFT, ktoré umoznuju predpovedat dopad zmeny aminokyseliny v polypeptidovom
retazci na aktivitu proteinu. PolyPhen-2 sa zameriava efektom substituovanej
aminokyseliny na stabilitu a funkciu proteinu [4]. PolyPhen-2 hodnoty 0,8 a viac
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naznacuju patologicky dopad substituovanej aminokyseliny na funkciu proteinu. SIFT
analyzuje, €i je protein na skumanej pozicii evolu¢ne konzervovany, a €i je chemicka
povaha detegovanej aminokyseliny pribuzna s referenénou aminokyselinou [5]. SIFT
hodnoty nizSie ako 0,05 naznacuju patologicku variantu proteinu. Obidva nastroje
pouzivaju nezavislé komplementarne matematické modely a v kombinacii umoznuju
prognosticky klasifikovat patologicku povahu najdenych variant. Hodnoty ziskané pre
identifikované BRCAL varianty pomocou PolyPhen-2 a SIFT su zaznaCené v Tab. 1.

Tabulka 1 Topologicky zoradené varianty v géne BRCA1 s indikovanym dopadom na funkciu

proteinu.
exén koédujuca proteinova dbSNP EUR frekvencia Poly- SIFT
sekvencia sekvencia MAF v tejto Phen-2
stadii
c.1067A>G p.GIn356Arg rs1799950 0,0596 0,1052 (0,998) 0,21
c.2077G>A p.Asp693Asn rs4986850 0.0835 0,2105 0,000 (0,03)
C.2477C>A p.Thr826Lys rs28897683 0,001 0,0263 (0,954) (0,00)
€.2612C>T p.Pro871Leu rs799917 0,3628 0,6315 0,000 1,0
c.3113A>C p.Glu1038Gly rs16941 0,3569 0,6315 0,008 (0,00)
10 €.3119G>A p.Serl1040Asn rs4986852 0,0288 0,0526 0,974 (0,05)
€.3548A>G p.Lys1183Arg rs16942 0,3549 0,6052 0,000 0,98
€.4039A>G p.Arg1347Gly rs28897689 0,001 0,0263 0,255 0,06
C.4837A>T p.Ser1613Cys rs1799966 0,3598 0.6315 0,985 (0,00)
15 c.4956G>A p.Metl652lle rs1799967 0,0159 0,0526 0,005 (0,00)

dbSNP, databaza nukleotidovych variant a EUR MAF, minoritna frekvencia aliel v Eurépskej populacii.
Hodnoty PolyPhen-2 v zatvorkach indikuju pri $pecificite 0,95 a viac, senzitivitu testu nizsiu ako 0,70.
PolyPhen-2 hodnoty 0,000 mali pri senzitivite testu 1,00, S$pecificitu testu 0,00. Hodnoty SIFT
v zatvorkach indikuju nizku spolahlivost testu.

PolyPhen-2 predpovedal, Ze varianty p.Serl040Asn a p.Serl613Cys by mohli
negativne ovplyvnit opravné funkcie BRCA1. Tieto predpoklady sa vSak nedali
jednoznacne dokazat pomocou SIFT. Serin na aminokyselinovej pozicii 1040 sa
nachadza v oblasti dblezitej pre naviazanie ligandu RAD51 na BRCA1. Serin na
aminokyselinovej pozicii 1613 sa nenachadza v Ziadnej znamej funkénej doméne
BRCAL, ale medzi tzv. coiled-coil a karboxyterminalnou doménou. Tieto domény su
kfuCové pre sprostredkovanie interakcie medzi BRCA1 a napr. PALB2 a MSH2,
dolezitymi hraémi v procese opravy poskodenej DNA. Seriny byvaju tiez Casto
fosforylované na svojich hydroxylovych zvySkoch, ¢im sprostredkovavaju aktivacny
signal v celej rade signalovych procesov.

V géne BRCA2 sme identifikovali desat’ variant v oblasti kddujucej pre protein (Tab.
2); najviac tri vexone 27 apo dve varianty vexéonoch 10 a11. Medzi tymito
variantami su zastupené aj varianty, ktoré identifikovali HGMD alebo ClinVar ako
klinicky dolezité. VSetky BRCAZ2 varianty, okrem varianty p.Asn372His nachadzajucej
sa vexoéne 10, su reprezentované v kaukazoidnej populacii zriedkavo. Varianta
p.Asn372His bola v naSom subore ako jedina zastupena v homozygotnom stave, a to
u 21 pacientov (55,3 %). PolyPhen-2 a SIFT nevyhodnotili analogicky devat
z desiatich identifikovanych BRCA2 variant jednoznaCne ako potencialne
patologické. Vynimkou bola komplexnd heterozygotna mutacia v exéne 27
zaznamenana u jedného pacienta na poziciach 3365 a 3366 v BRCA2 proteine,
ktorej patogenita sa nedala preverit zvolenymi in silico nastrojmi. Mutacia p.3365
bola publikovana v rodine s vysoko rizikovym KP a mutacia p.3366 nebola doposial
popisana u onkologického pacienta [6]. Kompozitna analyza dvoch po sebe
nasledujucich variant identifikovala terminaciu proteinu BRCA2 na pozicii p.3368, ¢o
predstavuje adiciu troch a stratu 50 C-terminalnych aminokyselin (Obr. 1). Je
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pravdepodobné, ze jedna wild-type alela BRCA2 vyprodukuje dostatoné mnozstvo
proteinu, atym tato varianta nebude mat signifikantny dopad na opravny
mechanizmus v DNA utohto pacienta. Ak vSak v procese maligneho bujnenia
vzniknu klinicky relevantné somatické varianty v BRCA2 géne, potom tento BRCA2
genotyp moze prispiet k zlyhavaniu efektivnej opravy poskodenej DNA.

Tabulka 2 Topologicky zoradené varianty v géne BRCAZ2 s indikovanym dopadom na funkciu

proteinu.

ex6n koédujuca proteinova dbSNP EUR frekvencia  Poly- SIFT

sekvencia sekvencia MAF v tejto Phen-2

stadii

10 C.865A>C p.Asn289His rs766173 0.0348 0.157 0.4 (0.00)

c.1114A>C p.Asn372His rs144848 0.2952 0.395 0.023 (0.03)
11 C.2971A>G p.Asn991Asp rs1799944 0.0348 0.157 [0.0] 1.00

c.5744C>T p.-Thrl915Met rs4987117 0.024 0.026 0.003* (0.04)
15 C.7544C>T p.Thr2515lle rs28897744 0.00068  0.026 0.879 (0.03)
18 €.8149G>T p.Ala2717Ser rs28897747 0.00126 0.026 0,944 0.86
22 €.8851G>A p.Ala2951Thr rs11571769 0.003 0.079 (1,000)  (0.00)
27 €.10094_1009 p.Val3365_Ser rs758307938 0.00068 0.026 NA NA

5insGAATTAT  3366insAsnTyrlle

AT

€.10095_1009 p.Ser3366Ter rs730881599 0.00035  0.026 NA NA

6insT

€.10234A>G p.lle3412Val rs1801426 0.04493 0.026 0.004 0.80

Hodnoty PolyPhen-2 v ovalnych zatvorkach indikuju pri Specificite 1,00, senzitivitu testu 0,00. Hodnoty
PolyPhen-2 v hranatych zatvorkach indikuju pri Specificite 0,00, senzitivitu testu 1,0. V Poly-Phen-2
znak * indikuje pri Specificite testu 0,44, senzitivitu 0,98. Hodnoty SIFT v zatvorkach indikuju nizku
spolahlivost testu. Skratka NA poukazuje na nevhodnost tohto typu testu pre indikovanu variantu.

pacient |5 T G E K @ F I s vV N Y I -

pacient TCAACAGGAGAAARACAATTTATATCTGTGAATTATATCTAGTGAATCCACTAGGACTGCTCCCAC
hg38 TCAACAGGAGAARRACAATTTATATCTGT—————————— CAGTGRATCCACTAGGACTGCTCCCAC
hg38 S T ¢ E K @ F I s v 5 E 5 T R T A P T S5 &S E

Obrazok 1 Komplexna varianta v géne BRCA2 s terminaciou v proteine po aminokyseline ¢. 3368
u pacienta s KRKP. Zmeny v aminopeptidovom retazci pacienta oproti referenénej variante hg38 su
zvyraznené v zltom. Stop kodén je podd&iarknuty.

Zaver
V skupine 38 pacientov s KRKP sme nezaznamenali v géne BRCA1 patologicku
variantu, ktora by jednoznacne mohla ovplyvnit opravnu funkciu poskodenej DNA.
Naopak v géne BRCA2 sme identifikovali ujedného pacienta v heterozygotnom
stave komplexnu variantu, ktora modifikuje a skracuje wild-type protein o 50
aminokyselin, ¢o s vysokou pravdepodobnostou ovplyvni funkciu BRCA2 proteinu.
Tato komplexna mutacia, podla nasich informacii, nebola popisana v literature.

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

Malignant non-urothelial tumours of the urinary bladder are rare. They present less
than 5 % of all urinary bladder neoplasms. The goal of the work is to state results of
diagnostics and treatment of these tumours. Retrospectively, we analysed patients
with diagnosed non-urothelial tumour of the urinary bladder in the period of last five
years. The non-urothelial tumour was diagnosed in 9 patients with the average age of
67.5 years (52-86 years), out of them 7 men and 2 women. Macroscopic haematuria
was the most frequent manifestation of the clinical disease. Non-urothelial tumours
were diagnosed from bioptic material obtained by transurethral resection.
Adenocarcinoma was diagnosed in 4 patients, while in 3 cases it was the urachal
subtype of carcinoma, in 1 case adenocarcinoma arising from the laterodorsal wall of
the urinary bladder, small-cell carcinoma was diagnosed in 3 patients and 2
leiomyosarcomas. Radical cystectomy was performed in 6 patients and partial
resection of the urinary bladder in 3 patients with urachal carcinoma. 5 patients out of
9 are surviving, 2 of them with urachal carcinoma survive 12 and 5 months, with non-
urethral adenocarcinoma 1 month, with small-cell carcinoma 25 months and with
leiomyosarcoma 32 months. 2 patients with small-cell carcinoma exited because of
the disease progression 9 and 1 month after the operation, 1 patient with urachal
adenocarcinoma after 10 months and one patient with leiomyosarcoma 1 months
after the operation. Radical surgical treatment with cystectomy or partial resection of
the urinary bladder in patients with urachal adenocarcinoma is a basic treatment of
non-urothelial tumours in the urinary bladder. The role of adjuvant or neoadjuvant
treatment is not clearly defined.

Keywords: tumour of the urinary bladder, non-urothelial malignant tumours,
cystectomy, adjuvant treatment

Uvod
Zhubné nadory mocového mechura (NMM) patria medzi najCastejSie tumory
uropoetického systému a tvoria 2,5 — 3 % v8etkych zhubnych nadorov [1].
Predstavuju 7. najCastejSie diagnostikovany nador v muzskej populacii, priCom pri
zohladneni oboch pohlavi nador moCového mechura sa radi na 11. miesto [2].
Vyskytuju sa 4% CastejSie u muzov ako u Zien. NajCastejSie postihuju jedincov medzi
50. — 70. rokom zivota [1]. Vekovo Standardizovana celosvetova incidencia tohto
ochorenia (na 100 000 oséb/ rok) je 9 u muzov a 2,2 u zien.V Eurdpskej unii miera
vekovej Standardizovanej incidencie je 19,1 u muzov a 4 u zien.Celosvetova vekovo
Standardizovana umrtnost’ karcindmu mocového mechura (na 100 000 oséb/ rok)
predstavuje 3,2 u muzov vs 0,9 u zien v roku 2012 [2].V Case inicialnej diagndzy je
priblizne 70 % NMM neinvazivnych a 30 % infiltruje svalovinu [1].Urotelovy karcinbm
mocCového mechura je najrozSirenejSim histologickym typom nadoru mocového
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mechura. Na druhom konci spektra su neurotelové maligne nadory mocového
mechura — adenokarcinbm, spinocelularny karcindm, malobunkovy karcinom,
sarkom, sarkomatoidny tumor, lymfém, melaném, ktoré su zriedkavé a predstavuiju
menej ako 5 % vSetkych nadorov mocového mechura [1]. Svetova zdravotnicka
organizacia klasifikuje nadory mocCového mechura na zaklade histologického
vySetrenia. Cielom prace je poukazat na raritnost vyskytu neurotelovych nadorov
mocového mechura a na skusenosti s ich diagnostikou a lieCbou.

Material a metody
V retrospektivnej analyze sme vyhodnotili vyskyt neurotelovych malignych nadorov
mocového mechura u pacientov lieCenych pocCas posledného 5-roéného obdobia.
Informacie o pacientoch boli ziskané z nemocni¢ného informaéného systému spolu s
informaciami priamo od pacientov. Hodnotenie pacientov pozostavalo z anamnézy,
fyzikadlneho vySetrenia, cystoskopie, transuretralnej resekcie nadoru mocoveého
mechura (TURBT), vySetrenia abdomenu a panvy pomocou pocitacovej tomografie a
rontgenového vysetrenia hrudnika. Staging ochorenia bol vykonany podla manualu
American Joint Committee on Cancer (AJCC) staging [3]. Na zaklade stagingu a
performance statusu bola u pacientov uskutoCnena radikalna cystektdomia s
bilateralnou panvovou lymfadenektémiou.PreZivanie pacientov bolo vyhodnotené za
pomoci Statistického Uradu Slovenskej republiky [4]o prezivani nadorovych ochoreni.

Vysledky

Retrospektivne sme analyzovali vyskyt neurotelovych malignych nadorov mocového
mechura v celkovom pocte 9.Priemerny vek pacientov bol 67,5 roka (52 — 86
rokov).V 7 pripadoch 8lo o muzov, v 2 pripadoch o Zzeny.Zaznamenali sme rézne
symptomy dolnych mocCovych ciest, najCastejSim priznakom vSak bola
makroskopickd hematuria.VSetci 9 pacienti podstupili diagnostické cystoskopické
vySetrenie s naslednou transuretralnou resekciou nadoru.

V 4 pripadoch iSlo o nalez lokalizovany v oblasti vertexu, priCom v dvoch pripadoch
sa histologicky potvrdil urachalny adenokarcinom, v jednom pripade malobunkovy
karcinobm a u jedného pacienta sa potvrdil leiomyosarkém.

Imunohistochemicky bol u pacientov vySetreny panel protilatok Specificky pre
jednotlivé druhy neurotelovych malignych nadorov mocového mechura, ktoré boli
pozitivne pre urachalny adenokarcinom — [B-catenin  cytoplazmaticky;
neuroendokrinny, malobunkovy nador mocového mechura — CD56, chromogranin,
synaptofyzin, sarkomatoidny nador mocového mechura — vimentin. V 3 pripadoch
bola lokalizacia nadoru na prednej stene, v 1 pripade Slo o urachalny
adenokarcinbm, v dalSom pripade o malobunkovy nador a v 1 pripade o
leiomyosarkém. DalSie 2 lokalizacie boli v oblasti zadnej steny mo&ového mechura,
kde sa histologicky potvrdil v jednom pripade malobunkovy nador a v druhom
neurachalny adenokarcindbm. U 5 pacientov bolo histologicky verifikované Stadium
pT3 a u 4 pacientov pT2. Histologicky stupen G1 bol pritomny u 2 pacientov, G3 u 7
(77,75 %) pacientov. 2 pacienti (22,2 %) podstupili neoadjuvantnu lie¢bu
radioterapiou a chemoterapiou. VSetci 9 pacienti podstupili chirurgicku lieCbu, z toho
u 3 pacientov s urachalnym adenokarcindmom bola vykonana parcialna resekcia
mocového mechura, 6 pacientov podstupilo radikalnu cystektomiu. U 5 pacientov
bola pouzitd derivacia ureteroileocutaneostomiou podfa Brickera a jeden pacient
pod- stupil ortotopicku derivaciu podla Studera. Lokalna recidiva maligneho procesu
sa zaznamenala u jedného pacienta s urachalnym adenokarcinomom (Obr. 1) s
naslednou adjuvantnou chemoterapiou. Jeden pacient s leiomyosarkdmom podstupil
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adjuvantnu chemoterapiu.Angioinvazia bola pritomna u 5 pacientov, perineuralna
invazia pritomna u 2 pacientov.Na zhubny nador mocCového mechura zomreli 4
pacienti, s priemernym prezivanim 6,75 mesiaca.Z 9 prezivaju 5 pacienti.2 pacienti s
urachalnym adenokarcindmom prezivaju 12 a 5 mesiacov. Pacient s infiltrativnym
adenokarcindbmom preziva 1 mesiac od operacie, pacient s malobunkovym
karcinomom preziva 25 mesiacov, pacient s leiomyosarkbmom 32 mesiacov od
operéacie. Styria pacienti exitovali na progresiu ochorenia, 1 pacient s urachalnym
adenokarcindbm po 10 mesiacoch od operacie, 1 s malobunkovym karcindm po 9
mesiacoch, 1 s leiomyosarkdbmom po 1 mesiaci a 1 s malobunkovym karcinomom po
7 mesiacoch od operacie.

Diskusia

Vysledky pozorované v nasom subore pacientov poukazali na fakt, Ze najCastejSie
zastupeny histologicky typ neurotelového nadoru mocového mechura bol urachalny
adenokarcindm v zastupeni 33 %, z ¢oho 22 % predstavoval adenokarcindm a
zvySnych 11 % tvoril invazivny adenokarcindm. Adenokarcindm mocového mechura
je tretim najCastejSim histologickym typom nadoru mocového mechura.Predstavuje
05 % az 2 % vSetkych nadorovych ochoreni mocového mechura.Vznik
adenokarcindbmu mocového mechura je asociovany so schistozomiazou, s
endometriézou, augmentaciou mocového mechura a dalSimi drazdivymi vplyvmi
mocového mechura [5, 6]. Podla Grignona a kol. [7] sa adenokarcinbm deli na
urachalny a neurachalny typ. Pre urachalne adenokarcindmy mocového mechdura je
charakteristicka ich lokalizacia, a to v oblasti vertexu s primarnym postihnutim vrstvy
svaloviny, pritomnostou pozostatkov urachu aj nadorov Siriacich sa do oblasti Retzia.
Pacienti s extrofiou mocového mechura maju 4 % prevalenciu vzniku
adenokarcindmu mocového mechura pocas Zivota [9]. Adenokarcindm ma prakticky
vzdy invazivny charakter rastu [7]. Primarny adenokarcindm mocového mechura ma
zlu prognézu bez ohfadu na spbésob lieCby. Adenokarcinom nie je
radiosenzitivny.Niektori autori uvadzaju ako lie€ebny postup radikalnu cystektomiu s
adjuvantnou terapiou alebo bez nej. Miera 5-ro¢ného prezivania bez priznakov
ochorenia je v rozmedzi od 0 % do 80 % [5, 9-12]. Na zaklade histopatologickych
nalezov skupina autorov Anderstrom a kol. [13] klasifikuje adenokarcindm mocového
mechulra do niekolkych vzorov: Zlazy so stipovitymi bunkami, koloidny karcindm,
papilarny adenokarcindm, karcindbm s pecatnymi bunkami a karcindm z jasnych
buniek. Bolo opisanych niekofko dalSich histologickych podtypov vratane
mucinéznych, enterickych buniek adenokarcindmu, hepatoidnych buniek a buniek
zmieSaného typu [14]. Odporucana lieCba pacientov s adenokarcinomom mocového
mechura je radikalna cystektomia. Pacienti s urachalnym adenokarcindmom su
lie€eni en bloc exciziou urachu a umbiliku s parcialnou cystektémiou.

Grignon a kol. [7] analyzovali 72 pacientov s adenokarcinomom mocového mechura,
u 24 z nich iSlo o urachalny adenokarcinom a 48 pacientov malo neurachalny
adenokarcindm. Jednotlivé pripady boli analyzované podfa Stadia v Case primarnej
diagnézy, podla histologickych typov a podla pritomnosti mucinu stanoveného
imunohistochemicky.Stadium nadoru v &ase diagnostiky bolo najsilnejsim
prediktorom vysledku lie€by. Neurachalne karcindbmy mali tendenciu k horSim
vysledkom oproti urachalnym, ale Statisticky sa vyznamnost tejto tendencie
nepotvrdila.

Druhym najCastejSim neurotelovym nadorom diagnostikovanym u naSich pacientov
bol malobunkovy karcinom.Predstavuje 0,35 — 0,70 % zo vSetkych nadorovych
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ochoreni mo€ového mechura [15]. Ide o neuroendokrinny nador, ktory je najCastejSie
zastupeny v plucach. Extrapulmonalne sa méze vyskytnut vo viacerych lokalizaciach
vratane moC¢ového mechura (Obr. 2). Terapeuticky postup pri malobunkovom nadore
mocoveého mechura si vyzaduje agresivnu lieCbu, kombinaciu chemoterapie s
radikalnou cystektomiou a extenzivhou panvovou lymfadenektomiou alebo
kombinaciu chemoterapie a radioterapie.

Tretim najCastejSim neurotelovym nadorom v naSom klinickom subore bol
leiomyosarkom.  Sarkdbm  mocového  mechura  predstavuje  najCastejSie
mezenchymové zhubné nadorové ochorenie mocového mechura. Leiomyosarkdm
mocoveho mechura je najCastejSim malignym mezenchymovym nadorom mocového
mechura u dospelych. Je stale relativne velmi vzacnym ochorenim, vyskytuje sa u
menej ako 0,1 % vSetkych nadorovych ochoreni moCového mechura [16; Obr. 3].
Vzhladom na velmi nizku incidenciu tohto typu nadoru a limitované informacie o
prirodzenom priebehu a prognéze ochorenia neexistuje Standardny terapeuticky
postup. Prevalencia leiomyosarkdmu mocového mechura je vySSia u pacientov
vystavovanych posobeniu ucginku cyklofosfamidu, priamemu alkylatnému cinidlu
pouzivanému pri chemoterapeutikach a imunosupresivach [16-18]. Leiomyosarkom
mocového mechura bol vzdy povazovany za velmi agresivny typ nadoru, ktory si
vyZaduje agresivny chirurgicky pristup liecby, a to radikalnu cystektomiu [19, 20].
Pacienti s lokalnou recidivou alebo s metastazujucim zhubnym nadorom mocového
mechura by mali byt lieCeni systémovou chemoterapiou (doxorubicin, cisplatina,
ifosfamid, a docetaxel) a/alebo radioterapiou [19, 20]. Niektoré Studie vyhodnocuiju
mitoticku aktivitu pri leiomyosarkdémoch mocového mechura s blizSou Specifikaciou
nizkej mitotickej aktivity a miernou az stredne tazkou jadrovou atypiou, tieto nadory
maju dobru prognoézu, zatial €o tie s vySSou mitotickou aktivitou maju horsiu
prognozu [21]. LieCebnou vofbou u pacientov so sarkdbmom je radikalna cystektomia.
U naSich pacientov za uvedené 5-roéné obdobie nebol diagnostikovany
spinocelularny karcinom, ktory je po urotelovom karcindme najCastejSim nadorom v
mocovom mechure a vyskytuje sa priblizne v 3-5 % vSetkych nadorov mocového
mechura [16]. Podobny vyskyt zaznamenal aj Dahm a kol. [22]. Nadorové ochore-
nie tohto typu mézeme rozdelit na bilharziézny a nebilharziézny podtyp na zaklade
etiolégie vzniku karcinogenézy daného podtypu parazita schistozomiazy
hematobium, ktory je endemicky pre oblast Egypta a inych africkych regiénov, ako aj
oblast Juznej Ameriky. Etiolégia nebilharzibzneho podtypu spinocelularneho
karcinomu mocového mechura je spajana s chronickou stazou mocu v mocovom
mechure pri obstrukcii odvodnych ciest, s rekurentnymi zapalmi dolnych mocovych
ciest, cystolitidazou, chronickou derivaciou permanentnym katétrom.V ramci lieCebne;j
stratégie bola navrhnuta neoadjuvantna radioterapia s cielom zlepSenia lokalnej
kontroly, no tato liecba zostava s neistym efektom [23]. Standardné reZimy
chemoterapie maju obmedzenu uclinnost v dbsledku relativnej chemorezistencie
spinocelularneho karcinobmu. Vplyv novych chemoterapeutickych rezimov, ako je
napriklad kombinacia paklitaxelu, karboplatiny a gemcitabinu, preukazali u€innost' u
pacientov so spinocelularnym karcindmom v inych lokalizaciach, ako napriklad v
oblasti hlavy a krku [24]. Volbou lieCby pacientov so spinocelularnym karcindbmom
mocového mechura ostava radikalna cystektomia.

Kassouf a kol. [25] analyzovali vysledky lieCby u 27 pacientov s nebilharzioznym
spinocelularnym nadorom mocového mechura. Z nich osem pacientov dostalo
neoadjuvantnu chemoterapiu alebo radioterapiu s ciefom zlepsit' lokalne podmienky
pred planovanou cystektomiou. Z nich 5 pacienti pred cystektomiou progredovali a
exitovali. Traja pacienti podstupili radikalnu cystektdomiu, u 2 z nich sa dosiahlo
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lokalne zlepSenie nadoru (downstaging) a zostali bez znamok ochorenia. Radikalnu
cystektomiu ako primarnu lieCbu podstupilo 10 z 20 pacientov a k lokalnej a
vzdialenej recidive ochorenia v obdobi 5,1 az 7 mesiacov doslo u 4 pacientov. Autori
pokladaju radikalnu cystektomiu za zakladnu lieCbu spinocelularneho karcinomu
modového mechdra, ak je nador resekovatelny. Uloha neoadjuvantnej liegby nie je
jasna.

V nami sledovanom subore sme nezaznamenali ziaden nalez hlienu v moci, ktory
opisali autori Sheldon a kol. [26] ¢€i uZz makroskopicky, alebo mikroskopicky nalez
hlienu v mo i ako ddlezity priznak pri vyskyte adenokarcindbmu, no bol pritomny iba u
25 % pacientov. Dve tretiny pacientov boli vo vekovej skupine 41 — 70 rokov, 65 %
pacientov bolo muzského pohlavia. Co sa tyka sarkémov, neuroendokrinného nadoru
a nadoru mocoveho mechura z vretienkovych buniek, su k dispozicii vefmi limitované
data. Ide o vysokoagresivne nadory s horSou prognézou.Adjuvantna chemoterapia v
tychto pripadoch méze poskytnut lepSie preZivanie v porovnani so samotnou
cystektomiou [27-29].

Uloha cytologického vySetrenia pri neurotelovom malignom nadore mod&ového
mechura nie je dobre definovana. Cytologické vySetrenie neviedlo k diagnéze
zhubného nadoru v 18 % primarnych adenokarcindmov v Studii autorov Bardales
a kol. [30].

Zaver
Neurotelové maligne nadory mocCového mechura su zriedkavé. Karcinogenéza
neurotelovych nadorov je multifaktorialna, presny patomechanizmus nie je znamy.
Multifaktorialna povaha karcinogenézy zahffia postupné rozpoznanie gentickych
zmien, ktoré vedu kinvazivhemu rastu a progresiiochorenia [31]. Diagnostika
neurotelovych nadorov je v sucCasnosti zaloZzena na Standardnej diagnostike
pouzivanej pri urotelovych nadoroch. Zakladnu lieCbu predstavuje radikalna
cystektomia, pri urachalnych adenokarcindbmoch parcialna resekcia mocového
mechura s resekciou zvySku urachu a umbilika, pri pokroCilejSom nadore je vSak
indikovana cystektomia. Napriek radikalnej chirurgickej lieCbe vzhladom na
agresivne biologické spravanie vacsiny tychto nadorov je prognéza ochorenia
nepriazniva. Moznosti neoadjuvantnej a adjuvantnej lieCby chemoterapiou alebo
radioterapiou pri jednotlivych typoch neurotelovych nadorov nie su Standardizované.

Obrazok 1 Histologicky preparat tkaniva
mocového mechura — urachalny adenokarcinom.
A) Farbenie hematoxylineozinom, zvaésenie 100x,
tubuloglandularne rastuci urachalny
adenokarcindm enterického typu s exulceraciou a
infiltraciou  svaloviny B) Imunohistochemické
vySetrenie B-cateninu, zvacsenie 200x,
cytoplazmaticka pozitivita B-cateninu v urachalnom
adenokarcindme (strata nuklearnej expresie)

Obrazok 2 Histologicky preparat tkaniva
mocového mechura — neuroendokrinny karciném,
nador moc¢ového mechdra — malobunkovy variant.
A) Farbenie hematoxylineozinom, zva¢senie 100x,
in Itracia svaloviny karcinbmom B)
Imunohistochemické vySetrenie CD56
netiroendokrinného karcinémii zvadsenie 100x
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Obrazok 3 Histologicky preparat tkaniva
mocového mechura leiomyosarkém. A) Farbenie
hematoxylineozinom, zva¢senie 100x, fascikularny
rast vretenovitych nadorovych buniek s nuklearnou
pleomor ou B) Imunohistochemické vySetrenie
hladkého svalového aktinu, zvaésenie 100x.
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Abstract

The number of malignant diseases has been increasing lately. Lung cancer is in the
third place behind the most incident breast cancer and prostate cancer being
characterized by production of secondary lesions, including of bone metastases. Our
aim was to evaluate influence of gender, age, clinical stage, and particularly of
tumour's histological type on bone metastases' incidence by lung cancer patients. We
investigated bone metastases by patients using whole-body bone scintigraphy. We
evaluated the most frequent incidence of bone metastases' localisation, and the
number of lesions in skeleton as well.

Keywords: bone metastasis, bone scintigraphy, lung cancer

Uvod
Karcinom pfuc patri medzi najCastejSie maligne nadorové ochorenia a ma vyznamné
postavenie vo vyskyte umrti v skupine tychto ochoreni. Skelet je jednym z hlavnych
miest lokalizacie sekundarnych lozisk a 15 — 40 % pacientov s diagnostikovanym
karcinbmom pluc ma pritomné kostné metastazy [1-3]. Na zistenie pritomnosti
kostnych metastaz u pacientov s karcindbmom pluc sa v klinickej praxi pouZiva
celotelova scintigrafia skeletu.

Material a metodika

V nasom subore sme vySetrili 60 pacientov s diagnostikovanym karcindmom pluc (46
muzov, 14 Zzien) celotelovou scintigrafiou skeletu za u€elom zistenia pritomnosti
kostnych metastaz. U 50 pacientov bol diagnostikovany nemalobunkovy karcindm
pluc (NSCLC — non-small-cell lung cancer), u 9 pacientov malobunkovy karcinom
pluc (SCLC — small-cell lung cancer) a v jednom pripade bol diagnostikovany typicky
karcinoid pfuc. U vSetkych pacientov suboru bolo zname histologické vySetrenie
z tkaniva odobratého pocCas operacie karcinomu alebo z biopsie daného tkaniva pri
bronchoskopii. Na diagnostiku kostnych metastaz sme vyuzili celotelovu scintigrafiu
skeletu, ktora sa vykonala hybridnou gamakamerou typu BrightView XCT. VySetrenie
sa realizovalo ako celotelové snimanie z prednej a zadnej projekcie po 2 — 4
hodinach od intravenézneg aplikacie osteotropného radiofarmaka znaceného
radionuklidom technéciom (**"Tc — metyléndifosfonat, *™Tc — MDP) s aktivitou 500 —
700 MBq. Zistené rozdiely sme medzi skupinami hodnotili ako $tatisticky vyznamné,
ak bola hodnota p<0,05. Vyznamnost' rozdielov medzi sledovanymi skupinami sme
analyzovali neparametrickymi testami z dévodu asymetrie v rozdeleni dat.

Vysledky
Pritomnost’ kostnych metastaz sme zistili u 25 % pacientov (Tab. 1). U 56,67 %
pacientov neboli kostné metastazy pritomné, v 11 pripadoch sme zisteny nalez
hodnotili ako nalez pravdepodobnych metastaz v kostiach. U muzov 26,1 %
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pacientov malo pritomné kostné metastazy a u Zzien malo kostné metastazy 21,4 %
pacientok (Tab. 1).

Tabulka 1 Nalez celotelovej scintigrafie skeletu u pacientov s karcindmom plic.

Pacienti Pritomné mts Pravdepodobné mts Nepritomné mts
n n n n

Muzi 46 12 10 24

Zeny 14 3 1 10

Spolu 60 15 11 34

mts — metastazy, n — poCet pacientov

NajCastejSie boli kostné metastazy pritomné v stavcoch chrbtice, v rebrach,
v panvovych kostiach (Tab. 2).

Taburlka 2 Distribucia metastaz v kostiach podfa ich lokalizacie u pacientov s karcindmom plic na
zaklade nalezu z celotelovej scintigrafie skeletu.

