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1. Wykaz skrotéw stosowanych w pracy

A—fala A

ACT — czas akceleracji przeptywu w tetnicy plucnej (ang. acceleration time)
ALT — aminotransferaza alaninowa

AR —niedomykalno$¢ zastawki aortalnej (ang. aortic regurgitation)

AST — aminotransferaza asparaginianowa

ATP — adenozynotrifosforan

AV Vmax — predkos¢ maksymalna przeptywu przez zastawke aortalng
beta-blokery — antagonisci receptora beta-adrenergicznego

BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

B19V — parwowirus B19 (ang. B19 virus)

CK-MB - frakcja sercowa kinazy kreatynowej (ang. creatine kinase myocardial band)
CMV — cytomegalowirus (ang. cytomegalovirus)

CPK - kinaza fosfokreatynowa (ang. creatine phosphokinase)

CRP — biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)

CSK MSWIA — Centralny Szpital Kliniczny Ministerstwa Spraw Wewngtrznych
i Administracji

CVU — jednostka mig$niowo-naczyniowa (ang. cardiovascular unit)

DCM - kardiomiopatia rozstrzeniowa (ang. dilated cardiomyopathy)

EBV — wirus Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr virus)

ECMO - pozaustrojowe utlenowanie krwi (ang. extracorporeal membrane oxygenation)

EDTA — kwas wersenowy lub inaczej edetynowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)



eGFR — przesaczanie klebuszkowe (ang. estimated glomerular filtration rate)
E-falaE

E'—falaE'

EKG - elektrokardiogram

EMB — biopsja endomiokardialna (ang. endomyocardial biopsy)

ESC — Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne (ang. European Society of Cardiology)
EV — enterowirusy

E/A — stosunek fali E do fali A

E/E' - stosunek fali E do fali E'

FT3 — wolna trdjjodotyronina

FT4 — wolna tyroksyna

G6PD — dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (ang.  glucose-6-phosphate
dehydrogenase)

HAdV — ludzkie adenowirusy (ang. human adenoviruses)

HDL — lipoproteina wysokiej gestosci (ang. high-density lipoprotein)

HGB — hemoglobina

HHV-6 — ludzki herpeswirus typu 6 (ang. human herpesvirus type 6)

HCT — hematokryt

IMDiK — Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Kliniczne;j

IVIG — dozylny wlew immunoglobulin (ang. intravenous immunoglobulin)
IVS — grubos¢ przegrody miedzykomorowej (ang. intraventrivular septum)

K" — poziom potasu we krwi



LA — lewy przedsionek/szeroko$¢ lewego przedsionka (ang. left atrium)
LDL — lipoproteina niskiej gestosci (ang. low-density lipoprotein)
LV — lewa komora (ang. left ventricle)

LVEDd — wymiar koncoworozkurczowy lewej komory (ang. left ventricular end-diastolic
diameter)

LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory (ang. left ventricular ejection fraction)
MC — zapalenie migs$nia sercowego (ang. myocarditis)
MCH — $rednia masa hemoglobiny w erytrocytach (ang. mean corpuscular hemoglobin)

MCHC - S$rednie stg¢zenie hemoglobiny w erytrocytach (ang. mean corpuscular

hemoglobin concentration)

MCYV - $rednia objetos¢ krwinek czerwonych (ang. mean corpuscular volume)
MPV — érednia objgtos$¢ ptytek krwi (ang. mean platelet volume)

MR — niedomykalno$¢ zastawki mitralnej (ang. mitral regurgitation)

MRI — rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging)

Na* — poziom sodu we krwi

NS — niewydolno$¢ serca

NT-proBNP — N-koncowy peptyd natriuretyczny typu B

NYHA — Nowojorskie Towarzystwo Kardiologiczne (ang. New York Heart Association)
PAN — Polska Akademia Nauk

PDW — wskaznik anizocytozy ptytek krwi (ang. platelet distribution width)
PLT — ptytki krwi (ang. platelets)

PR — niedomykalnos¢ zastawki pnia ptucnego (ang. pulmonary regurgitation)

PTK — Polskie Towarzystwo Kardiologiczne
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PW — grubos¢ tylnej $ciany lewej komory (ang. posterior wall)

RBC — erytrocyty (ang. red blood cells)

RDW — wskaznik anizocytozy krwinek czerwonych (ang. red cell distribution width)
RV — prawa komora/szerokos¢ prawej komory (ang. right ventricle)

TAPSE — ruchomos$¢ pierscienia trojdzielnego (ang. tricuspid annular plane systolic

excursion)

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy)
TG — trojglicerydy

TR — niedomykalno$¢ zastawki trojdzielnej (ang. tricuspid regurgitation)

TSH — hormon tyreotropowy (ang. thyroid-stimulating hormone)

TTE — echokardiografia przezklatkowa (ang. transthoracic echocardiogram)

VHD — wirusowa choroba serca (ang. viral heart disease)

VT — czestoskurcz komorowy (ang. ventricular tachycardia)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation)
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2. Streszczenie

Wirusowe infekcje mig$nia sercowego mogg by¢ przyczyng wielu powaznych
stanOw. S3a to m. in. ostre zapalenie migsnia sercowego oraz kardiomiopatia
rozstrzeniowa, a wigc choroby, ktore bardzo czgsto doprowadzaja do wystapienia
objawow niewydolnosci serca (NS). Ta z kolei jest bardzo istotnym problemem
Klinicznym i ekonomicznym, gdyz szacuje sig, ze cierpi na nig obecnie nawet 1,2 miliona
Polakéw. Niewydolnos$¢ serca jest najczestszg przyczyng hospitalizacji w naszym kraju,
a jej leczenie kosztuje niemal 2 miliardy ztotych rocznie. Rokowanie co do przezycia
chorych z zaawansowang niewydolnoscig uktadu krazenia jest gorsze niz w wigkszosci

chorob nowotworowych.

Wirusowe choroby serca rozwijajg si¢ w zwigzku ze zmianami w komorkach
migsénia sercowego, zachodzacymi najczesciej w wyniku reakcji autoimmunologicznej
wywotanej przez wirusy na drodze mimikry molekularnej. Jedynym narzgdziem
diagnostycznym umozliwiajacym doktadng analiz¢ tych zmian jest biopsja migénia
sercowego (EMB). Metoda ta odgrywa istotng rolg w diagnostyce zapalen mig$nia
sercowego oraz pozapalnej kardiomiopatii rozstrzeniowej. Materiat uzyskany na drodze
EMB powinien by¢ poddany diagnostyce histologicznej, immunohistochemicznej
i wirusologicznej. Bardzo cenna okazuje si¢ takze diagnostyka ultrastrukturalna przy
wykorzystaniu transmisyjnej mikroskopii elektronowej, jednakze obecnie niewiele

o$rodkdw moze sobie na nig pozwoli¢ ze wzgledow organizacyjnych oraz finansowych.

Wséréd wirusow wykazujacych duze powinowactwo do migsnia sercowego
najczeséciej wymienia si¢ parwowirusa B19 (B19V), ludzkie herpeswirusy typu 6, wirusa
Epsteina-Barr, cytomegalowirusa, wirusa Coxsackie typu B oraz inne enterowirusy
i adenowirusy. Wirusem najczgéciej wykrywanym w materiale biopsyjnym migénia
sercowego pobranym od pacjentéw z kardiomiopatig rozstrzeniowa jest parwowirus B19.
Od dawna jest on wigzany z indukcja procesu chorobowego, doprowadzajacego do
rozstrzeni lewej komory, jednakze znajomos$¢ patomechanizmu tego procesu pozostaje
ograniczona. Material genetyczny B19V jest wykrywany w komorkach srodbtonka

naczyniowego, nie ma go natomiast w kardiomiocytach, co sugeruje wptyw wirusa na
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indukcje niedokrwienia. Uwaza si¢, ze koinfekcja BI19V zinnym wirusem
kardiotropowym moze pogarsza¢ przebieg zakazenia, prawdopodobnie poprzez
reaktywacj¢ replikacji B19V. Dotychczas nie wyjasniono, jakie zmiany zachodza
w budowie ultrastrukturalnej mig$nia sercowego w wyniku infekcji wirusowych i czy

zmiany te r6znig si¢ w zaleznosci od gatunku wirusa.

Pomimo trwajacych od wiekow badan nad trojwymiarowa architekturg serca,
szczegotly organizacji kardiomiocytow w $cianie mig$nia sercowego nadal nie zostaty
W pelni poznane. Réwniez przebieg zmian patologicznych zachodzacych w miokardium
na poziomie subkomoérkowym nie zostat dotychczas dobrze wyjasniony. Zglebieniu tej
wiedzy ma shuzy¢ wprowadzenie pojecia jednostki migsniowo-naczyniowej (CVU), ktore
jest rozwinigciem mysli funkcjonalnego polaczenia kardiomiocytéw z komoérkami
srédblonka naczyniowego. Jednostka ta okreslana jest jako podstawowy strukturalny
I funkcjonalny element mig$nia sercowego, skladajacy si¢ z kardiomiocytow,
fibroblastéw oraz naczyn krwionosnych wraz z pericytem. Niniejsza praca powstata, aby
okresli¢ zakres zmian ultrastrukturalnych w CVU w przebiegu wirusowej choroby serca

wywolanej przez parwowirusa B19.

Podstawowym celem prowadzonych badan byta analiza zmian ultrastrukturalnych
poszczegolnych elementow jednostki mig$niowo-naczyniowej w przebiegu infekcji

migsnia sercowego parwowirusem B19.

Cele szczegdtowe obejmowaly:

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

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

echokardiograficznego oraz od wynikéw badan laboratoryjnych.

Badana populacja zostata podzielona na 2 grupy: chorzy, u ktérych wykryto DNA
B19V w materiale biopsyjnym oraz pacjenci, u ktérych nie stwierdzono materiatu

genetycznego parwowirusa B19. Szczegotowej analizie poddano chorych z potwierdzong
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obecno$cia B19V. Ta grupa zostala poréwnana z grupa kontrolng, ktéra stanowili
pacjenci z rozstrzenig lewej komory i zachowang frakcja wyrzutows, u ktérych nie
stwierdzono obecnosci materialu genetycznego wiruséw. W Kolejnej fazie badania
sprawdzono, czy istnieje bezposrednia korelacja pomiedzy frakcja wyrzutowa lewej
komory a liczbg kopii B19V w badanym materiale oraz dokonano opisu zmian
ultrastrukturalnych, ktore zostaly zaobserwowane w mikroskopii elektronowej,
W zaleznosci od kopijnosci parwowirusa B19, wybranych kryteriow klinicznych,
wynikow badan obrazowych 1 laboratoryjnych. W nastepnym etapie analizy, aby ustali¢
przebieg zmian morfologicznych w CVU w przebiegu infekcji B19V, chorych z tej grupy
podzielono na 4 podgrupy w zaleznosci od frakcji wyrzutowej lewej komory oraz

od liczby kopii wirusa w bioptacie miokardium.

Wszyscy pacjenci mieli wykonywane badania nieinwazyjne, ktéore wchodza
w zakres rutynowej diagnostyki niewydolnos$ci serca i zostali ocenieni wg klasyfikacji
NYHA pod wzgledem nasilenia objawdéw niewydolnosci uktadu krazenia. WSszyscy
chorzy mieli takze wykonang angiografi¢ tetnic wiencowych. Diagnostyka pacjentow
uwzglednionych w niniejszym badaniu obejmowata wykonanie biopsji mies$nia lewej
komory. Materiat biopsyjny oceniany byt wg kryteriow Dallas oraz wg
immunohistochemicznych kryteriow WHO pod katem obecno$ci stanu zapalnego,
a do identyfikacji materialu genetycznego wirusow w miokardium wykorzystano gPCR
i RT-gPCR. Probki od kazdego pacjenta oceniane byly przy uzyciu transmisyjnej
mikroskopii elektronowej. Analize¢ statystyczna zgromadzonych danych wykonano

w srodowisku programistycznym GNU R.

