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W wielu przypadkach nagłych zgonów z przyczyn sercowych rutynowa diagnostyka jest 
niewystarczająca dla potwierdzenia niedotlenienia mięśnia sercowego zwłaszcza we 
wczesnych fazach zawału. Jedną z metod poszerzenia zakresu badań pośmiertnych jest 
badanie metodą TUNEL wykrywające fragmentację DNA kardiomiocytów wiązaną 
z apoptozą. Praca stanowi sprawozdanie z programu badań, który obejmował 34 
przypadki zgonów. W 19 przypadkach uzyskano dodatni odczyn potwierdzający 
obecność fragmentacji DNA.. W 15 przypadkach wyniki odczynu były ujemne. W części 
przypadków (22) wykonano barwienie metodą Nielsena oceniając fuksynochłonność 
włókien. Autorzy na podstawie własnych wyników badań w konfrontacji z doniesieniami 
z piśmiennictwa przedstawiają zasady kwalifikacji i praktycznej interpretacji badań 
wykrywających fragmentację DNA kardiomiocytów. 

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 Kraków. 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 techniąue (Nielsen's) was 
applied. The authors confronted their results with the data from literaturę and presented 
principles of qualification and practical interpretation of immunohistochemical apoptosis 
reaction. 
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Celem prowadzonych badań była ocena przydatności odczynu wykrywające
go f ragmentac ję DNA w iązaną z apop tozą w kard iomiocytach w d iagnostyce 
nagłych zgonów ze szczególnym uwzględnieniem wczesnych faz zawału mięśnia 
sercowego. Inspiracją tych badań były doniesienia z prac badawczych, w których 
apoptoza zosta ła wykazana jako dominujący model śmierc i komórek we 
wczesnych fazach niedot lenienia ( 1 , 2, 6, 10, 16, 21) . Niektóre z prac podkreś la ją 
szczegó lną rolę apoptozy tylko w sytuacj i , gdy po niedot lenieniu dojdzie do 
ponownego ukrwienia danego obszaru (reperfuzja) (5, 7, 20) . 

Apoptoza . znana też jako „zaprogramowana śmierć komórk i " , j ako proces 
biologiczny w y m a g a energi i . Stąd tezy, że o rodzaju śmierc i jakiej podlegać 
będzie komórka decyduje poz iom A T P w danym obszarze (8, 11). Apoptoza 
zain ic jowana przez czynniki wyzwala jące przebiega w sposób uporządkowany. 
W patogenez ie apoptozy szczegó lną uwagę zwrócono na aktywację kaskady 
cytop lazmatycznych proteaz - kaspaz (8, 12, 17). Podkreśla się także udział 
mi tochondr iów i wo lnych rodników (9). Stwierdzono, że proces w iąże się także ze 
wzros tem ekspresj i fosfatydyloseryny w zewnętrznej warstwie błony komórkowe j 
(14). Konsekwenc ją procesu jes t morfologicznie wyrażona śmierć komórk i , na 
którą sk ładają się - kondensac ja jądrowej chromatyny - rozpad na pojedyncze 
ciałka przy n ieuszkodzonej błonie jądrowej oraz - zagęszczen ie cytoplazmy 
z obkurczen iem komórk i . Późniejszy etap to rozpad jądra i cytoplazmy na tzw. 
ciałka apoptotyczne, bardzo szybko fagocytowane przez sąsiednie komórk i . 
Rozpad jąd rowego DNA w apoptoz ie odbywa się na drodze aktywacj i lub syntezy 
„de novo" specyf icznych endonuk leaz, które dzielą DNA na okreś lonej d ługości 
dwunic iowe f ragmenty. Ten uporządkowany rozpad jądrowej chromatyny można 
wykazać m e t o d ą elektroforezy DNA na żelu agarozowym. Także ta w łaśc iwość 
została wykorzys tana w odczynie immunoh is tochemicznym wykrywa jącym 
f ragmentac ję DNA in si tu. 