Lokalizacia Pocet pacientov podra %
lokalizacie kostnych mts
Stavec 12 80
Rebro 11 73,33
Hrudna kost’ 4 26,67
Kraéna kost 1 6,67
Lopatka 9 60
Ramenna kost’ 8 53,33
Panvoveé kosti 10 66,67
Stehenna kost 9 60
Lebka 9 60

mts — kostné metastazy

V axialnom skelete sme detegovali metastazy u 2 pacientov a len v apendikularnom
skelete u jedného pacienta z 15 pacientov so zistenymi kostnymi metastazami (Tab.
3). Spolu bolo postihnutie axialneho aj apendikularneho skeletu kostnymi
metastazami u 12 pacientov.

Tabul'ka 3 Nalez postihnutia axialneho a apendikularneho skeletu kostnymi metastazami pri
celotelovej scintigrafii skeletu u pacientov s karcindmom pluc.

Postihnutie skeletu Pocet pacientov %
Skelet axialny 2 13,33
Skelet apendikularny 1 6,67
Skelet axialny aj apendikularny 12 80

Porovnali sme aj nalez pritomnosti kostnych metastaz s klinickym stadiom ochorenia
u pacientov s karcinomom pluc (Tab. 4). Pacienti s vy$§im Stadiom ochorenia mali
CastejSie pritomné kostné metastazy.

Tabul'ka 4 Nalez celotelovej scintigrafie skeletu u pacientov s karcinomom pldc s réznym klinickym
Stadiom ochorenia.

Klinické stadium (n) Pritomné kostné mts Pravdepodobné Nepritomné kostné
n kostné mts n mts n
l. (10) 2 2 6
. (1) 0 0 1
1. (26) 5 5 16
IV. (23) 8 4 11

mts — kostné metastazy, n — pocet pacientov
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Pri porovnani histologického typu nadoru a pritomnosti kostnych metastaz v skelete
boli kostné metastazy najCastejSie pritomné v ramci vySetrenia celotelovou
scintigrafiou skeletu u pacientov s SCLC a v jednom pripade u pacienta s typickym
karcinoidom pluc (Tab. 5). U pacientov s diagnostikovanym NSCLC bola naopak
pritomnost kostnych metastaz nizsia.

Tabulka 5 Nalez celotelovej scintigrafie skeletu pri jednotlivych histologickych typoch ochorenia.

Histologicky typ Pocet (%) Pritomné kostné | Pravdepodobné Nepritomné
karcindmu mts n (%) kostné mts n kostné mts n
SCLC 9 (15 %) 5 (55,56 %) 4 1
Typicky karcinoid pluc 1 (1,67 %) 1 (100 %) 0 0
NSCLC 50 (83,33 %) 10 (20 %) 7 33
Subtypy NSCLC

Epidermoidny karciném 21 (35 %) 4 (19,05 %) 2 15
Adenokarcindm 20 (33,33 %) 4 (20 %) 3 13
Velkobunkovy karcinom 3 (5 %) 1 (33,33 %) 1 1
NSCLC 3 (5 %) 1 (33,33 %) 0 2

S neuroendokrinnym

komponentom

BlizSie neuréeny NSCLC 3 (5 %) 0 (0 %) 1 2

mts — kostné metastazy, n — poc€et pacientov, SCLC — malobunkovy karcindm pluc (small-cell lung
cancer), NSCLC — nemalobunkovy karcinom pluc (non-small-cell lung cancer)

Diskusia
Karcinbm pfuc je v su€asnosti po karcinbme prsnika a prostaty na tretom mieste
v skupine malignych ochoreni spojenych s tvorbou kostnych metastaz. V naSom
subore pacientov bolo podfa histologického typu pritomnych 50 pacientov s NSCLC
(83,33 %), 9 pacientov s SCLC (15 %) avjednom pripade pacient s typickym
karcinoidom pluc (1,67 %). ZNSCLC bolo 21 pacientov s epidermoidnym
karcinbmom pluc (35 %), 20 pacientov s adenokarcindbmom (33,33 %), 3 pacienti
s velkobunkovym karcindmom (5 %), 3 s NSCLC s neuroendokrinnym komponentom
(5 %) a blizSie neurCeny NSCLC v 3 pripadoch (5 %). Kostné metastazy sme zistili
u 25 % pacientov a najCastejSie boli kostné metastazy pritomné v skupine pacientov
s SCLC (55,56 %). Zhang a kol. analyzovali 125 652 pacientov s karcinémom pluc
s nasledujucou distribuciou jednotlivych histologickych podtypov: 43,7 % pacientov s
adenokarcinbmom, 21,8 % epidermoidnym karcinomom, 15 % SCLC a 1,8 %
velkobunkovym karcinbmom [4]. Najviac kostnych metastaz zistili v skupine
pacientov s adenokarcindbmom a SCLC (24,4 a 24,7 %), €o je v sulade s naSimi
zisteniami, hoci sme mali ovela menSi subor, a preto sme pravdepodobne
nepozorovali Statisticky vyznamné rozdiely v pritomnosti kostnych metastaz medzi
jednotlivymi typmi karcinomu pluc. Retrospektivna Studia Conen a kol. zahffiala 92
pacientov s SCLC, kde bola pritomnost kostnych metastaz potvrdena v 36,9 %
pripadov [5]. Sugiura a kol. zistili najCastejSi vyskyt kostnych metastaz vo svojej studii
118 pacientov s karcinbmom pluc a s pritomnymi kostnymi metastazami v chrbtici
(42 %), v rebrach (20 %), v panvovych kostiach (18 %) a menej €asto v stehennej
kosti (6 %), v lopatke a lebke (po 3 %) a v ramennej a kfuénej kosti (po 1 %) [6].
V dalSej S$tudii, kde bolo analyzovanych 168 pacientov s karcinbmom pluc
s pritomnymi kostnymi metastazami, bola pritomnost kostnych metastaz hlavne
v lopatke a rebrach (23,2 %), v panve (15,5 %) a v lebke (2,4 %) [7]. V nasej skupine
pacientov bolo najviac kostnych metastaz pritomnych v chrbtici (80 %), v rebrach
(73,33 %), v panvovych kostiach (66,67 %), ale aj v lopatke, stehennej kosti a v lebke
(po 60 %). Menej Casto boli kostné metastazy pritomné v hrudnej kosti (26,67 %)
a v klucnej kosti (6,67 %). Zhou a kol. vo svojej studii 2021 pacientov s karcinébmom
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pluc zistili pritomnost kostnych metastaz u 23,9 % pacientov. NajcastejSie zistili
pritomnost’ kostnych metastaz v rebrach (62,3 %) a najmenej v laktovej a vretennej
kosti (0,8 %) [8]. Porovnatelne s danou Studiou sme v nasom subore pacientov
s karcindbmom pluc zistili pritomnost kostnych metastaz v 25 % pripadov a v subore
pacientov s NSCLC v 20 % pripadov. Vyrazne vySSi poCet kostnych metastaz 57,7 %
pripadov zistil v retrospektivnej Studii 661 pacientov s NSCLC Santini a kol. [9].
Oliveira a kol. vo svojej retrospektivnej studii 413 pacientov s karcinomom pluc
nezistili Ziadnu korelaciu medzi lokalizaciou kostnych metastaz (chrbtica 32,1 %,
panva 17,4 %, proximalna ¢ast’ stehennej a ramennej kosti 17,1 %) a histologickym
typom nadoru. Signifikantne zvySena pritomnost’ kostnych metastaz bola u pacientov
s adenokarcinomom  a naopak  signifikantne  znizena bola  u pacientov
s epidermoidnym karcinémom pluc [10].

Zaver

Vzhladom na zvySujuci sa poc€et novych pripadov karcindmu pfuc si toto ochorenie
vyzaduje pozornost nielen v ramci prevencie a klinickej praxe, ale aj v oblasti
dalSieho vyskumu zameraného na diagnostiku a lie€bu. Kvalitu Zivota pacientov
s karcinomom pluc vyrazne znizuje tvorba kostnych metastaz. Okrem znamych
faktorov, pomocou ktorych mézeme posudit’ riziko vyskytu kostnych metastaz, ako je
vek pacientov, pohlavie, pritomnost metastaz v lymfatickych uzlinach, vo
vzdialenejSich organoch v ¢ase stanovenia diagnézy patri aj histologicky typ nadoru,
ktory mdze zohravat ur€itu vyznamnu ulohu ako prognosticky faktor ochorenia.
V nasom subore pacientov boli kostné metastazy najCastejSie pritomné v skupinach
pacientov s pokrocilejsim Stadiom ochorenia (lll. a IV. klinické Stadium) a v skupine
pacientov s SCLC, u muzov a vo vekovej skupine 61 — 70 rokov. NajCastejSie bol
kostnymi metastazami sucasne postihnuty axialny a aj apendikularny skelet a ich
lokalizaciou hlavne chrbtica, rebra, panvové kosti, ale aj lopatka, stehenna kost
a kalva. Vyznam vyskumu karcindmu pluc spocCiva aj v zavaznosti daného ochorenia
a tym aj jeho dalSi celkovy dopad na spolo¢nost. Do buducnosti by malo zmysel sa
podrobnejSie zamerat aj na menej Castu skupinu neuroendokrinnych nadorov pluc
aich riziko tvorby kostnych metastaz, rovnako aj na znizenie rizikovych faktorov
ochorenia a na prevenciu vzniku karcindmu pluc.
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Abstract

Erythema nodosum is the most common form of septal panniculitis with formation of
painful erythematous nodules in the subcutaneous fat. In most cases it is located
symmetrically on the lower legs in the anterior area. The disease is usually self-
limiting, although lasting for a long time. Ulceration and scars does not occur. It is
important to determine the cause. It occurs in isolation or in connection with other
disease processes or drugs use. This work is focused on the infectious etiology, the
most common cause of erythema nodosum.

Keywords: erythema nodosum, paniculitis, subcutaneous fat, infection

Uvod

Erythema nodosum (EN) je klinicko-patologicka forma panikulitidy. Pri tejto
nespecifickej zapalovej koznej reakcii dochadza k postihnutiu podkozného tukového
tkaniva s tvorbou bolestivych erytematéznych uzlov v podkozZi. Vyskytuju sa
najCastejSie symetricky na obidvoch dolnych koncatinach v oblasti predkolenia, ale
zriedkavo aj v inych lokalizaciach. Nemaju tendenciu ulcerovat a hoja sa v priebehu
niekolkych tyzdrov bez atrofie a bez jaziev [1]. EN méze vzniknut v suvislosti
s najrozlicnejSimi  ochoreniami, ako su infekcie, sarkoidéza, reumatologické
ochorenia, idiopatické ¢revné zapaly, autoimunitné procesy, malignity (najma
hematologické), uzZivanie niektorych lieCiv, tehotenstvo. V mnohych pripadoch sa
nepodari aj napriek podrobnym vySetreniam zistit, ¢o viedlo k jeho vzniku. Vtedy sa
uvadza, Ze prebieha izolovane [2-4]. Niektoré klinické varianty EN su zname aj pod
nazvami erythema nodosum migrans, subakutna nodézna migrujuca panikulitida
a chronicky nodozny erytém. U dospelych je vyskyt EN viazany na pohlavie [1].
Postihuje prevazne Zeny, podla niektorych Stadii az 79 % v porovnani s 21 %
vyskytom u muzov [5]. U deti nie je vyskyt viazany na pohlavie [1].

Klinicky obraz a patogenéza

V klinickom obraze EN dominuje pritomnost nodulov (uzlov) v podkozi, ktoré
dosahuju velkost od niekolkych mm az do 10 cm v priemere, niekedy aj viac. Su
neostro ohraniCené od okolia, pretoZze patologicky proces prebieha v podkozi [1].
NajCastejSie byvaju lokalizované v pretibialnej oblasti, zriedkavejSie v inych
oblastiach [5]. Zo zaCiatku su jasno Cervené, postupne nadobudaju purpurovo
Cervenu farbu, neskdr pripominajd modriny, az napokon prechadzaju do
Zltkastozelenej farby, podobne ako modriny po€as procesu hojenia [2]. Na dotyk su
citlivé az bolestivé. Zo zaciatku su tvrdé, neskér sa stavaju maksimi. Pokozka nad
nimi byva suchs$ia. Vytvaraju sa pocCas rézne dlhého obdobia. M6Zu sa objavovat
stale nové a nové noduly, takZze v tom istom Case su pozorované noduly v réznych
fazach vyvoja. Pretrvavaju priblizne jeden az dva mesiace, kym dojde k ich uplnému
vyhojeniu a uzdraveniu. K ulcerovaniu dochadza len velmi zriedkavo [6]. Nevedu
k atrofickym zmenam ani zjazveniu. Prodromalne priznaky sa mézu objavovat 1-3
tyzdne pred zaCiatkom EN, ako unava a slabost, zvySena telesna teplota, kasSel,
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bolesti hlavy, kibov, ktoré mézu, ale nemusia byt sprevadzané artritidou. Bolesti
kibov pretrvavaju v mnohych pripadoch aj dlho po odozneni nodézneho erytému.
Reumatoidny faktor byva negativny, zvySena je sedimentacia erytrocytov, CRP
a leukocytéoza [1]. Krecidivam dochadza zriedkavo, ato v pripadoch, kedy
vyvolavajuca pri€ina nebola zistena alebo pretrvava. Pri vzniku EN zohravaju ulohu
imunitné odpovede organizmu. Predpoklada sa najma ucast V. typu
hypersenzitivhych reakcii, tzv. oneskorenej hypersenzitivity [1], ktora je zodpovedna
aj za tvorbu granuldmov a poSkodenie tkaniva [7]. Vyskytuje sa cCasto prave
v suvislosti s granulomatéznymi chorobami (granulomatéznou kolitidou, sarkoid6zou
alebo tuberkulézou) [1]. Tvorba a ukladanie imunokomplexov je tiez jedna
z moznosti, ktoré sa moézu uplatriovat pri vzniku EN [8].

Histologicky nalez

Histopatologicky ide o septalnu panikulitidu bez vaskulitidy. Septa podkozného tuku
su zhrubnuté a infiltrované roéznymi zapalovymi bunkami. ZloZenie zapalového
infiltratu sa v priebehu ¢&asu meni, tak ako sa vyvijaju zmeny v noduloch.
V zacCiatoCnych Stadiach je za zhrubnutie sept zodpovedny prevazne edém, ale aj
krvacanie ainfiltracia neutrofilmi. V neskorSich §tadiach byvaju  hlavnym
histologickym nalezom granulacné tkanivo, infiltracia lymfocytmi, histiocytmi a
obrovskymi mnohojadrovymi bunkami. Prevazuju fibrotické zmeny. Infiltraty sa mézu
roz8irovat aj do periseptalneho priestoru a tukovych lal6Cikov [2, 3].
Charakteristickym znakom je pritomnost tzv. Miescherovych radialnych granulémov
— uzlikov, ktoré sa skladaju z malych dobre ohraniCenych nahromadeni histiocytov
usporiadanych radialne okolo centralnej Strbiny, ktora méze byt rbzneho tvaru, Casto
hviezdicovitého [2]. V priebehu niekolkych tyZzdriov aZz mesiacov vysev pozvolnha
ustupuje a loziska sa hoja bez trvalych koznych zmien [1].

Infekéné priciny erythema nodosum

Retrospektivhou Studiou 81 pacientov s EN v rokoch 2003 — 2017 [5] bola zistena
infek&na etioldgia ako najCastejSia pric¢ina (39,5%). Z neinfekénych pricin (29,6 %) to
boli hlavne reumatologické choroby, potom sarkoidéza, neSpecifické Crevné zapaly,
malignity a uzivanie niektorych liekov (oralne kontraceptiva a antibiotika). Pri€ina
nebola zistena u 30,9 % pacientov s EN zo sledovaného suboru [5]. Na vzniku EN sa
moze podielat’ aj viacero priCin suCasne.

Tato praca je zamerana na infekénu etiologiu noddzneho erytému. Za jednu
z najcastejsich infekénych pri¢in sa povaZzuje streptokokova faryngitida. Castou
priinou vSak byvaju aj infekcie spésobené yersiniami, mykoplazmami, chlamydiami,
mykobaktériami a niektorymi vyvolavatelmi virusovych infekcii, parazitéz a mykoéz.
EN méze vzniknut az po prebehnuti infekcie ako jej désledok, alebo sa vyvinie uz v
priebehu infekénej choroby [1].

BAKTERIALNA ETIOLOGIA

Streptokokova faryngitida

Streptokokové infekcie spbsobené beta-hemolytickymi streptokokmi predstavuju
jednu z najfrekventovanejSich infekénych pri€in nodézneho erytému, a to az do 44 %
u dospelych a 48 % u deti [1, 9]. Prvé lozZiska sa zaCinaju objavovat zvyCajne dva az
tri tyZdne po streptokokovej faryngitide. Vyter z hrdla byva v tom €ase uz spravidla
negativny, ale na predchadzajucu streptokokovu infekciu mézu poukazat zvySené
titre antistreptolyzinu (ASLO) [10]. Potrebné je dékladné prelieCenie streptokokovej
infekcie antibiotikami podra citlivosti [11].
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Tuberkuldza a atypické mykobaktériové infekcie

EN sa mdze vyskytnut pri primarnej tuberkuloze, ale boli popisané aj pripady pri
vysokej pozitivite kozného tuberkulinového testu (Mantoux testu) bez zretelnej
klinickej manifestacie tuberkulézy [1]. U nas patri tuberkul6za medzi zriedkavé priciny
EN [4], ale v ramci diferencialnej diagnostiky je potrebné zvazit aj tuto etioldgiu.

Mykoplazmové infekcie

Mycoplasma pneumoniae je intracelularny patogén respiracného traktu vyvolavajuci
Casto komunitné pneumonie [12,13]. Typickymi koznymi prejavmi byva EN, erythema
multiforme, urtikaria, vaskulitida a Stevens-Johnsonov syndrom [14]. Priblizne u 25 %
infikovanych jedincov dochadza k vzniku extrapulmonalnej manifestacie pred, po,
poCas a niekedy aj pri chybani respiraCnych symptomov, €o vyrazne stazuje
diagnostiku [15]. Metody kultivacie a molekularnej diagnostiky klinického materialu
z hornych dychacich ciest nie su vzdy vhodné na zistenie extrapulmonalnych
mykoplazmovych prejavov. V diagnostike previada stanovenie Specifickych protilatok
sérologickymi metédami [15, 16]. Specificky IgM je indikatorom primarnej alebo
nedavno prebehnutej infekcie. Dal$im délezitym ukazovatelom prebiehajucej infekcie
su pozitivne titre Specifickych IgA [17]. ProspeSna je podporna imunomodulaéna
lieCba, zaroven je v8ak nutna lieCba antibiotikami cielene proti Mycoplasma
pneumoniae, ktora sluzi na znizenie mnozstva mykoplaziem v respiraChom trakte,
¢im sa znizi aj mnozstvo antigénnych podnetov pre imunitny systém pacienta [16].

Gastrointestinalne infekcie
Medzi zname priCiny EN sa zaraduju aj infekcie gastrointestinalneho traktu vyvolané
yersiniami, salmonelami, Campylobacterom [4, 5] a Helicobacterom [5].

Ostatné zname bakterialne priciny

Pre komplexnost informacii, okrem vysSie uvedenych pri€in, sa v niektorych
publikovanych pripadovych Studiach uvadzaju aj dalSi vyvolavatelia ako napr.
Rickettsia spp., Treponema pallidum, Leptospira spp., Chlamydia spp., Gardnerella
vaginalis, Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoea, Coxiella burneti.

Medzi zriedkavé pri€iny patri tiez tularémia (zajaCia choroba), potencialne Zivot
ohrozujuce infekéné ochorenie, ktoré vyvolava Francisella tularensis. Vyskytuje sa
v prirodnych ohniskach, hlavne u drobnych hlodavcov a zajacov, k prenosu na
Cloveka mdéze doéjst priamym kontaktom, ale aj prostrednictvom ektoparazitov,
kontaminovanou potravou alebo manipulaciou s predmetmi kontaminovanymi
vylu¢kami nakazenych zvierat. Z Cloveka na Cloveka sa neprenasa. Ochorenie sa
manifestuje celkovymi priznakmi (dlhotrvajuca horucka, bolesti chrbta, koncatin,
svalov) a zdurenim regionalnych lymfatickych uzlin. M6ze prejst do nebezpelnej
chronickej formy s €astymi relapsami. U €asti pacientov vedie k EN [18]. Jednou zo
zriedkavejSich pri€in je aj choroba macacieho Skrabnutia vyvolana Bartonella
henselae [19]. M&zZe vzniknut po uskrabnuti alebo uhryznuti nakazenou mackou.
V mieste inokulacie sa objavi pustula do 1 cm a dochadza k regionalnej subakutne;j
lymfadenitide. Okrem celkovych priznakov méze byt ochorenie spojené aj s koznymi
prejavmi. V priamej diagnostike je vyznamna PCR z materialu primarnych |ézii alebo
bioptickych vzoriek uzlin. V nepriamej diagnostike dominuje sérologicky doékaz
pritomnosti IgG a IgM [18, 19].
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VIRUSOVA, MYKOTICKA A PARAZITARNA ETIOLOGIA

Z virusov, ktoré suvisia s EN, sa uvadzaju najma obalené DNA virusy — Epsteina-
Barrovej virus, cytomegalovirus, virus herpes simplex, virus hepatitidy B, ale aj
niektoré obalené jednoviaknové RNA virusy — virus hepatitidy C, virus HIV.
V urcitych geografickych oblastiach patria medzi pri€iny EN aj mykdzy. V suvislosti
s cestovanim do réznych exotickych krajin je potrebné brat do uvahy aj tuto
moznost. Ide najma o vyvolavatefov systémovych mykéz — Histoplasma,
Coccidioides, Cryptococcus, Blastomyces [1]. Ako pri¢ina EN sa uvadzaju aj
jednobunkové Crevné parazity giardie a entaméby prenasané fekalne-oralnou cestou
[5]. Giardia species sa vyskytuju celosvetovo, prevazne v oblastiach s nizkym
hygienickym Standardom. Entamoeba species su rozSirené v tropickych
a subtropickych oblastiach, rezervoarom je asymptomaticky clovek, lebo stolicou
vylucCuje odolné cysty [20].

Zaver

Ciefom prace bolo zamerat’ sa na infekéné pri€iny nodézneho erytému. Je potrebné
zdéraznit, Ze uspesnej lieCbe tohto ochorenia predchadza doékladna a narocna
diagnostika. Ta byva zlozita najma pri asymptomatickom alebo atypickom priebehu
infekcie. Nodozny erytém infekCnej etiolégie mava dobru prognoézu. V lieCbe sa
postupuje podla zistenej infekénej pri€iny cielene antimikrobialnymi liekmi, a to
dostatoCne dlhu dobu. V Case akutnych tazkosti, v Case tvorby novych uzlov a ich
bolestivosti je vhodny pokoj na 16zku. Aplikuje sa lokalna symptomaticka lieCba,
pripadne kombinovana podfa potreby s celkovou lieCbou. Déraz sa kladie aj na
zistenie a odstranenie pripadnych fokusov. Tie by po uzdraveni mohli viest k novym
recidivam. Neskér, po zvladnuti akutnych tazkosti a uzdraveni pacienta, je potrebné
individualne rieSit obmedzenie narocnejSej fyzickej zataze a Sportovych aktivit aj na
dihSie obdobie.

Praca bola podporena projektom KEGA 038UK-4/2019 a KEGA 032UK-4/2019
MSVVaS SR.
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Abstract

VEGF-C is the main prolymphangiogenic factor expressed during both prenatal and
postnatal lymphangiogenesis. This study is focused at the VEGF-C expression in
relation to the degree of inflammation within the chronic cutaneous lichen planus
lesions. VEGF-C expression was detected using the immunohistochemical analysis
with the antibody - Monoclonal Mouse Anti-Human Vascular Endothelial Growth
Factor—C. Quantification of VEGF-C expression (VEGF-C positive area) and
inflammatory cell infiltration (cell area of papillary dermis stained by Mayer's
hematoxylin) was determined in the standart hotspot areas of epidermis and papillary
dermis by using morphometric software. Results did not confirm significant
differences in VEGF-C expression (VEGF-C positive area) between the sample
groups with weak, mild and high degree of inflammation. Statistical analysis affirmed
weak positive correlation between the VEGF-C expression (VEGF-C positive area)
and inflammatory cell infiltration in papillary dermis (cell area of papillary dermis
stained by Mayer's hematoxylin) in chronic lesions of cutaneous lichen planus.

Keywords: VEGF-C, chronic inflammation, lichen ruber planus

Uvod

Ako prvé prolymfangiogénne faktory boli opisané dva vaskularne endotelové rastové
faktory: VEGF-C (vascular endothelial growth factor - C) a VEGF-D (vascular
endothelial growth factor — D) [1].

VEGF-C je syntetizovany ako preprotein, ktory sa aktivuje proteolyzou
v extracelularnom priestore. Jeho zreld forma ma 30% homologickych domén ako
izoforma VEGF-Aigs. VEGF-C je vyznamnym faktorom pri tumorigenéze a zapale,
pricom sa viaze na VEGFR-3 (vascular endothelial growth factor receptor 3)
a stimuluje proliferaciu a migraciu endotelovych buniek lymfatickych ciev. Je schopny
viazat sa aj cez VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor 2) a nasledne
stimuluje proliferaciu a migraciu endotelovych buniek krvnych ciev a su¢asne zvySuje
permeabilitu cievnej steny podobne ako VEGF-A. Jeho expresiu neovplyviuje
hypoxia, ako je to u VEGF- A, ale jeho zvySena expresia je odpovedou na zapal,
resp. produkciu zapalovych cytokinov [2]. Ci sa prejavi jeho proangiogénny alebo
prolymfangiogénny efekt =zavisi od stupfia proteolyzy jeho prekurzora
v extracelularnom priestore aod pomeru exprimovanych receptorov VEGFR-2
a VEGFR-3 [2,3]. Experimentalne S$tudie ukazali, Ze pre embryonainu
lymfangiogenézu je nevyhnutny iba VEGF-C. V postnatalnej lymfangiogenéze sa
zucastiuju oba, VEGF-C aj VEGF-D, avSak ovela vyznamnejSiu ulohu ma VEGF-C

[1].
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V naSej predchadzajucej studii sme potvrdili narast plochy krvnych aj lymfatickych
kapilar aaj zvySenu expresiu faktorov VEGF-A a VEGF-C v koznych l|éziach
psoriasis vulgaris a aj v koznych léziach lichen ruber planus v porovnani so zdravou
kozou [4].
V predkladanej praci sme sa zamerali na hodnotenie expresie VEGF-C v koznych
Iéziach lichen ruber planus s réznym stupfiom zapalu, priCom nasim ciefom je zistit' Ci
sa expresia VEGF — C meni v zavislosti od stupha zapalovej infiltracie v pars
papillaris dermis.
Material a metodika

Vzorky z koznych 1ézii (n=14) lichen ruber planus sme ziskali z archivu Ustavu
patologickej anatomie, pri€om jednou z podmienok bolo, aby lézie pochadzali
z oblasti truncus corporis. Kontrolné vzorky zdravej koze (n=10) boli odobraté
rovnako z oblasti truncus corporis z kadaverov bez kozného ochorenia v anamnéze.
Expresiu VEGF-C sme Studovali pouzitim imunohistochemickej analyzy (vid Obr. 1)
s pouzitim monoklonalnej protilatky - Monoclonal Mouse Anti-Human Vascular
Endothelial Growth Factor—-C Clone MMO0006-2E65 (Santa Cruz Biotechnology,
USA). Na vizualizaciu sme pouzili kit LSAB™+ / HRP (Labelled Streptavidin-Biotin
Complex / Horseradish Peroxidase, code No. K0679; DakoCytomation Denmark A/S)
a ako chromogén bol pouZzity diaminobenzidin. Olympus Evolt E-420 a mikroskop
Olympus BX41N sluzili na vytvorenie digitalneho obrazu, ktory sme nasledne
hodnotili pomocou morfometrického softvéru QuickPhoto Micro (Promicra, Praha,
Ceska republika). Hodnotili sme VEGF-C pozitivnu plochu, ktora bola definovana
ako percento plochy buniek detekovanych pomocou monoklonalnej protilatky
v Standartnej ploche epidermis a pars papillaris dermis. Zapalovu infiltraciu resp.
stupen zapalu v jednotlivych Iéziach sme hodnotili ako percento plochy infiltrujucich
buniek v pars papillaris dermis zafarbenych Mayerovym hematoxylinom v Standartnej
ploche pars papillaris dermis v sledovanych hotspot oblastiach [5-7].

e —— N

Obrazok 1 Vizualizacia VEGF-C v lézii lichen ruber planus pomocou imunohistochemickej metédy
s pouzitim Monoclonal Mouse Anti-Human Vascular Endothelial Growth Factor—-C Clone MMO0006-
2E65. Mierka 50um.
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Vysledky
Imunohistochemicka analyza ukazala, Ze VEGF-C v zdravej kozZi exprimovali
keratinocyty, najma keratinocyty v bazalnej vrstve epidermis, a fibroblasty v pars
papillaris dermis. Intenzita imunoreaktivity bola zvacSa slaba alebo mierna, iba
v patologickych vzorkach ojedinele silna.
VEGF-C expresia v chronickych koznych l|éziach lichen ruber planus vykazovala
signifikantne vysSie hodnoty oproti hodnotdm v kontrolnej zdravej kozi (p< 0,0001).
Pri vzajomnom porovnani expresie v patologickych |éziach s réznym stuprfiom
zapalovej infiltracie sme vsSak typicky narast s rastucim stuprfiom zapalovej aktivity
nepotvrdili a to ani v pars papillaris dermis ani v epidermis (vid Tab. 1).
Statisticka analyza potvrdila iba slabu pozitivnu av$ak Statisticky nevyznamnu
korelaciu medzi percentom infiltrujucich buniek a percentom plochy VEGF-C
exprimujucich buniek v epidermis a aj v dermis (r = 0,021 p = 0,943 v epidermis; r =
0,129 p = 0,660 v dermis).

Tabulka 1 Percentualne hodnoty VEGF-C pozitivnej plochy v chronickych 1éziach lichen ruber
planus v kozi. PPD — pars papillaris dermis.

Percentualna VEGF-C pozitivha plocha
vzhladom k Standartnej ploche

Epidermis PPD
Kontrolna zdrava koza 0,41+ 0,32 0,10 £ 0,07
T- test , hodnota p
Iézie lichen ruber planus vs < 0,0001 < 0,0001

kontrolna koza
Lézie lichen ruber planus

nizky stupen zapalu
infiltracia buniek v PPD 5,60 + 5,60 1,02 £ 0,89
menej ako 4%
mierny stupen zapalu

infiltracia buniek v PPD 8,14 + 3,20 1,52+0,43
4-8%
vysoky stupen zapalu
infiltracia buniek v PPD 6,24 + 5,08 1,37 £ 0,89
viac ako 8%
ANOVA test 0,721 0,670
hodnota p
Student nizky vs mierny 0,758 0,647
Neuman merny vs vysoky 0,510 0,737
Keuls nizky vs vysoky 0,876 0,534
test
hodnota p
Diskusia

Postnatalne je prolymfangiogénny faktor VEGF-C exprimovany najma v srdci,
tenkom Creve, placente, ovariu a Stitnej zfaze [2, 3]. Tvoria ho v8ak aj leukocyty,
fibroblasty a keratinocyty [8]. Jeho expresia je indukovana najma zapalovymi
cytokinmi [9].

Zaujimave zistenie priniesli vo svojej Studii Skobe a kol. [9], ked dokazali, Ze expresiu
VEGF-C v fudskych dermalnych endotelovych bunkach in vitro indukuje aj samotny
VEGF-A, rastovy faktor krvnych endotelovych buniek. Toto zistenie naznacuje
existenciu molekularneho crosslinku medzi angiogenézou a lymfangiogenézou [9].
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V klinickom obraze chronickych zapalovych dermat6z dominuje polymorfnost
prejavov, ktoré sa vyvijaju pomaly a dlho [10, 11]. Nie vSetky chronické zapalové
dermatézy maju Specificky histologicky obraz [12]. Ich spoloénym znakom je vSak
obraz chronického zapalu, v ktorom hra krvna a lymfatickd mikrocirkulacia koze
vyznamnu ulohu. V chronickom zapalovom procese su zjavné funkéné zmeny
a sucCasne sa objavuju aj morfologické zmeny ciev mikrocirkulacie a samozrejme
aj novotvorba ciev v zmysle angiogenézy a lymfangiogenézy [13, 14].

Je potvrdené, Ze lymfangiogenéza nasleduje angiogenézu v chronickych zapalovych
loziskach koznych lézii psoriasis vulgaris [15, 16], ale napriklad aj v procese hojenia
ran [9].

