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Vedecka spolupraca v lekarskych disciplinach

V poslednom obdobi badame zjavny trend v integracii vyskumu v lekarskych vedach.
Klasické hranice medzi jednotlivymi vednymi odbormi sa postupne, ale zretelne
stracaju. Integraciou sa dosiahne lepSie pochopenie biokomplexity zdravych
a patologicky zmenenych buniek, tkaniv a organov. Ludskeé telo je zloZity organizmus,
ktory sa vyznacCuje preciznou spolupracou jednotlivych jeho Casti. Bunky vytvaraju
tkaniva, tkaniva organy a organy systémy, pricom systémy su anatomicky usporiadané
do ludského organizmu. Biologické systémy vykonavaju urcité Specifické funkcie.
V sucéasnosti st vedci konfrontovani s enormnou akumulaciou novych poznatkov a nie
su schopni vsetky tieto nové informacie objektivne spracovat’ a vyuZzit. Z toho vyplyva
uzka subSpecializacia v jednotlivych medicinskych odboroch a logicka spolupraca
medzi nimi. Kazda vedna disciplina ma svoje prirodzené limitacie a potrebuje vyuzit
poznatky a pristupy aj zinych vednych odborov. Ale na druhej strane, vedecki
pracovnici sU v podstate i obetami svojej Uzkej $pecializécie. Casto mézu hodnotit
biologické javy len zo svojho pohladu (napr. anatomického Ci histologického) a mézu
pritom prehliadnut moznosti a potencial inych pribuznych vednych disciplin. Pritom
poznatky zinych odborov by mohli vyrazne pombct pri rieSeni ich vlastného
vedeckeho problému. A pritom netreba zabudat na fakt, Ze tymto sa stava vyskum
viac efektivnym.

Mnohi vedci su stale doslova ,uvdzneni“ v ich vlasthom medicinskom odbore, ¢o je
dobsledok uzkej Specializacie a nie su si niekedy celkom vedomi celkovej biokomplexity
buniek, tkaniv, organov a nakoniec aj celého organizmu.

Ako vhodny priklad si méZeme zobrat morfologicky odbor Histologiu. Histologia
v podstate stoji kdesi na krizovatke medzi anatémiou a fyziolégiou a pbésobi ako
integrujuci element medzi nimi. Zatial ¢o z pohladu pedagogiky sa preferuje vyuka
funkcnej histologie, tak vyskumné aktivity su zamerané na mikromorfolégiu a vztahy
Zivych substancii v ludskom tele. Histolégia v spolupraci s fyziologiou, biochémiou
a biolégiou ponuka nové morfologické a funkéné poznatky na udrovni celularnej,
subcelularnej a intercelularnej lokalizacii uréitych molekul a substancii. Napr. stadium
apoptézy bolo v nedavnej minulosti postavené len na svetelnej a elektronovej
mikroskopii. AvSak v sucCasnosti Studium apoptézy vyrazne ovplyvnili pokroky
v biochémii, imunoldgii, molekularnej biologii a genetike. Uvedené odbory obohatili
vyskum programovanej bunkovej smrti dal§imi moznostami diagnostiky apoptotickych
buniek, ako su imunohistochemické metody, gélova elektroforéza, flow cytometria,
fluorescencia, atd. Na tomto mieste je asi zbytocné zdbrazriovat, Ze metodické
postupy sluzia ako spolo¢ny menovatel vo vedeckej spolupraci.

Bez vzajomnej spoluprace su v dnesnej dobe vedeckeé aktivity nepredstavitelne.

Marian Adamkov



Expresia a prakticky vyznam anti-apoptotického proteinu survivinu v
nadorovych léziach mlie€nej zlazy

Furjelova, M.}, Kovalska, M.', Carbolova, T.?, Draho$ova, S. 3, Benéat, M.?
Adamkov, M.}

!Ustav histologie a embryolégie JLF UK Martin, ? Ustav histoldgie a embryoldgie, LF OU Ostrava,
Alpha Medical, Patolégia, s.r.o., Martin,
martina.furjelova@gmail.com

Abstract

The anti-apoptotic protein survivin is widely expressed in most human cancers,
including carcinomas of the breast. On the other hand, it is rarely detected in
corresponding normal adult tissues. This protein comes into limelight as promising
tumor biomarker.The present study was aimed at detection of above mentioned
protein in benign and malignant breast lesions. Immunohistochemically, we evaluated
expression of survivin in 43 cases of fibroadenoma and 153 cases of invasive breast
carcinoma. In each case, the subcellular localization of antigen, the intensity of
staining and the percentage of labeled cells were assessed. The statistical analysis
confirmed significant differences in all immunohistochemical characteristics of survivin
expression between fibroadenomas and carcinomas. The positive cases showed
variable subcellular localization. Weak cytoplasmic positivity dominated in survivin
positive fibroadenoma cells. Nuclear and combined (nuclear and cytoplasmic)
immunopositivity dominated in survivin positive carcinoma cells. Our results suggest
that survivin may be valuable diagnostic and differential-diagnostic biomarker.

Uvod

Survivin patri do rodiny anti-apoptotickych proteinov IAP (z angl. inhibitor of apoptosis
proteins). Doteraz je znamych 8 jej ¢lenov, ktoré sa liSia vo svojej Strukture. Pésobia
ako negativne regulatory apoptdzy, tym Ze inhibuju aktivaciu kaspaz [1-2]. Schopnost
tychto proteinov inhibovat apoptozu je dana pritomnostou jednej alebo viacerych BIR
(angl. baculovirus inhibitor of apoptosis repeat) domén. Prave BIR domény su
najcharakteristickejSou funkénou jednotkou IAP proteinov. Prvé IAP proteiny boli
popisané v bakulovirusoch, z ¢oho je dovodeny aj nazov domeény. Medzi |IAP
proteinmi ma survivin unikatne postavenie. Je to multifunkény protein s molekulovou
hmotnostou 16,5 kDa. Gén kddujuci survivin (gén BIRCS) je lokalizovany na dlhom
ramienku chromozomu 17. Survivin obsahuje vo svojej Strukture iba jednu BIR
doménu, ktora je rozhodujuca pre jeho anti-apoptoticku funkciu a a-helikalnu doménu,
ktora umoznuje survivinu regulovat mitotické delenie [3].

Material a metodika

Imunohistochemicky sme vySetrili parafinovy material. Z kazdej vzorky boli pripravené
tri 4 uym hrubé rezy na imunohistochemické reakcie na dbkaz survivinu s pouzitim
peroxidazovej techniky. Reakcia bola vizualizovana DAB chromogénom (DAKO).
Jadra boli dofarbené hematoxylinom (DAKO). Negativne kontroly sme realizovali bez
pouzitia primarnej protilatky. Pri interpretacii ziskanych imunohistochemickych
vySetreni sme semikvantitativne (MF, MA) hodnotili subcelularnu lokalizaciu
imunohistochemickej reakcie (jadrova - N, cytoplazmatickda - C a kombinovana
lokaliz&cia v jadre a v cytoplazme bunky - NC). Dalej sme analyzovali intenzitu reakcie
(slaba, stredna, silna) a percento pozitivnych buniek (<10%, 11-50%, >50%).



Vysledky
Benigne lézie
Skumany subor tvorilo 43 pripadov. V 17/43 pripadoch (39,5%) nebola zistena Ziadna
imunoreakcia na dékaz survivinu. V 24/43 (55,8%) pripadoch bola detegovana vylu¢ne
cytoplazmaticka pozitivita (obr. 1) a v 2/43 pripadoch (4,7%) kombinovana (jadrova a
cytoplazmaticka) lokalizacia imunoreakcie. Dominujucou intenzitou imunoreakcie bola
slaba intenzita, ktora bola pritomna v 25/43 pripadoch (58,2%). Strednu intenzitu
reakcie vykazoval 1/43 pripad (2,3%). Menej ako 50% survivin-pozitivnych buniek bolo
pritomnych v 15/43 pripadoch (34,9%). Viac nez 50% survivin-pozitivnych buniek bolo
zistenych v 11/43 pripadoch (25,6%) fibroadendmov prsnej Zlazy.
Maligne lézie
Survivin bol exprimovany v 107/153 (69,9%) pripadoch karcinébmov prsnej Zlazy. V
skumanom subore boli identifikované tri druhy imunohistochemickej pozitivity. Jadrova
pozitivita (obr. 2) bola pritomna v 35/153 pripadoch (22,9%). Cytoplazmaticka
pozitivita bola pozorovana v 13/153 (8,4%) pripadoch. Kombinovana jadrova a
cytoplazmaticka pozitivita (obr. 3) bola detegovana v 59/153 pripadoch (38,6%).
Intenzita imunoreakcie sa menila od slabej az po silnu. Slaba intenzita imunoreakcie
bola zaznamenana v 51/153 pripadoch (33,3%). Stredna az silna pozitivita bola
hodnotena v 56/153 pripadoch (36,6%). Menej ako 50% survivin-pozitivnych buniek
bolo detegovanych v 58/153 pripadoch (37,8%). Viac ako 50% survivin-pozitivnych
buniek bolo zaznamenanych v 49/153 pripadoch (32,1%) karcinbmov.
Statisticka analyza
Chi-kvadrat testom bol potvrdeny signifikantny rozdiel v subcelularnej lokalizacii
survivinu, v intenzite imunoreakcie a v percente pozitivnych buniek medzi Iéziami
fibroadenomov a karcinbmov prsnej zfazy (p<0,05) (tab. 1).

Obr. 1 Slaba cytoplazmaticka pozitivita imunoreakcie na dékaz survivinu
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Obr. 3 Silna kombinovana jadrova a cytoplazmaticka pozitivita imunoreakcie na dokaz survivinu

Tab. 1 Porovnanie expresie survivinu v benignych a malignych Iéziach prsnej Zlazy

Subcelularna Intenzita surviv?r?rcgz:t?vn ch
Expresia lokalizacia reakcie imunoreakcie pe y
survivinu A buniek
<10 11- >50
C N NC + ++ +++ % 50% %
Fibroadenomy | 17 24 0 2 25 1 0 0 15 11
(n=43) (39,5%) | (55,8%) (0%) 4,7%) | (58,2%) | (2,3%) (0%) (0%) (34,9%) (25,6%)
Karcinémy 46 13 35 59 51 50 6 32 26 49
(n=153) (30,1%) | (8,4%) | (22,9%) | (38,6%) | (33,3%) | (32,7%) | (3,9%) | (20,9%) (16,9%) (32,1%)
Hodnota p 3,66E-14 7,89E-04 1,42E-03
Diskusia

Fibroadendmy prsnej zfazy variabilne exprimovali vySetrovany protein. Celkovo v nich
bola zistena najma cytoplazmaticka expresia survivinu. Dominovala slaba intenzita
imunoreakcie. Ani jeden pripad neexprimoval izolovanu jadrovu pozitivitu.
Kombinovanu lokalizaciu sme zistili v 2 pripadoch. Tieto nasSe vysledky su v zhode s
udajmi publikovanymi v inych Studiach [4-5]. Ranade a kol. [6] zistili aj vylu€ne jadrovu
pozitivitu imunoreakcie v jednom pripade fibroadenému.

V subore 153 karcinomov medzi pozitivnymi pripadmi dominovala jadrova a
kombinovana (jadrova a cytoplazmaticka) pozitivita imunoreakcie. Intenzita
imunoreakcie sa menila od slabej az po silnu. Nassar a kol. [7] popisuju iba jadrovu
pozitivitu v karcindbmoch prsnej zlazy. V Studii Kennedyho a kol. [8] vykazovalo jadrovu
pozitivitu 31% pripadov, cytoplazmaticku 13% pripadov a kombinovanu pozitivitu 16%
pripadov. V praci Al-Joudiho a kol. [9] exprimovalo survivin v jadre 16,5% pripadov, v
cytoplazme 24,1% pripadov a v jadre i v cytoplazme sufasne 27,5% pripadov.
Adamkov a kol. [5] uvadzaju, ze 15% pripadov exprimovalo sledovany protein v
cytoplazme, 12,5% v jadre a 56,3% v jadre aj v cytoplazme.

Zaver
Prvym krokom v racionalnom postupe v boji proti nadorovému ochoreniu je jeho
precizna diagnostika. Imunohistochemické metdédy dnes nesporne predstavuje
délezity diagnosticky nastroj pri karcindme prsnej Zlazy v dennej rutinnej praxi.
Karcindbm nami sledovaného organu predstavuje znacne heterogénne ochorenie.
Velku perspektivu pri jeho presnej diagnostike ma vyuzitie multiparametrickych
vySetreni. Komplexné zhodnotenie v8etkych klinickych, morfologickych a
imunohistochemickych parametrov poskytuje presnejSiu informaciu o nadorovom
ochoreni konkrétneho pacienta a zarovenn predstavuje sofistikované rieSenie
prognostifikacie a individualizacie lieCby. Na zaklade naSich vysledkov
predpokladame, Ze anti-apoptoticky survivin by mohol sluzZit ako relevantny
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diagnosticky a diferencialno-diagnosticky parameter pri tak zavaznom nadorovom
ochoreni, akym karcindbm prsnika rozhodne je. Zaroven by sme chceli zdéraznit
potrebu overit' tieto zavery rozsiahlejSimi Studiami s velkym poc¢tom analyzovanych
pripadov.

Praca bola financovana z grantu VEGA 1/0050/11 a grantu UK/93/2013.
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Abstract

The results from preclinical and clinical research have indicated the anti-tumor effects
of isolated phytochemicals and plant-derived functional foods in diverse tumors
including breast cancer. It is supposed that carotenoids present in Chlorella
pyrenoidosa may have antineoplastic potential in breast tissue. In this experiment, the
tumor-suppressive effects of Chlorella pyrenoidosain the model of N-methyl-N-
nitrosourea induced mammary carcinogenesis in female rats were evaluated. Chlorella
powder was dietary administered at two concentrations of 0.3 % and 3 %. The
experiment was terminated 14 weeks after carcinogen administration. At autopsy,
mammary tumors were removed and prepared for histopathological and
immunohistochemical analysis.Chlorellaat  higher  concentration  significantly
suppressed tumor frequency by 61 % and significantly lengthened tumor latency by
12.5 days in comparison with the controls. In the groups with administered chlorella
compared to the control group, an apparent decrease in the number of high grade
carcinomas was observed. Immunohistochemical analysis of rat tumour cells showed
caspase-7 expression increase by 73.5 % (P<0.001) and VEGFR-2 expression
decrease by 19 % (P=0.07) after chlorellatreatment. Thepro-apoptoticeffectof chlorella
in this study was also indicated by theincrease in Bax/bcl-2 expression ratio in treated
tumour cells.

Our results pointed to significant tumour-suppressive effects of Chlorella pyrenoidosa
in rat mammary carcinogenesis. Histopathological analysis of tumours pointed to a
better prognosis of carcinomas after chlorella treatment. The results obtained
suggested pro-apoptotic and anti-angiogenic effects of chlorella in rat mammary
tumour cells.

Keywords: breastcancer, rat, chlorellapyrenoidosa, histopathologicalanalysis,
apoptosis, angiogenesis, proliferation

Uvod
Jednym z moznych pristupov znizovania vyskytu nadorovych ochoreni je
chemoprevencia. Chemoprevencia, kde patri aj pouZitie prirodnych latok na zniZzenie
rizika vzniku ochorenia, sa v sufasnosti stava oblastou intenzivheho vyskumu.
Vacsina tychto prirodnych latok je rastlinného pévodu, preto sa oznacuju ako
fytochemikalie. Intenzivne Studovanou skupinou fytochemikalii su karotenoidy. Ide
o prirodné pigmenty, ktoré su zaujimavé z pohladu antioxidatného potencialu.
Protinadorovy ucinok karotenoidov dokumentuje niekolko epidemiologickych Studii. Vo
velkej americkej Studii, prijem alfa-/beta-karoténu a lutein/zeaxantinu v potrave boli
spojené s poklesom ER-negativnej rakoviny prsnika [1]. V dalSej Studii, vySSi prisun
lykopénu, beta-karoténu a beta-kryptoxantinu v potrave znizil riziko rakoviny prsnika
u Cinskych zien [2]. ZvySeny prisun karotenoidov v potrave znizoval riziko aj dalSich
nadorovych ochoreni [3]. Chlorellapyrenoidosa - sladkovodna riasa je zaujimava
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obsahom rbéznych druhov karotenoidov [4]. Vysledky japonskych autorov potvrdili
chemopreventivne ucinky Chlorelly p.voci chemicky indukovanej hepatokarcinogenéze
u potkanov [5]. Pozitivne uc€inky Chlorelly p. z pohfadu lieCby a prevencie nadorovych
ochoreni boli zaznamenané aj v dalSich experimentalnych pracach [6-7] i v klinickej
studii [8]. Na zaklade uvedenych vysledkov sme sa rozhodli hodnotit moznosti
prevencie a lieCby rakoviny mlieCnej zfazy u potkanov pomocou komeréne dostupného
fytofarmaka - Chlorellypyrenoidosa. Okrem zakladnych parametrov
mamarnejkarcinogenézy sme v experimente sledovali aj vplyv chlorelly na prognézu
karcinomov atiez na vybrané parametre apoptdzy, angiogenézy a proliferacie
v nadorovych bunkach.

Material a metodika

V experimente sme pouzili panenské samice potkanov kmena Sprague-Dawley
z chovnej stanice CharlesRiverGermany vo veku 32-36 dni. Zvierata boli adaptované
v Standardnych podmienkach zverinca. Mamarnukarcinogenézu sme vyvolali
intraperitonealnou aplikaciou NMU (Sigma, Deisenhofen, Nemecko) medzi 40. - 46.
postnatalnym driom v davke 50 mg/kg hmotnosti zvierata. Tento experimentalny
model imitoval situaciu u zdravych ale vysoko rizikovych zien.Tyzden pred aplikaciou
karcinogénu sme zacali s chemoprevenciou, ktora trvala 15 tyzdnov az do ukoncenia
experimentu. Fytofarmakum bolo aplikované Vv potrave (SSNIFF
SpezialdiatenGmbHSoest, Nemecko). Zvierata v kazdom experimente v polte 75
kusov boli rozdelené do 3 skupin: 1. kontrolna skupina bez fytofarmaka, 2. skupina
s fytofarmakom v niz8ej koncentacii (3 g/kg), 3. skupina s fytofarmakom vo vyssej
koncentracii (30 g/kg). Zvierata boli raz do tyZdna palpované a vazené.

Na konci experimentu boli zvierata usmrtené rychlou dekapitaciou. V krvnom sére sme
sledovali zmeny lipidového metabolizmu (AlphaMedical). Cast vzoriek tkaniva
mamarnych nadorov boli zafixované v 10%-nom roztoku pufrovaného formalinu a
nasledne  technikou parafinovych rezov  pripravené na histologické
a imunohistochemické vysSetrenie. Nadory boli klasifikované podla kritérii pre
klasifikaciu mamarnych nadorov u potkanov [9]. Parafinové blo¢ky nadorového tkaniva
mlieCnej zlazy boli vyuzité k imunohistochemickému stanoveniu parametrov apoptézy,
angiogenézy a proliferacie. K vySetreniu rezov sme vyuzili komeréne dostupné
protilatky (Abcam, SantaCruz, Dako). Histopatologicka a imunohistochemicka analyza
tkaniva umozni zhodnotit' rizika dlhodobej aplikacie novych latok u Zien. Poskytne tiez
informaciu o stupni  diferenciacie, progné6ze  mamarneho nadoru a uc€innosti
lieCby.V Statistickom hodnoteni bol pouzity Mann-Whitheyho test, ANOVA a Kruskal-
Wallisov test.

