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SUHRN

Pripady nahlych a neo¢akdvanych umrti z kardialnych pricin su ¢astym predmetom vysetrovania post mortem v sudnolekérskej praxi. Detekcia ¢erstvych ische-
mickych zmien alebo cerstvého infarktu myokardu je, makroskopicky a mikroskopicky pri konven¢nom farbeni tkanivovych rezov, niekedy nemozna. Cielom
predkladanej prace je priblizit moznosti vyuzitia detekcie dezminu v myokarde pomocou imunohistochemického vysetrenia a modernych metéd hodnotenia
jeho vysledkov v diagnostike nahlej a neo¢akavanej srdcovej smrti.
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Possibilities of using desmin detection in the myocardium in the diagnostics of sudden and unexpected
cardiac death

SUMMARY

Cases of sudden and unexpected deaths from cardiac causes are a frequent subject of post mortem investigation in everyday forensic practice. They occur in all
age categories. Morphological findings at autopsy may reveal pathological changes in the myocardium, e.g. acute infarction, all forms of myocarditis, cardio-
myopathy of various aetiologies, congenital coronary artery anomalies, lesions of the cardiac conduction system and primary heart tumours, especially in the
elderly. At a younger age, the autopsy findings are mostly poor in morphological changes and the cause of death is often determined per exclusionem as a func-
tional diagnosis of cardiac failure. Early ischemic changes or early myocardial infarction is sometimes impossible to detect macroscopically and also microscop-
ically in tissue sections with conventional staining. Desmin is cytoplasmic structural protein found in striated muscle, associated with Z-lines in muscle cell and
is sensitive to oxygen deficiency. In myocardial samples taken at autopsy, desmin can be visualized by immunohistochemistry with specific antibody-antigen
reaction. The aim of the presented work is to approach the possibilities of using desmin detection in the myocardium using immunohistochemical examination

and modern methods of evaluating its results using image analysis in the diagnostics of sudden and unexpected cardiac death.

Keywords: sudden and unexpected cardiac death - early ischemic changes of the myocardium - desmin - immunohistochemistry - image analysis

NAHLA A NEOCAKAVANA SRDCOVA SMRT

Pripady nahlych a neocakdvanych umrti su ¢astym predme-
tom vysSetrovania post mortem v kazdodennej sidnolekarskej
praxi. V pripadoch podozrenia na kardidlne pri¢iny smrti pato-
logicky nalez v srdci casto vysvetluje pri¢inu smrti (1). Medzi zis-
tené evidentné patologické zmeny patria napr. ndhla koronarna
smrt, akutny infarkt myokardu, vsetky formy myokarditid, kar-
diomyopatie r6znej etiolégie, vrodené anomalie koronarnych
artérii, lézie prevodového systému srdca a primarne nadory
srdca (2). Nahla a neocakdvana srdcova smrt je jednou z castych
pric¢in smrti, s vyznamnym vyskytom najma u mladych [udi, a to
najmad z doévodu genetickych srdcovych portch, so struktural-
nymi a arytmogénnymi abnormalitami (3). Pri ndhlej koronarnej
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smrti pitva ¢asto ukaze stenotizujucu koronarnu sklerézu réznej
zavaznosti najma u starsich ludi, ale aj u mladsich jedincov (4-6).
V niektorych pripadoch boli pitvou preukdzané vézne formy
arteriosklerotickej stenotizujucej koronarnej sklerézy u ludi,
ktori az do smrti nemali Ziadne kardidlne tazkosti. U ¢asti z nich
bola zistena koinfekcia spésobena Chlamydiou pneumoniae (7).
V inych pripadoch boli pitvou preukdzané aj izolované koronar-
ne poskodenia s miernou stenézou korondrnych artérii. V ta-
kychto pripadoch je dékaz akutnej alebo protrahovanej isché-
mie svaloviny srdca rozhodujuci, a to bud' na rozsiahlejsich plo-
chach srdcového svalu v zmysle akutneho infarktu myokardu,
alebo vo forme cerstvych fokalnych myokardialnych ischémii,
ktoré su konvencnou histologickou metédou tazko identifikova-
telné (2).V takych pripadoch su nanajvys pritomné drobné, star-
Sie loziskd fibrézy po predchdadzajucich lokalnych ischémiach,
s ohrani¢enou myokardialnou nekrézou a jazvovatenim. V his-
tologickom obraze je obcas pritomna len jednoduchd nekréza
s homogénnou eozinofiliou, degeneraciou myofibril a kontrak¢-
nych prazkov, s presiaknutim cytoplazmy a opuchom intersti-
cia. Odporucané farbenia, okrem hematoxylinu a eozinu, su
elastica-van-Gieson, fosfotungisticky kysly hematoxylin a prus-
kd modra. Akutna myokardialna ischémia moze byt detegova-
na imunohistochemicky reakciou s réznou 3kalou primarnych
protildtok (8-13). Na rozdiel od ohrani¢eného myokardidlneho
infarktu, imunohistochemické vysetrenie v pripadoch neuplne
obturujicej trombdzy, alebo koronarnej sklerézy vykazuje skor
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difuzny charakter poskodenia. Z imunohistochemickych metéd
je mozné pouzit reakcie na myoglobin a dezmin, ktorych vypa-
dok (depléciu) je mozné pouzit ako morfologicky parameter na
stanovenie diagnézy vcasnej myokardialnej ischémie. Nekréza
kontrakénych pruzkov alebo myofibrilarna degeneracia je po-
zorovana pri mnohych chorobdach (14) a experimentalne bola
reprodukovand pri intraven6znom podani katecholaminov, no
nereprezentuje ischemické zmeny na srdci (15). Detekcia velmi
Cerstvych ischemickych zmien resp. cerstvého infarktu myokar-
du je makroskopicky a konvenénym farbenim niekedy nemoz-
na. V takych pripadoch méze byt pricina smrti stanovena per
exclusionem, a to z kardidlnych funkénych, nie morfologickych,
pric¢in. V pripade vzniku ischémie v ¢ase 4 az 7 hodin pred smr-
tou, kedy este nie je pritomna leukocytarna reakcia (16) je po-
trebné odlisit pri Standardnom farbeni hematoxylinom eozinom
velmi skoré ischemické zmeny v mikrostrukture svaloviny srd-
ca od posmrtnych zmien - autolyzy. Pre presnejsie stanovenie
diagnézy bola v minulosti vyvinuta metéda enzymovej histo-
chémie, a to dokazom cytochrom-oxidazovej aktivity, ako sko-
rého indikatora cerstvého infarktu myokardu. Uvedend metoéda
vykazovala vyznacenu redukciu cytochrém-oxidazovej aktivity
omnoho skor ako redukciu sukcinat-dehydrogendzovej aktivity
(17). Uvedené enzymové histochemické metddy boli len scasti
akceptované, kym imunohistochemické metédy sa v sidnom
lekarstve rozsirili viac (2).

