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W wielu przypadkach nagtych zgonéw z przyczyn sercowych rutynowa diagnostyka jest
niewystarczajgca dla potwierdzenia niedotlenienia miesnia sercowego zwilaszcza we
wczesnych fazach zawatu. Jedna z metod poszerzenia zakresu badan pos$miertnych jest
badanie metodg TUNEL wykrywajgce fragmentacje DNA kardiomiocytéw wigzang
z apoptozg. Praca stanowi sprawozdanie z programu badan, ktéry obejmowat 34
przypadki zgonéw. W 19 przypadkach uzyskano dodatni odczyn potwierdzajacy
obecnosc¢ fragmentacji DNA.. W 15 przypadkach wyniki odczynu byty ujemne. W czesci
przypadkow (22) wykonano barwienie metoda Nielsena oceniajac fuksynochtonno$é
wtokien. Autorzy na podstawie wiasnych wynikéw badan w konfrontacji z doniesieniami
z piSmiennictwa przedstawiajg zasady kwalifikacji i praktycznej interpretacji badan
wykrywajgcych fragmentacje DNA kardiomiocytow.

In a considerable number of cases of sudden death "routine" diagnosis is insufficient to
prove myocardial ischaemia especially in early myocardial infarction. One of the
additional methods of postmortem diagnosis is detection of cardiomyocyte DNA
fragmentation related to apoptosis. The authors presented research on 34 cases. Ali
postmortem examination were conducted in the Chair of Forensic Medicine of the
Jagiellonian University in Krakow. The data from history were taken into account as well
as the results of gross macroscopic and microscopic examination (hematoxylin et eosin
staining). In 19 cases the result of TUNEL assay was positive, in 5 apoptotic celi count
was 80-90%. "Positive" cases showed focal or diffuse apoptotic myocytes. In 15 cases
apoptotic reaction was negative including 3 cases of fatal ethanol intoxication and 1
aminotryptyline intoxication. In 22 cases the acid fuchsin technigue (Nielsen's) was
applied. The authors confronted their results with the data from literature and presented
principles of qualification and practical interpretation of immunohistochemical apoptosis
reaction.
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Celem prowadzonych badan byta ocena przydatnos$ci odczynu wykrywajace-
go fragmentacje DNA wigzang z apoptozg w kardiomiocytach w diagnostyce
nagtych zgondéw ze szczegdlnym uwzglednieniem wczesnych faz zawatu miesnia
sercowego. Inspiracjg tych badan byty doniesienia z prac badawczych, w ktérych
apoptoza zostata wykazana jako dominujacy model $mierci komorek we
wczesnych fazach niedotlenienia (1, 2, 6, 10, 16, 21). Niektére z prac podkreslajg
szczegO6lng role apoptozy tylko w sytuacji, gdy po niedotlenieniu dojdzie do
ponownego ukrwienia danego obszaru (reperfuzja) (5, 7, 20).

Apoptoza. znana tez jako ,zaprogramowana $mieré komorki", jako proces
biologiczny wymaga energii. Stad tezy, ze o rodzaju $mierci jakiej podlega¢
bedzie komérka decyduje poziom ATP w danym obszarze (8, 11). Apoptoza
zainicjowana przez czynniki wyzwalajgce przebiega w sposéb uporzgdkowany.
W patogenezie apoptozy szczegdlng uwage zwrdécono na aktywacje kaskady
cytoplazmatycznych proteaz - kaspaz (8, 12, 17). Podkres$la sie takze udziat
mitochondriéw i wolnych rodnikow (9). Stwierdzono, ze proces wigze sie takze ze
wzrostem ekspresji fosfatydyloseryny w zewnetrznej warstwie btony komérkowej
(14). Konsekwencjg procesu jest morfologicznie wyrazona $mieré komorki, na
ktérg sktadajg sie - kondensacja jgdrowej chromatyny - rozpad na pojedyncze
ciatka przy nieuszkodzonej btonie jadrowej oraz - zageszczenie cytoplazmy
z obkurczeniem komorki. Poézniejszy etap to rozpad jadra i cytoplazmy na tzw.
ciatka apoptotyczne, bardzo szybko fagocytowane przez sasiednie komorki.
Rozpad jadrowego DNA w apoptozie odbywa sie na drodze aktywacji lub syntezy
,de novo" specyficznych endonukleaz, ktére dziela DNA na okreslonej dtugosci
dwuniciowe fragmenty. Ten uporzgdkowany rozpad jadrowej chromatyny mozna
wykaza¢ metoda elektroforezy DNA na zelu agarozowym. Takze ta wiasciwosc¢
zostata wykorzystana w odczynie immunohistochemicznym wykrywajgcym
fragmentacje DNA in situ.

