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zrusoB'DIAenosrleﬁHo zJ18%0vANT MIRY BIOLOGICKS AKTIVITY NADORU -

Vynélez se tyké zpﬁsobu dzagnostzckého za1éﬁovéni miry blologlcké aktl-
vity nédoru pomoci. metody mrazového lepténi (freeze etchlng).

Mira b1ologickévakt1v1ty néddoru mé znalny vyznam pro urleni sprévné
diagnosy a nésledné urlen{ létebného postupu. Dosud byla mira prolifera¥ni
aktivity sledovéna z nédorového materidlu nékolika sleitymi a nérodnymi
postupy, priéemz se pracuje s omezenou’ presnosti Jeden ze zplsobl je zalo~
%en na schopnosti inkorporace prekurzord DNA do ‘jédra proliferujici buiiky.

- Lze ji aplikovat na tkélovych kulturdch bunék, pripadné i na bioptickém ma-
teridlu. Postup vyiéduje isotopové vybaven{ pracovidte, pfitomvhistorédio-
grafické odedtenf nelze rutinnd provddet. Predpokladem je, %e v3echny nédo-
rové builky jsou aktivizované, ¥ést v G°<fézi cyklu neni zachycena. Dal&f me~
toda je zaloZena na tak zvaném sociflnim chovéni bunék v populaci. Lze ji
pou¥{t pouze na mereni na tkéfovych kulturdch, ne viak z biopsif. Vykultivo-

. vané nédorové populace bunsk se filmuji Sasosbérnym filmem a sleduje se je-
jich chovén{ p*i vz&jemném kontaktu. Mira ztrdty kontaktnf inhibice ukazuje
na prolifera®nf a invazivni schopnost nddoru. Tato metoda zatim neprekro&ila
stupefi. zéklédniho vy zkumu a'nebyla dosud pou%ita na lidském nebo zvirecim
bioptickém materlélu, ale pouze v systému zdravych a nddorovym v1rusem trans-
formovanych bunék. Na schopnosti vézat na Jaderné struktury b621cké barv:va
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Je zalofena metoda vychézeaici z poznéni, %e nédorové builky obsahuai ‘vetdtl
mno¥stvi chromatinu a ten byvé u nddord kondenzovanéj¥i. ﬁmerne ke zvetdeni
mno%stv{ chromatinu se zvy3{ i bazofilie jd4dra. Lze sledovat i u histogramd
nédorové buns¥né populace, avsak neni prokdzdne dostate¥ns, e bazofilie ja-
der je opravdu vyrazem nédorové proliferadnf aktivity. Metoda je déle zati-
¥ena chybou vznikajfci pri preparaci bunék z nédoru,‘protoie i mrtvé bulky

maji kondenzovanéjdf chromatin a tim i zvySenou bazofilii jader. NejbeZnajif
 orienta¥ni ‘test z bioptického materlélu, ktery Je dosud pou%ivédn, Jje zaloZen
na sledovéni mitotického indexu, to je mnoZstvi mitcz v daném zorném poli
svetelného mikroskopu. Je viak subaektivni, nebot nepostihuje féze buiiky me-
24 mitogami, Je silné ovlivnén jakfmikoliv cytostatiky, kters dost&vé paw
cient. Zachycuje ‘Jen zldmek ¥ivota bufiky, nitozu.

Vyse uvedené nedostatky podstatne anifuje zplaob dzagnost1ckého zjisto~
véni miry blologlcké aktivity nddoru podle vyndlezu. Jeho podstata spodivé
v tom, Ze se porovnévé polet aktivnich bunék vyaédreny podtem jadernych porﬁ'
na jednotku plochy v normélni tkdni a v tkéni s predpoklddanym nddorovym bu-
jenim, priZem¥ zvySeny poZet aktivnich bunék v tkéni, zpravidla s podtem ja-
dernfch pord vyS53fm ne% 10 jaderngych pord na 1 ¢tveredni mikrometr je ukaza-
telem nédorového bujeni. VySe procenta aktlvnich bunek ve zkoumané tkénl ur-
guje progndzu nédorového bujeni. Hustota Jadernjch porﬁ se zjistuje metodou
" mrazového lepténf s néslednym vyhodnocenim v elektronovém mikroakopu a uréuae
-8e na zhotovenych elektrogramech.

