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Postavenie a vyznam histolégie v medicinskych vedach

Histoldgia ma nezastupitelné miesto pri Studiu mediciny. Histologia ponuka délezité
poznatky o mikroskopickej a submikroskopickej stavbe fudskych buniek, tkaniv,
organov a systémov. Svojim postavenim a vyznamom predstavuje nespochybnitelny
integracny element medzi dalSimi medicinskymi odbormi, ako su napr. anatomia,
fyzioldgia, biologia, biochémia, patoldgia, hematoldgia a imunologia. Uz z tohto faktu
je zrejmé, Ze histologia je uzko spata s funkénymi prejavmi horeuvedenych Struktur
a pomaha objasnit’ vztah medzi Strukturou a funkciou. Pochopenie logického vztahu
histologie s inymi medicinskymi odvetviami zaujimavo ozivuje staticku deskriptivnu
histologiu a ulahCuje jej Studium. A naviac, histologia predstavuje pre niektoré
predmety medicinskeho kurikula Studijnu prerekvizitu (napr. pre patolégiu).

Funkéna histolégia sa bezpochyby javi ako progresivny odbor, ktory otvara nové
dimenzie tak pre zainteresovanych odbornikov ako aj pre vedychtivych a poctivych
Studentov a mdéze byt aj zdrojom intelektualneho poteSenia.

Histoldgia ako vedny odbor vyuziva v sucasnosti Siroku skalu metodickych postupov
a technik, ktoré zahffhaju klasické zakladné farbiace metdédy, histochemické
a imunohistochemické postupy aich modifikacie, rézne typy elektronovej
mikroskopie, histoautoradiografiu, morfometricki analyzu, frakcionaciu buniek,
extrakcné metody, kultivaciu buniek, molekulovo-genetické metody, atd. Na tomto
mieste sa nedaju nespomenut ani moderné S$tatistické analyzy a ich vyuZitie pri
hodnoteni ziskanych vysledkov. Uvedené metodiky moézu v podstate tiez
predstavovat spolo¢ného menovatela s pribuznymi vednymi odbormi.

Z pohfadu praktickej histolégie, najma posledné desatroCia su charakterizované
zvySenou poziadavkou klinickych odborov na mikroskopické vySetrenie fudskych, ale
aj zvieracich tkaniv a organov. To len zdéraznuje potrebu adekvatnej histologickej
erudovanosti kazdeho lekara, zdravy prehlad v histologickych vySetrovacich
metddach, poznat zasady odberu, fixacie tkaniv a ich odosielanie na prislusny typ
vySetrenia. Profesionalna znalost tychto principov je zakladnym a nevyhnutnym
predpokladom presného histologického zhodnotenia morfologického obrazu
(normalneho alebo patologicky zmeneného tkaniva) a spravnej interpretacie
ziskanych nalezov.

Marian Adamkov
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Lymfaticky systém a imunitné reakcie pri zapalovych procesoch

Kunertova, L., Mellova, Y.

Ustav anatémie, JLF UK v Martine
kunertova@lefa.sk

Abstract
The lymphatic vasculature plays important roles in tissue fluid balance, immune
defense, metabolism and cancer metastasis. In adults, lymphatic vessel formation
and remodeling occurs primarily during inflammation, development of the corpus
luteum, wound healing, and tumor growth. Unlike the blood circulation, where
unidirectional flow is sustained by the pumping actions of the heart, pumping actions
intrinsic to the lymphatic vessels themselves are important drivers of lymphatic flow.

Key words: lymphatic system, development of lymphatic vessels, inflamantion

Uvod

Lymfatické cievy zohravaju délezitu ulohu v udrziavani rovnovahy tkanivovej
tekutiny, v imunitnej odpovedi organizmu, metabolizme, v rozvoji a priebehu
zapalovych ochoreni, pri metastazovani nadorovych ochoreni. U dospelych sa
tvorba lymfatickych ciev a remodelacia vyskytuje primarne pocas zapalu, vyvoja
corpus luteum, hojenia ran, pripadne rastu nadoru. Na rozdiel od krvného obehu,
kde je jednosmerny tok krvi udrziavany akciou srdca, je hnacim motorom prestupu
tkanivového moku z intersticia do lymfatickych ciev intenzita lymfatického toku.

Za fyziologickych podmienok vymena tekutiny a plazmatickych elementov
medzi krvnym rieCiskom a tkanivami sa deje na kapilarnej urovni, takto bunky
ziskavaju ziviny a eliminuju odpad. Lymfatické cievy tu zohravaju doélezitu ulohu,
vracaju prebytocnu tekutinu a pozostatky metabolizmu naspat do krvného riecCiska.
Tekutina, lymfa, sa spo€iatku zhromazduje v primarnom lymfatickom plexe a potom
sa prepravuje do zbernych lymfatickych ciev, ktoré maju k tomu prispdsobenu svoju
stavbu, stena cievy obsahuje vlakna hladkej svaloviny a v lumene sa nachadzaju
chlopne. Svalové vlakna napomahaju toku lymfy a chlopne do usmerfiuju jednym
smerom. Lymfa, ktora je bohata na antigény a imunitné bunky, je odvadzana cez
lymfatické uzliny. Su u€innou sucastou organizacie imunitnej reakcie organizmu.
Antigén je zachyteny dendritickymi bunkami v periférnych tkanivach, je
transportovany cez lymfatické bunky do lymfatickych uzlin, tu sa nachadzaju
lymfocyty pre Specifické antigény. Lymfocyty udrzZiavaju imunokompetenciu tym, Ze
cirkuluju z jednej lymfatickej uzliny do inej, ku kazdému jednotlivému tkanivu.
PoruSenie lymfatickej drenaze spOsobuje vznik lymfedému. Lymphedem alebo
lymfaticka insuficiencia je charakterizovany bolestivym regionalnym opuchom, ked
sa tekutina akumuluje v intersticu. V postupom €asu vedie lymfedém zhorSeniu
imunitnej obrany v postihnutej oblasti. Naj¢astejSimi pri€¢inami poruchy funkcie
lymfatického systému su rézne vrodené ochorenia, parazitarne infekcie,
lymfadenektémia a postchirurgicka radioterapia u pacientov s rakovinou, a podobne.
Zhubné nadory mézu priamo menit obklopujuce lymfatické cievy, ¢o umozriuje
transport rakovinovych buniek cez lymfaticku drenaz do lymfatickych uzlin [5].
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Vyvoj lymfatickych ciev

Lymfatické cievy sa zacCinaju tvorit' in utero priblizne v6 — 7 tyZdni. Vyvijaju sa
nezavisle od krvného rieCiska a k prepojeniu tychto dvoch systémov dochadza az
sekundarne. Zaklady lymfatickych ciev sa zaéinaju objavovat pozdiz venae
cardinales ako systém Strbiniek v mezenchyme. Tieto Strbinky sa navzajom spajaju
do vakovitych utvarov, ktoré su vystlané vrstvou endotelovych buniek a z tychto
vakov vyrastaju lymfatické cievy, tento proces sa nazyva lymfagiogenéza.
Novovytvorené cievy sa spajaju s oddelenymi lymfatickymi kapilarnymi sietami
a spolu vytvaraju lymfatické plexy. Okolo tretieho mesiaca sa v tychto plexoch
zacinaju hromadit’ uzliky mezenchymu, z ktorych sa diferencuju lymfatické uzliny [6,
7]. Ako sa lymfaticky cievny strom rozSiruje, spojenia s krvnymi cievami sa stracaju,
okrem pripadov, ked sa lymfa vrati spat do krvného obehu v mieste vyustenia
ductus thoracicus a truncus lymphaticus dexter do angulus venosus. Expresia
nereceptorovej cytoplazmatickej tyrozin kinazy SYK a signalneho - transdukéného
adaptorového proteinu SLP 76 vendotelovych, ako aj v cirkulujucich
hematopoetickych bunkach, je rozhodujuca pre separaciu krvnych a lymfatickych
ciev. Strata tychto mediatorov vedie k abnormalnym spojeniam medzi lymfatickymi a
krvnymi cievami po¢as embryogenézy [1, 6]

Pri vyvoji a udrziavani lymfatickych ciev ma vyznam mnozstvo rastovych faktorov
tak, Ze sa viazu na pribuzné receptory umiestnené na povrchu lymfatickych
endotelialnych buniek. Toto spojenie aktivuje alebo naopak potlaca enzymaticku
aktivitu, ktora prenasa signaly pre zmenu bunkovych biologickych procesov. Existuju
dve hlavné drahy, ktoré riadia aktivitu lymfatickych endotelialnych buniek, je to vazba
vaskularneho endotelového rastového faktora (VEGF) na VEGF receptor (VEGFR) a
angioproteinova (Ang) -TIE (tyrozinkinaza s lg). Lymfangiogenéza a rast prvych
endotelidlnych buniek pofas embryogenézy su riadené VEGF-C a VEGF-D
sprostredkovanou aktivaciou VEGFR-2 a VEGFR-3. Tieto faktory su zodpovedné za
aktivaciu lymfatického systému aj po€as dospelosti [2, 5]. Rast ciev v postnatalnom
obdobi, ako aj ich remodelaciu a dozrievanie stimuluju Ang molekuly.

Lymfaticky systém a imunitna reakcia

Lymfa je bohata na antigény a humoralne faktory, ktoré bud' prestupuju z okolitych
tkaniv alebo su pritomné v lymfatickych cievach, v momente, ked prechadza cez
lymfaticku uzlu na ceste spat do systémovej cirkulacie. Tymto spésobom su antigén
a bunky prezentujuce antigén (APC) z periférnych tkaniv ucinne koncentrované
v efektorovej Casti LN. V normalnom homeostatickom stave patria medzi bunky,
ktoré vstupuju do LN, primarne dendritické bunky (DC) a pamatové T bunky. DC
obsahuju vlastné antigény a migruju do LN, kde si zachovavaju nezrely stav, ktory je
charakterizovany nizkou uroviiou expresie stimulacnych molekul. Nehematopoetické
stromalne bunky (napr. LEC alebo fibroblastické retikularne bunky (FRC)) tiez
podporuju toleranciu, prostrednictvom expresie antigénov periférneho tkaniva.
Funkéné lymfatické cievy su potrebné na udrzanie LN mikro-architektury, ktora
podporuje optimalne interakcie medzi bunkami prezentujucimi antigén (APC) a
vzacnymi antigén-Specifickymi lymfocytmi. V lymfatickych uzlinach su primarne
folikuly zlozené z B buniek s folikularnymi DC umiestnenymi v koére lymfatickej
uzliny. T bunky a DC sa distribuuju v parakortikalnej oblasti. Va¢sina makrofagov
lymfatickych uzlin sa nachadza v okrajovych sinusovych a medularnych kordoch.
LEC obklopuju LN a sustreduju sa do oblasti medulla a sinusu [5].
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Zapalové zmeny lymfatického systému

Jemne ladena zapalova odpoved vytvara imunitnu reakciu na cudzie antigény,
priom zabrafuje zjavnym reakcidam na vlastné antigény. Struktira lymfatickych
uzlin podlieha po aktivacii antigénu dramatickym zmenam, vratane angiogenézy
a lymfangiogenézy. Tieto doCasné zmeny zabranuju pristupu antigénov k T-
a dendritickym bunkam aich vzajomnym interakciam, priCom zvySuju schopnost
efektorovych buniek opustit uzliny, a tak zabranovat patologickym imunne
sprostredkovanym Skodam. Virusova infekcia a imunitny stimulant zvySuje supresiu
fibroblastickych retikularnych buniek a potlaca odpovede T- buniek. AvSak
naruSenie steny lymfatickej cievy alebo ich autondmne kontrakcie zhorSuju odtok
tekutin, a tym aj schopnost’ aktivovat imunitnu odpoved na patogén, €o vedie k
pretrvavaniu infekcie. PoCas akutneho zapalu dochadza k lymfangiogenéze v oblasti
zapalu avoblasti odtoku z lymfatickej uzliny. Vyznamne Kk Ilymfangiogenéze
v uzlinach prispievaju aj B-bunky.PoCas chronického zapalu lymfangiogenéza
podporuje formovanie ektopického lymfatického tkaniva znameho ako tercialne
lymfatické organy de novo (TLO). TLO zdielaju znacné morfologické, bunkové,
chemokinové a vaskularne charakteristiky s lymfatickymi uzlinami.  Napriklad
chronické odmietnutie transplantovanych [udskych obli¢iek je poznacené
podstatnym zvySenim hustoty lymfatickych ciev v infiltratoch imunitnych buniek a
okolitych infiltratov v porovnani s organmi, ktorych prijimanie sa vyvija dobre. Alebo
odmietnutie rohovkovych Stepov méze byt predpovedané pritomnostou
lymfangiogenézy. U pacientov s reumatoidnou artritidou sa lymfangiogénny faktor
VEGF-C zvySuje. Lymfangiogenéza bola zaznamenana aj pri inych autoimunitnych
ochoreniach, ako su zapalové ochorenia Criev, Crohnova choroba a ulcer6zna
kolitida, pricom sa dalej zdbérazriuje délezitd uloha lymfatickych ciev v tychto
imunitnych procesoch [6].

Zaver

V poslednych rokoch bol dosiahnuty vyznamny pokrok v chapani zapalovej
lymfangiogenézy a vyznamu lymfatickych ciev vo vyvoiji a rieSeni zapalovych reakcii.
Vyskum ukazal, ze lymfatické cievy tvoria vysoko dynamicku siet, ktora rychlo
reaguje na zapal tkaniva v zavislosti od stimulu a typu tkaniva. Funkény vyznam
zapalovej lymfangiogenézy sa javi ako vysoko Specificky, svedcia o tom pro- alebo
protizapalové ucinky pozorované v zavislosti na analyzovanom tkanive. Niektoré
Studie vykonané na zvieratach ju identifikovali ako potencialny terapeuticky ciel pre
modulaciu zapalovych a imunitnych odpovedi. Aj ked' sa dosiahli sfubné vysledky na
tychto modeloch, zostava eSte vela nezodpovedanych otazok veducich k lepSiemu
pochopeniu presného mechanizmu prostrednictvom, ktorého sa lymfatické cievy
podielaju na regulacii zapalu tkaniva a imunitnej odpovede. Je pravdepodobné, Ze
uloha lymfatickej siete v regulacii imunitnych reakcii presahuje transport antigénu,
zapalovych mediatorov, a leukocytov medzi perifernymi tkanivami [3].

Lymfatické cievy hraju kfd€ovu ulohu pre udrZzanie rovnovahy tekutin,
obranyschopnost’ organizmu. Lymfatické cievy ulahCuju metastazovanie nadorovych
ochoreni. Bola popisana uloha lymfangiogenézy v imunologickom odmietnuti
transplantovanych tkaniv a na rieSenie tejto problematiky boli vyvinuté nové liecby.
Sekrécia lymfangiogénnych rastovych faktorov, ako je VEGF-C, bola spojena s
produkciou NO, syntézou prostaglandinov. Stale viac je jasné, Ze Struktura
lymfatickych ciev sa od Struktury krvnych ciev velmi liSi, takisto ako aj v
molekularnych mechanizmoch, ktoré riadia ich funkciu. Konkrétne, transport tekutiny
lymfatickymi cievami je sprostredkovany mechanizmami, ktoré su vlastné samotnym
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zhromazdujucim sa lymfatickym nadobam a nie centralizovanym &erpadlom, ako je
srdce u krvného rieciska.
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Lymfatické kapilary v papilach dermis v léziach lichen ruber planus

Vybohova, D.}, Adamicova, K.?, Adamkov, M.%, Mellova, Y.*

'Ustav anatémie JLF UK v Martine, ?Ustav patologicke anatémie JLF UK v Martine, *Ustav histologie
a embryologie JLF UK v Martine
vybohova@lefa.sk

Abstract

Objective of present study was the observation of lymphatic capillaries position
within the dermal papillae of the cutaneous lichen ruber planus lesions and healthy
skin. Pathological samples (17) and control healthy skin samples (13) were taken
from abdominal, back and femoral regions. Blood and lymphatic endothelium was
detected using double immunohistochemistry wit antibodies to CD34 and
podoplanin. Results revealed that lymphatic capillaries in healthy skin are situated
mainly below the papillary line or in the lower levels of the dermal papillae. In lichen
planus lesions proliferating lymphatics ingrew to higher levels of the dermal papillae,
in 53% at the area between the papillary and midpoint line and in 41% to the top of
the papillae . Although lymphatic capillaries run in vicinity of blood capillaries, it was
evident that blood capillaries ascend higher than lymphatic in both lesional and
healthy skin.

Key words: lymphatic capillaries, dermal papillae, cutaneous lichen ruber planus

Uvod

Lymfatické kapilary su integralnou sucastou mikrocirkulacného systému koze, ktoré
slepo zacinaju v papilach dermis [1] resp. na rozhrani pars papillaris et reticularis
dermis [2]. Lymfatické kapilary prebiehaju v tesnej blizkosti krvnych kapilar ich
limen je vSak vacsi (okolo 50-60 ym) a znaCne nepravidelny, stena ovela tenSia
(50-100nm vs 2,5-3,5 um) [3]. Lymfatické kapilary vytvaraju v dermis dve spleti:
povrchovu a hlboku v blizkosti krvnych spleti plexus subpapilaris et plexus
reticularis, pricom lymfaticka splet je ulozena vzdy trochu hlbSie. Z hibokej spleti je
nasledne lymfa drenovana do lymfatickych kolektorov [1-4].

Lichen ruber planus je relativne Casté subakutne az chronické zapalové ochorenie
koze, ktoré sa moze vyvijat aj na slizniciach Podla najnovSich Studii sa lichen ruber
planus zaraduje ochoreniam sprostredkovanym T — lymfocytmi. Predpoklada sa, ze
ide o autoimunitné ochorenie, sprostredkované autoreaktivnymi T — lymfocytmi,
ktoré skrizene reaguju voc€i epidermalmym keratinocytom najma bazalnym [5-6]. Aj
ked dékazy o angioproliferacii v plexus subpapillaris v léziach lichen ruber planus sa
zacinaju objavovat, o ulohe a zmenach lymfatickej mikrocirkulacie je zatial znamych
iba malo informacii. V experimentalnych Studiach sa v8ak uloha lymfangiogenézy
v procese chronického zapalu jednoznacne potvrdila. Je teda predpoklad, ze by
mohla byt suastou zapalového procesu pri chronickych dermatdézach ako lichen
ruber planus ako sme potvrdili v nasej predchadzajucej praci [7]. V tejto Studii sme
sa zamerali na sledovanie polohy novotvorenych lymfatickych kapilar v papilach
dermis v koznych léziach psoriasis vulgaris.

Material a metodika
Nas subor tvorilo 17 vzoriek kozZe (archivovanych parafinovych blo¢kov) odobratych
z koznych 1ézii lichen ruber planus z regiones dorsi, abdominis et femoris od
pacientov vo vekovom rozmedzi 30 - 60 rokov. Kontrolné vzorky (13) boli odobraté
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zo zdrave] koze od pacientov (kadaverov), ktori nemali v anamnéze kozné
ochorenie. Vzorky boli zaliate do parafinu, rezané na hrubku 4 pm a ukladané na
silanizované sklicka.

Na detekciu krvnych a lymfatickych kapilar sme pouzili metodu dvojitej
imunohistochémie s protilatkami: antiCD34 (Monoclonal Mouse Anti-Human CD34
Class Il Clone QBENnd-10 M 7165, DakoCytomation Denmark A/S) na detekciu
krvnych endotélii a antiD2-40 (Monoclonal Mouse Anti-Human D2-40 Clone D2-40,
DakoCytomation Denmark A/S) detekciu lymfatickych endotélii. Odmaskovanie
epitopov sme robili teplom, priCom predtym sme rezy inkubovali v Target Retrieval
Solution High pH (Code No. S3308, DakoCytomation Denmark A/S). Na vizualizaciu
sme pouzili kit EnVision Doublestain System (Code K 1395, DakoCytomation
Denmark A/S), ktory umoznil suCasnu detekciu dvoch antigénov (CD34
aj podoplanin). Ako chromogény boli pouzité diaminobenzidin a permanentna
Cerven. Na zaver boli rezy dofarbené Mayerovym hematoxylinom.

Morfometrické vyhodnocovanie sme robili pouzitim softvéru QuickPhoto Micro
Version 3.1 (Promicra, Praha). Vyhodnocovali sme polohu lumenov krvnych
miesta epidermalnych ¢apov) a polohu k midpoint linii (Siara spajajuca body, ktory
lezia v strede vzdialenosti medzi povrchom epidermis a subpapilarnou liniou).
Vzorky boli nasledne zaradené do troch skupin podfa toho, v akej vySke sa
nachadzali najvysSie uloZzené lumeny lymfatickych kapilar: kapilary zasahujuce do
urovne subpapilarnej linie, kapilary zasahujuce do oblasti papily medzi
subpapilarnou a midpoint liniou a kapilary zasahujuce do oblasti papily nad midpoint
liniou. Viysledky sme $tatisticky vyhodnocovali x* — testom.

Vysledky a diskusia
Hoci lymfatické a krvné kapilary prebiehaju v tesnej blizkosti, zistili sme isté
charakteristické odliSnosti medzi lymfatickymi a krvnymi kapilarami.
Lumeny krvnych kapilar mali menSi priemer a pravidelny tvar, avSak lumeny
lymfatickych kapilar boli nepravidelné a zvyCajne vacsie (vid obrazok 1). Uz
v predchadzajucej studii [7] sme potvrdili narast lymfatickej mikrocirkulacie v 1éziach
lichen ruber planus v porovnani so zdravou kozou (vid tabulka 1). Teraz sme sa
zamerali na polohu lymfatickych kapilar v papilach dermis.
V zdravej kozi boli lumeny krvnych kapilar viditelné aj vysoko v papilach, avsak
lymfatické kapilary boli va¢sinou pod subpapilarnou liniou (69%) alebo iba tesne nad
fou (31%).
Vo vzorkach lichen ruber planus sme pozorovali lymfatické kapilary aj vo vysSich
etazach papily, ked v urovni medzi subpapilarnou a midpoint liniou boli najvyssie
viditelné Iumeny lymfatickych kapilar v 53% vzoriek au dalSich 41% vzoriek
zasahovali lumeny lymfatickych kapilar este vy$Sie nad midpoint liniu. Statisticka
analyza potvrdila signifikantné odliSnosti v polohe lymfatickych kapilar v zdravej koZi
a v léziach lichen ruber planus (x* = 15,057; p= 0,0005).
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Obr. 1 Lameny krvnych (hneda) a lymfatickych (Cervena) kapilar znazornené pomocou dvojitej
imunohistochémie s pouzitim anti CD34 a D2-40 v koznej Iézii lichen ruber planus.

Tab. 1
Kozné lézie
Zdrava koza lichen ruber planus
(n=13) (n=17)
LVA *qymphatic vessel area) '0,383+0,076 '0,813+0,189
(podla Vybohova et al., 2015)
Lymfatické kapilary zasahujiuce do
urovne subpapilarnej linie 9/69% 1/6%
Lymfatické kapilary zasahujice do
oblasti papily medzi subpapilarnou 4/31% 9/ 53%
a midpoint liniou
Lymfatické kapilary zasahujice do
oblasti papily nad midpoint liniou 0/0% 7141%
X - test X~ =15,057
p= 0,0005

Pre lymfatické kapilary je charakteristicka tenSia endotelova vystelka ako v krvnych
kapilarach, bazalna membrana chyba alebo je inkompletna ajej stena nie je
stabilizovana pericytmi. K abluminalnemu povrchu endotelovych buniek lymfatickych
kapilar sa v8ak upinaju mikrofilamenty fibrilinu tzv. kotviace fibrily, ktoré fixuju
kapilaru k elastickym a kolagénovym vldknam v dermis areaguju na zmeny Vv
intersticiu. V pripade zvySeného tlaku v intersticiu, napriklad pri edéme, sa tahom
kotviacich fibril kapilary otvaraju (zvacsuju svoj lumen) a zvacsuju sa aj Strbiny
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medzi endotelovymi bunkami, ¢im sa vyrazne zvySi permeabilita cievnej steny [3-4,
8-10].

Endotelové bunky lymfatickych kapilar sa tvarom podobaju dubovému listu a nie su
medzi sebou tak pevne spojené ako v krvnych kapilarach. Vytvaraju ventilové
spojenia [10] tzv. ,button like junctions® [9] alebo ,overlapping intercellular junctions®
[3], ktoré su jedineCné a typické iba pre lymfatické kapilary. Vybezky susednych
endotelovych buniek lymfatickych kapilar sa vzajomne prekryvaju a funguju ako
ventily. ZjednoSene povedané, za kludovych podmienok, ak je tlak v intersticiu
nizky, ventily zostavaju uzatvorené (vybezky endotelovych buniek sa prekryvaju), ak
vSak dojte k hromadeniu tekutiny v intersticiu a tlak sa zvysSi, tahom kotviacich fibril
sa susedné endotelové bunky od seba vzdialia (vybezky endotelovych buniek sa uz
nebudu prekryvat) a ventil medzi susednymi bunkami sa otvori pre prestup tekutin,
bielkovin aj buniek [3, 9-10].

Novotvorené lymfatické cievy v mieste chronického zapalu pomahaju redukovat
zapalovy edém apodporuju imunitné procesy transportom makrofagov
a dendritickych buniek. Predpoklada sa, Zze niektoré zapalové cytokiny , najma
prostaglandiny a histamin, negativne ovplyviuju kontraktilitu lymfatickych ciev, ktora
vyustuje do ich insuficiencie a nasledne do kompenzacnej lymfangiogenézy [9, 11].
Ta je suCastou zapalového procesu aj v koznych léziach lichen ruber planus.

