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Predhovor

Vyznam zbornika ,,Nové trendy a perspektivy v histologii IV*

Zbornik je charakterizovany ako publikacia, ktora predstavuje pod spoloCnym
nazvom subor Studii, ktoré maju spolo¢né ideové Crty alebo su ,aspofi ramcovo
tematicky pribuzné“. Tieto Studie su obyCajne pisané tak, Zze by mohli byt
publikované aj samostatne.

Periodicky recenzovany zbornik ,Nové trendy a perspektivy v histolégii IV ponuka
subor vedeckych clankov, ktoré su viac, ¢i menej pribuzné s funkénou histolégiou. To
len opat dokazuje znamu skutoCnost, Ze histologia stoji na pomyselnej krizovatke
medzi dalSimi vedeckymi odbormi a svojim postavenim pdsobi ako integrujuci
element medzi nimi, napr. mozno spomenut anatémiu, fyzioldgiu, biochémiu, bioldgiu
a patologicku anatémiu.

PoteSitelny je tiez fakt, ze do zbornika zasielaju svoje prace aj mladi vedecki
pracovnici, ktori len zaCinaju svoju profesionalnu a publikacnu kariéru. Ako priklad
mozeme uviest doktorandov, ktori si takto testuju svoje schopnosti, ucCia sa pisat
vedecké clanky a tymto si brusia svoje publikacné ostrohy do buducna. AvSak na
druhej strane, do nasho zbornika prispievaju uz tradiCcne aj skuseni vedecki
pracovnici, ktori sa chcu podelit o vysledky svojich vyskumnych aktivit. Sme milo
prekvapeni, Zze sme dostali prispevky na uverejnenie aj spoza rieky Moravy.

Verime, Ze predkladany zbornik obohati nase vedomosti a Citatelia ziskaju prehlad
o vyskumnych projektoch na rdéznych pracoviskach vramci nasej fakulty
a Slovenska, o mdze byt prvy impulz pre vzajomnu a plodnu spolupracu.

Marian Adamkov
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Vplyv dlhodobej in vitro expanzie na vybrané vlastnosti Fludskych
stromalnych kmenovych buniek izolovanych z tukového vaziva

Nicodemou, A., Varchulova Novakova, Z., Kuniakova, M., DanisSovic, L.

Univerzita Komenského v Bratislave, Lekarska fakulta, Ustav lekarskej biologie, Bratislava
nicodemoul@uniba.sk

Abstract

Stromal stem cell therapies have great potential for regenerative medicine. There are
many clinical trials ongoing in mentioned respect. However, their biosafety and
efficacy issue represent a major concern especially after prolonged cultivation in
vitro. The aim of this study was to evaluate the biological features and morphology of
human adipose tissue-derived stem cells undergoing prolonged expansion. We
performed morphological analysis and analysis of selected biological properties
(expression of surface antigens and selected genes involved in cell regulation and
apoptosis, cell cycle analysis and cell senescence). Our results showed that long-
term expansion lead in to significant changes in morphology. On the other hand they
maintain immunophenotype of stem cells, and normal function of cell cycle and
apoptosis regulators as well as lack of telomerase activity also in high passages.

Keywords: stromal stem cells, long-term cultivation, morphological changes, cell
senescence

Uvod
Stromalne kmenové bunky (SKB) su primitivne, nediferencované bunky vyznacujuce
sa potencialom sebaobnovy a plasticity. SKB su schopné aktivnej migracie do miest
zapalu alebo degenerativnych procesov v tele a su schopné produkovat bio-aktivne
molekuly potrebné na podporu regeneracnych procesov. Uvedené z nich robi
unikatny nastroj regenerativnej mediciny [1].
Pocas poslednych dekad boli SKB izolované z mnohych tkaniv (napr. kostnej drene,
tukového vaziva, kostrovych svalov, pe€ene, placenty atd.). AvSak nie vSetky tkaniva
su vhodné pre ucCely odberu, pretoze je potrebné vziat do uvahy nielen vytazok
ziskanych buniek, ale aj bezpeCnost' postupu odberu, zataz a rizika pre pacienta.
Zda sa, Ze tukoveé vazivo je vhodnym zdrojom zodpovedajucim uvedenym Kritériam.
Jeden gram tukového véziva obsahuje cca. 1.10° SKB a liposukcia je bezpeény
spbsob odberu v porovnani s inymi tkanivami. NavySe SKB z tukového vaziva boli
komplexne charakterizované mnohymi vyskumnikmi, priCom sa dospelo k zaveru, Ze
maju vyznamné biologickeé vlastnosti a preto su vhodné na prenos do klinickej praxe.
NavyS$e, existuje vela klinickych Studii vyuzivajucich SKB izolovanych z tukového
vaziva pre bunkovu terapiu réznych patologickych stavov [2].
Zakladnym predpokladom aplikacie SKB v humannej medicine je ich terapeuticky
dostato€né mnozZstvo dosiahnutelné kultivaciou in vitro. Ukazalo sa v$ak, Ze tato
technika je spojena s rizikom transformacie buniek, ¢o predstavuje biologické riziko.
Viaceri autori pozorovali poCas kultivacie zmeny v morfolégii buniek, cytogeneticku
nestabilitu, zvySenu aktivity telomerazy a alternaciu génov, zodpovedajucich za
regulaciu delenia buniek, apoptdézy a senescencie [3,4]. V tejto Studii sme zamerali
na analyzu zmien v biologickych a morfologickych vlastnostiach in vitro
expandovanych SKB izolovanych z tukového vaziva.
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Material a metodika
Izolacia a in vitro kultivacia buniek. Ludské SKB boli izolované z lipoaspiratov
zdravych darkyn (n=5, priemerny vek=36,4 r.), ktoré podstupili estetické operacie.
Odbery boli vykonané v sulade s Helsinskou deklaraciou, vzdy po ziskani
informovaného suhlasu pacienta. Lipoaspiraty boli oplachnuté fyziologickym
roztokom, natravené 0,1% kolagenazou typ | (Gibco, USA) a inkubované 1h pri 37°C.
Potom boli vzorky centrifugované, supernatant bol odsaty a sediment resuspendo-
vany v komplethom kultivatnom médiu (KKM): DMEM s nizkym obsahom glukdzy
(Sigma-Aldrich, USA); 10% fetalne tefacie sérum (PAA, Rakusko); 100ug/ml
streptomycin; 100U/ml penicilin (Sigma-Aldrich, USA). Po dal$ej centrifugacii, boli
pelety resuspendované v KKM, prefiltrované cez 40um sitka do 75cm? kultivaénych
flaSiek. Kultivacia prebiehala v inkubatore pri 37°C s humidifikovanou atmosférou
obsahujucou 5% CO, vo vzduchu. Po 24 hodinach, boli neadherované bunky
odstranené vymenou media. KKM sa menilo kazdé 2—-3 dni. Ked bunky dosiahli cca.
80% konfluenciu, boli uvofnené 0,25% trypsinom (Sigma-Aldrich, USA) a
pasazované za rovnakych podmienok az po 25. pasaz.
Imunofenotypové analyzy. Bunky boli resuspendované vo farbiacom pufri:
fosfatovy timivy roztok (FTR) s pH=7,2; 0,5% BSA; 2mM EDTA). Po centrifugacii boli
pripravené alikvoty obsahujice 5.10° buniek resuspendovanych vo farbiacom pufri.
MSC Fenotyping kit (Miltenyi Biotec, Nemecko), obsahujuci protilatky proti ludskym
CD14, CD20, CD34 a CD45 (negativne povrchové markery); CD73, CD90, CD105,
CD146 a CD271 boli pouzité vo vsetkych pokusoch. Cast buniek oznadena MSC
Fenotypingovym kokteilom. Druha &ast prestavovala izotypovu kontrolu. VSetky
vzorky sa inkubovali 15 minut pri teplote 2—-8°C v tme, potom sa premyli farbiacim
timivym roztokom, resuspendovali sa v 500ul rovnakého pufra. Nasledne boli
analyzované s pouzitim MACSQuant® Analyzer (Miltenyi Biotec, Nemecko)
a vyhodnotené pomocou softvéru MACS Quantify (Miltenyi Biotec, Nemecko).
Morfologické analyzy. Morfologia buniek na mikroskopickej urovni bola
analyzovana na invertovanom mikroskope Zeiss Axiovert 40 (Carl Zeiss, Nemecko).
Ultrastruktura SKB z tukového vaziva bola analyzovana na TEM FEI Morgagni 268D
(FEI, USA). Bunky boli fixované v 2,5% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, USA),
pH=7,2, pri 4°C po€as 15 minut. Potom boli oplachnuté FTR a postfixované 2%
OsO4 (Serva, Nemecko) dalSich 15 minut, potom oplachnuté v destilovanej vode a
dehydratované v etanole (Centralchem, Slovensko). Potom boli bunky zaliate do
Durcupanu (Sigma-Aldrich, USA) a narezané na polohrubé rezy, ktoré boli farbené
toluidinovou modrou (Sigma-Aldrich, USA) a dalej narezané na ultra tenké rezy. Tie
boli premiestnené na medené mriezky, dvojito zafarbené pomocou uranyl acetatu a
citratu olovnatého (Sigma-Aldrich, USA).
Analyzy telomerazovej aktivity. Detekcia telomerazovej aktivity SKB bola vykonana
s pouzitim TRAPeze® RT Telomerase Detection Kit (Merck Millipore, USA). Bunky
boli resuspendované v 200ul CHAPS lyzacnom pufri (Merck Millipore, USA) a 30
minut inkubované na lade. Potom boli centrifugované. Nakoniec sa ,Master Mix®
pripravil zmieSanim vSetkych reagencii so vzorkou. PCR reakcie sa uskutocnili na
Eco Real-Time PCR System (lllumina, USA).
gReal-Time PCR. Celkova RNA bola extrahovana z buniek pomocou GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo Scientific, USA). cDNA bola syntetizovana z celkovej RNA
prostrednictvom Maxima First Strand cDNA pre RT-gPCR (Thermo Scientific, USA).
Podmienky tepelného cyklu: 25°C pocas 10 minut, 50°C poc¢as 15 minut a 85°C
poCas 5 minut. Ziskana cDNA sa pouzila ako templat na kvantitativnu PCR na
stanovenie Urovne expresie vybranych génov suvisiacich so senescenciou,
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regulaciou bunkového cyklu a apoptozy (CDK1, TP53, Bcl-2, c-Myc a RB1). GAPDH
bola pouzita ako interna kontrola. PCR reakcie sa uskuto¢nili na Eco Real-Time PCR
System. Reakcia sa uskutoCnila v 5 yl zmesi obsahujucej 2,5yl Maxima Probe / ROX
gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific), 0,25ul kazdého primeru - TagMan® Gene
Expression Assay (Applied Biosystems), 0,5ul cDNA a reakény objem bol upraveny
destilovanou vodou. Podmienky tepelného cyklu: 50°C po¢as 2 minut, nasledovala
pocCiatoCna denaturacna faza pri 95°C pocas 10 minut, 45 cyklov pri 95°C pocas 15
s, 60°C pocas 1 min. Expresia analyzovanych génov sa normalizovala na GAPDH.

Vysledky
Po 24 hodinach boli SKB izolované z tukového vaziva adherované na povrch
kultivaénej flasky a rastli ako jednotlivé bunky. Mali heterogénnu morfolégiou — bunky
mali bipolarny az polygonalny tvar. V nasledujucich diioch proliferovali v koloniach a
ziskali typick morfolégiu buniek podobnych fibroblastom (Obr. 1A). V prvej pasazi,
exprimovali povrchové antigény CD73, CD90, CD105 a CD271 a boli negativne na
CD14, CD20, CD34 a CD45. Chybala tiez expresia CD146 (Obr. 1B).

| omple2 0001\ Tota colls | -amle2 0001\ Total cets
cou Non MSC

101 Tel  le2 a3
Non-MSC-PerCP-A

01 le1 le2 1le3
CDO-FITCA
ample2.000\Total cells

ccccc

101 tel le2 led Tel led el le2 le3
CD271-APC-VioT70-A CD146-PEWOTTOA

Obr. 1 A — morfolégia SKB izolovanych z tukového vaziva v primarnej kulture; B — imunofenotyp SKB
V prvej pasazi.

Zaznamenali sme zmeny v morfolégii na mikroskopickej aj ultramikroskopickej
urovni. Poc€as prvych 10. pasazi mali bunky vretenovitu az polygonalnu morfoldgiu.
Vo vysSich pasazach (P11-P20) bola tato morfoldgia takmer identicka, ale bunky boli
vacSie. V najvysSich pasazach (P20-P25) sa bunky vyznacCovali nepravidelnou
morfolégiou, stali sa plochymi a ich cytoplazma obsahovala zvySené mnoZstvo
granul a viakien (Obr. 2A). Analyza TEM ukazala normalnu ultrastrukturu SKB az po
P10. Bunky mali nepravidelni morfolégiu s vyraznymi jadrami s prevahou
euchromatinu a dobre vyvinutymi kompaktnymi jadierkami. Pozorovali sme aj dobre
vyvinuté drsné endoplazmatické retikulum. Cytoplazma obsahovala mitochondrie a
pocetné vezikuly, ako aj granuly glykogénu a lipidové vakuoly. Vo vysSich pasazach
sa cytoplazma obohacovala o lipidové vakuoly a velké mnozstvo tmavych
elktréndenznych lamelarnych Struktur (Obr. 2B).

Imunofenotypova analyza ukazala, Ze SKB izolované z tukového vaziva boli
pozitivne na CD73, CD90, CD105 a CD271 a neexprimovali markery typické pre
hematopoetické a endotelové bunky CD14, CD20, CD34 a CD45. Takisto boli
negativne na CD146. Expresia povrchovych antigénov sa vyznamne nemenila az do
ukoncenia experimentu v 25 pasazi (Obr. 3A).

Test TRAPeze preukazal, Zze nami analyzované SKB postupne stracaju
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telomerazovu aktivitu. Od P15 je tato aktivita takmer nedetegovatelna (Obr. 3B).

Obr. 3C prezentuje vysledky génovej expresie, priCom najvyraznejSie zmeny boli
zaznamenané v pripade expresie Bcl-2, ktora sa znizovala po P10 a ku koncu
experimentu vyrazne stupla. Podobny charakter mala aj expresia TP53, pric¢om
najvyssSie hodnoty sme zistili v P25. V pripade c-Myc a CDK1 bola najvysSia hodnota
namerana v P15, nasledne klesla a ku koncu experimentu mala opat stupajucu
tendenciu. Expresia RB1 sa po P10 nemenila, v P15 sa expresia znizia a az do
ukoncenia experimentu si zachovala tieto hodnoty.

Obr. 2 A — morfolégia SKB izolovanych ztukového vaziva; B — ultrastruktira SKB izolovanych
z tukového vaziva poc€as dlhodobej kultivacie.
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relative expression
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Obr. 3 A — imunofenotyp SKB izolovanych z tukového vaziva poas dlhodobej kultivacie; B — analyzy
telomerazovej aktivity; C — expresia vybranych génov asociovanych so senescenciou, regulciou
bunkového cyklu a apoptézy.

relative expression

Diskusia

Dospelé kmenoveé bunky, ktoré boli prvykrat opisané pred patdesiatimi rokmi, stale
pritahuju obrovsky zaujem vedeckej obce, nakolko bolo dobre zdokumentované, Ze
maju velky terapeuticky potencial pre regeneraciu alebo nahradu poSkodenych a/
alebo stratenych tkaniv. Aj napriek tomu je vyuZitie in vitro expandovanych SKB
limitované kvali biologickym rizikam ako su napr. cytogeneticka nestabilita, zvySena
telomerazova aktivita a alternacia funkcie niektorych proteinov zapojenych do
regulacie bunkové cyklu, apoptdzy a senescencie.

Nase vysledky ukazali, ze SKB izolované z tukového vaziva zacali rast’ v koléniach a
vykazovali vysoky proliferaény potencial, o korelovalo so zisteniami inych autorov,
ktory pracovali so SKB z inych tkanivovych zdrojov [5-7]. Imunofenotypové analyzy
ukazali, ze bunky boli pozitivne na markery mezenchymovych kmefiovych buniek
CD73, CD90, CD105 a CD271 a vykazovali negativitu na CD14, CD20, CD34 a
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CD45, ktoré su typické pre krvotvorné a endotelové bunky [8]. Chybanie expresie
CD146 vysvetlujeme tym, Ze pouZzita metdéda disagregacie tkaniva viedla k tomu, Ze
sa viom nenachadzali takmer ziadne zvySky ciev, ktoré by boli zdrojom
kontaminacie pericytami [9]. Tento fenotyp si zachovali az po 25. pasaz. To
dokazuje, ze tieto SKB maju vacsi potencial na udrzanie imunofenotypu pocas
dlhodobej kultivacie v porovnani s inymi kmenovymi bunkami. V pripade SKB
izolovanych z kostnej drene stracaju typicky imunofenotyp v 12. pasazi [10] a v
pripade SKB z mandli v 15. pasazi [11].

Prvym dbkazom transformacie buniek je zmena morfologie. V nasej Studii boli prve
zmeny zaznamenané az po 10. pasazi. Bunky sa zvacsili, resp. mali dlhé
cytoplazmatické vybezky. NajvyraznejSie morfologické zmeny boli viditefné pocas
poslednych pasazi. TEM analyzy odhalili zmeny v morfolégii SKB vo vysSich
pasazach a najddlezitejSim nalezom bola akumulacia tmavych elektrondenznych
teliesok a lamelarnych Struktur v cytoplazme, ktoré mdzu predstavovat rezidua
vznikajuce rozpadom bunkovych organel, najma mitochondrii [12].

Analyzy aktivity telomerazy ukazali, Ze dlhodoba kultivacia (az po P25) neviedla k jej
zvySeniu, ¢o bolo v plnej zhode s predchadzajucimi Studiami zaoberajucimi sa
kmenovymi bunkami z réznych zdrojov [13]. Existuje vSak aj moznost’ alternativheho
predlZzovania telomér (ALT), ku ktorému dochadza v niektorych ludskych nadoroch
mezenchymového povodu. Nava a kol. [14] analyzovali ALT v SKB, ale ich vysledky
nepreukazali pritomnost’ ALT.

Vysledky analyz expresie vybranych regulatorov bunkového cyklu, apoptdzy
a senscencie ukazali najma zvySenu expresiu Bcl-2 vo vysokych pasazach, ¢o by
mohlo poukazovat na moznu malignu transformaciu najma v sucinnosti so zvySenou
expresiou c-Myc, tak ako je to v pripade niektorych rakovinovych choréb [15]. Na
druhej strane, zvySena expresia TP53 vo vySSich pasazach poukazuje na moznost
akumulacie zmien v DNA aindukciu apoptoézy, ¢im dochadza ku ochrane pred
malignou transformaciou [16].

Zaver
Ziskané vysledky naznacuju, ze dlhodoba kultivacia in vitro fudskych SKB ma za
nasledok zmeny ich morfologickych vlastnosti. Na druhej strane vykazuju nizky
tumorigénny potencial, najma hlavne kvéli udrzaniu normalnej funkcie regulatorov
bunkového cyklu a apoptdzy, ako aj v désledku nizkej telomerazovej aktivity.

Literatara

[1] Shende, Biomed Pharmacother. 2018, 97:38-44.

[2] Miana, Ecancermedicalscience. 2018, 12:822.

[3] Jiang, Appl Biochem Biotechnol. 2012, 168:2230-44.
[4] Suchanek, Acta Medica. 2010, 53:93-9.

[5] Liew, Methods Mol Biol. 2017, 1627:193-203.

[6] Mappeling, Cytotherapy. 2016, 18:729-739.

[7] Beravolu, J Vis Exp. 2017, 3:122.

[8] Dominici, Cytotherapy. 2006, 8:315-7.

[9] James, Pharmacol Ther. 2017, 171:93-103.

[10] Pogozhykh, Stem Cell Res Ther. 2015, 120:150.
[11] Yu, J Anat. 2014, 225:510-518.

[12] Huotari, EMBP J. 2011, 30:3481-500.

[13] Fu, Tissue Eng Part C Methods. 2015, 21:1088-97.
[14] Nava, Plast Reconstr Surg. 2015, 135:114e-23e.
[15] Otake, Blood. 2007, 109:3069-75.

[16] Amaral, Discov Med. 2010, 9:145-52.

Strana | 8



Nové trendy a perspektivy v histoldgii IV
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Abstract

The morphological, morphometric and immunohistochemical evaluation of
histological preparations can be influenced by tissue procurement. Part of our long-
term research into the role of tissue macrophages and morphometric analysis of
adipocytes is the characterization of selected morphological features of white
adipose tissue in morbidly obese patients. In this work we compare the results of the
subcutaneous adipose tissue analysis of a morbidly obese man obtained by the
classic method of excision and core needle biopsy. The removed material was fixed
with neutral formalin and further processed in the histology laboratory. Morphometric
and gqualitative assessment of the subcutaneous adipose tissue of a morbidly obese
patient showed that the sampling methods used (excision, needle biopsy) had no
effect on the parameters studied. This information is important to provide valid and
comparable research data.

Keywords: morphometry, adipose tissue, core nedele biopsy, excision

Uvod

Soucasti naSeho dlouhodobého vyzkumu ulohy tkanovych makrofagu v tukové tkani
patologicky obéznich pacientl je charakteristika morfologickych vlastnosti podkozni
a visceralni tukové tkané u téchto jedincu. K posouzeni vyvoje morfologickych zmén
tukové tkané v delSim Casovém obdobi po provedeni bariatrického zakroku je
potfeba opakované provadét odbér tkafiovych vzorkd. V pribéhu bariatrické operace
jsme snadno ziskali podkozZni a visceralni tuk excizi. V obdobi po operaci je tato
cesta ziskani materialu z etickych divodd neschidna. Je ji vS8ak mozno nahradit
provedenim biopsie silnou jehlou. Cilem této studie je porovnat strukturu a
morfometrické parametry podkozni tukové tkané ziskané pfi odbéru silnou jehlou
a klasickou metodou excize.

Material a metodika

Biopsie podkoZzni tukové tkané byla ziskana od morbidné obézniho muze ve véku 55
let, BMI 48.3, bez dalSich doprovodnych onemocnéni. Postup byl schvalen
prislusnou etickou komisi a pacient podepsal pfedchozi informovany souhlas.

Vzorky byly ziskany standardni excizi a biopsii jehlou (Medax, Bio-Feather 14G x
120MM). Material byl vloZzen do nadoby s neutralnim formalinem, pfepraven do
histologické laboratofe a béhem 24 hodin zpracovan do parafinovych bloku.
Parafinové bloky byly nafezany na 5 um fezy na rotaénim mikrotomu a obarveny
zakladnim histologickym barvenim hematoxylin-eosin. U vybranych fezd byla
provedena imunohistochemicka analyza nepfimou dvoustupfiovou metodou za
pouziti detekcniho systému EnVision (Dako) a vizualizace pomoci chromogenu DAB.
Pfitomné makrofagy jsme detekovali s pouzitim protilatky CD68 (Monoclonal Mouse

Strana | 9


mailto:jaroslava.chylikova@osu.cz

Nové trendy a perspektivy v histoldgii IV

Anti-Human CD68, DakoCytomation). Primérnou velikost adipocytl jsme stanovili za
pomoci programu CellSens (Olympus).

Vysledky
Zjevny rozdil ve vzorcich souvisel s mnozstvim ziskané tkané. Standardni biopsie
excizi poskytla vzorek oblasti tkané pfiblizné 100 mm? a vzorek z bioptické jehly byl
20krat mensi (pfiblizné 5 mm?) (Obr. 1A, 1B). Mala oblast vzorku ziskana bioptickou
jehlou ponékud omezila nasi schopnost analyzovat hrubsi strukturu bilé tukoveé tkané
(tloustka a usporadani vazivovych sept, morfologie vétSich cév), které Ize pozorovat
u bioptickych vzorku ziskanych excizi.

1 mm

: i v v,
v.;? o .: . ; \,q m N-} 1
> 't < }!5.a-- _'g‘,”iP”
: = ;.: s _
: Obr. 1A Obr. 1B
Obr.1A Podkozni bila tukova tkan ziskana Obr. 1B Podkozni bila tukova tkan ziskana
chirurgickou excizi. HE, 4x. bioptickou jehlou. HE, 4x

Pramérna velikost adipocytl byla ve vzorcich ziskanych excizi 72,7 + 20,3 ym a ve
vzorcich ziskanych pomoci jehly Medax, 69,4 + 23,3 ym (Graf 1). V programu
GraphPad Prism 6 jsme testovali statistickou vyznamnost rozdilu velikosti tukovych
bunék pomoci unikatniho t-testu (p = 0,2521). Je zfejmé, Ze jsme nezaznamenali
Zadny statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 1 Srovnani primérné velikosti adipocytu v podkozni tukové tkani ve vzorcich ziskanych obéma

metodami.

Imunohistochemické barveni pro detekci CD68+ makrofagl v tukové tkani také
nezjistilo zadné rozdily v rozloZzeni nebo poctu téchto bunék vzhledem k metodé

odbéru vzorkl (Obr. 2A, 2B).

v

-~
&

Obr. 2A

Obr. 2A CD68 pozitivni makrofagy v podkozni
tukové tkani ziskané excizi. 40x.

Obr. 28

Obr. 2B CD68 pozitivni makrofagy v podkozni
tukové tkani ziskané bioptickou jehlou. 20x.

Perivaskularni infiltrace byla patrna (Obr. 3A, 3B) ve vzorcich ziskanych obéma

metodami.
[Zom )
' -~
’
»
Obr. 3A
Obr. 3A Perivaskularni infiltrace podkozni

tukové tkané ziskana bioptickou jehlou. HE,
20x.

/

Obr. 3B Perivaskularni infitrace podkozni
tukové tkané ziskana excizi. HE, 20x.

Obr. 38
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Diskuse
Hlavnim projevem ucinku morbidni obezity na bilou tukovou tkan je chronicka
zanétliva odpovéd, ktera mimo jiné vyznamné pfispiva k rozvoji inzulinove rezistence
a diabetu 2. typu. [1] Nasim cilem bylo studium dlouhodobych zmén v morfologii
tukové tkané po bariatrické operaci. BEhem operace je snadné ziskat vzorky tukove
tkané standardni excizii. Ke sledovani vyvoje zmén v delSim ¢asovém horizontu po
ukonc€eni procedury je opakovany biopticky odbér tkané uZzitim bioptické jehly pro
pacienta méné problematicky a je zde menSi pravdépodobnost nezadoucich
zdravotnich nasledkau.
Biopsie silnou jehlou je moderni diagnosticka metoda. Pro histologické vysetreni je
odebran maly vzorek tkané o délce 10-20 mm a Sifce 1,4-2 mm. Jedna se o
bezpecCnou, rychlou a spolehlivou metodu, ktera se pouziva pro odbér tkaneé z
organu, mékkych tkani nebo nadorll v mnoha &astech téla, nejCastéji pfi odbéru
tkané z prsu nebo jater. Vyhodou je minimalni invazivita, adekvatni histologicky
vzorek a malé riziko komplikaci. Vykon se provadi ambulantné bez nutnosti celkové
anestezie. [2]
Vyhodou klasické biopsie excizi je, ze témér vzdy poskytuje dostateCny vzorek tkané
pro stanoveni diagndzy. Nevyhodou je vSak vysoka invazivita, zvySené riziko infekce,
poskozeni pfidruzenych nervovych a cévnich struktur a jizveni. Biopsie excizi je také
nakladné;jsi (vyzadujici pouziti operacniho salu), zpozdéni pfipadné diagnozy a lécby
(protoze chirurgicky zakrok musi byt naplanovan pfedem) a mize nést rizika spojena
s medikaci sedativy a/nebo celkovou anestezii. [3]
Obrazova analyza vzorkd podkozni tukové tkané ziskanych excizi a pomoci punkéni
jehly nevykazovala Zzadné rozdily v zakladnich morfometrickych parametrech
adipocytu.
V tukoveé tkani morbidné obéznich lidi prevazuji hlavni projevy chronické zanétlive
reakce (perivaskularni infiltrace, CD68+ makrofagy, velikost a tvar adipocytld) a
v takové mife, ze zmény ve sledované oblasti nemaji zadny vliv na zavéry
hodnoceni.

Zaver
Srovnani morfologické analyzy podkozni tukové tkané ziskané klasickou metodou
excize a biopsii tlustou jehlou neodhalilo zadné vyznamné rozdily mezi vzorky.
Z toho hlediska byly studované tkané rovnocenné.
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Abstract

Lymphangiogenesis, the growth of lymphatic vessels, is essential in embryonic
development. In adults, it is involved in many pathological processes such as
lymphedema, inflammatory diseases, and tumor metastasis. Lymphatic vessels form
an elaborate vascular system throughout the skin and in most internal organs. They
interdigitate with blood vessels and play important functions in interstitial fluid
drainage, lipid absorption, and immune responses. It seems that most lymphatic
vessels originate from veins during embryonic development and then undergo
extensive expansion and remodeling to form a hierarchical, mature vessel network
consisting of lymphatic capillaries, precollectors, and collecting vessels, which
conduct lymph fluid through the LNs and back to the blood circulation [1].