Apoptozie w odr6znieniu od martwicy nie towarzyszy naciek zapalny, jednak-
ze na co zwracajg uwage Majno i Joris (13) martwica (necrosis) jest sumg
zjawisk jakg inicjuje smier¢ komoérek zaréwno na drodze apoptozy jak i onkozy.
Termin oncosis uzyty zostat przez von Recklinghausena w 1910 roku i miat
ilustrowa¢ $mieré komorki przebiegajgca z jej obrzekiem. Odrdéznienie czy $mieré
komorki odbyta sie na drodze apoptozy czy onkozy obejmuje ocene danych
poczawszy od morfologii komorki (obkurczenie/obrzek), przez przepuszczalno$c¢
btony komoérkowej (wzrost przepuszczalno$ci w onkozie), ocene rozpadu
jadrowego DNA (uporzadkowany w apoptozie), obecnos¢ fosfatydyloseryny na
btonie komoérkowej, wykrycie aktywnosci kaspazy, identyfikacje zwiekszonej
ekspresji genow i ich produktéw oraz identyfikacje specyficznych endonukleaz
(apoptoza) (4). Z tych wszystkich parametréw najczesciej ocenia sie fragmenta-
cje jadrowego DNA, wykorzystujac dostepne metody - elektroforeze i badanie
immunohistochemiczne. Jakkolwiek elektroforeza DNA na zelu agarozowym jest
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czutg metodg, to jednak wyniki z obszardéw niedokrwionego miesnia wykazujag
mieszanine rozpadu DNA - jako rozpadu uporzgdkowanego i przypadkowego.
Nalezy mie¢ na uwadze, ze myocardium to mieszanina roéznych populacji
komoérek, nie tylko kardiomiocytéw, ale i obecnych tam komodrek naczyn
i podscieliska, czy komédrek osiadtych. W metodzie identyfikacji apoptozy in situ
wykazano, ze na pewnych etapach wynik pozytywny dotyczy zaréwno apoptozy
jak i onkozy (6). W badaniach doswiadczalnych Ohno i wspotpracownikéow (15)
stwierdzono bowiem, Zze apoptotyczne kardiomiocyty mogag by¢ onkotycznymi,
w ktorych doszto do rozpadu DNA. Badania nad rodzajem $mierci poszerzono tu
o ocene ich ultrastruktury poprzez wykorzystanie w tym celu mikroskopii
elektronowej. Wnioskiem tych badan byto stwierdzenie, ze fragmentacja DNA nie
zawsze jest tozsama z pojeciem apoptozy, co oznacza, ze ,apoptotyczne"
kardiomiocyty strefy zawatu moga by¢ wyrazem takze innej $mierci komérki.

Odréznienie tych dwoch rodzajow smierci komdérek ma istotne znaczenie
z punktu widzenia kliniczego. Apoptoza jako proces uporzgdkowany moze
podlegaé¢ wptywom na roznych etapach - np. poprzez dziatania farmakologiczne.
Wykrycie apoptozy w badanym materiale wymaga potwierdzenia w co najmniej
dwéch odczynach (wykrywajacych rozne typowe dla apoptozy zmiany).
W naszym materiale wykorzystaliSmy odczyn immunohistochemiczny, wykrywa-
jacy fragmentacje DNA. Materiat sekcyjny ogranicza mozliwosci zastosowania
wielu metod potwierdzajgcych apoptoze. | to zaréwno z powodu ograniczonej
dostepnosci metod dla skrawkow parafinowych, jak i z powodu samej specyfiki
materiatu (np. dtugi czas od zgonu do sekcji).

MATERIAL

Przedmiotem badan byty wycinki miesnia sercowego pobrane w czasie
sgdowo-lekarskich sekcji zwtok, wykonanych w Zaktadzie Medycyny Sadowej
w Krakowie w latach 1998-2001 w przypadkach nagtych zgondéw. Giownym
kryterium kwalifikujgcym do badan byt makroskopowy obraz sekcyjny wskazujg-
cy na sercowy mechanizm $mierci. 16 przypadkéw zakwalifikowano na
podstawie danych z wywiadu i makroskopowego obrazu sekcji. W$rod nich
znalazty sie 4 przypadki ostrego =zatrucia alkoholem etylowym i 1 zatrucia
amitryptylina, w pozostatych alkohol byt nieobecny. W 18 pozostatych przypad-
kach rozszerzono kryterium doboru tak, aby wyeliminowa¢ ewentualny wptyw
zatrucia alkoholem etylowym.