Zaver
Z vysledkov vyplyva, Ze lymfatické kapilary v koznych léziach lichen ruber planus
zasahuju v papilach dermis do vysSich etazi ako lymfatické kapilary v zdravej kozi,
proliferuju smerom k epidermis. Hoci lymfatické a krvné Kkapilary prebiehaju
v patologickych léziach v papilach dermis v tesnej blizkosti, zo Studia vyplynulo, ze
krvné kapilary zasahovali v dermalnych papilach vysSie ako lymfatické a to tak
v zdravej kozi ako aj v léziach lichen ruber planus.
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Abstract

In year 2013, the new classification of tumours of soft tissue and bones was
released. This edition belongs to the fourth series of so-called Blue Books published
under the auspices of the World Health Organisation (WHO). The current
classification follows the previous third edition, from which it differs in several
aspects. Thevast majority of changes are related to the soft tissue tumour section,
which was enriched with three new chapters, some entities or terms were removed,
new diagnoses were introduced, and several tumours were reallocated to other
categories. Compared to the previous edition, more detailed molecular and
cytogenetic data were incorporated in the current issue. However, abundant
molecular and cytogenetic data highlight ani ncreasing problem of growing numbers
of genetic overlaps even among quite different tumours. In the current contributions
applies in particular to certain information in the category of tumors of uncertain
differentiation and undifferentiated/unclassified sarcoma.

Key words: soft tissue tumors, WHO classification, undifferentiated pleomorphic
sarcoma

Uvod

WHO Kklasifikacia tumorov makkych tkaniv a kosti prekonala v ostatnych decéniach
znacné zmeny. O tych najpodstatnejSich sa diskutovalo uz v predchadzajucej edicii,
v tretom vydani (2002) [1]. Ku klu€ovym pokrokom v kategorii ,soft tissue tumors®
patri zistenie, Ze niektoré morfologicky jednoznaéne benigne nadory (napr. benigny
fibrézny histiocytom alebo difuzny typ obrovskobunkového tumoru S$lachovych
poSiev mozu velmi zriedkavometastazovat. Tuto progndézu nemozno stanovit na
zaklade morfologického &i iného charakteru [2-4].

Niektoré vseobecné zmeny v novej klasifikacii

V prispevku sa chceme venovat najma zmene jednotky historicky nazyvanej
maligny fibrézny histiocytom (MFH). Tento nador sa v predchadzajucom vydani
synonymicky oznacoval ako nediferencovany pleomorfny sarkom. Zdokonalovanim
vySetrovacich metdéd v patolégii mozno vacésinu pleomorfnych nadorov pri
podrobnom vySetreni dalej subklasifikovat’ a nador spravne zaradit ako pleomorfny
leiomyosarkéom, high-grade myxofibrosarkom, dediferencovany alebo pleomorfny
liposarkdm alebo pleomorfny rhabdomyosarkém. Tzv. pleomorfny MFH bol
v minulosti naj¢astejSie diagnostikovanym sarkémom u dospelych pacientov, pri
doslednej aplikacii kritérii WHO klasifikacie by vSak jeho poCetnost nemala prekrocit
5 % zhubnych nadorov makkych tkaniv [2]. Stvrté vydanie WHO zastarany nézov
MFH uplne vypustilo. Tato kategdria nadorov je v suCasnosti zaradena do
samostatnej, novej kategérie nediferencovanych/neklasifikovanych sarkémov.

Kategoria nadorov s neistou diferenciaciou sa tak postupne rozrasta o nadory, ktoré
boli pédvodne zaradené do inej skupiny alebo o novo uvedené jednotky [2, 4].
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Neoddelitelnou suc€astou obidvoch poslednych klasifikacii WHO klasifikacie
mezenchymovych nadorov su rychlo sa rozrastajuce informacie o genetickych
datach, ktoré na jednej strane robia diagnézu presnejSou, no na druhej strane
generuju jednotky, pri ktorych sa vyskytuju rovnaké genetické zmeny, ale
histogeneticky boli dodnes zaradované do inych skupin, €o p&sobi pri ich
diagnostike zavadzajuco [4].

Histologicky grade sarkomov tkaniv sa poklada za najvyznamnejSi prognosticky
faktor. Ani v suCasnosti vSak neexistuje jednotna a univerzalne akceptovana
gradingova schéma tychto nadorov. Medzi v suCasnosti najCastejSie pouzivané
schémy patria dve trojstupniové, tzv. NCI (National Cancer Institute) a FNCLCC
(Fédération Nationale des Centresde Lutte Contre la Cancer) gradingové systémy.
Obidva systémy su =zalozené na kvantifikacii mitotickej aktivity a rozsahu
koagulacnej nekrozy. Ich hlavnym komponentom je histologicky typ nadoru [5].
Medzi hlavné slabiny obidvoch schém patri spravne urCenie histologického typu,
pripadne subtypu sarkdbmu, sporne aplikované kritéria poCtu mitotickych Struktar
pri hypocelularnych (myxoidnych) nadoroch a stanovenie rozsahu intralezionalnej
nekrézy pri nadoroch s velkymi rozmermi, pri ktorych je vySetrovana iba mala Cast
nadoroveho tkaniva. Velmi problematické je tiezZ hodnotenie nekrdzy pri nadore,
ktory bol pred vySetrenim lieCeny chemoterapiou, pripadne radioterapiou [5].
V najnovSej WHO Kklasifikacii je uvedeny tzv. molekulovy gradingovy systém
zalozeny na identifikacii expresivneho profilu 67 génov suvisiacich s komplexitou
chromozomov a riadiacich mitéz (CINSARC, Complexity Index in SARComas), ktory
bol opisany na velkom subore sarkdmov s komplexnym gendémovym profilom.Tento
molekularny gradingovy systém pri high-grade sarkémoch, gastrointestinalnych
stromalnych tumoroch (GIST), ale napr. aj pri karcinome prsnika a difuznom
velkobunkovom B-lymfome prognosticky prekonava histologicky grading [6-7].

Tab. 1 Vypocet kategérii tumorov makkych tkaniv v 3. a 4. edicii WHO klasifikacie

Kategérie tumorov makkych tkaniv

WHO 2002 WHO 2013
Adipocytarne tumory Adipocytarne tumory
Fibroblastické/myofibroblastické tumory Fibroblastické/myofibroblastické tumory
Tzv. fibrohistiocytarne“ tumory Tzv. fibrohistiocytarne“ tumory
Pericytické (perivaskularne) tumory Pericytické (perivaskularne) tumory
Hladkosvalové tumory Hladkosvalové tumory
Tumory kostrového svalu Tumory kostrového svalu
Vaskularne tumory Vaskularne tumory
Chondroosedzne tumory Chondroose6zne tumory
Tumory neistej diferenciacie GISTy
Tumory nervovych obalov
Tumory neistej diferenciacie
Nediferencované/neklasifikované sarkémy

Nadory neistej diferenciacie
Pri nadoroch zaradenych do tejto kategérie nie je znama linia diferenciacie, ktoru
nadory rekapituluju. Tieto nadory su vymedzené histochemicky alebo
molekulovogeneticky. Tato skupina nadorov bola rozSirena o Styri jednotky. Akralny
(digitalny) fibromyxédm patri medzi benigne nadory dospelych, takmer vzdy je
lokalizovany v blizkosti nechtového 16zka. Pozostava z uniformnych vretenovitych
buniek, ktoré su obklopené myxoidnym matrixom. Druhym novo uvedenym nadorom
je atypicky fibroxantém (AFX), pévodne zaradeny medzi WHO klasifikaciu koznych
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nadorov, ktory sa v takmer vSetkych pripadoch sprava benigne, a to napriek svojej
Jednoznacne malignej“ morfolégii. Extrémne zriedka vS8ak mdze zaloZit' vzdialené
metastazy. Tretim, uplné nanovo zaradenym nadorom je hemosideroticky
fibrolipomatozny tumor (HFLT), niekedy oznaCeny ako hemosideroticka
fibrohistiocytarna lipomatdzna |ézia. Ide o zriedkavu afekciu postihujucu dospelych
pacientov. Pozostava z neostro ohraniCenej proliferacie zrelého tukového tkaniva
a uniformnych fibroblastov s depozitmi hemosiderinu. Lokalne recidivuje az v 1/3
pripadov a ma potencial k malignej progresii. V HFLT bola identifikovana rovnaka
translokacia ako pri myxoinflamatérnom fibroblastickom sarkéme (alebo atypickom
myxoinflamatornom fibroblastickom tumore),teda t(1;10)(p22;q24). Obidve afekcie
sa Kklinicky podobne prezentuju a v sucCasnosti boli opisané so zmieSanymi
morfologickymi charakteristikami. Poslednym novopredstavenym nadorom v tejto
skupine je fosfaturicky mezenchymovy tumor, ktory sa zjavuje u dospelych
stredného veku v fubovolnej lokalizacii a prostrednictvom fibroblastického rastového
faktora 23 (FBGF23). Pozostava z morfologicky charakteristickych buniek so
vzhfadom a s usporiadanim myofibroblastov alebo myopericitov, ktoré su obklopené
hyalinizovanym  matrixom, miestami s granularnymi  kalcifikaciami.  Ide
o intermediarny zriedkavo metastazujuci tumor [4]. V suCasnej klasifikacii sa uz pre
Ewingov sarkbm nepouziva synonymicky termin primitivny neuroektodermalny
tumor (PNET), ato zddovodu mozZnej zameny s podobne oznaovanymi |éziami
v CNS avzZenskom genitalnom systéme. Kriticky sa pristupuje aj k diagndze
maligneho mezenchymomu, ktory je vylu€eny zo zoznamu kédov MKN-0. Vacsina
v minulosti opisovanych pripadov maligneho mezenchymomu pravdepodobne
predstavuje heteroldégnu liniu diferenciacie v konkrétnych sarkémoch, najCastejSie
v myxoidnom liposarkéme, ALT alebo dediferencovanom liposarkéme [3].

Nediferencované/neklasifikované sarkémy

Ide o novo v€lenenu skupinu malignych nadorov, ktora obsahuje lézie, pdvodne
oznacované ako tzv. maligny fibrézny histiocytém (MFH) (obr. 1). Do tejto kategérie
sa zaraduju sarkomy, pri ktorych sa nijakou dostupnou metédou nepodari zistit' liniu
diferenciacie. Ich dalSia subklasifikacia je zalozena na bunkovej morfoldgii.
V suCasnosti sa teda rozliSuje pat variantov nediferencovanych sarkdémov:
nediferencovany vretenobunkovy, pleomorfny, gulatobunkovy a epiteloidny sarkém,
ako aj nediferencovany sarkom blizSie neSpecifikovany. Priblizne Stvrtina
nediferencovanych/neklasifikovanych sarkomov vznika v suvislosti
s predchadzajucim oZiarenim. Pomocou molekulovogenetickych metdd boli
odhalené mnohé chromozomalne prestavby, prevazne translokacie, pomocou
ktorych su medzi gulatobunkovymi sarkdmami vycClefiované niektoré genetické
podskupiny. U Casti pediatrickych pacientov bol napr. identifikovany fuzny gén CIC-
DUX4, ktory kdéduje chimericky protein deregulujuci gény podtriedy PEA3 rodiny
ETS. Podobné gény su vo zvySenej miere exprimované aj v klasickom Ewingovom
sarkome. Tak sa vysvetluje napr. morfologicka podobnost gulatobunkového variantu
nediferencovaného sarkbmu s Ewingovym sarkomom. Genetické udaje v tejto
kategoérii sarkbmov rychlo pribudaju. Ztohto dévodu mozno ocCakavat, ze
v buducnosti  nastane  reorganizacia celej kapitoly  nediferencovanych/
neklasifikovanych sarkémov.
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Obr. 1 Nediferencovany pleomorfny sarkém, ktory v predchadzajucej edicii mohol byt
diagnostikovany ako maligny fibrézny histiocytém (HE, 240x).

Zaver
MozZno oCakavat, Ze s pokracujucimi uspechmi molekulovych a genetickych Studii
budu definované dalSie neoplastické jednotky mezenchymovych tumorov a tie
sucasné budu presnejSie subklasifikované.
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Abstract

The immunotherapy goes through a huge development these days. There is a
contribution of new findings about complex interactions between tumorous cells, cells
of tumorous micoenvironment (TME) and organism.One of these interaction is the
engagement PD1 and PD-L1 between T cells and tumorous cells and the necessity
of it's reconnaissance and inhibition during therapy. Determining which patients
derive benefit from specific therapy remains an important clinical question,
particularly in light of the autoimmune toxicity of these drugs. Imunohistochemical
detection of PD-L1, as an exclusionary predictive biomarker for now, is confounded
by multiple unresolved issues and for the future there will be necessary to find and
add more biomarkers.

Key words: PD-L1 protein, PD-1 receptor, immunohistochemical detection,
biomarker, immunotherapy

Uvod

Imunitny dohlad je proces, v ktorom imunitny systém dokazZe identifikovat a
kontrolovat' novovznikajuce nadorové bunky. Pri nadorovom procese ¢asto dochadza
ku supresii antitumordznej imunity a uniku neoplastickych buniek spod imunitného
dozoru [1].

Jednou z podstatnych ciest uniku spod imunitného dozoru je expresia proteinu PD-
L1 (Programmed death-ligand 1), ku ktorej dochadza nielen v nadorovych bunkach,
ale tiez v tumor-infiltrujucich bunkach v nadorovom mikroprostredi. Vazbou tohto
proteinu na PD-1 receptor, pritomny na T-lymfocytoch, dochadza k utimeniu
cytotoxickej reakcie T-lymfocytov mechanizmom negativneho ovplyvnenia ich
migracie, proliferacie a sekrécie cytotoxickych mediatorov [2].

Histoéria objavenia PD drahy
Receptor PD-1 (CD279) bol objaveny v roku 1992, kedy sa podarilo vyizolovat' jeho
DNA pri Studiu dvoch bunkovych linii — hematopoetickej progenitorovej bunkovej linie
LyD9 a T bunkového hybridomu, ktoré podliehali programovanej apoptéze [12, 18].
Dalsie vedecké $tudie ukazali, Ze deficit PD-1 vedie ku zvySenej odpovedi T buniek
na rdézne alo- i autoantigény a suvisi s rozvojom autoimunitnych ochoreni, z ¢oho
vyplyva, ze sa PD-1 na T bunkach podiela na timeni ich imunitnej odpovede [3-5].
Viaceré Studie prispeli k objaveniu molekul viazucich sa na receptor PD-1. V roku
1999 bol identifikovany nezavisle od PD-1 B-7 homolég 1 a ukazalo sa, Ze v
podmienkach in vitro hra ulohu v inhibicii T bunkovej imunitnej odpovedi [5-6].
Tieto dve nezavislé Studie sa spojili v roku 2000, kedy sa potvrdilo, ze PD-L1 protein
je funkény partner PD-1 [7]. Neskér sa jasne ukazalo, Ze interakcia PD-1 / PD-L1 ma
délezitu rolu v supresii T-bunkovej odpovedi v podmienkach in vivo, zviast v
mikroprostredi tumoru [8-9].
Okrem PD-L1 je ligandom PD-1 i protein PD-L2 ( B7-CD) identifikovany prvy krat v
roku 2001 na dendritickych bunkach, ktory rovnako ako PD-L1 sprostredkoval
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inhibicné signaly [10-11]. Ligandy PD-L1 a PD-L2 v8ak mdZzu interagovat i s inymi
receptormi a mat’ iné kosignalne pésobenie na bunky imunitného systému [12].

PD-L1 protein a jeho expresia

PD-L1 ( B7-H1), produkt génu CD274, je kosignalna molekula a ¢len B7 rodiny
ligandov, zohravajuci vyznamnu ulohu pri imunitnych reakciach organizmu. Tento
transmembranovy glykoprotein pozostava z IgV-like a IgC-like extracelularnej
domény a kratkej cytoplazmatickej domény dizky 30 aminokyselin. PD-L1 protein sa
viaze na receptor PD-1 a ma tiez afinitu ku kosignalnej molekule B7-1 [2].

PD-L1 protein je exprimovany Sirokou Skalou buniek. Za bazalnych podmienok su to
najma T bunky a po ich aktivacii pri strete s antigénom sa expresia este viac zvysi.
Dalej je expresia po stimulacii pritomna i na dendritickych bunkach, B bunkéach,
makrofagoch, mastocytoch a dochadza Kk nej i na mnohych nehematopoetickych
bunkach. PD-L1 protein bohato exprimuju aj mnohé typy nadorovych a tumor-
infiltrujucich buniek s cielom inhibicie antitumordznej imunitnej odpovede a uniku
spod imunitného dozoru organizmu. Expresia PD-L1 méze byt konstitutivha
(u nadorovych buniek k nej dochadza onkogénnymi signalnymi drahami) alebo
indukovana, napriklad prozapalovymi mediatormi (najma IFN gama) [2].

PD-1 a jeho expresia
PD-1 je membranovy protein pozostavajuci z 268 aminokyslin. Je to Clen
imunoglobulinovej rodiny CD8/CTLA-4 T-bunkovych regulatorov, imunitny kontrolny
bod T buniek zuc€astiujuci sa timenia imunity na periférii poCas efektorovej faze T-
bunkovej aktivacie a navodenia imunitnej tolerancie pri strete s bunkami
exprimujucimi PD-L1 [2,15].
Pozostava z extracelularnej Ig-V domény, transmembranovej domény a z
intracelularnej domény, ktora obsahuje dva imunoreceptory : ITIM ( immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif ) a ITSM ( immunoreceptor tyrosine-based switch
motif ) s moznostou fosforylacie. V pripade naviazania ligandov k nej dochadza a
dalej sa aktivizuju fosfotyrozin fosfatdzy SHP-1 a SHP-2, ktoré znizuju aktivaciu
molekul zuc€astiujucich sa signalnej drahy, a tym dochadza nasledne ku negativnej
regulacii TCR [2, 13]. NavyS$e ligacia PD-1 na T bunkach s PD-L1 na DC spésobi
TCR down-regulaciu tym, Ze podpori expresiu Cbl-b E3 ubikvitin ligazy [13].
Vazba PD-1/PD-L1 ovplyviiuje vrodenu i T-bunkovu imunitu a ma vyznam v
prevencii autoimunitnych reakcii organizmu. Sprostredkuje doru€ovanie inhibi¢nych
signalov regulujucich rovnovahu medzi T bunkovou aktivaciou, toleranciou
a imunitnym poskodzovanim tkaniva pri perzistujucej antigénnej stimulacii (napr.
poCas chronickej infekcie alebo strete vlastnych antigénov). Vazba ma tiez
rozhodujucu rolu v regulacii antitumordznej imunity. Okrem supresie migracie a
proliferacie T buniek tiez negativne ovplyviiuje sekréciu cytokinov. Spdsobuje aj
zmeny v diferenciacii regulacnych T buniek zotrvavajucich v TME, ktoré inhibuju
imunitni odpoved. Zatial nie celkom objasnenymi mechanizmami spdsobuje
oslabenie a vyCerpanie tumor infiltrujucich T-lymfocytov (TIL) aich naslednu
apoptdzu [14].
PD-1 je za bazalnych podmienok exprimovany v mensej miere iba na T regulacnych
T bunkach. Po stimulacii sa jeho expresia vyrazne zvySinie len na T regulacnych
bunkach, ale aj CD4+ a CD8+ T bunkach, NKT bunkach, B bunkach a makrofagoch.
Ista expresia sa pozorovala aj na myeloidnych DC a monocytoch. Expresiu riadia
viaceré cytokiny, interferony, zloZky komplementu a iné [2].
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Biomarker PD-L1 a jeho detekcia
Expresia ligandu PD-L1 je momentalne jedinym prediktivnym markerom odpovede
na lieCbu inhibitormi kontrolnych bodov (checkpointov) imunitnej reakcie [15-16].
Imunohistochemicka detekcia proteinu PD-L1 v malignych nadoroch sa vSak stretava
s mnozstvom problémov v interpretacii vysledkov.
Prvé nezrovnalosti mézu nastat’ pri neadekvatnej fixacii a priprave tkaniva a pouZiti
réznych protokolov farbenia. Existuje mnozZstvo klonov protilatky od rdéznych
vyrobcov s rozdielnou senzitivitou, ktory v odporu€aniach pouzivaju casto iné
postupy hodnotenia a stanovuju iné ,cut-off* hodnoty. Je potrebné odliSovat farbenie
nadorovych buniek od buniek TME a identifikovat pripadné artefakty v podobe
nekréz alebo zmliazdenia tkaniva. Mysliet treba ina tzv. temporospacialnu
heterogenitu a dynamiku expresie, kedy méze byt expresia proteinu PD-L1
ovplyvnena vyvojom nadoru, predchadzajucou terapiou Ci indukovana zapalom. Tiez
byva diskonkordancia statusu expresie medzi primarnym nadorom a metastazou
u toho istého pacienta [15,17].
Pri hodnoteni statusu expresie PD-L1 proteinu vo vzorke je v svetelnom mikroskope
nutné brat do uvahy parcialnu alebo kompletnu membranovu pozitivitu hadorovych
buniek slabej, stredne silnej alebo silnej intenzity a vyjadrit pocet ofarbenych
nadorovych buniek v percentach (tumor proportion score — TPS). Pripadna
cytoplazmaticka pozitivita nie je signifikantna, kedze biologicku aktivitu ma iba
protein PD-L1lokalizovany na membrane [17].
Podfa mnohych $&tudii su dalSim definovanym markerom odpovede na lieCbu
mismatch repair proteiny (MMR) spajajuce genomiku s imunoterapiou. MMR -
deficientné nadory viac exprimuju ligandy imunitnych checkpointov (PD-L1, PD-1,
CTLA-4, LAG-3 aIDO) a obycajne sa spajaju s denznejSim infiltratom imunitnych
buniek v tumoréznom mikroprostredi [17]. Kandidatov na prediktivny faktor je teda
viac, vratane urCovania imunoskore, hodnotenia CD8+ T lymfocytov infiltrovanych
v nadore a tiez zapalového mediatora IFN- y [18]. Z predoslych skutoCnosti vyplyva,
Zze C€im je nador mutagénnejSi, Cize schopnejSi vytvarat vacSie mnozstvo
neoantigénov asociovanych s mutaciami, tym sa stava pre antitumordzny imunitny
systém atraktivnejSi a po blokade PD-1/PD-L1 drahy sa dosahuje lepSia odpoved
[17].

Obr 1 PD-L1 pozitivny adenokarcindm pluc ( TPS = 95-100 %)
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Diskusia a zaver
Imunoterapia predstavuje vyrazny posun v stratégii lie€by nadorovych ochoreni. Pre
porovnanie mechanizmov ucinkov imunoterapie uvadzame HERZ2 onkogén. V nadore
S jeho overexpresiou sa stava vybornym markerom pre cielenu anti-HER2 liecbu.
Rovnako overexprimovany fuzny gén BCR-ABL je zaroveri marker pre BCR-ABL
tyrozin kinazovy inhibitor. Defekt onkogénov je pri vySetrovani vzorky detekovany
a nasledne je nasadena Specificky namierena terapia. Oproti tymto druhom
imunoterapie je blokada imunitnych kontrolnych bodov v zasade terapiou zameranou
na zabranenie imunitnej tolerancie navodenej nadorovymi bunkami a nasledne
umoznenie nativneho imunitného systému pacienta efektivne bojovat' s nadorom [15,
19-20].
PD-L1 protein predstavuje maladaptivny spdsob ochrany nadorovych buniek pred
imunitnym dozorom organizmu. Pacienti s overexpresiou proteinu v nadore maju
lepSiu celkovu terapeuticku odpoved. Neplati to vSak uniformne a mnohi pacienti bez
expresie PD-L1 proteinu profituju z lieCby tiez. Prave preto IHC detekcia proteinu
v sucCastnosti nemdze predstavovat exkluzivny prediktivny biomarker. Idealne by
bolo disponovat multiparametrickym skore odrazajucim okrem expresie PDL-1
proteinu i mutagénnost nadoru, imunoskére, uroven exprimacie IFN- vy, pripadne
dalSie zatial neobjavené markery, ktoré by boli spolahlivejSie v predikcii ako samotny
status expresie PD-L1 [14-15, 18].
Cielena terapia anti- PD-1/ PD-L1 dosahuje vyznamné uspechy dokonca pri takych
na konvencnu terapiu refraktérnych nadoroch ako je melanom, renalny karcindm ci
nemalobunkovy nador pfuc. Slubna uc€innost tejto terapie vedie k nutnosti ziskania
dalSich biomarkerov pre lepSiu a spofahlivejSiu selekciu pacientov [15].
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the second most commonly diagnosed cancer among
females and third among males worldwide. Patient survival is highly dependent on
the tumor stage at the time of diagnosis. Biomarkers currently play an important role
in the detection and treatment of patients with colorectal cancer [1,2]. Carbonic
anhydrase IX (CAIX) is a hypoxia-inducible enzyme that is overexpressed by cancer
cells from many types of tumors (including CRC). On the other hand, this protein is
rarely expressed in corresponding normal tissues. CA IX protects tumor cells from
hypoxia and acidosis, it is involved in the regulation of cell adhesion and in
maintaining the intracellular pH. Colorectal tumours show an abnormal CA IX
expression, which is associated with poor prognosis of CRC [3,4]. In this study we
examined the expression of this protein in CRC tissues by immunohistochemical
staining in the panel of 60 samples. We semiquantitatively evaluated percentage of
CA IX positive cells, subcellular localization and intensity of immunoreaction. CA IX
expression was detected in 51/60 cases of CRC (85%). Under 25% of reactive cells
were found in 37,3% carcinomas, under 50% were in 33,3% and more than 50% of
reactive cells were detected in 29,4% CRC. Membrane staining alone was observed
in 88,2% carcinomas, while combined membrane and cytoplasmic staining of CA IX
was detected in 11,8% carcinomas. The intensity of immunoreactivity was in the
most cases strong (96,1%).

