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Streszczenie

Wirusowe infekcje migénia sercowego mogg by¢ przyczyng wielu powaznych stanow.
Sa to m. in. ostre zapalenie mig$nia sercowego oraz kardiomiopatia rozstrzeniowa, a wigc
choroby, ktére bardzo czgsto doprowadzaja do wystapienia objawdéw niewydolnosci serca
(NS). Ta z kolei jest bardzo istotnym problemem klinicznym i ekonomicznym, gdyz szacuje
si¢, ze cierpi na nig obecnie nawet 1,2 miliona Polakow. Niewydolno$¢ serca jest najczestsza
przyczyna hospitalizacji w naszym kraju, a jej leczenie kosztuje niemal 2 miliardy ztotych
rocznie. Rokowanie co do przezycia chorych z zaawansowang niewydolno$cig uktadu

krazenia jest gorsze niz w wiekszos$ci choréb nowotworowych.

Wirusowe choroby serca rozwijajg si¢ w zwigzku ze zmianami w komorkach migsnia
sercowego, zachodzacymi najcze$ciej w wyniku reakcji autoimmunologicznej wywotanej
przez wirusy na drodze mimikry molekularnej. Jedynym narzedziem diagnostycznym
umozliwiajgcym doktadng analize tych zmian jest biopsja migsnia sercowego (EMB). Metoda
ta odgrywa istotng role w diagnostyce zapalen mig$nia sercowego oraz pozapalnej
kardiomiopatii rozstrzeniowej. Material uzyskany na drodze EMB powinien by¢ poddany
diagnostyce histologicznej, immunohistochemicznej i wirusologicznej. Bardzo cenna okazuje
si¢ takze diagnostyka ultrastrukturalna przy wykorzystaniu transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, jednakze obecnie niewiele osrodkdw moze sobie na nig pozwoli¢ ze wzgledow

organizacyjnych oraz finansowych.

Wsrod wirusow wykazujacych duze powinowactwo do migsnia sercowego najczesciej
wymienia si¢ parwowirusa B19 (B19V), ludzkie herpeswirusy typu 6, wirusa Epsteina-Barr,
cytomegalowirusa, wirusa Coxsackie typu B oraz inne enterowirusy i adenowirusy. Wirusem
najczeéciej wykrywanym w materiale biopsyjnym mig$nia sercowego pobranym od
pacjentdw z kardiomiopatia rozstrzeniowg jest parwowirus B19. Od dawna jest on wigzany
Z indukcjg procesu chorobowego, doprowadzajacego do rozstrzeni lewej komory, jednakze
znajomo$¢ patomechanizmu tego procesu pozostaje ograniczona. Materiat genetyczny B19V
jest wykrywany w komorkach $rodblonka naczyniowego, nie ma g0 natomiast
w kardiomiocytach, co sugeruje wplyw wirusa na indukcje niedokrwienia. Uwaza sig, ze
koinfekcja B19V z innym wirusem kardiotropowym moze pogarszaé¢ przebieg zakazenia,
prawdopodobnie poprzez reaktywacje replikacji B19V. Dotychczas nie wyjasniono, jakie
zmiany zachodzg w budowie ultrastrukturalnej migsnia sercowego w wyniku infekcji

wirusowych i czy zmiany te r6znig si¢ w zalezno$ci od gatunku wirusa.



Pomimo trwajacych od wiekéw badan nad trojwymiarowa architektura serca,
szczegbly organizacji kardiomiocytow w $cianie mig¢snia sercowego nadal nie zostalty w petni
poznane. Rowniez przebieg zmian patologicznych zachodzacych w miokardium na poziomie
subkomorkowym nie zostal dotychczas dobrze wyjasniony. Zglgbieniu tej wiedzy ma shuzy¢
wprowadzenie pojecia jednostki migsniowo-naczyniowej (CVU), ktore jest rozwinigciem
mysli funkcjonalnego polaczenia kardiomiocytéw z komodrkami $rédblonka naczyniowego.
Jednostka ta okre$lana jest jako podstawowy strukturalny i funkcjonalny element mig$nia
sercowego, sktadajacy si¢ z kardiomiocytow, fibroblastow oraz naczyn krwiono$nych wraz z
pericytem. Niniejsza praca powstata, aby okresli¢ zakres zmian ultrastrukturalnych w CVU w

przebiegu wirusowej choroby serca wywotanej przez parwowirusa B19.

Podstawowym celem prowadzonych badan byla analiza zmian ultrastrukturalnych
poszczegolnych elementéw jednostki migsniowo-naczyniowej w przebiegu infekcji migs$nia

sercowego parwowirusem B19.

Cele szczegotowe obejmowaty:

e Opracowanie schematu zmian zachodzacych w migsniu sercowym w przebiegu
infekcji parwowirusem B19.

e Okreslenie, czy istnieje korelacja zmian w morfologii jednostki mig$niowo-
naczyniowej na poziomie ultrastrukturalnym w zaleznosci od liczby Kkopii
parwowirusa B19 w EMB, klinicznego stanu chorych, wynikow badania

echokardiograficznego oraz od wynikéw badan laboratoryjnych.