Nasa analyza potvrdila niekolkonasobne vysSiu expresiu VEGF-C v léziach lichen
ruber planus v epidermis a aj v dermis v porovnani so zdravou kozou. Hlavnym
cielom vSak bolo zistit & expresia stupa so zvySujucou sa zapalovou infiltraciou a tu
musime konStatovat, Ze naSe vysledky sice potvrdili pozitivhu korelaciu medzi
expresiou VEGF-C a zapalovou infiltraciou, avSak korelacny vztah bol iba velmi
slaby.
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Abstract

The vascular endothelial growth factor (VEGF) and its receptor (VEGFR) have major
roles in physiological but also in pathological vasculogenesis. VEGF belongs to the
PDGF supergene group characterized by 8 conserved cysteines and functions as a
homodimer structure. VEGF-A regulates angiogegenesis and vascular permeability
by activating 2 receptors, VEGFR-1 (Flt-1) and VEGFR-2 (KDR/FIK1 in mice). On the
other hand, VEGF-C/VEGF-D and their receptor, VEGFR-3 (Flt-4), mainly regulate
lymphangiogenesis. The VEGF family includes other interesting variants, one of
which is the virally encoded VEGF-E and another is specifically expressed in the
venom of the habu snake (Trimeresurus flavoviridis). VEGFRs are distantly related to
the PDGFR group; however, they are unique with respect to their structure and
signaling system [1].

Keywords: VEGF, VEGF receptor, vasculogenesis, angiogenesis,
lymphangiogenesis

Uvod

Vaskulogenéza, tvorba a zachovanie cievnych Struktar, je nevyhnutna pre
fyziologické funkcie tkaniv a je dblezita aj pre progresiu ochoreni, napriklad ako su
rakovina a zapal. Systémy ako VEGF-VEGFR, efrin-Eph receptory, angiopoetin-Tie a
systém Delta-Notch zohravaju délezité ulohy v procese angio- a lymfangiogenézy.
Vaskularne endotelové rastové faktory (VEGF) a receptory (VEGFR) reguluju ako
vaskulogenézu, vyvoj ciev z prekurzorovych buniek poCas skorej embryogenézy, tak
tvorbu ciev z uz existujucich ciev [1].

V zdravej fudskej kozi nepodlieha lymfaticka cirkulacia vyraznym zmenam. AvSak
experimentalne Studie na zvieracich modeloch ukazuju, Zze za istych patologickych
podmienok ako je napriklad zapaloveé alebo nadorové ochorenie koze je tento systém
schopny reagovat novotvorbou ciev, ktora je charakterizovana triadou na seba
nadvazujucich procesov: proliferacia endotelovych buniek, migracia a proteazova
aktivita [2]. NajvyznamnejSim impulzom pre lymfangiogenézu su cytokiny
uvolfiované pri zapale, tie nasledne indukuju tvorbu najvyznamnejSich
lymfangiogenézu stimulujucich faktorov VEGF-C a VEGF-D. Vazbou na VEGF-R2 a
VEGF-R3 receptor na endotelovych bunkach lymfatickych ciev iniciuju tieto faktory
sled krokov veducich k proliferacii a migracii tychto endotelovych buniek a nasledne k
novotvorbe ciev [3-5].

LYMFATICKY SYSTEM

Lymfaticky systém ma zasadny vyznam pre normale udrzZiavanie rovnovahy v
tkanivach. V priebehu dnfia 50% z celkového mnozstva proteinov unika z krvného
obehu a nereabsorbuje sa spat. Preto je vratenie tychto proteinom a makromolekul
do krvného obehu zasadnym pre udrZanie objemu plazmy a zabranenie zvySovania
tlaku v tkanivach. Okrem toho, désledné vstrebavanie prebytoCnej tekutiny z
intersticia zabezpec€uje adekvatnu vyzivu buniek. Lymfaticky systém je tiez zapojeny
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do reakcie organizmu na infekciu. Lymfatické cievy priamo transportuju antigén-
bunky do lymfatickych uzlin, su preto nevyhnutné pre rozvoj bunkovej imunity.
Hoci lymfatické cievy spravidla sprevadzaju krvné cievy, ich hustota nie je vzdy
paralelna s hustotou krvnych.

Lymfaticky systém na rozdiel od krvného, je otvoreny, jednosmerny tranzitny systém,
ktorého cievy obsahuju extravasalnu tekutinu nazyvanu lymfaticka tekutina, lymfa,
ktora sa sklada zintersticialnej tkanivovej tekutiny, makromolekul a buniek a je
bohata na proteiny a lymfocyty.

Lymfatické kapilary vykazuju v stavbe cievnej steny isté morfologické odliSnosti od
krvnych kapilar, neobsahuju pericyty a maju slabo vyvinutu alebo az chybajucu
bazalnu membranu. Lymfatické kapilary maju tiez vacsi a nepravidelnejSi lumen.
Charakteristickou Crtou su tzv. kotviace vlakna (fibrilinové filamenta), ktoré kotvia
endotelové bunky lymfatickych kapilar ku kolagénovym viaknam v dermis [3, 6].

V tkanivovych rezoch sa lymfatické cievy podobaju krvnym, ale su spravidla tenSie a
viac nepravidelné. V mnohych smeroch sa ale oba systémy na seba podobaju.
Lymfaticka mikrocirkulacia koze je tvorena podobne ako krvna, dvoma spletiami:
plexus lymphaticus subpapillaris et plexus lymphaticus reticularis. Vasa
lymphocapillaria zaCinaju svojimi slepymi koncami v dolnych Castiach dermalnych
papil a pokraCuju do povrchovej splete — plexus lymphaticus subpapillaris. Z nej
pokracuju lymfatické kolektory — vasa lymphatica do hlbokej — plexus lymphaticus
reticularis [6, 7].

Stena lymfatickych kapilar je tvorena tenkou endotelovou vystelkou, ktora je tenSia
ako v krvnych kapilarach, bazalna membrana chyba alebo je nekompletna a stena
kapilar nie je stabilizovana pericytmi. K vonkajsiemu povrchu endotelovych buniek su
pripojené mikrofilamenty fibrilinu tzv. kotviace fibrily, ktoré fixuju kapilaru k elastickym
a kolagénovym viaknam v dermis areaguju na zmeny v intersticiu. V pripade
zvySeneho tlaku v intersticiu, napriklad pri edéme, sa tahom kotviacich fibril kapilary
otvaraju, zvacsuju svoj lumen a zvacsuju sa aj Strbiny medzi endotelovymi bunkami,
¢im sa vyrazne zvySi permeabilita cievnej steny [6, 8-11]. Endotelové bunky
lymfatickych kapilar sa tvarom podobaju dubovému listu a nie su medzi sebou tak
pevne spojené ako v krvnych kapilarach. Vytvaraju ventilové spojenia [10] tzv.
Loutton like junctions® [9] alebo ,overlapping intercellular junctions® [6], ktoré su
jedine¢né a typické iba pre lymfatické kapilary. Vybezky susednych endotelovych
buniek lymfatickych kapilar sa vzajomne prekryvaju a funguju ako ventily.
ZjednoduSene: za kfudovych podmienok, ak je tlak v intersticiu nizky, ventily
zostavaju uzatvorene, vybezky endotelovych buniek sa prekryvaju. Ak vSak doéjde
k hromadeniu tekutiny v intersticiu a tlak sa zvySsi, tahom kotviacich fibril sa susedné
endotelové bunky od seba vzdialia, vybezky endotelovych buniek sa uz nebudu
prekryvat a ventil medzi susednymi bunkami sa otvori pre prestup tekutin, bielkovin a
buniek [6, 9, 10]. Vacsie cievy su obklopené svalovou vrstvou, ktora sa kontrahuje
v reakcii na vazoaktivne latky, ¢im napomaha transportu tekutiny, kedZe v lumene je
nizky intraluminalny tlak. Zaroven pulzacia artérii, nachadzajucich sa v okoli cievy a
kontrakcia kostrového svalstva stlaéa cievy, atym zvySuje ucinnost transportu
tekutin. Lymfatické cievy maju, podobne ako krvné, svoje vasa vasorum, ktora
poskytuje siet krvnych ciev pre vyZivu cievy.

VEGF

Vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF), tiez znamy ako faktor vaskularnej
permeability (VPF), bol pdvodne opisany ako mitogén Specificky pre endotelové
bunky. Je produkovany mnohymi bunkovymi typmi vratane nadorovych buniek,
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makrofagov, trombocytov, keratinocytov renalnych mesangialnych buniek. Aktivity
VEGF nie su obmedzené iba na cievny systém, ale ulohu hraju aj pri normalnych
fyziologickych funkciach, ako je tvorba kosti, hematopoéza, hojenie ran a vyvoj.
Skupina génov VEGF obsahuje najmenej 7 ¢lenov, vratane VEGF-E odvodeného z
virusového gendmu. Skupina génov VEGFR ma troch az Styroch ¢lenov v zavislosti
od druhu stavovca. VEGF-A a jeho receptory VEGFR-1 a VEGFR-2 hraju hlavné
ulohy vo fyziologickej, ako aj patologickej angiogenéze, vratane nadorovej
angiogenézy. VEGF-C / D a ich receptor VEGFR-3 m&Zu regulovat’ angiogenézu pri
v€asnej embryogenéze, ale vacSinou funguju ako kritické regulatory
lymfangiogenézy. VEGF je vysoko Specificky mitogén pre vaskularne endotelové
bunky. lzoformy sa liSia svojou molekulovou hmotnostou a biologickymi
vlastnostiami, ako je napriklad ich schopnost viazat sa na heparinsulfatove
proteoglykany bunkového povrchu. Expresia VEGF je zosilnena v désledku hypoxie.
VEGF indukuje proliferaciu endotelovych buniek, podporuje migraciu buniek a
inhibuje apoptézu. In vivo, indukuje angiogenézu a lymfangiogenézu. Ovplyviuje
permeabilitu ciev a hra délezitu ulohu pri regulacii vaskulogenézy. Deregulovana
expresia VEGF prispieva krozvoji nadorov a mnohych dalSich ochoreni
podporovanim novotvorby ciev v tychto patologickych léziach. Novotvorba ciev je
charakterizovana abnormalnou angiogenézou a lymfangiogenézou. V désledku toho,
inhibicia VEGF signalizacie rusi vyvoj patologickych stavov. R6zne formy VEGF sa
viazu na dva receptory tyrozinkinazy, VEGFR-1 a VEGFR-2, ktoré su exprimované
takmer vylucne v endotelovych bunkach.

VEGF-A koduje protein viazuci heparin, ktory existuje ako disulfidicky viazany
homodimér, viaze sa na VEGFR-1 a VEGFR-2 a aktivuje ho. Podporuje
angiogenézu, vaskularnu permeabilitu, migraciu buniek a génovu expresiu. Indukuje
proliferaciu a migraciu vaskularnych endotelovych buniek a je nevyhnutny pre
fyziologicku aj patologicku angiogenézu. NaruSenie tohto génu u mysi viedlo k
abnormalnej tvorbe embryonalnych krvnych ciev. Tento gén je neregulovany v
mnohych znamych nadoroch a jeho expresia koreluje so Stadiom nadoru a jeho
progresiou.

VEGF-B, na rozdiel od VEGF-A, hra v cievhom systéme menej vyraznu ulohu.Je
délezity pri udrziavani novovytvorenych krvnych ciev poCas patologickych stavov.
VEGF-B hra tiez dbleZitu ulohu pri ochrane niekolkych typoch neurénov, napriklad pri
ochrane neurdnov v sietnici a mozgovej kdre poCas cievnej mozgovej prihody a
motoneuronov pocCas ochoreni motorickych neurénov, ako je amyotroficka lateralna
skleroz.

VEGF-C, VEGF-D sa produkuju ako predCasné formy a Stiepia sa proteazami, v
oboch amino- a karboxylovych koncovych Castiach. Tieto molekuly vykazuju vySSiu
afinitu k VEGFR-3, ktora je exprimovana na lymfatickych endotelovych bunkach a
stimuluje receptor pre lymfangiogenézu. Okrem toho tieto proteiny maju slabu afinitu
k VEGFR-2, teda do urcitej miery aktivuju aj angiogenézu. VEGF-C je exprimovany
poCas embryogenézy, zatial ¢o VEGF-D je exprimovany po narodeni a v dospelosti

VEGF-E. VEGF-A je kfu€ovym regulatorom tvorby koznych krvnych ciev, ma aj ulohu
pocCas hojenia ran, zvySuje jej reepitelizaciu. VEGF-E indukuje proliferativne kozné
lézie, ktoré sa iniciuju v ranach a su charakterizované rozsiahlou tvorbou krvnych
ciev, epidermalnou hyperplaziou. Cievne zmeny pod léziou su do znaCnej miery
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spdsobené virusom exprimovanym VEGF-E. Studie na mysiach ukazali, ze VEGF-E
moéze indukovat epidermalne zmeny, ako su zmeny pozorované vo virusovej |ézii.
Injekcia VEGF-E do normalnej koze zvySila pocCet endotelovych buniek a krvnych
ciev v dermis a zvySené epidermalne zahustovanie a pocCet keratinocytov. Injekcia
VEGF-E do poranenej koZe, spdsobila zvySenie hrubky a plochy neoepidermy a
zosilnila reepitelizaciu rany [18].

Lymphagiogenesis

Pre regulaciu lymfangiogenézy su délezité predovsetkym dva vaskularne endotelové
faktory: VEGF-C a VEGF-D, viaZzuce sa na tyrozinkinazovy receptor VEGFR-3,
exprimovany na lymfatickych endotelovych bunkach. Pre vyvoj lymfatickych ciev
poCas embryonalneho obdobia je doblezity hlavne VEGF-C, na postnatalnej
lymfangiogenéze sa podielaju oba faktory, aj ked aj tu prevazuje VEGF-C [12].
VEGF-C je preprotein, ktory sa aktivuje proteolyzou v extracelularnom priestore. Je
vyznamnym faktorom lymfangiogenézy pocCas embryonalneho vyvoja, ale aj
postnatalne, vo fyziologickych aj patologickych podmienkach, najma pri
tumorigenéze a zapale, pricom sa viaze na VEGFR-3 a stimuluje proliferaciu
a migraciu endotelovych buniek lymfatickych ciev. Prejavenie sa lymfangiogénneho
efektu zavisi od stupna proteolyzy jeho prekurzora v extracelularnom priestore a od
pomeru exprimovanych receptorov VEGFR-2 aVEGFR-3. V dospelosti je
exprimovany v srdci, tenkom Creve, placente, ovariu a Stitnej zfaze. Tvoria ho aj
leukocyty, fibroblasty a keratinocyty. Jeho expresia je indukovana najma zapalovymi
cytokinmi [13, 14].

VEGF-D je znamy aj ako FIGF (c-fos-induced growth factor). Tak ako VEGF-C aj
tento faktor sa viaze na oba receptory VEGFR-2 a VEGFR-3 a predpoklada sa aj
rovnaky ucinok. Faktom vsak je, Ze jeho biologické spravanie je zatial ovela menej
preskumané [13, 14].

VEGF-A je dalSim vaskularnym endotelovym faktorom, ktory stimuluje
lymfangiogenézu vazbou na VEGFR-2, ale jeho vplyv v porovnani predchadzajucimi
faktormi je velmi slaby. Oslabenie jeho vplyvu spdsobuje signalna cesta Notch [14].
Nagy a kol. [4] vo svojej studii tvrdi, Ze lymfatické cievy indukované prostrednictvom
VEGF- A, ktoré vznikaju v oblasti chronického zapalu su funk&ne aj morfologicky
abnormalne, maju S8iroky lumen, nefunkéné chlopne a prietok lymfy v nich je
spomaleny [4].

Medzi stimulatory lymfangiogenézy patria aj iné faktory. Napriklad angiopoetiny,
FGF, PDGF, hepatocytovy rastovy faktor a endotelin - 1 [12]. Angiopoetin - 1
indukuje fosforylaciu TIE-2 receptora, receptora, ktory viaZze angiopoetin, na
lymfatickych endotelovych bunkach, a tym podporuje rast novych lymfatickych ciev
[16]. Angiopoetin — 2 indukuje lymfangiogenézu v okrajoch hojacich sa ran [17]. FGF
(fibroblast growth factor) indukuje proliferaciu lymfatickych endotelovych buniek, ich
migraciu a prezivanie, avSak doteraz nie je jasné akym mechanizmom pdsobi in vivo.
In vitro Studie dokazali priamy vplyv FGF-2 na FGFR-1 na endotelovych bunkach ale
aj nepriamy vplyv stimulaciou produkcie VEGF-C [15]. Ako inhibitory
lymfangiogenézy su v su€asnosti zname aj TGF—f, IFN—y (interferon- y) a endostatin
[12, 15].

Zaver
KedZe v dostupnej literature je iba malo Studii zaoberajucich sa Studiom plexus
lymphaticus v kozi a lymfangiogenézou =za fyziologickych podmienok, ale aj
v patologickych léziach koze a navysSe ich vysledky su réznorodé, je velmi ddlezité
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venovat’ pozornost’ tejto problematike, o mdze prispiet k rozSireniu poznatkov v tejto
oblasti, a tym prispiet k lieCbe réznych patologickych stavov a ochoreni.
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Abstract

Thymus is a central organ of the immune system and plays a pivotal role in support
and regulation of cell-mediated defence mechanisms protecting organism against the
impairment of internal homeostasis and integrity. Thymus consists of two distinct
compartments, cortex and medulla. The fundamental structural unit of the thymic
microenvironment network is a thymic epithelial reticular cell (TEC). These TECs in
interaction with other fixed and wandering cells maintain the ideal niche for T
lymphocytes maturation. Disrupted embryological development of the thymus
primordia in association with the congenital heart defects, may negatively affect the
physiological immune mechanisms and subsequently result in the various
immunodeficient states. The objective of this study was to analyse thymic
microarchitecture in patients with congenital heart defects. Study was performed on
archived formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue blocks from 48 children
patients suffering from heterogeneous congenital heart malformations. Tissue was
sectioned and pre-processed for conventional histology (hematoxylin eosin),
immunohistochemical (cytokeratins AE1/AE3, HMW cytokeratins). The widest range
of morphological diversity was detected in reduction of functional cytoreticulum,
accompanied with the foamy macrophages and enlarged Hassall’s corpuscles. Our
findings indicate that normal structural pattern of thymus is altered in diagnoses as
tetralogy of Fallot (TOF), ventricular septal defect (VSD) and transposition of the
great arteries (TGA). We propose that the detailed analysis of thymic
histomorphology could critically contribute to unveil the pathophysiology of diseases
associated with disrupted adaptive immune mechanisms.

Keywords: thymus, thymic epithelial reticular cells, congenital heart disease

Uvod
Tymus predstavuje Specifické bunkové mikroprostredie pre r6zne Stadia vyvijajucich
sa T lymfocytov, ktoré sa zu&astnuju obrannej reakcie vo&i cudzorodym antigénom,
no zaroven zabezpecuju imunologicku toleranciu voci telu vlastnym antigénom.
Vzajomna interkacia medzi zrejucimi tymocytmi a ne-lymfocytovymi bunkovymi
populaciami je nevyhnutna z pohladu zachovania Specificity a stability cytoretikula
tymusu. Postnatalne tymus podlieha vekom-podmienenym zmenam vyustujucim do
gradujucej regresie vo velkosti a su€asne v aktivnom exporte zrelych T lymfocytov
[1-3]. Popri fyzologickej involucii, ktora spravidla nastupuje v adolescentnom veku
jedinca, mdze tymus menit svoju normalnu architektiru vplyvom heterogénnych
negativnych faktorov, napr. podvyziva, horucka, exogénne steroidy, radiacia a
infekcie [4, 5]. Hypoxia, recidivujuce infekty dychacich ciest, rastova retardacia
a plucna hypertenzia su vyrazné stresové faktory u pacientov s vrodenymi chybami
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srdca (CHD - Congenital Heart Disease) [6]. Pacientom, ktorych diagnéza si
vyzaduje nevyhnutnu chirurgicka korekcia vrodenej chyby srdca, je spravidla
peroperatne vykonavana Ciasto¢na alebo uplna tymektomia. CHD predstavuju
heterogénne Strukturalne abnormality srdca postihujuce srdcové priehradky, chlopne
a vytokovu oblast’ srdca. Nezriedka su asociované s rozvojom poruch imunitného
systému. Komplikacie v podobe oneskorenych imunitnych odpovedi mézu pramenit
zo spolo¢nych prvkov v embryogenéze tymusu a srdca [7, 8]. Bunky neuralnej liSty,
ktoré zohravaju klfu€ovu ulohu v normogenéze srdca, migruju cez treti a Stvrty
faryngovy obluk do novovznikajuceho aortopulmonalneho septa [9]. Narusena
migracna draha neuroektodermovych buniek cez faryngovu oblast embrya méze
vyustit do vzniku vrodenych chyb derivatov prislusnych faryngovych oblukov —
tymus, pristitne telieska a Stitna Zlaza [10]. V predloZenej praci sa autori zamerali na
histomorfologické a imunohistochemické hodnotenie tkaniva tymusu u detskych
pacientov s vrodenymi chybami srdca.

Material a metody

V praci autori spracovali 48 vo formaline fixovanych a v parafine zaliatych archivnych
vzoriek tymusu z diagnosticky uzavretych pripadov pacientov s vrodenymi chybami
srdca. Priemerny vek pacientov bol 1,17 + 2,47 roka. Vzhladom Kk etiopatogenéze
jednotlivych CHD boli pacienti rozdeleni do dvoch skupin - konotrunkalnych
malformacii (KM) (n=34; geneticky podmienenych naruSenou migraciou buniek
kardiogénnej neuralnej listy) a Strukturalnych malformacii (SM) (n=14; bez priameho
vplyvu naruSenej migracie pluripotetnych buniek neuroektodermového pévodu).
NavySe, pacienti boli podla veku zaradeni do troch skupin s odstupom Siestich
mesiacov, s cielom vyhodnotit zavislost pozorovanych histomorfologickych zmien
v suvislosti s narastajucim vekom pacientov, resp. pretrvavajucou dobou pbsobenia
negativnych faktorov na iniciaciu stresom-podmienenej involucie. Zakladné
histomorfologické parametre boli hodnotené pomocou Standardného farbenia
hematoxylin a eozin. Histotopograficka distribucia nelymfocytovych retikularnych
epitelialnych buniek tymusu bola hodnotena s pouzitim imunohistochemického
farbenia (protilatka proti cytokeratinom AE1/AE3, HMW — Dako, Dansko). Vzorky boli
semikvantitativne hodnotené vo svetelnom mikroskope Olympus BX41
a mikrofotografie zachytené pomocou Olympus E-420. Percentualna hodnota
pozitivnej AE1/AE3 a HMW imunoreakcie bola zaznamenané v rozpati menej ako 10
%, 11 % az 50 %, viac ako 50 %. Statisticka analyza prebehla pomocou GraphPad
InStat (x*-test). Hodnota p<0,05 bola hodnotena ako $tatisticky vyznamna.

Vysledky
Normalna Struktura tymusu s typickou diferenciaciu na periférne lokalizovanu koru
a centralne ulozenu drefl vykazovalo 33,33 % vzoriek (n=16) zo vSetkych
hodnotenych pripadov. Medzi naj¢astejSie a najmarkantnejSie histomorfologické
zmeny v cytoarchitektonike tymusu patrili: vyrazny pokles kortikalnej celularity, ktory
bol vyrazne asociovany s celkovym kortikalnym zuZenim, no zaroven rozSirenim
vazivovej septacie, vymiznutie kortikomedularneho rozhrania, pritomnost’ penovych
makrofagov s typickou manifestaciou — obrazom tzv. hviezdnej oblohy. Mimoriadne
heterogénny charakter vykazovali drefiové Hassallove telieska (HT), ktorych
morfologicka variabilita prechadzala od normalnej Struktury, cez zvacsSené az po
cystické HT (Obr. 1). NavySe, Strukturalne zmeny HT vykazovali Statisticky
signifikatny vztah prave svekom pacientov, resp. s pretrvavajucim vplyvom
réznorodych stresovych faktorov, napr. hypoxiou pri cyanotickych chybach srdca
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(transpozicia velkych ciev, Fallotova tetralégia) (Tab. 1). Subcelularna lokalizacia
cytokeratinov AE1/AE3 a HMW vykazovala cytoplazmaticku pozitivitu. Kazda
imunopozitivna bunka bola hodnotena ako pozitivna bez ohladu na intenzitu
imunoreakcie. Vyrazna pozitivita cytokeratinov bola exprimovana v subkapsularnej
zéne avoblasti Hassallovych teliesok drene. Na druhej strane, kortikalna
imunohistochemicka cytokeratinov pozitivita mala difuzny charakter. Napriek tomu,
Ze vysledky preukazali zna¢nu variabilitu v percentualnom vyskyte AE1/AE3 a HMW
exprimujucich buniek vo vzorkach zo skupiny konotrunkalnych malformacii srdca,
Statisticky sa nepotvrdila Ziadna korelacia medzi expresiou cytokeratinov a typom
vrodenych chyb srdca €i vekom pacientov.

Tabulka 1 Hodnotenie Strukturalnych zmien Hassallovych teliesok drene v asociacii s vekom
pacientov s vrodenymi chybami srdca.

ﬁt{”kt“ra Normalna Zvacsena Cysticka
Vek & & &
pacientov Spolu KM SM Spolu KM SM Spolu KM SM

n=48 % n=34% n=14 % n=48 % n=34 % n=14 % n=48 % n=34 % n=14 %
=6 . 10 20.83 5 1471 5 35. 11 229210 2941 1 7.14 8 16.675 14.71 3 214
mesiacov 71 3
6—12
Y 5 10.42 5 1471 0O 0 1 208 1 294 0 0 2 4.17 2 588 0 0
2 12 1 2080 o 1 1 2080 0 1 714 9 18756 17653  °+4
mesiacov 4 3
P Vsetky pripady - p=8.549E-03**  Konotrunkalne defekty p=1.946E-03**  Strukturalne defekty p=0.436

Obrazok 1 Histomorfologické parametre hodnotené v tkanive tymusu u pacientov s CHD. A. Pokles
kortikalnej celularity v asociacii so stieranim kortikomedularneho rozhrania a dilatovanymi vazivovymi
priehradkami (vek pacienta (VP) 3 mesiace, dg. transpozicia velkych ciev (TGA)), B. obraz tzv.
hviezdnej oblohy (VP 8 mesiacov, dg. pulmondlna stendza), C. stresom-podmienend involucia —
predominancia tukového tkaniva (VP 5 dni, dg. TGA), D. variabilita vo velkosti a Strukture
Hassallovych teliesok drene (VP 2 mesiace, dg. syndrom hypoplastického lavého srdca), E. evidentny
pokles v poéte aviak prominentny narast vo velkosti HT s centralnym amorfnym debris (VP 4 roky, dg.
defekt komorového septa (VSD)), F. Hassallove teliesko so zriedkavym nalezom inkorporovanych
lymfocytov v jeho Strukture (VP 4 roky, dg. VSD).

Diskusia a zaver
PredloZzena praca sumarizuje morfologické zmeny v tymuse s €astym vyskytom u
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pacientov s vrodenymi chybami srdca. Ceyran a kol. [11] popisal identické
histomorfologické zmeny v tkanive tymusu pacientov s CHD - pokles bunkovej
hustoty v kortikalnej  oblasti, zaniknutie definovanej kortikomedularnej hranice
s prominujucim podielom T lymfocytov v dreni a pritomnostou tzv. obrazu hviezdnej
oblohy. Dalsi autori [3, 12] pripisuju vyskyt tychto histomorfologickych odchylok strate
T lymfocytov, zvySenej miere de-novo angiogenézy a rozSireniu perivaskularnych
priestorov v dosledku nedostatoéného zasobovania tkaniva kyslikom, ¢o negativne
ovplyvnuje proces bunkoveho rastu a prezivania lokalnych buniek. Nase vysledky
naznacuju, Zze hypoxia méze vystupovat ako agent provokatér a iniciovat tak nastup
predCasnej involucie u detskych pacientov s CHD. Morfologické zmeny sme
pozorovali najma u pacientov s perzistujucou hypoxiou (transpozicia velkych ciev,
Fallotova tetraldgia). Tieto nalezy su Casto asociované s funkénou poruchou tymusu
udeti svrodenymi chybami srdca, konkrétne s negativnym dopadom na
diferenciaény proces T Ilymfocytov [3, 13]. Histopatologicka transformacia
Hassallovych teliesok v hodnotenom subore indikuje prebiehajuce degenerativne
procesy. Pritomnost cystickych Hassallovych teliesok dominovala v skupine
pacientov s dg. Fallotova tetraldgia, transpozicia velkych ciev a defekt komorovej
priehradky. Strukturalne fluktuacie Hassallovych teliesok su typické pre stresom-
podmienenu involuciu. Popisana variabilita vo velkosti, polte a Strukture HT
vykazovala Statisticky signifikantny vztah s progredujucim vekom pacientov, resp.
skor svedCi o perzistujucich nepriaznivych hypoxickych podmienkach v tymuse [11],
kedZze 77,08 % (n=37) detskych pacientov bolo mladSich ako jeden rok.
Pretrvavajuce stresom-podmienené perinvoluéné zmeny mézu u tychto pacientov
vyprovokovat predCasné starnutie imunitného systému [14]. Diverzitu mikroprostredia
tymusu u pacientov s vrodenymi chybami srdca (najméa TGA a VSD) vykazovali
nielen morfologické ale aj fenotypické prvky. Poklesu AE1/AE3 a HMW expresie
markerov retikularnych epitelovych buniek tymusu je vo vedeckych pracach [15, 16]
pripisovana klu¢ova rola v patogenéze autoimunitnych a imunodeficientnych stavov
u pacientov s vrodenymi chybami srdca. Autori prinaSaju komplexnu analyzu
histomorfologickych odchylok vo formovani Specifického mikroprostredia tymusu
u deti s vrodenymi chybami srdca. Vysledky naznacuju, Ze Strukturalna remodelacia
tymusu méze byt zavisla od doby persistujuceho pbésobenia negativnych faktorov,
napr. hypoxie, s potencialnym rizikom dopadu na proces diferenciacie, zrenia a
exportu vyvijajucich sa T lymfocytov.
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Abstract

Difficulty swallowing after anterior cervical discectomy (ACD) is a common
complication. Pathophysiology of postoperative dysphagia is unclear, and the
treatment of persistent dysphagia is problematic. Published incidence of dysphagia
after ACD is in the range of 0 - 89 %. Factors that are usually associated with
increased risk of postoperative dysphagia include: multiple level surgery, female
gender, long surgery duration and age over 60 years. It is possible to quantify
dysphagia after ACD with subjective patient evaluation using Bazaz-You dysphagia
score and objectify it using videofluoroscopy and fibroscopy. Prevention of
postoperative dysphagia includes: consideration of surgical techniques, elimination of
the hematoma incidence in the surgical wound, using implants with low or zero profile
and intraoperative control of the endotracheal tube cuff pressure.

Keywords: anterior cervical discectomy, dysphagia, risk factors, prevention

Uvod

Degenerativne ochorenie krénej chrbtice predstavuje najCastejSiu priCinu postihnutia
krénej miechy a miechovych korefiov. Chirurgicka lieCba degenerativneho ochorenia
krcnej chrbtice prichadza do udvahy po vyCerpani vSetkych terapeutickych
konzervativnych modalit. U pacientov srozvojom zanikovej radikularnej
symptomatologie alebo myelopatie predstavuje metédu volby. Podobne, ako u inych
operacnych vykonov, aj pri prednej krénej diskektomii (ACD) sa mézu vyskytnat
peroperacné a pooperacné komplikacie. Dysfagia po ACD je dobre znamou
komplikaciou, jej patofyziolégia je vSak nejasna a lie€ba perzistujucich poruch
prehitania problematicka.

Patofyzioldgia dysfagie po prednej krénej diskektomii

Prehitanie sa deli do troch neuroanatomickych faz. Oréalna f4za za&ina vstupom jedla
do ustnej dutiny, kde je rozdrobené pomocou zuvacich svalov a jazyka. Svalstvo
jazyka, ktoré inervuje hypoglossalny nerv, manipuluje s bolusom jedla. Komplexna
koordinacia makkého podnebia, pohybov jazyka, slinnych Zliaz a Zuvacieho svalstva
vratane vedenia informacii z chemo- a mechanoreceptorov v ustach je zabezpecena
facialnym, glossofaryngealnym a hypoglossalnym nervom. Faryngealnu fazu
charakterizuje uz mimovélova koordinacia svalovej kontrakcie, ktora posuva bolus
jedla. Kritickym aspektom tejto fazy je elevacia laryngu a inverzia epiglottis, ktora
zabranuje vniknutiu jedla do dychacich ciest a kontrakcia mm. constrictores
pharyngis. Inervaciu faryngealnej fazy prehitania zabezpe&uju n. laryngeus superior
an. laryngeus recurrens. Ezofagealna faza zacina pasazou bolusu jedla cez horny
ezofagealny sfinkter a konéi pasazou cez dolny ezofagealny sfinkter. Tato faza je
kompletne mimovélova a realizovanad koordinovanou peristaltikou ezofagealnej
muskulatary. Koordinaciu tejto fazy zabezpecCuje autonémna d&innost plexus
myentericus Auerbachi, ktory je pod kontrolou vagového nervu. Glossofaryngealny
a hypoglossalny nerv mézu byt poskodené pri pristupe v segmente C3 a vyssie, n.
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laryngeus superior pri pristupe k intervertebralnemu disku C3-4 an. laryngeus
recurrens pri pristupe v segmente C6 a nizSie. Nervus vagus, prirodzene chraneny
v karotickom puzdre, méze byt posSkodeny excesivnhou retrakciou v celej oblasti
subaxialnej krénej chrbtice [1].