Badana grupa objeta tacznie 34 przypadki, w tym 30 mezczyzn i 4 kobiety,
Srednia wieku badanych mezczyzn wyniosta 47,17, u kobiet 44,25.

W 3 przypadkach czas od chwili stwierdzenia zgonu do sekcji nie przekroczyt
24h, w 18 wahat sie w poblizu 24h, w 9 nie byt dluzszy niz 48h, w 4 przypadkach
przekroczyt 72h (zwtoki przetrzymywane w chtodni).

Analiza wywiadu obejmowata dane dotyczgce choréb serca, nadcisnienia
tetniczego, innych choréb samoistnych, dolegliwosci poprzedzajgcych zgon
i ewentualnie prowadzong reanimacje:

- w 7 przypadkach uzyskano dane o wczesniejszych chorobach serca (w tym
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2 przypadki po przebytym zawale miges$nia sercowego, 1 po nagtym zatrzy-
maniu krgzenia w przesztosci);

- w 2 przypadkach odnotowano nadci$nienie;

- w 18 przypadkach wywiad w kierunku choréb serca byt ujemny;

- w 7 przypadkach brak byto danych;

- dolegliwo$ci poprzedzajgce zgon:(np. dusznos$é, bdél w klatce piersiowej, bol
zotgdka) wystapity w 6 przypadkach, w 10 odnotowano zastabniecie i nagte
zatrzymanie krgzenia nie poprzedzone innymi dolegliwo$ciami; w 18 przy-
padkach brak byto danych o objawach przed zgonem;

- reanimacje podjeto w 13 przypadkach;

- inne choroby (nie dotyczgace uktadu krazenia) zgtaszane w wywiadzie
wystepowaty w 8 przypadkach, w 7 przypadkach brak byto danych, w 19
przypadkach nie wystepowaty.

Tabela |. Liczba przypadkdéw w poszczegodlnych grupach wiekowych
z uwzglednieniem pici.

Table |. Number of cases - age/sex groups.
Qrupy Kobiety Mezczyzni Ogotem

wiekowe (Women) (Men) (Total)
(Age groups)
21-30 1 1 2
31-40 7 7
41-50 1 11 12
51-60 2 10 12
>90 1 1
Ogotem
(Total) 4 30 34

Oceniano zmiany makroskopowe stwierdzane w mie$niu sercowym, gtédwnie
blizny i stopien nasilenia miazdzycy. Blizny obecne byty w 14 przypadkach, przy
czym rozlegte (obejmujace okolice co najmniej dwoéch $cian) w 3 przypadkach,
wiecej niz na jednej $cianie w 3 przypadkach, pojedyncze ograniczone do
fragmentu jednej ze $cian w 8 przypadkach. Miazdzyca tetnic opisana zostata
w 30 przypadkach, w tym w 18 ze zwezeniem S$wiatta. Uwzgledniono takze
zmiany moggace sugerowac¢ Swiezy zawal: w 13 przypadkach opisano ognisko
przekrwienia, ujeto tu takze przypadki, gdzie w catosci miegsien przedstawiat
nieregularne barwe.

Ocenie poddano takze zmiany mikroskopowe widoczne w preparatach
barwionych rutynowo hematoksylingeozyng.

METODA

Wycinki pobrane z trzech okolic miesnia sercowego lewej komory: ze $ciany
przednioprzegrodowej, tylnej i okolicy koniuszka utrwalane byty w 10% roztworze
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formaliny, nastepnie w sposdb rutynowy przeprowadzane i zatapiane w parafinie.
Tak przygotowany materiat byt skrawany do kolejnych barwien. We wszystkich
przypadkach wykonano barwienie hematoksyling/eozyng oraz odczyn TUNEL.
Barwienie metoda Nielsena (ocena fuksynochtonnosci witdékien) wykonane byto
w 22 przypadkach. Odczyn immunohistochemiczny wykonywano wedtug
procedury okreslonej dla skrawkédw parafinowych wykorzystujgc zestaw do
wykrywania apoptozy in-situ ApoTag Peroxidase Kit (ONCOR, Gaithersburg,
MD, USA). Kazdorazowo jako kontrole prawidtowosci odczynu barwiono preparat
z jelita cienkiego. Preparaty zostaty ocenione przez dwéch patomorfologow.

Opisywano wystepowanie dodatniego odczynu w preparacie czy to w poje-
dynczych, rozsianych komoérkach, czy tez w skupiskach komoérek.

