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1. Bevezeto

1.1. Miokarditisz

1.1.1. Virusos miokarditisz

A miokarditisz (MC) a szivizomzat akut vagy kronikus gyulladasi folyamata,
melynek a patofiziologiaja nem teljesen tisztazott. Nehéz felismerhetéségének
koszonhet6en a diagnosztizalasa is korlatokba {itkozik.

A virusos MC a gyermekkori €s a felndttkori megbetegedések és haldlozasok
leggyakoribb oka (Bowles és mtsai 2003, Savon és mtsai 2008). A gyermekkori virusos
MC valés eléforduldsi gyakorisdga ismeretlen, mivel az esetek egy részében
tinetmentesen zajlik és ennek kovetkeztében észrevétlen marad a klinikusok el6tt
(Dettmeyer és mtsai 2004).

Az elmult években egyértelmiien bebizonyosodott az enterovirusok (EV), azok
koziil is elsésorban a Coxsackie-B3 szerotipus szerepe MC-ben. Szamos kézlemény
szol amellett, hogy az MC dilatativ kardiomiopatia (CM) kialakuldsaban is
jelentdséggel bir (Martino és mtsai 1994), azonban ennek pontos patogenezise a mai
napig ismeretlen. Akut virusos MC-bél a betegek haromnegyed része spontan
megyogyul, mig a megmaradd rész esetében szivizombetegség alakul ki (Heymans
2007).

Az MC folyamata idérendi sorrendben harom részre kiilonithetd. Az elsd
fazisban a virus kozvetitette lizis soran a szivizomsejtek destrukcidja figyelheté meg,
melynek soran megjelennek az immunsejtek elsé hulldmat jelentd természetes 616sejtek
(NK). Az NK sejtek a virus szaporodasat korlatozzak (Kearney és mtsai 2001). Ezt egy
korabbi kisérlet tamasztotta ala, melynek soran NK deficiens egerekben sokkal
stlyosabb lefolyasi MC alakult ki (Lodge és mtsai 1987). Az NK sejtek interleukin-1-
bétat (IL), tumornekrozis faktor-alfat (TNF), interferon-gammat (IFN) és IL-2-bétat
termelnek, melyek eldnydsen és hatranyosan is befolyasolhatjak a szivizom miikodését
(Matsumori 1997). Az eléz6ekhez hasonlé modon viselkedik a nitrogén-monoxid (NO)
is, mely szabalyozza a szervezetkarosito immunfolyamatokat és szerepet jatszik a

fert6z6 agens eliminalasaban, azonban allatkisérletben autoimmun MC-ben citotoxikus
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hatasat figyelték meg (Ishiyama és mtsai 1997). A folyamat elérehaladtaval a
szivizomsejtek direkt pusztulasa figyelhetd meg (McManus és mtsai 1993). A kezdd
fazis gyakran észrevétleniil marad, mivel a kezdeti karosodast az immunrendszer kivédi
(McCarthy és mtsai 2000). A folyamat el6rehaladtaval jelennek meg az antigén
prezentaldo sejtek (APC) révén aktivalodott T-limfocitdk, melyek szama a virus
szervezetbe jutasatdl szamitva 7-14. napon érik el a legmagasabb értéket (Kishomoto és
mtsai 1985). A kezd6 fazisban a kialakult cellularis és humoralis immunvalasz javithat a
folyamat kimenetelén, ugyanakkor a masodik fazisban felelés lehet a karosodasért,
melyet részben a molekularis mimikri eredményez (Lawson 2000), mely a virus és sziv
eredetli epitopok hasonldsagan alapul (Badorff és Knowlton 2004). Az autoimmun
folyamatok kialakulasaért felelds lehet egyrészt az autoantigénekkel keresztreagalo
ellenanyagok (Caforio és mtsai 2002), masrészt a virus indukalta szivizomsejt-
karosodas eredményeként felszabaduld intracellularis szivizomfehérjék jelenléte
(Dennert és mtsai 2008). A folyamat soran a gyulladasos sejtek altal termelt
matrixbontod fehérjék is megjelennek (Pauschinger és mtsai 2004, Heymans és mtsai
2006) (1.1.1a. abra). A harmadik fazist a szivizom karosodas kovetkeztében kialakuld
fibrozis, balkamra dilataci6 jellemzi (Sivasubramanian és mtsai 2001), melyek a sziv
funkcioképtelen allapotahoz vezetnek (Heymans 2006).

Az eddigi vizsgalati eredményekkel kapcsolatban két megmagyarazatlan
jelenséget figyeltek meg. Egyrészt akut MC esetében napok alatt lezajlott a gyogyulasi
folyamat és hosszl tdvon jobb prognézissal rendelkeztek a betegek Gsszehasonlitva a
kréonikus MC-ben szenveddkkel, akiknél rosszabb prognozist figyeltek meg (dilatativ
CM manifesztalodott) (Mason és mtsai 1995, McCarthy és mtsai 2000). Masrészt
felvetddott az a kérdés, vajon mi lehet az oka annak, hogy csak bizonyos betegekben
alakul ki MC.

A molekularis technikdknak koszonhetéen napjainkra mar tobb virustipust
detektaltak szivizomban, mely szereppel birhat MC ¢és dilatativ CM kialakuldsaban. A
Coxsackie virusokrol régota ismert, hogy szivizom gyulladasanak kialakulasaban fontos
szerepet jatszanak. Az elmualt években azonban egyre gyakrabban detektaltak
Adenovirus (AdV), Human Herpesz Virus 6 (HHV6) és Parvovirus B19 szekvenciakat
koros allapott szivizomban. A kardiotrop virusok (EV, AdV, HHV6, PVB19) tébbnyire

felsd léguti panaszokat el6idézd korokozok, azonban bizonyos esetekben komolyabb
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klinikai tlineteket is képesek generalni. Az emberek kozel 90 %-a atesik ezeken a
virusfertdzéseken az ¢élete sordn anélkiil, hogy barmilyen szovédményt
eredményeznének a szivben (Dennert és mtsai 2008). A kiilonboz6 virusok
fert6zoképességét pozitivan befolyasolja a gazdaszervezet alultaplaltsaga (Woodruff
1980), az eldrehaladott kora (Grodums és mtsai 1959) és a mozgasszegény életmodja
(Gatmaitan és mtsai 1970). A legnagyobb rizikofaktort azonban az adott személy
immunrendszerének allapota jelentheti, amennyiben a behatold viruspartikulumot a
gazdaszervezet nem képes eliminalni az immunrendszer valamilyen hibdjabol fakadoan.

Ezaltal megnéhet a kockazat kronikus MC kialakuldsara, mely dilatativ CM-hez

vezethet.
3\,§ Virus
Pri fertézés Gtia: Serkenti:
Llrm?e.rbe:oz Is' gua: -interleukineket
Gegutl .e ato.as'r behatol4 -citokineket
asztrointesztindlis behatolas -NK sejteket
-perforinokat
:i\:§ Virus ‘ Célszerv
~5\/%.‘/
y2SS
Koreceptor | CAR | -DAF
vl. Szivizomsejt
IK]Bew &
Citokinek l Osztédas e 4 l
ICAM ) - :\\\j/ _?)
—s ; — AP
:‘AO | At 2 Sejtmag Sejtfelszini C g»,z
etallo- 2 =
epitop = T
proteinaz A ’\/‘ “"/ MHC @
- Golgi apparatus —~
‘/"/\/\.\‘ / ICAM
CD40
Degradacio kostimuldtor
T Antigén-
a:t?i a'elésa prezentalo sejt
| | !
T8 (citotoxikus) T4 (helper) sejtek
sejtek Antitestek (B sejtek)
Citokinek, interferon g

1.1.1a. abra: Virus infekcio folyamata.

(Forras: Baughman és Wynne 2005)
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Tobb korabbi probalkozas az MC immunszuppressziv terdpiaval torténd
kezelése kapcsan igen ellentmondd eredményeket adott. Egyediil egy 102 betegen
elvégzett vizsgalatban sikeriilt immunszuppressziv kezeléssel a bal kamra funkciojanak
javulasat el6idézni azokban a betegekben, ahol a szivizomban gyulladas fennallasa
egyértelmiien igazolhatd volt szovettani vizsgalattal (Parrillo és mtsai 1989). Egy 2003-
as tanulmanyban az alkalmazott immunszuppressziv terapiaban részesiilt MC-s betegek
koziil a kezelésre nem reagalok tobbsége EV pozitivitdst mutatott, tovabba a kezelés
ideje alatt szivizomsejt-karosodast figyeltek meg (Frustaci és mtsai). Napjainkra
nyilvanvalova valt az immunszuppressziv kezelés hatastalansaga virusos MC
kezelésében. A jelenlegi allaspont szerint az IFN kezelés elfogadhatdbb terapianak tiinik
a virusok eliminalasara. Egy 2003-ban végzett felmérésben 6 honapos IFN-béta kezelés
hatasara mind az AdV, mind az EV genom eliminalédott a szivizombol, melynek
hatasara javult a vérkeringés és a szivizomban 1év6 T-limfocitak szama is lecsokkent
(Kiihl és mtsai 2003).

IFN-alfa és IFN-béta a virusellenes immunvalasz szerves részei, melynek soran
szabalyozzak az antigén feldolgozasat és bemutatasat MHC I molekulék révén, tovabba
aktivaljak a T-sejtek és a CD8+ memoria T-sejtek proliferacidjat (Biron 1999). Az IFN-
gamma megakadalyozza a virus replikacidjat, azonban negativ hatasat is demonstraltak,
miszerint sulyosbit néhany Thl kozvetitett autoimmun betegséget. Korabban
megfigyelték, hogy az IFN-gamma védelmet jelent a kronikus fibrozis kialakulasaval
szemben, mivel gatolja a fibroblasztok kialakulasat (Oldroyd ¢és mtsai 1999).
Coxsackie-B3 virussal fert6zott IFN-gamma deficiens egerekben jelentdsen megnétt a
kronikus MC ¢és fibréozis kialakulasa, tovabba mind a vad, mind az IFN-gamma
deficiens egerekben dilatativ CM alakult ki kamramegnagyobbodassal, azonban IFN-
gamma deficiens egerekben sulyosabb formaban volt detektalhato a korfolyamat

(Fairweather és mtsai 2004).

1.1.2. Miokarditisz diagnosztikaja
Az MC diagnosztikdja tekinthetd az egyik legnagyobb kihivasnak a

kardiologiaban. Megkiilonboztetiink idiopatias, bakteridlis, virusos és/vagy autoimmun

eredetti MC-t (Richardson és mtsai 1996, Angelini és mtsai 2002).

10
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Az MC az esetek egy részében felderitetlen marad, mig masik részében
influenzaszeri tiinetek jelentkeznek felsé 1éguti vagy gyomor-bélrendszeri panaszok
formajaban (Dennert és mtsai 2008). Feltehetéen az immunrendszer nem megfelel6
miikédése eredményezheti, hogy az adott virus nem eliminalodik a szervezetbdl, igy
lehetdsége nyilik a vérkeringés Utjan mas szervekbe eljutnia és megtelepednie. A
kardialis tiinetek napokkal vagy hetekkel a virusfertézést kovetén jelentkeznek,
melyeket faradtsag, nehézlégzés, szivremegés, rossz kozérzet és atipusos mellkasi

diszkomfort érzés jellemez (Dec és mtsai 1985).

1.1.2.1. Klinikai vizsgalatok

Akut MC gyantja esetében gyakori eset, hogy az elektrokardiogram (EKG)
abnormalis képet mutat, kovetkezésképpen a technika érzékenysége az eddigi
eredmények alapjan kozel 47 %-ra tehetd (Dennert és mtsai 2008). A vizsgalat
specifitisa azonban teljesen ismeretlen (Liu és Yan 2005). Akut MC esetében
eléfordulhat ismeretlen eredetii pitvari vagy kamrai aritmia, az EKG gorbén lathaté PQ
szakasz megrovidiilése és diffuzan emelkedett ST-T szakasz, mely utobbi atmehet

deprimalt ST-T szakaszba (Wang és mtsai 2003).

1.1.2.2. Szerologia

A virus szerologia napjainkra mar elavult technikénak tekinthetd, kdszonhetden
az alacsony érzékenységének és specifitasanak (Baughman 2006), hiszen bizonyos
személyeknél hosszabb ideig fenndll az ellenanyag termelés (Baboonian és Treasure
1997). A kardialis tiinetek mellett észlelt alacsony IgG, megemelkedett IgM és IgA
ellenanyagok utaltak virus eredetre, azonban a sziv virusfertdzottségét nem igazolta a
vizsgalat (Dennert és mtsai 2008). A kontroll csoportban 4-10 %-os aranyban jelezte

infekcio meglétét a szerologiai vizsgalat (Baboonian és Treasure 1997).

11
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1.1.2.3. Endomiokardialis biopszia

Az American College of Cardiology /American Heart Association (ACC/AHA)
javaslata szerint a klinikus az EMB-n elvégzett szovettani vizsgalat eredménye alapjan
hozhat dontést a megfeleld terapia kivalasztasa céljabol (Hunt és mtsai 2001, Cooper és
mtsai 2007). Indokoltnak tekintheté az a szemlélet, miszerint a klinikusok MC gyantja
esetében maximum 2 napot varnak az EMB elvégzése elott (Dennert és mtsai 2008). Ezt
tamasztja ald azon esetek szédma, melyeknél spontdn javulds figyelheté meg, igy
elkeriilheté az indokolatlanul elvégzendd invaziv mintavételi eljaras. Létezik azonban
egy masik allaspont is, miszerint minden egyes MC-gyants esetben elvégzendd az
EMB. Ezt azzal indokoljak, hogy a betegség korai fazisaban nagyobb a diagnosztikai
vizsgalat érzékenysége. Ismert etiologidji megbetegedés kezelése nagysagrendekkel
hatékonyabb a korai fazisban, mint a mar meglévé gyulladasbol fakado
helyrehozhatatlan karosodas esetében (Dennert és mtsai 2008). Ennek tisztazasaban
pillanatnyilag az EMB bir a legnagyobb szereppel, mely elsésorban szovettani,
masodsorban molekularis (in situ hibridizaci6é, PCR) és immunhisztokémiai vizsgalatok

elvégzését teszi lehetove.

