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Proba oceny przydatnosci oznaczania apoptozy
kardiomiocytéw w nagtych zgonach sercowych

Usefulness of apoptosis marking in sudden cardiac death
irwestigation
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Liczne badania doswiadczalne wskazujg na obecnos$¢ apoptozy we wczesnych fazach
zawatu miesnia sercowego. Praca stanowi sprawozdanie z pilotazowej serii badan
z zastosowaniem metody immunohistochemicznej oznaczania apoptozy w kardiomiocy-
tach w nagtych zgonach sercowych. Badania objety 12 przypadkéw nagtych zgonow,
ktérych wyniki sekcji zwtok wskazywaty na sercowy mechanizm $mierci. Wyniki badan
potwierdzajac doniesienia z pismiennictwa $wiatowego, wskazujg na zwigzek zaprogra-
mowanej $mierci komorki z niedotlenieniem.

Many experimental works suggest appereance of apoptosis in the initial phase of
myocardial infarction. Authors present a ,pilot" series of research using an immunohisto-
chemical method of apoptosis marking of cardiomyocytes in sudden cardiac deaths. 12
cases of such deaths were investigated in which autopsy results show a cardiac mode of
death. The results of research are compatible with previous results published in scientific
papers, and suggest the relationship between programmed celi death and hypoxia.

Stowa kluczowe: zawal miesnia sercowego, apoptoza, immunohi-
stochemia.
Key words: myocardial infarction, apoptosis, immunohisto-
chemistry.

W praktyce sadowo-lekarskiej diagnostyka nagtych zgonéw w nastepstwie
wczesnego zawatu miesnia sercowego nadal stanowi powazny problem i stale
prowadzone sg badania majace na celu znalezienie metody jak najbardziej
pewnej, mogacej by¢ podstawg ustalenia przyczyny $mierci.

Zawat miesnia sercowego - to pierwotnie skrzepowa, ogniskowa martwica
kardiomiocytow i zrebu. Najczestszg przyczyng zawatu jest zakrzep w tetnicy
wiencowej powstaty na podtozu zmian miazdzycowych. Z innych, rzadziej
wystepujacych nalezy wymieni¢: zator (zwykle materiatem skrzeplinowym
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z zastawek lewego serca), skurcz tetnic wiencowych, agregacje ptytek. Opisuje
sie takze zawaly miesnia sercowego w przebiegu masywnego krwotoku czy tez
po operacjach, podkreslajac wptyw takich czynnikéw jak spadek cisnienia
tetniczego krwi oraz niedokrwisto$¢, szczegdlnie przy wspoétistniejacej miazdzycy
tetnic wiencowych. Zawat moze wystgpi¢ w kazdym wieku, jednak jego czestos$¢
znamiennie wzrasta z wiekiem.

Zamkniecie swiatta tetnicy wiencowej zapoczatkowuje cigg kolejnych proce-
sOw prowadzgcych do martwicy obszaru zaopatrywanego przez dane naczynie.
Pierwotnie odwracalne procesy biochemiczne, zachodzgce w komodrkach, wraz
z uptywem czasu stajg sie nieodwracalne, przesadzajgc o losie objetego
procesem obszaru. Uptyw czasu - od momentu wystapienia niedokrwienia do
zgonu - determinuje morfologiczny obraz stwierdzanego zawatu i mozliwo$¢ jego
oceny.

Makroskopowo pierwsze zmiany widoczne sg dopiero po 18-24 godzinach.
Strefa zawalu wyréznia sie wowczas zblednieciem. Nastepnie pojawia sie
obwodowo przekrwienie zas$ centrum przedstawia sie jako matowe, zottawe
(z6ttawobrazowawe) ognisko o obnizonej konsystencji (3-7 dzien choroby).
W dalszym etapie ,poszerza" sie wisniowa strefa obwodowa. P6zniej od obwodu
do centrum zaczyna postepowac bliznowacenie jako biatawa, sprezysta tkanka.

