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lonizujucim ziarenim indukované zmeny v hipokampe za
experimentalnych podmienok
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Abstract

The aim of the present study was to investigate the effect of ionizing radiation on the
cell population which resides rat hippocampal formation. Adult male Wistar rats were
exposed to whole-body irradiation with fractionated doses of gamma rays (the total
dose of 4 Gy). Thirty, 60 and 90 days after irradiation the cell-specific types housed
the layers in CAl, CA3 were labeled using the immunohistochemistry for specific cell
phenotypes, either for Ki-67 protein, proliferative marker or GFAP, for detection of
astrocytes. Considerable increase was seen in the numbers of Ki-67-positive cells
during the 30th day after exposure. On the 60th day was observed expressive
decline in density of neurons, mostly in CA1 subregion. Slight overaccumulation of
Ki-67-positive cells was seen in CAl area 90 days after radiation treatment. Thirty
days after irradiation was seen temporary decrease of GFAP-positive astrocytes
replaced by their subsequent enhancement 60 days after exposure. In the following
group, survived 90 days post-irradiation there was found secondary decrease of
GFAP-positive cells in both of regions. Results showed that radiation response of
neurons and astrocytes resides the adult hippocampus may play contributory role in
development of more adverse radiation-induced late effects.

Uvod
Hipokampus patri k limbickému systému a je umiestneny medialne v temporalnych
rohoch bo¢nych mozgovych komoér. Spolo¢ne so susediacimi Strukturami, t.j. gyrus
dentatus, subiculum a entorinalnou oblastou sa suhrnne oznacuje ako hikokampalna
formacia. Uloha hipokampu je klugova pre uéenie a vytvaranie novych paméatovych
stép. Obojstranné poskodenie hipokampalnej formacie vedie k anterogradnej
amnézii, t.j. strate schopnosti ukladania novych spomienok, hoci starSie spomienky
ostavaju zachované. lonizujuce ziarenie mdze ovplyvnit zloZzenie bunkovej populacie
hipokampalnej formacie s dopadom na kognitivne funkcie. VSeobecne plati, ze miera
poSkodenia nervového tkaniva je priamo umerna druhu ionizujuceho Ziarenia,
ozarovanému objemu, velkosti a ¢asovému rozloZeniu davky, spésobu oZiarenia a
dal8imi parametrami. Na experimentalnej urovni viedol vplyv jednorazovej expozicie
réznymi davkami Ziarenia (2-10Gy) k dramatickému zvySeniu poctu apoptotickych
buniek niekolko hodin po oZiareni. Neskér nasledoval doCasny pokles apoptdzy,
ktory vSak pretrval 1 az 9 mesiacov po expozicii [1, 2, 3, 4, 5]. Model frakcionovanej
expozicie, pouzity na experimentalnych zvieracich modeloch viedol k poruseniu
hemato-encefalickej bariéry, tkanivovej hypoxii, ischemickému alebo traumatickému
poskodeniu, zvySenej expresii VEGF (vascular endothelial growth factor), ktory
zvySuje cievnu permeabilitu a naslednou demyelinizaciou a radiacnou nekrozou [6].
Podobne aj v humannej medicine sa neurotoxicky uc€inok ionizujuceho Zziarenia
prejavuje v podobe postradiaCnych komplikacii pri radioterapii nadorov CNS. Tieto
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prejavy zahffiaju najma akutne poskodenie CNS, ktoré je zvyCajne prechodné a
reverzibilné a neskoré ireverzibilné zmeny, ktoré su medicinsky najzavaznejSie.
V experimente sme Studovali zmeny v zloZzeni bunkovej populacie osidlujuce;j
vybrané oblasti v hipokampe potkanov po expozicii Styrmi frakciami celkovej davky 4
Gy gama Ziarenia v troch réznych ¢asovych intervaloch po expozicii.

Material a metody

V experimente sme pouzili biele samce potkanov kmena Wistar, vo veku 7-8
mesiacov. Zvierata sme oziarili celotelovou davkou ziarenia cTD 4,0Gy aplikovanu v
Styroch frakciach s davkou na frakciu TD 1,0Gy v tyzdnovych intervaloch, zdrojom
Ziarenia bol °°Co (pristroj TERAGAM UJP Praha) s prezivanim 30, 60 a 90 dni po
oziareni. Po celkovej inhalanej anestéze, celotelovej transkardialnej perfuzii
fyziologickym roztokom, nasledne 4% paraformaldehydom a dekapitacii sme
zvieratam vybrali mozgy a postfixovali ich do dalSieho dfia. Po presyteni tkaniva
v kryoprotektivnom roztoku 30% sacharézy sme na kryostate narezali sériove
sagitalne 30um rezy a nasledne sme postupovali podla Standardného protokolu pre
imunofluorescenéné farbenie pre jadrovy protein Ki-67, ktory sa pouziva ako
proliferaény marker a glial fibrillary acid protein; GFAP, marker astrocytov. Preparaty
sme hodnotili a fotografovali pomocou laserového konfokalneho skenovacieho
mikroskopu Olympus FluoView FV10i (Olympus, Japonsko). Kvantitativhu analyzu,
t.j. poCet znaCenych buniek vo vrstvach cornu ammonis 1 (CA1l) a cornu ammonis 3
(CA3) , t.j. stratum oriens, str. pyramidale, str. lucidum, str. radiatum, str. lacunosum
a str. moleculare sme uskuto¢nili pomocou programu Imaged (NIH, Bethesda, MD).

Vysledky a diskusia
V porovnani s kontrolnou skupinou sme u zvierat, prezivajucich nami zvolené
intervaly (30, 60 a 90 dni po oZiareni) zistili zmeny v distribucii Specifickych typov
buniek, ktoré osidluju jednotlivé vrstvy oblasti CA1 a CA3. Vyrazné zvySenie poctu
proliferujucich Ki-67-pozitivnych buniek (Ki-67") sme zistili tridsat dni po oZiareni
v obidvoch oblastiach (CA1: 2134 + 420,26 versus 547 = 190/cm? v kontrolnej
skupine; P<0,01; CA3: 2168 + 234,86 vs.1031£157,97 v kontrolnej skupine). Naopak,
v skupine, prezivajucej Sestdesiat dni po expozicii sme zaznamenali prudky pokles
proliferacie, najviac v oblasti CA1 (378 £ 99,59 vs. 0z-30: 2134 + 420,26; P<0,01).
U zvierat s najdlh§im prezivanim sme zistili opatovny narast proliferacnej aktivity
v regione CA1 (0z-90: 836 = 309,72), hoci oblast CA3 zostala bez zmien. PocCet
astrocytov mierne poklesol u zvierat, ktoré prezivali tridsat dni po expozicii a to
najma v oblasti CA1 (3997 + 917,78), dalSia oblast zostala bez zmien. Ciastoény
narast poctu GFAP-pozitivnych buniek sme zistili Sestdesiat dni po oziareni a to viac
v oblasti CA3 (5155 + 456,3) ako v CAl (3931 + 650,61). Tento narast bol
vystriedany ubytkom astrocytov v skupine, prezivajucej devatdesiat dni po
frakcionovanej expozicii najma voblasti CAl1 (2658 + 463,96). V priebehu
experimentu sme zistili vyraznejSiu dynamiku zmien v populacii proliferujucich buniek
ako v distribucii astrocytov. Potvrdzuje to znamy poznatok o vy$Sej radiorezistencii
postmitotickej populacie po oZiareni. Niektori autori poukazuju na ubytok
postmitotickych neurénov v obidvoch oblastiach dva mesiace po expozicii, avdak
tieto zmeny sa ukazuju ako reverzibilné [7]. Frakcionovana expozicia starnucich
potkanov neviedla k ubytku postmitotickych neurénov ani jeden rok po oziareni [8].
Pre porovnanie, jednorazova davka ziarenia mala za nasledok prudky pokles poctu
Ki-67" buniek v gyrus dentatus hipokampu zvierat, prezivajlcich niekolko hodin az
mesiacov po expozicii [3, 4]. V naSom experimente sme nehodnotili zmeny
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v proliferacne aktivnej subgranularnej zéne Struktury gyrus dentatus, ktora je jednym
z dvoch zdrojov neurogenézy v dospelosti. Ziskané vysledky vSak mézeme porovnat
s dalSim zdrojom neurogenézy, a to subventrikularnou zénou (SVZ) nachadzajucou
sa v stene bocnych mozgovych komoér. Predchadzajuce Studie potvrdili, ze oblast
CALl vysiela svoje axony do oblasti rhinencephalon, a to ¢uchového bulbu (bulbus
olfactorius),nucleus olfactorius anterior a cortex pyriformis [9]. Zaroven pokracuje
vyskum tykajuci sa ulohy hipokampu pri tvorbe Cuchovych pamatovych stop.
Vzhlfadom na tento fakt je potrebné sa v buducnosti zamerat na skumanie
mechanizmov synaptickej plasticity pri tvorbe pamati, resp. imunohistochemicky
detekovat mozné kvalitativne zmeny. Ziarenim indukovana strata alebo zvysené
zastupenie astrocytov, resp. oligodendrocytov boli publikované v mnohych pracach
[6, 10]. V naSej predchadzajucej Studii sme skumali Ziarenim indukované docasné
zvysSenie pocCtu astrocytov v oblasti SVZ (zatial nepublikované vysledky). Klinické aj
experimentalne Studie na zvieratach potvrdzuju vyskyt reaktivnej astroglidzy
(hypertrofia vybezkov astrocytov, zvySena tvorba intermediarnych filamentov,
konkrétne GFAP) ako reakcie astrocytov na posttraumatické alebo zapalové zmeny
v CNS [6, 10]. VSeobecne je zname, Ze reakcia tkaniva na jednorazovu davku je
rapidna, na rozdiel od frakcionovanej expozicie, kde dochadza k oneskorenym
prejavom, pretrvavajucim niekoflko mesiacov az rokov po oZiareni [6].
Predpokladame, ze nami zistené zmeny v zastupeni astrocytov pocCas troch
mesiacov po expozicii predstavuju skor neuroprotektivnu odpoved' gliovych buniek
na oziarenie ako prejav reaktivnej astrogliézy. Stadium tychto zavaznych
oneskorenych nasledkov na experimentalnej urovni je dblezité pre ich mozné vyuzitie
v klinickej radioterapii.

Zaver
Vzhladom na fakt, Ze najvyznamnejSim limitujucim faktorom v radiacnej onkolégii su
tolerancné davky zdravych tkaniv v okoli nadoru, poznatky ziskané Studiom
postradiacnych zmien na zvieracich modeloch su délezitymi informaciami pre vyvoj
novych lieCebnych postupov.
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Patomorfologické mechanizmy podielajuce sa na morfologickych
zmenach Ranvierovho zarezu po ischémii
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Abstract

Ultrastructural changes in the nodal and paranodal regions of myelinated nerve fibres
of sciatic nerve were studied during partial ischemia in the guinea pig. The ischemia
was induced by ligation of the abdominal aorta. The changes were examined at
sequential times (1, 2 and 4 days) after partial ischemia. The distal parts of the
sciatic nerves were fixed in situ, with 3% glutaraldehyde, postfixation was done with
Millonigs fixative. Sections were stain with uranylacetate and lead citrate.
Morphological study of the sciatic nerves showed structural abnormalities at nodes of
Ranvier and mild axonal atrophy. Neither segmental demyelination nor axonal
degeneration were evident. The changes in the axon including segregation
microtubules from microfilaments. Microtubules form distinct longitudinal strands
arranged into the middle of axon. The some organelles (mitochondria) in the axon
were abnormal and accumulated in the paranodal regions. The axoplasmic changes
became apparent on 1% day and accumulations of abnormal organelles was
observed on days 2 and 4. The earliest changes of the myelin sheath seen 2" days
include retraction of paranodal loops. These paranodal changes are asymmetric
around the node and may by more advanced on either the proximal or distal side.

Uvod
Kazdy myelinizovany axén ma dve morfologicky a funkéne odlisné Casti, ktoré sa
v priebehu celej dizky axénu striedaju. Cast zahrfiujuca cca 1 pm dizky axénu je
nodium — je to miesto excitacie, ktoré je proximalne aj distalne obklopené
paranodalnou oblastou. Druha éast zahrfiujica 99 % axonalnej dizky je pokryta
myelinovym obalom, nazyvana internédium (Terzis and Smith 1990, Waxman 2002).
V oblasti ndédia je axolemma relativne nekrytd, tu vznika elektricky potencial.
Nodalna oblast méa vysoku denzitu Na* kanalov, zatial o internodalny Usek axonu,
ma vysoku koncentraciu K kanalov, s najvaéSou denzitou v paranodalnej oblasti
(Arroyo and Scherer 2000, Peles and Salzer 2000). Takéto usporiadanie axénu
(obalenej a neobalenej Casti) umozriuje saltatorne vedenie vzruchu. Interakcia medzi
axénom a myelinotvornou Schwannovou bunkou sa najmarkantnejSie prejavuje
v oblasti Ranvierovho zarezu, o je primarne funkéné miesto zodpovedné za vznik
potencialu. Tato oblast je aj z morfologického hladiska Specificka. Na oboch stranach
nodia je cytoplazma Schwannovej bunky v paranodalnych slu¢kach, kde je najvacsia
denzita K* kanalov. Takato organizacia umozfiuje réznorodost kontaktu medzi
axénom a membranou myelinizujucej Schwannovej bunky- vytvara sa tu axoglialne
spojenie. Ischemia zohrava délezitu ulohu v mnohych periférnych nauropatiach.
Studie  zaoberajuce sa vplyvom ischémie na periférne nervy opisali réznu
vulnerabilitu axénu a Schwannovych buniek na ischémiu (FerCakova et al. 1995.,
Hara et al. 1993). Rd&zne patologické situacie tykajuce sa Ranvierovho zarezu
spbsobia zmeny, ktoré vyvolaju prerozdelenie Na® a K® kanalov v teto oblasti
(Kazarinova-Noes and Shrager, 2002). MySlienkou tejto prace bolo, sledovat ako sa



meni ultrastruktura nédia a paranddia myelinizovanych axoénov v n. ischiadicus
morcCata po ischemickom poskodeni.

Material a metody

V experimente sme pouZili dospelé morcata bez rozdielu pohlavia, o hmotnosti 300-
500g. Ischémia n. ischiadicus bola navodena ligaciou abdominalnej aorty, tesne pod
odstupom a. renalis sinistra. VSetky zakroky sme robili v celkovej thiopentalovej
anestéze. Cas prezivania zvierat bol: |, 2 a4 dni od navodenej ischémie. Po
uplynuti udaného ¢asového intervalu sme distalny usek n. ischiadicus fixovali in situ
10 min. 3% glutaraldehydom pri extendovanej koncatine. Po fixacii in situ sme nervy
vybrali a dofixovali eSte 3 hod. v 3% GA. Postfixaciu sme robili fixatnym cCinidlom
podfa Milloniga. Ultratenké rezy sme farbili podla Reinoldsa a pozorovali
elektronovym mikroskopom.

Vysledky

Ultrastrukturalne zmeny myelinizovanych axénov v n. ischiadicus ischemickych
zvierat sme vzdy porovnavali s kontrélnou skupinou. Strukturalne zmeny, ktoré sme
pozorovali na urovni Ranvierovho zarezu sme rozdelili na zmeny pozorované
vaxone azmeny lateralnych sluCiek v paranodalnej oblasti. Zmeny v axdéne
zahrnovali dilatované a vakuolizované mitochondrie, endoplazmatické retikulum.
Takéto zmeny v oblasti nddia sme pozorovali u skupiny zvierat 1. den po navodenej
ischemii. U skupiny zvierat prezivajuce 2 dni alterované axonalne organely tvorili
akumulacie na urovni paranodia. Zmeny v axone zahrhovali aj segregaciu
neurotubulov od neurofilament , tubuly vytvarali paralelne prebiehajiuce nakopenia
sustredené v strede axonu. Uvedené zmeny v nodalnom a paranodalnom useku boli
najvyraznejSie u skupiny zvierat, ktora prezivala 4 dni. Prvé zmeny na myelinovej
poSve sme zaznamenali na 2. den po ischémii, zahriovali retrakciu lateralnych
slugiek, &im doslo k demyelinizacii paranodalnej oblasti a tym k prediZzeniu nédia.
Zmeny Vv paranodiu boli asymetrické, v niektorych axdénoch boli vyraznejSie
v proximalnom, inde v distalnom paranddiu. Retrakcia lateralnych sluciek
a paranodalna demyelinizacia bola najvyraznejSia u skupiny, ktora prezivala 4 dni.
Segmentalnu demyelinizaciu na urovni internédia sme nepozorovali.

Diskusia

Ischémia mdze zapri€init poSkodenie myelinu na celularnej urovni, ¢o sa prejavilo
poskodenim axoglialneho spojenia v paranodalnej oblasti a retrakciou lateralnych
sluiek dochadza k demyelinizacii tejto Casti. Ako uvadza Peles and Salzer (2000)
demyelinizacia axonu vyvolana réznymi patologickymi situaciami vedie k redistribucii
Na" a K" kanalov pozdiz axénu. Tieto zmeny sa mézu kompenzovat zva&senim
mitochondrii, ktoré hraju ddélezitu ulohu pri demyelinizacii aich akumulaciou
v demyelinizaCnych oblastiach, priCom funkcia axénu nemusi byt preruSena
(Andrews et al. 2005). Nakopenie neurotubulov a neurofilament v nodo-paranodalnej
oblasti vysvetlujeme nedostatkom energie potrebnej na axonalny transport.

Zaver
NasSe pozorovania ukazali, ze parcialna ischémia spésobila vyskyt abnormalnych
axonalnych organel, najma mitochondrii, ktoré vytvarali akumulacie v paranodalnej
oblasti. Pozorovali sme zvySenu denzitu neurotubulov a neurofilament, pricom tieto
vytvarali akumulacie v nodalnej oblasti, sustredené do stredu axdénu. Zmeny na



myelinovej poSve zahrriovali retrakciu lateralnych slucCiek, ¢im doslo k demyelinizacii
paranodalnej oblasti. Zmeny v paranddiu boli asymetricke.
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Abstract

Carbonic anhydrase IX (CA IX) is one of the recently emerged targets with
distribution and molecular attributes offering various opportunities for clinical
utilization. This enzyme belongs to the zinc metalloenzymes that catalyze the
reversible conversion of carbon dioxide to bicarbonate and proton. Expression of CA
IX is normally restricted to the mucosa of alimentary tract, but on the other hand, it
takes place in a high percentage of human cancers derived from tissue which are
normally CA IX-negative. It is atransmembrane protein with two extracellular
domains: carbonic anhydrase (CA) with high catalytic activity and a proteoglycan-like
segment (PG), mediating cell-cell adhesion. Both CA and PG domains interact with
the microenvironment and they could play a role in tumorigenesis, but their roles are
poorly understood. CA IX belongs to the most strongly induced proteins in response
to hypoxia suggesting its potential to serve as an intristic hypoxic marker with
possible diagnostic, prognostic and therapeutic value [5,6.] In this study we
summarize a current knowledge on CA IX and discuss possibilities of their
exploitation for breast cancer detection. We examined the expression of this enzyme
in malignant breast tissues by immunohistochemical staining in the panel of 40
samples of malignat lesions. Staining was confined to plasma membranes of cells in
9 cases, but in 16 cases was found in plasma membranes and also in cell cytoplasm
and 15 cases was without positivity.