Tabulka 1 Incidencia dysfagie po prednej krénej diskektomii.

Autori Studia Podget M 6T 3M 6M 12M  24M > 24M
pacientov

Stewart et al. (1995) R 73 45% 12%

Frempong-Bodau et al. P 23 67%

(2002)

Bazaz et al. (2002) P 249 50% 32% 18% 13%

Riley et al. (2005) R 454 30% 22% 21%

Yue et al. (2005) R 74 35%

Scholz et al. (2011) P 30 8% 3%

Kalb et al. (2012) P 249 89% 30% 7% 0

Wu et al. (2017) R 358 6% 3%

Opsenak et al. (2019) P 73 53% 33% 19% 22%

(R — retrospektivna $tudia, P — prospektivna $tadia, M — mesiac, T — tyzder)

Rizikové faktory, incidencia a prevencia

Mnohé $tudie referuju pritomnost poruchy prehitania uz pred ACD [2-5]. Frempong-
Bodau a kol. [5] referuju u 66 % pacientov s myelopatiou predoperacné abnormality
prehitania, ktoré boli verifikované pomocou pasaze baria. Predpokladali preto, ze
pri¢inou prehitania u tychto pacientov je porucha lokalnych reflexnych mechanizmov
na pregangliovej - sympatickej urovni v désledku kompresie miechy [5].

V publikaciach sa skumaju rézne rizikové faktory v suvislosti s dysfagiou po ACD. Ich
vysledky sa vSak liSia a nemozno ich povazovat za jednoznacne smerodajné. Medzi
faktory, ktoré su vacsinou spajané so zvySenym rizikom pooperacnej dysfagie patria
poCet operovanych segmentov, Zzenské pohlavie, dlhy operacny Cas a vek nad 60
rokov. Faktory, u ktorych prevazne nebol zaznamenany suvis s pooperacnou
dysfagiou su bolesti hlavy, typ incizie, velkost prednych osteofytov, pseudoartroza,
zanorenie implantatu, uvolnenie alebo rozlomenie implantatu, intubacia, zavaznost
myelopatie, retrakcia ezofagu, osteoartritida, uzivanie alkoholu a obezita [1].
Publikovana incidencia dysfagie po ACD koliSe v rozmedzi 0 - 89 % (Tab. 1) a klesa
S narastajucim odstupom od vlastného operacného vykonu [3, 5, 6, 8, 11, 17-20].
Bazaz akol. [6] prospektivne analyzovali 249 pacientov po ACD a
krénej somatektomii a pooperacne hodnotili zavaznost dysfagie pomocou
vlastného skorovacieho systému (Bazaz-Yoo dysphagia score), ktory je uvedeny
v Tab. 2. Zenské pohlavie bolo rizikovym faktorom $est mesiacov po operacii.
Multisegmentovy operacny vykon bol rizikovym faktorom jeden mesiac po operacii,
ale vobdobi Sest mesiacov pooperacne uz v porovnani s monosegmentovymi
vykonmi nebol rozdiel Statisticky vyznamny. Vek, primarny versus revizny vykon,
somatektomia versus diskektomia a pouzité inStrumentarium neboli rizikovymi
faktormi v celom obdobi sledovania [6]. Smith-Hammond a kol. [7] sledovali
v trojro¢nej prospektivnej studii incidenciu dysfagie pre prednych krénych vykonoch.
V kontrolnych skupinach sledovali tiez pacientov po zadnych vykonoch na krénej
a driekovej chrbtici. Dysfagia bola zistovana pred- a pooperaCne cestou
subjektivnych otadzok a verifikovana videofluoroskopicky alebo endoskopicky
fibroskopom. Incidencia dysfagie u pacientov po prednom krénom pristupe bola 50
%, pricom u70 % tychto pacientov regredovala v priebehu dvoch mesiacov.
Zaujimavé bolo zistenie, ze az 20 % pacientov po vykonoch na krénej chrbtici
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zadnym pristupom malo poruchy prehitania [7]. Stadia publikovana autormi Yue
a kol. [8] potvrdzuje, Ze pooperacna dysfagia mdze pretrvavat aj dlhSie ako 12
mesiacov. Autori sledovali 74 pacientov priemerne 7 rokov po prednych vykonoch na
krénej chrbtici. Celkova incidencia dysfagie bola 35 %, pricom v 16,2 % pripadov bola
stredne tazkého aujedného pacienta tazkého stupna podla Bazaz-You
dysfagického skore [8].

Tabulka 2 Bazaz-Yoo dysfagické skére (upravené podfa [6]).
Bazaz-Yoo dysfagické  Charakteristika stupfia portch prehitania subjektivne hodnoteného

skore pacientom
ziadna bez problémov s prehitanim
mierna sporadické problémy s prehitanim
stredne t'azka problémy s prehitanim v suvislosti s uréitou stravou
tazka &asté problémy s prehitanim pri va&sine druhov stravy

Medzi preventivnhe opatrenia redukujuce vyskyt pooperacnej dysfagie patria Setrna
operacna technika, désledna hemostaza poc€as operacného vykonu a aplikacia drénu
na konci operaéného vykonu pre eliminaciu hematému. Dalsie Studie skumali
Specifické moznosti prevencie pooperacnej dysfagie. Lee a kol. [9] 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 vysvetfuju uvedené zistenie hladSim povrchom a nizSim profilom
krénej dlahy Zephir [9]. Fogel a kol. [10] referuju v retrospektivnej analyze 44
pacientov s perzistujicou poruchou prehitania po implantacii konvenénej dlahy
regresiu dysfagie po jej odstraneni v 55 % pripadov. Peroperaéne nachadzali autori
rozsiahle adhézie medzi pazerakom a dlahou, pripadne prevertebralnou fasciou [10].
Uvedené Studie predikuju nizSiu incidenciu pooperaCnej dysfagie pri pouziti
implantatov s nulovym profilom [11]. Viaceré Studie vSak tento logicky predpoklad
nepotvrdili [2-4]. Zastupcom tychto implantatov su klietky s integrovanou dlahou
v tele implantatu (napr. Zero Profile a Zero Profile VA, DePuy Synthes, Svajgiarsko),
ktoré by mali eliminovat nevyhody konvencnej dlahy a zachovat jej prednosti [4, 11,
12]. Pedram a kol. [13] potvrdili, Ze podanie kortikoidu neredukuje incidenciu dysfagie
po ACD. Dysfagiu po ACD redukuje aj desuflacia ainsuflacia manzety
endotrachealnej kanyly, udrZziavanie tlaku v nej do 20 mmHg poc€as vykonu
a minimalizacia retrakéného Casu [14-16] .

Zaver

Incidencia dysfagie v€asnom obdobi po ACD sa pohybuje na urovni okolo 50 %.
U vacsiny pacientov dochadza do Siestich mesiacov pooperacne k uprave, pricom 12
mesiacov pooperacne je incidencia porGch prehitania uz len okolo 10 %. Medzi
faktory, ktoré su spajané so zvySenym rizikom pooperacnej dysfagie patria pocet
operovanych segmentov, preexistujuca porucha prehitania, Zenské pohlavie, dlhy
operacny Cas a vek nad 60 rokov. K preventivnym opatreniam patria Setrna operacna
technika, dosledna hemostaza, redukcia retrakéného C€asu a udrzZiavanie nizkeho
tlaku v manzete endotrachealnej kanyly.
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Abstract
Intervertebral cage subsidence into adjacent vertebral bodies may provoke
a significant segmental kyphotisation and represents a risk factor for an adjacent
segment degeneration and for unfavouralble clinical results of the surgical treatment.
There are various risk factors for the cage subsidence with their significance being
unclear.

Keywords: cage subsidence, anterior cervical discectomy, risk factors

Uvod

Zanorenie nahrady intervertebralneho disku predstavuje jej preniknutie do spongiozy
prifahlych stavcovych tiel s naslednym poklesom vysky medzistavcového priestoru
(Obr. 1). Strata operacne ziskanej distrakcie moézZe viest az Kk restendze
neuroforamin, a tym k recidive radikularnej symptomatologie [1]. Zanorenie nahrady
po prednej krénej diskektomii (ACD) sa vyskytuje najCastejSie vo ventralnej Casti
intervertebralneho priestoru, ¢im podmienuje segmentovu kyfotizaciu. Kyfotizacia
pohybového segmentu je povazovana za vyznamny rizikovy faktor degeneracie
prifahlych segmentov [2, 3].

Obrazok 1 Zanorenie ukotvenej klietky ROI-C™ v segmente C6/7.

Incidencia, prevencia a rizikové faktory

Incidencia zanorenia intersomatickych klietok vyrobenych z ré6znych materialov po
ACD sa udava v Sirokom rozpati 0-62 % [4-6]. Bartels a kol. [4] referuju incidenciu
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zanorenia klietky bez istenia dlahou na urovni 29,2 %. Wu a kol. [6] dokonca udavaju
incidenciu zanorenia klietky az na urovni 62.5 %. Dhir a kol. [5] referuju zanorenie
ukotvenej klietky Zero Profile® vo vsetkych pripadoch implantacie, signifikantné
zanorenie do prilahlého tela stavca viac ako 3 mm malo incidenciu 2 %.

Chen akol. [7] referuju vy$Siu incidenciu zanorenia titanovej klietky v porovnani
s klietkou z polyéteréterketonu (PEEK). Klietka ukotvena pomocou distrakéne
zavedenych skrutiek ma predpoklad vySSej incidencie zanorenia v porovnani
s klietkami istenymi konvencnou dlahou [5, 8, 9]. Lee akol. [9] udavaju vySSiu
incidenciu zanorenia klietky s integrovanou dlahou Zero Profile® v porovnani
s klietkou istenou konvencnou krénou dlahou. Napriek tomu klietky s integrovanou
dlahou a nulovym profilom maju svoje nesporné vyhody [8, 10-12]. Studie udavaju
nesignifikantny vplyv zanorenia intersomatickej klietky na efekt operacnej lieCby [2,
6].

Oslabenie mechanickej odolnosti tiel prifahlych stavcov v désledku osteoporozy je
povazovana za vyznamny rizikovy faktor zanorenia implantatu [13]. Rovnako
rozsiahle peroperacné opracovanie krycej plochy prifahlych tiel stavcov a extenzivna
resekcia ventralnych osteofytov patria medzi rizikové faktory zanorenia implantatu [2,
14]. Nagaraja a kolektiv v biomechanickej studii na kadaveroch zistili, Ze opracovanie
krycej plochy vedie k jej stenCeniu priemerne o 20 % [14]. Barsa a Suchomel [2]
referuju zanorenie neistenej klietky v takmer 90 % pripadov do distalneho prifahlého
stavca. Biomechanicka stabilita ukotvenych klietok je limitovana v anteflexii a
retroflexii v porovnani s klietkami istenymi konvenénou dlahou [15]. Prave
pooperacné segmentové mikropohyby su povaZzované za jednu z pri€in zanorenia [2,
16]. Rozsah peroperacnej distrakcie je povazovany za vyznamny rizikovy faktor
zanorenia implantatu [17]. Zanorenie intersomatickej klietky vo ventralnej Casti
intervertebralneho priestoru vedie ku segmentovej kyfotizacii, ktora je rizikovym
faktorom degeneracie prifahlého segmentu [18]. Medzi preventivhe opatrenia
zanorenia klietky patria aj ventralna pozicia implantatu v intervertebralnom priestore
a implantacia klietky s dostato¢ne velkou kontaktnou plochou ku krycim plocham
prifahlych stavcovych tiel [2]. Individualizované cervikalne implantaty vyrobené
technolégiou 3-D tlace slubuju zniZenie rizika zanorenia vzhladom k tomu, Ze presne
kopiruju velkost a kongruenciu krycich ploch tiel prifahlych stavcov [19].

Zaver

Za rizikové faktory zanorenia nahrady su povazované osteoporéza, rozsah
peroperacnej segmentovej distrakcie, poloha implantatu v intervertebralnom
priestore, velkost kontaktnej plochy implantatu ku krycim plocham tiel prifahlych
stavcov, rozsah peroperacného opracovania krycich pléch tiel stavcov, excesivna
resekcia ventralnych osteofytov, istenie nahrady dlahou ako aj material pouzity na
vyrobu nahrady. Zanorenie intersomatickej klietky vedie ku segmentovej kyfotizacii,
ktora je rizikovym faktorom degeneracie prilahlého segmentu.
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Abstract

Exclusive breast-feeding during the first months after birth is associated with lower
asthma rates during childhood. The effect, caused by immunomodulatory qualities of
breast milk, avoidance of allergens, or a combination of these and other factors,
strenghtens the advantage of breast-feeding, especially if a family history of atopy is
present [1]. Recent researches support relation between the duration of breast-
feeding and occurence the allergy relative to the mode of delivery. The aim of this
study was to evaluate the state of health of children after ten years. Autors follow up
216 children during two years ten years ago (2017-2018).The group of children,
according the sex, and duration of breastfeeding, in the subgroups were separated.
The children were born spontaneusly (84 %) and with caesarean section (16 %). We
decided to perform the retrospective examination after ten years. We obtained the
reading about the state of health of 74 children -39 boys and 35 girls and we
evaluated relative to the sex, mode of delivery and duration of breastfeeding. The
conclusions our report do not confirm the relation between the mode of delivery and
the appearance of allergy, however they confirm the influence of duration of breast-
feeding.

Keywords: breastf-feeding, atopy, rhinitis, asthma

Uvod
Alergie patria u deti medzi chronické ochorenia [2]. PoCas prenatalneho vyvinu
a v skorom perinatdlnom obdobi pbsobi komplex enviromentalnych faktorov
najvyraznejSie. Exkluzivne dojCenie, v priebehu prvych mesiacov po narodeni, mdze
ovplyvnit vyskyt alergii a suvisi s nizS§im vyskytom astmy pocas detstva. Tento efekt
je spésobeny imunomodulacnou aktivitou materského mlieka, s absenciou alergénov.
DojCenie je velkou vyhodou, Specialne v rodinach, s dedi¢nou atopiou [4].

Material a metody
PocCas rokov 2007a 2008 autori sledovali telesny vyvin 216 deti, od narodenia, do
veku jedného roka. Po desiatich rokoch skontrolovali telesny vyvin a zdravotny stav
sledovanej skupiny. V uvedenej praci boli pouzité udaje ziskané pri pravidelnej
kontrole 74 desatrocnych deti — 39 chlapcov a 35 dievcat.

Vysledky
Zdravotny stav deti sme hodnotili vzhladom na pohlavie a na dizku dojéenia.
Zistili sme, Zze 59 %, z toho 33 % chlapcov a 43 % diev€at z nasho suboru trpi na
rézne druhy alergii. NajCastejSie sa vyskytovala alergicka rinitida (10 diev€at a 9
chlapcov) a atopicka dermatitida (7 diev€at a 2 chlapci), 2x astma, 1x intolerancia
laktézy a 1x deficit bunkovej imunity. 3 diev€ata mali su€asne atopicku dermatitidu
a alergicku rinitidu, 1 diev€a malo su€asne atopicku dermatitidu a astmu. VSetky Styri
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diev€atd neboli vbbec dojtené. U 1 chlapca sa vyskytla suCasne atopicka
dermatitida a alergicka rinitida. DojCenie: diev€ata: OM 6 (40 %), 3M 2 (16 %), 6M 1
(6 %),12M 6 (40 %); chlapci: 1M 2 (13 %), 6M 4 (13 %), 12M 8 (47 %).

Tabulka 1 Vyskyt alergie vzhladom na typ pérodu a dizku dojéenia u dievéat.

Diagnoéza Typ poérodu Dizka dojéenia
spontanny oM 3M 6M oM 12M
SC
Dermatitis 7 0 5 0 0 0 2
atopica
Rhinitis alergica 8 2 4 1 1 0
Asthma 3 1 2 0 0 0 1
bronchiale

U dievCat, ktoré boli narodené spontannym porodom sa alergie vyskytli CastejSie.
Atopickou dermatitidou a Astmou trpeli najviac nedojCené deti

Tabulka 2 Vyskyt alergie vzhlfadom na typ pérodu a dizku dojéenia u chlapcov.

Diagnoza Typ porodu Dizka dojéenia
spontanny oM 3M 6M oM 12M
SC
Dermatitis 2 00 0 1 0 1
atopica
Rhinitis alergica 9 0 3 1 1 1 3
Asthma 2 01 0 0 0 1
bronchiale

Chlapci boli narodeni vSetci spontannym p6érodom a nevidno u nich vyrazny rozdiel
medzi dlzkou dojCenia, vzhladom na jednotlivé diagnozy.

Tabulka 3 Porovnanie chlapcov a dievéat s rovnakou diagnézou vzhladom na dizku dojéenia.
2

Diagnéza N =54 X p hodnota
(0]\Y] 12M
N =30 N =24
Dermatitis atopica 5 3 0,321 0,571
Rhinitis alergica 7 7
Atop. dermatitida 5 3 0,008 0,928
Asthma bronchiale 3 2
Rhinitis alergica 7 7 0,148 0,701
Asthma bronchiale 3 2

V Tab. 3 sme porovnali obidve pohlavia vzhladom na dizku dojéenia. Napriek
zluc€eniu obidvoch pohlavi sa Statisticka vyznamnost rozdielov nepotvrdila.
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Graf 1 Porovnanie chlapcov a dievéat s rovnakou diagnézou vzhladom na dizku dojéenia. Rad 1=
diev€ata nedojCené; Rad 2= chlapci nedojeni; Rad 3= diev€ata doj¢ené 12 mesiacov; Rad 4= chlapci
dojceni 12 mesiacov

Diskusia
Ludské mlieko obsahuje imunologické faktory, ktoré brania rozvoju alergickych
ochoreni, ako je celiakia, a dokonca aj diabetes 1. typu. Mikrobialna fléra dojéenych
deti obsahuje vacsi pocet bifidobaktérii a oproti tomu mikrobialna fléra deti kimenych
nahradnou vyzivou obsahuje vacsSie mnozsto enterokokov. Predpoklada sa, Ze tento
rozdiel je spbsobeny imunologickymi podnetmi réznych Zivin v materskom mlieku,
ako su rézne molekuly s antimikrobialnou aktivitou, a pritomnostou prebiotik. Studia
Palmerovej a kol. [6] potvrdila tiez jasny suvis medzi vyvojom alergie na bielkovinu
kravského mlieka (CMPA) a dizkou dojéenia. Statisticky vyznamny rozdiel bol zisteny
medzi skupinou s CMPA, ktord& mala priemernt dizku dojéenia 2,2 mesiaca a
kontrolnou skupinou s priemernou dizkou dojéenia 5,9 mesiaca [6]. Vyskyt alergie na
proteiny kravského mlieka v poslednom obdobi vzrastd a suvisi s pouzivanim
antibiotik poCas gravidity a perinatalneho obdobia, s nezrelostou plodu a
pred€asnym pérodom [3] a s pred€asnym ukonCenim dojCenia [8].
Thavagnanam a kol. [7] v metanalyze uvadzaju, ze deti narodené sekciou maju
zmenenu bakterialnu ¢revnu mikrofloru a je u nich zvySené riziko vzniku astmy. Gil
a kol. [5] Studovali asociaciu medzi sectio caesarea, spbésobom vyzivy (dojCenie,
nahradna vyziva) a vznikom alergie na kravské mlieko. Zistili, Ze dizka dojéenia
vplyva na vyvoj alergie.
American academy of Pediatrics doporuCuje exkluzivne dojcenie pocCas prvych
Siestich mesiacov a nepretrzité dojcenie minimalne do konca prvého roka Zivota.
V prevencii potravinovej alergie sa neodporuc€a Ziadna diéta tehotnych a dojCiacich
Zien, naopak, takato diéta obera matku o délezité mikronutricné latky. Zaujimavy je
fakt, Ze dojCenie naprieck mnohym jednoznacnym zdravotnym benefitom pre matku
a dieta, pravdepodobne nie je v exkluzivnej podobe ochrannym faktorom vo vyvoji
potravinovej alergie. Pre deti, ktoré nemézu byt dojc¢ené, hydrolyzované formuly sa
ukazuju ako protektivne v prevencii alergickych ochoreni, vacsinou aj tu je vSak
limitacia skér na vyvoj atopickej dermatitidy [1].
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Zaver
Pred desiatimi rokmi sme sledovali rast a vyvin suboru zdravych deti do jedného
roka.
Po desiatch rokoch sme sa vratili ku 74 detom z tohto suboru a zistil sme, Ze az 71
% nedojCenych dievcat trpi atopickou dermatitidou, oproti tomu touto diagnézou trpi
az 50 % chlapcov dojéenych dvanast mesiacov. Alergickou rinitidou trpi rovnaké
mnozstvo dievCat nedojcenych ako aj dojcenych 12 mesiacov a rovnako je to i u
chlapcov. Astma sa prejavila vyrazne u nedojcenych diev€at a u 12 mesiacov
dojcenych chlapcov. Absenciu dojCenia a jej negativny vplyv na vyvoj alergie sme
pozorovali hlavne u dievCat- nedojcené dievCata vyrazne vysSie trpia alergickymi
ochoreniami ako nedojceni chlapci.
Dojcenie predstavuje idealnu vyZivu v prvych mesiacoch Zivota. Ovplyviuje vyvoj
crevného mikrobiomu a podporuje dozrievanie Crevnej bariéry. Materské mlieko
obsahuje unikatnu substanciu imunoaktivnych latok, ktoré vytvaraju idealny
imunomodulacny prostriedok. Obsah oligosacharidov a ich prebioticky efekt na
¢revnu floru, redukuje TH2 bunkovu odpoved. Imunosupresivna aktivita podporuje
vyvoj oralnej tolerancie na potravinové a enviromentalne alergény. Na spravny vyvoj
oralnej tolerancie vyrazne vplyva suCasné dojCenie v Case zavadzania prvych
prikrmov. Prolongované vylu¢né dojCenie, bez zavedenia inej stravy, dlhSie ako 7-9,
mesiacov mdze byt spojené s narastom atopickej dermatitidy a inych alergickych
ochoreni. Napriek mnohym jednozna¢nym zdravotnym benefitom pre matku i dieta,
dojcenie v exkluzivnej forme pravdepodobne nie je ochrannym faktorom vo vyvoiji
potravinovej alergie.
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Abstract

The mixture of phytochemicals present in plant foods with a broad spectrum of
biologically active compounds can provide additive or synergic effect against
carcinogenesis. The aim of this study is to evaluate therapeutic effect of
phytochemicals mixtures present in cinnamon (Cynnamomum zeylanicum L.) in
syngeneic (allograft) 4T1 mouse mammary adenocarcinoma model. Cinnamon was
used at two concentration of 0,1 % and 1 % in the diet for 15 days. Treatment started
in the same day as application of 4T1 cells. After autopsy, histopathological and
tumor volume analyses of mouse mammary carcinomas were performed.

Cinnamon significantly reduced volume of 4T1 tumours in higher dose and
significantly decreased mitotic index in both groups with administered cinnamon
compared to the controls. Cinnamonum zeylanicum L. demonstrated therapeutic
activities against mouse 4T1 cell line of mammary carcinoma.

Keywords: 4T1 cell line, breast cancer, allograft mouse model, cinnamon

Uvod

Sucasné moznosti v klinickej praxi su velmi Siroké, no i napriek tomu ostava rakovina
velkym medicinskym a spoloCenskym problémom. Vo vSetkych krajinach sveta je
rakovina mlie¢nej Zlazy najCastejSie nadorové ochorenie u Zien a zaroven jednou
z najCastejSich pri¢in smrti na maligne ochorenia. Sucasny trend poukazuje
na stupajucu tendenciu vyskytu ochorenia. Onkologické Studie na modelovych
zvieratach i bunkovych liniach zohravaju vyznamnu ulohu pri hodnoteni novych
farmak v predklinickych testoch [1, 2]. V stredomorskej oblasti, kde je strava bohata
na fytochemikalie, sa riziko vzniku rakoviny prsnika znizuje [3, 4]. V zrealizovanych
Studiach in vitro [5, 6] boli preukazané protirakovinové ucinky izolovanych
fytochemikdlii. Ina Studia [7] jednoznaCne preukazala, Ze kombinacia Siestich
fytochemikalii vyraznejSie ihibovala proliferaciu, migraciu a invaziu, ¢iindukovala
apoptozu v kmefiovych bunkach rakoviny prsnika v porovnani s jednotlivymi
biomolekulami. V nedavnej dobe bolo zrealizovanych niekofko studii naSou
pracovnou skupinou, kde boli jednoznacne preukazané chemopreventivne ucinky
rastlinnych funkénych potravin v modeli mamarnej karcinogenézy in vivo ain vitro.
Jedna sa o komeréne dostupné fytosubstancie ako Chlorella pyrenoidosa [8],
lyofilizat Supiek tmavého ovocia [9], KlinCekovec vonavy [10] ¢i Duska tymianova
[11]. Je zrejmé, Ze za vyrazne pozitivne onkostatické uc€inky rastlinnych substancii
nezodpoveda iba jedna chemicka latka, ale ide o aditivny &i synergicky efekt
pbsobenia desiatok réznych fytochemikalii.
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K rastlinnym funkénym potravindAm s potenciadlne vyznamnym protinadorovym
uginkom patri i $korica. Dominantné fenolické latky pritomné v Skorici pravej
(Cinnamomum zeylanicum L.) su cinnamaldehyd, limonén, kopaen, naftalén, 2-
propenal €i heptan. Doteraz znama predklinicka Studia s karcinomom prostaty
preukazala jednoznacne pozitivny efekt Skorice na vyvoj ochorenia [12].
Antikarcinogénny ucinok Skorice doposial nebol skumany na zvieracom modeli
rakoviny prsnika. Nasim cielom bolo okrem zakladnych parametrov experimentalnej
mamarnej karcinogenézy u samic mysi sledovat’ aj vplyv Skorice na histopatologické
charakteristiky 4T1 buniek karcinomu mlieénej Zlazy mysi. Hodnotili sme aj vedlajSie
ucinky Skorice na organizmus.

Material a metody

V experimente sme pouzili panenské samice mySi kmena Balb/c z chovnej stanice
Charles River Germany vo veku 15 tyzdnov. Zvieratda boli adaptované
v Standardnych podmienkach zverinca. Mamarne nadory sme vyvolali subkutannou
aplikaciou mySich nadorovych 4T1 buniek adenokarcindbmu mlieCnej zfazy
do abdominalnej oblasti v 16. postnatalnom tyzdni v mnozstve 10°/ zviera. Tento typ
experimentu predstavuje terapeuticky model. Aplikacia fytosubstancie zacala v den
inokulacie nadorovych buniek a lie€Cba bola aplikovana pocas celej doby experimentu
tj. 15 dni. Fytosubstancia bola zapracovana v potrave (SSNIFF Spezialdiaten
GmbH, Soest, Nemecko). Zvierata v experimente v pocte 78 kusov boli rozdelené
do 3 skupin: 1. kontrolna skupina bez fytosubstancie, 2. skupina s fytosubstanciou
v niz8ej koncentacii (1 g/kg; SKO 0.1), 3. skupina s fytosubstanciou vo vy$se;
koncentracii (10 g/kg; SKO 1). Zvierata boli trikrat do tyzdfia palpované a rozmery
nadorov zaznamenané. Na konci experimentu boli zvierata usmrtené rychlou
dekapitaciou. Cast vzoriek tkaniva mamarnych nadorov a pedene boli zafixované
v 10 %-nom roztoku pufrovaného formalinu a nasledne technikou parafinovych rezov
pripravené na histopatologické vySetrenie.

V Statistickom hodnoteni bola pouzita ANOVA. Experiment bol schvaleny Etickou
komisiou JLF UK (No. EK1948/2017) a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou
SR (No. R0-1640/17-221).

Vysledky
V syngénnom 4T1 modeli u mySi Skorica aplikovana vo vys$Sej davke na konci
experimentu signifikantne redukovala objem 4T1 tumorov voci kontrole (Obr. 1).
Histopatologicka analyza preukazala v skupine s nizSou aj vySSou davkou Skorice
signifikantny pokles mitotického indexu porovnanim voci kontrolam (Obr. 2).
V' pomere nekréza/celé nadorové tkanivo nebola vplyvom lieCby zaznamenana
signifikantna zmena voci kontrole.
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Terapeuticky model 4T1 u Balb/c mysi
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Obrazok 1 Vplyv Skorice na objem 4T1 mamarnych nadorov u mysi v priebehu experimentu. Data su
vyjadrené ako priemery+SEM. Signifikantny rozdiel, *P < 0.05 vs kontrola, +P < 0.05 vs SKO 0,1.
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Obrazok 2 Index mitotickej aktivity (IMA) po liecbe Skoricou v 4T1 nédoroch u Balb/c mysi. Mitozy
(v kruzkoch) v jednotlivych experimentalnych skupinach: A) kontrolna skupina; B) Skorica 0,1; C)
Skorica 1; farbenie hematoxylin-eozin; zva¢Senie 400x.

Diskusia

Viacero  predklinickych  Studii  popisalo  antiproliferativny,  proapoptoticky,
antimetastaticky a antiangiogénny potencial fytochemikali v mamarnej
karcinogenéze [13-17]. Napriek skuto€nosti, Ze klinické Studie nepriniesli presvedcivé
dbkazy o tumor-supresivnych uc€inkoch réznych fytochemikalii, €i celych rastlinnych
substancii u ludi, prisne definované in vivo experimenty mézu predstavovat’ cestu
ako dokazat ich antineoplastické uc€inky v organizme.

V predchadzajucom obdobi sme pouzitim 4T1 modelu testovali Dusku tymianovu,
ktora prejavila signifikantny terapeuticky ucinok poklesom objemu adenokarcindmu
umySi 085 % voci kontrole. Tento efekt bol sprevadzany vyrazne pozitivnymi
zmenami v histopatologickych charakteristikdch nadorov. Skorica prava v tomto
experimente prejavila tiez terapeuticky efekt voCi 4T1 nadorom, aj ked v menej
vyraznej miere. NaSe vysledky s pouzitim terapeutického 4T1 modelu su z pohladu
onkologického vyskumu velmi zaujimavé, avSak suCasne aj znacne limitované. 4T1
model predstavuje iba jedinu nadorovu liniu, u ktorej sme tymian a Skoricu otestovali.
Maligne nadory, ktorych bunky intenzivne proliferuju, vytvaraju predpoklady pre vznik
novych mutacii, ¢oho doésledkom su nové nadorové linie s rdznym genotypom
a fenotypom v ramci tumorovej masy. U takychto malignit mozno pozorovat znaéne
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variabilnu citlivost’ nielen voci konvenénym terapeutikdm ale aj molekuldam prirodného
rastlinného pdvodu. Preto su potrebné klinické Studie, ktoré zadefinuju ulohu
rastlinnych potravin najpravdepodobnejSie iba ako doplnkovych terapeutik
ku konvencnej lieCbe u rébznych nadorovych ochoreni vratane karcindmu prsnika.
Na zaklade naSich vysledkov ale aj vysledkov ostatnych autorov [18, 19] mozno
dospiet k zaveru, Ze pravidelna konzumacia rastlinnych funkénych potravin méze byt
prospesna predovSetkym v znizovani rizika rakoviny prsnika u fudi.

Zaver
Viyrazny protinddorovy U&inok Skorice pravej pouzitej v nasej predklinickej
terapeutickej studii, vyplynul z kombinovaného ucinku biologicky aktivnych latok,
ktoré su v nej obsiahnuté. Uvedeny uc€inok Skorice je potrebné potvrdit aj dalSimi
experimentalnymi Studiami, napr. s pouzitim chemopreventivneho a in vitro modelu.