Polet aktivnich bunék v poméru k po¥tu bunek ‘mélo aktlvnich vy;edruae
kvantltativne biologickou aktivitu nddorového bujeni. Ddvé tedy moinoat &isel~
"ného vy;édreni bunék aktivizovanych proti normdlnim Jjako zpresﬁuaici doplnek_
‘ k histologickému vyEetreni pomoct svetelného mikroskopu, zvlidste v téch pri-
padech, kdy je nutno stanovit aktivituiproliferace nddorového bujeni., Metoda
podle vyndlezu uriuje miru aktivity, ale sama o sobélnemﬁie uréit typ nddoro-
vého bujeni, nebot jednotlivé druhy bunék lze jen t8%ko urfit metodou mrazo-
vého lepténi, pokud tyto butiky nevykazujf v cytoplazmé zvléstni dtvary, na-
‘priklad tonofibrily v bulikéch empdermis; protoZe jédra a jejich blény se jevi
- u vSech bunek stejné, vyjma dané frakvence pord. Typ'nédorového bujeni je
proto nutno naddle zji3tovat histologickym Setrenim ve svetelném m1kroakopu.
Zpdsob podle: vynélezu poddvé presnejsf, kvantitativneé vy3édr1telny obraz
"0 rychlosti prollferace a je proto pou21te1ny ik prognostick&m y&elldm.

Prakt1cké provedeni zpﬁsobu Jje nézorne uvedeno v nésleduaicich prikla-
dech. :

»Pi'-iklad 1

Byly pou¥ity biopsie z Opérovanych melanoml a srovndvédny s biopsiemi
normélni kd%e &loveka, nebot nelze najit vhodny adekvdtni kontrolnt objekt
(viz hypotézy o vzniku melanom&). Biopticky'méteriél byl hned po operadnim
odbéru prenesen do 30% glycerinu a 2 hodiny ponechdn pri pokojové teplotd,
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poté zmrazen v mrazict aparature, prenesen do tekutého dusiku a zpracovén
v aparature pro mrazové leptént. Repllky byly fotografovény v elektronovém
m1kroskopu a frekvence pord vypoditdvéana na snimcich pr1 zvetdeni 36.000 krét.
Pri porovnén{ bunék normdlnt pokoZky s melanomy bylo zji3téno, %e pri zachy-
ceni 18 jader epitelovych bunék poko¥ky byla prdmérns ‘hustota pord 8 »4 na
Jjeden étvereéni mikrometr. Z podtu sledovanych jader pouze 11 % vykazovalo :
' vet31 frekvenci ne% 10, viz ‘graf 1 a obr. 1, Aktivizovené builky jsou zrejmé
rostoucimi buiikami poke¥ky. U b10p813 melanemu bylo sledovéno 30 Jader bunek,
pri¥em? byla zalétena prdmérnd hustota pord 11 »9, avéak 77 % jader vykazovalo

. vétd1f frekvenci ne¥ 10 pord na &tveredni mikrometr, viz graf 1 a obr, 2. Na

grafu 1l a obr. 1 a 2 je ndzorné zobrazen vysledek porovndvani podle tohoto
prikladu. -

Pi"iklad 2

Stejnym postupem Jako v prikladu 1 byl sledovén melanom po dspeéném 1lé-
genf a bylo zjisteno pouze 8,3 pdrd na Jeden ‘&tverednt mlkremetr a Jen 9 %
buneék aktivizovan&ch. :

Priklad’3

Postupem podle prikladu 1 byl sledovém nodulérni exophyticky melanom
-progredujici g &etnymi metaatézeml, ktery vedl ke smrti pacienta behem neko-
lika dni. Tento melanom mel v priméru 19,3 pérd na jeden 6tvere§n£ mlkrometr
a 99 % bundk bylo aktlvlzovanych.