Keywords: lymphatic vessels, cancer, lymphangiogenic factors

Uvod

Lymfaticky systém je tvoreny systémom lymfatickych ciev, lymfatickych uzlin,
lymfatickych kmenov a lymfatickych organov. Velmi sa podoba krvnému systému, je
vSak mnohonasobne jemnejsi, nie je to uzatvoreny systém a nema centralnu pumpu,
srdce, ako krvny systém. Siet Ilymfatickych ciev zhromazduje tekutinu
z extracelularneho priestoru z tkaniv, transportuje ju ako lymfu cez zberné lymfatické
cievy a ductus thoracicus do krvného, venézneho systému. Lymfatické cievy sa tiez
podielaju na imunitnych funkciach organizmu, transportom bielych krviniek a antigén
prezentujucich buniek do réznych lymfatickych organov, kde spustaju imunitné
reakcie. Povrchové lymfatické latky v koZi a Creve, ktoré su v kontakte s cudzimi
antigénmi, funguju ako transportné cesty pre antigén prezentujuce Langerhansove
bunky a iné lymfoidné bunky. NaneStastie, aj maligne bunky, ktoré uniknu z
primarneho nadoru, mézu prechadzat pozdiz lymfatickych ciev do lymfatickych uzlin
a vstupom do cievneho obehu spésobit rozSirenie metastaz do vzdialenych organov
[2,3]. Metastatické Sirenie nadorovych buniek do vzdialenych organov je jednou z
hlavnych pri¢in umrtnosti na onkologické ochorenia [4,5]. Hoci metastatické Sirenie
nadoru sa moéze diat prostrednictvom réznych mechanizmov, vratane priame;j
lokalnej invazie do tkaniva alebo oCkovania telesnych dutin, va¢sina metastaz vznika
po invazii a Sireni prostrednictvom obehovych systémov. Historicky sa lymfatické
cievy povazovali za pasivnych ucastnikov nadorového metastazovania jednoduchym
poskytnutim kanalov na prechod nadorovych buniek. Objav niekolkych klu¢ovych
lymfatickych  Specifickych molekularnych markerov a zvySena dostupnost
experimentalnych systémov in vitro a in vivo na Studium lymfatickej biolégie ukazali
ovela zloZitejSiu aktivnu ulohu lymfatického systému pri Sireni nadoru [6,7].

Morfolégia lymfatického systému
Lymfaticka siet poskytuje jednosmerny transportny systém, na rozdiel od krvného
cievneho systému, chyba mu centralna pumpa, ktord v krvnom systéme predstavuje
srdce, tym sa lymfaticky systém musi pre transport lymfy spoliehat na kontrakciu
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kostroveho svalstva. Délezité je, ze nedostatok centralnej hnacej sily v lymfatickych
cievach poskytuje dopravnu siet pre bunky, v ktorych je povrchové napatie
minimalne, Co je pre preZitie buniek optimalne. Lymfatické cievy zacCinaju ako
tenkostenné lymfatické kapilary, ktoré vznikaju slepo konliacim sa koncom v
periférnych tkanivach, su Strukturalne optimalne na absorpciu alebo vychytavanie
tekutin, proteinov a buniek. Lymfatické kapilary su vystlané jednou vrstvou
endotelovych buniek s diskontinualnou bazalnou membranou s nizkym poctom
tesnych a adherenovych spojov a na rozdiel od krvnych ciev nie su obklopené
pericytmi alebo bunkami hladkej svaloviny. VacéSina interakcii medzi
interendotelialnymi bunkami sa udrziava spojmi typu "button-like". Tieto prekryvajuce
sa spojenia robia periférne lymfatické kapilary vysoko priepustné pre intersticialne
tekutiny a proteiny a tiez ulahcuju transmigraciu imunitnych buniek [8].

Mechanizmy lymfangiogenézy v nadoroch

Lymfangiogenéza je vefmi dynamicky proces, ktory je intenzivny hlavne pocas
embryogenézy. V dospelosti sa vyskytuje iba pocCas urcitych patologickych stavov -
zapal, reparaCné procesy alebo rast nadorov. PoCas tychto stavov sa vytvaraju
vhodné podmienky pre proliferaciu a rozmnozovanie novych ciev. Nedavne vysledky
ukazuju, ze homeodoménovy transkripCny faktor Prox-1 je dolezitym faktorom
ur€ujucim osud lymfatickych endotelovych buniek (LEC), ktory méze indukovat
transkripciu génov S$pecifickych pre LEC dokonca aj v endotelidlnych bunkach
krvnych ciev (BEC). Vaskularny endotelovy rastovy faktor C (VEGF-C) a VEGF-D su
peptidoveé rastoveé faktory schopné indukovat' rast novych lymfatickych ciev in vivo..
Patria k vac3ej skupine faktorov, ktora tiez zahffia VEGF, placentovy rastovy faktor
(PIGF) a VEGF-B. VEGF-C a VEGF-D su ligandy pre Specifické tyrozinkinazové
receptory pre endotelové bunky VEGFR-2 a VEGFR-3. V dospelych ludskych aj
mySacich tkanivach sa VEGFR-3 exprimuje prevazne v lymfatickych endotelidlnych
bunkach, ktoré tvoria vnutorny povrch lymfatickych ciev. Hoci sa predpoklada, ze
VEGFR-2 je hlavnym mediatorom angiogenézy, signalizacia VEGFR-3 je
rozhodujuca pre vyvoj lymfatickych ciev. Inaktivacia VEGFR-3 tyrozinkinazy vedie k
primarnemu lymfedému v désledku chybnej lymfatickej drenaze v koncatinach. Medzi
dalSie faktory, ktoré sa zdaju byt zahrnuté do lymfangiogenézy, patri systém Tie /
angiopoietin, neuropilin-2 a integrin a9.VEGF-C indukuje rast lymfatickych ciev, ale
vysoké hladiny VEGF-C tiez viedli k rastu krvnych ciev [9]. Neuropilin-2, normalne
exprimovany v lymfatickych cievach poCas embryogenézy je nachadzany aj v
lymfatickych cievach spojenych s nadorom. Funkéna blokada neuropilinu-2 s
pouzitim neutralizujucej protilatky blokuje lymfaticki migraciu endotelovych buniek,
ale nie proliferaciu.

Zaver
Krvné a lymfatické cievy pritomné v malignych tkanivach vykazuju urcité rozdiely s
normalnymi tkanivami. Odhalovanie angiogenézy a lymfangiogenézy v primarnych
nadoroch a aj metastazach ma velky vyznam pre pochopenie biolégie nadorov a
navrhovanie buducich preventivnych opatreni. Vzhladom na to, Ze obe systémy sa
navzajom prekryvaju, zdielaju spolocné signaly, porovnavaju sa ich Strukturalne a
funkéné aspekty. Krvné cievy su velmi dezorganizované, prekrvené a dilatované s
nerovnomernym priemerom, nadmernym rozvetvenim, neuplnou alebo chybajucou
svalovou vrstvou. Ich steny maju pocetné "otvory", rozSirené medziendotelové
spojenia a prerusovanu alebo chybajucu bazalnu membranu. Endotelové bunky maju
abnormalny tvar, rastu nad sebou a vyCnievaju do lumenu. V dbsledku toho su
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nadorové cievy prazdne a prietok krvi je chaoticky a premenlivy, ¢o vSetko prispieva
k zvySeniu intersticialneho tlaku, ¢o zhorSuje dodavanie terapeutickych latok do
nadorov. Nadorové lymfatické cievy su menej preskumané, hlavne kvoli nedostatku
vhodnych molekularnych markerov. Casto je v stuéasnosti velmi diskutovana otazka,
Ci vnutri nadorov existuju funkcné lymfatické cievy. Lymfangiografia intravitalnou
mikroskopiou po injekcii farbiv na experimentalnych zvieracich modeloch
implantovanych a spontanne vznikajucich nadorov odhaluje, Ze lymfatické cievy na
periférii nadorov su zvacSené a perfundované, ale stlatené a nefunkéné vo vnutri
nadoru. Jednym z vysvetleni mdze byt to, ze neoplastické bunky rastuce v
obmedzenom priestore vytvaraju mechanické bloky, ktoré stlaCaju novovytvorené
lymfatické kanaly vo vnutri nadoru, zatial o na periférii prebytok VEGF-C spdsobuje
zvacsSenie lymfatickych uzlin. Tieto zvacsené lymfatické uzliny mézu zhromazdovat
intersticialnu tekutinu a metastatické rakovinové bunky, ktoré sa transportuju z
povrchu nadoru a tym ulahluju metastazovanie nadoru. Absencia funkénych
lymfatickych buniek v nadoroch méze prispiet k intersticialnej hypertenzii a
interferovat’ s podavanim terapeutickych latok [2,10].
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Abstract

This work was designed to determine the relationship between hypoxia-inducible
protein carbonic anhydrase IX (CA 1IX) and pro-inflammatory enzyme
cyclooxygenase-2 (COX-2) in patients with colorectal cancer (CRC). We examined
CA IX and COX-2 expression in CRC tissues by immunohistochemical staining of
111 samples. We evaluated the correlation between the expression of these proteins
and their correlation with the clinico-morphological parameters of CRC. CA IX was
detected in 75.7% of cases. We predominantly observed membrane staining (68.5%)
and a strong immunoreaction intensity (73%). The COX-2 protein was expressed in
95.5% of cases. We noticed only cytoplasmic localization, while immunoreaction
intensity varied from weak to strong. No statistically significant correlations were
observed between CA IX expression and clinico-morphological parameters. COX-2
expression was only significantly correlated with the CRC lesion site. Statistical
analysis confirmed a significant correlation between the parameters of expression of
the CA IX and COX-2 proteins. We suggested that CA IX/COX-2 interplay promotes
hypoxia survival and the invasion of tumor cells and CA IX can serve as a marker of
COX-2 activation.

Keywords: carbonic anhydrase [X, cyclooxygenase-2, colorectal cancer,
immunohistochemistry

Uvod
Kolorektalny karcinom (CRC) je celosvetovo tretie najbeznejSie nadorové ochorenie
u muzov a druhé u Zien [1]. CRC je zvy€ajne asymptomaticky az do pokrocilych
stadii, preto je délezita jeho vCasna detekcia [2]. Na jeho vzniku sa mdzu podielat
rézne rizikové faktory suvisiace so Zivotnym Stylom alebo kumulativne uc€inky
genetickych zmien v protoonkogénoch, tumor-supresorovych génoch a mismatch
reparacnych génoch [3]. Pri karcinogenéze CRC mdZzu zohravat délezitu ulohu aj dva
environmentalne stavy, ktoré prispievaju k agresivnemu fenotypu nadorovych buniek
- hypoxia a zapal [4]. Hypoxia je stav, ktory nastava pri nedostatoChnom privode
kyslika k nadorovym bunkam v désledku rychleho rastu nadorovej masy a jej
nedostato¢nej vaskularizacie [5]. Z klinického hladiska su fenotypové zmeny
spOsobené hypoxiou kritické, pretoZze hypoxia je spojena s progresiou, rezistenciou
na lieCcbu a zvySenou mortalitou [6]. Jednym z adaptatnych mechanizmov
nadorovych buniek na hypoxiu je zvySena expresia a aktivacia karbonickej
anhydrazy IX (CA IX), ktora je dblezita v prezivani, proliferacii, migracii a adhézii
nadorovych buniek [5,7]. Expresia CA IX mbze byt regulovana transkripénym
faktorom HIF-1 (faktor indukovany hypoxiou-1) a prostrednictvom aktivacie drahy
MAPK/ERK (Mitogén-aktivovana proteinkinazova / extracelularna signalna
regulovana kinaza) [8]. Zapal moze tiez zohravat rozhodujucu ulohu pri
karcinogenéze hrubého creva [9]. Cyklooxygenaza-2 (COX-2) je pro-zapalovy
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enzym, ktory sa podiela na regulacii syntézy prostaglandinu E2 (PGEZ2). Je zapojeny
do roéznych délezitych bunkovych funkcii, vratane rastu a diferenciacie buniek,
pohyblivosti a invazie nadorovych buniek, angiogenézy a imunitnych funkcii. PGE;
podporuje karcinogenézu hrubého ¢&reva indukciou proliferacie buniek a redukciou
apoptézy [10]. PoCas hypoxie hladina COX-2 a PGE; stupa, priCom je tato up-
regulacia asociovana s indukciou HIF-1a. PGE, aktivuje MAPK/ERK drahu a zvySuje
transkripénu aktivitu HIF-1 a tym aj expresiu HIF-1-regulujucich génov (vratane CA9)
[11]. Expresia CA IX mdze byt teda poas hypoxie regulovana prostrednictvom COX-
2 cez PGEj-zavislu aktivaciu MAPK/ERK drahy [4]. Vzhladom na sporadické udaje v
literature sme sa rozhodli Studovat vztah medzi proteinmi CA IX a COX-2 v CRC.
Skumali sme korelaciu medzi expresiou tychto proteinov a ich korelaciou s klinicko-
morfologickymi parametrami pacientov s CRC.

Material a metodika

Imunohistochemicky sme vysetrili parafinovy material zo 111 vzoriek CRC. Z kazde;j
vzorky boli pripravené 4 pm hrubé rezy na imunohistochemické reakcie na dokaz CA
IX a COX-2 s pouzitim automatu Ventana Benchmark Ultra (Roche). Monoklonalne
protilatky proti CA 1X (klon: H-11; Zeta corporation) a COX-2 (klon: SP21; Cell
Marque) boli riedené v pomere 1:300. Reakcia bola pri CA IX vizualizovana Fast Red
chromogénom (Roche) a pri COX-2 DAB chromogénom (Roche). Pri interpretacii
ziskanych imunohistochemickych vySetreni sme semikvantitativne hodnotili percento
pozitivnych buniek, subcelularnu lokalizaciu a intenzitu imunoreakcie. Statistické
hodnotenie bolo realizované pomocou testu Chi-square (x2) v softvéri R (verzia
3.2.3). Vysledky s p-hodnotou pod 0,05 boli povazované za Statisticky signifikantné.

Vysledky

CA IX bola exprimovana v 84/111 (75,7%) pripadoch CRC. Pozitivne pripady
vykazovali prevazne siln0 membranovu expresiu (Obr.1). Chi kvadrat test nepotvrdil
Ziadne signifikantné asociacie medzi klinicko-morfologickymi charakteristikami CRC
(vek pacientov, pohlavie, grade, stage, lokalizacia |ézie, stav lymfatickych uzlin
a vaskularna invazia) a parametrami expresie CA IX (p>0,05). Expresiu COX-2 sme
zaznamenali v 106/111  (95,5%) pripadoch, pricom prevazovala stredna
cytoplazmova pozitivita (Obr. 2). Chi kvadrat test potvrdil signifikantnu asociaciu iba
medzi lokalizaciou lézie a percentom COX-2-pozitivnych buniek (p=0,025).
Statistickou analyzou sme zistili signifikantni korelaciu medzi expresiou CA IX
a COX-2 (p<0,05). Sumarizaciu ziskanych vysledkov znazornuje Tabulka 1.

Obr. 1 Silna membranova pozitivita nadorovych buniek CRC na dékaz CA IX
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Obr. 2 Stredna cytoplazmova pozitivita nadorovych buniek CRC na dokaz COX-2

Tabulka 1 Korelacia expresie CA IX a COX-2 v CRC

Negativne pripady 27 (24,3%) 38 (34,2%)
Pozitivne pripady 84 (75,7%) 73 (65,8%)
Hodnota p 6.0E-05
Intenzita imunoreakcie
+ 0 36 (32,4%)
++ 3 (2,7%) 55 (49,6%)
+++ 81 (73,0%) 15 (13,5%)
Hodnota p 2.2E-16
Percento pozitivhych
11 - 25% 28 (25,2%) 0
26 — 50% 24 (21,6%) 8 (7,2%)
>50% 32 (28,8%) 98 (88,3%)
Hodnota p 1.83E-15
Diskusia

V na$ej skupine 111 kolorektalnych karcinomov sme zaznamenali expresiu CA IX
v 84 pripadoch (75,7%). Saarnio a kol. ako prvi Studovali expresiu CA IX v CRC
a zistili, e 76% pripadov bolo pozitivnych [12]. Daldi autori tiez zaznamenali
nadmernu expresiu tohto proteinu v CRC [13,14,15]. AvSak Saka a kol. pozorovali
pritomnost CA I1X len v 15,6% pripadov CRC [16]. Intenzita expresie CA IX je podla
nasich vysledkov a udajov z literatury [12,14] vo vacSine pripadov silna, ¢o mébze
suvisiet’ s vysokou akumulaciou tohto proteinu v bunkach CRC. V predlozenej praci
sme nenasli ziadne signifikantné vztahy medzi expresiou CA 1X a klinicko-
morfologickymi parametrami CRC (vek pacientov, pohlavie, grade, stage, lokalizacia
lézie, stav LU, vaskularna invazia). NaSe vysledky sa zhoduju s dalSimi Stuadiami
[16,17], v ktorych tiez nepozorovali signifikantné korelacie medzi CA 1X a klinicko-
morfologickymi charaktersitikami pacientov s CRC. V nasej sérii 111 CRC bolo 106
pripadov (95,5%) pozitivnych na expresiu COX-2. Lin a kol. uvadzaju, ze 80-90%
CRC nadmerne exprimuje COX-2 a vo vSeobecnosti sa nenachadza v zdravom
tkanive hrubého c¢reva [18]. Mahmoud a kol. zistili vo svojej Studii, ze COX-2 bol
pozitivny v 77% pripadov CRC [10]. Wu a Sun pozorovali, ze COX-2 bol
exprimovany v 77,97% CRC [19]. Nami detegovana expresia COX-2 sa zda byt
vySSia v porovnani s udajmi v inych Studiach. Méze to byt spdsobené velkostou
populacie alebo pouzitim rozdielnych protilatok a metodoldgie [20]. Statistickou
analyzou sme zistili signifikantnu asociaciu iba medzi lokalizaciou lézie (proximalna
gast hrubého &reva) a vy$sim percentom COX-2 pozitivnych buniek. Dal$ie klinicko-
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morfologické parametre (vek, pohlavie, grade, stage, stav LU a vaskularna invazia)
nekorelovali s parametrami expresie COX-2. Zhang a Sun tiez uvadzaju, Ze expresia
COX-2 je asociovana s lokalizaciou nadoru a nekoreluje s vekom a pohlavim
pacienta [21]. Al-Maghrabi a kol. a Elzagheid a kol. zistili signifikantnu korelaciu
expresie COX-2 so stagingom [22,23]. Mahmoud a kol. nena$li Statisticky vyznamné
vztahy medzi COX-2 a patologickymi a morfologickymi znakmi [10]. Tieto vysledky
mo&zu naznacovat, ze COX-2 je nezavislym prognostickym faktorom CRC [24].

Podfa naSich vysledkov existuje signifikantna korelacia medzi expresiou CA IX a
COX-2 v tkanive CRC. Sansone a kol. tiez pozorovali signifikantnu korelaciu medzi
expresiou tychto proteinov pomocou imunohistochemickej analyzy [4]. Autori zistili,
Ze expresia CA IX a COX-2 v CRC navzajom koreluje a zvySuje sa s narastajucim
stagingom. Tieto zistenia naznacuju, Ze expresia CA IX mdze byt markerom
aktivacie COX-2 v désledku vystavenia CRC buniek hypoxii. V sulade s naSimi
vysledkami a Studiom literatury, interakcia CA IX/COX-2 sa podielfa na agresivhom
spravani buniek CRC tym, Ze podporuje ich preZivanie a invaziu [4,25,26]. Su vSak
potrebné dalSie Studie na objasnenie ulohy tohoto uzkeho vzajomneého vztahu.

Zaver
V podmienkach hypoxie COX-2 reguluje expresiu génu CA9, pricom sa expresia
tychto proteinov zvy$uje s narastajucim stagingom. Statisticky sme aj v nasej $tadii
zaznamenali signifikantnu korelaciu medzi expresiou CA IX a COX-2. Ich vzdjomna
interakcia sa podiela na agresivhom spravani buniek CRC tym, Ze podporuje ich
prezivanie a invazivne vlastnosti. Z tohto dévodu sucasné farmakologické potlacenie
aktivity CA IX a COX-2 by mohlo byt stratégiou na znizenie agresivity buniek CRC.

Praca bola financovana z grantu VEGA 1/0129/16 a UK/98/2016.
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Abstract

Melanoma has been considered an immunogenic malignancy. Expression of PD-L1
protein on tumour cells supresses immune reactions through binding to its receptor
PD-1 on T-cells and allows to avoid ellimination. PD-L1 expression is regulated in
tumour microenvironment and precise mechanisms still remain unclear. We analyzed
42 formalin-fixed paraffin-embedded malignant melanomas from our archive from 41
different patients for the purpose to determine relationship between expression of
PD-L1, BRAF mutational status and presence of immune infiltrate in tumour
microenvironment. The results revealed that PD-L1 expression did not depend on
mutation BRAF V600E. PD-L1 positive cases had always only focal expression which
was geographically associated in close proximity with tumour infiltrate lymphocytes
(TILs). On the other hand, we evaluated many TILs+ cases lacked expression of PD-
L1. Adaptive immune resistance has dominant influence in driving PD-L1 expression
in melanoms. PD-L1 is expressed upon immune cells infiltration but not only very
presence is essential. The expression is performed as in response to interferons and
other substances released by TILs and they are necessary to provoke expression.

Keywords: melanoma, PD-L1 protein, BRAF mutation, TIL

Uvod
Nadorové bunky vyuzivaju mnohé spdsoby uniku spod imunitného dozoru. Jednym
z nich je expresia proteinu PD-L1 (Programmed death-ligand 1), ku ktorej dochadza
nielen v nadorovych bunkach, ale tiez v nadorovom mikroprostredi (TME). Protein
ma afinitu ku PD-1 receptoru, nachadzajuceho sa na T-bunkach. Vazba vedie k
supresii migracie a proliferacie T-lymfocytov a k inhibicii sekrécie cytotoxickych
mediatorov [1-3].
Aberantna PD-L1 expresia méze byt ziskana (indukovana) proinflamatérne
pdsobiacimi cytokinmi a faktormi, ktoré do mikroprostredia uvolfiuju TIL (tumor-
infiltrujuce lymfocyty). Mechanizmus takejto expresie sa oznaluje ako adaptivny
a dochadza pri hom ku fenoménu adaptivnej rezistenice, pri ktorej TIL svojou
aktivitou spdsobia vlastnu downregulaciu cez expresiu proteinu PD-L1 [4-6].
V niektorych typoch nadoroch hraju pri expresii PD-L1 délezitd ulohu onkogény
(konstitutivny typ expresie) atento mechanizmus predstavuje vrodenu tumorovu
rezistenciu. Oba typy expresie spolu Castokrat interaguju a ich podiel na expresii PD-
L1 sa meni podla typu nadoru [4]. U malignych melanémoch (MM) dominuje
cytokinmi podmienena expresia. Minoritny efekt ma onkogénna cesta MAPK (cez
mutaciu génu BRAF a NRAS) a tiez PI3K/AKT (zahrriujuca stratu PTEN) [4, 7, 8].
BRAF gén kdéduje protein BRAF patriaci do RAF rodiny serin/treonin Specifickych
kinaz, ktoré su pri malignych ochoreniach Casto aktivované mutaciou, pricom
najCastejSou je mutacia V600E. Protein BRAF hra délezitu rolu v regulacii bunkového
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delenia a apoptozy cez MAPK signalnu drahu [9]. Takmer polovica melandmov
vykazuje mutacie v géne BRAF [10].

V naSej praci sme sa zamerali na posudenie vztahu medzi PD-L1 expresiou, BRAF
V600E mutaciou a pritomnostou TIL v malignych melandémoch.

Material a metodika
Pacienti a vzorky
Nas subor predstavoval 42 malignych melanomov od 41 pacientov. Vzorky boli
vySetrené na naSom pracovisku od januara 2016 do februara 2018. Subor
predstavoval 35 primarnych melandmov rbéznych histologickych typov (15
superficialne sa Siriacich, 19 typu lentigo maligna, 1 blizSie neSpecifikovatelny) a 4
metastazy. V troch pripadoch nebolo mozné rozliSit, ¢i sa jedna o nodularny
melanom alebo metastazu do koze.
Spracovanie vzoriek
Bioptické vzorky boli Standardne formalinom fixované, spracované a zaliate
parafinom. Nasledne boli narezané na hrubku 4 pm a ofarbené hematoxylin
eozinom. Pri hodnoteni sme pouzili svetelny mikroskop (Olympus CX31).
Imunohistochémia
Po vybrani vhodnych tkanivovych blokov sme vykonali imunohistochemicku detekciu
pouzitim Ventana BenchMark Ultra (Roche). PD-L1 protein sme detekovali zajaCiou
monoklonalnou protilatkou, (klon 28-8, Abcam), ktora bola riedena pomerom 1:70.
Detekcia mutovaného génu BRAF V600E bola vykonana mysSou protilatkou (VE1,
Roche) aTIL bol potvrdeny anti-CD8 protilatkou (SP57, Roche) pouzitim
Standardnych automatickych metdd. Vizualizacia prebehla vdaka naviazaniu
chromogénu 3,3-diaminobenzidinu (DAB). Nakoniec sme vzorky opat hodnotili
svetelnym mikroskopom ( Olympus CX31).
Hodnotenie PD-L1
Do uvahy sme brali parcialnu alebo kompletni membranovu pozitivitu nadorovych
buniek s vynechanim buniek s cytoplazmatickou pozitivitou, buniek TME,
nekrotickych buniek, debris a inych artefaktov. Nasledne sme urcili tumor proporéné
skore (TPS), €o predstavuje percento pozitivnych buniek. Melanédmy s minimalne 1%
TPS sme povazovali za pozitivne.
Hodnotenie BRAF
Hodnotili sme intenzitu difuznej cytoplazmatickej pozitivity vo viac ako 85 %
nadorovych buniek ( stupen 0 az 3), priCcom stupne 2 a 3 boli povazované za
pozitivne.
Kvantifikacia zapalovej reakcie
Intenzitu zapalu sme posudzovali semikvantitativhou Skalou 0 az 3+, priCom pouzitim
imunohistochemickej detekcie antigénu CD8 bola dosiahnuta lepSia vizualizacia.

Vysledky
42 malignych melanémov bolo vySetrenych na pritomnost PD-L1 expresie, BRAF
V600E a TIL.

PD-L1 a tumor infiltrujuce lymfocyty v melanémoch

PD-L1 expresia (TPS 21%) bola pritomna v 21,43 % (9/42) vzoriek, v 7 pripadoch
bolo dokonca TPS vacsie ako 5%. Expresia bola vzdy fokalna a vSimli sme si, Ze
bola vzdy lokalizovana blizko TIL. Mnozstvo TIL ( intenzita 0-3+) bolo zistenych
v 78,57% (33/42) vzoriek. VSetky PD-L1 pozitivne vzorky (9/9) boli sprevadzané
minimalne fahkym lymfocytovym infiltratom. Pri porovnani s 81,81% (27/33) PD-L1
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negativhych a TIL+ vzoriek (P = 0,155) vSak nevyplyva signifikantna korelacia. Ani
v jednom pripade sme nezaznamenali difUznu expresiu PD-L1 proteinu so su¢asnou
absenciou TIL. Dolezitym faktom je, ze tri pripady metastatického melandmu (75%
3/4) neboli sprevadzané Ziadnym infiltratom a Stvrta metastaza mala iba lahky
a fokalny infiltrat.

Tabulka 1 Koreldcia PD-L1 expresie a pritomnosti lymfocytarneho infiltratu

0 0 (0) 7 (21,21)
1+ 4 (44,44) 13 (39,39)
2+ 4 (44,44) 10 (30,3)
3+ 1(11,11) 3 (9,09)

PD-L1 a BRAF mutacny status v melanémoch

IHC odhalila BRAF VG600E mutaciu (skére 2+ a3+) v26,19 % (11/42).
Nezaznamenali sme Ziadne rozdiely medzi skupinami BRAF mutovanych PD-L1
pozitivnych a negativnych pripadoch 22,23% (2/9) a 27,27% (9/33) (P = 0,727).

Tabulka 2 BRAF a PD-L1 v malignych melanémoch

0 4 (44,45) 19 (57,57)

1+ 3(33,34) 5 (15,15)

Spolu — BRAF negativne 7 (77,78) 24 (72,72)

2+ 0 (0) 4 (12,12)

3+ 2 (22,23) 5 (15,15)

Spolu — BRAF pozitivne 2 (22,23) 9 (27,27)
Diskusia

Melandm je povazovany za vyrazne imunogénnu neoplaziu kvéli frekventovanym
mutaciam. Spontanna regresia je extrémne vzacna a ojedinela, drviva vacsina
melanomov pri nelieCeni rychlo progreduje [11]. Tumordzne bunky zneuzivaju
interakciu PD-1 a PD-L1 ako jeden z hlavnych spdsobov uniku spod imunitného
dozoru a touto cestou docieluju T-bunkovu toleranciu, ktora umoziiuje prezivanie
nadorovych buniek a progresiu nadorového ochorenia [12].

LieCebné postupy pre onkologickych pacientov s metastatickym melandmom su
skuto¢ne limitované. V poslednom obdobi sa cielena lieCba javi ako najlepSie
rieSenie. Pouzitie imunitnych check-point inhibitorov, najma anti-PD-1 a anti-PD-L1
protilatok prinasa slubné vysledky a mnoho pacientov zaznamenava dlho trvajucu
nadorovu regresiu [13]. V pripade BRAF mutovanych MM je namieste pouzitie BRAF
inhibitorov s vysokou mierou odpovede, avSak s pomerne rychlo sa vyvijajucou
rezistenciou [14].

V na8ej praci nas zaujimalo €i dva biomarkery na cielenu terapiu — PD-L1 a BRAF
spolu navzajom koreluju. Vo vztahu su v pripade konstitutivnej expresie PD-L1, pri
ktorej expresia je vyvolana MAPK onkogénnou cestou s BRAF mutaciou. V MM je
vS8ak dominantnou cestou expresie prave cytokinmi indukovana, ¢o sa v nasom
subore i potvrdilo, pretoze sme nezaznamenali ani jeden pripad difuznej expresie
PD-L1. Atefi et al. vo svojej praci tvrdi, ze iba PD-L1 expresia sprevadzana T-
bunkovou infiltraciou a vyvolana interferbnmi ainymi substanciami ma byt
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povazovana za biomarker [8]. V praci Rodi¢ et al. sa nepotvrdila Ziadna korelacia
medzi BRAF a PD-L1 [4] a v naSom subore sme dosiahli rovnaké vysledky.

Pri hodnoteni pritomnosti lymfocytového infiltratu V MM sme zistili, ze va¢sina MM je
s pritomnou imunitnou reakciou, avSak korelacia s expresiou PD-L1 proteinu nam na
rozdiel od prac Rodi¢ et al. a Taube et al. nevySla [4, 5]. MoZno vSak konStatovat, Zze
vSetky PD-L1 pozitivne MM obsahovali ur€ité mnozstvo infiltratu v geografickej
suvislosti s PD-L1 pozitivnymi bunkami. Nase vysledky by mohli viest k uvahe, ze
samotna pritomnost lymfocytarneho infiltratu nestaCi a je potrebna pritomnost
urcitych lymfocytarnych populacii v TME s produkciou urcitych faktorov pri ktorej by
doSlo k stimulacii expresie PD-L1. Taube et al. uvadza najma IFN gamma, ale
pripusta Ze i dalSie faktory ako IL-10, IL-6 a bezny gamma retazec mozu byt taktiez
zapojene [5].