1.1.2.3.1. Szévettani vizsgalatok

Az MC-ben szenvedd betegek esetében elvégzett szovettani vizsgalatok
kiértékelése a Dallas-kritériumok alapjan torténik (Aretz  1987). A Dallas-
kritériumoknak azonban szamos hatranya van:

1) eltér6 patoldgiai értelmezést eredményezhet (Shanes és mtsai 1987)

2) a mintavételezési hiba kikiiszobolése koriilményes (Hauck és mtsai 1989)

3) figyelmen kiviil hagyja a patoldgiai eltérés okat (Heymans 2007, Dennert €s

mtsai 2008).

A diagnozis felallitaisaban meghataroz6 a szovettani mintaban gyulladasos
infiltratumok jelenléte, tovabbd nekrézis eléforduldsa. Szivizomsejt-nekrdzis hidnya
szorvanyos gyulladasos infiltratum meglétével egyiitt hataresetet jelent az MC

diagnosztizalasaban (Dennert és mtsai 2008).
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A mintavételezési hely a jelenlegi gyakorlat szerint a jobb kamra szeptalis
teriilete. Ezzel kapcsolatban azonban két kérdés is felmeriil: 1) a virus kimutathatosag
mutat-e fokalis képet (térbeli variabilitas), 2) az EMB kivitelezésének idépontjaiban
vald eltérés mutat-e a kiértékelésnél kiillonbséget a korabbi eredményekhez képest
(id6beli variabilitas) (Hauck és mtsai 1989).

A szovettani vizsgalat mellett érdemes elvégezni immunhisztokémiai vizsgélatot
is, mellyel lehetévé valik az inflammatorikus sejtek kvantifikalasa, azonositasa és
differencialtsagi fokanak meghatarozasa, kiilonos tekintettel a T-limfocitakra (Noutsias

¢és mtsai 2002).

1.1.2.3.2. Molekularis modszerek

A molekularis modszerek alkalmazasaval (PCR, in situ hibridizacid) szamos
virusrol bizonyosodott be, hogy szivizomban is detektalhat6. A PCR modszer rendkiviil
gyors és igen érzékeny technikanak szamit (Ross és Chien 1989). A legljabb
vizsgalatok eredményei a PVB19 (34,7 %) és HHV6 (8,2 %) (Kiihl és mtsai 2005) virus
szivizomban valo magas el6fordulasi gyakorisagara deritettek fényt (Marholdt és mtsai
2006). Hasonl6 aranyban fordultak el6 a fenti virus szekvenciak mind MC-ben, mind
dilatativ CM-ben, alatamasztva annak lehet6ségét, hogy virus infekcid generalta a
szivizomkarosodast és annak funkcioképtelen allapotat. Korabbi kozleményekben
kiilonb6z6 hibridizacios technikaval jelentdsen eltér6 aranyban (18-50 %) sikeriilt EV
szekvenciat kimutatni (Bowles és mtsai 1986, Archard és mtsai 1987, Easton és Eglin
1988, Tracy és mtsai 1990). Az eltérés oka lehet az, hogy a betegek Kklinikai
szempontbol valo elkiilonitése és csoportositdsa nem egységes, tovabba a technikak

érzékenysége sem egyforma a kiilonboz6 esetekben.
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1.2. Kardiotrop virusok jellemzése

1.2.1. Enterovirusok

A Picornavirusok kozé tartozd6 EV-k szerkezetére jellemzd, hogy 60 darab

Otszogli kapszomerbdl allnak (1.2.1a. abra). A genetikai 6rokitéanyag duplaszala RNS.

a) Protomér b) Pentamér ¢) Kapszid

1.2.1a. abra: Picornavirusok szerkezete.
(Forras: Rueckert RR 1996)

Az EV-k csoportjan beliil megkiilonboztetiink Polio-, nem-poliovirusokat,
Coxsackie virusokat, EV 68-71 tipusokat, tovabba az Echovirusokat.

Cseppfertdzéssel vagy székletkenddéssel terjednek, és elsdsorban a 1égzd-, és
gasztrointesztinalis szervekben, szovetekben szaporodnak, majd a vérarammal jutnak el
tavolabbi célszervekbe. Az EV fertdzésekre altalanossagban jellemz6, hogy az esetek
jelentds részében tiinetmentesen vagy aspecifikus tiinetek jelenléte mellett zajlanak le
(Roivainen és mtsai 1998).

Az EV-k replikaciojat a zart hurok modellel illusztraljak, melynek soran
haromféle RNS-alak képzddik: 1) replikativ forma (duplaszala RNS), 2) replikativ
koztes alak (negativ szalit RNS), amely részlegesen hibridizal a pozitiv RNS szallal, 3)

Ujonnan szintetizalt pozitiv egyszali RNS. Az ujonnan szintetizalt pozitiv szal 5° végén
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egy jellegzetes lohere szerkezet alakul ki (Gamarnik és mtsai 2000), mely
kolcsonhatasba 1ép az RNS 3’ végén taldlhato poliA-farokkal, aminek kdvetkeztében a
genom korbe zarddik, €s a transzlaciot a negativ szal szintézise valtja fel (Borman ¢és
mtsai 2002, Steil és mtsai 2008). A fentiekbdl kovetkezik, hogy a negativ szal
detektalasa a virus aktiv replikacidjara utal (Pauschinger és mtsai 1999).

Egy tanulmanyban EV negativ szalat detektaltak végstadiumu idiopatias CM-es
betegek szivizomzatdban (Fujioka ¢és mtsai, 2000). Egy nemrégiben megjelent
tanulmany arrél szamolt be, hogy a vizsgalt beteg populacié tobb mint 50 %-aban EV
negativ szalat talaltak, azonban nem mutatkozott kiilonbség a szivizom gyulladasanak
mértékében a virus-negativ betegek eredményével Gsszehasonlitva (Kuethe és mtsai
2007). Ezt mar egy korabbi kozleményben is megfigyelték, ahol az inflammatorikus
sejtek mennyisége nem mutatott Osszefiiggést az EV replikacios allapotaval
(Pauschinger és mtsai 1999).

El6szor 1956-ban jelent meg kozlemény, melyben fatalis kimeneteliit MC-s
ujsziilottek szérumaban Coxsackie-B4 virus antitestet detektaltak (Van Creveld és
DeJager 1956). Azdta szdmos tanulményban mutattak ki MC és dilatativ CM esetében
elvégzett EMB soran EV virus szekvenciakat (Bowles és mtsai 1986, Pauschinger és
alatamasztani. Az EV eldfordulasat és kimutathatdsagat tobb tényez6 befolyasolhatja: 1)
a betegek kozotti demografiai kiilonbségek; 2) a betegség allapota; 3) a virusdetektalasi
metodikak kozotti eltérések (Fujioka és mtsai 2000).

A szivizomzatot érint6 akut EV infekcio kronikus MC-hez, vagy dilatativ CM-
hez vezethet, de el6idézhet stlyos szivritmuszavart és hirtelen szivhalalt is (Baboonian
és Treasure 1997). Coxsackie virusfertézés egerekben dilatativ CM-re jellemz6
szOvettani elvaltozasokat (Kutaura 1981), horcsogokben szivmegnagyobbodast idézett
elé (Morita 1981). Egy késobbi egereken végzett tanulmanyban a Coxsackie virusok
képesek voltak a szivizomsejtek lizisét el6idézni (Chow és mtsai 1992).

Egerekben nagyobb valosziniiséggel manifesztalodott MC CD4+ T-sejtek
hianyaban, mikozben a citotoxikus CD8+ T-sejtek hianya hosszabb talélést
eredményezett és csokkent az MC el6fordulasa (Henke és mtsai 1995). Mutans

Coxsackie B3 virus konstrukcio folyamatos expresszalasaval a szivizomban fibrozist és
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szivizomsejt degeneraciot figyeltek meg, mely dilatativ CM képére utalt (Wessely és
mtsai 1998).

Egy 1990-es tanulmanyban keresztreakciot figyeltek meg a Coxsackie virus B4-
et neutralizal6 antitest és a szivizom miozin fehérjemolekuldja kozott (Beisel és mtsai
1990). Egy korabbi vizsgalatban miozin ellenes antitestet egerekbe oltva autoimmun
MC-t idéztek elé (Liao és mtsai 1995), tovabba egerekben a sziv troponin | ellenes
monoklonalis  ellenanyag szivizom dilataciét ¢és funkcioképtelen allapotot
eredményezett (Okazaki és mtsai 2003). Ezek a kisérleti eredmények az autoimmun

folyamatok jelentéségére utalnak (1.2.1b. abra).

patogén

e ) m"l A

@ L IRE3 J
Vészjel

Antigén prezentacio

T-sejt aktivacio
kuiszobértéke ﬂ.
Patogén ’A l ocont oo
elleni ,l
Bystander
védekezés F ' L aktlvamo Klonlis
1 expanzié
Regulator Autoreaktiv

T-sejtek
L u T Se]tek -
. Autoreaktlv
J B-sejtek
Klonalis
expanzié

Meméria Autoimmun
¢ e
B-sejtek folyamatok

1.2.1b. Autoimmun folyamatok kialakulasahoz vezet6 utvonalak.
(Forras: Kallwellis-Opara és mtsai 2007)

1.2.2. Adenovirusok

Az AdV-K duplaszalt, linearis DNS virusok. Az ikozaéder alaku AdV-k
fehérjeburkat 252 darab morfologiai egység (kapszomer) alkotja, melyekbdl 240 hexon
és 12 penton fehérje. A penton fehérjékhez rogzitve talalhatok a fiber molekulak
(1.2.2a. abra).
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Az AdV tipusokra jellemzd, hogy dontd tobbségben 1égzdszervi és
gasztrointesztinalis panaszokat idéznek el6, elsdsorban gyerekkorban (Mitchell és mtsai
2000). Az 51 féle AdV hét csoportba tartozik, melyeket A-t6l F-ig terjedd jelzéssel
lattak el (Wadell 1984). Ezek koziil elsésorban a C fajba tartozd 1-es, 2-es és 5-0s
szerotipusok, tovabba a B1 fajba tartozd 3-as szerotipus jatszik szerepet a jarvanyszerii

respiratorikus fert6zésekben (Mitchell és mtsai 2000).

Virion Polipeptid Szerkezet

Il (hexon)
lla
Il {penton) Kapszid
IV (fiber)
V (core protein)

Mag
VIl (core protein)
Vi
X Kapszid
Vi

1.2.2a. abra: Adenovirusok szerkezete.

(Forras: Berencsi és mtsai 2004)

Az AdV-k altal eléidézett fertdzések tiinetei kozott szerepel a natha, kohogés,
tovabba a kozérzetet negativan befolyasold nem-specifikus tiinetek, mint a fejfajas, laz,
hidegrazas és izomfajdalom. A virusfertézés kimenetele fiigghet att6l, hogy a beteg
milyen AdV szerotipussal érintkezett életében el6szor (Smith és mtsai 1998).
Amennyiben a virus DNS kimutathato vérbdl és a mukozalis limfocitdkbol,
feltételezhetd, hogy maga a virus képes a szivizomsejteket is megfertdzni a véraram
révén, azonban ennek valodi mechanizmusa ismeretlen (Savon és mtsai 2008).

Vektorként valé alkalmazasuk abbdl ered, hogy igen hatékony médon képesek
termelni a genomjukban kodolt fehérjéket. A DNS molekula mindkét szala rendelkezik
kodolo régioval. A gének elhelyezkedése alapjan elkiilonithetiink korai, késdi é€s
atmeneti géneket. Az AdV-K replikacios ciklusat két fazisra osztjak: 1) Korai fazisban
torténik a virus-sejt kapcsolat kialakuldsa, az adszorpcid, a penetracid, a virusgenom
szabadda valasa és a gazdasejt magjaba jutasa, tovabba a korai gének kifejezédése; 2)
késoi fazisban keriil sor a DNS osztodasara és a késoi gének atirddasara (Berencsi és
mtsai 2004).
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AdV-k a gyermekek 17-39 %-aban teheték feleléss¢é MC kialakuldsaban
(Berkovich és mtsai 1968, Martin és mtsai 1994, Shimizu és mtsai 1995, Calabrese és
mtsai 2002), és dilatativ CM-es gyermekekben is igen gyakran detektaljak 6ket (Griffin
és mtsai 1995, Lozinski és mtsai 1994). Az eddigi megfigyelések szerint 5. életévet
megel6zéen majdnem minden gyermek 4tesik legalabb egyfajta AdV fert6zésen
(Baboonian ¢s McKenna W 2003). Az AdV C tipus eldéfordulasi ardnya human
limfocitakban a gyermekek 2. életévének végére a legnagyobb (Garnett és mtsai 2002).
Egy tanulmany soran megfigyelték, hogy 5 éves kor alatti gyermekeknél a virusfertdzést
kovetden megnovekszik az MC kialakulasara valo hajlam (Bowles és mtsai 2003).

Akut MC-ben szenvedd gyermekeknél a gyulladasi infiltratumok kisebb
mértékben fordultak eld AdV-pozitiv esetekben, mint EV-pozitiv esetekben (Martin és
mtsai 1994).

1958-ban szamoltak be 23 AdV okozta tiidégyulladasos esetrél, melybdl 8
halalos kimenetellel végzodott, két esetben MC manifesztaldodott (Charny és mtsai
1958). Egy 11 honapos gyermek esetében AdV21 tipushoz kapcsolodd MC-rél és
intersticialis tidégyulladasrol szamoltak be (Henson és Mufson 1971).

Korabbi vizsgalatok ravilagitottak az AdV-K méhen beliili magzatban
szivbetegség eldidézésében valod lehetséges szerepére (Towbin és mtsai 1994, Van den
Veyver és mtsai 1998).

Az AdV-k szamos immunvalaszt befolyasolo stratégiaval rendelkeznek, mely
lehetdvé teszi szamukra a gazdaszervezet immunvalasza alol valo kibujast (Hayder és
Miillbacher 1996). Az E3 régio altal kodolt fehérjék a TNF kozvetitette lizissel szemben
védik meg a virussal fert6zott sejteket (Gooding és mtsai 1988), tovabba a citolitikus T
limfocitak altal torténd lizist is gatoljak a human leukocita antigének (HLA) kozé
tartoz6 fO0 hisztokompatibilitdsi génkomplex I (MHC 1) expresszio mértékének
az apoptozis indukciojat (White 1993), és gatoljak a limfocita aktivalast el6segit6 1L-6
expresszidjat (Janaswami és mtsai 1992). Dilatativ CM-ben és MC-ben is észleletek
apoptotikus sejteket a szivizomban (Bowles és mtsai 1997).