Key words: colorectal cancer, carbonic anhydrase IX, hypoxic marker,
immunohistochemical staining

Uvod
Kolorektalny karcinom sa celosvetovo dostal v poslednych rokoch na popredné
miesta vo vyskyte onkologickych ochoreni. Na Slovensku je u muzov na prvom a u
Zien po karcinobme prsnika na druhom mieste v incidencii zhubnych ochoreni. Ide
taktiez o najCastejSiu malignitu traviaceho traktu. Predstavuje tak zavazny
celospoloCensky, medicinsky a v neposlednom rade aj ekonomicky problém. Vyber
prognostickych faktorov je zalozeny na hodnoteni klasickych ukazovatelov prognozy
a prognostickych faktorov charakterizujucich biologicku aktivitu nadoru [5-6].
Nadorové mikroprostredie predstavuje zlozity ekosystém pozostavajuci z navzajom
sa ovplyvnujucich zloZiek — nadorovych a stromalnych buniek, extracelularnej matrix,
solubilnych faktorov a cytokinov. Typickym faktorom definujucim mikroprostredie
solidnych nadorov je hypoxia, teda nedostatoné zasobenim kyslikom, ktora je
povazovana za indikator zlej prognézy. Sucasné klinické Stadie podporuju
fundamentalny vyznam hypoxie v rozvoji nadorového ochorenia a poukazuju na
dolezitost’ tohto fenoménu pre onkologicku prax. Detekcia hypoxie v tumoroch je
nevyhnutnym predpokladom pre vofbu spravneho terapeutického pristupu.
V suCasnosti sa pouzivaju metdédy invazivneho charakteru, ktoré su zatazené
nadorovou heterogenitou a su uplatnitefné vyluéne perspektivne. Z tohto dévodu je
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moznost pouzit' prirodzeny marker hypoxie vefmi Ziaduca. Medzi najviac hypoxiou-
indukované proteiny patri karbonicka anhydraza I[X, ktorej expresia sa javi ako
potencialny prognosticky biomarker CRC. Tento zinkovy metaloenzym sa podiela na
katalyze premeny oxidu uhliCittho avody na bikarbonatové aniony a protény.
Hlavnhou ulohou CA IX je udrziavanie intracelularnej pH homeostazy spojenej s
acidifikaciou extracelularneho prostredia. Pritom plati, Ze hodnoty intracelularneho aj
extracelularneho pH prisne kontroluji mnohé bunkové procesy. CA IX teda
predstavuje faktor prezivania, ktory ochranuje nadorové bunky pred fyziologickymi
stresmi. Imunohistochemicka detekcia tohto proteinu méze poskytnut nielen
informacie o pritomnosti intratumorovej hypoxie, ale aj progndéze nadorového
ochorenia. Preto objasnenie ulohy CA IX by mohlo viest k novym kfu€ovym
poznatkom a tiez k inovativnym terapeutickym stratégiam [7-9].

Material a metodika

V na$ej praci sme imunohistochemicky vysetrili parafinovy material zo 60 vzoriek
kolorektalnych karcindbmov. Z kazdej vzorky boli pripravené 4 ym hrubé rezy. Na
imunohistochemické reakcie na dbékaz CA [X sme pouzili automat Ventana
Benchmark Ultra (Roche). Monoklonalnu protilatku proti CA IX (klon: H-11; Zeta
corporation) sme riedili v pomere 1:300. Reakcia bola vizualizovana Fast Red
chromogénom (Roche). Pri interpretacii ziskanych imunohistochemickych vysSetreni
sme semikvantitativne hodnotili percento pozitivnych buniek, subcelularnu lokalizaciu
a intenzitu imunoreakcie (Tab.1).

Tab. 1 Hodnotené parametre v nddorovych bunkach

<5%

Percento pozitivhych buniek 6 — 25%

26 — 50%

>51%

membranova lokalizacia

Subcelularna lokalizacia kombinovana lokalizacia
imunoreakcie (membranova

a cytoplazmova)

slaba

Intenzita imunorekacie stredna

silna

Vysledky

Predkladana praca opisuje expresiu karbonickej anhydrazy 1X v nadorovych I1éziach
kolorekta. CA IX bola exprimovana v 51/60 pripadoch CRC (85%). Menej ako 25%
CA 1X-pozitivnych buniek bolo pritomnych v 19/51 pripadoch (37,3%) a menej ako
50% pozitivnych buniek v 17/51 pripadoch (33,3%). Viac ako 50% pozitivnych buniek
sme detegovali v 15/51 pripadoch CRC (29,4%). Zistili sme dva druhy
imunohistochemickej pozitivity. V 45/51 vzorkach (88,2%) bola pozorovana
membranova pozitivita (Obr. 1) a v 6/51 vzorkach (11,8%) dominovala kombinovana
(membranova aj cytoplazmatickd) pozitivita. Intenzita imunoreakcie bola v 49/51
pripadoch (96,1%) silna a v 2/51 pripadoch (3,9%) stredna.
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Obr. 1 Membranova pozitivita imunoreakcie na dékaz CA IX v CRC

Diskusia

Karbonicka anhydraza IX je prirodzene exprimovana v ramci uzkeho spektra tkaniv,
ktoré patria predovSetkym ku gastrointestinalnemu traktu (najma v epiteli zZI¢nika,
Zaludka atenkého creva), priCom expresia smerom k hrubému ¢revu klesa. Na
druhej strane Casto vykazuje silnu pozitivitu v nadorovych tkanivach, hlavne v ich
agresivnejSich formach [8,10]. CA IX bola pouzitd ako endogénny marker hypoxie
v mnohych solidnych nadoroch (mo€ového mechura, obliCkovych buniek, pluc, hlavy
a krku). Kolorektalny karcinbm patri medzi prvé typy nadorov, v ktorych bola
zaznamenana expresia anhydraz kyseliny uhli¢itej [11]. VaésSina CRC vykazuje
abnormalnu expresiu CA IX, ¢o naznaCuje jej zapojenie do patogenézy tohto
nadorového ochorenia. Saarnio a kol. ako prvi pozorovali pozitivitu CA IX
v 16/21 pripadov CRC (76%). Ztoho 6/16 (37,5%) pripadov vykazovalo slabu
a 10/16 (62,5%) strednu az silnu intenzitu imunoreakcie, ktora korelovala s grade-
om, pricom bola vysSia v dobre diferencovanych nadoroch. Lokalizaciu imunoreakcie
detegovali na membrane nadorovych buniek [10]. Rovnako aj v nasej praci sa
expresia viaze so silnou intenzitou (96,1%) a membranovou lokalizaciou
imunoreakcie (88,2%). Expresia CA IX je Studovana hlavne z dévodu, ze by tento
protein mohol sluzit ako prirodzeny marker hypoxie s moznym diagnostickym a
prognostickym potencialom. S cielom objasnit’ jej vyznam a uplatnenie aj v klinickej
praxi boli preto uskutoCnené pocCetné Studie zaloZzené na imunohistochemickej
detekcii CA IX v r6znych typoch nadorov (vratane CRC) [8].

Zaver

Priprava vhodnych reagencii, vypracovanie protokolov a overenie diagnostickej a
terapeutickej hodnoty CA IX si vyziada eSte mnozZstvo Usilia zainteresovanych
odbornikov. Na zaklade naSich doterajSich vysledkov predpokladame, Zze sa CA IX
moze stat’ diagnostickym a prognostickym biomarkerom vyuzivanym v kazdodennej
praxi pri analyze CRC. Nevyhnutnym predpokladom praktického uplatnenia CA IX
bude aj pochopenie funkéného vyznamu tohto proteinu na molekulovej urovni.
Studovany subor pacientov planujeme rozsirit a ziskané vysledky budeme nasledne
korelovat s vybranymi klinicko-morfologickymi a viacerymi imunohistochemickymi
parametrami.
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Abstract
Ewing’s family of tumours contains Ewing sarcoma (ES) with its skeletal and
extraskeletal localisation (EES), atypical Ewing sarcoma and Primitive
neuroectodermal tumor (PNET). It is a group of primitive, highly malignant tumours
typical for childhood and adolescence with predominant skeletal localisation. The
article provides an overview of some rare cases.

Key words: Ewing sarcoma, extraskeletal Ewing sarcoma, primitive
neuroectodermal tumor, rare cases

Uvod

Ewinglv nador byl poprvé popsan v roce 1921 Jamesem Ewingem jako endoteliom
kosti s pfedpokladem, Ze vyrasta zkrevnich cév kostni tkané. Az pozdéji
histopatologicky popsal malé tmavé bunky pevné adherujici k sobé [3].
Skupina nadortd Ewingova sarkomu predstavuje po osteosarkomu druhou nejCasté;si
kostni malignitu u déti a dospivajicich. Ve vétSim mnozstvi pfipadl postihuje kost.
Vyrusta ze drenové dutiny, s nejCastéjsi lokalizaci na dlouhych kostech horni a dolni
priblizné 3% [1] ze vSech ES/PNET. Pfevazuje spankova kost, nasledovana je
temenni a tylni kosti. Vzacnéji vyrista EES/PNET z mékkych tkani, v literatufe pocet
kolisa mezi 11 — 24%, pficemz nékteré z organl jsou popsany pouze Vv nékolika
pfipadech [1]. ES/PNET se fadi do skupiny nador s vysokym stupném malignity,
metastazuje hematogenné nejCastéji do plic (38%) a ostatnich kosti (31%).
[1]. Histologicky je tvofen solidnimi lozisky malych kulatych tmavych bunék,
obsahujicich malé mnozstvi cytoplasmy s vétSim mnozstvim glykogenu. Nadorove
bunky k sobé pevné adheruji. ES i PNET se fadi ke kulatobuné&nym sarkomdam, lisi
se pouze stupném diferenciace, bunky ES vykazuji niz§i stupen diferenciace.
Imunohistochemicky lze na povrchu bunék detekovat antigen CD 99 [17]. Na
chromozomalni urovni je pro néj typicka translokace mezi 11 a 22 chromosomem
(vyskytuje se v 85 — 90%), vysledkem translokace je juxtapozice genu EWS na 22.
chromosomu a genu FLI-1 na 11. chromosomu; vznikly chimericky protein EWS-FLI-
1 vykazuje vysoky transformacni potencial. Pro potvrzeni translokace se pouZiva
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Vzacnéji dochazi k translokaci mezi 21. a
22. Chromosomem [1,17].

Klinicky se projevuje nespecifickymi pfiznaky (teplota, leukocytéza, zvySena
sedimentace, hubnuti), lokalné bolesti a otoky, velmi dobfe imituje akutni
osteomyelitidu [2]. LéCba zahrnuje radikalni odstranéni nadoru, radioterapii a
systémovou lé¢bu cytostatiky.

Metodika a vysledky
K vyhledavani kazuistik byla pouzita databaze pubmed.com. Po zadani kli¢ovych
slov Ewing sarcoma bylo nalezeno 7516 souhrnu, kliCova slova byla dale
specifikovana na Ewing sarcoma, rare (925, po vymezeni na souhrny obsahujici
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pouze kliCova slova 20), extraskeletal Ewingsarcoma (278). Ve vysledku bylo pouzito
15 kazuistik z poslednich desiti let, z nichZ nékteré popisuji nepoCetné nebo jediné
pfipady svého druhu prezentované v anglicky psané literature.

Diskuze
Jak jiz bylo dfive zminéno, predilekéni lokalizaci kostni formy ES pfedstavuji dlouhé
kosti koncetin, panevni pletenec a osovy skelet. Zfidka se objevuje Ewinguv sarkom
lebe€nich kosti. Obé nalezené kazuistiky ukazuji détské pacienty. Prvni je pfipad
dvacetimési¢niho chlapetka s ES klinové kosti a erozi pfilehlych tkani[6], druhy
predstavuje jediny pfipad mnohocetného ES lebecénich kosti pétiletého pacienta [14].
Z extraskeletalnich forem se objevuje EES/PNET lokalizovan v gastrointestinalnim
traktu. Popsan byl jeden ze ¢tyf pfipadu jaterniho EES [15], poté dva ojedinélé
pfipady nadoru mesocolon (jeden u ditéte[9], odkazujici na jediny pfipad
u dospélého [8]) a EES Zaludku [7].
Dychacim ustroji byl popsan jeden z osmi pfipadu primarniho plicniho sarkomu u
Sedesati sedmiletého muze[4]; rovnéz se EES nachazel v pleufe [5] a pruduskach
[16].
V pohlavnim ustroji byly nalezeny u Zeny lokality jako déloha[13], nasledné ojedinély
EES vulvy u postmenopauzalni Zeny [11], ktery byl povazovan za cystu glandula
vestibularis  major/Bartholini, u muze se objevil nador penisu [12].
Zajimavé pripady tykajici se lokalit v mocCovém ustroji ukazovala klinicko -
patologicka studie 23 pacientl s EES ledviny, s medianem véku 31 let [10].

Zaver
Pro mnoho klinickych pracovnikl predstavuje Ewinglv sarkom pouze nador kostni
tkané; je zajimavé, kolik pfipadu, byt vzacnych, ukazuje extraskeletalni lokalizaci.
Zaroven je bran jako nador détského a adolescentniho véku, s velmi vzacnym
vyskytem po 40. roce. Ve zkoumanych studiich se vékové rozmezi pohybovalo mezi
rokem a pul a sedmdesati léty.
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Abstract
World-wide, hepatocellular carcinoma (HCC) is a leading cancer in terms of steadily
increasing prevalence, among all other malignancies. The cause of this rapid growth
in prevalence has not been clarified yet, but the overwhelming majority of cases of
HCC have been found to develop based on liver cirrhosis. The article deals with risk
factors, clinical signs and, in particular, histopathological imaging with hematoxin and
eosin and immunohistochemistry.

Key words: hepatitis, hepatocellular carcinoma, histological imaging

Uvod
Hepatocelularny karcindm je celosvetovo 5. najCastejSie ochorenie a 3. najCastejSou
priCinou umrtia v ramci onkologickych ochoreni [4]. HCC vacésinou sa vyskytuje v
rozvojovych krajinach a je CastejSie u muzov ako u Zien. Najvyssia incidencia HCC
je v juhovychodnej Azii, Cine, v $tatoch zapadnej a centralnej Afriky, u imigrantov
z vysokorizikovych oblasti do USA [2]. V Severnej Amerike, Eurépe a Japonsku je
infekcia HCV hlavnym rizikovym faktorom spolu s uzivanim alkoholu. Vyskyt HCC
suvisi s faktormi zivotného prostredia, stravovania a Zivotného Stylu. Mortalita sa
prakticky rovna incidencii, priemerny cas prezivania je priblizne jeden rok.
Nepriaznivé vysledky su spojené s neskorou diagnostikou, kedZze viac ako 2/3
pacientov je diagnostikovanych az v pokrocilom Stadiu choroby sp6sobom [1].
Medzi hlavné rizikové faktory patria cirhdzy pecene vsetkych etioldgii, ale najma na
podkladechronickej hepatitidy B, C, alkoholova cirhéza, hemochromatoza, deficit
alfa-1-antitrypsinu, neskora kozna porfyria, nealkoholova steatohepatitida (NASH).
Pri HCC, ktory vznikol ako komplikacia cirhozy pec€ene, urCuje Kklinicky obraz
zakladna choroba.
Klinicky obraz méze byt pri HCC dlho asymptomaticky a karcinom dlhodobo
nespbsobuje ziadne tazkosti. Obraz je menlivy. Medzi priznaky pokrocCilej choroby
patria bolesti brucha, ubytok hmotnosti, slabost, nechutenstvo, horucka, Zltacka.
MbéZe sa vyskytnut nahla brusna prihoda s hemoragiou do brusnej dutiny,
metastatické postihnutie. Bolest pacienti lokalizuju do pravého hypochondria
a epigastria, byva tupa a trvala. Pri prerasteni do peritonea a jeho rupture je bolest
nahla, spojena s intraabdominalnym krvacanim a Sokovym stavom, ktoré bez
urgentného zakroku vedu k umrtiu pacienta.
V ramci skriningu HCC u ohrozenych pacientov sa odporu€a v 6-mesacnych
intervaloch realizovat abdominalnu ultrasonografiu [3].
Diagnéza HCC sa stanovi na zaklade zobrazenia tumoru pomocou zobrazovacich
metdd a histologickej techniky. Je potrebné si uvedomit, Zze pri HCC sa mdzu
vyskytnut zvySené hladiny AFP v sére.U niektorych pacientov s HCC mdzu vzniknut
paraneoplastické syndromy, ako su hypercholesterolémia, hypoglykémia,
hyperkalciémia, erytrocytéza. Ich Kklinicky vyznam a vztah k prezivaniu pacienta
dosial nie dostatoCne objasneny.
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Material a metodika

Do retrospektivnej Studie bolo zahrnutych 20 pacientov s diagnézou HCC.Vzorky
k $tudii boli ziskané z databazy Ustavu patolégie Fakultnej nemocnice Ostrava
v obdobi januar 2016 do marca 2017. Ziskané jednotlivé vzorky boli fixované v 10%
formaline poCas 48 hodin a nasledne boli zaliate do parafinu. Jednotlivé parafinové
bloCky boli nasledne vlozené do rotacného mikrotdmua nakrajané na histologické
rezy. Tieto boli farbené hematoxylinom a eozinom na histopatoldgiu. Jednotlivé
skumané vzorky boli farbené imunuhistochémiou s vyuzitim alfa-fetoproteinu (AFP)
a CD10.Jednotlivé preparaty boli mikroskopicky skumané a fotograficky
zdokumentovaneé.

Vysledky a diskusia

S rozvojom technolégii doSlo v poslednej dobe aj k rozvoju v oblasti radiodiagnostiky
a zmenili sa kritéria pre histologicku diagnézu HCC. Morfologické Studie poukazali,
ze mnohé HCC vznikaju v nejednoznacnych nodularnych léziach, ako su
dysplastické wuzliny v cirhoze peCene a su v pociatoCnych Stadiach velmi
diferencované. Diferencovany HCC v pociato¢nych §tadiach sa postupne vyvija na
pokrocily a nediferencovany nador viacstupfiovym spdsobom [7, 10]. Plati to najma
pre pacientov s chronickymi infekciami spésobenymi HBV a HCV. Pri cirh6ze u uzlov
mensich ako 2 cm je biopsia dalSou metdédou umoziujuca urcit’ biologicku povahu
loZiska. Zakladny problém v histopatologickej diagnostike skorych HCC predstavuje
priamo Struktura pecCenového tkaniva. Hepatocyty fyziologicky nemaju bazalnu
membranu, ktorej prekroCenie v inych organoch je povazované za Kkritérium
invazivneho rastu.

Mikroskopickym skumanim vzoriek sme zistili klasické histomorfologické znaky HCC.
Dobre vaskularizované nadory so Sirokymi trabekuly, prominentny acinarny vzor,
zmeny malych buniek, cytologicka atypia, mitoticka aktivita, cievna invazia, absencia
Kupfferovych buniek a strata retikulovej siete [12](obr. 1,2,3,4).

o "y

Obr. 1 Hranica hepatocelularneho karcindmu a Obr. 2 Mikroskopicky obraz
zdraveého tkaniva (farbenie H&E, zvacSenie 100x) hepatocelularného karcinému
1. Hepatocelularny karciném (farbenie H&E, zvadésenie 100x)

2. Zdravé tkanivo
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Obr. 3 Hepatocelularny karcinom Obr. 4 Alfafetoprotein (zvacsenie 20x)

(imunohistochemicka reakcia CD10,
zvacsenie 100x)

Dalsim charakteristickym znakom HCC je &asty vyskyt vo forme viacerych uzlin [14].
Jednym z nich je vyskyt mnohonasobnych HCC, ktory odraza Sirenie malignych
buniek z jediného primarneho nadoru na vytvorenie nodularnych nadorov. Druhou
formou je synchrénny vyvoj niekolkych nezavislych nadorov. Mechanizmy vyvoja
HCC odrazaju délezité rozdiely v patogenéze, ktoré maju vplyv na lieCbu a prognézu
[8]. Rozdiely v prognéze pri HCC sa vyvijaju z intrahepatalnych metastaz, ktora je
agresivnejSia a menej zrozumitelna. HCC, ktory je zlozeny z niekolkych nezavislych
nadorov sa objavuje viac-menej sucasne.

V HCC angiarchitektura hra velmi délezitu ulohu pri raste nadoru a je tiez
neoddelitefnou suCastou modernych zobrazovacich modalit. Tieto tepny nie su
spojené s portalovym traktom a preto nemaju Ziadny kontakt s ZICovymi kanalmi.
Okrem toho vykazuju menej elastické vlakna v porovnani s normalnymi
intrahepatalnymi tepnami. Skory HCC malo nodularneho typu ma zniZzenu hustotu
nespalenych artérii v porovnani s progresivnym HCC, a preto sa v zobrazovani
vyskytuje hypovaskularny obraz. V désledku pritomnosti portalnych traktov v nadore,
hoci menej ako v normalnom pecefovom tkanive, tieto lézie tiez dostavaju krv z
portalnej Zily [9, 15]. Skoré HCC z vyrazne nodularneho typu ako aj pokrocilého HCC
sa javia hypervaskularne kvéli skorSej neovaskularizacii s neparovymi tepnami.
Dobre rozliSena lézia je zvyCajne nahradena nedefirencovanou zlozkou tkaniva pri
pokroCilom ochoreni [6, 10-11, 13]. Na rozdiel od toho pokrocily HCC vykazuje
expanzivny a infiltracny histologicky rastovy model s uplnou neovaskularizaciou s
neparovymi tepnami a moznou vaskularnou infiltraciou.

Zaver

HCC je realny medicinsky problém. Siri sa intrahepatalne a to hematogénnou cestou
s tvorbou viacnasobnych metastaz v pe€eni alebo extrahepatalne prebieha cez
pecenoveé a portalne vény na rézne miesta, najma do pfuc a kosti a lymfatickou
cestou do regionalnych lymfatickych uzlin v porta hepatis a medistinalnych a krénych
lymfatickych uzlin. Histomorfologicky vyskyt HCC sa znaéne liSi od pacienta
k pacientovi, u kazdého pacienta mézu sa pozorovat rozne Stadia intratumorainej
diferenciacie a vzory rastu. Nador je mozné zachytit vo v€asnom Stadiu a efektivne
lieCit' pri efektivnom skriningu. Ciefom tohto individualneho pristupu je potrebné
stabilizovat nador v pe€eni a oddialit hrozbuzlyhania peCene. Lokalna lieCba moze
byt u€innejSia ako systémova protinadorova terapia.
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Abstract
Breast cancer is a heterogeneous disease with very different responses to therapy
and different length of survival. To understand the molecular signature of breast
cancer, we attempted to identify the methylation status of key tumour suppressor
gene RASSF1A and to correlate results with known histopathological features of
breast cancer.
Formalin-fixed, paraffin-embedded tissues of breast carcinomas (n = 149) were used
for DNA extraction. Based on MS-HRM results for RASSF1A, all degrees of
methylation status for gene underwent analysis of dependence with known
histopathological features. In 134 of 149 (89.9%) primary breast carcinomas the
RASSF1A promoter was methylated. RASSF1A hypermethylation had significant
association with increased age (p < 0.05), tumour grade (p < 0.0001) and stage (p <
0.0001) in the 100% methylated group.
This study shows methylation of the promoter region of RASSF1A and its relationship
with histopathological features of 149 breast cancer patients. All these data suggest
that hypermethylation of the CpG island promoters of RASSF1A might play an
essential role in the very early stages of breast cancer pathogenesis.

Key words: DNA methylation, RASSF1A, high-resolution melting assay, breast
cancer

Uvod

Karcindm prsnika je dlhodobo najCastejSim malignym nadorovym ochorenim u Zien.
U malignych nadorov je potlatena transkripcia tumor supresorovych génov v
désledku DNA metylacie, a tym je ovplyvnena regulacia bunkového cyklu.

RASSF1A (RAS-association domain 1 isoform A) bol charakterizovany v poslednych
desatroCiach [1] azmena jeho expresie je asociovana s patogenézou rdznych
nadorov [2], ¢o podporuje nazor o tumor supresorovej funkcii tohto génu. Inaktiva
ciagénu RASSF1A je kriticka v suvislosti s patogenézou urcitych typov nadorov.
Hypermetylacia CpG ostrovEekov promoétorovej oblasti RASSF1A umli€uje expresiu
tohto génu v mnohych nadoroch, predovSetkym nadoru pluc, prsnika, prostaty,
obli€iek, glidmu a neuroblastomu [3].

Material a metody
Imunohistopatologicka klasifikacia vratane rozsahu nadoru (pT), stupna diferenciacie
(G), stavu lymfatickych uzlin (pN), stavu estrogénovych (ER) a progesterénovych
(PR) receptorov a amplifikacie HER2 génu boli stanovené kvalifikovanym patolégom.
Typ nadoru bol vyhodnoteny na zaklade WHO klasifikacie nadorov [4-5], histologické
Stadium a klasifikacia bola vykonana v sulade s revidovanou pTNM klasifikaciou
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AJCC a UICC [6]. Stav estrogénového a progesterénového receptora bola vyjadrena
ako percentualne zastupenie pozitivnych reaktivnych buniek z celkového poctu
zachytenych buniek. Za pozitivny stav ER alebo PR sa povazoval pripad, v ktorom =
1% buniek bolo pozitivnych [7]. Stav amplifikdcie HERZ2 bol zisteny pomocou
imunohistochémie (HercepTest) a hodnoteny podfa kritérii v suCasnej platnosti
publikovanych ACSO/CAP 2007 [8].

DNA pre ucel metylaénej analyzy bola z parafinovych rezov tkaniva v skimavke
podrobena deparafinizacii. Samotna extrakcia DNA bola vykonana pomocou
DNeasyBlood&TissueKit (Qiagen, Germany), kde sme postupovali podla odporucani
vyrobcu.Metéda metylacne senzitivnej vysoko rozliSovacej analyzy kriviek topenia
(MS-HRM) bola vykonana na pristroji LightCycler®480 (Roche,Switzerland). Pre
MS-HRM boli pouZité interné primery jednak pre metylovanu aj nemetylovanu
sekvenciu génu RASSF1A. Analyza MS-HRM umoznila detekciu rozsahu metylacie
v genomovej DNA za pomoci porovnania so Standardami ziskanymi nariedenim
univerzalnej kontrolnej metylovanej DNA do nemetylovanej DNA, ¢im sme ziskali
100%, 50%, 25%, 0% riedenia metylovanej DNA.