Vysledky a diskusia
Chlorella v tejto studii davkovo zavislym sp6sobom potlacila mamarnukarcinogenézu u
samic potkanov. V skupine s vySSou davkou chlorelly bol zisteny 61 % pokles
frekvencie nadorov (P=0.019) a prediZenie latencie nadorov o 12.5 dni (P=0.016) vo&i
kontroldm. Naj¢astejSie vyskytujuce sa lézie vo vSetkych experimentalnych skupinach
boli zmieSané papilarne/kribriformné a samotné kribriformné karcindmy. V oboch
lie€Cenych skupinach sme zistili zretelny pokles pomeru high/lowgrade karcinébmov voci
kontrole [kontrolna skupina: 27/36 (HG/LG); chlorella nizSia davka: 14/33 (P=0.16 vs
kontrola); chlorella vy$Sia davka: 10/18 (P=0.52 vs kontrola)].Predpokladali sme, Ze za
vyraznym protinadorovym ucinkom chlorelly v tejto Studii stoji pro-apoptoticky,
antiangiogeneticky  a antiproliferativnyefekt. Preto sme realizovali  rozsiahlu
imunohistochemicku analyzu buniek karcindmov. Morfometricka analyza buniek



karcinomov mlieCnej Zlazy u potkanov poukazala na signifikantny narast
expresieexekucnej kaspazy-7 o 73.5 % (P=0.0001) v skupine s vySSou davkou
chlorelly (Obr. 1, Tab. 1). U expresieVEGFR-2 sme pozorovali mierny pokles o 19 %
(P=0.07) vplyvom lieCby.Porovnanie kontrolnych buniek s lieCenymi ukazalo na
tendenciu narastu expresiepro-apoptotického proteinu Bax o 16.5 % (P=0.17) a na
pokles expresieanti-apoptotického proteinu bcl-2 0 17.5 % (P=0.34) (Tab. 1). Zmeny v
expresiidaldej exeku€nej kaspazy-3, parametra proliferacieKi67 a VEGF neboli
pozorované. Chlorella vo vysSich davkach znizila hladiny LDL- a VLDL-cholesterolu
a triacyglycerolov.

Podstata vyrazného ucinku chlorelly na organizmus spocCiva vo vysokom obsahu
desiatok réznych fytochemikalii (zvlast karotenoidov, napr.all-trans-lutein) pésobiacich
aditivne alebo synergicky. Je chybou ist’ cestou konzumacie izolovanych jednotlivych
fytochemikalii — efekt na organizmus byva celkovo slabsi [10]. Napriek skuto¢nosti, Ze
epidemiologické Studie nepriniesli dostato¢né dékazy o tumor-supresivnych ucinkoch
réznych fytochemikalii/fytofarmak, prisne definovanéin vivo experimenty moZzZu
predstavovat cestu ako dokazat' ich antineoplastické ucinky v organizme [1].

Zaver

Chlorellapyrenoidosa  prejavila  signifikantnyprotinadorovy ~ uc€inok v modeli
mamarnejkarcinogenézy u samic potkanov. Chlorella mala zretelny proapoptoticky a
mierny antiangiogeneticky efekt v nadoroch. Chlorella sa preukazala ako vysoko
bezpecéné fytofarmakum u laboratérnych zvierat, priCom histopatologickaanalyza zistila
ZlepSenie prognozy lieCenych karcinbmov. Aj na zaklade klinickych studii sa tento
produkt javi ako vhodny pre pravidelné uzivanie v prevencii najzavaznejSich
civilizaCnych ochoreni akymi su rakovina a kardiovaskularne ochorenia.

Experiment bol schvéleny Etickou komisiou JLF UK (No. EK1125/2012) a Statnou
veterinarnou a potravinovou spravou SR (No. Ro-1759/11-221). Projekt bol podporeny
grantom VEGA 1/0071/13.
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Tab.1 Morfometrickaanalyzaexpresie kaspazy-3, kaspazy-7, Ki67, VEGF a VEGFR-2
v bunkachkarcinomovmlie¢nejzlazypolieCbeChlorelloupyrenoidosa.

Skupina Percentopozitivnychbuniek Percentobuniek so slabou resp.

strednou/silnouimunoreaktivitou

+ ++[+++

kaspaza-3
Kontrolnaskupina 6.66+0.82 6.01+0.77 0.65+0.10
Skupina s chlorellou 6.78+0.80 6.18+0.76 0.60+0.09
kaspéaza-7
Kontrolnaskupina 5.03+0.47 4.45+0.38 0.58+0.14
Skupina s chlorellou 8.73+£0.67*** 7.03£0.47** 1.70+0.50*
Ki67
Kontrolnaskupina 16.48+1.62 12.25+1.14 4.24+0.66
Skupina s chlorellou 15.42+1.40 11.92+1.10 3.50+0.41
VEGF
Kontrolnaskupina 14.51+1.77 13.31+£1.65 1.20+0.36
Skupina s chlorellou 14.99+1.05 13.77+£1.00 1.22+0.18
VEGFR-2
Kontrolnaskupina 27.46+2.66 20.34+1.58 7.12+1.36
Skupina s chlorellou 22.29+1.50 16.70+£0.94* 5.59+0.70

Data suvyjadrenéakopriemery=SEM. Skupina s chlorellou je skupina so signifikantnymi protinadorovymi
UCinkami (davka 30 g/kg diéty).Intenzitaimunoreaktivity: slaba (+), stredna (++), silna (+++).
Signifikantnyrozdiel, * P<0.05 vs kontrolnaskupina, *** P<0.001 vs kontrolnaskupina.

Obr. 1 Imunohistochemickadetekcia kaspazy-7 v nadorovych bunkach mlieCnej Zlazy po liecbe
chlorellou pyrenoidosa.

kontrolna skupina skupina s chlorellou

Detekcia expresie kaspazy-7 poukazalana signifikantny narast (v priemere o 73,5%) v nadorovych
bunkach lieGenych chlorellou vo vy$Sej davke. K detekcii sme pouzili polyklonalnu protilatkuvodi
kaspaze-7 (K-20) (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA); zvacsenie: x200.
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Abstract

Homocysteine (Hcy) is asulfur-containing amino acid involved in S-
adenosylmethionine cycle that plays a main role in the metabolism of methyl groups.
Hyperhomocysteinemia is a medical condition characterized by elevated level of
homocysteine in plasma. Hyperhomocysteinemia is considered to be capable to
initiate the death of neural cells during neurodegeneration disorders including
Alzheimer’'s and Parkinson's diseases. Homocysteine may exert its effect on
molecular, cellular and tissue level. The exact mechanism, by which homocysteine
affects brain cells, has to be elucidated. Here, we review recent knowledges on this
topic with a special emphasis on glial cells that play an active role in the
etiopathogenesis of several neurodegenerative diseases.

Key words: homocysteine, glial cells, neurotoxicity, neurodegenerative disorders

Homocystein je nebielkovinova aminokyselina, ktora je medziproduktom S-
adenozylmetioninového cyklu s neuro- i vaskulotoxickym ufinkom. V S-
adenozylmetioninovom cykle je metionin enzymaticky konvertovany na S-
adenozylmetionin, ktory je nepostradatelnym substratom pocetnych metylacnych
reakcii. S-adenozylmetionin, ako donor metylovej skupiny, je esencialny pre
metabolizmus nukleovych kyselin, bielkovin, neurotransmiterov, hormoénov, mastnych
kyselin, polysacharidov a fosfolipidov [1]. Zaroven nukleotidy v Strukture DNA ako aj
histony, ktoré su metylované prostrednictvom S-adenozylmetioninu, predstavuju
délezity epigeneticky mechanizmus regulacie expresie genov. S-
adenozylhomocystein, ktory vznika z S-adenozylmetioninu po prenose metylovej
skupiny, je nasledne hydrolyzovany na homocystein. Hcy sa potom metabolizuje
prostrednictvom jednej z dvoch metabolickych drah: (i) spatnej remetylacnej, ktorou sa
regeneruje na metionin; alebo (ii) prenosom tiolovej skupiny za vzniku cysteinu a 2-
oxobutyratu (obr.1) [2-3]. Nedostato¢na kapacita metabolizovat Hcy pomocou
uvedenych metabolickych drah vedie v kone¢nom désledku k narastu mnozstva
homocysteinu v organizme. Hladina plazmatického Hcy pritom koreluje s hladinou S-
adenozylhomocysteinu v cerebrospinalnej tekutine a mozgu zvierat [4]. ZvySenie
koncentracie plazmatického Hcy nad fyziologicku hodnotu, ktora je v rozpati 5 — 15 yM
[5], sa oznacCuje ako hyperhomocysteinémia. Na zaklade koncentracie Hcy sa
hyperhomocysteinémia dalej klasifikuje ako mierna (15-30 pM), stredna (30-100 uM) a
tazka nad 100 pM [6]. VSeobecne je v populacii 5-10% vyskyt hyperhomocysteinémie,
pricom priamoumerne narasta s vekom [7] a CastejSie sa prejavuje u muzov ako u
zien. Uz mierna hyperhomocysteinémia je pritom povazovana za rizikovy faktor
kognitivnej dysfunkcie u niektorych neurodegenerativnych ochoreni, ako su napriklad:
Alzheimerova choroba [8], Parkinsonova choroba [9], demencia [10] a atrofia mozgu
[11].
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Existuje niekolko hypotéz vysvetlujucich pdésobenie Hcy na molekulovej a bunkovej
urovni. Na molekulovej urovni, je Hcy povazovany za ,feed-back® inhibitor enzymov
podielajucich sa na syntéze a metabolizme S-adenozylmetioninu (obr.1), a z tohto
dévodu je potencialnym inhibitorom metylacnych reakcii. Okrem toho sa predpoklada,
Zze Hcy spolupbsobi pri neSpecifickych nitrozylaCnych a acylatnych modifikaciach
proteinov, ale tiez ako iniciator zvySenej tvorby volnych radikalov, ¢o mdze viest
k oxidatnému stresu [12]. Na bunkovej urovni, Hcy cytotoxicky pdsobi predovsetkym
na bunky cievneho endotelu, obmedzuje biologicku dostupnost oxidu dusnatého a
zvySuje oxidacny stres, ¢o mbze iniciovat mechanizmy veduce k tvorbe aterémov
[13].

Akym spdsobom Hcy zvySuje citlivost neuronalnych buniek vocCi excitotoxickému alebo
oxidaCnému poskodeniu, nie je stale jasné [14-15]. Predpoklada sa, ze Hcy nepriamo
poésobi na vymenu latok medzi krvou a mozgovym parenchymom v dosledku
posSkodenia endotelu krvnych kapilar [16]. Vysledky experimentov na zvieracich
modeloch a neuronalnych bunkovych kulturach poukazuju tiez na priamy cytotoxicky
efekt Hey, ktory ma schopnost' iniciovat smrt' neuronalnych buniek. Neurotoxicky efekt
Hcy je pravdepodobne sprostredkovany excitotoxickou aktivaciou glutamatovych
receptorov s naslednym zvy$enim vnutrobunkovej koncentracie vapnika [14]. Dal$im
potencialnym mechanizmom neurotoxického uc€inku Hcy je pravdepodobne oxidaény
stres a nim indukované poskodenie biomolekul [14, 17-19].

Gliové bunky, okrem neurénov, su dalS§im typom majoritnych buniek pritomnych
v nervovom tkanive. Su nevyhnutné pre zachovanie fyziologickych funkcii nervového
tkaniva [20], pri€om neurdny a gliové bunky kooperuju na viacerych urovniach, vratane
energetického metabolizmu. Vysledky experimentov na zvieracich bunkovych
kultrach poukazali na mozny gliotoxicky efekt Hcy. Inkubacia primarnej kultury
potkanich astrocytov ovplyvnenych s 2 mM hladinou Hcy viedla k ich bunkovej smrti
[21]. AvSak uz subletalna davka homocysteinu (200 pM) indukovala oxidacny
metabolizmus glukézy ako désledok nedostatocnej tvorby ATP v mitochondriach [3].
Pozorovana mitochondrialna dysfunkcia, ktora je pravdepodobne riadena epigeneticky
[22], mbzZe suvisiet so znizenou kapacitou astrocytov aktivne regulovat’ glutamatergnu
neurotransmisiu.

Na rozdiel od spomenutych experimentalnych vysledkov, ktoré boli vykonané na
zvieracich modeloch, existuje len minimum $tudii zaoberajucich sa identifikaciou
vplyvu Hcy na ludské neuralne bunky. Len nedavno, nas kolektiv [23] po prvy raz
charakterizoval toxické vlastnosti Hcy na ludské gliové bunky. Nase vysledky ukazali,
Ze DL-Hcy pritomny v inkubacnom meédiu uz v koncentracii 50 pM, Co je ekvivalent 25
MM biologicky aktivneho L- enantioméru, inicioval smrt ludskych gliovych buniek.
V porovnani s Casto pouzivanymi zvieracimi bunkami a modelmi, su ludské gliové
bunky niekolkonasobne citlivejSie na pritomnost Hcy. Hcy sa tak ukazuje byt silnym
gliotoxickym agensom schopnym iniciovat smrt gliovych buniek. Ako sme uz
spomenuli, gliové bunky, ktoré tvoria podstatnu bunkovu c¢ast mozgového
parenchymu, sa spolupodielaju na zabezpeCovani fyziologickej funkcie nervového
tkaniva [24], a preto mdZeme predpokladat, Ze ich poskodenie v dbsledku zvySenej
koncentracie Hcy s velkou pravdepodobnostou zohrava vyznamnu ulohu v progresii
neurodegeneracie [25-26].

Na zaver treba este zdéraznit, Ze pravdepodobne posSkodenie oboch, neurdnov aj
gliovych buniek, méze suvisiet s etiopatogenézou niektorych neurodegenerativnych
ochoreni asociovanych s hyperhomocysteinémiou.
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S-Adenozylhomocysteini—= Homocystein 5-Metyltetrahydrofolat

Syntéza cysteinu
B6

Cystationin

"
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Obr 1 S-adenozylmetioninovy cyklus

Metionin je v prvom kroku aktivovany na S-adenozylmetionin, ktory pésobi ako donor metylovej skupiny
pre rdzne biosyntetické reakcie. Po prenose metylovej skupiny je S - adenozylhomocystein, ktory vznika
z S-adenozylmetioninu, hydrolyzovany na homocystein. Regeneracia metioninu z homocysteinu
vyzaduje dva kofaktory; vitamin B1,, ktory je prenaSacom metylovej skupiny a tetrahydrofolat, prenasac
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jednoulikovych zvy8kov. Donorom metylovej skupiny je glycin, ktory vzniké pri premene aminokyseliny
serin. Hey je povazovany za ,feed-back® inhibitor enzymov podielajiucich sa na syntéze a metabolizme
S-adenozylmetioninu, a preto je povazovany za potencialny inhibitor metylaénych reakcii (znazornené
¢ervenou farbou).
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Abstract

A high level of circulating plasma homocysteine (Hcy) is an independent risk factor for
stroke. Neurodegeneration commonly co-occurs with stroke. Recent studies showed
hyperhomocysteinemia (hHcy) to be a strong risk factor for dementia and
neurodegenerative disorders. The molecular mechanisms underlying these
mechanisms are not fully understood though. Therefore, we investigated the effect of
ischemia-reperfusion (IR) injury in combination with hHcy on neurodegeneration in rat
brains. We have studied neurodegeneration as well as post-translation changes in
MAPK (mitogen-activated protein kinase) pathways after global IR injury in rat
hippocampus in association with hHcy. Global forebrain ischemia was induced by 4-
vessels occlusion. In the concrete, 15 min of ischemia followed by a reperfusion period
of 72h and 7 days. hHcy was induced by methionin diet (2g/kg) in duration of 28 days.
We demonstrated occurrence of degeneration of selectively vulnerable neurons after
induced IR as well as after hHcy. Western blot study and imunohistochemical analysis
suggested that IR injury and also hHcy down-regulates the p-ERK protein
(extracellular signal-regulated kinase), which is associated with survival of neural cells.
These findings suggest that IR injury after induced hHcy could have a
neurodegenerative role on global brain ischemia in rats.

Keywords: hyperhomocystenemia, atheroslerosis, MAPK, ischemia-reperfusion injury

Uvod
LoZiskové mozgové ischémie su najCastejSimi priCinami nahlych cievnych mozgovych
prihod v humannej medicine. Podstatou vzniku tejto Iézie je loZiskova hypoperfuzia,
teda zniZeny pritok normalne saturovanej krvi kyslikom do urcitej oblasti mozgu.
NajznamejSou lokalnou pri¢inou su zmeny cerebralnych ciev, najma ich ateroskleréza.
Ateroskleréza a jej komplikacie ako infarkt myokardu a cievha mozgova prihoda, su
najCastejSimi pri€inami smrti vo vyspelych krajinach. Hyperhomocysteinémia (hHcy)
sa v sucCasnosti povazuje za nezavisly rizikovy faktor vzniku kardiovaskularnych
ochoreni [1]. Epidemiologické Studie poslednych rokov poukazuju na to, Ze zvySenie
koncentracie plazmatického Hcy predstavuje aj nezavisly rizikovy faktor ischemickych
mozgovych prihod [2]. Asociacia zvySenej hladiny homocysteinu s konvenénymi
rizikovymi faktormi ateroskleré6zy vyznamne zvySuje kardiovaskularnu morbiditu a
mortalitu. Podla najnovSich Studii je bezrizikova hodnota Hcy do 10 umol/l. Miernu
hyperhomocysteinémiu najCastejSie spOsobuje dedi¢ny defekt aktivity 5,10-
metyléntetrahyhrofolatreduktazy. Nasledkom spomalenej remetylacie dochadza k
zvySeniu Hcy v plazme, pricom cievny endotel je vystaveny jeho toxickym ucinkom.
Dochadza k poruche antitrombotickej rovnovahy, zmene oxida¢no-redukénej
rovnovahy, transformacii tvorby koagulaénych bielkovin a nakoniec k
aterosklerotickym zmenam. Vyznamné poskodenie sa doteraz dokazalo na
mozgovych, periférnych, srdcovych a placentarnych cievach [1-3].
Hyperhomocysteinémia je taktiez spajana s rozvojom neurodegenerativhych zmien,
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s rozvojom Alzheimerovej choroby ako aj Parkinsonovej choroby [3-5]. Dokaze vSak
indukovana hHcy ovplyvnit priebeh ischemicko-reperfuzneho (IR) poskodenia
u laboratérnych zvierat? Mnohé experimentalne Studie dokazuju, Ze pri kratkodobe;j
ischémii su procesy veduce ku smrti bunky iniciované ischémiou, ale samy osebe
prebiehaju pocas perfuznej fazy a kon€ia oneskorenou smrtou buniek po 24 — 72 hod.
[4]. Ischémia mozgu spdsobuje v prvych $tadiach vratné neurochemickeé
a neurofyziologické zmeny, ktoré mozno zvratit obnovenim prietoku krvi. V priebehu
dlhSie trvajucej ischémie poskodenie postupne prechadza z reverzibilného do
ireverzibilného Stadia.

V nasej praci sme sa zamerali na Studium globalnej mozgovej ischémie a selektivne
vulnerabilnych neurdnov, ktoré su citlivejSie na ischémiu. Z biochemického hladiska
vyvolavaju ischemicko-reperfuzne (IR) poSkodenie zmeny mnohych bunkovych ciest a
bunkovych dejov, ktoré cCasto suvisia, resp. vyustuju, az do odumretia tychto
neurénov. Doteraz v8ak nie je presne zname ako ERK a p38 proteiny, ktoré su
sucastou signalnych transdukcnych MAPK ciest, mozu viest
k prezivaniu/odumieraniiu buniek po ischémii. VySSie uvedené proteiny zohravaju
délezitu ulohu v bunkovom raste, proliferacii a diferenciacii/zapale a bunkovej smrti.
Jedna sa o serin- atyrozinkinazy aktivované rastovymi faktormi/stresom. Niektoré
Studie potvrdili, Ze aktivované ERK ako aj p-38 zohravaju délezitu ulohu pri IR
poSkodeni rdéznych organov [6-8]. Na druhej strane, hHcy je jednym
z predpokladanych faktorov, ktory moze priebeh IR poSkodenia nepriaznivo ovplyvnit
ako aj zmeny vzniknuté IRI potenciovat [3-5]. HIbSie poznanie podstaty mechanizmov
prebiehajucich v bunkach pri IR poSkodeni mozgu v asociacii s hHcy by mohlo
v buducnosti prispiet k zefektivneniu terapie pacientov po ischemickom inzulte.

Material a metodika

V naSich experimentoch sme pouzili ako biologicky material samce potkanov kmena
Wistar vo veku od 6 do 8 mesiacov, chované v Standardnych podmienkach vo
zverinci. Manipulacia s tymito zvieratami bola schvalena Statnou veterinarnou
a potravinovou spravou SR s €. rozhodnutia 4373/12-221. Zvierata boli rozdelené do
dvoch skupin. Prvej skupine bola eSte pred experimentom po dobu 28 dni podavana
metioninova diéta (voda obohatena o metionin 2g/kg). Nasledne bol v oboch
skupinach zvierat vyvolany model globalnej cerebralnej ischémie pocas 15 min [7-8]
a nasledna reperfuzia 72 h a7 dni. Zvieratd boli usmrtené dekapitaciou v sulade
s etickymi zasadami prace s laboratornymi zvieratami. Po usmrteni im bolo odobrané
mozgové tkanivo na histologicku analyzu a na pripravu homogenatov na stanovenie
bielkovin p-ERK metédou Western blot. Histologicka analyzu sme vykonali na
zmrazenych rezoch imunofluorescenénymi metddami s pouzitim primarnych protilatok
proti p-ERK a p-p38. Okrem toho sme pouZili histochemicku metodiku TUNEL (in situ
znacCkovanie buniek podliehajucich bunkovej smrti na zaklade fragmentacie DNA) na
zobrazenie zanikajucich neurénov. Preparaty sme vyhodnocovali s pouzitim
konfokalneho mikroskopu.