Zaver

Hodnotenie mutacného statusu BRAF a expresie PD-L1 ako dvoch nezavislych
modalit by malo byt rutinnou sucCastou kazdého vySetrenia melanému veduceho
k cielenej terapii [4]. Taktiez zhodnotenie rozsahu zapalovej infiltracie ma v
diagnostickom procese svoje miesto, najma pri melanédmoch s vertikalnou rastovou
fazou, i ked je v dnesSnej dobe diskutabilny prakticky vyznam nielen s ohfadom na
prognozu, ale tiez v predikcii odpovede na terapiu inhibitormi kontrolnych bodov
imunitnej reakcie [15].
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Abstract

VEGF-A expression in cutaneous lesion of lichen ruber planus is studied in relation
to inflammatory cell infiltration.  Expression was detected using the single
immunohistochemistry with  monoclonal mouse antibody and subsequently
guantitatively evaluated by morphometric software. Results confirmed significantly
increased expression in LRP lesions in both epidermis and dermis in comparison to
healthy skin. Statistical analysis between the lesions with various degree of
inflammation confirmed the tendency of VEGF-A expression to increase, however,
differences were not statistically significant. Results revealed mild positive correlation
between VEGF-A expression and inflammatory cell infiltration area in cutaneous
lesions of lichen ruber planus.

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

Uvod
Vaskularny endotelovy rastovy faktor A (VEGF-A) ma nezastupitelnu ulohu uz
v embryonalnom obdobi, ale aj v postnatalnej angiogenéze pri fyziologickych aj
patologickych procesoch [1].
Experimentalne Studie dokazali, ze VEGF-A vyrazne zvySuje permeabilitu cievnej
steny [2], je Specifickym mitogénom endotelovych buniek [3], indukuje migraciu
endotelovych buniek cez extracelularnu matrix, ale aj pbsobenim na
matrixmetaloproteinazy [4]. VEGF-A ovplynuje aj prezivanie endotelovych buniek
vplyvom na expresiu antiapoptotického proteinu bcl-2 [5].
V dostupnej literature sa stale CastejSie objavuju informacie o vzajomnej
previazanosti angiogenézy a chronického zapalu. NajnovSie vysledky navysSe
dokazuju, Zze VEGF- A je délezitym cytokinom nielen Specificky pre endotelové
bunky, ale aj pre niektoré bunky imunitného systému a ma vyznamné prozapalové
ucinky aj tym, Ze zvySuje permeabilitu cievnej steny a su€asne pésobi chemotakticky
na mastocyty a leukocyty [6-8].
Typickym chronickym zapalovym ochorenim koZe je lichen ruber planus. Etioldgia
tejto dermatdzy je neznama. Podla najnovSich Studii sa lichen ruber planus zaraduje
k ochoreniam sprostredkovanymi T— lymfocytmi [9,10].
V jeho histopatologickom obraze je typické zhrubnutie epidermis s akantézou
a ortokeratézou. V stratum basale je zjavna hydropicka vakuolarna degeneracia,
v stratum spinosum su objemné keratinocyty s bledou cytoplazmou. Zapalové zmeny
v dermis charakterizuju balénovito rozSirené dermalne papily a husty epidermotropne
orientovany lymfocyto - histiocytovy infiltrat, zvyCajne ostro ohraniCeny nadol,
niekedy s primesou melanofagov. Hustota infiltratu reflektuje Stadium lézie [9-12].
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V predchadzajucej praci sme potvrdili, Ze expresia VEGF-A v |éziach lichen ruber
planus v réznych oblastiach koZe je porovnatelna a nejavi znamky regionalnej
variability [13].

Ciefom predkladanej prace je kvantitativne hodnotenie expresie VEGF-A v koZi
chronickych lézii lichen ruber planus vo vztahu k stupnu bunkovej infiltracie, resp.
k stupriu zapalovej infiltracie.

Material a metodika

Pracovali sme so vzorkami zdravej koze (10) a s archivovanymi vzorkami z lézii
lichen ruber planus odobratych z oblasti trupu (14). Expresiu VEGF—A sme zistovali
pouzitim jednoduchej imunohistochémie (vid Obr. 1) s protilatkou Monoclonal Mouse
Anti-Human Vascular Endothelial Growth Factor Clone VG1 M7273
(DakoCytomation Denmark). Na detekciu a vizualizaciu naviazanych protilatok sme
pouzili kit LSAB™+ / HRP (Labelled Streptavidin-Biotin Complex / Horseradish
Peroxidase, code No. KO679; DakoCytomation Denmark A/S). Ako chromogén sme
pouzili diaminobenzidin (DAB). Na zaver sme rezy dofarbili Mayerovym
hematoxylinom (Dako Mayer’s Hematoxylin, code No. S3309) a uzavreli montovacim
médiom (Faramount Aqueous Mounting Medium, code No. S3025 DakoCytomation,
Denmark A/S). Vizualizacny systém Olympus Evolt E-420 bol nainStalovany na
mikroskop Olympus BX41N, pomocou neho sme vytvorili digitalny obraz pri 200 a
400 nasobnom zvacseni, podla potreby vyhodnocovania pre jednotlivé parametre.
Kvantitativne vyhodnotenie sme robili pomocou morfometrického softvéru
QuickPhoto Micro (Promicra, Praha, Ceska republika). Plocha buniek exprimuijtcich
VEGF-A (VEGF-A pozitivha plocha) bola definovana ako percento plochy buniek
detekovanych pomocou monoklonalnej protilatky anti-human VEGF v Standartnej
ploche epidermis a pars papillaris dermis. Podobne sme hodnotili aj plochu
infiltrovanu bunkami (cellular infiltration area - CIA) ako percento plochy infiltrujucich
buniek v pars papillaris dermis zafarbenych Mayerovym hematoxylinom v Standartnej
ploche pars papillaris dermis v hotspot oblastiach [14-16].

Obr. 1 Imunohistochemickéa detekcia VEGF-A v kozZnej Iézii lichen ruber planus. Mierka 50um.
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Vysledky
Vysledky potvrdili signifikantny narast expresie VEGF-A v |éziach lichen ruben planus
vo vSetkych troch skupinach s réznou mierou bunkovej infiltracie oproti zdravej kozi
a to tak v epidermis ako aj v dermis.
Vzajomné porovnanie medzi skupinami lézii s rdznym stuprfiom zapalu vSak ukazalo,
2e VEGF-A pozitivna plocha v epidermis sice vykazovala narast medzi skupinami
(vid tabulka 1), ale ten nebol Statisticky signifikantny. Rovnako sme Statisticky
nevyznamny narast zaznamenali aj v dermis.
Korelatna analyza potvrdila miernu pozitivhu korelaciu medzi plochou bunkovej
infiltracie (CIA) a VEGF-A pozitivhou plochou v epidermis (r=0,415, p=0,140) aj v
dermis (r=0,463, p=0,095).

Tabulka 1 VEGF-A pozitivha plocha v koznych Iéziach lichen ruber planus (LRP).

 veorapommpiens

v epidermis v dermis
v% v%
zdrava koZa 0,46 + 0,40 0,20 + 0,40
zdrava koza vs lézie LRP
< 0,0001 < 0,0001
lichen ruber planus
slaby stuperi zapalovej
infiltracie CIA do 4% 5,73 £+ 4,99 1,96 £ 1,70
stredny stuperi zapalovej
infiltracie CIA 4-8% 8,71+ 1,81 2,79+0,18
silny stuperi zapalovej
infiltracie CIA nad 8% 8,86 £+ 0,69 3,01 £0,14
ANOVA hodnota p 0,201 0,178
Student slaby vs 0,122 0,155
Neuman stredny
Keuls test stredny vs 0,923 0,641
hodnota p silny
slaby vs silny 0,210 0,161
Diskusia

Chronicky zapal charakterizuje proliferacia, migracia a infiltracia tkaniva zapalovymi
bunkami. Narastajuca masa tkaniva s nadbytkom zapalovych buniek vedie v mieste
zapalu k zvySeniu nutricnych poziadaviek a k relativnej hypoxii tkaniva, €o je
vyznamnym stimulom angiogenézy [17,18].

Migracia a infiltracia  T-lymfocytov v chronickych zapalovych dermatézach je
sprostredkovana prostrednictvom dendritickych buniek a cytokinmi riadenou
zvysenou tvorbou adhezivnych molekul na povrchu endotelovych buniek ako ICAM-
1, VCAM-1, alebo E-selektin. T-lymfocyty zasa aktivuju makrofagy, endotelové
bunky afibroblasty atie produkuju pro—zapalové cytokiny, chemokiny
a matrixmetaloproteinazy [18-20]. Okrem toho T-lymfocyty aktivované niektorymi
cytokinmi, najma TNF-q, interleukin-6 a interleukin-2, stimuluju produkciu VEGF-A
vo fibroblastoch a tkanivovych makrofagoch v mieste zapalu ¢o nasledne vedie
k iniciacii angiogenézy [18,21].

V koZi je VEGF-A exprimovany predovSetkym keratinocytmi v epidermis, menej
fibroblastami a endotelovymi bunkami v dermis. Jeho expresia je v zdravej kozi
vyvolana zvy€ajne hypoxiou. V patologickych podmienkach je jeho expresia
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predovsetkym nasledkom cytokinovej stimulacie z hyperplastickej epidermis a je teda
predominantne exprimovany v epidermis a v mensej miere fibroblastami dermis [3].
Vysledky kvantitativnej analyzy v naSej praci su v zhode s uvedenym tvrdenim a
ukazali vyrazne vysSi narast expresie VEGF-A v epidermis a mensi, ale tiez
Statisticky signifikantny narast v dermis.

Tao et al. [22] a Scardina et al. [19] potvrdili signifikantny narast VEGF-A expresie v
oralnych léziach lichen planus. Salem et al. [23] hodnotili expresiu VEGF-A
v koznych |éziach lichen ruber planus semikvantitativne, a rovnako potvrdili
signifikantny narast oproti zdravej kozi. Zistili aj tendenciu vzrastajucej expresie so
zvySujucim sa stupniom zapalovej reakcie. K obdobnému vysledku sme dospeli aj
my. Pri porovnani expresie VEGF-A v |éziach so slabou a miernou infiltraciou sme
zistili viac ako 52% narast expresie v epidermis a 42% narast v dermis. Narast
v expresii medzi léziami s miernym a silnym stupfiom infiltracie bol menej vyrazny iba
1% v epidermis a 7% v dermis.

ZvysSujuca sa expresia VEGF — A stimuluje angiogenézu v léziach a novotvorené
cievy nasledne zabezpeluju nielen vyzZivu a oxygenaciu, ale sucasne zvySuju aj
turnover zapalovych buniek v lézii. Naviac uz spomenuta chemotakticka schopnost
VEGF-A voci zapalovym bunkam a aj jeho schopnost’ zvySovat permeabilitu cievnej
steny potencuje zapalovu reakciu v lézii. Je preto mozné predpokladat, Ze zvySena
expresia VEGF-A a patologicka angiogenéza sprevadzajuca chronicky zapal zvysuju
intenzitu zapalového procesu a predlZuju jeho trvanie. Doposial v8ak nie je jasné,
ktory z tychto dejov je pri€ina a ktory nasledok [17-21].

Praca bola podporena Grantom VEGA 1/0060/09.
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Abstract

Preclinical studies show the anti-cancer effects of phytochemicals regarding its
antioxidant or immunomodulatory properties, also the antiproliferative, anti-
inflammatory, and anti-angiogenic effects, and finally the ability to induce apoptosis.
In addition to the mechanisms of anticancer activity, phytochemicals also affect the
survival of cancer stem cells (CSCs). The aim of our study was to analyze the
mechanism of anticancer effect of the thyme by analyzing selected cancer stem cell
markers in the chemopreventive model of rat mammary carcinogenesis. Mammary
carcinogenesis was induced in animals by N-methyl-N-nitrosourea. Chemoprevention
began 1 week before application of carcinogen and lasted for 15 weeks until the end
of experiment. Thyme administered in the diet (1%) reduced the risk of mammary
carcinoma by 53 % compared to control group. Immunohistochemical analysis
of mammary carcinomas in rats demonstrated significantly altered CSCs parameters,
namely CD44 and ALDH1A1. In our study, we observed a significant anticancer
effect of the thyme, which was associated with changes in CSCs markers
in mammary gland tumors in vivo.

Keywords: breast carcinoma, rat, thyme, cancer stem cells markers

Uvod
Neoplazie mlieCnej Zlazy predstavuju v sucasnosti vo svete druhé najCastejSie
diagnostikované onkologické ochorenie u Zien [1]. Jeden z moZnych pristupov
znizovania  vyskytu nadorovych ochoreni je chemoprevencia. V ramci
chemoprevencie sa vyuzivaju syntetické latky, ale do uvahy pripadaju aj
fytochemikalie. Tieto sa aplikuju bud vizolovanej forme alebo ako zmesi
fytochemikalii prostrednictvom tzv. rastlinnych funkénych potravin [2]. V poslednom
obdobi pribudaju data o schopnosti fytochemikalii potlacat populaciu nadorovych
kmeriovych buniek (CSCs), progenitorovych buniek a CSCs-podobnych buniek, ktoré
v mnohych pripadoch zodpovedaju za relaps ochorenia a mnohopocetnu liekovu
rezistenciu [3]. Klinické hodnotenie parametrov CD44, CD24 a ALDH1
(aldehyddehydrogenaza 1) je povazované za délezité vySetrenie v ramci identifikacie
populacie CSCs u zien s karcindbmom prsnika [4]. V nedavnej $tudii Renno et al. [5]
boli biomarkery CD133, CD24, CD34, CD44 zvySené v DMBA-indukovanych
tumoroch usamic potkanov, ¢o poukazuje na adekvatnost pouZitého modelu
rakoviny prsnika pre Studium CSCs ako potencialneho farmakologického markera.
Imunofenotypicky profi CSCs a CSCs-podobnych buniek méze varirovat
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medzi réznymi neoplastickymi subpopulaciami, oblastami nadoru, bunkovymi liniami,
¢i jedincami, preto je potrebné analyzovat hned niekolko $pecifickych markerov,
ktoré su vhodné pre animalny model.

Vnat tymianu (Thymus vulgaris L.) je zaujimavy obsahom silice, fenolovych latok,
saponinov a sterolov. Vedecké badanie poukazalo na protinadorové ucinky tymianu
in vitro v bunkovych liniach hrubého Creva resp. prsnika [6,7].

Na zaklade uvedenych poznatkov sme sa rozhodli analyzovat protinadorovy ucinok
vhate tymianu v modeli experimentalnej mamarnej karcinogenézy u samic potkanov
SO zameranim na vybrané parametre CSCs.

Material a metody

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

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

Vysledky a diskusia
Tymian (1% v diéte) v naSej Studii signifikantne a davkovo nezavislym spbsobom
potlacil riziko experimentalneho karcinomu prsnika u samic potkanov.
Hodnotenie parametrov nadorovych kmenovych buniek preukazalo signifikantny
pokles expresie CD44 v skupine s vysSou davkou tymianu v diéte vocCi kontrole.
V skupine s nizSou davkou tymianu (0,1 %) sme pozorovali signifikantny pokles
expresie ALHDH1 vocCi kontrolnym mamarnym nadorom. Analyza expresie CD24
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nepreukazala signifikantné zmeny medzi lieCenymi a nelieCenymi skupinami (Obr. 1
a?2).

NizSia expresia CD24, CD44, ALDH1 alebo inych markerov CSCs (napriklad
EpCAM) je spajana u pacientov s karcinomom prsnika s lepSou progndézou
ochorenia [9]. NaSa predchadzajuca Studia s oreganom preukazala signifikantny
pokles expresie CD24 a EpCAM v lie€Cenych mamarnych nadorovych bunkach
potkana in vivo [10]. Vysledky nedavneho experimentu s klinéekom preukazali
v lie€enych mamarnych karcindmoch signifikantné zniZenie expresie CD24 a CD44,
na druhej strane narast expresie ALDH1A1 [11]. Aktualna Studia s tymianom v tom
istom modeli mamarnej karcinogenézy u samic potkanov rovnako preukazala
signifikatné zmeny expresie CD44 a ALDH1A1l. Napriek skutoCnosti, ze
mechanizmus anti-CSCs uc€inku fytochemikalii nie je dostato¢ne vysvetleny, nase
vysledky zretelne ukazali, Ze tak klinek, oregano, ako aj tymian signifikantne
pozmenili expresiu klinicky vyznamnych markerov CSCs v mlieCnej Zlaze.

Vysledky existujucich epidemiologickych $tudii zatial nedostatoénym spdsobom
podporuju koncepciu, ze celistvé rastlinné (funkéné) potraviny mézu znizovat' riziko
pripadne zlepSovat progndézu nadorového ochorenia u ludi. Vysledky nasich
experimentov poukazuju na zretelny protinadorovy ucinok zmesi fytochemikalii
obsiahnutych v rastlinnych funkénych potravinach (Chlorella pyrenoidosa, mlady
jaémen, tmavé ovocie, oregano, klin€ek, tymian) v nami pouZzitom experimentalnom
modeli. Benefity Sirokého spektra roznych fytochemikalii nachadzajucich sa v nami
skumanych nutraceutikach/funkénych potravinach vyplyvaja zo vzajomnej
kombinacie ich biologickych aktivit. Signifikantné protinadorové ucinky prirodzenych
substancii boli désledkom aditivnych, pripadne synergickych ucinkov fytochemikalii
a nie samostatne pésobiacej latky. Su v8ak potrebné dalSie mechanistické a klinické
Studie hodnotiace preventivnu Ci terapeuticku ulohu rastlinnych celistvych potravin
v procese karcinogenézy [12]. Na zaklade naSich vysledkov moZno dospiet
k zaveru, ze pravidelna konzumacia testovanych funkénych potravin méze byt
prospesna na znizZenie rizika rakoviny prsnika u ludi.

Zaver

Vnat tymianu prejavila signifikantny chemopreventivny u€inok v modeli mamarnej
karcinogenézy u samic potkanov. Tymian preukazal signifikantny anti-CSCs efekt
v karcinomoch mlie¢nej Zlazy, ¢o mozno povazovat za jeden z mechanizmov jeho
protinadorového pdsobenia. NaSe vysledky predstavuju prvd zmienku v ramci
vedeckého badania, avSak definovanie presnych mechanizmov zodpovednych
za uvedené UuCinky si vyzaduju dalSie analyzy (napr. definovanie Specifickych
signalnych drah bunky) ato vramci predklinickych experimentov, ale aj klinickych
studii.

Finan¢na podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0108/16.
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Pozitivne bunky mamarneho karcindmu
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Obr. 1 Imunohistochemicka analyza parametrov nadorovych kmenovych buniek CD24, CD44
a ALDH1AL1 u zvierat na konci experimentu — efekt tymianu. Data su vyjadrené ako priemery + SEM.
Signifikantny rozdiel, * P < 0,05 vs KONT; *P < 0,05 vs TYM 0.1
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CD24
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Obr. 2 Reprezentativne digitalne zabery imunohistochemickej analyzy parametrov nadorovych
kmefiovych buniek CD24, CD44 a ALDH1A1 v mamarnych nadorovych bunkach potkana bez a
po lie€be tymianom. Reprezentativne zdbery boli vybrané na zaklade vysledkov zhrnutych v Obr. 1.
ZvacsSenie: 400x.
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Abstract

lonizing radiation affects neuronal, glial, and endothelial cell population in the brain
and lead to significant histopathological and functional deficits. In the present study
we investigated radiation-induced subacute histopathological changes. Adult male
Wistar rats received fractionated whole-brain irradiation (fWBI) with a total dose of
40Gy delivered in 5 fractions (dose 8Gy per fraction) once per week in the same
weekday during 5 consecutive weeks. Histopathological changes were evaluated by
immunohistochemical staining of brain sections to determine alteration of
neurogenesis and glial cell response in two neurogenic regions: the anterior
subventricular zone (SVZa) and following subventricular zone-olfactory bulb axis
(SVZ-OB axis) and the hippocampal dentate gyrus (DG). Image analysis of the brain
sections 16 weeks after the exposure showed a radiation-induced inhibition of
neurogenesis and a weak astrocytic response. Results revealed presence of
subacute and gradual development of late radiation-induced changes.

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

Uvod

Poskodenie mozgového tkaniva po frakcionovanej expozicii ionizujucim ziarenim je
Casto sprievodnym javom pri radioterapii pacientov s primarnymi nadormi mozgu a
metastazami. Na zaklade klinickych prejavov a Casovej postupnosti pozname akutne,
subakutne a neskoré symptomy poskodenia mozgu po oziareni. Je zname, Ze u
pacientov, ktori absolvuju radioterapiu primarnych nadorov mozgu sa po urcitom
Case mobzu vyvinut vyrazné kognitivne zmeny bez in vivo detekovatelnych
Strukturalnych zmien [1]. Vzhfadom na narastajucu skupinu pacientov s neskorymi
symptémami sa tento problém stava €oraz viac akutny. Zmeny v mozgovom tkanive
po oziareni odzkadluju zlozitu interakciu medzi jednotlivymi typmi buniek. Délezitym
fenoménom, ktory Casto stoji v pozadi kognitivnych zmien je inhibicia neurogenézy.
Experimentalne zvieracie Studie ukazuju, Zze neurogenéza v dospelosti pretrvava v
dvoch oblastiach: subvetrikularnej zéne (SVZ) v stene bo¢nych mozgovych komér a
subgranularnej zéne (SGZ) v gyrus dentatus (GD) hipokampu. Studie na zvieratach
poskytuju prehlad o Sirokom spektre zmien na molekularnej, bunkovej urovni a tiez
funk&né zmeny tkaniva mozgu po frakcionovanom oziareni. Tieto zmeny zahffaju
napr. poskodenie endotelu, aktivaciu mikrogliovych buniek a astrocytov, inhibiciu
neurogenézy, zvySenu expresiu zapalovych mediatorov a narusenie kognitivnych
funkcii minimalne Sest mesiacov po oziareni [2-5].

Strana | 32


mailto:balentova@jfmed.uniba.sk
mailto:balentova@jfmed.uniba.sk
mailto:balentova@jfmed.uniba.sk

Nové trendy a perspektivy v histoldgii IV

Material a metodika

Samce potkanov kmena Wistar vo veku 3-4 mesiace sme rozdelili na dve skupiny:
kontrolnu (n=10) a druhu skupinu (n=7), ktord sme oziarili celkovou davkou cD=40Gy
ionizujuceho Ziarenia rozdelenu na 5 frakcii, s davkou na frakciu=8Gy. OzZarovany
objem predstavoval hlavu, krk a zdrojom Ziarenia bol radioizotop “°Co (pristroj
TERAGAM UJP Praha, CR). Po uplynuti stanovenej doby preZivania po oZiareni (16
tyzdnov) sme vykonali celotelovu transkardialnu perfuziu pomocou 4%
paraformaldehydu a po dekapitacii sme z mozgovych hemisfér narezali sériové
sagitalne 30pym zmrazené rezy. Metodikou Krezylova violet sme ilustraCne znazornili
oblasti v prednom mozgu s pretrvavajucou neurogenézou. Imunofluorescenénym
farbenim tkanivovych rezov sme detekovali protein doublecortin (DCX), ktory je
markerom pre nezrelé neurdny a glial fibrillary acidic protein (GFAP), marker pre
astrocyty. Pocet fluorescen¢ne znacenych buniek sme vyhodnocovali v jednotlivych
anatomickych oblastiach osi subventrikularna zéna - bulbus olfactorius (SVZ-BO):
SVZa, vertikdlne rameno, ohyb a horizontalne rameno a v stratum granulosum v
gyrus dentatus (GD) hipokampu. Obrazovu analyzu preparatov sme uskutocCnili
pomocou programu ImageJ (NIH, Bethesda, MD,USA).

Obr. 1 Mikrofotografie sagitalneho rezu predného mozgu potkana, zobrazujuce dve hlavné oblasti
neurogenézy: (a) predna stena subventrikuldrnej zény (SVZa) ana fu nadvazujuca os
subventrikularna zéna — bulbus olfactorius (SVZ-BO) a (b) gyrus dentatus v hipokampe. Preparaty boli
farbené metodikou Krezylova violet. LK — lateralna komora; vr — vertikalne rameno; hr — horizontalne
rameno; CA1, CA3 — cornu ammonis 1, 3; sg — stratum granulosum. Mierky: a=500 pm; b=200 ym.

Vysledky a diskusia
Frakcionované oZiarenie celkovou davkou 40Gy malo za nasledok eliminaciu poctu
DCX imunoreaktivnych (DCX-IR) neuroblastov v takmer vS8etkych hodnotenych
oblastiach pozdiz osi SVZ-BO. Po signifikantnom poklese v SVZa (0% 62,6 +
11,82/cm? verzus K: 563,75 + 78,6/cm? P<0,001) nasledovalo vymiznutie populacie
neuroblastov vo vertikalnom ramene (OZ: Ziadne bunky vz. K: 309,64 + 75; P<0,001),
ohybe (Oz: 0,25 £ 0,18 vz. K: 468,25 + 57,90; P<0,001) a v horizontdlnom ramene
(Oz: Zziadne bunky vz. K: 444,07 * 60,62; P<0,001). Po oZiareni sme zistili
neoCakavany pokles populacie GFAP-imunoreaktivnych astrocytov v takmer
vSetkych oblastiach pozdiZ osi SVZ-BO, a to v SVZa (Oz: 631,87 + 58,30 vz. K:
781,85 £ 80,85), vertikalnom ramene (Oz: 515,06 + 44,44 vz. K: 841,36 + 82,74)a v
ohybe (Oz: 759,71 + 75,57 vz. K: 1216,10 £ 127,12; P<0,05), s vynimkou mierneho
narastu v horizontalnom ramene (Oz: 832,67 + 93,23 vz. K: 644,60 + 80,51). V GD
sme zistili tiez mierny pokles poctu astrocytov (Oz: 1245,40 + 133,32 vz. K: 1580,90
+ 162,52). Vyrazna redukcia az eliminacia poétu neuroblastov pozdiz osi SVZ-BO 16
tyzdiiov po frakcionovanom ozZiareni je v sulade s vysledkami naSich
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predchadzajucich studii [6-7]. V nasej najnovsej praci viedlo frakcionované ozZiarenie
(celkova davka=20Gy, rozdelena na 4 frakcie, 1 frakcia=5Gy) k porovnatelnému
signifikantnému zniZeniu poctu neuroblastov priblizne tri mesiace po oziareni [7]. Po
oziareni vysSSou celkovou davkou (cD=35Gy; rozdelena na 7 frakcii, 1frakcia=5Gy)
doslo k signifikantnému poklesu DCX-IR buniek pozdiz osi SZ-BO pat az Sest
mesiacov po expozicii [6]. Vysledky naSich prac ukazuju, ze frakcionované oZiarenie
malo za nasledok vymiznutie populacie neuroblastov, ato bez ohfadu na velkost
davky a dobu prezivania po oziareni. Iné Studie tiez uvadzaju, ze primarnym ciefom
ionizujuceho ziarenia su neuroblasty, ich prekurzory a nervové kmerfiové bunky [8].
Vysledky su v sulade s predchadzajucimi poznatkami o neschopnosti nervovych
kmenovych buniek regenerovat’ a obnovit svoje pévodné pocty niekolko mesiacov po
oziareni [9, 6, 7].

Obr. 2 Mikrofotografie sagitalnych rezov mozgov kontrolnych (K) a oziarenych (Oz) potkanov
preZivajucich 16 tyzdfiov po frakcionovanej expozicii ionizujucim Ziarenim (cD=40Gy). Preparaty boli
farbené imunofluorescenéne na detekciu doublecortinu (DCX), markera pre nezrelé neurény —
neuroblasty (Cervena fluorescencia). V mozgu oziarenych potkanov (d-f) doSlo v porovnani
s kontrolnymi jedincami (a-c) k takmer Uplnému vymiznutiu DCX-imunoreaktivnych neuroblastov.
Vysvetlivky su uvedené pod Obr. 1. Mierky: a-f=200 pm.

Z Kklinického hladiska ide o ddlezity poznatok, lebo terapeutické davky ziarenia pri
lie€be primarnych nadorov mozgu a metastaz su vysSie, ako davky, ktoré inhibuju
neurogenézu [10]. Eliminacia DCX-IR neuroblastov pozdiz osi SVZ-BO bola
sprevadzana prekvapujucicim znizenim poc€tu astrocytov, ktoré sprevadzaju
neuroblasty poCas ich migracie do BO. V predchadzajucich Stadiach sme po
expozicii subletalnymi (3, 4Gy), klinicky relevantnymi davkami (celkova davka=35Gy)
a rdznymi intervalmi prezivania (tyzden az Sest mesiacov) zaznamenali signifikantny
narast poétu GFAP-imunoreaktivnych (GFAP-IR) astrocytov pozdiz osi SVZ-BO. V
inych pracach sa uvadza, Ze frakcionované oZiarenie vedie k aktivacii astrocytov a
mikrogliovych buniek minimalne Sest mesiacov po expozicii [2, 4]. V naSej Studii sme
pomocou in vivo protonovej magnetickej rezonancnej spektroskopie zistili pokles
koncentracie metabolitu, ktory je markerom pre astrocyty pritomné v sivej hmote
mozgu. Histopatologické zmeny v zastupeni astrocytov boli v zhode s detekovanymi
metabolickymi zmenami. Pokles poctu astrocytov méze predstavovat prechodny,

Strana | 34



Nové trendy a perspektivy v histoldgii IV

latentny stav, nasledovany zvySenim expresie GFAP a pravdepodobne aj
astrogliozou.