Financna podpora bola zabezpeéena grantom VEGA 1/0136/19.
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Abstract

There is a huge interest in the preventive use of phytosubstances included in the
whole plant foods. Our experiment deals with the chemopreventive and potential
therapeutic effects of Thymus vulagris L. mediated via modulation of expression of
microRNAs in the animal model of experimental mammary carcinogenesis.
Experimental animals were divided into three groups: control group without
chemoprevention, chemoprevention at a concentration of 0.1 % (THYME 0.1) and
chemoprevention at a concentration of 1 % (THYME 1). The group administrated with
the chemoprevention at a higher concentration showed significant increase in the
expression of miR22 by 68.5 % (P < 0.05) and miR210 by 72.5 % (P < 0.05) in
comparison to control and increase in expression of miR34a by 100 % (P < 0.05)
when compared to group with chemoprevention at a lower concentration. Moreover,
T. vulgaris L. increased expression of miR21 by 34 % (P < 0.05, THYME 0.1) when
compared to control group, and expression of miRNA21 by 37.5 % (P < 0.05,
THYME 1) vs THYME 0.1 group. In conclusion, the significant chemopreventive
efficacy of Thymus vulagris L. mediated via increase in expression of miR22,
miR210, and miR34a is presumably based on synergic or additive effects of the
phytochemicals of the whole plant foods.

Keywords: mammary carcinoma, phytochemicals, thyme, rat, microRNAs

Uvod
Rakovina prsnika patri medzi najCastejSie diagnostikované maligne ochorenia
a zaroven predstavuje jednu z hlavnych pri€in umrtia v désledku rakoviny u Zien [1,
2]. Na zaklade uvedeného, poukazujeme na stupajucu potrebu progresu nie len
v lie€be rakoviny prsnika, ale najma v efektivhych spdsoboch prevencie jej vzniku [3].
Vznik a rozvoj malignych ochoreni je ovplyvneny epigenetickymi mechanizmami,
ktoré zahffiaju nekédujuce RNA a to predovSetkym microRNA (miRNA) [4]. Medzi
substancie s potencionalnym chemopreventivnym ucfinkom zaradujeme syntetické
a prirodzene sa vyskytujuce latky [5], priCom izolované fytochemikalie alebo ich
zmesi vyznamne ovplyviuju viaceré signalne drahy asociované s rozvojom rakoviny.
Chemopreventivna efektivita fytochemikalii zaroven spoc€iva v modulacii tumor-
supresorovych alebo onkogénnych miRNA a tak umoznuje potlaCenie maligneho
procesu [6]. Thymus vulagris L. (tymian) je aromaticka bylina patriaca do Celade
hluchavkovité (Lamiaceae). Tymian je vyhfadavanou substanciou v kozmetickom a
potravinarskom priemysle, avSak jeho vyznam spociva aj v lekarskom vyuziti [7]. Je
vyznamny obsahom saponinov, sterolov, silice a fenolovych latok [8] a jeho hlavnou
polyfenolovou zlozkou je kyselina rozmarinova. Tymian je taktiez zdrojom dalSich
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antioxida¢nych latok, medzi ktoré patri tymol, karvakol, flavonoidy a luteolin [9]. Na
zaklade vyznamnych biologickych ucinkov tymianu a s prihliadnutim na vysledky
predchadzajucich studii [8, 10], sme sa rozhodli analyzovat’ u€inok viate tymianu na
expresiu miR22, miR34a, miR210 a miR21 v modeli experimentalnej mamarne;j
karcinogenézy u samic potkanov.

Material a metody

V priebehu experimentu boli pouZité samice potkanov kmena Sprague-Dawley
z chovnej stanice Charles River Germany vo veku 32 - 36 dni, priCom celkovy pocet
zvierat predstavoval 75 ks. Zvierata 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. Uvedeny animalny model imituje situaciu vysoko rizikovych
premenopauzalnych zien. Fytosubstancia bola zapracovana v potrave (SSNIFF
SpezialdiatenGmbH, Soest, Nemecko). Aplikacia chemoprevencie zacala tyzden
pred indukciou mamarnej karcinogenézy a trvala az do ukoncenia experimentu (15
tyzdnov). Zvierata boli rozdelené do 3 skupin: kontrolna skupina bez aplikacie
fytosubstancie (KONT), skupina s obsahom tymianu v potrave v niz8ej koncentracii
(1 g/kg) (TYM 0.1) a skupina s tymianom v potrave vo vysSej koncentracii (10 g/kg)
(TYM 1). Zvierata boli tri krat tyzdenne vazené a palpované za ucelom zistenia
vyskytu, lokalizacie a poCtu nadorov mlieCnej zfazy. V zavere experimentu boli
zvierata usmrtené rychlou dekapitaciou. Vzorky odobraté z nadorov boli pouzité na
zhodnotenie urovne expresie vybranych miRNA, pri€om homogenizacia tkaniva a
izolacia celkovej RNA bola realizovana s pouzitim komerCne dostupného Kkitu
MiRVana microRNA isolation kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Nasledne prebehla kvantifikacia RNA pomocou NanoDrop ND-2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA). Reverzna
transkripcia vyizolovanej RNA bola vykonana prostrednictvom TagMan Advanced
miRNA cDNA synthesis Kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). Pre kvantitativhu real time PCR bola pouzita komeréna esej TagMan™
Advanced miRNA assays Kit (Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) pre tumor-supresorové miR22, miR34a, miR210 a onkogénnu miR21.
MiR-191-5p bola pouzita ako interna kontrola za uc¢elom normalizacie vysledkov.
Samotna kvantitativna real-time PCR prebehla pouzitim AB7500 Real Time
System (Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), priCom
vSetky reakcie kvantitativnej PCR boli realizované v duplikatoch a ziskané hodnoty
Cq boli spriemerované. Experimenty boli schvalené Etickou komisiou JLF UK (No.
EK1125/2012) a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou SR (No. Ro-1759/11-
221).

Vysledky

Za ucCelom zhodnotenia chemopreventivneno a pripadneho terapeutického
potencialu tymianu sme analyzovali expresiu S$pecifickych miRNA 2z tkaniv
mamarnych karcinomov potkanov in vivo. NaSe vysledky preukazali signifikantné
zvysenie expresie miR22 o0 68.5 % (P < 0.05) a expresie miR210 0 72.5 % (P < 0.05)
v pripade aplikacie fytosubstancie vo vy$sej davke (TYM 1) v porovnani s kontrolnou
skupinou (KONT) a zaroven sme pozorovali zvySenu expresiu miR34a o 100 % (P <
0.05) v porovnani so skupinou s nizSou davkou (TYM 0.1 vs TYM 1) (Obr. 1).
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Diskusia a zaver

Zivotné prostredie & strava c&loveka je charakteristicka pritomnostou velkého
mnozstva latok podporujucich vznik nadorového ochorenia. Zarovern vSak existuju
substancie, ktoré su schopné proces karcinogenézy inhibovat, zvratit alebo spomalit.
Vysledky laboratornych a epidemiologickych Studii poukazuju na suvislost medzi
konzumaciou rastlinnych zloziek potravy a rizikom vzniku nadorovych ochoreni [5,
11]. Uprava zivotného $tylu a pouzivanie chemopreventivnych latok méze mat
signifikantny dopad na zniZzovanie incidencie rakoviny prsnika [12]. Chemoprevencia
prostrednictvom prirodzenych substancii je z hladiska neziaducich ucinkov a nizkej
cytotoxicity v porovnani so syntetickymi chemopreventivami omnoho vyhovujucejSia
[2]. Fytochemikalie, ako nenutricné zlozky rastlinnej potravy, vykazuju vyznamné
protirakovinové a antimutagénne ucinky [11]. Na zaklade in vitro a animalnych Stadii
je teda mozné poukazat na vyznamny protirakovinovy ucinok fytochemikalii, priCom
mechanizmus ich u€inku spocCiva v modulacii signalnych drah zucastiujucich sa
bunkovej proliferacie a apoptdzy, podporujucich imunitny systém ¢i zvySujucich
citlivost’ rakovinovych buniek voci terapeutikam [13]. Vzhfadom na to, Zze nepriaznive
zmeny v urovni expresie miRNA uzko suvisia s iniciaciou a progresiou malignych
ochoreni, sa v su€asnosti velky déraz kladie na vplyv fytochemikalii nachadzajucich
sa vstrave Cloveka prave na regulaciu ich expresie [14]. V ramci klinickych
a predklinickych Studii zaoberajucich sa rakovinou mlieCnej Zlazy, predstavuju nami
zvolené miR22, miR34a, miR210 a miR21 dobre zdokumentované nekodujuce RNA
[15-18]. Vyznamné ucinky na expresiu miRNA boli pozorované aj v pripade
aplikacie resveratrolu a indol-3-karbinolu, kde doSlo prostrednictvom zvySenia
expresie miR34a k potlaceniu nadorovej progresie v bunkach MDA-MB-231, MCF7
a T47D [19, 20]. V priebehu nasho experimentu sme sa preto zamerali na analyzu
ucinkov vnate tymianu na expresiu MIRNA v animalnom modeli N-metyl-N-
nitrozoureou indukovanej experimentalnej mamarnej karcinogenézy u samic
potkanov kmena Sprague-Dawley. Tymian podavany v potrave zvierat v zavislosti od
davky vyrazne ovplyvnil expresiu miRNA v tkanivach mamarnych karcindmov. VysSia
davka tymianu viedla k jednoznacnému narastu expresie miR22, miR34a a miR210,
pricom miR22 a miR34 su povaZované za Specificky tumor-supresorove, zatial ¢o
mMiR210 prejavuje svoje tumor-supresoroveé Ucinky v skorych stadiach karcinogenézy.
Vysvetlenie davkovo zavislého bifazického efektu expresie miR21 v bunkach nadorov
mlieCnej Zlazy in vivo si vyZaduje dalSie vyhodnotenie a porovnanie udajov v ramci
onkologického vyskumu. Na zaklade vysledkov nasho experimentu je mozné
poukazat na pozitivne signifikantné zmeny v expresii miRNA, ktoré prispeli
k chemopreventivnej ucinnosti tymianu v mamarnej karcinogenéze potkanov.
Predpokladame, ze protinadorova efektivita tymianu spociva v jeho aditivnych Ci
synergickych ucinkoch ako vysledok kombinacie viacerych fytochemikalii v ramci
celistvych rastlinnych potravin. Napriek vyznamnému prinosu predklinickych studii
zaoberajucimi sa chemopreventivnymi ucinkami rastlinnych substancii, stanovenie
davkovania v pripade aplikacie u fudi si vyZaduje dalSie zhodnotenie
prostrednictvom presne definovaného a kontrolovaného klinického skumania.

Finan¢na podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0136/19.
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Obrazok 1 Relativna uroven expresie miR22, miR34a, miR210 a miR21 v mamarnom karcindme
v animalnom modeli samic potkanov. MikroRNA 191-5p bola pouzitd ako interna kontrola
na normalizaciu vysledkov. Hodnoty su vyjadrené ako aritmetické priemery + SEM. Signifikantny
rozdiel, *P < 0,05 vs. KONT, +P < 0,05 vs. TYM 0.1.
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Abstract

Breast cancer is the most commonly occurring cancer in women worldwide and
remains a major public health problem. The risk of mammary glands carcinogenesis
can be reduced with naturally bioactive compounds from plants, known as
phytochemicals. Recent evidence suggests, that epigenetic modifications including
DNA methylation, histone modification, and miRNA expression plays vital role in
carcinogenesis. One of the primary objectives of our research was to identify
anticancer effect of thyme in the modification of promoter methylation status of tumor
suppressor genes ATM, PTEN, PITX2, RASSF1 and TIMP3 in the chemopreventive
model of breast carcinogenesis. Mammary cancer in rats was chemically induced by
NMU (N-methyl-N-nitrosourea). Chemoprevention by thyme was administered in two
concentrations 0.1% and 1% in diet and lasted 15 weeks. Our results revealed that
thyme in the lower dose in diet (0,1%), as well as in the higher dose in diet (1%) has
significantly chemopreventive and therapeutic action which was associated with the
decrease in the promoter methylation level of tumor suppressor genes ATM,
RASSF1A, PTEN, and TIMP3 in rat mammary carcinoma cells in vivo.

Keywords: Thymus vulgaris, epigenetics, mammary carcinogenesis, rat

Uvod

Fytochemikalie su definované ako sekundarne metabolity a bioaktivhe zlozky v
rastlinnych funkénych potravinach. Tieto latky v synergii s ostatnymi rastlinnymi
nutrientami ako su vitaminy a mineraly maju vyrazny potencial v prevencii mnohych
civilizaCnych ochoreni, medzi ktoré su radené aj maligne transformacie buniek
a nasledny rozvoj rakoviny [1]. Nedavne vedecké Studie preukazali benefit
fytochemikalii ako su flavonoidy, karotenoidy, fenolové kyseliny a organosirne
zlu€eniny  vramci regulacie signalnych drah asociovanych s rakovinou, a tak
iniciovat spomalenie progresie karcinogenézy supresiou celularnych procesov
vratane prezivania a proliferacie nadorovych buniek [1, 2]. Okrem toho niektoré
Studie zaznamenali signifikantny genoprotektivny acinok tychto bioaktivnych
komponentov rastlin [3, 4]. Tymian (Thymus vulgaris L.) z Celade Lamiaceae
predstavuje zaujimavu zmes esencialnych olejov a monoterpénov ako su tymol,
karvakrol a borneol [5]. Fytochemikalie obsiahnuté vtymiane maju vyrazny
antioxidacny efekt avramci in vitro experimentov preukazali signifikantny
antineoplasticky potencial v prevencii réznych typov rakoviny [6, 7].

Rakovina prsnika predstavuje najCastejSiu pri€inu mortality v suvislosti s nadorovym
ochorenim v Zenskej Casti populacie, ato aj napriek vyraznému medicinskemu
pokroku a zavadzaniu skriningovych programov na narodnych urovniach [8]. Z
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hladiska etiopatogenézy predstavuje rakovina prsnika kaskadu genetickych, ako aj
epigenetickych alteracii, ktoré su zapojené v iniciacii a progresii ochorenia [9].
Epigenetické modifikacie predstavuju subor procesov, ktoré reguluju génovu expresiu
bez zmeny poradia nukleotidov v sekvencii DNA. Medzi tieto epigenetické
mechanizmy su radené metylacia CpG dinukleotidov v promoétorovych oblastiach
génov, histonové modifikacie a expresia malych nekddujucich RNA [10]. Metylacia
DNA prostrednictvom pridania metylovej skupiny (CH3) na 5. uhlik pyrimidinového
kruhu cytozinu a formovanie 5-metyl-cytozinu (5-me-C) predstavuje regulacny
mechanizmus transkripcie génov. Tento reverzibilny proces je katalyzovany
enzymami z rodiny DNA metyltransferaz (DNMT) [11]. V karcindbme prsnika boli
identifikované transkripCne reprimované gény, zapojené v regulaénych a reparacnych
procesoch bunky, ktoré vykazovali vyraznu hypermetylaciu v promotorove] oblasti
[12, 13]. Ztoho dévodu predstavuje Studium epigenetickych modifikacii aich
regulacny mechanizmus vysoko aktualnu oblast vedeckého vyskumu. Ciefom nasej
Studie bolo hodnotenie metylacného statusu prométorov tumor supresorovych génov
ATM, PTEN, PITX2, RASSF1 a TIMP3 po dlhodobej aplikacii tymianu v mamarnej
karcinogenéze u samic potkanov.

Material a metody
Animalne modely a indukcia mamarnej karcinogenézy
V naSom experimente boli pouzité samice potkanov kmerna Spague-Dawley (Charles
River Laboratories, Sulzfeld, Germany) vo veku 30-34 dni. Zvierata boli chované v
Standardnych podmienkach vo zverinci. Karcinogenéza sa u potkanov indukovala
pomocou N-nitroso-N-methylurey (NMU, Sigma, Deisenhofen, Germany). Latka bola
podana intraperitonealne v jednorazovej davke 50mg/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 so suSenou vnatou tymianu (Thymus vulgaris L.) zaCala tyzden
pred podanim karcinogénu a trvala 15 tyzdnov. Experimentalne zvierata boli
nahodne rozdelené do 3 skupin a kimené potravou obohatenou o fytosubstanciu: 1)
kontrolnd skupina bez chemoprevencie; 2) chemoprevencia s tymianom v nizSej
koncentracii (1g/kg; 0,1%); 3) chemoprevencia s tymianom vo vy$Sej koncentracii
(10g/kg; 1%). Posledny tyZzden experimentalnej Studie boli zvierata dekapitované
a bolo im okamzite odobraté nadoroveé tkanivo.
Homogenizacia nadorového tkaniva a izolacia DNA
Samotnej izolacii DNA z odobratych nadorov predchadzala homogenizacia tkaniv
pomocou TissueLyser LT (Qiagen, Germany). Po rozruSeni kompaktnosti tkaniva sa
k homogenatu pridalo 20ul proteinazy K a nasledovala inkubacia 4 dni pri 56°C.
Genomicku DNA sme nasledne izolovali s pouZitim komeréného kitu DNeasy Blood
& Tissue kit (Qiagen, Germany) a postupovali podfa prilozeného protokolu. Po
extrakcii DNA sme zmerali jej koncentraciu pomocou Qubit™ 3.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific). Pre bisulfidovu konverziu sme pouzili DNA s
koncentraciou 50ng/ul, pricom sme postupovali podla prilozeného protokolu.
Kvantitativna analyza metylacie
Kvantitativna analyza metylaéného statusu promoétorovej oblasti vybranych génov
bola vykonana pyrosekvenovanim s pouzitim komeréného kitu PyroMark PCR
(Qiagen, Germany). Pouzili sme navrhnuté metylaéné eseje na stanovenie
metylacného statusu piatich génovych promoétorov (RASSF1, TIMP3, PITX2, ATM,
PTEN) (PyroMark CpG assay, Qiagen, Germany). Samotna analyza prebiehala na
zariadeni PyroMark Q96 ID System (Qiagen, Germany) s pouzitim PyroMark Gold
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Q96 Reagents. Metylacia bola merana komerénym softvérom (PyroMark Q96
software version 2.5.8; Qiagen, Germany).

Vysledky

Tymian vo vyS$Sej davke prejavil signifikantny chemopreventivny ucinok redukciou
frekvencie mamarnych nadorov na skupinu. Celkovo sme analyzovali 60 vzoriek
nadorového tkaniva, ktoré sme odobrali ztroch testovanych skupin potkanov
a hodnotili metylacny status CpG ostrovéekov v promoétorovych oblastiach piatich
tumor supresorovych génov: ATM (4 CpG ostrovceky), RASSF1 (3 CpG ostrovceky),
PTEN (6 CpG ostrovéekov), TIMP3 (6 CpG ostrovéekov) a PITX2 (5 CpG
ostrov€ekov). Vhat tymianu v nizSej koncentracii (0,1 %) signifikantne zniZila uroven
metylacie promotorovej oblasti génu ATM 0 43 % (p < 0,001); RASSF1 0 43,5 % (p <
0,01); PTEN 0625 % (p < 0,001) aTIMP3 044 % (p < 0,05) v porovnani
s kontrolnou skupinou. Viat tymianu vo vySSej koncentracii (1 %) viedla k zniZeniu
urovne metylacie promotoru v pripade génu ATM 0 54,5 % (p < 0,001); PTEN o0 69,5
% (p < 0,001) aTIMP3 044 % (p < 0,05) v komparacii s kontrolnou skupinou.
V pripade génu PITX2 nebola pozorovana zZiadna signifikantna zmena metylacie
medzi kontrolnou skupinou a oboma lie€enymi skupinami (p > 0.05; Obr. 1).

Metylacie génovych promadtorov

25.1
mCONT

TYM 0.1
201 TYM 1
15.1
10.1
***
***
5.1
'r* -
0.1

ATM (CpG 1-4)  PITX2 (CpG 1-5) RASSF1(CpG 1-3) PTEN (CpG 1-6)  TIMP3 {CpG 1-6)

(%)

Obrazok 1 Metylacia promoétorovej oblasti génov ATM, PITX2, RASSF1, PTEN a TIMP3 v mamarnom
karcindbme v animalnom modeli potkana. U kaZdého analyzovaného génu (ATM, PITX2, RASSF1,
PTEN a TIMP3) bola kvantifikovana uroven metylacie CpG ostrov€ekov v kontrolnej a v lieCenych
skupinach. Hodnoty su vyjadrené ako aritmetické priemery+SEM, signifikantny rozdiel *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001 vs. KONT.

Diskusia a zaver
Metylacia promoétorovych oblasti tumor supresorovych génov predstavuje ddlezity
mechanizmus v iniciacii a progresii rakoviny [11]. ZniZzenie expresie prostrednictvom
zmeny metylaéného paternu tumor supresorovych génov ako su ATM, PITX2,
RASSF1, PTEN aTIMP3 je CcZasto pozorovana epigenetickd modifikacia
v predklinickych ako aj v klinickych Studiach mamarnej karcinogenézy [12, 13].
Aplikacia fytochemikalii obsiahnutych v rastlinnych funkénych potravinach aich
antineoplasticky uc€inok prostrednictvom regulacie metylacie promoétorovych oblasti
génov bol pozorovany v in vitro experimentoch na nadorovych bunkovych liniach
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MCF7 a MDA-MB-231 [14, 15]. V naSej nedavnej studii sme pozorovali signifikantny
protinadorovy efekt klinCeka, ktory bol spojeny so zmenami metylacie génovych
promoétorov RASSF1 a TIMP3 v konvenénom (premenopauzalnom) modeli mamarnej
karcinogenézy u samic potkanov [16]. V ramci aktualneho experimentu sme sledovali
uroven metylacie promotorovych oblasti piatich génov zapojenych v regulacnych
a reparacnych mechanizmov bunky (ATM, PITX2, RASSF1, PTEN a TIMP3)
v asociacii s protinadorovym ucinkom tymianu. V Styroch uvedenych markeroch sme
vplyvom lie€by pozorovali signifikantny pokles urovne metylacii, ¢o poukazuje na
pozitivny modulacny ucinok tymianu v mamarnej karcinogenéze.

V predkladanej praci sme potvrdili signifikantny chemopreventivny ucinok tymianu
v experimentalnom modeli mamarnej karcinogenézy u samic potkana. Z tohto
hladiska predstavuje tymian potencialne vhodnu potravinu, ktorej pravidelna
konzumacia méze byt spojena so znizenim rizika rozvoja nadorového ochorenia
prsnika, najma v skupine vysoko rizikovych Zien. Napriek skutoCnosti, Ze predklinické
Studie preukazali pozitivny ucinok tymianu voCi mamarnej karcinogenéze, su
potrebné dalSie klinické Studie orientované na vyskum protinadorového efektu tejto
rastlinnej funkCnej potraviny so zameranim na jej davkovanie a individualne
genetické pozadie kazdého jedinca vramci personalizovanej mediciny.

Finanéna podpora bola zabezpecena grantom VEGA 01/0136/19.
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Abstract

Naturally-occurring mixtures of phytochemicals present in plant foods are proposed
to possess tumor-suppressive activities. In this study, we aimed to evaluate the
antitumor effects of Thymus vulgaris L. in in vivo mammary carcinoma model. Dried
T. vulgaris (as haulm) was continuously administered at two concentrations of 0.1 %
and 1 % in the diet in a chemically-induced rat mammary carcinomas model.
Chemoprevention began 1 week before application of carcinogen and lasted for 15
weeks until the end of experiment. After autopsy, histopathological analyses of
rodent mammary carcinomas were performed. Thyme administered in the diet (1 %)
demonstrated significant chemoprevention activity. Immunohistochemical analysis of
mammary carcinomas in rats demonstrated epigenetic changes in rat tumors; we
found a decrease in the lysine methylation status of H3K4me3 in both treated groups,
(H3K9mM3, H4K20m3, and H4K16ac were not changed). In this study, we found a
significant anticancer effect of the Thymus vulgaris L. haulm, which was associated
with epigenetic changes in mammary gland tumors in vivo.

Keywords: breast carcinoma, thyme, phytochemicals, rat, mechanism of action,
histone chemical modifications

Uvod

Jeden zmoznych pristupov znizovania vyskytu nadorovych ochoreni je
chemoprevencia. Chemoprevencia, kde patri aj pouzitie prirodnych latok na znizenie
rizika vzniku ochorenia, sa v suasnosti stava oblastou intenzivneho vyskumu [1].
U fytochemikalii, ¢i u celych tzv. rastlinnych funkénych potravin boli preukazané
antioxidacné, protizapalové, antiproliferativne a antiangiogénne ucinky, ¢i schopnost
indukovat’ apoptozu [2]. U viacerych fytochemikalii s protirakovinovymi vlastnostami
bola preukazana schopnost ovplyvnit epigendm s priamym ufinkom na procesy
iniciacie a promocie karcinogenézy. Posttranslacné modifikacie molekul histébnov
ovplyvnuju interakcie DNA-histon a nasledne aj transkripénu aktivitu genomu.
Aberantné chemické modifikacie histdnov zohravaju délezitu ulohu v karcinogenéze
[3]. Zmeny metylacie a acetylacie histonov lyzinu, ako je H3K4m3, H3K9m3,
H4K20m3 a H4K16ac, su Casto spojené s rakovinou prsnika [4]. Imunofenotypicky
profil chemickych modifikacii histbnov méze varirovat medzi réznymi neoplastickymi
subpopulaciami, oblastami nadoru, bunkovymi liniami, €i jedincami, preto je potrebné
analyzovat hned niekolko $pecifickych epigenetickych markerov, ktoré su vhodné
pre animalny model.
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Vnat' tymianu (Thymus vulgaris L.) je zaujimavy obsahom silice, fenolovych latok,
saponinov a sterolov. Vedecké badanie poukazalo na protinadorové ucinky tymianu
in vitro v bunkovych liniach hrubého Creva resp. prsnika [5-7]. Na zaklade uvedenych
poznatkov sme sa rozhodli analyzovat’ protinadorovy ucinok viate tymianu v model
experimentalnej mamarnej karcinogenézy u samic potkanov so zameranim na
vybrané parametre chemickych modifikacii histénov.

Material a metody

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-methyl-N-nitrozourey (Sigma, Deisenhofen,
Nemecko) medzi 40. - 46. postnatalnym driom v davke 50 mg/kg hmotnosti zvierata.
Tento experimentalny model imitoval situaciu u zdravych ale vysoko rizikovych Zien.
Tyzden pred aplikaciou karcinogénu sme zacali s chemoprevenciou, ktora trvala 15
tyzdiiov az do ukoncenia experimentu. Tymian bol aplikovany v diéte (SSNIFF
Spezialdiaten GmbH Soest, Nemecko). Zvierata v kazdom experimente v pocte 75
kusov boli rozdelené do 3 skupin: 1. kontrolna skupina bez fytosubstancie (KONT), 2.
skupina s tymianom v nizSej koncentacii (1 g/kg) (TYM 0.1), 3. skupina s tymianom
vo vySSej koncentracii (10 g/kg) (TYM 1). Zvierata boli raz do tyzdna palpované a
vazene.

Na konci experimentu boli zvieratd usmrtené rychlou dekapitaciou. Cast vzoriek
tkaniva mamarnych nadorov boli zafixované v 10 %-nom roztoku pufrovaného
formalinu a nasledne technikou parafinovych rezov pripravené na histologické
a imunohistochemické vySetrenie. Druha Cast vzoriek bola zmrazena pre dalSie
vySetrenia. Nadory boli klasifikované podla kritérii pre klasifikaciu mamarnych
nadorov u potkanov [8]. Detekcia chemickych modifikacii histobnov bola realizovana
pomocou nepriamej imunohistochemickej metddy na celistvych parafinovych rezoch
za pouzitia komercéne dostupnych protilatok (Abcam, Cambridge, MA, USA; Santa
Cruz Biotechnology, Paso Robles, CA, USA; Dako, Glostrup, Denmark; Bioss,
Woburn, MA, USA). Reprezentativne oblasti rezov tkaniva boli nasnimané (Obr. 1),
pricom expresia proteinov bola kvantifikovana ako priemerna percentualna hodnota
antigén pozitivnych oblasti v §tandardnych poliach (0,5655 mm?) "hot spot" oblasti
rezu nadorového tkaniva. Na kvantifikaciu sa pouzila morfometricka analyza
(QuickPhoto Micro, verzia 3.1, Promicra, Praha, Ceska republika). V $tatistickom
hodnoteni bola pouzita ANOVA a Kruskal-Wallisov test. Experimenty boli schvalené
Etickou komisiou JLF UK (No. EK1125/2012) a Statnou veterinarnou a potravinovou
spravou SR (No. Ro-1759/11-221). Finan¢na podpora bola zabezpefena grantom
VEGA 1/0136/19.

Vysledky a diskusia

Tymian (1 % v diéte) v nasej Studii signifikantne znizil riziko experimentalneho
karcindbmu prsnika u samic potkanov. Analyza chemickych modifikacii histénov H3
a H4 preukazala signifikantny a davkovo-zavisly pokles H3K4m3 0 19.5 % (p < 0.05,
TYM 0.1) a 33.5 % (p < 0.01, TYM 1) v porovnani s kontrolami. Zmeny chemickych
modifikacii u parametrov H3K9m3, H4K16ac a H4K20m3 v lieCenych skupinach
neboli signifikantné po porovnani s kontrolnou skupinou (Obr. 2).

Dietetické fytochemikalie vykazuju schopnost modulovat epigenetické modifikacie,
&im sa aktivne podielaju na chemoprevencii karcinogenézy [9]. Uloha rastlinnych
prirodnych latok v modulaciach metylacii a acetylacii histonov bola zdokumentovana
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v niekolkych studiach in vitro a in vivo [10, 11]. Zmeny v metylacii a acetylacii
histébnovych zvyskov lyzinu, ako je H3K4m3, H3K9m3, H4K20m3 alebo H4K16ac,
boli Casto spojené s vyskytom karcindmu prsnika [12, 13]. T. vulgaris v tejto Studii
vyznamne a v zavislosti od davky znizoval hladiny H3K40m3. Podobne nedavne
vysledky z naSej skupiny ukazali, ze diétne podavané pupene klinCeka vyznamne a
spésobom zavislym od davky zvySovali hladiny H4K20m3 a H4K16ac pri chemicky
indukovanom karcindme mlieCnej zlazy [14]. Vysledky z inej Studie s pouzitim
hlodav€ieho modelu tiez poukazuju na vyznamné ucinky extra panenského
olivového oleja na hladiny H4K20m3 v nadorovych alebo zdravych mlieCnych
Zlazach [3]. Ukazalo sa, ze trimetylacia H3K4 je signifikantne regulovana a uzko
spojena s aktivhou transkripciou génu, onkogenézou, progresiou rakoviny a
funkciami suvisiacimi s rakovinou [15]. V tomto ohlade nase vysledky naznacuju
priaznivé uc€inky T. vulgaris v etiopatogenéze karcinomu prsnika.

Nase vysledky mdzu reprezentovat jeden zmnoZstva mechanizmov,
prostrednictvom ktorého fytochemikalie tymianu ovplyviiuju NMU-indukovanu
karcinogenézu mlie¢nej zfazy u samic potkanov. Samozrejme ide o vysledky pilotnej
analyzy, ktoré si vyzaduju dalSie experimentalne overenie napriklad s pouZitim
SirSieho spektra analyzovanych epigenetickych markerov chemickych modifikacii
histonov. Predpokladame, Ze sledované signifikantné protinadorové uc€inky tymianu,
klinCeka i S$korice (nepublikované vysledky) boli désledkom aditivnych, ¢&i
synergickych ucinkov fytochemikalii v nich obsiahnutych.