Az AdV-k nagy részének gazdasejtbe jutasaban a Coxsackie-Adenovirus
Receptor (CAR) jatszik szerepet, azonban a B fajba tartozd AdV-k mads receptort
hasznalnak. Egy korabbi tanulmanyban a CD46 molekula bizonyult az AdV B 11, 16,
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21, 35 és 50 szerotipusok esetében receptornak, azonban a 3, 7 és 14 szerotipusoknak
mas lehet a receptora (Tuve és mtsai 2006). A legujabb eredmények arra vezettek, hogy
feltehetéen egy 0j nem-CD46 receptorhoz kot6dé infekcids Gtvonal is 1étezik, melyben

a heparan-szulfat molekulaknak tulajdonitanak koreceptor szerepet (Tuve és mitsai

2008).

1.2.3. Herpeszvirusok

A Herpeszvirusok (HHV) csaladjaba tartozo6 virusok DNS virusok, melyek koziil
8 humanpatogén. Ebbe a csaladba tartozik az Epstein-Barr Virus és a Citomegalovirus
is. A HHV-k latens és litikus modon is képesek fertézést eléidézni. Felépitésiikre
jellemzd az ikozaéder kapszid, melyet kiviilrdl egy fehérjeréteg és egy kétrétegii
lipidmembran vesz koriil (1.2.3a. abra). A kapszidon beliil talalhato a linearis,
duplaszali DNS kozel 100-200 gént kodolo régidkkal. A virionok atméréje 160-200 nm
kozott mozog (Krueger és Ablashi 2003).

kapszid

DNS mag

1.2.3a. abra: Herpeszvirusok szerkezete.

A latens fertdzés soran bizonyos behatdsokra, mint laz, UV fény, fizikai terhelés,
emocionalis vagy hormonalis hatasok, terhesség, a herpeszvirus megtelepedésének

helyérdl reaktivalodik. Ennek egy kozismert formaja az ajakherpesz kiujulasa.
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Dilatativ CM-es gyermekek explantalt szivében gyakori eléfordulast HHV6 B
genom esetében folyamatosan alacsony virustermelést figyeltek meg, mely a latens
fert6zés valosziniiségét veti fel (Comar és mtsai 2009).

A HHVG6A ¢s B varians a genom szempontjabol nagyfoka homologiat mutat,
azonban az eddigi eredmények és megfigyelések azt sugalljak, hogy eltérd a két varians
biologiai viselkedése (Clark 2000). Mind a HHV6A, mind a HHV6B virus képes
megfertézni az emberi T limfocita sejtvonalakat (Krueger és Ablashi 2003), tovabba
monocitakban és makrofagokban is Kimutattak a jelenlétiiket (Braun és mtsai 1997,
Clark 2000).

A HHVG6 szempontjabol kiilondsen az endotél sejtek tekintheték a fertézés
célpontjainak (Caruso ¢és mtsai 2002). HHV6 endotéliumban valéd aktiv replikaciojat
huméan endotélium sejtkultirdkban demonstraltadk (Caruso és mtsai 2003, Grivel és
mtsai 2003). A HHV6 kozvetleniil elpusztithatja a célsejteket, vagy immun/autoimmun
reakciot valthat ki, melynek eredményeként megvaltozik a gazdaszervezet citokin
expresszids mintazata. EQy 2002-es tanulmanyban, melyben a HHV6 az aorta és a sziv
érhalozatanak endotél sejtjeit fertdzte meg, feltehetben a vizsgdlat soran észlelt
megvaltozott kemokin mintazat aktivalhatta az immunkompetens sejteket, mellyel
gyulladasos folyamatokat idézett el6 (Caruso és mtsai 2002). HHV6 szabalyozhatja a
sejtmembran  receptorokat, mellyel egyrészt szoveti gyulladast, masrészt
immunszuppressziot képes eldidézni és megakadalyozza a virus kiiiriilését (Krueger és
Ablashi 2003). A HHV6 megvaltoztatja a membran fluiditasat és a CD4 tovabba mas
membran molekuldk expressziojat valtja ki a fertézott sejtekben (Clark 2000).
Jelenlétével mas virusok infekcios képességét aktivalja, mint példaul EBV és PVB19,
ily modon képes felersiteni az emlitett virusok patogenitasat (Krueger és Ablashi
2003). Ritkan fordul el6 halalos kimenetelii szisztémas betegség HHV6 infekcio
kovetkeztében (Prezioso €s mtsai 1992).

Nemrégiben azonositottak a HHV6 cellularis receptorat (CD46), azonban a
CD46 expresszidjanak csokkenését figyelttk meg HHV6 virusinfekciot kovetden

(Santoro és mtsai 1999).
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1.3. Kardiomiopatiak

1.3.1. Kardiomiopatiak osztalyozasa

Az 1850-es években a kronikus MC volt az egyediili ismert szivizombetegség
(Richardson és mtsai 1996). 1957-ben keriilt bevezetésre a kardiomiopatia (CM)
megnevezés. A kovetkezé 25 évben, kdszonhetden az egyre ndvekvd ismereteknek,
szamos definicio keriilt bevezetésre CM esetében (Maron és mtsai 2006). Az 1980-as
WHO osztidlyozas (Brandenburg és mtsai 1980) mar ,ismeretlen eredetii
szivizombetegség”-ként definidlta, mely arra enged kovetkeztetni, hogy bizony igen
nagyfoki hianyossagok voltak akkor még a betegség alapmechanizmusanak
ismeretében. Az 1995-6s WHO osztalyozas (Richardson és mtsai 1996) alkalmaval mar
»funkcioképtelenséggel jard szivizombetegség’-ként definidltdk. A legujabb
meghatarozas szerint ,,a CM-ek a szivizombetegségek heterogén csoportjat alkotjak,
melyek mechanikai és/vagy elektromos funkcioképtelenséggel parosulnak és altalaban
kamrai hipertrofiat vagy dilataciét mutatnak, melynek hatterében kiilonb6z6 okok
allnak™ (Maron és mtsai 2006).

A CM-ek osztalyozasa napjainkra sem teljesen tisztazott, ez okbol folyamatosan
ujabb és 1Ujabb kiegészitésekkel modositanak rajta. Jelenleg a World Health
Organization (WHO) és az International Society and Federation of Cardiology (ISFC)
altal felallitott osztalyozasi rendszert alkalmazzak a gyakorlatban, mely elkiilonit
dilatativ, hipertrofias, aritmogén jobb karmrai (ARVCM) és restriktriv CM-et. Az
alaptipusokon tal a kovetkezd modositasok keriiltek bevezetésre koszonhetden a
kardiologia teriiletén alkalmazott molekularis genetika gyors fejlodésének:

1) specifikus szivizombetegségek csoportjat specifikus CM-nek nevezték (amiloidozis,
hemokromatozis);

2) nem osztalyozott CM csoportot vezették be, melyekbe a nonkompakt, alig dilatalt és
a mitokondridlis CM-ek keriiltek besorolésra;

3) MC-t, mint inflammatorikus CM-et, tovabba az iszkémias, valvularis és hipertenziv
tipusokat besoroltak a specifikus CM-ek kozé (Richardson és mtsai 1996).

A CM-¢k oszalyozasanak 2006-os tjragondolasa soran két alaptipust hataroztak
meg. A primer CM-ek (genetikai, nem-genetikai és szerzett formak) (1.3.1a. abra)
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megjelenésére jellemzé, hogy kizdrdlag vagy thlnyomorészt a szivizomra
korlatozodnak. A szekunder CM-ek patoldgiai eltérést mutatnak a szivizomban, mely
része valamilyen szisztémas (t6bb szervet érint) betegségnek, ezeket az 1995-6s

osztalyozasban specifikus CM-nek nevezték.

Primer Kardiomiopatia (CM)

Genetikai Vegyes Szerzett
L Inflammatérikus CM
Hipertréfias CM — Dilatativ CM (MC)
Aritmogén jobb e L  Stressz provokalt CM
karmrai CM Restriktiv CM P
Bal kamrai ] — Peripartalis CM
nonkompakt CM

Glikogéntarolasi CIVH — Tahikardia indukalta CM

Diabetikus anya gyer-
Ingeriiletvezetési — mekében kialakult CM

defektusok
Mitokondrialis CM ]|

loncsatornakat érinté megbetegedések
(Brugada szindréma, Hosszl és Rovid QT
szindréoma)

1.3.1a. abra: Primer CM-ek osztalyozasa. (Forras: Maron és mtsai 2006)

Az 1980-as osztalyozasban bevezetett hipertrof, dilatativ és restriktiv. CM
esetében keveredik az anatomiai (hipertrofids, dilatativ) a  funkcionalis
jellegzetességekkel (restriktiv), melynek kovetkezményeként ugyanaz a betegség két
kategoridban is el6fordulhat (Maron és mtsai 2006). A dilataltsag kialakulasa folytonos
és egyes személyek esetében eltérhet a kamraméret annak kvantitativ becslése soran, igy
gyakran nehézségekbe iitkdzik a nem-dilatalt és dilatalt forma elkiilonitése (Maron és
mtsai 2006). Az etiologia alapjan torténd csoportositas is korlatokba iitkozik, hiszen a
hasonl6 fenotipus eltérd etiologiat takar. Erre jo példa a dilatativ CM, ahol szdmos ok

jatszhat szerepet a korkép kialakuldsaban, azonban mindegyik esetben kamrai dilatacid
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és szisztolés funkcioképtelenség alakul ki. A klinikusok szamara azonban elegendének
tekintheté a funkcionalis osztalyozas a kezelés kivalasztasanak szempontjabol (Maron

¢és mtsai 20006).

1.3.1.1. Dilatativ CM

A dilatativ CM-es korképre jellemz6 a szivmegnagyobbodas és a leromlott
szisztolés kamrafunkcio, mely akar mindkét szivkamrat érintheti egyszerre (de Leeuw
¢s mtsai 1998).

A dilatativ CM patologiai képére jellemzd, hogy a sziv minden iirege dilatalt és
megnagyobbodott, azonban a kamrak dilataltsaga fokozottabb a pitvarokéval szemben
(1.3.1.1a. abra). A kamra falvastagsaga néhany esetben megnovekedett, a hipertrofia

mértéke azonban gyakran kisebb a vartnal.

Kitagult pitvarok

Kitagult
kamrak

Normal sziv
(keresztmetszet) Dilatalt sziv

1.3.1.1a. abra: Normal és dilatalt szivizom képe.
(Forras: CentraCare Health System http://www.centracare.com/)
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A dilatativ CM diagnosztizalasa az esetek nagyobb részében mar a korfolyamat
elérehaladottabb allapotaban torténik, melyet mar a NYHA osztalyozas III. vagy IV.
csoportjaba tartozé tiinetegyiittesek jellemeznek (Sugrue és tarsai 1992). A betegség
kezdeti fazisaban a betegek jelentds részében egyaltalan nem jelentkezik vagy
minimalis a dilatativ CM-re utal¢ tlinet (de Leeuw €és mtsai 1998).

A szivelégtelenség fokozatait a New York Heart Association (NYHA) a
kovetkez0 négy stadiumra osztja a szivbeteg mindennapos tevékenységének
korlatozottsaga alapjan:

I. A fizikai aktivitds nem korlatozott. A szokésos fizikai terhelés nem okoz indokolatlan
faradtsagot, nehézlégzést vagy anginas fajdalmat.

I. A fizikai aktivitas kis mértékben korlatozott. A szokdsos fizikai tevékenység mar
tiineteket valt ki.

I11. A fizikai aktivitas nagymértékben korlatozott. Nyugalomban a beteg panaszmentes,
de mar a szokéasosnal kevesebb mozgas is tlineteket valt ki.

IV. Mindennemi fizikai aktivitds rontja a beteg kozérzetét. A tiinetek nyugalmi
allapotban is fennallnak.

A jelenlegi gyakorlatban a dilatativ CM etiologiai szempontbol vald elkiilonitése
alapjan megkiilonboztetiink: 1) familiaris és genetikai faktorokat; 2) virusos MC-t és
immunolégiai korfolyamatokat; 3) citotoxikus hatasokat.

Dilatativ CM familiaris eredete a vartnal lényegesen gyakoribb. Eddigi
vizsgélati eredmények alapjan elmondhatd, hogy az esetek 25-30 %-dban jatszik
orokletes tényezd szerepet a betegs€g megnyilvanuldsaban. Egy prospektiv
tanulmanyban  tiinetmentes  csalddtagok  vizsgalatdban  kimutatott  balkamra
megnagyobbodéssal rendelkezd személyek nyomonkovetéses vizsgalatdban az
érintettek 30 %-aban fejlodott ki dilatativ CM harom éves periodust kovetéen (Baig és
mtsai 1998). A legtobb familiaris eredetli dilatativ CM autoszomas dominans 6roklodést
mutat. Tobb kromoszomalis lokuszt azonositottak a betegséggel kapcsolatban.
Familiaris formdjaban citoszkeletalis, sejtmagmembran és kontraktilis fehérjéket kodolo
génekben mutattak ki mutaciokat. Ennek ellenére a familidris dilatativ CM genetikai
értelemben igen heterogén csoportnak tekinthetd, melyben autoszomas recessziv €s X-

hez kapcsolt 6roklodés egyarant eléfordul. Az utdbbi esetre nagyon jo példa a disztrofin

crer
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jar egylitt dilatativ CM-es korképpel. Egy korabbi kozleményben demonstraltak a
Coxsackievirus B3 altal kodolt protedaz 2A altal kozvetitett disztrofin degradéciot a
virussal fertdzott egerek szivizomzatdban, mely a disztrofin asszocialt glikoprotein
komplex sériiléséhez vezetett (Badorff és mtsai 1999). Ez utébbi megfigyelés is
bizonyitja egyrészt a virusok szerepét, masrészt a szerzett és a familiaris forma
patogenezise k6zotti hasonlosagot.

Dilatativ CM leggyakrabban a kézépkoruakat érinté megbetegedés és elsésorban
férfiaknal fordul el gyakrabban. Ez utobbi tapasztalat azonban latszolag nincs Szoros
Osszefliggésben a magas vérnyomassal, dohanyzasi-, vagy alkoholfogyasztasi
szokasokkal. Néhany beteg tiinetmentes annak ellenére, hogy honapok vagy akar évek
oOta 4ll fenn balkamrai dilataci6, mely klinikailag csak késdbb keriil felismerésre, amikor
a tiinetek rosszabbodnak, vagy mikor mellkas rontgenfelvételen lathatova valik a
megnagyobbodott sziv. A betegek relative kis szdmaban alakul ki azonnal
szivelégtelenség egy szisztémas virusfertézés kovetkeztében. A leggyakoribb tiinet a
gyengeség ¢s faradtsag, tovabba a csokkent szivteljesitmény. A jobb szivfelet érintd
szivinfarktus egy késdi, vészjoslo jele a betegség meglétének. Mellkasi fajdalom a
betegek kisebb héanyadaban jelentkezik ¢és Aaltalaban az iszkémids szivbetegség
velejardja.