Key words: carbonic anhydrase IX, hypoxic marker, prognostic value,
immunohistochemical staining.

Uvod
Karbonicka anhydraza IX patri medzi zinkové metaloenzymi, ktoré katalyzuju
reverzibilnu premenu vody a oxidu uhli¢itého na kyselinu uhli€itu, ktora spontanne
disociuje na bikarbonatovy aniéon a proton [1]. Tato bielkovina bola pévodne
detekovana v ludskej bunkovej linii HeLa derivovanej z karcindmu kréka maternice
pomocou monoklonalnej protilatky M75 ako transmembranovy antigén. Povrchovy
bunkovy protein CA IX sa za fyziologickych okolnosti exprimuje v ramci uzkeho
spektra tkaniv, ktoré patria hlavne k traviacemu traktu. Medzi nadory obsahujuce CA
IX patria najréznejSie typy benignych a malignych tkaniv derivovanych z prsnika,
obliCiek, pazeraka, hrubého Creva, pfuc, pankreasu, peCene, maternice a vajeCnikov
[2]. Karbonicka anhydraza IX je hypoxiou-indukovany protein s ulohou v regulacii pH
a bunkovej adhézii [3]. Hypoxia je prognosticky a klinicky vyznamny nadorovy
parameter so signifikantnym vplyvom na vysledok lie€by a progresiu ochorenia [2].
Expresia CA IX je intenzivne Studovana v domnienke, Ze tento protein méze sluzit
ako prirodzeny marker hypoxie s moznym diagnostickym, prognostickym a
terapeutickym vyznamom. Z tohto dévodu boli realizované pocetné Studie, zalozené



na imunohistochemickej detekcii CA IX v réznych typoch nadorov s cielom objasnit
jej potencialny vyznam a uplatnenie tohto proteinu aj v klinickej praxi [2,4].

Material a metodika

Imunohistochemicky sme vySetrili parafinovy material zo 40 vzoriek karcinomov
mlieCnej zfazy. Zkazdej vzorky boli pripravené 4 pm hrubé rezy na
imunohistochemické reakcie na dékaz CA IX s pouzitim dobre znamej a Siroko
dostupnej peroxidazovej techniky. Monoklonalna protilatka proti CA X (M75,
Virologicky ustav SAV v Bratislave) bola riedena 1:50. Reakcia bola vizualizovana
DAB chromogénom (DAKO). Pri interpretacii ziskanych imunohistochemickych
vySetreni sme semikvantitativne hodnotili celularnu lokalizaciu imunohistochemickej
reakcie a to:

a) na membrane bunky,
b) v cytoplazme a na membrane bunky,
c) bunky bez reakcie.

Vysledky a diskusia

Najnovsie Studie poukazuju na pozitivhu korelaciu medzi expresiou CA IX a zlou
progndézou nadorového ochorenia. Silna asociacia s malignym fenotypom ako
aj funkéné prejavy proteinu CA IX davaju nadej na jeho vyuzitie v klinickej praxi.
Imunohistochemicka detekcia CA IX v Sirokom spektre nadorov méze poskytnut
hodnotné informacie napr. o progndéze nadorového ochorenia, o pritomnosti
intratumorovej hypoxie ako aj o predpokladanej ucinnosti protinadorovej terapie.
Expresia CA IX méze byt perspektivnym ukazovatefom pri vybere optimalnych
terapeutickych modalit. V tejto aplikacii je neocenitelnou S$pecifickou reagenciou
monoklonalna protilatka M75. Okrem iného je CA IX faktorom prezivania, ktory
ochranuje nadorové bunky pred fyziologickymi stresmi. V pripade karcindmov
prsnika je expresia proteinu CA IX signifikantne asociovana s nekrézou a vysokym
stadiom ochorenia ako aj so skratenou dobou relapsu, zvySenym poctom recidiv
a zhorSenym celkovym prezivanim pacientov s invazivnymi nadormi [2, 5, 6].
Predkladana praca opisuje expresiu CA IX v malignych léziach mlieCnej Zlazy.
Sledovali sme celularnu lokalizaciu CA IX v 40 karcinomoch mlie¢nej zlazy. Celkovo
sme zistili 2 druhy imunohistochemickej pozitivity. V 9 vzorkach sme pozorovali
vyluéne silnid membranovu pozitivitu, v 16 vzorkach dominovala kombinovana (silna
membranova a slaba cytoplazmaticka) pozitivita (obr. 1). ZvySnych 15 vzoriek
nevykazovalo ziadnu pozitivitu.
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Obr. 1 Imunohistochemicka reakcia na dékaz CA IX v karcindme prsnika — hnedé
sfarbenie (zvacsenie 200x).

Zaver
Sucasna onkologicka patoldgia je charakterizovana hfadanim novych diagnostickych,
prognostickych a prediktivnych parametrov. V poslednej dobe je v centre
medicinskeho vyskumu hypoxiou indukovany protein CA IX, pri€¢om vyskum tejto
bielkoviny sa orientuje najma na jej ulohu v narodoch, Studuje sa jej prognosticky
vyznam a moznosti vyuzitia aj v samotnom lie€ebnom procese. Overenie
diagnostickej, prognostickej a terapeutickej hodnoty CA IX si vyZiada eSte mnohé
analyzy velkych suborov ochoreni s ciefom vyuzitia a uplatnenia tohto proteinu ako
nadoroveho markera aj v praktickej medicine.
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Pouzitie izolovanych nervovych viakien pri sledovani réznych
parametrov v kontrolnej a experimentalnej skupine
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Abstract
On the isolated nerve fibres we measured the length of the segment, the thickness of
the myelinated fibres and the lenght of the internodes. The number of the Schmidt-
Lanterman clefts and their distribution were studied at 200 dayes after mechanical
injury. Our findings support importance Schmid-Lanterman incisures in processe of
remyelination.

Uvod

Myelinizacia nervovych vlakien periférneho nervového systému predchadza
myelinizaciu v centralnom nervovom systéme. Nervové vilakna sa tak stavaju funkéne
plnohodnotné az po ukoncéeni tohto procesu. Myelinova posva pdsobi ako izolator
axonu a urychluje vedenie vzruchov — saltatérne vedenie vzruchu. Myelinizacia moze
byt réznym spésobom narusend, vysledkom su vrodené a ziskané chyby. Napr. pri
sclerosis multiplex demyelinizované axény mézu fungovat skratovo a tak prenos je
spomaleny alebo zablokovany. Rozhodujucu ulohu pri udrziavani a tvorbe myelinove;j
poSvy v PNS zohravaju Schwannove bunky. Udrziavanie a tvorbu myelinovej poSvy
v jednom internédiu zabezpecuje jedna Schwannova bunka [5]. V priebehu internodii
sa vyskytuju Schmidtove-Lantermanove Strbiny, ktoré predstavuju kanal, cez ktory
prudi cytoplazma Schwannovej bunky k axénu. Ako uvadza [2,3] tato tzv. radialna
cesta je milién krat rychlejSia ako obvodova cesta. Pri remyelinizaChom procese
prave Schmidtove-Lantermanove S$trbiny zohravaju nezastupitefnd ulohu pri
transporte réznych latok a tak zabezpecluju zvySené naroky v procese obnovy
myelinovej posvy. Remyelinizacia prebieha podla podobného stavebného planu ako
myelinigenéza [4].

Material a metodika
V nasom experimente sme pouzili n. ischiadicus morciat (Cavia porcellus). Zvieratam
sme navodili mechanické poskodenie nervu a po ur€itom case preZitia (200dni) sme
hodnotili dané parametre na izolovanych nervovych viaknach.
Odobraté a spracované nervy sme rozvlaknovali pod stereoskopickym mikroskopom
v kvapke glycerinu jemnymi preparaénymi ihlami. Rozvlaknené nervy sme ihned
montovali do glycerinu a hodnotili v svetelnom mikroskope.
Na izolovanych nervovych viaknach sme merali a hodnoatili (obr.1):
1. hrabku myelinizovanych nervovych viakien
2. dizku internédii (D)
3. vzdialenost medzi dvoma susednymi Schmidtovymi-Lantermanovymi Strbinami (d)
4. vzdialenost medzi prvou Schmidtovou-Lantermanovou $trbinou a Ranvierovym
zarezom (d”)
5. celkovy poc€et Schmidtovych-Lantermanovych $trbin v priebehu internddii (SL)
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Obr.1 Znazornenie merania jednotlivych parametrov

Vysledky a diskusia
1.Hrubka myelinizovanych nervovych vlakien (zdravé morcata)
Ziskané vzorky izolovanych nervovych vlakien n. ischiadicus morCata obsahovali
myelinizované nervové vlakna hrubky v rozpati od 5,2 do 11,5 um.
V skupine zvierat, ktoré sme nechali prezivat 200 dni sme namerali nervové vilakna
hrabky od 2,6 ym do 5,6 um.

2.Dizka internédii sa pohybovala v rozpati 450-1050 ym. Porovnali sme zavislost
dizky internddia od hrabky nervového viakna (obr.2).

V skupine zvierat, ktoré sme nechali prezivat 200 dni sme namerali internédia dizky
190 ym az 720 um.

8,0 9,0
Priemer viakna

Obr. 2 Zavislost dizky internddia od hriubky nervového vladkna (zdravé mor&ata)

3.DIZka segmentu

Dizka segmentu je vzdialenost medzi susediacimi Schmidtovymi-Lantermanovymi
Strbinami. Tato vzdialenost bola v rozpati 15-80 ym. Z nameranych hodnot sme
vypoditali priemernt dizku segmentu pre rdzne hrabky nervovych viakien (obr.3).
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Obr.3 Histogram — zavislost priemernej dizky segmentu od hribky nervového vlakna

4. Vzdialenost medzi prvou Schmidtovou-Lantermanou S$trbinou a Ranvierovym
zarezom

Meranim vzdialenosti prvej Schmidtovej-Lantermanovej Strbiny od Ranvierového
zarezu sme zistili, Ze tato vzdialenost je vZdy vacésia ako priemerna dizka segmentu.
VacSia vzdialenost prvej Schmidtovej-Lantermanovej Strbiny od Ranvierového
zarezu je spOsobena lateralnymi sluCkami myelinovej posvy, ktoré pripajaju
myelinovu posvu k axdnu v oblasti paranddia.

5. Pocget Schmidtovych-Lantermanovych $trbin v internédiu

V internédiach myelinizovanych nervovych viakien réznej hrubky sme zistili variabilny
pocCet Schmidtovych-Lantermanovych Strbin. Existuje priama zavislost poctu Strbin
od hrubky nervového vilakna (obr.4, obr.5).
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8,0 9.0
Hritbka vildkna

Obr.4 Zavislost poc¢tu Schmidtovych-Lantermanovych $trbin v internédiu od hrubky
nervového vlakna (zdravé morcata)

12



[y
7]

=
[=]

£
e
=
o]
]
o
o
=]
(-8

5,0 6,0
Hnibkavlakna

Obr.5 Poc¢et Schmidtovych-Lantermanovych $trbin v internddiu (zvierata prezivajuce
200dni)

Obr.7 Detall izolovanych nervovych viakien s po¢etnymi Schmidtovymi-
Lantermanovymi Strbinami

Schmidtove-Lantermanove Strbiny zohravaju délezitu ulohu pri obnove myelinovej
poSvy. Sledovali sme ich pocet v priebehu internddii remyelinizovanych nervovych
vlakien. Remyelinizované nervové vlakna boli stenSou myelinovou posvou. Ich
internédia boli v porovnani s kontrolnou skupinou kratSie, ale s pocetnymi
Schmidtovych-Lantermanovych  Strbinami. Podobny nalez zvySenia poctu
Schmidtovych-Lantermanovych $trbin opisali vo svojich experimentoch aj ini
autori [1]. Tieto nasledovali tesne za sebou so skratenymi segmentmi (obr.6, obr.7).
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Zaver
Zistili sme zvyseny pocCet Schmidtovych-Lantermannovych Strbin
v remyelinizovanych internédiach a usudzujeme, Ze Schmidtove-Lantermanove
Strbiny zohravaju nezastupitelnu ulohu pri obnove myelinovej poSvy v procese
remyelinizacie nervovych vilakien. Predstavuju rychlu cestu pre transport délezitych
latok potrebnych pri tvorbe myelinovej posvy.
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Aplikacia DCE MRI pri diferencovani malignych a benignych lézii
prsnika
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Abstract

According to recent statistics, the mortality and morbidity rates of breast cancer are
the highest of all cancers in women in the Slovak republic [1,2]. Therefore, early
detection and treatment of breast cancer is necessary to rescue the patients. The
goal of this study is to investigate the use of DCE MRI (dynamic contrast enhanced
MRI) to differentiate between benign and malignant breast lesions. DCE MRI
characteristics are believed to reflect differences in vascularity, vessel permeability,
and extracellular diffusion space between these two types of lesions [3,4,5,6,7]. Out
of the patient database, we have randomly chosen five patients with a malignant and
five with a benign lesion. Patients had previously undergone MRI for breast
examination followed by biopsy and histological confirmation. All DCE MRI data were
evaluated in the JIM image analysis package (Version 5.0, Xinapse Systems Ltd.,
Northants, UK). In the determined regions of interest, changes of signal intensity
were observed over the acquisition time. We also acquired curves of dynamic
contrast enhancement. The largest increase of relative signal intensity took place in
the first 3 minutes after contrast administration; this is known as a wash-in rate. We
then compared the parts of the curves with the largest increase of signal intensity
during the timeframe. Malignant lesions tended to have higher maximum signal
intensity increases per timeframe than benign ones.

This work was supported by the grant of the Slovak Ministry of Health, No. 2007/57-
UK-17.

Key words: Breast cancer, Benign lesion, Malignant lesion, Dynamic contrast
enhanced MRI

Uvod

Vyznam MRI (magnetic resonance imaging) pri diagnostike karcinomu prsnika zacal
az v 70- tych rokoch 20. storo€ia. MRI prsnikov poskytuje vysoku senzitivitu (94 % -
99 %) pre detekciu tumoru [3,4,8]. Napomocnou modalitou MRI je predovSetkym
dynamické sledovanie kinetiky intenzity signalu, DCE MRI (dynamic contrast-
enhanced MRI), umoZiujuce rozliSenie malignej od benignej lézie na zaklade
analyzy kinetickych a dynamickych zmien. Jedna sa o technologicky postup
ziskavania sérii Ti-vazenych 3D MR obrazov prsnikov pred, po¢as a po aplikovani
kontrastnej latky [9,10,11]. Kontrastna latka je paramagneticka substancia
vytvarajuca vlastné magnetické pole, ¢&im skracuje relaxacné Casy a umozriuje
kontrastne odlisit' tkaniva podla obsahu kontrastnej latky. V. DCE MRI prsnikov sa
vyuziva vzacna zemina gadolinium ako sucast kontrastnej latky Gd-DTPA
(“diethylenetriamine penta-acetic acid/gadopentetat dimegluminu*) [9,11]. Dynamické
krivky DCE MRI su ziskavané z narastu intenzity signalu tej oblasti |ézie, ktora bola
oznaCena ako oblast zaujmu (“‘ROI“ region of interest). Intenzita signalu sa
zaznamenava ako funkcia meracieho ¢asu po podani kontrastnej latky [4,9,12].
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Material a metodika

Pre ucely Studie sa analyzovalo 5 benignych a 5 malignych nalezov, ktoré boli
histologicky potvrdené. Snimky predstavovali dynamické T;- vazené 3D snimky
s nasledujucimi parametrami: opakovaci ¢as “TR"(repetition time) = 3,61 ms, echo
Cas “TE" (echo time) = 1,21 ms; uhol “flip angle” = 6°, bez potlaenia tuku (“no fat
suppression). Meranie bolo vykonavané pomocou Standardnych prsnikovych cievok
na 3T celotelovom MRI systéme Siemens (MAGNETOM Trio a Tim System,
Erlangen, Nemecko). Pre uc€ely merania boli podstatné MRI snimky prsnikov s
aplikaciou kontrastnej latky. Po 30 sekundach merania sérii obrazov sa preto
intravendzne aplikoval Gd-DTPA (multihance v pomere 0,2 ml/kg) [9,12]. Nasledne
bolo zmeranych 17 sérii 72 rezov tkanivom prsnikov (hrubka rezov 2 mm). Série boli
zosnimané v 13 sekundovych intervaloch. Vyhodnocovanie dat prebiehalo na
medicinskom softvérovom baliku JIM (verzia 5.0, Xinapse Systems Ltd., Northants,
UK) [13].

Vysledky a diskusia

Studia bola venovana analyze intenzity signalu pogas prvych 2 az 3 miniat od
aplikacie kontrastnej latky. Spominana Cast zaznamu sa v literature uvadza ako
oblast najprudSieho narastu intenzity signalu - narastova krivka (“wash-in rate®)
v DCE MRI merani. Pre desat’ vzorovych dat sa pomocou obrazového analyzaéného
balika JIM vygenerovali narastové krivky. Na zaklade pozorovania sa podstatnym
javil Casovy interval od 52 sekundy, ¢o koreluje aj s literaturou [4,6,8,9,12]. Na vzorke
10 analyzovanych dat je badatelny vysoky narast intenzity signalu u malignych
vzoriek (odtiene Cervenej farby v grafe) v porovnani s benignymi (odtiene zelenej
farby v grafe) (Obr.1). Tumor narasta v zavislosti od jeho vyzivovania, ktoré
zabezpecCuju novovytvarané vyzivovacie cievy (angiogenéza). Maligne lézie maju
rychlejSi vzostup a aj vySSie hodnoty intenzit signalu ako benigne lézie, ¢o koreluje
so stupfiom neoangiogenézy [4,9,10].
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Obr. 1 Graf hodnét intenzit signalu v jednotlivych meracich €asoch narastovych
kriviek vSetkych DCE MRI merani. Odtiene cervenej farby v grafe predstavuju
maligne vzorky, odtiene zelenej farby v grafe benigne vzorky.
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Zaver

Vo vyznaCenych ROI prsnikovych lézii, sa pozorovali zmeny intenzity signalu
v priebehu meracieho Casu. Ziskali sme dynamické, kontrastne zvyraznené krivky.
Najvacsi narast relativnej intenzity signalu je v prvych 3 minutach po aplikacii
kontrastnej latky, v useku nazyvanom narastova krivka. Porovnavali sme Casti kriviek
S najvacsou zmenou v naraste intenzity signalu v priebehu meracieho Casu. U
malignych lézii sa javili va€Sie zmeny narastu intenzity signalu nez u benignych.
Priebeh Studie by nebol mozny bez histologickej analyzy tkaniv, pomocou ktorej boli
vysledky Studie potvrdené.

Pod’akovanie

Praca bola podporena grantom MZ SR 2007/57-UK-17 ,Neinvazivne priestorové
mapovanie vyznamnych metabolitov v mozgu a prostate pri nadorovych,
neurologickych a psychiatrickych ochoreniach* spolufinancovanym zo zdrojov EU a
Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatura

[1] Bella, Onkologia. 2006, 1, 26-28.

[2] Hlava, Obsitnikova, Plesko, et al, Narodné centrum zdravotnickych informacii. 2010.
[3] Gilhujs, Gigeret, Bick, Med.Phys. 1998, 25, 1647-1654.