Obr. 3 Mikrofotografie sagitalnych rezov mozgov kontrolnych (K) a oziarenych (Oz) potkanov
prezivajucich 16 tyzdniov po frakcionovanej expozicii ionizujucim ziarenim (cD=40Gy). Preparaty boli
farbené imunofluorescenéne na detekciu glial fibrillary acidic protein (GFAP), markera pre astrocyty
(zelena fluorescencia). V mozgu oziarenych potkanov (d-f) doSlo v porovnani s kontrolnymi jedincami
(a-c) k miernemu poklesu poctu GFAP-IR astrocytov. Vysvetlivky su uvedené pod Obr. 1. Mierky: a-
=200 pm.

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

Praca bola financovana z prostriedkov grantov VEGA ¢. 1/0129/16, 1/0128/16,
1/0243/18, APVV ¢. 15/0107 a z projektov ,ldentifikacia novych markerov v
diagnostickom paneli neurologickych ochoreni”, kod: 26220220114 a ,Centrum
transladnej mediciny”, kéd: 26220220021, spolufinancovanymi zo zdrojov EU a
Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract
lonizing radiation influences neuronal, glial, and endothelial cell population in the
brain and lead to significant metabolic, histopathological and functional deficits. The
most affected post-radiation mechanism is neurogenesis that is spatially restricted
into the specific brain regions, predominantly in hippocampal dentate gyrus and in
the in the subventricular zone-olfactory bulb axis. In this experimental study we
explored the radiation-induced metabolic changes in dorsal hippocampus and
olfactory bulb of rat brain using the proton magnetic resonance spectroscopy

(*H MRS), involving 7T MR scanner. Eighteen weeks after the whole brain ®co
irradiation with the total dose of 35Gy in 7 fractions, irradiated (n=5) and sham-
iradiated (n=5) animals underwent invivo MR-examination. *H MRS in dorsal
hippocampus was measured by multivoxel-CSI sequence with the voxel volume of
9.68 ul and in olfactory bulb by singlevoxel-SVS method with the volume of 27 pl. In
irradiated animal group was found significant decrease in the total N-acetyl aspartate
to total creatine (tNAA/Cr) ratio in both selected brain areas. These results showed
that fractionated whole-brain irradiation led to the loss of neuronal viability and
function. Metabolic changes were closely associated with histopathological findings,
l.e. increasing neurodegeneration (Fluoro-Jade C detection) and inhibition of
neurogenesis (DCX-detection).

Keywords: lonizing radiation, 1H MRS, brain, neurodegeneration

Uvod
Frakcionované ionizujuce Ziarenie je v klinickej onkologickej praxi rutinne vyuzivané
pri radioterapii mnohych typov intrakranialnych nadorov a metastaz [1]. Negativhym
sprievodnym javom lieCby v8ak ostava radiaCne-indukované poskodenie centralnej
nervove] sustavy (CNS) - metabolické, histopatologické, ale aj funkéné deficity
v tkanive mozgu [2,3]. Vyrazne naruSeny byva cievny endotel [2], ale aj
hematoencefalicka bariéra [1], prejavuje sa abnormalna expresia génov alebo je
iniciovana apoptéza gliovych buniek [4,5]. Preukazané zmeny nastavaju aj
v procesoch  neurogenézy, ktorej zdroj je lokalizovany predovSetkym
v hipokampalnom gyrus dentatus (GD) a pozdiz osi subventrikularna zéna — bulbus
olfactorius (SVZ-OB) [6,7]. Cielom tejto Studie bolo preto analyzovat metabolické
zmeny v dorzalnom hipokampe a v bulbus olfactorius (BO) mozgu animalneho
modelu skorého poskodenia CNS frakcionovanym oZarovanim °°Co s biologicky
efektivnou davkou (BED; 117 Gy) ekvivalentnou terapeutickej davke bezne
aplikovanej pri nadorovej radiologickej lieCbe [1,8]. Experimentalny vyskum bol
zalozeny na invivo vySetreni relativnych koncentracii metabolitov skumaného
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tkaniva mozgu pomocou protdnovej magnetickej rezonanénej spektroskopie
(*H MRS) a in vitro imunohistochemickych farbiacich metédach potvrdzujdcich Géinky
frakcionovaného ionizujuceho Ziarenia.

Material a metodika

Do studie bolo zaradenych desat 4-mesaénych samcov potkanov rodu Wistar (Velaz,
Praha, CR). Piati jedinci podstupili pod vplyvom anestézie (i.p: ketamin hydrochlorid
+ s.c.. xylazin hydrochlorid) frakcionované ionizujuce Ziarenie radioaktivnym
izotopom °°Co celého mozgu (Teragam KO-2, UJP, Praha, CR) v celkovej davke
35 Gy (7 frakcii po 5 Gy), ktora je ekvivalentna biologickej efektivnej davke BED =
117 Gy. Osemnast tyzdiov po poslednej radiaCnej davke boli vSetky zvierata merané
prostrednictvom 7T MR skeneru Bruker BioSpec 70/20 (Bruker, Ettlingen,
Nemecko). PoCas MR vySetrenia boli zvierata regulovane anestéziované (3,5-5,5%
sevofluran a O;). Sucastou MR-meracieho protokolu bolo T,-vazené anatomické MRI
v troch ortogonalnych rezoch s nasledujucimi parametrami: TR opakovaci Cas/TE
echo €as = 2680/40 ms; poCet priemerov 2; oblast zobrazenia FOV = 35x35 mm?;
velkost obrazu = 256x256; 23 rezov s hrubkou rezu 0,5 mm. Spektroskopické data
z dorzalneho hipokampu (Obr.1) boli ziskané pomocou multivoxelovej CSI (chemical
shift imaging) spektroskopie srealnou velkostou voxela 2,75x2,2x1,6 mm?®
(TR/TE = 1500/20 ms; 36 priemerov; 8x8 CSI matica s nominalnou velkostou voxela
8x10x1,6 mm?>; FOV = 22x22 mm?). V oblasti BO (Obr.1) bola vyuZita jednovoxelova
SVS (single voxel spectroscopy) metdda s redlnou velkostou voxelov 3x3x3 mm?
(TR/TE = 1500/20 ms; 200 priemerov). VSetky 'H MRS data boli kvantifikované
pomocou LCModelu (verzia 6.3-1K, S. Provencher, Kanada), priom sme sa
zamerali na metabolicky pomer tNAA (spolo¢ny signal N-acetyl-aspartatu a N-acetyl-
aspartyl-glutamatu) ku tCr (signal kreatin-obsahujucich zlu¢enin). Po ukoneni MR
Casti experimentu boli vSetky zvierata po navodeni anestézie dekapitované. Mozgy
boli po vynati postfixované pri 4°C v 30% sachar6ze, po oddeleni oboch hemisfér
zamrazené a nasledne spracované na sériu sagitalnych 30 um rezov. Vzorky boli
pripravované pre histochemické Fluoro-Jade C" farbenie a imunohistochemicki DCX
(doublecortinu) analyzu podfla postupov uvedenych v Balentova et al. 2017 [9].

Obr. 1 T,-vazené ortogonalne MRI rezy s vykreslenim umiestnenia CSI mriezky (velkost voxela
8x10x1,6 mm3) v oblasti dorzalneho hipokampu (zelena) a lokalizaciou SVS voxelu (velkost voxela
3x3x3 mm®) v BO (modra) mozgu potkana spolu s reprezentativnymi "H MR spektrami danej oblasti.

Vysledky
Hodnoty relativhych koncentracii tNAA/tCr dorzalneho hipokampu a BO mozgu
potkanov spolu so Statistickym porovnanim oziarenej a kontrolnej skupiny,
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vykonanym na zaklade neparového dvojstranného t-testu v softvéri SPSS (verzia
15.0; Chicago; USA), su znazornené v Tab.1. Statisticky vyznamna hladina p=0,05.
Z vysledkov Studie bol zrejmy signifikantny ubytok tNAA/tCr v oboch sledovanych
oblastiach mozgu ozZiarenej skupiny.

Tabul'ka 1 Relativhe koncentracie metabolického pomeru tNAA/tCr v dorzalnom hipokampe a BO
mozgu potkanov kontrolnej a ozarovanej skupiny potkanov.

dorzélny hipokampus 1,54 + 1,18 0,67 0,17 0,046
BO 1,21+0,16 0,96 + 0,20 0,040

V oblasti SVZ-OB av hipokampalnej oblasti GD sme detegovali degenerujuce
neurény pomocou metodiky Fluoro-Jade C. (Obr. 2). Pozdiz osi SVZ-BO bol navyse
na zaklade imunofluorescenéného farbenia proteinu DCX evidentny vyrazny pokles
az eliminacia migrujucich a deliacich sa neuroblastov (Obr. 2).

. e

Obr. 2 Reprezentatlvne mikrofotografie predného mozgu oziarenych potkanov, znazorfiujuce Fluoro-
Jade C* znadené degenerujlice neurdny (zelena fluorescencia) a imunofluorescenéné farbenie na
detekciu DCX-imunoreaktivnych neuroblastov (&ervena fluorescencia) pozdiz osi SVZ-BO a
v hipokampalnej oblasti GD.

Diskusia
lonizujuce ZzZiarenie ovplyvhuje populacie neurénov, gliovych, ale aj endotelovych
buniek v mozgu a vyvolava morfologické, metabolické, a funkéné deficity v CNS
[1,2]. NajvyraznejSim radiaCne-indukovanym zmenam podliehaju  procesy
neurogenézy, ktoré su za fyziologickych podmienok priestorovo obmedzené pozdiz
osi SVZ-OB av subgranularnej zéne GD dorzalneho hipokampu [6,7]. V tejto
experimentalnej in vivo MR-§tudii, zameranej na skoré post-radiacné neuralne zmeny
v dorzalnom hipokampe a BO mozgu potkanov, sme pozorovali Statisticky vyznamny
pokles tNAA/tCr voboch sledovanych oblastiach. tNAA je syntetizovany
v mitochondriach neurénov a transportovany k oligodendrocytom, kde sluzi ako zdroj
acetylovych skupin pre syntézu lipidov a bielkovin [10,11]. Preto je tento
spektroskopicky pik povazovany za marker viability a funkénosti neurénov aich
axénov [10,12]. Bolo dokazane, ze pokles relativnej koncentracie jeho metabolického
pomeru tNAA/Cr koreluje s narastajucou nerodegeneraciou, ako aj zvySenou
inhibiciou neurogenézy v tkanive mozgu [10,13]. Oba patologické procesy su
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v odbornej literature Casto uvadzané ako typické radiacne-indukované poskodenie
mozgu spbésobené predovSetkym narusenim hematoencefalickej bariéry a cievneho
endotelu, aktivaciou mikroglii, apopt6zou oligodendocytov, zvySenou expresiou
astrocytov ¢i zmenami synaptickej plasticity alebo aj génovej expresie [4,6]. Okrem
metabolickych alternacii v oboch sledovanych oblastiach sme pozdiz osi SVZ-BO
a v hipokampalnom GD pozorovali vyrazny narast Fluoro-Jade C* znagenych
degenerujucich neurdénov v skupine oZiarenych zvierat. Vzhfadom na to, Ze toto
histochemické farbenie fluorescenne oznacuje tela, dendrity, ale aj axoény
poSkodenych neurénov predpokladame, Ze pozorovany masivny narast
neurodegeneracie pravdepodobne nastal v désledku skorého poskodenia mozgu
radiadnym Ziarenim [9,14]. NavySe sme pozdiZ osi SVZ-BO oZiarenej skupiny zvierat
pozorovali znizeny vyskyt DCX-imunoreaktivnych migrujucich a deliacich sa
neuroblastov. To je v sulade so Studiami poukazujucimi na neschopnost SVZ-OB
regenerovat populaciu buniek a obnovit tak pévodné poclty kmenovych buniek
a prekurzorov niekofko mesiacov po oziareni [9,14]. Uvedené metabolické a
histologické zmeny tkaniva moézu byt zaroven zosilnené poklesom proliferacnej
kapacity gliovych buniek alebo endotelovych buniek, ktoré taktiez nastavaju vplyvom
ionizujuceho Ziarenia [2,13]. Vysledky naznacuju, ze uz v kratkom Case po klinicky
relevantnom, frakcionovanom radiacnom oziareni mozgu experimentalnych zvierat
nastavaju vyrazné metabolické a morfologické zmeny v dorzalnom hipokampe, ale aj
pozdiz osi SVZ-OB s vyraznym dopadom na neurodegeneraciu a neurogenézu
radiacne-poskodeného tkaniva.

Zaver

V nadej in vivo *H MRS &tudii sme potvrdili zvy$ent inhibiciu neurogenézy spolu
s vyraznou neurodegeneraciou tkaniva dorzalneho hipokampu a pozdiz osi SVZ-OB
radiacne-poSkodeného mozgu potkanov v désledku skorého narusenia tkaniva CNS
radianym Ziarenim s davkou ekvivalentnou klinicky aplikovanym hladinam pocas
nadorovej radioterapie. Z klinického hfadiska je modelovanie radiacného-poskodenia
mozgu dbéleZita experimentalna uloha, kedZe radioterapeutické davky vyuzivané pri
intrakranialnych nadoroch c¢asto prevySuju hodnoty nevyhnutné na zachovanie
neurogenézy a neuroprotekcie.

Podporené projektami CENTRUM TRANSLACNEJ MEDICINY (ITMS: 26220220021),
Martinské Centrum pre Biomedicinu (ITMS: 26220220187), spolufinancovana grantami
VEGA 1/0129/16, 1/0128/16, 1/0243/18 a APVV-14-0088 podporena zo zdrojov Operacného
Programu Vyskum a Inovacie ERDF a EU zdrojov.
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Abstract

The aim of this study was to observe structural and ultrastructural changes in liver of
adolescent rats exposed to pulsed non-ionizing electromagnetic radiation.
Experimental rats were irradiated by pulsed electromagnetic field at a frequency of
2.45 GHz and mean power density of 2.8 mW/cm? 3 h a day per 3 weeks. Samples
of the liver were obtained after the last irradiation and processed for light and
transmission electron microscopy. Data demonstrated that the structure of liver was
not changed markedly. In some lobuli small inflammatory foci were observed in the
periportal zones. The ultrastructure of hepatocytes was comparable with that in the
control group. The significant changes were detected in the wall of liver sinusoids
where enlargements of the fenestrations in the endothelium were observed. In these
areas the space of Disse was damaged and the basal surface of hepatocytes was
directly exposed to blood. In these areas the plasma membrane of hepatocytes was
smooth without the microvilli.

Keywords: liver, electromagnetic radiation, structure, ultrastructure

Uvod

V modernej spoloCnosti su [udia ako aj zvierata bezne vystavovani vplyvu
elektromagnetickej radiacie (EMR). Hlavnym zdrojom EMR su mobilné telefény,
antény prenosovych stanic, radary, Wi-Fi, ako aj mnohé dalSie zariadenia. Biologicky
uc¢inok EMR zavisi od mnohych faktorov, ako su charakter pola, pouzity rozsah
frekvencii, intenzita a doba pdsobenia. PoCetné vyskumy, ktoré sledovali vplyv EMR
na organizmus poukazali na mnozstvo zmien hlavne v nervovom systéme [1, 2].

Cielom nasej prace bolo sledovat vplyv EMR na Struktdru a ultrastruktaru pecene u
juvenilych potkanov, ktoré boli vystavené Ziareniu 3 hodiny denne po dobu 3 tyZdnov.

Material a metodika

Potkany (Wistar) vo veku 14 dni, boli rozdelené do dvoch skupin, kontrolnej (n=6) a
experimentalnej (n=6). Experimentalne zvierata boli vystavené elektromagnetickému
Ziareniu 2,45 GHz, 3 hodiny denne po dobu 3 tyzdriov. Na tento ucel bolo
skons$truované Specialne zariadenie, ktoré sluzZilo ako zdroj elektromagnetického
Ziarenia. Vzorky peCene z kontrolnych a experimentalnych zvierat boli odobraté hned
po poslednej aplikacii EMR. Tkanivo bolo fixované v 10% neutralnom formole a
zaliate do parafinu. Histologické rezy 7—12 uym boli ofarbené hematoxylin-eozinom,
montované do Entelanu a fotografované svetelnym mikroskopom Jenamed. Vzorky
peCene pre elektronovd mikroskopiu boli fixované v 3 % glutaraldehydom pufri a
postfixované 1% OsO, a zaliate do Durcupanu ACM. Ultratenké rezy boli pozorované
elektrénovym mikroskopom Tesla BS 500.

Vysledky
V experimentalnej skupine bola Struktura pecene porovnatelna s kontrolou skupinou.
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Pecenovy lal6€ik mal zachovany tvar a velkost. Nepozorovali sme Ziadne zapalové
zmeny Vv blizkosti v. centralis a ani v portobiliarnych priestoroch. V niektorych
lal6Cikoch sme ojedinele pozorovali drobné zapalové loziska, ktoré sa vyskytovali na
hranici medzi susednymi pecenovymi laloCikmi.

Pri sledovani ultrastruktury hepatocytov sme v experimentalnej skupine nepozorovali
Ziadne vyrazné zmeny. Mitochondrie a granulované endoplazmatické retikulum, mali
zachovanu ultrastrukturu. V cytoplazme hepatocytov sme vSak pozorovali vakuoly,
ktoré sa vytvarali v blizkosti cytoplazmatickej membrany, na vaskularnom pdéle
hepatocytov. Vakuoly mali homogénny vzhlad a Casto sa v ich tesnej blizkosti
vyskytovali mitochondrie. Endotelové bunky, ktoré vystielaju pecCenové sinusoidy,
mali zachovanu uktrastrukturu. Endotelové bunky mali dobre viditelné fenestracie,
ktoré vSak na mnohych miestach boli rozSirené v porovnani s kontrolou. V niektorych
usekoch pecenovych sinusoid sme pozorovali aj vyraznejSie poskodenie endotelovej
vystelky. To sa prejavilo chybajucim ohraniCenim Disseho priestoru. V tychto
miestach boli hepatocyty priamo v kontakte s [lumenom sinusoid. Cytoplazmaticka
membrana tychto hepatocytov mala na vaskularnom péle nepravidelné, redukované,
az vymiznuté mikroklky (Obr. 1 a 2).

Obr. 1 Elektronogram peéene, kontrolna skupina. Obr. 2 Elektronogram pecene, experimentaina
H - hepatocyt, S - sinusoidy, L - lymfocyt, 1 - Skupina. H - hepatocyt, S - sinusoidy, 1 -
endotelové bunky. ZvacSenie 5 300x endotelové bunky, T - chybajuci Disseho
proestor. ZvacSenie 5 300x

Diskusia
V suCasnej dobe sa stale CastejSie objavuju Studie, ktoré sa intenzivne venuju
sledovaniu uc€inku EMR na zdravie Cloveka, ako aj zvierat. Nepriaznivy u¢inok EMR
na tkaniva a organy dokazuju mnohé prace, v ktorych autori pozorovali zmeny nielen
v nervovom systéme, ale aj v organoch, ako su semenniky [3], pluca [4], slinné Zlazy
[5] a srdce [4]. Morfologické zmeny r6zneho rozsahu boli pozorované aj v pec€eni. Al-
Glaib a kol. [6] pozorovali zapal peCene a vakuolizaciu hepatocytov u mysi. U
potkanov, ktoré boli vystavené Ziareniu 1 h denne o intenzite 900 MHz po dobu 3 a 6
mesiacov, bola pozorovana steatéza, nekr6za, zmnozenie vaziva a zapalové zmeny
rézneho rozsahu [7]. V naSom pokuse sme sa zamerali na zmeny v Strukture a
ultradtruktare pecene u juvenilnych potkanov. NaSe vysledky poukazali na to, Ze
nami kratkodobo pouzita davka EMR nespdsobila vyraznejSie zmeny v Strukture
sledovaného organu. AvSak na urovni TEM sme v hepatocytoch pozorovali vakuoly,
ktoré sa vyskytovali v blizkosti cytoplazmatickej membrany na vaskularnom podle
buniek. Podobné vysledky sme zistili aj u pohlavne dospelych potkanov. U tychto
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experimentalnych zvierat doslo vplyvom EMR k miernej hyperémii a dilatacii
pecenovych sinusoid. Elektronova mikroskopia odhalila okrem vezikul aj proliferaciu
hladkého endoplazmatického retikula [8]. Okrem vySSie uvedenych zmien sme u
jevenilnych potkanov pozorovali vyrazné zmeny vo vystelke peCefiovych sinusoid.
Na niektorych miestach doSlo k uplnému vymiznutiu endotelovych buniek, ¢im sa
hepatocyty dostali do priameho kontaktu s lumenom sinusoid. AvSak u dospelych
potkanov sme takéto zmeny v ultrastrukture endotelovych buniek nezistili [8].

Zaver
Ako vyplyva z naSich vysledkov, elektromagnetické Ziarenie 2,45 GHz aplikované
3 hodiny denne po dobu 3 tyzdnov, nespdsobilo vyrazné morfologické zmeny v
peCeni u pohlavne nedospelych potkanov. Pravdepodobne to suvisi s intenzitou
Ziarenia, ako aj pomerne kratkou dobou, ktorej boli experimentalne zvierata
vystavené EMR. Napriek tomu mnohé prace poukazuju na mozné riziko, ktoré je
spojené s EMR.

Praca bola financne podporena grantovou agenturou VEGA 1/0060/18.
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Abstract

The present study was designed to determine the possible negative effect of
microvawe pulsed radiation on the testicular tissue of juvenile rats. 14 days old rats
were exposed to 2.45 GHz radiofrequency radiation at a mean power density of 2.8
mW.cm™ 2 h a day per 3 weeks. Immediatelly after the last exposure, the tissue
samples were obtained and processed for histopathological examination. Some
seminiferous tubules revealed the presence of multinucleated giant cells and the
epithelium contained many irregular empty spaces after cellular sloughing. Sloughed
immature germ cells were often found within the lumens of seminiferous tubules. The
interstitium housed dilated and congested blood vessels. The results of the present
work showed the distinct negative effect of pulsed microvawe radiation on structure
of juvenile rats.

Keywords: microvawe radiation, gigantic cells, testes, juvenile rats

Uvod

Ludska populacia je v suCasnej dobe do znacnej miery nepretrzite exponovana
vplyvom umelého neionizujuceho elektromagnetického Ziarenia. Zdrojmi radiacie su
najma pristroje pouzivané na transport elektronickych dat na velké vzdialenosti
prostrednictvom mikrovin ako mobilné telefony, bezdrotové telefony, bluetooth a Wi-
Fi zariadenia, baby monitory a dalSie. Neionizujuce Ziarenie sice nedokaze narusat
chemické vazby atbmov a molekul — ionizovat hmotu, avsak pri dostatocnej intenzite
v hmote mé&ze spdsobit vibracie a rotacie atomov, a tym narusat jej stabilitu.

Z pohladu interakcie neionizujuceho Ziarenia so Zivou hmotou je znamy jeho tepelny
a netepelny efekt. Tepelné ucinky vznikaju, ak vykonova hustota ziarenia pd (power
density) — mnozstvo energie Ziarenia ktoré pod pravym uhlom dopadne na jednotku
povrchu tkaniva za sekundu, presiahne uroveri 100 W/m?2. Rovnako interakciu
Ziarenia so zivou hmotou charakterizuje aj hodnota SAR (Specific absorption Rate) -
mnozstvo energie absorbovanej tkanivom za sekundu. Pre kontrolované expozicie
boli pre celotelové oZiarenie stanovené expoziéné limity pd 50 W/m?a SAR 0,4 W/kg.
Je vSak potrebné poznamenat, Ze tieto limity boli vypocitané s pouzitim umelého
modelu ludského tela a stanovené pre €asovy limit 6 minat [1]. Rovnako tieto limity
nereSpektuju Specifické vlastnosti tkaniv ako je vy3Si obsah vody v mladom tkanive
alebo Specificku Strukturu opuzdrenych organov so znizenou schopnostou odvadzat
naakumulované teplo. Netepelné — Specifické uc€inky neionizujuceho ziarenia
zahffaju rozlicné procesy ako ovplyviiovanie permeability bunkovych membran [2],
indukciu akénych potencialov v neurénoch [3], poSkodzovanie DNA, tvorbu vofnych
radikalov [4] a zvy$enu produkciu stresovych proteinov [5].

Material a metodika
Experiment bol uskuto€neny na Neurobiologickom ustave SAV v KoSiciach. Pri
manipulacii so zvieratami boli dodrzané vSetky zasady etiky podla pravidiel Komisie
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na ochranu zvierat pri NbU SAV ako aj Statnej veterinarnej a potravinovej spravy SR
(Ro 2792/15-221/2). V pokuse boli pouzité 14 dhové potkany kmena Wistar albino
samcCieho pohlavia (n=12). Zvierata boli umiestnené v klietkach, kde mali
zabezpecCeny volny pohyb a pristup kvode a potrave. Potkany boli nahodne
rozdelené do 2 skupin — kontrolnej (n=6) a pokusnej (n=6). Pokusné zvierata boli
celotelovo ozarované 2 hodiny denne pulznym elektromagnetickym ziarenim
s frekvenciou 2,45 GHz (priemernou silovou hustotou 2,8 mW/cm?) pogas 3 tyzdriov.
Po poslednom oziareni a naslednom usmrteni vSetkych zvierat boli odoberané
vzorky semennikov. Tkanivo bolo fixované v Bouinnovom roztoku, odvodnené v sérii
alkoholovych kupelov, prejasnené xylénom a zaliate do parafinu. 5 ym rezy boli
ofarbené metédou hematoxylin — eozin a vyhodnotené prostrednictvom svetelného
mikroskopu Zeiss AxioLab. A1. Na fotodokumentaciu bolo pouZité zariadenie Axio
Cam ICc 5.
Vysledky

Parenchym semennikov kontrolnych potkanov mal typicku Strukturu, ktora
charakterizuje peripubertalnu periédu. Semenotvorné kanaliky mali pravidelny tvar
a zarodoc¢ny epitel obsahoval typické Sertoliho bunky, ako aj jednotlivé dozrievajuce
formy zarodo¢nych buniek vratane malého mnozstva podlhovastych neskorych
spermatid. Peritubularne bunky mali charakteristicku Struktaru. V intersticiu sa
vyskytovali mensSie skupinky Leydigovych buniek a typické krvné a lymfatické cievy
(Obr. 1).

V semennikoch pokusnych potkanov mali semenotvorné kanaliky vacsinou
nepravidelny tvar a zarodocny epitel obsahoval typické Sertoliho bunky a jednotlivé
vyvojové $§tadia zarodocnych buniek (Obr. 2 - 4). V niektorych semenotvornych
kanalikoch sa medzi zarodo¢nymi bunkami tvorili prazdne priestory ako nasledok
odlupovania nezrelych zarodoCnych buniek. Odlupnuté bunky boli pritomné
jednotlivo alebo vo forme malych skupiniek v lumene kanalikov (Obr. 3 a 4). V oblasti
rozhrania spermatocytov a okruhlych spermatid (Obr. 2), respektive v blizkosti
lumenu semenotvorného kanalika (Obr. 3) sa v niektorych kanalikoch vyskytovali aj
gigantické mnohojadrové bunky. Peritubularne bunky a intersticialne Leydigove
bunky mali zachovanu Struktuaru. V intersticiu sa vyskytovali dilatované krvné cievy
(Obr. 2 a 4).

Diskusia
Semenniky prepubertalnych respektive peripubertalnych jedincov vdaka relativne
vysokemu obsahu vody vtkanive a vdbsledku ich typického anatomického
usporiadania ako je hrubé vazivové puzdro sa radia medzi jedny z najsenzitivnejSich
organov voci neionizujucemu mikrovinnému Ziareniu. V praci sme sa zamerali na
vplyv 2,45 GHz mikrovinného Ziarenia na semenniky potkanov v peripubertalnom
obdobi. Zvierata boli celotelovo ozarované 2 hodiny denne v priebehu 3 tyzdnov.
Pouzita silova hustota Ziarenia v experimente neprekrolila stanovené expozi¢né
limity, s &im koreSpondovala aj hodnota SAR 1-2 W/kg ktora vyluCuje tepelny efekt
v tkanive [6]. V semennikoch ozZarovanych potkanov sme pozorovali difuzne
degenetativne zmeny, ktoré koreSponduju s nalezmi pozorovanymi v semennikoch
pohlavne dospelych potkanov [7,8]. Za unikatnu zmenu v8ak povazujeme pritomnost
gigantickych mnohojadrovych buniek v semenotvornom epiteli, ktora v suvislosti
s mikrovinnym Ziarenim nebola podfa dostupnej literatury opublikovana Ziadnymi
autormi. Mnohojadrové gigantické bunky ako prejav degeneracie zarodocnych
buniek boli ¢asto pozorované ako nasledok vplyvu niektorych chemickych latok Ci
ionizujuceho ziarenia [9,10]. Mechanizmy patogenézy symplastov nie su uplne
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objasnené a predpoklada sa Ze ide bud o fuziu poskodenych spermatid, alebo
neuplnu cytokinézu spermatid [9]. V intersticiu sme pozorovali vyrazne nastrieknuté
a dilatované krvné kapilary, ktoré su priznakom aktivacie termoregulacnych
mechanizmov v semennikoch s cielom odvadzat naakumulované teplo. Podobné
zmeny na cievach semennikov potkanov ozarovanych mikrovinnym Ziarenim
pozorovali viaceri autori [11,12]. Na zaklade zavaznych histopatologickych zmien v
semennikoch celotelovo ozarovanych potkanov predpokladame, Ze aj napriek
skutoCnosti, Zze pri pouzitych davkach ziarenia nedochadza k zvySeniu telesnej
teploty ako bolo pozorované v pracach s pouzitim podobnych hodnét SAR [13], v
parenchyme semennikov pravdepodobne doslo ku kumulacii tepla v désledku
nedostato¢nej termoregulacnej kapacity organu.

Zaver
V sucasnosti je problematika vplyvu neionizujuceho elektromagnetického ziarenia na
semenniky pohlavne dospelych jedincov velmi dobre objasnena a je znamy jeho
nepriaznivy vplyv. Dostupné informacie z danej oblasti tykajuce sa mladych
a dospievajucich jedincov su vSak nedostatoCné. Vysledky naSej prace potvrdili, Zze
mikrovinné Ziarenie s frekvenciou 2,45 GHz a priemernou silovou hustotou 2,8

Obr. 1 Semenotvorny kanalik kontrolného potkana s charakteristickou histologickou Strukturou,
zvacSenie 200 x, HE.