A specifikus CM-ek kozé sorolt iszkémias CM esetén a sziv vérellatasa szenved
koronarias megbetegedés vagy szivinfarktus miatt masodlagos karosodast, és vezet a
sziv funkcioképtelen allapotahoz. A szivelégtelenség hatterében allo leggyakoribb ok az
1szkémias szivbetegség, mig a dilatativ CM 4all a masodik helyen (de Leeuw és mtsai
1998). Klinikai szempontbol az iszkémias szivbetegség a végstadiumban dilatativ CM

képében nyilvanul meg.
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1.4. Coxsackie-Adenovirus Receptor

A Coxsackie-Adenovirus Receptor (CAR), mint sejtfelszini fehérje az EV-k és
AdV-k jelent6s hanyada szamara teszi lehet6vé a gazdasejtbe jutast virusinfekcio soran
(Dorner és mtsai 2005). A CAR egy 46 kDa protein, mely az immunglobulinszeri
transzmembran fehérjék tjonnan felfeldezett alosztalyaba, a CTX (Cortical thymocyte
marker in Xenopus) tipust fehérjék kozé tartozik (Fok és mtsai 2007) és két
extracellularis immunglobulinszeri domént hordoz (Dorner és mtsai 2005, Sasse és
mtsai 2003). A CAR gén a 21-es kromoszoman talalhato és 7 exonbol all.

A CAR fehérje az epitél sejtek szoros illeszkedési (tight junction) pontjain
fejezédik ki (Cohen és mtsai 2001), feltételezések szerint a sejtadhézioban vagy az
intercellularis felismerésben jatszik szerepet (Coyne és mtsai 2005). Fiziologiai szerepe
azonban nagyrészt ismeretlen (Dorner és mtsai 2005, Ito és mtsai 2000).

A CAR fehérje szoveti megjelenése az embriondlis fejlédés folyaman jol
szabalyozott (Philipson és Pettersson 2004). Az elmult években deriilt fény arra, hogy
egerekben a CAR elsdsorban embrionalis korban expresszalodik az agyban és a szivben
igen nagy mennyiségben (Dorner és mtsai 2005), ami azt sugallja, hogy jelentds
szereppel bir az emlitett szervek embrionalis fejlddésében feltehetden a sejtek kozotti
kommunikécio fenntartasa révén. A fehérje magas expresszidjat figyelték meg
egérembriok koézponti és periférias idegrendszerében, tovabba az epitéliumban és a
szivben (Tomko és mtsai 1997, Hotta és mtsai 1998). Ezzel szemben felnétt egerek
idegrendszerében alacsony mértékben expresszalodott, vagy egyszerlien hianyzott a
CAR fehérje, hasonléan a szivizomhoz, ahol szintén embrionalis fejlédés soran
mutattdk ki nagy mennyiségben (Hotta és mtsai 1998, Ito és mtsai 2000).

Egy kozelmultban végzett vizsgalat sordan figyelték meg a CAR tubulinnal és
mikrotubulusokkal valo interakciojat (Fok és mtsai 2007). A mikrotubulusok fontos
szerepet toltenek be a sejtmigracidban. Ennek alapjan elképzelhetd, hogy a CAR
adhézids molekula szerepét betdltve kapcsolatba 1ép a citoszkeletonnal, szabalyozva
annak funkcidjat.

Azokban az egérembriokban, ahol a CAR génben mesterségesen idéztek el
deléciot inaktivva téve a fehérje funkciojat, az egérembriok a 11. nap kornyékén

elpusztultak. A preparalt szivben megnagyobbodott perikardiumot talaltak, a kamrak
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tirege kisebb lett, tovabba egyértelmilen megnagyobbodott kamrafalat és csak egy
atrioventrikularis csatornat figyeltek meg, mig egészséges egerekben, ugyanebben a
fejlodési szakaszban mar két atrioventrikularis csatorna volt jelen, mely egyértelmiien a
sziv fejlodésének elmaradasat tamasztotta ala (Dorner és mtsai 2005). Emellett
megfigyelték, hogy normal sejtekben 4altaldban 12-15 szarkomer kapcsolodik
egymashoz hosszanti irdnyban, mig a mutans sejtekben csak 4-6, tovabba a
miofibrillumok gyakran izolaltan helyezkedtek el a CAR hidnyos szivizomsejtekben
(1.4a. abra), mely feltehetden a sejtek kontrakcios kapacitasat befolyasolta (Dorner és
mtsai 2005). A CAR célzott delécidja az embrionalis fejlodés soran a miofibrillumok
rendezetlenné valadsa mellett megnovekedett szivizomsejt proliferaciot €s apoptdzist

idézett el (Asher és mtsai 2005, Chen és mtsai 2006).

+l+---
-l- - - -

l.4a. abra: Vad tipus (+/4+) és CAR™ egér embriokbol szarmazo

szivizomsejt tenyészetben a szarkomerikus alfa-aktin immunfluoroeszcens

festésével demonstralt miofibrillum elhelyezkedés. (Forras: Dorner és mtsai

2005)

Kimutattak patkanyokban, hogy sertés miozin indukalt autoimmun MC soran
ujra expresszalodott a CAR fehérje a szivizomban (Ito és mtsai 2000).

Az egyes szivizomsejteket a rostokra merdleges lefutasu, sotétre fest6dd
halézatos membranrendszer, az Gin Eberth-vonal (Intercalated disc=ICD) valasztja el
egymastol. Anatomiai értelemben ez egy junkcionak feleltethetd meg, mig

funkcionalisan mar nem mondhato annak, mivel a szivizom kézismerten Szincicium.

27



DOI:10.14753/SE.2012.1708

Megfigyelték korabban, hogy a CAR fehérje az alfa(v)béta3 és az alfa(v)bétas
tipust integrinekkel egyiitt helyezkedik el a szarkolemmaban és az ICD-kben dilatativ
CM-es betegek esetében (Noutsias és mtsai 2001) (1.4b. abra).

;. o |
szivizomsejt

Eberth-vonal
(Intercalated disc)

P Mitokondrium
~ Sejtmag

Szivizomsejt

“\

' Miofibrillumok
®)

Eberth-vonal

Dezmoszémak

1.4b. abra: Szivizom felépitése.
(Forras: 2004 Pearson Education, Inc. Publishing as Benjamin Cummings,
www.as.miami.edu/chemistry/2086/new-chap20/new-chapter%2020part1-class.htm)

A CAR extracellularis doménje alkalmas a Coxsackie B virus megkotésére és a
gazdasejtbe valo internalizacidjara (Wang és Bergelson 1999). Rekombinans human
CAR proteint expresszald szivizomsejtekben megndtt a sejtek virus bejutasi aranya
(Noutsias és mtsai 2001). A Decay Accelerating Factor (DAF, CD55), mely a
komplement rendszer szabalyozasaban a C3 konvertdz bomléasat aktivalja és gyorsitja
mind a klasszikus, mind az alternativ utvonalon, eldsegiti a virus CAR-hoz valo
kotodését (Tam 2006), és képes megkdtni bizonyos Coxsackie virus szerotipusokat
(1.4c. abra). Ezzel szemben ragcsalokban a DAF nem rendelkezik virus megkotd

képességgel (Spiller és mtsai 2000).
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1.4c. abra. A viruspartikulum CAR és DAF receptorokon keresztiil torténo

gazdasejtbe jutasanak sematikus képe. (Forras: Selinka és mtsai 2004)

Erdekesség azonban, hogy a Coxsackie B virus RD sejtekben szaporodott,

azonban a sejtek nem CAR-t expresszaltak detektalhato mértékben, hanem DAF-ot

(Bergelson és mtsai 1995). A heparan-szulfatokat masodlagos receptorként tartjak
szamon, mivel Coxsackie B3 PD varianssal képesek voltak CAR és DAF negativ

sejteket megfertdzni (Zautner és mtsai 2003).
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2. Célkituzések

1. Milyen gyakorisaggal fordulnak eld a vizsgalt virus szekvencidk a szivtranszplantalt

betegek szivizomzatdban?

2. Kimutathatoak-e ezen virus szekvenciak iszkémias CM-es betegekben is?

3. Tekinthet6-e kontrollnak virus kimutatas szempontjabol az iszkémias eredetti CM-es

beteg?

4. Virus-pozitiv mintak tekintetében a kiillonb6zé mintavételi helyek mutatnak-e

valamilyen szabalyszeriiséget?

5. Virus-pozitiv eredményeink esetében az adott régid szovettani vizsgalata igazolja-e

gyulladas jelenlétét?
6. Kimutathato-e magas CAR mMRNS expresszio vizsgalati beteganyagunkban a

kontroll, egészséges szivmintakhoz képest ¢és igazolhato-e immunfluoreszcens

vizsgalattal a MRNS szint{i eredményiink?
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3. Médszerek és anyagok

3.1. Viruskimutatas és szovettani vizsgalat

3.1.1. Betegpopulacio

2005. november és 2008. marcius kozott folyamatos mintagyiijtés soran 35
szivatiiltetésre keriilt CM-es betegb6l (8 nd, 27 férfi, atlagéletkor 46.54+£12.16 év)
explantalt sziv jobb- és bal kamra eliilsé6 (JKEF, BKEF), illetve hatso falabol (JKHF,
BKHF), bal kamra cstcsi régiojabol (BKAR) szarmazd szivizommintakat, tovabba
vérmintakat analizaltunk vizsgalataink soran. A 35 beteg kozil 16 dilatativ, 17
iszkémias és 2 inflammatorikus CM-ben szenvedett. A szivizommintédkat -80 °C-on
taroltuk. Intézetiinkben boncolasra keriilt 20, balesetben elhunyt személytél szarmazo
szivizommintak alkottak a vizsgalatok soran a kontrollcsoportot (7 nd, 13 férfi,
atlagéletkor 45,9+10,28 év).

A kutatasi tervet a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos

¢s Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte a 68/2005. szam alatt.

3.1.1a. tablazat: A betegek transzplantiaciot megelozéen mért ejekcios
frakciojanak atlaga:

Dilatativ CM Iszkémias CM Inflammatorikus CM

Atlag ejekcios frakcié (EF) | 26,25+0,0791 31,36+0,1171 15+0,0707

3.1.2. DNS izolalas

A CM-es betegektdl és a kontrolloktél szdrmazd szivizommintdk DNS
extrakcioja DNeasy Tissue Kittel (Qiagen, USA), tortént a kovetkezok szerint: 1,5 ml-
es steril csOben biztositottuk a kb. 20 mg szivizomdarabokat. 180 pul ATL puffert és 20
ul Proteinaz K-t adtunk hozz4, majd 55°C-on inkubaltuk egy éjszakéan 4t a szovetminta
teljes mértéki emésztédéséig. A tovabbi Iépéseket a mellékelt protokoll szerint

végeztiik.
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A CM-es betegektdl szirmazo vérmintadk DNS extrakcidjat DNeasy Blood and
Tissue Kittel (Qiagen, USA) végeztiikk, melynek soran 1,5 ml-es steril csébe 20 pl
Proteinaz K-t tettiink, majd hozzépipettaztuk a 100 pl vérmintat, majd 220 pl
végtérfogat eléréséhez hozzaadtunk még foszfat-pufferolt sdoldatot (PBS). Ezt kdvetden
200 ul AL puffert adtunk hozz4, majd vortexeltiik és 56°C-on inkubaltuk 10 percen At.

A tovabbi Iépéseket a mellékelt protokoll szerint végeztiik.

3.1.3. RNS izolalas

A teljes RNS kinyeréshez a CM-es betegektdl és a kontrolloktdl szarmazo
szivizommintdkat folyékony nitrogénben poritottuk, majd 1 ml Trizol reagens
(Invitrogen, USA) hozzaadasaval tovabbi homogenizalasig fel-le pipettaztuk. Ezt
kovetéen 5-10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezutan 200 ul Kloroform
ramérését kovetéen 3 percig inkubaltuk, és 15 percen keresztil 13000 g-vel
centrifugaltuk. A felsé vizes fazist lepipettaztuk, 70 pul 3 M Na-acetatot és 700 pl
izopropanolt mértiink hozza, 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 10 percig
13000 g-vel centrifugaltuk. A vizes fazist lepipettaztuk, a csapadékot abszolut
alkoholban mostuk ¢és 5 percig 7500 g-vel centrifugaltuk. A vizes fazist ujra
lepipettazva, a csapadékot 75 %-0s alkoholos mosast kdvetéen ismét 5 percig 7500 g-
vel centrifugaltuk. A feliiliszot lepipettaztuk és szobahdmérsékleten hagytuk
kiszaradasig, majd a kiszaritott csapadékot DEPC vizben oldottuk fel. Az izolalt RNS

crer

Az izolalt RNS mindségét 1%-0s agardz gélen ellendriztiik etidium-bromidos festéssel.
3.1.4. Virus szekvencia kimutatas nested PCR alkalmazasaval
3.1.4.1. Adenovirus 2, Adenovirus 3 és HHVG6 virus szekvenciak kimutatasa

A fagyasztott beteg szivizommintakbol és vérmintakbol, tovabba a kontroll
fagyasztott szivizomintakbol tortént DNS  kinyerést kovetéen PCR  technika

alkalmazasaval végeztikk az Adenovirus 2 tipus hexon, Adenovirus 3 tipus hexon,

Human Herpesz Virus 6 tipus alkalin-exonukleaz (Maxim Biotech, USA) régiok
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sokszorositasat (3.1.4.1a. tablazat). A reakcido érzékenységének ¢és specifitasanak
érdekében ujabb polimerdz lancreakcios 1épést iktattunk be az elsd korben
sokszorositott szekvencian beliilre tervezett primerparral (Invitrogen, USA).