Apoptoz ie w odróżnieniu od martwicy nie towarzyszy naciek zapalny, j ednak 
że na co zwraca ją uwagę Majno i Joris (13) mar twica (necrosis) jest s u m ą 
zjawisk j a k ą inicjuje śmierć komórek zarówno na drodze apoptozy jak i onkozy. 
Te rm in oncos is użyty został przez von Reck l inghausena w 1910 roku i miał 
i lustrować śmierć komórk i przeb iega jącą z jej obrzęk iem. Odróżnien ie czy śmierć 
komórk i odbyła się na drodze apoptozy czy onkozy obe jmu je ocenę danych 
począwszy od morfologi i komórk i (obkurczenie/obrzęk) , przez przepuszczalność 
błony komórkowe j (wzrost przepuszczalności w onkozie) , ocenę rozpadu 
jąd rowego DNA (uporządkowany w apoptozie) , obecność fosfatydyloseryny na 
błonie komórkowe j , wykrycie aktywności kaspazy, identyf ikację zwiększonej 
ekspresj i genów i ich produktów oraz identyf ikację specyf icznych endonuk leaz 
(apoptoza) (4). Z tych wszystk ich parametrów najczęściej ocenia się f ragmenta
cję j ąd rowego DNA, wykorzystu jąc dostępne metody - e lektroforezę i badanie 
immunoh is tochemiczne . Jakkolwiek elektroforeza DNA na żelu agarozowym jest 
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czułą metodą, to jednak wyniki z obszarów n iedokrwionego mięśnia wykazu ją 
mieszaninę rozpadu DNA - jako rozpadu uporządkowanego i przypadkowego. 
Należy mieć na uwadze, ze myocard ium to mieszanina różnych populacj i 
komórek, nie tylko kardiomiocytów, ale i obecnych tam komórek naczyń 
i podściel iska, czy komórek osiadłych. W metodzie identyfikacji apoptozy in situ 
wykazano, że na pewnych etapach wynik pozytywny dotyczy zarówno apoptozy 
jak i onkozy (6). W badaniach doświadczalnych Ohno i wspó łp racown ików (15) 
s twierdzono bow iem, że apoptotyczne kardiomiocyty m o g ą być onkotycznymi , 
w których dosz ło do rozpadu DNA. Badania nad rodzajem śmierc i poszerzono tu 
o ocenę ich ul trastruktury poprzez wykorzystanie w tym celu mikroskopi i 
e lekt ronowej . W n i o s k i e m tych badań było stwierdzenie, że f ragmentac ja DNA nie 
zawsze jest tożsama z pojęc iem apoptozy, co oznacza, że „apoptotyczne" 
kardiomiocyty strefy zawału m o g ą być wyrazem także innej śmierc i komórk i . 

Odróżnien ie tych dwóch rodzajów śmierc i komórek ma istotne znaczenie 
z punktu widzenia kl iniczego. Apoptoza jako proces uporządkowany może 
podlegać wp ł ywom na różnych etapach - np. poprzez działania farmakolog iczne. 
Wykryc ie apoptozy w badanym mater iale wymaga potwierdzenia w co najmniej 
dwóch odczynach (wykrywających różne typowe dla apoptozy zmiany) . 
W naszym mater ia le wykorzysta l iśmy odczyn immunohis tochemiczny, wykrywa
jący f ragmentac ję DNA. Materiał sekcyjny ogranicza możl iwości zas tosowania 
wielu metod potwierdzających apoptozę. I to zarówno z powodu ograniczonej 
dostępnośc i metod dla sk rawków paraf inowych, jak i z powodu same j specyf ik i 
mater iału (np. długi czas od zgonu do sekcj i) . 

MATERIAŁ 

Przedmio tem badań były wycinki mięśnia sercowego pobrane w czasie 
sądowo- lekarsk ich sekcj i zwłok, wykonanych w Zakładzie Medycyny Sądowej 
w Krakowie w latach 1998 -2001 w przypadkach nagłych zgonów. G łównym 
kryter ium kwal i f iku jącym do badań był makroskopowy obraz sekcyjny wskazują
cy na sercowy mechan izm śmierc i . 16 przypadków zakwal i f ikowano na 
podstawie danych z wywiadu i makroskopowego obrazu sekcj i . W ś r ó d nich 
znalazły się 4 przypadki ostrego zatrucia a lkoho lem ety lowym i 1 zatrucia 
amitryptyl iną, w pozostałych alkohol był nieobecny. W 18 pozostałych przypad
kach rozszerzono kryter ium doboru tak, aby wyel iminować ewentualny wpływ 
zatrucia a lkoho lem ety lowym. 

Badana grupa objęła łącznie 34 przypadki, w tym 30 mężczyzn i 4 kobiety, 
ś redn ia w ieku badanych mężczyzn wyniosła 47,17, u kobiet 44,25. 

W 3 przypadkach czas od chwil i stwierdzenia zgonu do sekcj i nie przekroczył 
24h, w 18 waha ł się w pobliżu 24h, w 9 nie był dłuższy niż 48h, w 4 przypadkach 
przekroczył 72h (zwłoki przetrzymywane w chłodni). 