Wyniki:

1) W materiale biopsyjnym od pacjentow z kopijnosciag B19V na poziomie <500
w obrazie ultrastrukturalnym obserwowano m.in. destrukcje aparatu
kurczliwego, morfologiczne cechy stresu oksydacyjnego i obrze¢ku siateczki
srodplazmatycznej, liczne wglobienia otoczki  jadrowej. Najbardziej
charakterystyczng cecha w tej grupie chorych byta jednak znaczna degradacja
grzebieni  mitochondrialnych. Cze$¢  mitochondriow  ukltadata si¢

w konglomeraty, w obrebie ktorych obserwowano morfologiczne cechy fuzji.
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2)

3)

4)

W przestrzeni zewnatrzkomérkowej obecne byly bardzo liczne wiokienka
kolagenowe. Naczynia kapilarne charakteryzowaly si¢ bardzo waskim
$wiatlem i hipertroficznym $rodbtonkiem o cechach nekrozy. Formowaty one
struktury o charakterze petli, ktorych $wiatto najczesciej byto catkowicie
zamknigte.

W grupie chorych z posrednia kopijnoscia B19V obserwowano czgsto
przerwane miofibryle i cechy poszerzenia  szorstkiej  siateczki
srodplazmatycznej.  Mitochondria w  kardiomiocytach  byly liczne,
zdegenerowane, z czeSciowo uszkodzonymi grzebieniami. Niektore z nich
mialy przerwang btone zewnetrzng, a w ich poblizu znajdowaly si¢ skupiska
glikogenu otoczone pojedynczg btong plazmatyczng. Obserwowano réwniez
mitochondria o morfologii cial mielinopodobnych. W przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej licznie wystgpowaly naczynia o charakterze petli,
a takze drobnowtdkienkowy material 1 fibroblasty. Komorki $rodbtonka
wykazywaty czesto cechy hipertrofii i zawieraly elektronowo geste
ziarnistosci lub duze wakuole.

U pacjentow z poziomem kopijnosci B19V >5000 obserwowano zanik
aparatu kurczliwego na znacznym obszarze komorki, a cytoplazme
wypehniaty liczne skupiska ziaren glikogenu. Mitochondria w poblizu takich
skupisk charakteryzowaty si¢ jasng elektronowo macierza, przerwang btong
zewngtrzng 1 mocno uszkodzonymi grzebieniami. Niektore mitochondria byty
catkowicie pozbawione zewnetrznej btony. Charakterystyczne zmiany
obserwowano réwniez w jadrach kardiomiocytow. Poszerzona byla przestrzen
pomiedzy blonami jadrowymi, czg¢sto zawierala ona amorficzny materiat,
a w otoczkach jadrowych wystepowaly liczne wglobienia. W przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej obecne byty liczne fibroblasty, wtokienka kolagenowe
I elastynowe oraz widokienka o morfologii amyloidu i desminy. Naczynia
kapilarne charakteryzowaty si¢ wysokim, hipertroficznym $roédbtonkiem
I bardzo waskim $wiattem.

Patologiczne zmiany ultrastruktury elementéw jednostki mig$niowo

naczyniowej byly bardziej nasilone u chorych z wigkszym stopniem
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5)

6)

7)

8)

9)

zaawansowania objawow niewydolnosci serca, a takze u chorych z wyzszym
poziomem NT-proBNP i troponiny |. Koncoworozkurczowy wymiar lewej
komory oraz jej frakcja wyrzutowa nie byly bezposrednio zwigzane
Z patologiami w obrebie CVU.

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

Wsrdd pacjentow z wysoka kopijnoscig parwowirusa wigksza czgs¢ naczyn
byta zwe¢zona przy niskiej LVEF w poréwnaniu do prawidlowej frakcji
wyrzutowe;j.

Grupa z prawidlowsg frakcjg wyrzutowa lewej komory i wysokim poziomem
kopijnosci B19V miata istotnie mniejszg szeroko$¢ lewego przedsionka
od pozostatych grup. Ci sami chorzy mieli istotnie wyzsze TAPSE
od pacjentow z niskg LVEF.

Pacjenci z niskg LVEF i niskg kopijno$cig BI9V miceli bardziej nasilong
niedomykalno$¢ mitralng od pozostatych chorych. Zaburzenia kurczliwosci
migsnia lewej komory takze byty bardziej nasilone w tej grupie w poréwnaniu
do chorych z prawidtowa LVEF.

Grupa G4 przedstawiata pierwszy etap wirusowej infekcji serca — intensywna
replikacja wirusa z prawidlowa LVEF. Nastgpnie obserwowano rozstrzen
lewej komory 1 uposledzenie jej funkcji skurczowej (grupa G3), a w dalszym
etapie infekcji wirus konczyt proces aktywnej replikacji (G1). Grupa G2
obrazowata postulowang w literaturze populacje chorych, w ktorej
parwowirus B19 jest jedynie pozostatoscia po infekcji przebytej

W przeszto$ci, ale nie wywotuje on zmian patologicznych w miokardium.

10) Wirusowe DNA/RNA wykryto w 52,6% badanych bioptatow mig$nia

sercowego. W 67,6% wykrytym wirusem byl B19V, a w 14,1% probek
wykryto kwasy nukleinowe dwoch wirusow. Tylko w jednym wypadku B19V
nie byl jednym z wiruséw koinfekujacych.
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11) Nie stwierdzono korelacji pomigdzy frakcja wyrzutowa lewej komory a liczba

kopii parwowirusa B19 wykryta w materiale biopsyjnym pobranym

od poszczegolnych pacjentow.

Whioski:

1)

2)

3)

4)

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

Obraz zmian ultrastrukturalnych poszczegélnych elementéw jednostki
mig$niowo-naczyniowej u pacjentoéw z wirusowa chorobg serca spowodowang
przez parwowirusa B19 roznit si¢ w poréwnaniu do chorych zrozstrzenia
lewej komory, u ktorych nie stwierdzono obecnosci wirusowego materiatu
genetycznego. Patologie obserwowane byly w aparacie kurczliwym,
mitochondriach i jadrach komodrkowych kardiomiocytow. Zmiany
ultrastrukturalne dotyczyty rowniez przestrzeni zewnatrzkomorkowej i naczyn
wlosowatych.

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

Grupa chorych z kopijnosciag B19V <500 reprezentowata ,,zejsciowy” obraz
infekcji parwowirusem B19, ze znacznym stopniem destrukcji migsnia
sercowego 1 niepomys$lnym rokowaniem. Znaczny stopien uszkodzenia
kardiomiocytow byl wtorny do patologii w obrebie naczyn kapilarnych,
bedacych przyczyna niedokrwienia.
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2.1. Abstract

Viral heart infections may be the reason for many serious conditions. These may
be acute myocarditis and dilated cardiomyopathy (DCM), the diseases that often lead
to the heart failure. This is a very important clinical and economic problem. Heart failure
affects up to 1.2 million Poles, being the most common cause of hospitalization in our
country. Its treatment costs almost PLN 2 billion per year. The prognosis for patients with

advanced heart failure is worse than in the most of cancers.

Viral heart diseases develop due to changes in the heart muscle cells, most often
as a result of an autoimmune response induced by viruses through molecular mimicry.
Endomyocardial biopsy (EMB) is the only diagnostic tool that supports the analysis of the
tissue changes. EMB is the best diagnostic device for recognition of myocarditis and post-
inflammatory cardiomyopathy. Probes obtained in this way should undergo histological,
immunohistochemical and virological diagnostics. Ultrastructural diagnostics using
transmission electron microscopy also seems to be very valuable, but not many
cardiological centers can afford it for now. It is caused by the organizational and financial

reasons.

Parvovirus B19 (B19V), human herpesvirus type 6, Epstein-Barr virus,
cytomegalovirus, Coxsackie virus type B and other enteroviruses and adenoviruses are
viruses, that present the greatest affinity to the myocardium. Parvovirus B19 is the most
frequently detected in endomyocardial biopsy samples taken from DCM patients. B19V
has been long associated with induction of the process leading to the left ventricular
dilatation. However, the knowledge about the pathomechanism of this process remains
limited. Genetic material of B19V is often detected in endothelial cells, but its not present
in the cardiomyocytes. This suggests the induction of ischemia. It is believed that co-
infection of B19V with another cardiotropic virus may worsen the infection, probably
by reactivating B19V replication. So far, it has not been clarified what changes in the
myocardial ultrastructure occur during the viral infections and whether these changes

differ depending on the virus species.
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Despite centuries of researches over the three-dimensional architecture of the
heart, the details of the cardiomyocytes organization in the wall of the heart muscle are
still not fully understood. The pathological changes taking place in the myocardium at the
subcellular level also have not been well understood so far. The introduction of the
concept of cardiovascular unit (CVU), which is an extension of the idea of functional
connection between cardiomyocytes and endothelial cells, is intended to widen the
knowledge about pathological processes taking place in the myocardium. Cardiovascular
unit is defined as the basic structural and functional element of the heart muscle,
consisting of cardiomyocytes, fibroblasts and vessels with pericyte. The aim of this study
is determining the range of the ultrastructural changes in the CVU in the course of viral

heart disease caused by parvovirus B19.

The main goal of this research was the electron-microscopic evaluation of the
cardiovascular unit elements and the analysis of changes in their ultrastructure in the

course of parvoviral heart infection.

The detailed objectives included:

e Development of a scheme of changes taking place in the myocardium in the
course of parvovirus B19 infection.

e Determining whether there is a relationship between the ultrastructural
morphology of the cardiovascular unit and the number of parvovirus B19 copies in
EMB, clinical condition of patients, echocardiographic examination results and
laboratory tests results.

Population of the study was divided into 2 groups: patients with DNA of
parvovirus B19 in the biopsy samples and patients with no genetic material of B19V.
Detail analysis of the patients with confirmed presence of B19V in EMB was made. This
group of patients was compared to the control group - patients with dilation of the left
ventricle with preserved left ventricular ejection fraction, and no evidence of viral genetic
material. In the next phase of the study, it was checked whether there was a correlation
between the left ventricular ejection fraction and the number of B19V copies in the

examined material and also the ultrastructural changes observed in electron microscopy
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were described. In the next stage of the analysis, in order to determine the progress of
morphological changes in CVU in the course of the B19V infection, patients from the
B19V group were divided into 4 subgroups depending on the left ventricular ejection
fraction and the number of virus copies in the myocardial biopsy specimens.

All patients had non-invasive tests routinely performed in the diagnosis of the
heart failure and were assessed according to the NYHA criteria for the severity
of cardiovascular failure symptoms. All of patients also had coronary angiography
performed. The diagnostics of the patients included in this study had to be extended for an
endomyocardial biopsy from the wall of the left ventricle. The biopsy material was
assessed according to the Dallas criteria and to the immunohistochemical criteria of the
WHO for the presence of inflammation. qPCR and RT-gPCR were used to identify the
genetic material of viruses in the myocardium. Samples from each patient were assessed
using transmission electron microscopy. Statistical analysis of the collected data was

performed in the GNU R programming environment.

Results:

1) Destruction of the contractile apparatus, morphological features of oxidative
stress, edema of the endoplasmic reticulum and numerous intussusceptions
of the nuclear envelope were observed in the biopsy material taken from
patients with <500 B19V copies level. Significant degradation of the
mitochondrial combs was the most characteristic feature in this group
of patients. Some of the mitochondria formed conglomerates in which fusion
features were observed. Numerous filaments were present in the extracellular
space. The capillaries were characterized by very narrow lumen and
hypertrophic endothelium with necrosis features. The vessels looked like
loops, their lumen was usually completely closed.

2) Interrupted myofibrils and features of the dilatation of the rough endoplasmic
reticulum were often observed in the group of patients with 500-5000 copies
of B19V. Mitochondria in the cardiomyocytes were numerous and
degenerated, with partially damaged combs. Some of them had ruptured outer

membrane, clusters of glycogen surrounded by a single plasma membrane
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3)

4)

5)

6)

7)

were observed near them. The mitochondria with the morphology of myelin-
like bodies have also been observed. In the extracellular space, there were
numerous loop vessels, as well as fine-fiber material and fibroblasts. The
endothelial cells were often hypertrophic and contained electron dense
granules or large vacuoles.