A sokszorositas 25 pl-es térfogatban tortént. Minden egyes minta esetében 50 ng
templat DNS-t adtunk a rendszerhez. A sokszorositas koriilményei a kovetkezok voltak:
1) kezd® denaturaci6é 96 °C-on 1 perc; 2) denaturacié 94 °C-on 1 perc, annellacié 58 °C-
on 1 perc, és szintézis 72 °C-on 1 perc 35 cikluson keresztiil; 3) végs6 extenzié 72 °C-
on 10 perc. A PCR kivitelezése Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700-es
késziilékben tortént. A masodik sokszorositas is a fent leirt kondiciok szerint tortént.

A PCR termékeket 8 %-os poliakrilamid gélen futtatuk, majd a virus-pozitiv
mintakat 1,75 %-os agardz gélelektroforézissel ellendriztiik, etidium-bromiddal
vizualizaltuk. A kapott fragmens méreteket molekulasuly markerrel hasonlitottuk dssze

(100 bp 1étra, BioRad, Dania).

3.1.4.1a. tablazat: A vizsgalt virus szekvenciak (AdV2, AdV3, HHV6)

sokszorositasahoz alkalmazott primerek.

Verzioszam Termék | Virus Forward/reverz primerek

(tartomany) mérete tipus

Gl: 9626158 375bp | AdV2 | CgTAATgAAATAQYAgTgggTA/
(20230-20605) kiils6 | ggAggAggTTTTTAATggCAAA

(20330-20536) | 206 bp | AdV2 | CAGQACAAgCTAAAATACAACCC/
bels6 | CCAACAACATQgAgCgATAA
Gl: 197944726 | 462bp | AdV3 | AATgCAACATgACCAAAGACTggTTC/
(20666-21128) kiils6 | TCATCCATgggATCCACCTCAA
(20759-20972) | 225bp | AdV3 | CAAggATCgCATgTACTCCT/
bels6 | gTJACACTCTTAACQgCAQT

Gl: 325494 522bp | HHV6 | CTAAQTgCCgTggCAgAAgAAgAg/
(20083-20605) kiils6 | CQJAggTgTCTAATAACACGCTCATQT
20182-20505 323bp | HHV6 | CgCTTgTgTCATYTTTACTQC/
belsd CggCgACTAAQTTgTATgAC
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3.1.4.2. Enterovirus szekvencia kimutatasa

A fagyasztott beteg és kontroll szivizommintakbol tortént RNS kinyerést
kovetden 1 %-os agardz gélen ellendriztilk az RNS mindségét.

A cDNS atiras soran 30 pg RNS-t, 1 ul random hexamer primert (150 ng/ul) és
1 pl ANTP mix-et (10mM) (Invitrogen, USA) adtunk, majd DEPC vizzel 12 pnl-re
feltoltottik. 65°C-on 5 percen at inkubaltuk, majd 4 pl 5x First strand puffert, DTT-t
(0,1 M) és RN-ase Out-ot (40 U/ul) (Invitrogen, USA) adtunk a master mixhez, melybdl
7 ul-t mértiink minden egyes mintdhoz. Ezt kovetéen 37°C-on 2 percig inkubaltuk. A
reakcio utolsd Iépéseként 1 pl M-MLV RT-t (200 U/ul) (Invitrogen, USA) adtunk
minden egyes mintahoz és 25°C-on 10 percig, 37°C-on 50 percig, végiil 70°C-on 15
percig inkubaltuk.

A cDNS atirast kovetden a mintakat -80°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.
A tovabbiakban polimeraz lancreakcioval végeztiik el az EV 5’ nem-kdodold (Maxim
Biotech, USA) régio sokszorositasat (3.1.4.2a. tablazat). A reakcio érzékenységének és
specifitasanak érdekében wjabb polimerdz lancreakcios 1épést iktattunk be az elsd
korben sokszorositott szekvencian beliilre tervezett primerparral (Invitrogen, USA).

A sokszorositas ebben az esetben is 25 pl-es végtérfogatban tortént. A
sokszorositas koriilményei és a PCR termékek detektalasi modjai megegyeztek a DNS

virusok esetében alkalmazott beallitasokkal és mddszerekkel.

3.1.4.2a. tablazat: A vizsgalt virus szekvencia (EV) sokszorositasahoz alkalmazott

primerek.
Verzidoszam | Termék mérete Virus Forward/reverz primerek
tipus
Gl: 9626677 655 bp EV kiils6 | CQACTACTTTgggTgTCCgTgTTTC/
(541-1196) ggTAACTTCCACCACCAACC
583-753 170 bp EV bels6 | gCTgCTTATQgTgACAATTgA/
TTgAgCCCCCATTTTgTTg
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3.1.5. Virus-pozitiv mintak direkt szekvenalasa

A virus-pozitiv mintadk esetében direkt szekvenalassal ellendriztiik, hogy
ténylegesen a kivant virus szekvenciat sikertilt-e sokszorositanunk. Ennek soran a PCR
terméket High Pure PCR Purification kit segitségével megtisztitottuk a nem kotodott
primerektdl, ANTP-ktél (Roche, Svajc) a gyartd utasitasai szerint.

A tisztitdo 1épést kovetden 6 ul amplifikacios terméket, S pl forward/reverz
primert, 4 ul BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing mixet, 2 ul 5X sequencing
puffert és 3 pl ddH,O-t hasznaltunk fel a 20 pl végtérfogata szekvenaldo PCR-hez
(Applied Biosystems, USA). A szekvenaldo PCR kondicioi a kovetkezok szerint keriiltek
beallitasra: 96 °C 1 perc, majd 30 cikluson keresztiil 94 °C 40 masodperc, 58 °C 40
mésodperc, és 72 °C-on 40 masodperc, végiil az extenzié 72 °C-on 10 perc.

A sokszorositasi reakciot kdvetden ismételt tisztitast végeztiink a nem ko6tddott
dNTP-k ¢és primerek kivondsara, mely a DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, USA)
alkalmazéséaval tortént. Ezt kovetden a megtisztitott templathoz 1:1 térfogataranyban
Hi-Di Formamidot (Applied Biosystems, USA) adtunk hozza. A mintak analizise ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer-en (Applied Biosystems, USA) tortént. A kapott adatok
kiértékeléséhez a Sequencing Analysis 3.7 szoftvert alkalmaztuk, és a szekvenciakat a
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Genebank adatb4zisban
megtalalhato virus szekvenciakhoz hasonlitottuk (3.1.4.1a. és 3.1.4.2a. tablazatokban

leirt verziészamok alatt).

3.1.5. Hisztologiai vizsgalat

A szivtranszplantacion atesett betegek explantélt szivét az intézetiinkbe kertiilve
formaldehidben tortént fixalast kovetden szovettani vizsgalatnak vetettiik ala.

A 10 %-os pufferezett formaldehid fixalast kovetden a szovettani mintakat az
intézetlinkben alkalmazott modszer alapjan kidgyaztuk és lemetszettik a 3 pum
vastagsagi metszeteket, melyeket Hematoxilin-eozin (HE), van Gieson ¢és
Foszforwolframsavas-hematoxilin (PTAH) modszerekkel festettiink és Nikon Eclipse

E400 fénymikroszkoppal vizsgaltunk.
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3.2. CAR expresszios vizsgalata és a CAR exonok szekvenalasa

3.2.1. CAR mRNS expresszios vizsgialata

A TagMan detektalas soran az alkalmazott primereken tal egy prdoba is
megtalalhato, melynek 5° végén egy fluoreszcens festéket tartalmazé riporter molekulat,
3’ végéhez pedig egy kiolté (in. quencher) molekuldt kapcsolnak. A proba a PCR
reakcié annellacids 1épésében a két primer altal kozrezart régidhoz kotédik, melynek
soran a kioltd molekula a riporter molekulahoz valdé kozelsége miatt kioltja annak
fluoreszcencidjat. A polimerdz enzim 5’ exonukleaz aktivitasanak koszOnhetden az
elongacid szakaszaban lebontja az elékeriild probat, melynek kdszonhetden a riporter
molekula eltdvolodik a kioltdé molekulatol és ily modon felszabadul a gétlas alol a
riporter molekula fluoreszcencidja, mely egyenesen aranyos a keletkezett termék

mennyiségével (3.2.1a. abra).

Polimerizacio R = R!por,ter
Q = Kiolté
Forward ,
Primer Q Préba Q
5° > 3
3 5
5 2
< 5
Reverz
Primer
5'm -% u3'
3 5
5 2
< 5
Lebontas
o ®
Dla . > 3
3 5
5’ 2
< 5
Polimerizacio vége %
S i'
o . >
2
3
< Pt

3.2.1a. abra: A PCR termék detektilisa Taqman
probaval.
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A vizsgalat soran 35 beteg szivizommintajat és 10 kontroll személy
szivizommintdjat analizaltuk. A cDNS atiras soran 30 pg RNS bemérését kovetden 1 pl
random hexamer primert (150 ng/ul) és 1 pul ANTP mix-et (10mM) (Invitrogen, USA)
adtunk, majd DEPC vizzel 12 pl-re feltoltottiik. 65°C-on 5 percen at inkubaltuk, majd 4
ul 5x First strand puffert, DTT-t (0,1 M) és RN-ase Out-ot (40 U/ul) (Invitrogen, USA)
adtunk a master mixhez, melybél 7 pl-t mértiink minden egyes mintdhoz. Ezt kovetéen
37°C-on 2 percig inkubaltuk. A reakcio utolsé 1épéseként 1 ul M-MLV RT-t (200 U/ul)
(Invitrogen, USA) adtunk minden egyes mintahoz és 25°C-on 10 percig, 37°C-on 50
percig, végiil 70°C-on 15 percig inkubaltuk.

A cDNS atirast kovetden a mintdkat -80°C-on taroltuk a késobbi felhasznalasig.
Ezid6 alatt a master mixet osszeallitottuk az ABI Prism 7000 Sequence Detection
Systems késziiléken elvégzett (Applied Biosystems, USA) kvantitativ PCR reakciohoz,
melyhez mintanként 10 ul 2x TagMan master mixet, 1 ul primert (Applied Biosystems,
USA) ¢és 7 pl DEPC vizet adtunk. Ezt mind az endogén kontrollként alkalmazott béta-
aktin (kat.szam.: FAM/MGB 4333762, Applied Biosystems, USA), mind a CAR
(kat.szam.: HS00154661 m1, Applied Biosystems, USA) esetében Osszemértiik. Az
endogén kontroll és a CAR primereket tartalmazé master mix-et egy 96-lyuka lemezre
vittiik fel (Applied Biosystems, USA), melynek minden egyes lyukaba 2 pl ¢cDNS-t
mértiink ki. A késziiléket az aldbbiak szerint allitottuk be: kezdeti denaturacié 95°C 10
perc, denaturacio 95°C 1 perc €s annellacio-extenzido 60°C 1 perc 40 cikluson keresztiil.
Minden egyes mintabdl harom parhuzamos mérést készitettiink.

A mérés sordn kirajzolodott gorbe linearis részéhez illesztett egyenessel képzett
metszéspontjat vettiik Cr értéknek, ami az a ciklusszam, ahol a mért fluoreszcencia

atlépi az egyenessel kijelolt kiiszobértéket. A CAR mRNS koncentraciot a béta-aktin

crer

1. Egy mintaban a harom parhuzamos mérésbdl meghataroztuk az atlagos Cr értéket.
2. AC7= Cr target=C T referencia

3. AACt= ACr target ~C T kalibralt

4. Relativ expresszio (CAR/béta-aktin): 244t
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A statisztikai analizist Student t-préba alkalmazédsaval végeztiik és a p<0,05

érték esetében tekintettiik eredményeinket szignifikansnak.

3.2.2. CAR immunfluoreszcens vizsgalata

Az immunfluoreszcens vizsgalat soran kriosztattal lemetszettik a 10 um
vastagsagi  szivizommintakat, majd Superfrost (Menzel-Gldzer, Németorszag)
targylemezre helyeztiik a lemetszett darabokat és -20°C-on tarolt methanolban 10
percig, majd acetonban 10 masodpercig fixaltuk. Ezt kovetéen PBS-ben rehidraltuk a
metszeteket, majd az antitest aspecifikus fehérjekdtédését 30 percen keresztiil 37°C-on
PBS-ben oldott 5%-0s BSA-val (Sigma-Aldrich, Németorszag) keriiltik el. Ez id6 alatt
elkészitettitk a CAR (Santa Cruz Biotechnology, USA) nyulban termeltetett poliklonalis
elsddleges ellenanyag 1:50 higitasat PBS-ben oldott 1%-0s BSA-val. Ezt kovetéen egy
éjszakan 4t 4°C-on inkubaltuk a metszetekre helyezett elsédleges ellenanyaggal. A
kovetkezo nap PBS-ben valé mosassal eltavolitottuk az els6dleges ellenanyagot, majd a
metszetekre rahelyeztik a fluoreszcensen jelolt PBS-ben 1:200 aranyban oldott
AlexaFluor 488 jelolt anti-nytl IgG masodlagos ellenanyagot (Invitrogen, USA) és 30
percen at inkubaltuk. Az inkubalast kovetden lefedtiik a mintdkat a Dako Fluorescent
Mounting Mediumaval (DAKO, Dania), melybe belekevertiik magfestés céljabol a 4,6-
diaminido-2-fenilindolt (DAPI, Boehringer Mannheim, Németorszag), mely a magi
DNS-hez kotédve kék szint ad. A fluoreszcens felvételeket a BioRad Radiance 2000
(Bio-Rad, USA) konfokalis mikroszkoppal készitettiik a mikroszkophoz tartozo Laser
Sharp programmal.

3.2.3. CAR gén exonjainak szekvenalasa

A beteg CM-es ¢és kontroll szivizommintakbol izolalt DNS-bél (50 ng) a 3.2.3a.
tablazatban feltiintetett szekvencidju primerekkel sokszorositottuk a CAR gén 7 exonjat.
Az exonok amplifikdldsdhoz a CLC Main Workbench 6.0.2 (CLC Bio, Dania)
programmal terveztiik a primer szekvencidkat.