Obr. 2 Semenotvorny kanalik pokusného potkana s vyskytom gigantickej bunky, zva¢3enie 200 x, HE
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Obr. 3 Semenotvorné kanaliky pokusného potkana s vyskytom gigantickych buniek a deskvamaciou
nezrelych zarodo&nych buniek, zvac¢senie 100 x, HE.

Obr. 4 Dilatované krvné kapilary v intersticiu semennika pokusného potkana, zvacSenie 200 x, HE

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

Literatara

[1] ICNIRP, Health Phys. 1998, 74:494-522.

[2] Lai and Singh, Bioelectromagn. 1997, 18:156-165.
[3] Ferreri, Ann Neurol. 2006, 60:188-196.

[4] Yurekli, Electromagn Biol Med. 2006, 25:177-188.
[5] Kim, Circul. 2006, 113:2589-2597.

[6] IEGMP, Nat Radiol Prot Board, Chilton, Oxon. 2000, www.iegmp.org.uk.
[7] Khayyat, EurAsian J Bio Sci. 2011, 5:103-109.

[8] EI-Bediwi, J Med Sci. 2011, 11:256-260.

[9] Creasy, Toxicol Pathol. 2012, 40:40-43.

[10] Spade , Biol Reprod. 2015, 93:110-115.

[11] Nassar, Egypt J Hosp Med. 2009, 37:685-699.
[12] Celik, Urol. 2012, 79:346-350.

[13] Trosic, Mutat Res. 2002, 521:73-79.

Strana | 46


http://www.iegmp.org.uk/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spade%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26400400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26400400

Nové trendy a perspektivy v histoldgii IV

Mechanizmy kardioprotekcie srdca dospelého potkana vystaveného
ischemicko-reperfiuznemu poskodeniu

Taltarkové, Z.! Kovalska, M., Tomascova, A.}, Raéay, P.%, Lehotsky J.', Kaplan,
P.

! Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav lekarskej
biochémie, Martin; 2 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Ustav histolégie a embryoldgie, Martin
tatarkova@jfmed.uniba.sk

Abstract

Mitochondria are highly dynamic and responsive organelles that react to
environmental cues with fission and fusion. They undergo mitochondrial autophagy
(mitophagy) and biogenesis, and are subjected to extensive post-translational
modifications. Mitophagy plays an important role in myocardium. It degrades/recycles
cytoplasmic components and selectively removes damaged mitochondria as a
cytoprotective mechanism under normal or mild stress conditions. However,
unrestrained stimulation of autophagy might induce apoptosis, cause accumulation of
abnormal proteins and it might also promote NADPH oxidase 4-dependent stress of
endoplasmic reticulum in heart. An excessive degradation of proteins leads to
collapse of cardiomyocytes, disorganized structure of sarcomeres, misalignment of
mitochondria, and aberrant concentric membranous structures. These results
indicate that constitutive cardiomyocyte autophagy is required for protein quality
control, normal cellular structure, and function under physiological condition. The
understanding of the close relationship between mitochondrial dynamics, mitophagy,
ion and redox balance is therefore essential for maintaining normal cardiac structure
and function.

Keywords: Ischemia-reperfusion injury, heart, mitophagy, apoptosis

Uvod

Ischemicko-reperfuzne (IR) poSkodenie je komplexny patofyziologicky proces, ktory
zodpoveda za organoveé poskodenie u Sirokej skupiny klinickych stavov, ako napr.
infarkt myokardu, zlyhanie srdca. Preto uz takmer Styri desatroCia je venovana
vysoka pozornost snahe vyvinut nové pristupy, ktoré by umoznili potlaenie
letalneho IR poskodenia, jeho sprievodnych i dlhodobo po$kodzujucich nasledkov
[1].

DoterajSia pozornost sa do znacnej miery venovala snahe o zmiernenie nekrozy
a apoptotickej programovanej smrti buniek. V poslednej dobe sa vSak objavila
v mnohych ohladoch provokativna paradigma: koncept, zameriavajuci sa na
modulaciu autofagie v srdcovych bunkach (vratane kardiomyocytov, fibroblastov,
mastocytov), ktord by mohla umoznit rezistenciu myocytov voéi IR poskodeniu
s dlhodobymi ucinkami v procese hojenia a prestavby srdca po infarkte.

Spravna funkcia mitochondrii a endoplazmatického retikula (ER) je klfuCova pre
udrzanie bunkovej homeostazy, najma ich prepojenie cez MAMs - s mitochodriami-
asociované membrany ER [2]. Délezitu ulohu mitochondrii sprostredkovava
mitochondrialne Stiepenie a fuzia, ktoré nasledne reguluju embryonalny vyvoj,
metabolizmus, apoptézu a autofagiu [3]. Odstranenie poskodenych mitochondrii,
primarne autofagiou, je nevyhnutné k zabraneniu bunkovej dysfunkcie [4]. MAMs su
intracelularne lipidové rafty regulujice homeostazu Ca**, metabolizmus glukdzy,
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fosfolipidov a cholesterolu. Vapnik je translokovany z ER cez inozitol-1,4,5-
trifosfatové receptory (IP3R) a napatovo-zavisly anionovy kanal (VDAC), zatial ¢o
mitochondrialny Saperén GRP75 sprostredkovava interakciu VDAC s IP3R [5]. Toto
prepojenie ER-mitochondria reprezentuje primarnu platformu pre tvorbu
autofagozomu [6]. Mitochondridlna autofagia (mitofagia), zahfia snimanie,
sekvestraciu a presun poskodenych mitochondrii k lyzozdmu na degradaciu [7],
pricom boli odhalené viaceré signalizaCné cesty in vitro, ktorymi by sa mohli
poskodené mitochondrie transportovat klyzozomom [4]. AvSak stale nie je
objasnené Ci vbbec a ako prebieha mitofagia v réznych typoch buniek in vivo.
Nedavno McWilliams a kol. [8] vyvinuli "mito-QC" transgénnu mys s fluorescenénym
mitochondrialnym signalom citlivym na pH, ktora umozruje in vivo sledovat’ mitofagiu
a Strukturu na urovni individualnej bunky.

Blizkost ER a mitochondrii vedie k akumulacii Ca®* v mikroprostredi mitochondrii,
¢im sa zvyzuje citlivost mitochondrie voCi reaktivnym formam, a nakoniec méze
stimulovat’ otvorenie permeabilitného tranzitného péru. V skorych Stadiach apoptézy
sa cytochrom c uvolneny z mitochondrii translokuje do ER a selektivne sa viaze na
IP3R, &o vedie k trvalému zvyseniu cytosolového Ca?* [5]. Stres ER spusta dalsie
uvolfiovanie cytochromu ¢ z mitochondrii, ¢o vedie k dodatodnému efluxu Ca** z ER
v spatnovazbovej sluCke. NavySe nadprodukcia reaktivnych foriem mitochondriami
pdsobi stimulaéne na oxidaciu tiolovych skupin daldich Ca®*- uvolfiujucich kanalov
ER ako je aktivacia ryanodinovych receptorov (RyRs) vyustujica do uvolnenia Ca?*
z ER. Vapnik preto pdsobi ako vstupny signal aktivacie IP3R alebo RyRs, ¢o je
proces znamy ako Ca?*-indukované uvolfiovanie Ca?* [9]. Zd4& sa, Ze stres ER,
oxida€ny stres a mitochondrialna dysfunkcia su Uuzko prepojené udalosti a ni€ nie je
tak jednoduché ako sa zda.

Preto cielom nasSej prace bola snaha pochopit zakladné molekularne mechanizmy,
ktoré su stimulované v procese postischemického poskodenia myokardu v modeli
srdca dospelych potkanov.

Material a metodika

Pre naSe experimenty sme pouZili srdcia dospelych, 6-mes potkanov kmena Wistar
(n=6/skupinu), ktoré boli rozdelené na kontrolni (KON) skupinu sfdc (perfundovana
podla Langendorffa 65 min), ischemicku skupinu sme vystavili 20-min globalnej
ischémii (ISCH) a IR skupinu s 30-min reperfuziou. Nasledne sme srdcia spracovali
auskladnili na -70°C (tenkovrstvova chromatografia, @Western blotting,
Imunodetekcia) a fixacia pre morfologické farbenie Hematoxylin-Eozin). Vysledky
sme vyhodnotili pomocou programu GrafPhad InStat V3.01 a Student-Neuman-
Keulsovho testu, kde hladina p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamnu.

Vysledky a diskusia
Aplikaciou farbenia Hematoxylin-Eozin (H&E) na tkanivové rezy kontrolnych sfdc
(Obr. 1A) a sfdc vystavenych 20-min globalnej ischémii s 30-min reperfuziou (Obr.
1B) sme monitorovali zaklaného morfologické zmeny. Detail rezu kontrolného srdca
vykazuje normalnu morfolégiu myokardu. Mozno vidiet cylindrické rozvetvenie
srdcovych myocytov s acidofilnou sarkoplazmou (biela Sipka) a ovalne centralne
lokalizované jadra (Cierna Sipka) s kapilarami nachadzajucimi sa v spojivovom
tkanive medzi myocytmi (v). Na druhej strane, mikrografy IR skupiny poukazuju na
Strukturalne zmeny, ktorymi myokard prechadza v postreperfuznom procese. Ide
o pritomnost lokalneho opuchu kardiomyocytov (preruSovana Sipka) a naznaky
perinuklearneho halé (biela Sipka), ktoré su markermi striedania reverzibilnych zmien
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v dosledku ishemického poSkodenia. V niektorych viaknach bola detegovana aj
tmava acidofilna sarkoplazma (Cierna Sipka) a periférne tmavé jadra (hlava Sipky).
Tieto vysledky naznacuju zmeny tkaniva myokardu, kedy dochadza pravdepodobne
k stimulacii autofagie a apoptdzy v urcitej miere. Pre potvrdenie je v buducnosti
potrebné TUNEL farbenie s kolokaliziciou cytochrému c.

Obr. 1 Mikrografy reprezentujuce zakladné morfologické farbenie Hematoxylin-Eozin (H&E) na rezoch
tkaniva myokardu v kontrolnej (A) a IR skupine (B). Dizka usecky zodpoveda 20 a 200 pm.

Hoci tieto neboli nateraz detegované imunohistochemickym farbenim, z literatury je
zname, Ze mechanizmy programovanej bunkovej smrti su aktivované, avSak pri tak
kratkej globalnej 20-min ischémii dochadza k ich kompeticii s indukciou autofagie
resp. mitofagie, ktoré mézu pdsobit’ za urc€itych stresovych podmienok ako stimulatori
apoptozy.

S vyuZitim Specifickej protilatky proti cytochromu ¢ (cyt ¢) sme detegovali postupne
znizujuce sa mnozstvo cyt ¢ v mitochondriach po ISCH resp. IR, ako aj vzostup cyt ¢
v homogenate najma po reoxygenacii tkaniva (Obr. 2). Toto by mohlo znamenat
postupné unikanie cyt ¢ z poSkodenej mitochondrie do cytosolu, najma vo faze
reperfuzie (IR skupina) kde stimuluje drahu apoptézy. Av8ak uvolneny cyt c je
najskoér translokovany do ER a selektivne sa viaze na IP3R, ¢o az neskér vedie k
trvalému zvyseniu cytosolového Ca*".

v s T
AR e | ovtc(miy asss B S | Akt123
s ¢ L
) cyt ¢ (hom) pAkt123
KON ISCH IR KON ISCH IR

W —| -2

KON ISCH IR

Obr. 2 Imunodetekcia relativneho mnoZstva pro-apoptotického cytochromu c (cyt ¢) a proteinkinazy B
(Akt) a jej fosforylovanej fromy pAkt

Preto sme sa pozreli na dalSi protein, Ser/Thr proteinkinazu (Akt), ktora reguluje
okrem iného aj myokardialnu angiogenézu, fosforylaciu proteinov, metabolizmus
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glukézy a bunkovu smrt v kardiomyocytoch. Nadexpresia Akt (Obr. 2) vedie
k selektivnej ochrane vocCi apoptdéze prostrednictvom inaktivacie réznych pro-
apoptotickych proteinov. Na druhej strane, reoxygenaciou-stimulovana nadprodukcia
pAkt podporuje rozvoj angiogenézy a zvySuje riziko rozvoja apoptdzy, inhibicie
bunkového cyklu ¢&i proliferacie. Hoci autofagiou stimulovany rozpad lipidov vedie
k uvolneniu mastnych kyselin, fosfolipidy membran su reorganizované na akykolvek
patologicky podnet. Tak ako v skorych Stadiach apoptézy pri akumulacii vapnika
v cytosole Annexin V rozpozna translokaciu fosfatidylserinu zintra- do
extracelularneho priestoru, oxidovany kardiolipin a fosfatidyletanolamin (PE) okrem
iného participuju v procese tvorby autofagozému.

Tabul'ka 1 Mnozstvo kardiolipinu a fosfatidyletanolaminu v mitochondriach po IR poSkodeni

KON 84,31 £ 5,87 45,52 £ 1,28
ISCH 77,76 + 6,33* 42,01+4,18
IR 83,98 £ 4,25 35,64 + 1,40*

Interakcia cyt ¢ s kardiolipinom vedie k vzniku komplexu kardiolipin-cyt c. Ked' ddjde
k oxidacii kardiolipinu, jeho afinita k cyt ¢ klesa a tento je nasledne vypudeny na
vonkajsiu membranu mitochondrii (pokles obsahu kardiolipinu po IR, Tab. 1), kde je
rozpoznany LC3 (light chain 3) systémom fagoféru. Sucasne v mitochondriach
zostavaju remnanty kardiolipinu, najmad vo forme hydroperoxidov, ktoré stimuluju
uvolnenie dalSich proapoptotickych molekul ako je apoptézu-indukujuci faktor,
VDAC, ainé. V procese sekvestracie je LC3 ucinkom cysteinovej proteazy
premeneny na svoju cytosolovu formu LC3I. Tato interaguje a nasledne sa konjuguje
s translokovanym PE, ktorého pokles v mitochondriach sme sledovali po ischémii
(Tab. 1). Interakcia PE s cytosolovym LC3I na vonkajSej i vnutornej strane membrany
fagoforu umozni vznik LC3Il a po uspesSnej elongacii je obsah pohlteny a vznika
autofagozom [10]. Na zaklade naSich vysledkov sa javi, Zze v procese indukovanej
20-min ischémie myokardu dochadza k stimulacii autofagie, resp. mitofagie so
selektivnou protekciou vocéi zatial nejednoznacne Specifikovanym pro-apoptotickym
draham, €i uz sprostredkované cez nadexpresiu Akt ale i nejednoznacénu translokaciu
cyt ¢ do ER/cytosolu a jeho vzajomna interakcia s kardiolipinom. Otazkou ostava
mnozstvo akumulovaného vapnika, ktorého podla predbeznych vysledkov naSich
dalSich experimentov nepostaCuje na masivnu stimulaciu apoptdzy v tak kratkej
ischémii. Na druhej strane po restarte kardiomyocytov reoxygenaciou (IR skupina)
signifikantne pokleslo mnozstvo cyt c¢ a kardiolipinu v mitochondriach, ako aj
nadexpresia pAkt. Tieto vSetky udalosti podporuju nastup apoptézy ako irozvoj
angiogenézy. Reoxygenacia myocytov sice restartuje respiraciu a tvorbu ATP, ale na
druhej strane narast reaktivnych foriem kyslika umozniuje prudky nastup autofagie aj
S jej moznym dualnym ucinkom.

Zaver
Autofagia je prirodzeny proces degradacie, kedy cytoplazmatické proteiny s dlhym
polCasom eliminacie a organely su odstranené a recyklované. Ide o proces
aktivovany za bazalnych podmienok iv dbésledku stresu akym je vycCerpanie
nutrientov. Autolyzozomalnou degradaciou membranovych lipidov a proteinov su
uvolnené mastné kyseliny a aminokyseliny, sluzZiace pre tvorbu ATP a proteosyntézu,
Cim je podporené prezivanie buniek. AvSak autofagia méze za urc€itych podmienok
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sprostredkovavat programovanu bunkovu smrt. Dualna uloha autofagie pri prezivani
cardiomyocytov este stale nie je jednoznacne preskumana. Zostava stale otazne, Ci
autofagia resp. mitofagia je potrebna pre prezivanie buniek srdca alebo je
mediatorom bunkovej smrti poCas patologickych stresov akymi je ischémia
a reperfuzia.

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

Risk factor modification remains as the principal aspect of care for cardiovascular
diseases (CVD) prevention. One of those factors could present elevated plasma
level of homocysteine (Hcy) known as hyperhomocysteinemia (hHcy). However,
effective treatment remains a challenging task in clinical practice. Rats were divided
in two groups. One group of animals was treated by subcutaneous injection of Hcy
(1.2 umol/g) once a day in duration of 3 weeks. The second group served as a
control. The animals were after treatment sacrificed; the hearts were rapidly excised,
placed on Langendorff parfusion system and perfused with the K—H solution for 20
minutes. Afterwards, the hearts were fixed in 10% formalin and prepared for paraffin
method according standard protocols and proceeded for immunohistochemical
analyses. We observed significant increase of the perfusion pressure, decrease of
the left ventricle end-diastoloc pressure (LVDP) and the heart contraction and
relaxation indexes (+LVdP/dt and —-LV dP/dt). Immunohistochemical analyses
displayed presence of Annexin 5+ cells as well as TUNEL+ nuclei of cardiomyocytes
in group treated with Hcy. These findings suggest that induced hHcy influence left
ventricle more than right and cardiomyocytes self. These changes resulted in
changes not only in the morphological structure, but also in the functional
parameters.

Keywords: hyperhomocysteinemia, cardiomyocytes, Annexin 5, cell death

Uvod
Funkcia srdca ako pumpy je esencialnou podmienkou vitality fludského organizmu.
Patologické stavy kardiovaskularneho systému (KVS) sa v celosvetovom meradle
podpisuju pod prvé miesto v rebricku pricin umrtnosti [1]. Za najCastejSiu pricinu
poSkodenia KVS sa poklada ateroskler6za, definovana ako kontinualne zapalové
postihnutie arterialnej intimae sprevadzané zvySenou priepustnostou pre plazmu,
depoziciou plazmatickych lipidovych plakov aich naslednou fibrotizaciou
a kalcifikaciou [1-3]. Viaceré Studie dalej potvrdili suvislost’ aterosklerézy uz na urovni
miernej hyperhomocysteinémie (hHcy) [3, 4]. Homocystein (Hcy) prispieva k rozvoju
kardiovaskularnej morbidity niekofkymi mechanizmami, pricom poSkodenie
kardiomyocytov je priamoumerne zavislé od jeho sérovej koncentracie [1-6]. Zistilo
sa, ze riziko vzniku ischemickej choroby srdca sa s kazdym zvySenim hladiny Hcy o
5umol/l zvysi o0 20%. Asociacia hHcy s konvenénymi rizikovymi faktormi vyrazne
zvysSuje kardiovaskularnu morbiditu a mortalitu [7]. Vysoka hladina Hcy je stresor
aktivujuci vnutornu cestu apoptozy [8]. Hcy- indukovana apoptéza kardiomyocytov
nastava v désledku akumulacie ROS a koncentracie-dependentnej AW, [9].
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Niekolko Studii tiez poukazalo na mediator S-adenozylhomocystein (SAH) ako
ucinny inhibitor réznych metylacnych reakcii a induktor bunkovej smrti [10, 11].
V experimentalnych $tadiach in vivo bol rovnako dokazany priamy vplyv Hcy na
systolicki dysfunkciu srdca a na progres reaktivnej srdcovej fibrozy [9, 12].
V sucastnosti existuje len obmedzené mnozstvo prac, ktoré popisuju vplyv Hcy na
samotné kardiomyocyty. Detailné objasnenie patogenézy poskodenia tychto buniek
by mohlo v buducnosti prispiet k zefektivheniu vhodnej terapie pacientov
s kardiovaskularnymi ochoreniami.

Material a metody

V nasich experimentoch sme ako biologicky material pouZili samce potkanov kmera
Wistar vo veku od 4 - 6 mesiacov (8 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 bol po dobu 21 dni subkutanne podavany Hcy v koncentracii 1,2
pmol/g zvierata (hHcy skupina; 4ks). Druha skupina bola bez navodenej hHcy
a sluzila ako kontrola (K). Na 22. den boli srdcia vyoperované, nasadené na
Langendorffov perfuzny systém a kontinualne premyvané 20 minat Krebs-
Henseleitovych roztokom. Po namerani fyziologickych parametrov boli sdrcia
zafixované 10% formalinom a zaliate do parafinu podla Standardného protokolu.
Nasledne boli srdcia narezané na polotenké rezy. Znemy v tkaniva sme sledovali
pomocou analyz TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) a Annexn 5. Preparaty boli vyhodnocované pomocou svetelného
mikroskopu Zeiss Axio Scope Al a pocitatovym programom GraphPad InStat
V2.04a (GraphPad Software, Inc.).

Vysledky

V skupine s indukovanou hHcy sme pocas experimentu pozorovali zvySenie hodn6t
perfuzneho tlaku na 81,42 + 6,57 oproti fyziologickému rozmedziu 73,05 £ 2,15
mmHg u kontrolnej skupiny. Pulzova frekvencia v hHcy skupine sa oproti kontrolnej
skupine zvySila 0 25,8% (p<0,05). Koncovy lavokomorovy tlak bol v hHcy skupine
niz§i 05,2 % (p<0,05) v porovnani s kontrolou. Vyhodnotenie indexov rychlosti
kontrakcie (+ LV dP/dt) a relaxacie (-LV dP/dt) favej komory v hHcy skupine ukazalo
zniZenie parametra + LV dP/dt 0 49,11 % (p<0,01) v porovnani s kontrolou (Tabulka
1).

Tabul'ka 1: Fyziologické parametre srdca potkanov

K 73,05 £2,15 204,05 + 44,59 1718,00 £ 289,23 941,35+214,72 90,73 + 8,16
hHcy 77,42 £6,57 274841125 860,81 * 64,33 640,14 £ 41,29 86,07 £1,53

* *% *% *% *%

V histologickych preparatoch tkaniva myokardu s indukovanou hHcy sme na urovni
zakladného farbenia (HE) pozorovali zmeny objemu kardiomyocytov, lokalizacie
bunkového jadra, prejasnenie perinuklearnej cytoplazmy a miernu dezintegraciu
kontraktilnych proteinov v ramci jednotlivych buniek. Imunohistochemicky sme
pomocou TUNEL metody, ktora Specificky identifikuje bunky podliehajuce bunkovej
smrti, dokdazali Statisticky vyznamny, 16 nasobny narast v skupine s hHcy (P<0,001)
oproti kontrole (Obr. 1A). DalSou metédou na zistenie pritomnosti apoptdzy bolo
pomocou protilatky Annexin 5, priCom sme detekovali narast poctu pozitivnych
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buniek 132,7 nasobne v hHcy skupine (P<0,001) v porovani s kontrolou (Obr. 1B).
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Obr. 1 Demonstrativne mikrofotografie preparatov srdca potkanov hHcy skupiny farbené pomocou
metodiky TUNEL (A) a vizualizaciou proteinu Annexin 5 (B). Sipky oznadujd bunky s jadrovou (A)
a plazmatickou/cytoplazmatickou (B) pozitivitou. Jadra buniek oboch preparatov su dofarbené
hematoxylinom. Use¢ka predstavuje 20 pm.

Diskusia

Hyperhomocysteinémia je vSeobecne akceptovana ako nezavisly rizikovy faktor
kardiovaskularnych ochoreni. Jej patomechanizmus vSak stale ostava nie uplne
objasneny [1-16]. Predpoklada sa niekofko moznych biologickych ucinkov hHcy na
cievnu stenu veducich k iniciacii a akceleracii procesu aterogenézy, koagulopatie
a trombogenézy s moznou klinickou manifestaciou v podobe infarktu myokardu, Ci
periférnej vaskularnej okluzivnej prihody [2, 9]. HHcy nepriaznivo ovplyviiuje
biosyntézu a funkciu vazodilataénych faktorov cievnej steny. To prispieva k zniZzeniu
mitotickej aktivity endotelovych buniek a naopak, k intenzivnej proliferacii a migracii
myocytov a poklesu biosyntézy komponentov extracelularnej matrix. Nasledkom
takejto remodelacie dochadza k znizeniu jej flexibility a diastolickej dysfunkcii [1].
NaSe vysledky dokazuju, Ze indukovana hHcy spdsobuje signifikantné zhorSenie
kardialnych funkcii charakterizované systolickou a diastolickou dysfunkciou. Udaje
o parametroch cCinnosti srdca po€as hHcy su vSak vzacne. Timkova a kol. [13]
dosiahli  podobné zistenia, pricom po 2- tyzdnovej aplikacii Hcy dokazali, Ze
u potkanov dochadza ku kontraktlnej disfunkcii myokardu. Na rozdiel od naSich
vysledkov, Suematsu a kol. [14] vo svojich experimentoch na psom srdci po€as 2 —
tyzdnovej indukcie Hcy, nepozorovali Ziadne zmeny. V objasneni tejto diskrepancie
mdze zohravat rolu niekolko faktorov vratane prace s rozdielnymi laboratérnymi
zvieratami, i pouzitie odliSnych izoforiem molekuly Hcy.

V nasej Studii sme skumali aj potencionalny priamy efekt Hcy na Struktiru myokardu.
NaSe vysledky sa zhoduju s vysledkami Josepha a kol. [15], ktory laboratérnym
potkanon kmena Wistar poCas 10 tyzdnov indukoval miernu hHcy. Vysledky
poukazuju na Hcy ako na nezavisly stimulujuci faktor remodelacie myokardu, kedy
hypertroficka odpoved kardiomyocytov ako aj intersticialna depozicia kolagénu
moézZu odzrkadlfovat kompenzacnu odpoved myokardu na v€asnu stratu
kardiomyocytov. Takato Strukturalna zmena mdéze byt podkladom kontraktilnej
dysfunkcie. Zaverom prace Josepha akol. je, Ze vnepritomnosti inych
hypertrofickych stimulov, kratkodoba mierna hHcy spdsobuje patologicku hypertrofiu
a remodelaciu oboch komoér s diastolickou dysfunkciou favej komory, a teda, Ze Hcy
ma priamy nepriaznivy ucinok tak na Strukturu, ako aj na funkciu myokardu
a zodpoveda nasim ako aj vysledkom inych autorov [13, 16].
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Na vySetrenie pritomnosti apoptdzy v srdciach potkanov sme pouZili TUNEL metddu,
in situ imunohistochemickym znaCenim fragmentov jadrovej DNA buniek ako aj
protilatku Annexin 5, ktora identifikuje fosfadidylserin naviazany na vonkajSej strane
plazmatickej membrany. Pomocou TUNEL metdédy svyuzitim  rTdT
a diaminobenzidinu sa nam podarilo vizualizovat jadra apoptotickym buniek v rezoch
tkaniv _myokardu skupin s indukovanou hHcy (TUNEL) ako aj zvySeny pocet
Annexin+ buniek v myokarde hHcy zvierat. Timkova a kol. [13], rovnako potvrdili
pritmnost’ bunkovej smrti v myokarde laboratérnych potkanov. Schergers a kol. [17]
potvrdili, Ze u pacientov s kardiovaskularnymi poruchami je hladina Annexin 5
signifikantne vysSia ako u kontrolnej skupiny pacientov a Ze sa da povazovat za
vhodny prediktivny biomarker mortality u pacientov s diagnostikovanym kardialnou
insuficienciou. Mnohi autori sa v8ak rozchadzali v nazoroch na intenzitu apoptdzy
z Casového hladiska. Sam a kol. [18] analyzou TUNEL+ buniek potvrdil, ze typ
bunkovej smrti je zavisly od zvySkovej ATP, frekvencia apoptdézy je umerna
vaznosti dysfunkcie lavej komory a je spojena s remodelaciou tkaniva myokardu.

Zaver

Apoptdéza sa teda evidente, a to nielen na zaklade naSich vysledkov, spusta
v poSkodenom tkanive s ciefom bezpeCne odstranit’ ireverzibilne zmenené bunky.
Pretoze strata kardiomyocytov prispieva ku kardialnej dysfunkcii a je negativhym
prediktorom kardialne insuficientnych pacientov. Demonstracia aktivacie apoptotickej
kaskady u kardiomyopatie mdzZze v buducnosti predstavovat zaklad novych
intervenénych lieCebnych pristupov. Je vS8ak stale potrebné doplnenie novych
dbkazov a objasnenie mechanizmu aktivacie a nasledkov tychto biologickych
pochodov, kedZe vysledky prac niektorych autorov sa v zaveroch, zvac¢sa z dévodu
inej metodiky a hodnotiacich algoritmov, rozchadzaju.

Préaca bola podporena projektami VEGA 1/0129/17, 1/0171/18 a APVV-15-0107.
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Abstract

Muellerius capillaris is a cosmopolitan parasite of the lung parenchyma of domestic
sheep, goats and many wild ruminants. The prevalence of this nematode is very high
in grazing goats and mouflons. Muelleriosis in domestic small ruminants is often
overlooked because this infection is usually asymptomatic or subclinical. In this work
we describe a clinical case, a larvoscopic and patho-histological finding of pulmonary
worms in young mouflons on animal farms, which were orally dewormed by the
anthelmintic preparation Helmigal plv.

Keywords: pulmonary worms, mouflons, histopathological observation

Uvod

Ciefom tejto Studie bolo opisat klinicky pripad pfucnej Cervivosti muflonov, ako aj
larvoskopicky nalez a patologicko — morfologicky obraz pfuc zvierat uhynutych na
zverofarme. Muellerius capillaris (Mueller, 1889) Cameron, 1927 patri medzi plucne
nematoédy Celade Protostrongylidae, ktoré su vefmi rozSirenymi parazitmi nielen
u domacich oviec a kbz, ale najma u volne Zijucich prezuvavcov. Muelleriéza je
strongylatéza vyvolavajuca pfucnu Cervivost, pre ktoru je charakteristicka bronchitida
a intersticialna pneumonia s tvorbou typickych liahnovych uzlikov v plucnom
parenchyme [1, 2]. Muellerius capillaris je okruhly vlasovity Cerv, ktory parazituje
v pfucnom parenchyme oviec a kbz, ako aj vofne Zijucich prezuvavcov, napr.
muflénov a kamzikov. Nevyskytuje sa u dobytka, oSipanych, psov, maciek, ani u fudi.
Samicky su dihé 20 — 23 mm, samce su menSie. Chvostovy koniec je Spiralovito
stoCeny, kopula¢na burza je velmi mala a otvor kloaky je opatreny papilami. Spikuly
su dihé 140 — 160 um. Larvy 1. stadia (L1) maju skrutkovito sto€eny chvostovy koniec
s jednym dorzalnym tfiiom [3, 4].