Vysledky
V nasej praci sme sa zamerali na Studium jednej z MAPK drah v mozgu potkanov,
u ktorych bola umelo vyvolana hHcy. Na fluorescenénych mikrofotografiach (Obr 1: A)
je zrejmé, Ze mnozstvo p-p38 pozitivnych buniek je pocetnnejSie v preparatoch
mozgov zvierat premedikovanych metioninom, zatial €o naopak pocCet p-ERK
znacenych nervovych buniek je najvyssia v kontrolnej skupine zvierat bez aplikacie IR
poskodenia €i metioninovej diéty.
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A: Fluorescen¢né mikrofotografie imunohistochemickej detekcie p-ERK
a p-p38 protilatok v CA1 oblasti hipokampu mozgu potkana. CA1 oblast
hipokampu v kontrole, v skupine bez Met diéty po IR inzulte a v skupine
s indukovanou hHcy po 72h reperfuzii. V poradi, kontrola, IR-72h rep a IR-met-
72h rep. Imunoreaktivita p-ERK (zelend), imunoreaktivita p-p38 (Cervena) a
prekryv oboch protilatok (zlty). Jadra boli dofarbované DAPI (4',6-diamidino-2-
fenylindol). Sipky oznaduju kolokalizaciu danych protilatok. Prerugované &iary
vymedzuji CA1 oblast hipokampu. Useéka zodpoveda dizke 50um.

B: Hladina proteinov p-ERK v hipokampe mozgu potkana s 15 min
ischémiou a 72h reperfuziou bez/s indukovanej hHcy. Porovnaie kontroly,
kontroly s hHcy a medzi skupinami s rovnakou periédou reperfuzie. Hodnoty
boli normalizované ku kontolnym zvieratam *SEM, n = 6. **p < 0,001
Statisticky signifikantny rozdiel oproti kontrolnym zvieratam a +++p < 0,001
znadi signifikantny rozdiel medzi skupinami s rovnakou dobou reperfuzie.

Fluorescenéna imunoanalyza korelovala s WB analyzou (Obr. 1: B). Pri prvej skupine
zvierat s IR poSkodenim bez hHcy sme zaznamenali pokles hladiny pERK proteinov
s rastucim intervalom medzi ischémiou a reperfuziou uz po samotnej ischémii o 70 %
(p<0,001) s miernym narastom po 72h reperfuzii o0 40 % (p<0,001) v porovnani
s kontrolou. V skupine s indukovanou hHcy sme zaznamenali Statisticky signifikantny
narast hladiny o 40 % (p<0,001) so signifikantnejSim poklesom hladiny aktivovaného
ERK po samotnej ischémii o 75 % (p<0,001) a po 72h reperfuzii o 80 % (p<0,001)
v porovnani s kontrolou bez premedikacie metioninom. Taktiez sme zaznamenali
Statisticky signifikantny rozdiel medzi skupinani po 72h reperzufii s/bez metioninove;j
diéty, pricom sme zistili pokles hladiny p-ERK proteinu v skupine s metioninovou
diétou 067 % (p<0,001). NasSe zistenia naznacuju protektivny efekt aktivacie
MAPK/ERK drahy pri stresom indukovanej apoptdze neurénov, kedy zohrava délezitu
tlohu sila a dizka inzultu.

Pozitim metodiky TUNEL (deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick
end-labeling assay) na detekciu buniek podliehajucich bunkovej smtri sme
zaznamenali narast poCtu TUNEL pozitivnych nervovych buniek v CAl oblasti
hipokampu v skupine s indukovanou hHcy po 7 diovej reperfuzii, procom sme zistili
narast po€tu zne€enych buniek o 63 nasobok (p<0,001) v porovnani s kontrolou ako aj
s kontrolou s indukovanou hHcy. V skupine bez indukovanej hHcy po 7 droch bol
narast poc¢tu TUNEL pozitivnych buniek zvySeny o 9 nasobok (p<0,001) v porovnani
s kontrolou ako aj s kontrolou s indukovanou hHcy. Statisticky signifikantny rozdiel
sme zaznamenali medzi skupinami po 7 dhovej reperfuzii s/lbez metioninovej diéty a to
narast po¢tu TUNEL pozitivnych nervovych buniek v skupine s indukovanou hHcy
0700 % (p<0,001). Zaujimavym zistenim bolo pri kontrolnej skupine s indukovanou
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hHcy. Detegovali sme zvySeny pocCet znaenych buniek glie. Podlfa morfologickych
parametrov iSlo pravdepodobne o gliové elementy.

Diskusia

U pacientov s hyperhomocysteinémiou, ktori prekonali mozgovu prihodu [2-3],
infarkt myokardu [1], sa CastejSie vyskytuju ischemické recidivy. Nas zaujimalo,
dokazeme aj u laboratérnych zvierat 28-driovym podavanim metioninu vo vode
vyvolat hHcy a i ta nasledne dokaze priebeh IR poskodenia v urCitom smere
ovplyvnit. Zamerali sme sa na zmeny v MAPK ceste po IR inzulte v asociacii s
indukovanou hHcy v mozgu potkanov, pretoze je zname, Ze zmeny v intracelularnych
signalizaénych drahach hraju délezitu ulohu v mechanizmoch poskodenia/ochrany
neurénov po IR inzulte [9]. NaSe zistenia naznacCuju ochranny efekt aktivacie
MAPK/ERK drahy pri stresom indukovanej apoptoéze neurénov, kedy zohrava délezitu
lohu sila adiZka inzultu [2, 6, 10]. Z naSich doterajSich vysledkov vyplyva, Ze
zvysena hladina p-ERK proteinov MAPK cesty v cytoplazme pravdepodobne vedie k
prezivaniu vulnerabilnych neurénov po ischemickom inzulte, o koreluje so znamymi
pracami z tejto oblasti [6, 10] ako aj s naSimi predchadzajucimi pracami [3, 7-8]. Na
zaklade vysledkov dosiahnutych pomocou metddy TUNEL sa domnievame, Ze
samotna hHcy zohrava délezitu ulohu pri rozvoji neurodegeneracie [4-5]. NaSou
Studiou sme potvrdili signifikantny vztah medzi zvySenou hladinou Hcy a cievnou
mozgovou prihodou, o méze mat vyznam pri terapii, ktora méze redukovat riziko
alebo opakovanie sa mozgovej prihody. Uginnost prevencie znizovanim hladiny Hcy
v plazme je stale sucastou intenzivneho medicinskeho vyskumu [11]. Vysledky naSe;j
prace podporuju vysledky inych prac [12-15], podla ktorych by sa u pacientov, ktori
prekonali cievnu mozgovu prihodu malo stat stanovenie plazmatickej hladiny Hcy
rutinnym vySetrenim.

Ci
Gi

Zaver

Podla naSich vysledkov hHcy ovplyvruje a potenciuje zmeny, ku ktorym v mozgovom
tkanive dochadza po IR inzulte. Hyperhomocysteinémia ovplyviiuje posttranslacné
zmeny proteinov p-ERK v nervovom tkanive tym, Ze sa zniZuje ich hladiny a pocet
buniek s ich expresiou. Nase vysledky rozSiruju poznatky o mechanizmoch regulacie
post-translacnych zmien v intracelularnych MAPK drahach, ako aj pri hfadani
odpovede na hHcy a s ischémiou asociované zmeny v tkanive neurénov po cievnej
mozgovej prihode. V kone¢nom désledku moéze aplikacia uvedenych vysledkov
prispiet k zefektivneniu terapie pacientov po ischemickom poskodeni mozgu.

Tato praca bola podporena projektom VEGA 213/2012 a ,ldentifikacia novych
markerov v diagnostickom paneli neurologickych ochoreni” spolufinancovanych zo
zdrojov ES a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive and irreversible neurodegenerative disorder
that results in dementia and death combined with massive neuronal loss, mainly in the
hippocampus and association regions of the neocortex. A high circulating
concentration of homocysteine (Hcy) is an independent risk factor for stroke.
Alzheimer's disease (AD) commonly co-occurs with stroke. A recent prospective study
showed hyperhomocysteinemia to be a strong, independent risk factor for dementia
and AD. The molecular mechanisms underlying these mechanisms of are not fully
understood. Global forebrain ischemia was induced by 4-vessels occlusion. In the
concrete, 15 min of ischemia followed with reperfusion period of 72h and 7 days. hHcy
was induced by subcutaneous injection 0,45 pymol/g of Hcy in duration of 14 days.
The result showed that IR after induced hHcy may attenuate the neural cell death in
the hippocampal CA1l region as well as in forebrain cortex. We demonstrated
occurrence of degeneration of selectively vulnerable neurons after induced IR as well
as after hHcy. Further western blot study as well as imunohistochemical analysis of
MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) suggested that IR and hHcy affect
number and level of MAPK/ERK (extracellular signal-regulated kinase) and MAPK/p38
proteins, which are associated with survival/death of neural cells. These findings
suggest that IR injury after induced hHcy have a neurodegenerative role on global
brain ischemia in rats. Our results also indicate that this model of combinated insults
could lead to progresson of AD-like pathological features.

Key words: hyperhomocysteinemia, Alzheimer’s disease, MAPK, stroke

Uvod
Alzheimerova choroba (ACH) je pomaly sa vyvijajuce degenerativhe ochorenie mozgu
[1]. V sucCasnej dobe sa radi k najkomplikovanejSim formam neurodegeneracie. Podla
Svetovej zdravotnickej organizacie patri demencia Alzheimeroveho typu medzi prvych
10 hlavnych ochoreni, ktoré konCia smrtou pacienta [2-3]. Alzheimerova choroba
vedie k rozpadu nervovych vlakien, dochadza k ireverzibilnému poskodeniu nervovych
buniek, ¢o vedie k vyznamnému ubudaniu mozgovej hmoty. Alzheimerova choroba nie
je, a to aj napriek intenzivnemu vyskumu, v suc€asnosti lieCitelna. Je vSak mozné
zlepsSit priznaky ochorenia (hormonalna terapia, inhibicia acetylcholinesteraz,
podavanie antioxydantov...). LieCba nedokaze zastavit progresiu ochorenia, dokaze
v8ak doCasne spomalit zhorSovanie priznakov demencie a tak zlepSit kvalitu Zivota
pacientov.[3] Mnohé vedecké prace sa teda uberaju smerom, ktory upozorriuje na
dolezitost’ Studovania modifikovatelnych rizikovych faktorov, ktoré moézu rozvoj ACH
pozastavit. Jednym ztychto ovplyvnitelnych faktorov méze predstavovat zvySena
hladina homocysteinu (Hcy) v plazme, ktora je nie vzdy uspeSne potlaCovana
vitaminovou suplementaciou (Bs, B12 a kyselina listova). Vysledky prac z poslednych
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rokov naznacuju, ze hyperhomocysteinémia (hHcy) méze mat priamy efekt na
morfolégiu mozgu [4-7]. Williams akol., [6] zistili, Zze vysoké hladiny Hcy su
asociované s atrofiou hipokampu a temporalneho laloka. Hyperhomocysteinémia tiez
ovplyvnuje fosforylaciu hypokampaneho tau-proteinu ([2, 7]. Nedavne experimentalne
Studie preukazali simultanny efekt vysokej hladiny metabolitov Hcy na degradaciu
cholinestarazy, ktora méze podporovat rozvoj ACH [8] . Na zaklade vysledkov
niektorych Studii existuje predpoklad, ze zvySujuca sa hladina sérového Hcy je
predispoziciou vzniku ACH [4-5, 9, 11-12].

Ciefom tejto prace bolo Studium ireverzibilnych degenerativnych zmien selektivne
vulnerabilnych oblasti mozgu po aplikacii globalnej mozgovej ischémie v spojitosti
s indukovanou hHcy a ich nasledny vplyv na rozvoj neurodegeneracie s patologickymi
znakmi ACH. Obzvlast vyznamné je pochopenie tychto dejov najma v korelacii
s rozvojom demencie Vv tych sektoroch mozgu, v ktorych su neurény viac rezistentné
na neurodegenerativnhe ochorenia. Objasnenie tychto procesov by mohlo priniest
nové pristupy vhumannej terapii ischemickych poskodeni vitalnych tkaniv
a k lepSiemu pochopeniu etiopatogenézy skumanych patologickych stavov.

Material a metody

1. Material
Na experiment boli pouzité homogenaty a tkaniva z mozgu bielych laboratérnych
potkanov kmefia Wistar, manipuldcia s ktorymi bola schvalena Statnou veterinarnou
a potravinovou spravou SR s €. rozhodnutia 4373/12-221.

2. Metédy
2.1 Navodenie hyperhomocysteinémie
Potkanom bola poc€as 14 dni pred ischémiou 2x denne subkutanne aplikovany DL-
Homocystein (Sigma) v koncentracii 0,45 uymol/g zierata.
2.2 Navodenie ischémie
Po 14 dnovej peridde bola potkanom navodena globalna ischémia metddou
Pulsinelliho a Brierleyho [12]. Pri druhej skupine (bez toxikantu) bola vyvolana 15
minutova globalna ischémia. U oboch tychto skupin boli nasledne sledované 72h
intervaly reperfuzie. Tretiu skupinu reprezentovala kontrolna skupina.
2.3 Homogenizacia tkaniva a stanovenie bielkovin
Tkanivo predného mozgu bolo homogenizované a boli vyuzité na jednotlivé analyzy.
Expresia danych proteinov bola analyzovana metédou Western blot.
2.4 Histologicka analyza
Zvierata boli premyté fyziologickym roztokom a tkaniva boli na 24h ponorené do 4%
paraformaldehyd v 0.1 mol/l fosfatovom timivom roztoku, pH 7.4 pri 4 °C. Nasledne
boli tkaniva kvoli kryoprotekcii ulozené 24 hodin v 30% sachardze pri 4°C. Po
postfixacii boli mozgové tkaniva narezané na kryocut-e (Thermo Fisher Scientific)
na hrabku 30 ym, rezy boli natiahnuté na silanizované skla a uskladnené pri -
20°C a farbené r6znymi imuno- a histochemickymi metodami.
2.5 Vyhodnotenie vysledkov
Vysledky boli vyhodnotené Standardnymi metédami biostatistiky a bioinformatiky.

Vysledky a diskusia
Alzheimerova choroba patri  k najkomplikovanejSim  formam  progresivnej
neuredegeneracie. Vzhladom ktomu, Zze eSte stale vhodny liek na liecbu ACH
absentuje, mnohé Studie naznacuju, ze je dblezité Studovat modifikovatelné rizikové
faktory, ktoré mézu rozvoj ACH pozastavit. Jednym ztychto faktorov méze
predstavovat hHcy [1-21].
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V naSej praci sme sa zamerali na Studium globalnej mozgovej ischémie a selektivne
vulnerabilnych  neurénov, ktoré su citlivejSie na ischémiu ako aj na
neurodegenerativne zmeny. V naSich predchadzajucich pracach [13-17] sme dokazali
negativnu korelaciu medzi ischemicko - reperfuznym (IR) poSkodenim a chemicky
indukovanou hHcy. Tieto vysledky naznadovali, Ze v zavislosti od sily a dizky trvania
inzultu, ako aj ich kombinacie, sa rozvoj degeneracie nervoveho tkaniva bude
potenciovat.

Pomocou metdédy Fluoro-Jade C, pomocou ktorej je mozné identifikovat
desintegrované nervové bunky sme zistili, Ze 72 hod. reperfuzia vedie k poskodeniu
neurénov v CAl oblasti hipokampu, pricom sme zistili Statisticky vyznamny narast
poCtu Fluoro-Jade C znacenych buniek na 60,2 nasobok (p< 0,001) v porovnani
s kontrolou. Taktiez sme v tejto skupine pozorovali neurény so zmenenou morfologiou.
V porovnani s kontrolnou skupinou s indukovanou hHcy sme rovnako zaznamenali
narast poétu znadenych buniek v IR skupine na 43,8 nasobok (p< 0,001). Statisticky
signifikantny rozdiel sme sledovali aj medzi IR a Hcy-IR skupinou, kde v Hcy-IR
skupine pocet buniek po 72 hod. reperfuzii klesol o0 42 % (p< 0,001; Obr. 2). Tento
pokles vSak suvisel s ubytkom neuronov v CAl oblasti hipokampu. Prekvapivym
zistenim bola pozitivita a morfologické zmeny buniek glie v CAl oblasti hipokampu
ako aj v PtA (parietal association brain) oblasti kéry mozgu v kontrole s indukovanou
hHcy, tak aj pozitivita neuronov v PtA oblasti kory v skupine Hcy-IR-72h (Obr. 1: A a
C).

Pre potvrdenie funkéného poSkodenia selektivnhe vulnerabilnych oblasti mozgu
experimentalnych zvierat sme pouzili metédu dvojitého farbenia s vyuzitim protilatky
proti NeuN, ktora Specificky oznacuje jadra zrelych neurénov a protilatku GFAP, ktory
selektivne farbi bunky glie (astrocyty; [17]; Obr. 1: D-F). Porovnavali sme kontrolu,
kontrolu s indukovanou hHcy, IR a Hcy-IR-72h, pricom sme zistili Statisticky
signifikantny pokles NeuN pozitivnych neurénov v PtA oblasti kéry 0 17,8 % (p< 0,05;
Obr. 1: E) prave v skupine s indukovanou hHcy po 72h reperfuzii. Analyzovali sme aj
poCet astrocytov v CA1 oblasti hipokampu, priCom sme zistili Statisticky vyznamny
narast po¢tu GFAP znacenych astrocytov v kontrolnej skupine s indukovanou hHcy
042 % (p< 0,001), v IR-72h skupine 0 47 % (p< 0,001) a v Hcy-IR-72h 054 % (p<
0,001). V PtA kérovej oblasti bol v C-Hcy skupine narast po¢tu GFAP+ astrocytov
signifikantnejSi a vzrastol 0 52 % v porovnani s kontrolou., taktiez v Hcy-IR-72h sme
zaznamenali narast pocCtu astrocytov s pocetnymi, rozvetvenymi a zhrubnutymi
vybezkami 063 % (p< 0,001; Obr. 1: F) v porovnani s kontrolou. Nase vysledky
naznacuju, ze hHcy v kombinacii s IR inzultom méze viest k znizovaniu objemu
hipokampanej ako aj kortikalnej hmoty, ¢o podporuju aj vysledky Studii v humanne;j
medicine [3, 10-11] ako aj experimentalne Studie [12-18,21]. Homocystein bol tiez
signifikantne asociovany so znamkami ranej fazy ACH pri aterosklerotickcyh zmenach
karotid alebo s léziami v bielej hmote [3]. Aj naprieck mnohym experimentom, Ci
v klinickej alebo experimentalnej medicine, nie je celkom jasné, ¢i sa hHcy da
povazovat za rizikovy faktor vzniku ACH [13,15-16].

