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Uvod Parkinsonova choroba, druhé najéastej$ie neurodegenerativne ochorenie, postihuje periférny nervovy systém pred
nastupom typickych priznakov, ktoré su dosledkom poskodenia sucasti centralneho nervového systému. Imunohistoche-
micka detekcia patologického proteinu, fosforylovaného a-synukleinu, ktory je pritomny v nervovom tkanive
v prodromalnom stadiu, by mohla sluzit’ na v€asné rozpoznanie ochorenia.

Ciel’ Cielom naSej imunohistochemickej analyzy bolo posudit’ imunoreaktivitu a distribliciu p-a-syn v sliznici hrubého
Creva u pacientov v prodromalnom §tadiu Parkinsonovej choroby (PD) v porovnani so zdravymi kontrolami. Sti¢asne na
zaklade vysledkov nasej imunohistochemickej Studie stanovit’ aktudlnu senzitivitu a Specificitu pouzitej protilatky proti
patologickej forme p-a-syn.

Material a metodika Do analyzy bolo zaradenych 11 pacientov v prodromalnej faze PD a 13 zdravych kontrol. Pacientom
boli odobrané mikrobiopsie colon ascendens a na zistenie pritomnosti patologickej formy a-synukleinu (a-syn) bola pouzi-
ta imunohistochemicka metdda.

Vysledky Pouzita protilatka proti p-o-syn ma podl'a nasich vysledkov pomerne vysoka senzitivitu aj $pecificitu v sliznici
hrubého ¢reva u pacientov v prodromalnom stadiu PD.

Zaver Detekcia p-o-syn v sliznici colon ascendens u RBD pacientov by mohla predstavovat’ vhodny biomarker prodro-
malneho $tadia PD. Zistenia je vSak nutné potvrdit’ na viésej skupine pacientov ako aj zdravych kontrol.
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Uvod

PD je druhym najcastejSim neurodegenerativnym
ochorenim, ktoré postihuje najmé starSiu populaciu a
diagnostikuje sa na zéklade typickych motorickych pri-
znakov ako bradykinéza, rigidita, tremor a posturdlna
instabilita, ktoré st vysledkom poskodenia sucasti central-
neho nervového systému [15, 25]. Nemotorické priznaky,
zahfnajice poruchy ¢uchu, depresiu, poruchu spravania v
REM spanku (iRBD), poruchu motility traviaceho traktu
a d’alSie, sa objavuju aj 10 rokov pred nastupom motoric-
kych priznakov a su spojené s pritomnostou patologickej
formy a-syn v periférnom autonémnom nervovom systé-
me, napriklad v gastrointestinalnom trakte [3, 5, 8, 15]. a-
syn a jeho vysoké hladiny v krvnom sére podl'a niektorych
novych §tadii zohrava tlohu aj v rozvoji cievnej endotelo-
vej dysfunkcie, nasledne aterosklerézy a kardiovasku-
larnych ochoreni s fiou suvisiacich [24]. NajcastejSia
patologicka forma a-syn, ktora bola potvrdena ako intra-
cytoplazmaticka inkluzia v mozgu pacientov s PD, vznika
jeho polymerizaciou, agregaciou a najma fosforylaciou na
serine 129 [19]. Podl'a Braakovej hypotézy a niektorych
vyskumov, Lewyho telieska s obsahom patologickej for-
my a-syn pravdepodobne vznikaju v enterickom nervo-
vom systéme a transynapticky sa Siria do mozgu prostred-
nictvom nervus vagus [10, 12]. Shannon a kol. (2012)
dokazali akumulaciu a-syn v tunica mucosa et submucosa
hrubého ¢reva u pacientov s PD este v ¢ase pred objave-
nim sa charakteristickych motorickych symptomov [21].
Niekol’ko rokov neskor Stokholm a kol. preukazali pri-
tomnost Lewyho patoldgie, Cize agregovanej formy fos-

forylovaného a-syn (p-a-syn), vo vzorkach z gastrointes-
tinaleho traktu pacientov v premotorickom §tadiu PD [23].
Dékaz p-a-syn v dostupnych Castiach traviacej rary by sa
tak mohol stat’ relevantnym biomarkerom pre diagnostiku
PD.