Zaver

Kazdodenna konzumacia niekofkych réznych bylin a korenia, ktoré su typické napr.
pre stredomorsku stravu (silné antioxidanty akymi su tymian, klin¢ek, sumak,
oregano, rozmarin, Salvia, atd.) zvySuje pravdepodobnost chemopreventivheho
pdsobenia u rakovinového ochorenia. Inovativne klinické stratégie, ktoré zahfhaju
individualne skriningové programy zamerané na potreby vysokorizikovych populacii,
stratifikacia pacienta vyuzivajuca Specifické fenotypy a genotypy, o ktorych je zname,
Ze suvisia so zvySenou prevalenciou rakoviny prsnika a multiomicka diagnostika
predstavuju kluCové medicinske pristupy na podporu zmeny paradigmy celkového
manazmentu rakoviny prsnika z reaktivnej na prediktivnu, preventivnu a
personalizovanu medicinu. Vyuzitie rastlinnych funk&nych potravin v chemoprevencii
rakoviny prsnika zapada do tohto konceptu. Vyuzitie rastlinnych potravin v klinickej
praxi bude zavisiet od vysledkov precizne nadizajnovanych klinickych studii, ktoré
uria onkostaticku efektivitu u ludi (vratane typu nadorového ochorenia), spdsob
vyuzitia (napr. ako doplnkové lie€ivo v kombinacii so Standardnou terapiou, Ci ako
chemopreventivum), velkost davky a spdsob aplikacie a nakoniec aj pripadny vyskyt
neziaducich ucinkov pri dlhodobej aplikacii.
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Obrazok 1 Reprezentativne digitalne zabery imunohistochemickej analyzy chemickych modifikacii
histénov v mamarnych nadorovych bunkach potkana. Pozorované je jadrova pozitivita, zvacsenie:

Pozitivne bunky karcindmu

18
16 m KONT
14 - ®TYMO.1

BETYM1

H3K4m3 H3K9m3 H4K20m3 H4K16ac

Obrazok 2 Imunohistochemicka analyza chemickych modifikacii histénov H3 a H4 v mamarnych
nadoroch u zvierat na konci experimentu — efekt tymianu. Data su vyjadrené ako priemery + SEM.
Data su vyjadrené ako priemery + SEM. Signifikantny rozdiel, * P < 0,05, P < 0,01 vs KONT.
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Abstract

Choice of appropriate ventilation mode in neonates with severe meconium aspiration
syndrome (MAS) has been discussed. This study compared changes in the lungs of
meconiume-instilled rabbits after short-term ventilation with high-frequency oscillatory
ventilation (HFOV) and conventional mechanical ventilation (CMV) to find out which
of these ventilation modes is superior. Anesthesized meconium-instilled New Zealand
young rabbits were oxygen-ventilated with HFOV (MAS-HFOV, n=7) or with CMV
(MAS-CMV, n=7), both ventilations supplied by ventilator SLE5000 for 4 hours. Other
animals served as non-ventilated controls (n=6). At the end of experiment, left lung
was saline-lavaged and protein content in bronchoalveolar lavage fluid was
determined. 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 or 0.01), with no difference
between the MAS groups (p>0.05). In both MAS groups, increased lung cell
apoptosis was found compared to controls as indicated by slightly, but non-
significantly increased apoptotic index (p>0.05) and elevated number of caspase-3
immunoreactive cells (p<0.01 for alveoli in both MAS+CMV and MAS+HFOV groups,
p<0.05 for bronchi in MAS+HFOV group). In conclusion, both lung-protective
ventilations (HFOV and CMV) exerted comparable impact on the lung, with no clear
preference for any of the ventilation modes in this model of MAS.

Keywords: meconium aspiration, rabbit model, conventional mechanical ventilation,
high-frequency oscillatory ventilation

Uvod
Syndrém aspiracie mekoénia (MAS) je zavaznym respiraénym ochorenim
novorodencov. V désledku aspiracie mekonia (prvej stolice resp. smolky) vznika
obstrukcia dychacich ciest, neutrofilny zapal, inaktivacia plucneho surfaktantu,
plucny edém a vazokonstrikcia, €o sa prejavi znizenim poddajnosti pfuc,
hypoxémiou, hyperkapniou a acidézou [1]. Unikatna kombinacia vysSie uvedenych
patofyziologickych zmien je v koneénom désledku zodpovedna aj za slabu odozvu na
lieCbu a vysoku mortalitu. Na lieCbu menej zavaznych pripadov MAS sa pouziva
suplementacia kyslikom s alebo bez pouZzitia kontinualneho pretlaku v dychacich
cestach (cPAP). Pri zavaznejSich formach je vSak nutna intubacia a mechanicka
ventilacia pacienta pomocou tzv. ventilaénych rezimov S$etriacich pfuca (lung-
protective ventilation) [2]. Pre zakladny typ ventilacie - konven&nu mechanicku
ventilaciu (CMV) - existuju nasledovné odporucania: a) ak je to mozné, odporuca sa
synchronizovany rezim ventilacie, b) hodnota vrcholového inspiracného tlaku (PIP)
ma byt <3 kPa a pozitivheho tlaku na konci vydychu (PEEP) 0,4-0,7 kPa, c) dychovy
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objem (V1) ma byt 5-6 ml/kg hmot., d) doba inspiria (Ti) 0,5 s alebo dlhSia, e)
frekvencia ventilacie (f.) ma byt <560/min. V pripade nedostato¢nej u€innosti CMV sa
odporu€a pouzitie vysokofrekvencnej oscilacnej ventilacie (HFOV), ktora méze
zlepSit oxygenaciu u niektorych pacientov [2]. Nakofko porovnania medzi CMV
a HFOV pri MAS v minulosti viedli ku kontroverznym vysledkom, a to najma z dévodu
rozdielov v metodike, technickych principoch pouZzitych ventilatorov, €i zaradovacich
kritériach [4, 5], cielom naSej Studie bolo porovnat u€innost HFOV vs. CMV
v experimentalnom modeli MAS, ato na zaklade zmien markerov tvorby edému
a apoptozy plucnych epitelovych buniek, a to medzi takto ventilovanymi skupinami
s modelom MAS a aj v porovnani so zdravymi neventilovanymi zvieratami.

Material a metodika
V experimentoch sme pouZili novozélandské biele kraliky s hmotnostou 2,0 + 0,3 kg
(dodavatel: Velaz, CR). Experimenty spifiali platné etické normy a ich protokol bol
odsuhlaseny Etickou komisiou JLF UK a SVaPS.
Cerstvé mekoénium bolo po odbere z plienky zdravych donosenych 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.
Zvierata boli poCas experimentu v celkovej anestéze (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
(odber arterialnej krvi, monitoring tlaku krvi), v. femoralis (odber vendéznej krvi,
podavanie anestetik a roztokov) a v. jugularis ext. (odber centralnej vendznej krvi).
Skupina zdravych neventilovanych zvierat (Kontrola) 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 konvenc¢ne
ventilatorom SLE5000 s nasledovnymi nastaveniami parametrov: f. 40/min, FiO,
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 odmerali inicialne hodnoty respiracnych
parametrov a krvnych plynov (RapidLab348, Siemens). Model MAS sme vytvorili i.t.
podanim suspenzie mekonia v davke 4 ml/kg. Nasledne sme FiO, zvySili na 100% a
f. na 50/min, aby sme zabezpecdili adekvatnu vymenu plynov. V priebehu 30 min
dosSlo k vytvoreniu respiracného zlyhavania, ktoré bolo charakterizované poklesom
PaO, na 10 kPa pri FiO; 100% a poklesom poddajnosti pliuc o viac ako 40%.
Zvieratd s modelom MAS pokracovali v CMV ventilacii (f. 50/min, V1 <6 ml/kg, Ti 50
%, FiO, 100%, PEEP 0,5 kPa, MAP 1,1 kPa; MAS+CMV skupina, n=7) alebo boli
ventilované pomocou HFOV ventilacie (f. 600/min, FiO, 100%, MAP 1,1 kPa, delta P
14-19 mmHg; MAS+HFOQOV skupina, n=7).
Na konci experimentu sme zvieratd usmrtili predavkovanim anestetika. Vybrali sme
pfuca atracheu. Po podviazani pravého bronchu sme favé pfuca lavazovali
fyziologickym roztokom (3x10 ml/kg). V lavaznej tekutine sme urciili celkovy obsah
proteinov podla Bradforda [3]. Cast tkaniva pravych pltic sme odvazili, susili 24 h pri
60 °C a stanovili pomer vihkej asuchej hmotnosti pfuc. Apoptdézu plucnych
epitelovych buniek sme ur€ili pomocou TUNEL metody a na zaklade detekcie
kaspaza-3 imunoreaktivnych buniek [podrobnejSie vid 4].
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 S$tatisticky vyznamnu.
Vysledky sme vyjadrili ako aritmetické priemery+SEM.
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Vysledky

Po i.t. podani mekbnia sa signifikantne zvySili hodnoty oboch markerov tvorby
plucneho edému: celkovej koncentracie proteinu v lavaznej tekutine (MAS+CMV:
525 = 51 yg/ml a MAS+HFOV: 530 = 54 pg/ml vs. Kontrola: 316 + 16 ug/ml, obe
p<0,01) ipomeru vihkej a suchej hmotnosti pluic (MAS+CMV: 6,45 + 0,27 a
MAS+HFOV: 6,38 £ 0,32 vs. Kontrola: 4,65 + 0,15, obe p<0,001), ale bez rozdielu
medzi MAS skupinami (p>0,05).

V skupinach s modelom MAS sme pozorovali aj zvySenie apoptézy plfucnych
epitelovych buniek. Zatial ¢o zvySenie apoptotického indexu bolo nesignifikantné,
hoci s jasnym trendom ku zvySeniu (Obr. 1), poCet kaspaza-3 imunoreaktivnych
buniek sa zvysil signifikantne (Obr. 2).

MAS+CMV B MAS+HFOV [Kontrola

Apoptoticky index {(Al)

Alveoly Bronchy

Obrazok 1 Hodnotenie apoptdzy plucnych alveolarnych a bronchialnych epitelovych buniek pomocou
apoptotického indexu (Al) TUNEL metddou. Pre rozdiely medzi skupinami: p>0,05.

MAS+CMV B MAS+HFOV [Kontrola
70 _ * *

Kaspaza-3 IR bunky
M w s 9} [e2]
o o o o o
| | | | |

=
o
|

o

Alveoly Bronchy

Obrazok 2 Pocet kaspaza-3 imunoreaktivnych buniek v rezoch pluc. Pre rozdiely medzi skupinami:
*p<0,05, **p<0,01.
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Diskusia

PoSkodenie alveolokapilarnej bariéry, dysfunkcia surfaktantu, neutrofilny zapal,
hypoxémia, ventilatno-perfuzny nepomer a iné zmeny po podani mekénia stimuluju
prenikanie tekutiny bohatej na proteiny z kapilar do intersticia a do alveolarneho
priestoru. V naSej Stadii sme zistili zvySenie tvorby edému v skupinach s MAS
v porovnani so zdravymi kontrolami. Podobne, zvySenie proteinov v trachealnom
aspirate a zvySenie pomeru vlhkej a suchej hmotnosti pfuc zvierat s MAS
zaznamenali aj ini autori [5, 6]. Akutne poskodenie pluc a zapal su pri MAS spojené
aj so zvySenou apoptozou plucnych epitelovych buniek, ktora dalej zhorSuje
poskodenie alveolokapilarnej membrany [7]. K iniciacii apoptézy dochadza dvomi
alternativnymi cestami: externou, ktoru spusta vazba ligandu smrti (napr. TNFa) na
Specifické receptory na povrchu bunky, alebo internou, ktora je aktivovana cytokinmi,
hypoxiou alebo oxidantami. Obe cesty konverguju a aktivuju sa kaspazy-3, -6 alebo -
7, zodpovedné za vykonanie bunkovej smrti [3, 6]. Nase vysledky ukazali, ze
k aktivacii proapoptotickych procesov v plucach kralikov dochadza uz v priebehu
niekolkych hodin od podania mekodnia. Za tieto zmeny mézu byt zodpovedné viacerée
faktory: prozapalové cytokiny, volné formy kyslika, oxid dusnaty a jeho derivaty,
angiotenzin Il, proteazy a pod., ktoré sa vo zvySenej miere tvoria pri MAS [8]. V€asné
zmeny DNA sa popisuju aj pri inych formach akutneho posSkodenia pfuc €i pri sepse
[9,10]. Tvorba edému a apoptdéza plucnych buniek boli v oboch MAS skupinach
napriek rozdielnym typom ventilacie porovnatelné. Tieto vysledky naznacuju, Ze
jednotlivé ventilacie Setriace pluca (CMV alebo HFOV) maju podobny efekt, Cize aj
ich vyber zavisi len od dostupnosti danej metddy na prislusnom pracovisku.

Zaver
Instilacia mekonia kralikom zvysila tvorbu pfucneho edému a apoptdézu plucnych
epitelovych buniek. Oba typy pluca-Setriacej ventilacie viedli k porovnatelnym
vysledkom, bez zrejmej preferencie niektorého z typov.

Préaca bola podporena projektom APVV-15-0075.

Literatara

[1] Lindenskov, Neonatology. 2015, 107:225-230.

[2] Dargaville, Int J Pediatr. 2012, 2012:965159.

[3] Bradford, Anal Biochem. 1976, 72:248-254.

[4] Mokra, J Physiol Pharmacol. 2016, 67:919-932.

[5] Lindenskov, Pediatr Res. 2005, 57:371-377.

[6] Li, Int J Clin Exp Med. 2015, 8:6804-6812.

[7] Galani, Pathol Res Pract. 2010, 206:145-150.

[8] Vidyasagar, J Perinatol. 2008, 28/3:5102-S107.

[9] Ronchi, J Appl Physiol (1985). 2012, 112:1184-1190.
[10] Chopra, Exp Biol Med (Maywood). 2009, 234:361-371.

Strana | 75



Nové trendy a perspektivy v histoldgii V — EXPERIMENTALNE STUDIE

Zakladné morfologické rozdiely v strukture pluc vtakov a cicavcov
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Abstract
The aim of this work was to point out some morphological differences between the
avian and mammalian lungs. The avian lungs are relatively small, compact, tubular
and practically rigid. They comprises of primary, secondary and tertiary (parabronchi)
bronchi. The parabronchi have typical honeycomb arrangement. The lumen of
parabronchus is formed by atria that have several elongated infundibulae. The
infundibulae give rise to anastomosing tubules called air capillaries that form the gas
exchange surface of the bird's lungs. In contrast to mammalian lungs, avian lungs do
not contain alveoli. Birds have air sacs; avascular, transparent structures. The main
function of the air sacs is to draw air through the lungs, especially during flight, to
regulate heat, and to alter the specific gravity of the birds while swimming and diving.

Keywords: lungs, bird, structure

Uvod

Ciefom tejto prace je poukazat na niektoré morfologické rozdiely v Strukture pluc
vtakov a cicavcov (Obr. 1). Dychaci systém u vtakov je tvoreny plfucami a
vzduchovymi vakmi (lung-air sac system). Ide o najzlozitejSi a su€asne o najucinnejsi
systém vymeny plynov, aky sa vyvinul u stavovcov [1]. Jeho celkova aktivna plocha
je 10 x vacsia, ako u cicavcov [2-4]. KedZe ide o velku plochu, ktora je kontinualne
vystavovana roznym Skodlivym latkam a patogénom [5, 6], je dychaci systém vtakov
velmi nachylny na rézne infekcie [7].

Z makroskopického hladiska su pfuca vtakov malé, kompaktné a tvoria ich dva
rovnako velké laloky, ktoré sa uz dalej neclenia. Do tychto lalokov privadza vzduch
hlavha prieduska, ktora spolu s cievami vstupuje do pluc v oblasti hilu. Z
intrapulmonarnych primarnych bronchov vystupuju Styri skupiny sekundarnych
priedusiek, ktorych oznacCenie sa zhoduje s usekom pluc, ktoré zasobuju.
Sekundarne priedusky su spojené tercialnymi prieduskami, ktoré sa nazyvaju
parabronchy, alebo pfucne pistaly. Parabronchy maju na priereze Sestuholnikovy
tvar a su ohraniCené tenkymi vazivovymi priehradkami. V strede parabronchov sa
nachadza lumen, s mnozstvom polygonalnych utvarov - atrii. LUumen atrii je vystlany
dlazdicovym, alebo kubickym epitelom [3, 5]. Na dne kazdého atria sa nachadzaju 2
az 4 predizené otvory - infundibulua, ktoré pokraduju do tubuléznych Gtvarov, tzv.
vzduchovych kapilar [3, 9] (Obr. 1B). Lumen vzduchovych kapilar je pokryty
dlazdicovymi bunkami - membranovymi pneumocytmi [10]. Vzduchové kapilary su v
priamom kontakte s krvnymi kapilarami a predstavuju miesto vymeny plynov [3, 10].
Sliznica primarnych a giastoéne aj sekundarnych priedusiek vytvara pozdizne riasy.
Epitel, ktory ich pokryva, je jednovrstvovy kubicky alebo cylindricky s poharikovymi
bunkami [11, 12]. Sliznica sekundarnych bronchov obsahuje BALT (bronchus-
associated lymphoid tissue) [13, 14]. Z histologického hladiska ide o nahromadené
lymfatické uzliky so zarodoCnym centrom, ktoré sa velmi podobaju Payerovym
plakom [14]. U kurciat a moriek je BALT umiestneny v mieste vetvenia primarnych do
sekundarnych bronchov [13], ako aj v mieste odstupu vzduchovych vakov [15].
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Okrem tychto Struktur boli v blizkosti ciev v plfucach vtakov pozorované
nahromadené lymfocyty, plazmatické bunky, heterofily - pseudoeozinofily a
makrofagy. V plucach cicavcov predstavuju alveolarne makrofagy velmi délezitu
obrannu liniu proti patogénom [16, 17]. U vtakov vSak makrofagy vo vzduchovych
kapilarach neboli pozorované. Ich vyskyt bol potvrdeny len v lumene atrii a v
infundibule [4, 8], ako aj vo vazivovych priehradkach medzi atriami [14]. Oznacuju sa
ako FARM "free avian respiratory macrophages". Studia, ktora sledovala fagocytarny
index kacCacich a kraliCich plucnych makrofagov poukazala na vynimocCnu
fagocytdéznu schopnost FARM. Ich nedostatok v plucach je pravdepodobne astou
pri€inou vysokej umrtnosti vtakov na respiracné ochorenia [7].

x \ 4 b & L AOR Mo R
Obrazok 1 Mikrofotografie z plic cicavca a vtaka. A) cicavéie pluca: b - bronchiolus, th - terminalny
bronchiolus, rb- respiraény bronchiolus, ch - alveolarna chodbitka, av - alveolarny vacok (Hematoxylin
— Mallory; zvacSenie 400x). B) vtacie placa: L- liumen parabronchu, C - cieva, hviezdicky - atria
(Hematoxylin-eozin, zvacSenie 100x).

A

Sucastou dychacej sustavy vtakov su aj vzduchové vaky. Ich mnozstvo je druhovo
Specifické a pohybuje sa v rozpati od 6 do 14 [3, 9]. Ide o blanité vydutiny
primarnych a sekundarnych prieduSiek, ktoré su na povrchu pokryté serézou a vo
vnutri ich vystiela jednovrstvovy cylindricky, alebo dlazdicovy epitel. U niektorych
druhov, ako napr. u holubov bol pozorovany cylindricky epitel s mikroklkami, kde
cytoplazma buniek obsahovala mnozZstvo lyzozémov [17]. SucCastou epitelu su aj
granulované pneumocyty, ktoré produkuju surfaktant [18]. V niektorych Studiach boli
pozorované hladkosvalové bunky, ktoré zasahovali do vzduchovych vakov z
parabronchov [19]. Sucastou vzduchovych vakov su aj fagocytujuce bunky.
NajpocetnejSiu skupinu tvorili pseudoeozinofily, makrofagy a najmenej pocetné boli
lymfocyty [20].

Vzduchovym vakom sa dlho pripisovala funkcia priamo pri vymene plynov. Neskor sa
zistilo, ze ich Struktura tento proces neumoznuje. Napriek tomu maju mnozstvo
ddlezitych funkcii. V zavislosti od ich topografie sa uplatiiuju pri dychani, kde funguju
ako zdroj Cerstvého vzduchu s vy$Sim obsahom kyslika. Prebieha v nich odparovanie
vody, ¢im dochadza k ochladzovaniu organizmu. Zasahuju medzi svaly a vnutorné
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organy, kde plnia mechanicku funkciu (znizuju trenie a timia narazy). Prenikaju do
kosti a tak znizuju hmotnost tela vtakov (pneumatizacia kosti). Okrem toho sa
uplatiuju pri udrziavani rovnovahy a stability tela vtakov pri chédzi a lete [3, 4, 14].

Zaver

Dychaci systém vtakov sa morfologicky a funkéne vyrazne |iSi od dychacieho
systému cicavcov. Pluca vtakov su pomerne malé a ich objem sa pri dychani takmer
nemeni. AvS8ak ich celkova aktivna plocha je 10 x vacsia, ako u cicavcov. Tato
rozsiahla plocha predstavuje povrch, cez ktory sa z vonkajSieho prostredia do tela
dostavaju mnohé Skodlivé latky a patogény, Cim sa dychaci systém vtakov stava

velmi nachylny na rézne infekcie.

Praca bola podporena projektom KEGA ¢. 1/0046/16.
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Abstract

Electromagnetic radiation is one of factors, which can play an important role in the
worldwide reduction of the male reproductive potential. This work deals with the
problem of male reproductive potential focusing on the testicular steroidogenesis by
monitoring changes in the ultrastructure of Leydig cells in prenatally exposed rats.
The pregnant females were daily exposed to a pulsed microwave radiation at a
frequency of 2.45 GHz and a mean power density of 2.8 mW/cm? for 2 hours a day
throughout whole pregnancy. After delivery, the testicular tissue of offspring at the
age of 5 weeks was subjected to the histopathological evaluation. The tissue
samples were histologically processed by a Durcupan embedding and the ultrathin
sections were observed electron microscopically. We noticed that the Leydig cells
had constantly damaged their cytoplasm which contained numerous electron-lucent
vacuoles of different size, swollen mitochondria and poorly developed smooth
endoplasmic reticulum compared to the control groups. The results showed the
distinct negative effect of the pulsed microwave radiation on ultrastructure of Leydig
cells in testis of prenatally irradiated juvenile rats.

Key words: microvawe radiation, rat testes, Leydig cells, testosterone

Uvod
Elektromagnetické Ziarenie je podla mnohych autorov jednym z faktorov, ktory méze
zohravat vyznamnu ulohu v celosvetovom znizovani muzZského reprodukéného
potencialu. Tato praca sa venuje problematike samcej neplodnosti so zameranim na
steroidogenézu, konkrétne sledovanim zmien v ultrastrukture Leydigovych buniek
usamcov pohlavne nedospelych  potkanov  ozarovanych  pofas ich
vnutromaternicového vyvoja. Prenatalny vyvin jedinca je kritickym obdobim
z pohlfadu pésobenia rozlicnych Skodlivych environmentalnych cinitelfov, nakolko vo
vyvijajucich sa tkanivach  dochadza k intenzivnym Strukturalnym a funk&nym
zmenam [1, 2]. Semenniky su organom mimoriadne citlivym na expoziciu
elektromagnetickej radiacie (EMR) v désledku ich povrchového ulozenia v miesku,
vdaka pritomnosti hrubého vazivového obalu, ktory vyznamne obmedzuje
schopnost odvadzat naakumulované teplo v tkanive av neposlednom rade aj
negativnhym ovplyvnenim samotnej spermatogenézy v désledku narastu teploty v
organe. Hlavnou funkciou Leydigovych buniek je produkcia steroidného horménu —
testosteronu, ktorého prekurzorom je cholesterol. Samotna regulacia syntézy
testosteronu je zloZity proces zahriujuci nervové, endokrinné, parakrinné a
autokrinné signalne drahy [3]. Prva generacia Leydigovych buniek sa vyvija uz poc¢as
fetadlneho Zivota a fetalny testosteron je zodpovedny za maskulinizaciu samcieho
urogenitalneho systému. Produkcia testosteronu u potkanov bola zanamenana po
vytvoreni semenotvornych kanalikov medzi 14. a 16. dhom post coitum a najvysSie
koncentracie boli zaznamenané na 18. az 20. den [5]. Postnatalny vyvoj Leydigovych
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buniek za¢ina nanovo z nediferencovanych mezenchymovych buniek od 10. dfia po
narodeni. PoCet dospelych Leydigovych buniek narastda az do puberty. Produkuju
testosterdn potrebny pre nastup spermatogenézy [4]. Vo svojej cytoplazme obsahuju
pocCetné lipidové kvap6Cky a bohato zastupené agranulované endoplazmatické
retikulum, ktoré je miestom syntézy steroidnych horménov.

Material a metodika

Experiment bol uskuto¢neny na Neurobiologickom ustave Biomedicinskeho centra
SAV v Kosiciach. Gravidné samice potkanov rodu Wistar albino (n=12) sme nahodne
rozdelili do dvoch skupin. Experimentalnu skupinu (n=6) sme celotelovo ozarovali
mikrovinnym pulznym Ziarenim s frekvenciou 2,45 GHz a priemernou silovou
hustotou 2,8 mW/cm? dve hodiny denne podas celej dizky gravidity. Kontrolné
samice (n=6) sme drzali v klietkach s volnym pohybom, pristupom k vode a potrave,
avsSak bez aplikacie Ziarenia. Po pérode sme potomstvo samcieho pohlavia nechali
prezivat 5 tyzdnov a nasledne po anestézii Izofluranom a chloralhydratom usmrtili
intrakardialnou perfuziou 4% paraformaldehydom. Odobraté vzorky tkaniva
semennikov (1 mm?®) sme po primarnej fixacii v3 % glutaraldehyde a naslednej
postfixacii v 1 % OsO4 odvodnili v aceténe so stupajucou koncentraciou. Vzorky sme
nasledne preniesli do propylénoxidu a zaliali do Durcupanu ACM (Fluka). Pomocou
ultramikrotomu (Tesla BS 490) sme narezali ultratenké (60-90 nm) rezy a dvojfazovo
kontrastovali uranylacetatom a citrdtom olovnatym metédou podfa Reynoldsa.
Ultratenké rezy sme pozorovali elektronovym mikroskopom Tesla BS 500
a vyhodnotili pomocou nasledne zhotovenych elektronogramov.

Vysledky

Pri hodnoteni ultrastruktury Leydigovych buniek zo ziskanych elektrénogramov sme
sa zamerali na jednotlivé organely. Sledovali sme hlavne jadra buniek, mitochondrie,
agranulované endoplazmatickeé retikulum a tukové kvapdocky. V intersticiu kontrolnej
skupiny zvierat sa nachadzali vacSie skupinky Leydigovych buniek pravidelnych
tvarov avich blizkosti sme Casto pozorovali mnozstvo typickych krvnych kapilar.
Leydigove bunky mali okruhle alebo ovalne jadro a v cytoplazme sa nachadzali
charakteristické mitochondrie s tubulami, pocCetné cisterny agranulovaného
endoplazmatického retikula a primerané mnozZstvo tukovych kvapdcCok. V
skupine pokusnych zvierat sme v intersticiu pozorovali len relativne malé skupinky
Leydigovych buniek, ktoré mali nepravidelny a vacsinou pretiahnuty tvar. Jadra mali
zachovanu ultrastruktaru, avsak ich jadrova membrana bola zvinena. Mitochondrie
v cytoplazme boli zvacSené, mali nepravidelne usporiadané tubuly a v mnohych
pripadoch sme v nich pozorovali aj nepravidelné elektrénlucentné priestory. Cisterny
agranulovaného endoplazmatického retikula boli menej pocetné, vacsinou dilatované
a nepravidelnych tvarov. V cytoplazme sme zaznamenali aj velké mnozstvo tukovych
kvap6¢ok rézneho tvaru a velkosti (Obr. 1).
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L4

Obrazok 1 Cast Leydigovej bunky prenatalne ozarovaného juvenilného potkana so zmenami
v ultrastruktare (elektronogram). Zvacsenie: 7200x.

Diskusia

Moderny zivotny Styl charakterizovany kazdodennym pouzivanim bezdrétovych
technolégii méze zasadne ovplyviiovat zdravie Cloveka. Aktualne poznatky z danej
problematiky potvrdzuju, Ze existuje Siroka skala moznosti pésobenia neionizujuceho
EMR na Zivé organizmy [7, 8]. Vramci Studovania dopadu EMR na jednotlivé
organove systémy sa zistilo, Ze semenniky patria k mimoriadne citlivym organom [1].
Dévodom vysokej senzitivity samcich gonad u vacésiny cicavcov je ich povrchové
uloZzenie a pritomnost hrubého vazivového obalu. V neposlednom rade je to aj
samotna spermatogenéza, ktorej normalny priebeh je zavisly na mnozstve citlivych
a lahko ovplyvnitelnych mechanizmov. EMR moézZe byt obzviast Skodliveé, pokial
nepretrzite pésobi na organizmus hlavne v priebehu jeho vyvinu a méze sa podielat
aj na abnormalnom vyvoji fetalnych gonad [9, 10]. Prace zamerané na sledovanie
vplyvov EMR pocas intrauterinného vyvinu jedinca su velmi ojedinelé, a preto cielom
nasho vyskumu bolo prispiet k objasneniu tejto problematiky. Zamerali sme sa na
Studovanie Leydigovych buniek u pohlavne nedospelych potkanov, ktoré boli
ozarované pocas ich prenatalneho vyvinu. U pokusnych zvierat doSlo k redukcii
poCtu a velkosti Leydigovych buniek a pozorovali sme aj viaceré zmeny v ich
ultrastruktare. Jednalo sa hlavne o zmnoZenie tukovych kvapécok, poskodenie
cisterien agranulovaného endoplazmatického retikula a mitochondrii. Uvedené
degenerativne zmeny su v sulade s pozorovaniami autorov, ktori ich zaznamenali
v experimentoch podobného charakteru, av8ak u dospelych potkanov [11]. KedZe
uvedené organely zohravaju kFuCovu ulohu v procesoch steroidogenézy,
predpokladame, Ze u pokusnych zvierat do$lo k vyraznym zmenam v produkcii
testosteronu. Tento predpoklad je podporeny aj vysledkami viacerych autorov, ktori
zaznamenali zmeny koncentracii sérového testosterénu u dospelych ozarovanych
potkanov [11, 12].
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Zaver

Prenatalny zivot je kritickou fazou vyvoja vzhladom na vysoku citlivost' vyvijajucich sa
tkaniv.  na  Skodlivé environmentalne Cinitele, vratane neionizujuceho
elektromagnetického Ziarenia. Bezdrétové technologie, ktorymi su z rozlicnych
zdrojov takmer nepretrzite exponované aj gravidné matky, zostavaju znepokojujucou
suCastou nasho Zivota. Je nevyhnutné uvedomit’ si potencialne rizika negativheho
dopadu elektromagnetickej radiacie na vyvin jedinca, vratane jeho buducej
reprodukcnej schopnosti a snazit sa obmedzit pouzivanie tychto zariadeni najma
v tomto kritickom obdobi.

Praca bola financ¢ne podporena grantovou agenturou VEGA 1/0060/18

Literatura

[1] Diamanti-Kandarakis, Endocrine Reviews. 2009, 30:293-342.

[2] Dietert, Hum Exp Toxicol. 2008, 27:129.

[3] Stojkov, American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism. 2013, 305:194-204.
[4] Habert, Molecular and Cellular Endocrinology. 2001, 179:47-74.

[5] Scott, , Endocrine Reviews. 2009, 30:883-925.

[6] Shan, Endocrinology. 1993, 133:2277-2283.

[7] Mathur, Asian Journal of Andrology. 2011, 13:585-591.

[8] Kubatova, Diabetologie Metabolismus Endokrinologie VyZziva. 2013, 16:107-112.
[9] Hamlin, Today-Reviews. 2011, 93:19-33.

[10] Skakkebaek, Human Reproduction. 2001, 16:972-978.

[11] Wang, Zhonghua Nan Ke Xue. 2019, 9:327-330.

[12] Ozguner, Saudi Medicine Journal. 2005, 26:405-410.

Strana | 82



Nové trendy a perspektivy v histoldgii V — EXPERIMENTALNE STUDIE

lonizujucim ziarenim vyvolané neurodegenerativhe zmeny v mozgu
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Abstract

In the present study we investigated radiation-induced subacute histopathological
changes in the rat brain. Adult male Wistar rats received fractionated whole brain
irradiation with a total dose of 40Gy that was administered in 5 fractions (8Gy per
fraction) once a week on the same week day for 5 consecutive weeks. After
immunohistochemical staining of brain slices we examined quantitative changes in
neuronal representation in two neurogenic regions in the adult rat brain, i.e. the
subventricular zone — olfactory bulb axis and the hippocampal dentate gyrus. Brain
slice image analysis sixteen weeks after exposure showed radiation-induced
increase in neurodegeneration. These partial results reflect subacute and possibly
the development of late radiation-induced neurodegenerative changes.

Keywords: radiation-induced brain changes, neurodegeneration, Fluoro-Jade C

Uvod

Radiacné zmeny v mozgovom tkanive nastavaju najCastejSie po externej konvencénej
radioterapii pacientov s primarnymi mozgovymi nadormi a metastazami. Na zaklade
klinickych prejavov a Casovej postupnosti rozdelujeme radiacné zmeny na akutne,
subakutne a neskoré. V sucasnosti sa pozornost odbornikov zameriava na prevenciu
resp. zmiernenie nasledkov neskorych ucinkov terapeutického oZiarenia. Je zname,
Ze tieto ucinky sa prejavuju v podobe progresivnych a ireverzibilnych kognitivhych
zmien bez pritomnosti anatomickych abnormalit, t.j. demyelinizacie a nekrdzy bielej
hmoty [1]. Délezitym fenoménom, ktory Casto stoji v pozadi kognitivnych zmien je
inhibicia neurogenézy. Studie na zvieratach ukazuju, Ze neurogenéza v dospelosti
pretrvava v dvoch oblastiach: subvetrikularnej zone (SVZ) v stene lateralnych
mozgovych komoér (LK) a subgranularnej zone (SGZ) v gyrus dentatus (GD)
hipokampu [2, 3]. Vysledky prac zaoberajucich sa vplyvom ionizujuceho Ziarenia na
centralny nervovy system odzrkadluju Siroké spektrum zmien na molekularne;,
bunkovej a kognitivnej urovni [4, 5].