In patients with the B19V copies level >5000, atrophy of the contractile
apparatus was observed in large area of the cells, cytoplasm was filled with
numerous clusters of the glycogen grains. The mitochondria located near
these clusters were characterized by an electron-bright matrix, broken outer
membrane and seriously damaged combs. Some of the mitochondria were
completely devoid of their outer membrane. Characteristic changes were also
observed in the nuclei of cardiomyocytes. Space between the nuclear
membranes was widened, it often contained amorphous material, and there
were numerous cavities in the nuclear envelopes. Numerous fibroblasts,
collagen, elastin, amyloid and desmin fibers were present in the extracellular
space. The capillaries characterized of a high, hypertrophic endothelium and
a very narrow lumen.

Pathological changes in ultrastructure of the cardiovascular unit elements
were more pronounced in patients with higher NYHA class, higher levels
of NT-proBNP and troponin 1. Left ventricular end-diastolic dimension and
left ventricular ejection fraction were not directly related to the CVU
pathologies.

Features of the mitochondrial divisions were much more pronounced in the
group of patients with normal left ventricular ejection fraction and high level
of B19V copies than in the patients with low ejection fraction and low B19V
copy number.

In the patients with high level of parvovirus copies the subgroup of patients
with low LVEF had more frequently constricted vessels than patients with
normal ejection fraction.

The group of patients with normal left ventricular ejection fraction and a high

level of B19V copies level had significantly smaller width of the left atrium
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8)

9)

10)

11)

than the other groups. The same patients had significantly higher TAPSE than
patients with low LVEF.

The patients with low LVEF and low B19V copies number had more severe
mitral regurgitation than the other patients. Left ventricular contractility
disorders were also more severe in this group compared to patients with
normal LVEF.

G4 group represented the first stage of viral heart infection - intensive viral
replication with normal LVEF. The dilation of the left ventricle and
deterioration of its function were the next stage (group G3). Further stage of
the infection was the end of viral replication (G1). The G2 group represented
postulated in the literature population of patients, in which parvovirus B19 is
only a bystander and does not cause any pathological changes in the
myocardium.

Viral genetic material was detected in 52.6% of myocardial biopsies.
In 67.6% of cases B19V was detected. Nucleic acids of two viruses were
detected in 14.1% of the samples. Only in one case B19V was not one of the
co-infecting viruses.

There was no correlation between the left ventricular ejection fraction and the

number of parvovirus B19 DNA copies detected in the biopsy samples.

Conclusions:

1.

The picture of ultrastructural changes of the elements of the cardiovascular
unit in the patients with viral heart disease caused by parvovirus B19 was
different than in the patients with left ventricular dilatation with no viral
genetic material. Pathologies were observed in the contractile apparatus,
mitochondria and in nuclei of the cardiomyocytes. Ultrastructural changes
were observed also in the extracellular space and capillaries.

No significant differences between studied groups were found in light
microscopy, but the examination using transmission electron microscopy

seemed to be very important supplement.
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Pathological changes in the morphology of the cardiovascular unit were
correlated to the number of parvovirus B19 copies in EMB, with the severity
of heart failure symptoms according to the NYHA criteria, as well as with
NT-proBNP and troponin I levels in peripheral blood serum. However, it was
impossible to create a systematics of the observed changes.

The group of patients with <500 copies of B19V represented the final stage
of parvovirus B19 infection. Myocardium demonstrates significant degree
of destruction and it is connected with poor prognosis. A significant degree
of the cardiomyocytes damage was secondary to the pathologies taking place

in the capillaries and causing ischemia.
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3. Wstep

3.1.Wirusowe choroby miesnia sercowego

Grupg, U ktérej nalezy podejrzewaé wirusowg infekcje z zajeciem migs$nia
sercowego, mogg stanowi¢ pacjenci z objawami niewydolnos$ci uktadu krazenia lub
z bolem w klatce piersiowej, zazwyczaj po przebytej infekcji gornych drog oddechowych
lub przewodu pokarmowego, zwtaszcza przebiegajacej z goraczka i bolami stawowymi.
U tych chorych obserwuje sie zaburzenia kurczliwosci i/lub rozstrzen lewej komory
serca, podwyzszony poziom markeréw martwicy mieg$nia sercowego (troponina T,
troponina 1, CK-MB), zaburzenia rytmu serca o typie tachyarytmii komorowych
i nadkomorowych, blokéw przedsionkowo-komorowych, czy tez inne nieprawidlowosci

w zapisie elektrokardiograficznym.

Wirusowe infekcje migénia sercowego sg przyczyng wielu powaznych problemow
Klinicznych, nazywanych wirusowymi chorobami serca [Pawlak et al. 2016].
Patologiami, ktére mogg mie¢ podloze wirusowe, sa migdzy innymi zapalenie mig$nia
sercowego (MC) w roznych postaciach (piorunujgce, ostre 1 przewlekle)
oraz kardiomiopatia rozstrzeniowa (DCM) [Blauwet et Cooper 2010]. Konieczne jest
odrdoznienie wiruséw, ktore bezposrednio (wirusy kardiotropowe i naczyniotropowe)
lub posrednio (wirusy limfotropowe) infekuja serce. Druga grupa sg wirusy, ktore
niekoniecznie infekuja komorki migsnia sercowego, ale posrednio, poprzez mimikre
molekularng, wywotlujg burze¢ cytokinowa lub komoérkows odpowiedz immunologiczng
I w ten sposob odpowiadaja za uszkodzenie serca i jego ujemng inotropi¢ [Tschope et al.
2021]. Wirusy o duzym powinowactwie do migsnia sercowego to: parwowirus B19,
ludzkie herpeswirusy typu 6 (przede wszystkim HHV-6B), wirus Epsteina-Barr,
cytomegalowirus, wirus Coxsackie typu B oraz inne enterowirusy i adenowirusy.
W materiale biopsyjnym miokardium wykrywa si¢ takze wirusy grypy A i B, rézyczki,
Swinki oraz wirusy paragrypy, jednak przypisuje si¢ im mniejsze znaczenie
W wywolywaniu patologii mi¢énia sercowego [Basso et al. 2013, Escher et al. 2015, Kiihl
et Schultheiss 2009, Pawlak et al. 2016]. Stosunkowo czesto, bo nawet w 25%

przypadkoéw wirusowego zapalenia migs$nia sercowego, obserwuje si¢ koinfekcje dwoma
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typami wirusa — najczesciej wspotwystepuja B19V z HHV-6 oraz B19V z EV [Kiihl et al.
2005]. U chorych ze wspotistnieniem parwowirusa B19 z ludzkim herpeswirusem typu 6
stwierdzono istotnie wyzsza kopijnos¢ B19V niz u pacjentdéw z monoinfekcja B19V
[Bock et al. 2014]. Nie wyjasniono dotad, jakie zmiany w budowie ultrastrukturalnej
mig$nia sercowego zachodza w wyniku infekcji wirusowych i czy zmiany te r6znig si¢

w zalezno$ci od gatunku wirusa.
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3.2. Zapalenie mi¢Snia sercowego

MC bywa czgsto nierozpoznang przyczyng ostrej niewydolno$ci serca, nagtlej
$mierci sercowej lub przewlektej kardiomiopatii rozstrzeniowej [Sagar et al. 2012]. Jest
to choroba, ktora dotyczy kardiomiocytow, tkanki §rédmigzszowej oraz naczyn
krwiono$nych [Zhao et Fu 2018], a w jej rozwoju mozna wyr6zni¢ trzy stadia — ostre,
podostre 1 przewlekte stadium miopatii [Kuffner et al. 2017]. Niekiedy zapalenie mig$nia
sercowego moze przebiega¢ takze z zajeciem osierdzia. Jest to choroba, ktora
charakteryzuje si¢ duza $miertelnoscia, a cechy MC stwierdza si¢ nawet w 44% badan
autopsyjnych wykonywanych w przypadku nagtych zgonéw sercowych u os6b mtodych
[Basso et al. 2001]. MC opisywano takze jako przyczyne 46% DCM w populacji
dziecigcej [Towbin et al. 2006], a u 10% dorostych pacjentow z klinicznym
rozpoznaniem kardiomiopatii rozstrzeniowej na podstawie badan histopatologicznych
stawia si¢ diagnoze aktywnego zapalenia migsnia sercowego [Leone et al. 2012]. Dlatego
uwaza si¢, ze MC moze odgrywac istotng role w patogenezie DCM [Kawai 1999] i nawet
30% potwierdzonych przypadkow MC moze ulega¢ konwersji do kardiomiopatii
rozstrzeniowe] [Kindermann et al. 2012, Richardson et al. 1996]. Za najczestsze
przyczyny zapalenia mi¢$nia sercowego przyjmuje si¢ infekcje wirusowe (Schultheiss et
al. 2011). Reakcja ukladu odpornosciowego na obecno$¢ patogenu prowadzi

do dysfunkcji, patologicznej przebudowy i niewydolnosci serca.

Od lat 50. do 90. XX wieku najczesciej identyfikowane w Ameryce Potnocne;j
I Europie Zachodniej byty enterowirusy, szczegdlnie wirus Coxsackie [Andréoletti et al.
2009, Pauschinger et al. 1999]. W ciggu ostatnich 2 dekad tancuchowa reakcja
polimerazy i hybrydyzacja in situ pozwolity na identyfikacje w materiale biopsji serca
szeregu wirusoOw kardiotropowych, w tym szczepoéw grypy A HINI, adenowiruséw,
wirusa zapalenia watroby typu C, cytomegalowirusa, echowirusa, parwowirusa B19,
wirusa Epsteina-Barr i wirusa opryszczki [Baruteau et al. 2010, Bowles et al. 2003,
Chimenti et al. 2004, Matsumori et al. 2000, Omura et al. 2005, Pauschinger et al. 1999].
U pacjentow z przewlekajagcymi si¢ objawami i tzw. kardiomiopatia pozapalng
przewazajg parwowirus B19 i ludzki wirus opryszczki [Breinholt et al. 2010, Kiihl et al.

2005]. Ponadto zapalenie mig$nia sercowego moze by¢ takze wywotywane przez inne
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czynniki infekcyjne, takie jak: bakterie, pierwotniaki, grzyby i pasozyty, a takze przez
czynniki toksyczne (gtownie alkohol etylowy oraz leki), choroby autoimmunologiczne
oraz metaboliczne. Podstawowym problemem zwigzanym z MC jest brak praktycznej
mozliwosci odréznienia, na podstawie danych klinicznych, procesu zapalnego o podtozu
wirusowym od niezwigzanego z zakazeniem. Przeklada si¢ to na brak mozliwosci
zastosowania leczenia celowanego. Sytuacja ta wynika z mimikry, czyli podobienstwa
strukturalnego i/lub funkcjonalnego migdzy antygenami wirusowymi i biatkami mig$nia

sercowego [Massilamany et al. 2014, Reddy et al. 2013, Zhao et Fu 2018].

Pod katem rodzaju nacieku zapalnego, zapalenia migsnia sercowego mozna
podzieli¢ na limfocytowe, eozynofilowe, polimorficzne, olbrzymiokomoérkowe oraz
sarkoidoze serca [Aretz et al. 1985, Caforio et al. 2013, Gore et Saphir 1947]. Wigkszos$¢
obecnej wiedzy na temat zapalenia mig¢$nia sercowego wywodzi si¢ z eksperymentow

prowadzonych na szczepach gryzoni.
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3.2.1. Diagnostyka i leczenie zapalen miesnia sercowego

Kliniczne podejrzenie zapalenia migénia sercowego moze by¢ wysunigte
w przypadku chorych z bdlem w klatce piersiowej, zwlaszcza o charakterze
osierdziowym lub pseudo-niedokrwiennym. Takze u pacjentow =z objawami
niewydolnosci uktadu krazenia, zwlaszcza mtodych, nieleczonych dotychczas z tego
powodu oraz u 0séb z niewyjasnionymi arytmiami, omdleniami, u chorych z wstrzasem
kardiogennym wywolanym przez nieznang przyczyn¢ i w przypadku naglych zgonow
sercowych mozna rozwaza¢ MC jako potencjalny czynnik sprawczy. Dodatkowymi
kryteriami moggacymi nasuwa¢ podejrzenie zapalenia migs$nia sercowego s3 goraczka,
wywiad przebytej infekcji uktadu oddechowego lub przewodu pokarmowego, okres
okotoporodowy, uprzednio rozpoznane lub podejrzewane zapalenie migsnia Sercowego,
dodatni wywiad w kierunku chordb alergicznych i1 autoimmunologicznych, rodzinny

wywiad MC lub DCM.