Anal iza wywiadu obe jmowała dane dotyczące chorób serca, nadciśnienia 
tętn iczego, innych chorób samois tnych, dolegl iwości poprzedzających zgon 
i ewentua ln ie p rowadzoną reanimację: 
- w 7 przypadkach uzyskano dane o wcześnie jszych chorobach serca (w tym 
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2 przypadki po przebytym zawale mięśnia sercowego, 1 po nagłym zatrzy
maniu krążenia w przeszłości) ; 

- w 2 przypadkach odno towano nadciśnienie; 
- w 18 przypadkach wywiad w k ierunku chorób serca był u jemny; 
- w 7 przypadkach brak było danych; 
- dolegl iwości poprzedzające zgon:(np. duszność, ból w klatce piers iowej , ból 

żo łądka) wystąpi ły w 6 przypadkach, w 10 odnotowano zas łabnięc ie i nagłe 
zat rzymanie krążenia nie poprzedzone innymi do leg l iwośc iami ; w 18 przy
padkach brak było danych o ob jawach przed zgonem; 

- reanimację podjęto w 13 przypadkach; 
- inne choroby (nie dotyczące układu krążenia) zg łaszane w wywiadz ie 

występowały w 8 przypadkach, w 7 przypadkach brak było danych, w 19 
przypadkach nie występowały. 

Tabe la I. L iczba przypadków w poszczególnych grupach w iekowych 
z uwzg lędn ien iem płci. 

Table I. Number of cases - age/sex groups. 

Grupy 
w iekowe 

(Age groups) 

Kobiety 
( W o m e n ) 

Mężczyźni 
(Men) 

Ogó łem 
(Total) 

2 1 - 3 0 1 1 2 
3 1 - 4 0 7 7 
4 1 - 5 0 1 11 12 
5 1 - 6 0 2 10 12 
>90 1 1 
Ogó łem 
(Total) 

4 30 34 

Ocen iano zmiany makroskopowe stwierdzane w mięśniu se rcowym, g łównie 
blizny i s topień nasi lenia miażdżycy. Blizny obecne były w 14 przypadkach, przy 
czym rozległe (obe jmujące okol icę co najmniej dwóch ścian) w 3 przypadkach, 
więcej niż na jedne j ścianie w 3 przypadkach, pojedyncze ogran iczone do 
f ragmentu jedne j ze ścian w 8 przypadkach. Miażdżyca tętnic op isana została 
w 30 przypadkach, w tym w 18 ze zwężen iem światła. Uwzględniono także 
zmiany mogące sugerować świeży zawał: w 13 przypadkach op isano ognisko 
przekrwienia, ujęto tu także przypadki, gdzie w całości mięsień przedstawiał 
n ieregularne barwę. 

Ocen ie poddano także zmiany mik roskopowe widoczne w preparatach 
barwionych rutynowo hematoksy l inąeozyną. 

METODA 

Wycink i pobrane z trzech okol ic mięśnia sercowego lewej komory: ze śc iany 
przednioprzegrodowej , tylnej i okol icy koniuszka utrwalane były w 1 0 % roztworze 

formal iny, następnie w sposób rutynowy przeprowadzane i zatapiane w paraf inie. 
Tak przygotowany mater iał był skrawany do kolejnych barwień. We wszystk ich 
przypadkach wykonano barwienie hematoksy l iną/eozyną oraz odczyn T U N E L . 
Barwienie m e t o d ą Nielsena (ocena fuksynochłonnośc i włók ien) wykonane było 
w 22 p rzypadkach . Odczyn immunoh is tochemiczny wykonywano wed ług 
procedury okreś lonej dla sk rawków paraf inowych wykorzystu jąc zes taw do 
wykrywania apoptozy in -s i tu A p o T a g Peroxidase Kit (ONCOR, Gai thersburg, 
MD, USA) . Każdorazowo jako kontrolę prawidłowości odczynu barwiono preparat 
z jel i ta c ienkiego. Preparaty zostały ocenione przez dwóch patomor fo logów. 

Op isywano wys tępowan ie dodatn iego odczynu w preparacie czy to w poje
dynczych, rozsianych komórkach , czy też w skupiskach komórek . 