VSetky Statistické testy boli vykonané pouzitim R softvéru [9]. Za Statisticky
vyznamneé boli ur€ené hodnoty P rovné alebo mensie ako 0,05 (P<0,05).

Vysledky

Zistili sme asociaciu metylacného statusu génu RASSF1A s histopatologickymi
parametrami. Asociacia metylacného stavu génu RASSF1A so stupfiom nadoru (G)
bola signifikantnd v skupine s >50% metylaciou (P<0.0001 pre G1, G2 a G3).
Signifikantna asociacia medzi stupfiom 3 duktalneho karcindbmu prsnika
a metylaCnym  statusom génu RASSF1A bola v >50% metylovanej skupine
(p<0.05). Metylacny status génu so Stadiom nadoru (pT) bol pri géne RASSF1A
signifikantne asociovany v skupine s >50% metylaciou génu (P<0.0001 pre pT1 a
pT2; P<0.05 pre pT4). Vztah medzi uroviiou metylacie a typom karcindbmu prsnika
bol silno asociovany iba v duktalnom type invazivneho karcinému (DIC) a so
skupinou s >50% metylaciou (P<0.0001) a vo vzorkach so 100% metylaciou (P=0.01)
pre RASSF1A gén.
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Obr. 1 Krivky topenia MS-HRM metédy zobrazujuce Standardy pre prométorova oblast génu
RASSF1A areprezentativne vzorky. Modra krivka ako 100% metylovana kontrolnd DNA, 50%
metylovana DNA v pozadi nemetylovanej DNA (zelena), 25% metylovanej v pozadi nemetylovanej
DNA (siv4) a 0% metylovanej DNA t.j.100% nemetylovana DNA (ZIta). Cierna krivka zobrazuje100%
metylaCny status hypermetylovanej reprezentativnej vzorky a €ervena krivka je vzorka s 0% stavom
metylacie, t.j. Gplne nemetylovana.

Diskusia

Posledné Studie ukazuju diagnosticky a prognosticky potencial RASSF1Ametylacie.
V suvislosti s karcinomom prsnika sa incidencia metylacie RASSF1A v mnohych
nezavislych Stadiach vyskytuje v réznom rozsahu. Honorioetal [10] dokazali
pritomnost RASSF1A promoétora metylovaného v 65% invazivneho karcinomu
prsnika a v 42% prislusného duktalneho karcinému in situ (DCSI), pricom Burbee et
al [11] zaznamenali 49% primarnych nadorov prsnika s metylovanymRASSF1A.
Najvacsi vyskyt metylacie prométora RASSF1A (95%) v tkanive karcindmu prsnika
zaznamenala vedecka skupina Yeo et al [12]. V nedavnej Studii bola zistena
suvislost medzi ER-pozitivnym  a ER-negativnym  statusom v suvislosti
s epigenetickymi zmenami v génoch suvisiacich s karcinbmom prsnika vratane
RASSF1A génu [13].

Zaver
Karcindbm prsnika je heterogénne ochorenie s vefmi odliSnymi odpovedami na
terapiu a s réznou dizkou prezivania. Tradiéne je uréeny pomocou histopatologickych
kritérii zalozenych na vefkosti, urovni invazivity a infiltracie lymfatickych uzlin, a na
imunochemickej charakteristike povrchu bunkovych receptorov, zahfnhajuce
estrogénovy receptor (ER), progesterénovy receptor (PR) a ludsky receptor
epidermalneho rastového faktora 2 (HERZ2). V mnohych pripadoch vSak urCenie
stupnia karcindmu prsnika nepostaCuje na predikciu progndzy alebo odpovede na
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lie€bu pre obrovsku heterogenitu ochorenia. Preto sa v su€asnosti objavuju nové
pristupy klasifikacie zaloZzené na génovych expresnych modeloch. Zmeny v génovej
expresii ktoré pozmerniuju funkciu bunky z normalnej na nadorovu zahffiajuce mnohé
genetické usporiadania, vytvaraju charakteristické znaky génovej expresie definujuce
jedine¢nu bunkovu identitu. DNA metylacia je silny biomarker, znacne stabilnejSi ako
RNA alebo proteiny, apreto je slubnym cielom pre rozvoj novych pristupov
v stanoveni diagndzy a progndzy nadoru prsnika a inych nadorov.

Ciefom tejto Studie bolo vyhodnotit r6zne urovne heterogénnej metylacie alel pre
promotorovu oblast RASSF1A a jej potencialny vztah s imunohistopatologickymi
charakteristikami karcindbmu prsnika. Nase vysledky naznacuju, ze hypermetylované
génove loci mbézu pocCas karcinogenézy vykazovat heterogénny alebo uplne
metylovany stav, a vo vztahu k histopatologickym parametrom sa metylacia javi ako
skora udalost nadorovej transformacie.

Tato praca vznikla s podporou projektu VEGA 1/0129/16, VEGA 1/0243/12
a APVV/14/0815.
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Abstract
It is supposed that plant functional foods, rich in phytochemicals, may potentially
have preventive effects in carcinogenesis. In this study, the anticancer effects of
cloves in the in vivo mammary carcinoma model were assessed.
Dried flower buds of cloves (CLO) were used at two concentrations of 0.1 % and 1 %
through dietduring 13 weeks after the application of chemocarcinogen. After autopsy,
histopathological and immunohistochemical analyses of rat mammary carcinomas
were performed.
Dietary administered CLO caused the dose-dependent decrease in tumour frequency
by 47.5% and significantly lengthened tumour latency by 7,5 days and 58.5% when
compared to control. Analysis of mammary carcinoma cells showed Bcl-2, Ki67,
VEGF expression decrease and caspase-3 expression increase after high dose CLO
administration. MDA levels were substantially decreased in rat carcinomas in both
CLO groups.
This study showed a significant proapoptotic, antiproliferative, antiangiogenic,
and antioxidant effects of clove buds in the rat mammary carcinoma model in vivo.

Key words: mammary carcinogenesis, rat, cloves, epigenetics, angiogenesis,
apoptosis, cell proliferation

Uvod

Jednym z mozZnych pristupov znizovania vyskytu nadorovych ochoreni je
chemoprevencia. Chemoprevencia, kde patri aj pouzitie prirodnych latok, sa
v sucasnosti stava oblastou intenzivheho vyskumu. Vacsina tychto prirodnych latok
je rastlinného pbévodu, preto sa oznacuju ako fytochemikalie. Konzumacia tychto
bioaktivhych rastlinnych zloZiek obsiahnutych v ovoci, zelenine, obilninach
a v dalSich rastlinnych potravinach, sa spaja s poklesom vyskytu rizika vaznych
ochoreni. U fytochemikalii ¢€i u celych tzv. rastlinnych funk&nych potravin boli
preukazané antioxidacné, protizapalové, antiproliferativne a antiangiogénne ucinky
¢i schopnost indukovat apoptdézu [1]. Niektoré Studie naznacuju signifikantny
genoprotektivny ucinok rastlinnych potravin [2-3]. V nedavnom obdobi boli dokazané
vyrazné signifikantné antineoplastické ucinky rastlinnych funkénych potravin akymi
su chlorella [4], Iyofilizat Supiek tmavého ovocia [5], €i oregano [6]
u experimentalneho karcinomu prsnika in vivo ain vitro. Z danych Studii vyplyva,
Ze za pozitivne ucinky rastlinnych substancii nezodpoveda iba jedna chemicka latka,
ale ide o aditivny &i synergicky efekt posobenia desiatok réznych fytochemikalii.

Pupene klineka (Syzygiumaromaticum L.) suU zaujimavé svojim zlozenim
pozostavajucim zo zmesi fytochemikalii: fenolovych kyselin, flavonoidov,
karotenoidov [7]. Pozitivny uc€inok extraktu z klinCeka pri protirakovinovom ucinku
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zaznamenalo iba niekolko malo Studii in vitro. Rdzne vytazky klinCeka a nasledne ich
miX, poukazuju na cytotoxicku aktivitu voc€i bunkovym liniam, MDA-MB-231 a MFC-7
[7]. Doposial nebol antikarcinogénny ucinok klinceka skumany na animalnom modeli
rakoviny prsnika. Okrem zakladnych parametrov experimentalnej mamarnej
karcinogenézy u samic potkanov sme v experimente sledovali aj vplyv klinCekana
progndézu karcinomov a tiez na vybrané parametre apoptodzy,
angiogenézy, proliferacie a antioxidacnych uc€inkov v nadorovych bunkach
karcindmu mlieCnej Zlazy.

Material a metodika
V experimente sme pouzili panenské samice potkanov kmerna Sprague-Dawley
z chovnej stanice CharlesRiver vo veku 32-36 dni. Zvieratd boli adaptované
v Standardnych podmienkach zverinca. Mamarnu karcinogenézu sme vyvolali
intraperitonealnou aplikaciou N-metyl-N-nitrozourey (Sigma, Deisenhofen, Nemecko)
medzi 40. - 46. postnatalnym driom v davke 50 mg/kg hmotnosti zvierata. Tento
experimentalny model imitoval situaciu u zdravych ale vysoko rizikovych zien.Tyzden
pred aplikaciou karcinogénu sme zacali s chemoprevenciou, ktora trvala 13 tyzdriov
az do ukoncenia experimentu. KlinCek bol aplikovany v potrave (SSNIFF
SpezialdiatenGmbH, Soest, Nemecko). Zvierata v pocte 75 kusov boli rozdelené do
3 skupin: 1. kontrolna skupina bez fytosubstancie, 2. skupina s fytosubstanciou
v nizSej koncentacii (1g/kg), 3. skupina s fytosubstanciou vo vys$Sej koncentracii (10
g/kg). Zvierata boli raz do tyZzdna palpované a vazene.
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 vySetrenie. Nadory boli klasifikované podla kritérii
pre klasifikaciu mamarnych nadorov u potkanov [8]. Parafinové blo¢ky nadorového
tkaniva mlieCnej zlazy boli vyuZité k imunohistochemickému stanoveniu parametrov
apoptoézy, angiogenézy, oxidatného poskodenia a proliferacie. K vySetreniu rezov
sme vyuzili komeréne dostupné protilatky (Abcam, SantaCruz, Dako).
Histopatologicka a imunohistochemicka analyza poskytne informaciu o stupni
diferenciacie, ¢i prognéze mamarneho nadoru a ucinnosti lieCby.
V Statistickom hodnoteni bol pouzity Mann-Whitheyho test, ANOVA a Kruskal-
Walllisov test. Experimenty boli schvalené Etickou komisiou JLF UK (No.
EK1125/2012) a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou SR (No. Ro-
1759/11-221). Finan¢na podpora bola zabezpetena grantom VEGA 1/0108/16.

Vysledky a diskusia

KlinCek inhiboval rakovinu mlieCnej Zlazy u potkanov zavisle od davky. Riziko vyskytu
mamarneho karcindbmu pokleslo v skupine s vysSou davkou klinceka o0 58,5% (P =
0,01) adoslo k predizeniu latencie o 7,5 dia (P= 0,10), v skupine s nizSou davkou
bol zaznamenany pokles frekvencie nadorov o044 % (P = 0,05) v porovnani
s kontrolnou skupinou.

NajCastejSie vyskytujuce sa lézie vo vSetkych experimentalnych skupinach boli
kribriformné, zmieSané kribriformné/papilarne a papilarne/kribriformné karcinémy.
V Ziadnej zo skupin sme nepozorovali rozdiel pomeru vyskytu medzi high/low grade
karcinomami. Predpokladali sme, Zze za vyraznym protinadorovym ucinkom klinCeka
v tejto studii stoji pro-apoptoticky, antiangiogeneticky, antiproliferativny
a antioxidaCny efekt. Preto sme realizovali rozsiahlu imunohistochemicku analyzu
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buniek karcindmov. Morfometricka analyza buniek karcindbmov mlieénej Zlazy
u potkanov poukazala na signifikantny narast expresie exeku¢nej kaspazy-3 o 69,5%
(P=0.0008) v skupine s vy§Sou davkou klin¢eka (Tab. 1). U expresie parametrov Bcl-
2, Ki67, VEGF a MDA sme pozorovali signifikantny pokles, konkrétne u Bcl-2 0 26 %
(P=0.020), u Ki67 o0 25% (P=0,049), u VEGF o0 55% (P=0,0015) a u MDA 0 50,5%
(P=0,0004) pri vysS8ej davke klinceka v porovnani s kontrolnou skupinou. NizSia
davka preukazala signifikantny pokles MDA o 35,5% (P= 0,021) voci kontrolnej
skupine. Expresie Bax a VEGFR-2 nevykazali zmenu v porovnani s kontrolnou
skupinou.

Tab. 1 Percento pozitivnych buniek s expresiou kaspazy-3, Bax, Bcl-2, Ki67, VEGF, VEGFR-2 a MDA
v mamarnych karcinémoch u potkanov po lie¢be klinéekom.

KONT KLIN 0.1 KLIN1
kaspaza-3 25,14+1,27 27,25%0,79 30,98+0,92*****
Bax 21,34+1,45 17,92+1,29 21,24+0,93"
Bcl-2 15,04+1,18 14,87+1,75 11,13+1,45*
Ki67 9,37+0,67 9,49+0,77 7,02+0,91*
VEGF 5,92+0,62 6,32+0,84 2,67+0,59*"
VEGFR-2 20,12+1,31 22,89+1,67 21,54+1,68
MDA 4,90+0,53 3,16+0,49* 2,43+0,33***

KONT - nelieCena kontrola, KLIN 0.1 — skupina s davkovanim 1g/kg diéty, KLIN 1 - skupina s
davkovanim 10g/kg diéty. Data su vyjadrené ako priemery (%) £ SEM. Signifikantny rozdiel *P < 0.05,
*P < 0.01, **P < 0.001 vs KONT, "P< 0.05, "'P < 0.01 vs KLIN 0.1.

Podstata vyrazného ucinku klinceka na organizmus spoCiva vo vysokom obsahu
desiatok roéznych fytochemikalii (zvlast karotenoidov, napr.all-trans-lutein)
pdsobiacich aditivne alebo synergicky. Opakované experimenty predklinického
vyskumu naznaduju, ze je chybou ist cestou konzumacie izolovanych fytochemikalii
— efekt na organizmus byva celkovo slab$i [1]. Napriek skutoCnosti,
Ze epidemiologické Studie nepriniesli dostatoné dbkazy o tumor-supresivnych
ucinkoch réznych fytochemikalii/celych rastlinnych potravin, prisne definované in vivo
experimenty moézu predstavovat cestu ako dokazat ich antineoplastické ucCinky
v organizme [9].

Zaver

Protinadorovy ucinok klinCeka pouzitého v nasej Studii vyplynul z proapoprotického,
antiproliferativneho, antiangiogenetického a antioxidatného ucinku biologicky
aktivnych latok, ktoré su obsiahnuté v klin€eku a zodpovedaju za jeho aktivitu, ktora
bola dokdzana v naSom modeli rakoviny prsnika u samic potkanov. Antineoplastické
ucinky Sirokého spektra fytochemikalii pritomnych v klin€eku maju vyrazny vplyv
na vyvolanie programovanej bunkovej smrti a taktiez dokazu inhibovat’ proliferaciu
a angiogenézu v experimentalnych mamarnych nadoroch in vivo.
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Obr. 1 Reprezentativne obrazky expresie kaspazy-3, Bax, Bcl-2,
Ki67, VEGF, VEGFR-2 a MDA v bunkach mamarnych karcinomov
u potkanov. Pouzité protilatky: polyklonalna protilatka voci kaspaze-
3 (Bioss Inc., Woburn, USA), polyklonalna protilatka voci Bax, Bcl-2
(Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA), monoklonalna protilatka
voCi Ki67 (Dako, Glostrup, Denmark), monoklonalna protilatka voci
VEGF a VEGFR-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA), MDA
(Abcam, Cambridge, MA, USA); finalne zvacSenie: x400.
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Abstract
It is well-documented that regular consumption of phytochemicals from whole
(functional) foods is linked with arisk reduction of the diseases of civilization,
including cancer. The aim of this study was to evaluate the histone chemical
modifications and changes in methylation levels in selected oncogene promoters in
mammary carcinoma tissue using rat model.
Dried flower buds of cloves were administered at two concentrations of 0.1 % and 1
% through diet during 13 weeks after the application of chemocarcinogen. After
autopsy, histopathological, immunohistochemical, and pyrosequencing analyses of
rat mammary carcinomas were performed.
This study demonstrated significant dose-dependent chemopreventive effects of
cloves in rat mammary gland carcinoma model. The evaluation of histone
modifications revealed increase in lysine trimethylations and acetylations
(H4K20me3, H4K16ac) in carcinomas after cloves administration. TIMP3 promoter
methylation levels of CpG3, CpG4, CpG5 islands were significantly changed in
treated cancer cells. An increase in total RASSF1A promoter methylation (including
three CpG sites) in the high dose clove group was found.
This study revealed significant chemopreventive and epigenetic effects of clove buds
in the rat mammary carcinoma model in vivo.

Key words: experimental breast carcinoma, rat, chemoprevention, cloves,
epigenetics, promoter methylation, histone chemical modification

Uvod
Karcinom prsnika predstavuje z celosvetového hladiska zavazny medicinsky
problém [1]. Jednym z moznych pristupov zniZovania vyskytu nadorovych ochoreni
je vhodna uprava stravovania s bohatym zastupenim fytochemikalii v potrave. Do
uvahy pripadaju jednak izolované fytochemikalie, ale aj zmesi fytochemikalii z tzv.
rastlinnych funkénych potravin, kde boli preukazané signifikantné protinadorové
ucinky [2]. Niektoré Studie naznacuju signifikantne pozitivny epigeneticky ucinok
rastlinnych  potravin v karcinogenéze [3]. U viacerych fytochemikalii s
protirakovinovymi vlastnostami bola preukazana schopnost ovplyvnit epigendm
s priamym ucinkom na procesy karcinogenézy. Posttranslaéné modifikacie molekul
histébnov ovplyviuju interakcie DNA-histon a nasledne aj transkripEnu aktivitu
genomu. Aberantné chemické modifikacie histonov zohravaju délezitu ulohu v
karcinogenéze [4]. Zmeny metylacie a acetylacie histonov lyzinu, ako je H3K4m3,
H3K9mM3, H4K20m3 a H4K16ac, su Casto spojené s karcindomom prsnika [5]. Okrem
modifikacii histénov, tiez celkova metylacia DNA, & metylacia prométorov génov,
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ktorych produkty zasahuju do regulacii bunkového cyklu (napr. rassfla, timp 3, p53,
raf, neu, K-ras, H-ras), zohravaju délezitu ulohu v karcinogenéze.

Na zaklade uvedenych poznatkov sme sa rozhodli analyzovat protinadorovy
a epigeneticky vplyv pupenov klinéeka (Syzygium aromaticum L.), potravinu bohatu
na fenolické latky (fenolové kyseliny, flavonolové glukozidy, taniny, €i prchavé oleje),
v modeli experimentalnej mamarnej karcinogenézy u samic potkanov.

Material a metodika

V experimente sme pouzili panenské samice potkanov kmerna Sprague-Dawley
z chovne] stanice Charles River Germany vo veku 32-36 dni. Zvierata boli
adaptované v Standardnych podmienkach zverinca. Mamarnu karcinogenézu sme
vyvolali intraperitonealnou aplikaciou N-metyl-N-nitrozourey (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
13 tyZzdnov az do ukonCenia experimentu. Klin€ek bol aplikovany v diéte (SSNIFF
Spezialdiaten GmbH Soest, Nemecko). Zvierata v kazdom experimente v pocte 75
kusov boli rozdelené do 3 skupin: 1. kontrolna skupina bez fytosubstancie (KONT), 2.
skupina s klinéekom v niz8ej koncentracii (1 g/kg) (KLIN 0.1), 3. skupina s klinéekom
vo vysSej koncentracii (10 g/kg) (KLIN 1). Zvierata boli raz do tyZzdna palpované a
vazeneé.

Na konci experimentu boli zvieratd usmrtené rychlou dekapitaciou. Cast vzoriek
tkaniva mamarnych nadorov bola zafixovana v 10%-nom roztoku pufrovaného
formalinu a nasledne technikou parafinovych rezov pripravena na histologické
a imunohistochemické vySetrenie. Druha Cast vzoriek bola zmrazena pre
pyrosekvenc¢nu analyzu. Nadory boli klasifikované podla kritérii pre klasifikaciu
mamarnych nadorov u potkanov [6]. Parafinové bloCky nadorového tkaniva mlie€nej
Zfazy boli vyuzité k imunohistochemickému stanoveniu parametrov epigenetiky.
K vySetreniu rezov sme vyuzili komercne dostupné protilatky detegujuce chemickeé
modifikacie histébnov H3 a H4 - H3K4m3, H3K9m3 H4K16ac a H4K20me3 (Abcam,
Dako). Kvantitativna pyrosekvencna analyza bola realizovana pomocou PyroMark
PCR kitu (Qiagen, Germany). Metylacna analyza bola pouzita na stanovenie urovne
metylacie troch CpG ostrov€ekov u promotora RASSF1A a Siestich CpG ostrovéekov
prométora TIMP3 (PyroMark CpG assay, Qiagen, Germany). V Statistickom
hodnoteni bola pouzita ANOVA a Kruskal-Wallisov test.

Vysledky a diskusia

Klincek v tejto Studii signifikantne a davkovo zavislym spdsobom potladil riziko
experimentalneho karcindmu prsnika u samic potkanov.

Imunohistochemické analyzy chemickych modifikacii histbnu H4 preukazali
signifikantny, davkovo zavisly narast parametra H4K16ac o 25 % (P=0.001) v
skupine KLIN 0.1 a o 44.5 % (P<0.0001) v skupine KLIN 1 po porovnani s
kontrolnymi vzorkami. V skupine KLIN 1 sme zistili signifikantny narast parametra
H4K20me3 o 74 % (P<0.0001) porovnanim vocCi kontrole. Rozdiely expresie u
parametrov  H3K4m3 a H3K9m3 neboli signifikantné medzi experimentalnymi
skupinami. Reprezentativhe zabery imunohistochemickej analyzy chemickych
modifikacii histonov predstavuje obrazok 1.

Kvantifikacia stupna metylacie jednotlivych CpG ostrovéekov promoétora RASSF1A
nepreukazala signifikantné rozdiely medzi lie€Cenymi skupinami a kontrolou. Analyza
celkovej metylacie prométora RASSF1A (zahffajuca tri CpG ostrovCeky) preukazala
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Statisticky signifikantny narast v skupine KLIN 1 v porovnani s kontrolou (P=0.033)
(obr.2). V pripade promotora TIMP3 sme porovnanim s kontrolou pozorovali
signifikantny pokles priemernych udrovni metylacii ostrovéekov CpG3 a CpG4 v
skupine s vy$Sou davkou klinéeka (P=0.016, resp. P=0.048), na druhej strane stupen
metylacie u ostrovéeka CpG5 v tej istej experimentalnej skupine signifikantne
narastol v porovnani s kontrolnou skupinou (P=0.012). Pri hodnoteni celkového
stupfia metylacie promoétora TIMP3 (zahrriujuc vSetkych Sest CpG ostrovéekov) sme
nezistili rozdiely medzi lieCenymi skupinami a kontrolou (obr.2).

Klin¢eky prejavili v nasej studii signifikantny metylacny ucinok na vybrané CpG
ostrovCeky promotorov RASSF1A a TIMP3. Vysledok z podobného animalneho
modelu rovnako preukazal signifikantny u€inok extra panenského oleja na metylaciu
histonu 4 (H4K20m3) a promotora RASSF1A v nadorovych bunkach [4]. Klinicky bolo
preukazané, ze strata trimetylacie histonu H4K20 je spojena so zlou prognézou a
zvySenou invazivnostou karcinomu prsnika u Zien [7]. V naSej Studii sme po lieCbe
klinCekom pozorovali narast expresie H4K20m3, o poukazuje na lepSiu progndzu
lie€Cenych mamarnych karcindbmov u potkana. NaSe vysledky z epigenetiky
experimentalnej karcinogenézy naznaCuju jeden z mechanizmov, ktorymi
fytochemikalie z klinCeka prejavuju protinadorovy uc€inok v modeli N-metyl-N-
nitrozoureou-indukovaného karcindmu mlie¢nej zZlazy u samic potkanov. V dalSom
kroku bude potrebné nase vysledky validovat dalsimi Studiami, kde bude nevyhnutné
pouzit napr. SirSie spektrum pouzitych markerov tak u génovych prométorov ako aj u
chemickych modifikacii histénov [8-9].

Zaver

Pupene klinceka prejavili signifikantny chemopreventivny ucinok v modeli mamarnej
karcinogenézy u samic potkanov. KlinCek preukazal zretefny epigeneticky efekt
v karcinomoch mlie¢nej Zlazy, ¢o mozno povazovat za jeden z mechanizmov jeho
protinadorového pdsobenia. Na zaklade epidemiologickych Studii sa klinCek javi ako
vhodna potravina pre pravidelnu konzumaciu v prevencii karcinomu prsnika. Su v§ak
potrebné cielené klinické Studie, ktoré potvrdia nas vysledok a su€asne zadefinuju
nielen davkovanie,ale aj Specifické rizikové skupiny zZien pre karcindbm prsnika,
u ktorych mozno oCakavat chemopreventivny efekt klinceka.