Kazdy pacjent z podejrzeniem MC powinien mie¢ wykonane standardowe badania
stosowane w diagnostyce kardiologicznej — elektrokardiogram i echokardiografi¢
przezklatkowa, a takze badania laboratoryjne — poziom troponiny T lub I, NT-proBNP
oraz CRP (biatko C-reaktywne). Zapis elektrokardiograficzny (EKG) jest u pacjentow
Z zapaleniem migénia sercowego zazwyczaj nieprawidlowy, jednak stwierdzane
zaburzenia nie wykazuja duzej czulosci ani swoistosci dla MC [Ukena et al. 2011].
Echokardiografia stuzy do wykluczenia wad zastawkowych, a takze daje konkretne
informacje o szeroko$ci jam serca, grubosci Scian, funkcji skurczowej lewej 1 prawej
komory oraz pozwala na wykrycie ewentualnej obecnosci ptynu w worku osierdziowym.
W MC czgsto obserwujemy globalne lub regionalne zaburzenia kurczliwo$ci migénia
lewej komory badz tez dysfunkcj¢ rozkurczowa lewej komory z zachowang LVEF
[Felker et al. 2000, Yilmaz et al. 2009]. Poziom ultraczutych troponin jest prawie zawsze
podwyzszony w przebiegu MC, czgsto spelniajacy kryterium laboratoryjne rozpoznania
zawalu migsnia sercowego. Podobnie poziom NT-proBNP niemal we wszystkich
przypadkach jest znacznie powyzej normy. Wykazano, ze u ponad dwodch trzecich
chorych diagnozowanych z powodu podejrzenia zawatu mi¢$nia sercowego, u ktorych nie

stwierdzono istotnych przewezen w nasierdziowych tetnicach wiencowych, wykryto
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obecno$¢ wirusowego materialu genetycznego w materiale biopsyjnym serca [Kiihl et al.
2003], a w niemal 80% wykonanych badan scyntygraficznych u tego typu pacjentow
stwierdzono cechy zapalenia migsnia sercowego [Sarda et al. 2001]. Jesli chodzi
0 markery stanu zapalnego, ich wartosci takze zazwyczaj s3a nieprawidtowe. Z MC
probuje si¢ takze taczy¢ tzw. ,,nowe” markery niewydolnosci serca, takie jak pentraksyna

3, galektyna 3 i réznicujacy czynnik wzrostu 15 [Emdin et al. 2009].

Dodatkowe opcje w diagnostyce zapalania mig$nia sercowego stanowia:
obrazowanie za pomocg rezonansu magnetycznego, scyntygrafia, wykrywanie
przeciwcial antywirusowych oraz sercowych autoprzeciwciat w surowicy krwi
obwodowej, ktore sa obecne nawet u 60% chorych z MC 1 kardiomiopatia pozapalng
[Caforio et al. 2007, Tschope et al. 2021]. Autoprzeciwciatla moga by¢ skierowane
przeciwko tancuchom cigzkim alfa i beta miozyny, receptorom beta-adrenergicznym,
receptorom muskarynowym M2, i troponinie. Nie zaleca si¢ rutynowego oznaczania
przeciwcial w wypadku podejrzenia zapalenia migénia sercowego, z Wwyjatkiem
podejrzenia zapalenia w przebiegu WZW typu C, choroby z Lyme oraz zakazenia
riketsjami. W razie dostgpnosci testow wykrywajacych autoprzeciwciata sercowe, nalezy
je wykonywa¢ w wypadku niestwierdzenia obecno$ci materialu wirusowego w bioptatach
miokardium. Ulatwia to podjecie decyzji o wdrozeniu terapii immunosupresyjnej,
przynoszace] niekiedy doskonale rezultaty. Pomimo, Ze zalecenia duzych towarzystw
kardiologicznych dotyczace oznaczania materialu genetycznego wirusbw w materiale
biopsyjnym migsnia sercowego w chwili obecnej sg niespojne, wielu badaczy uwaza za
wskazane nie tylko oznaczanie wirusow w EMB, ale takze w probkach krwi pobrane;j
Z komor serca oraz krwi obwodowej [Cooper et al. 2007, Pawlak et al. 2015], a obecnos¢
wirusa w surowicy krwi traktowana jest jako marker aktywnej infekcji [Pawlak et al.
2016]. Dobrym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ wykonywanie rezonansu magnetycznego
(MRI) u klinicznie stabilnych chorych, przed wykonaniem biopsji mig¢$nia sercowego,
gdyz wynik badania utatwia dobdr miejsca pobrania preparatéw. Cho¢ czgs¢ klinicystow
uwaza, ze diagnostyka przy uzyciu MRI jest wystarczajagca w wigkszosci przypadkow
podejrzenia MC, to inni z kolei podkreslaja, ze rezonans nie moze w 100% zastapic¢
biopsji endomiokardialnej i nie powinien on opdéznia¢ wykonania biopsji w przypadkach

ciezkiego przebiegu klinicznego [Cooper et al. 2007]. Biopsja mig$nia sercowego jest
28



uznawana za ztoty standard diagnostyczny w przypadku podejrzenia MC [Leone et al.
2012, Thiene et al. 2013, Tschope et al. 2021], jednak na dzien dzisiejszy wykorzystanie
tej metody jest o wiele rzadsze niz zalecajg to wytyczne. Metoda ta jako jedyna daje
mozliwo$¢ wyjasnienia zmian zachodzacych w migéniu sercowym na poziomie
komoérkowym 1 subkomoérkowym [Gil et al. 2016]. Pobranie materiatu biopsyjnego przez
doswiadczonego operatora jest uznawane za procedur¢ bezpieczng, a odsetek wszystkich
powiktan nie przekracza 2% [Cooper et al. 2007, Holzmann et al. 2008, Veinot 2002].
Komplikacje, ktore mogg zosta¢ spowodowane wykonaniem EMB to krwiak w miejscu
naklucia naczynia, przetoka tetniczo-zylna, reakcja wazowagalna, infekcja, odma
optucnowa, tachyarytmia, zaburzenia przewodnictwa, uszkodzenie zastawek, zatorowo$¢
ptucna lub obwodowa, perforacja Sciany komory, krwawienie do osierdzia i tamponada
worka osierdziowego. Pomimo wprowadzenia tej metody do praktyki klinicznej juz

w 1980 roku, budzi ona nadal sporo kontrowersji [Savvatis et al. 2015].

W celu usystematyzowania histopatologicznej diagnostyki stanu zapalnego
toczacego si¢ w miokardium, w roku 1986 zostaty wprowadzone tzw. kryteria Dallas,
zgodnie z ktorymi zapalenie mig¢snia sercowego mozna stwierdzi¢, gdy w badaniu
histopatologicznym obserwuje si¢ naciek zapalny migénia sercowego polaczony
z martwicg i/lub zwyrodnieniem kardiomiocytow, bez przyczyny niedokrwiennej [Aretz
et al. 1987]. Kryteria te okazaly si¢ jednak mato precyzyjne i niewystarczajgce. W 1996
roku Swiatowa Organizacja Zdrowia zaproponowata nowe kryteria (tzw. Marburskie),
zgodnie z ktérymi stan zapalny w obrgbie migs$nia sercowego mozna rozpoznac, jesli na
obszarze 1 mm? tkanki badanej pod duzym powickszeniem stwierdza sic obecno$é
minimum 14 leukocytéw, z ktorych co najmniej 7 jest limfocytami, a maksymalnie
4 7 nich to monocyty. Od tej pory zapalenie mig$nia sercowego rozpoznaje si¢ nie tylko
na podstawie obrazu histologicznego badanej tkanki, ale takze z wykorzystaniem
konkretnych znacznikow immunohistochemicznych [Caforio et al. 2015, Escher et al.
2015, Shauer et al. 2013]. W porownaniu do kryteriow Dallas metody
immunohistochemiczne wykazuja wigkszg czuto$¢ oraz majg wyzszg warto$é

prognostyczng [Frey et al. 2018, Katzmann et al. 2020].
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Terapia zapaleh migénia sercowego zalezy od etiologii schorzenia i zasadniczo
strategie postepowania wyznaczane sg przez wytyczne ESC [McDonagh et al. 2021].
U pacjentow skapoobjawowych, z niewielkim stopniem uszkodzenia lewej komory,
proces chorobowy zazwyczaj ustgpuje samoistnie, bez zastosowania specyficznego
leczenia [Caforio et al. 2007]. Zdecydowanie gorzej rokuja pacjenci z zaznaczong
niewydolno$cia serca, zwlaszcza jesli dotyczy ona zaréwno lewej, jak 1 prawej komory.
Uwaza sie, ze chorzy z takim obrazem klinicznym sg wysoce zagrozeni naglym zgonem
sercowym lub konieczno$cia wykonania przeszczepu serca. Istnieje kilka
zaaprobowanych terapii celowanych zapalen migsnia sercowego [Schultheiss et al. 2011],
a w celu dobrania odpowiedniej z nich konieczne jest wykonanie badan
immunohistochemicznych i molekularnych materiatu biopsyjnego migsnia sercowego,
a takze oznaczenie przeciwcial w surowicy krwi obwodowej [Dennert et al. 2008, Rose
2009]. Sama terapia natomiast jest najskuteczniejsza, gdy zostanie rozpoczg¢ta we
wczesnym stadium choroby, co podkres$la wage mozliwie wezesnego wykonywania EMB

[Gil et al. 2016].

Pacjenci w stanie ogdlnym stabilnym, u ktérych podejrzewa si¢ zapalenie migénia
sercowego, powinni by¢ hospitalizowani celem jego potwierdzenia lub wykluczenia,
atakze przeprowadzenia pelnej diagnostyki roznicowej. Chorzy z rozpoznanym
zapaleniem migs$nia sercowego zobowigzani sa do unikania wysitku fizycznego
przynajmniej przez pét roku od pierwszych objawdéw choroby w zwigzku z mozliwoscia
wystapienia groznych zaburzen rytmu serca, potencjalnie zagrazajacych zyciu. Leczy si¢
ich przy uzyciu lekéw diuretycznych, inhibitoréw konwertazy angiotensyny lub blokerow
receptora dla angiotensyny oraz beta-blokerow. W wypadku braku optymalnego efektu
po zastosowaniu powyzszej terapii, mozna dotaczy¢ lek z grupy antagonistow
aldosteronu. Obecnie mozliwa jest takze modyfikacja terapii z zastosowaniem nowych

lekow stosowanych w terapii niewydolnosci serca, jak sakubitryl/walsartan i flozyny.