DEZMIN A JEHO DETEKCIA

Dezmin je cytoplazmaticky Strukturalny protein, citlivy na
nedostatok kyslika, vyskytujlci sa v pruhovanom svalstve a je
asociovany so Z-liniami svalovej bunky. Vo vzorkach myokardu
odobratych pri pitve je mozné dezmin vizualizovat imunohis-
tochemicky reakciou so Specifickymi protilatkami (Obr. 1). Pri
skimani dezminu genetickymi metédami boli v svalovine srdca
u pacientov s arytmogénnou kardiomyopatiou pravej komory
odhalené mutacie, ktoré by mohli viest k myopatidm vieobecne
a ku kardiomyopatiam zvlast. Takéto mutacie vedu k struktural-
nym zmenam dezminu a mozu viest k oslabeniu formacie fila-
mentov, a teda by mohli mat suvis s ndhlou srdcovou smrtou.
Zaroven bolo zistené, Ze tieto mutdcie nemaju vplyv na jeho
zobrazenie/znazornenie imunohistochemickymi metédami (18-
20). Dezmin je dobre imunohistochemicky znazornovany v nor-
malne perfundovanom svalovom tkanive srdca. V transplanto-
vanych srdciach, pri ischémii myokardu, sa expresia dezminu
v cytoplazme buniek znizuje uz do 30 minut od nastupu isché-
mie a uplne je vymiznuta do 90-120 minut (21) (Obr. 2). Z uve-

denych doévodov moze byt detekcia dezminu hodnotnym
a spolahlivym markerom na potvrdenie v¢asnych ischemickych
zmien srdcového svalu v laboratérnych podmienkach, ale aj
v pitevnom materidli pri nepritomnosti granulocytérneho infil-
tratu (22, 23).V pripadoch ,end-stage heart failure” bola pozoro-
vana kompletna absencia dezminu v kardiomyocytoch (24). Mil-
ner a kol. (25) vo svojej praci pozorovali GUplnu absenciu dezmi-
nu, a to v pripadoch ischemickych kardiomyopati, o pripisovali
tomu, Ze dezmin je prisne spojeny so sarkomérou v Z-diskoch
a hra regula¢nu tlohu v normalnej kontrakénej funkcii myofibril.
Bol vysloveny predpoklad o jeho vztahu k poruchdm srdcového
rytmu pri dilatac¢nej kardiomyopatii, kde distribicia dezminu
v tychto kompartmentoch bola nepravidelnd. V danej praci bol
zisteny a potvrdeny pozitivny vztah medzi distriblciou dezminu
a ejek¢nou frakciou lavej komory.