WYNIKI I OMÓWIENIE 

Dodatni odczyn na obecność f ragmentacj i DNA w komórkach mięśnia 
sercowego uzyskano w 19 przypadkach: w 5 i lość komórek „apoptotycznych" 
osiągała 8 0 - 9 0 % w preparacie, w 10 komórk i „apoptotyczne" występowały 
w skup iskach , w 4 stwierdzono pojedyncze, rozsiane komórk i „apoptotyczne". 
W tej ostatniej grupie znalazł się 1 przypadek ostrego zatrucia a lkoho lem 
ety lowym. Anal izu jąc wszystk ie przypadki zatruć a lkoho lem ety lowym pod kątem 
uzyskanych danych zwróci l iśmy uwagę, że właśnie ten jeden przypadek 
wyróżniał się spośród pozostałych, zarówno obrazem mak roskopowym (bl izna 
w mięśniu se rcowym, zaawansowana miażdżyca) jak i danymi z wywiadu 
(zd iagnozowana choroba w ieńcowa) . W tej grupie przypadków barwienie m e t o d ą 
Nielsena w y k o n a n e zostało w 12 przypadkach - aż w 9 było u jemne. Tylko w 3 
uzyskano zgodność obu odczynów, wśród był tylko jeden z grupy najbardziej 
pozytywnych immunoh is tochemiczn ie . 

W 15 przypadkach uzyskano wynik u jemny (brak odczynu), wśród nich 
znalazły się 3 przypadki ost rego zatrucia a lkoholem ety lowym i 1 przypadek 
zatrucia amitryptyl iną. W 10 przypadkach wykonano barwienie Nie lsena. Tylko 
w 2 przypadkach uzyskano zgodność obu odczynów (oba u jemne) , w 8 
natomiast barwienie Nielsena dało wynik pozytywny. 

W przypadkach ostrego zatrucia a lkoho lem ety lowym barwienie me todą 
Nielsena wykaza ło fuksynoch łonność włók ien we wszystk ich preparatach. 

DYSKUSJA: 

W opin iowaniu o nagłych zgonach z przyczyn sercowych naj istotniejsze jes t 
s twierdzenie tak ich zmian chorobowych samois tnych w narządzie krążenia, które 
t łumaczyłyby zgon właśnie z tych przyczyn. Najwięcej wątpl iwości budzą 
przypadki , gdy za równo obraz makroskopowy jak i m ik roskopowy nie wskazu ją 
na s e r c o w ą przyczynę zgonu. Stąd konieczność poszerzenia rutynowej 
d iagnostyk i . (18, 19) Zas tosowane barwienie immunoh is tochemiczne prepara tów 
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mięśnia sercowego jest tak im właśnie przyk ładem rozszerzenia badań 
w wybranych przypadkach. Co za tym idzie (także z uwagi na koszt badań) 
kwal i f ikacja do badań powinna obe jmować anal izę następujących grup wskazań : 
1. dane z wywiadu chorobowego (szczególnie przypadki z u jemnym wyw iadem 

w k ierunku chorób serca) , 
2. wyniki badania mak roskopowego i m ik roskoopowego ( rutynowego (H/E) i np. 

metody Nie lsena) , 
3. wynik badania toksykologicznego (analiza ewentua lnego wp ływu alkoholu 

ety lowego ze szczególnym uwzględnien iem fazy el iminacj i) , 
4. stopień autolizy mater ia łu. 

Odczyn powinien być przeprowadzony w trzech rutynowo pobranych wyc in
kach z typowych lokalizacji i ewentualne ce lowanym ogn isku . Interpretacja 
wyn ików powinna być zarówno jakośc iowa jak i i lościowa w konfrontacj i 
z wszystk imi in formacjami dotyczącymi danego przypadku. Jako pozytywne -
czyli wskazu jące na wysok ie prawdopodob ieństwo wystąpienia niedot lenienia 
bez wątp ien ia należy t raktować te wyniki odczynu, w których pozytywnie 
wybarwia się znaczny odsetek komórek 8 0 - 9 0 % oraz przypadki , gdzie 
pozytywny odczyn występuje w skup iskach o g n i s k o w e Wątp l iwośc i interpreta
cyjne budzą przypadki , gdzie tylko pojedyncze komórk i da ją odczyn pozytywny. 
W pracach doświadczalnych w miarę oddalania się od ogniska zawału 
zmnie jszała się i lość komórek apoptotycznych. Stąd w takich przypadkach należy 
rozważyć, czy pobrany wycinek obe jmował „w łaśc iwą okol icę". Wn iosk i 
z naszych obserwacj i potwierdzają to spostrzeżenie. Pozwala ją także na 
przyjęcie, że uzyskanie dodatn iego odczynu w pojedynczych nawet komórkach 
p rzemawia za n iedot len ien iem. Interpretacja jednak takich przypadków powinna 
opierać się na całości mater ia łu i obe jmować zarówno dane z wywiadu jak 
i okol iczności śmierc i . 

Autorzy składają podziękowanie dla Pani mgr Marii Bobek za współpracę 
i fachową techniczną pomoc. 
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