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BEVEZETES |.

A molekularis technikaknak koszonhetéen napjainkra
mar tobb virus tipust detektaltak szivizomzatban, melyeknek
koroki szerepet tulajdonitanak miokarditisz (MC) és
feltehetéen annak egy késdi kovetkezményének tekintett
dilatativ kardiomiopatia (CM) kialakulasaban.

A Coxsackie virusokrol régota ismert, hogy szivizom
gyulladdsanak kialakuldsdban fontos szerepet jatszanak. Az
elmalt években azonban egyre gyakrabban detektaltak
Adenovirus (AdV), Human Herpesz Virus 6 (HHV6) és
Parvovirus B19 szekvenciakat beteg szivizomban.

A kardiotrop virusok tobbnyire felsd 1éguti panaszokat
el6idéz6 korokozok, azonban bizonyos esetekben komolyabb
klinikai tiineteket is képesek generalni. Az emberek kozel
90 %-a atesik ezeken a virusfertézéseken az élete soran
anélkiil, hogy barmilyen sz6védményt eredményeznének a
szivben. Az MC az esetek egy részében felderitetlen marad,
mig masik részében influenzaszerii tiineteket idéz el6 felsd
légati vagy gyomor-bélrendszeri panaszok formajaban.
Feltehetben az immunrendszer nem megfeleldé mikddése
eredményezheti, hogy az adott virus nem eliminalodik a
szervezetbol, igy lehet6sége nyilik a vérkeringés utjan mas

szervekbe eljutnia és megtelepednie.



Akut MC gyantja esetében gyakori eset, hogy az
elektrokardiogram  (EKG)  abnormalis  képet  mutat,
érzékenysége kozel 47 %-0s, azonban specifitasa ismeretlen.

A virus szeroldgia napjainkra mar elavult technikanak
tekinthetd, koszonhetéen az alacsony érzékenységének és
specifitasanak, tovabba a sziv virusfertdzottségének a tényét
sem igazolta a vizsgalat.

A Klinikus az endomiokardialis biopszian (EMB)
elvégzett szovettani vizsgalat eredménye alapjan hozhat
dontést a megfeleld terapia kivalasztasaban. Indokoltnak
tekinthet6 az a szemlélet, miszerint a klinikusok MC gyanuja
esetében maximum 2 napot varnak az EMB elvégzését
megelozden. Ezt tdmasztja ala azon esetek szama, melyeknél
spontan javulds figyelheté meg, igy elkeriilhetd az
indokolatlanul elvégzend6 invaziv mintavételi eljaras. Létezik
azonban egy masik allaspont is, miszerint minden egyes MC-
gyanus beteg esetében elvégzend6 az EMB. Ennek hatterében
az all, hogy a betegség korai fazisaban nagyobb a
diagnosztikai vizsgalat érzékenysége. Ismert etiologiaju
megbetegedés kezelése nagysagrendekkel hatékonyabb a korai
fazisban, mint a mar meglévé gyulladasbol fakado

helyrehozhatatlan karosodas esetében.



Az MC-ben szenvedd betegek esetében elvégzett
szovettani vizsgalatok kiértékelése a Dallas-kritérimok alapjan
torténik, mely szamos buktatoval rendelkezik:

- eltéro patologiai értelmezést eredményezhet;

- a mintavételezési hiba kikiiszobolése koriilményes;

- figyelmen kiviil hagyja a patologiai eltérés okat.

A diagnozis felallitdsdban meghatirozé a gyulladasos
infiltrdtumok megléte, melyben eléfordul nekrozis is.
Szivizomsejt-nekrozis  hianya  szorvanyos  gyulladasos
infiltratum meglétével egyiitt hataresetet jelent az MC
diagnosztizaldsdban. A mintavételezési hely a jelenlegi
gyakorlat szerint a jobb kamra szeptalis teriilete.

A legtjabb vizsgalatok eredményei alapjan igen eltéré
aranyban talaltak MC-s és dilatativ CM-es szivizomban virus
szekvencidkat. Az eltérés oka lehet az, hogy a betegek klinikai
szempontbdl valo elkiilonitése és csoportositasa nem egységes,
tovabba a technikak érzékenysége sem egyforma a kiilonb6zo
esetekben.

A dilatativ CM leggyakrabban a kdzépkoruakat érintd
megbetegedés és elsdsorban férfiaknal fordul elé gyakrabban.
Ez utébbi tapasztalat azonban latszélag nincs Sz0ros
Osszefliggésben a magas vérnyomassal, dohanyzasi-, vagy
alkoholfogyasztasi szokasokkal. Néhany beteg tlinetmentes

annak ellenére, hogy hdénapok vagy akar évek ota all fenn



balkamrai dilatacio, mely klinikailag csak kés6bb kertil
felismerésre, amikor a tiinetek rosszabbodnak, vagy mikor
mellkas rontgenfelvételen lathatova valik a megnagyobbodott
sziv. A leggyakoribb tiinet a gyengeség és a faradtsag, tovabba

a csokkent szivteljesitmény.