Ciel’

Cielom imunohistochemickej analyzy bolo posudit’ imu-
noreaktivitu a distribuciu p-a-syn v sliznici hrubého creva
u pacientov v prodromalnom §tadiu Parkinsonovej choro-
by (PD) v porovnani so zdravymi kontrolami. Stc¢asne na
zdklade vysledkov nasej imunohistochemickej Studie
stanovit' aktualnu senzitivitu a Specificitu pouzitej proti-
latky proti patologickej forme p-a-syn.

Material a metédy

Do analyzy bolo zaradenych celkovo 11 pacientov
(RBD), ktori mali polysomnograficky potvrdent iRBD
(najvyznamnej§i véasny marker PD) a zarovei spliiali
klinické kritérid pre pritomnost’ prodromalnej fazy Parkin-
sonovej choroby na zaklade MDS vyskumnych kritérii pre
pPD (pravdepodobnost pPD > 80 %) [16]. Ako zdrava
kontrolu (HC) sme do $tudie zaradili aj 13 negativnych
pacientov (n = 13). Pacientom boli odobrané mikrobiopsie
colon ascendens s kompletne zachytenou sliznicou creva.
Biopsie boli fixované v 4% neutralnom formaldehyde,
zaliate do paraplastu a dalej spracované Standardnym
histologickym postupom pre sveteln mikroskopiu. Histo-
logické rezy hrubé 2 - 4 um boli spracované imunohisto-
chemicky, kolorimetrickou metédou na dokaz pritomnosti
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p-a-syn. V ramci pouzitého imunohistochemického proto-
kolu bola pouzitd primarna protilatka voci patologickej
forme alfa synukleinu - p-o-syn (Anti-Phosphorylated
Alpha-Synuclein ~ Monoclonal ~ Primary  Antibody,
pSyn#64, WAKO CHEMICALS - 015-25191) v celko-
vom riedeni 1:150, s inkubacnymi parametrami: 1 h pri
laboratornej teplote. Sekundarna protilatka Biotinylated
Anti-Mouse IgG Secondary Antibody (H+L) (Vector
Laboratories, BA-2000) bola pouzitd v riedeni 1:200 s
dobou inkubacie 2 h pri laboratérnej teplote. V ramci
protokolu sme pouzili VECTASTAIN ELITE ABC KIT
(Vector Laboratories, PK-6103). Imunoreaktivne struktary
vo vézive Crevnej sliznice  boli  detegované
a diagnostikované pozitivnym hnedym zafarbenim pomo-
cou chromogénu DAB (diaminobenzidin). Histologicky
sme analyzovali a posudzovali semikvantitativne imuno-
reaktivitu p-o-syn-pozitivnych Struktar. Imunoreaktivita
bola analyzovana histologicky na zaklade postdenia:
nepritomnosti pozitivnych Struktir: (-) negativita alebo
pritomnosti pozitivnych Struktur: (+) pozitivita. Hodnote-
nie bolo vykonané dvoma nezavislymi histologmi na
zaklade prieniku vysledkov ich nezavislych hodnoteni.
Priemerné pocty zaznamenanych pozitivnych imunoreak-
tivnych Struktar boli vyhodnotené numericky, Statisticky
a nasledne graficky spracované.