30



3.2.2. Parwowirus B19

Obecnie najczesciej podejrzewanym o indukcje MC wirusem jest parwowirus
B19. Jest on matym, bezostonkowym wirusem DNA, posiadajagcym jedna ni¢ materiatu
genetycznego [Young et Brown 2004]. Srednice wirusa okre$la sie na 23-26 nm. Jest on
pierwszym poznanym patogenem z rodziny Parvoviridae i zarazem najczgsciej
wykrywanym wirusem w preparatach biopsyjnych migénia sercowego [Rigopoulos et al.
2019]. Ponadto BI9V czgsto wystepuje w tkankach odpowiedzialnych za hemopoeze,
a takze mozna go znalez¢ w watrobie, mozgu 1 skorze wlasciwej [Adamson-Small et al.
2014]. Parwowirus B19 odpowiada rowniez za wywolywanie czestej choroby zakaznej
wieku dziecigcego, zwanej rumieniem zakaznym lub chorobg pigtg. Niejednokrotnie
opisywano wysoka prewalencj¢ B19V w sercach pacjentow z DCM, postulowano takze
powiazanie go z indukcja kardiomiopatii potogowej [Biiltmann et al. 2005]. Dlatego tez
oczywiste byly proby powigzania obecnosci B19V z indukcjg samego procesu
chorobowego, doprowadzajacego do uszkodzenia migsnia sercowego. Znajomosc
patomechanizmu jego przebiegu pozostaje ograniczona, wiadomo natomiast, ze genomy
BI9V sa wykrywane w komoérkach $rodbtonka naczyniowego, gdzie wirus moze
modulowaé przebieg procesu zapalnego i apoptozy, nie ma ich natomiast
w kardiomiocytach [Duechting et al. 2008, Kuffner et al. 2017]. Moze to sugerowaé
istotng role komponenty niedokrwiennej w indukcji kardiomiopatii pozapalnej, a sam
charakter ~wirusa okres§lany jest niekiedy jako waskulotropowy, zwigzany
z mikroangiopatig [Bock et al. 2010]. Jedng z koncepcji wptywu B19V na indukcjg¢ DCM
jest wzbudzanie na zasadzie mimikry reakcji autoimmunologicznej, prowadzacej
do patologicznej przebudowy miokardium [Kawai 1999, Kuffner et al. 2017, Van
Linthout et al. 2020]. Obecnos¢ DNA B19V mozna stwierdzi¢ dtugo po przebyciu
infekcji pierwotnej [Juhl et al. 2014, Molenaar-de Backer et al. 2016]. Uwaza sig,
ze koinfekcja B19V z innym wirusem kardiotropowym (np. EV, HAdV, czy HHV-6) jest
zjawiskiem stosunkowo czgstym 1 moze pogarsza¢ przebieg infekcji, prawdopodobnie
przez reaktywacje¢ replikacji BI9V i tym samym wzmacnianie specyficznej odpowiedzi
immunologicznej [Bock et al. 2014, Rohayem et al. 2001]. Tego typu zjawisko moze

predysponowa¢ do rozwoju przewleklej dysfunkcji lewokomorowej, a aby je
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zidentyfikowaé, coraz czes$ciej wykrywa si¢ parwowirusowe MRNA powstajace
w procesie transkrypcji [Lai et al. 2015, Pietsch et al. 2020].
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3.3. Kardiomiopatia rozstrzeniowa

Kardiomiopatia rozstrzeniowa jest heterogenng grupa chordb serca zwigzanych
Z poszerzeniem jamy lewej komory oraz czesto z uposledzeniem funkcji skurczowej
[Imanaka-Yoshida 2020]. DCM to najbardziej rozpowszechniona sposrod wszystkich
kardiomiopatii — zarowno pierwotnych, jak i wtornych. Jest takze najczestsza przyczyna
niewydolnos$ci U miodych oséb kwalifikowanych do przeszczepu serca [Bogomolovas
etal. 2016]. Bardzo czesto w jej przebiegu dochodzi do naglego zgonu sercowego
[Lakdawala et al. 2013, McNamara et al. 2011]. Smiertelno$é 5-letnia w przebiegu tej
choroby okresla si¢ na 20-50%. DCM charakteryzuje si¢ poszerzeniem lewej i niekiedy
takze prawej komory serca oraz uposledzeniem funkcji skurczowej lub rozkurczowej
lewej komory. Przyjmuje si¢, ze okoto 30-50% przypadkéw kardiomiopatii
rozstrzeniowe] moze mie¢ charakter dziedziczny. Wiadomo, ze za wyksztalcenie
fenotypu DCM moga by¢ odpowiedzialne setki mutacji w ponad 50 loci. Mutacje
te najczesciej wystepuja w genach kodujacych tityne, laming A lub C, tancuch ciezki beta
i alfa miozyny oraz troponing T [Reichart et al. 2019]. DCM moze by¢ takze
spowodowana naduzywaniem alkoholu, stosowaniem narkotykéw (kokaina
I metamfetamina), narazeniem na inne toksyny, moze rozwija¢ si¢ w wyniku zaburzen
metabolicznych lub endokrynologicznych oraz w przebiegu zapalenia mig$nia sercowego,
czgsto o etiologii wirusowej. Raportowano, ze 9-50% przypadkoéw kardiomiopatii
rozstrzeniowej towarzyszy obecno$¢ stanu zapalnego w miokardium [Bracamonte-Baran
et al. 2017]. Wiadomo, Ze podstawg nieregularnej architektury mig¢snia sercowego
wWDCM s3 zmiany w strukturze 1 skladzie kardiomiocytow. Prowadza one do
przebudowy migsnia sercowego, wskutek czego dochodzi do zwigkszenia ci$nienia
rozkurczowego, co pociagga za sobg poszerzenie lewej komory. W pierwszym okresie
choroby aktywowane zostaja mechanizmy kompensujace, ktore zgodnie z prawem
Franka-Starlinga utrzymujg rzut serca na odpowiednim poziomie. Postepujace
uszkodzenie kardiomiocytow powoduje zmniejszenie LVEF, pogorszenie funkcji
rozkurczowej i wystapienie objawéw klinicznych [Lakdawala et al. 2013, Weintraub
etal. 2017]. To, czy uszkodzenie komorek jest odwracalne, czy tez wystapia trwate

zmiany w obrebie blony, skutkujace nieodwracalng degradacjg i $miercig komorki, zalezy
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od wielu czynnikéw, a korelacja migdzy zmianami morfologicznymi 1 zmianami
molekularnymi w réznych fazach progresji uszkodzenia miokardium nie zostata jeszcze
w pelni opisana. UpoSledzenie frakcji wyrzutowej lewej komory prowadzi
do zwigkszonego wydzielania katecholamin, zmniejszenia aktywnosci nerwu bitgdnego
oraz aktywacji uktadu renina-angiotensyna-aldosteron. Mechanizmy molekularne lezace
U podstaw przebudowy miokardium tworza ztozong sie¢ szlakow sygnatowych, ktore
sg na dzien dzisiejszy nie do konca zrozumiate. W okresie przejsciowym pomiedzy MC
aDCM moze by¢ obserwowany echokardiograficznie obraz przypominajacy
kardiomiopati¢ restrykcyjna lub nawet przerostowa, a wynika¢ on moze z obrzgku
wystepujacego na skutek obecno$ci stanu zapalnego. Stan ten zazwyczaj w ciagu kilku
tygodni ulega konwersji do typowej rozstrzeni lewej komory [McCarthy et al. 2000].
Uwaza si¢, ze nawet 70% DCM moze by¢ wynikiem przewleklego procesu zapalnego
W obrgbie miokardium, spowodowanego zazwyczaj utrzymujaca si¢ infekcjg wirusowa
[Caforio et al. 2017, Cooper 2009, Kiihl et al. 2003]. Przejscie od ostrej infekcji
wirusowe] przez aktywne zapalenie do DCM okresla si¢ jako model wielofazowy.
Kardiomiopatia pozapalna powiktana dysfunkcja lewej komory, niewydolnoscig serca lub
arytmig wigze si¢ ze zlym rokowaniem [Tschope et al. 2021]. Badania nad zmianami
ultrastrukturalnymi u pacjentéw ze schytkowa kardiomiopatia rozstrzeniowa wykazaty
wzrost nasilenia wtoknienia w obrgbie przestrzeni zewnatrzkomorkowej, zwyrodnienie
komorek migénia sercowego, a takze zmiany w ich cytoszkielecie, ktore moga wynikaé
migdzy innymi z uszkodzenia lamin jadrowych. Ponadto obserwuje si¢ uposledzenie
apoptotycznej $mierci komodrki 1 pojawienie si¢ charakterystycznych markerow NS,
takich jak struktury mieloidalne [Gupta et al. 2010, Saito et al. 2020]. DCM wywotang
przez zakazenie wirusowe okres$la si¢ jako kardiomiopati¢ rozstrzeniowg pozapalna.
Moze ona by¢ indukowana zaréwno przez infekcje de novo, jak i poprzez reaktywacje
zakazenia latentnego. W Europie oraz Ameryce Polnocnej wirusy sg uznawane
za najczestsza przyczyne kardiomiopatii pozapalnej [Kiihl et al. 2012, Mahrholdt et al.
2006].
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3.4. Niewydolno$¢ serca

Wytyczne Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego, dotyczace ostrej
i przewlektej niewydolnosci serca, definiujg ja jako zespot objawdéw podmiotowych
(duszno$¢ 1 uposledzona tolerancja wysitku fizycznego), ktorym moga towarzyszyc
objawy przedmiotowe (ostuchowe cechy zastoju nad polami ptucnymi, poszerzenie zyt
szyjnych, obrzegki obwodowe). Zespot tych objawdw wynika ze zmniejszenia rzutu serca
i/lub podwyzszenia ci$nienia wewnatrzsercowego na skutek zaburzen funkcji skurczowe;j
i/lub rozkurczowej migénia sercowego, i/lub wad strukturalnych organu [McDonagh et al.
2021].

Szacuje sig, ze na niewydolno$¢ serca moze cierpie¢ nawet 1,2 miliona Polakow
[Katuzna-Oleksy et al. 2020]. Jest to najczestsza przyczyna hospitalizacji w naszym
kraju, ktorej leczenie kosztuje rocznie niemal 2 miliardy ztotych [Czech et al. 2013],
wykazujagca bardzo niepomy$lne rokowanie. Wskazniki 5S-letniej $miertelnosci
W niewydolno$ci serca sa wyzsze niz w chorobach nowotworowych (z wyjatkiem raka
ptuca). W badaniu Framingham $rednie przezycie od momentu wykrycia NS wyniosto
3,2 roku u kobiet i zaledwie 1,7 roku u pacjentow pici meskiej [Ho et al. 1993]. Wsrod
chorych w IV stopniu wg skali NYHA, okoto 50% umiera w przeciaggu jednego roku
od rozpoznania [Karasek et al. 2008]. Uwaza si¢, ze liczba chorych z NS w krajach
rozwinigtych systematycznie ro$nie [Barker et al. 2006]. Do najczestszych przyczyn
niewydolno$ci serca naleza: choroba wiencowa, nadci$nienie tetnicze, toksyczne
uszkodzenie migénia sercowego (gldéwnie za sprawg stosowania substancji
psychoaktywnych lub lekow wykazujacych kardiotoksycznos$¢), zapalenie migsnia
sercowego oraz reakcje autoimmunologiczne. Inne istotne czynniki, ktére moga zaburzac
funkcjonowanie serca jako pompy, to: wady zastawkowe, ubytki w przegrodzie
mi¢dzykomorowej lub miedzyprzedsionkowej, choroby osierdzia, przewodnienie oraz
sytuacje, w ktorych dochodzi do zwigckszenia rzutu serca, takie jak: sepsa,
tyreotoksykoza, cigzka niedokrwisto$¢ oraz obecno$¢ przetoki tetniczo-zylnej. NS moze
by¢ rowniez spowodowana tachy- lub bradyarytmiami. Wszystkie powyzsze przyczyny

NS pierwotnie prowadza do zwigkszenia skurczowego lub objetosciowego obcigzenia
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migsnia sercowego, a dalsze etapy patologicznej przebudowy serca sa podobne,

niezaleznie 0d przyczyny niewydolnosci [Beresewicz et al. 2010].