Badana populacja zostala podzielona na 2 grupy: chorzy, u ktérych wykryto DNA
B19V w materiale biopsyjnym oraz pacjenci, u ktorych nie stwierdzono materiatu
genetycznego parwowirusa B19. Szczegotowe) analizie poddano chorych z potwierdzong
obecnoscig B19V. Ta grupa zostata poréwnana z grupa kontrolng, ktoéra stanowili pacjenci
Z rozstrzenia lewej komory i zachowang frakcja wyrzutowa, u ktérych nie stwierdzono
obecnosci materialu genetycznego wirusow. W Kkolejnej fazie badania sprawdzono, czy
istnieje bezposrednia korelacja pomigdzy frakcja wyrzutowa lewej komory a liczbg kopii
B19V w badanym materiale oraz dokonano opisu zmian ultrastrukturalnych, ktore zostaly
zaobserwowane w mikroskopii elektronowej, w zalezno$ci od kopijnosci parwowirusa B19,
wybranych kryteriow klinicznych, wynikow badan obrazowych i laboratoryjnych.

W nast¢pnym etapie analizy, aby ustali¢ przebieg zmian morfologicznych w CVU



w przebiegu infekcji B19V, chorych z tej grupy podzielono na 4 podgrupy w zaleznosci

od frakcji wyrzutowej lewej komory oraz od liczby kopii wirusa w bioptacie miokardium.

Wszyscy pacjenci mieli wykonywane badania nieinwazyjne, ktére wchodza w zakres
rutynowej diagnostyki niewydolnosci serca i zostali ocenieni wg klasyfikacji NYHA pod
wzgledem nasilenia objawoéw niewydolno$ci ukladu krazenia. Wszyscy chorzy mieli takze
wykonang angiografie tetnic wiencowych. Diagnostyka pacjentéw uwzglednionych
w niniejszym badaniu obejmowata wykonanie biopsji mig$nia lewej komory. Materiat
biopsyjny oceniany byl wg kryteriow Dallas oraz wg immunohistochemicznych kryteriow
WHO pod katem obecnosci stanu zapalnego, a do identyfikacji materialu genetycznego
wirusOw w miokardium wykorzystano qPCR i RT-gPCR. Prébki od kazdego pacjenta
oceniane byly przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Analiz¢ statystyczng

zgromadzonych danych wykonano w srodowisku programistycznym GNU R.

Wyniki:

1) W materiale biopsyjnym od pacjentow z kopijnoscia B19V na poziomie <500
W obrazie ultrastrukturalnym obserwowano m.in. destrukcje aparatu kurczliwego,
morfologiczne cechy stresu oksydacyjnego i obrzeku siateczki srodplazmatycznej,
liczne wglobienia otoczki jagdrowej. Najbardziej charakterystyczng cechg w tej
grupie chorych byta jednak znaczna degradacja grzebieni mitochondrialnych.
Czg$¢ mitochondriow uktadata si¢ w konglomeraty, w obrgbie ktorych
obserwowano morfologiczne cechy fuzji. W przestrzeni zewnatrzkomorkowej
obecne byly bardzo liczne wilokienka kolagenowe. Naczynia kapilarne
charakteryzowatly si¢ bardzo waskim $wiattem i hipertroficznym $rodbtonkiem
0 cechach nekrozy. Formowatly one struktury o charakterze petli, ktorych swiatto
najczesciej byto catkowicie zamkniete.

2) W grupie chorych z posrednig kopijnoscig B19V obserwowano czesto przerwane
miofibryle i cechy poszerzenia szorstkiej siateczki $rodplazmatyczne;j.
Mitochondria w kardiomiocytach byly liczne, zdegenerowane, z cze$ciowo
uszkodzonymi grzebieniami. Niektore z nich mialy przerwang bton¢ zewngtrzna,
a w ich poblizu znajdowaly si¢ skupiska glikogenu otoczone pojedyncza btong
plazmatyczng. Obserwowano rowniez mitochondria o morfologii ciat
mielinopodobnych. W przestrzeni zewnatrzkomorkowej licznie wystepowaty

naczynia o charakterze petli, a takze drobnowlokienkowy materiat i fibroblasty.



3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Komérki $rodbtonka wykazywaty czegsto cechy hipertrofii 1 zawieraly
elektronowo geste ziarnistosci lub duze wakuole.

U pacjentow z poziomem kopijnosci B19V >5000 obserwowano zanik aparatu
kurczliwego na znacznym obszarze komorki, a cytoplazme¢ wypeknialy liczne
skupiska ziaren glikogenu. Mitochondria w poblizu takich skupisk
charakteryzowaly si¢ jasng elektronowo macierza, przerwang btong zewnetrzng
i mocno uszkodzonymi grzebieniami. Niektoére mitochondria byly catkowicie
pozbawione zewnetrznej blony. Charakterystyczne zmiany obserwowano rowniez
w jadrach kardiomiocytow. Poszerzona byla przestrzen pomig¢dzy blonami
jadrowymi, czesto zawierata ona amorficzny material, a w otoczkach jadrowych
wystepowaly liczne wglobienia. W przestrzeni zewnatrzkomodrkowej obecne byty
liczne fibroblasty, witokienka kolagenowe i elastynowe oraz wiokienka
o morfologii amyloidu i desminy. Naczynia kapilarne charakteryzowaty si¢
wysokim, hipertroficznym $rodblonkiem i bardzo waskim $wiattem.