Na Statistickl analyzu bol pouzity softvér GraphPad
InStat ver.3.10 pre Windows (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). Semikvantitativne vysledky (pozi-
tivna reakcia na pritomnost p-a-syn) boli vyjadrené ako
aritmeticky priemer (M) =+ Standardnd chyba merania
(S.EM.). Statistickd vyznamnost medzi analyzovanymi
skupinami bola analyzovana pomocou jednofaktorového
ANOVA testu s naslednym Tukey-Kramer post hoc pre
viacnasobné porovnania. Sucasne boli ziskané hodnoty
imunohistochemickej pozitivity (+) a negativity (-) prepo-
¢itané a vyjadrené ako Specificita a senzitivita pouZzitej
primarnej protilatky (diagnosticky test pristupny na linku:
MedCalc's Diagnostic test evaluation calculator).

Tento projekt bol schvaleny Etickou komisiou pri
UNLP v Kosiciach (EK ¢. protokolu 12/2013).

Vysledky
Imunohistochemickd a cytomorfologickd analyza

Na zéklade naSej semikvantitativnej imunohisto-
chemickej analyzy sme zistili vyrazne vys$si podiel poziti-
vity na pritomnost’ p-a-syn v skupine RBD pacientov
oproti zdravej kontrole (HC). Tento narast pozitivity pato-
logickej formy p-a-syn nebol na zaklade Statistickej ana-
lyzy vyznamny, ale numericky dosiahol az 71 % zvySenie
oproti nalezu v skupine zdravych kontrol (Tab. 1, Fig. 1).

Table 1 Overview of the results of p-a-syn immunoreactivity
(source: Kunova, A. 2022, Ustav histologie a embryoldgie, LF UPJS)

Code of microbiopsy HC Code of microbiopsy RBD
of colon ascendens of colon ascendens
HC-083/17 - RBD-078/18 +
HC-050/17 - RBD-080/18 +
HC-060/21 - RBD-090/20 -
HC-061/17 - RBD-083/18 +
HC-069/17 - RBD-086/19 +
HC-02/15 + RBD-082/18 +
HC-070/17 + RBD-088/19 +
HC-076/17 - RBD-297/19 +
HC-077/17 - RBD-092/21 -
HC-078/17 - RBD-095/21 +
HC-079/17 - RBD-081/18 +
HC-086/17 -
HC-087/17 -
n=13 0.23 +0.12 0.81 £ 0.12
(M£S.E.M.) (M*S.E.M.)
Specificity: 84.62 % 81.82 %

Semiquantitative evaluation of p-a-syn immunoreactivity in microbiopsies of the colonic mucosa in healthy controls (HC)

and RBD patients.

Imunoreaktivita p-o-syn bola v hodnotenych rezoch
vyhradne intracytoplazmatickd a tykala sa axoplazmy
pripadne dendroplazmy malych a tenkych zvizkov nervo-
vych vlakien, prip. izolovanych nervovych vlakien a ich
terminalnych zakonceni. Pozitivna cytoplazma vykazovala
zrete'né tmavo-hnedé depozity p-a-syn vo forme jemného
az hrubozrnného granulatu s distribuciou rozneho charak-
teru (Obr.2: B1-3). Predominantne boli pozitivne Struktiry
detegované v riedkom kolagénovom vazive lamina pro-
pria mucosae v bezprostrednej blizkosti ¢revnych krypt,
pripadne priamo v podvrstve hladkej svaloviny sliznice

lamina muscularis mucosae. Za imunohistochemicky
pozitivne boli posudené tmavo-hnedé depozity roznej
vel'kosti (Obr.2: B3). Vel'mi Casto boli detegované depozi-
ty roznej intenzity zafarbenia aj v cytoplazme buniek
variabilného tvaru zvéc¢sa vacsich rozmerov pravdepodob-
ne patriace do monocyto-makrofdgového systému. Podla
cytomorfologickych znakov ide s velkou pravdepodob-
nostou o populédciu aktivovanych tkanivovych makrofa-
gov histiocytov (Obr.2: B4-5). Tieto Struktiry vSak neboli
pri celkovom akone¢nom hodnoteni posudzované za
pozitivne. Na zéaklade nasej imunohistochemickej analyzy
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vysledna senzitivita dosiahla 81,82 % (48,22 % az 97,72
%) a Specificita hodnotu 84,62 % (54,55 % az 98,08 %,
vid’. Tab.1, Graf 1).