Mikroskopowo w rutynowym barwieniu H-E pierwsze oznaki martwicy skrze-
powej widkien mozna zaobserwowaé¢ miedzy 4 a 12 godzing od momentu
niedokrwienia, pierwsze granulocyty obojetnochtonne zaczynajg pojawiac¢ sie
w rejonie martwicy po ok. 6-ciu godzinach. Ich ilos¢ wzrasta do okoto 5-tego dnia
zawatu, by stopniowo male¢ od 6-7-mego dnia. Makrofagi widoczne sg
w obszarze zawatlu okoto 4-tego dnia (rozpoczynajg wowczas resorpcje
martwiczo zmienionych kardiomiocytow). W tym samym czasie w obrzezu
zawatu pojawiajg sie fibroblasty, rozpoczynajgce synteze kolagenu (jego
obecno$¢ mozna wykazaé¢ juz w 9-tym dniu). Od obwodu martwicy rozpoczyna
sie wrastanie bogato unaczynionej tkanki ziarninowej. Limfocyty w ognisku
zawatowym obecne sg od 2-go dnia, okoto 6-go sg stwierdzane w 100%
przypadkow. Komérki plazmatyczne pojawiajg sie okoto 4-tego dnia. Bliznowa-
cenie trwa okoto 3 miesigce (4, 16). Tak zatem im wczes$niejsza faza zawatu, tym
trudniejsze jego rozpoznanie. Ograniczona wydolno$s¢ metod rutynowych
w diagnostyce wczesnego zawatu migsnia sercowego determinuje rozwdj
wielokierunkowych ,poszukiwan" skutecznych technik diagnostycznych. Vargas,
Sampson i Schoen ws$réd metod stosowanych lub bedacych w opracowaniu
wymieniajg: barwienia specjalne catych fragmentéow serca (np. metoda
z zastosowaniem  bitekitu tetrazolu) czy tez preparatow mikroskopowych
(barwienie pa$S, trichrom, metoda Nielsena), fluorescencje, techniki immunohi-
stochemiczne, mikroskopie elektronowg (14). Szczegdlnego znaczenia nabraty
w ostatnich latach techniki immunohistochemiczne m. in. wykrywanie fibronekty-
ny (glikoproteiny obecnej w osoczu i w substancji pozakomdérkowej) w kardio-
miocytach strefy zawatu, czy oznaczanie troponiny | (proteiny swoistej dla
komoérek miesnia sercowego; jej stezenie osoczowe stanowi swoisty laboratoryj-
ny marker wczesnego zawatu) (7, 8). Uwaga wielu naukowcow skupita sie tez na
zjawisku apoptozy we wczesnym zawale mie$nia sercowego. Opisany po raz
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pierwszy w 1972 roku przez australijskiego patologa J. Kerr'a pod nazwa
apoptoza model ,$mierci" komorki, stanowi przedmiot wielu badan (11).
Apoptoza zwana jest takze zaprogramowang $miercig komorki, programem
biologicznego ,samobdjstwa" komorki dla podkreslenia jej odrebnosci od
.ZWyktej" martwicy. Apoptoza stanowi zjawisko uporzgdkowane, jest procesem
wymagajgcym energii, przebiega $cisle wedtug informacji zawartej w materiale
genetycznym. To wszystko pozwala na wyrdéznienie jej swoistych cech morfolo-
gicznych a mianowicie: jako pierwszg i podstawowg - kondensacje jgdrowej
chromatyny (zwigzang z fragmentacjg nici DNA), a dalej - zmniejszenie
rozmiarow komorki (jej ,skurczenie sie", zageszczenie cytoplazmy i organelli,
.gestsze upakowanie"). W nastepnym etapie wytworzenie cytoplazmatycznych
pecherzy czy w efekcie rozpadu - tzw. ,ciatlek apoptotycznych". Pozostatosci po
obumartej komodrce zostajg uprzatniete w drodze fagocytozy przez sgsiadujace
komorki podscieliska Ilub makrofagi. Apoptoza moze dotyczy¢é zardéwno
pojedynczej komdrki bgdz skupisk komérek. W przeciwienstwie do martwicy nie
wywotuje odczynu zapalnego. Jej udziat obserwuje sie w wielu procesach
fizjologicznych i patologicznych. Wymieni¢ tu mozna za podrecznikami: procesy
embriogenezy, inwolucje hormono-zaleznych narzaddéw (fizjologiczng i patolo-
giczng), regulacje w populacjach proliferujgcych komoérek, obumieranie komoérek
w nowotworach, patologiczny zanik narzgdéw migzszowych. Na drodze apoptozy
moze przebiega¢ takze $mieré komodrek narazonych na dziatanie rozlicznych
szkodliwych czynnikéw, by wymieni¢ choéby niedotlenienie czy promieniowanie,
ale dziatajgcych w dawkach ponizej zdolnos$ci wywotania martwicy.