[4] Tozaki, Magnetic resonance in Medical Sciences. 2004, 3, 189-197.

[5] Yankeelov, Lepage, Chakravarthy, et al, Magnetic Resonance Imaging. 2007, 25, 1-13.
[6] Sinha, Lucas-Quesada, Sinha, et al, Journal of MRI. 2002, 15, 693-704.

[7] Galié, Farace, Merigo, et all, Microvascular Research. 2009, 78, 370-378.

[8] Orel, Schnall, LiVolsi, Troupin, Radiology. 1994, 190, 485—-493.

[9] Chen, Medical Physics. 2006, 33, 2878 — 2887.

[10] Castellani, et al, Methods Inf Med. 2009, 3, 248-253.

[11] Kurz, et al, European Journal of Radiology. 2010, 76,195-210.

[12] Kuhl, Mielcareck, Klaschik, et al. Radiology.1999, 211, 101-110.

[13] Xinapse Systems Ltd.: online manual JIM. available: http://www.xinapse.com/

17


http://www.xinapse.com/

Stadium vyvinu tymusu v embryonalnom obdobi klasickymi
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Abstract
The thymus is the central organ of the immune system important for the development
and maintenance of cellular immunity. Thymus develops from the third pharyngeal
pouch and descends from neck into the anterior- superior mediastinum. Epithelial-
mesenchymal interaction between the third pharyngeal pouch endoderm and
surrounding neural crest derived- cells mesenchyme is necessary for the proliferation
and diferentation of thymic epithelial cells. In this article we photographically present
the development of thymus from 5™ up to the 8" week. The microphotographs of the
light microscopy in those weeks capture the rapid prenatal development of these
organ.
Uvod

Tymus patri medzi centralne (primarne) lymfatické organy. Zabezpecuje
diferenciaciu, selekciu ako aj ziskavanie imunokompetencie T- lymfocytov. Tie su
zodpovedné za bunkovu imunitu. Tymus CEloveka vznika v Ziabrovej (faryngovej)
oblasti, z ktorej sa vo fylogenéze u nizSich vodnych stavovcov vyvinuli ziabre (Varga
et al. 2008). Medzi lymfatickymi organmi ma zvlastne postavenie, pretoze jeho
stromu tvoria retikulo-epitelové bunky (nie bunky vaziva), vznikajuce z endodermy
tretieho faryngového vacku (Gordon et al. 2004). Tymus je pre T- lymfocyty akousi
Luniverzitou“, pretoZe pocas ich pobytu v tomto organe sa naucia rozliSovat' vlastné
Struktury od nevlastnych, vlastné tolerovat a na nevlastné reagovat a eliminovat
(Buc 2001). Zrelé a imunokompetentné T- lymfocyty opustaju tymus a presuvaju sa
do sekundarnych Ilymfatickych organov. Klasickou histolégiou a dostupnymi
metddami je mozné podat’ prehlad dynamickych zmien tohto organu lymfatického
systému pocas jednotlivych tyzdhov embryonalneho vyvinu, prispiet k poznaniu
normogenézy a v neposlednom rade k spravnemu pochopeniu vzniku vrodenych
vyvinovych chyb a anomalii. V tomto ¢lanku je fotograficky zdokumentovany vyvoj
tymusu od Siesteho do 6smeho tyzdria embryonalneho vyvinu.

Material a metody
Nas subor pozostaval z 18 ludskych embryi (od 5. do 8. tyzdna vyvinu). Embrya
tvoria sUgast zbierky Ustavu histolégie a embryoldgie Lekarskej fakulty UK
v Bratislave. Embrya boli odobraté po spontannych a indukovanych potratoch
v réznych okresoch Slovenska este zaciatkom 80. rokov minulého storocia. Po fixacii
vo formaline a naslednom odvodneni vo vzostupnom rade alkoholu a prejasneni boli
zaliate do parafinu. Takto zafixované embrya boli uskladnené v embryologickom
laboratériu ustavu. Z parafinovych blo¢kov sme pomocou mikrotomu znacky LEICA
zhotovili 7 um hrubé sériové rezy. Cast embryi sme zrezali transverzélne (prieéne),
dalSie sagitalne (pozdizne). Pri $tudiu rezov tkaniv sme pouzili metddy klasicke;
histologie. Parafinové rezy sme vzdy zafarbili kombinaciou bazického hematoxylinu
a kyslého eozinu. Na zvyraznenie glykogénu bola pouzita kombinacia histochemicke;
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PAS reakcie (Periodic Acid Schiff), bazickej celestinovej modrej a kyslej oranz G.
Rezy sme nasledne pozorovali svetelnym mikroskopom znacky LEICA DM 2500,
mikrofotografie sme zhotovili digitalnou kamerou LEICA DFC290HD (Heerbrugg,
Germany).

Vysledky
Prvé zaklady tymusu a pristitnych teliesok mozno prvykrat pozorovat koncom piateho
a zaciatkom Siesteho tyzdna (obr. 1).

Obr. 1. Ludské embryo koncom 5.
a zaCiatkom 6. tyzdna embryonalneho vyvinu. Prie€ny rez. Proliferacia buniek
buduceho T- tymusu, PT- zaklad pristitnych teliesok, P- paZerak (hematoxylin a
eozin, zvacsenie 50x a 100x).

L

Proliferacia epitelovych buniek z tretieho faryngového vacku zacina na zaciatku
Siesteho tyZdna. Faryngova oblast’ je z hlfadiska ontogenézy dolezita nielen pre vyvin
tymusu, ale aj mnohych dalSich organov, vratane stitnej zfazy, pristitnych teliesok
a neskér aj podnebnych mandli. NajvyraznejSiu proliferaciu epitelovych buniek
pozorujeme Vv oblasti tretieho faryngového vacku. Kranio- dorzalna Cast dava vznik
dolnym pristitnym telieskam, priCcom z kaudalno- ventralnej Casti vznikaju zaklady
buduceho tymusu. Tieto dve oblasti su fahko rozlisitefné, bunky buducich pristitnych
teliesok su dlhsie a svetlejSie (obr. 2), obsahuju viac glykogénu nez epitelové bunky
vyvijajuceho sa tymusu (obr. 3).

o
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Obr. 2. Ludské embryo v 6. tyZzdni embryonalneho vyvinu. PozdlZzny rez. PT- zaklad
pridtitnych teliesok, T- tymus (hematoxylin a eozin, zvacsenie 50x a 200x).
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Parové zaklady tymusu, spolu so zakladmi buducich pristitnych teliesok, postupne
zostupuju (descensus thymi). V siedmom tyzdni embryonalneho vyvoja sa
zostupujuce epitelové zaklady odpoja od steny faryngu, priCom v centre vyvijajuceho
sa lymfatického organu sa méze vytvorit' kanalik (ductus medullaris thymi) (obr. 3).
Bunky buduceho tymusu su jasne odliSitefné od zakladov pristitnych teliesok a stitnej
Zlazy a obsahuju znacné mnozZstvo glykogénu. Pritomnost cervenych Kkrviniek
v okolitom embryonalnom vazive dokazuje pritomnost krvnych ciev v blizkosti
vyvijajuceho sa tymusu.

& S ; 1""».':'-*- Y . W ol T 2o a
Obr. 3. Ludské embryo v 7. tyzdni embryonalneho vyvinu. Pozdlzny rez. T- tymus
s centralnym kanalikom (ductus medullaris thymi), SZ- zaklad buducej Stitnej zlazy,
PT- zaklad pristitnych teliesok (PAS+ oranz G+ celestinova modra, zvacSenie 50x

a 200x).

Zaklad tymusu v siedmom tyZzdni tvoria cylindrické epitelové bunky (thymus
epithelialis) uloZzené tesne vedla seba. Od okolitych buniek mezenchymu ich
oddeluje bazalna lamina jasne viditelna po znazorneni retikularnych vlakien.

e ; % E L : < : e
Obr. 4. Ludské embryo v 7. tyzdni embryonalneho vyvinu. Pozdlzny rez. T- tymus,
PT- pristitne telieska (hematoxylin a eozin, zvacsenie 200x a 400x).
V 6smom tyzdni su zaklady tymusu lokalizované za vyvijajucou sa hrudnou kostou
(Obr. 5).
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Obr 25 Ludske embryo v 8. tyzdni embryonalneho vyvmu Pozdlzny rez T tymus,
HrK-vyvijajuca sa hrudna kost, VC- velka cieva srdca (PAS+ oranz G+ celestinova
modra, hematoxylin a eozin; zvacsenie 50x a 50x).

Embryo sa rychlo vyvija a rastie, jednotlivé zaklady sa ¢im dalej tym viac priblizuju,
avSak zostavaju oddelené vrstvou spojivového tkaniva. Okolité bunky
ektomezenchymu sa zacinaju vnarat do epitelu tymusu (buduce interlobularne
septd). Ich su€astou je mnozstvo krvnych ciev, ktoré prinasaju pro T- lymfocyty (obr.

Obr 6. Ludské embryov8 tyzdni embryonallneho.vyvmu' Pozdlzny rez. T- tymus P-
pluca, EM- ektomezenchym (spojivové tkanivo pdvodom z neurdlnej liSty)
(hematoxylin a eozin, zva¢Senie 50x a 100x).

Epitelové bunky zakladov tymusu mozno morfologicky diferencovat na cylindrické
bunky v periférnej oblasti, usporiadané vradoch ana bunky nepravidelného
usporiadania lokalizované v centralnej Casti tymusu (obr. 7). Primitivny lymfaticky
organ nadalej zostupuje kranio- kaudalnym smerom, v dsmom tyzdni sa thymus
epithelialis za€ina vyvijat na thymus lymphaticus.
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Obr 7. Ludske embryo v 8. tyzdn| embryonalneho vyvmu (52 dn|) Pozdlzny rez. VA-
velka artéria, T- tymus, HrK- vyvijajuca sa hrudna kost (hematoxylin a eozin, PAS+
oranz G+ celestinova modra; zvacsenie 200x a 100x).

Diskusia
Faryngova (Ziabrova) oblast sa stala klasickou oblastou, na ktorej bol dokazany
vztah medzi ontogenézou a fylogenézou. Je to oblast, v ktorej sa pomerne
konzervativne rekapituluje vyvoj ziabri (branchiae) v ontogenéze vSetkych chordat.
Ziabrova oblast’ bola exponovana priamo kontaktom s vonkaj$im prostredim a preto
musela reagovat na zmenu prostredia pri prechode stavovcov z vodného na
suchozemské prostredie. Tak sa ziabrové vacky zacali postupne menit na imunitné
a endokrinné organy a ich epitel sa stal okrem inych aj zdrojom pre tymus, ktory sa
spociatku vyvijal vo vSetkych faryngovych vackoch. Tymus a nové Struktury
v branchialnej oblasti sa objavuju v suvislosti s vyvinom $§titnej Zlazy. PocCas evolucie
sa pocCet zakladov tymusu redukoval a z rovnakych zakladov sa vyvinuli pristitne
a ultimobranchialne telieska (Slipka 1986). Proliferacia epitelovych buniek distalnej
Casti druhého, tretieho a Stvrtého faryngového vacku zacina zacliatkom piateho
tyzdna kranio- kaudalnym smerom. Prvé Stadia zakladov tymusu mdéZzeme pozorovat
v Siestom tyzdni embryonalneho vyvinu. Vyvin tymusu z druhého a Stvrtého
faryngového vacku je evoluéne podmieneny, u Zralokov sa tymus vyvija vo vSetkych
Ziabrovych Strbinach (PospiSilova et al. 1999). U ludi je vyvin tymusu redukovany len
na treti faryngovy vacok. Niektori autori popisuju proliferaciu endodermalnych buniek
aj vdruhom (thymus secundus) (Varga et al. 2011) av Stvrtom (thymus [V)
faryngovom vacku (Gasser 1975, Van Dyke 1941). V naSom subore sme proliferaciu
buniek v druhom a Stvrtom faryngovom vacku nepozorovali. Podla PospiSilovej et al.
(1999) sa v skorSom obdobi zastavuje diferenciacia zakladov tymusu z buniek
druhého a Stvrtého vacku, pretoze tieto bunky nie su schopné spojit sa
s proliferujucimi bunkami ektodermy. Tato hypotéza podporuje dvojaky, endo-
ektodermalny pévod epitelu tymusu (Rezzani et al. 2008). Zaklady tymusu
v siedmom a 6smom tyzdni prenatalneho vyvinu tvoria prevazne epitelové bunky
Specifického usporiadania. V zakladoch tymusu su ultrastrukturalrne rozdielne bunky
v periférii a v centralnej Casti (von Gaudecker 1986). Toto tvrdenie podporuju aj nase
pozorovania, v periférnej oblasti su bunky cylindrické a usporiadané do radu, pricom
v centralnej Casti su bunky polygonalne a neusporiadané. Bazalnou laminou (lamina
basalis) su tieto epitelové bunky oddelené od okolittho mezenchymu. Ten sa vyvija
z buniek neuralnej listy (Bockman and Kirby 1984,1989). Parové zaklady tymusu
spolu so zakladmi dolnych pristitnych teliesok zostupuju kranio- kaudalnym smerom
az sa v siedmom tyZzdni odpoja od steny faryngu. Nasledne sa po¢as 6smeho tyzdra
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embryonalneho vyvoja presuvaju do oblasti horného a predného mediastina, za
vyvijajucu sa hrudnu kost.
Zaver

Vyuzitim klasickych a Specialnych metdéd farbenia a zobrazovania sme pozorovali
rychly priebeh zmien vo vyvine tymusu v embryonalnom obdobi. Sledovali sme
zmeny prebiehajuce v ramci vnutornej Struktury a zmenu lokalizacie organu pocas
vyvinu v organizme. Fotograficky sme zdokumentovali morfologické zmeny tymusu
viditelné svetelnym mikroskopom. Na zaklade morfologickych pozorovani sme
konStatovali po€as embryonalneho vyvinu dynamické zmeny v oblasti tretieho
faryngového vacku, opisali sme vyvin prvych zakladov tymusu a postupnu
proliferaciu a rast buniek. V ramci tychto pozorovani bolo mozné sledovat postupny
presun zakladov tymusu z oblasti faryngovych oblukov, kranio- kaudalnym smerom.
Tymus sa v procese vyvinu postupne premiestioval z oblasti faryngovych vackov, do
oblasti definitivneho ulozenia, pred srdcom a za hrudnou kostou.
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Abstract

The results of preclinical research have indicated anticarcinogenic effects of statins in
diverse tumors including breast cancer. Lipophilic atorvastatin and simvastatin have
demonstrated high anticarcinogenic effects in experimental breast cancer in our
previous experiments. In this study, the chemopreventive potential of another
lipophilic statin - fluvastatin in N-methyl-N-nitrosourea induced mammary
carcinogenesis in female rats was evaluated. Chemoprevention with fluvastatin
lasted the entire experiment (18 weeks). Dietary administered fluvastatin (200mg/kg
of diet) has revealed high antineoplastic effects compared to the control group. The
differences between the control group and the group with administered fluvastatin at
a concentration of 20 mg/kg of diet in the representation of carcinomas (with
exception of fewer comedo lesions in treated group) were not found. In the group
with administered fluvastatin at a concentration of 200 mg/kg of diet compared to the
control group, an apparent decrease in the number of malignat lesions was
observed. A histopathological analysis of mammary tumors has not shown a shift in
the rate of poorly differentiated and well differentiated invasive mammary carcinomas
after fluvastatin treatment.Pleiotropic attributes of statins including anticarcinogenic
effects may open new possibilities in clinical medicine.

Key words: chemoprevention, mammary carcinogenesis, rat, histopathological
analysis, fluvastatin

Uvod
Statiny, inhibitory 3-hydroxy-3-metylglutaryl koenzymu A reduktazy, predstavuju latky
s dobre dokumentovanymi terapeutickymi a preventivnymi ucinkami

u kardiovaskularnych ochoreni. Tieto najCastejSie pouzivané hypolipidemika vykazuju
multiplicitné  pdsobenie aj mimo  primarnej a sekundarnej prevencie
kardiovaskularnych choréb [1]. V epidemiologickych S§tudiach preukazali statiny
tumorsupresivne ucinky u viacerych typov neoplazii, vratane rakoviny prsnika [2].
Uloha statinov v karcinogenéze je napriek pogetnym experimentom kontroverzna
a stale neobjasnena. Kilinicki a experimentalni onkolégovia diskutuju o ich
pleiotropnych ucinkoch, zahfnajucich protizapalové, imunomodulacné
a antiproliferacné vlastnosti [3]. Vysledky naSich predchadzajucich studii
s atorvastatinom a simvastatinom demonstruju vysoky antineoplasticky efekt statinov
v experimentalnej mamarnej karcinogenéze [4, 5]. V naSej Studii sme sledovali
antineoplastické ucinky lipofilného statinu - fluvastatinu v modeli prevencie chemicky
indukovanej experimentalnej mamarnej karcinogenézy u samic potkanov, nakolko
v takomto modeli doposial eSte examinované neboli. Jeden z ciefov nasej Studie —
histomorfologicka analyza — mdze viest klogickym zaverom pri posudzovani
efektivnosti farmaka a jeho vplyvu na diferenciaciu a prognézu nadorov pocas
dihodobe;j liecby.
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Material a Metody

Experimentalnu vzorku zvierat tvorilo 60 samic potkana kmerna Sprague-Dawley vo
veku 32-36 dni, ktoré boli rozdelené do troch experimentalnych skupin (20 zvierat na
skupinu). Chemoprevencia zacala tyzden pred aplikovanim karcinogénu. Fluvastatin
bol zvieratam aplikovany v potrave v dvoch koncentraciach: 20 mg/kg potravy
(FLUVA 20) a 200 mg/kg potravy (FLUVA 200), podas celej dizky experimentu. Tretia
skupina bola kontrolna (KONT), bez chemoprevencie. Karcinogén N-metyl-N-
nitrozourea podany zvieratam intraperitonealne v priemere  na 40. postnatalny den
sluzil pre indukciu mamarnej karcinogenézy v jednorazovej davke 50 mg/kg
hmotnosti zvierata. Od 6. tyZzdfa experimentu boli zvierata palpované s ciefom zistit
vyskyt, lokalizaciu a vefkost mamarnych nalezov. K usmrteniu zvierat doslo rychlou
dekapitaciou v 18. tyzdni experimentu. PocCas pitvy bola uskutoCnena excizia
mamarnych nadorov. Konvencnou metodikou boli vzorky tkaniva zafixované do
parafinu a odoslané na histologické vySetrenie. Nadory boli klasifikované podla
medzinarodnych kritérii pre klasifikaciu nadorov u potkanov [6]. Sledované boli aj
makroskopické zmeny na vybranych organoch. V jednotlivych skupinach sme
Statisticky vyhodnotili parametre mamarnej karcinogenézy: incidenciu, frekvenciu,
latenciu, objem nadorov a urcili sme topografiu mamarnych tumorov. Vyhodnotili sme
zmeny Vv histologickej typizacii a grading nadorov po aplikacii fluvastatinu. Vzorky
tkaniva mamarnych nadorov boli rozdelené do dvoch skupin - dobre diferencované
(low grade, LG) a slabo diferencované (high grade, HG). Kritéria pre kategorizaciu —
solidizacia, bunkova atypia, mitoticky index, nekrdza, boli zvolené na zaklade
Standardnych diagnostickych metdd klasifikacie. Za HG karcindmy boli povazované
nadory s = 2 pozitivnymi kritériami a za LG s <1 pozitivnym kritériom. Ak
vzorky tkaniva preukazovali > 30% solidny rast, bolo mozné hovorit' o solidizacii. Za
vysoky mitoticky index bola povazovana hodnota = 10 pozorovanych mitéz v 10-tich
zornych poliach.