MOZNOSTI HODNOTENIA IMUNOHISTOCHEMICKYCH
REAKCIi A INTERPRETACIE VYSLEDKOV

Hodnotenie imunohistochemickych reakcii je v rutinnej pra-
xi vykonavané metédou optickej mikroskopie a zélezi od sku-
senosti a uvazlivosti hodnotiaceho. Predmetom hodnotenia je
rozsah a intenzita hnedého zafarbenia svalovych buniek dia-
minobenzidinom. Treba vziat do Uvahy, Ze nie vetky struktury
a miesta vo vySetrovanom reze obsahuju a exprimuji dezmin
napr. Struktury srdcového skeletu, fokalne jazvicky pri myofibro-
ze, edematozne intersticium a pod. V zdujme objektivizacie ex-
presie dezminu sa do praxe zavadza obrazova analyza. Pomocou
merania absorpcie sa hodnoti intenzita sfarbenia, ktora vyjad-
ruje mnozstvo antigénu. Na analyzu obrazu sa pouziva softvér
ImageJ (26), ktory okrem mnohych funkcii, ma schopnost z di-
gitdlneho obrazku zmerat farebni zmenu a aj jej rozsah. Kvalitu
fotografii zhotovenych pomocou optického mikroskopu mézu
ovplyvnovat niektoré artefakty napr. neprimerany jas, mikrone-
Cistoty objektivov, farebné odchylky, rozne prejasnenia a pod.,
ktoré softvér nie je schopny primerane spracovat. Z tohto dé-
vodu sa ukazuje vhodnejsim pouzitie skenera mikroskopickych
preparatov (27, 28) (Obr. 3). Vyuzitie skenera ma mnohé vyhody.
Zariadenie nie je naro¢né na obsluhu, sken je rovnomerny, rov-
nomerne podsvieteny a kvalita snimok dosahuje 10 000 DPI, ¢o
sa povazuje za ekvivalent 75-ndsobného optického zvacsenia.
Uvedené fakty poukazuju na pokrok, ktory sa dosiahol v imu-
nohistochémii najma na technickej Urovni, aj ked' stale existuju
otazky tykajlce sa interpretacie a kvantifikacie, ktoré treba rie-
sit. VySetrenie musi byt jednoducho pouzitelné a lahko reprodu-
kovatelné, idedlne na medzinarodnej urovni.

Obr. 1. Expresia dezminu v neporusenom myokarde (muz, 59 r.; 200x)
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Obr. 2. Deplécia dezminu v ischemicky zmenenom myokarde (muz, 51 r.; 200x)
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Obr. 3. Skener mikroskopickych preparatov

DISKUSIA A ZAVER

Nahle a neo¢akavané umrtia tvoria 35 az 40 % vsetkych pit-
vanych pripadov v nasich podmienkach aj na medzindrodne;j
urovni. Najvacsi podiel z nich tvoria umrtia z kardidlnych pri-
¢in. V zadujme zlep3enia a zvy3enia kvality diagnostiky nahlych
a neocakdvanych umrti z kardidlnych pri¢in v pripadoch, ked
pri pitve a rutinnom histopatologickom vysetreni nie su ziste-
né morfologické zmeny, je tu moznost vyuZitia imunohistoche-
mickej detekcie dezminu ako markeru véasného ischemického

poskodenia myokardu. Uvedené vysetrenie je dostupné a eko-
nomicky nie je ndro¢né. Vyuzitie imunohistochémie v sidnom
lekarstve ma svoje opodstatnenie, a to nielen z hladiska stano-
vovania v¢asnych ischemickych zmien v mikrostrukture tkaniv
srdca. Imunohistochemické vysetrenia pri sprdvnom a vhod-
nom pouziti objektivizuju, resp. ,desubjektivizuji” stanove-
nie diagndzy, preto je potrebné ich aplikovat v praxi najlepsie
v kombindcii s vyuzitim automatizovanej obrazovej analyzy,
¢o by viedlo k 3irsej uplatnitelnosti a k standardizécii vy3etro-
vacieho protokolu, nakolko je potrebné vyspecifikovat indika-
cie pre takéto vysSetrenia z hladiska limitujucich faktorov ako je
napr. dizka postmortalneho intervalu, rozvoj posmrtnych zmien
a pod. Pozitivnym aspektom, ktory podporuje zavedenie uve-
denej metddy a techniky do kazdodennej sudnolekarskej praxe
je, ze vybavenie sudnolekarskych pracovisk skenermi by nebolo
zdaleka tak finan¢ne nérocné ako napr. pristrojové vybavenie
histopatologickych a toxikologickych laboratérii. Prvym krokom
by mohlo byt vytvorenie referenénych centier s va¢sou spado-
vou oblastou.

Cielom predkladanej prace bolo upozornit na moznost spres-
nenia diagnostiky nédhlych a neo¢akavanych umrti z kardialnych
pri¢in vyuzitim modernych metdd, najma v tych pripadoch, kde
uz dlhé roky pouzivané konven¢né metddy v dnesnej dobe ne-
prinasaju potrebny vysledok.
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