Wtasciwosci biochemiczne apoptozy tj. fragmentacja DNA, zostaty wykorzy-
stane dla opracowania metod jej identyfikacji. Najczesciej stosowang metoda
jest elektroforeza DNA na zelu agarozowym, inng cytometria przeptywowa czy
wreszcie metody immunohistochemiczne pozwalajgce na wykazanie apoptozy
in-situ np. w rutynowo utrwalonych skrawkach parafinowych. Ostatnie z metod
pozwalajg na ocene topograficzng komdrek apoptotycznych.

Obecnie stosuje sie dwie techniki immunochistochemiczne, obie polegajg na
wbudowaniu do rozfragmentowanej nici DNA nukleotydéw. Pierwsza metoda
(TUNEL) wykorzystuje w tym celu terminalng transferaze, druga (ISEL) DNA-
polimeraze (4, 5).

Fragmentacjg jgdrowego DNA kardiomiocytéw w zawale miesnia sercowego
zostata opisana przez ltoh i wspdtpracownikéw. W badaniach wykazali oni silnie
dodatni odczyn immunohistochemiczny na obecno$¢ fragmentacji DNA
(potwierdzony elektroforezg na zelu agarozowym) w preparatach, w ktdrych
obecne byly cechy histologiczne wczesnego zawatu (m. in. obecnos$¢ weztdéw
skurczu) (9).

Doswiadczalne prace prowadzone w wielu os$rodkach wskazaty na role
hipoksji oraz reperfuzji w patogenezie apoptozy (6). Kajstura i wspdtpracownicy
w badaniach na szczurach oceniali obecno$¢ apoptozy i martwicy w zaleznosci
od ,wieku" zawatu. Wykazali, ze apoptoza stanowi podstawowg forme obumiera-
nia komoérek w pierwszych godzinach (2-4h) zawatu, podczas gdy martwica
pojawia sie dopiero po 6-ciu godzinach, osiggajgc maksimum po 1 dobie. Prace
tego zespotu obejmowaty takze odcinki miesnia sercowego przylegajgce do
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strefy zawatu i od niej odlegte. W tych badaniach wykazano, ze w obszarze
prawidiowego miesnia graniczacego z zawatem juz po 3 godz. od wystgpienia
niedokrwienia znamiennie wzrasta ilo§¢ komoérek ulegajgcych apoptozie. Trend
wzrostowy utrzymywat sie do okoto 2-giej doby, po czym od 7-mej stopniowo
malat. Odleglejsze rejony miesnia sercowego charakteryzowata prawie stata
liczba komoérek apoptotycznych zaréwno w pierwszych godzinach zawatu jak i po
uptywie 1 miesigca czasu. Wytlumaczeniem dla tych =zaleznosci majg by¢
zaburzenia mechanicznego obcigzenia mie$nia w okresie dokonujgcego sie
zawatu jak i w momencie przebudowy - w okresie gojenia sie z tworzeniem
blizny (3,10).