Frakcja wyrzutowa lewej komory to parametr opisujacy sprawnos$¢ serca jako
pompy. Jest to stosunek objetosci krwi wyrzucanej z lewej komory podczas skurczu do
objetosci koncoworozkurczowej lewej komory. Zgodnie z wytycznymi ESC i PTK,
niewydolnos$¢ serca dzieli si¢ obecnie na posta¢ z zachowang frakcja wyrzutowa lewe;j
komory (LVEF >50%), niewydolno$¢ serca z posrednig frakcja wyrzutowa lewej komory
(LVEF 40-49%) oraz niewydolno$¢ serca z obnizong frakcjg wyrzutowa lewej komory
(LVEF <40%) [McDonagh et al. 2021]. U okoto 50-60% pacjentéw hospitalizowanych
z powodu niewydolnosci serca stwierdzana jest uposledzona frakcja wyrzutowa <40%
[Ambrosy et al. 2014].
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3.5. Jednostka mi¢sniowo-naczyniowa

Pomimo trwajacych od wiekoéw badan nad tréjwymiarowa architekturg serca,
szczegbly organizacji kardiomiocytow w $cianie mig$nia sercowego nadal nie zostaty
W petni poznane. Wiadomo, ze miocyty w sercu s3 utozone w sposdb przypominajacy
ksztaltem siatk¢ zawieszong w macierzy z tkanki witoknistej [Anderson et al. 2009].
W zwigzku z brakiem dostatecznej wiedzy na temat histogenezy migénia sercowego,
w 2009 roku na Uniwersytecie w Padwie zaproponowano pojecie tzw. jednostki
mig¢sniowo-naczyniowej jako podstawowego elementu strukturalnego i funkcjonalnego
migsnia sercowego. W sktad CVU wchodza kardiomiocyty, fibroblasty oraz wlosowate
naczynia krwionosne wraz z pericytem (Rycina 1) [Ausoni et Sartore 2009]. Pojecie CVU
jest niejako rozwinigciem mysli funkcjonalnego potaczenia kardiomiocytéw z komérkami
srédblonka naczyniowego, kluczowego dla regeneracji miokardium, gdzie $rodbtonek
opisywany byt jako element umozliwiajacy prawidlowa organizacj¢ kardiomiocytow oraz
hamujacy ich apoptoze i nekrozg [Narmoneva et al. 2004]. Histologiczny rozwdj serca
zwigzany jest z dwoma zdarzeniami: wzrostem wielkosci kardiomiocytow oraz
polaryzacja i organizacjg prawidtowego unaczynienia. W zdarzeniach tych biorg udziat
zmiany cisnienia i sil Scinajacych, zachodzace w uktadzie krazenia zarowno w trakcie
zycia ptodowego, jak i po urodzeniu. Na modelu mysim wykazano, ze biatka potaczen
mi¢dzykomorkowych zmieniajg swoje rozmieszczenie z uktadu zorientowanego
na pojedyncze kardiomiocyty - na tryb bipolarny. Dochodzi tu takze do zmian
w dystrybucji biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej, umozliwiajacych jednokierunkowy
skurcz komorek [Hirschy et al. 2006]. Jednocze$nie kardiomiocyty tgczg sie ze soba,
tworzac pasma podnasierdziowe i podwsierdziowe, ktore sa potaczone spiralnie, podczas
gdy kardiomiocyty agregujace w §rodkowej czesci Sciany komory sg ulozone w sposdb
kotowy [Bartman et Hove 2005]. Kardiomiocyty wszystkich warstw otaczane
sg kolagenem $rodmiegsniowym, ktory stanowi rusztowanie dla naczyn krwiono$nych
i fibroblastow. Uktad naczyn wtosowatych i kardiomiocytow stopniowo osigga regularng
strukture, ktora umozliwia prawidlowy rozktad sit biomechanicznych, co przyczynia si¢
do ostatecznego ksztattowania CVU. Kardiomiocyty i naczynia wlosowate uktadaja si¢

réwnolegle, a u dorostego czlowieka stosunek liczby komoérek migsniowych do kapilar
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jest bliski 1:1 [Brutsaert 2003], natomiast stosunek liczby fibroblastow do komorek

migsniowych jest zmienny [Banerjee et al. 2006].

Cardiomyocyte Capillary Pericyte

Fibroblast

Assembled
(mouse)
CVvu

Extracellular
matrix

TRENDS in Molecular Medicine

Rycina 1. Schemat budowy jednostki migéniowo-naczyniowej. Rycine zaczerpnigto z publikacji ,,The
cardiovascular unit as a dynamic player in disease and regeneration.” [Ausoni et Sartore 2009].

Celem wprowadzenia koncepcji CVU jest dazenie do pelnego poznania
mozliwos$ci regeneracyjnych migénia sercowego i wykrycie mozliwosci wptywu na nie,
w drodze do zwigkszenia skutecznosci terapii niewydolnosci serca. Okazuje sig, ze to
komorki  $rodmigzszowe 1 naczynia kapilarne kontrolujg proliferacje, wzrost

I roznicowanie kardiomiocytow, nie tylko w fazie rozwoju osobniczego, ale takze
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w warunkach patologicznych [leda et a. 2009, Thum et al. 2008]. W reakcjach tych
posrednicza szlaki sygnalowe, wcigz stabo poznane, ktére moga si¢ sta¢ w przysztosci
gléwnym punktem uchwytu umozliwiajacym wptyw na kardiogenez¢ w dorostym,
uszkodzonym sercu. Wykazywano takze istotne znaczenie dla regeneracji miokardium
tzw. krazacych komorek angiogennych, pochodzacych ze szpiku kostnego [Bearzi at al.
2009, Schmidt-Lucke et al. 2015]. Niewatpliwie wszystkie komorki migsnia sercowego
sg wazne dla homeostazy tkanek i moga wzajemnie wplywa¢ na siebie w rozwoju,
chorobie oraz w procesie regeneracji migsnia sercowego, jednakze funkcja jednostki
mig¢$niowo-naczyniowej nie zostata dotychczas w petni scharakteryzowana. Wiedza co do
zmian patologicznych zachodzacych w jej obrgbie w przebiegu réznych chordb jest
mocno ograniczona i pochodzi w znacznej przewadze z modeli zwierzecych. W procesie
starzenia si¢ tkanki migs$nia sercowego nastepuje zmniejszenie objetosci kardiomiocytow
oraz gromadzenie produktow stresu oksydacyjnego, co prowadzi do zwickszenia
aktywnos$ci autofagii [Pazolli et Stewart 2008]. Starzejace si¢ kardiomiocyty sg czesto
wielojadrowe 1 wykazuja ekspresje inhibitorow cyklu komorkowego p53 1 pl6INK4a.
Maja takze krotsze telomery oraz bywaja poliploidalne [Chimenti et al. 2003]. Smier¢
uszkodzonych kardiomiocytow jest kompensowana przez przerost pozostatych.
W literaturze opisywano takze niewielka mozliwo$¢ odbudowy komorek migénia
sercowego w warunkach homeostazy [Bergmann et al. 2009]. Sie¢ naczyn krwionosnych
nie ulega zazwyczaj istotnym zmianom, natomiast fibroblasty tracg z wiekiem swoj
potencjat migracyjny, proliferacyjny oraz uposledzona zostaje funkcja produkcji biatek
macierzy zewnatrzkomorkowej. Z  wynikow badan histologicznych — wiemy,
ze W przebiegu patologii toczacych si¢ w miokardium, takich jak rézne postacie zapalenia
mig$nia sercowego | kardiomiopatia rozstrzeniowa, mozemy w obrgbie CVU
zaobserwowac przerost kardiomiocytow, zaburzenia integralnosci linii Z, wzrost liczby
fibroblastoéw, nasilone wildknienie przestrzeni zewnatrzkomoérkowej oraz wzmozong,
czesto nieprawidtowa angiogeneze [Dominguez et al. 2016, Yun et al. 2021]. Komorki
mig$nia sercowego moga by¢ uszkadzane w wyniku reakcji autoimmunologicznej
skierowanej przeciwko tancuchom miozyny, wykazujacym strukturalne podobienstwo
do biatek wirusa, przeciwko ktorym skierowana jest odpowiedz limfocytow T

[Trachtenberg et Hare 2017]. W przebiegu patologii spowodowanych przez parwowirusa
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B19 czgsto obserwowana byta apoptoza komodrek srodbtonka naczyniowego, ktéra moze
by¢ skutecznie hamowana wskutek leczenia interferonem beta [Schmidt-Lucke et al.
2010, Van Linthout et al. 2018]. B19V indukuje uszkodzenie komoérek poprzez ich lize
podczas procesu replikacji lub przez ekspresje cytotoksycznych gendéw [Guan et al.
2008]. W wyniku innych infekcji wirusowych, w tym takze w przebiegu COVID-19,
opisywano nekroze kardiomiocytow i obrzgk komorek srodbtonka naczyniowego [Fox
et al. 2020].
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4. Cele pracy

4.1. Podstawowy cel pracy

Celem pracy byta analiza zmian ultrastrukturalnych poszczeg6élnych elementow
jednostki  mig$niowo-naczyniowej w przebiegu infekcji  migénia  sercowego

parwowirusem B19.
4.2. Dodatkowe cele pracy

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

e Okreslenie, czy istnieje korelacja zmian w morfologii jednostki mig¢sniowo-
naczyniowej w zaleznosci od: liczby kopii parwowirusa B19 w EMB, klinicznego
stanu chorych, wynikéw badania echokardiograficznego oraz wynikéw badan

laboratoryjnych.
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5. Innowacyjnosé rozprawy doktorskiej

1. Badanie uwzglednia jednoczes$nie dane kliniczne, wyniki badan laboratoryjnych
i obrazowych, testy z zakresu biologii molekularnej oraz wyniki badan
ultrastrukturalnych migénia sercowego.

2. Analizie poddano bardzo duza baz¢ materiatu pochodzacego z biopsji migsénia
sercowego wykonanych u ludzi. Nalezy zauwazy¢, ze dotychczas zdecydowana
wickszo$¢ badan dotyczacych wptywu wiruséw na komorki i1 tkanki zostata
wykonana na materiale pochodzacym od zwierzat oraz na hodowlach
komorkowych.

3. Badanie identyfikuje najwazniejsze zmiany w budowie ultrastrukturalnej mig$nia
sercowego zachodzace w wyniku infekcji parwowirusem B19 oraz okresla ich
zalezno$¢ od liczby kopii parwowirusa B19, frakcji wyrzutowej lewej komory,
jej wymiaru koncoworozkurczowego oraz od wybranych parametréw klinicznych
i laboratoryjnych.

4. Opracowano po raz pierwszy schemat zmian zachodzacych w przebiegu infekcji

parwowirusem B19 w mig¢sniu sercowym.
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6. Metodyka

6.1. Dane medyczne i badana populacja

Badang populacje stanowig chorzy, ktorzy byli hospitalizowani w Klinice
Kardiologii Inwazyjnej Centralnego Szpitala Klinicznego MSWiA w Warszawie w latach
2010-2017 w zwigzku z przebytym epizodem infekcji grypopodobnej (zakazenie drog
oddechowych, goraczka, duszno$¢) oraz co najmniej jedna z nastepujacych cech,
niezwigzanych z niedokrwieniem mig$nia sercowego: uposledzona globalna lub
regionalna czynno$¢ skurczowa lewej komory, podwyzszone st¢zenie markerow
martwicy mig¢snia sercowego w surowicy Krwi lub nieutrwalony/utrwalony czestoskurcz
komorowy lub migotanie komér o nieznanej przyczynie. Jednym z elementow
postepowania diagnostycznego U tych chorych bylo pobranie biopsji mig¢snia lewej
komory serca celem poszerzenia diagnostyki przyczyn wystgpienia objawow
niewydolnos$ci serca. Ponadto pobrano od nich krew bezposrednio z jamy lewej komory
serca, a takze z naczynia obwodowego, celem oznaczenia obecnosci DNA/RNA
wirusowego w badaniu RT-PCR. Czgsto byli to pacjenci z wywiadem dolegliwo$ci
bolowych w klatce piersiowej. Dostgp do danych medycznych uzyskano dzigki
uprzejmosci dr hab. Agnieszki Pawlak, ktora jest inicjatorky i koordynatorka wspolnego
projektu badan prowadzonych we wspotpracy Kliniki Kardiologii Inwazyjnej CSK
MSWiA z Pracowniag Badan Mikroskopowo-Elektronowych Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej 1 Klinicznej Polskiej Akademii Nauk oraz z Zaktadem Mikrobiologii

Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

W celu oceny stanu chorych, jak i zaawansowania niewydolnosci serca, byty
wykonywane badania, ktére wchodza w zakres rutynowej diagnostyki pacjentow
w Klinice Kardiologii Inwazyjnej CSK MSWIiA. Poczatkowo wszyscy pacjenci
hospitalizowani w Klinice z powodu NS zostali poddani diagnostyce nieinwazyjnej.
W chwili przyjecia do szpitala zostata od nich pobrana krew do badan laboratoryjnych,
wtym do oznaczenia N-koncowego peptydu natriuretycznego typu B, ktory jest
markerem niewydolnos$ci mig$nia sercowego. Pacjentéw oceniano wg skali NYHA pod

katem nasilenia objawdw niewydolnosci ukladu krazenia. Skala ta jest uznanym
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narzedziem do oceny zaawansowania objawOw niewydolnos$ci uktadu krazenia, ponadto
jest dobrym wskaznikiem oceny rokowania chorych z niewydolno$cig serca [Briongos-
Figuero et al. 2020]. Wszyscy pacjenci mieli takze wykonang koronarografi¢ w celu
oceny ewentualnej obecnosci oraz istotnosci przewezen w nasierdziowych tetnicach
wiencowych. Stan kliniczny o0raz rozpoznania wstgpne postawione pacjentom
uwzglednionym w niniejszym badaniu wymagaly poszerzenia diagnostyki o kolejna
metode inwazyjng, ktora byto pobranie biopsji endomiokardialnej mig¢$nia lewej komory.