Experiment bol schvéleny Etickou komisiou JLF UK (No. EK1125/2012) a Statnou
veterinarnou a potravinovou spravou SR (No. Ro0-1759/11-221). Projekt bol
podporeny grantom VEGA 1/0108/16 a 1/0102/15. Tato praca bola podporena
projektom ,Martinské centrum pre biomedicinu (BioMed Martin)“ ITMS kod projektu:
26220220187, ktory je spolufinancovanym zo zdrojov EU.
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Obr. 1 Reprezentativne obrazky imunohistochemickej analyzy expresie metylacii a acetylacie
histonov H3 a H4 v mamarnych karcindmoch u samic potkanov.
Pouzité boli polyklonalne protilatky vyrobcu Abcam (Cambridge, MA, USA);
zvacsSenie: 400x.
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Obr. 2 Kvantitativna metyla¢na (pyrosekvenéna) analyza.
Celkovy stupern metylacie promoétora RASSF1A (ostrovéeky CpG 1-3) a TIMP3 (CpG 1-6).
Signifikantny rozdiel, *P<0.05 vs KONT.
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Zmeny v distribucii neurénov po expozicii mozgu potkana
ionizujucim ziarenim
Balentova, S.%, Kalenska, D.%, Murin, P. %, Hajtmanova, E.*, Lehotsky, J.* 3,
Adamkov, M.}

Ustav histolégie a embryologie JLF UK v Martine, ’BioMed- Divizia Neurovedy JLF UK v Martine,
$Ustav lekarskej biochémie JLF UK v Martine, “Onkologické centrum UNM v Martine
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Abstract
In the present study we investigated histopathological changes in the rat brain
following fractionated whole-brain exposure with ionizing radiation. Adult male Wistar
rats received a total dose of 35Gy delivered in 7 fractions (dose 5Gy per fraction)
once per week in the same weekday during 7 consecutive weeks. Histochemistry,
immunohistochemistry and confocal microscopy were used to determine radiation-
induced histopathological changes of neurogenesis in 2 neurogenic regions: the
hippocampal dentate gyrus (DG) and the subventricular zone-olfactory bulb axis
(SVZ-OB axis). Image analysis of the brain sections 18-21 weeks after the exposure
showed a radiation-induced increase of neurodegeneration and inhibition of
neurogenesis. Results showed that fractionated whole-brain irradiation led to
development of late radiation-induced changes.

Key words: radiation-induced brain injury, neurogenesis, neurodegeneration

Uvod

V sucasnosti je zvySena pozornost’ venovana pacientom po absolvovanej radioterapii
primarnych nadorovn mozgu a metastaz najma kvéli progresii neskorych
postradiaénych symptomov. U tychto pacientov sa priblizne 6 mesiacov po
radioterapii  vyvijaju vyrazné kognitivne zmeny, C¢asto bez pritomnosti
detekovatelnych anatomickych abnormalit [1]. KedZe pocet pacientov s neskorymi
postradiaCnymi zmenami postupne rastie, v sufasnosti je zaujem zamerany na
prevenciu a zmiernenie prejavov ziarenim indukovaného poskodenia. Aj predklinicke
Studie u experimentalnych potkanov ukazali Siroké spektrum Ziarenim indukovanych
zmien na molekularnej, bunkovej a funkénej urovni. Tieto zmeny zahffiaju napr.
zrutenie hematoencefalickej bariéry, zmeny v synaptickej plasticite a expresii génov
neurénov (immediate-early genes; IEG, glutamatergic N-methyl-D-aspartic acid;
NMDA receptor subunits), inhibiciu neurogenézy, aktivaciu mikroglie, zvySenu
expresiu markerov pre astrocyty, vy$Siu expresiu zapalovych cytokinov (napr. tumor
necrosis factor alpha; TNF a) a zhorSenie pamatovych schopnosti minimalne 6
mesiacov po oziareni [2-8].

Material a metodika
Samcom potkanov (n=14) kmena Wistar, vo veku 3-4 mesiacov sme oziarili kranium
celkovou davkou cD=35Gy ionizujuceho gama ziarenia rozdelenu na 7 frakcii, s
davkou na frakciu=5Gy, 1-krat tyzdenne. Zdrojom Ziarenia bol radioizotop °°Co
(pristroj TERAGAM UJP Praha, CR) a zvierata prezivali 18 az 21 tyzdfiov po
expozicii. Po uplynuti zvolenej doby preZivania po oZiareni sme vykonali celotelovu
transkardialnu perfuziu pomocou 4% paraformaldehydu a po dekapitacii sme
z mozgovych hemisfér narezali sériové sagitalne 30um zmrazené rezy. Preparaty
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sme farbili imunofluorescenénou metodikou na detekciu doublecortinu (DCX),
markera pre nezrelé neurony a po ofarbeni histochemickou metédou Fluoro-Jade C
(FJ-C) sme zistovali neurodegenerativne zmeny. Kvantitativhu analyzu, resp. pocet
fluorescencne znacCenych buniek v jednotlivych anatomickych oblastiach osi
subventrikularna zéna - bulbus olfactorius (SVZ-BO) a gyrus dentatus hipokampu
(GD) sme uskutocnili pomocou programu Imaged (NIH, Bethesda, MD,USA).

Vysledky a diskusia

Neurodegenerativne zmeny, ktoré sme hodnotili po ofarbeni metédou FJ-C boli
vyraznejsie v GD hipokampu ako pozdiZ osi SVZ-BO. Metodika Fluoro-Jade znagi
somata a vybezky neurdnov, ktoré podliehaju patologickej degeneracii ale neznaci
neposkodené neurdny [9] (Obr. 1). V naSom experimente FJ znacila aj ependym
lateralnych mozgovych komoér (LK) a dalSie gliové bunky, pravdepodobne astrocyty.
Vysledky niektorych Studii ukazuju, Ze pouzitim metddy Fluoro-Jade je mozné znacit
aj gliové bunky, najma reaktivne formy astrocytov a mikroglie pri réznych modeloch
experimentalneho poskodenia [10]. V naSom experimente sa pocCet Fluoro-Jade C
znadenych buniek po oZiareni zvysil vo vSetkych oblastiach pozdiz osi SVZ-BO
(SVZa: 15,11 + 4,29/cm? verzus kontrolna skupina: Ziadne bunky; vertikalne rameno:
15,26 + 7,09/cm? vs. K: Ziadne bunky; ohyb: 21,63 + 6,77/cm? vs. K: Ziadne bunky;
horizontalne rameno: 12,06 + 4,18/cm? vs. K: Ziadne bunky). Signifikantny narast bol
zisteny len v GD (96 + 7,83/cm? vs. K: Ziadne bunky; P<0,001) (Obr.3).

Obr. 1 Mikrofotografie sagitalnych rezov mozgu potkanov farbenych metodikou Fluoro-Jade C na
dokaz fluorescenéne FJ-C znalenych degenerujucich neurdénov (zelena fluorescencia) v gyrus
dentatus hipokampu v kontrolnej skupine (A) a u potkanov prezZivajucich 18 az 21 tyZdiov po oziareni
(B, C) celkovou davkou 35Gy. sg; stratum granulosum. Mierky =200um a 50um.

Po oziareni doslo aj k zmenam v zastupeni nezrelych, deliacich sa neurénov (Obr. 2,
3). V oblasti SVZa malo Ziarenie za nasledok doCasné zvySenie pocCtu neurénov
zna&enych proteinom DCX (233,84 + 39,12/cm? vs. K: 147,50 + 27,74/cm?). Naopak,
v dalSich oblastiach doS$lo k signifikantnému poklesu alebo az k vymiznutiu DCX
zna&enych neurénov (vertikalne rameno: 32,88 + 14,71/cm? vs. K: 278 + 26,75/cm?;
P<0,001; ohyb: 35 + 21,41/cm? vs. K: 253.13 + 54.65/cm? P<0,01; horizontalne
rameno: Ziadne bunky vs. K: 368.5 + 82.93/cm? P<0,001). Nahromadenie nezrelych
neurénov v stene LK v blizkosti corpus callosum mdéze byt prejavom zvySenej
mitotickej aktivity pdvodne kludovej populacie kmenovych buniek [11]. AvSak
prevazna vacsina studii (vratane nasej suCasnej a aj predchadzajucich prac) uvadza
ze populacia buniek v SVZa nie je schopna regenerovat a obnovit pdvodné pocty
kmenovych buniek a prekurzorov niekolko mesiacov po oZiareni [12-15]. Ked
schopnost sebaobnovy SVZa zlyha, dochadza aj k poklesu poctu gliovych buniek,
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ktory moze viest az k vzniku radiacnej nekrézy. Tento fakt je dolezity z klinického
hladiska, lebo terapeutické davky pouzivané v radioterapii primarnych nadorov
mozgu su vySSie ako davky, ktoré su schopné eliminovat neurogenézu [16].

Obr. 2 Mikrofotografie sagitdlnych rezov mozgu kontrolnych potkanov (A-C) a v skupine prezivajuce;j
18 az 21 tyzdiov po oziareni (D-F) celkovou davkou 35Gy. Preparaty boli farbené
imunofluorescenénou metodikou na dbkaz proteinu doublecortinu (DCX; Cervena fluorescencia), ktory
znadi nezrelé neurdny v jednotlivych oblastiach pozdiz osi SVZ-BO: v prednej stene subvetrikularnej
zény (SVZa; vlavo), ohybe (v strede) a horizontalnom ramene (hr; vpravo). LK; lateradlna komora.
Mierky=200um.
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Obr. 3 Distribacia neurénov znagenych pomocou metodiky FJ-C (vlavo) a nezrelych neurdénov —
neuroblastov (vpravo), znacenych imunnofluorescenéne na detekciu proteinu DCX v jednotlivych
oblastiach pozdiz osi SVZ-BO (SVZa, vertikdlne rameno, ohyb a horizontalne rameno) a v GD
hipokampu. Statisticka vyznamnost rozdielov medzi kontrolnou (K) a oZiarenou skupinou (0z): *P
<0.05; **P <0.01; ***P <0.001.
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Zaver

Porovnanim vysledkov naSej Studie a inych experimentalnych prac mézZeme
konsStatovat, Ze histopatologické zmeny v zastupeni neurénov v neurogénnych
oblastiach mozgu mézu byt priznakom rozvoja zavaznejSich kognitivnych dysfunkcii
a Strukturalnych zmien (radiatna nekréza). Vysledky tiez poukazuju na to, ze
predklinicky vyskum je nevyhnutny pre uplatnenie vysledkov v klinickej praxi.
Strukturalne a funkéné zmeny v mozgovom tkanive vyrazne zhor$uju kvalitu u
dospelych a pediatrickych pacientov po absolvovanej radioterapii.

Praca vznikla za podpory grantov VEGA ¢. 1/0129/16, 1/0128/16 a projektu
‘Martinské  centrum pre Biomedicinu”,  (ITMS: 26220220187), ktory je
spolufinancovany zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

We explored the morphological and metabolic effect of a clinically relevant
fractionated irradiation on the rat brain using MRI and *H MRS at 7T MR-scanner.
After whole brain irradiation procedures (18-21 weeks) performed by radioactive
isotope®®Co (35Gy in 7 fractions), irradiated (n=9) and sham-irradiated (n=5) animals
underwent invivo MR-examination. Tissue volumetry was examined via high-
resolution multi-slice T,-weighted MRI and evaluated by semiautomatic ParaVision
software. MR spectra in olfactory bulb were measured by SVS with the voxel volume
of 27ul and quantified in LCModel. Except of the significantly reduced tNAA/Cr in
irradiated animals, increased tissue atrophy of olfactory bulb was confirmed,
reflecting an early radiation-induced brain injury consisting of increasing
neurodegeneration and growing inhibition of neurogenesis. In vivo MR-examination
of the animal model imitating the phenotype of clinically relevant cranial irradiation
effects seems to be useful for modeling, mechanistic evaluations, and treatment
planning strategies.

Key words: Radiation-Induced Injury, BulbusOlfactorius, Magnetic Resonance

Uvod

V sucasnej dobe je frakcionované ozarovanie celého tkaniva mozgu ionizujucim
Ziarenim sucCastou radiaCnej terapie mnohych typov intrakranialnych nadorov, alebo
metastazujucich lozisk [1]. Existuje v8ak mnozZstvo preukazanych post-radiaéne
vyvolanych poskodeni centralnej nervovej sustavy (CNS), ktoré limituju planovanie aj
stratégiu radiaCnej lieCby [1-2]. Na zaklade cCasového pdsobenia a klinicky
relevantnych priznakov, radiacne vyvolané poskodenie mozgu vykazuje akutne,
skoré a neskoré odpovede tkaniva na radiacnu lie€bu [2,3]. Nie vSetky poSkodenia su
pritom reverzibilné. Preukazané boli zmeny na cievnom endoteli [2], naruSena
hemato-encefalicka bariéra [1], abnormalna expresia génov alebo iniciovana
apoptéza glialnych buniek [3-4]. Hoci animalne modely umozfiuju imitovat
mechanizmy prebiehajuce v radiacne poskodenom tkanive, skoré odpovede CNS na
klinicky relevantné frakcionované ozarovanie su len velmi slabo preskiumané [5].
Preto zamerom tejto Studie bolo prostrednictvom modalit magnetickej rezonancie
(MR), konkrétne MR zobrazovania (MRI) a proténovej MR spektroskopie (*H MRS),
sledovat skoré anatomické a metabolické zmeny v bulbusolfactorius potkanieho
mozgu vyvolané frakcionovanym ozarovanim s biologicky efektivhou davkou (BED;
117 Gy) ekvivalentnou terapeutickej davke beZne aplikovanej pri nadorovej
radiologickej lieCbe [1,6].
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Material a metodika

Do experimentu bolo zaradenych Strnast 4-mesaénych samcov potkanov rodu Wistar
(Velaz, Praha, CR), priom deviatim z nich bolo pod vplyvom anestézie (i.p: ketamin
hydrochlorid + s.c.: xylazin hydrochlorid) aplikované radiacné ozarovanie (Teragam
KO-2, UJP, Praha, CR) celého mozgu s vyuZitim radioaktivneho izotopu ®°Co
v celkove] davke 35 Gy (7 frakcii po 5 Gy). Uvedena davka je ekvivalentna
biologickej efektivnej davke BED = 117 Gy, ktora je bezne vyuzivana v radiacnej
terapii nadorovych Iézii mozgu [6]. MR vySetrenia boli vykonané prostrednictvom 7 T
MR skeneru Bruker BioSpec 70/20 (Bruker, Ettlingen, Nemecko) v ¢asovom
horizonte 18-21 tyzdfiov po poslednej iradiacnej davke. VSetky zvierata (n=14)
podstupujuce MR-vySetrenia boli poCas merania pod regulovanou anestéziou (3,5-
5,5% sevofluran a O,) a bola im udrZiavana stala telesna teplota prostrednictvom
vyhrievaného l6zka (Bruker, Ettlingen, Nemecko). Su¢astou MR-meracieho protokolu
bolo vysoko-rozliSené T,-vazené anatomické MRI v troch na seba kolmych rezoch
(TR-opakovaci Cas/TE-echo €as = 2680/40 ms, oblast zobrazenia-FOV = 35x35
mm?, velkost obrazu = 256x256, 23 rezov s hribkou rezu 0,5 mm). Proténové MRS
data z bulbusolfactorius boli ziskané pomocou jedno-voxelovej spektroskopie (SVS)
s nominalnou velkostou voxela 3x3x3 mm?® (TR/TE = 1500/20 ms, 200 priemerov),
(Fig.1). Kvantitativne vyhodnotenie *H MRS bolo vykonané pomocou LCModelu 6.3-
1K (S. Provencher, Ontario, Kanada), pri€om sme sa zamerali na metabolicky pomer
tNAA (celkovy N-acetyl-aspartat; spolo¢ny signal N-acetyl-aspartatu a N-acetyl-
aspartyl-glutamatu) ku tCr (kreatin-obsahujuce zlu€eniny; predovSetkym prispevok
fosfokreatinu) ako metabolicky biomarker poctu a viability neurénov [7].

Obr. 1 Anatomické T,-vaZené MRI s lokalizaciou SVS (zeleny §tvoréek; velkost 3x3x3 mm?®) v bulbus
olfactorius u potkana v koronalnej (a), sagittélnej (b) a transverzalnej (c) rovine.

Tkanivova volumetria bulbus olfactorius bola ziskana prostrednictvom poly-
automatického softvéru ParaVision 6.0.1 (Bruker, Ettlingen, Nemecko). Oblasti
zaujmu reprezentujuce celé skumané tkanivo boli najprv vykreslené na 6-tich po
sebe nasledujucich T,-vazenych koronalnych MR rezoch tak, aby pokryli celé
skumané tkanivo (Obr.2) a nasledne mohli byt sc&itané pre zisk volumetrickych
hodndt vykreslenej oblasti. Vysledky Studie boli vyjadrené ako priemer + Standardna
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odchylka (SD) a porovnanie oziarenej a kontrolnej skupiny bolo vypocitané na
zaklade neparového t-testu pomocou softvéeru GraphPad InStat 3.01 (Leuven,
Belgicko). Ako Statisticky vyznamna bola uréena hranica 0,05.
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Obr. 2 T,-vazené koronalne MRI rezy s vykreslenymi oblastami zaujmu pokryvajucimi celé tkanivo
bulbus olfactorius u potkana pre vypocet tkanivovej volumetrie.

Vysledky a diskusia

P&sobenie ionizujuceho ziarenia na mozog vyvolava mnohé patologické zmeny
tkaniva a ovplyviiuje populacie tak neurénov ako aj glidlnych buniek, €¢o sa
odzrkadluje ako vyrazné morfologické, metabolické aj funkéné deficity v CNS [1-2].
V tejto experimentalnej Studii sme pozorovali skoré post-radiacné zmeny na bunkovej
urovni v bulbus olfactorius, konkrétne Statisticky vyznamny pokles metabolického
markeru viability a poCtu neurénov — tNAA/tCr (Tab.1). Predpoklada sa, Ze tNAA sa
syntetizuje v mitochondriach neurénov z aspartatu a acetly-CoA, nasledne sa
transportuje k oligodendrocytom, kde je dalej metabolizovany a sluzi ako zdroj
acetylovych skupin pre syntézu lipidov a bielkovin [7]. Podla literatury znizené
hladiny tNAA/Cr koreluju s narastajucou inhibiciou neurogenézy a zvySenou
nerodegeneraciou veducou K iniciacii bunkovej smrti [7-8]. Uvedené procesy mézu
byt vyvolané mnozstvom post-radianych zmien pozorovanych v ramci CNS, mimo
iné naruSenim hematoencefalickej bariéry, aktivaciou mikroglii, apoptézou
oligodendocytov, zvySenou expresiou astrocytov €i zmenami synaptickej plasticity
alebo aj génovej expresie [4,9]. Z naSich vysledkov je teda zrejmé Ze uz v kratkom
Case po aplikovani radiacnej davky na tkanivo mozgu nastavaju vyrazné zmeny na
metabolickej urovni s vyraznym dopadom na neurodegeneraciu tkaniva.
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Tab. 1 Skora post-radiacna atrofia tkaniva a pokles pomeru tNAA/tCr v bulbus olfactorius.

. kontrola oZiarené neparovy
bulbusolfactorius (n=5) (n=9) t-test (p)
tNAA/tCr
volumetria
(prigmer + SD) 1,034 £ 0,030 | 0,909 + 0,049 0,0002
cm

Zaroven sme v Studii pozorovali Statisticky vyznamnu atrofiu tkaniva v oblasti bulbus
olfactorius (Tab.1) v désledku skorého poSkodenia mozgu radianym Ziarenim.
Hrani¢na hladina atrofie tkaniva bola definovana ako priemerna volumetricka
hodnota bulbus olfactorius vypocitana v kontrolnej skupine potkanov minus jej
Standardna odchylka. Vzhladom na takto ziskand hrani€énu hodnotu atrofie
skumaného tkaniva, sme u oziarenych potkanoch potvrdili ubytok tkanivovej hmoty
v tejto oblasti mozgu v priemere o 10 £ 5 %. Morfologické zmeny tkaniva mézu byt
vyvolané nasledkom poklesu proliferujucej kapacity glialnych buniek alebo
endotelialnych cievnych buniek, ktoré nastavaju vplyvom ionizujuceho Ziarenia [2,8].

Zaver

V na8ej experimentalnej Studii sme potvrdili vyrazny ubytok neuralnej hmoty v oblasti
bulbus olfactorius spojeny so zniZzenou metabolickou funkénostou tychto buniek ako
désledok skorého poskodenia mozgu radiaénym ziarenim s aplikovanou ionizacnou
davkou ekvivalentnou terapeuticky aplikovanym davkam pouzivanym pri nadorovej
radioterapii. Tato skutoCnost mdéze byt vyznamna z klinického hladiska kedZe
radioterapeutické davky vyuzivané pri intrakranialnych nadoroch casto prevysSuju
hodnoty nevyhnutné na zachovanie neurogézy a neuroprotekcie.

Tato publikacia bola podporena projektami ,Martinské centrum pre biomedicinu
(ITMS: 26220220187)“ a "Kompetencné centrum pre vyskum a vyvoj v oblasti
diagnostiky  a terapie = onkologickych  ochoreni  (ITMS:  26220220153)",
spolufinancované grantami VEGA 1/0129/16 a APVV-15-0107, spolu so zdrojmi EU
a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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neurodegeneracie za experimentalnych podmienok
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Abstract

Diseases of the central nervous system are often diagnosed in patients with
hyperhomocysteinemia (hHcy). A high level of circulating plasma homocysteine (Hcy)
is an independent risk factor for stroke. Recent studies suggest hHcy to be a strong
risk factor for dementia.The concurrent effect of brain ischemia and Hcy has a broad
application in the clinical field. Therefore, we investigated the effect of ischemia-
reperfusion injury (IRI) in combination with hHcy on neurodegeneration in rat brains.
We have studied neurodegeneration after global brain ischemia in rat brain in
association with hHcy and possible unfolding of neurodegeneration. 30 male Wistar
rats were used in this experiment, half of which had been fed a methionine-rich diet
(4 g/kg during 28 days) in order to induce HHcy. Global cerebral ischemia with
reperfusion was applied using a 15 min vascular occlusion. We assessed the tissue
damage in the hippocampal area CA1l using fluorescence microscopy after Fluoro-
Jade C staining. The experimental group of animals after ischmia and 72-hour
reperfusion without pre-treatment with methionine showed 1500-times higer neuronal
disintegration in the hippocampal CAl area compared to the control group (p<0,001),
while the group with the same reperfusion time fed methionine-rich diet showed
a 37% decrease compared to the previous group (p<0,001). These results show a
protective effect of oral methionine administration on neuronal survival after
ischemia-reperfusion injury.

Key words: hyperhomocysteinemia, ischemia-reperfusion injury, methionine,
programmed neuronal death

Uvod

Vyskyt hyperhomocysteinémie (hHcy) spolu s mozgovou ischémiou je Castym
medicinskym ukazom. Hladina homocysteinu (Hcy) sa vSak vacSinou stanovuje az
po prebehnutej cievnej mozgovej prihode, atak je hHcy diagnostikova ex post.
Viaceré literarne zdroje pojednavaju o potencialnej prediktivnej hodnote Hcy
a moznosti rutinného sledovania jeho koncentracii, teda vyuziti Hcy ako biomarkera
rizika  kardiovaskularnych, resp. cerebrovaskularnych  ochoreni, v ramci
preventivnych opatreni [1-3].

Klinicky vyznam zvySenej koncentracie Hcy v plazme pri rozvoji ischemickych
cievnych mozgovych prihod, ich recidiv a mozZnosti predikcie ich mortality (obzviast
u pacientov s aterosklerézou velkych ciev), bol dokazany vo viacerych Studiach [4-5].
Nasledkom spomalenej remetylacie dochadza k zvySeniu Hcy v plazme, priCom
cievny endotel je vystaveny jeho toxickym u€inkom. Dochadza k poruche
antitrombotickej rovnovahy, zmene oxidaéno-redukénej rovnovahy, transformacii
tvorby koagula¢nych bielkovin a nakoniec k aterosklerotickym zmenam. Vyznamné
poskodenie sa doteraz dokazalo na mozgovych, periférnych, srdcovych a
placentarnych  cievach  [6-8]. Taktiez, hHcy je spajana s rozvojom

Strana | 48



Nové trendy a perspektivy v histologii Il

neurodegenerativnych  zmien, srozvojom Alzheimerove] choroby ako aj
Parkinsonovej choroby [8-10]. Napriek velkému klinickému vyznamu existuje len
obmedzené mnozstvo experimentalnych prac, ktoré sa venuju skimaniu vzajomneého
vplyvu hHcy a ischemického poskodenia nervového tkaniva [11]. Preto sme sa
v nasSej praci zamerali na asociaciu tychto dvoch patologickych Cinitefov pri ich
suc¢asnom ako aj izolovanom poésobeni s ohfadom na prezZivanie neurénov, ¢o ma
potencialny vyznam aj pre lieCbu pacientov.HHcy je jednym z predpokladanych
faktorov, ktory moze priebeh ischemického poskodenia nepriaznivo ovplyvnit ako aj
zmeny vzniknuté ischémiou potenciovat [8-10]. HIbSie poznanie podstaty
mechanizmov prebiehajucich v bunkach pri ischemickom poskodeni mozgu
v asociacii s hHcy by mohlo v buducnosti prispiet’ k zefektivneniu terapie pacientov
po ischemickom inzulte.

Material a metody

V naSich experimentoch sme pouzili ako biologicky material samce potkanov kmena
Wistar vo veku od 6 do 8 mesiacov (30 ks), chované v Standardnych podmienkach
vo zverinci. Manipulacia s tymito zvieratami bola schvalena Etickou komisiou JLF UK
ako aj SVPS SR pod &islom 727/12-221.Zvierata boli rozdelené do dvoch skupin;
prvej skupine bola eSte pred experimentom po dobu 28 dni podavana metioninova
(Met) diéta (voda obohatena o metionin; 4g/kg zvierata), druha skupina bola bez Met
diéty. Obom skupinam zvierat bol aplikovany model globalnej mozgovej ischémie
poCas 15 min [8] s naslednou reperfuziou 72 hodin a 7 dni. Zvierata boli usmrtené
dekapitaciou v sulade s etickymi zasadami prace s laboratornymi zvieratami. Po
usmrteni im bolo odobrany mozog na histologicku analyzu. Histologicku analyzu sme
vykonali na zmrazenych rezoch. Na zobrazenie dezintegrovanych neurénov sme
pouzili fluorescencnu metodu FluoroJade-C. Preparaty sme vyhodnocovali
s pouzitim konfokalneho mikroskopu Olympus FluoView FV10i v CA1 (Cornu
Ammonis 1) oblasti hipokampu. Vysledky sme vyhodnotili programom GrafPhad
InStat V3.01 a Student-Neuman-Keulsovho testu, kde hladina p<0.05 bola
povazovana za Statisticky vyznamnu.