Zivotny cyklus je nepriamy, medzihostitelmi st rézne suchozemské slimaky rodov
Limax, Agriolimax, Arion, Helix, Succinea a i., v ktorych larvy L; mdzu prezivat’ pocCas
celého zivota slimakov . Definitivny hostitel sa nakazi prehltnutim slimakov s larvami
L3, ktoré sa v traviacom aparate uvolnia, penetruju cez stenu tenkého creva do
mezenterialnych lymfatickych uzlin kde sa zvliekaja a menia na L, Lymfou sa
dostavaju do ductus thoracicus aodtial do pfuc, kde pohlavne dospievaju.
Prepatentna peridda trva 25 — 37 dni. Plucne Cervy lokalizované v bronchioloch
a pfucnych alveolach vyvolavaju lokalny zapal, ktory sa vypotkom S§iri do distalnejSich
peribronchialnych vrstiev. Zapalovy exudat zapifia alveoly a v plucnych lalokoch sa
vytvaraju sa Zltosivé loziska. Okruhle uzliky velkosti az 2 cm sa nachadzaju na
povrchu pluc, najCastejSie v blizkosti apikalnych lalokov. Liahnové uzliky obsahuju
dospelé Cervy a ich fragmenty, vajika aj larvy. Tieto uzliky niekedy aj kalcifikuju a su
pomerne tvrdé. Vysledkom su koénické loziska, lobularna pneumonia a pleuritida.
Nakazené zvierata spociatku eSte nemaju zjavné Kklinické priznaky. AvsSak
pridruzenim bakterialnej infekcie vznika akutny zapal pfuc. Pri silnom nakazeni méze
zapricinit hynutie postihnutych zvierat [5].
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Intravitéalna diagndza je zaloZzena na pritomnosti lariev L1 v Cerstvom truse zvierat.
Postmortalne sa vySetruju vzorky zo zmeneného pfucneho tkaniva histologicky,
larvoskopickou metddou podla Vajdu, alebo pritomnost liahhovych uzlikov
kompresoricky [6]. Na terapiu sa pouzivaju benzimidazolové preparaty a ivermektin
[7, 8]. AvSak voCi uvedenym lieCivam je znacCna rezistencia. Pretoze pouzitie
konvencnych anthelmintik pri lieCbe muelleriozy u kbéz, oviec a volne Zijucich
prezuvavcov nie je v dlhodobom horizonte dostato¢ne ucinné, skuma sa ucinnost
dlhodobo pésobiaceho pripravku moxidektinu [9]. Zistili, ze jeho ucinok na jednotlivé
vyvojové §tadia pfucnych cCervov u kéz a muflonov nebol uplny a dochadzalo
k opakovanym invaziam, preto poukazali na potrebu redukovania medzihostitelov,
najma slimakov. Prevencia spocCiva v tom, ze najma mladé zvierata by sa nemali
past na tych miestach, kde sa predtym pasli dospelé nakazené zvierata. AvSsak
pripravok moxidectin  mal velmi dobry u€inok na eliminaciu nematod
z gastrointestinalneho traktu [10].

Diferencialnou diagnostikou je potrebné Muellerius capillaris odliSit od
Protostrongylus rufescens (Leuckart, 1965), ktory parazituje v bronchoch
a bronchioloch oviec, kbdz, muflénov a kozorozcov. Larvy 1. §tadia P. rufescens maju
chvostovy koniec ostry a bez tffiov.

Material a metodika
Maijitel zverofarmy pozoroval u mladych asi polroCnych muflénov staZzené dychanie
a vytok penovitého sekrétu z nosa. Zvierata mali velmi dobru kondiciu. Uhynuté
muflony boli najdené v bocnej pozicii s viditelnymi stopami po kopani okolo seba,
dychacie cesty boli zaplnené penou, o svedcilo o tom, Ze sa zvierata udusili. Podla
udania majitela boli vS8etky =zvierata dvakrat do roka peroralne od&ervované
antihelmintickym pripravkom Helmigal plv. davkou 7,5 mg/ kg z. hm.
Patologicko-anatomickou pitvou boli zistené vyrazné zmeny na pfucach, ktoré boli
hemoragické. V trachei a nosovej dutine sa nachadzal biely sekrét penovitej
konzistencie. Na ostatnych organoch neboli pozorované Ziadne zmeny.
Excizy na patologicko-histologické vysSetrenie boli odobrané z réznych Casti pluc,
fixované v 10% neutralnom formaline a nasledne spracované bezZnou histologickou
metddou zaliatim do parafinu. Rezy o hrubke 5 — 7 ym boli rezané na sankovom
mikrotdme, ofarbené hematoxylin — eozinom (H&E) a vySetrené svetelnym
mikroskopom Axiolab Al s digitalnou kamerou.

Vysledky a diskusia

VysSetrenim parenchymu pluc sme zistili, Ze tkanivo pfuc bolo nevzdudné
a obsahovalo len malo alveol vyplnenych vzduchom. Intersticium v blizkosti alveol
bolo difuzne infiltrované lymfocytmi a krvné kapilary boli enormne nastrieknuté.
Interalveolarne septa boli nevyrazné a v lumene alveol sme nachadzali skupinky
vajiCok pfucnych Cervov sférického tvaru (Obr. 1). V plucnou parenchyme, najma
odobratého z apikalnych Casti plucnych lalokov sme nachadzali pocCetné liahnové
uzliky s larvami aich fragmentami (Obr. 2). Niektoré liahnové uzliky obsahovali
dospelé Cervy aich fragmenty, larvy aj vajicka (Obr. 3). Okolo liahfiovych uzlikov
sme pozorovali vyraznu inttersticialnu infiltraciu lymfocytmi Dospelé Cervy
v plicnych alveolach sme nachadzali v histologickych preparatoch na pozdiznom,
prieCnom aj Sikmom reze.
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Obr. 1 Skupinka vajicok Muellerius capillaris ulozenych vo vnutri plicnych alveol (v)
avyrazna lymfocytarna infiltracia intersticialneho tkaniva pfuc (hviezdicka). (H&E)
Zvacsenie: 200 x (orig. foto)

Obr. 2 Liahfiové uzliky s larvami pldcnych €ervov a ich fragmentami. (H&E) ZvacSenie: 250
x (orig. foto)
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Obr. 3 Dospelé plucne cervy Muellerius capillaris v Iimene plicnych alveol a vyrazna
lymfocytarna infiltracia intersticialneho tkaniva plucneho parenchymu (hviezdi¢ka). (H&E)
Zvacsenie: 200 x (orig. foto).

Zaver

Muelleriéza patri medzi najrozSirenejSie ochorenia malych prezuvavcov vyvolavané
plucnymi nematédami. ObyCajne sa vyskytuje u mladych volne sa pasucich oviec,
kéz avolfne zijucich prezuvavcov. Pramenom nakazy su starSie zvierata, ktoré
kontaminuju pasienky. Patologicko-histologickym vySetrenim vzoriek odobratych
z pfuc uhynutych mladych muflénov sme potvrdili nalez réznych $tadii plucnych
Cervov — vajicka, liahnové uzliky, ako aj dospelé Cervy Muellerius capillaris v [limene
plucnych alveol. Intersticidlne tkanivo pluc bolo masivne infiltrované lymfocytami.
Predpokladame, Ze u muflénov chovanych na zverofarme bolo hlavnou pri¢inou
muelleriozy nedostatoCné odcCervenie zvierat malo uCinnym antihelmintickym
pripravkom na baze fenbendazolu - Helmigal plv. 25 mg (PharmaGal) davkou 7,5
mg / kg. Z. hm. a pasenie na vihkych pasienkoch s vyskytom slimakov.
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Abstract

Great number of unsuccessful operations of intervertebral discs hernia in lumbo-
sacral (LS) region highlighted importance of knowledge of different types of nerve
roots anomalies. Results of greater incidencies are achieved from anatomical studies
(and operational findings) compared to those from image methods works. We have
focused on microscopic image of found intraspinal extradural LS anomalies. Study
was performed on 43 cadavers within 24 hours after death (32 males, 11 females).
Uncommon extradural features in the lumbosacral region were followed and
documented according to plexus type. Found anomalies were excised, processed
with light microscopic method and stained with hematoxyllin-eosin. Totally 20.93% of
extradural LS nerve root origins anomalies were found, with the normotyped plexus
prevailing. We have proved nervous tissue presence in nearly all found anomalies
(except 2 samples). All found extradural LS anomalies contain nerve fascicles.
Further studies are need in elucidating detailed microscopic character of all observed
and refered anomalies.

Keywords: spinal root, lumbosacral, extradural

Uvod
Urcitd Cast pacientov s herniou medzistavcovej platni¢ky v lumbo-sakralnej oblasti
nevykazuje charakteristické symptomy tohto ochorenia. Nie zriedka sa pri naslednom
opera¢nom rieSeni nasli anatomické abnormality miechovych nervov, ktoré podnietili
ich nasledny vyskum réznymi metodikami: od anatomickych Studii az po
radiografické pozorovania [1]. Etiolégia tychto anomalii je zatial neznama: jedna
z hypotéz predpoklada poruchu migracie nervovych korenov poCas embryonalneho
vyvoja, ¢o do urcitej miery vysvetluje jav, Ze tato migracia je jednostranna [2].
Anomalie v lumbosakralnej oblasti sa uvadzaju v rozsahu 5 — 10%, Co koreluje
s mieSnymi anomaliami. Hoci su€asny vyskyt spondylézy a hernie medzistavcovych
platniCiek je Casty, anomalie sprevadzajuce tieto Iézie su skér zriedkavejSie. Vrodené
intraspinalne LS anomalie korenov sa mézu prejavit symtémami radikulopatie aj bez
utlaku na korene [3, 4]. Spravy o tychto pripadoch sa vyskytuju uz poslednych 65
rokov vo vedeckej literature [5]. ZvyCajne sa vyskytuju na jednej strane: najCastejSie v
urovni L5- S1 [1-3, 5, 6] a m&zu byt pri€inou zlyhania operacie pre herniu disku [2, 8].
KedZe vyznam poznatkov o réznych druhoch anomalii miechovych korefov vzrasta
kvoli poZiadavke zvySenia poctu uspesnych operacii [1, 10], preoperativne aj
perioperativne zhodnotenie nalezu musi byt starostlivé, aby sa predislo poSkodeniu
nervu pocas operacie [7, 9, 11]. Odchylky nervovych korefiov mbzu vykazovat
symptomy urovne viac ako jedného segmentu miechy, podobne ako pri hernii disku.
Utlak abnormalne prebiehajuceho korefia méze byt zdrojom nespravnej informacie
o urovni herniovaného disku.Ak je postihnuty len 1 koren, symtdmy mézu byt matuce
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a diagnoza radikulopatie méze byt v mnohych pripadoch tazka, kedZze symptémy
nekoreluju s o€akavanym vzorcom usporiadania dermatomov a myotémov. Napriek
rastucemu poctu prac zaoberajucich sa odchylkami spinalnych nervov, malo prac sa
zaobera mikroskopickym obrazom najdenych anomailii.

Material a metodika

Pozorovanie bolo realizované na 43 nefixovanych fudskych kadaveroch (do 24 hodin
po smrti, zvy€ajne nasilnej- prevazovali obete autonehéd): 32 muzov (vekovy rozsah
18- 84 r.) a 11 Zien (vekovy rozsah 27-68 r.) bez zjavného alebo dokumentovaného
poskodenia miechy (tieto boli zo $tudie vylugené). Studia bola vykonana na Ustave
sudneho lekarstva Nemocnice sv. Cyrila a Metoda a Uradu pre dohlad nad
zdravotnou starostlivostou (Antolska ul. 11, Bratislava) po predoslom suhlase
prisluchajucej Etickej komisie. Na kazdom tele (v leZiacej polohe) bolo
odpreparované paravertebralne svalstvo, tfiiové vybezky a laminy stavcovych
oblukov pravej aj lavej strany od cerviko-kranialneho prechodu az po sacrum, ¢o
umoznilo priamu vizualizaciu obsahu chrbticového kanala bez posSkodenia miechy
ajej korefiov a preStudovanie korenov od jeho odstupu az po vystup cez
medzistavcovy otvor a hiatus sacralis. VSetky miechové korene boli preStudované
obojstranne: celkovo sa zhodnotilo 86 stranovych oblasti miech, vaésia pozornost sa
kladla na lumbosakralnu oblast. Nasledna dlha incizia dura mater spinalis umoznila
vizualizaciu spinalnych korenov a conus medullaris arozliSenie typu plexu
(prefixovany, postfixovany alebo normotypovy). Odhalené miechové segmenty,
korene aich anomalie boli vySetrené a zdokumentované podla typu variacie (vid
Tab.). Tkanivo kazdej anomalie bolo excidované, spracované metodikou svetelnej
mikroskopie (do parafinovych blo¢kov), narezané na tenké rezy a prehladne
ofarbené hematoxylinom-eozinom pre ozrejmenie ne/pritomnosti nervového tkaniva
Vo vnutri.

Vysledky a diskusia

Intraspinalny typ splete (plexu) bol definovany uréenim vystupu C2 korena:
prefixovany typ sme zaznamenali v 9 pripadoch, postfixovany v 4 pripadoch a zbytok
(30 pripadov) boli normotypové plexy. Intumescentia lumbosacralis varirovala vo
svojom tvare a priebehu: pri prefixovanom type bola kratSia a viac vyznacenejsia, pri
postfixovanom type dlhSia a menej vyznacenejSia, jej hrot bol v trovni T12 stavca,
kde pri normotypovom plexe vystupoval koren L3, pri prefixovanom type koren L2 a
pri postfixovanom type korene L4 a L5. Druhy pozorovanych anomalii odstupov LS
miechovych korenov (diferencované podla typu plexu) su zobrazené v Tabulke.

Tabulka 1 Extraduralne anomalie odstupov LS miechovych korenov.

normotyp 30 2 1
prefixovany 9 - - 1 2

postfixovany 4 2 -
celkovo 43 4 1 2 2
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Celkovo sme zaznamenali 9 extraduralnych LS anomalii (20.93%): A) 4 pripady
nerovnakych rozostupov medzi odstupmi LS korefiov (9.31%): 2x u normotypovej
splete (4.65%) a 2x u postfixovaného plexu (4.65%), B) 1 pripad 2 lumbalnych
korefiov vystupujucich cez 1 neuroforamen (normotypovy plexus) (2.33%), C) 2
pripady (normotypovy a prefixovany plexus) pritomnosti extraduralnej spojky
(anastomézy) medzi susednymi korefimi (4.65%): u normotypového plexu bola
spojka zdvojena (medzi L5 — S1 a S1- S2) a u prefixovaného typu bola spojka
v urovni S3 (Obr. 1 a 2), D) 2 pripady (prefixovany typ) chybajucich korefnov (4.65%).

Obr. 1 Lava &ast: prie¢ny histologicky rez najdenej extraduralnej spojky medzi korefimi L5- S1. Prava
Cast’ histologicky rez spojky medzi korefimi S1-S2 (zvacSenie 400x, farbenie hematoxylin- eozin), F=
prie€ne prerezany nervovy zvazok, V= prie€ne prerezana cieva.

AN T '&;f:‘*‘“?
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Obr. 2 Histologicky rez spojky medzi korefimi S3-S4, farbenie hematoxylin-eozin, zvacSenie 100x
(vfavo) a detail pri zvac¢seni 200x (vpravo). V= prie€ne prerezané cievy, Sipky poukazuju na prieCne
prerezany nervovy zvazok (fascikul).

Nervové tkanivo (prieCne prerezany nervovy zvazok s krvnymi cievami) sa znazornilo vo vSetkych
vzorkach odobratych LS anomalii, v niektorych pripadoch sa v reze znazornili aj gangliové bunky
(Obr.3).

Obr. 3 Zachytené Struktiry nervu s gangliovymi bunkami (zvaé$enie 100x, HE)
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Vyskyt anomalii odstupov miechovych korenov (14%), zvyCajne vlavo a v urovni
L5/S1 uz bolo spominané Kadishom a kol. u kanadskej populacie v r.1984 [3].
Anomalie miechovych korenov boli pozorované u pacientov so symptomami hernie
intervertebralneho disku, u kt. koreSpondujuci nalez sa nasiel poas operacie [1, 12].
Vysledok operacie nebol uspokojivy a len u niekolkych pacientov sa zmiernili alebo
odstranili tazkosti. Predpokladané priCiny takéhoto neuspechu su 2: 1) anomalie
moZu pdsobit bolest’ a 2) anomalie korenov mézu zaberat' vacsi priestor v spinalnom
kanali, takze aj malé zhrubnutie medzistavcove] platnicky méze byt priCinou
symptémov. Miecha je poCas normalnej flexie a extenzie mobilna, avSak anomalne
korene byt pri€inou vacsich trak&nych sil aj pri normalnych pohyboch chrbtice [13].

Zaver

Potvrdenie pritomnosti spojok medzi réznym uroviiami poukazuje na absenciu
»=absolutnej inervacie“. Spinalni chirurgovia by mali brat mozny vyskyt tychto anomalii
v uvahu pri operaciach a vyhnut sa trakcnym poraneniam miechovych korenov.
Vedomost' o pritomnosti tychto odchylok vzrasta aj so zavadzanim novych menej
invazivnych operacnych technik herniovaného disku (ako napr. perkutanna
endoskopicka  diskektomia  pouzivajuca transforminalny  pristup), kedze
predoperacne nerozpoznana anomalia miechového korefia méze byt pric¢inou nahlej
(perioperacnej) zmeny operacnej techniky alebo pri€inou celkového neuspechu
procedury [14].

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0028/16.
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Abstract

Poland Syndrome is characterized by unilateral, partial or complete absence of the
sternocostal head of the major pectoral muscle and brachysyndactyly of the fingers
on the same side. The incidence is 1:30 000, with a higher frequency among males
[5]. In 75% of the unilateral cases it is located in the right hemithorax [2]. We report
the case of a joung man with a Poland Syndrome located on the right side. Initial
physical examination showed: agenesis of the right pectoralis major and minor
muscles, hypoplasy of the supraspinatus and infraspinatus muscle, hypoplasy of the
bones of forearm and hypoplasy and brachysyndactyly of the fingers. These
anomalies were compatible with the diagnosis of Poland syndrome.

Key words: Poland syndrome, congenital anomalies of the limbs, disturbance of fetal
development, outghrowth of the radiation

Uvod

Polandov syndrom je vzacna anomalia, ktora sa zvyC€ajne vyskytuje unilateralne, ako
Ciasto¢na alebo uplna agenéza m. pectoralis minor a pars sternalis m. pectoralis
major. Tato porucha je spravidla sprevadzana brachysyndaktyliou rovnostrannej
kon&atiny [1]. Casto byvaju pritomné aj daldie anomalie, ako defekty rebier,
malformacie prednej brusSnej steny a prsnika. Tento syndrém sa najCastejSie
vyskytuje na pravej strane - az 75% pripadov je pravostrannych; bilateralny vyskyt je
len ojedinely [5]. Pri lavostrannom vyskyte sa vzacne stretavame s dextrocardiou,
moZze byt pritomna herniacia pfuc, renalne anomalie, deformacia stavcov a dolnej
konCatiny [4]. Incidencia tohto syndromu je 1:30 000, CastejSie sa vyskytuje
u muzov. Pri€ina vzniku je neznama, pravdepodobne ide o redukciu alebo
obsStrukciu periférnych vetiev a. subclavia, alebo aa. vertebrales, poCas Siesteho
tyzdna embryonalneho vyvinu [4]. Polandov sydrom sa v rodinach objavuje len
sporadicky. Pravdepodobne ide o paradominantny mechanizmus dedi¢nosti, pri
ktorom sa mézu mutacie prendsat cez viacero generacii, bez objavenia sa
zretelného fenotypu . Asociacie s inymi syndréomami nie su bezné, uvadza sa len
asociacia s Moebiovym syndrémom [1].

Material a metodika
Pacient muzZského pohlavia s mnohopocletnymi vyvinovymi anomaliami pravej
hornej koncatiny. VySetrovany muZz sa narodil ako Stvrté dieta z gravidity, ktora sa
zaCala v priebehu prvych dvoch mesiacov po vybuchu jadrovej elektrarne
v Cernobyle, v aprili 1986. Matka aj detsky lekar predpokladaju vplyv radiacie na
vyvin plodu a vyvinové anomalie pravej hornej koncCatiny su povazované za jej
doésledok. Priebeh gravidity aj pbérod bol bezproblémovy. Diagnéza Polandovho
syndrobmu nebola v zdravotnej dokumentacii uvedena. Vyvinové anomalie hornej
kon€atiny sa vrodine nevyskytli, udvoch pribuznych muzského pohlavia sme
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identifikovali pes equinovarus. Genetické vySetrenie zatial nebolo urobené, na
zhotovenie fotografii bol pouzity fotoaparat Olympus EF 130.

Vysledky
U dvadsatpatrocného muza boli zistené vyvinové anomalie kosti a svalov pravej
hornej konc€atiny. Na prvy pohlad bola prava horna koncatina kratSia ako lava.
Dévodom skratenia bola hypoplazia obidvoch kosti predlaktia - radia aj ulny (Obr.
1). Rovnako hypoplastické boli aj kosti ruky, redukcia bola zistena u ossa
metacarpalia aj u phalanges digitorum , najvyraznejSie u palca a u druhého prsta
(Obr. 2, 3, 4).
Parcialna syndaktylia 1. stupfa - syndactylia cutanea bola pritomna medzi
trojClankovymi prstami pravej ruky, najvyraznejSie medzi 2. a 3. prstom, ¢o
spbésobovalo muzovi problémy pri noseni rukavic (Obr. 5).
Palpacne sme overili agenézu m. pectoralis minor a m. pectoralis major (obr. 6, 7, 8).
Zistili sme hypoplaziu m. supraspinatus a m. infraspinatus (Obr. 9), a tiez hypoplaziu
m. biceps brachii a svalov predlaktia (Obr. 10).

Obr. 1 Hypoplazia predlaktia a ruky

Obr. 3 Hypoplazia kosti ukazovaka Obr. 4 Hypoplazia kosti palca
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Obr. 5 Parcialna syndactylia cutanea Obr. 6 Agenéza m. pectoralis minor et
major

Obr. 7 Agenéza m. pectoralis minor Obr. 8 Agenéza m. pectoralis minor
et major — pohfad z favej strany et major - pohlad z pravej strany

Obr. 9 Hypoplazia m. supraspinatus Obr. 10 Hypoplazia m. biceps brachii
et infraspinatus

Diskusia
Diagn6za Polandovho syndromu sa zvyc€ajne urCuje postnatalne, len vo vynimocCnych
pripadoch sa jej urCenie robi prenatalne [1]. Pacienti s vyraznymi deformaciami
hrudnika absolvuju chirurgicku lieCbu oby€ajne po ukoneni rastu, vynimkou su
respiraCné problémy, kedy sa chirurgicka lieCba aplikuje aj u malych deti [5]. [3]
uvadza, Ze ionizujuce ziarenie spdsobuje jednoduché a dvojité zlomy DNA a
vznikajuce radikaly spésobuju vznik chromozémovych aberacii a mutacii.
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Po vybuchu atémovej elektrarne v Cernobyle, v rokoch 1988-1994 v Bielorusku
prudko vzrastol poCet vrodenych vyvinovych poruch (161%) a poCet deti chorych na
rakovinu - 2500(1986), 6713(1989). Vzhladom na vacsiu citlivost plodov muzského
pohlavia v priebehu fetadlneho vyvinu, predpoklada sa u tejto skupiny zvySeny pocet
spontannych abortov poSkodenych plodov [3].

Zaver
U vySetrovaného mladého muza bola diagnéza Polandovho syndromu potvrdena na
zaklade viditefnych a palpacne zistitelnych malformacii pravej hornej konc€atiny. Na
Zelanie vysSetrovaného planujeme uskutoCnit' rontgenologické a genetické
vySetrenie.
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Abstract

Menstrual cycle and its phases influence the performance of every fertile woman.
Regarding the increasing popularity of endurance running, we have decided to put
these two facts into context. As for this research, we worked with the data of 53 fertile
women, who have decided to devote their free time to recreational, longer-distance
running (at least 10 kilometres 3 times a week). Out of these 53 women, we have
earmarked a group of 15 using hormonal anticonception. Subjects were observed
during a period of three menstrual cycles.

Keywords: menstrual cycle, long-distance runners, training influence

Uvod
U kazdé fertilni Zeny, v obdobi mezi menarche a menopauzou, dochazi k cyklickému
stfidani produkce hormonud. Menstruacni cyklus probihajici v endometriu délohy a
ovarialni cyklus probihajici ve vajeCnicich jsou pod stalou kontrolou nadfazeného
hypothalamo-hypofyzarniho systému. Ovarialni cyklus obsahuje dvé faze, v prvni fazi
folikularniho dochazi pod vlivem FSH adenohypofyzy (pfi€emz sam je ovliviiovan LH-
RH hypotalamu) k rustu ovarialnich folikull, rostouci folikuly produkuji estrogeny a
vyplavuji se do krve. Jejich hlavni funkce spoc€iva v pfipravé zenského organismu na
oplozeni vaji¢ka, v déloze pusobi na navozeni proliferaéni faze menstruacniho cyklu.
Stoupajici hladina estrogenu v krvi inhibuje produkci FSH a podniti v adenohypofyze
tvorbu LH, ktery vyvola ovulaci, pusobi na kone¢né dozrani oocytu a Fidi funkci
Zlutého téliska. Tim nastava po ovulaci druha faze folikularniho cyklu (faze lutealni),
pfi niz corpus luteum produkuje gestageny. Funkce gestagenu spociva v pfipravé a
udrzeni téhotenstvi. S ovarialnim cyklem uUzce souvisi cyklus menstruacni, ktery
zaCina menstruacni fazi 1.-4 den cyklu, po ni nasleduje faze proliferaCni/folikularni/
estrogenova 5.-14 den ukoncCena ovulaci, 15.-27. den je pfi fazi sekrecni/lutealni
endometrium pod vlivem progesteronu, pokud nedojde k oplozeni oocytu, nastava
28. den faze ischemicka, po ni nasleduje nova menstruacni faze a menstruacni
cyklus de novo [1]. Jednotlivé faze menstruacniho cyklu mohou udavat rozdilné
podminky pro trénink i vysledny vykon. Béhem prvnich dni menstruacni faze mohou
Zeny pocitovat unavu, obtézujici bolesti podbfisku, kfeCe nebo zvraceni, tyto
symptomy trvaji v priméru prvni tfi dny, poté muze trénink pod vlivem vyplavenym
endorfint nékteré projevy zmirnit. Udava se, ze nejlepSich vykonl dosahuji Zeny ke
konci menstruaéni faze a zaCatku proliferacni. Proliferacni faze cyklu se povazuje za
nejvhodné&jsi z hlediska tréninku, Zzena podava nejlepsi vykony, ke konci proliferacni
faze v obdobi plodnych dni nemusi byt psychicka kondice v souladu s fyzickou,
objevuje se nedostatek chuti zavodit, posouvat osobni rekordy, chut na béh muze byt
snizena. Sekrec¢ni faze cyklu je pod vlivem progesteronu, Zena muze zaznamenat
narust hmotnosti, zadrzovani vody, zvySené poceni. Ke konci sekre¢ni faze mnoho
Zen obtéZuje premenstruaéni syndrom zahrnujici prudké vykyvy nalad, bolesti a
kie€e v podbfisku, migrénu a zvySenou unavu. Béhem tohoto obdobi se doporucuje
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[2].

Material a metodika
Pro vyzkum byla pouzita data 53 vytrvalostnich rekreaCnich bézkyn v rozmezi véku
19 - 46 let. Prvni z podminek byla reprodukéni aktivita, nebyly pfijimany zeny pfed
menarche ani po menopauze. Dale byly vybirany pouze Zeny béhajici rekreacné.
Posledni byla Cetnost provozované aktivity, minimalné 10 km 3x tydné. Po spInéni
podminek byly Zeny sledovany po dobu tfi menstruacnich cyklld. Primérna délka
menstruacniho cyklu byla 29 +- 3 dny, Primérna délka menstruacni faze byla 5 +- 2
dny. Zkoumana byla kvalita tréninku, primérna rychlost béhem vybéhu a emocni
stav Zeny, vSe vztaZzené na den menstruacniho cyklu. Pfi vyhodnocovani bylo 53
bézkyn rozdéleno na skupinu uzivajici hormonalni antikoncepci (n=15) a na skupinu
bez hormonalni antikoncepce (m=38). U m- skupiny byla hodnocena sekre¢ni faze
menstruacniho cyklu, obdobi ovulace a menstruacni faze menstrua¢niho cyklu. U n-
skupiny byla hodnocena pouze druha poloviny menstruacéniho cyklu (rozmezi mezi
14. a poslednim dnem cyklu).

Vysledky

Skupina Zen neuzivajicch hormonalni antikoncepci: Sekre¢ni faze
menstruacniho cyklu
38 Zen bylo dle uvadénych potizi rozdéleno do tfi skupin. V prvni se nachazely zeny
pocitujici dané obtize, nicméné ty jim pUsobily pouze dyskomfort, ve vysledku
neovliviiovaly negativné vykon. V druhé byly pocty zen, kdy potize natolik ovlivhovaly
vykon, Ze doSlo k objektivnimu zhorSeni (vztazeno na prdmérnou rychlost za
kilometr) nebo kvali nim bylo v extrémnim pfipadé nutné trénink ukoncit. V posledni
skupiné byly Zeny, které danou obtiZz béhem sekrecCni faze nepocitovaly. Z potizZi byl
zajem o pocity zvySené unavy, gastrointestinalni potize, bolesti prsou a podbfrisku,
bolesti hlavy v€etné migrendznich a v neposledni fadé zmény nalady.