Z literatury je zname, Zze zmeny v intracelularnych signalizacnych drahach zohravaju
ddlezitu ulohu v mechanizmoch poskodenia/protekcie po inzulte [13-14, 18, 21], preto
sme dalej v nadej praci Studovali jednu z MAPK drah. Pre potvrdenie zmien na post-
transkripCnej urovni v mozgovom tkanive sme tkaniva analyzovali aj pomocou Western
blot analyzy MAPK proteinov. Vysledky Western blot analyzy ukazali zna¢ny narast
hladiny MAPK/pERK proteinov v C-Hcy skupine v porovnani s kontrolami bez
indukovanej hHcy. V porovnani s kontrolou sme zistili v C-Hcy skupine Statisticky
signifikantné zvySenie hladiny proteinov 042 % (p< 0,001), ¢o bolo v korelacii aj
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s imunohistochemickou analyzou tkaniva. Na druhej strane, rovnako sme zistili, ze po
indukcii hHcy dochadza k aktivacii aj MAPK/p-p38 proteinu, priom sme namerali
zvySenie hladiny tohto proteinu v C-Hcy skupine 039 % (p< 0,001) v porovnani
s kontrolnou skupinou. Medzi skupinami po IR s/bez hHcy sme Statisticky signifikantné
zmeny nezistili. V naSich experimentoch sme potvrdili aktivaciu MAPK/ERK drahy.
Nasledne je aktivovany MAPK/p-ERK translokovany do jadra, kde aktivuje
transkripéné faktory, ktoré zabrania nastupu bunkovej smrti [13, 17-21]. Na druhej
strane sme sledovali tiez aktivaciu MAPK/p-p38, ktora suvisi s navodenim smrti buniek
[17-18, 21]. NaSe vysledky naznauju, Ze umelo indukovana hHcy v neurénoch aktivuje
,cross-talk‘ mechanizmus medzi oboma MAPK drahami, kedy zaleZi od sily a dizky
trvania inzultu [13, 18, 21]. Poddar a Paul [18], pri experimentoch na bunkovych
liniAch nervového tkaniva za podmienok in vitro zistili, Ze po chemickej indukcii hHcy
dochadza k aktivacii MAPK/ERK ako aj MAPK/p38 drahy. Detegovali vysSiu hladinu p-
ERK2 proteinov, u ktorych bol dokazany priamy pro-apoptoticky ucinok, ¢o je v zhode
s nasimi vysledkami. Tito autori dalej uvadzaju, ze v zavislosti od typu a intenzity a
dizky pésobenia inzultu je aktivita MAPK/ERK drahy spociatku vysoka, ale postupne
klesa aje nahradena aktivovanim inych drah, ktoré suvisia s navodenim bunkovej
smrti, alebo nastupom zapalovej reakcie [17-18]. Predpokladame, Ze k podobnej
situacii dochadza v nervovom tkanive aj za podmienok in vivo.

Obr. 1

Lateral 2,90 mm
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Obr. 1 Fluorescen¢né mikrofotografie PtA oblasti kory mozgu potkanov farbené pomocou metody FluoroJade-C. A.
Kontrola s hHcy B. Skupina IR po 72 h reperfuzii. C. Skupina IR s indukovanou hHcy po 72 h reperflzii. Fluorescenéné
mikrofotografie PtA oblasti kory mozgu potkanov farbené pomocou double staining imunoanalyzy (NeuN a GFAP): D.
Kontrola s hHey E. Skupina IR po 72 h reperfuzii. F. Skupina IR s indukovanou hHcy po 72 h reperfuzii. PreruSované Sipky
oznaduji pozitivne bunky glie. PIné $ipky oznaduju pozitivne neurény.. Usecka zodpoveda dizke 200 a 50 pm.

Obr. 2 Kvantifikacia poctu Fluoro-Jade C pozitivnych buniek v CA1 oblasti hipokampu potkana. Porovnanie kontrolnej
skupiny (C), kontrolnej skupiny s indukovanou hHcy (C-Hcey), IR-72h a Hey-IR-72h skupiny na fluorescenénej drovni. Hodnoty
boli normalizované ku kontrolnym zvieratam £ SEM, n = 5. ***P<0,001 predstavuje signifikantny rozdiel oproti kontrolnym
zvieratdm, *+*p<0,01 znadi signifikantny rozdiel medzi skupinami s rovnakym poSkodenim a °°°p<0,001 prezentuje
signifikantny rozdiel oproti kontrolnej hHcey skupine.

Zaver

Na zaklade naSich vysledkov predpokladame, ze samotna indukovana hHcy vedie
k desintegracii buniek glie v CAl oblasti hipokampu ako aj v mozgovej koére.
Indukovana hHcy v kombinacii s ischémiou prispieva k rozvoju neurodegeneracii v lll.
a V. vrstve mozgovej kory, €o je jednym z charakteristickych znakov ACH. Indukovana
hHcy tiez prispieva k rozvoju reaktivnej astrogiézy, €o je rovnako charakteristické pre
rozvoj ACH. Pocas indukovanej hHcy dochadza k aktivacii oboch MAPK drah, pricom
neskorsi rozpad p-ERK je charakteristicky pre rozvoj ACH. HIbSie poznanie podstaty
molekulovo-biologickych mechanizmov prebiehajucich v bunkach pri IR poskodeni
mozgu V asociacii s hHcy by mohlo v buducnosti prispiet k zefektivneniu terapie
pacientov po ischemickom inzulte v spojitosti s neurodegenerativnymi zmenami
v mozgu ako pri ACH.

Tato praca bola podporena projektom VEGA 1/0050/11 a 213/2012, z projektov
,Martinské centrum pre biomedicinu (BioMed)*, kéd 26220220153 a ,Vytvorenie
nového diagnostického panelu pre ochorenia CNS” spolufinancované zo zdrojov EU a
Eurépskeho fondu socialneho rozvoja.
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Abstract

In our study, adult male Wistar rats received whole-brain irradiation with fractionated
doses of gamma rays (a total dose of 20Gy) and were investigated 100 days later.
Immunohistochemistry and confocal microscopy were used to determine proliferative
activity of cells residing the forebrain anterior subventricular zone (SVZa) and
distributed along the subventricular zone—olfactory bulb axis (SVZ-OB axis).
Significant reduction of neuroblasts was seen after irradiation in almost all counted
parts of the SVZ-OB axis Fractionated irradiation led to moderate decline of stem cells
along the migratory pathway. Results showed that inhibition or lack of neurogenesis of
the SVZa derived cells may contribute to development of radiation-induced late
effects.

Uvod

Subvetrikularna zéna (SVZ) lemujuca lateralne mozgové komory (LK) je u cicavcov
jednou z dvoch mitoticky aktivnych oblasti, ktora si zachovava schopnost
neurogenézy a gliogenézy aj v dospelosti. Z progenitorov prednej steny SVZ (anterior;
SVZa) vznikaju delenim neuroblasty, ktoré migruju pozdiz vopred uréenej migraéne;
trasy, tzv. rostralnej migracnej drahy do bulbus olfactorius (BO), kde dochadza k ich
terminalnej diferenciacii a tvorbe novych funkénych spojeni [1]. Expozicia ionizujucim
ziarenim moéze viest k anatomickému a funkénému posSkodeniu mozgu. Miera
poskodenia nervového tkaniva zavisi od druhu ionizujuceho Ziarenia, ozarovaného
objemu, velkosti a Casového rozloZenia davky, spésobu oZiarenia a i. Frakcionovana
expozicia, resp. rozdelenie celkovej davky na viacero frakcii viedla za experimetalnych
podmienok Kk poruseniu hemato—encefalickej bariéry, cievnym I|éziam, inhibicii
neurogenézy, aktivacii mikroglie, zvySenému zastupeniu astrocytov, zvysenej expresii
mediatorov zapalu (cyclooxygenase; Cox, intercellular adhesion molecule-1; ICAM-1,
tumor necrosis factor-alfa; TNF-a) do Siestich mesiacov po oZiareni [2].

Material a metody
Biele samce potkanov (n=20) kmena Wistar, vo veku 3-4 mesiacov sme oZiarili
celkovou davkou cTD=20Gy ionizujuceho gama Ziarenia, rozdelenu na 4 frakcie, s
davkou na frakciu 5Gy, 1x tyzdenne. Ozarovany objem predstavoval hemisféry,
mozodek a predizent miechu. Zdrojom Ziarenia bol *°Co (pristroj TERAGAM UJP
Praha, CR) a zvierata prezivali 100 dni po expozicii. Po celkovej injekénej anestéze,
celotelovej transkardialnej perfuzii 4% paraformaldehydom, dekapitacii, postfixacii a
presyteni mozgov v kryoprotektivnom roztoku 30% sachardézy sme na kryostate
narezali sériové sagitalne 30um zmrazené rezy a nasledne sme postupovali podla
protokolu pre imunohistochemické farbenie na detekciu doublecortinu (DCX), markera
pre neuroblasty a nestinu, markera pre kmenové a progenitorové bunky. Preparaty
sme fotili na konfokalnom mikroskope Olympus Fluoview FW10i (Olympus, Japonsko).
Kvantitativnu analyzu, resp. pocet fluorescenne znacenych buniek v jednotlivych
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anatomickych oblastiach osi SVZ-BO, tj. v SVZa, vertikdlnom ramene, ohybe a
horizontalnom ramene sme uskutoCnili pomocou programu Imaged (NIH, Bethesda,
MD,USA).

Vysledky a diskusia

Imunohistochemické farbenie na detekciu DCX zobrazuje os SVZ-BO ako
nepravidelne  tvarovany povrazec zlozeny <z husto zoskupenych  DCX-
imunoreaktivnych buniek (DCX-IR), ktoré sa daju zretelne odliSit od okolitého
tkaniva(Obr. 1: a, d). V oziarenej skupine bol inicidlny pokles poc¢tu DCX-IR
neuroblastov v SVZa len mierny (Oz-100: 109,8 + 22,86/cm“versus K: 142,4123,98) a
nasledne vo vertikdlnom ramene, ohybe a horizontalnom ramene sme zistili
signifikantny pokles, resp. vymiznutie populacie neuroblastov (vr: Oz-100: Ziadne
neuroblasty vs. K: 278 £ 26,75;P<0,001;0hyb:0z-100: 69,25 + 20,12 vs. K: 253,1 * 54,
P<0,01;hr:0z-100: 27,25 + 18,43 vs. K: 368,5 + 82,94;P<0,05). Zmeny v populacii
nestin-IR kmenovych buniek neboli signifikantné. V priebehu osi SVZ-BO sme zistili
len mierny pokles (SVZa: 129,8 + 13,37 vs. K: 170 + 30,35; vr: Oz-100: 11,8 + 7,83 vs.
K: 20,67 £ 13,63), ktory bol najvyraznejSi v ohybe (0z-100: 86,88 + 43,87 vs. K: 159,2
1 63,12).

0z-100

Obr 1 Mikrofotografie sagitalnych rezov prednym mozgom dospelych samcov potkanov kontrolnej
skupiny a zvierat prezivajucich 100 dni po frakcionovanej expozicii ionizujucim ziarenim (K, Oz-100)
(celkova davka 20Gy gama ziarenia). Tkanivové rezy boli spracované pomocou imunohistochemického
farbenia na detekciu doublecortinu, DCX a nestinu. (a-f).Pokles v zastupeni markerov uvedenych typov
v ohybe osi SVZ-BO v oziarenej skupine v porovnani s kontrolnymi zvieratami. Mierky: a-f=200um.

Uginok frakcionovanej davky gama Ziarenia mal negativny dopad na neurogénnu

populaciu osidfujucu os SVZ-BO (Obr. 2: a-d).Pre porovnanie, v nasej
predchadzajucej studii viedlooziarenie frakcionovanou davkou 4 a 5Gy k doCasnému
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zvySeniu poc¢tu DCX-IR neuroblastov 30 dni po expozicii v niektorych oblastiach, hoci
dlhodobejSie prezivanie nakoniec spésobilo ich pokles [3-4]. Prace, ktoré sa zaoberaju
modelom traumatického poskodenia mozgu za experimentalnych podmienok
naznacuju, ze lézie vtkanive mozgu vo vSeobecnosti ovplyvhuju neurogenézu
a gliogenézu v SVZa a iniciuju migraciu buniek na miesto posSkodenia [5]. Ziskané
vysledky a udaje z prechadzajucich studii vSak ukazali, ze kmenové bunky v SVZa nie
su schopné regeneracie a sebaobnovy aj niekolko mesiacov po oziareni [6-7].
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Obr. 2 Celkovy poget DCX-IR buniek v jednotlivych anatomickych oblastiach pozdiz osi SVZ-BO t.j. v
SVZa, vo vertikdlnom ramene, ohybe a horizontdlnom ramene v kontrolneskupinea zvieratami
prezivajucimi 100 dni po frakcionovanej expozicii ionizujicim Ziarenim (K, 0z-100; x + SEM). Statisticka
vyznamnost rozdielov medzi kontrolnou a oziarenou skupinou: *P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Frakcionované oZiarenie je vovSeobecnosti SetrnejSie k tkanivu mozgu ako
jednorazova expozicia velkou davkou (napr. 100Gy).Reakcia tkaniva na oZiarenie je
rozdielna, v pripade jednorazovej davky je rychla a po aplikovani frakcionovanej davky
je oneskorena a symptomy sa Casto prejavia az s ur€itym ¢asovym odstupom po
expozicii [2]. Pri frakcionovanom oziareni prva davka pOsobi na proliferujuce bunky a
apoptoza sa prejavi o niekolko hodin neskér. Nasledujuca davka zlikviduje bunky,
ktoré sa zaCnu delit spontanne alebo ako odpoved na predchadzajucu expoziciu [8].
Skusenosti z experimentalnych Studii naznacuju, Ze existuje limit pre pocet frakcii [9-
10]. K faktorom, ktoré ovplyvriuju ucinok ziarenia patria davkova rychlost, intenzita
zdroja ziarenia, SAD (source to axis distance) a i.

Doteraz publikované prace nam ukazali, Ze Ziarenim indukovana strata buniek, ktoré
sa podielaju na zlozeni SVZa mbze hrat dbélezitu ulohu vo vyvoji neskorych
postradiacnych syndromov. Ked schopnost sebaobnovy SVZa zlyha, pokles poctu
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gliovych buniek, resp. demyelinizacia méze napokon viest az k radiaCnej nekréze.
Tento poznatok méze byt dblezity z hladiska medicinskej perspektivy, pretoze
radioterapeutické davky su vySSie ako davky, ktoré su schopné eliminovat
neurogenézu [11]. Dal$i vyskum v tejto oblasti preveri déleZitost tohto poznatku pre
objasnenie komplikacii v radioterapii nadorov.

Zaver
Vzhladom na fakt, Ze najvyznamnejSim limitujucim faktorom v radiacnej onkologii su
tolerancné davky zdravych tkaniv v okoli nadoru, poznatky ziskané Studiom
postradiacnych zmien na zvieracich modeloch su délezitymi informaciami pre vyvoj
novych lieCebnych postupov.

Praca bola financovana z projektov ,Martinské centrum pre biomedicinu (BioMed)*,
kod 26220220153 a ,Vytvorenie noveho diagnostického panelu pre ochorenia CNS”
spolufinancované zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu socialneho rozvoja.
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Abstract

Glutamate is the most abundant amino acid in brain, where it is the major excitatory
neurotransmitter. Since glutamate is not imported into the brain parenchyma through
blood-brain barrier from blood, the question about its origin among the cells withinthe
brainparenchyma arise. Here we summarize the biochemical prerequisites those might
be essential for the de novo synthesis of glutamate in brain cells, and in addition, also
mechanisms contributing to maintaining nitrogen balance in the glutamate-glutamine
cycle existing between neurons and astroglial cells are considered.

Uvod

Neurotransmisia  zabezpeCovana  prostrednictvom  chemickych  synapsma
nezastupitelnd ulohu v procese prijimania a spracovania podnetov z vonkajSieho
i vnutornéhoprostredia organizmu a naslednej tvorby odpovede buniek centralneho
nervového systému (CNS). Neurotransmisia je na bunkovej urovni sprostredkovavana
a regulovana prostrednictvom Specializovanych buniek - neurénov a gliovych buniek
[1-6]. Na subcelularnej urovni je proces neurotransmisie zavisly od tvorby spravneho
typu synaps aich lokalizacie, metabolizmu neurotransmiterov a mozZnosti tvorby
i vedenia ak&ného potencialu. Glutamat (Glu) je jeden z najzastupenejSich
excitacnychneurotransmiterov v CNS a je zapojeny do vacsiny mozgovych funkcii,
zahfiajucich tiez myslenie, zapamatavanie a uCenie [7-8].Zaroven je Glupriamym
substratom pre syntézu inhibi€ného neurotransmitera-aminobutyratu (GABA), ako aj
moznym substratov pre energeticky metabolizmus. V poslednej dobe, vdaka moznosti
pouzitia  kombinacie  imunohistochemickych,  molekularno  biologickych a
biochemickych metdd boli ziskané udaje objasriujuce metabolizmus Glu v CNS. V tejto
praci sazameriamena zhrnutie tychto poznatkov s dérazom na de novo syntézu Glu
v bunkach CNS atiez existenciuglutamat-glutaminového cyklu potrebného pre
zachovanie neurotransmisie sprostredkovanej glutamatom.

Glutamat
Biologicky aktivna, ionizovana forma kyseliny L-glutamovej [(2S)-2-aminopentandiova
kyselina] — glutamatje polarna molekula s negativnym nabojom. Glutamatje

neesencialna, proteinogénna aminokyselina s niekolkymi dbélezitymi funkciami vo
vnutrobunkovom ako aj medzibunkovom metabolizme:
- ako monomér pre syntézu proteinov;
- ako signalna molekula;
- ako priamyprekurzor pre syntézu GABA,glutaminu i 2-oxoglutaratu;
- aminokyselin a 2-oxokyselin s im uzko suvisi aj proces metabolizmu
amoniaku;
- ako substrat preenergeticky metabolizmus buniek;
- ako medziprodukt malat-aspartatového systému zabezpecCujuceho prenos
redukovanych ekvivalentov z cytoplazmy do mitochondrii.

29



Celkova koncentracia volného Glu v homogenate tkaniva CNS je priblizne 10 mM,
a vyrazne prevysuje hodnoty koncentracii ostatnych aminokyselin v mozgu. Vacsina
Glu vCNS je pritomna v intracelularnom priestore, pricom jeho koncentracia
v synaptickychvezikulach méze nadobudnut’ hodnotu priblizne 100 mM. Koncentracia
Glu v extracelularnej tekutine pritomnej v CNS ako aj v cerebrospinalnom moku je
v rozsahu hodnét 0,5 — 2 uM [8]. Aj ked Glu je podobne ako ostatné aminokyseliny
pritomny v krvi, na rozdiel od nich sa nepredpoklada jeho import cez
hematoencefalicku bariéru (HEB) do parenchymu mozgu [8]. Na zaklade tychto
poznatkov je mozné usudit, Ze v bunkach CNS je pritomny len v nich de novo
syntetizovany Glu.

Syntéza glutamatu

Vo vSeobecnosti su zname dve zakladné metabolické drahy, ktorymi méze byt
syntetizovanyGlu v ludskych bunkach.Ato bud jeho de novosyntézou,alebo
hydrolytickou deaminaciouamidovej skupiny pritomnej na glutamine (GIn). Nakolko
GIn, tak ako Glu nie je importovany z krvi cez HEB do mozgového tkaniva [9-10],
bunky CNS su zavislé na jeho de novo syntéze. Pre de novo syntézuGlusu esencialne
dva substraty, a to: (i) 2-oxoglutarat, ktory tvori uhlikovy retazec Glu [11]; (ii)
donoramino skupiny vo forme aminokyseliny schopnej importu cez HEB alebo volny
amoniak (Obr. 1)[12].

Syntéza 2-oxoglutaratu je v mozgovych bunkach zabezpeCovana niekolkymi
metabolickymi drahami, pricom primarnym zdrojom uhlikovych atémov je glukdza.
Glukéza importovana cez HEB do parenchymu mozgu je glykolytickyStiepena
v cytoplazme astrocytov na dve molekuly pyruvatu, ktoré moézZu vstupovat do
Krebsovho cyklu po enzymatickej premene na acetyl-CoA a oxalocetat. Obe latky po
vzajomnej kondenzacii tvoria citrat, ktory po premene na izocitrat je oxidativne
dekarboxylovany na 2-oxoglutarat. Premena pyruvatu na acetyl-CoA je
katalyzovanapyruvatdehydrogenazou, multienzymatickym komplexom, ktory je
pritomny v mitochondriach vSetkych typov mozgovych buniek. Ina je situacia v pripade
tvorby oxaloacetatu z pyruvatu. Nakolko tato syntéza je zavisla od
expresiepyruvatkarboxylazy, ktora je pritomna len v mitochondriach gliovych buniek, a
to hlavne astrocytov [13]. Astrocyty su preto povazované za primarny zdroj 2-
oxoglutaratu pre syntézu Glu. Okrem uhlikovych atomov, pévodne pochadzajucich
z glukézy, su v molekule 2-oxoglutaratu v mensej miere pritomné aj atomy uhlika
uvolnené katabolickymi procesmi aminokyselin [14-17]. Z aminokyselin importovanych
do parenchymu mozgu, su to najma leucin, izoleucin a valin, ktoré su v najvacsej
miere transportované cez HEB do tkaniva mozgu [9-10].