Material a metody
Samce potkanov kmena Wistar vo veku 3-4 mesiace sme rozdelili na dve skupiny:
kontrolnu (n=10) a druhu skupinu (n=7), ktoru sme oziarili celkovou davkou cD=40Gy
ionizujuceho Ziarenia rozdelenu na 5 frakcii, s davkou na frakciu=8Gy. Ozarovany
objem predstavoval hlavu, krk a zdrojom Ziarenia bol radioizotop “°Co (pristroj
TERAGAM UJP Praha, CR). Po uplynuti stanovenej doby prezivania po oZiareni (16
tyzdnov) sme vykonali celotelovu transkardialnu perfuziu pomocou 4 %
paraformaldehydu a po dekapitacii sme z mozgovych hemisfér narezali sériové
sagitalne 30um zmrazené rezy. Pouzitim histochemickej, fluorescenénej metédy
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Fluoro-Jade C (F-J C) sme oznacili bunky podliehajuce neurodegeneracii. Pocet
fluorescencne znacenych buniek sme vyhodnocovali v jednotlivych anatomickych
oblastiach osi subventrikularna zéna - bulbus olfactorius (SVZ-BO): SVZa, vertikalne
rameno, ohyb, horizontalne rameno a v gyrus dentatus (GD) hipokampu. Obrazovu
analyzu preparatov sme uskutoCnili pomocou programu Imaged (NIH, Bethesda,
MD,USA).

Vysledky

Vo vSetkych hodnotenych oblastiach osi SVZ-BO arovnako aj v GD v hipokampe
sme po oziareni zistili narast po¢tu buniek podliehajucich neurodegeneracii (Obr. 1).
Pozdiz osi SVZ-BO doslo k signifikantnému narastu poétu Fluoro-Jade C pozitivnych
buniek (F-J C*) v SVZa (0%: 267,85 + 29,35/cm? verzus K: Ziadne bunky; P<0,001),
ohybe (Oz: 182,30 + 34,70 vz. K: Ziadne bunky; P<0,05) a horizontalnom ramene
(Oz: 238,65 + 50,34 vz. K: Ziadne bunky; P<0,001). Iba mierne zvy3enie poétu F-J C*
buniek sme zistili vo vertikdlnom ramene (0z:121,17 £ 29,01 vz. K: Ziadne bunky)
a taktiez v GD v hipokampe (0z:120,14 + 26,26 vz. K: Ziadne bunky).

gyrus dentatus

\

sg

Obrazok 1 Sagitalny prierez prednym mozgom oZiarenych (OZ) potkanov, ktori prezZivali 16 tyzdfiov
po frakcionovanej expozicii celkovou davkou 40Gy. Jednotlivé oblasti osi SVZ-BO (a, c, €), ato SVZa,
vertikalne rameno (vr; Sipka), horizontalne rameno (hr) a stratum granulosum v GD v hipokampe (sg;
Sipka). Detail SVZa, hr a sg (b, d, f), ktory znazorfiuje fluorescentne znaené ependymové bunky
(hlavicka 8ipky s hviezdi¢kou) a neuroblasty a/alebo zrelé neurdény (hlavicka Sipky s dvoma
hviezdi¢kami). Preparaty boli farbené histochemickou fluorescenénou metédou Fluoro-Jade C, ktora
znazorfiuje degenerujuce neurony. Mierky: a, ¢, e = 200um; b, d, f = 50um.
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Diskusia

Pomocou histochemickej metédy F-J C sme v mozgoch oziarenych potkanov
identifikovali rézne typy buniek podliehajuce neurodegeneracii. Okrem
diferencujucich sa neuronov sme identifikovali aj zrelé neurény, ependymove bunky
v stene LK a pravdepodobne aj astrocyty. FJ-C metddou sa Specificky znacia
predovsetkym axony, dendrity a tela neurénov. V intakthom mozgovom tkanive (napr.
v kontrolnej skupine zvierat) je F-J C pozitivita minimalna alebo Ziadna. Niektoré
Studie, zaoberajuce sa  modelmi  traumatickeho  posSkodenia  mozgu
a neurodegenerativnymi ochoreniami ukazuju, Ze po inzulte dochadza k aktivacii
astrocytov a mikroglie [6]. Nie je teda vyluCené, Ze oZiarenie mdze viest K aj
morfologickym a funkénym zmenam gliovych buniek. Uvedené udaje koreSponduju
s vysledkami naSich predchadzajucich Studii. V tychto pracach sme po expozicii
odliSnymi frakcionovanymi davkami ionizujuceho Ziarenia (cD=20, 35Gy)
jednoznaéne identifikovali zvy3eny poc¢et F-J C* v tychto oblastiach, a to v rozpéti 4 -
21 tyzdinov po oziareni [7, 8]. MGZeme konStatovat, Ze frakcionované oziarenie
klinicky relevantnou davkou vedie kznacnym neurodegenerativnym zmenam
v neurogénnych oblastiach v mozgu. Ziskané vysledky je v8ak potrebné porovnat aj
s metabolickymi a funkénymi zmenami v mozgovom tkanive.

Zaver
Histopatologické zmeny neurénov v neurogénnych oblastiach mozgu mézu byt
predzvestou rozvoja zavaznejSich kognitivnych dysfunkcii a Strukturalnych zmien.
Vysledky poukazuju na to, Ze predklinicky vyskum je nevyhnutny pre uplatnenie
vysledkov v klinickej praxi.

Préaca bola podporena projektami VEGA ¢. 1/0129/16, 1/0128/16 a 1/0243/18, APVV

v

¢. 156/0107 a z projektov ,ldentifikacia novych markerov v diagnostickom paneli
neurologickych ochoreni”, kéd: 26220220114 a ,Centrum translacnej mediciny”, kod:
26220220021, spolufinancovanymi zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho
rozvoja.
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Abstract

Epigenetics has a crucial role not only in various pathological conditions but is
essential for the proper function of many biochemical and molecular processes in a
healthy organism. Epigenetic signature can be affected by several exo- and
endogenous factors and this can ultimately lead to serious tissue damage. One of the
most investigated epigenetic modification is acetylation. Histone acetylation is linked
to a permissive state of chromatin and it positively regulates DNA accessibility.
Decrease or increase in histone acetylation leads to either repression or activation of
specific gene expression, respectively. Homocysteine, or its elevated plasma levels,
as a risk factor for atherosclerosis, vascular diseases and associated with
neurodegeneration, may also have a particular impact to the acetylation profile of the
specific tissue. Therefore, here we decided to focus on morphological and acetylation
changes in cerebral cortex after homocysteine administration in experimental animal
model. In homocysteine - treated group we observed a diminished number of
neuronal cells when compared to the control group without homocysteine treatment
in M1 cortical region. The number of acetylated histone H3 on lysine 9 positive cells
was elevated to 607% against the control. Based on these results we can conclude,
that hyperhomocysteinemia as a pathological condition is able to alter the global
acetylation state in the organism.

Keywords: cerebral cortex, homocystein, histone acetylation

Uvod
Epigenetické modifikacie predstavuju procesy, ktoré su schopné menit génovu
expresiu regulaciou dostupnosti molekuly DNA, maju dedi¢ny efekt a bez zmien
v sekvencii DNA [1]. Epigeneticka regulacia génov zohrava délezitu ulohu nielen pri
vyvine a ¢€innosti centralnej nervovej sustavy, ale aj pri patofyzioldgii réznych poruch
nervovej sustavy [2, 3]. Acetylacia patri k najbeznejSim modifikaciam histénov
spojenych s aktivnhou transkripciou. Homocystein (Hcy) je neesencidlna
aminokyselina, ktora sa vytvara ako medziprodukt pri premene metioninu na cystein.
Zmenou regulacie Hcy metabolizmu méze dochadzat kjeho hromadeniu
Vv organizme, pricom vysoké hladiny Hcy mézu mat na bunky toxicky u€inok. ZvySenu
hladinu plazmatického Hcy vSeobecne nazyvame hyperhomocysteinémia (hHcy) [4,
5]. Okrem mnozstva biochemickych vlastnosti méze Hcy pbsobit aj na epigeneticky
aparat zmenou DNA metylatného profilu v désledku nerovnovahy jednotlivych
zlozZiek Hcy cyklu [6]. Viaceré Studie poukazali na asociaciu medzi hHcy a znizenou
globalnou DNA metylaciou [7-9]. Znizend DNA metylacia a acetylacia histonov sa
spdjaju s aktivnou transkripciou, hoci otvorena konformacia chromatinu sa tak stava
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dostupnejSou pre supresorové proteiny, ¢o v kone€nom désledku mdze prispiet’ ku
zvySenej regulacii urcitych génov a zvySenému tkanivovému poskodeniu [10].

Material a metodika

Na uskutoCnenie nasSich experimentov sme pouZzili dospelé potkany kmena Wistar
(samce), ktorym sme poCas 21 dni raz denne subkutanne aplikovali Hcy v
koncentracii 1,2 uymol Hcy/g hmotnosti zvierata, pocet zvierat v skupine n=4. Po
uplynuti tohto obdobia sme zvieratda humanne usmrtili, odobrali im krv a mozgoveé
tkanivo. Biologické vzorky sme nasledne spracovali na histologické a
imunohistochemické analyzy. Kontrolni skupinu predstavovali zvierata bez
podavania Hcy. Hladinu Hcy v plazme sme stanovili komercéne dostupnou supravou
u vSetkych zvierat. Vzorky tkaniv boli pozorované pod svetelnym mikroskopom
Olympus BX41, imunofluorescencia bola analyzovana konfokalnym laserovym
skenovacim mikroskopom Olympus FluoView FV10i. Vysledky sme vyhodnotili
programom GraphPad InStat v3.01 a pomocou Student-Newman-Keulsovho testu,
pricom Statisticky vyznamna bola hladina p<0,05.

Vysledky a diskusia

Je vSeobecne zname, Ze Hcy prechadza cez hematoencefalicku bariéru a najvyssSiu
hladinu v mozgovom tkanive dosahuje 15 az 60 minut po podani Hcy injekcie [11].
Hladina plazmatického Hcy u skupiny zvierat s injekne podavanym Hcy
predstavovala 8,5 + 0,38 umol/l, priom fyziologicka hladiny Hcy u kontrolnych
zvierat bola 7,2 £ 0,42 pmol/l. Na urCenie miery morfologickych zmien v mozgovej
kére sme pouzili krezylovu violet. Tato metéda sa bezne pouziva na identifikaciu
neuronalnej Struktury v mozgovom tkanive, pricom Specificky farbi Nisslove telieska.
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Obrazok 1 Svetelné mikrografy morfologickych zmien v M1 kdrovej oblasti u kontrolnej skupiny (A, B)
a skupiny s podavanym Hcy (C, D) s pouZitim farbenia krezylova violet' pri 50x zva&seni (horny rad)
a detail oblasti so zameranim na piatu kérovu vrstvu (5CL) pri 400x zvacSeni (dolny rad). PIné Sipky
oznacuju morfologicky nezmenené tela neurénov, prazdne Sipky oznacuju morfologicky zmenené tela
neurénov. Mierka oznaduje 50 a 200 uym.
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Farbenim krezylovou violetou sme zaznamenali morfologické zmeny, pri¢om
u kontrolnej skupiny sme v M1 kérovej oblasti pozorovali okruhle a bledo sfarbené
jadra neuronalnych buniek s fialovo zafarbenymi Nisslovymi telieskami. V skupine
s Hcy sme v porovnani s kontrolou zaznamenali znizeny pocet buniek, avSak tento
pokles nebol Statisticky vyznamny.

V nasej praci sme sa dalej zamerali na sledovanie zmien acetylacie Specifického
aminokyselinového zvysku lyzin 9 na histone H3 (H3K9), kedZe viaceré Studie
poukazali na zmeny vregulacii expresie Specifickych génov v désledku
abnormalneho H3K9 acetylacného profilu po aplikacii Hcy [12-14]. Z mikrofotografii
na Obr. 1 mdézeme vidiet, Ze Hcy signifikantne ovplyvnila acetylaCny status histonu
H3K9 v M1 kérovej oblasti a medzi kontrolnou a Hcy skupinou sme pozorovali
viditelné rozdiely v acetylacii histonu H3K9. Signaly zodpovedajuce acetylovanému
H3K9 boli zaznamenané predovSetkym s jadrovou lokalizaciou. U kontrolnej skupiny
sme detekovali nizky pocet acetylovanych H3K9 pozitivnych jadier a vyrazne
zvySenu imunoreaktivitu u skupiny s aplikovanym Hcy. Pocet acetylovanych H3K9
pozitivnych nervovych buniek v Hcy skupine narastol na 607 % (123 * 2,4; p<0,001).
Nerovnovaha epigenetickych mechanizmov a zmena acetylacného profilu teda méze
mat vplyv na rozsah morfologického poskodenia kortikalnych neurénov aj napriek
réznej vulnerabilite neurénov na degeneraciu a apoptozu.

Kontrola Hcy

Obrazok 2 Fluorescentné mikrofotografie imunohistochemickej detekcie H3K9ac protilatky v M1
kbrovej oblasti mozgu potkana u kontrolnej skupiny a skupiny s podavanym Hcy. Jadra nervovych
buniek su dofarbené DAPI (modra), H3K9ac pozitivne jadra nervovych buniek (zelena). Sipky
oznaduju prekryv DAPI a H3K9ac pozitivnych jadier nervovych buniek. Use¢ka zodpoveda dizke 50
pm.

Zaver

Vacsina sucasnych Studii sa zameriava na epigeneticky efekt Hcy predovSetkym vo
vztahu k metylacii DNA Ci histonov a nie v spojitosti s acetylaciou histonov. Touto
pracou sme chceli prispiet k rozSireniu poznatkov o pleiotropnom ucinku Hcy a jeho
schopnosti menit' epigeneticky status buniek na urovni acetylacie histébnov vo
vulnerabilnej oblasti mozgu, akou je mozgova koéra. VSetky tieto zmeny mdzu
ovplyvnit’ transkripCne aktivny resp. neaktivny stav chromatinu a génovej expresie
ako sucCast odpovede tkaniva na patologicky stav organizmu, atym prispiet
k nezvratnej strate funk&nosti tkaniva.

Tato praca bola podporena projektami APVV 15-0107, VEGA 0128/16 a VEGA
1/0171/18.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is characterised as a neurodegenerative process resulting
in massive hippocampal and neocortical neuronal loss leading to dementia and
eventual death. The exact pathomechanism of AD is not fully explored but it could be
partially prevented by properly addressing its modifiable risk factors, as its treatment.
The newer strong modifiable independent risk factor, hyperhomocysteinemia (hHcy),
has created such new opportunity. However, the molecular background underlying
these mechanisms linked with hHcy and ischemic stroke is poorly understood. Rat
model of global forebrain ischemia-reperfusion (IR) injury was induced by 4-vessels
occlusion lasting 15 min of ischemia followed by reperfusion period of 72 hours.
hHcy was induced by subcutaneous injection of homocysteine (0.45 ymol/g) twice a
day in duration of 14 days. Animals were sacrificed, brain were fixed in 4 %
paraformaldehyde and proceed for cryosectioning followed by histological analyses.
The results showed remarkable neural cell death induced by hHcy already after 72-
hour reperfusion in brain cortex. We demonstrated degeneration of cortical neurons,
alterations in number and morphology of neurons and their processes in the
Entorhinocortex (EC). These findings suggest that the combination of risk factor of
hHcy with IRl aggravates neurodegeneration processes and could leads to
development of AD-like pathology in the EC.

Keywords: Alzheimer’s disease, hyperhomocysteinemia, entorhinocortex, ischemia-
reperfusion injury, neurodegeneration

Uvod
Entorinalny kortex (EC) reprezentuje hlavny prepojovaci mostik kortiko-
hipokampalnych nervovych drah aradi sa koblastam mozgu, ktoré su na
neurodegenerativne zmeny najcitlivejSie. EC-hipokampalny systém preto predstavuje
Struktaru, ktora sa konstantne Studuje v suvislosti s rozvojom Alzheimerovej choroby
(AD) ako aj jej patomechanizmom [1, 2]. AD je najCastejSou formou demencie a je
charakterizovana ako progresivna a irreverzibilna neurodegenerativna porucha
veduca k hipokampalnej i neokortikalnej strate neurdnov. Sucastne dochadza k
tvorbe neuritickych  plakov zlozenych najma z B-amyloidnych peptidov
a neurofibrilarnych plsti z hyperfosforylovanych foriem cytoskelet stabilizujuceho tau
proteinu [1-3].
Presny patomechanizmus vzniku Alzheimerovej choroby nie je uUplne objasneny,
lieCba s prognézou su obmedzené, avSak stanovenim rizikovych faktorov sa
vytvaraju nové moznosti vramci prevencie ochorenia. Za jeden zo
silnych modifikovatelnych, samostatnych rizikovych faktorov sa povazuje zvySena
plazmaticka hladina homocysteinu (Hcy) [3, 4].
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Hcy je neesencialna neproteinogénna aminokyselina, ktora vznikd pocas
metabolizacie metioninu, ato troma mozZznymi spdsobmi: remetylaciou,
transmetylaciou alebo transulfuraciou. V pripade zvySeného prijmu metioninu,
zmenou odburavania €i vyluCovanie Hcy dochadza k hyperhomocysteinémii (hHcy).
HHcy navodzuje oxidativny stres, spdja sa s poruchou antitrombotickej rovnovahy, je
spolufaktorom  pri ~ vzniku  prokoagulatného  stavu, a nakoniec vedie
k aterosklerotickym zmenam [5, 6]. Zaroven su derivaty Hcy schopné vystupovat ako
analogy N-metyl-D-aspartatu (NMDA) i glutamatu, spojené s excitotoxicitou a
homocystein-NMDA receptorom sprostredkovanou smrtou neurénov [7, 8].

Existuje len obmedzené mnozstvo experimentalnych prac zaoberajucich sa
vzajomnym prepojenim vplyvu hHcy a ischemického posSkodenia nervoveého tkaniva.
Prave preto sme v naSej praci sledovali ako sa ich spolupésobenie podiela na rozvoji
a priebehu neurodegeneracie a zmien typickych pre Alzheimerovu chorobu.
Prehibenim poznatkov v tejto oblasti by sa rozsirili moZnosti lieéby neurologickych
pacientov s ischemickymi inzultmi, ktorych negativne désledky mézu byt umocnené
prave hHcy. [3, 4, 6, 9]

Material a metody

K ziskaniu vyhodnotenych vzoriek v tomto experimente sme pouzili samce potkana
kmena Wistar (n=5) vo veku 3 az 6 mesiacov, s priemernou hmotnostou 320g, ktoré
boli chované za S$tandardnych podmienok vo zverinci. Manipulacia s tymito
zvieratami bola schvalena Etickou komisiou JLF UK ako aj SVPS SR pod &islom
727/12-221. Zvierata boli rozdelené do troch skupin. Prva skupina zvierat sluzila ako
kontrola. Zvierata druhej skupiny podstupili Stvorcievny podvaz (4-VO) s naslednou
15 minutovou cerebralnou ischémiou a 72 hodinovou reperfuziou. Poslednej skupine
bol potas 14 dni (2-krat denne) subkutanne aplikovany Hcy o koncentracii 0,45
gmol/g zvierata. Na 15. den bol zvieratdm navodeny 4-VO srovnakou dobou
reperfuzie ako v predchadzajucej skupine. Potkany boli usmrtené dekapitaciou
v hibokej anestéze v sulade s etickymi zasadami prace s laboratérnymi zvieratami.
Mozgy boli vypreparované, hlbokozmrazené, narezané na kryostate a nanesené na
podlozné skla. Pre dalSie spracovanie a vyhodnocovanie preparatov sme pouZili
Krezylovu violet a histochemicki metdédu FluoroJade-C. Vzorky sme podrobili
histologickej analyze na svetelnom mikroskope Zeizz Axio Scope Al a konfokalnom
mikroskope Olympus FluoView FV10i. Zamerali sme sa na lateralnu EC oblast
kortexu. Vysledky sme vyhodnotili v programe GrafPhad InStat V3.01 a pre
vyjadrenie Statistickej vyznamnosti sme pouzili Studentov t-test.

Vysledky

Krezylova violet' je beZzné neurohistologické farbenie, ktoré Specificky farbi bazofilné
Struktury buniek - hlavne RNA ribozémov na drsnom endoplazmatickom retikule (tzv.
Nisslova substancia). Jej pritomnost’ a intenzita zafarbenia urcuje funkénost’ a vitalitu
buniek. Nefarbiace alebo slabo sa farbiace bunky predstavuju dezintegrované a
metabolicky neaktivne neurény poSkodené navodenim ischemicko-reperfuzneho (IR)
poskodenia alebo kombinaciou IR a hHcy [10].

Kontrolna skupina zvierat (K) vykazovala fyziologicku farbitefnost, dobre vyvinuté
endoplazmatické retikulum, velké jadro, silne bazofilné jadierko a normalnu
morfolégiu perikaryonov nervovych buniek (Obr. 1A). V naivnej skupine zvierat po
ischémii a 72-hodinovej reperfuzii (IR-72h) sme zaznamenali vyrazne zniZenu vitalitu
v porovnani s kontrolou (Obr. 1B). V skupine s indukovanou hHcy po ischémii a 72
hodinovej reperfuzii (Hcy-IR-72h) sme zistili stratu vitality najva¢Sieho poctu
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neurdénov ako aj najmarkantnejSie morfologické zmeny neurénov (Obr. 1C). Opuch
buniek, dezintegracia vnutrobunkovych organel so slabou farbitefnostou neurénov
bola typicka pre EC oblast tejto skupiny. Taktiez sme v tejto skupine pozorovali
zapalovu reakciu ako aj rozvoj reaktivnej astrogliozy.

Fluoro-Jade C predstavuje najsenzitivnejSi marker neuronalnej degeneracie.
Fluorescencne oznacuje nielen perikarya, tiez aj distalne dendrity a axony nervovych
buniek [11]. Detailna fluorescenéna mikrofotorafia z mozgov sledovanych skupin
zvierat demonstruje Obr. 1F. Mozgy zvierat kontrolnej skupiny nevykazovali Ziadnu
fluorescenciu, priemerny pocet pozitivne oznacenych neurénov na plochu tkaniva
(0,3 x 0,3 mm) bol 0,1 £ 0,001 (Obr. 1E). Podobne, v naivnej IR-72h skupine sme
nedegovali takmer Ziadne dezintegrované neurdény. NajvyraznejSie poSkodenie sme
zistili v Hcy-IR-72h skupine (Obr. 1F), kde pocet FluoroJade-C pozitivnych buniek
prestavoval 29 + 3,4 buniek/plochu (Obr. 1E). Tento narast bol 290 nasobny oproti
kontrole (p<0,001). Taktiez bol tento narast pozitivnych neurénov Statisticky
signifikantny v porovnani s naivhou IR-72h skupinou, pricom bol 38,6-krat vacsi
(p<0,001).
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Obrazok 1 Mikrofotografie tkanivovych rezov mozgov experimentalnych zvierat po zafarbeni
krezylovou violetou a FluoroJade-C v EC oblasti kéry mozgu. V prvom riadku (A — C) sa nachadzaju
mikrofotografie z EC kérovej oblasti pri 630x zvacseni, pricom A) kontrola (K), B) naivna IR-72h, C)
Hcy-IR-72h. Druhy riadok zobrazuje FluoroJade-C znadené neurdny EC oblasti kory mozgu pri 400x
zvacseni, pricom F) Hcy-IR-72h. PIné Sipky znalia morfologicky nezmenené teld neurénov,
prerusované Sipky oznacuju morfologicky zmenené neurdny a hlava Sipky indikuje bunky glie. Mierka
predstavuje 10 a 50 ym. Obrazok D) znazorfiuje oblast mozgu potkanov, kde boli rezy vyhotovené
a hodnotené. Cerveny obdiznik predstavuje oblast EC kérovu oblast, kde sme vyhodnocovali
morfologické a kvantitativne zmeny (prebraté z Pixanos a Watson, [12]). Diagram E) graficky vyjadruje
pocet FluoroJade-C pozitivnych neurénov buniek EC oblasti kdry mozgu/plochu v skupine kontrolnych
zvierat, IR-72h a Hcy-IR-72h. Hodnoty boli normalizované ku kontrolnym zvieratam + SEM; ***
p<0,001 znamena rozdiel oproti kontrolnej skupine; +++ p<0,001 oznaduje rozdiel oproti naivnej IR-
72h skupine.

Diskusia
HHcy je povazovana za samostatny rizikovy faktor pre cerebrovaskularne ochorenia,
¢i uz navodzovanim neurotoxicity, oxidativnej nerovnovahy [4, 9] s lipidovou a
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proteinovou oxidaciou [3] alebo indukciou neurodegeneracie [13]. Prave modely so
subkutannou aplikaciou Hcy, ktoré sme pouzili v tomto experimente, sa povazuju za
najvhodnejsie pre napodobnenie hHcy ako klinickej jednotky [6, 9]. Uz viacero Studii
dokazalo, ze IR posSkodenie vedie k selektivnej degeneracii neurénov v CA1 oblasti
hipokampu a vo vybranych vrstvach cerebralneho kortexu [4, 6, 14]. Pri kombinacii
IR poskodenia a hHcy boli doteraz vyraznejSie neurodegenerativhe zmeny popisané
najma v oblasti hipokampu [6, 9, 15]. AvSak v tejto praci sme zistili vacsi ubytok
neurénov s narastom mnozstva desintegrovanych buniek v kortikalnej EC oblasti uz
po 72 hodinovej reperfuzii, a to aj napriek autormi uvadzanej vysSSej odolnosti
neurénov v  kortexe voCi degeneracii [15, 16]. Pocas sledovania
neurodegenerativnych zmien sme sledovali narast po¢tu buniek neuroglie v naivnej
skupine IR-72h s progresiou tohto fenoménu v Hcy-IR-72h skupine. Je to zrejme
preto, Ze hHcy indukuje naruSenie hematoencefalickej bariéry [4, 6] a aj nami
zaznamenana odpoved tkaniva zmnozenim astrocytov byva popisovana ako
reaktivna astrogliéza [3, 17]. PoSkodenie EC je spdjané so synaptickou, pamatovou
a behavioralnou deficienciou [1, 2]. Vzhladom k tomu, Ze tieto defekty su Casto
pritomné u AD pacientov, predpokladame, Ze neuropatologické zmeny a strata
nerovych buniek v EC-hipokampalnom systéme mdze prispievat k porucham pamate
vo velmi ranych Stadiach AD. NaSe pilotné vysledky naznacuju, Ze mierna hHcy (ako
priklad metabolického stresu) v kombinacii s IR poSkodenim by mohla vplyvat na
progres AD-podobnym patologickym ¢&rtam prave neurotoxickym pésobenim na
nervové bunky v EC-hipokampalnom systéme.

Zaver
Ciefom tejto prace bolo zhodnotit vzajomny vztah mozgovej ischémie a hHcy na
tkaniva centralnej nervovej sustavy so sledovanim priebehu neurodegeneracie a
nastupu histopatologickych zmien typickych pre AD. Mala tak modelovat ¢asto sa
vyskytujuci klinicky stav, pomoct objasnit zmeny, ku ktorym pocas neho dochadza, a
tak prispiet k rozvoju jeho prevencie a lieCby.

Préaca bola podporena projektami VEGA ¢. 1/0171/18, APVV ¢. 15/0107 a z projektu
»Identifikacia novych markerov v diagnostickom paneli neurologickych ochoreni”, kod:
26220220114 spolufinancovanym zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho
rozvoja.
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Abstract

Development of animal models of human neurological diseases comes from different
clues and represents at least two important grounds: primarily is based on deeper
insights and understanding of disease etiology and secondarily is leads to the
development and validation of novel therapeuric formulas/approaches in the disease
treatment. Paper presents animal models of multiple sclerosis and indicates relevant
advantages/disadvantages of the models. Translational potential of preclinical
studies is the key and cardical factor which determine validity of respective model
and its further optimalization. Vitamin D has been proved as very important
protective factor and we discuss here its potential. It is obvious that animal model can
not fully represent human disease and only partially mimics diversity and phenotype
of SM. Nevertheless animal models represent one of the important tool for
understanding of human disease etiology and the role of vitamin D.

Keywords: multiple sclerosis, EAE, animal models, vitamin D

Uvod

V zapadnej civilizacii, nevynimajuc EU a Slovensku republiku, predstavuju v su€asne;j
dobe neurologické ochorenia seriézny socio-ekonomicky problém, najma pre ich
vysoku mortalitu a morbiditu a sucasne pre vysoké naklady na naslednu zdravotnu
starostlivost a socialnu opateru. Toto je aj dévod, ze tvorba modelov, ato aj
modelov vyuzivajucich vysSie zvierata, ma vysoku aktualnost a naliehavost nielen
pre pochopenie etioldgie ochorenie. Neurologicka jednotka- SM je chronické imunne-
sprostredkované zapalové demyelinizaéné ochorenie centralneho nervového
systému (CNS), ktora vyznamnou mierou ovplyviuje nielen kvalitu zivota pacientov
ale ¢o je nadmieru zavazné, je aj hlavnou pri€inou neurologickej invalidity mladych
dospelych [1, 2]. Typickym znakom je vytvaranie morfologicky zretelnych
sklerotickych plakov, ktoré predstavuju koncovu fazu patologického mechanizmu,
ktory je Casovo rozdielny a zahfia zapal, demyelinizaciu a remyelinizaciu, ubytok
oligodendrocytov a astrocytézu, neurénovu a axonalnu degeneraciu [3]. Etioldgia a
patogenéza tohto ochorenia este nie je dostato¢ne preskumana [4].

V dbsledku etického limitovaného pristupu k [ludskému mozgovému tkanivu
v réznych fenotypovych a klinickych §tadiach SM bol vyvoj a zavedenie modelov
jednak na urovni jednotlivych bunkovych rezov Ci kultur a neskér aj vyvoj zvieracich
modelov, velmi podnetny k pochopeniu etiolégie ochorenia [5]. Zvieracie modely su
hlavnhym podkladom nielen pre pochopenie indukcie a patogenézy ochorenia a pre
vyvoj terapeutickych stratégii, ktoré obmedzia progresiu ochorenia, ba dokonca
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umoznuju aj perspektivne vytvorenie algoritmov pre moznu efektivnu lieCbu fudského
ochorenia [6].

Na studium SM su ako laboratorne modely vyuzivané hlodavce. Experimentalna
autoimunitna encefalomyelitida (EAE) je zapalové ochorenie centralneho nervového
systému (CNS) hlodavcov, v ktorého priebehu zohravaju ulohu CD4+ T-lymfocyty.
Zapalovy proces v CNS vyusti do paralyzy a dalSich neurologickych tazkosti, ktoré
su fenotypicky vefmi podobné sclerosis multiplex [7]. U zvierat sa EAE morfologicky
prejavuje narusenim HEB, periven6znym zapalom, stratou oligodendrocytov,
vznikom demyelinizaCnych lozisk a reaktivnou gliozou. Podfa klinického priebehu sa
rozliSuju 4 typy EAE — akutna fatalna, chronicka progresivna, chronicka relapsujuca a
chronicka s oneskorenym nastupom [8]. Indukcia EAE u vnimavych druhov potkanov
alebo mySi méze byt vykonana pasivnou imunizaciou podanim aktivovanych myelin
Specifickych T-lymfocytov. VacsSinou sa vSak EAE indukuje aktivhou imunizaciou
réznymi druhmi neuroantigénov ako je myelinovy bazicky protein (MBP),
proteolipoprotein (PLP) a myelinovy oligodendrocytovy protein (MOG) [9]. Myelinovy
oligodendrocytovy protein je transmembranovy glykoprotein exprimovany na povrchu
myelinovych membran CNS a je schopny indukovat EAE. Po subkutannom podani
MOG peptidu 35-55 rozpusteného vo Freudovom adjuvans a naslednej
intraperitonealnej aplikacii pertussis toxinu po 48 hodinach mysiam druhu C57/BL6
dochadza k vzniku chronickej relapsujucej (akutny vznik priznakov, ktoré odozneju a
neskor dojde k dalSiemu relapsu ochorenia), resp. chronickej progresivnej (pomalé
zhorSovanie priznakov asi od druhého tyzdna po imunizacii) EAE, ktoré su modelmi
SM vhodnymi pre identifikaciu molekularnych mechanizmov vzniku a priebehu SM,
ale aj na hladanie novych terapeutickych postupov. U mySi je mozné rozsah
neurologického poskodenia kvantifikovat pomocou tzv. EAE skore, ktoré méze
dosiahnut hodnotu 0 — 5. Pri hodnoteni skére sa posudzuje elasticita a pohyblivost
chvosta, slabost, resp. paralyza zadnych konc¢atin, charakter chédze [9, 10].