Figure 1 Immunoreactivity of p-a-syn in microbiopsies
of colonic mucosa (source: Kunova, A. 2023,
Ustav histologie a embryologie, LF UPJS)

Immunoreactivity of p-o-synuclein in
microbiopsies of colonic mucosa
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Semiquantitative analysis of p-a-syn immunoreactivity in
microbiopsies of the colonic mucosa in healthy controls
(HC) and RBD patients.

Diskusia

Alfa-synuklein je pritomny v nervovom systéme aj za
fyziologickych okolnosti a hréd tlohu v transporte a exocy-
tdze neurotransmiterov. Beck a kol. (2020) vo svojej Sti-
dii porovnavali protilatky proti a-syn a p-o-syn. Neza-
znamenali ziadny signifikantny rozdiel v expresii a-syn
medzi zdravymi pacientami a pacientami v prodromalnom
Stadiu PD, ani v tunica muscularis, ani v tela submucosa.
Ich vysledky vSak naznalili vyznam p-o-syn, ktorého
dokaz v tunica muscularis by mohol byt senzitivnym a
uzitoénym biomarkerom prodromalneho §tadia PD. Histo-
logické vzorky z mikrobiopsii colon ascendens v nasej
studii obsahovali len vrstvu tunica mucosa. V tejto vrstve,
na rozdiel od nas, Beck a kol. (2020) nezaznamenal ziad-
nu imunoreaktivitu [4]. V naSej praci sa ndm pomocou
uvedenych postupov podarilo potvrdit pomerne vysoka
senzitivitu (81,82 %) aj Specificitu (84,62 %) pouzitej
protilatky proti p-a-syn v tunica mucosa hrubého creva.
Podrla stadie z roku 2014, patologicka forma a-syn bola
potvrdend vo vzorkach z gastrointestinalneho traktu uz 7
rokov pred nastupom priznakov ochoreni spojenych
s Lewyho patolégiou, napr. PD. V tejto Studii sa podarilo
dokazat p-a-syn vtela submucosa v 65 % vzoriek,
v tunica muscularis v 72 % vzoriek a v subser6znych
nervovych zvizkoch v 57 % vzoriek. V tunica mucosa sa
im nepodarilo dokazat’ Ziadne agregaty a-syn. Tkanivové
vzorky vsak ziskavali pri resekciach casti GIT, kedy uz
sliznica mohla byt postihnuta zapalovym procesom, is-
chémiou alebo tumorom a spdsob odberu vzorky neumoz-
noval skiimat’ vac¢siu oblast’ véziva sliznice [14].

Figure 2 Distribution of p-a-syn immunoreactive struc-
tures in colonic mucosa — representative mi-
crophotographs (source: Toth, S. 2022, Ustav
histologie a embryolégie, LF UPJS)

A - Negative immunohistochemical result, B - Positive
immunohistochemical result: 1- region of analysed colo-
nic mucosa; 2 - region of analysed mucosal connective
tissue; 3 - detail (arrows) of positive immunoreactive
deposits of p-a-syn in nerve fibers (B3), activated mac-
rophages (B4,5).