Vysledky

Fluvastatin aplikovany v skupine s vy§Sou koncentraciou vyrazne potlacil frekvenciu
mamarnych nadorov v porovnani s kontrolnou skupinou. Fluvastatin aplikovany
v niz8ej koncentracii signifikantne neznizil parametre mamarnej karcinogenézy.
Medzi skupinami KONT a FLUVA 20 sme nezistili vyznamnejSie rozdiely v zastupeni
karcinbmov, s vynimkou zastupenia nizSieho pocCtu komeddénovych lézii v lieCenegj
skupine. V skupine FLUVA 200 bol zisteny vyrazny pokles poctu malignych lézii v
porovnani s kontrolnou skupinou. Zaujimavostou v tejto skupine zostava vysoké
percentualne zastupenie inak zriedkavych sarkomov. Vysoka davka fluvastatinu
pravdepodobne pdsobi preventivne na karcinomy, nie vSak na malignity vznikajuce z
mezenchymovych  buniek. Histopatologickd analyza mamarnych nadorov
nepreukazala posun v pomere slabo diferencovanych a dobre diferencovanych
nadorov po aplikacii fluvastatinu. Histopatologicku klasifikaciu
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(z(.:vi::)a) Typ nadoru Grading Poznamka
KONTROLA - 29 lézii u 14 nadorovych zvierat
2 K LG
4 K LG
4 K HG SMA
4 K-P LG
4 K LG
5 K-KO HG SM,AN
5 P-K LG
5 K-P LG
6 K LG
6 K HG SMA
7 K-KO HG M,AN
7 K-P LG
8 K-P LG
8 K LG
9 P-K LG
9 P-K LG
11 P-K LG
12 P-K LG
13 K HG SMA
13 IDP
14 K LG
15 K HG SMA
15 K-P-KO HG M,A,N (Obr. 1)
16 K-P-KO HG S,M,A,N (Obr. 2)
16 K-P LG
18 K-P-KO HG SMAN
18 P-K LG
18 P-K LG
18 K-P HG SMA
FLUVA 20 - 28 lézii u 10 nadorovych zvierat
21 K-P LG
21 P-K LG
22 K-P LG
25 K-P LG
25 K HG SMA
25 K LG
25 K-KO HG SMAN
25 K LG
25 K-P-KO HG S,M,A,N (Obr. 3)
25 P-K HG SMA
25 P-K LG
25 K-P LG
25 P HG SMA
25 P LG
27 P-K LG
27 P-K HG SMA
28 K HG SMA
29 P-K HG SMA
29 P-K LG
29 P-K LG
33 K-P LG
36 K HG S,M,A
39 P HG S,M,A
39 P LG
39 K-P HG S,M,A
39 K-P HG S,M,A
39 K-P-KO HG SM,AN
40 P LG
FLUVA 200 - 8 lézii u 7 nadorovych zvierat

42 K-KO HG SM,AN
44 SA HG N (Obr. 4)
44 K-P LG
45 SA HG MFH
51 SA HG
54 K LG
58 K-P LG
59 K LG

Tabulka 1. Histopatologicka klasifikacia a grading mamarnych nadorov:

Invazivny karcinédm (K — kribriformny, P — papilarny, KO — komedézny)

IDP — intraduktalna proliferacia
MFH — maligny fibrézny histiocytom

S — solidizacia, M — mitoticky index, A — bunkova atypia , N — nekréza.

Obr. 1 Kribriformny karciném s vysokym stupfiom malignity a s infiltraciou prie¢ne
pruhovaného svalu (farbenie H&E, zvac¢senie 400x).

Obr. 2 Karciném s vysokym stuprfiom malignity. Naznacena solidizacia a pritomné
centralne nekrozy (farbenie H&E, zvac¢Senie 100x).

Obr. 3 Kribriformny karcindm s nizkym stuprfiom malignity. Pritomna tvorba
kribriformnych formacii a chybanie solidizacie Bunky vykazuji nizky stuperi atypie a su
bez zretelnej mitotickej aktivity (H&E, zvacsenie 400x).

Obr. 4 Sarkém s vysokym stupfiom malignity. PrevaZujuca vretenobunkova
populécia so zretelnou mitotickou aktivitou a s nekrotickymi okrskami - v favom hornom
a pravom dolnom rohu (H&E, zvacsenie 200x).
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a grading vsSetkych mamarnych nadorov popisuje tabulka 1. Reprezentativne
charakteristiky vybranych mamarnych lézii predstavuju obrazky 1 - 4. Farmakum
bolo uzvierat dobre tolerované. PocCas pitvy neboli pozorované Ziadne
makroskopické zmeny na vybranych organoch zvierata.

Diskusia a zaver
Experimentalne Studie poukazuju na to, Zze statiny by mohli byt potencionalne
efektivne v lieCbe melandmu, leukémie, rakoviny mozgu ¢&i hepatocelularnych
nadorov [7]. Vysledky naSich Studii naznacuju silnejSi ucinok lipofilnych statinov
(atorvastatin, simvastatin, fluvastatin) v porovnani s hydrofilnym rosuvastatinom v
nami zvolenom experimentalnom modeli rakoviny prsnika [8]. Su vS8ak potrebné
dalSie klinické a predklinické studie, ktoré stanovia presnu ulohu statinov v procese
karcinogenézy, ich davkovanie avyber vhodnych pacientov. V naSich
predchadzajucich $tudiach s lipofilnymi statinmi nadory v nelieCenych skupinach
vykazovali vySSi bunkovy pleiomorfizmus a nizSi stupen diferenciacie. Na strane
druhej, nadory v efektivne lie€enych skupinach ukazovali slabSiu bunkovu atypiu
a vySSi stupen diferenciacie. Vysledky histopatologickej analyzy nadorov preukazali
posun v pomere slabo diferencovanych (HG) a dobre diferencovanych (LG) nadorov.
V pripade experimentu s atorvastatinom, rosuvastatinom aj simvastatinom bol
vplyvom lie€by pozorovany posun v pomere HG/LG invazivnhych karcindmov
k vy§Siemu zastupeniu LG tumorov v porovnani s kontrolnou skupinou [5, 8, 9].
Histologicka analyza nadorov umoznuje zhodnotit’ rizika dlhodobej aplikacie novych
chemopreventivnych latok u Zien. Poskytuje tiez informaciu o stupni diferenciacie,
progndze mamarneho nadoru a uc€innosti lieCby. Z tohto pohladu sa nam na zaklade
nasich vysledkov statiny javia ako perspektivne farmaka pre vyuzitie v klinickej praxi.
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Abstract

Numerous clinical and experimental study have notice correlation between the
occurrence of clinical effects on vascular genesis and plasma level of homocysteine
(Hcy; vein thrombosis and embolic manifestations of arteriosclerosis). The process of
cell death depends on the severity of cell insult. On the other hand,
hyperhomocysteinemia (hHcy) is one of the risk factors that may adversely affect the
conduct of the injury. In general we can say that the elevation of circulating plasma
homocysteine is considered an independent risk factor of vascular pathology. Risk-
free value of homocysteine was set at less than 10 -12 umol in one liter of blood. The
excess of this value has dangerous consequences, because an increased risk of
myocardial infarction up to three times. In this work we devote changes in MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) pathways and their associated enzymes in
homogenates as well as the histological preparations of rat heart. We investigated
the effect of hHcy on associated changes in MAPK protein / ERK (extracellular
signal-regulated kinases) pathways in cardiomyocytes.

Key words: hyperhomocysteinemia, heart stroke, MAPK

Uvod
Homocystein zohrava délezitu ulohu v patogenéze mnohych civilizaénych choréb ako
s nadorové ochorenia, predéasné starnutie, zapalové reumatické ochorenie kibov,
predCasné porody a potraty, niektoré vrodené vyvinové poruchy nervového systému,
depresie, demencie vratane Alzheimerovej choroby atd. [1, 2]. V ostatnych rokoch je
Hcy intenzivne Studovanym rizikovym faktorom kardiovaskularnych choréb. Pocetné
Studie dokazali vztah medzi miernou hyperhomocysteinémiou (hHcy), dysfunkciou
endotelu a vzniku predCasnej aterosklerézy. Hlavnou pri¢inou vzniku hHcy je deficit
kyseliny listovej, vitaminu B12 a B6, homozygotna forma mutacie
metyltetrahydrofolat reduktazy (MTHFR) a porucha renalnych funkcii [1-5]. Toxicky
ucinok homocysteinu sa vysvetluje jeho priamym a/alebo nepriamym vplyvom na
cievnu stenu, oxidacnym stresom a poruchou koagulacnej rovnovahy [5]. Prace
z poslednych 10-tich rokov poukazali na skuto€nost, Ze aj mierne zvySena hladina
Hcy (15-30 umol/l) zvySuje riziko vzniku aterosklerdzy [2-3]. Podla najnovsich udajov
je bezrizikova hodnota Hcy do 10 umol/l. Vysledky prospektivnych Studii pre
rekurentné kardiovaskularne prihody zaznamenali signifikantné zvySenie sérovej
koncentracie Hcy o 5 umol/l, ktory nasledne viedol k narastu rizika rekurencii
kardiovaskularnej prihody o 16% [3]. Vyrazné poskodenie endotelovych buniek sa
doteraz dokazalo na mozgovych, periférnych, srdcovych a placentarnych cievach [1,
6-7] ako aj na samotnom neuronalnom tkanive [8]. Dokaze vSak indukovana hHcy
ovplyvnit' aj kardiomyocyty u laboratérnych zvierat? Doteraz nie je presne zname
ako signalna transdukéna MAPK/ERK (mitogénom aktivované
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proteinkinazy/extracelularnym signalom regulovana kinaza) draha a pERK proteiny,
ako sucast’ tejto signalizacnej kaskady, moze viest k prezivaniu buniek po inzulte.
Studie potvrdili, Ze aktivovana ERK zohrava dbélezitu protektivnu tlohu pri pokodeni
kardiomyocytov [9].

Material a metody

Pre naSe experimenty sme pouzili dospelé laboratérne potkany (samce) kmena
Wistar vo veku 6-8 mesiacov s hmotnostou 300-400g v celkovom pocte 16.
Experimentalne zvierata boli rozdelené do dvoch skupin po 8 kusov. Prva skupina
zvierat bola anestezovana, nasledne boli zvierata usmrtené dekapitaciou.
V sterilnych podmienkach im bolo vyoperované srdce. Tkanivo bolo pouzité na
pripravu homogenatov pre izolaciu bielkovin na Western blot analyzu alebo
imunohistologicku analyzu. Druhej skupine zvierat bol poCas 14-tich dni pred
experimentom subkutanne podavany Hcy v mnozstve 0,45umol/g zvierata dva-krat
denne podla Mattého a kol., [10]. Po 14-tich dioch boli zvierata anestezovaneé,
pricom cely postup, vSetky podmienky pokusu ako aj podmienky odobratia tkaniv boli
totozné s predchadzajucou skupinou zvierat.

Vysledky a diskusia
U pacientov s hHcy, ktori prekonali infarkt myokardu [1] je zvySena vyskyt rekurencie
kardiovaskularnych ochoreni. V su€astnosti mechanizmus poskodenia srdcového
svalu pri hHcy nie je dostato¢ne objasneny [4]. V naSej praci sme Studovali jednu
z MAPK drah v srdcovom svale potkanov, u ktorych bola umelo vyvolana hHcy, kde
plazmaticka hladina Hcy zodpovedala hladine, ktora bola namerana pacientom
s hyperhomocysteinuriou [2-3]. V naSich experimentoch sme zaznamenali
signifikantné zmeny medzi kontrolou a Hcy skupinou ato narast hladiny pERK
proteinu 0143 % (p<0.05) v Hcy skupine. Rovnako sme sledovali Statisticky
vyznamny narast tak v cytoplazmatickej ako aj v jadrovej lokalizacii pERK proteinu v
srdcovych bunkach Hcy skupiny v porovnani s kontrolou. Zistili sme narast poctu
pERK+ buniek s cytoplazmatickou lokalizaciou o 266 % (p<0.001) a s jadrovou
lokalizaciou o 600% (p<0.001) v Hcy skupine v porovnani s kontrolou. Nase vysledky
naznacuju protektivny efekt aktivacie MAPK/ERK drahy v kardiomyocytoch, kedy
zohrava délezitd ulohu sila a dizka inzultu, ¢o je v zhode s literarnymi udajmi [9].
Zistili sme, Ze doSlo k aktivacii MAPK/ERK drahy a z imunohistochemickej analyzy
tkaniva rovnako vyplyva, ze sa aktivovany protein translokuje do jadra, kde aktivuje
transkripéné faktory, ktoré zabrania nastupu bunkovej smrti [9]. Ziskané vysledky
naznacuju, zZe umelo indukovana hHcy aktivuje adaptacny mechanizmus
kardiomyocytov, kedy paradoxne dochadza k prezivaniu buniek. NaSe zistenia
nezodpovedali vysledkom niektorych experimentalnych Studii. Vizzardi a kol., [2] vo
svojej praci uvazdaju, ze pri hHcy potkanov zaznamenali zvySenu srdcovu fibrézu
a aktivitu matrixovych metaloproteinaz, ktoré v zapati podporovali remodelaciu
svaloviny favej komory. Na druhej strane, Studia Balakumara a kol., [11], v ktore]
sledovali vplyv ischemickej prekondicie na umelo indukovanu hHcy potkanov, dospeli
k podobnym vysledkom ako sme opisali my. Po indukovani hHcy u potkanov
a naslednou prekondiciou zaznamenali paradoxne horSie vysledky, ako po
samotnom ischemickom inzulte. V neposlednom rade musime uvazovat aj
0 moznom protektivnom vplyve Kyseliny listovej, ktora je zlozkou potravy
laboratérnych zvierat, aj ked sa zatial nepodarilo dokazat’ pozitivhu korelaciu hHcy
a dlhodobého uzivania kyseliny listovej ako prevencie vzniku, €i rekurencie napr.:
Zilovej trombozy, embolickych prejavov arteriosklerézy, a pod. [2-3, 5]. Z pohladu
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patogenézy je nutné vbuducnosti detailne objasnit ulohu hHcy pri
kardiovaskularnych ochoreniach, mozné terapeutické vyuZitie a tiez vplyv zniZzovania
hladiny Hcy pri pacientoch s vaskularnym ochorenim. U pacientov, ktori prekonali
kardiovaskularne ochorenia by sa mala stat detekcia plazmatickej hladiny Hcy
rutinnym vySetrenim.

Zaver

Nase vysledky rozSiruju poznatky o mechanizmoch regulacie post-translacnych
zmien v intracelularnych drahach MAPK/ERK v odpovedi na hHcy. Tymto mézu mat’
experimentalne Studie na potkanoch velky vyznam a prinos aj pre humannu
medicinu. Uvedené vysledky v kone¢nom désledku mézu ovplyvnit terapeuticky
pristup k pacientom s kardiovaskularnymi ochoreniami. Detailné objasnenie
patogenézy poskodenia tychto buniek by mohlo v buducnosti prispiet’ k zefektivneniu
vhodnej terapie pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami
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Abstract

Cell death in Drosophila is a wide spread phenomenon which occurs in developing
embryonic nervous system, retina, and during of metamorphosis when the larval
tissues like salivary glands and midgut are programmed for cell death ending in
tissue histolysis. The Broad-Complex locus (BR-C) encodes a family of ecdysone-
regulated transcription factors sharing a common N terminal core region that contains
the evolutionarily conserved BTB/POZ domain and different C terminal domains
characterised by the presence of zinc finger DNA-binding motifs (designated Z1, Z2,
Z3 and Z4). BR-C function is required for the induction of intermolt, early and late
puffs as well as for the development of imaginal organs and programmed cell death
(PCD) of obsolete larval tissues. Salivary gland histolysis is a portion of a complex
ecdysone response requiring the presence of the BR-C and cytoskeletal associated
tumour suppressor protein p127 encoded by 1(2)gl gene. To unravel the mechanism
of regulation of individual BR-C isoforms in PCD of salivary glands during
metamorphosis we utilised 1(2)gl mutant alleles. Here we have showed that p127
regulate the subcellular localization of BR-C Z1. In wild type larvae this transcription
factor is present in the nucleus of salivary glands but it is localized to the cytoplasm
and nuclear periphery in 1(2)gl" larvae. Thus, p127 acts in a common process that
controls the nuclear uptake and chromatin accessibility of BR-C Z1 identified and its
involvement in the subsequent transcriptional cascade that leads to cell death
execution.

Key words: Broad-Complex, p127, Drosophila melanogaster, salivary glands, PCD

Uvod

Programovana bunkova smrt (PCD) predstavuje podstatny a vSeobecny fenomén,
ktorym sa bunka zbavuje prebytoCnych Ci nechcenych buniek v réznych Stadiach
vyvoja. U Drosophila k nej dochadza vo vyvyjajucom sa nervovom systéme, retine a
poCas metamorfozy, kedy larvalne tkaniva ako su slinné zfazy a ¢revo histolyzuju
procesom PCD. Lokus BR-C kéduje rodinu ekdyzénom regulovanych transkripénych
faktorov so spolo€nou N terminalnou jadrovou doménou obsahujucou evoluéne
konzervovanu BTB/POZ doménu a rozdielnymi C terminalnymi doménami
charakteristickymi  pritomnostou Zn prstovych DNA vazbovych motivov
(oznaCovanych Z1, Z2, Z3 a Z4). Funkcia BR-C je nepostradatelna pre indukciu
interekdyzialnych, skorych a neskorych pufov, pre vyvoj imaginalnych organov a
koneéne pre PCD zastaralych larvalnych tkaniv. Histolyza slinnych Zliaz je su¢astou
kompexnej ekdyzénovej odozvy zahriujucej pritomnost BR-C a cytoskeletalneho
tumor supresoroveho proteinu p127, kddovaného génom [(2)gl.

Cielom naSej prace bolo objasnit mechanizmus regulacie izoformy Z1 proteinu BR-C
v procese PCD slinnych Zliaz v Case metamorfézy. Analyzovali sme expresiu BR-C
Z1 izoformy u I(2)gl alely a sledovali sme subcelularnu lokalizaciu BR-C proteinu.
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Material a metodika
Experimenty sme uskutoCnili na ovocnej muske Drosophila melanogaster. Okrem
divého typu Oregon R so Standardnym fenotypom sme pracovali s mutantnymi
liniami lethal(2)giant larvae [1(2)gl”***, 12)gl*, 1(2)gl*, 1(2)gl"?*, P-4x[I(2)gI"™ 11/ SM1
alebo SM5 od B.M. Mechlera (DKFZ — Heidelberg) (SM1 a SM5 su balancery
s markerovymi mutaciami) [4].