Prikled 4

Byly porbvnévény biopsie deloZnich sliznic ve fézi prolifera¥ni i sekre¥-

nf 8 karcinomem sliznice déloinf. Odbér vzorkd a méreni bylo provédeéno Jako
v prikladeé 1. Biop31e normélni sliznice ukézela frekvenci pord u 41 jader

v priméru 7,3 a jen 10 % bundk prekro¥ilo poéet pord 10, viz graf 2 a obr. 3.
Aktivita 10 % bundk souvisi s obnovovénim sliznice. U rakoviny sliznice déloZ-
- ni, sledované na 59 jédrech byla primérnd frekvence pord 10,5, aviak 56 %
bunek bylo aktivizovéno, to je mdlo vice jak 10 péfﬁ‘na Jjeden &tvereZni mikro-
metr, viz znézorneni na grafu 2 a obr. 4.

Obdobné vysledky byly zjisteny v Padé daldich pripadd.

4

Predmét vynélezu

1. Zpﬁsob diagnostického zaiéfovéni miry ‘biologické aktivity nédoru, vyznaée-
ny tim, %e se porovndvé podet aktlvnich bunék vyjédreny podtem. Jjadernyeh -
pora na jednotku plochy v normdln{ tkéni a v tkéni s predpoklédanym nédo~
rovym bujenim, prifem? zvydeny polet aktivnich bundk v tkdni, zpravidla
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s poltem Jadernych porﬁ vy88im ries 10 Jadernych porﬁ na 1 étvereéni mikro-

metr je ukazovatelem nddorového bujeni.

Zpisob podle bodu 1, vyznaéeny tim, %e- hustota Jadernych por& se leétu- :

-je metodou mrazového 1epténi 8 néslednym vyhodnocenim v elektronovém mi-

" kroskopu.
3.

Zpﬁsob podle bodu 1 a 2, vyznaleny tim, ée hustota Jadernych porﬁ se ur-
guje na zhotovenych elektronogramech. .

¢

bufiky normélnf

.-buﬁky ge zvy§Senou aktivitou

podet , ' POKOZKA ‘CLOVEKA
pfipadﬁ‘p‘v : o pouse 11 % aktivnich bundk
" o R T _
,"-'

l

pofet | o MELANOM SLOVEKA

EEXEEERE R R ER’ io‘.‘
podet pdrd na 1 um®= 8,4

prlpad&h » _ (zhoubny nddor kiZe)
- : _ 77 % aktivnich bundk

04
q

poSet port na llhm2-11,5

"Graf 1



| I bulky norméint
__§

poéot

pripadq. '

‘bunky se zvySenou aktivitéu

SLIZNICE DELOZNT

pouze 10 % aktivnich
bunék

poéet '
pripadﬁ

L
-

e

s o0 v oo
2 2 98 3 ¢ ¢

'-_--.
P

i

H -o‘s ««ku«hsnhnu o
podet pord na 1 pm =7,3

KOVINA SLIZNICE
ggLoZNI' ' .

- 56 % aktivnich bundk

0 H 12 48 4y 46 4¢ 42 48 49 30

Hua |

podet péiﬁ na 1 pm =10,5

Graf 2



Qbr.‘l

Epitelidlni buﬁka poko¥ky &lgveka, 7,9 pord
na 1 3tveredni mikrometr. Zvetdeni 39.000 x

» ‘ Obr. 2

. Buiika meligniho melanomu &loyéka, 16,4 pord
na 1 &tvere®ni mikrometr. Zvetdeni 39.000 x



Obr. 3

_Normélni buiika slizhice deloéni 8loveka. 8,4 porﬁ
-~ na 1l &tvere¥ni mikrometr. Zvetéeni 39 000 . x

Obr. 4

‘Rakovina buliky sliznice. deloéni ¢lovéka. 18 0 porﬁ
na 1 Etvereéni m1krometr. Zvetdeni 39,000 x
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