Pouclet a kol. (2012) zaznamenali pozitivitu v biop-
tickych vzorkach pacientov, konkrétne v tunica mucosa
aj v tela submucosa, o ciasto¢ne koreSponduje s vys-
ledkami naSej imunohistochemickej Studie. Na rozdiel od
vysledkov naSej analyzy vSak autori nezaznamenali ziad-
nu pozitivitu u zdravych kontrol. Ich vysledky suvisia
s patofyziolégiou PD. Dendrity aaxoény pritomné
v ¢revnej sliznici, ktoré ovplyviuja sekréciu a prekrvenie,
patria najmi neurdénom Vv plexus submucosus Meissneri
a v omnoho mensej miere neurébnom v plexus myentericus
Auerbachi. Pritomnost’ a-syn v sliznici a jeho absencia
v podsliznicovom vézive u dvoch pacientov v danej Stadii
naznaéuje, ze v niektorych pripadoch sa agregaty o-syn
objavuju primarne v najdistalnejsich usekoch axénov [20].
Toto tvrdenie potvrdzuje aj Studia, v ktorej bola zistena
vyraznejSia a ovela skorSia akumuléacia a-syn v distalnych
axonoch sympatikového nervového systému ako aj
v paravertebralnych gangliach [18]. Neurodegenerativny
proces vautondmnom nervovom systéme ako aj
v enterickom nervovom systéme by mohol v niektorych
pripadoch postupovat’ aj centripetalne [20].

Vyssie uvedené zistenia by mohli vysvetlit’ aj vysled-
ky analyzy od Shin a kol. (2017), kde bola zistena nizka
pozitivita gastrointestinalnych biopsii v oboch skupinach
—u pacientov s PD, aj u HC, avs§ak pacienti, u ktorych boli
pritomné imunoreaktivne S$truktiry v bioptickych vzor-
kach, mali vSetky vzorky ziskané pri resekcii ¢reva (obsa-
hujuce celu stenu Creva) negativne [22]. Tieto zistenia su
v rozpore s vyssie uvedenymi od Beck a kol. (2020), kde
bola pozitivita pritomna len v hlbsich vrstvach steny cre-
va, neboli zachytené ziadne pozitivne Struktary v sliznici

[4].
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Zaujimavé vysledky ohl'adom imunoreaktivity a-syn
zaznamenali ini autori, ktori sa vo svojej Stadii zamerali
na jedincov bez akychkol'vek priznakov neurodegenera-
tivneho ochorenia. Dokézali akumulaciu a-syn aj p-a-syn
u pacientov bez neurodegenerativneho ochorenia v plexus
submucosus et plexus myentericus. Na zéklade analyzy
autori vyslovili hypotézu, Ze mnozstvo p-a-syn sa zvysuje
exponencialne so stipajucim vekom. Akumulacia a-syn je
pravdepodobne fyziologicka [7].

V jednej zneddvnych S$tidii sa Beach akol. (2016)
snazili identifikovat’ vhodnt imunohistochemickt metddu
na odliSenie 5 pacientov s uz diagnostikovanou PD a 5 HC
vo vzorkach ziskanych pocas chirurgického zakroku z
oblasti colon sigmoideum obsahujiucich vsetky vrstvy
steny ¢reva. Jedna zo skimanych metdd s vyuzitim mono-
klonalnej protilatky proti p-a-syn vykazovala 100% diag-
nosticki presnost’ [2]. Takato slubna vysoka presnost’
vSak bola aj predtym zachytena vo viacerych Stidiach
s menSim poc¢tom vzoriek [6,17], no nebola potvrdena
pracami zahriiajucimi vacsi pocet pacientov s PD [1, 11,
13, 23, 26]. Vysledky stadie od Beach a kol. (2016) by
preto mali byt potvrdené vo vécsej skupine pacientov
s PD, aby ich bolo mozné generalizovat.

Zistenia naSej histologickej Studie su limitované roz-
sahom ziskanej enteromikrobiopsie a tiez mensim poctom
zaradenych pacientov a zdravych kontrol. Vyzadovali by
si histopatologické hodnotenie pritomnosti p-a-syn aj
v tela submucosa, pripadne tunica muscularis externa,
ako aj vzajomné porovnanie vyskytu a distribucie p-a-syn
v jednotlivych vrstvach steny hrubého c¢reva. Ziskané
vysledky vSak naznaduji, Ze pouzita protilatka proti p-a-
syn méze mat vyuzitelny potencial pri komplexom hod-
noteni enteromikrobiopsii sliznice hrubého c¢reva.