A 25 ul végtérfogata PCR elegyhez 10,5 ul ddH,0-t, 2,5 pl 10x Reaction puffert
(Eurogentec, Belgium), 1 ul Mg,CI-t (50 mM) (Eurogentec, Belgium), 2 pl dNTP-t
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(200 uM) (Amersham Biosciences, Svédorszag), 0,5-05 pl forward/reverz primert (1
uM)  (Sigma-Aldrich, Németorszag), 2 ul BSA-t (10mg/ml) (Sigma-Aldrich,
Németorszag) és 1 ul 1 U SilverStar DNS polimerazt (5 U/ul) (Eurogentec, Belgium)
mértiink, majd 5 pl (50 ng) templdt DNS-t pipettaztunk az elegyhez. A PCR
koriilményei a kdvetkezdk szerint keriiltek beallitasra: kezdd denaturacioé 95 °C-on 10
perc; 2) denaturacié 95 °C-on 40 masodperc, annellacio 58 °C-on 40 masodperc, és
szintézis 72 °C-on 40 masodperc 30 cikluson keresztiil; 3) végsé extenzi6 72 °C-on 10
perc. A sokszorositds végén kapott PCR terméket 8 %-os poliakrilamid gélen
ellendriztiik, majd High Pure PCR Purification kit (Roche, Svajc) segitségével
megtisztitottuk a nem ko6tddott primerektdl, ANTP-Kt6l a gyarto utasitasai szerint.

A tisztitd 1épést kovetden 3 pl amplifikacios terméket, 2,5 ul forward/reverz
primert (0,1 uM), 2 ul szekvenald mixet, 2 pl 5X sequencing puffert és 3,5 pl ddH,O-t
hasznaltunk fel a 10 pl végtérfogatii szekvenalo PCR-hez (BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, USA). A szekvenaldé PCR kondicioi
megegyeztek az elsé korben végzett reakcid beallitasaival.

A sokszorositasi reakciot kdvetden ismételt tisztitast végeztiink a nem kotodott
dNTP-k ¢és primerek kivondsara, mely a DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, USA)
alkalmazaséaval tortént. Ezt kdvetden a megtisztitott templathoz 1:1 térfogatardnyban
Hi-Di Formamidot (Applied Biosystems, USA) adtunk hozza. A mintak analizise ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer-en (Applied Biosystems, USA) tortént. A kapott adatok
kiértékeléséhez a Sequencing Analysis 3.7 szoftvert alkalmaztuk, és a szekvenciakat a
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Genebank adatbazisban
megtalalhato CAR (Gl: 6690789) exon szekvenciakkal a Bioedit Sequence Alingment
Editor (Ibis Biosciences, CA, USA) program segitségével vetettiik 6ssze.

3.2.3a. tablazat: A CAR gén exonjait az alabbi tablazatban lathaté primerek

segitségével szekvenaltuk (Sigma-Aldrich, Németorszag):

Elnevezés Termék mérete Primer szekvenciak
(tartoméany)
exon 1 429 bazispar CTggTTTAgCTTAAQQQAT/
(29914-30343) CCTACTCACCCACTACTC
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exon 2 293 bazispar gTATCCCTCgCATCAATY/
(64118-64411) gCgAgCAAggACATATCA
exon 3 325 bazispar gTgTgTTTgTTTTTCCTCCT/
(68902-69227) ACAAQTgCTgCTACTACA
exon 4 333 bazispar AACCCAgAACCAACTQAT/
(76061-76393) TCACACACACACCCCTACTA
exon 5 176 bazispar CTTTTTCCTCCTTCCATAgA/
(77869-78045) gAAACAAAACCACCAACAg
exon 6 226 bazispar TAgCCTACCTTCAQTATC/
(78457-78683) TCCTgTCTCACTTAATTACC
exon 7 333 bazispar CATgTATTggggATTTTgC/
(82595-82928) AAggAAAggAACACgAQA
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4. Eredmények

4.1. Viruskimutatassal kapcsolatos eredmények

4.1.1. Viruskimutatas PCR-rel

Az AdV3 szekvenciat a betegek 20%-aban tudtunk kimutatni. Az eredményeket

az 4.1.1a. tablazatban foglaltuk 6ssze.

4.1.1a. tablazat: A vizsgalt beteganyag AdV3-ra kapott eredménye.

Nem (Keg; CM tipusa | JKEF | JKHF | BKEF | BKHF | BKAR
1. férfi 57 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
2. ferfi 51 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
3. no 33 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
4. férfi 37 inflammatorikus | neg. neg. neg. neg. neg.
5. ferfi 51 dilatativ neg. neg. |pozitiv| neg. neg.
6. no 53 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
1. férfi 35 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
8. ferfi 17 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
9. nd 53 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
10. ferfi 40 1szkémids neg. neg. neg. neg. neg.
11. ferfi 49 iszkémias pozitiv | neg. neg. neg. neg.
12. férfi 41 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
13. ferfi 59 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
14. nd 25 inflammatérikus | pozitiv | neg. neg. |pozitiv| neg.
15. ferfi 54 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
16. férfi 28 dilatativ pozitiv | pozitiv | pozitiv | neg. neg.
17. férfi 56 dilatativ neg. |pozitiv| neg. neg. neg.
18. férfi 56 dilatativ pozitiv | neg. neg. neg. |pozitiv
19. ferfi 49 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
20. férfi 51 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
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21. férfi 47 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
22. ferfi 62 1szkémias neg. neg. neg. neg. neg.
23. ferfi 62 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
24. férfi 38 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
25. no 19 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
26. ferfi 53 1szkémias neg. neg. neg. neg. neg.
27. férfi 65 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
28. férfi o4 iszkémias neg. neg. neg. neg. |pozitiv
29. ferfi 55 iszkémids neg. neg. neg. neg. neg.
30. férfi 41 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
31. nd 51 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
32. ferfi 53 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
33. nd 33 dilatativ neg. neg. neg. neg. neg.
34. férfi S7 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.
35. no 44 iszkémias neg. neg. neg. neg. neg.

crcr

helyezkedtek el, azonban a jobb kamrdban kétszer olyan gyakorisaggal fordult eld

AdV3 virus szekvencia a bal kamréhoz viszonyitva. Harom beteg esetében egynél tobb

régid adott pozitiv eredményt. A virus pozitiv betegek kozil négy dilatativ, kettd

iszkémias és egy inflammatorikus CM-ben szenvedett. Az 4.1.1b. abran néhany AdV3

pozitiv eredményt illusztraltunk.

Az inflammatorikus CM-ben szenvedett fiatal n6 szivének JKEF-ben és BKHF-

ben kimutatott AdV3 mellett HHV6 szekvenciat is talaltunk a BKAR régidjaban. EV és

AdV?2 szekvenciat azonban egyik minta esetében sem tudtunk kimutatni. A vérmintak

¢s a kontroll szivizommintak tekintetében szintén negativ eredmény sziiletett. A

betegektdl szarmazo vérmintak virus-negativ eredménye igazolja, hogy a szivizomban

kimutatott virus szekvencidk nem a vérbdl szarmazé kontaminacié kovetkezményei.

42




DOI:10.14753/SE.2012.1708

4.1.1b. abra: AdV3 pozitiv eredmények 1,75 9%b6-0s

agaroz gélelektroforézis soran kapott képe. Az elsé és az
utols6 oszlopban (L) a 100 bazispar létra, mig a 2. (14.
minta, inflammatorikus CM), 3. (16. minta, dilatativ CM)
¢s 4. (17. minta, dilatativ CM) oszlopban AdV3 pozitiv
eredmények, az 5. oszlopban virus-negativ (3. minta)
eredmény, a 6. oszlopban a pozitiv (+C), a 7. oszlopban

pedig a negativ kontroll (-C) lathato.

4.1.2. Virus-pozitiv mintak szekvenalasa

A virus-pozitiv. mintak szekvenalasa soran kapott elektroferogramok
bizonyitottak, hogy a PCR soran amplifikalodott, és a gélelektroforézis soran kimutatott
eredmény ténylegesen a kivant virus szekvenciakat jelentette. A 4.1.2a. abran a kozel
220 bazisparbol all6 AdV3 szekvencia, mig a 4.1.2b. abran a 360 bazisparbol allo
HHV6 szekvencia lathato.
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4.1.2a. abra: Az AdV3 virus szekvencia elektroferogramja.
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4.1.2b. abra: A HHV6 virus szekvencia elektroferogramja.
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4.1.3. Hisztologiai eredmények

Az explantalt iszkémias szivek makroszképos ¢€s mikroszkopos képe a
szivizomzat és a szivizomsejtek kiilonb6z6 mértékii hipertrofigjat mutatta. Diffuz
epikardialis koszoruér betegség jelei mellett korabbi szivizomelhalasok teriiletében
extenziv fibrozis alakult ki, ami a bal kamrafal fokalis elvékonyodasat is okozta. Az
iszkémias szivizomzatban inflammatorikus infiltratumokat nem detektaltunk.

A dilatativ CM-es betegek makroszkopos szempontbol a betegség klasszikus
képét mutattak. Mikroszkopos vizsgalat soran kiilonb6z6é mértékii pericellularis, fokalis
intersticialis fibrozist, valamint szubendokardialis fibrozist talaltunk miocitolizis jelei
mellett. Kronikus, féleg mononuklearis gyulladasos infiltraciét csak egy esetben
taldltunk az endokardium kiilonleges megvastagodasaval (laza kotdszovet
felszaporodasa, hajszalerekben gazdag, idiilt mononukledris lobsejtekkel atjart
granulacios szovet). Tovabbi koros elvaltozasként koszoruér felett izomhid képzddést,
intramiokardialis kisér betegség szoveti jeleit, és hiperkontrakcios szivizom elhalast

lattunk a vizsgalt betegekben. (4.1.3.a-f. abra).

4.1.3a-f. abra: a) Szubendokardidlis miocitolizis (HE, 10x); b) Enyhe

intersticialis/pericellularis fibrézis (PTAH, 10x); ¢) Mérsékelt intersticialis fibrozis,

(PTAH, 4x); d) Intramiokardialis kisér betegség a média fibromuszkularis hipertrofiajaval
(PTAH, 10x); e) A bal kamrai szivizom zsirszovetes besziirtsége (HE, 10x); f)
Endokardialis idilt gyulladas (HE, 4x).
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4.2. CAR expresszios vizsgalatanak és szekvenalasanak eredményei

4.2.1. CAR mRNS expresszios vizsgalata

A MRNS szintli vizsgalataink soran 35 fentiekben leirt beteg és 10 kontroll
személy szivizommintdjat analizaltuk. A vizsgélatban alkalmazott béta-aktin endogén
kontroll atlag Ct értéke kozel azonos volt az dsszes minta tekintetében (4.2.1a. abra).
Szignifikans kiilonbség mutatkozott mind a dilatativ (8,16-szoros, p<0,0002), mind az
iszkémias (4,33-szoros p<0,002) CM-es szivizommintak esetében a kontroll csoporthoz
viszonyitva (4.2.1b. abra). A két inflammatorikus CM esetében ugyan magasabb CAR
mRNS expresszidt kaptunk a kontroll csoporthoz viszonyitva, azonban alacsonyabb volt
mind a dilatativ, mind az iszkémias CM betegek értékeihez képest, és a kimutatott
kiilonbség nem érte el a p=0,05 szignifikancia értéket (p=0,12 és p=0,39). Eletkorral és

nemmel kapcsolatos dsszefliggést nem sikeriilt kimutatni vizsgalataink soran.

Béta-aktin mRNS expresszio
30,00
E dilatativ CM (n=16)
25,00
8 iszkémias CM (n=17)
20,00
15,00 - O inflammatérikus CM (n=2)
10,00 H O kontroll (n=10)
5,00 -
0,00 -

4.2.1a. abra: Béta-aktin mRNS szintii expresszioja dilatativ, iszkémias,

inflammatorikus CM-es és a kontroll csoportokban.
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Relativ CAR mRNS expresszié (CAR/béta-aktin)
14,00
* m dilatativ CM (n=16)
12,00
O iszkémias CM (n=17)
10,00 A
O inlammatdrikus CM (n=2)
8,00 1 *k O kontroll (n=10)
6,00 -
4,00 - T * p<0,0002
2,00 - I ** p<0,002
0,00 -

4.2.1b. abra: CAR relativu mRNS expresszioja dilatativ, iszkémias,

inflammatorikus CM-es és a kontroll csoportokban.

4.2.2. CAR immunfluoreszcens vizsgalata

A CAR mRNS szintll vizsgalata sordn kapott eredményiinkent kivantuk
alatamasztani az elvégzett immunfluoreszcens vizsgalattal. Mindharom betegcsoportbol
szarmazd szivizommintakban sikeriilt magasabb CAR expressziét demonstralni a
kontroll mintdkhoz képest. A dilatativ. CM esetében az ICD régidban és a
szarkolemmaban volt kifejezettebb az immunreakcio, mig a kontroll szivizommintakban
az ICD régio egyaltalan nem, vagy csak csekély mértékben adodott CAR-pozitivnak
(4.2.2a. abra). Iszkémias CM-es szivizommintakban szintén az ICD régiokban és a
szarkolemmaban Volt pozitiv reakcido (4.2.2d. abra) a dilatativ CM-es mintakhoz
hasonloan (4.2.2c. abra). Ugyanakkor az inflammatorikus CM (4.2.2e. abra) esetében
is a dilatativ CM-hez hasonlé kép mutatkozott talan erésebb membran pozitivitassal
annak ellenére, hogy az mRNS szintli vizsgalat nem mutatott szignifikans kiilonbséget

az egészseéges kontrollokhoz képest.
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4.2.2a. abra: CAR immunfluoreszcens vizsgalata kontroll szivizommintakban
(60x). A zold festék jelzi a CAR immunreakciot, a kék (DAPI) a magfestést. A
CAR-jelolédés elsdsorban a szivizomsejtek szarkolemmajara korlatozddott és nem
vagy igen csekély mértékben lathaté az ICD régiokban pozitiv reakcid. A 4.2.2b.
abra: a negativ kontroll (az elsddleges antitesttel valdé inkubalas kihagyasaval

késziiltek).

4.2.2c. 4abra: CAR immunfluoreszcens vizsgalata dilatativ CM-es

szivizommintaban (60x). A nyilakkal jeldlt ICD teriiletek és a szarkolemma mutat

erételjes festédést (zold).
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4.2.2d. abra: CAR immunfluoreszcens (zold) vizsgalata iszkémias CM-es
szivizommintaban (60x). A nyilak jelolik az ICD régiokban a kontrollhoz képest
kifejezettebb CAR immunreakciot, és a szarkolemmaban is pozitiv reakcid

mutatkozott.

4.2.2e. abra: CAR immunfluoreszcens (zold) vizsgalata inflammatorikus CM-es

szivizommintaban (60x). Az ICD ¢és a szarkolemma is erdteljes immunreakciot

adott. A nyilak az ICD régidkban kapott pozitiv jelolddést mutatjak.
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4.2.3. CAR exonok szekvenalasa

A CAR gén 7 exonjanak szekvencia meghatarozasa sordn nem talaltunk
semmiféle eltérést az adatbazisban taldlhatd exon szekvencidkhoz képest, mely
esetlegesen befolydsolhatna a dilatativ, az iszkémias vagy az inflammatérikus CM

patogenezisét. A 4.2.3a. dbran a Bioedit programmal analizalt szekvenciakat dbrazoltuk.