Enzymaticka premena 2-oxoglutaratu na Glu je teoreticky mozna dvomi spésobmi. V
pritomnosti dostupnej, volnej amino skupiny vo forme amoniaku byho mohol
syntetizovat enzym glutamatdehydrogenaza (GDH), alebo mézZe byt tvoreny
prenosom amino skupiny zinej aminokyseliny pomocou enzymov zo skupiny
aminotransferaz. Aj ked sa v minulosti predpokladalo, Zze by sa GDH mohla
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Obr. 1 ZjednoduSena schéma metabolizmus glutaméatu. Glukéza (Glc) po importe do astrocytov je
glykolyticky Stiepena (G) na pyruvat, ktory sa moze dalej enzymaticky menit na acetyl-CoA pomocou
pyruvatdehydrogenazového komplexu (PDH) alebo pomocou reakcie katalyzovanejpyruvatkarboxyldzou
(PC) na oxaloacetat. Obe takto vzniknuté molekuly mdzu byt reakciami Krebsovho cyklu metabolizované
na 2-oxoglutarat, ktory je substrdtom pre syntézu glutamatu (Glu) a nasledne glutaminu (GIn)
v astrocytoch. Reakcie  su katalyzovanéenzymami: mitochondrialnaizoformaaminotranferazy
rozvetvenych aminokyselin (mATRA), glutaminsyntetaza (GS) a glutamatdehydrogenaza (GDH).
Vzniknuty GIn je spolu s rozvetvenymi 2-oxo kyselinami (ROK), ktoré vznikaju aminotransferazovou
reakciou z rozvetvenych aminokyselin leucinu (Leu), izoleucinu (lle) a valinu (Val), transportovany do
neurdnov. Glutamin sa mdze v neurénoch deamidacnou reakciou,katalyzovanouglutaminazou, menit
spat’ na Glu, ktory je v procese glutamatovejneurotransmisie uvolneny z neurénov do synaptickej $trbiny.
Glu je zo synaptickej Strbiny importovany do astrocytov, ktoré ho mézu v pripade potrebyopat pouzit na
syntézuGlin.
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spolupodielat na syntéze Glu v CNS vo vyznamnej miere, Studiom jej kinetickych
parametrov sa zistilo, Ze jej afinita vo€i amoniaku je velmi nizka. Hodnota Kyenzymu
GDH je vacsia ako 10 mM.Tato hodnota priblizne patdesiatnasobne presahujehodnotu
koncentracie amoniaku v mozgu, pri ktorej dochadza ku kome. Preto sa predpoklada,
Ze GDH nema primarnu ulohu v metabolickej drahe veducej k de novo syntéze
Gluv mozgu.

V sucCasnosti akceptovanahypotéza o povode amino skupiny glutamatude novo
syntetizovaného v bunkach CNS je zaloZzena na predpoklade, ze donormi tejto amino
skupiny su aminokyseliny importované do mozgového parenchymu cez HEB, ato
hlavne rozvetvenéaminokyseliny(RA) — leucin, izoleucin a valin [12, 19-21]. Tieto
aminokyseliny su importované do tkaniva mozgu z krvného rieCiSta pomocou
Specifického transportéra typu L, priCom ich import prevySuje import vsetkych
ostatnych aminokyselin. V mozgovych bunkach su pritomné dve
izoformyaminotranferazy rozvetvenych aminokyselin (ATRA), ato mitochondrialna
(mMATRA) a cytoplazmaticka (cATRA). Expresia oboch izoforiem je bunkovo Specificka;
MATRA je pritomna v astrocytoch a cATRA v neurdonoch [19]. Predpoklada sa, ze de
novo syntéza Glu je ukonena v astrocytoch po prenose amino skupiny z RA na 2-
oxoglutarat, pricom ako dalSi produkt tejto reakcie vznikne rozvetvena 2-oxo kyselina
(ROK). Pravdepodobne preto, Ze Glu ma funkciu neurotransmitera, je novovytvoreny
Glu v astrocytoch dalej konvertovany na Gin. Tato amida¢na reakcia je katalyzovana
pomocou enzymu Specifického pre astrocyty — glutaminsyntetazou (GS). Aktivita GS
je zavisla od pritomnosti ATP a tiez dostupnosti druhého substratu - amoniaku, ktory
vznika ako jeden z produktov enzymatickej hydrolyzy druhej molekuly Glu na 2-
oxoglutarat pomocou GDH. V astrocytoch vytvoreny Glna ROK su nasledne
transportované z astrocytov do neuronov. V neurénoch je Gin hydrolyticky Stiepeny na
Glu a amoniak pomocou enzymu glutaminaza. Uvolneny amoniak je pravdepodobne
v slede enzymatickych reakcii katalyzovanych GDH a cATRA najskér viazany na
molekulu 2-oxoglutaratu a nasledne na ROK, priCom vznikne molekula RA. RA je
Z neurdnov exportovana do astrocytov, kde méze sluzit opat ako donor amino skupiny
prepokracovanie syntézyGlu[12, 19-21].

Glutamat-glutaminovy cyklus a jeho dusikova rovnovaha
Glutamat, ktory je tvoreny v cytoplazme neurénov z importovaného glutaminu, méze
sluzit ako neurotransmiter po jeho transporte do synaptickychvezikul. Z nich je
nasledne uvolneny poc€as procesu neurotransmisie do synaptickej Strbiny, kde narast
jeho koncentracie iniciuje aktivaciu glutamatovych receptorov na postsynaptickej
membrane. Terminaciaglutamatovejneurotransmisieje zavisla na odstraneni glutamatu
zo synaptickej Strbiny. Import Glu do presynaptickych, ako aj postsynaptickych
neuronov je zanedbatelny a najdéleZitejSiu ulohu v jeho odstraneni zo synaptickej
Strbiny maju astrocyty. Tie vo svojej plazmatickej membrane obsahuju glutamatové
transportéry [22] schopné importu glutamatu do svojej cytoplazmy. Désledkom tohto
procesu je pokles mnozstva Glu v neurénoch ajeho narast v astrocytoch, z ¢oho
vyplyva potreba neurdénov regenerovat svoje zasoby Glu. Ako uz bolo spomenuté
v predchadzajucom texte, astrocyty su schopné zabezpedit neurdony glutamatom vo
forme glutaminu. Na syntézu GIn pomocou GS astrocytyznova potrebuju volnu
molekulu amoniaku. Pévodnym donorom tejto molekuly su vo velkej vacSine opat
rozvetvené aminokyseliny, ktoré su pritomné v astrocytoch po ich importe bud
z neurénov, kde vznikli z ROK ako finalny akceptor amidovej skupiny uvolnenej pri
premene GIn na Glu alebo z krvného rieCista. Aj ked sa v minulosti verilo, Ze glutamat-
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glutaminovy cyklus medzi neuréonmi a astrocytmi moze prebiehat na zaklade difuzie
amoniaku cez plazmatické membrany, v sucCasnosti sa na zaklade vysledkov
histochemickych a biochemickych experimentov predpoklada, Ze rozvetvené
aminokyseliny spolu s ich 2-oxo derivatmi su zodpovedné za medzibunkovy prenos
amino skupiny v tkanive mozgu[12, 19-21]. Prenos amoniaku pomocou aminokyselin
aich 2-oxo derivatov medzi neurénmi a astrocytmizabranuje nekontrolovanému
narastu jeho koncentracie v mozgu a jeho neurotoxickému ucinku.

Zaver

Glutamatom sprostredkovananeurotransmisiasa podiela na regulacii celého spektra
fyziologickych procesov, o ¢om svedCi aj fakt, Ze poruchy ¢&i uz v metabolizme
glutamatu, jeho uvolhovani z presynaptickych neuronov, nedostatonej alebo zvySenej
aktivacii glutamatovych receptor su davané do suvisu s etiopatogenézou tak
rozlicnych  ochoreni ako su: amnézia, amyotropna lateralna skleréza,
Huntingtonovachorea, epilepsia, amnézia, panicky strach, psychoéza, neuropaticka
bolest, ischémia, traumatické poskodenieCi mozgové maligne procesy[7, 8, 23].
Z tohto doévodu, pochopenie detailov a Specifik metabolizmu glutamatu bunkami CNS
ako aj procesu jeho ulohy v procese chemickej neurotransmisiemdze napomoct
k dizajnu novych a SpecifickejSich lieCiv Ci terapeutickych postupov s cielom lepSej
pomoci pacientom trpiacim niektorym zo spomenutych ochoreni.

Chceme sa podakovat Ing. Ivete Padovej za jej neziStni pomoc pri priprave ¢lanku.
Tato praca bola podporena projektmi: VEGA 1/0242/13 a APVV-0224-12.
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Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) are the major cause of mortality and morbidity in the
developed world. Recent studies suggest that apoptosis, programmed cell death,
plays an important role in the pathogenesis in a variety of CVD, including ischemic
heart disease, myocardial infarction and ischemia-reperfusion injury. Considerable
evidence supports the view that mitochondrial apoptotic pathway is involved in these
pathologies but the exact mechanism is not yet clear. To study the role of mitochondria
in ischemia-reperfusion injury we assessed the levels of two important members of
mitochondrial apoptotic pathway, apoptosis-inducing factor (AIF) and cytochrome c
(CytC), in isolated Langendorff perfused rat hearts subjected to 20 min ischemia () or
20 min ischemia followed by 30 min reperfusion (IR). The number of apoptotic cells in
hearts subjected to | and IR increased nearly 9- and 13-fold, respectively, as detected
by TUNEL method. The level of AIF significantly increased after I, while it was only
slightly elevated after IR. On the other hand, mitochondrial content of CytC was
significantly decreased during I, and there was further decrease after IR. These results
suggest that mitochondrial apoptotic pathway is an important contributor to myocardial
ischemia-reperfusion injury.

Key words: ischemia-reperfusion injury, heart, apoptosis, TUNEL

Uvod
Kardiovaskularne ochorenia su hlavnou pri¢inou chorobnosti a umrtnosti vo vyspelych
krajinach. Ischémia a ischemicko-reperfuzne poskodenie srdca 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 boli sledované vo vztahu k moZnej redukcii rozsahu poskodenia
myokardu Ci poklesu umrtnosti po IR poskodeni [2]. NaruSenie homeostazy vapnika,
narast reaktivnych foriem kyslika, pokles vysokoenergetickych fosfatov a akumulacia
Skodlivych produktov metabolizmu zohravaju kfu€ové ulohy v patogenézelR
poskodenia. V su€asnosti je jednoznaéne dokazané, Ze mitochondrie maju vyznamnu
ulohu pri sprostredkovani ochrany, ako aj poskodenia pocCas ischémie a reperfuzie
myokardu [3]. Xu a kol. [4] popisali, Ze prechodna blokada transportu elektrénov
(inhibicia komplexu | amobarbitalom) po€as ischémie alebo pred nastupom
reperfuznej fazy, je schopna ochranit mitochondrie voci IR poskodeniu. Iné prace
popisali, ze v dosledku tejto inhibicie sa zlepSuje funkcia oxidaénej fosforylacie. Neboli
pozorované vyraznejSie zmeny v hladine anti-apoptotického Bcl-2 proteinu, pri¢om sa
znizila miera otvorenia permeabilitného tranzitného poéru v mitochondriach po IR
posSkodeni myokardu. Nasledne tieto zmeny viedli k zniZeniu uvolnenia cytochromu c
do cytozolu [6]. Prave preto, jednym z vyznamnychmodulatorov IR poskodenia srdca
je  mitochondriova draha apoptozylokalizovanejv mitochondriach.Na  zaklade
nedavnych $tudii sa zda, Ze cytochrom c (CytC) a apoptdzu-indukujucifaktor (AlF)
zohravaju jednu z kfuCovych uloh poc€as mitochondriamisprostredkovanej drahy
apoptézy. AlIF je jadrom kodovany flavoproteinlokalizovany v medzimembranovom
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priestorea je ukotveny k vnutornej membranemitochondrii, priCom za fyziologickych
podmienok sa prejavuje aj jeho antioxida¢na uloha [5]. Na druhej strane, po uvolneni
AIF do cytozolu nasleduje jeho translokacia do bunkového jadra, ¢im zvySuje mieru
apoptézynezavislej od kaspazy, a to stimulaciou kondenzacie
chromatinua fragmentacieDNA [6]. KedZe nizSia expresia mitochondrialneho AIF je
stimulatorom poskodenia myokardu po IR, je ddlezité zachovat obsah apoptdzu-
indukujuceho faktora v mitochondriach [5].ZvySena permeabilizacia vonkajsej
mitochondriovej membrany a uvolnenie CytC ovplyviiuje aj samotny transport
elektronov v dychacom retazci mitochondrii, €o nasledne vyvolava stratu
transmembranoveého potencialu mitochondrii a pokles hladiny ATP. Cytochrom c sa v
désledku tychto zmien redistribuuje do cytozolu a ponaviazani na dalSi apoptdézu
aktivujuci faktor APAF1 vedie k aktivacii kaspazového systému, konkrétne drahu
kaspazy 9 [6].

CielomnaSej pracebolo sledovat mieru aktivacie mitochondriovej drahy apoptozy
pocas ischemicko-reperfuzneho poskodenia myokardu u dospelych potkanov.

Material a metodika

Pre naSe experimenty sme pouZilisrdcia dospelych (6 mes) potkanov kmena Wistar,
n=6. Experimentalne zvierata boli rozdelené do troch skupin. Kontrolna skupina(K)
sfdc bola perfundovana podfa Langendorffa nepretrzite 65 minut, ischemicka
skupina(l) bolavystavena 20-min globalnej ischémii a ischemicko-reperfuznej (IR)
skupinebola po ischemickej periode eSte indukovana 30-min reperfuzia.

Srdcové tkanivo narezané na hrubku 30 pym sme pouzili na Specificku identifikaciu
apoptotickych buniek s vyuzitim metdody TUNEL, ktora bola robena v spolupraci
s Ustavomhistolégie a embryolégie JLF UK v Martine. Druht skupiny tvorili srdcia,
z ktorych sme vyizolované mitochondrie pre biochemické analyzy. Na detekciu miery
apoptdézy sme pouziliwestern blotting s imunodetekcioua protilatkyanti-cytochrome ¢
mouse monoclonal (1:200) a anti-AlF rabbit polyclonal antibody (1:500, Santa Cruz
Biotechnology). Vysledky boli vyhodnotené programom GrafPhad InStat
V3.01s vyuZzitimStudent-Neuman-Keulsovho  testu, kedyhladina p<0,05 bola
povazovana za Statisticky vyznamnu.

Vysledky a diskusia

Biologicky mechanizmus apoptotickej kaskady je velmi komplexny a zloZity. Vo
vacsine pripadov sa uskutoCfiuje iba v individualnych bunkach bez ovplyvnenia
susednych elementov. Jednym 2z najddlezitejSich znakov apoptotickej bunky je
zagulateny tvar, zmenSeny objem z dévodu zniZzeného mnozZstva vody a elektrolytov,
poskodeny bunkovy matrix, zmeny v cytoslekete, kondenzacia chromatinu Ci extrakcia
proteinov z jadra do cytoplazmy. Apoptotické bunky su pomerne lahko rozpoznatelné
vo vSetkych druhoch tkaniv, liSia sa iba vo frekvencii svojho vyskytu. Prave preto
jednym z vyznamnych modulatorov IR poskodenia myokardu je proces
v mitochondriachlokalizovanej apopt6ézy. Zhang a kol. [7] poukazali na to, ze IR
poskodenie srdca je sprevadzané rozsiahlou smrtou kardiomyocytov. Metéda TUNEL
nam umoznila identifikovat jadra apoptotickych buniek kardiomyocytov (Obr. 1) a to
detekciou volnych 3'-OH DNA zakonceni, ktoré su pritomné v jadre buniek pocas
apoptozy.
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Obr. 1 a) Kvantifikacia poétu TUNEL+ buniek v srdci potkanov po la IR,b) Fluorescencné
mikrofotografie TUNEL metody v myokarde potkana po | a IR. Sipky=> oznaCujuTUNEL+ jadra buniek.
Usecka zodpoveda dizke 10 m.

Identifikovali sme zvySeny pocet TUNEL pozitivnych (+) buniek v skupine po
indukovanej ischémii, kde sa pocCet imunoreaktivnych buniek zvySil priblizne
9-nasobne a v skupine vystavenej IR bol poc€et buniek 13- nasobne (p<0,001) vyssi
v porovnanis kontrolnou skupinou.Mnohé studie potvrdili délezitost cytochrému c
(CytC) a apoptdzu-indukujuceho faktora (AIF) pri mitochondrialnejdrahe apoptézy.
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Obr.2 Western blotova analyza vplyvu | alR na hladinu a) AIF a b)CytC v homogenate
a v mitochondriach srdca.Hladiny predstavuju priemer £+ SEM, n=3 individualnych stanoveni *p <0,05;
***p <0,001 signifikantne odliSné oproti kontrole.

V tkanivovych homogenatoch sme pozorovali signifikantny narast produkcie AIF
proteinu o 61,2+2,3% (p<0,001) po indukovanej globalnej ischémii myokardu (Obr. 2:
a), pricom po znovuobnoveni prietoku koronarnou tepnou sme detegovali iba mierny
narast relativnej hladiny AIF oproti kontrolnej skupine sfdc. AIF sa Stiepi na
t-AlF v désledkuaktivacie mitochondriovéhou-kalpainu, pricom t-AlF je delokalizovany
do medzimembranového priestoru. Inserte a kol. [8] poukazali na to, Ze obsah AlF ako
aj t-AlF sa nemeni pocCas ischémie v mitochondriach, ¢o sme zaznamenali aj v nasom
experimente (Obr. 2: a). Na druhej strane v désledku IR poskodenia klesol obsah AlF,
avSak iba o 8,8+1,6%. Podobné vysledky zaznamenali [9], kedysa znizilo mnozstvo
obidvoch foriem AlIFv mitochondriachsrdca, a teda sa zvySovala miera ich translokacie
do cytozolu. ZvySena permeabilizacia vonkajSej membrany mitochondrii a uvolnenie
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CytC ovplyviuje aj samotny transport elektronov v dychacom retazci mitochondrii,
pricom postupne klesa aj hladina ATP. Cytochrom c¢ je v dosledku tychto zmien
redistribuovany do cytozolu a vediek aktivacii kaspazami-sprostredkovanej apoptozy.
V naSich experimentoch sme sledovali postupny narast mnozstva cytochromu c
v homogenatoch srdca pocas ischemickej fazy so signifikantnym vzostupom po
indukovanej IR myokardu az o 67,4% (Obr. 2b) oproti kontrolnej skupine sfdc.
Ischémia stimulovala uvofnenie cytochromu c z mitochondrii do cytozolu, ¢im jeho
mnozstvo v mitochondriach klesalo [8]. Niektoré prace dokazali, Ze inhibicia
elektréonového transportu v dychacomretazci ma protektivny uc€inok na uvolnenie
cytochromu ¢ z mitochondrii poCas ischémie myokardu([4, 9].

Zaver

Ochorenia kardiovaskularneho systému predstavuju v suCasnej dobe zavazny
medicinsky problém, kedZe su napriek rozsiahlej a dlhodobej liecbe hlavhym dévodom
umrtnosti obyvatelstva na celom svete. Podstatou IR poskodenia je vznik funkénych a
biochemickych zmien v bunkovych organelach, najma v mitochondriach, kde
dochadza k zvySenej produkcii ROS a k indukcii apoptoticky pésobiacich faktorov. Aj
ked sa apoptdza objavuje s relativne nizkou frekvenciou po inzulte ako IR poSkodenie,
je to konstantny proces vyustujuci do progresivnej straty kardiomyocytov, ktory
postupne redukuje schopnost kontraktility srdcového svalu. Zistili sme, Ze pri | aIR
dochadza k prestupupro-apoptotickych molekul AIF a CytC z mitochondrii. Tieto
vysledky potvrdzuju poSkodenie membran mitochondrii kardiomyocytov a poukazuju
na vyznam tychto faktorov apopt6zy v myokarde.