Vysledky

Fluoro-Jade C predstavuje pokrocilu fluorescenéni metédu znacenia neurdnov
podliehajucich dezintegracii. Tato metodika je najsenzitivnejSim markerom
neuronalnej degeneracie a fluorescenéne oznacuje nielen perikarya, ale aj distalne
dendrity a axony [12]. Detailné fluorescenéné mikrofotorafie preparatov zhotovenych
z mozgov sledovanych skupin zvierat demonstruje obr. 1. Morfologické zmeny sme
hodnotili a kvantifikovali pomocou softvéru Image-Pro Plus 6.0.

Zmeny vyvolané nasSim experimentom na bunkovej a tkanivovej urovni sme sledovali
v skupine kontrolnych zvierat (K), v skupine zvierat s navodenou ischémiou a 72-
hodinouvou reperfuziou (IR 72h), v skupine zvierat s rovnako vyvolanym ischemicko
reperfuznym poSkodenim, ale po predchadzajucej Met diéte (Met-IR 72h) a v skupine
zvierat s Met diétou po 7-dfiovej reperfuzii (Met-IR 7d). V nasich experimentoch sme
dospeli k nasledovnym vysledkom (uvedené hodnoty predstavuju aritmeticky priemer
hodnét napocCitanych na 4 rezoch * Standardna chyba, SEM):

CA1 oblast hipokampu sa vyznaCovala vyraznou pozitivitou vo vSetkych
ovplyviiovanych skupinach (okrem kontrolnej). Medzi sledovanymi skupinami boli
vyrazné rozdiely vo fluorescentnej pozitivite. Mozgy zvierat kontrolnej skupiny
nevykazovali takmer Ziadnu fluorescenciu. V skupine IR 72h sme zaznamenali
najvyraznejSie poskodenie, priemerny pocet pozitivne oznaenych neurénov na 1
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mm? tkaniva 154,75 + 9,23; ¢o predstavuje viac ako 1500-nasobny narast pozitivity
oproti kontrole (p<0,001). V skupine Met-IR 72h sme pozorovali znacne slabSie
poskodenie, priemerny podet pozitivhe reagujtcich neurénov na 1 mm? tkaniva bol
54,25 + 5,80; tieto hodnoty takisto predstavuju Statisticky signifikantny viac nez 540-
nasobny narast oproti kontrole (p<0,001), ale zaroven signifikantny pokles oproti
skupine IR 72h o 65% (p<0,001). Aj skupina Met-IR 7d vykazovala vyznamny narast
dezintegracie neurénov, priemerny podet pozitivne reagujicich buniek na 1 mm?
tkaniva bol 97,5 + 11,6. Tato hodnota vyjadruje 975-nasobny narast oproti kontrolnej
skupine (p<0,001), pokles oproti skupine IR 72h o 37% (p<0,001) a narast oproti
skupine Met-IR 72h o0 44% (p<0,001).

Met-IR 72h Met-IR 7d

o

180 Obrazok 1: Fluorescenéné mikrofotografie
preparatov  zafarbenych pomocou metodiky

g 160 Fluoro-Jade C v CAl oblasti hipokampu.
> 140 V mensich Stvrococh su priblizené neurény CA1
8¢ it oblasti. Sipky ukazuju pozitivne znaCené neurony
‘gg 120 &&& podliehajuce dezintegracii. UseCka zodpoveda 50
g2se pm.
5;‘% 100 Diagram 1: Grafické vyjadrenie poctu pozitivhe
g g g reagujucich neurénov v CA1 oblasti hipokampu po
& < +++ Mg ~ H 2
35 pouziti fluorescenénej metddy Fluoro-Jade C
g& €0 v skupine kontrolnych zvierat, IR 72h, Met-IR 72h
° a Met-IR 7d. Hodnoty boli normalizované ku
§ kontrolnym zvieratdm + SEM; *** znamena
o 20 p<0,001 oproti kontrolnej skupine; +++ p<0,001

0 _ _ _ oproti skupine IR 72h; &&& p<0,001 oproti skupine

K IR72h  MetIR 72h Met-IR 7d Met-IR 72h.
Diskusia

Nase vysledky ukazuju vyrazny poskodzujuci efekt ischémie na mozgové tkanivo.
Zaujimaveé bolo zistenie, Ze Met diéta zlepSila prezZivanie neurénov po ischémii a 72-
hodinovej reperfuzii. Z vysledkov je zrejmé, Ze so stupajucou dobou reperfuzie stupa
bunkové poskodenie. Pri€inou je spustenie drah apoptézy aj nekrozy ako odpoved
na ischémiu, priom rozvoj tejto odpovede je primo umerny dizke reperfizneho &asu.
Skupina zvierat po IR 72h bez navodenej hHcy sa zda byt postihnuta tazZsie.
Zvierata, u ktorych ischémiu predchadzala indukcia hHcy podavanim Met diéty, sa
vyznacovali relativne mensim rozsahom bunkového poskodenia oproti skupinam bez
tejto diéty. Mimoriadne markantny je kontrast medzi postihom CA1 oblasti skupin IR
72h a Met-IR 72h, kde u Met skupiny badame stale slabu farbitefnost a teda aj
vitalitu buniek, zatial o skupina bez Met diéty vykazuje masivny ubytok viabilnych
neurénov. V skupinach po 7-diovej reperfuzii je rozdiel v postihu CA1 uz mensi,
napriek tomu je vSak stale viditelné vacsSie poskodenie v IR-72h ako v Met-IR 7d.
Podfa vysledkov ziskanych za pouZitia tejto metodiky sa javi, Ze Met v strave ako
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zdroj Hcy moze pésobit do urcitej miery protektivne po navodeni ischémie. Ako
vysvetlenie pozorovaného fenoménu Met indukovanej neuroprotekcie by pripadalo
do uvahy zlepSenie pomeru SAM/SAH zvySenim dostupnosti Met, ateda by sa
v patogenéze hHcy v mozgu mohol menej uplatnit proces hypometylacie. Je tiez
zname, ze znizeny pomer SAM/SAH v CSL vyvolava stav hypometylacie
s pridruzenou bunkovou patolégiou [13-15]. ZlepSovanie pomeru SAM/SAH
v prospech SAM ako univerzalneho donora metylovej skupiny je klu€¢ové pre ochranu
neurénov pred oneskorenou neuronalnou smrtou [16]. NaSe vysledky tiez naznacuju,
Ze protektivny vplyv Met je mozné vidiet az po prebehnutom ischemicko-
reperfuznom poskodeni a v mozgoch kontrolnych zvierat s Met diétou sa neuplatnil.
Niektori autori zistili, Ze existuje subpopulacia hipokampalnych neurénov s lepSou
toleranciou ischémie [17], pricom tieto bunky boli identifikované ako interneurény
[18], Co sa zatial v naSej praci nepodarilo dokazat. Modely oralne navodenej hHcy su
limitované S8irokym zasahom do intermediarneho metabolizmu [3], pricom hHcy
vyvolana subkutannym podavanim homocysteinu vernejSie napodobriuje hHcy ako
klinicku jednotku [8, 19].

Zaver
Tato praca mala zhodnotit' u€inky hHcy na tkanivo centralneho nervového systému
pri spolupdsobeni dalSieho silného patologického faktora, ktorym je mozgova
ischémia v experimentalnych podmienkach in vivo, teda modelovat Casty klinicky
stav, pri ktorom je rozvoj lieCby umoziujucej zachranu €o najvacéSieho mnozstva
neuronov klu€ovy a ma mimoriadny vyznam.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0229/15, APVV-15-0107 a projektom
‘Martinskeé  centrum pre Biomedicinu”,  (ITMS: 26220220187), ktory je
spolufinancovany zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionélneho rozvoja.
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Abstract

Spectrum of epigenetic processes play an important role in the etiopathogenesis of
neurodegenerative disorders including cerebral ischemia. Histone acetylation is
among the most studied epigenetic modifications associated with active transcription
state of chromatin. Open chromatin state is more available for various transcription
factors providing activation or repression of gene expression. Ischemia is associated
with overall decrease in histone acetylation levels, thus repressing prosurvival gene
expression. On the other side, it can result in active expression of genes responsible
for mediating neuronal cell death and cause aggravation of tissue damage after
ischemic insult. In this paper, we investigate a specific epigenetic mark, acetylation
levels of histone H4 (Lys12) in animal model of global cerebral ischemia with the
correlation of brain tissue injury. We observed elevated acetylation levels in groups
with induced hyperhomocysteinemia, what correlates with the increase in
neurodegeneration of ischemic brain tissue. This could indicate to a specific role of
epigenetic histone acetylation in association with ischemia-reperfusion injury in
hyperhomocysteinemic conditions.

Key words: cerebral ischemia, hyperhomocysteinemia, histone acetylation

Uvod

Epigenetické modifikacie zahrfiujuce acetylaciu a deacetylaciu histonov su
zodpovedné za uchovanie stability chromatinu a su zapojené do etioldgie Sirokej
Skaly neurodegenerativnych ochoreni. Acetylacia sa spaja s otvorenym a
transkripne aktivnym stavom chromatinu, priCom chromatin sa stava viac
pristupnym pre transkripéné faktory [1]. Abnormalny acetylacny profil ovplyvnuje
synapticku plasticitu, uCenie a pamat. Acetylacia histdbnov sa objavuje na réznych
lyzinovych zvySkoch, Specifické zmeny acetylacie H4K12 sa spajaju s formovanim
dlhodobej pamate a synaptickou plasticitou. U starnucich mysi deregulacia acetylacie
H4K12 v hipokampe branila spusteniu hipokampalnej génovej expresie spojenej s
ustalenim pamate a naslednym vyraznym poklesom pamatovej efektivity [2]. Taktiez
sa CiastoCne spaja s procesom priestorového ucCenia a strachovou pamatou [3].
Nedavne Studie dokazali, Ze amyloidny prekurzorovy protein potla¢a cez acetylaciu
H4K12 mnohé skoré gény nevyhnutné pre synapticku plasticitu [4]. Niektoré prace
spdjaju zmenenu hladinu acetylacie s regulaciou expresie prozapalovych génov [5].
Zvysena acetylacia bola pozorovana v tkanivach vystavenych zapalu u rdéznych
zvieracich modelov, priCom bola spojena s nadmernou regulaciou génov
zodpovednych za sprostredkovanie zapalovej odpovede [6].

Ischemicka cievna mozgova prihoda ma v désledku nedostatoéného prisunu kyslika
a zivin za nasledok rozsiahlu neuronalnu smrt' v zasiahnutej oblasti a nenavratnu
stratu neuronalnych funkcii. Etiopatogenéza cievnej mozgovej prihody je vefmi
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komplexna a zahrriuje poSkodenie v désledku excitotoxicity, aktivacie prozapalovych
mechanizmov, zvySeného oxidaéného stresu, i6novej nerovnovahy [7]. V
ischemickych podmienkach vSeobecne dochadza k poklesu celkovej acetylacie
histobnov a potlaceniu génovej expresie, na druhej strane vSak dochadza ku zvySenej
transkripcii génov kontrolujucich bunkovy stres, zapalové a apoptotické odpovede.

Material a metodika

V naSich experimentoch sme pouzili dospelé samce potkanov kmena Wistar, ktorym
sme po dobu 21 dni subkutannou injekciou aplikovali 1,2 pmol Hcy/g hmotnosti
zvierata na navodenie hyperhomocysteinémie. Po uplynuti tohto obdobia zvierata
podstupili globalnu 15-minutovu ischémiu metdédou 4-cievneho podvazu [8]. Zvierata
sme nasledne rozdelili na ischemicku skupinu bez reperfuzie, skupinu so 72-
hodinovou a 7 dhovou reperfuziou, pocet zvierat v skupine n=3. Kontrolnu skupinu
predstavovali zvierata bez operaéného zakroku. Hladinu Hcy v plazme sme stanovili
komercne dostupnou supravou. Mozgové tkanivo sme spracovali na biochemické
(Western blot, imunodetekcia) a imunohistochemické analyzy. Vysledky sme
vyhodnotili programom GrafPhad InStat V3.01 a pomocou Student-Neuman-
Keulsovho testu, pri€om za Statisticky vyznamnu bola povazovana hladina p<0,05.

Vysledky a diskusia
Stanovenim hladiny plazmatického Hcy sme zistili zvySenu koncentraciu u skupiny s
indukovanou hHcy na 8,456+0,38 pmol/l, pricom fyziologicka hladiny Hcy u
kontrolnych zvierat predstavovala 7,1511£0,42 umol/I.
Pri ischemickych podmienkach trpi celda zasiahnuta oblast predného mozgu
nedostatkom prisunu kyslika a zivin, avSak kratky ischemicky inzult spdsobuje
bunkovu smrt predovSetkym CA1 pyramidalnych neurénov. Neuronalna smrt
vykazujuca Crty apoptdzy a nekrdzy, a je v postihnutej oblasti detekovatefna na druhy
az treti den po ischemickom inzulte. Na detekciu tkanivového poskodenia po
ischemickom inzulte a identifikaciu dezintegrovanych neurénov sme pouzili metédu
FluoroJade-C. V skupine IR 72h bez hHcy sme v CA1l oblasti hipokampu zistili
773,75-nasobny narast (154,75+9; p<0,001) FluoroJade-C pozitivhych neurénov. V
skupine s indukovanou hHcy sa pocet dezintegrovanych buniek 1,35-nasobne zvysil
(209+11; p<0,001) v porovnani s IR 72h kontrolou. V primarnom motorickom kortexe
sme taktiez zaznamenali masivny narast Fluorodade-C pozitivnych neurénov v
porovnani s kontrolnou IR 72h skupinou 94,7-nasobnym zvySenim (71+11; p<0,001).

Dadin - S S S S —
HAK122C — —R  —

K K  15ISCH 15ISCH IR72h IR72h IR7d IR7d
Hey Hey Hey Hcy
Obr. 1 Western blotova analyza acetylovaného H4K12 v homogenéate kortexu.

Nerovnovaha acetylatnych mechanizmov a zmeneny acetylacny profil moéze mat
vplyv na rozsah IR poskodenia v dosledku zmenenej expresie génov spojenych so
smrtou, Ci naopak, prezivanim neuronov. My sme v nasom modeli globalnej ischémie
sledovali zmeny v hladinach celkovej acetylacie histénu H4 na lyzine 12 v mozgovom
kortexe. U hHcy skupin sme v porovnani s kontrolnou skupinou zaznamenali
Statisticky vyznamny pokles na 15,97+3,77% (p<0,05) u skupiny s 15-minutovou
ischémiou s dalSim narastom na 242,56+7,42% (p<0,001) v skupine hHcy IR so 72-
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hod. reperfuziou, ktoré pretrvavalo aj po 7-dnovej reperfuzii (233,25+31,84%;
p<0,001). V porovnani s hHcy kontrolou boli zmeny v hladine acetylacie signifikantné
aj u skupiny s 15-min. ischémiou (p<0,01) a IR Hcy skupinami so 72-hod. (p<0,001)
a 7d (p<0,001) dlhou reperfuziou. ZniZzena hladina acetylacie pri 15-min. ischémii
bola signifikantna voci skupinam IR 72-hod. (83,61+14,15%; p<0,05), 7-dnovej IR
(76,72£10,05%; p<0,05) a rovnako aj voci IR Hcy skupinam so 72-hod. (p<0,001) a
7-dnovou (p<0,001) reperfuziou, ktoré boli rovnako signifikantne zvySené aj v
porovnani s hHcy ischemickou skupinou (127,41+£9,46%). Spomedzi zhodnych
kontrolnych a hHcy skupin sme signifikantné rozdiely pozorovali u ischemickej
skupiny (p<0,01) a skupin IR 72-hod. (p<0,001) a 7-dnovej IR (p<0,001).

ISCH IR 72H

Obr. 2 Fluorescentné mikrofotografie imunohistochemickej detekcie H4K12ac protilatky v M1 korovej
oblasti mozgu potkana u kontrolnej, ischemickej a skupiny po 72-hodinovej reperfuzii. Kontrolné
skupiny bez hHcy (A-C), skupiny s indukovanou hHcy (D-F). Jadra nervovych buniek su dofarbené
DAPI (modré), H4K12ac pozitivne jadra nervovych buniek (zelend). Sipky oznaduju prekryv DAPI a
H4K12ac pozitivnych jadier nervovych buniek. Use&ka zodpoveda dizke 50 um.

Pre blizSie potvrdenie vysledkov Western blotovej analyzy sme sledovali
imunoreaktivitu H4K12 v M1 koérovej oblasti fluorescenénou imunoanalyzou.
Zaznamenali sme celkovo vysoku imunoreaktivitu H4K12ac s jadrovou lokalizaciou.
Pocet H4K12ac pozitivnych jadier nervovych buniek bol vysoky v oboch kontrolnych
skupinach. NizSiu acetylaciu sme pozorovali u kontrolnej ischemickej a IR skupiny v
porovnani s naivnymi kontrolami, ako aj voci ischemickej a IR skupine s indukovanou
hHcy.

Niektoré Studie pozorovali zvySenu hladinu acetylacie H4K12 v spojeni so zvySenou
zapalovou odpovedou u transgénnych AD zvieracich modelov aj u pacientov s AD,
¢o suviselo so zvySenou vulnerabilitou na bunkové poskodenie [9]. Takisto narast
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hladiny acetylovaného H4K12 pripisovany zvySenej tvorbe reaktivnych druhov
kyslika a oxidacného stresu bol pozorovany in vitro pocas starnutia oocytov [10].

Zaver
Na zaklade potvrdeného tkanivového poskodenia po ischemickom inzulte a
pozorovanych zmien v hladinach acetylacie H4K12 mozeme predpokladat, Ze prave
tato epigeneticka modifikacia by mohla zohravat délezitu ulohu pri expresii génov
zodpovednych za bunkovu smrt’ a prezivanie v dosledku ischémie a mohla by byt
moznym cielom pri hladani farmakologickej terapie po mozgovej ischémii. AvSak na
vyvodenie kone¢nych zaverov su potrebné dalSie Specificky zamerané analyzy.

Tato praca bola podporena projektom APVV 15-0107, VEGA 1/0229/15, VEGA
0128/16 a "Kompetencné centrum pre vyskum a vyvoj v oblasti diagnostiky a terapie
onkologickych ochoreni", ITMS kéd projektu: 26220220153, spolufinancovanymi zo
zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

Hyperhomocysteinemia (hHcy) — the increase level of homocysteine (Hcy) is an
accompanying phenomenon of many diseases including brain stroke and can
aggravates the outcome of ischemia-reperfusion (IR) damage, causes the increased
formation of reactive oxygen species (ROS), the homocysteinylation and thiolation of
proteins and enzymes, thus reducing their functionality. The induction of ischemic
tolerance (IT) - the endogenous phenomenon in which brief periods of ischemia
make tissue more resistant to further more severe ischemic injury that would
otherwise be lethal can mitigate the effects of the ischemic attack. The aim of this
study was to study the effect of hHcy on the the activity and the production of
antioxidant enzyme mitochondrial superoxiddismutase (MnSOD) in the rat brain
cortex after induced ischemia, IR damage and ischemic preconditioning (IPC). HHcy
alone induces progressive neuronal cell death and morphological changes. If
combined with hHcy, IPC could preserve the neuronal tissue from lethal ischemic
effect and initiates alterations of MNnSOD with the most significant effect observed
after 3 hours of reperfusion. The activity of MNSOD significantly decreased after the
induced hHcy, however the level of MNSOD protein increased. We observed a similar
trend using the Western blot analysis. These results indicate post-translational
modifications due to the elevated level of Hcy and correlate also with
immunohistochemical analysis.

Key words: hyperhomocysteinemia, superoxide dismutase, ischemia-reperfusion
injury, ischemic preconditioning

Uvod
Viaceré experimentalne a klinické Studie uvadzaju, Zze mierna hyperhomocysteinémia
(hHcy) zvySuje riziko Klinickych prejavov pri cievnej mozgovej prihode (CMP).
Etiopatogenéza homocysteinu (Hcy) je spojena s jeho autooxidaciou a nasledne
zvySenou tvorbou volnych radikalov [1,2], dalej post-translaénymi modifikaciami
bielkovin, tiolaciou a homocysteinylaciou veducimi k inaktivacii enzymov, tvorbe
modifikovanych proteinov a strate biologickej aktivity [3], ako aj nadmernou
stimulaciou NMDA receptorov [4]. Patogenéza CMP, ktora vznika ako désledok
obmedzenia toku krvi do mozgu je spojena s poklesom energetickych zdrojov,
uvolnenim excitanych aminokyselin, dysfunkciou mitochondrii, ako aj tvorbou
reaktivnych foriem kyslika (ROS) a dusika (RNS) [2,5]. Paradoxne, obnovena
perfuzia vedie k dalSiemu tzv. ischemicko-reperfuznemu (IR) poskodeniu, ktoré
negativne ovplyviiuje aj antioxidaCné enzymy — superoxiddizmutazu (MnSOD)
a katalazu (CAT), a kedZe tkanivo mozgu je velmi citlivé na hypoxiu a ischémiu
navrhnutych bolo viacero mechanizmov na zmiernenie désledkov CMP. Jednym
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z takych nastrojov je ischemicka tolerancia (IT) navodena ischemickym
preconditioningom (IPC), pri ktorom kratke periédy subletadlneho inzultu vedu
k protekcii vo€i dalSiemu ataku, ktory by bol inak letalny [2, 5]. IPC je spojeny aj so
zmenami antioxidacnych enzymov, a preto sme sa v Studii zamerali prave na
sledovanie aktivity, mnozstva a imunohistochemicku analyzu MnSOD v kombinacii
S navodenou hHcy.

Material a metodika

6 mesacné samce potkanov kmena Wistar boli rozdelené do Styroch skupin — 1.
kontrolna skupina, 2. hHcy skupina - ktorej bol po dobu dvoch tyZdnov subkutanne
podavany Hcy v davke 0,45 umol/g Zivej hmotnosti dvakrat denne s 8 hodinovym
intervalom [6], 3. IR skupina - sindukovanou hHcy, 15-minutovou ichémiou
a naslednymi reperfuziami (REP) (3,24 a 72 hodin) — a 4. IPC skupina - skupina
sindukovanou hHcy, 5-minutovou preischémiou, 15-minutovou ichémiou
a naslednymi REP. Zvierata boli humanne usmrtené a tkanivo mozgu bolo pouzité na
izolaciu mitochondrii [7] a na histologické vySetrenie [8]. Mitochondrialna frakcia bola
analyzovana spektrofotemetricky a metédou Western blotting (WB). Vysledky boli
korelované s fluorescenénou imunohistochemickou analyzou tkaniva [8] a Statisticky
vyhodnotené v programe GraphPad Instat V3.01, pomocou Student-Neumann-
Keulsovho testu, priCom ako Statisticky vyznamné boli brané hodnoty p<0.05.

Vysledky a diskusia

Pozorovany bol Statisticky vyznamny pokles aktivity MnSOD o 57,9 % v hHcy
skupine v porovnani s kontrolnou skupinou (*** p<0,001) (Tab. 1). Aktivita MnSOD
bola zavisla na dizke REP s maximalnym narastom po 3-hodinovej REP v IR aj v IPC
skupine v porovnani s hHcy skupinou (Tab. 1), pri€om 24 a 72 hodinové REP po IPC
viedli k poklesu aktivity. Vo vSetkych IR skupinach v porovnani s hHcy skupinou bol
detegovany Statisticky vyznamny narast. Navodeny IPC prispel k vyznamnému
narastu aktivity MnSOD pri 3- (+ p<0,001) a 24-hodinovej REP (+ p<0,01). Vysledky
WB analyzy poukazuju na zvySenu hladinu bielkoviny v hHcy skupine o 15,7 %
oproti kontrole. V IR skupine bol zaznamenany narast o 28,8% po 3- a 0 10,9 % po
24-hodinovej REP v porovnani s hHcy skupinou. V IPC skupinach bol zaznamenany
narast o 94 % po 3-hodinovej REP (Tab. 1). Vysledky =ziskané pomocou
spektrofotometrickych metdéd a WB boli doplnené o imunohistochemicku analyzu. Pri
porovnani kontrolnej a hHcy skupiny je zrejme, Ze uz v hHcy skupine dochadza
v neurdénoch kérovej vrstvy k zmenam aj na histo-morfologickej urovni (obr. 1A,B).
V hHcy skupine bola imunoreaktivita MnSOD detegovana v M1 oblasti kortexu (obr.
1B). VIR skupine sme po 3-hodinovej REP sledovali masivny narast v intenzite
zafarbenia perikaryonov aj vybezkov neuréonov (obr. 1C). Imunoreativita MnSOD po
24-hodinove] REP v oboch sledovanych skupinach bola takmer identicka, priCom
v IR skupine sme nachadzali pozostatky ko-lokalizacie MnSOD aj vo vybezkoch (obr.
1D), pricom v IPC skupine boli pozitivne vyhradne perikaryony neurénov (obr. 1F).
MnSOD vo vybezkoch pyramidalnych neurénov. Pri porovnani hHcy skupiny, IR a
IPC skupin sme pozorovali odliSnu ko-lokalizaciu MnSOD ako v IR, tak aj v IPC
skupinach. VIR skupine sme po 3-hodinovej REP sledovali masivny narast
v intenzite zafarbenia v perikaryonoch aj vo vybezkoch neurénov (obr. 1C). Vysledky
indikuju nedostato¢né farbenie MnSOD ako vo vybeZzkoch, tak v axdnoch
pyramidalnych neurénov po 3-hodinovej REP v IPC skupine (obr. 1E). Imunoreativita
MnSOD po 24-hodinovej REP v oboch sledovanych skupinach bola takmer identicka,
pricom v IR skupine sme nachadzali pozostatky ko-lokalizacie MnSOD aj vo
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vybezkoch (obr. 1D). V IPC skupine boli pozitivhe vyhradne perikaryony neurénov
(obr. 1F). Nerovnovaha medzi aktivitou a mnozstvo MnSOD mdéZe suvisiet s post-
translacnymi modifikaciami, ktoré vedu k homocysteinylacii a tiolacii [9] a dokazana
bola reverzibilna acetylacia lyzinov MnSOD [10]. ZvySenu imunoreaktivitu MnSOD
dokazali aj dalSie Studie [11]. Pozorované zmeny po navodenom IPC koreluju
s vysledkami, kde bol zaznamenany pokles aktivity MnSOD v ischemizovanej mieche
u kralikov [12] a po navodenej IT u potkanov [13]. Na druhej strane v inych Studiach
nebola pozorovana zmena aktivity MnSOD, pripadne bola zvySena [14].