Na wszystkie procedury inwazyjne chorzy wyrazili pisemnie §wiadoma zgode.

Badana populacja liczyta 135 pacjentdow 1 wyodrebniono z niej grupe B19V
(n=38) - pacjenci ze stwierdzong obecnosciag B19V bioptacie miokardium, u ktérych nie
wykryto obecnosci wirusOw w materiale innym niz EMB, czyli w surowicy krwi
obwodowej lub surowicy krwi pobranej bezposrednio z jamy lewej komory. Za grupe
kontrolng K (n=5) przyj¢to chorych z rozstrzenig lewej komory (LVEDd >58 mm
umezezyzn i >52 mm u kobiet [Plonska-Gosciniak et al.]) z zachowang frakcja
wyrzutowa, u ktorych nie stwierdzono obecnosci materialu genetycznego wirusow
w zadnym z badanych materialéw. Utworzenie grupy kontrolnej z osobnikéw zdrowych
jest niewykonalne z powodu braku mozliwosci przyzyciowego pobrania materialu

biopsyjnego od takiej grupy ze wzgledéw etycznych.

Sprawdzono, czy istnieje bezposrednia korelacja pomigdzy frakcja wyrzutowa
lewej komory a liczbg kopii parwowirusa B19 w badanym materiale oraz dokonano opisu
zmian ultrastrukturalnych, ktore zostaty zaobserwowane w mikroskopii elektronowej,
W zaleznosci od kopijnosci parwowirusa B19. Grupy wyrdzniane w tym etapie badan to:

e <500 kopii parwowirusa B19,
e 500-5000 kopii parwowirusa B19,
e  >5000 kopii parwowirusa B19.

W tej cze$ci badania analizowano takze zmiany ultrastruktury jednostki
migsniowo-naczyniowej w zaleznosci od nasilenia objawow niewydolnosci serca,
wymiaru koncoworozkurczowego i frakcji wyrzutowej lewej komory, poziomu NT-

proBNP i troponiny I.
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W dalszym etapie projektu chorych z grupy B19V podzielono na 4 grupy badane
na podstawie liczby kopii parwowirusa B19 wykrytych w bioptatach miokardium oraz
w zalezno$ci od zachowanej badz nieprawidtowej (uposledzonej lub posredniej) frakcji
wyrzutowej lewej komory [McDonagh et al. 2021]:

e Gl (n=15) - liczba kopii B19V <5000" i LVEF <50%
e G2 (n=9) - liczba kopii B19V <5000" i LVEF >50%
e G3(n=5) - liczba kopii B19V >5000" i LVEF <50%
e G4 (n=9) - liczba kopii B19V >5000" i LVEF >50%

Protokot badania zostal zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczng CSK MSWiA

w Warszawie.

! Poziom kopijnosci B19V w przeliczeniu na 10° kopii genu G6PD
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6.2. Diagnostyka nieinwazyjna

1)

2)

Badania laboratoryjne z krwi obwodowej: morfologia krwi obwodowej, NT-
proBNP, troponina I, CRP, prokalcytonina, poziom mocznika, kreatyniny, sodu,
potasu, glukozy, cholesterolu catkowitego, LDL, HDL i trojglicerydow,
bilirubina, aminotransferaza asparaginianowa (AST), aminotransferaza alaninowa
(ALT), kinaza fosfokreatynowa (CPK), frakcja sercowa kinazy kreatynowej (CK-
MB), hormon tyreotropowy (TSH), wolna tyroksyna (fT3) i trdjjodotyronina
(fT4). Badania laboratoryjne zostaty wykonane zgodnie z procedurami Zaktadu
Diagnostyki  Laboratoryjnej CSK MSWIiA. W niniejszym opracowaniu
uwzgledniono wyniki badan wuzyskane z probek pobranych w trakcie
przyjmowania chorych do Kliniki Kardiologii Inwazyjnej.

Echokardiografia  przezklatkowa: u  wszystkich pacjentow  wykonano
kompleksowe badanie z zastosowaniem ultrasonografu wyposazonego
w przetwornik 3.5-MHz (iE33, Philips). Wszystkie pomiary wykonane zostaty
zgodnie z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego przez zespot
doswiadczonych echokardiografistow. Do oceny frakcji wyrzutowej lewej komory
wykorzystano metode Simpsona. Bardzo istotnym pod katem prowadzonych
badan pomiarem w badaniu echokardiograficznym byta koncoworozkurczowa
szerokos$¢ jamy lewej komory. W projekcie brano pod uwage wynik pierwszego

badania echokardiograficznego po przyjeciu do szpitala.
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6.3. Diagnostyka inwazyjna

1)

2)

Koronarografia — selektywna angiografia nasierdziowych te¢tnic wiencowych
wykonywana byta z dost¢pu promieniowego lub udowego z podaniem kontrastu
jodowego. W przypadku zmian o granicznej istotnosci, badanie uzupetniono
0 pomiar czastkowej rezerwy przeplywu wiencowego lub ultrasonografig
wewnatrzwiencows. Badania wykonywane byly przy uzyciu angiografu Toshiba
Infinix CF-i.

Biopsja migsnia sercowego — zabieg wykonywano z dostgpu udowego. Bioptaty
pobierano z wolnej $ciany lewej komory (ze wzgledu na udowodniong przewage
biopsji lewokomorowej nad prawokomorowa w aspekcie czutosci wykrywania
wirusowego materiatu genetycznego [Kiihl et Schultheiss 2012]), wedlug zalecen
europejskiego 1 amerykanskiego towarzystwa kardiologicznego, u kazdego
pacjenta 7-8 probek. Optymalnie pobiera si¢ probki o wymiarach 1-2 mm? [Parillo
et al. 1984] z kilku miejsc, w celu osiggnigcia wyzszego poziomu czulos$ci
wykrywania stanu zapalnego oraz materiatu wirusowego [Mahrholdt et al. 2004,
Stewart et al. 2011]. 3 lub 4 bioptaty utrwala si¢ w 10% roztworze formaliny
do badan w mikroskopii $wietlnej, 1 lub 2 probki mrozi si¢ w -80°C celem
diagnostyki molekularnej metoda PCR i 1-2 nalezy utrwali¢ w 2,5% aldehydzie
glutarowym lub roztworze Karnovsky'ego dla badan ultrastrukturalnych [Leone et
al. 2012]. Material pobierano przy wuzyciu bioptomu 7F (Cordis,
Johnson&Johnson). Procedur¢ przeprowadzono przy ciaglym monitorowaniu
zapisu EKG, pod kontrolg skopii RTG. Kazdy pacjent miat po zabiegu wykonane
kontrolne badanie echokardiograficzne. Wszyscy pacjenci podpisali formularz
swiadomej zgody na zabieg, a badania przeprowadzono zgodnie z Deklaracja

Helsinska.
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6.4. Diagnostyka materialu biopsyjnego

1)

2)

3)

4)

Histopatologia — material biopsyjny barwiono hematoksyling i eozyng oraz
trichromem Massona wg klasycznej metody. Probki oceniano pod katem
zapalenia migs$nia sercowego za pomocag kryteriow Dallas. Analizowano takze
nasilenie widknienia w przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Badania wykonano
w Zaktadzie Patomorfologii CSK MSWiA.

Immunohistochemia — pobrany materiat oceniano wg kryteriow WHO.
Lokalizacje¢ 1 identyfikacje naciekow komorek jadrzastych oznaczono za pomoca
przeciwcial przeciwko antygenom leukocytarnym LCA, CD3, CD4, CD8 i CD68
firmy DAKO. Znakowanie wykonano systemem EnVision HRP (Dako), zgodnie
z zaleceniami producenta. Diagnostyke immunohistochemiczng wykonano takze
w Zaktadzie Patomorfologii CSK MSWiA.

gPCR i RT-gPCR — wirusowe kwasy nukleinowe izolowano z dwoch probek
biopsyjnych (20-50ug tkanki) migsnia sercowego zamrozonych w cieklym azocie
oraz z surowicy krwi obwodowej, a takze surowicy krwi pobranej z jamy lewe;j
komory serca (5-10ml krwi pobranej na EDTA) w trakcie wykonywania EMB.
Izolacjg¢ DNA i RNA wykonano za pomocg zestawu NucleoSpin (Macherey-
Nagel) dla DNA i zestawu NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel) dla RNA oraz
z surowicy krwi za pomocg zestawu High Pure Viral Nucleic Acids Kit (Roche
Diagnostics). Wyizolowany RNA zostal przepisany na c¢cDNA za pomoca
losowych heksametrow oraz odwrotnej transkryptazy MMLV (Invitrogen).
Uzyskane DNA oraz ¢cDNA zostato uzyte jako szablon do wykrycia nastgpujacych
genomow wirusowych: CMV, EBV, HHV-6, HAdV, B19V oraz EV. Wszystkie
procesy zostaly przeprowadzone ze starterami specyficznymi dla ludzkiej
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej z pdzniejszym przeliczeniem na liczbe
kopii genu G6PD podniesiona do potegi szostej. Procedury przeprowadzono
zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producentéw zestawow w Zakladzie
Mikrobiologii Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) — materiat pobrany metoda biopsji

utrwalano kolejno w 2% paraformaldechydzie, 2,5% aldehydzie glutarowym,
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w buforze kakodylanowym oraz w 1% tetratlenku osmu z Zelazicyjankiem potasu

przez 2 godziny. Probki nastgpnie odwodniono w szeregu etanolu i zatopiono

w zywicy. Ultracienkie skrawki barwiono octanem uranylu i cytrynianem otowiu

i oceniano w mikroskopie JEM 1011, Jeol. Pomiarow szerokosci przestrzeni

mi¢dzykomodrkowych  dokonywano

przy uzyciu oprogramowania 1TEM

(Olympus) w Pracowni Badan Mikroskopowo-Elektronowych IMDiK PAN

(Tabela 1).

Tabela 1. Zastosowane metody diagnostyki materiatu biopsyjnego

Analiza bioptatéw

Przedmiot analizy

Barwienie HE

Ocena morfologiczna kardiomiocytéw. Ocena obecnosci

nacieku zapalnego.

Trichrom Massona

Obecnos$¢ 1 nasilenie widknienia.

Przeciwciata anty CD3

Identyfikacja limfocytow T.

Przeciwciata anty CD4

Identyfikacja limfocytow T pomocniczych.

Przeciwciata anty CD8

Identyfikacja limfocytow T cytotoksycznych.

Przeciwciata anty CD68

Identyfikacja makrofagdw.

Przeciwciata anty LCA

Identyfikacja wszystkich leukocytow.

Przeciwciata anty CD31

Znakowanie $rédblonka naczyniowego.

RT-PCR

Wykrywanie obecnosci 1 ocena liczby genomow wirusowych.

Transmisyjna mikroskopia

elektronowa

Ocena ultrastrukturalna CVU.
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6.5. Metody statystyczne

Wyniki zebrane w toku prowadzenia badan przedstawiono w tabelach i na
wykresach. Dla kazdej cechy ilosciowej obliczono podstawowe miary statystyczne,
tj. Srednig arytmetyczng (x), mediang (Me), wartos¢ minimalng (min), maksymalng
(max), odchylenie standardowe (sd) oraz wspoétczynnik zmiennosci (V). Natomiast cechy
jakosciowe zaprezentowano w formie liczebnosci (N) i frakcji procentowych (%).
Normalnos$¢ rozktadu kazdej cechy zostata oceniona z wykorzystaniem testu Shapiro-
Wilka. Ze wzgledu na to, ze charakter wiekszo$ci analizowanych zmiennych odbiegat od
normalnego, zdecydowano si¢ na nieparametryczne testy istotnosci. Do oceny istotnosci
réznic pomiedzy grupami zastosowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa oraz test
post-hoc Duncana. Przy poréwnaniach dwodch grup stosowano test U Manna Whitneya.
Dla cech jakosciowych zastosowano test niezaleznosci chi? celem okre§lenia zaleznoci
pomiedzy przynaleznoscig do grupy a rozktadem frakcji poszczegdlnych zmiennych. Dla
wartosci procentowych zastosowano test dla dwoch frakcji. Statystycznie za istotne
uznano zmiany na poziomie istotnosci 0=0,05. Analiz¢ statystyczng wykonano

w Srodowisku programistycznym GNU R.