Imunocytochémia

Pre detekciu BR-C Z1 proteinu sme vyuzili modifikovany protokol podla Boyda a kol.
[1]. 1zolované slinné Zlazy boli fixované v 4% paraformaldehyde v Pipes pufry pH 7.2
a premyté v TN3 pufri [50 mM Tris-HCI (pH 7), 0,15 M NaCl, 0,5% Triton X-100, 2%
normalne kozie sérum (Sigma)]. Primarna mysSacia monoklonalne protilatky anti
BRcore alebo anti Z1 (riedenie 1:20) [2] [3] od G. Guilda, prip. Specifické kraliCie
polyklonalne anti BR-C protilatky od J.A. Lepesanta sa bez predchadzajuceho
blokovania inkubovali so slinnymi Zflazami 3 hodiny pri izbovej teplote a po
trojnasobnom premyti sa slinné Zfazy dalSie 2 hodiny inkubovali s Cy3-, Cy5-, FITC-
alebo TRITC-konjugovanymi kozimi protimySacimi, resp. protikrali€¢imi sekundarnymi
protilatkami (Jackson Immunoresearch, Inc., West Groove, PA, USA, riedenie 1:500)
a fluoresceinom konjugovanym falloidinom (Sigma, St Louis, MO, USA, riedenie 1:
200). Po trojnasobnom premyti v TN3 pufri a PBS (phosphate-buffered saline) sa
zafarbené tkaniva uzavreli do elvanolu z Mowiolu (Calbiochem, LaJolla, CA, USA) a
pozorovali pod Zeiss konfokalnym laserovym mikroskopom LSM-410.

Vysledky a Diskusia

Farbenie Zliaz protilatkou proti BR-C Z1 ukazalo, Zze u velmi mladych (2 az 12 dni
starych) mutantnych 1(2)gl" lariev sa BR-C Z1 neexprimoval (obr. 1e), ale jeho
expresia bola indukovana po kultivacii izolovanych slinnych Zliaz v médiu s obsahom
10® M ekdyzénu (obr. 1f-g). Pokym u mladych I(2)gl" lariev bol BR-C Z1
akumulovany do oblasti nuklearnej laminy, u starSich (12 a viac dni staré) bol
zadrziavany v cytoplazme (obr. 1h). Signal BR-C pochadzajuci z oblasti nuklearne;j
laminy vekovo najmladSich aZ stredne starych 1(2)gl slinnych Zliaz po expozicii
ekdyzénu naznacil, Ze BR-C by mohlo kolokalizovat' s nuklearnou laminou. Lamin by
sa tak mohol podielat na zamedzeni vstupu BR-C do jadra a k chromatinu u 1(2)gl
mutantov. Mutanti 1(2)gl neexprimujuci ziaden BR-C nemali zmenenu lokalizaciu
laminu do nuklearnej periférie, hoci jemne zvySeny laminarny signal bol opakovane
pozorovany v cytoplazme. Opatovnym p&sobenim ekdyzénu na stredne staré 1(2)gl
slinné Zlazy, sa zvysSila expresia BR-C ako aj cytoplazmaticka akumulacia laminu, ale
intenzita subcelularnych signalov BR-C a laminu sa neprekryvala. Charakter
expresie BR-C Z1 sme sledovali aj Western blotom u 1(2)gl deficientnych lariev
(vysledky neukazané). Analyza na proteinovej urovni potvrdila ubytok BR-C proteinu
zjadra u 1(2)gl" lariev, ¢o zrejme suvisi sich vekom, ako to ukazalo i farbenie.
Nacasovanie histolyzy slinnych Zliaz je podstatne zavieslé na miere expresie pl27,
ktory fyzicky interaguje s tazkym retazcom nesvalového myozinu Il [4] [5].
NedostatoCne exprimovany protein p127 spdsobil oneskorenie dezintegracie
slinnych Zliaz, ale pri jeho nadexpresii bol tento proces akcelerovany bez
akéhokolvek zasahu do diZky trvania larvalneho a kuklového vyvoja.
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Obr.1 Asociacia BR-C Z1 (Cervend) s chromatinom v slinnych zlazach zvierat divého typu (a)
ranné larvalne stadium (88 hodin od nakladenia vajic¢ok), (b) stredné (96 hodin), (c) neskoré (110
hodin), (d) prepupalne stadium (116 hodin). Zelena — intracelularna distribucia F-aktinu.

Slinné zl'azy mutantnych 1(2)gl- lariev (e) bez kultivacie s ekdyzénom, (f) s ekdyzonom (7dni staré),
BR-C Z1 (Cervend) (g’) je akumulovany do oblasti nuklearnej laminy zva¢senych slinnych Zliaz (g"")
DNA (modra). (h) slinné zlazy 12 dni starych 1(2)gl lariev, endogénna produkcia ekdyzénu indukuje
dostato€ne syntézu BR-C Z1 (Cervena), ktory sa akumuluje v cytoplazme a nuklearnej laminy.

Imunocytochemickym farbenim sme zistili, Ze subcelularna lokalizacia BR-C Z1 je
regulovana cytoskeletalnym proteinom p127. Larvy divého typu maju tento transkripény
faktor pritomny vyluéne v jadrach slinnych Zliaz (obr.1b-d), no u [(2)gl" lariev je
lokalizovany do cytoplazmy a nuklearnej periférie. Vzajomnym pdsobenim
cytoskeletalnych proteinov p127 ako i myozinu |l [5] dochadza zrejme ku kontrole
jadrového obsahu a chromatinovej dostupnosti identifikovaného BR-C Z1,
zucCastiujuceho sa v naslednej transkripénej kaskade, ktora vrcholi bunkovou smrtou.

Zaver
Predkladana praca ilustruje vyznam genetiky u Drosophila v pochopeni mechanizmov a
v identifikacii génov, ktoré nasledne modifikuju funkciu génov v prislusnych chorobach.
Niet pochyb, Ze i v najbliz§ej buducnosti nam Drosophila prinesie dalSie fundamentalne
informacie o komplexnych biologickych drahach, akou je napriklad spominana bunkova
smrt.
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Abstract

We want to take o closer look onto aremarkable, few years old, discovery of
intersticial Cajal-like cells (ICLC) in the wall of Fallopian tube. ICLC are unique cells,
which during an ectopic pregnancy can differentiate into decidual cells. The origin of
these cells is still not completely known, but they have ultrastructure features of
myofibroblasts and express a-SMA (alfa-smooth-muscle actin), used as a marker to
identify myofibroblasts. This, in addition to other specific epitopes of these cells would
help us with immunohistochemical labeling of these cells. ICLC should serve as
a sensor of hormone’s blood levels, which, by their intercellular connections, or
paracrine, controls the contraction of smooth muscle and oviduct cilia movement. It is
important to emphasize that, as in the digestive tract (where the real cell of Cajal are
responsible for this action), so in the muscle of the oviduct has been slow waves of
electrical activity (depolarization), promoter of these waves are probably ICLC. ICLC
may therefore act as sensors of hormone levels, controlling peristalsis of the oviduct,
integrating its two main features - the pacemaker function with the signaling
mechanisms.

Uvod

Prvy opis vajiCkovodu pochadza od Talianskeho anatoma Gabriela Fallopia z roku
1561. Pomenoval ho ako "tuba uteri", nakolko mu pripominal tubu, hudobny nastroj
zhotoveny z mosadzného plechu. Podla neho sa aj v suc€asnosti v anglosaske;j
literature oznacuje vajiCkovod ako "Fallopian tube". Pévodne sa predpokladalo, ze
vajickovod je len pasivnou trubicou sluZiacou na transport pohlavnych buniek.
VajiCkovod (tuba uterina) ako sucast zenského pohlavného systému je Casto
objektom zaujmu ako teoretickych tak i klinickych vyskumnikov pre jej délezitu ulohu
v procesoch reproducie. VajiCkovod je Specializovany organ sluziaci na zachytenie
sekundarneho oocytu, transport muzskych i Zenskych gamét, zabezpec€uje prostredie
pre proces fertilizacie a obdobie raného vyvinu embrya a jeho transport do maternice
[1]. Transport smerom k vajeCnikom aj smerom k maternici fungujuci vo vajickovode
bol potvrdeny viacerymi Stadiami [2]. VajiCkovod, resp. jeho sliznica hra takisto
ddlezitu ulohu pri kapacitacii spermii [3]. My sme sa zamerali na hlavné funkéné Crty
tohto organu z histologického pohladu a z teleologického a systematického dévodu
nam vyvstala potreba blizSie sa zaoberat objavom nedavno popisanej tajuplnej
bunky — intersticialnej, Cajalovej bunke podobnej bunke (ICLC — intersticial Cajal-like
cells). Naslednym konciznym, a profundnym Studiom odbornej literatury
v dostupnych on-line databazach sme boli schopni vytvorit a ponuknut’ predkladany
kompaktny a didakticky zamerany text.

Metodika
Pracovali sme s on-line dostupnymi odbornymi databazami PubMed a SCOPUS. Po
analyze problematiky sme vybrali niekolko kfu€ovych slov (medzi inymi Fallopian
tube, Cajal cells, function of oviduct, depolarization of oviduct), so stoviek vysledkov
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reSerSe sme exkludovali neaktualne a neakuratne texty, z ostatnych sme vytvorili gro
tejto kratkej prehladovej prace.

Vysledky

Struktura vajitkovodu je naoko jednoducha. Je to duty, trubicovy organ, ktorého
sliznica je zloZzena do rias, nazyvanych aj rugae alebo plicae [4]. Sliznica je vystlana
jednovrstvovym cylindrickym epitelom zloZenym z dvoch typov buniek: z buniek
s pohyblivymi riasinkami a zo sekreCnych buniek (peg-cells). Pod epitelom sa
nachadza vazivova lamina propria, nasleduje vrstva hladkej svaloviny a ser6za [5]. Aj
ked sa javi, Ze funkcia vajiCkovodu je dokonale preskumana, opak je pravdou.
Recentné Studie opisuju, Ze transport gamét a embrya vajiCkovodom je omnoho
komplikovanejSi proces ako sme si doposial mysleli. Dochadza ku komplexnej suhre
a komplikovanej regulacii troch dejov — stahov hladkej svaloviny, pohybu riasiniek
a toku tekutého produktu sekreCnych buniek [6]. Tieto deje su kontrolované
meniacimi sa hladinami ovarialnych steroidnych horménov v krvi, priCom sa vyrazne
meni aj morfoldgia a aktivita buniek epitelu. Struktira epitelu je modifikovana nie len
poCas fyziologického ovarialneho cyklu, ale ipocas puerperia [7]. Vzhfadom na
hladinu progesterénu a estrogénu sa meni frekvencia kmitov riasiniek (ciliarna
aktivita), pri vysokych hladinach progesterénu méze dochadzat k dysfunkcii riasiniek,
az kich reverzibilnej paralyze [8, 9]. Zaroven treba spomenut, Ze zmeny epitelu
vajickovodov nesuvisia len sovaridlnym cyklom, ale aj so starnutim.
V postmenopauzalnom obdobi zivota vznikaju Specifické morfologické zmeny, ktoré
zahfhaju postupné skracovanie mikroklkov, stratu riasiniek a formaciu Struktar
pripominajucich drobné riasy [10]. VSetky vySSie spominané deje maju spolocného
jedného menovatela — regulaciu pomocou hormoénov, medzi najddlezitejSimi su
estrogén, progesteron, prostaglandiny, oxytocin [11]. Vo svetle tejto informacie je
pozoruhodny niekolko rokov stary objav intersticialnych, Cajalovym bunkam
podobnych buniek (ICLC: intersticial Cajal-like cells) v stene vajickovodu [12].
Konkrétne sa tieto bunky nasli v lamina propria sliznice ajv tunica muscularis
vajiCkovodov. Tuba uterina nie je jediny organ, kde sa tento typ buniek nachadza;
Cajalove bunky boli dokdzané v stene moCového mechura [13], v myokarde [14],
v prsnej zlaze [15], v pankrease [16]. Je v8ak otazne, nakolko sa v jednotlivych
organoch jedna o identické bunky. ICLC su jedine¢né bunky, ktoré sa pocas
ektopickej tehotnosti mézu diferencovat’ na decidualne bunky. Pévod tychto buniek je
neznamy, maju ultradtruktarne rysy myofibroblastov a exprimuju alfa-SMA (alfa-
smooth-muscle actin), ktory sa pouziva ako marker k identifikacii myofibroblastov
[17]. Co ale maju tieto bunky spoloéné s homonalnou reguléciou a preco su také
pozoruhodné? Tieto bunky exprimuju na svojom povrchu estrogénové
a progesterénové receptory (dokadzané ER -alfa a PR-A) [18]. Okrem toho, Ze
exprimuju receptory pre steroidné hormony, su typické svojimi dlhymi vybezkami
cytoplazmy, ktoré su po axonoch neurénov najdih§imi cytoplazmatickymi vybezkami
v ludskom tele [19]. A konec¢ne, ICLC su v tesnom kontakte (pomocou gap junctions)
nie len jedna s druhou, ale aj s bunkami hladkej svaloviny, nervovymi vlaknami
a kapilarami [19]. Funkcie gap junctions su v prevaznej miere regulované pohlavnymi
hormoénmi [20].

Diskusia a zaver
VSetky dosial ponuknuté zistenia nam naSepkavaju, ze ICLC by mohli sluzit ako
senzor hladin horménov, ktory pomocou svojich medzibunkovych spojov, pripadne
parakrinne, kontroluje stahy hladkej svaloviny vajickovodu a pohyb riasiniek [18].
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Zaroven je dolezité zdoraznit, ze tak ako v traviacom trakte (kde su za to
zodpovedné pravé Cajalove bunky), aj vo svalovine vaji¢kovodu prebiehaju pomalé
viny elektrickej aktivity (depolarizacie) [21, 22], prométorom tychto vin su zrejme
ICLC. ICLC teda pravdepodobne funguju ako senzory hladin horménov, kontrolujuce
peristaltiku vajiCkovodu, integrujuc dve svoje hlavné vlastnosti — funkciu pacemakera
so signalnymi mechanizmami [18]. Tato zaujimava téma by mala byt predmetom
dalSieho, ovela hlbSieho skumania a vyskumu. Aj z tohto Clanku vyvstavaju nove,
dosial nezodpovedané otazky: Su vlastnosti a poCet ICLC v anatomickom priebehu
vajiCkovodu konstantné? Spésobuju starnutie (postmenopauza), zrasty, ligacie,
hormonalne disbalancie (fyziologické, patologické) zmeny vo vlastnostiach, morfologii
a pocte ICLC?
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Abstract

Ischemic-reperfusion injury (IRI) induces changes in the functional and biochemical
parameters of brain cells. Cytoplasmic Ca2+ play an important role in the injurious
process of brain cells induced by IRI. Tissue tolerance to a subsequent insult can be
induced by ischemic preconditioning (IPC). Hyperhomocysteinemia (hHcy) is a risk
factor for ischemic damage to CNS. Ca2+- ATP-ase of secretory pathways (SPCA)
localized in the Golgi complex, which is responsible for regulating Ca2+ levels in the
cytoplasm. The aim of this study was to analyze gene expression at the transcription
and translation level (SPCA1 isoform) in brain after IRI. We also monitored
biochemical changes of SPCAL after induction of IPC and chemically induced hHcy.
Animals were induced with a short 15 minute lethal ischemia (4-vessel occlusion),
followed by a reperfusion of 1, 3 and 24 hours. Another group of animals was
induced with a 5-minute by sub-lethal ischemia - preconditioning (IPC). The second
group of animals was subcutaneously administered with homocysteine (Hcy) for a
period of two weeks, 15 min lethal ischemia was induced followed by reperfusion and
induced IPC as described above. SPCA1 gene expression (RT-PCR) and protein
levels (Western blot) were supplemented with immunohistochemical analysis of
tissue. The levels of mMRNA and protein were raised with increasing duration of
reperfusion. The correlation between the expression of secretory SPCAL1 pathways
and IPC was confirmed. On the other hand, the impact of hHcy on the expression
SPCAL appeared as a factor that significantly reduces the levels of SPCAL. Our work
allows a deeper understanding of the toxic effect of Hcy. IPC is showing as
a perspective tool used in clinical practice and treatment of CNS disorders.

Uvod
Hoci sa v minulosti predpokladalo, ze hlavnou pri€inou poSkodenia mozgu a miechy
je samotna ischémia, mnohé Studie z poslednych desatroCi jednoznacne dokazuju
suvis poskodenia s obnovenim pritoku krvi v ischemizovanom mieste. DéleZitu ulohu
v regulacii spésobu smrti mozgovych buniek po ischemicko-reperfuznom poskodeni
(IRP) ma koncentracia vapnika vcytoplazme. Na regulacii intracelularnej
cytoplazmatickej koncentracie vapnika sa podiela viacero transportnych a vapnik
viazucich proteinov. Okrem neurénov a astroglialnych buniek bolo preukazané, ze
dochadza kuvolneniu réznych regulacnych molekul, neurotrofnych faktorov
a neuropeptidov vapnikom zavislou exocytézou. Synapticky prenos, medzibunkova
komunikacia a ostatné funkcie nervovych buniek su tiez zavislé na funkcii Golgiho
komplexu, z €oho vyplyva vyznam SPCA1 v prenose signalu. A jednym z vyznamov
SPCA1 je prave vapnikova signalizacia [1]. V experimentalnej ale aj klinickej praxi
existuje urcity adaptaény mechanizmus, tzv. ,preconditioning” (IPC), ktory mézeme
povazovat za nefarmakologické ovplyvnenie IRP. Ide o kratkotrvajuce opakujuce sa
ischemické ataky, ktoré nespdsobuju ireverzibilné zmeny v tkanive, ale paradoxne
adaptuju tkanivo vocCi nasledkom dlhSie trvajucej ischémii, ktora nastava po
reperfuzii. Pod vplyvom zvySenej hladiny homocysteinu sa skryvaju mnohé procesy,
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ktoré su pripravou na vaznejSie poskodenie zdravia a mézu ohrozit’ aj zivot jedinca.
Su to jednak vnutrobunkové zmeny, ktoré moézu vyustit do vzniku nadorového
ochorenia, ale najma rychlo progredujuca aterogenéza konc¢iaca mozgovou prihodou
alebo infarktom. Uz aj mierne zvySena hladina Hcy je u Cloveka faktor stimulujuci
vyvoj demencie a Alzheimerovej choroby [2], ¢i vyskytu cievnej mozgovej prihody
[3]. Mnohé Studie dokazuju spojitost’ zvySenej hladiny Hcy v suvislosti aj s inymi
poruchami CNS, ako je epilepsia, neurodegenerativne a neuropsychiatrické
ochorenia, rovnako ako aj vrodené poruchy metabolizmu. V naSej praci sme sa
zamerali na Studium mechanizmov ucinku IPC pri ochrane nervovych buniek mozgu
po IRP a na druhej strane sme chceli overit vplyv hyperhomocysteinémie, ktora je
povazovana za jeden z faktorov, ktory nepriaznivo vplyva na priebeh I/R poskodenia.