Badania przeprowadzone na mie$niach sercowych oséb zmartych z powodu
klinicznie potwierdzonego zawatu mie$nia sercowego potwierdzity obecnos$¢
apoptotycznych kardiomiocytéw w strefie zawatu (15) gtéwnie w obszarze
granicznym (13). Bardales i wsp. zastosowali metode oceny apoptozy in-situ
w celu wykazania jej przydatnosci do weryfikacji zawatu miesnia sercowego
i niedokrwienia jako przyczyny $mierci komoérek miesnia sercowego.

Uzyskane wyniki wykazaty zwigzek apoptozy z niedokrwieniem miesnia
sercowego. W przypadkach potwierdzonego zawatu, dodatni odczyn immunohi-
stochemiczny byt widoczny w preparatach nawet makroskopowo. W przypad-
kach watpliwych, dodatni odczyn na obecno$¢ apoptozy komdrki obserwowano
ogniskowo lub w postaci rozsianej i przyjeto go za wyktadnik $mierci komorki
miesnia sercowego w mechanizmie niedokrwienia (2, 1).

W praktyce klinicznej rozpoznaje si¢ zawat migénia sercowego na podstawie
objawéw, w oparciu o diagnostyke enzymatyczng oraz wynik badania ekg.
W praktyce medyczno-sgdowej dysponujemy zwykle jedynie informacja
o objawach, podczas gdy badan nie zdotano jeszcze przeprowadzi¢ a juz doszto
do zgonu pacjenta.

W naszym Zaktadzie w przypadkach sekcji oséb zmartych nagle z podejrze-
niem wczesnego zawalu mie$nia sercowego stosuje sie celem rozpoznania
histopatologicznego zmian niedokrwiennych w miesniu sercowym metode
Nielsena (oceny fuksynochtonnosci widkien) (12). Ogniskowa fuksynochtonnos$¢
wiékien opisywana byta we wczesnych fazach zawalu miesnia sercowego.
Niestety wieloletnie obserwacje potwierdzajg brak swoistosci tego odczynu dla
ogniskowego niedokrwienia. RozpoczeliSmy zatem badania majgce na celu
ocene waloréw diagnostycznych metody wykrywania apoptozy we wczesnych
fazach zawatu miesnia sercowego. Pierwsze pilotazowe badania obejmowaty
wyselekcjonowane 14 przypadkéw zgonoéow nagtych oséb, ktérych sekcje zwiok,
przeprowadzone w naszym Zaktadzie, wskazywaty z duzym prawdopodobien-
stwem na wczesny zawal mie$nia sercowego jako przyczyne zgonu. (Ostatecz-
nie w ocenie zostato ujetych 12 przypadkow).

WybraliSmy metode opracowang dla skrawkéow parafinowych rutynowo
utrwalonych, wykorzystujacg terminalng transferaze. W kazdym przypadku
preparaty z miesnia sercowego barwione byty rutynowo H-E oraz metodg
Nielsena.

Wycinki z wybranych przypadkéw byty poddane procedurze stosownej dla
metody opracowanej dla skrawkow parafinowych z zastosowaniem zestawu
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ApopTag Peroxidase Kits. Kazdorazowo w kolejnych barwieniach dla oceny
poprawnosci odczynu jako kontrole, barwiono preparat z jelita cienkiego.
(W tkankach takich jak jelito cienkie c¢zy migdatki, apoptoza zachodzi
w normalnych warunkach i obejmuje do okoto 5 procent komoérek (1).)

Badana grupa obejmowata wiekowo:

4 przypadki w wieku pomiedzy 30 a 40 rokiem zycia, (34cT, 36", 360, 369%),
4 przypadki w wieku pomiedzy 40 a 50 rokiem zycia, (4206\ 446", 466\ 479%),
4 przypadki w wieku pomiedzy 50 a 60 rokiem zycia, (532, 53%, 53r?, 550%).

Byty to 3 kobiety i 9-ciu mezczyzn. Sekcje wykonywano w 24-48h od chwili
zgonu badz znalezienia zwiok.