Praca bola podporend grantmi MSVVaS SR a SAV, VEGA 1/0129/14 aVEGA
1/0213/12 a grantom ,ldentifikacia novych markerov v diagnostickom paneli
neurologickych ochoreni” spolufinancovanych zo zdrojov ES a Eurdpskeho fondu
regionalneho rozvoja.
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Abstract

Functional, biochemical and ultrastructural damage during myocardial ischemia-
reperfusion injury is characterized by an overproduction of reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS), which directly attack the molecules of
proteins, lipids and Ca®" overload in the cytosol, where the sarcoplasmic reticulum
plays an important regulatory function. In our experiments we used the hearts of the
adult rats, specifically the homogenate and fractions of sarcoplasmic reticulum (SR),
which were divided into three groups: control, ischemic (I) and ischemia-reperfusion
(IR). Oxidative stress and calcium overload lead to subsequent abnormalities in
contractility of the myocardium. Therefore, we have analyzed basal parameters of the
heart function. We observed changes in the rate of contraction indexes (LV +dP/dt)
and relaxation (LV -dP/dt) of the heart, which had recoverability after induced IR
62.8%, respectively 57.0%. The production of dityrosine increased during ischemia
with no changes after IR when compared to control in heart tissue, but in contrary,
decreasing trend was observed in SR. The attack of RNS led to the massive increase
in the amount of nitrotyrosines after IR injury. The nitration in the sarcoplasmic
reticulum caused elevation of the modified proteins, especially one with a molecular
weight of about 100 kDa. According immunohistochemical analyzes, an extent of
protein tyrosines nitration was higher in intracellular structures like SR after myocardial
ischemia when compared to control and IR group. It seems like sarcoplasmic reticulum
plays a very important role during IR of adult heart. IR injury is directly linked to cardiac
dysfunction and results in an imbalance in Ca?* homeostasis and highly affects
calcium-related proteins through nitrosylation.

Key words: ischemia-reperfusion injury, heart sarcoplasmic reticulum, tyrosine

Uvod
Ischemicko-reperfuzne (IR) poskodenie myokardu je jednou z hlavnych pricin
srdcového zlyhania. Je charakterizované nedostatoCnym privodom Kkyslika a Zivin,
spomalenou asynchrénnou kontrakciou a porusenou relaxaciou srdcového svalu [1].
Kragovym regulatorom srdcovej funkcie je hladina intracelularneho Ca?*, ktory posobi
ako druhy posol a zohrava délezitu ulohu v regulacii fyzioldgie a patofyziolégie srdca.
Prave pozmenena expresia a aktivita Ca?*-regulovanych proteinov by mohla mat
kfuCovu ulohu pri dysfunkcii srdca, ktora je pozorovana u mnohych pacientov so
srdcovym zlyhanim [2]. PoCas ischémia je v désledku nedostatku kyslika inhibovana
oxidatna fosforylacia, ¢o nasledne znizuje syntézu ATP. Akumulacia laktatu
a zrychlené okyslenie v désledku anaerébnej glykolyzy postupne vedie k pretazeniu
ionmi Na® a k vzostupu koncentracie Ca" v cytozole, ako aj k abnormalnej aktivite
Ca?*-ATPazy [3]. Znovuobnovenie prisunu kyslika reperflziou je nevyhnutné pre
zlepSenie fungovania ischemizovaného srdca, avsak je stimulatorom bunkovej smrti v
kardiomyocytoch [4]. Prudka obnova membranového potencialu mitochondrii ma za
nasledok rozpojenie oxidacnej fosforylacie, narast reaktivnych foriem kyslika (ROS)
a vedie k trvalému vzostupu hladiny Ca®*, ktory je vychytavany mitochondriami [5].
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Prave v dosledku porusenej vapnikovej homeostazy su Ca®'-regulované proteiny
jednym z hlavnych ciefov ataku IR-vyvolanych zmien v srdci. Pritom moézu byt
modifikované niektorymi sekundarnymi produktmi lipoperoxidacie alebo priamo
volnymi radikalmi kyslika a dusika, ktoré utoCia na bocné retazce zvySkov
aminokyselin. Jednou z takychto aminokyselin je tyrozin. Po ataku ROS na tyrozin
vznikaju z paru tyrozylovych radikalov priame produkty radikalovej reakcie dityroziny
(diTyr). Na druhej strane je nitracia tyrozylovych zvyskov sprostredkovana reaktivnymi
formami dusika (RNS), ktora méze viest k naslednej nitrozylacii proteinov. Avsak nie
vSetky tyrozinové zvySky proteinov podliehaju nitracii. Existuje tu urCity stupen
selektivity na Strukturalno-funkénej urovni (Specifické funkéné domény bielkovin) ako
aj nitraciou spdsobeny posun v hodnote pKa, ¢im sa pozmeni Struktura a/alebo
funkcia daného proteinu [6]. Za podmienok in vivo existuje ur€ity stupen ochrany
(napr. glutation), avSak ak vznikne prednostne 3-nitrézotyrozin a z neho 3-nitrotyrozin,
tento krok prevencie sa obchadza. U mnohych Kklinickych poruch bola spolu s
narastom oxidacného stresu pozorovana aj nitracia tyrozinu, avSak len v urcitych
typoch buniek a na niektorych poskodenych miestach danej bunky [7]. Pochopenie
Specifickych modifikacii zvySkov aminokyselin proteinov by mohlo napoméct pri
objasneni patofyziolégie myokardu. Preto ciefom nasSej prace bolo sledovat mieru
posSkodenia tyrozinu v désledku ataku reaktivnych foriem kyslika a dusika s dopadom
na proteiny myokardu po | a IR poSkodeni.

Material a metodika

Pre naSe experimenty sme pouzili srdcia dospelych (6 mes) potkanov kmera Wistar,
n=6. Experimentalne zvierata boli rozdelené do troch skupin. Kontrolnu skupinu (K)
sfdc bola perfundovana podla Langendorffa nepretrzite 65 minut, ischemicka skupina
(I) bola vystavena 20-min globalnej ischémii a ischemicko-reperfuznej (IR) skupine
bola po ischemickej peridde eSte indukovana 30-min reperfizii.

Srdcia boli zhomogenizované a nasledne vyizolované sarkoplazmatické retikulum.
Mnozstvo dityrozinu bolo stanovené spektrofluorimetricky a tvorba 3-nitrotyrozinu
podla komeréného kitu (Bioxytech, Nitrotyrosine-EIA). Na detekciu miery nitracie
tyrozinovych zvySkov proteinov bol pouzity western blotting s imunodetekciou
a protilatka anti-nitrotyrosine rabbit polyclonal (1:1000, Santa Cruz Biotechnology).
Imunohistochemicka analyza tkanivovych rezov myokardu bola robena v spolupraci
s Ustavom histolégie a embryolégie JLF UK v Martine. Pre detekciu a lokalizaciu
nitrotyrozin-pozitivnych miest sme pouzili rovnaku protilatku anti-nitrotyrosine rabbit
polyclonal (1:50, Santa Cruz Biotechnology). Vysledky boli vyhodnotené programom
GrafPhad InStat V3.01 s vyuzitim Student-Neuman-Keulsovho testu, priCom hladina
p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamnu.

Vysledky a diskusia
Ischemicko-reperfuzne poskodenie myokardu je spojené s funkénym, biochemickym a
ultrastrukturalnym poskodenim [1], priCom je charakterizované dvomi patologickymi
procesmi, nadprodukciou ROS a Ca** pretazenim v cytozole [3] Obidva mechanizmy
vedu k poskodeniu Ca®" homeostazy a naslednym vyskytom abnormalit kontraktilnej
funkcie myokardu. Hlavnym regulatorom intracelularnej koncentracie vapnika je
sarkoplazmatické retikulum (SR), ktoré tak zohrava klfu€ovu ulohu pri posudzovani
miery kontraktility myokardu [8]. Preto na zaCiatku experimentov sme sledovali zmeny
v zakladnych parametroch ¢innosti srdca. Tepova frekvencia ako aj prietok koronarnou
tepnou neboli ovplyvnené IR, avSak vyrazné zmeny sme zaznamenali v indexoch
rychlosti kontrakcie (+LV dP/dt) arelaxacie (-LV dP/dt) srdca (Tab.1), ktoré mali
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navratnost po indukovanej IR 62,8% resp. 57,0%. ZniZzena kontraktilita myokardu
mdze byt negativne ovplyvnena SR, ktoré reguluje hladiny vapnika.

Tab. 1 Zakladné parametre €innosti srdca dospelych potkanov

Parameter / Skupina K po IR
Prietok koron. tepnou (ml/min) 15,10 * 0,61 13,94 £ 0,60
Tepova frekvencia (min™) 242,88 * 31,97 193,36 £ 28,61
+ LVdP/dt (mmHg/s) 1603,00 * 347,22 1007,44 + 127,48
- LvdP/dt (mmHg/s) 1007,40 £ 71,14 669,48 + 83,08

KedZe koncentracia proteinov v SR nebola ovplyvnena, zamerali sme sa na jeden
z markerov oxidacného poskodenia proteinov, aminokyselinu tyrozin. Po ataku ROS
na tyrozin vznikaju z paru tyrozylovych radikalov priame produkty radikalovej reakcie
dityroziny. Zistili sme priblizne rovnaku mieru ich produkcie v K a IR skupine
v homogenatoch sich vzostupom tvorby po ischémii. Tato skutoCnost vSak eSte
neznamena, ze funkcia proteinu nie je naru$ena. Staci ak vzniknu dityrozinové krizne
vazby, ¢im sa narusi stabilita Struktury proteinu. Naopak v SR sme pozorovali
kontinualny pokles produkcie dityrozinov v priebehu ischémie s pretrvavajucim
poklesom pocCas reoxygenacnej fazy (Tab. 2). Tieto zistenia naznaluju snahu SR
zabranit potencialnemu poskodeniu mechanizmami, ktoré nam nie su nateraz zname.

Tab. 2 Vplyv I a IR na tvorbu dityrozinov a 3-nitrotyrozinov v tkanive srdca

Tvorba dityrozinov Obsah 3-nitrotyrozinov
Skupina (Intenzita fluorescencie, a.u.) (pmol/mg proteinov)
Homogenat Sarkoplazm. retikulum Homogenat
K 130,10 * 2,11 11,53 £ 1,17 0,94 £ 0,05
I 140,22 * 511 * 9,41 %0,27 * 1,76 £ 0,31 *
IR 130,05 * 3,77 8,54 £ 0,53 * 11,44 £ 1,12 ***

Na druhej strane je nitracia tyrozylovych zvySkov sprostredkovana RNS. Jednym
z vysvetleni preCo sme nepozorovali v homogenatoch zasadné zmeny po IR, by mohlo
byt, Ze vacsia Cast tyrozinovych zvysSkov podlieha procesu nitracie. Dokazali sme
masivny narast produkcie 3-nitrotyrozinov (z 0,94+0,05 na 11,4411,12 pmol/mg
proteinov) v IR skupine (Tab. 2). V niektorych organoch boli identifikované denitraéné
procesy, ¢o poukazuje na moznost' reverzibilnej nitracie tyrozinu. Avsak, ¢i enzymovy
denitraény komplex existuje a do akej miery je relevantny za podmienok in vivo, stale
nie je objasnené [9]. V dalSom kroku nas zaujimalo, kolko proteinov myokardu bude
modifikovanych 3-nitrotyrozinom. V homogenatoch srdca sme nezaznamenali
vyznamné zmeny (neuvedené) ale v SR sme pozorovali zmeny v K, | a IR skupine,
najma proteiny s vy§Sou molekulovou hmotnostou (Obr. 1: a). Zaujimavym bol protein
(~100 kDa), ktory by mohol zodpovedat vapnikovej pumpe SR. Pre potvrdenie
predpokladov sme na tkanivové rezy aplikovali protilatku proti nitrotyrozinom.
NajintenzivnejSiu  kolokalizaciu 3-nitrotyrozinov v cytoplazme sme detegovali v
kontrolnej skupine s naslednym poklesom po ischémii a opatovhom naraste v IR
skupine (Obr. 1: b). Toto CiastoCne vysvetluje zvySeny vyskyt modifikovanych
proteinov v SR, najma poc&as ischémie, oproti celkovému homogenatu. Vysledkom je
teda vySSia miera nitracie proteinovych tyrozinov v intracelularnych Struktarach
(sarkoplazmatické retikulum) po 20-min globalnej ischémii myokardu v porovnani s
pozorovanou cytoplazmatickou lokalizaciou.
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Obr. 1 a) western blotova analyza vplyvu | a IR na mieru nitracie tyrozinov proteinov v SR, b)
fluorescencéné mikrofotografie imunohistochemickej detekcie nitrotyrozinov v myokarde.
Sipka > oznaduje cytoplazmatickl pozitivitu, » jadra kardiomyocytov. Dizka Use&ky je 50um.

Avsak nie vSetky tyrozinové zvysky proteinov podliehaju nitracii. Existuje urcity stupen
selektivity na Strukturalno-funkénej urovni, ¢o je jeden z faktorov ovplyvhujucich
nitraciu tyrozinov, ktora je lokalizovana na Specifickych funk&nych doménach
modifikovanych proteinov. Toto predstavuje jeden z ciefov su¢asnych proteomickych
studii, ako aj potencialna reverzibilita vzniknutych nitro-proteinov.

Zaver

Akumulacia Specifickych nitro-proteinov, ktora koreluje s patologickymi procesmi
naznacila, ze nitracia tyrozinov reprezentuje dynamicky a selektivny proces a nejde
len o nie¢o ndhodné. U mnohych klinickych poruch bola spolu s narastom oxidaéného
stresu pozorovana aj nitracia tyrozinu, avSak len v urCitych typoch buniek a na
niektorych poskodenych miestach danej bunky. NaSe experimenty poukazali na
masivny narast tvorby 3-nitrotyrozinov poCas reoxygenacnej fazy v ischemizovanom
myokarde. Na druhej strane prave ischémia sa javi kritickou pri nitracii proteinov
sarkoplazmatického retikula, ktoré zohrava kfu€ovu ulohu pri posudzovani miery
kontraktility myokardu.

Praca bola podporend grantmi MSVVaS SR a SAV, VEGA 1/0129/14 a VEGA
1/0213/12 a grantom ,ldentifikacia novych markerov v diagnostickom panel
neurologickych ochoreni” spolufinancovanych zo zdrojov ES a Eurdépskeho fondu
regionalneho rozvoja.
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Abstract

Physiological development of the thymic T lymphocytes depends on the cellular and
humoral non-lymphoid microenvironment that is responsible for the precursor T cells
proliferation and maturation. Contribution of the individual specific cell populations and
the precise mechanisms underlying the process of acquiring immunocompetence is
largely unknown. Thymic myoid cells are one such cell type. Thymic myoid cells are
localised mostly in the area of the cortico-medullary junction and in the medulla.
Extramedullary localization is typical for the early fetal development period. Myoid cells
possess antigenic characteristics specific for the skeletal muscle cells. Despide of the
frictions considering embryonic origin and functions of the myoid cells, an enormous
biological role is subscribed to this thymic cell population arising from their precise
conservation during the evolution. Presented immunohistochemical study, primarly
focused on detection of myoid thymic cells, was performed on the human thymic tissue
obtained during the partial thymectomy from the patients suffering from the various
congenital heart defects. For immunohistochemical analysis the markers (desmin, a-
actin and MyoD) for myoid cells and subsequent semiquantitative evaluation were
used. Our observations suggest that the quantity of the myoid thymic cells descends in
such congenital heart defects that pathogenesis is closely related with the disrupted
migration of the neural crest cells that participate on formation of conotruncal portion of
the developing heart. To sum our findings up, thymic myoid cells are of
neuroectodermal origin

Uvod
Myoidné bunky tymusu predstavuju malopocCetnu bunkovu populaciu, ktora sa podiela
na formovani jedineéného mikroprostredia a determinuje adekvatny rozvoj ziskanych
imunitnych reakcii organizmu a imunologickej tolerancie. PoCas evolucie zivoc€iSnych
druhov sa myoidné bunky vyznacCuju vysokou mierou konzervacie a preto sa im
pripisuje obrovsky fyziologicky vyznam [1-2]. Prvé pozorovanie a identifikacia
myoidnych buniek tymusu sa datuje do roku 1888, kedy Mayer opisuje dlhé bunky
vretenovitého tvaru s vyraznym prieCnym pruhovanim v cytoplazme [3]. Vedecky
nahlad na embryonalny pévod myoidnych buniek tymusu nie je jednotny, o ¢om
svedédi existencia a pretrvavanie niekolkych tedrii. Cast vedeckej obce sa priklarna
k nazoru o extra-tymusovom pévode a teda o myoidnych bunkach tymusu uvazuju ako
o sekundarnych inklaziach. Ini autori preferuju neuroektodermovu hypotézu pdévodu
tychto buniek ateda, Zze pochadzaju z migrujucej Struktury neuralnej listy [4-6].
UcCloveka je myoidna bunkova populacia lokalizovana najma v dreni
a kortikomedularnej oblasti tymusu. Podobne ako u ostatnych Zivoc€iSnych druhov,
vyznacCuje sa nizkym poctom buniek [7-8]. Viaceré prace dokazuju podobnost so
svalovymi bunkami nielen na fenotypovej, ale aj na molekularnej drovni.
Cytoplazmaticka membrana myoidnych buniek sa vyznacuje expresiou niekolkych
markerov identickych s bunkami kostrového svalu ato konkrétne dezmin, myozin,
troponin T, myogénny transkripny faktor a pat podjednotiek acetylcholinového
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receptoru [9-10]. Prave posledny menovany exprimovany protein naznacuje rolu
myoidnych buniek tymusu v imunopatogenéze autoimunitného ochorenia myasthenia
gravis [11]. V poslednych rokoch niektori autori zmienuju dokonca o u€asti myoidnych
buniek tymusu na vzniku onkologickych ochoreni rhabdomyomov
a rhabdomyosarkémov [12]. Napriek pomerne velkému zaujmu o postavenie
myoidnych buniek v patogenéze rbéznych ochoreni, ich fyziologicka funkcia nie je
jednoznacne definovana. Predpoklada sa, ze myoidné bunky tymusu participuju na
migracii lymfoidnych buniek naprie€ organom prostrednictvom ich spasmodickych
kontrakcii [4]. Na druhej strane, biologicka aktivita myoidnych buniek tymusu
v procese diferenciacie a selekcie imunokompetenciu nadobudajucich T lymfocytov je
pripisovana najma ich ucasti na riadeni programovanej bunkovej smrti. Demonstracia
nadmernej produkcie TNF-a a IL-8 v bunkovych kulturach myoidnych buniek méze byt
poznatkom, ktory podpori hypotézu regulacnej aktivity myoidnych buniek
v diferenciaChom procese vyvijajucich sa a zrejucich tymocytov [13].

Material a metodika

Vzorky tkaniva tymusov boli odobraté pocCas chirurgickej korekcie vrodenej vyvinove;j
chyby srdca u pacientov Detského kardiocentra v Bratislave. Bezprostredne po odbere
bolo tkanivo fixované v 4 % formaldehyde. Nasledne bolo Standardnou metodikou
zaliate do parafinu. Pre imunohistochemicku detekciu myoidnych buniek tymusu boli
pouzité monoklonalne protilatky proti desminu, alfa-aktinu, and myoD. Celkovy pocet
analyzovanych vzoriek tymusov bol 31. Vekové rozpatie bolo od pat’ dni do 13 rokov.
Z uvedeného suboru 83,33 % pacientov tvorili deti do jedného roku Zivota.