Vitamin D, ako jeden z environmentalnych rizikovych faktorov SM ma vyznamné
imunomodulacné ucinky a ovplyvhuje funkcie imunokompetentnych buniek.
Epidemiologické Studie poukazuju na vyznamnu protektivhu ulohu vitaminu D proti
vzniku SM pocas vyvinu organizmu [11]. Protektivny efekt slnec¢ného Ziarenia a
stravy bohatej na ryby voli vzniku SM je sprostredkovany vitaminom D [11].
Dostato¢na hladina vitaminu D udrziava rovnovahu medzi adhéziou oligodendrocytov
na axony a naslednou myelinizaciou a nedostatok vitaminu D vedie k oslabeniu
myelinizacie a zvySenej apoptoéze oligodendrocytov. So stupajucou plazmatickou
hladinou kalcidiolu sa signifikantne znizuje riziko vzniku MS u bielej populacie a tato
zavislost' je vyznamna hlavne do veku 20 rokov [12]. Do organizmu sa vitamin D
dostava bud z potravy, alebo k jeho tvorbe dochadza sledom metabolickych
procesov, ktoré zacinaju v koZzi oziarenim 7-dehydrocholesterolu UVB luémi, ked
vznika vitamin D3. Ten je nasledne transportovany do pecene prostrednictvom
vitamin D viazuceho proteinu (DBP, vitamin D binding protein) a jeho molekula je
hydroxylovana v polohe 25 pomocou mikrozomalnej vitamin D 25-hydroxylazy
(CYP2R1) a mitochondrialnej vitamin D 25-hydroxylazy (CYP27A1). Vznika 25-
hydroxycholekalciferol  (25/0H/D3), kalcidiol. Dalsia hydroxylacia prebieha
prostrednictvom CYP27B1 (25-hydroxy-vitamin D-1a-hydroxylaza) hlavne v bunkach
proximalnych tubulov obli¢ky, ale aj v inych tkanivach. Bioaktivna forma vitaminu D
sa viaze na receptor vitaminu D (VDR), prostrednictvom ktorého pini svoju regulaénu
ulohu v metabolizme vapnika a v imunitnom systéme. Inaktivacia vitaminu D je
katalyzovana enzymom 24-hydroxylaza (CYP24A1). Podobne ako pri zvieracich
modeloch SM, kde deficit vitaminu D ma za nasledok zvySenu nachylnost k vzniku
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EAE a podavanie vitaminu D mySiam mdze znizit zavaznost, resp. zabranit progresii
priznakov ochorenia [13, 14] mbze vitamin D pozitivne modifikovat' klinicky priebeh
SM u ludi. Uginky vitaminu D a jeho vplyv na priebeh SM zavisia aj od aktivity
receptora pre vitamin D, ktora mbéze byt ovplyvnena geneticky génovymi
polymorfizmami rs1544410 (T/C), rs7975232 (T/G), rs731236 (T/C) a rs10735810
(C/T) [15-20]. Ramagopalan a kol. [34] dokazali priamu funkénu interakciu vitaminu
D s MHC Il molekulami, ktoré su hlavnym genetickym rizikovym faktorom vzniku SM
vdaka pritomnosti VDREs v promotorovej oblasti HLA-DRB1 génu. Perspektivny
vhodny marker koreSpondujuci s vyskytom alely HLA-DRB1*1501 je
jednonukleotidovy polymorfizmus rs3135388.

Zvieracie modely SM

Nie je urCena stale definitivna priCina a efektivna lieCba SM, hoci bolo
identifikovanych niekolko genetickych a environmentalnych rizikovych faktorov a na
zmiernenie priebehu ochorenia je k dispozicii viacero Ciastocne ucinnych
preventivnych liekov, &i postupov. Je potrebné zdoéraznit, ze v jedinom zvieracom
modeli nie je mozné zachytit' a adekvatne inkorporovat vSetky klinické, radiologicke,
patologické a genetické &rty SM. Preto sa za poslednych niekolko desatroci vyvinulo
mnoho zvieracich modelov na pochopenie tak komplexného ochorenia akym je SM
[6]. Je vSak stale otazne, Ci zvieracie modely SM naozaj reprezentuju dobry model
ochorenia, kedZe uplne nekopiruju priebeh SM. Nedostatky modelov: Najma iniciacia
ochorenia u zvierat je zvy€ajne umelo navodena Clovekom - pri aktivnej imunizacii.
Casové rozpatie symptémov u éloveka a mysi je rozdielne - u ludi nastupuju klinické
priznaky az po rokoch od zaciatku nedetekovanych procesov predchadzajucich
ochoreniu, zatial€o priznaky u zvierat mozno pozorovat v priebehu tyzdrov, dokonca
dni od indukcie ochorenia. Nasledne aj lieCba je u mySi aplikovana na zaciatku
ochorenia, priCom u ludi az v neskorej faze SM. VacsSina experimentalnych Studii
pouziva inbredné linie mySi s genetickou homogenitou, ktora méze akumulovat
genetické chyby, ktoré sa takmer nevyskytuju v heterogénnej ludskej populacii [21].
MySacie modely su naj¢astejSie pouzivanymi modelmi SM pre ich inbredny genotyp,
rychlu reprodukénu kapacitu, [lahku geneticki manipulaciu a dostupnost
transgénnych a knockoutovych mysSi [22]. Modely su vhodnym a dostatoénym
zdrojom tkaniva CNS, na rozdiel od malopocetnych vzoriek ludského tkaniva, biopsii
alebo autopsii. NajcastejSie pouzivanymi zvieracimi modelmi SM su autoimunitné,
virusom-indukované a chemicky-indukované mysSacie modely.

Typy modelov experimentalnej autoimunitnej encefalomyelitidy (EAE)

Studie na skimanie patogenetickych, diagnostickych a terapeutickych aspektov SM
na animalnych modeloch sa datuju do prvej polovice 20. storoCia [23]. Rivers a kol.
(1933) ako prvy demostroval na opiciach imunizovanych krali¢imi mozgovymi
extraktmi, Ze paralyza suvisela s perivaskularnymi infiltratmi a demyelinizaciou v
mozgu a mieche. Ochorenie nazval akutna disseminovana encefalomyelitida. Neskér
sa tento termin zmenil na experimentalnu alergickl alebo autoimunitnu
encefalomyelitidu [24]. EAE je jednym z najpouzivanejSich in vivo modelov na
Studium zapalu mozgu a postvakcina¢nej encefalitidy. Su€asné modely EAE su
prevazne zalozené na zapale vyvolanom autoreaktivnymi CD4+ T-bunkami.
Predpokladalo sa, Ze EAE je prototypom Th1 autoimunneho ochorenia, avdak
nedavne Studie ukazali, Ze hlavnymi T-bunkami v imunitnej odpovedi nie su Th1, ale
Th 17 bunky [25].
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Obrazok 1 Typicka histopatologicka a imunohistochemicka analyza hlodavcov s aplikovanym
protektivnym G€inkom vitaminu D. Suplementacia vitaminu D vedie k potladeniu neurozapalu a niz3e;j
strate myelinu. Farbenie s Kluever (KL), hematoxylin-eozinom H&E, a protilatkou voc¢i ED.

Patologické udaje a vysledky z klinickych experimentov SM vSak ukazuju, zZe aj
CD8+ T-bunky a B-lymfocyty hraju délezitu ulohu pri Sireni zapalu a poskodenia
tkaniva vo vzniknutej SM, a tak povzbudzuju vedcov k vyvijaniu novych zvieracich
EAE modelov [26]. Na vyvolanie EAE sa najCastejSie pouzivaju dva pristupy, aktivna
imunizacia a pasivny transfer. Modely aktivnej senzibilizacie vyzaduju imunizaciu
encefalolitogénnymi antigénmi (najCastejSimi su MOG35-55 a PLP139-151)
emulzifikovanymi pouzitim kompletného Freundovho adjuvans (complete Freund’s
adjuvant, CFA) obsahujucom tepelne inaktivované Mycobacterium tuberculosis. Tato
emulzia sa aplikuje subkutanne pri baze chvosta. V den imunizacie a o dva dni
neskor sa intraperitonealne pridava pertussis toxin (Bordetella pertussis toxin), ktory
zosilfiuje rozvoj EAE [25]. Presny mechanizmus ako pertussis toxin zvySuje proces
senzibilizacie nie je uplne znamy [26]. V zavislosti od imunizaéného protokolu a
kombinacie mysSacieho kmena (napriklad C57BL/6, SJL/J, Biozzi) a antigénu
(napriklad MOG, MBP, PLP), priebeh ochorenia méze byt akutny, chronicky
progresivny alebo relaps-remitujuci [27]. Podobne ako u SM, vek, pohlavie
a vonkajSie prostredie maju silny vplyv na vnimavost k ochoreniu, zavaznost a
priebeh EAE [5]. NajpouzivanejSim modelom su mysi C57BL/6 senzibilizované
MOG35-55 peptidom v CFA [28]. Zvieratd vyvinu klasicku samolimitujucu
monofazicki EAE s oc€akavanym Kklinickym priebehom charakterizovanym
prodromalnym obdobim 10-15 dni po imunizacii, nasledovanym vzostupnou
paralyzou zacCinajucou od chvosta cez zadné az po predné labky a subeznou stratou
hmotnosti [22]. MySi su denne hodnotené klinickym skérovacim systémom po dobu
25-50 dni [27]. Pri modeloch pasivneho transportu T-buniek je potrebna aktivna
imunizacia zvierat, z ktorych je izolovana slezina a lymfatické uzliny. Po
diferencovani a restimulovani in vitro mézu byt T-bunky transferované do novej
skupiny zvierat, u ktorych sa rozvinie EAE [27]. Tato metdda umozniuje aplikaciu
fluorescenne znacenych encefalolitogénnych T-buniek a indukciu EAE u réznych
transgénnych mysacich kmenov, napriklad na zobrazovacie ucely [29]. Obdobnym
modelom je pasivny kotransfer autoreaktivnych T-buniek a patogénnych protilatok. V
suCasnosti sa vytvaraju viaceré dalSie modely EAE ako napriklad spontanne modely
EAE, humanizované EAE modely, modely lokalnych zapalovych demyelinizovanych
lézii v CNS, modely pre primarnu alebo sekundarnu progresivnu SM.

EAE priamo viedla k vyvoju troch schvalenych lieCiv v humannej terapii SM
glatiramer acetat, mitoxantrone a natalizumab. Na druhej strane mnozstvo
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terapeutickych pristupov, ktoré davali sfubné vysledky v EAE, sa ukazali bud ako
neefektivne alebo v niektorych pripadoch dokonca Skodlivé pri SM [6]. PriCiny
rozporuplnych vysledkov ziskanych u zvierat a ludi mézu byt genetické (druhové
rozdiely, Specifika inbrednych zvieracich kmeriov), patogenetické (individualna
variabilita medzi SM pacientmi) alebo kinetické (rozdielne ontogény a biorytmy,
docCasné rozdiely imunitnej reaktivity a odpovede na terapiu). NavySe pri SM méze
byt hemato-encefalicka bariéra nedostatone narusena v porovnani s EAE, a tym
moZze zabranit' lieCivam dosiahnut ciefové bunky a molekuly v CNS [24]. Hoci su
rozdiely v patofyziolégii EAE a [udskej SM, kvOli zapalovej povahe a jasnhej
autoimunitnej odpovedi na ochorenie, predstavuje EAE najuzitoénejSi model na
urenie efektivnosti imunomodulacnej lie€by SM a tiez pri uréeni lieCby, ktora priamo
ovplyviiuje tkanivo CNS [22].

Virusom indukované zapalové demyelinizacie

EAE modely nedavaju odpoved na pri€inu, ktora spusta ochorenie SM u pacientov.
Je zaujimavé, Ze urcité virusové infekcie u zvierat mézu spustit zapalové
demyelinizaéné ochorenie podobné SM. Niektoré nepriame dbkazy naznacuju, ze
virus Epsteina a Barrovej alebo aktivacia endogénnymi retrovirusmi mézu zohravat
ulohu v patogenéze SM, no zatial nebola najdena ziadna virusova infekcia Specificka
pre SM [6]. Virusové modely zobrazuju kFuCové c&rty SM podobnej zapalovej
demyelinizacii. Hlavnou nevyhodou je ich velmi komplexna patogenéza zahriujuca
vplyvy indukované priamo virusom, antivirusovu imunitu a dalSie autoimunitné
mechanizmy. Vplyvy tychto rozdielnych patogenetickych zloZiek je tazké oddelit.
Jednou z ich hlavnych vyhod oproti EAE je, Ze su zapri€inené infekénym procesom,
a nie aktivnhou senzibilizaciou, €o je prirodzenejSi proces poskytujuci informaciu o
etioldgii ochorenia u ludi [26]. Najviac pouzivané virusom indukované modely su
chronicka encefalomyelitida indukovana Theilerovym virusom a MHV (mouse
hepatitis virus) koronavirusom. Chronicka demyelinizujica encefalomyelitida
indukovana Theilerovym virusom (Theiler’'s murine encephalitis virus, TMEV) TMEV
je mysSaci Crevny patogén, ktory patri do Celade jednoviaknovych RNA
pikornavirusov, rodu Cardiovirus. Model je indukovany priamou intracerebralnou
infekciou TMEV vnimavych mySacich kmenov. Toto vedie k vzniku akutnej
encefalomyelitidy u vacsiny infikovanych zvierat a dalSi priebeh ochorenia zavisi od
virulencie pouzitého typu virusu a od genetickej schopnosti hostitelského zvierata
navodit Specificku protivirusovi T-bunkovu odpoved. Pri pouziti Specifického
virusového typu (BeAn alebo Danielov typ) a mysSi so Specifickymi MHC haplotypmi
(H-2q,r,s,v,f,p) je akutna encefalitickd faza nasledovana chronickym
demyelinizacnym ochorenim. Vacsinou postihuje miechu podobne ako u EAE
modelov, na rozdiel od EAE je toto ochorenie vzdy chronicko-progresivne [30].
Mysaci kmer SJL je typickym prikladom TMEV citlivych mysi. V klasickom modeli su
demyelizované |ézie evidentné za 3 tyZzdne po infekcii a strop dosiahnu asi po 100
drioch od infekcie. V tom Case infikované mysi zacinaju prejavovat neurologické
symptédmy vratane slabosti zadnych koncatin, kf€ovitosti a abnormalit chédze.
Kompletna paralyza zadnych koncatin a inkontinencia sa objavuju 6-9 mesiacov po
infekcii [6]. Pozitivnou ¢rtou TMEV modelu je, Ze vykazuje vyrazne podobnu klinicku
manifestaciu ako [fudska chronicka progresivna SM. Patologické javy su
sprostredkované aktivaciou imunitného systému, a nie priamym toxickym efektom
virusu na cielové bunky. Model je vhodny na testovanie novych terapeutickych
pristupov, hlavne terapii zameranych na adhézne molekuly, axonalnu degeneraciu a
imunosupresiu. Hlavnym negativom je, ze TMEV indukuje zapalovu demyelinizacnu
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reakciu len u mysi, a nespésobuje Ziadnu patoldgiu u ludi. Otazkou je, Ci je rozumné
pouzivat nehumanny patogén pri vyskume [udského ochorenia akym je SM.
Rozdielom v patogenéze TMEV a SM je perzistujuca virusova infekcia CNS u
zvieracieho modelu, ¢o sa nepreukazalo u pacientov so SM [21].

Toxicka demyelinizacia
V porovnani s EAE a TMEV sa modely toxickej demyelinizacie nepokusaju
napodobnit SM ako ochorenie, ale su vytvorené na objasnenie mechanizmov
demyelinizacie a remyelinizacie. Na vyvolanie demyelinizacie u animalnych modelov
SM sa najviac pouzivaju kuprizon a lyzolecitin [31]. Kuprizon je chelator medi a ako
toxin spbésobuje poskodenie myelinu. Jeho cielom su zrelé oligodendrocyty, priCom
iné bunkové typy CNS nie su zasiahnuté. Specifické &rty modelu zavisia od druhu
zvierata, davky kuprizonu v strave a veku zvierata pri aplikacii. Po odstraneni
kuprizonu zo stravy nastava extenzivna remyelinizacia. Model je vhodny aj pre
Studium demyelinizacie v Specifickych regionoch CNS (napriklad hipokampus), ktoré
su postihnuté u SM pacientov, ale nie u inych animalnych modelov [32]. Lyzolecitin je
aktivator fosfolipazy A2 a po injekénej aplikacii do réznych Casti miechy indukuje
lokalnu demyelinizaciu. Demyelinizacia nastava primarnym toxickym uc€inkom
detergentu na myelinové poSvy. Akutna faza deStrukcie myelinu je nasledovana
rapidnou remyelinizaciou [6].

Zaver
Zvieracie modely su stale nevyhnutnym a velmi cennym prostriedkom, ktoré su
sucCastou skumania etiologie komplexnych neurologickych ochoreni akymi je SM. Je
vSak potrebné zdbraznit, Ze aj napriek Castej vysokej fenotypickej podobnosti, ziadny
z modelov nezachytava celé spektrum neurologickych prejavov u ludi. Tvorba
a vyvoj uzitocnych a relevantnych modelov, ktoré reprezentuju vybrané aspekty
tychto ochoreni sluZzia hlavne ako mozZny testovaci nastroj na Studium rozvoja
ochorenia a na inovativhe a neoverené nové terapeutické pristupy. Ich vyhodou je,
Zze su vhodnym a dostatoénym zdrojom tkaniva CNS. Obmedzeny pristup
a nemoznost prace in vivo ulfudskych pacientov, resp. malopocCetnost vzoriek
l[udského tkaniva, biopsii alebo autopsii, umoziuje pouzitie animalnych hlavne
hlodav€ich modelov aj pre translacnu prax. Vyber najvhodnejSieho modelu a
optimalizovany dizajn Studie su jednoznanym zakladom pre uspesnu translacnu
aplikaciu experimentalnych vysledkov do klinickych Studii a klinickej praxe. Skumanie
vplyvu vitaminu D na vyvoj a priebeh ochorenia EAE je vefmi dobrym prikladom ako
animalny model prinaSa hilbSie poznatky pre pochopenie extrakalciovej ulohy
vitaminu D aj u tohto ochorenia.

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a
vyvoj pre projekt.,Centrum translaénej mediciny®, (ITMS 26220220021),
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja, VEGA
1/0128/16 a APVV 15/0107.
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Uloha Annexinu 5 v kardioprotekcii srdca dospelého potkana
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Abstract

Cardiomyocyte apoptosis is a key turning point in the cell death processes as well as
in the pathogenesis of various cardiovascular diseases. Since apoptosis of cardiac
cells is a highly regulated process, pharmacological intervention of apoptosis
pathways may represent a promising therapeutic strategy for a number of diseases
and disorders including myocardial infarction, IR injury or heart failure. Myocardial IR-
induced apoptosis results in different (intra)cellular changes including loss of the
asymmetric distribution of membrane phospholipids. Phosphatidylserine (PS) is
highly polarized to the inner plasma membrane in normal cells, but it is externalized
in the early phase of apoptosis and during inflammatory cell activation. Annexin 5
(AnxA5) is Ca®* dependent PS binding protein that binds reversibly, specifically, and
with high affinity to the PS-expressing cells. Adult rat hearts subjected to brief 20-min
ischemia maintained PS content in mitochondria while decrease was observed after
myocardial IR injury. AnxA5 positive cells were detected in both experimental groups
but with different subcellular localization. Post-ischemic myocytes showed mostly
cytoplasmic positivity whereas plasmatic positivity was detected in group subjected to
IR injury. Short ischemic period, where competition between apoptosis and
autophagy are present, seems to be more autophagic than apoptotic. Moreover
AnxA5 binds reversibly to PS, and its loss after IR along with AnxA5 plasmatic
positivity point to active apoptosis during reperfusion phase. To help identify potential
innovative directions for future research, it is necessary to have a full understanding
of the apoptotic pathways currently known to be functional in cardiac myocytes.

Keywords: Heart, Ischemia-reperfusion injury, Apoptosis, Annexin 5

Uvod

Ischemicko-reperfuzne (IR) poskodenie myokardu je komplexny patofyziologicky
proces, ktory zodpoveda za poskodenie u rozsiahlej skupiny klinickych stavov, ako je
infarkt myokardu, €i zlyhanie srdca. Preto pozornost odbornej verejnosti sa upriamuje
snahe vyvinut nové pristupy, ktoré by umoznili potlacenie letalneho IR poSkodenia,
jeho sprievodnych i dlhodobo poskodzujucich nasledkov. Kardiovaskularne
ochorenia su Casto spajané s procesom riadenej bunkovej smrti, apoptdzou,
srdcovych myocytov. KedZe apoptdéza kardiomyocytov je vysoko regulovany proces,
jednotlivé signalne drahy apoptdézy mézu predstavovat’ slubnu terapeuticku stratégiu
pre kardiovaskularne ochorenia a poruchy vratane infarktu myokardu, IR poskodenia,
Ci zlyhania srdca v kone¢nom $tadiu [1]. UZ spominana apoptdéza a zapal su
kfaCovymi procesmi post-ischemickej remodelacie srdca. Jednym z vyznamnych
hraCov vtomto procese je annexin 5 (AnxA5), ktory ma antiapoptotické [2] a
protizapalové vlastnosti [3].
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Pbvodne boli annexiny povazované za antikoagulacné proteiny. AvSak ide o
unikatnu rodinu na membranu viazanych, Ca*- a fosfolipid-viaztcich proteinov,
ktorych distribucia nie je uplne organovo Specificka. Spomedzi 12 izoforiem, Annexin
2, 5 a 6 najdeme najviac zastupené v tkanive srdca. Zatial ¢o annexin 6 ovplyvnuje
cyklizaciu vnutrobunkového Ca?* a kontraktilitu v izolovanych kardiomyocytoch,
annexin 5 je lokalizovany tak v kardiomyocytoch ako aj v ostatnych typoch buniek
srdca, priCom sa podiefa na bunkovej regulacii toku iénov, organizacii a sekrécii.
V pripade annexinu 2 nie je jeho uloha v srdci esSte stale plne objasnena [4].

Na zamedzenie poskodenia myokardu v désledku bunkovej smrti Ci pritomnosti
zapalu je pre reperfuznu zachranu ischemizovaného myokardu aj nadalej
preferovanou klinickou terapiou primarna perkutanna koronarna intervencia. Takato
post-ischemicka reperfuzia so sebou prinaSa dalSie poskodenie, ktoré je
sprevadzané produkciou reaktivnych foriem kyslika, ktoré stimuluju priamo drahy
bunkovej smrti a tvorbu zapalovych cytokinov i zhorSenie apoptozy [5]. Désledkom
IR-indukovanej apoptdézy v myokarde su rozlicné (intra)celularne zmeny, ktoré
zahffhaju okrem inych aj stratu asymetrickej distriblucie membranovych fosfolipidov.
Za normalnych podmienok je cholin-obsahujuci lipid, fosfatidylcholin, lokalizovany na
obidvoch stranach membrany, zatial ¢o aminofosfolipidy ako je fosfatidylserin (PS),
su koncentrované na vnutornej strane membran viabilnych buniek. V skorych
stadiach apoptdézy a v procese aktivacie zapalu dochadza k prestupu PS na
vonkajSiu stranu bunkového povrchu v désledku aktivacie proteolytického enzymu
kaspaza 3. Tento enzym funguje ako tzv. “eat me“ signal v€asného rozpoznania
a fagocytozy [6].

AnxA5 ma okrem anti-trombotickych uc€inkov aj mozné diagnostické vlastnosti
umoznujuce vizualizaciu bunkovej smrti, ¢i hodnotenie tvorby artériosklerotického
plaku [7]. NavySe v dbsledku infarktu myokardu narasta hladina endogénneho AnxA5
v plazme a jeho uptake v oblasti postihnutej infarktom [8]. Po ischemickej prihode sa
zistilo, ze kardiomyocyty exprimuju PS na svojom bunkovom povrchu najmenej 6
hodin. Av8ak exogénne podavanie AnxAS5 malo za nasledok cytoplazmaticku
internalizaciu a obnovenie sarkolemalnej asymetrie PS, priCom nezostal Ziadny
externalizovany PS. Toto by mohlo poukazovat na schopnost zvratit apoptoticky
proces [9]. NavySe, po lieCbe AnxAS5 bola pozorovana znizena post-intervencna
zapalova reakcia, ktora poukazala na potencialny terapeuticky ucinok voci post-
intervenénej hyperplazii intimy a urychlenej ateroskleréze [10]. Celkovo vzaté,
antiapoptotické a protizapalové uc€inky AnxA5 by mohli v podobe [udského
rekombinantného AnxA5 sluzit ako terapeutické Cinidlo na redukciu post-ischemickej
remodelacie lavej komory myokardu a zlepSenie funkcie srdca. Toto potvrdila aj
Studia, pri ktorej po aplikacii diméru AnxA5, diannexinu doslo k zlepSeniu prietoku
krvi u kralikov po ischémii a reperfuzii myokardu.

Preto cielom naSej prace bola snaha pochopit skoré molekularne mechanizmy, ktoré
su stimulované v procese post-ischemického poskodenia myokardu na modeli srdca
dospelych potkanov.

Material a metodika
Pre naSe experimenty sme poufZili srdcia dospelych, 6-mes potkanov kmena Wistar
(n=6 / skupinu), ktoré boli rozdelené na kontrolni (KON) skupinu sfdc (perfundovana
podla Langendorffa 65 min), ischemicku skupinu sme vystavili 20-min globalnej
ischémii (Isch) a IR skupinu s 30-min reperfuziou. Nasledne sme srdcia spracovali
a uskladnili na -70°C. v naSich experimentoch sme vyuzZili rézne metodologické
postupy ako je chromatografia na tenkej vrstve na analyzu mnozstva fosfatidylserinu,
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a fixaciu tkanivové rezu myokardu pre nasledné imunohistochemické farbenie
fluorescenéne znaeného Annexinu 5. Vysledky sme vyhodnotili pomocou
Statistického programu GrafPhad InStat V3.01 a Student-Neuman-Keulsovho testu,
kde hladina p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamnu.

Vysledky a diskusia

Aplikaciou fluorescenéne znaceného Annexinu 5 na tkanivové rezy sfdc vystavenych
20-min globalnej ischémii (Obr. 1A) a sfdc s naslednou 30-min reperfuziou (Obr. 1B)
sme monitorovali morfologické zmeny, konkrétne prestup fosfatidylserinu z vnutorne;j
na vonkajSiu stranu plazmatickej membrany kardiomyocytov. Vzhfadom na to, Ze rez
kontrolného srdca vykazoval minimalnu zmenu morfolégie plazmatickych membran
buniek srdca, tento nie je zaradeny do vysledkov. AvSak na Obr. 1A je mozno vidiet
najma cytoplazmaticku pozitivitu kardiomyocytov (biela Sipka) v skupine vystavenej
globalnej ischémii myokardu. Na druhej strane, mikrografy IR skupiny poukazuju na
zvySenu plazmaticku pozitivitu Annexinu 5 (hlava Sipky), ¢o je dané narastajucim
prestupom fosfatidylserinu z cytoplazmy na vonkajSiu stranu bunkovej membrany.
Tieto Strukturalne zmeny, ktorymi myokard prechadza v post-reperfuznom procese,
reprezentuju skoré Stadium apoptdzy v IR skupine.

Obrazok 1 Reprezentativne fluorescenéné mikrografy pre Annexin 5 na rezoch tkaniva myokardu
v ischemickej (A) a IR skupine (B). Sipka oznaduje cytoplazmaticku, zatial ¢o hlava $ipky ukazuje
plazmaticku pozitivitu annexinu 5 (zelend), s detailnymzobrazenim (biele obdizniky). Jadra (modré) su
znadené DAPI. Dizka Usecky zodpoveda 20 a 200 um.

Zaroven fluorescencné mikrografy podporuju predchadzajucu Studiu, kde sme
pozorovali lokalny opuch kardiomyocytov s naznakmi perinuklearneho hald, ktoré su
markermi striedania reverzibilnych zmien v dbsledku ischemického ataku. Preto
mbdZzme predpokladat, Ze zmeny v tkanive myokardu vystaveného IR inzultu vznikaju
v urcitej miere ako dosledok stimulacie skorej fazy apoptoézy. NavySe z literatury je
zname, Ze mechanizmy programovanej bunkovej smrti su aktivované, avsak pri
kratkej globalnej 20-min ischémii dochadza k ich kompeticii s indukciou autofagie
resp. mitofagie, ktoré mézu pdsobit’ za urcitych stresovych podmienok ako stimulatori
apoptozy.
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Procesy apoptézy €i uz vonkajSej alebo vnutornej kaskady su velmi komplexné
a zahfiaju najrdéznejSie interakcie s proteinmi inych drah, &i uz prezivania buniek
alebo bunkovej smrti. Napriklad aktivacia kaspazy-3 poCas apoptdzy cicavCich
buniek je spojena aj s expresiou fosfatidylserinu na apoptotickych bunkach. Annexin
5, ktory ma az nanomolarnu afinitu k PS, je vyuzivany odbornou verejnostou na
detekciu apoptdzy tak in vitro [11] ako ajin vivo [12]. Prave moznost neinvazivnej
detekcie apoptozy by mala poméct maximalizovat potencial zachrany buniek.
V nasom experimentalnom modely IR poSkodenia myokardu sme nezaznamenali
signifikantné zmeny v mnozstve fosfatidylserinu po ischémii (Obr. 2), avSak trend
prestupu bol pozorovany v IR skupine.
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(nmol/mg proteinu)
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Obrazok 2 Mnozstvo fosfatidylserinu (PS) po IR poSkodeni myokardu u 6 mes potkanov.

Niektoré prace poukazuju na vyznam PS-AnxA5 sprostredkovanej draha pinocytozy,
ktora nie je obmedzena len na bunky v apoptoze ale jej vyskyt bol detegovany aj
u nadorovych buniek. Autori tychto prac dospeli k zaveru, Ze intracelularny uptake
exogénneho AnxA5 bol spdsobeny pohltenim apoptotickych vezikul potiahnutych
AnxA5 susednymi bunkami. Tento mechanizmus sa javi nepravdepodobny, kedze
sme nedetegovali dostatok apoptotickych €i nekrotickych buniek v srdciach zvierat
podrobenych kratkej ischémii (nepublikované vysledky). Kenis a kol. [9] zistili, ze
perinuklearne vezikuly v prostredi so zvySenou koncentraciou vapnika mézu zabranit
uvolfiovaniu cytochromu ¢ z mitochondrii, ¢o podporuje antiapoptoticku ulohu AnxA5
v bunkach ischemického srdcového svalu. Expozicia reverzibilného PS predstavuje
atraktivny ciel neinvazivnej detekcie ischémie myokardu v porovnani s tradi¢nym
zobrazovanim perfuzie srdcového svalu. Okrem toho pretrvavajuca externalizacia
PS, najmenej 6 hodin po ischémii, mbéze umoznit retrospektivnu diagnézu bolesti na
hrudniku a podporit koncepciu ischemickej pamate.

Zaver
V minulosti sa verilo, Ze vacSina poskodenych buniek srdcového svalu pocas
ischémie myokardu je odstrdnena nekrézou. AvSak v sucCasnosti sa Coraz viac
odbornej verejnosti priklana k tedrii, ktora presadzuje apoptdézu ako velmi délezity typ
bunkovej smrti v postischemickom myokarde. Na rozdiel od nekrozy je apoptdza
spojena s geneticky naprogramovanou kaskadou intracelularnych udalosti, ¢im sa
stava pristupnou k intervencii. Napriklad pouZitie inhibitorov kaspazy-3 je spojené so
znizenim rozsahu apoptézy ale i nekrézy, s ktorou je vzajomne prepojena. Preto
moznost neinvazivnej detekcie apoptézy by mala pomdct maximalizovat potencial
zachrany buniek. NavySe aktivacia kaspazy-3 je spojena s nadexpresiou PS na

Strana | 104



Nové trendy a perspektivy v histoldgii V — EXPERIMENTALNE STUDIE

apoptotickych bunkach, ¢o odzrkadfuje az nanomolarna afinita AnxA5 na vazbu k
PS.

Apoptdza kardiomyocytov je klu€¢ovym bodom ,obratu” v procese bunkovej smrti a je
kriticka v patogenéze réznych kardiovaskularnych ochoreni. Zarover inhibicia
apoptézy je dolezitym cielom terapeutickej intervencie, avSak jej mechanizmus
v kardiomyocytoch stale nie je uplne preStudovany.

Tato praca bola podporena projektom VEGA 1/0004/19 a projektom "Kompetencné
centrum pre vyskum a vyvoj v oblasti diagnostiky a terapie onkologickych ochoreni”,
ITMS kéd projektu: 26220220153, spolufinancovanym zo zdrojov EU a Eurépskeho
fondu regionalneho rozvoja.
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