Tab. 1 Vplyv hHcy na aktivitu a mnozstvo superoxiddizmutazy v kortexe mozgu potkanov

MnSOD MnSOD MnSOD
(nmol/mg (% kontrolnej (% hHcy
bielkovin) skupiny) skupiny)
kontrolna skupina 22,19 +1,42 100
hHcy skupina 9,34+0,67 121,48 100
15 ISCH 15,09 + 1,04 93,09
IR 3 HREP 3542+ 1,61 130,23"
skupin | 24HREP | 31,02+1,34" ## 156,26 "
a 72HREP | 2829+2,75  *# 121,48
5/15 ISCH 8,93 +0,77 98,06
IPC 3HREP | 20,58 +2,19"## 156,65
skupin | 24HREP | 16,83+1,65"" " 103,17"#
a 72 H REP 12,69 + 1,127 108,27

Hodnoty sU vyjadrené ako priemer + SEM. p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001; tatisticky vyznamné pri
porovnani hHcy skupiny s kontrolnou skupinou a IR skupiny s hHcy skupinou, *p < 0,001; Statisticky
vyznamné pri porovnani IPC skupiny s hHcy skupinou, **p < 0,001; $tatisticky vyznamné pri
porovnani IR skupiny s IPC skupinou

Obr. 1 Fluorescenéné mikrofotografie
imunohistochemickej detekcie SOD2 protilatok v
> M1 korovej oblasti oblasti mozgu potkana

_E,
3
Lateral 2.90 mem (63)

Mikrofotografie M1 koérovej oblasti mozgu potkana v kontrolnej skupine (A), hHcy skupine (B), IR
skupine po 3h REP (C) a 24h REP (D). Spodnu radu mikrofotografii predstavuje IPC skupina po 3h
REP (E) a 24h REP (F). V lavom dolnom rohu kazdej mikrofotografie sa nachadza detail M1 kérovej
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oblasti mozgu potkanov. Sipky (=) oznaduju prekryv fluoescenénej imunoreaktivity SOD2 (zelend) a
DAPI (modra) v nervovych bunkach a preruSované Sipky (—) oznacuju SOD2+ nervové bunky s
cytoplazmatickou kolokalizaciou v oblasti nervovych vybezkov. Usecka zodpoveda dizke 200um.

Zaver

ZvySena hladina Hcy v bunkach ajeho metabolity po homocysteinylacii a tiolacii
spésobuju  posttranslatné modifikacie MnSOD, ktoré ovplyvhuju prislusnu
antioxidacnu schopnost, ako aj samotnu aktivitu a mnozstvo enzymu. ZvySena
produkcia superoxidového radikalu, narast peroxidu vodika a peroxynitritového
radikalu vedie k Strukturalnym zmenam proteinov a dalSich modifikovanych foriem,
ktoré ovplyvnuju enzymaticku aktivitu MnSOD a su€asne vedu k narastu
neenzymovych endogénnych foriem, ktoré sa podiefaju na celkovej antioxidacne;
hotovosti nervovej bunky. Uplny mechanizmus toxicity Hcy a mnoZstvo drah
zapojenych v procese IT nie su eSte stale uplne objasnené. Kedze vacsina klinickych
Studii nedokazala pokles CMP po znizeni hladiny Hcy, nie je stale jasné, €i Hcy
zohrava pri¢innu ulohu v patologickych javoch, s ktorymi je asociovany alebo ¢i je len
marker niektorych zakladnych mechanizmov. Je teda mozné, Zze hHcy nie je
primarnou pricinou aterotrombotickych ochoreni, ale len marker systémového
a endotelového oxidacného stresu, ktoré su hlavhym mediatorom tychto
patologickych javov. Pochopenie viacerych mechanizmov, vratane genetickych
a epigenetickych je teda dolezité pre vyvijanie terapeutickych stratégii pri CMP
indukovanej v désledku hHcy.

Praca bola podporena grantmi VEGA 1/0229/15, 1/0128/16, projektom
"Kompetenéné centrum pre vyskum a vyvoj v oblasti diagnostiky a terapie
onkologickych ochoreni”, ITMS kéd projektu: 26220220153 a projektom Martinské
centrum pre biomedicinu (BioMed Martin), ITMS: 26220220187 spolufinancovanym
zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatara

[1] Petras, J Physiol Pharmacol. 2014, 65: 15-23.

[2] Lehotsky, Front Neurosci. 2016, 10: 538.

[3] Jakubowski, Springer, Wien. 2013, pp 7-18.

[4] da Cunha, Int J Dev Neurosci. 2012, 30: 69-74.

[5] Gidday, Front Neurol. 2015, 6: 42; doi:10.3389/fneur.2015.00042.
[6] Streck, Neurochem Res. 2002, 27: 1585-1590.

[7] Dodd, Brain Res. 1981, 226: 107-118.

[8] Kovalska, J Physiol Pharmacol. 2014, 65: 767-776.

[9] Longoni, Int J Dev Neurosci. 2016, 48: 71-79.

[10] Ozden, Aging (Albany NY). 2011, 3: 102-107.

[11] Ruetzler, J Cereb Blood Flow Metab. 2001, 21: 244-252.
[12] Mechirova, J. Acta Histochem. 2014, 116: 252-257.

[13] Danielisova, Neurochem Int. 2014, 72: 22-29.

[14] Park, Neural Regen Res. 2016, 11: 1081-1089.

Strana | 59



Nové trendy a perspektivy v histologii Il

Proteomicka profilizacia séra, likvoru a mozgového tkaniva
u pacientov so sclerosis multiplex

Hanysova, S., Befova, A. ', Tatarkova, Z.", Kuréa, E°., Lehotsky, J.'?
Ustav lekarskej biochémie JLF UK v Martine, BioMed JLF UK v Martine, *Neurologicka klinika JLF

UK v Martine a UNM v Martine
hanysova@ijfmed.uniba.sk

Abstract

Sclerosis multiplex (SM) is a chronic progressive autoimmune disease of central
nervous system, which is typical by neuroinflammation, axon demyelination and
neurodegeneration. Disease symptoms are associated with the degree and
localization of nerve tissue damage. It is supposed that the etiopathogenesis of SM
includes genetic, immune and environmental factors, but the ultimate driving forces
for disease onset and variable rate of disability progression in individuals still remain
unknown. Validation of existing and identification of new disease biomarkers for
diagnostic or prognostic purposes are still needed. Proteomic profiling of blood serum
and cerebrospinal fluid is a non-invasive, reliable method for initial screening and
finding new candidate biomarkers also for further study in SM brain tissue by
methods of histopathology and immunohistochemistry. The aim of our work was to
test and optimize the first step of proteomic approach for sclerosis multiplex research,
which included the profiling of blood serum proteins from patients with various SM
forms and healthy individuals by two-dimensional gel electrophoresis and
identification of differently expressed proteins by mass spectrometry. Our results
provide a precise information about blood serum protein profiles and are promising
for following research and translation to the clinical application.

Key words: blood serum, cerebrospinal fluid, brain tissue, sclerosis multiplex

Uvod

Sclerosis multiplex — roztrisena mozgomiechova skleréza (SM) je chronické
autoimunitné ochorenie centralnej nervovej sustavy typické procesmi demyelinizacie
axénov, neurozapalu a neurodegeneracie. Predpoklada sa, Ze za etiopatogenézu
ochorenia su zodpovedné imunitné, genetické a environmentalne faktory [1,2].
Symptomy ochorenia suvisia so stupfiom a lokalizaciou poskodenia nervového
tkaniva, ktoré manifestuje pritomnostou sklerotickych lézii. Je rozliSovanych niekolko
klinickych foriem SM, priCom naj¢astejSou je relaps-remitujuca (RR-SM), pri ktorej
dochadza k striedaniu obdobi atakov a remisie. Ochorenie ¢asom progreduje do
sekundarne-progresivnej formy (SP-SM), kedy nad neurozapalom prevazuje
neurodegeneracia [3]. Pri€iny vzniku SM a réznej rychlosti progresie zneschopnenia
u jednotlivych pacientov doteraz nie su plne objasnené. Miera a progresia
zneschopnenia u postihnutého jedinca je stanovovana kvalifikovanymi neurologmi
s vyuzitim Siroko akceptovanych hodnotiacich skal EDSS (Expanded Disability Status
Scale) a MSSS (Multiple sclerosis Severity Score), ktora okrem stupna
zneschopnenia pacienta zohladnuje tiez dobu trvania ochorenia [4].

Sucasné diagnostické moznosti SM pracuju s kombinaciou vySetreni, medzi ktoré
patri zobrazovanie mozgu magnetickou rezonanciou alebo vySetrenie pritomnosti
oligoklonalnych IgG bandov v krvnom sére a likvore [5]. Je popisanych niekolko
skupin doplfiujucich diagnostickych a prognostickych markerov SM s réznou ulohou
v patogenéze SM [6]. Stale aktualnou vyzvou je validacia existujucich a hladanie
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novych parametrov indikujucich patologicky proces alebo farmakologicku odpoved
na terapeuticky zasah, €o je zasadné pre identifikaciu interindividualnych rozdielov
u pacientov. Tieto mézu poméct v€asnej diagnostike, predikcii progresie ochorenia
a monitoringu ucinnosti aplikovanej terapie. Pri hladani novych biomarkerov zohrava
ulohu design a vyvoj pokroc€ilych skriningovych technolégii a metod ,omics® [7].
Proteomicky pristup je neinvazivnym a rentabilnym pre blizSie Studium metabolickych
drah, sledovanie priebehu ochorenia alebo efektivity aplikovanej terapie. Moznosti
neinvazivneho S$tudia ludského mozgu su obmedzené, preto su preferovanymi
zdrojmi Studia kandidatnych molekulovych znakov neurologickych ochoreni
v procese prvotného skriningu krvné sérum a likvor [8]. Ich profilizacia a porovnanie
ponukaju blizSi pohlad na patologické mechanizmy spojené s ochorenim a umoznuju
vyber Specifickych proteinov, na ktoré je mozné zacielit dalSi vyskum na tkanivovej
urovni pomocou metdd histopatoldgie a imunohistochémie. Ciefom naSej prace bolo
zaviest a optimalizovat testovanu metodiku proteomickej analyzy krvného séra
u suborov pacientov a kontrolnych jedincov, analyzy ziskanych proteinovych profilov,
vyberu proteinov s rozdielnou mierou expresie aich identifikacie pomocou
hmotnostnej spektrometrie.

Material a metodika

V pilotnej Studii zameranej na proteomicku analyzu krvného séra sme subor
slovenskych pacientov Neurologickej kliniky JLF UK a UNM v Martine s Klinicky
definovanou SM rozdelili na zaklade klinickych udajov a skore MSSS do podskupin
relaps-remitujuca forma s pomalou progresiou (vek 46,6 + 6,31, skore 1,02 £ 0,32),
relaps-remitujuca forma s rychlou progresiou (vek 51,8 + 6,38; skore 8,2 £ 1,45) a
sekundarne-progresivna forma (vek 48 * 11,34; skore 7,52 = 0,86). Subor bol
doplneny o podskupinu kontrolnych jedincov (vek 51,6 + 6,83). Do kazdej podskupiny
boli zaradené vzorky krvného séra dvoch muzov atroch Zien. Vzorky sme
dealbuminizovali a proteiny sme separovali dvojdimenzionalnou gélovou
elektroforézou. Ziskané proteinové profily sme porovnavali medzi jednotlivymi
skupinami, vzajomné rozdiely sme hodnotili Studentovym t-testom s kvantitativhou
analyzou zmeny expresie na urovni viac ako 1,5 nasobnej zmeny a menej ako 0,6;
s hodnotou p < 0,05 povazovanou za Statisticky vyznamnu. Vybrali sme spoty
zodpovedajuce odliSne exprimovanym proteinom, tieto sme nasledne identifikovali
pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI TOF/TOF.

Vysledky a Diskusia
Pomocou hmotnostnej spektrometrie sme uspesne identifikovali nasledovné proteiny

(Tabulka €. 1) s odliSnou expresiou medzi pacientami a kontrolnym suborom, tiez
medzi jednotlivymi podskupinami pacientov.
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Tab. 1: Proteiny identifikované hmotnostnou spektrometriou, informéacia o kvantitativnej zmene
expresie v porovnaniach medzi jednotlivymi podskupinami. RR-SM - relaps-remitujica forma, SP-SM

— sekundarne progresivna forma sclerosis multiplex.

RR-SM
rychla
RR-SM RR-SM progresia | SP-SM SP-SM
pomala rychla
progresia |progresia| SP-SM /RR-SM | /RR-SM | /RR-SM
pomala pomala rychla
/ kontroly |/ kontroly |/ kontroly | progresia |progresia| progresia
Sérotransferin e & **
Alfa-1-antitrypsin v v
Haptoglobin - * *%
Dynaminu-1 *
podobny protein
Apolipoprotein A-IV B &
Apolipoprotein A-I it B
Leucin-bohaty %
alfa-2-glykoprotein
Glycin *
N-acyltransferaza
Centrozomovy *% *
protein 19 kDa
Farebna Skala kvantitativnej zmeny expresie:
[ <06 [ 06-15 [ 15-3 [ 3-5 [Hnadcii

NasSe vysledky svedCia o moZzZnosti definovat rozdiely v proteinovych profiloch
krvného séra u pacientov a kontrolnych jedincov, tiez rozdiely medzi klinickymi
formami SM a rychlostou progresie. Zistili sme zmeny expresie u proteinov s réznymi
funkciami pre metabolické drahy a s potencialnym vyznamom pre patogenézu SM,
napriklad zvySenu expresiu proteinu akutnej fazy, alfa-1-antitrypsinu, ktora bola
Specificka pre relaps-remitujucu formu SM. ZvySenie hladiny expresie tohto proteinu
v likvore RR-SM pacientov preukazala tiez Studia [9]. Tento jav mdZe byt spojeny
s naruSenim funkcii hematoencefalickej bariéry a poukazuje na nevyhnutnost
simultannej analyzy krvného séra a likvoru pacienta. Znizenie hladiny expresie
apolipoproteinu A-l u sekundarne-progresivnej formy SM je v sulade so Studiou [10]
a poukazuje na tento protein ako kandidatny pre dalSie Studium z hfadiska jeho
dokazanych protizapalovych ucinkov a vSeobecnej dysregulacie metabolizmu lipidov
u SM a tiez jeho aplikacie ako potencialneho biomarkera [11].

Vzhladom na komplexnu povahu SM sa predpoklada, Ze neexistuje Ziadny protein
alebo peptid, ktory by mohol sluzit ako robustny a klinicky relevantny biomarker [12].
Proteinovy profil krvného séra a likvoru ako celok v3ak identifikuje individualny vzor
jednotlivych proteinov, ktoré samostatne nie su spolahlivymi ukazovatelmi stavu
choroby ale ako komplexny obraz reprezentuju matricu s potencialnym
prognostickym vyznamom [13]. Vytvaraju sa tak nové moznosti pre cieleny vyskum
patolégie mozgového tkaniva sklerotickych 1ézii a pochopenie etiopatogenézy SM.
Ziskané poznatky mézu byt po verifikacii translatované do kliniky a potencialne
uzitoCné pre diagnosticky proces, monitoring progresie, u€innosti nasadenej lieCby
a utvorenie zakladu personalizovanej terapie u pacientov s SM.
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Zaver
Aplikovanie proteomického pristupu umoznuje analyzy proteinov réznych typov
vzoriek. Nasa pilotna Studia u pacientov s SM preukazuje jeho vyuzitelnost pre
komplexnu profilizaciu krvného séra a urCenie proteinov s odliSnou expresiou medzi
jednotlivymi klinickymi typmi ochorenia, o mdze sluzit ako ukazovatel progresie.
Nasledny skrining likvoru, porovnanie profilov a identifikacia kandidatnych znakov
ochorenia su kfuCové pre pochopenie molekulovych mechanizmov neurologickych
ochoreni, medzi ktoré patri aj sclerosis multiplex, a dalSie Studium potencialnych
molekulovych parametrov na tkanivovej urovni.

Tato praca bola podporena projektom APVV 15 -0107 a "Kompetencné centrum pre
vyskum a vyvoj v oblasti diagnostiky a terapie onkologickych ochoreni”, ITMS kod
projektu: 26220220153, spolufinancovanymi zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu
regionalneho rozvoja.
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P.

'Ustav lekarskej biochémie JLF UK v Martine, “Ustav histologie a embryoldgie JLF UK v Martine
tatarkova@jfmed.uniba.sk

Abstract

Several pathologies of the cardiovascular system are associated with nitric oxide,
superoxide-derived oxidants or alteration in the antioxidant detoxification pathways
that lead to nitro-oxidative stress. One of the most important consequences at the
biochemical level is the nitration of protein tyrosines. Proteins nitrated at tyrosine
residues were detected in various cellular compartments. In the present investigation
we focused our attention to changes on the level of mitochondria in hearts from adult
male Wistar rats. Nitric oxide is one of the biological molecules that can out compete
superoxide dismutase for superoxide and produce peroxynitrite. This process is
faster than dismutation and led to the 11-fold higher production of nitrotyrosine in IR
group. Distribution of 3-nitrotyrosine positive cells was predominantly within the
cytoplasm of histologically normal tissue but with higher intensity and colocalization in
the nuclei after IR injury. All this suggest development of nitrative stress during
reoxygenation phase. Moreover, 12 proteins were identified to be affected by
nitration during IR. ATP synthase subunit beta was only one more nitrated after IR
when compared to the control. Therefore selective nitration of proteins from the
oxidative phosphorylation system at the beginning of reperfusion may contribute to
the suppression of oxygen consumption and other pathological consequences.

Key words: ischemia-reperfusion injury, heart mitochondria, nitration

Uvod

Ischemicko-reperfuzne poskodenie je komplexny patofyziologicky proces, ktory
zodpoveda za organové poskodenie u Sirokej skupiny klinickych stavov, ako napr.
infarkt myokardu, zlyhanie srdca. Oxid dusnaty (NO) syntetizovany z L-argininu
u¢inkom NO syntazy (endotelidlna-eNOS, induktivna-INOS a neuronalna-nNOS), je
hlavhym prispievatelom regulacie normalnej homeostazy v kardiovaskularnom
systéme spolu s mnohymi vazoprotektivnymi funkciami [1]. Fyziologické hladiny *NO
produkované endotelialnou NO syntazou, su hlavnymi determinantmi endotelium-
zavislej relaxacie a regulatorom cievneho tonusu. Okrem toho, <NO inhibuje
adherenciu a agregaciu krvnych dostiCiek, redukuje adherenciu leukocytov
k endotelu, potlaca proliferaciu a diferenciaciu buniek na stenach ciev [2]. Naopak
znizenie produkcie *NO alebo jeho ucinku predisponuje krvné cievy k poSkodeniu.

V pocCiatoénom §tadiu IR poskodenia zvySeny vstup vapnika do buniek endotelu
vedie k aktivacii eNOS spojenej so vzostupom hladiny NO. Nasledne spotrebovany
L-arginin aktivuje uncoupling eNOS, &im stabilizuje eNOS-sprostredkovanu tvorbu
NO [3]. Hoci narast expresie iINOS bol jednozna¢ne dokazany pocas IR poskodenia,
produkcia NO je zavisla od kyslika a poCas ischémie mébze byt funkcia INOS
oslabena. Niektoré Studie dokazali Skodlivy uc€inok podavania inhibitorov NO syntazy,
€o viedlo k predpokladu, Ze endogénne vytvoreny NO ma protektivny ucinok pocCas
IR poSkodenia [4] a zniZenie jeho biologickej dostupnosti je spojené s nespocCetnym
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mnozstvom kardiovaskularnych chorobnych stavov. Exogénne podavanie NO
agensov redukovalo ucinky IR posSkodenia myokardu na zvieracich modeloch ale nie
je znamy efekt uludi. NavySe je tu aj moznost Skodlivych ucinkov exogénne
podavaného NO, napr. peroxynitritom stimulovana apoptéza [4]. Tieto protichodné
tedrie iba potvrdzuju, Ze doposial nie je jednoznaCne definovana uloha NO v procese
IR poskodenia myokardu.

Superoxidovy anionovy radikalje primarne produkovany mitochondriami, NAD(P)H
oxidazou, xantinoxidazou, pri¢om jeho hlavnymi miestami produkcie v KVS systéme
su bunky endotelu, hladkého svalstva a kardiomyocyty [2].Tento mbze spolu s inymi
reaktivnymi formami kyslika (ROS) atakovat' tyrozinové zvySky bielkovin za vzniku
tyrozylovych radikalov. Po ataku reaktivnych foriem dusika (RNS), najma
nekontrolovana nadprodukcia oxidu dusnatého vedie k vzniku peroxynitritového
anionu (ONOQ"),ktory po interakcii s tyrozylovymi radikalmi produkuje nitrotyroziny.
Na biochemickej urovni je nitracia tyrozinovych zvySkov bielkovin sprostredkovana
jednou z dvoch relevantnych drah v podmienkach in vivo: peroxynitrit- a
hemperoxidaza-zavislej drahy. Experimenty vyuzivajuce izolovany sval srdca
poukazuju na dysfunkciu srdca v spojitosti so zvySenou tvorbu ONOO™ pocas
hypoxie a reoxygenacie, pricom inhibicia NO viedla k znizeniu peroxynitritom-
sprostredkovanej nitracii a zmiernila hyperoxygenaciuv postischemickom srdci [5].
Administracia mimetik Mn-superoxiddizmutazy potlacila tvorbu ONOO™a mala
protektivny ucinok na srdce vystavené IR poskodeniu [6]. Prave kompeticia medzi
MnSOD a NO o superoxid je jednym zmoznych limitujucich faktorov rozhodujucich
o osude buniek srdca v procese ischémie a reperfuzie.

Moznost' reverzibilnej nitracie, ateda C&i denitratny komplex skutoCne pracuje za
podmienok in vivo, stale nie je objasnené [7]. Preto sa predpoklada, Zze bielkoviny
oxidované RNS nie su vo zvySenej miere akumulované pocas fyziologického
starnutia v srdci. NavySe bola dokazana urcita miera selektivity s ohfadomna
Specifické funkéné domény modifikovanych bielkovin. Je dokazané, Ze nitracia
bielkovinovych tyrozinov je vysoko dynamicky a selektivny proces a nejedna sa len o
nahodne sa vyskytujuci dej [8]. S vyuzitim proteomickych Studii sa postupne zvySuje
mnozstvo identifikovanych nitraciou ovplyvnenych bielkovin pri najréznejSich typoch
ochoreni.Preto cielomnaSej pracebolo sledovat primarne ciele nitracie na urovni
tkaniva i individualnch bielkovin v mitochondriach srdca vystavenému IR poskodeniu.

Material a metodika

Pre naSe experimenty sme pouZili srdcia dospelych, 6-mes potkanov kmenha Wistar
(n=6/skupinu), ktoré boli rozdelené na kontrolni (KON) skupinu sfdc (perfundovana
podla Langendorffa 65 minut), ischemicku skupinu sme vystavili 20-min. globalnej
ischémii a IR skupinu s 30-min. reperfuziou. Nasledne sme srdcia spracovali
a uskladnili na -70°C (Western blotting, Imunodetekcia, Hmotnostna spektrometria
UTX MALDI-TOF, Bruker) a v 4% paraformaldehyde (imunohistochemicka
analyza).Vysledky sme vyhodnotili programom GrafPhad InStat V3.01 a Student-
Neuman-Keulsovho testu, kde hladina p<0,05 bola povaZovana za Statisticky
vyznamnu.

Vysledky a diskusia
Mnohé patologické zmeny tkaniva myokardu sa spajaju so zvySenou produkciou NO
a/alebo od superoxidu odvodenych oxidantov, resp. naru$enim antioxidacnej
ochrany veducej k nitro-oxidaCnému stresu. Nitracia tyrozylovych zvyskov je
sprostredkovana RNS, vzostup ktorych je vysledkom nadprodukcie NO. Tento po
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reakcii so superoxidom produkuje ONOO™ a po jeho adicii na tyrozinové zvysky
vznika 3-nitrotyrozin. V nasom modeli globalnej IR srdca sme pozorovali masivny az
11-nasobnym narast(***p<0,05)obsahu 3-nitrotyrozinov po znovuobnoveni prietoku
koronarnou tepnou v porovnani s KON skupinou (Tabulka1).

Tab. 1 Obsah produkovanych 3-nitrotyrozinov v tkanive srdca po IR posSkodeni.