Vysledky a diskusia
Pozitivna imunohistochemicka detekcia myoidnych buniek tymusu v dreni a v oblasti
rozhrania kéry a drene organu, konkrétne pouzitim protilatok voci desminu, alfa-aktinu
a MyoD, koreSponduje s vysledkami viacerych autorov [9-10], ktori dokazali zhodu
viacerych antigénnych charakteristik myoidnych buniek s antigénmi svalovych buniek.
AvSak naSe zavery zamerané na embryonalny pévod myoidnych buniek tymusu sa
nezhoduju so zisteniami Wonga a spol. [14]. Ti uvadzaju, Ze vyvin populacie
myoidnych buniek tymusu ma spolo¢né prvky s vyvinom periférnych svalovych
elementov v désledku znizeného poctu myoidnych buniek v tkanive tymusu
v pripadoch mdx dystrofickych mysi. Vysledky naSej Studie poukazuju na pokles
vyskytu myoidnych buniek v tymuse pri takych vrodenych vyvinovych anomaliach
srdca, ktoré nastali naruSenym transferom buniek neuralnej listy. Spominané
pluripotentné bunky migruju cez 3. faryngovy vacok a okrem iného participuju aj na
rozvoji parovych primordii tymusu [2, 15]. Prave na tejto skutoCnosti sa zakladaju nase
predpoklady o neuroektodermalnom pdvode myoidnych buniek tymusu. Zavery
predloZzenej prace su v sulade s dnes najviac akceptovanou hypotézou, ktora myoidné
bunky tymusu oznacuje za derivaty neuralnej liSty [6]. Myoidné bunky tymusu patria do
kategorie buniek, ktorych fyziologicka funkcia nie je dodnes dostatoCne objasnena.
Vacsia pozornost je sustredena na rolu myoidnych buniek v patologickych procesoch.
Dostupné su Studie zaoberajuce sa participaciou myoidnych buniek tymusu najma
na patogenéze autoimunitného ochorenia myasthenia gravis. Predpokladom pre tuto
hypotézu je schopnost uvedenych buniek vystupovat ako antigén prezentujuce bunky
a to konkrétne exprimovat’ acetylcholinovy receptor na ich bunkovom povrchu [16-17].
Medzi predpokladané fyziologické vlastnosti myoidnych buniek tymusu patri ich
potencialna participacia na indukcii a zachovani imunologickej tolerancie [9]. Zavery
nasej imunohistochemickej analyzy nastoluju otazku, ¢i méze pokles poctu myoidnych
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buniek tymusu prispiet k zniZzenej obranyschopnosti organizmu, kedze prave
pritomnost’ tychto buniek zabezpecuje afinitu a infiltraciu progenitorovych T-lymfocytov
do parenchymu tymusu pocas 2. a 3. trimestra intrauterinného vyvinu jedinca [18].
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Obr. 1 Detekcia myoidnych buniek pomocou monoklonovej protilatky alfa-aktin (zva¢Senie 100x).
Mikrofotografia A demonstruje fyziologickl pocéetnost myoidnych buniek v dreni tymusu u pacienta
s defektom predsienového septa (DAS). Mlkrofotografie B a C zachytavaju znizeny pocet myoidnych
buniek v oblasti Hassallovych teliesok drene tymusu u pacientov s diagnostikovanym defektom
komorového septa (DVS) a transpoziciou velkych ciev (TGA). DVS a TGA patri do skupiny vrodenych
vyvinovych chyb srdca, ktoré su podmienené patologickou migraciou pluripotentnych buniek
kardiogénnej sekcie neuralnej listy, ¢oho désledkom je pokles vyskytu myoidnych buniek tymusu.
Patogenéza DAS nie je podmienena spravnym presunom buniek kardiogénnej neuroektodermy, a teda
pocetnost’ myoidnych buniek nie je nepriaznivo ovplyvnena.

Zaver

Imunohistochemicka analyza vzoriek tkaniva tymusu prostrednictvom pouzitia
monoklonovych protilatok desmin, aktin a MyoD naznacuje, Ze kvantita myoidnych
buniek drene tymusu sa zniZuje pri takych vrodenych vyvinovych chybach srdca,
ktorych etipatogenéza je podmienena migraciou pluripotentnych buniek neuralnej listy.
Na zaklade predlozenych vysledkov mbzeme predpokladat, Ze myoidné bunky tymusu
maju neuroektodermovy embryonalny pdvod. Pre definitivne konStatovanie je
potrebné kontinualne pokracovat vo vyskumnej Cinnosti, a to z pohladu navySenia
poctu vzoriek ako aj aplikacie inych biologicko-molekularnych metdd.

Praca bola podporena grantom VEGA ¢. 1/0902/11 — Tymus v ontogenéze ¢loveka.
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Abstract

The main goal of this work which was to obtain quality, reproducible and comparable
output form the TEM analysis of the adipose tissue-derived stem cells (or other rare
cell population), to be able to concentrate on specific problems and features of cell
population and not to distortions and artifacts was achieved. We repeated our
procedures several times, with cell population from different passages, with different
quantities, always with freshly made solutions and the result remained within the
standards. Thus, we were able to describe morphology of long-term cultivated stem
cells. There are several peculiarities and issues to solve when working not with solid
tissue, but with cell pellets instead. And more, here we were working with relatively
rare population of cells that we obtained after many days of passaging, so very
efficient and gentle procedures were highly necessary. We provide a reader with
detailed protocols we performed during creation of specimen suitable for a TEM
analysis and specifics of processing of cell pellets.

Uvod

Vyzvy suvisiace s pripravou vzorky z bunkovej suspenzie, mézu zabranit ich analyze
pomocou transmisného elektronového mikroskopu. Bolo opisanych niekolko metdd
spracovania celularnej vzorky pre elektronovu mikroskopiu, my predstavujeme nase
skusenosti s netypickou bunkovou populaciou - somatickymi kmenovymi bunkami
z réznych zdrojov. Tieto somatické kmenové bunky mézu mat obrovsky potencial z
pohladu regeneracnej mediciny. Vyskum kmeriovych buniek prinaSa nové poznatky o
regeneracii tkaniv a celych organov. Mnohé 2z tychto informacii su postupne
implementované do klinickej praxe. Mezenchymové kmerové bunky su vo vSeobecne
mnohymi autormi povazované za bezpecny a preferovany zdroj kmerfiovych buniek,
velmi vhodné pre biomedicinske vyuzitie. Z tychto dévodov v tejto praci predkladame
problematiku histologického spracovania bunkovych kultur pri priprave preparatu na
elektron mikroskopicku analyzu.

Ked pracujeme s bunkovou kulturou a nie so solidnym tkanivom, je treba vyrieSit
niekolko problémov a zvolit modifikovany postup pri spracovani tychto buniek. Ba ¢o
viac, pracujeme zvyCajne (ako aj v naSom pripade) s relativne vzacnymi bunkovymi
populaciami ziskanymi po mnohych tyzdhoch pasazovania, takze zvolit ¢o
najefektivnejsi a najjemnejSi postup, ktorym ziskame z tkaniva maximum informacii, je
mimoriadne délezité. Prave pre toto komplikované histologické spracovanie zostavala
ultrastruktura mezenchymovych kmenovych buniek v minulosti nepoznana.

My sme zvolili semi-konzervativny pristup, ktory spocival v modifikovanom rutinnom
postupe pre spracovanie solidneho tkaniva pre TEM (rézne predizené/skratené &asy
v protokole fixacie, postfixacie, kontrastovania, zalievania a modifikované koncentracie
chemikalii, najlepsSie vyhovujuce kvalitnému vystupu) a v pouziti centrifugy po kazdom
z krokov na segregaciu buniek. Diskutované boli i iné pristupy spominané v literature:
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zalievanie suspenzie alebo bunkového pelletu do albuminu z bovinného séra (bovine
serum albumin — BSA) a akrylamidu (bis-acrylamide — BA), sluziace na identifikaciu
bunkovych pelletov pre TEM procesovanie [1] alebo vytvorenie cytopsin preparatov
(nizkootaCkova centrifuga dokaze ulozit uniformnu vrstvicku buniek na nami
definovanu plochu sklicka a zachovat morfolégiu buniek nedotknutu) nasledované
TEM analyzou.

Materal a metody
Izolacia a kultivacia kmeriovych buniek
Somatické humanne kmefiové bunky sme izolovali z réznych zdrojov, akymi su tukoveé
vazivo (po liposukcii), kostrovy sval, zubna drefi (zdravé zuby po extrakcii
z ortodontickych ddévodov), kostna dren alebo Whartonov résol pupocénika. Presny
postup izolacie a kultivacie je uvedeny v nasich predchadzajucich pracach [napr. 2-5].

Fixacia

Vyhoda pri praci s bunkovou suspenziou tkvie v tom, Ze odpada spracovavanie excizii
(alebo inym sp6sobom ziskanych materialov — exfoliaciou, pukciou, lavazou, abraziou,
atd.) astym suvisiaca naruSena integrita tkaniva, jeho topografickych suvislosti
a poskodenie nespravne prevedenym odobratim. DalSou vyhodou je, Ze bunky mézme
fixovat okamzite a uplne, odpada najvacsi problém pri fixacii tkaniv — ich
autodegradacné procesy az dezintegracia a neuplna fixacia pre komplexnost takychto
Struktur a nasledné asfyktické zmeny.

Po enzymatickom natraveni boli bunky transferované do centrifugacnej trubicky
a centrifugované pri 1200 ot./min. 10 minut. Bunkovy pellet bol nasledne fixovany pri
izbovej teplote rézne dlhy Cas v 2,5% Ccistenom Cerstvom roztoku glutaraldehydu
(dialdehyd, pH 5) [6] v 0,2M timivom fosfatovom pufry s dostato¢nou kapacitou, s pH
7,1. Ziadne daldie pridavné zlugeniny pre zvySenie reaktivity vlastnej fixaénej latky
sme nepouzili. Ako optimalny Cas fixacie sme po mnohych pokusoch urcili 25 minut.
Tu vidime znaénu odlisnost od fixacia solidneho materialu, kedy najCastejSie fixujeme
glutaraldehydom 3 hodiny. Teplota fixaéného roztoku nebola zvlast sledovana. Pre
vyraznu spotrebu kyslika pri fixacii sme cellU zmes obCasne prevzdusnovali. Pre
bezproblémové pokraCovanie spracovavania buniek bolo kriticky délezité udrzat
stabilné pH na hladine, ktoru sme stanovili parametrom 6,8 — 7,1; aj vzhlfadom na
intracelularne pH, ktoré sa osciluje najcastejSie v rozmedzi hodnoty 6,8. pH sme
korigovali na stanovenu hladinu pridavanim hydrogénfosforeCnanu sodného (pri prilis
nizkom pH) alebo dihydrogénfosforeCnanu draselného (pri prili§ vysokom pH) po
kvapkach. Pouzitd koncentracia glutaraldehydu zabezpecila jeho osmoticky inertné
vlastnosti (do 300mmol/l). Potom boli bunky vypierané vo vychladenom 0,1M
fosfatovom pufry s 10% sacharézou 3 krat po 30 minut a nasledne ulozené do
chladni¢ky cez noc.

Samozrejme, pri takto zvolenej chemickej fixacii sme sa nevyhli problému zniZenej
disperzity kvapalnych koloidnych sustav, kedy sa dispergované Castice zhlukuju do
vacSich sustav a dochadza k ich koagulacii. S tymto problémom treba ratat’ pri dalSom
spracovani preparatu ako aj pri samotnej TEM analyze [7]. Napriek tomu hodnotime
vSeobecne konformac¢né zmeny ako malé a preto glutaraldehyd pini svoju ulohu pri
fixacii buniek obstojne. Ako alternativu k nami zvolenému fixatnému roztoku je mozné
pouzit glutaraldehyd s kakodylanovym timivym roztokom [8] alebo glutaraldehyd
s akroleinom [9].
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Postfixacia

Postfixacia tkaniv, ale aj buniek je potrebna na zvyraznenie kontrastu. Pre tieto
potreby sme pouZili Millonigov roztok, bezne pouzivany na nasom pracovisku, spolu
s 1% oxidom osmiCelym. Bunky sme postfixovali v chladni¢ke po dobu dvoch hodin.
Oxid osmicely nedostatoCne fixuje zakladné hmoty bunkovej cytoplazmy, ¢o sa prejavi
vyplavenim tychto Struktur, €o je pod mikroskopom viditelné ako nepravidelné prazdne
miesto s nizkou elektrodenzitou. Preto OsO,4 nepouzivame ako primarne fixativum, ale
iba v postfixacnom protokole po primarnej fixacii aldehydom (glutaraldehydom) [7].
Millonigov roztok sa sklada z 2,26% roztoku hydrogénfosforeCnanu sodného (2,269
NaH,PO, + 100 ml dvakrat destilovanej, tzv. redestilovanej vody); 2,52% roztoku
hydroxidu sodného (2,52 g NaOH + 100 ml redestilovanej vody); 5,4% roztoku glukézy
(5,49 CgH1206 + 100 ml restilovanej vody). Postup je nasledujuci: 41,5ml 2,26% roztok
hydrogénfosfore¢nanu sodného zmieSame s 8,5ml 2,52% roztokom hydroxidu
sodného, vysledok musi mat pH 7,3 (pridavame kvapku hydroxidu sodného pri nizkom
pH alebo hydrogénfosforeCnanu sodného pri privysokom pH). Potom sa do 45 ml
ziskaného roztoku prida 5 ml 5,4% roztoku glukézy. Vysledok, 50 ml Millonigovho
roztoku s pH 7,3 uskladnime v tmavej uzavretej flasi v chladni¢ke, a to az do 3 dni.
Fixacia glutaraldehydom spolu s postfixaciou oxidom osmielym méze viest k tvorbe
réznych artefaktov a distorzii (v podobe elektron-denznych granul a figar, najma
v priebehu membran). Predchadzat takymto artefaktom sa da pouzitim extrémne
Cistého glutaraldehydu a pouzivanim toho istého timivého pufru v kazdom kroku [10] —
po pouziti fosfatovych timivych roztokov s pouzitymi fixativami su membrany aj
organely dobre zachované. Po postfixacii sme boli schopni rozlisit predmet nasho
zaujmu — bunkovu populaciu, ako sivastu Strukturu (pri reakcii oxidu osmicelého s
organickymi latkami sa vytvara tzv. osmiova Cierna — OsO, . nH,O [7]), a preto bola
orientacia v preparate adekvatna a satisfaktorna.

Odvodnenie

Voda, ktora by sa vo vzorke nachadzala, by sa pri vysokom vakuu v mikroskope
prudko vyparila a doSlo by ku zruteniu Struktury vzorky, k jej vysuSeniu. Preto treba
vodu v tkanive nahradit prechodne inou latkou, ktora napokon ustupi zalievacej hmote.
Odvodnenie musi byt dokonalé, treba vSak zvolit vhodny kompromis medzi dobre
zaliatym preparatom a konformacnymi zmenami bielkovin. Pri odvodniovani sme
postupovali podla protokolu vtab. 1. Cim bola fixacia kvalitnejsia, tym viac
makromolekul sa stabilizovalo a previedlo do formy nerozpustnych komplexov a tym
menej sa ich vyplavi po€as odvodnenia . Ak sa po postfixacii s OsO,4 a odvodnovanim
etanolom bunky dékladne nevyprali od zvySkov fixatného roztoku, vnikali precipitaty aj
do vnutra buniek [7]. Po kazdom kroku bola nutna centrifugacia pri 1000 ot./min. poCas
dvoch minut a nasledna jemna aspiracia tekutiny - supernatantu.

Tab. 1: Odvodnovaci protokol

Chemikalia Cas Poznamka

50% alkohol 10 minut uzavreté, chladené (4°C)

70% alkohol 10 minut uzavreté, chladené (4°C)

96% alkohol 10 minut uzavreté, chladené (4°C)

100% (bezvody) alkohol 25 minut uzavreté, izbova teplota
(20°C)

100% (bezvody) alkohol 25 minut uzavreté, izbova teplota
(20°C)
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100% (bezvody) alkohol 25 minut uzavreté, izbova teplota
(20°C)

propylénoxid (epoxid) 15 minut uzavreté, izbova teplota
(20°C)

propylénoxid (epoxid) 30 minat uzavreté, izbova teplota
(20°C)

propylénoxid + Durcupan | pocas noci otvorené, izbova teplota
(20°C)

Presycovanie, zalievanie, polymerizacia

Pri presycovani sme postupovali podfa protokolu uvedeného v tab. 2. Opat sme po
kazdom kroku suspenziu centrifugovali pri 1000 ot./min., vzdy po dobu 2 minut, aj ked
sa mobze pouzit iina frekvencia a ktomu upravena doba centrifugovania (nizSia
frekvencia = dlhSie ako 2 minuty, a naopak), takisto s uspokojivymi vysledkami.

Tab. 2: Presycovaci a zalievaci protokol

Chemikalia | Cas | Poznamka
Presycovanie

Durcupan | 120 minut uzavreté, 50°C
Durcupan I 180 minut uzavreté, 40°C
Durcupan Il 120 minut uzavreté, 40°C
Durcupan Il cez noc

Zalievanie

&erstvy Durcupan I | |

Polymerizacia sa vykonala pri 60°C a trvala 3 dni. Ako Durcupan | tak i Durcupan Il su
vo vode rozpustné zalievacie média, vyrobené z Durcupan ACM (Fluka, Svajgiarsko),
podla navodu vyrobcu. Durcupan je epoxidovou zalievacou hmotou na baze Aralditu.
Sklada sa zo Styroch zloziek (pozri tabulku 3).

Tab. 3: Komponenty Fluka Durcupan ACM

Komponent Zlozenie

A 100g =zalievacej vo vode rozpustnej substancie -  alifaticky
polyepoxid

B 100g 964 stvrdzovata - anhydrid diazidu s alifatickym
postrannym retazcom

C 20g 960 stvrdzovaca, derivat fenolu s amino skupinami

D 20g zmakc&ovadla (dibutylftalat)

Pre vyrobu Durcupan | (pouzity v odvodriovacom protokole) treba zmieSat dohromady
zlozky A (100ml alebo 104,8g), B (100ml alebo 107,4g) a D (1,5ml). Roztok
(nazltkasta viskozna tekutina)je nutné dobre premieSat a nasledne riadne utesneny
ulozit do chladni¢ky. Je nevyhnutné, aby sa zabranilo jeho kontaktu s vihkostou. Pre
vyrobu Durcupan Il treba k21g Durcupan | pridat 0,45ml az 0,48ml zlozky C
(urychlovac). Roztok treba najprv dobre premieSat a potom ho nepriedusne uzavriet.
Pre zalievanie je vhodné pripravit vzdy novy, Cerstvy roztok Durcupan II. Podla nasSich
skusenosti, zlozka C v Durcupan Il méze byt pouZita i vo va¢sich mnozstvach (az do
0,50ml) ako je odporuCané vyrobcom, aby bolo zaistené spravne stuhnutie
zalievacieho Cinidla. Treba vSak pamatat na to, Zze nadbytok zloZky C méze spbsobit,
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Ze sa preparat stane zrnitym. Vysledny roztok je oranzZovo-ruzova vo vode dobre
rozpustna tekutina.

Kontrastovanie

Pre lepSiu kontrolu a orientovanie v zaliatom pellete sme si z kazdého narezali
polohrubé rezy (0,7um) a zafarbili sme ich toluidinovou modrou. Dalsie kroky sa
neliSia od rutinnej pripravy pre TEM analyzu — zaliate bunky boli narezané kvalitnymi
sklenenymi noZmi na ultramikrotdbme a na vode (alebo na inom vhodnom inerthom
médiu) plavajuce rezy — ,paska“, boli umiestnené na predpripravené Cistené medené
sietky), na ktoré bola nanesena podlozna félia (ide o velmi jemny film s hrubkou nie
vacsou ako 5 — 10 nm). Snazili sme sa o rezy bez vibracii, ryh a trhlin, pravidelne;j
hrubky, €o si vyzaduje isty stuper erudicie a skusenosti.

Vzhfadom k tomu, Zze kontrast v elektronovom mikroskope zavisi predovsetkym na
rozdieloch v hustote elektronov organickych molekul v bunke, ucinnost zvyraznenia
tkaniva sa urCuje podla atomovej hmotnosti pouZitej kontrastujucej latky, ktora sa
chemicky spoji s biologickymi Strukturami. Dnes sa na zvySenie kontrastu pouziva
prevazne impregnacia biologickych Struktur zlu€eninami tazkych kovov. Tieto kovy
dokazu zvysit rozptyl primarnych elektréonov a tym aj zvysit kontrast Struktur vo vzorke.
Kontrastovali sme priamo ultratenké rezy alkoholovym roztokom uranylacetatu
(vyskusali sme ako metanolovy, tak i96% etanolovy roztok so satisfaktornym
vysledkom — vysledna kvalita obrazu sa takmer neliSila). Av8ak najvyssi kontrast sa
ziska, ked' sa pouzije dvojité kontrastovanie - uranylacetat a tzv. Reynoldsov roztok
[11]. Spojenim tychto dvoch kontrastovacich latok sa ziska skoro rovnomerny kontrast
vSetkych Struktur bunky.

0\\ -0

Obr. 1 Rozvinuty Strukturny vzorec uranylacetatu

Uranylacetat je vyhodny na kontrastovanie biologickych membran, volnych nukleovych
kyselin ako aj nukleovych kyselin, ktoré su obsiahnuté v konglomeratoch s
proteinovymi komplexami (ribozémy). V nasSom laboratériu sa Reynoldsov roztok
pouziva na kontrastovanie rutinne, s dobrymi vysledkami. Je vyrobeny z citratu
sodného, dvojmocného olova, dusi€nanov a vody, takze vysledkom chemickej reakcie
je citrat olovnaty, ktory sa pouZziva na kontrastovanie bezne po celom svete. Citrat
olovnaty potom reaguje s membranami, proteinmi, nukleovymi kyselinami a s
glykogénom. Po dvojitom kontrastovani tak vzorka ziska rovnomerny kontrast
vSetkych bunkovych Struktuar.