W szes$ciu przypadkach uzyskano dodatni odczyn na obecno$¢ apoptozy, czy
to w pojedynczych komédrkach, czy w skupiskach (nawet do 90% komodrek w polu
widzenia). We wszystkich tych przypadkach wynik badania metoda Nielsena byt
ujemny. W jednym z preparatow w barwieniu rutynowym H-E zaobserwowano
rozpoczynajgcy sie odczyn komérkowy, w pozostatych preparatach poza
ogniskowym zwyrodnieniem migzszowym witdékien nie byto zmian.

W szesciu przypadkach odczyn immunohistochemiczny na obecnos$¢ frag-
mentacji DNA oceniono jako ujemny. W trzech z nich wobec wysokiego poziomu
alkoholu we krwi za przyczyne $mierci uznano ostre =zatrucie alkoholem
etylowym. W tych przypadkach barwienie met. Nielsena byto dodatnie: w jednym
przypadku fuksynochtonnos$é¢ wtokien widoczna byta we wszystkich preparatach,
w dwéch przypadkach tylko ogniskowo w jednym z preparatéw. W barwieniach
H-E poza zwyrodnieniem migzszowym widkien nie byto zmian. W trzech
pozostatych barwienie metodg Nielsena wypadto z nastepujacym wynikiem:
w jednym przypadku nie stwierdzono fuksynochtonnos$ci witdkien w zadnym
z preparatéw, w drugim fuksynochtonno$s¢ obserwowano we wszystkich
preparatach, w trzecim tylko w jednym z preparatéw fuksynochtonno$¢ widoczna
byta ogniskowo. W barwieniu H-E poza zwyrodnieniem migzszowym witdkien
w jednym z przypadkéw, zmian nie obserwowano.

Ta pierwsza proba wykrywania apoptozy widkien miesniowych pozwolita na
nabycie doswiadczenia w stosowaniu metody barwienia.

Ponadto potwierdzono dane z pismiennictwa, iz w przypadkach wczesnego
niedotlenienia, kiedy inne metody dajg jeszcze wynik ujemny, mozna wykazac
apoptoze kardiomiocytéw w obszarze niedotlenienia.
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W pracy zaproponowano obliczenia biostatystyczne przydatne do oceny wynikéw badan
polimorfizmu DNA woéwczas, gdy fenotyp pozwanego o ojcostwo mezczyzny jest
rekonstruowany na podstawie wynikéw badan rodzinnych. W sprawie alimentacyjnej,
w ktérej pozwany mezczyzna juz nie zyl, jego fenotyp ustalono w oparciu o badania zony
i trojki dzieci z tego matzenstwa. Nastepnie przeprowadzono analize statystycznag
hipotezy, ze ten sam mezczyzna jest ojcem dziecka powodki oraz dzieci urodzonych
w zwigzku matzenskim. Wyniki oznaczen 13 uktadéw DNA (4 VNTR i 9 STR) byly
wystarczajgce do potwierdzenia tej hipotezy oraz wykazania, ze prawdopodobienstwo
jego ojcostwa w odniesieniu do dziecka powddki wynosi > 99.9999%.

The paper presents a biostatistical analysis useful for evaluating the results of DNA
polymorphism examinations when the defendanfs phenotype is reconstructed on the
basis of the results of family tests. In the alimony case, in which the defendant was
already dead, his phenotype was determined basing on the tests of his wife and their 3
children. Then a hypothesis stating that the same man was the father of the plaintiffs
child and the legitimate children was statistically analysed. The findings of the
determinations of 13 DNA systems (4 VNTR and 9 STR) were sufficient to confirm this
hypothesis and show that his paternity probability regarding the plaintiffs child was
>99.9999%.

Stowa kluczowe: obliczenia biostatyczne, dochodzenie ojcostwa,
STR, VNTR.
Key words: biostatistical analysis, paternity test, STR, VNTR.
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