Patologiczne zmiany ultrastruktury elementéw jednostki mie$niowo naczyniowej
byly bardziej nasilone u chorych z wigkszym stopniem zaawansowania objawow
niewydolnosci serca, a takze u chorych z wyzszym poziomem NT-proBNP
i troponiny |. Koncoworozkurczowy wymiar lewej komory oraz jej frakcja
wyrzutowa nie byty bezposrednio zwigzane z patologiami w obrebie CVU.

Cechy podziatu mitochondriéw byly znacznie bardziej nasilone w grupie chorych
z prawidtowa frakcja wyrzutowa lewej komory i wysokim poziomem kopijnosci
B19V w poréwnaniu z chorymi z niska frakcja i malg liczba kopii BI9V.

Wisrdd pacjentéw z wysoka kopijnoscig parwowirusa wigksza cze$¢ naczyn byla
zwezona przy niskiej LVEF w poréwnaniu do prawidtowe;j frakcji wyrzutowe;.
Grupa z prawidlowg frakcja wyrzutowa lewej komory i wysokim poziomem
kopijnosci B19V miala istotnie mniejsza szeroko$¢ lewego przedsionka
od pozostatych grup. Ci sami chorzy mieli istotnie wyzsze TAPSE od pacjentow
Z niskg LVEF.

Pacjenci z niska LVEF 1 niska kopijnosciag B19V mieli bardziej nasilong
niedomykalno$¢ mitralng od pozostatych chorych. Zaburzenia kurczliwosci
migs$nia lewej komory takze byly bardziej nasilone w tej grupie w poréwnaniu
do chorych z prawidtowa LVEF.

Grupa G4 przedstawiata pierwszy etap wirusowej infekcji serca — intensywna

replikacja wirusa z prawidtowa LVEF. Nastepnie obserwowano rozstrzen lewej



10)

11)

komory i upos$ledzenie jej funkcji skurczowej (grupa G3), a w dalszym etapie
infekcji wirus konczyt proces aktywnej replikacji (G1). Grupa G2 obrazowata
postulowang w literaturze populacje¢ chorych, w ktorej parwowirus B19 jest
jedynie pozostato$cia po infekcji przebytej w przesztosci, ale nie wywotuje
on zmian patologicznych w miokardium.

Wirusowe DNA/RNA wykryto w 52,6% badanych bioptatéw migsnia sercowego.
W 67,6% wykrytym wirusem byt B19V, a w 14,1% probek wykryto kwasy
nukleinowe dwoch wiruséw. Tylko w jednym wypadku B19V nie byt jednym
z wirusow koinfekujacych.

Nie stwierdzono korelacji pomigdzy frakcja wyrzutowa lewej komory a liczba
kopii parwowirusa B19 wykryta w materiale biopsyjnym pobranym

od poszczegolnych pacjentow.

Whioski:

1)

2)

3)

4)

Na poziomie mikroskopii $wietlnej nie stwierdzono istotnych réznic w badanych
grupach, natomiast bardzo waznym jej uzupetlnieniem okazato si¢ badanie przy
uzyciu mikroskopii elektronowe;.

Obraz zmian ultrastrukturalnych poszczeg6élnych elementow jednostki mig¢sniowo-
naczyniowej u pacjentow z wirusowg chorobg serca spowodowang przez
parwowirusa B19 r6znit si¢ w poréwnaniu do chorych z rozstrzenig lewej komory,
u ktérych nie stwierdzono obecno$ci wirusowego materialu genetycznego.
Patologie obserwowane byly w aparacie kurczliwym, mitochondriach i jadrach
komorkowych kardiomiocytow. Zmiany ultrastrukturalne dotyczyty rowniez
przestrzeni zewnatrzkomoérkowej 1 naczyn wtosowatych.

Patologiczne zmiany w morfologii elementow jednostki mig$niowo-naczyniowej
byly zwigzane z liczba kopii parwowirusa B19 w EMB, z nasileniem objawow
niewydolnosci serca wg skali NYHA, a takze z poziomem NT-proBNP i troponiny
I w surowicy krwi obwodowej, jednakze niemozliwe byto stworzenie systematyki
obserwowanych zmian.

Grupa chorych z kopijnoscig B19V <500 reprezentowala ,,zejsciowy” obraz
infekcji parwowirusem B19, ze znacznym stopniem destrukcji mig$nia sercowego
1 niepomy$lnym rokowaniem. Znaczny stopien uszkodzenia kardiomiocytow byt
wtorny do patologii w obrgbie naczyn kapilarnych, bedacych przyczyng

niedokrwienia.