Pri kontrastovani olovom moézZe vzniknut jemny precipitat z nerozpustného PbCO3,
ktory sa zrezov tazko odstranuje a ma afinitu k cytoplazmatickym Strukturam, kde
vytvara artefakty nerozliitelné od inych cytoplazmatickych granul [7].
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Obr. 2 Rozvinuty Strukturny vzorec citratu olovnatého

Pred zmieSanim chemickych latok dohromady, je dolezité, aby sa zabranilo vyzrazaniu
uhli¢itanu olovnatého vo vode a naslednej kontaminacii vzorky (ktora sa v
elektronovom mikroskope javi ako Cierna granulacia). Zabezpedili sme to tak, ze sme
zabranili pritomnosti ulhli¢itanov vo vode. Pouzivali sme preto redestilovanu,
ionizovanu vodu, ktoru sme este prevarili alebo sme ju nechali uzavretu cez noc vo
vakuu v kuzefovej banke. Vzorec pre pripravu 50 ml Reynoldsovho roztoku je
nasledovny: 1,33 g Pb(NO3), + 1,76 g NazCegHs07.2H,0 + 30 ml redestilovanej vody
zbavenej uhli¢itanov, nasledne intenzivne pretrepavat po dobu 15 minut. Vzniknutu
suspenziu ob&asne pretrepavat’ (1 az 2 minuty) po dobu dalSich cca 30 minut a potom
nechat 30 minut stat pri izbovej teplote. Vzniknuta kvapalina by mala byt mlieCne
zakalena. V dalSom kroku treba do tejto suspenzie pridat 8 ml NaOH a doplnit
redestilovanu vodu do objemu 50 ml. Po dalSom premieSani sa precipitat rozpusti
a vysledok, 50 ml €ireho priehfadného roztoku bez zakalenia - Reynoldsov roztok je
pripraveny k pouzitiu. Skladuje sa prefiltrovany, vtmavej flasi so zabrusom
v chladniCke ato maximalne 6 tyzdriov (my sme vzdy pouzili Cerstvo zarobeny
Reynoldsov roztok). Ak sa v iom objavia precipitaty alebo zakalenie, nikdy ho na
kontrastovanie nepouzijeme a jedinym spravnym rieSenim bude priprava nového. pH
by po cely ¢as malo byt 12.0 +/- 0.1. Prave presna hodnota pH sa ukazala ako
podstatna podmienka pri naslednej TEM analyze.

Vzdy sme kontrastovali najprv v uranylacetatovom roztoku, az nasledne
v Reynoldsovom roztoku. Do kontrastovacich komérok sme napipetovali kvapky
uranylacetatového alkoholového roztoku a sietky (mriezky) sme umiestnili
(preparatom nadol) do kvapky tohto roztoku, prikryli sme komérky skliCkom,
ochrannym sklom a alobalom a preparat sme nechali kontrastovat po dobu 15 minut.
Potom sme ho odobrali pinzetou a oplachli v 50% alkohole 5 krat (mali sme
pripravenych 5 ampuliek s 50% alkoholom a priebeZne sme v nich vymienali alkohol).
FiltraCnym papierom sme odsali prebytoCny alkohol zo sietky. Nakontrastovanu sietku
sme potom vlozili naspat do Petriho misky, aby sa zabranilo vyzrazaniu citratu
olovnatého pdsobenim atmosférického CO,. Po tychto krokoch bolo mozné pristupit
ku kontrastovaniu Reynoldsovym roztokom. Pripravili sme si Petriho misku
s dentalnym voskom a ten sme oplachovali prutdom teCucej a redestilovanej vody po
dobu niekofko minut. Potom sme vosk vytreli dosucha nechlpatou handri¢kou.
V dalSom kroku sme Cistou pipetou kvapli na vosk jednu kvapku Reynoldsovho
roztoku (roztok €o najskér treba vratit do chladni¢ky) a do tejto kvapky sme jemne
vlozili sietku s preparatom. Nasledne treba vosk so sietkou prikryt Petriho miskou
a nechat' kontrastovat 5 minut. Po uplynuti Casu treba sietky vybrat a oplachnut
kvapkami redestilovanej vody po dobu 1 minuty, prebytoénu vodu je potrebné odsat
filtraCnym papierom. Vosk treba po kazdom kroku znovu oplachnut vodou a vytriet
dosucha. Po vyschnuti mohli byt sietky analyzovaneé.
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Vysledky a diskusia
Transmisna elektréonova mikroskopia prinasa ultrastrukturne podrobnosti buniek, teda
je to cenna a uzito€na metdda pre Studium bunkovych organel [12]. To je dévod, preco
sme ju pouzili pre podrobnejSi popis mezenchymovych kmernovych buniek. Priprava
vzorky z bunkovej kultury vhodna pre analyzu v transmisnom elektronovom
mikroskope je vSak ovela naroCnejSia ako histologické spracovanie normalneho,
bezného tkaniva [13].
Na obr. 3 az 7 prezentujeme vyber niektorych reprezentativnych elektronogramov
mezenchymovych kmenovych buniek z réznych zdrojov, ktoré sme ziskali pouZitim
predstavenej histologickej techniky. V prvych pasazach mali vSetky mezenchymové
kmeriové bunky, bez ohfadu na miesto ich pdvodnej lokaliacie, ultrastrukturu
zodpovedajucu bunkam s vysokou proteosyntetickou aktivitou. Bunky mali zvacsa
sféricky az podlhovasty tvar. Obsahovali velké polymorfné jadra s hlbokymi zarezmi a
s prevahou euchromatinu. V nom sa nachadzal variabilny po€et napadnych jadierok. V
cytoplazme, v blizkosti jadra, sa nachadzalo dobre vyvinuté drsné endoplazmatické
retikulum a cisterny Golgiho aparatu. V pripade kmenovych buniek izolovanych
z tukového vaziva sa v ich cytoplazme nachadzali pocCetné, malé tukové vakuoly a
medzi nimi boli ojedinelé, malé a nenapadné elektrébnovo-denzné, lamelarne telieska
pripominajuce myelinové figury. Charakteristiké pre bunky, ktoré boli uz plne
prichytené na podklad, su pocetné a viacnasobne vetvené vybezky ich cytoplazmy
pripominajuce filopddie.
Hlavnym cielom tejto prace mal byt popis spolahlivého a opakovatefného protokolu
pre spracovanie bunkovych kultur kmernovych buniek (alebo inej vzacnej bunkovej
populacie) pre potreby TEM analyzy, so snahou ziskat kvalitné a porovnatelné
digitalne obrazky, aby bolo mozné sa v dalSich krokoch (a pracach) sustredit na
konkrétne otazky spojené so studiom tejto biomedicinsky velmi zaujimavej populacie
buniek a vyhnut sa rieSeniu problémov spojenych s nekvalitne alebo neadekvatne
pripravenym preparatom, obsahujucim rézne artefakty a rezidua kontrastovacej latky.
Opakovali sme nasSe postupy niekolkokrat, s populaciou buniek z réznych pasazi,
s rébznym poctom buniek, pracovali sme vzdy s Cerstvo vyrobenymi roztokmi a vo
vysledku sme konsStatovali, Ze takto rozne pripravené preparaty sa pri dodrzani
protokolov nijako Statisticky medzi sebou neliSili. Preto sme boli schopni popisat
morfolégiu dlhodobych kultivovanych kmenovych buniek bez ruSivych elementov
v obraze - to je bod, kde vidime najvacsi dopad nasej prace.

Praca vznikla vdaka podpore projektu Agentury na podporu vyskumu a vyvoja APVV-
0434-12.
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Obr. 3. Celkovy pohlfad na somaticku
kmerfovl bunku izolovani zo zubnej
drene. Vidiet napadne polymorfné jadro
s prevahou euchromatinu. V cytoplazme
velké mnozstvo mitochondrii a poletné
Siroké cisterny drsného
endoplazmatického retikula (TEM, orig.
zvacSenie 7.100x)

Obr. 4. Detail na drsné endoplazmatické
retikulum v  cytoplazme somatickej
kmenovej bunky izolovanej zo zubnej
drene (TEM, orig. zva¢Senie 36.000x)

Obr. 5. Celkovy pohlad na dve kmerové
bunky (satelitové) izolované z kostrového
svalu. Vidiet napadne polymorfné jadra
s prevahou euchromatinu a v nich poéetné
jadierka. V cytoplazme velké mnozZstvo
extrémne dilatovanych cisterien drsného
endoplazmatického retikula (TEM, orig.
zvacSenie 7,100x)
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Obr. 6. Detail na jadro somatickej kmeriovej bunky
izolovanej z tukového vaziva. V okoli polymorfného jadra
s prevahou euchromatinu su pocetné lipidové kvapb¢&ky
(TEM, orig. zvacsenie 8,800x)

Obr. 7. Myelinové lamelarne telieska v cytoplazme
somatickej kmenovej bunky ztukového vaziva po 30.
pasazi. Na povrchu vybezky cytoplazmy - filopddie,
ktorymi bola bunka prichytena o dno Petriho misky pocas
kultivacie (TEM, orig. zvacSenie 7.100x)
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Abstract

With respect to practical needs they investigated the ways of visualization of the
activity of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) in the
thymus of rabbits after protracted immersion prefixation with formaldehyde (4°C) by
means of the direct tiocholine method of cytochemical proof of AChE modified by El
Badawi and Schenk. During the postnatal period 54 - 90-days the AChE and BUuChE —
positive nerves were identified in typical topographies of the thymus. They were seen
in the perivascular localization as nerve plexuses but also as free AChE and BuChE
nerves passing separately. The highest number of the AChE, BuChE - positive
intrathymic nerve structures was observed at the period of the largest differentiation of
the functional parenchyma of the organ duringfor three months of postnatal
development).

Uvod

Cholinesterazy sa z biochemického hfadiska definuju ako hydrolazy, patriace do
skupiny esterazkarboxylovych kyselin, ktoré za optimalnych reakénych podmienok
hydrolyzuju estery cholinu. Podla ich substratovej afinity a inhibovatelnostieserinom, ¢i
organofosfatmi sa viac menej zhoduju s acetylcholinesterazou, ktora ma enzymoveé
Cislo Ec 3.1.1.7. oznacovana ako Specificka cholinesteraza.
ButyrylcholinesterazaBuChE je znama pod nazvom nespecificka cholinesteraza jej Ec
je 3.1.1.8. (acylhydrolazaacetylcholinu). Hydrolyzuje butyrylcholin, ale tiez sa podiela
na hydrolyze AChE. BuChE sluzi na odliSenie tychto dvoch cholinesteraz. Nie je
suCastou mozgu, je viac aktivna v peceni, kde sa syntetizuje a vyluCuje do plazmy.
Nachadza sa vo vacsine buniek, okrem cervenych krviniek. Ma vacsiu
substratovuspecifickost, ako AChE [1-2].V beznej histochemickej a biochemickej praxi
sa uprednostiuju reakéné substraty, a to acetyltiocholinjodidpri zistovani aktivity
AChE a butyryltiocholinjodid pri stanoveni aktivity BuChE. Ich Specifickost’ je relativna,
pretoZze v ramci obidvoch skupin cholinesteraz treba ratat s existenciou viacerych
pribuznych enzymov.

Material a metodika

V experimente sme pouzili kralika domaceho (Oryctolaguscuniculus), v poc¢te 30 kusov
oboch pohlavi. Priemerna hmotnost bola 1 250 gr, vek zvierat bol 54 dni. Kraliky
pochadzali zo sukromného chovu a boli dochované vo zverinci za Standardnych
podmienok chovu pri teplote 16-18°C. Kfmené boli granulovanou zmesou a napajané
pitnou vodou ad libitum. Pri chove a experimente boli dodrzané zasady stanovené
etickou komisiouUVLaF v KoSiciach.

Na znazornenieAChE a BuChEpozitivity nervovych vilakien v tymuse sme pouzili
priamu tiocholinovu metddu cytochemického dékazu AChE, BUChE v modifikacii [3]
prispdsobenej nasim podmienkam. Ako inhibitoryacetylcholinesteraz sme pouzili
acetyltiocholinjodid a butyriltiocholinjodid.
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Vysledky a diskusia
Ciefom prace bolo zmapovat distribuciu AChE a BuChE pozitivnych nervovych vlakien
v tymuse kralika v obdobi od 54 dni do 90 dni. Nervové vlakna v tymuse sa vyskytuju
v dvoch formach.
1. Nervové vlakna, ktoré sa spdjaju s cievami. Tieto vytvaraju perivaskularne splete
prebiehajuce v septach a smeruju do parenchymu organu. Do kbérovej vrstvy vstupuju
zo subkapsularnej nervovej splete. Na rozhrani kéry a drene sme pozorovali bohaté
nervové zoskupenia, kym v Casti kéry, kde sidlia poCetné lymfocyty je zastupenie
nervovych vlakien vefmi chudobné.
2. Druhu skupinu tvoria vlakna nezavislé na cievach. Ich vyskyt je najpoCetnejSi na
kortikomedularnej hranici a v dreni. AChE a BUChE pozitivne nervoveé vlakna vstupuju
do tymusu stepnami v podobe perivaskularnych nervovych spleti. V organe
prebiehaju v interlobularnych septach, smeruju do kéry. Z hrubSich spleti sa oddeluju
jemnejSie vlakna prebiehajuce parenchymom organu. V kérovej Casti tymusu tenké
nervové vlakna smeruju az k povrchu organu. Vyskyt jemnych BuChE pozitivhych
periarteriolarnych a solitarnych nervovych vlakien sme zaznamenali aj v dreni, zatial
¢o AChE pozitivné nervové vlakna sme v tejto topografii nepozorovali. Vedecké prace
[5-6], poukazujuna to, Ze je malo pravdepodobné, aby hlavna funkcia cholinesteraz
v krvi spocCivala len v hydrolyze volného ACh, pretoZe sa vyskytuju nielen v Kkrvi, ale i
v niektorych tkanivach. Nebola tiez potvrdena hypotéza o tom, Ze BUChE by mohla byt
prekurzorom pre AChE. BUChE je syntetizovana v peceni [4]. U niektorych jedincov,
so znizenou aktivitou BUChE sa zaznamenava zvy$ena vnimavost na myorelaxancie
[6], akymi su organofosfatové a karbamatové pesticidy, ktoré su tymto enzymom
rozkladané, alebo vychytavané. Funkény vyznam cholinesteraz sa v su€asnosti skuma
nielen v ramci cholinergickychneuro-neuronalnych a neuro-efektorovychsynapsii, ale i
z Casti na regulacii bunkovych procesov, ktoré su zavislé na primarnej interakcii ACh
so Specifickymi receptormi.
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Abstract

In present days breast reconstruction is considered as integral part of complex therapy
of breast cancer in developed countries. It has been approved that consciousness of
physical deformity for women after mastectomy can have devastating effect on their
psychics and even lives. For women the purpose is not only to survive the breast
cancer, but also to live a normal life after that. It can be told, that reconstruction of
breast after its resection due to cancer is one of the most intimate operation, which
woman can undergo. With early detection, therapy and following reconstruction of
breast every woman can reach back her natural shape of breast and return self-
confidence for her health. The aim for this briefing article is to introduce to the subject
of breast reconstruction and summarize current possibilities of techniques for breast
reconstruction after mastectomy.

Key words: breast reconstruction, auto transplantation of fat (fatgrafting), breast
cancer

Introduction
Breast reconstruction is a surgical intervention, whose aim is to recreate the volume of
breast after its resection.
In Slovakia breast cancer affects more than 2.500 women annualy. It is the most
frequent cancer in women. The mastectomy is still the method of treatment in
approximately one third of women. Together with fear, women face also to the anxiety,
depression and lost of self-confidence, which influence their ability to heal and
returning to normal life.
Increasing of feminism between 1960 and 1970 lead to income in new therapy
methods and operative methods of breast cancer. Radical mastectomy with lymphatic
node extirpation was improved. Breast saving operation was developed
(segmentectomy) together with sentinel node biopsy and radiotherapy. Breast
reconstruction was proved and became a optimal choice.
Reconstruction techniques for breast developed mainly from half of the 20th century
together with advancement of silicone implants. In 1962, after using first silicone
implant for aesthetic augmentation, many societies start to propose implants for breast
reconstruction. In 1992 the popularity of silicone implant decreased. In several women
patients a rupture of implants occurred with leakage of silicone into tissue, what lead to
painful scar and malformation of breast. In consequence FDA recalls silicone implants
from the market and ordered a further study. Silicone implants came back to American
market in 2006 after their safety was approved. Parallel another technique for breast
reconstruction occurs. Technigues that reconstruct breast using own tissue flaps were
tested. In 1970 it was reconstruction using LD (Latissimus Dorsi) flap and in 1982 first
reconstruction using TRAM (Transversus Rectus Abdominis Musculocutaneous) flap.
This endures as one of the most popular reconstruction technique after mastectomy till
present. In recent years the reconstruction technique using autologous fat tissue
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becomes more popular. It is advantageous mainly in breast saving operations whose
number increases in comparing to mastectomy.

Breast reconstruction is available for majority of women, disregarding the age, if they
are in good health condition and are in a need for breast reconstruction. Including
women with high risk for developing cancer (BRCA +), who undergo breast resection
for prophylactic reason.

Former treatment plan delayed breast reconstruction for a period of time so women
can mentally and emotionally recover after mastectomy, so called delayed
reconstruction. Recently the breast reconstruction takes place together with cancer
resection, so called immediate reconstruction.

Material and methods
For breast reconstruction current three methods are available:
1, reconstruction using implants or expander-implants
2, reconstruction using own tissue from another part of body
3, reconstruction using combination of these two aforementioned methods

Type of chosen breast reconstruction method depends on agreement between patient
and surgeon, in consideration to local findings on thorax, therapy process and
advantages and disadvantages of available methods.

Patients that underwent breast volume reconstruction of new breast commonly need
correction of shape on opposite breast. This is realized by reduction of large breast or
by elevating the breast (mastopexy). At the end of reconstruction a new mammilla and
areola is created from autologous tissue.

Continuing medical research influenced also breast reconstruction, where
autotransplantation of fat, as a promising method for breast volume increasing, is
currently mentioned [1]. Essence of this method is the presence of adult stem cells in
fatty tissue that enables ingrowing of the fat tissue in recipient area [2]. Although some
in vitro experiments show a potential risk of malign transformation [3] this was not
proven by longlasting clinical trials [4]. Consistent improving of process of intake,
processing and application of fat tissue lead to approximately 60-70 % of graft survival
[5]. It was also improved that adult stem cells have regenerative influence on
surrounding tissue that was previously irradiated during cancer therapy and for which
depletion of stem cells is typical [6].

At our Clinic for plastic surgery we started with fat tissue autotransplantation in
patients after breast resection before 5 years. Continuing with getting more familiar
with this procedure the number of indications for this, according to us very effective,
operation rises. Patients praise this method not only for its effect on breast deformity,
but also for effect of accessory liposuction, which is performed for fat tissue intake. Fat
grafting is mainly used as an accessory method for definitive shape correction after
breast reconstruction using flaps or implants (Fig. 1). Increasing number of patients
occurs after breast sparing operations, which are associated with shape deformity
together with alteration of areolo-mamillar complex and changes to soft tissue after
irradiation. According to our opinion, fat tissue autotransplantation is a method of
choice for this group of patients (Fig. 2). Fatgrafting can be also performed as a breast
reconstruction method after mastectomy for reshaping whole volume of breast (Fig. 3).
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Fig. 1 Imagining the amount of tissue gain - 6 months after fat tissue application with the aim for
increasing the volume on reconstructed breast from TRAM flap on left side, using DI3D Scan

Fig. 2 Imagining the amount of tissue gain - 6 months after fat tissue application to breast after
guadrantectomy and radiotherapy left sided, using DI3D Scan
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Fig. 3 Imagining the amount of tissue gain - 6 months after fat tissue application with purpose for breast
reshaping, right side, using DI3D Scan

Conclusion
All types of breast reconstruction methods have some advantages and disadvantages
and indications for application. Despite continuing development all this methods still
preserve in reconstruction armamentarium. According to our experience,
autotransplantation of fat tissue, as a relative new method, approved. It enriches the
reconstruction possibilities for breast reconstruction after breast resection and
sometimes became a method of choice.
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