Material a metodika

Zvieratdm (potkany kmefa Wistar vo veku 3-6 mesiacov) v ischemicko — reperfuznej
skupine bol vykonany 4-cievny podvaz podla Pulsineliho na ¢as 15 minut
s naslednou 1h, 3h a 24h reperfuziou ako model globalnej ischémie prednej Casti
mozgu. Skupine zvierat s IPC bola navodena kratka 5 minutova subletalna ischémia,
o dva dni neskér 15 minutova letalna ischémia s naslednou reperfuziou v rovnakej
dizke trvania ako u predchadzajlcej skupiny. Skupine zvierat s umelo vyvolanou
hyperhomocysteinémiou bol po€as dvoch tyzdnov pred experimentom subkutanne
podavany homocystein v davke 0,45umol/g zvierata dva-krat denne s 8 hodinovym
intervalom. Po ischémii resp. po reperfuzii boli zvieratd humanne usmrtené
dekapitaciou a odobrali sa im tkanivd mozgu z oblasti kortexu a hipokampu, ktoré
boli pouzité na pripravu homogenatov rozlicnymi postupmi, pre izolaciu RNA
a bielkovin, resp. na histologicku analyzu.

Vysledky a Diskusia

Histologicka analyza tkaniva mozgovej kéry reagovala na ischemicky preconditioning
narastom intenzity fluorescenéného signalu SPCA1 so stupajucou dizkou reperfuzie.
Ovplyvnenie selektivne vulnerabilnejSej oblasti CA1 hipokampu I/R inzultom sa
prejavilo vyraznejSimi zmenami imunoreaktivity SPCA1. Detegovali sme narast
fluorescenéného signalu po 3h reperfuzii a naslednym vyraznejSim poklesom po 24h
reperfuzii oproti kontrole v skupine neovplyvnenych zvierat. Na druhej strane,
protektivny ucinok IPC sa prejavil zvySenou imunoreaktivitou SPCA1 v reperfuznych
skupinach s maximom po 24h reperfuzii, o korelovalo s vysledkami na transkripéne;j
a translacnej urovni. Dokazali sme, ze hyperhomocysteinémia spésobila vyrazné
znizenie génovej expresie mMRNA SPCA1 v mozgovej kére aj hipokampe potkana.
Zaroven odpoved SPCA1 na IPC v kombinacii s hyperhomocysteinémiou naznacuje
korelaciu expresie SPCA1 ateda aj ulohu vapnikovych zasobnikov, vratane
zasobnikov zo sekre¢nych drah vo fenoméne ischemickej tolerancie [4, 5]. Niektori
autori uvadzaju, ze SPCA hra vyznamnu ulohu v normalnom vyvoji buniek CNS, ich
migracii a morfogenéze [6]. VySSia expresia hladiny SPCA1 v tkanive potkana sa
zhoduje s pomerne vysokou celkovou aktivitou tejto pumpy medzi Ca2+-ATP-azami.
To naznacuje jej vyznamné postavenie v ulohe vapnikového zasobnika v nervovom
tkanive potkana [7].
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Zaver

IPC iniciuje skorSiu bunkovu odpoved na inzult, ¢o poskytuje novSi pohfad na
pochopenie molekularnych mechanizmov, ktoré su sucastou Strukturalnej integrity
a funkcie Golgiho komplexu nielen v procese ischémie ale aj v odpovedi na
preischemicky podnet. V naSich experimentoch sme zistili suvislost medzi expresiou
SPCAl Golgiho komplexu alIPC. V korelacii s morfologicky zistitelnym poc¢tom
prezivajucich neurénov a signifikantne zvySenou hladinou proteinov a expresie
génov na urovni mRNA véapnikovej pumpy (SPCA1) so stupajicou dizkou reperfuzie
v hipokampe potkana mézeme povedat, Ze preischémia navodzuje stav
neuroprotekcie-tolerancie. Chemicky in vivo vyvolana hyperhomocysteinémia pocCas
dvoch tyzdriov vplyva vyrazne na proces génovej expresie SPCA1.
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Abstract

Hyperhomocysteinemia is defined as an elevation of total plasma concentration of
homocysteine. Homocysteine undergoes autooxidation induced by elevated plasma
of this amino acid. During oxidation of sulphydryl groups of homocysteine, reactive
oxygen species, superoxide anion radicals, hydrogen peroxide and hydroxyl free
radicals are generated, resulting in the endothelial cytotoxicity by oxidizing
membrane lipids and proteins. Our study focuses on investigating the relationship
between MnSOD activity and protein expression and the effect of induced
hyperhomocysteinemia in male Wistar rats (6 months of age). The group with
hyperhomocysteinemia showed a 42 % decrease of MNnSOD activity, in comparison
to a 15 % increase of MnSOD protein level in the control group. These results are in
correlation with the histological analysis. We hypothesize that the observed
inconsistency between the MnSOD expression and activity is due to tyrosine nitration
of MnSOD and by protein thiolation and homocysteinylation leading to the loss of
enzymatic activity and protein functional damage or to the generation of modified
proteins These processes are induced as a consequence of hyperhomocysteinemia
resulting in the destruction of the endothelial cells and the formation of the
atherosclerotic plaque.

Key words : homocysteine, reactive oxygen species, superoxide dismutase

Uvod
Homocystein (Hcy) je excitatna aminokyselina generovana v metabolizme
metioninu, ktora zvySuje neuronalnu vulnerabilitu na excitatné a oxidacné
poskodenie. Obsahuje tiolovu skupinu, ktora fahko podlieha oxidacii, priCom sa
vytvaraju reaktivne kyslikové radikaly (ROS), ktoré vedu k oxidaCnému rozpadu
buniek. [1]. Hladina Hcy v plazme u zdravych jedincov sa pohybuje v rozmedzi 5-10
pmol/l. ZvySenie hladiny Hcy v plazme sa oznacuje ako hyperhomocysteinémia
(hHcy) aje dbésledkom interakcie exogénnych a endogénnych faktorov. Medzi
exogénne pri€iny patri nadmerny privod zivoCiSnych proteinov, stravy bohatej na
metionin a nedostatok folatov, vitaminu Bg a Biy, ktoré su potrebné pre normalny
metabolizmus Hcy. Medzi endogénnymi pri€inami dominuju genetické odchylky,
vrodena nedostato¢na aktivita enzymov (napr. cystationin-B-syntaza). hHcy méze byt
aj dobsledkom zvySenej tvorby alebo spomaleného odburavania Hcy
v transsulfuracnej alebo remetylacnej ceste [2]. Hcy v plazme kontinualne podlieha
autooxidacii, ktora vedie ktvorbe homocystinu, zmieSaného disulfidu Hcy
a tiolovanych proteinov. PocCas oxidacie SH skupin Hcy ainych zlucenin
obsahujucich SH skupiny, ako cystein sa tvoria ROS, ktoré oxidovanim
membranovych lipidov a proteinov spdsobuju cytotoxicitu endotelu. Autooxidacia Hcy
podporuje nitraciu tiolov, znizuje hladinu NO a zvySuje endotelialnu produkciu
superoxidovych radikalov [3]. Hcy a produkty jeho oxidacie moézu vstupit do
mozgového tkaniva. Neurotoxicky ucinok Hcy sa vyskytuje v désledku jeho
schopnosti aktivovat NMDA receptory, ¢o vedie k zvySeniu hladiny volnych radikalov
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v neuronalnych bunkach a vysledkom toho je silny oxidaény stres. Produkty
samovolnej oxidacie Hcy maju vysSiu afinitu pre NMDA receptory ako Hcy a maju
vacsiu kapacitu aktivovat mechanizmy bunkovej smrti [4]. Medzi jeden z hlavnych
mechanizmov kontrolujucich hladinu ROS v organizme patri antioxidaény enzym
superoxiddizmutaza (SOD), ktora existuje v troch izoformach. Kfu¢ovou je MnSOD
lokalizovana na mitochondrialnej membrane, ktorej ulohou je disociacia
superoxidového radikalu na menej reaktivnejsi peroxid vodika [5]. Studie popisuiju
zvysSenu expresiu MnSOD pri hHcy. V nasej praci sme sa zamerali na sledovanie
vplyvu hHcy na hladinu MnSOD.

Material a metodika

Dospelé samce potkanov kmena Wistar (6 mesacné) boli rozdelené do dvoch skupin
— kontrolna skupina (K) a skupina, ktorej bol po dobu dvoch tyZzdrov subkutanne
podavany homocystein v davke 0,45 umol/g Zzivej hmotnosti dvakrat denne s 8
hodinovym intervalom (K Hcy). Nasledne boli zvieratd humanne usmrtené, bol im
odobrany mozog, ktory bol pouzity na pripravu homogenatov a na histologické
vySetrenie. Analyzovana bola mitochondrialna frakcia spektrofotometrickymi
metddami. Na detekciu relativneho mnozstva MnSOD sme vyuzili metdodu Western
blotting. Vysledky boli korelované s fluorescen¢nou imunohistochemickou analyzou
tkaniva a Statisticky vyhodnotené v programe GraphPad Instat V3.01, pomocou
Student-Neumann-Keulsovho testu, pricom ako Statisticky vyznamné boli brané
hodnoty p<0.05.

Vysledky a diskusia

V nasich experimentoch sme pozorovali pokles aktivity MnSOD o0 42 % v skupine
s indukovanou hHcy voci kontrolnej skupine (p<0.001). Naopak, expresia MnSOD
bola vysSia pri hHcy skupine v porovnani s kontrolou o 15 % (p<0.001) (obr. 1). To
znamena, ze celkové mnozstvo proteinu MnSOD sa zvysSilo, ale aktivita sa znizila.
Tento jav je pozorovany pri nitracii tyrozinov MnSOD. Nitrozylovana MnSOD bola
najdena pri viacerych ochoreniach spbsobenych ischemicko-reperfuznym
posSkodenim a zapalom a mdze mat klucovu ulohu pri patoldgii niektorych ochoreni
[6], ktorych priebeh mbze byt esSte viac zhorSeny nasledkom hHcy. Nase vysledky
koreluju aj s fluorescen¢nou imunohistochemickou analyzou tkaniva, kde sme
v skupine s hHcy detegovali zvySeny pocet SOD pozitivnych neurénovych buniek v
kortexe laboratornych zvierat. NajintenzivnejSi fluorescenény signal sme pozorovali
v mieste odstupoveho kuzela pyramidalnych neurdnov tretej a piatej kérovej vrstvy.
Volny Hcy neenzymaticky reaguje so sulfhydrylovymi zvySkami proteinov a vytvara
zlu€eniny s disulfidovymi vazbami. Reakcii, ktora sa nazyva tiolacia podlieha okolo
70 % celkového Hcy v krvi. T4 zavisi od mnozstva Hcy v plazme a ¢im je viac Hcy,
tym vysSSia bude tiolacia, pricom vo velkom rozsahu ovplyviiuje funkciu proteinov
a enzymov [7]. Daldim nebezpednym uginkom Hcy je tvorba cyklického tioesteru
Hcy-tiolaktonu. Tato zluCenina je velmi reaktivha a za fyziologickych podmienok
[ahko acyluje volné aminoskupiny proteinov, hlavne €-NH, skupiny lyzinu a vytvara
zlu€eninu —NH-CO-. Tento proces sa nazyva homocysteinylacia a podporuje ho
zvySena hladina Hcy. Homocysteinylacia vedie k funkénému poSkodeniu proteinov,
inaktivacii enzymov ¢i tvorbe modifikovanych proteinov, ako hemoglobin, LDL
a plazmatické proteiny, ktoré su fyziologicky Skodlivé [8].
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Obr. 1 Celkova aktivita MnSOD Relativna hladina bielkovin pre MnSOD

Zaver

MnSOD sa vyznamnou mierou zucasthuje ochrany buniek a jeho zvySena expresia
redukuje hladiny intracelularnych reaktivnych foriem, ktoré obzvlast narastaju pri
hyperhomocysteinémii. ZvySeny homocystein v bunkach ajeho metabolity po
homocysteinylacii a tiolacii spdsobuju posttranslaéné modifikacie MnSOD, ktoré
ovplyviauju prislusnu antioxidaCnu schopnost, ako aj samotnu aktivitu. ZvySena
produkcia superoxidového radikalu, narast peroxidu vodika a peroxynitritového
radikalu vedie k Strukturalnym zmenam proteinov a dalSich modifikovanych foriem,
ktoré ovplyviiuju celkovu enzymaticku aktivitu antioxidacnych enzymov a su€asne
vedu k narastu neenzymovych endogénnych foriem, ktoré sa podielaju na celkovej
antioxidacnej hotovosti nervovej bunky.
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Infectious diseases of female genital tract are the main factors of impaired or
disabled fertility in women. Main etiological agent of these diseases is Chlamydia
trachomatis. Chlamydia trachomatis is a common sexually transmitted infection and
are a significant health burden. Secondary infertility is mostly attributable to blockage
of the fallopian tubes due to adhesions caused by reproductive tract infections. The
discriminative capacity of Chlamydia antibody titers by means of ELISA,
microimmunofluorescence, or immunofluorescence in the diagnosis of any tubal
pathology is comparable to that of hysterosalpingography (HSG) in the diagnosis of
tubal occlusion. Possible links between Chlamydia trachomatis in pelvic inflammatory
disease and the subsequent CFTR-mediated (CFTR - cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) events in hydrosalpinx formation leading to infertility in
hydrosalpinx are proposed.

Uvod

Zakladnou pri¢inou poSkodenia vajickovodov vyustujucich do neplodnosti su
zapalové procesy, Ci uz vo vnutri alebo v bezprostrednom okoli vajickovodov. Pri
tychto procesoch byva prevaznej miere alterovana jedna z najdoleZitejSich funkcii
vajiCkovodov — funkcia transportna. Miera poSkodenia transportnej funkcie zavisi od
kvality a trvania zapalového procesu. Spektrum poskodenia vajickovodov siaha od
ich uplného uzavretia s naslednym vznikom hydrosalpinx az po mierne zmeny ich
povrchu spdsobujucich intraluminalne zrasty sliznice (adhézie). NaruSenie normalnej
architektoniky sliznice vajiCkovodov potencionalne zvySuje riziko neplodnosti
a ektopickej tubarnej gravidity. T4 je typickym prikladom zlyhania transportnej funkcie
vajiCkovodu. Zrasty okolo vajiCkovodov (peritubarne) moézu narusit’ transport oocytu
do vnutra vajickovodu. Dalej, zrasty vo vnutri vajickovodov (intraluminaine) brania
normalnemu presunu embrya smerom k maternici, embryo je tak nasledne zadrzané
vo vajiCkovode a implantuje sa v jeho stene. Pri tubarnej gravidite su erodované
cievy v stene vajiCkovodu, dochadza krupture ich steny s naslednym, Zzivot
ohrozujucim masivnym krvacanim — patri k nahlym brusnym prihodam [1]. Tieto
zapalové procesy su v prevaznej miere spésobené pohlavne prenosnymi chorobami
(STD - sexual transmitted disease). Postrachom mladej generacie je aj Chlamydia
trachomatis — vnutrobunkovy parazit. Chlamydiové infekcie su v dnesnej dobe
ohniskom zaujmu mnohych odbornikov, ktori sa zaoberaju pohlavne prenosnymi
chorobami aj Zenskou sterilitou. Urogenitalna infekcia Chlamydia trachomatis je
najCastejSia bakterialna sexualne prenosna choroba na svete. C. trachomatis je
etiologickym agens niekolkych beznych ochoreni pohlavného systému ako uretritida,
cervicitida a zapaly v malej panve u zien [2]. Podla WHO sa roCne objavi az 90
milionov novych pripadov nakazy [3]. Aj z tychto Ciastkovych informacii je po ich
syntéze a analyze jasné, Zze by sme nemali bagatelizovat priamy vztah
chlamydiovych infekcii a reprodukénu schopnost ludskych jedincov a Ze tento
problém je vysoko aktualny a hodny dalSej pozornosti.
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Metodika
Ako ciel sme si stanovili v prehfadnej, no kondenzovanej forme poskytnut nahlad do
problematiky chlamydiovej infekcie a jej vztahu k reprodukénej schopnosti Zien,
Specialne preskumat jej vztah k funkciam vajiCkovodov. K prehladu sme pouZili
recentnu Specializovanu literaturu z odbornych on-line databaz PUBMED a
SCOPUS. Nevyhybali sme sa vSak ani starSim pracam, ktoré nestratili ni¢ na svojej
presnosti, a ktorych zavery potvrdil €as a mnozstvo citacii.