BEVEZETES II.

A Coxsackie-Adenovirus Receptor (CAR), mint
sejtfelszini fehérje az entervirusok (EV-k) és AdV-k jelentds
hanyada szamara teszi lehetévé a gazdasejtbe jutast
virusinfekcié soran. A CAR egy 46 kDa protein, mely a CTX
(Cortical thymocyte marker in Xenopus) fehérjék csoportjaba
tartozik és két extracellularis immunglobulin domént hordoz.
A CAR fehérje epitél sejtek szoros illeszkedési (tight junction)
pontjain fejezédik ki, azonban fiziologiai szerepe nagyrészt
ismeretlen.

Az elmult években deriilt fény arra, hogy egerekben a
CAR els6sorban embrionalis korban expresszalodik az agyban
és a szivben igen nagy mennyiségben, ami azt sugallja, hogy
jelentés szereppel bir az emlitett szervek embrionalis
fejlodésében a sejtek kozotti kommunikacio fenntartasa révén.
Ezzel szemben felnétt egerek idegrendszerében alacsony
mértékben expresszalodott, vagy egyszeriien hianyzott a CAR
fehérje, hasonldan a szivizomhoz.

Azokban az egérembriokban, ahol a CAR gén célzott
soran a 11. nap kdrnyékén a mutans egerek elpusztultak.
A preparalt szivben megnagyobbodott perikardiumot talaltak,

a kamrak TUrege kisebb lett, tovabba egyértelmiien



megnagyobbodott kamrafalat és csak egy atrioventrikularis
csatornat figyeltek meg, mig egészséges egerekben,
ugyanebben a fejlédési idoszakban, mar két atrioventrikularis
csatorna volt jelen, mely egyértelmiien a sziv fejlédésének
elmaradasat tamasztotta ala. Emellett megfigyelték, hogy
normal sejtekben 4ltalaban 12-15 szarkomer kapcsolodik
egymashoz hosszanti iranyban, mig a mutans sejtekben csak4-
6 szarkomer. A CAR célzott delécidja az embrionalis fejlodés
soran a miofibrillumok rendezetlenné¢ valasa mellett
megndvekedett szivizomsejt proliferaciot és apoptozist idézett

elo.



CELKITUZESEK

1. Milyen gyakorisaggal fordulnak eld a vizsgalt virus

szekvenciak a szivtranszplantalt betegek szivizomzataban?

2. Kimutathatoéak-e ezen virus szekvenciak iszkémias CM-es

betegekben is?

3. Tekinthetd-e kontrollnak virus kimutatas szempontjabol az

iszkémias eredetii CM-es beteg?

4. Virus-pozitiv mintak tekintetében a kiilonb6z6 mintavételi

helyek mutatnak-e valamilyen szabalyszer(iséget?

5. Virus-pozitiv eredményeink esetében az adott régio

szOvettani vizsgalata igazolja-e gyulladas jelenlétét?

6. Kimutathato-e magas CAR mRNS expresszio vizsgalati
beteganyagunkban a kontroll, egészséges szivmintakhoz
képest és igazolhaté-e immunfluoreszcens vizsgalattal az

mRNS szintli eredményiink?



ANYAGOK ES MODSZEREK

- 2005. november és 2008. marcius kozott folyamatos
mintagyiijtés soran 35 szivatiiltetésre keriilt CM-es
beteg (16 dilatativ, 17 iszkémias ¢s 2 inflammatorikus
CM) szivizommintaja és vérmintaja keriilt vizsgaltra.

- DNS ¢és RNS izolalas szivizom- és vérmintabol.

- Enterovirus, Adenovirus 2-es és 3-as tipus, Human
Herpesz Virus 6 sokszorositasa nested-PCR-rel, majd

a PCR termékek agardz gélen futtatasa.

- Virus-pozitiv mintdk direkt szekvenalasa kapillaris

gélelektroforetikus késziiléken.

- A szivizommintak hisztoldgiai vizsgalata.

- CAR mRNS expresszios vizsgalata valds-idejii PCR

alkalmazasaval.

- CAR fehérje immunfluoreszcens vizsgalata.

- CAR exonok szekvencia-meghatarozasa.



EREDMENYEK

1. Viruskimutatas PCR-rel

Az AdV3 szekvenciat a betegek 20%-aban tudtunk
kimutatni. Az AdV3-ra pozitiv mintdk a sziv kiilonb6zo
olyan gyakorisaggal fordult el6 AdV3 virus szekvencia a bal
kamrahoz viszonyitva. Harom beteg esetében egynél tobb
régid adott pozitiv eredményt. A virus pozitiv betegek koziil
négy dilatativ, kettd iszkémids és egy inflammatorikus CM-
ben szenvedett. Az inflammatorikus CM-ben szenvedett fiatal
n6 szivének jobb kamra eliilsé falaban JKEF és bal kamra
hats6 falaban (BKHF) kimutatott AdV3 mellett HHV6
(BKAR). EV és AdV2 szekvenciat azonban egyik minta
esetében sem tudtunk kimutatni. A vérmintak és a kontroll
mintak tekintetében szintén negativ eredmény sziiletett a

vizsgalt virusokra.