40
35
30
25
20 4+— B Neovliviiuje vykon
15 +— __ mOvliviuje vykon
10 - | Neuvadélo

L :

0 - T T T T T )

Unava Zazivaci Bolesti Bolesti prsou Zmény  Bolesti hlavy
potiZe bficha nalady

K nejvétSimu ovliviiovani vykonu dochazelo u pocitd zvySené unavy, kdy u 5 zen ze
17 tento problém limitoval vykon. DalSi v pofadi byly bolesti hlavy vcetné
migrendznich, které limitovaly vykon u 4 subjektd z 19. Nejzavaznéji ovliviiovaly
trénink bolesti podbfiSku, pfi kterych musely 3 subjekty z 27 trénink ukoncit pro
Spatné snesitelnou bolest, ktera nemizela ani po nékolika minutovém odpocinku.
Bolest u v8ech tfi Zen pfichazela v rozmezi 2-3. km béhu a pretrvavala od zaCatku
sekreCni faze a po pocatek ischemické faze menstruacniho cyklu. Mezi posledni
zajimavost vtéto fazi cyklu patfily zmény nalady, které uvadélo 11 zen.
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Neovlivhovaly v negativnim trénink, pouze puUsobily dyskomfort, nicméné po
ukonceni tréninku uvadeély vdechny Zeny zmirnéni nebo vymizeni obtizi.

Skupina Zen bez hormonalni antikoncepce: Obdobi poloviny cyklu

V obdobi poloviny cyklu byly zkoumany pocity zvySené unavy, negativni zmény
nalady zahrnujici Uzkost, agresi, zhorSeni nalady, apatie a nechut k €innosti,
gastrointestinalni potize, bolesti podbfiSku a oproti sekrecni fazi menstruaéniho cyklu
pfibyl podbod intermenstruacniho krvaceni. Obdobi poloviny cyklu se hodnotilo mezi
14.-16. dnem cyklu. Aspori jeden z uvedenych problému pocitovalo 14 subjektl z 38.
A Zadny z problému nebyl natolik zavazny, aby negativné ovliviioval fyzicky vykon
nebo jej prferuSoval. Mezi nejCastéji uvadéné problémy patfily gastrointestinalni
potize.

m Unava

B Zmény nalady

1 ZaZivaci potize

M Bolesti bficha

m Spinénf

Uvadélo Neuvadélo

Skupina Zen bez hormonalni antikoncepce: Menstruacni faze menstruacniho
cyklu

Vyrazné obtize béhem menstruacni faze menstruacniho cyklu uvadélo 16 Zen z 38.
Po prvnich tfech dnech menstruacni faze se zmirfiovaly nebo vymizely. Oproti
zbyvajicim zkoumanym fazim bylo navic hodnoceno velké menstruacni krvaceni, jez
hned u 4 Zen z 16 vyrazné ovliviiovalo vykon. Velkym problémem se zdaly byt
menstruacni bolesti podbfiSku, které limitovaly vykon u 7 Zen a u dalSich 8 jej sice
neovliviiovaly, nicméné pusobily vyrazny dyskomfort.

16
14
12
10 Ovliviuje vykon
8
6
4 - Neovliviiuje vyrazné, ale
2 - obtézuje
0 .
Silné Kfece bficha  Zvraceni Zazivaci Migréna @ Poclet Zen neuvadéjicich
menstruacni potize problém
krvaceni
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Skupina Zzen s hormonalni antikoncepci: Druha polovina cyklu

Z celkového poctu 15 subjektd bylo 9 Zen uZivajicich kombinovanou hormonalni
antikoncepci, 6 Zen uzivalo Cisté gestagenni/ progestinovou hormonalni antikoncepci
[38]. VSechny Zeny mély dany typ antikoncepce nasazeny minimalné rok. Oproti
predchozim skupinam byl vyrazné menSi pocet problému ovliviujicich zavaznym
zplsobem vykon. NejCastéji zeny pocitovaly bolesti prsou, celkem 5 Zen z 15, které
ovSem pusobily pouze dyskomfort, kvalitu tréninku neovliviiovaly. Navic byl
popisovan problém otoku dolnich koncetin, ktery Zeny v ostatnich skupinach
nepocitovaly; ten popisovaly 4 subjekty jako nezavazny, pouze obtézujici, u jedné
Zeny vykon ovliviioval.

16
14 .
B Unava
12 G
B Zazivaci potize
10 -
H Bolesti bficha
8
M Bolesti prsou
6
B Zmény nalady
4 .
W Bolesti hlavy
2 -
Otoky DK
0 i T - T
Neovliviiuje Ovliviiuje Neuvadélo

Zaver

V proliferani fazi cyklu popisovaly Zeny vybornou vykonnost i chut trénovat,
prumérna rychlost v po¢tu minut na kilometr byla primérné o 30 sekund niz8i nez
v fazi sekre¢ni (od 12 s po 57 s). V poloviné cyklu (obdobi ovulace) popisovaly Zeny
vétsi pocet negativnich symtomuU pusobicich dyskomfort, ani jeden z problem nebyl
natolik zavazny, aby negativné ovlifioval vykon. Vét§i mnozstvi symptomu limitujicich
vykon jsme zaznamenali v sekre€ni a dale v menstruaéni fazi cyklu. Nékteré z nich,
zvlast zmény nalady, pozitivné ovliviioval trénink. Po vybé&hu dochazelo ke zmirnéni
nebo vymizeni potizi. U zen s hormonalni antikoncepci jsme zaznamenali mensSi
poCet vykonostnich vykyvd v tréninku bé&hem prvni i druhé poloviny cyklu. Ke
zménam prameéné rychlosti téméf nedochazelo (+- 10s). U zadné Zeny jsme béhem
tfi mésicu sledovani nezaznamenali vymizeni menstruacniho cyklu (amenorrhea).
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Abstract
The purpose of the histological examination is to determine or confirm/refute
a diagnosis. However, to determine the final result of a histological examination and
thus to determine the correct diagnosis of the patient and its treatment, the tissue
samples have to undergo a complicated laboratory process. This process is
influenced by a several factors, beginning with biopsy, through the fixation to the final
diagnosis.

Key words: biopsy, tissue sample, fixation

Uvod

Priprava histologickych preparatov prebieha v histologickom laboratoriu. Z velkej
Casti ide stale o manualnu pracu, ktora si vyzaduje ur€ité naroky a Specifika od
laboratornych pracovnikov. Je vSak potrebné dodat, Ze laboratérna technika sa
najma v poslednych dvoch desatrofiach dynamicky rozvija a do praxe sa dostavaju
rézne automatizované farbiace systémy [1]. Sucasna histolégia vSak nie je
obmedzena len na Studium tkaniv pomocou réznych farbiacich technik. Objavuju sa
stale nové a sofistikovanejSie metody, ktoré dalej vo velkej miere prispievaju
k detailnejSiemu pochopeniu funkénej morfolégie buniek. UmozZniuju nam tiez
spolahlivé rozliSenie jednotlivych typov buniek aj v takych pripadoch, kedy je ich
morfolégia vefmi podobna [2,3]. V diagnostickom procese je cielom histologického
vySetrenia urcit, respektive potvrdit alebo vyvratit diagnézu, na ktoru ma podozrenie
klinicky lekar [4]. Aby vSak bolo mozné urCit konecny vysledok histologického
vySetrenia, a teda urCit spravnu diagndézu pacienta a jeho lieCbu, tkanivové vzorky
musia prejst zlozitym laboratérnym procesom spracovania, ktory v sebe zahffa
viacero na seba nadvazujucich postupov [3,5]. Cely tento proces je po cely Cas
ovplyvhovany viacerymi faktormi, po¢nuc odberom samotnej vzorky tkaniva az po
interpretaciu vysledkov patoléogom [4,6]. Celkové spracovanie bolo rozdelené do
troch hlavnych faz - na preanalyticku, analyticku a postanalyticku fazu [7].
NajrozsiahlejSou fazou je prave preanalyticka faza, ktora v sebe zahffia viacero
krokov spracovania materialu, preto je tu aj vy$Sia moznost vyskytu chyb pri
spracovani, ¢o mdze nasledne ovplyvnit nasledujuce dve fazy, a v konecnom
doésledku kvalitu preparatu ur€eného na diagnostiku [6]. Medzi délezité kroky patria
najma odber materialu a jeho spravna fixacia.

Odber materialu

Ak ma Kklinicky lekar podozrenie na zavazné ochorenie, je potrebné, aby pacient
podstupil zakrok, ktorého cielom je odobrat’ tkanivo s pravdepodobnou patologickou
zmenou [8]. Spésob akym bude material odobrany na vySetrenie zavisi na rozhodnuti
vySetrujuceho lekara [9]. Odobrané vzorky delime do troch zakladnych skupin:
cytologické vzorky, malé bioptické a velké bioptické vzorky [8, 9].

1. Cytodiagnostika (cytologicka biopsia). Predmetom vySetrovania su samotné,
patologicky pozmenené bunky izolované z ur€itého typu tkaniva alebo organu.
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NajcCastejSie sa touto metddou diagnostikuju gynekologické ochorenia. Vzorky uréené
na cytodiagnostiku mozno ziskat'’

a.)  exfoliativnou cytolégiou, pri ktorej sa hodnotia bunky odlucené
z povrchovych epitelovych Struktur. Material sa ziskava odtlackom, sterom alebo
odberom exkrétov. Tato metdéda sa najCastejSie vyuziva pri odbere gynekologického
materialu, ato sterom z endo- a exocervixu kr€ka maternice a dalSich Zenskych
reprodukénych organov [8,9]. S vyvojom laboratdrnej techniky vSak nastal posun
v oblasti detekcie rakoviny krCka maternice. Potupne sa zavadza technika ,liquid
based cytology“ (tenkovrstvova cytoldgia), pri ktorej sa vzorka odobera sterom,
rovhako ako pri beznom skriningu. Rozdiel je vSak vtom, ze zo vzorky nie je
bezprostredne po odbere zhotoveny nater. V tomto pripade sa vzorka vklada do
Lialky“ s fixabnym roztokom. Fixované vzorky sa potom nanasaju na sklicka, a to
pomocou systémov, ktoré zabezpecuju separaciu cervikalnych buniek od krvi, hlienu
alebo inych moznych primesi a zabezpecia tak adekvatne tenky a hodnotitefny nater
[10]. Technika zhotovovania sterov sa tiez vyuziva pri ochoreniach respiraného
systému. Preparaty su vtomto pripade zhotovované zo sputa, patologickych
pleuralnych vypotkov a bronchoalveolarnych lavazi. Lavaznou technikou sa ziskavaju
tiez vzorky organov brusnej dutiny [8].

b.)  punk&nou aspiraCnou cytolégiou a odberom telovych tekutin sa material
ziskava pomocou tenkej ihly (fine-needle aspiration), ktora aspiruje obsah z cyst,
pseudocyst a ascitov lokalizovanych napr. na Stitnej Zfaze, prostate, prsniku,
pankrease, lymfatickych uzlinach, atd. Touto metédou sa mézu tiez ziskavat
telesné tekutiny, ako napr. synovialna tekutina, pleuralny a perikardialny vypotok,
atd’. Z takto ziskanych vzoriek sa zhotovuju cytologické natery [8,9].

2. Biopsia malych bioptickych vzoriek. Malé bioptické vzorky reprezentuju velmi
malu Cast’ konkrétneho tkaniva a mézeme ich ziskat troma zakladnymi spésobmi:

a.) menSim chirurgickym zakrokom formou excizie z povrchovych alebo
hibSich Struktar vySetrovanych organov alebo kyretazou. Povrchové excizie sa
ziskavaju najma z koznych a podkoznych lézii . Tymto sp6ésobom sa odoberaju tiez
pluzgiere avredy [11]. V pripade hilbSie uloZenych Struktiur je odber mozny len
laparoskopicky. Tymto spésobom ziskavame vzorky z traviaceho (najma zo sliznice)
a urogenitalneho systému, ale tiez vzorky z pfuc. Kyretazou sa odoberame vzorky zo
sliznice maternice [8,9].

b.)  endoskopickymi metédami, vdaka ktorym je mozné vysSetrit a odobrat
vzorky z dutin a organov bez vyrazného naruSenia integrity organizmu. Existuje
mnozstvo typov endoskopii, v zavislosti od vySetrovaného organu, ako napr.
gastroskopia, bronchoskopia, kolonoskopia, cystoskopia, atd. [9].

c.) punkénou biopsiou pomocou hrubej ihly, kedy sa ziskava mensSi kus
tkaniva vySetrovaného organu vo forme punkéného valCeka. Je to dolezita sucast
diagnostiky ochorenia mnohych organov, napr. pecCene, §titnej Zlazy, lymfatickych
uzlin, obli¢iek, prostaty, prsnikov (core — cut biopsia), kostnej drene a dalSich. Pri
diagnostike koznych ochoreni je dbélezita Specialna punkCna biopsia — ,punch®
biopsia, pri ktorej sa ako odberovy nastroj nepouziva ihla, ale priebojnik (nastroj
rarkovitého tvaru). Vzorky ziskané ,punch” biopsiou su uréené na imunofluorescenciu
[8,9,11].

3. Biospia velkych bioptickych vzoriek. Velké bioptické vzorky sa odoberaju
v pripade, Ze na organe alebo jeho Castiach su viditeIné velké patologické zmeny.
Vtedy musi pacient podstupit’ operaciu, pri ktorej mu lekar odoberie cely organ alebo
resekuje jeho Cast [12].
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Specialnym typom biopsie je trepanobiopsia, pri ktorej sa odobera vzorka z kostnej
drene, zvyCajne z bedrovej kosti, pomocou Specialnych Yamshidiho ihiel vo forme
trepanobioptického valCeka [8].
Medzi Specifické vySetrenie patri peroperacna biopsia, ktora poskytuje informacie
chirurgovi uz poCas operacného zakroku. Tieto informacie su délezité z hladiska
dalSieho priebehu operacie [8].

Mozné chyby pri odbere materialu

Pri odbere sa kladie velky déraz na kvalitu odoberaného materialu. Ak by bolo
tkanivo zle odobrané alebo posSkodené, mohlo by sa skomplikovat alebo dokonca
uplne znemoznit vyhodnotenie biopsie a v kone¢nom désledku by to mohlo oddialit
adekvatnu lieCbu. NajCastejSimi chybami pri odberoch tkanivovych vzoriek su maly
objem bioptickej vzorky, jej mechanické poskodenie pouzivanim kovovych
inStrumentov alebo vkladanim tkaniva do nevhodnych prepravnych nadob,
poskodenie tkaniva vysychanim alebo oneskorené ponorenie tkaniva do fixatného
roztoku [8].

Fixacia materialu

Po odobrati vzorky dochadza v tkanive k preruSeniu vSetkych Zivotne doélezitych
procesov Vv bunke, ¢o ma za nasledok dezorganizaciu bunkového metabolizmu,
ktorého funkénost' zabezpecuju vlastné enzymy bunky. Ak dbjde k nekoordinovanej
aktivite tychto enzymov, nastava autolyza buniek. Preto najdélezitejSim krokom
bezprostredne po odbere vzorky je fixacia, ktora zabranuje samonatraveniu bunky
inaktivaciou vlastnych enzymov bunky. Na zaklade spdsobu ako pracuju jednotlivé
enzymy Vv bunkach a tkanivach, existuju dva zakladné typy fixacie: fyzikalna
a chemicka [1,2,8].

Fyzikalny typ fixacie nie je pouzivany Casto. Medzi metody fyzikalnej fixacie
zaradujeme zmrazovanie, techniku ,freezing drying“ a najjednoduchsiu formu, fixaciu
teplom. Asi najbeZnejSie pouzivanou je prave technika zmrazovania vzoriek, napr. pri
peroperacnej biopsii. KedZe vSetky reakcie v bunke prebiehaju vo vodnom prostredi,
podstatou zmrazovania je ovplyvnit transportnu funkciu vody. Je potrebné, aby
zmrazenie prebehlo o najrychlejSie, aby sa zabranilo tvorbe krystalikov vody. Na
zmrazenie sa mobze pouZzit tekuté meédium glycerin, kyselina uhli¢itd vo forme
suchého fladu (-75°C) alebo kvapalny plyn - tekuty dusik (-180°) [1,2,4,8].
Obmedzene pouZivanou je technika ,freezing drying“, ato z dovodu cCasovej
narocnosti. Okrem toho pri tejto technike dochadza k mensej zmene Struktary buniek
a ich chemického zlozenia. Principom techniky je rychle zmrazenie vzoriek tekutym
dusikom, a nasledne ich suSenie sublimaciou pri znizenom tlaku [13].

NajbeznejSim postupom pouzivanym pri uchovavani vzoriek pre svetelnu
a elektronovu mikroskopiu je chemicka fixacia. V tomto pripade su vzorky
jednoducho ponorené do vhodnej fixaénej tekutiny. Fixaéné roztoky su tradi€ne
klasifikované do dvoch zakladnych kategérii — koagulanty (denaturacné ¢&inidla, napr.
etanol, metanol, aceton, kyselina pikrova, chlorid ortutnaty, sulfat Zelezity)
spbsobujuce denaturaciu bielkovin a nekoagulanty (napr.formaldehyd, glutaraldehyd,
oxid osmicely), tvoriace prieCne vazby s proteinmi. Nakolko ale neexistuje idealny
fixaCny roztok, dané latky sa pouzivaju skér v kombinacii, podfa ich vlastnosti [2,14].
Bezpochyby najbeznejSie pouzivanym fixativom je formaldehyd, znamy ako formalin.
V klasickej histochémii sa vyuziva formalin riedeny s pufrovacim roztokom (10% NBF
— neutral buffered formaldehyde). Je to najuniverzalnejSie fixativum, ktoré poskytuje
konzistentnu a adekvatnu morfologicku ochranu [7,9].
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Pre elektronovu mikroskopiu je vyznamnym fixaCnym roztokom glutaraldehyd, a to
vdaka jeho schopnosti zachovat’ ultrastruktiuru tkaniva. Glutaraldehydom sa fixuju
napr. punktaty obliCiek a vzorky koze odobrané ,punch® biopsiou [8].

Medzi fixativa s dlhou tradiciou patri aj jedovaty oxid osmicely, ktory ako jeden
z malo fixativ stabilizuje lipidy. Patri medzi roztoky najlepSie fixujuce membranoveé
organely bunky [4,14].

Z fixativ na baze alkoholu sa najviac pouzivaju etanol a metanol. Etanol je vyuzivany
najma v neurohistologii, na fixaciu Nisslovej konstanty a na dokaz niektorych
mineralnych latok, napr. vapnik a Zelezo. Metanol sa zasa bezne pouZziva pri fixacii
krvnych naterov [14]. Na baze alkoholu funguje aj Carnayovo fixativum, ktoré okrem
100% etanolu obsahuje chloroform a ladovu kysleinu octovu. Je najoptimalnejSim
fixativom nukleovych kyselin (RNA) a pri dokaze glykogénu [4].

Ako uz bolo spomenuté vyssSie, vacsinou sa fixacné roztoky nepouZzivaju samostatne,
ale v kombinacii s viacerymi inymi roztokmi, ¢o umoznuje fixaciu viacerych latok
pritomnych v bunke.

Patri sem napriklad Bouinova tekutina, ktorej hlavnymi zlozkami su kyselina pikrova,
ladova kyselina octova a formalin. Dobre zachovava polysacharidy, hlavne glykogén,
ale tiez vyborne zachovava jadroveé detaily bunky [4].

Zakladom niektorych fixacnych tekutin je chlorid ortutnaty. Medzi takéto fixativa
patria B-5 a Znekerov fixaCny roztok. Roztok B-5 okrem chloridu ortutnatého
obsahuje tiez formaldehyd, octan sodny a vodu. VyuZiva sa najma na fixaciu
krvotvornych tkaniv, napr. kostnej drene, lymfatického tkaniva a sleziny [4].

V podstate rovnaké zloZzenie ako roztok B-5 ma aj Zenkerovo fixativum, ktoré
obsahuje navySe aj dvojchroman draselny. Zenkerova tekutina je vhodna na fixaciu
Vv pripade, Ze je potrebné zachovat Strukturu bunkovych jadier [4].

Pri fixacii tkaniv, tak ako pri ostatnych krokoch spracovania vzoriek, je potrebné
dodrziavat' isté pravidla. NajddlezitejSim pravidlom pri fixacii je najma jej mnozstvo.
Objem fixativa by mal predstavovat 10x az 20x vacsi objem ako je objem vzorky.
Okrem toho by malo mat fixativum pristup k tkanivu z kazdej strany [4,8,14].
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Abstract

Forensic anthropology as a part of forensic medicine deals with skeletonized or
partially skeletonized human remains. In some cases, it is not easy question to
answer whether the bone findings are actually human, not mentioning establishing
complete biological profile (age, sex, height of deceased person) for positive
identification. Apart of metrical methods used in everyday athropological practice,
other methods such as histology or molecular biology can be applied. Histological
methods for distinguishing animal and human bone, for estimating age at death, even
for recognizing peri-mortem trauma or diseases are presented.

Keywords: histology in forensic anthropology, age determination from bones,
identification from burned bones

Uvod
Kost' je jednym z najtvrdSich tkaniv v fludskom tele a po chrupavke je najodolnejSim
tkanivom schopnym vzdorovat mechanickej zataZzi. Jej ulohou je poskytovat oporu
makkym tkanivam, chranit’ Zivotne dolezité organy, prechovavat vo svojej dreni
krvotvorny organ, zaroven sluzi ako zasobaren kalcia, fosfatov a inych ionov, ktoré su
uvolfiované a skladované v kontrolovanom rezime tak, aby sa nemenilo idnoveé
ZloZenie telesnych tekutin [1]. Ludské kosti su tvorené prevazne lamelarnou kostou,
ktora ma dve formy — hubovitu (spongiéznu) a hutnu (kompaktna). OdliSny typ kosti,
vlaknita (fibrilarna) kost, nema vrstevnaté usporiadanie a nie su v nej vyvinuté
Haversove kanaliky. Medzibunkova nemineralizovana hmota sa sklada zo zvazkov
kolagénovych fibril, medzi ktorymi su rozvetvené osteocyty s pocCetnymi vybezkami.
U dospelych jedincov tento typ kosti tvori kostné drsnatiny [2]. Fibrilarna kost' sa
beZne vyskytuje poCas ontogenézy [3]. Hubovita kost je tvorena trojrozmernou sietou
rébzne hrubych a rézne dlhych tramcov, medzi ktorymi su navzajom spolu
komunikujuce priestory. Jednotlivé tramce obsahuju niekolko lamiel, ktoré su obvykle
usporiadané do rovnobeznych koncentrickych vrstiev, priestory medzi tramcami su
vyplnené kostnou drenou [3]. Usporiadanie tramcov zloZenych z kostnych lamiel
zodpoveda vyslednici sil maximalneho zatazenia na tlak atah [2]. Lamelarna
(vrstevnata) kost' je najdiferencovanejSi typ kostného tkaniva, sklada sa z neho
vacsina kosti fudského skeletu [2]. UZ volnym okom moZno rozliSit dva typy —
kompaktnu a spongidznu kost. Zakladnou Strukturnou jednotkou kompaktnej kosti su
ostedny (Haversove systémy), utvary cylindrického tvaru s centralne uloZenym
kanalikom, ktorého lumen je Siroky 20-100 um. Ostedn sa sklada z koncentricky
usporiadanych kostenych lamiel, ktoré tvori zakladna medzibunkova hmota zloZena
zvazkami kolagénovych vlaken spojenych amorfnou hmotou inkrustovanou
mineralnymi latkami. Mineralnu zloZku predstavuju krystaliky mineralnych soli
apatitového radu, predovSetkym hydroxyapatitu, citratové a uhliCitanové idny, iony
horCika a sodika. Mineralna zloZka predstavuje 65% hmoty kostného tkaniva.
Odvapnenim v kyselinach dochadza k rozpusteniu mineralnych zloziek, kost' straca
svoju tvrdost, no jej mikroskopicka Struktura ostava zachovana [2]. To je délezité brat
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do uvahy pri vybere spésobu spracovania kostrového materialu. Osteoblasty su
zodpovedné za tvorbu a kalcifikaciu zakladnej kostnej hmoty, ktord produkuju.
Osteoblasty su bunky s priemerom 15-20 ym, ktoré sa navzajom sa spajaju
medzibunkovymi mostikmi [3]. Osteoklasty su mnohojadrové gigantické bunky
nepravidelného tvaru a velkosti, su pritomné pri regenerativnom alebo
rekonstrukCnom procese. Priemerny pocet jadier sa pohybuje od 12-20, ale mdze byt
zvySeny na 100. Proteolytickym pdsobenim osteoklastov je rozkladana organicka
zlozka medzibunkovej hmoty, ¢im zacCina resorpcia kosti [1]. Nachadzaju sa v
Howshipovych lakunach v blizkosti miest, kde sa resobuje kost [2].

Moznosti pouzitia histologického vysetrenia kosti v antropologii

Spracovanie kosti

Na spracovavanie kosti sa, vzhfadom na jej tvrdost, pouzivaju Specialne techniky. Pri
vybrusovani platkov kosti do tenkych priesvitnych dostiCiek nebyvaju zachované
bunky, ale mozno tak skumat’ komorky a kanaliky v nich, ktoré sa vo vybruse kosti
zobrazuju ako Cierne. Ak je cielom skumania organicka zlozka kostného tkaniva
a bunky, anorganicka zlozka kosti sa odstrani slabym roztokom kyseliny (napr.
dusicnej) alebo roztokom obsahujucim chelatacné Ccinidlo (EDTA), nasledne sa
zaleje, nareze a ofarbi [1]. Vo forenznej antropoldgii ma velky vyznam moznost
hodnotit histomorfologiu kostného tkaniva aj zo suchej kosti [4].

Urcovanie veku

Fyziologicka prestavba kosti v dospelosti je uzito¢na v urCovani veku z kostrového
materialu. Prestavba je sekvencné odstrafiovanie a nahradzanie starej lamelarnej
kosti novou a prebieha poCas celého Zivota [5]. Histologicka analyza tkaniv z
vybranych miest kostry (vratane rebier a kluCnej kosti [6]) dokazala vztah medzi
vekom v Case smrti a poCtom pozorovatelnych ostednov na jednotku na prie€nom
reze. PoCet neporusSenych a fragmentarnych ostednov na jednotku priestoru je
vyratany pre kazdu kost (z minimalne 2 rezov z kazdej kosti) a vysledok je dosadeny
do regresnej rovnice, pomocou ktorej je vyratany vek. VSetky tieto metddy su
kvantitativne a zavislé od remodelacie ostednov a zmnozZenych populacii ostednov.
Prvykrat bola tato metodika pouzita na rezoch z diafyz stehnovej kosti, pistaly a ihlice
v 60. rokoch minulého storocCia [7]. Pfeiffer a kol. [8] doSli k zaveru, zZe histologicky
profil kosti zavisi od lokalizacie odberu vzorky, nakolko histomorfologické
determinanty zahlavnej kosti boli pri ur€ovani veku menej spolahlivé v porovnani s
dlhymi kostami [9].

Urcovanie druhovej prislusnosti

Napriek velkej pozornosti, ktorej sa histologickym metddam urCovania veku
v literature dostalo, su tieto metddy najCastejSie pouzivané v pripade, kedy nemozno
iné metddy pouZit, pripadne na odliSenie fudskych a zvieracich kosti z fragmentov
kosti [10]. Pri zlomkovom materiali mozno priemer Haversovych kanalov pouzit na
uréovanie druhovej prislusnosti. U Cloveka je ich priemer priblizne 60 um,
zriedkakedy je menSi ako 40 [3]. Rozdielmi v mikroStrukture kosti Cloveka
a hospodarskych zvierat sa zaoberal Morales a kol. [11]. Vysledky skumania
rozdielov priemeru Haversovych kanalov u najbeznejSie sa vyskytujucich zivo€ichov
su zhrnuté v tabulke.
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Clovek 33,9 38,9 35,92
Pes 10,94 15,02 12,37
Macka 9,78 11,97 10,60
Osipana 29,61 61,24 40,09
Krava 21,66 30,50 26,24
Sliepka 27,34 33,15 29,49

Aj kostrovy material vystaveny ohfiu bol podrobeny histologickému vySetreniu za
uCelom zistenia veku v Case smrti. Porovnanim mikrostruktury (priemer ostednov,
priemer osového kanalika a podiel medzi nimi, plocha ostednu, plocha kanalika a
rozdiel medzi nimi) spalenej a nespalenej kosti bolo zistené, ze pésobenim vysokej
teploty sa vSetky rozmery vyznamne zmensuju [11]. Harsanyi [13] zastava nazor, ze
pri teplote vy3Sej ako 700°C uz nemozno jednotlivé Struktury kompaktnej kosti
rozliSit. Aj napriek tymto zisteniam Stloukal [3], beric ohlad na nedostatok
makroskopickych  morfologickych znakov, povazuje histologické vySetrenie
obhoreného kostrového materialu s cielom urCenia veku za najvhodnejsie.

Detekcia chorobnych a urazovych zmien

Pomer jednotlivych typov kostnych buniek mozno prakticky vyuZit na zhodnotenie
zdravotného stavu jedinca, ktorého kostné tkanivo mikroskopicky skumame. Vysoky
pomer resorpcie kosti na tvorbu ostednov poukazuje na vysoky nutricny deficit,
vyskyt infek€nych ochoreni a pritomnost mnohych stresovych faktorov [14]. Nepomer
medzi hrubkou kompakty a velkostou drefiovej dutiny mézZe okrem osteoporozy
poukazovat tiez na diabetes mellitus 1. typu [15]. Velmi perspektivhe sa ukazuje aj
histomorfologické vySetrenie urazovych zmien. Na reze kostnym tkanivom farbenym
hematoxylin-eozinom mozno dokazat znamky krvacania v mieste zlomeniny kosti, ku
ktorej doslo 14 dni pred umrtim vySetrovanej osoby [16]. Na zaklade tejto pilotnej
Studie mozno usudzovat, zZe vitalne znamky su detegovatefné aj v spracovanom
kostnom tkanive (kostnom tkanive macerovanom a zbavenom makkych Struktur)
tesne po smrti.