Vysledky

Infekcia C. trachomatis predstavuje obrovsky medicinsky, socialny a
ekonomicky problém. Ako vyplyva z jednej australskej metaanalyzy na tuto tému,
infekcia Chlamydia trachomatis je signifikantny zdrovotnicky problém [4]. U Zien je
priCinou zapalov mocovej rury a krcku maternice, spésobuje zapalové ochorenie
malej panvy. Z pohladu reprodukénej mediciny je tato baktéria hlavnym faktorom
vyvolavajucim tubarnu neplodnost’ [5], ektopicku graviditu [6] a reprodukéné straty
[7]. AZ 70-75% infikovanych Zien ostava asymptomatickych, pripadne su symptomy
len mierne a ne$pecifické, kvéli Comu nakazené pacientky nevyhladavaju lekarsku
pomoc. Sucasne vSak plati, Ze len u Casti Zien, ktoré sa nakazili, sa infekcia rozSiri aj
na vnutorné pohlavné organy, alen u Casti z nich sa vyvinie tubarna sterilita [8].
Chlamydie su vynimo¢né gram-negativne baktérie, charakteristické striktnym
intracelularnym parazitizmom a unikatnym vyvinovym cyklom. Su metabolicky
deficientné vo vztahu k syntéze ATP. Preto su zavislé od exogénneho prisunu tejto
zlu€eniny, ktora je bezprostrednym zdrojom energie [9]. Vzhladom na svoju velkost a
obligatérny parazitizmus (schopnost rozmnozovat sa iba vo vnutri hostitefskych
buniek), boli v minulosti zaradované medzi tzv. ,velké virusy”. Pritomnost bunkovej
steny, oboch typov nukleovych kyselin DNA aj RNA, ribozomov a schopnost
syntetického metabolizmu ich v8ak radi blizSie k baktériam, aj ked sa od nich inymi
charakteristikami odliSuju. Chlamydie su intracelularne parazity, rozmnozuju sa len
vo vnutri zivych eukaryotickych buniek. Po vniknuti do bunky nedochadza u nich k
strate fyzickej integrity a k syntéze de novo ako u virusov, ale k zvlastnemu
vyvinovemu cyklu. Podobne ako typické baktérie su schopné syntetického
metabolizmu, nie v8ak energetického metabolizmu. Preto sa povazuju za energetické
parazity eukaryotickych buniek [10]. Chlamydie su uplne odkazané na svojho
hostitela a v priebehu spoluZzitia sa preto vytvorili mechanizmy, ktoré umoznuju ich
dlhodobé prezivanie, spravidla bez poskodenia vitalnych funkcii. Tubarna neplodnost
patri medzi najlepSie prevenciou zvladnutelné pri€iny infertility Zien. Je dékazom, Ze
porucha transportnej funkcie vajiCkovodov je priamym dbésledkom zapalovych
procesov malej panvy. Zapalové ochorenia malej panvy su polymikrobialne infekcie
horného genitalneho traktu, tykaju sa predovSetkym mladych, sexualne aktivnych
Zien. Diagndéza je klinicka. Chlamydia trachomatis a Neisseria gonorrhoeae su
najCastejSim etiologickym agensom, i ked,aj iné mikroorganizmy nie su vzacnostou
[11]. AvSak prave C. trachomatis ma najvacsi sklon k Sireniu do vajickovodov [12].
Asociacia medzi prekonanou chlamydiovou infekciou a tubarnou neplodnostou je tak
signifikantna, Ze viaceré Studie potvrdili prediktivhu hodnotu hladiny protilatok proti
chlamydiam v krvom sére vo vztahu k tubarnej nepriechodnosti [13]. Testovanie
protilatok je lacnejSie a jednoduchS$ie vySetrenie zamerané na patoldgiu vaji¢kovodov
ako invazivne metddy [14]. Po prvej epizdde vyskytu zapalu panvy je riziko tubarnej
neplodnosti priemerne 10%. Kazdy opakujuci sa zapal zdvojnasobuje riziko
neplodnosti [19]. Epidemiologické Studie aj vyskumy uskutoCnené na animalnych
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modeloch dokazali, ze tak symptomaticka ako aj asymptomaticka infekcia C.
trachomatis znamena ohrozenie pre normalnu funkciu pohlavného systému Zeny [7].
Post-infekéna hydrosalpingitida je spdsobena atrofiou sliznicovych rias vajickovodu a
odlupenim epitelovych buniek z vystelky vajiCkovodu. NaruSenie membranovych
ionovych kanalov a pump epitelovych buniek vedie k abnormalnej sekrécii tubarnej
tekutiny a k jej znizenej reabsorpcii. Délezitu ulohu v procese formovania tekutiny pri
hydrosalpingitide zohrava najma kanal chloridovych iénov CFTR. Ten sluzi zaroven
aj ako regulator ostatnych idénovych pump a kanalov a je branou vstupu
elementarnych teliesok C. trachomatis do vnutra epitelovych buniek [15]. Dal§im
patomechanizmom vzniku hydrosalpingitidy je efekt mediatorov zapalu na sekréciu
epitelovych buniek. Prostaglandiny, histamin, serotonin, dosti¢ky aktivujuci faktor
(platelet activating factor — PAF) a dalSie mediatory zapalu zvySuju sekre€nu aktivitu
epitelovych buniek sliznice vajickovodu. V in vitro podmienkach histamin ovplyvriuje
transport idbnov cez membranu epitelovych buniek vajiCkovodov, ¢im vplyva na
sekréciu tubarnej tekutiny [16]. Chlamydia trachomatis je silny imunogén, ktory
stimuluje tak humoralnu, ako aj bunkovu imunitnd odpoved. V procesoch
imunopatogenézy vzniku zapalov Zenského pohlavného systému zohrava délezitu
ulohu chlamydiovy protein teplotného Soku (heat shock protein — HSP) — 60kDa.
HSP su esencialne zlozky v8etkych Zivych organizmov, od baktérii az po Cloveka. Ich
sekvencia aminokyselinového retazca je v procese evolucie prisne konzervovana.
Pri strese sa zvySuje syntéza HSP v bunkach ako prevencia denaturacie bielkovin a
na oznacovanie degradovanych polypeptidov ur€enych na eliminaciu z bunky. U Zien
existuje blizka korelacia medzi cirkulujucimi anti-HSP 60 protilatkami a okluziou
vajickovodov, nie vSak s akutnou chlamydiovou infekciou [17, 18]. Protilatky proti
HSP 60 teda poukazuju na dlhotrvajucu infekciu s perzistujucimi antigénmi chlamydii.
Neplodnost spdsobena nepriechodnostou vajickovodov je najCastejSou indikaciou
pre in vitro fertilizaciu (IVF) [20]. Sérologicky dbkaz prekonanej infekcie vSak
neovplyvnuje transfer a implantaciu embrya, ani priebeh tehotenstva po IVF [21].
Chlamydiové infekcie vplyvaju nielen na sterilitu, ale aj na pripadnu graviditu.
Ektopicka gravidita je najCastejSou pri¢inou mortality matiek v prvom trimestri vo
vyvojovych krajinach. V USA tvori 9% so vSetkych umrti spojenych s tehotenstvom.
Zeny s prekonanou zapalovou chorobou panvy maju 7- az 10-nasobne zvy$ené
riziko tubarnej gravidity [22]. Riziko opakovanej ektopickej gravidity alebo vyskyt
infertility po ektopickej gravidite je priemerne 20%. Chlamydiové zapaly malej panvy
spbésobuju aj iné, dalSie problémy ako infertilita a ektopicka gravidita. U Zien s
prekonanym ochorenim sa vyskytuju aj chronické bolesti v oblasti malej panvy
spésobené extraluminalnym zjazvenim tkaniva. Chronické bolesti v oblasti panvy
postihuj az 24 - 75% Zien, ktoré prekonali zapalové ochorenie panvy. Zeny po
prekonanom zapale panvy mali 10-krat CastejSie bolesti v abdominalnej bolesti, 4-
krat CastejSie gynekologické bolesti, 6-krat CastejSi vyskyt ektopickej gravidity a 8-
krat CastejSie u nich bola vykonana hysterektomia [23]. Niektoré Studie potvrdzuju
vplyv infekcie C. trachomatis aj na priebeh gravidity. ZvySuje riziko predCasnej
ruptury fetalnych membran, pred€asného pdrodu, pbérodu novorodenca s nizkou
porodnou hmotnostou alebo mftvorodenost’ [24].

Diskusia
Infekcie C. trachomatis su vaznym socioekonomickym a spolo¢enskym
zdravotnickym problémom kvOli potencialnym dlhodobym konzekvenciam u Zien
zahfajucich zvySené riziko ektopického tehotenstva, tubarnej neplodnosti a
chronickej pelvickej bolesti. NavySe, ak sa baktérie prenesu pri pérode na
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novorodenca, méze to u neho spésobit’ oftalmiu novorodencov a atypicky zapal pluc
novorodencov. Vzhladom k preukazanym zvySenym rizikam morbidity, skriningové
vySetrenia u mladych, pohlavne aktivnych zZien a skrining v tehotenstve sa odporuca
uz v niekolkych krajinach [2]. Zaujimava je aj otazka dalSieho dlhodobého vyvoja
vztahu ludsky jedinec — C. trachomatis. Ako mame dbkazy z inych prikladov v
prirode, najvyhodnejSie pre samotnu baktériu je, ked sa dokaze natofko adaptovat
na svoje hostitelské prostredie, Ze ho nijako neposkodzuje. To jej zaru€i nerusené
prezivanie, bez snah Cloveka zbavit sa jej, zarovefi neskratené prezivanie jedinca a
teda zabezpecenie aj jej zivotného prostredia. M6zeme predpokladat, ze Coraz viac
infikkovanych Zien zostane asymptomatickych a neprejavia sa u nich problémy
opisované v tomto c¢lanku? Bude sa vztah chlamydia — Cclovek uberat ku
komenzalizmu?
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Adipose tissue seems to be promising source of adult mesenchymal stem cells. The
crucial condition of their potential clinical application is the isolation and multiplication
to obtain sufficient number of cells. In this study we described the optimized protocol
of isolation and in vitro expansion of adipose tissue derived stem cells.

Uvod

Mezenchymové kmenové bunky (MKB) su nediferencované bunky, ktoré sa
nachadzaju v tkanivach mnohobunkovych ZivoCichov pocCas vSetkych stadii
ontogenézy. Vyznacuju sa dlhodobou schopnostou sebaobnovy a plasticitou [1]. V
organizme plnia ulohy poCas embryogenézy, nahradzani opotrebovanych buniek a
regeneracii poskodenych tkaniv [2]. V suCasnosti je problém zadefinovat
jednoznacny fenotyp MKB. Po izolacii a adaptacii na in vitro podmienky maju
fibroblastom-podobnu morfolégiu [3]. V pionierskych pracach sa vychadzalo zo
schopnosti MKB izolovanych z kostnej drene hlodavcov adherovat na dno kultivaénej
nadoby, kde zacali vytvarat koldénie, tzv. CFU-F [4]. Podobné bunky sa podarilo
izolovat' aj z kostnej drene ludi, opic, psov, maciek, oviec a zajacov [1]. Neskor bol
dokazany ich multiliniovy potencial [5]. V dneSnej dobe sa pri fenotypovych
analyzach MKB hodnoti sa expresia povrchovych markerov. Podfa Medzinarodnej
spoloCnosti pre bunkovu terapiu musia MKB exprimovat CD73, CD90 a CD105 a
musia byt negativne na CD14, CD34 a CDA45, ktoré su charakteristické pre
hematopoetické a endotelové kmerfiové bunky [6]. Okrem toho, niektoré MKB
produkuju aj antigény CD13, CD29, CD44, CD59, CD106, CD133, CD140b, CD166 a
CD271. Vacsina MKB je pozitivna na HLA-A,B,C ale na druhej strane vykazuju
negativitu na HLA-DR [7,8]. Kostna dren je najviac preskimany zdroj kmenovych
buniek. Obsahuje hematopoetické a stromalne MKB [9]. MKB je mozZné pomerne
l[ahko izolovat centrifugaciou v hustotnom gradiente a expandovat v in vitro
podmienkach [10]. Na druhej strane, odber kostnej drene je velmi invazivny zakrok,
ktory predstavuje enormnu zataz pre darcu. NavySe, kvalita a kvantita ziskanych
MKB sa rapidne znizuje so stupajucim vekom jedinca [11]. Z tohto dévodu sa hladaju
alternativne zdroje, priCom velmi sfubne sa javi tukové vazivo. V predlozenej praci
prezentujeme optimalizovany protokol izolacie ain vitro kultivacie fudskych MKB
z tukového vaziva.

Pracovny postup
Tukové vazivo bolo ziskavané liposukciou od zdravych jedincov poc€as planovanych
zakrokov na Kiinike plastickej chirurgie LFUK. Po odbere bolo transportované
v odberovych striekackach do laboratéria tkanivovych kultur. Na 24 h bolo ulozené pri
laboratornej teplote v kolmej polohe. Poc€as tohto ¢asu doslo ku usadeniu Casti krvi
na dne striekacky (pri usti). Po 24 h bola krv opatrne vypustena a tukové vazivo
rozdelené do 50ml centrifugaénych skumaviek (TPP, Svajéiarsko) v objeme
maximalne 20ml. Skumavky boli doplnené fosfatovym timivym roztokom - FTR (PAA,
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Rakusko) v objeme 20ml, zavreté a cely obsah bol dékladne premieSany. Nasledne
boli skimavky viozené na 3 az 5 min do stojanov. PoCas tohto Casu doslo ku
oddeleniu tuku a FTR s obsahom erytrocytov, ktory bol opatrne odsaty sterilnou 10ml
pipetou (TPP, Svajéiarsko). Tento krok bol zopakovany niekolkokrat, kvoli
maximalnej eliminacii erytrocytov — orientovat’ sa da podfa zafarbenia FTR, ked ma
slabo ruzovu farbu je mozné pokraCovat (obr. 1). Po oplachnuti bol ku tukovému
vazivu pridany predhriaty 0,1% roztok kolagenazy typ | (Invitrogen, USA). Skumavka
bola vloZzena na 60 min do inkubatora (37°C) s orbitalnou trepackou. Potom
nasledovala centrifugacia (1200 ot./min, 6 min). Plavajuci tuk, dospelé adipocyty
a roztok kolagenazy bol opatrne odsaty (nad sedimentom sa ponechalo 5ml).
Sediment obsahujuci kmenové bunky bol resuspendovany v kultivathom médiu D-
MEM (PAA, Rakusko) s 10% fetalneho telacieho séra — FTS (PAA, Rakusko).
Nesledovala centrifugacia (1200 ot./min, 10 min). Ziskany supernatant bol odsaty
a sediment resuspendovany v kompletnom kultivaénom médiu — D-MEM + 10% FTS
+ penicilin/ streptomycin (PAA, Rakusko) + amfotericin B (PAA, Rakusko).
Suspenzia buniek bola vysiata na Petriho misky (TPP, Svajéiarsko) s priemerom
10cm cez bunkové sitka (Falcon, USA) a uloZzené do CO, inkubatoru (37°C, 5% CO,
vo vzduchu). Po 24 h bola vykonana vymena kultivatného média. PoCas dalSej
kultivacie boli vymeny vykonavané v 48 h intervaloch. Po dorasteni buniek do
konfluencie, boli trypsinizované a subpasazované. MKB ztretej pasaze boli
charakterizované mikroskopickymi metdédami, zostrojené boli rastové krivky a taktiez
bola vykonana prietokova cytometria.

Obr. 1. Eliminacia erytrocytov opakovanym premyvanim FTR.

Vysledky a diskusia
V 8tudii sme opisali optimalizovany protokol izolacie a kultivacie ludské MKB z
tukového vaziva dospelych jedincov, ktoré v suasnosti mnoho autorov povazuje za
vydatny a bezpecény zdroj dospelych kmenovych buniek vhodnych pre biomedicinske
vyuzitie [12,13]. MKB boli adherované na Petriho miskach a proliferovali v koléniach
uz po 24h (obr. 2). Pri vymene média sa odsali sa odsali zvySné tukové
a neadherované bunky. Po dalSich 5 az 7 dioch Kkultivacie (obr. 3) boli
subpasazované. PoCas dalSej kultivacie ziskali fibroblastom-podobnu morfolégiu a tu
vykazovali az po tretiu pasaz (obr. 4). Podobné vysledky, nielen so MKB z tuku
opisali aj ini autori [3,14]. Analyzy svetelnym mikroskopom ukazali, Ze MKB farbené
Giemsovym farbivom (Centralchem, SR) mali transparentnu cytoplazmu, bez znamok
patologickych zmien. Jadra mali prevazne ovalny tvar a obsahovali 1 az 3 jadierka
(obr. 5). TEM analyza ukazala normalnu ultrastrukturu buniek s vysokou
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proteosyntetickou aktivitou bez patologickych zmien. Bunky mali variabilny tvar (od
ovalneho az po predizeny v jednom smere). Obsahovali napadné polymorfné jadra s
prevahou euchromatinu. V fiom sa nachadzal variabilny pocet jadierok (obr. 6, 7).
Zaznamenané bolo dobre vyvinuté drsné endoplazmové retikulum a cisterny Golgiho
aparatu (obr. 8). Taktiez boli pozorované tukové vakuoly ako aj odStepujuce sa
vezikuly s glykogénovymi granulami a dalSim blizSie ne$pecifikovanym obsahom
(obr. 9). Podobné vysledky sme zaznamenali aj pri analyze SKB izolovanych z
prieCne pruhovanych svalov [15]. Prietokova cytometria potvrdila, Ze MKB izolované
z tukového vaziva boli pozitivne na CD29, CD73, CD90, CD105, CD106 a CD166.
Na druhej strane boli negativne na CD31, CD34 a CD45, ktoré sa povazuju za
antigény hematopetickych alebo endotelovych progenitorovych buniek [5]. Analyzou
rastovych kriviek bolo zistené, Ze MKB izolované z tukového tkaniva maju rastovu
krivku typicku pre vaésinu MKB [18]. Nase bunky mali velmi kratku Lag fazu. Potom
sa zacali rychlo delit, ¢o koreSponduje s vyraznou fazou logaritmického rastu. Medzi
piatym a Siestym drfiom kultivacie dosiahli stacionarnu fazu a postupne presli do
degradacnej fazy, C€o morfologicky koreSpondovalo s kontaktnou inhibiciou
kultivovanych buniek (obr. 10). Cas zdvojnasobenia populacie bol 27,36 h.

Number of colle (- 104
- '

Dagy

Obr. 2 — 10. Morfologické a biologické vlastnosti MKB izolovanych z tukového vaziva.
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Abstract

Neurological disorders affect millions of people worldwide. Many hypotheses have
been developed to explain these neurodegenerative disorders, especially Alzheimer
and Parkinson disease in which one of the most dominant risk factors is age. In the
present investigation we focused our attention to changes on the level of
mitochondria with age in brains from male Wistar rats (6-, 15- and 26-month old).
Lower mitochondrial mass present in neurons and gradual decline in mitochondrial
energetic capacity creates an important feature of age-related neurodegeneration,
dysfunctional mitochondria. Therefore, we estimated activity of the first mitochondrial
respiratory chain complex. The activity of complex | decreased progressively during
aging with activity losses of 8.6% (p<0.05) in the brain of senescent rats compared
with adults. Age-related protein modification was demonstrated by decrease in the
total sulfhydryl group content for 15 months old rats with no more changes for 26
months old rats. Relative amount of pro-apoptotic GRIM-19 protein, complex |
subunit, was lower when compared to adult group. It does not suggest significant
changes of complex | in relation to apoptosis. The present study suggests that
decline in complex | activity is due, at least in part, to mitochondrial oxidative stress;
however, thiol groups decline appear to have an impact on enzyme functions. No
interaction was detected with apoptosis through GRIM-19 subunit protein level.
Therefore loss of the enzyme activity during aging may be due in part to oxidative
modifications of mitochondrial proteins and/or lipids. Understanding the role of this
complex in mitochondria has direct clinical implications. It could help us with new
therapeutically trends in disorders connected with aging.

Key words: Aging brain mitochondria, Complex I, GRIM-19

Uvod

Starnutie a s vekom-spojené neurodegenerativne ochorenia maju spolo¢né niektoré
patologické mechanizmy (pritomnost energetického deficitu, znizené vychytavanie
glukézy a zhorSenie funkcie mitochondrii), ktoré mézu viest k dysfunkcii neurénov
[1]. Okrem energetickej ulohy mitochondrii, zohrava klucovu ulohu v riadeni nervove;j
homeostazy vapnik, bunkova signalizacia a proces apoptézy [2]. V sucasnosti je
neoddelitefnou €astou s vekom spojenej neurodegeneracie nizsi obsah mitochondrii
v neuronoch a nasledny pokles ich energetickej kapacity. Su€asné poznatky ukazuju
na to, ze poSkodenie funkcie mitochondrii v starnucom mozgu nastava v désledku
spomaleného prenosu elektronov v komplexe | a IV dychacieho retazca [3], hoci
niektoré Studie nezaznamenali vyraznejSie zmeny na urovni aktivit jednotlivych
enzymov mitochondrii tak u mysSi ako aj potkanov. Jednou z pri€in réznorodosti
vysledkov mdze byt vyuZitie rozdielnych izolanych metodik, ako aj tkanivo/Cast
tkaniva v ktorom su jednotlivé markery stanovované. VyraznejSie vysledky boli
detegované v oblastiach mozgu potkana, ktoré su najviac postihnuté pocas starnutia,
hipokampus a kortex [4].
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Komplex | (NADH:ubichinon oxidoreduktaza, EC 1.6.5.3) je najvacSim z piatich
komplexov oxidacnej fosforylacie, priCom iba 7 zo 45 podjednotiek je kédovanych
mitochondriovym genomom. Pokles aktivity komplexu | je prisudzovany prave
mutaciam v mitochondriovej DNA u starnucich zvierat, ako aj obsahu tiolovych
skupin a nedavno definovanej 43. podjednotke GRIM-19 (Gene associated with
Retinoid-IFN induced Mortality). Jednozna¢na uloha primarne jadrového GRIM-19 je
v mitochondriach stale nejasna. GRIM-19 je sucastou membranového modulu
komplexu I, ktory sa zucastnuje jeho finalnej dostavby [5]. Po¢as embryogenézy je
nevyhnutny pre vapnikovu homeostazu [6], poCas ischémie je stimulovana jeho
produkcia [2], ale v literature nie su udaje v spojitosti s vekom v mozgu. Na rozdiel od
vacsiny apoptdzu-stimulujucich bielkovin, GRIM-19 nie je fixovany na urcité funkéné
miesto, ale je schopny pohybovat sa vo vnutri bunky, kde ovlada rézne funkcie
(apoptdza, bunkovy cyklus, dostavbu komplexu 1) [7]. Je vS8ak mozné, Ze funkcia
GRIM-19 je navySe riadena na urovni posttranslacnych modifikacii. Geneticka
dysfunkcia komplexu | predstavuje najvacsiu skupinu z primarnych mitochondriovych
poruch, priCom jeho nefunkénost sa spaja s familiarnou formou Parkinsonovej
choroby, rakovinou. Pochopenie mechanizmov biogenézy, prenosu energie,
produkcie reaktivnych foriem kyslika a regulacie komplexu | je kFuCové pre
objasnenie jeho patofyziologickej ulohy. Preto cielom naSej prace bolo sledovat
mozné interakcie medzi komplexom |, zmenami tiolovych skupin a proapoptotickou
bielkovinou GRIM-19.