2. Virus-pozitiv mintak szekvenalasa

A virus-pozitiv mintdk szekvenalasa soran kapott

elektroferogramok  bizonyitottak, hogy a PCR soran
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amplifikalodott, és a gélelektroforézis soran kimutatott

eredmény ténylegesen a kivant virus szekvenciakat jelentette.

3. Hisztologiai eredmények

Az iszkémiads szivizomzatban inflammatorikus
infiltratumokat nem detektaltunk. A dilatativ CM-es betegek
makroszkopos szempontbdl a betegség klasszikus képét
mutattak. Kronikus, féleg mononuklearis gyulladasos
infiltraciot csak egy esetben taldltunk az endokardium
kiilonleges megvastagodasaval (laza kotészovet
felszaporodasa, hajszalerekben gazdag, idiilt mononuklearis

lobsejtekkel atjart granulacios szovet).

4. CAR mRNS expresszios vizsgalata

A mRNS szintli vizsgalat soran 35 fentiekben leirt
beteg és 10 kontroll személy szivizommintajat analizaltuk.
A vizsgalatban alkalmazott béta-aktin endogén kontroll atlag
C+ értéke kozel azonos volt az Osszes minta tekintetében,
Szignifikans kiilonbség mutatkozott mind a dilatativ (8,16-
szoros, p<0,0002), mind az iszkémias (4,33-szoros p<0,002)
CM-es szivizommintak tekintetében a kontroll csoporthoz

viszonyitva. A két inflammatorikus CM esetében ugyan
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magasabb CAR mRNS expressziot kaptunk a kontroll
csoporthoz viszonyitva, azonban alacsonyabb volt mind a
dilatativ, mind az iszkémias CM betegek értékeihez képest, s
a kimutatott kiilonbség nem érte el a p=0,05 szignifikancia
értéket (p=0,12 és p=0,39). A kapott eltérdé expresszios
mintazat nem mutatott Osszefiiggést sem a korral, sem a

nemmel.

5. CAR immunfluoreszcens vizsgalata

A CAR mRNS szinti vizsgalata soran kapott
eredményiinkent  kivantuk aldtdmasztani az elvégzett
immunfluoreszcens vizsgalattal. Mindharom betegcsoporttol
szarmazd szivizommintakban sikeriilt magasabb CAR
expressziot demonstralni a kontroll mintdkhoz képest.
Dilatativ CM esetében az Eberth-vonalakban (ICD) és a
szarkolemmaban adott erésebb reakciot, mig a kontroll
szivizommintakban az ICD régié egyaltalan nem, vagy csak
csekély mértékben adodott CAR-pozitivnak. Iszkémias CM-es
szivizommintdkban is hasonl6an a dilatativ CM-es mintakhoz,
az ICD régiokban és a szarkolemmaban volt pozitiv reakcio.
Ugyanakkor az inflammatorikus CM esetében szintén a
dilatativ . CM-hez hasonlé kép mutatkozott talan erdsebb

membran pozitivitassal annak ellenére, hogy az mRNS szintii
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vizsgalat nem mutatott szignifikans kiilonbséget az egészséges

kontroll mintakhoz képest.

6. CAR exonok szekvenalasa

A CAR gén 7 exonjanak szekvencia meghatarozasa
soran nem taldltunk semminemi eltérést az adatbazisban
talalhatd exon szekvencidkhoz képest, mely esetlegesen
befolyasolhatna a dilatativ, az iszkémids vagy az

inflammatoérikus CM patogenezisét.
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KOVETKEZTETESEK

1. Vizsgalataink soran egy uj adenovirus tipusrol, az AdV3-rol
bizonyosodott be, hogy CM-es betegek szivizomzataban jelen
van. Elképzelhetonek tartjuk, hogy EV és AdV2 szekvencia
hianya mintavételezési hiba kovetkezményének vagy a

populéacid genetikai sajatsdganak tudhaté be.

2. Az iszkémias CM-es betegek esetében is kimutathato AdV3

szekvencia.

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

kontrollcsoportnak ezekben a vizsgalatokban.

4. A virus-pozitiv eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a
jobb kamra szeptalis régidjabol szarmazé EMB eredménye

alapjan nagy eséllyel igazolhat6 virus jelenléte.
5. A szdvettani vizsgalati eredménnyel megerdsitettiik azt a

korabbi megfigyelést, miszerint az EMB-b4l torténd szdvettani

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

szereppel.
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