Do nasej analyzy boli zaradeni pacienti v prodromal-
nom $tadiu PD, na zaklade polysomnograficky dokazanej
poruchy REM fazy spanku. Narusena architektonika
spanku a zaroven aj porucha REM fazy spanku je vo vic-
Sej miere pozorovana u obéznych pacientov a po poklese
hmotnosti bolo pozorované prediZenie a iprava REM fazy
spanku [9].

Zaver

Na zaklade vysledkov nasej imunohistochemicke;j
analyzy je mozn¢é konStatovat’ ze:

(1) Pozitivne depozity p-a-syn boli predominantne de-
tegované u RBD pacientov v sliznici hrubého creva vo
vézive sliznice v bezprostrednom okoli bazy cErevnych
krypt a tesnej blizkosti svaloviny sliznice ¢reva a iba oje-
dinele zasahovali priamo podvrstvy hladkej svaloviny
sliznice.

(2) Pozitivne p-o-syn-imunoreaktivne Struktiry boli
na zaklade nasho zistenia pritomné vyhradne v nervovych
vlaknach (axény prip. dendrity). Ojedinele sme depozity
podobného charakteru zaznamenali aj v cytoplazme akti-
vovanych makrofagov, v dosledku ich stimulécie, a na-
slednej aktivnej fagocytdrnej aktivity, ¢o vSak nebolo
vyhodnotené v ramci nasho definovaného imunohisto-
chemického algoritmu ako pozitivita.

(3) Vyslednd senzitivita dosiahla hodnotu 81,82 %
a Specificita hodnotu 84,62 %.

(4) Vysledky nasej analyzy naznacuju, Ze detekcia p-
a-syn v mikrobiopsidch c¢revnej sliznice colon ascendens
od RBD pacientov mdze predstavovat’ uzitocny biomar-
ker, ale aj vhodny histopatologicky doplnkovy parameter
diagnostiky, ktory je vSak nevyhnutné konfrontovat s
d’alsimi klinickymi vySetreniami a nalezmi.
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IMMUNOREACTIVITY AND DISTRIBUTION OF PATHOLOGICAL ALPHA-SYNUCLEIN POSITIVE
STRUCTURES IN MICROBIOPSY OF COLONIC MUCOSA

Kunovd A., Téth S., Mechirovd E., Kulcsdrova K., Maretta M., Feketeovd E., Gdovinovd Z., Ribeiro Ventosa J., Gomboso-
va L., Skorvanek M.

Introduction Parkinson’s disease (PD), the second most common neurodegenerative disorder, involves peripheral nervo-
us system before the onset of typical symptoms resulting from the defect of central nervous system. Immunohistochemical
detection of pathological protein, phosphorylated o-synuclein (p-a-syn), which is present in peripheral nervous tissue in
prodromal stage of PD, can serve for identification of early stage of PD.

Aim The aim of immunohistochemical analysis was to assess immunoreactivity and distribution of p-a-syn in colonic mu-
cosa of patients in prodromal stage of PD compared to healthy controls (HC). Concurrently the aim was to specify sensiti-
vity and specificity of used antibody against p-o-syn.

Material and Methods There were 11 patients in prodromal stage of PD and 13 healthy controls included in the analysis.
Colonic microbiopsies were obtained from all included patients and HCs, immunohistochemistry was used to detect patho-
logical form of p-a-syn.

Results According to our results, the used antibody against p-syn has relatively high sensitivity and specificity in the colon
mucosa patients in the prodromal stage og PD.
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Conclusion Detection of p-a-syn in colonic mucosa of RBD patients is appropriate biomarker of prodromal stage of PD.
1t is necessary to confront our results with other clinical examinations and findings.

Key words: Parkinson disease, p-o-synuclein, immunohistochemistry, colonic mucosa, REM-sleep behaviour disorder
(RBD)
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