Material a metodika

Pre nase experimenty sme pouzili mozgy potkanov kmerfia Wistar dvoch vekovych
skupin, dospelé (6 mes), staré (15 mes) a senescentné (26 mes) jedince. Z tkaniva
mozgu boli vyizolované mitochondrie a nasledne pouzité na spektrofotometrické
stanovenie aktivity komplexu |, celkového obsahu tiolovych skupin a na detekciu
relativneho mnozstva podjednotky komplexu |, GRIM-19, s vyuzitim western blottingu
s imunodetekciou. Vysledky sme vyhodnotili programom GrafPhad InStat V3.01 s
vyuzitim Student-Neuman-Keulsovho testu, kde hladina p<0.05 bola povazovana za
Statisticky vyznamnu.

Vysledky a diskusia
Za normalnych podmienok mitochondrie zabezpecuju kontinualnu produkciu ATP
potrebného pre spravne fungovanie procesov v bunke. Narast hladin reaktivnych
foriem kyslika a dusika, &i uz v désledku akutneho stimulu alebo pomalSim procesom
starnutia, ma negativny dopad na spravne fungovanie mitochondrii mozgu. Najvacsi
enzymovy komplex respiracnhého retazca mitochondrii je komplex |. Mnoho autorov
popisuje pokles jeho aktivity s vekom. V nasSich experimentoch sme zaznamenali
mierny vekovo-zavisly pokles aktivity komplexu |, najma u 26 mes jedincov (0 8.6%,
p<0.05). Pri¢inou poklesu mézu byt mutacie v mitochondriovej DNA, strata lipidovej
sucasti - kardiolipinu, ale aj obsahu tiolovych skupin. Celkovy obsah tiolovych skupin
v mitochondriovej frakcii pozitivhe koreloval s poklesom aktivity komplexu | (Obr. a)
VvV procese starnutia. Zistili sme 0 18.1% nizSi obsah celkovych -SH skupin u starych
oproti dospelym jedincom, pricom tento stav pretrvaval aj u senescentnych jedincov.
Tieto zistenia poukazuju na to, Ze hoci poSkodenie -SH skupin v komplexe | moze
prispievat’ k celkovej tvorbe reaktivnych foriem, iba v urlitej miere zohrava ulohu pri
strate jeho vlastnej aktivity, najma u senescentnych jedincov. Nedavne Studie
poukazali na délezitost tohto enzymového komplexu, ato nielen kvoli spoijitosti
s produkciou kyslikovych radikalov, ale aj jeho priame prepojenie s procesom
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apoptozy [7]. Preto sme vyuZili metdodu western blotting a aplikovali sme protilatku
GRIM-19. AvSak zistili sme signifikantny pokles hladiny pre bielkovinu GRIM-19
u starych 027% aj v skupine senescentnych o 21% oproti dospelym, 6 mes
jedincom.

a) b)
—
]
0.12 5 16
C b el
= g - *
§>‘> 0,1 6 mes X ~ 12 *%k
o ° 2
° IS =E
o)) T o
£ 0,08 15 mes £ <08
5 26 mes T =
9 =
€ 006 g~ 04
S
©
0,04 & 0 ' '
125 130 135 140 6 15 26
nmol NADH/min/mg bielkovin Vek (mesiace)

Obr. Grafické znazornenie a) korelacia aktivity komplexu | a obsahu tiolovych (-SH) skupin,
b) hladiny pre GRIM-19 v mitochondriach.

Hoci sa v poslednom obdobi ¢oraz CastejSie popisuje uloha GRIM-19 pri prezivani
nadorovych buniek, o ma ovela nebezpecnejsi dopad na celé tkanivo/organ. Nase
zistenia nepotvrdili vyznamnu pro-apoptoticku ulohu podjednotky GRIM-19 v procese
fyziologického starnutia. Skér sa zda, Ze starnuce tkanivo je adaptovanejSie na
oxidacny stres, Co dokazuje aj mierny pokles aktivity komplexu |. Preto je potrebné
sledovat aj morfologické zmeny na urovni réznych €asti mozgu ako to popisuje [4],
najma kortex a hipokampus.

Zaver

Komplex | je najva¢sim multienzymovym komplexom mitochondriovej respiracie a
jeho vyznam nie je uniformny. NajdélezitejSim negativnym ucinkom s dopadom na
funkénost' celej bunky je priama tvorba reaktivnych foriem Kkyslika, ktoré su
pravdepodobne hlavnou priCinou poklesu jeho aktivity. Pozitivna korelacia aktivity
komplexu | so znizenim obsahu -SH skupin poukazuje na vysSiu senzitivitu
dospelych a starych jedincov vo€i oxidaénému stresu oproti senescentnym.
Pochopenie mechanizmov produkcie reaktivnych foriem kyslika a regulacie
komplexu | v réznych castiach mozgu je kfuCové pre objasnenie jeho
patofyziologickej ulohy pri vekovo-zavislych neurodegenerativnych ochoreniach.
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Abstract

Ischemia-reperfusion injury to cardiac myocytes involves membrane damage
mediated by oxygen free radicals. Reactive oxygen species attack polyunsaturated
fatty acids of the membrane and trigger lipid peroxidation, which results in the
generation of unsaturated aldehydes, such as 4-hydroxynonenal (HNE). There is
compelling evidence that high concentrations of aldehydes are responsible for much
of the damage elicited by cardiac ischemia—reperfusion injury. Lipid peroxidation is
considered a major mechanism of oxygen free radical toxicity in ischemia-reperfused
heart. Therefore we have examined the effects of global 20-min ischemia and
ischemia followed by 30-min reperfusion of rat hearts, on level of lipid peroxidation
products, conjugated diene and 4-hydroxynonenal. In the present study ischemia
resulted in increased lipid peroxidation, production of conjugated diene and HNE, as
compared to control hearts in both age groups. HNE is highly reactive so that most of
HNE may undergo addition reactions with electron-rich centers particularly non-
protein and protein thiols, and amines. Production of lysine conjugates with HNE
significantly increased by 36% (p<0,001) after ischemia with recovery during
reperfusion phase in adult hearts, but with no changes in 14-months old group. We
used antibodies specific for HNE adduct proteins and our results showed that the
HNE is during ischemic phase transported from intra- to extracellular space when
compared to control and ischemia-reperfusion hearts. Our results suggest that 14-
month old hearts have higher adaptability to IR-induced oxidative stress, when
compared to 6-months old hearts.

Key words: IR injury, heart, lipid peroxidation

Uvod
Ischémia srdca a ischemicko-reperfuzne (IR) poskodenie prispievaju vyraznou
mierou k chorobnosti a umrtnosti na celom svete [1]. V€asna diagnostika skorych
markerov ischemickej choroby srdca, infarktu myokardu, ako aj farmakologicky vplyv
réznych latok (napr. statinov) boli sledované vo vztahu k moznej redukcii rozsahu
infarktu myokardu a poklesu umrtnosti po IR poskodeni [2,3]. NaruSenie homeostazy
vapnika a lipidov, narast reaktivnych foriem kyslika, pokles vysokoenergetickych
fosfatov a akumulacia nebezpeénych produktov metabolizmu zohravaju klfucové
ulohy v patogenéze IR posSkodenia. V suCasnosti je jasné, Ze mitochondrie maju
vyznamnu ulohu pri sprostredkovani ochrany ako aj poSkodenia po¢as myokardialnej
ischémie a reperfuzie [4]. KedZe reaktivne formy kyslika su produkované v tesnej
blizkosti mitochondriovej membrany bohatej na polynenasytené mastné kyseliny,
vysledkom ich p&sobenia je vznik Sirokého spektra produktov peroxidacie lipidov.
Tieto produkty lipoperoxidacie maju relativne dlhu Zivotnost oproti reaktivnym
formam kyslika, ¢o im umoznuje difundovat z miesta vzniku a reagovat s proteinmi,
alebo inymi biomolekulami v matrix mitochondrie a/alebo medzimembranovom
priestore. Najviac Studovanymi su vysoko elektrofilné a,-nenasytené aldehydy, napr.
4-oxononenal, akrolein, malondialdehyd, 4-hydroxynonenal (HNE). Pocas ischémie-
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reperfuzie sa reaktivne aldehydy akumuluju [5] a su schopné reakcii s nukleofilnymi
skupinami lokalizovanymi na biomolekulach (napr. -NH, a -SH skupiny proteinov)
¢im moézu vyvolat zmenu ich biologickych vlastnosti, ako je zmena fluidity membran,
aktivity transmembranovych transportnych systémov. Vysledkom ich pdsobenia je
dysfunkcia proteinov a nasledné poskodenie buniek [6], ktoré zavisi na koncentracii
a type produkovaného aldehydu. Hoci v mnohych pracach bolo zdokumentované, ze
peroxidacia lipidov nema rozhodujucu ulohu pri modifikacii aminokyselin a inaktivacii
proteinov, na druhej strane niektoré Studie na r6znych membranovych systémoch
dokazali, Zze produkty lipoperoxidacie reaguju so zvySkami aminokyselin, ako histidin,
cystein, lyzin, pri€om narusaju funkciu proteinov. AvSak okrem patologickych ucinkov
spojenych s oxidaCnym stresom, HNE vyznamnou mierou prispieva k vytvaraniu
antioxida¢nej ochrany buniek. Zhang a kol. [7] zistili, Ze v kardiomyocytoch pocas IR
poskodenia a pri subletalnej koncentracii 5 pmol/l HNE je stimulovana biosyntéza
redukovaného glutationu, GSH. Aktivatorom je klucovy transkripény faktor 4-
hydroxynonenalu, Nrf2 (NF E2-related factor), ktory za stresovych podmienok
aktivuje HNE-sprostredkovanu antioxidacnu ochranu, ale za normalnych podmienok
podlieha degradacii. Zaujimavym je fakt, Ze nielen samotny HNE, ale aj na HNE-
viazané metabolity su pri subletalnych koncentraciach schopné ochranovat
kardiomyocyty pred poskodenim. Preto ciefom naSe Studie bolo sledovat mieru
tvorby medzi/produktov peroxidacie lipidov a zistit do akej miery HNE ovplyviuje
funkénost kardiomyocytov pocas ischemicko-reperfuzneho poskodenia s vekom.

Material a metodika
Pre nase experimenty sme pouzili srdcia dospelych (6 mes.) a starych (14 mes.)
potkanov kmena Wistar, n=5. Experimentalne zvierata boli rozdelené do troch
skupin. Kontrolnu skupinu (K) sfdc sme perfundovali podla Langendorffa nepretrzite
65 minut, ischemicku skupinu (Isch) sme vystavili 20-min globalnej ischémii
a ischemicko-reperfuznu (IR) skupinu sme po ischemickej peridde este vystavili 30-
min reperfuzii.
Po ukonceni perfuzie sme srdcia zafixovali:
1) v tekutom dusiku a po izolacii v homogenatoch sme sledovali markery peroxidacie
lipidov (konjugované diény, 4-hydroxynonenal) s vyuZzitim spektrofotometrie
a mieru poskodenia bielkovin s vyuzitim Western blottingu a imunodetekcie.
2) v 4% paraformaldehyde (imunohistochemicka analyza pre 4-hydroxynonenal na
kryorezoch tkaniva srdca).

K Statistickému vyhodnocovaniu sme pouzili poCitacovy program GraphPad InStat a
vyznamnost' rozdielov priemernych hodnét sme vyhodnocovali pomocou Student-
Newman-Keulsovho testu. Rozdiel medzi hodnotami v skimanych suboroch sme
povazovali za Statisticky vyznamny pri hodnotach p<0,05.

Vysledky a diskusia
Oxida¢ny stres je povazovany za vyznamny etiologicky faktor v patogenéze
ischemicko—-reperfuzneho poSkodenia myokardu. Vzajomna interakcia vznikajucich
reaktivnych foriem kyslika s bunkovou membranou a s réznymi kompartmentami
bunky ma neZiaduce ucinky na funkciu a Zivotnost bunky. Existuju jednoznaéné
dbkazy, ze pri vysokych koncentraciach vyprodukovanych aldehydov, tieto su
zodpovedné za vacsinu vyvolaného poskodenia poCas IR poskodenia srdca.
Nedostatok kyslika (faza ischémie) alebo naopak prudky prisun kyslika (faza
reperfuzie) ovplyvnuje najma dvojité vazby polynenasytenych mastnych kyselin,
ktoré interaguju s radikalmi a spustia retazovu reakciu tvorby medziproduktov
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peroxidacie lipidov, napriklad konjugovanych diénov. Vyrazny narast produkcie
konjugovanych diénov sme sledovali po ischémii u obidvoch vekovych skupin
(Tab.1), priCom u starych, 14-mes nastal narast ich tvorby az o 76,8% (p<0,05) oproti
kontrolnej skupine.

Skupina Obsah HNE (nmol/g tkaniva) Konjug. diény (A233nm/A215nm)
6-mes 14-mes 6-mes 14-mes

K 10,96 = 1,04 12,57 £ 1,32 0,203 £ 0,004 0,190 £ 0,008

Isch 19,20 £ 1,26 ** | 21,82 + 1,22 *»**| 0,308 £ 0,024 * |0,336 + 0,023 ***

IR 16,20+ 0,69 * |[14,45+1,18 0,257 £ 0,015 0,287 £0,013 *

Tab.1 Tvorba medziproduktov peroxidacie lipidov, konjugovanych diénov a sekundarneho
produktu, 4-hydroxynonenalu (HNE) v taknive srdca po IR poSkodeni s vekom.

Zatial Co u dospelych, 6-mes jedincov faza reperfuzie stav zlepSila, u starych
jedincov nadalej pretrvaval stav s vysokou tvorbou konjugovanych diénov, narast
051,1% oproti kontrolnej skupine. Preto nas zaujimalo, €o sa dalej deje
v lipoperoxidacnej kaskade, kde na konci vznikaju sekundarne neradikalové produkty
ako vysokoreaktivny aldehyd, HNE. Hoci sme nezaznamenali vekovo-zavislé zmeny
v tvorbe HNE, vyraznejSie zmeny nastali u starych, 14-mes sfdc v obidvoch stavoch,
ischémii aj zlepSenie po reperfuzii (Tab.1). Po indukovanej 20-min globalnej ischémii
signifikantne narastal obsah HNE z 12,57 na 21,82 nmol/g tkaniva srdca (p<0,001)
u 14-mes jedincov, ale reperfuzia vyraznou mierou zamedzila tvorbe HNE.

Skupina Tvorba konjugaty lyzinu s HNE (a.u.)
6-mes 14-mes
K 15,13 £ 1,97 15,65 £ 1,76
Isch 20,58 + 1,08 *** | 16,23 £ 0,98
IR 18,36 + 2,30 15,73 + 0,62
Tab.2 Tvorba konjugatov lyzinu s produktmi lipoperoxidacie po IR poskodeni srdca

s vekom.

Z literatury je zname, Ze spontanne dochadza ku kombinacii HNE s glutatibnom
a lyzinovymi zvySkami proteinov a v kardiomyocytoch je priCinou oxidacie tiolov.
Preto sme sledovali aj zmeny fluorescencie konjugatov lyzinu s koncovymi
produktmi peroxidacie lipidov. Hoci u 6-mes skupiny sfdc sme sledovali vyrazny
narast tvorby konjugatov lyzinu s miernym zlepSenim v reperfuznej faze (Tab.2),
v skupine 14-mes sfdc nenastali vyraznejSie zmeny. So stupajucim vekom sa
nemenilo mnozstvo vytvorenych konjugatov lyzinu s produktmi peroxidacie lipidov, ¢o
je v suhlase s pozorovanym obsahom reaktivheho HNE, ktorého mnozstvo sa taktiez
nemenilo. 4-hydroxynonenal je schopny modulovat funkciu zvysSkov proteinov, preto
aby sme zistili do akej miery ovplyvnuje funkénost proteinov v bunkach srdca,
s vyuzitim Specifickej protilatky proti HNE, sme sledovali jeho schopnost naviazat sa
na proteiny atym ich potencialne modifikovat. V porovnani s nami sledovanymi
zmenami mnozstva HNE, schopnost HNE naviazat' sa na bielkoviny bola naopak
u 14-mes skupiny vysSia vo vSetkych troch (K, Isch, IR) stavoch oproti 6-mes srdciam
(Obr.1a). Preto sme v skupine starych, 14-mes jedincov sledovali zmeny aj na urovni
samotného tkaniva. Po aplikacii protilatky na kryorezy sme zistili, Ze zatial ¢o
v kontrolnej skupine bol HNE naviazany najma na vnutrobunkové Struktury, po
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indukcii 20-min ischémie, v dosledku zvySenej peroxidacie lipidov, bol narast HNE aj
na vonkajsej strane bunkovych membran (Obr.1b).

a) b)

K Isch IR K Isch IR K Isch IR
6-mes. 14-mes. 14-mes (O.M.:600x)

Obr.1 a) schopnost HNE naviazat’ sa na proteiny kardiomyocytov po IR poskodi s vekom,
b) imunohistochemicka analyza pre HNE na kryorezoch po IR poSkodi srdca.

Preto m6zeme predpokladat, Zze v désledku peroxidacie lipidov sa zvysil prienik HNE
z intra- do extracelularneho priestoru u 14-mes sfdc, kde nasledne méze ovplyviovat
viac a vo vysSej miere proteiny, ¢o podporuje vysledky detegované western blotovou
analyzou.
Zaver

Presné mechanizmy ischemicko-reperfuzneho poskodenia stale nie su uplne zname.
Predpoklada sa, ze peroxidacia zloziek membranovych lipidov je hlavnym
mechanizmom pésobenia volnoradikalovej toxicity, ktorej vysledkom je poskodenie
funkénosti membran. NaSe zistenia prispievaju k objasneniu stavu ischémie
a reperfuzie srdca, ktorej zavaznost' neustale narasta. Zda sa, Zze pocCas ischémie
dochadza k najvyraznejSiemu narastu hladiny produktov peroxidacie lipidov, ako aj
ich prislusnych aduktov, priCom adaptabilita 14-mes sfdc v porovnanim s dospelymi
srdciami bola vyS$Sia poCas reoxygencnej reperfuznej fazy. Hoci HNE je vo vysokych
koncentraciach vysokotoxicky, predmetom sucCasnych Studii je jeho potencialna
kardioprotektivna uloha v bunkach.
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