" BioEdit Sequence Alignment Editor - [U:AENIKO\Szekv_futasok\CAR_exon_vizsgalat.gb] |
%“HIE Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMNA  World Wide Web Options Window Help - | & x

B
(=] ’W‘ 1~ B 3 total sequences
Mode: | Select / Slide + Selection: null Sequence Mask: None e -

Pasition: Mumbering b ask: Mone ruler at:
——— 1A <. 2[CAT QAT TTHE ; Seroll Lol o]

g I DIT § oo+ = SREEETI R e e B aE speed dow gy < fast
[T TN U e R U T EE U r [ IR PR r [T
10 20 30 40 30 60 70 80 51
CAR exon2 1 GCTGETGATATCAGCCACTCGATGTCCAGCGETCCCTIGETCTTCGEGACTAAGCETARATTTGCATGGCAGATAGGCAGTTTICCCCTTTG
CAR exon? 2 GCTGETEATATCAGCCACTCGRATGTCCAGCGETCCCTGETCTICGGGACTAAGCETARATTTGCATGGCAGATAGGCAGTTICCCCTTTG
CAR exon2 3 GCTGGETGATATCAGCCACTCGATGTCCAGCGGTCCCTGETCTTCGEGACTAAGCGTARATTTGCATGGCAGRATAGGCAGTTTCCCCTTTG
CAR exonZ 4 GCTGETGATATCAGCCACTCGATGTCCAGCGETCCCTGETCTTCGGGRACTRAAGCETARATTTGCATGGCAGATAGGCAGTTICCCCTTTG
CAR exon2 5 GCTGETGATATCAGCCACTCERATGTCCAGCEGETCCCTGETCTICGEGRECTRARGCETARRTTTGCATGGCAGATAGGCAGTTICCCCTTTG
CAR exon2 & GCTGETGATATCAGCCACTCGATGTCCAGCGETCCCTIGETCTTCGEGACTAAGCETARATTTGCATGGCAGATAGGCAGTTTICCCCTTTG
CAR exon2 7 GCTGETEATATCAGCCACTCGRATGTCCAGCGETCCCTGETCTICGGGACTAAGCETARATTTGCATGGCAGATAGGCAGTTICCCCTTTG
CAR sxonl B GCTGGETGATATCAGCCACTCGATGTCCAGCGETCCCTGETCTTCGGGRACTARGCGTARATTTGCATGGCAGATAGGCAGTTTCCCCTTTG

4.2.3a. abra: A CAR exonok szekvenalasi eredményének Bioedit programmal

torténo analizise.
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5. Megbeszélés

5.1. Viruskimutatas

Az elsé korben elvégzett retrospektiv vizsgalatunk soran négy virus, AdV2,
AdV3, EV, és HHVG6 konzervativ régioit kerestiik a betegek szivizommintaiban.

Az eddigi megfigyelések szerint elsdsorban EV, tovabba AdV2, AdVS5, és
HHV6 virusok jatszanak szerepet MC és dilatativ CM kialakulasaban (Bowles és mtsai
2003, Pauschinger és mtsai 1999). AdV3 szekvenciat sikeriilt a vizsgalt CM-es betegek
20 %-aban kimutatnunk, mely gyakran idéz eld, az AdV2 és az AdV5 szerotipushoz
hasonloan, elsésorban 1égzdszervet ¢érintd megbetegedést gyermekekben és
fiatalkortiakban (James és mtsai 2007). A szakirodalomban nem talaltunk korabbi adatot
arra vonatkozoan, hogy mutattak-e ki AdV3 szekvenciat beteg szivizomban.

A vérmintak virus-negativ eredménye igazolja, hogy nem a vérbdl szarmazo
kontamindci6 kovetkezménye a szivizomzatban kimutatott virus szekvencia.

A vizsgalati anyagunkban szereplé 14-es beteg epikriziséb6l ismert, hogy a
sulyos szivelégtelenség kialakuldsa miatt elvégzett szivtranszplantaciot harom honappal
megeldzden akut virusos enteritisz zajlott le. Ebben a betegben két kiilonb6zd virus
szekvenciat detektaltunk: AdV3 és HHV6 szekvenciat, mely a virusinfekcio (enteritisz)
¢s a kialakult dilatativ CM kozotti lehetséges kapcsolatot tamaszttja ala. A vizsgalataink
soran sem EV, sem AdV2 szekvenciat nem sikeriilt kimutatni.

Korabbi tudoményos kozleményekbdl ismert, hogy a HHV6 képes fatalis
kimenetelii. MC-t el6idézni (Fukae és mtsai 2000, Yoshikawa és mtsai 2001).
Amennyiben a HHV6 mas virussal egyiitt fordult eld, mint PVB19-cel akut MC-ben, a
betegség klinikai lefolyasa jelentdsen rosszabb volt, 6sszehasonlitva a csak HHV6, vagy
csak PVBI19 altal eldidézett betegség esetében (Mahrholdt és mtsai 2006). A 14-es
beteggel kapcsolatban az a hipotézisiink, hogy a szivizomban kimutatott AdV3 és
HHV6 szekvenciak egyiittes jelenléte felelds lehetett a szivatiiltetést indukalé rovid id6
alatt megnyilvanulo szivelégtelenségnek. Korabbi kozlemény is beszamolt kettos
infekcid eléfordulasarol méghozza igen magas szazalékben (27,3 %), melybdl a PVB19
¢s a HHV6 szekvencia egylittes jelenléte adta a nagyobb részt (15,8 %) (Kiihl és mtsai

2005). Egy nyomonkdvetéses vizsgalat sordn, azokban a betegekben, ahol a két virus
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egyiittes jelenlétét detektaltak, javult azon betegek hemodinamikai allapota, ahol az
egyik virus az IFN kezelés hatdsara elimindlodott a szervezetbdl (Stille Siegener és
mtsai 1995).

A tovabbi 6 AdV3-pozitiv betegb6l 4 dilatativ és 2 iszkémias CM-ben
szenvedett. A dilatativ CM-es betegek esetében a szovettani vizsgalat sordn nem
talaltunk gyulladasra utal6 jelet. Szivelégtelenségben szenvedd betegek szivizomzatabol
nagy aranyban mutattak ki virus szekvencidkat annak ellenére, hogy barmilyen jelét
detektaltak volna szoveti gyulladas jelenlétének (Kiihl és mtsai 2005, Kuethe és mtsai
2007). Mar korabban felvetddott, hogy a rutinszertien elvégzett EMB érzékenysége nem
tekinthetd elegendének a szivizomban fennall6 gyulladas detektalasara (Chow és mtsai
1989). Klinikailag dilatativ CM gyants betegek (n=245) szivizom biopsziajaban
detektalt virus szekvencidk el6forduldsa fiiggetlen volt a szivizomba infiltrald
limfocitak és makrofagok szamatol (Kiihl és mtsai 2005).

A vizsgalataink soran kimutatott virus szekvenciak elhelyezkedése alapjan
(JKEF és JKHF mintakban kétszer olyan gyakran fordult el6 AdV3 szekvencia)
elmondhatjuk, hogy a jobb kamrai szeptum régid, mint mintavételezési hely
megfeleldnek tarthatd, mivel az EMB a jobb kamra szeptalis régidjabol késziil az esetek
donté részében gyakorlati megfontolasbol. Ugyanakkor a biventrikularis EMB
megnovelheti az MC diagnosztikai érzékenységi kiiszobét (Frustaci és mtsai 1994).

A vizsgélataink alapjan elmondhato, hogy a szivizom virusfertézottsége fokalis,
melyet mar Pauschinger és munkatarsai is felvetettek (Pauschinger és mtsai 1999).
Egereken végzett tanulmanyban Coxsackie B3 virus el6szor a hasnyalmirigy acinus
sejtjeiben szaporodott, majd fokalis replikacidt mutatott a szivizomban (Gomez €s mtsai
1991). A virus szivizomban vald fokalis megjelenésének a kikiiszobolésére elméletileg
a tobbszorés mintavételezés jelenthetne megoldast, azonban ennek gyakorlati
megvaldsithatésaga korlatokba iitkozik.

Vizsgalati anyagunkban két iszkémias CM-es beteg esetében talaltunk AdV3
szekvenciat. Egyre novekvd szam® adat all rendelkezésre, hogy ateroszklerozis
kialakuladsdban a virus infekcionak potencialis szerepe lehet, miszerint kimutathatd
latens perzisztencia és virus nukleinsav jelenléte ateroszklerotikus 1ézidkban (Caruso és
mtsai 2002, Horvath és mtsai 2000, Ismail és mtsai 1999). Egy 1968-as kozleményben

szamoltak be arrol, hogy Coxsackie B4 virus infekcié akut korondriat idézett eld
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allatkisérletben (Sohal és mtsai 1968). A 90-es években EV szekvenciat mutattak ki
végstadiumu kronikus koronaria miatt szivatiiltetésre keriilt betegekben (Andreoletti és
mtsai 1996, Petitjean és mtsai 1992) és iszkémias eredetli szivbetegségben is
(Andreoletti és mtsai 1995, Petitjean és mtsai 1992), mely az EV szerepének
jelentéségére utalhat mind akut, mind kronikus iszkémias szivbetegségekben
(Roivainen és mtsai 1998). A fentiek alapjan, melyet a sajat eredményeink is
alatamasztanak, nem tarthatd helyesnek kontroll csoportként vald alkalmazasuk ilyen
jellegtli vizsgalatokban.

A vizsgalataink soran nem sikeriilt EV szekvenciat kimutatni a betegek
szivizommintaiban, mely osszhangban van néhany korabban ko6zolt eredményekkel,
miszerint dilatativ CM-ben és ismert eredetli szivbetegségben (iszkémids, hipertrofias,
kongenitalis, valvularis) (de Leeuw és mtsai 1998, Mahon ¢és mtsai 2001) nem tudtak
EV szekvenciat kimutatni. Ugyanakkor mas kozleményekben in situ hibridizaciot és
slot blot hibridizacios vizsgalatot végezve igen magas szazalékban (~50 %) detektaltak
EV szekvenciat dilatativ CM-es szivizombodl szarmazé EMB-n (Kandolf 1988, Bowles
¢s mtsai 1989). Egy 773 betegen (624 MC, 149 dilatativ CM) elvégzett vizsgalatban
AdV genomot detektaltak a legnagyobb aranyban fagyasztott, formalin fixalt illetve
paraffinba dgyazott szivizommintakban, mig EV szekvencia kisebb mértékben fordult
eld ezekben a mintadkban (Bowles és mtsai 2003). Hasonld eredmény mutatkozott egy
korabbi vizsgalatban, ahol MC-ben ¢és dilatativ CM-ben szenvedd gyerekek
szivizomzataban nagyobb ardnyban detektaltak AdV, mint EV szekvenciat (Griffin és
mtsai 1995). Egy masik k6zleményben arrol szamoltak be, hogy EV (9,4 %) és AdV (2
%) szekvenciak viszonylag kis, mig HHV6 (21,6 %) és PBV19 (51,4 %) szekvencidk
nagy aranyban fordultak el6 a vizsgalt betegek szivizomzataban (Kiihl és mtsai 2005).
A kozleményekben szerepld eredmények igen ellentmondodak, melyre egyértelmii
magyarazatot a mai napig nem sikeriilt adni. Annak a megfigyelésnek a hatterében,
hogy bizonyos esetekben igen magas szazalékban mutathatdo ki EV szekvencia a
szivizomban (Weiss és mtsai 1992, Andreoletti és mtsai 1996), mig mas esetekben
egyaltalan nem (de Leeuw és mtsai 1998), vagy csak alacsony szazalékban (Muir és
mtsai 1996), allhat egyrészt mintavételezési hiba, masrészt a vizsgalt betegcsoportok
kiilonbozoképpen torténd definialasa, igy nem alkotnak azonos vizsgalati csoportokat az

egyes tanulmanyokban. Az EV ¢és AdV okozta MC el6forduldsi gyakorisagéaval
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kapcsolatban nagy eltérés mutatkozott mind a kiilonb6z6 orszagok, mind az adott
orszagra jellemzd higiéniai koriilmények tekintetében (Grumbach és mtsai 1999,
Leonard 2004, Huhn és mtsai 2005).

Egy kozelmultban elvégzett vizsgalatban 8 halalos kimenetelli MC-s gyermek
kozil 5-ben AdV5, 3 MC-n atesett gyermekben AdV1 szekvenciat detektaltak (Savon
¢s mtsai 2008), mely azért meglepd, mert korabbi vizsgalatokban a C szerotipusba
tartozd AdV2 és AdVS5 szamitott kardiovirulens virusnak.

Egy koréabbi tanulmanyban egyértelmiien kimutathato volt a virus perzisztencia
¢s a balkamra funkci6 leromlésa kozotti kapcsolat, mivel a kordbban kimutatott virus
szekvencidk spontdn eltlinése egyiitt jart a bal kamra hemodinamikai jellemzdinek
javulasaval (Kiihl és mtsai 2005). Egy vizsgalat soran virus-pozitiv dilatativ CM-es
esetekben rovidebb életkort figyeltek meg a virus-negativ eseteknél tapasztaltakkal
szemben (Why és mtsai 1994).

A vizsgélati eredményeink alapjan az esetek kis szdma miatt messzemend
kovetkeztetéseket nem lehet levonni, ezért mindenképpen folytatni kivanjuk a
mintagyiijtést a nagyobb esetszdm elérése érdekében. A fenti eredményekkel
kapcsolatban felmeriil a kérdés, hogy vajon a kimutatott virus szekvencidk
hozzajarultak-e a betegség kialakulasahoz, vagy akar a korfolyamat romlasahoz. Ennek
tisztazasa tavolrdol sem olyan egyszerli, hiszen egyrészt a beteg orvosnal valod
megjelenése, illetve kivizsgalasa az esetek dontd tobbségében a betegség eldrehaladott
allapotdban torténik, tovabba nehezitd koriilmény, hogy az EMB elvégzése sem
indokolt, amennyiben a betegség kezelésének kivalasztasa szempontjabol mellékes a
biopsza eredménye.