Diskusia
Metddy forenznej antropologie sa vyuzivaju v pripade nalezu kostrovych zvySkov
a v pripadoch identifikacie osbéb, na ktorych tele uz nastupili neskoré posmrtné
zmeny. Na urCovanie pohlavia a na vypoCet vySky sa vyuZivaju morfometrické
antropologické metddy, pri ktorych sa na kostiach meraju urcité rozmery (najCastejSie
dizky dlhych kosti v prirodzenej polohe), ktoré méZu byt nasledne dosadené do
regresnych rovnic alebo vypocCtov za pouZitia tabuliek. Pri praci s kostrovym
materialom bez makkych tkaniv je prvym krokom ur€enie druhovej prisludnosti, tzn. Ci
ide o kosti zvierata alebo Cloveka. Na to sa v praxi pouzivaju morfognostické metédy,
¢o znamena hodnotenie kostrového materialu vofnym okom. V pripade
neposkodenych kosti to pri znalosti osteoldgie nemusi Cinit’ problém, avsak v pripade
obhorenych kostrovych ostatkov alebo ulomkov kosti su tieto metdédy nepouzitelné.
To isté plati aj pre urCovanie veku z podobne posmrtne zmeneného materialu, kedy
nemozno posudit robustnost kosti a vekom podmienené degenerativhe zmeny,
v pripadoch deformacie dlhych kosti pésobenim vysokej teploty meranie dizky
a nasledny vypocet stracaju svoje opodstatnenie. Pomoc pri zostavovani tzv.

Strana | 78



Nové trendy a perspektivy v histoldgii IV

biologického profilu, ktorého zakladnymi Castami je urCenie druhovej prislusnosti
aveku osoby v €ase smrti, sa ponuka najma vyuzitim dnes ¢asto opominanych
histologickych metdd.

Zaver
Napriek vSeobecnému trendu masoveého vyuzivania zobrazovacich metdéd vo
vSetkych odvetviach mediciny si tradicné diagnostické metody =zasluzia nasu
pozornost. Vdaka svojej nizkej cenovej naro€nosti v porovnani s vybavenim, ktoré
nie je bezné na pracoviskach sudneho lekarstva, mézu poméct najst odpovede aj na
tazké otazky, ktoré nalez kostrovych ostatkov niekedy prinesie.
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Ako z nizkeho mnozstva vstupnej DNA ziskat’ kvalitné vysledky —
SureSelectXT HS Target Enrichment NGS Kit

Duri$ova, D.

Hermes LabSystems s.r.o0., Bratislava
dominika.durisova@hermeslab.sk

Abstract

Next Generation Sequencing (NGS) is becoming a common and versatile tool for
biological and medical research. NGS, with its rapidly decreasing costs and
increasing applications, is replacing many other technologies. SureSelect®” " joins
the SureSelect library preparation reagent family as Agilent’'s highest sensitivity
hybrid capture-based library prep and target enrichment solution for NGS. In most
cases, sensitivity is limited by the input amount, performance of the assay, and PCR
and sequencing error rates [1].

Key words: Next Generation Sequencing, target enrichment, FFPE samples,
SureSelect

Uvod

Sangerovo sekvenovanie (metdéda publikovana v roku 1977) predstavuje prvu
generaciu sekvenovania s vyuzitim radioaktivne znaCenych nukleotidov. Ide o
dideoxynukleotidové sekvenovanie zaloZzené na elektroforetickej separacii
a komplexnom pocitatovom spracovani dat. NGS alebo masivne paralelné
sekvenovanie je technologicka inovacia umoznujuca sekvenovanie miliénov malych
fragmentov DNA v rovnakom Case, ¢o vedie k masivnemu zvySeniu mnozstva
sekvenovanych parov baz v porovnani so Standardnou Sangerovou metddou
sekvenovania. Tato nova technologia bola zalozena na technologickom vyvoji od
polovice do konca 90. rokov, ktory od roku 2000 spustil prva vinu sekvenovania novej
generacie, resp. druhld generaciu sekvenovania [2]. NGS zahrnuje niekolko réznych
metdd a v porovnani so Sangerovou metddou sa vyznacuje vysokou vykonnostou
(throughput) a stale sa znizujucimi cenami za sekvenovanie DNA. Méze produkovat
viac ako jednu miliardu kratkych sekvenacnych Citani (read) na jeden beh, ¢o prinasa
rychle, lacné a presné informacie o genéme [2]. NGS technologie umoznuju
sekvenovanie cielenych oblasti (génovych panelov), sekvenovanie celého exdmu,
sekvenovanie celého genomu alebo sekvenovanie transkriptomu [3].

Metodika

Kazda NGS metdda spociva v predsekvenacnej priprave DNA templatu, v samotnom
sekvenovani a naslednej bioinformatickej analyze. Predsekvenacné kroky zahrnuju:
pripravu fragmentovanej sekvenacnej kniznice (library) fyzikdlnym (sonikacia) alebo
enzymatickym spésobom (nukleaza, transpozény) s ligaciou adaptorovych primerov
(indexov) na jednotlivé fragmenty; podla potreby aj vratane cieleného obohatenia
(target enrichment); a klonalnu amplifikaciu vytvorenej kniznice prostrednictvom
Specifickych typov PCR (Obr. 1).
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Obr. 1 VSeobecna schéma predsekvenanych krokov pripravy kniznice urCenej na sekvenovanie
novej generacie (upravené podla internej prezentacie spolo¢nosti Agilent Technologies).

Cielené obohatenie je Specificka selekcia ciefovych fragmentov DNA, ktora
sa vykonava v pripade potreby sekvenovat iba urcité oblasti genému/zaujmu (napr.
len niektoré exdény alebo subory génov) a najCastejSie je realizovana pomocou
hybridizacie so S$pecifickymi oligonukleotidovymi sondami koreSpondujucimi
s cielovymi oblastami genému (Obr. 2) alebo pomocou PCR so suborom primerov
pre vybrané gény (Obr. 3). Posekvenacna bioinformaticka analyza zahrnuje
spracovanie nasnimanych biochemickych signalov; stanovenie baz (base-calling),
gize konvertovanie signalov do giastkovych sekvencii, tzv. &itani (read) urcitej dizky
(read lenght); porovnanie (alignment) ,poskladanej DNA sekvencie s referenénou;
identifikacia variantnych nukleotidov a ich anotacia [4, 5].

Kvalita vzoriek

Kvalita a typ vzorky zohravaju déleZitu ulohu v kvalite NGS sekvenovania. Mnohé
faktory mézu ovplyvnit kvalitu a/alebo mnozstvo DNA extrahovanej zo vzoriek
vratane predanalytickych faktorov, ako je doba trvania fixacie tkaniva a spracovanie
(napr. Cerstvo zmrazené vzorky verzus FFPE vzorky, pritomnost alebo nepritomnost
odvaphovania), dizka a stav sklika a blokov uréenych na uskladnenie, velkost
nadoru a celularita, stupen proliferanej frakcie nadoru a viabilita nadoru [6, 7]. Je
velmi doblezité, aby anatomicky patolég vyhodnotil sekciu a potvrdil diagnostiku,
kvalitu vzorky a iné morfologické znaky spomenuté pred extrakciou (velkost nadoru,
celularnost, frakcia a Zivotaschopnost).

Molekularne profilovanie nadorov sa zvycajne uskutoChuje z DNA extrahovanej zo
vzoriek tkaniva fixovanych formalinom a zaliatych v parafine (FFPE) kvéli logistickej
komplexnosti pripravy a skladovania cerstvého alebo zmrazeného tkaniva v
klinickom laboratériu. Formalinova fixacia spbésobuje fragmentaciu a zosietovanie
(cross-linking) DNA a uskladanie bloku méze ¢asom dalej poSkodzovat DNA [6-8].
Napriek tymto problémom vSak Studie ukazali pouzitie FFPE vzoriek tkaniv v
klinickom laboratériu ako vhodné [9].
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Obr. 2 Schéma pracovneho postupu Agilent SureSelect ©Obr. 3 Schéma pracovnéeho paostupu
Target Enrichment systému (upravené podrfa 6). Agilent HaloPlexHS Target Enrichment
systemu (upravené podla 1).

Vysoka senzitivita

Zatiat o FFPE vzorky poskytuju cenny zdroj réznych genetickych informacii, jednou
z prekazok pri izolacii DNA z FFPE tkaniva je ziskanie DNA dostatoCnej molekularne;j
hmotnosti a kvality pre amplifikaciu a detekciu. Preto je nevyhnutné optimalizovat
pripravu kniZznice a minimalizovat pocCet krokov na zniZzenie degradacie Ci straty
vzoriek a ziskat’ vysokokvalitné kniznice z aj narocnych typov vzoriek.

Agilent SureSelect*" "° produkuje komplexnejsie kniznice s vy$$im percentom &itani
v cielfovych oblastiach pre Siroku Skalu jednotlivych typov tkaniv — v Cerstvych aj
FFPE vzorkach — len s 10 az 200 ng vstupného materialu. Pre zabezpecenie lepSich
vysledkov a konzistencie vzoriek réznej kvality vyvinula spolo¢nost’ Agilent kompletné
rieSenie pracovného postupu, ktoré zahrnuje predkvalifikaciu DNA (FFPE QC Kit, kat.
¢. G9700A a G9700B, 2100 Bioanalyzer alebo 4200 TapeStation System) a pripravu
kniZznice pomocou reagencii z jednej skumavky [1].

Senzitivita sa vztahuje na percento pravych variantov, ktoré su spravne
identifikované. Vo vacsSine pripadov je citlivost obmedzena mnozZstvom vstupnej
vzorky, vykonnostou testu a chybami PCR a sekvencovania. V dosledku toho uroven
chyb pozorovana pri tradiCnych NGS testoch typicky zasahuje do dovery detekcie
variantov nizkej frekvencie v désledku heterogénnosti nadoru.

Agilent SureSelect®” " obsahuje molekularne &iarové kédy (molecular barcodes),
ktoré umoznuju uzivatelovi odfiltrovat artefakty produkované pocas pripravy kniznice,
obohatenia vzorky a sekvenovania, €0 ma za nasledok vznik faloSne pozitivnych
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variantov. Molekularne &iarové kédovanie so systémom SureSelect®” " dosahuje
Spickové metriky, ¢o umozfiuje detekciu zriedkavych variantov az na < 1%, priCom
vacsina uzivatefov pouziva prah spolahlivosti (confidence threshold) a oznacuje
varianty nad alelovou frekvenciou 3-5%.

Chyby vzniknuté poCas PCR amplifikacie a sekvenovania zvySuju celkovu
chybovost. Tieto chyby alebo faloSne pozitivne vysledky vedu k znizeniu senzitivity
voCi skutoCnym mutaciam, ktoré sa vyskytuju v nizkej hladine vo vzorke. Tento
problém je obzvlast zavazny v pripade heterogénnych bunkovych populacii, ako su
napriklad urcité subpopulacie nadorov. Inkorporované molekularne ciarové kédy
umoznuju detegovat v DNA template mutacie s nizkou frekvenciou, a to odstranenim
faloSne pozitivnych vysledkov a poskytovanim korekcie chyb pre presnejSiu analyzu
variantov [1].

Agilent SureSelect rieSenie ma znizeny pocet jednotlivych enzymatickych
krokov, krokov Cistenia a prenosu vzoriek poCas pracovného postupu pripravy
kniznice, €o zabezpeluje komplexnost kniZznice najma pri nizSich vstupnych
mnozstvach vzorky (len 10 ng). Iba 90-mindtova hybridizacia v kombinacii
s efektivnejSim spracovanim vzorky umozfiuje pripravu kniZznice pocCas jedného
dna.Pracovny postup naviac podporuje multiplexné sekvenovanie az 32 vzoriek
v jednom sete (pooling) [1].

XT HS

Zaver

Neustaly vyvoj novych molekularnych cielenych terapeutik, ako aj rastuci pocet
uzitonych molekularnych biomarkerov pomahajucich v diagnostike a prognodze,
zvysili dopyt po testovani. ZniZzovanie velkosti biopsie, respektive mnozstva vstupnej
vzorky ma za nasledok poziadavku na stale viac a viac testov s vy$Sou senzitivitou.
Techniky, ktoré meraju iba jeden alebo niekolko biomarkerov naraz, nie su v takychto
pripadoch uZito€né. Sekvenovanie novej generacie (NGS) umozfiuje sekvenovanie
vacsich panelov génov zodpovednych za rakovinové ochorenia s menSim
mnozstvom tkaniva a ako viest k uspokojeniu tejto poziadavky [3].
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Abstract
Cell death is a key process during human development and tissue homeostasis of
multicellular organisms. Abnormalities in its regulation are associated with wide range
of clinico-pathological entities. Apoptosis (type | cell death), autophagy (type Il cell
death), and necrosis (type Il cell death) are major types of cell death. At present, we
can distinguish about 30 types of cell death that occur in human tissues. In this
review, we discuss less common types of cell death.

Keywords: cell death, new insight

Uvod

V sucCasnosti je plne akceptovany nazor, ze bunkova smrt je dblezity fenomén
v normalnej histogenéze organov, Vv nepretrzitej kinetike zdravych tkaniv,
v patogenéze poskodenia a chorobnych stavoch atiez v lieCbe Sirokého spektra
ochoreni. Studium a pochopenie bunkovej smrti je jednym zo zakladov v [udskej
patobioldgii a v terapii chordb.
Bunky mézu odumriet’ viacerymi sposobmi [1]. Bunkova smrt’ je zvacsa klasifikovana
do troch najznamejSich zakladnych typov:

- apoptoza (typ 1)

- autofagia (typ Il)

- nekroza (typ )
Organizované odstraniovanie vybranych buniek apoptéozou sa [i8i od lytickej
destrukcie buniek nekrézou. Autofagia je zase intracelularny katabolicky proces,
ktory sa vyskytuje pri lyzozomalnej degradacii poSkodenych organel. Je vSak zname,
Zze morfologicky obraz jednotlivych typov bunkovej smrti sa méze scCasti prekryvat.
Preto sa v suCasnosti akceptuje tiez nazor, Ze bunkova smrt méze predstavovat
jeden kontinualny proces s nekrézou na jednom konci morfologického spektra
a s apoptézou na druhom konci. Rozvojom poznatkov sa postupne stavaju zname
molekulové mechanizmy jednotlivych foriem bunkovej smrti, o mbze osvetlit dalSie
nejasnosti vyplyvajuce z morfologického obrazu [1].
Rozlicné typy bunkovej smrti boli donedavna definované hlavne na zaklade
morfologickych kritérii, priom sa jednoznane nezohladhovali Ziadne molekulové
a biochemické aspekty. Nové pohlady na procesy suvisiace s bunkovou smrtou
prezentuje medzinarodna skupina NCCD (The Nomenclature Committee on Cell
Death) [1, 2]. V uvedenych c¢lankoch podrobne opisuju molekulové pozadie
jednotlivych typov bunkovej smrti a navrhuju tiez novu terminoldgiu, ktora sa opiera
o najnovsie poznatky v tejto oblasti. Napr. NCCD navrhuje nahradit nazvy typu
.percento apoptotickych buniek®, ,percento nekrotickych buniek®, ,percento mftvych
buniek® a ,percento prezivajucich buniek® inymi presnejSimi a viac vystiznymi
nazvami. Doporucuje pouzivat novu terminolégiu pre procesy suvisiace s bunkovou
smrtou, napr. ,percento buniek s kondenzovanym chromatinom®, ,percento buniek
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s fragmentaciou DNA®, ,percento buniek s nizkym transmembranovym potencialom
mitochondrii“, ,percento pozitivnych buniek na PI* (propidium iodide), ,percento
pozitivnych buniek na kaspazu-3“ a ,percento TUNEL pozitivnych buniek®. NCCD
tiez navrhuje nahradit termin ,percento autofagickych buniek novym nazvom
spercento vakuolizovanych buniek®, a pod. NCCD dalej doporuCuje diagnostikovat
bunkovu smrt’ viac nez jednou metddou, aby sa tak predisSlo hodnoteniu pripadnych
artefaktov [1].

Enormny vedecky progres prinasa stale nové poznatky vo vSetkych aspektoch Studia
bunkovej smrti. Preto NCCD doporucuje precizne definovat vSetky typy bunkovej
smrti na molekulovej, biochemickej, farmakologickej a funk&nej baze. Morfologické
prejavy bunkovej smrti nepokladaju z tohto pohfadu za podstatné [2].

Proces zomierania bunky je reverzibilny, pokial sa nedosiahne prva ireverzibilna
faza, tzv. ,point-of-no-return. Tento krok by mohol byt reprezentovany vyraznou
aktivaciou kaspaz, stratou mitochondrialneho transmembranového potencialu,
uplnou permeabilizaciou vonkajsej mitochondrialnej membrany
a phosphatidylserinom na povrchu bunky. Pri absencii jednoznacnych biochemickych
kritérii pre ireverzibilnu fazu mozno podfa NCCD povaZovat za mftvu bunku taku,
ked je pritomny aspon jeden z nasledujucich molekulovych alebo morfologickych
znakov:

- strata integrity bunkovej membrany, ktora je dokazana inkorporaciou vitalnych

farbiv, napr. Pl in vitro,

- bunka, vratane jadra vykazuje zretelnu fragmentaciu na apoptotické telieska,

- fagocytdza apoptotickych buniek / fragmentov okolitymi bunkami in vivo.
Délezité je vSak odliSit ,mftve bunky“ od ,buniek odumierajucich®, ktoré sa mézu
vyskytnut' v Sirokom spektre réznych biochemickych procesov, napr. senescentné
bunky. Tieto su povaZované stale eSte za zivé bunkové elementy [1].

Okrem troch zakladnych typov bunkovej smrti, ktoré su uvedené vysSie, su
v literature Coraz CastejSie diskutované aj menej zname formy, ktoré prehladne
uvadzame v nasledujucom texte.

Kornifikacia (Rohovatenie)

Kornifikacia predstavuje vefmi Specificki formu programovanej bunkovej smirti
v epidermis kozZe. Morfologicky, ale aj biochemicky sa odliSuje od klasickej apoptdzy.
Vysledkom tejto formy bunkovej smrti je tvorba korneocytov, ktoré su v podstate
mitve keratinocyty. Korneocyty obsahuju zmes Specifickych proteinov (napr. keratin,
lorikrin, involukrin, trichohyalin) a lipidov (napr. mastné kyseliny a ceramidy). Tieto su
nevyhnutné pre fyziologicku funkciu zrohovatenej vrstvy epidermis (mechanicka
odolnost, elasticita, nepriepustnost pre vodu, Strukturalna stabilita). Proces
kornifikacie prebieha pomaly, bunky v zrohovatenej vrstve su navzajom pevne ku
sebe fixované adherujucimi medzibunkovymi spojmi a medzibunkova hmota je
tvorena filaggrinovou matrix [3].

Proces kornifikacie je tiez oznaCovany ako keratinizacia, v podstate ide o finalnu fazu
tzv. konceptu epidermalnej proliferacnej jednotky. Je teda vysledkom epitelovej
diferenciacie v epidermis, pri ktorej zohrava podstatnu ulohu interakcia viacerych
enzymov (napr. transglutaminazy 1, 3 a5) a mnohych dalSich substratov (napr.
lorikrin, involukrin, SPR), vratane lipidov, ktoré su déleZitou zloZzkou v extracelularne;
lokalizacii [3] .
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Mitoticka katastrofa

Mitoticka katastrofa je cesta bunkovej smrti, ktora je vyvolana mitotickym zlyhavanim.
Zlyhavanie je sp6sobené defektnymi mechanizmami jednotlivych faz bunkového
cyklu a tvorbou aneuploidnych buniek, ktoré su odsudené na zanik. Morfologické
abnormality su charakterizované najma multinukleaciami a mikronukleaciami.
Mitoticka katastrofa méze byt indukovana rbéznymi typmi cytokinov. Vznik
abnormalnych mitéz zavisi na pbévode induktora a na aktualnej faze bunkového
cyklu. NDCC navrhuje pouzivat pre tento typ bunkovej smrti nazov ,bunkova smrt
v priebehu metafazy” alebo ,bunkova smrt po multinukleacii® [4]. Stale je
diskutované, ¢&i mitotickd katastrofa reprezentuje kaspazovo-nezavisly typ
programovanej bunkovej smrti [1].

Anoikis

Grécke slovo ,anoikis® znamena v preklade ,strata domova“ alebo vo volnom
preklade ,bezdomovec®. Anoikis predstavuje formu programovanej bunkovej smrti,
kedy je bunka uvolnena od medzibunkovej matrix alebo z konglomeratu okolitych
buniek a dostava sa do lokalizacie, ktora je pre Au cudzia. Anoikis bola prvy krat
opisana na epitelovych a endotelovych bunkach. Svojou podstatou predstavuje
formu obrannej reakcie organizmu, ktora zabranuje adhézii uvolnenych buniek na
nespravnom mieste a pripadne aj ich naslednym dysplastickym zmenam [5].

Excitotoxicita

Ide oformu bunkovej smrti neurénov, ktoré su vystavené excitatnému ucinku
aminokyselin, ¢o vedie k otvoreniu N-metyl-p-asparate Ca®* permeabilnych kanalov
s naslednym influxom Ca?" a aktivaciou letalnych drah. V zavislosti na iniciadnych
stimuloch méze ,Excitotoxicita“ vykazovat Crty tak apoptdzy ako aj nekrdzy [4].

Wallerianova degeneracia

Tento nazov neoznacuje typ bunkovej smrti sensu stricto. Vyskytuje sa v nervovom
systéme, kedy degeneruje len ¢ast neurdnu alebo axon, ale neurdn ako celok ostava
zivy [6].

Paraptoza

Paraptdéza je charakterizovana cytoplazmovou vakuolizaciou, ktora sa zacina
progresivnym zdurenim mitochondrii a endoplazmatického retikula. Tento geneticky
programovany proces Vo vacSine pripadov nebyva asociovany s kaspazovou
aktivitou, formaciou apoptotickych teliesok, intranukleozomalnou fragmentaciou DNA
a ani inou morfologickou ¢rtou typickou pre apoptdzu. Nie je vSak celkom isté, Ci
paraptdza a autofagia predstavuju dva nezavislé typy programovanej smrti bunky [7].

Pyroptoza

Pyroptéoza alebo na kaspaze-1 zavisla bunkova smrt je spustana rozliCnymi
patologickymi stimulmi (napr. Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,
Shigela flexneri), najCastejSie je asociovana so zapalovymi stavmi a jej vysledkom je
lyza poskodenej bunky [8].

Pyronekréza

Nekroticka smrt makrofagov, ktoré su infikované S. flexneri pri vysokom pomere
bakteria / makrofagy, sa oznacuje ako pyronekréza. Pyronekroza a pyroptdza su si
velmi podobné, ale pyroptdza je zavisla na kaspaze-1 [9].
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Entéza

Pbvodne bola ,Ent6za“ opisana ako ,bunkovy kanibalizmus® v lymfocytoch pri
Huntingtonovej chorobe, pricom jedna bunka pohlti susednu bunku, ktora potom
zomiera vo fagozome. Entdéza sa vyskytuje v bunkach, v ktorych absentuje tak
kaspaza-3 ako aj beclin-1 (su teda neschopné podliehat apoptdéze a autofagii).
Entdéza je najCastejSie spustana uvofnenim epitelovych buniek z extracelularnej
matrix. Je vSak stale otazne, ¢i méZzeme entdézu povazovat naozaj za novy spdsob
bunkovej smrti [10].

MPT — riadena nekréza

Zvysenie permeability mitochondrialnej membrany sa povaZuje za jeden z klucovych
momentov v mechanizmoch bunkovej smrti. PoruSenie permeability vedie k zmenam
vnutrobunkového prostredia, k zmenam osmotickych pomerov, k poruseniu oboch
mitochondrialnych membran a k opuchu mitochondrii. Anti-apoptotické Bcl-2 proteiny
maju schopnost’ zablokovat MPT a tym mézu zabranit MPT — dependentnej nekréze
[11].

Nekroptoza

Ide o formu regulovanej bunkovej smrti, ktora je vyvolana zmenami extracelularneho
alebo intracelularneho mikroprostredia, ktoré su detekované Specifickymi receptormi
smrti, napr. FAS alebo TNFR1. Nekropt6za zohrava doélezitu ulohu vo vyvinovych
programoch organizmu, zucastriuje sa odstranovania defektnych buniek a udrziava
homeostazu T-lymfocytov [12]. Prejavuje sa nekrotickym morfotypom.

Ferroptoza

Predstavuje typ regulovanej bunkovej smrti, iniciovana je Specifickym poskodenim
vnutrobunkového prostredia, najma lipidov pri tvorbe ROS a pritomnosti Zeleza.
Ferroptoza je nezavisla na kaspazovom systéme. Manifestuje sa nekrotickou
morfoldgiou [13].

Parthanatéza

Ide oregulovanu bunkovu smrt pri hyperaktivacii Specifickych komponentov
poskodenia DNA, hlavhe PARP1. M6ze sa vSak vyskytnut' aj ako odpoved bunky na
oxidacny stres, hypoxiu, hypoglykémiu alebo zapalové stavy. Délezitu ulohu zohrava
vazba PARP s AIF a uvolnenie AIF do cytoplazmy bunky a naslednou translokaciou
do jadra, kde spésobuje fragmentaciu DNA a kondenzaciu chromatinu [14].

NEToticka bunkova smrt’

Predstavuje dost kontroverzny typ regulovanej bunkovej smrti, ktory bol opisany
pbvodne pri neutrofiloch. Asociovany je s vyluCovanim zhlukov vlakien, ktoré
obsahuju chromatin a histony a su naviazané na cytoplazmové antimikrobialne
proteiny. Tento komplex sa nazyva ako ,NET“ [15]. NETs su produkované ako
odpoved na rozlicné mikrobialne a iné aktivacné stimuly a v podstate predstavuju
extracelularnu platformu pre uchytenie a degradaciu mikrébov [16]. NET podobné
Struktury vSak mézu vyluCovat’ aj iné bunky, napr. mastocyty a eozinofily [17].

Lyzozém — dependentna bunkova smrt’

Tento typ bunkovej smrti je pokladany za regulovanu bunkovu smrt, ktora je vyvolana
porusenim vnutrobunkovej homeostazy pri poSkodeni permeabilizacie lyzozomalnych
membran. Ide o zaujimavy typ bunkovej smrti, vyskytuje sa pri viacerych
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patofyziologickych a fyziologickych stavoch, napr. pri zapaloch, pri involucii Zliazok
prsnika po laktacii, pri starnuti, dalej pri neurodegenerativnych stavoch,
kardiovaskularnych ochoreniach, a pod. [18].

Imunogénna bunkova smrt’

Poklada sa za zvlastny typ regulovanej bunkovej smrti. Vznika aktivaciou
adaptaénych imunnych odpovedi bunky na Specifické endogénne (bunkové) alebo
exogénne (virusy) antigény. Iniciovana méze byt aj niektorymi chemoterapeutikami
(napr. anthracykliny, bortezomid), radiacnou terapiou a fototerapiou [19].
Imunogénna bunkova smrt' je charakterizovana produkciou DAMPs, pricom niektoré
znich sa exprimuju na povrchu bunky (napr. calreticulin, HSPs). Tieto maju
imunostimulacny efekt, ktory je zaloZzeny na ich reakcii s antigén-prezentujucimi
bunkami a v kone¢nom désledku dochadza k aktivacii cytotoxickych T-buniek [20].

Zaver
Bunkova smrt odjakzZiva putala pozornost vedeckej komunity a doslova fascinovala
celé generacie vedcov, ktori sa snaZzili preniknut’ hibSie do podstaty tohto tajomného
deja. Uspechy, &i neuspechy boli limitované rozvojom vedy v celej svojej Sirke v tej
ktorej historickej etape vyskumu bunkovej smrti. S odstupom €asu vSak mozno
konstatovat, ze najvacsia pozornost bola predsa len zamerana na vyskum apoptézy.

Literatara:

[1] Galluzzi, Cell Death Differ. 2015, 22:58-73.

[2] Galluzzi, Cell Death Differ. 2018, 25:486-541.

[3]Candi, eLS. John Wiley & Sons Ltd, Chichester. Nov 2016, http://www.els.net.
[4] Kroemer, Cell Death Differ. 2009, 16/1:3-11.

[5] Wazir, Cancer Cell International. 2015, DOI: 10.1186/s12935-015-0187-z.
[6] Luo, Annu Rev Neurosci. 2005, 28:127-156.

[7] Sperandio, Cell Death Differ. 2004, 11:1066-1075.

[8] Miao, Immunol Rev. 2011, 243/1:206-214.

[9] Ting, Nat Rev Immunol. 2008, 8:372-379.

[10] Mason, Trends Cancer. 2017, 3:475-481.

[11] 1zzo, Trends Cell Biol. 2016, 26:655-667.

[12] Dara, Cell Death Discov. 2016, 2:16089.

[13] Dixon, Immunol Rev. 2017, 277:150-157.

[14] Fatokun, Br J Pharmacol. 2014, 171:2000-2016.

[15] Laukova, J Applied Biomed. 2018, 16:1-9.

[16] Branzk, Nat Immunol. 2014, 15:1017-1025.

[17] Wartha, Sci Signal. 2008, 1/21, pe25. doi: 10.1126/stke.121pe25
[18] Gomez-Sintes, Ageing Res Rev. 2016, 32:150-168.

[19] Galluzzi, Nat Rev Immunol. 2017, 17:97-111.

[20] Panaretakis, EMBO J. 2009, 28:578-590.

Strana | 88


http://www.els.net/

Nové trendy a perspektivy v histoldgii IV

Prispevky zbornika boli podporené projektom BIOMED
Martin (ITMS 26220220187)

‘Vi \,\( \I
||I|m||l

* < /g
* p X Operacny program

v 1 VYSKUM aVYVo0) s\
Eurépska tunia . \
P W o Y

S
Eurépsky fond regiondlneho rozvoja

Agentura
Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR

— pre strukturalne fondy EU

Vydanie zbornika bolo podporené projektami

VEGA 1/0129/16 a VEGA 1/0171/18.

Strana | 89