0,935 + 0,053
1,764 + 0,306
11,441+ 1,119

Toto poukazuje na pritomnost obrovského mnozstva bud peroxynitritového anionu
alebo s nim suvisiacich oxidantov obsahujucich dusik, ¢im dochadza k rozvoju
nitracného stresu v reperfuznej faze sprevadzanej hyperoxygenaciou [5].Aplikaciou
Specifickej protilatky proti 3-nitrotyrozinom priamo na tkanivové rezy srdca sme
pozorovali mnozstvo i distribuciu/kolokalizaciu 3NT-pozitivnych buniek.

DAPI anti-3NT DAPI+anti-3NT

Obr.1 Imunohistochemicka analyza 3NT-pozitivnych buniek na rezoch tkaniva myokardu v kontrolnej
(A-C) a IR skupine (D-F); Sipky oznaduju 3NT pozitivitu (zelena) a jadra kardiomyocytov su oznacené
DAPI (modra). Dizka Use¢ky zodpoveda 50pum.

Prevladajucu cytoplazmaticku pozitivitu anti-3NT znaCenych kardiomyocytov
(Obr.1B-C) sme pozorovali v histologicky normalnom tkanive. Na druhej strane
v skupine vystavenej IR poskodeniu (Obr.1E) intenzita a pocet pozitivnych buniek sa
zvysil s prevladajucou pozitivitou v jadrach (Obr.1F) buniek srdca potkanov, o Com
svedCi kolokalizacia s DAPI-znaCenymi jadrami kardiomyocytov.

Nitracia Specifickych bielkovin bola identifikovana pri viac ako 50 poruchach, a preto
sme si s vyuzitim imunodetekcie a Specifickej protilatky oznadili nitraciou pozmenené
bielkoviny v mitochondriach srdca (Obr. 2).S vyuzitim hmotnostnej spektrometrie sme
vybranych 12 bielkovin identifikovali. 15lo o podjednotky komplexu | dychacieho
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retazca (1beta podjednotka 10; 39kDa, 42kDaa 75kDa podjednotka), ktoré potvrdili
aj iné studie [9].Dalej ATP syntaza (FO komplex podjednotka B1 a podjednotky O,
beta a alfa) publikované [10], malatdehydrogenaza [11], kreatinkinaza S-typ [12]
a CoA ligaza 6 mastnych kyselin s dlhym retazcom.

anti-3NT kDa vyrezané bielkoviny
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Obr. 2 Schopnost’ naviazania sa anti-3NT na bielkoviny a 1D profil vybranych nitrovanych bielkovin
mitochondrii na hmotnostnu analyzu

Ako mozno vidiet z vysledkov, ide o podjednotky, resp. enzymy
s dominantnymzastupenim a ulohou v mitochondriach. NavySe iba v pripade ATP
syntazy podjednotky beta sme zaznamenali 21% vzostup nitracie po IR,Co
ovplyvnuje aktivitu i schopnost’ syntézy ATP, kedZe beta podjednotka je jej miestom.
Zatial boli identifikované 2 miesta nitracie beta podjednotky na Tyr**® a Tyr*®%[10].

Zaver
Oxid dusnaty potlaca proliferaciu a diferenciaciu buniek na stenach ciev, pricom jeho
nedostatok zvySuje riziko ich poskodenia. V reperfuznej faze sprevadzanej
hyperoxygenaciou dochadza k rozvoju nitraného stresu veduceho k apoptoze alebo
k stimulaciiselektivnej nitracie bielkovin mitochondri s moznym dopadom na funkciu
a prezivanie kardiomyocytov po IR, s dbérazom na reoxygenacno-kompenzacné
mechanizmy s moznym vyvojom terapeutickych postupov postischemického srdca.

Tato praca bola podporena projektom "Kompetenéné centrum pre vyskum a vyvoj
v oblasti diagnostiky a terapie onkologickych ochoreni”, ITMS koéd projektu:
26220220153, spolufinancovanym zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionélneho
rozvoja a projektom VEGA1/0129/14.
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Abstract
Eosinophilic esophagitis is an immune-mediated disease characterized by
esophageal eosinophilia and symptoms (dysphagia, heartburn, chest and abdominal
pain, vomiting, or food impaction) related to esophageal sensory and motor neural
dysfunction.
We aimed to establish a model of eosinophilic inflammation in the esophagus for the
study of the inflammation-induced changes in the esophageal nerves using various
routes of administration of ovalbumin antigen. The animals were sensitized by
ovalbumin (10mg/kg, i.p.) and three weeks later sensitized animals either inhaled
ovalbumin (0.3%) for several days (8, 15 or 20 days, respectively) or received
injection of ovalbumin into the surgically exposed cervical esophagus. The middle
portion of the esophagus was harvested and the eosinophils were evaluated in
transversal esophageal sections (12um) by using Giemsa staining.
Repeated inhalations of ovalbumin (8, 15 or 20 days) in ovalbumin-sensitized
animals failed to evoke consistent eosinophilic infiltration of esophageal mucosa
averaging 0-1 eosinophils per high power filed (hpf) (n=3, 7 and 2 animals,
respectively). In contrast OVA injection into the esophageal wall in sensitized animals
resulted in vigorous eosinophil infiltration of esophageal mucosa (14024 eosinophils
per hpf, n=6, p<0.05) on day 2 following the injection. The eosinophils were located
predominantly in the subepithelial layers but were also found in the epithelium (99116
vs. 41+10 eosinophils per hpf).
We conclude that the injection of the ovalbumin antigen into the esophagus of
sensitized guinea pigs is effective approach to induce massive eosinophilic infiltration
of esophageal mucosa. This model proves useful for those studying eosinophilic
inflammation-induced changes in the esophagus.

Key words: ovalbumin, eosinophilic esophagitis, eosinophils, guinea pigs

Uvod

Eozinofilna ezofagitida (EE) so stupajucou incidenciou a prevalenciou je chronické
imunitné zapalové ochorenie charakterizované infiltraciou eozinofilov v pazeraku, ¢o
vyvolava poruchy funkcie pazZeraka s typickymi klinickymi priznakmi ako su poruchy
prijmu potravy, dysfagia, dyspepsia, nekardialna bolest na hrudniku [1-2]. Spoloénym
znakom tychto symptémov je porucha funkcie paZerakovych senzorickych
a motorickych nervovych drah.

Je preukazana asociacia medzi eozinofilmi a enterickym nervovym systémom, ktory
prispieva k patogenéze ochorenia. In vitro Studie ukazali vplyv eozinofilov na
aktivaciu nervov, vratane nervovej remodelacie so zvySenim poctu adhéznych
molekul, muskarinovych M2 receptorov a zvySenim produkcie nervového rastového
faktora [3]. Jednym z rozhodujucich diagnostickych kritérii je nalez eozinofilného
infiltratu v sliznici paZeraka s vyskytom minimalne 15 eozinofilov na jedno
vysokorozliSovacie pole (>15 eo/HPF) z proximalneho a distdlneho segmentu
pazeraka [4-5].

Pretoze naSim hlavhym ciefom bolo prispiet k pochopeniu molekularnych
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mechanizmov visceralnej bolesti pri eozinofilnej ezofagitide, v prvej faze naSich studii
sme sa sustredili na vyvinutie a optimalizaciu modelu akutneho alergického zapalu
pazeraka ana histologické potvrdenie eozinofilného infiltratu v sliznici paZeraka
morcCata. Na zaklade literarnych udajov na zvieracom modeli sme predpokladali, ze
opakovana inhalacia alergénu ovalbuminu vyvola vyznamnu eozinofilnu infiltraciu
[6-7].

Material a metodika
V experimentoch boli pouZzité morcata Dunkin Hartley (samce, 250-300g, Oddelenie
chovu laboratérnych zvierat UEF SAV Dobra Voda). VSetky $tudie boli schvalené
podla platnej legislativy.

Senzibilizacia a inhaléacia ovalbuminu

Zvierata boli senzibilizované antigénom ovalbuminom (OVA, Sigma, 10mg/kg, i.p.) 3x
po sebe v dvojdnovych intervaloch. Senzibilizacia bola potvrdena pozitivnym koznym
testom. Po troch tyzdrioch senzibilizované zvierata inhalovali ovalbumin (0.3% OVA)
pocas 5 minut v réznych ¢asovych intervaloch (8, 15 alebo 20 dni).

Senzibilizacia a injekcia ovalbuminu

V druhom usporiadani experimentov zvierata boli rovnako senzibilizované
intraperitonealnym podanim ovalbuminu ako predchadzajuca skupina zvierat, po
tyzdni od posledného podania OVA zvierata boli anestézované (ketamin 50mg/kg
Ixylazin 2,5mg/kg), nasledne im bola vykonana chirurgia kréného pazeraka, kde sme
injikovali 0,1% ovalbumin (20ul). Zvieratd sme postupne usmrtili inhalaciou CO, po
48 hod, potom po 5, resp. 14 dnoch. Kontrolnym zvieratdm bol aplikovany
fyziologicky roztok za rovnakych podmienok.

Histologicka analyza bioptickych vzoriek a hodnotenie pocétu eozinofilov

V prvej faze modelovania akutneho alergického zapalu sme sa sustredili na
hodnotenie eozinofilov s pouzitim Standardného spracovania histologického
materialu. Histologické rezy boli farbené podla Giemsu a hodnotené v svetelnom
mikroskope. Hodnotili sme maximalny pocet eozinofilov (peak) v najvacsom zornom
poli (HPF) analyzovany v 10-12 zornych poliach pri objektive 40x.

Statistické analyza

Vysledky sme hodnotili ako priemer £+ SEM a na porovnavanie boli pouzité tieto
Statistické analyzy: two-way ANOVA a nalezity t-test. Za Statisticky vyznamny rozdiel
bol povazovany p<0,05.

Vysledky a diskusia
V prvom usporiadani experimentov sme zistili, Ze inhalacia ovalbuminu nevyvolava
eozinofilnu infitraciu v pazeraku u senzibilizovanych zvierat podas roznej dizky
expozicie OVA. Pritomnost eozinofilov bola len zriedkava (0-1/HPF), dokonca ani
20x opakovana inhalacia nevyvolala infiltraciu eozinofilov (Obr. 1A). Na rozdiel od
inhalacie, injekcia OVA do krénej steny paZeraka viedla k masivnej infiltracii
eozinofilov v sliznici nielen v krénej ale aj v strednej Casti paZzeraka senzibilizovanych
zvierat. Maximalny pocet eozinofilov bol v priemere 140+24/HPF (n=6, p<0,05)
pozorovany po 48 hod od injekcie ovalbuminom (Obr. 1A). Eozinofily boli hlavne
lokalizované v subepitelovej vrstve v porovnani s epitelom pazeraka (9916 vs.
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41+10/HPF, p<0,05), €o ilustruje obrazok (Obr. 1B, 2B) s vyraznou eozinofilnou
infiltraciou v porovnani s normalnou sliznicou pazeraka (Obr. 2A).
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Obr. 1 (A) Maximalny pocCet eozinofilov v zornom poli v stene pazerdka s vysokym zvacSenim (400x)
po opakovanych inhalaciach a pazerakovej injekcii OVA u senzibilizovanych morciat. (B) Distribucia
eozinofilov v lamina propria a epiteli po pazerakovej injekcii OVA (n=6) (meant+SEM).

Obr. 2 Eozinofilny infiltrat sliznice v strednej Casti paZeraka po injekcii alergénu do krénej Casti
v pazeraka (B) v porovnani s normalnou sliznicou (A) pri 200x zvacseni.

Aj ked etiologia a patogenéza eozinofilnej ezofagitidy nie je Uplne jasna, predpoklada
sa, ze ide o alergické zapalové ochorenie, Casto oznalované aj ako "astma
pazeraka" [8] avo vacsSine pripadov ma progresivny priebeh [9-10]. Désledkom
chronického zapalu su fibrotické zmeny pazerdka, ktoré vedu k dysfagii a Castym
epizédam uviaznutia susta potravy [11]. Literarne udaje uvadzaju, Ze visceralna
hypersenzitivita je hlavnym charakteristickym znakom pacientov s funk&nou
poruchou pazeraka [12]. KedZe symptomy EE su spojené s visceralnou bolestou,
perspektivne sme hladali model na S$tudium aferentnych nervov relevantny pre
visceralne ochorenia.

Pouzili sme rozdielne metodiky modelovania zapalu u senzibilizovanych zvierat,
jednak inhalaéne v bdelom stave, ako aj lokalne podanie ovalbuminu priamo do
steny pazeraka u anestézovanych zvierat.
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V prvej faze modelovania akutneho eozinofilného zapalu sme sa sustredili hlavne na
histomorfologické nalezy a naSim cielom bolo maximalizovat alergicky zapal
a nasledne Studovat’ neuroplastické zmeny vagovych aferentnych nervov. Zistili sme,
Ze na rozdiel od inhalacie OVA, kde boli pritomné eozinofily v sliznici pazeraka len
raritne, OVA injekcia vyvolala masivnu infiltraciu eozinofilov v subepitelovej
a epitelovej vrstve pazeraka s kulminaciou po 48 hodinach od podania injekcie. Preto
tento interval sa ukazuje najvhodnejSi pre Studovanie mechanosenzitivnych
a chemosenzitivnych zmien vagovych nociceptivnych nervovych drah v zmysle
hypersenzitivity a hyperreaktivity.

Zaver
Injekcia antigénu ovalbuminu do pazeraka senzibilizovanym zvieratam vyvolava
akutny eozinofilny zapal, ktory je efektivny na indukciu masivnej eozinofilnej infiltracie
v mukéze pazeraka. Tento model je vhodny na analyzu eozinofilného zapalu ako aj
neuroplastické zmeny aferentnych nervov inervujucich pazerak.

Finan¢na podpora: BioMed Martin (ITMS: 26220220187) a VEGA 1/0070/15
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Abstract
The authors present a case report of an adult man with a complete manifestations of
Marfan syndrome. Marfan Syndrome is a connective tissue disorder caused by
a mutation of the FBN1 gene on the chromosome 15. Connective tissue provides
strenght and flexibility to different structures throughout the body. The disorder
affects most organs and tissues, especially lungs, eyes and heart. People with
Marfan syndrome are very tall and thin, arms, legs, fingers and toes are too long for
the rest of the body. Hypermobile joints can be dislocated. Spine may be curved and
breast bone excavated (Pectus excavatus). Long narrow face is higher than normal,
the roof of mouth forms the pointed arch. The dilation of aorta, aorta dissecans and
mitral valve prolapse are the common finding.
Disability of respiratory system often ends by restriction of respiratory tract. Ectopia
lentis can be present in the eyes.
We present an adult man with the arachnodactyly, coxarthrosis, pes excavatus and
plantus and Dupuytren’s contracture on both hand. The aortic dilatation, dissection of
aorta, mitral valve prolaps and venous insufficiency were detected. The
pseudopterygium on the left eye was found.

Key words: Marfan syndrome, Dupuytren’s contracture, pseudopterygium

Uvod

Autori predkladaju kazuistiku dospelého muza, u ktorého mozZno pozorovat
komplexnu manifestaciu Marfanovho syndromu.

Marfanov syndrém je porucha spojivového tkaniva, ktora je spdésobena mutaciou
génu FBN1na 15. chromozéme. Toto ochorenie postihuje viaceré organy a tkaniva,
najviac byvaju postihnuté pluca, oci a srdce. Postihnuti su velmi vysoki, horné
a dolné koncatiny a tiez prsty su oproti zvySku tela nepomerne dihé. Hypermobilné
kiby mézu byt dislokované, chrbtica byva pokrivena a sternum vpadené (Pes
excavatus). Tvar je uzka a dlha, podnebie vytvara goticky obluk [3]. Obvyklym
nalezom byva dilatacia aorty, aorta dissecans a prolaps mitralnej chlopne.
Postihnutie respiracného systému Casto konci restrikciou dychacich ciest r6zneho
stupna. U oCi mozno pravidelne pozorovat Ektopiu lentis, obasnym nalezom byva
Coloboma lentis.

Material a metodika
Dospely muz s Marfanovym syndromom, pravidelne prichadzajuci na o¢né oddelenie
Martinskej univerzitnej nemocnice pre recidivujuce pseudopterygium na favom oku.
Po konzultacii boli so suhlasom pacienta urobené fotografie fotoaparatom Olympus.
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Vysledky
Dospely,191cm vysoky muz, vaziaci 68 kg, s pocCetnymi klinickymi prejavmi
Marfanovho syndrému. Hrudnik je deformovany asymetrickym Pectus excavatus. Uz
viac ako tridsat’ rokov sa objavuju spontanne pneumothoraxy striedavo na pravej aj
na lavej strane. Jazvy na kozi hrudnika svedCia o mnohonasobnych operaciach.
Recidivujuce pneumothoraxy kombinované s plucnym emfyzémom viedli ku stredne
tazkej restrikcii dychacich ciest, dychanie stazuje aj deviatio septi nasi.
Arachnodactylia je pritomna obojstranne, malé kiby si hypermobilné a artrotické,
interfalangealne kiby st vo flekénom postaveni. Palmarne aponeurdzy obidvoch ruk
su stiahnuté Dupuytrénovymi kontrakturami. Pre viacnasobné a €asto sa opakujuce
recidivy bol pacient rehospitalizovany v r6znych nemocniciach a rieSeny operacne.
Napriek tomu aj po opakovanych fascietémiach su prsty favej ruky stale vo flekénom
postaveni, priCom najmenej je ohnuty druhy prst a najviac piaty prst (obr. 1).
V anamnéze nachadzame informaciu o prolapse mitralnej chlopne, o recidivujucich
inguinalnych herniach a o operacii hiatovej hernie. Na nohach pozorujeme pes
excavatus et plantus. Obidva palce su vo valgéznom postaveni, na predkoleni vidno
dosledky vendznej insuficiencie (obr. 2)
Po keratotomii sa u postihnutého vyskytuju recidivy pseudopterygia na obidvoch
oCiach. Pravé oko sa podarilo vylieCit aplikaciou Avastinu, lavé oko je eSte stale
v lieCbe (obr. 3).

Obr.1 Dupuytrénova kontraktura na lavej ruke
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Obr. 2 Klinicky obraz vendznej insuficiencie na dolnych konc&atinach

Obr.3 Pseudopterygium na favom oku.
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Diskusia
Marfanov syndrém je ochorenie so znacnou morbiditou a mortalitou. Toto ochorenie
postihuje 6-8% populacie [3].
Dupuytrénova kontraktura je progresivne ochorenie, ktoré spdsobuje skratenie a
zhrubnutie ligament, ktoré sa upinaju do palmarnej fascie. Ochorenie zacina tvorbou
tuhych uzlov na dlani a pomaly progreduje do kontraktury prstov ruky. Flekény uhol
sa objavi najprv v metakarpofalangealnych kiboch, potom pokracuje do proximalnych
interfalangealnych kibov. Obojstranné postihnutie je bezné, jedna ruka byva
postihnuta tazSie ako druha, avS8ak vyraznejSie postihnutie nezodpoveda
dominantnej ruke [5]. Ochorenie CastejSie postihuje muzov nad 40. rokov
a progreduje u nich rychlejSie ako u muzov nad 50.rokov [4].
Pseudopterygium je vzacne ochorenie oka, ktoré je sprevadzané nadmernym rastom
spojovkovej membrany, s adhéziou na ktoromkolvek kvadrante rohovky [1].
Toto ochorenie mbéze byt dbésledkom periférneho vredu rohovky, konjunktivitidy,
alebo chemického popalenia, ale méze sa tieZ objavit ako nasledok chronického
mechanického drazdenia kontaktnymi SoSovkami pri zZmurkani, v spojitosti
s nedostato¢nou lumbrikaciou povrchu rohovky [7]. Gagnon a kol. [2] popisuju prvy
pripad vzniku pseudopterygia po popaleni oka vajcom prehriatym v mikrovinnej rare.
Thapa a kol. [8] uvadzaju pripad 14 roCného diev€ata s Marfanovym syndrémom
s Coloboma lentis na pravom oku a s Ektopiou lentis na lavom oku.
Coloboma lentis je vrodena chyba SoSovky, pri ktorej je poSkodeny jej okraj a straca
sa hmota SoSovky, tvar v8ak ostava nezmeneny. Okraj defektu mbéze byt rovny,
odsadeny, zakriveny alebo vycCnievajuci. Pri Ectopia lentis subluxovana SoS$ovka
vytvara dojem defektu, ale jej okraj je neporuseny [6].

Zaver
Pre Casto sa opakujuce recidivy uvedenych symptémov je prezentovany pacient
dlhoroCny invalidny déchodca.
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Abstract

Acupuncture belongs to teachings of the traditional Chinese medicine, and its
principle lies in the insertion of special acupuncture needles into specific points
(acupuncture points) with the purpose of entirely or partially healing of an illness as
well as prevention of issues related to specific acupuncture points. Acupuncture
points are spread out throughout the human body on acupuncture pathways, so
called meridians, which are according to Chinese teaching channels through which
flows energy through the body and it gets closer to the surface in the location of
acupuncture points, where it can be harnessed for acupunctural treatment. Our
research focuses on the acupuncture pathway of the large intestine. This meridian
according to the traditional Chinese teaching affects the intestine (including digestion,
etc.), but it also in large part copies the effect of the lung meridian on the respiratory
system, where it can be used for treatment of hay fever, bronchial asthma, or
allergies.

Key words: acupuncture, acupuncture path, acupuncture points, meridians,
meridian of large intestine, cadaver, Qi

Uvod

V Cinské historii nachazime zminku o nalezu prvnich kosténych jehel jiz pfed 7 tisici
lety. Pravé u téchto jehel se usuzuje, ze slouzily k provadéni prvnich historickych
akupunkturnich vpichu. Pozdé&ji byly nalezené jehly kovové, spolu s kovovymi modely
lidského téla, které nesly oznaceni prvnich akupunkturnich bodu. Z téchto duvodu je
Cinska akupunktura nazyvana nejstarsi Ié¢ebnou metodou svéta. Lécba probiha na
zakladé vpichu specialnich kovovych jehel ur€enych pro akupunkturu, do specificky
danych bodu. Tyto body nachazime rozmisténé po lidském téle a sefazené po tzv.
energetickych drahach — meridianech, neboli akupunkturnich drahach. Cilem IéCby je
dle ¢inského uceni naprava vychyleni organismu z rovnovahy a nespornou vyhodou
je, ze tato lécCba, kromé& mozného zanétu apod. pfi nedodrzeni zakladnich
hygienickych pravidel nebo pfi zasahu do prlibé&hu nervu, nema negativni ucinky na
lidsky organismus. Meridian tlustého stfeva, na ktery je zaméfena naSe prace,
doprovazi drahu plic a proto, dle &inského uéeni, plsobi nejen na samotné stfevo,
ale také na dychaci obtiZze a onemocnéni dychaci soustavy.

Material a metody
Studie byla provadéna na kadaverech, protoZe i presto, Zze akupunktura byla
predmétem mnoha vyzkumda, vétSina z nich nedokazala vyloucit nezanedbatelnou
subjektivni sloZku pacienta, zejména placebo efekt. Kadavery byly darovany darci
k védeckym ucellm a pfed zahajenim vyzkumu byly standartni fixaéni metodou
fixovany na Ustavu anatomie LFOU. Studie byla zamé&fena na akupunkturni drahu LI
— tlustého stfeva, kdy nejdfivé probéhla projekce na zivé lidské télo (nebot na
kadaverech nemohla byt zajiSst€éna neutralni poloha, a dale béhem fixace vznikaji
mikrodeformace tkané, které by mohli vyvolat chybnou odchylku pfi projekci bodu

Strana | 76


mailto:frantisek.dorko@osu.cz

Nové trendy a perspektivy v histologii Il

pfimo na kadaver) dle studia literatury, specialnich akupunkturnich nakresti a modelu
k tomu uréenych. Jednotlivé body byly poté postupné vypreparovany se zfetelem na
pribéh jednotlivych struktur po vrstvach. Meridian LI ma celkem 20 bodu, které se
vétSinou nachazeji na horni koncetiné.

Vysledky

Akupunkturni body se nachazeji na energetickych akupunkturnich drahach -
meridianech, a dle ¢inského uceni jimi proudi Zivotni energie, tzv. qi (Echi). Tradi¢ni
uceni popisuje 12 hlavnich a 2 vedlejSi energetické drahy, na kterych se nachazi 361
akupunkturnich bodl, ztoho 20 bodu je umisténo na draze tlustého stfeva —
meridianu LI. ZaCatek je orientovan na radialni strané posledniho Clanku ukazovacku
a dale probiha po predlokti az na paZzi do fossa supraclavicularis. Povrchovy prabéh
sledujeme na krku a dale pokracCuje k hornimu rtu. Je uzce spjat s drahou plic, a
proto kromé stfeva vyznamné ovliviuje také plicni onemocnéni. Akupunkturni body
LI byly naprojektovany na kadaver a jsou postupné opatrné preparovany se zietelem
na probihajici struktury.

Diskuze

Nazor na akupunkturu je stale ne zcela jasny a v Evropé nejsou popisované ucinky
spojované s léCbou pomoci akupunktury vyznamnéji uznavany. Je to zcasti
zpusobené i vyzkumy, které nevyvraceji subjektivni slozku ze strany pacienta,
prfedevsim pak placebo efekt. Pfesto nelze fict, Ze akupunktura pracuje jen a pouze
pravé na placebo efektu, nebot v Cing je tradice lébou pomoci akupunktury
uznavana jiz nékolik tisic let a tato metoda se tési stale vétsi oblibé nez racionalni
zapadni medicina. Proto je pfistup k IéCbé pomoci této metody stale rozpacity a
stanovisko k ni pfevazné nejasné, nebo negativni a Iékaif malokdy pfistupuje k lécbé
ve stylu vychodni ¢inské mediciny.

Zaver
Akupunkturni body meridianu LI byly naneseny na kadavery lidského téla, urCenych
k vyzkumu a momentalné probiha jejich Setrna preparace.

Vyzkumna studie je podporovana z financ¢nich prostredkt projektu SGS05/LF/2017
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