A kapott eredményiink kapcsan érdemlegesnek tartanak, tekintettel a gyerekkori
AdV fertdzés gyakorisdgara, az echokardiografids szlir@vizsgalat elvégzését

kezdeményezni gyermekkorban igazolt AdV fertézést kdvetden.

5.2. CAR expresszios vizsgalata

A kozelmultban Coxsackie és AdV C szerotipusu virusok receptoraként
azonositott CAR expresszids vizsgalata soran mRNS szinten Szignifikansan magasabb

volt a CAR expresszigja mind a dilatativ, mind az iszkémids betegcsoportban. Az
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immunfluoreszcens képen kiilondsen az ICD régiok festddtek erdteljesen dilatativ,
iszkémias és inflammatorikus CM-es betegcsoportokban a kontroll csoporthoz
viszonyitva.

Annak ellenére, hogy szamos irodalmi adat sz6l a CAR eltérd expresszios
mintdzatarol, jelenleg is tisztazatlan a fehérje fizioldgiai funkcidja (Ito és mtsai 2000).
Jelenleg két hipotézis létezik a CAR fehérje szivizomban vald szerepének
magyardzatara: 1) Az alacsony CAR expresszid egészséges ¢s nem-dilatativ CM-es
szivizomban rezisztenSsé teheti a szivet a CAR-dependens virusokkal szemben, mig a
magas expresszidja megnovelheti a CAR-dependens virusok bejutasat a sejtekbe. 2) A
CAR fehérje szerepet jatszhat a szivizomsejtek kozotti kapcsolat fenntartasaban
(Noutsias ¢s mtsai 2001). Az elsd hipotézist alapul véve elképzelhetd, hogy a virus-
pozitiv dilatativ CM-es esetekben az infekcio a betegség progresszidja soran kovetkezik
be és nem a betegség indukaldsaban szerepel. Egy allatkisérlet sordn patkanyok
szivében az embrionalis fejlodést kovetden jelentds mértékit CAR expresszid
csokkenést tapasztaltak (Fechner és mtsai 2003). Szintén a sejtkapcsold szerepére
utalhat az is, hogy magas CAR expressziot figyeltek meg embrionalis egerek kozponti
¢s periférias idegrendszerében (Dorner és mtsai 2005).

A vizsgalati eredményeink alapjan az elsé csoport (dilatativ CM) a kontroll
csoporthoz viszonyitva szignifikans kiilonbséget mutatott a CAR mRNS
expresszidjaban a korabbi irodalmi adatoknak megfeleléen. Ugyanakkor az altalunk
vizsgalt iszkémias CM-es betegcsoportban kapott magas expresszid szemben all
régebben demonstralt eredménnyel, ahol nem-dilatativ CM-ben (iszkémias CM) nem
tapasztaltdk CAR megjelenését a szivizomsejtek felszinén (Noutsias és mtsai 2001),
mely az iszkémias eredetii szivbetegség és a virus infekcio kozotti lehetséges
Osszefliggés fennallasat cafolna. EQy késébbi vizsgalatban ezzel szemben
megemelkedett CAR expressziot mértek MRNS szinten iszkémias CM esetében (Sasse
€s mtsai).

A CAR exonok szekvenalasa soran nem talaltunk olyan eltérést, mely a CAR
meghataroz6d szerepét jelezhetné dilatativ, iszkémias ¢és inflammatorikus CM
patogenezisében. Sajnalatos modon a betegek familiaris hatterével kapcsolatban nem

rendelkeztiink megfeleld informaciéval. Egy 2002-es tanulmanyban szerzett ¢&s
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familiaris eredetli MC/dilatativ CM-es betegekben szintén nem taldltak mutacidt néhany
polimorfizmustodl eltekintve (Bowles és mtsai 2002).

Egy patkanyokon végzett allatkisérlet soran demonstralt autoimmun MC-ben
indukalodott CAR expresszidja a betegség kezdetén nagyon alacsony, vagy nem
detektalhatdé mértéki volt, majd az MC aktiv fazisaban jelent meg kifejezettebb
mértékben, végiil a kronikus fazisban mar wjra lecsokkent (Ito és mtsai 2000). A
gyulladasi infiltratumok megjelenése a CAR expressziot néhany nappal megeldzte,
melybdl arra kovetkeztettek, hogy a CAR megjelenése az MC gyogyulasi fazisaval vagy
a sériilt szivizom regeneralodéasaval lehet kapcsolatban (Ito és mtsai 2000).

Egerekben szivizomsejt-specifikus CAR deléciot 1étrehozva a deléciot
homozigdta formaban hordozé egérembriok a 12. napon elpusztultak, a megvastagodott
balkamra falban intenziv osztodast mutat6 szivizomsejteket figyeltek meg ezekben az
embriokban. Tovabba az N-myc perzisztald expresszidt mutatott, mely 1étfontossagu a
szivizom fejlodésében az embriondlis korszak elején. Elképzelhetd, hogy az N-myc
kozvetleniil felelds a kamraban kialakult hiperplaziaért (Chen és mtsai 20006).

Erdekes megfigyelés, hogy rekombinans CAR expresszioja jelentés mértékben
megnovelte szivizom sejttenyészetben a sejtek virusfelvételét (Noutsias és mtsai 2001)
sugallva ezzel azt az elképzelést, hogy a CAR jelenléte megndvelheti a szivizom
virusinfekciora valo hajlamat. Ebbdl kovetkezéen a transzfekcid sikeressége Szoros
¢s mtsai 1997), azonban késdbbi vizsgalat soran kideriilt, hogy a magas CAR expresszio
nem 4ll egyenes ardnyban a kiilonb6zd adenovirus vektorral torténd transzfekcio
hatékonysagaval (Lucas és mtsai 2003), ahogy Fechner és munkatarsai sem igazoltak a
transzfekcios eredmények és a sejtfelszinen elhelyezkedd CAR illetve alphay-integrin
expresszios mintazata kozotti osszefiiggést (Fechner és mtsai 1999). Ebbdl kovetkezden
nem egyértelmisithetd, hogy magas CAR expresszid esetén biztosan bekovetkezik
virusfert6zés, ahogy a viruskimutatasi eredményeinkbdl is kitlinik.

Feltételezhetben a CAR mas virusreceptorokkal egyiitt intracellularis
szignalizacios Utvonalakat aktival, mellyel befolyassal lehet a betegség kimenetelére
(Selinka és mtsai 2004). Egy kozelmultban végzett vizsgalat soran egerekben az
embrionalis fejlédés soran tulexpresszaltattak a CAR-t, mely CM-et idézett el6 és

modositotta a kardialis béta-katenin és N-kadherin expresszidjat, tovabba a béta-katenin
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crer

folyamatok beinditasat idézte eld (Caruso és mtsai 2010). A jelatviteli folyamatokban a
CAR Ilehet egyfajta jel a mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK) aktivalasara, melyek
jelatviteli  kozvetitoként szabalyozzdk a  génatirast a  sejtmagba  tOrténd
transzlokacidjukat kovetéen. Erre a kovetkeztetésre jutottak abbdl, hogy felndtt
egerekben a CAR talexpresszaltatasara inflammatérikus CM fejlodott ki, mely a MAPK
jelatviteli utvonal aktivaloédasaval és proinflammatorikus citokinek (TNF-alfa, IL-1-
béta, IL-6 és IFN-gamma) expressziojaval jart egyiitt (Yuen ¢és mtsai 2011). A
gyulladési infiltratumok, melyeket a CAR-t tilexpresszald egerekben figyeltek meg,
NK sejtekbdl és makrofagokbol alltak (Yuen és mtsai 2011). Ez utébbi eredményekbdl
ugy tlinik, hogy a CAR fehérje feltehetden kettds szereppel birhat az MC
patogenezisében: 1) virus receptor, mellyel lehetéséget biztosit a virus megkotésére; 2)
az immunrendszer effektor sejtjeit és a citokin/kemokin expressziot aktivald jeleket
indukal fliggetlentil a virus infekciotol (Yuen és mtsai 2011).

Szamos allatkisérletes modellben vizsgaltdk a CAR lehetséges szerepét, azonban
mindenképpen érdekes lenne feltérképezni, tekintettel a kevés szami human mintakon
végzett vizsgalatra, hogy milyen jelatviteli folyamatok aktivalodhatnak dilatativ,
iszkémias vagy akar inflammatorikus CM-es szivizomsejtekben. Tovabba érdemes
lenne tisztazni nyomonkdvetéses vizsgalatban, ismert balkamra megnagyobbodassal és
azzal nem rendelkez6 személyek esetében (ahol csaladi halmozodast figyeltek meg),
hogy a betegség progresszidja soran mely fazisban kezd el expresszalodni a CAR
fehérje, illetve fennall-e genetikai prediszpozicio a CAR fehérje expresszio mértékével

kapcsolatban.
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6. Kovetkeztetések

1. Vizsgalataink soran egy 0j adenovirus tipusrol, az AdV3-rol bizonyosodott be, hogy
CM-es betegek szivizomzataban jelen van. Elképzelhetének tartjuk, hogy EV és AdV2
szekvencia hidnya mintavételezési hiba kovetkezményének vagy a populacid genetikai

sajatsaganak tudhato be.

2. Az iszkémias CM-es betegek esetében is kimutathatd AdV3 szekvencia.

3. Az iszkémias CM-es szivizommintakban kimutatott AdV3 szekvencia alapjan nem

tekinthetd az iszkémias betegcsoport kontrollcsoportnak az ilyen jellegii vizsgalatokban.

4. A virus-pozitiv eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a jobb kamra szeptalis

régidjabol szarmazd EMB alapjan igazolhato virus jelenléte.

5. A szovettani vizsgalati eredménnyeinkkel megerdsitettiik azt a korabbi megfigyelést,

miszerint az EMB-b6l torténd szovettani vizsgalat érzékenysége alacsony.

6. Magasabb CAR expressziot detektaltunk mindharom betegcsoportban, azonban
szignifikans mértékben csak a dilatativ és az iszkémias betegekben adddott kiilonbség a
kontroll csoporthoz képest. Az MRNS szintli CAR expresszidt az immunfluoreszcens
vizsgalat is igazolta a vizsgalt betegcsoportokban. A kapott eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a CAR feltehetéen a sejt-sejt kozotti kapcsolat fenntartasaban, és a

szoveti regeneralodasban birhat szereppel.
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7.1. Osszefoglalas

Nagy jelentdséget tulajdonitanak MC és dilatativ CM esetében a virus infekciok
szerepének. Az elmult évtizedekben az EV-k kozé tartozd Coxsackie virusokrol
bizonyosodott be korokozé szerepiik ezen megbetegedésekben, azonban napjainkra a
szivizmot érint6 virusok kozé soroljak az AdV-kat, HHV6-ot és a PVB19-et.

Vizsgalataink sordn, szemben korabbi kozleményekkel, nem detektaltunk sem
EV, sem AdV2 virus szekvenciat a vizsgalt betegek szivizomzatiaban, azonban
tudomasunk szerint eddig nem vizsgalt AdV3 szekvenciat sikeriilt kimutatni a betegek
20%-aban. Ezek koziil egy inflammatorikus CM beteg a transzplantacio eldtt 3
hoénappal egy virusos enteritiszen esett at, ebben a betegben feltételezésiink szerint az
AdV3 és HHV6 szekvencia egyiittes el6fordulasa lehetett felelés a hirtelen fellépd
sulyos szivelégtelenség kialakulasaért.

Erdekes eredmény, hogy nemcsak dilatativ CM-es betegekben, hanem két
iszkémias CM-es betegben is AdV3 pozitiv eredményt kaptunk.

A szovettani kiértékelés soran csak az egyik inflammatorikus esetben talaltuk
gyulladés jelét, azonban a dilatativ és az iszkémids CM-es mintdk tekintetében nem
detektaltunk ilyen jellegii eltérést.

Szandékunk volt az EV és AdV virusok gazdasejtbe jutasahoz hasznalt CAR
expresszios vizsgalata azzal a céllal, hogy kimutathato-e eltérés a beteg és az egészséges
kontroll csoportok kozott. A CAR mind mRNS, mind fehérje szinten magasabb
expressziot mutatott a kontroll csoporthoz képest, azonban nem csak a korabbi
kozlemények alapjan elézetesen feltételezett dilatativ CM-ben, hanem az iszkémias CM
csoportban is, mig az inflammatorikus CM-ben a varttal ellentétben nem volt
szignifikans a kilonbség. Az immunfluoreszcens vizsgalat igazolta, hogy a
szivizomsejtek sejtmembranjara, elsésorban az ICD teriiletre korlatozodott a CAR
fehérje megjelenése, mely inflammatorikus CM esetében is igaznak bizonyult.

A CAR gén exonjainak szekvenaldsa sordn nem fordult el mutacio, vagy
polimorfizmus, mely a CAR dilatativ, iszkémias vagy inflammatérikus CM

patogenezisében meghatarozo szerepét jelezné.
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7.2. Summary

Our aim was to screen heart-transplanted dilated, inflammatory and ischemic
CM patients for cardiotropic viruses (EV, AdV and HHV®6). In addition, mRNA and
protein expression pattern of a virus receptor (CAR) was examined. We sequenced all
seven exons of CAR, as well.

In our results EV and AdV2 sequences were not detected in the examined
myocardiums. Nevertheless, after a thorough research of the literature, we did not find
any previous data described by others indicating the presence of AdV3 in the
myocardium. We suppose that in case 14, the coexistence of the two viruses in the
myocardium may be responsible for the rapid development of heart failure indicating
transplantation. Interestingly, two ischemic CM showed virus-positiv result in the
myocardium. In addition, AdV3 was detected not only in dilated CM patients, but also
in two of the patients with ischemic CM.

Any sign of inflammation could only be verified by immunhistology in one of
the inflammatory CM cases; neither did dilated CM cases, nor did ischemic CM cases
present this histological alteration.

An additional aim was to measure mRNA and protein expression of CAR, used
by EVs and AdVs to entry the host cells, in our patient population to demonstrate its
possible difference between patients and control groups. The obtained high CAR
MRNA expression both in dilated and ischemic CM might prove greater role of CAR as
maintaining a cell-to-cell connection and tissue regeneration. Interestingly, previous
publications did not demonstrate high CAR expression in ischemic CM. The
immunfluorescence staining showed high CAR expression in the intercalated discs
mainly in dilated CM, but also in ischemic CM and even in inflammatory CM, in spite
of relatively low CAR mRNA expression in the latter case.

Sequencing result of CAR exons did not show any mutations or polymorphisms
that could explain a determinant role of CAR in dilated CM.
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