WYNIKI | OMOWIENIE

Dodatni odczyn na obecnos$¢ fragmentacji DNA w komodrkach miesnia
sercowego uzyskano w 19 przypadkach: w 5 ilo§¢ komérek ,apoptotycznych"
osiggata 80-90% w preparacie, w 10 komorki ,apoptotyczne" wystepowaty
w skupiskach, w 4 stwierdzono pojedyncze, rozsiane komérki ,apoptotyczne".
W tej ostatniej grupie znalazt sie 1 przypadek ostrego zatrucia alkoholem
etylowym. Analizujgc wszystkie przypadki zatru¢ alkoholem etylowym pod katem
uzyskanych danych zwréciliSsmy uwage, ze witasnie ten jeden przypadek
wyrézniat sie sposrod pozostatych, zaréwno obrazem makroskopowym (blizna
w mie$niu sercowym, zaawansowana miazdzyca) jak i danymi z wywiadu
(zdiagnozowana choroba wiencowa). W tej grupie przypadkow barwienie metoda
Nielsena wykonane zostato w 12 przypadkach - az w 9 byto ujemne. Tylko w 3
uzyskano zgodno$¢ obu odczyndow, wsrdod byt tylko jeden z grupy najbardziej
pozytywnych immunohistochemicznie.

W 15 przypadkach uzyskano wynik ujemny (brak odczynu), ws$rédd nich
znalazty sie 3 przypadki ostrego zatrucia alkoholem etylowym i 1 przypadek
zatrucia amitryptyling. W 10 przypadkach wykonano barwienie Nielsena. Tylko
w 2 przypadkach wuzyskano zgodno$é obu odczynow (oba ujemne), w 8
natomiast barwienie Nielsena dato wynik pozytywny.

W przypadkach ostrego =zatrucia alkoholem etylowym barwienie metodg
Nielsena wykazato fuksynochtonnos$¢ widkien we wszystkich preparatach.

DYSKUSJA:

W opiniowaniu o nagtych zgonach z przyczyn sercowych najistotniejsze jest
stwierdzenie takich zmian chorobowych samoistnych w narzadzie krazenia, ktore
ttumaczytyby zgon wtasnie z tych przyczyn. Najwiecej watpliwosci budzg
przypadki, gdy zaréwno obraz makroskopowy jak i mikroskopowy nie wskazujg
na sercowg przyczyne zgonu. Stad konieczno$¢ poszerzenia rutynowej
diagnostyki.(18, 19) Zastosowane barwienie immunohistochemiczne preparatéw
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miesnia sercowego jest takim wtasnie przyktadem rozszerzenia badan
w wybranych przypadkach. Co za tym idzie (takze z uwagi na koszt badan)
kwalifikacja do badan powinna obejmowaé¢ analize nastepujgcych grup wskazan:
1. dane z wywiadu chorobowego (szczego6lnie przypadki z ujemnym wywiadem

w kierunku choréb serca),

2. wyniki badania makroskopowego i mikroskoopowego (rutynowego (H/E) i np.
metody Nielsena),

3. wynik badania toksykologicznego (analiza ewentualnego wptywu alkoholu
etylowego ze szczegdlnym uwzglednieniem fazy eliminacji),

4. stopien autolizy materiatu.

Odczyn powinien byé przeprowadzony w trzech rutynowo pobranych wycin-
kach z typowych lokalizacji i ewentualne celowanym ognisku. Interpretacja
wynikéw powinna by¢ zaréwno jakosciowa jak i ilosciowa w konfrontacji
z wszystkimi informacjami dotyczgcymi danego przypadku. Jako pozytywne -
czyli wskazujgce na wysokie prawdopodobienstwo wystgpienia niedotlenienia
bez watpienia nalezy traktowa¢ te wyniki odczynu, w ktorych pozytywnie
wybarwia sie znaczny odsetek komdérek 80-90% oraz przypadki, gdzie
pozytywny odczyn wystepuje w skupiskach ogniskowe Watpliwosci interpreta-
cyjne budzg przypadki, gdzie tylko pojedyncze komérki daja odczyn pozytywny.
W pracach doswiadczalnych w miare oddalania sie od ogniska zawatu
zmniejszata sie ilo§¢ komédrek apoptotycznych. Stad w takich przypadkach nalezy
rozwazy¢, c¢zy pobrany wycinek obejmowat ,wtasciwg okolice". Wnioski
z naszych obserwacji potwierdzajg to spostrzezenie. Pozwalajg takze na
przyjecie, ze uzyskanie dodatniego odczynu w pojedynczych nawet komérkach
przemawia za niedotlenieniem. Interpretacja jednak takich przypadkéw powinna
opiera¢ sie na catosci materiatu i obejmowac¢ zarowno dane z wywiadu jak
i okolicznoséci $mierci.

Autorzy skladajg podziekowanie dla Pani mgr Marii Bobek za  wspdiprace
i fachowg  techniczng pomoc.
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