Analiza danych w zakresie grup G1, G2, G3 i G4 byla prowadzona dwuetapowo.
Najpierw za pomocg testu Kruskala-Wallisa sprawdzano, czy istnieje roznica pomigdzy
ktérymikolwiek z tych grup, a nastepnie przy uzyciu testu post hoc Duncana

identyfikowano pary, w ktorych rdznice sg istotne statystycznie.
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7. Wyniki
7.1. Charakterystyka populacji

Pacjenci z wykrytym DNA/RNA dowolnego wirusa istotnie roznili si¢
od chorych, u ktérych nie wykryto materiatlu genetycznego wirusow w EMB pod
wzgledem wieku | wymiaru koncoworozkurczowego lewej komory. Pacjenci, u ktorych
wykryto materiat genetyczny wiruséw, byli istotnie mtodsi od grupy przeciwnej

(p=0,0022), a szeroko$¢ ich komory byla istotnie mniejsza (p=0404).

Material genetyczny wirusa zostat wykryty w 71 (52,6%) bioptatach migsnia
sercowego pobranych od ww. pacjentdow. Wsrdd oznaczonych wiruséw dominowat
B19V, ktory zostal wykryty w 48 probkach (67,6% wynikow pozytywnych), HHV-6
zostal wykryty w 7 bioptatach (9,9% probek pozytywnych), EV w 4 (5,6%), a HAdV w 2
(2,8%) (Rycina 2).

80%
70% 67,6%
(]
60%
50%
40%
30%
20% 14,1%
9,:9% 5 6%
10% - 7o 2,8% -
0% . . - . | . ‘
B19V HHV-6 EV HAdV koinfekcja

Rycina 2. Czgstos¢ wystepowania materialu genetycznego wirusow w EMB

W  cze$ci badanego materialu stwierdzono wspotwystepowanie kwasow
nukleinowych dwoéch typow wirusa. Sytuacje taka odnotowano w przypadku 10
bioptatow miokardium (14,1%) (Rycina 2). Najczestsza koinfekcja byta BI9V+HHV-6 —
6 probek (60% koinfekcji), obserwowano takze 2 przypadki wspotwystgpowania BI9V
i CMV (20%) oraz po jednym B19V+EV i EV+HAdV (po 10%) (Rycina 3).
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Rycina 3. Czgsto$¢ wystepowania poszczegdlnych koinfekcji

Oznaczano réwniez wirusowe DNA/RNA w surowicy krwi obwodowej oraz
pobranej z jamy lewej komory. Najczesciej wykrywanymi wirusami w tym materiale byly
HAdV — w 6 probkach krwi obwodowej i 7 probkach krwi pobranej z jamy lewej
komory, EV — odpowiednio w 6 i 4 probkach, HHV-6 w 3 i 1 probce, wirus Epsteina-
Barr (EBV) — w 1 probce surowicy krwi obwodowej oraz w 1 probce krwi z lewej
komory. CMV zostal wykryty w 1 probce surowicy krwi obwodowej, a BI9V w 1 probce
krwi z jamy serca (Rycina 4).

8
6
4
2 II
0 ] | H I
HAdV HHV-6 EBV B19V
l krew obwodowa M krew zjamy serca

Rycina 4. Materiat genetyczny wirusow w surowicy krwi obwodowej oraz krwi z jamy lewej komory
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7.2. B19V vs grupa kontrolna

Dalszej analizie poddano pacjentow, u ktorych wykryto wylacznie DNA B19V
W materiale biopsyjnym i jednoczesnie nie wykryto materiatu genetycznego zadnego
z wirusow W surowicy krwi obwodowej oraz krwi pobranej bezposrednio z jamy serca
(n=38).

7.2.1. Parametry antropometryczne

Na podstawie wykonanej analizy parametrow antropometrycznych nie
stwierdzono istotnych roéznic pomig¢dzy pacjentami z grupy badanej i z grupy kontrolnej

pod wzgledem wieku, wzrostu, masy ciata oraz BMI (Tabela 2).

Tabela 2. Wiek, wzrost, masa ciata, BMI

Zmienna | Grupa N X Me sd \% min max p
) B19V 38 42,0 43,0 12,3 29,2 19,0 65,0
wiek 0,353
K 5 49,0 45,0 17,8 36,4 25,0 73,0
B19V 21 1,7 1,8 0,1 55 1,5 1,9
wzrost 0,381
K 3 1,8 1,8 0,1 55 1,6 1,8
] B19V 19 86,9 80,0 20,7 23,8 61,0 126,0
masa ciala 0,886
K 3 85,0 86,0 4,6 54 80,0 89,0
B19V 20 29,4 28,2 55 18,6 21,5 42,4
BMI 0,681
K 3 279 27,2 3,7 13,3 24,7 32,0

7.2.2. Objawy niewydolnosci uktadu krazenia

Pacjenci z grupy B19V i z grupy kontrolnej nie roznili si¢ istotnie pod wzgledem
nasilenia objawdéw niewydolnos$ci serca ocenianych wg skali NYHA. W obydwu grupach
dominowali chorzy z objawami w stopniu Il w skali NYHA, odpowiednio 41,4%
pacjentow w grupie B19V oraz 50% chorych w grupie kontrolnej (Rycina 5 oraz Tabela
3).
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Rycina 5. Nasilenie objawoéw NS wg skali NYHA (p>0,05)
Tabela 3. Objawy podmiotowe i przedmiotowe
B19vV K
N % N % P
nasilenie objawow wg skali NYHA
1 9 31,0 1 25
2 12 41,4 2 50
’ 0,982
3 6 20,7 1 25
4 2 6,9 0 0
dusznos¢
nieobecne 16 72,7 4 100 0,585
obecne 6 27,3 0 0
wzmozona meczliwos$é
nieobecne 11 50,0 2 50 0,999
obecne 11 50,0 2 50
obrzeki podudzi
nieobecne 20 90,9 4 100 0,999
obecne 2 9,1 0 0
zastoj w krazeniu ptucnym
nieobecne 19 86,4 4 100 0,999
obecne 3 13,6 0 0

5
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7.2.3. Badania laboratoryjne

Na podstawie analizy wybranych badan laboratoryjnych nie stwierdzono zadnych

istotnych réznic pomigdzy pacjentami z grupy B19V a grupa kontrolng (Tabela 4).

Tabela 4. Badania laboratoryjne krwi obwodowej

Zmienna Grupa N X Me sd \% min max P
B19V 35 3,2 24 35| 1088 0,4 15,0
CRP 0,945
K 4 2,6 1,7 2,2 843 1,2 58
B19Vv 31 0,2 0,2 01| 229 0,1 0,4
PCT 0,979
K 4 0,2 0,2 0,0 135 0,2 0,3
B19Vv 37 4,8 50 0,7| 155 2,8 6,6
RBC 0,145
K 5 52 53 0,4 7,1 4,6 5,6
B19V 37 14,2| 14,8 2,6 182 54 18,9
HGB 0,103
K 5 15,7| 15,6 09 5,7 14,3 16,5
B19V 37 42,6 449 76| 179 16,4 59,5
HCT 0,068
K 5 47,1 471 1,8 39| 44,2 49,0
B19V 37 90,6| 89,7 6,0 6,6 79,2 112,9
MCV 0,641
K 5 90,8| 91,0 4,3 4,71 847 96,1
B19V 37 30,2 299 2,1 68| 271 37,0
MCH 0,683
K 5 30,2 304 1,2 38| 286 31,4
B19Vv 36 332| 334 1,0 31 30,8 34,8
MCHC 0,952
K 5 333| 334 1,1 3,2 32,1 34,8
B19V 34 21,5| 14,0 13,1| 60,9 12,2 50,6
RDW 0,490
K 4 30,1 29,0 19,6 65,2 12,0 50,4
B19V 36| 219,6| 211,0 69,5| 31,6| 360 465,0
PLT 0,952
K 5| 2224\ 206,0 51,4 231 166,0 286,0
B19V 33 13,7| 13,5 2,2 16,1 9,7 18,8
PDW 0,231
K 4 15,1 15,0 19| 128 13,1 17,5
B19V 34 11,0 11,0 1,0 9,0 8,7 13,5
MPV 0,207
K 4 11,7 12,0 1,1 9,2 10,3 12,7
B19V 37 7,8 7,0 28| 359 3,0 14,9
LEUKOCYTY 0,938
K 5 7,5 6,6 2,1 282 59 11,0
B19V 36 60,4| 598 13,2 21,8 301 92,9
NEUTROFILE 0,359
K 5 54,4| 51,1 13,01 23,9 404 71,5
B19V 35 26,5 239 10,5 39,5 0,8 53,6
LIMFOCYTY 0,130
K 5 329| 361 97| 296| 194 42,8
B19V 36 8,9 9,5 32| 360 1,2 18,0
MONOCYTY 0,720
K 5 8,6 7,4 2,5 291 6,0 11,5
B19V 36 2,8 1,7 35| 122,6 0,0 19,0
EOZYNOFILE 0,537
K 5 3,0 2,7 2,3 76,7 0,5 6,4
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B19V 35 0,6 0,5 03| 538 0,1 1,2
BAZOFILE 0,651
K 5 0,6 0,6 03| 552 0,3 1,1
B19V 34| 140,3| 140,0 2,8 2,0| 134,0 148,0
Na+ 0,790
K 4| 140,5| 1395 39 28| 137,0 146,0
B19V 37 4,5 4,4 0,4 9,1 3,7 5,8
K+ 0,166
K 4 4,7 4,7 0,1 1,6 4,6 4,7
. B19V 36 1,5 1,0 2,0| 129,6 0,7 9,5
kreatynina 0,064
K 5 0,8 0,8 02| 221 0,5 0,9
B19V 32 70,0 755 23,1 33,0 6,0 97,0
eGFR 0,237
K 5 89,6 102,0 27,4 30,6| 60,0 114,0
B19V 28| 187,5| 186,0 44,4| 23,7| 105,0 284,0
cholesterol catkowity 0,181
K 3| 157,3| 147,0 23,3| 14,8 1410 184,0
B19V 26| 47,7 47,0 154| 32,3| 25,0 90,0
HDL 0,858
K 3 50,3| 42,0 18,0 358| 38,0 71,0
B19V 24| 121,6| 128,0 382| 314| 540 198,0
LDL 0,114
K 3 77,3| 84,0 483 | 62,5| 26,0 122,0
B19V 28| 135,3| 133,5 57,1 422| 370 300,0
TG 0,227
K 2 88,0 88,0 42,4| 482| 58,0 118,0
. B19V 23 1,2 0,6 15| 129,3 0,3 7,4
bilirubina 0,748
K 3 0,9 09 04| 419 0,5 1,2
B19V 29 32,0 19,0 48,8| 152,2| 11,0 280,0
AST 0,120
K 3 32,7 32,0 50| 154| 28,0 38,0
B19V 29 34,7| 250 44,31 1279| 10,0 252,0
ALT 0,086
K 3 54,3| 51,0 29,1| 536 27,0 85,0
B19V 29| 92,7| 87,0 16,4| 17,7 70,0 160,0
glukoza 0,651
K 3 92,7 96,0 8,5 92| 83,0 99,0
B19V 18| 7059| 80,5| 2423,0| 343,3| 29,0/10399,0
CPK 0,175
K 3| 269,3| 286,0 166,6| 619| 95,0 427,0
B19V 21 342 16,0 75,5| 220,6 9,0 363,0
CK-MB 0,661
K 3 22,00 250 89| 404| 12,0 29,0
) B19V 31| 578,0| 16,0 2211,2| 3826 0,0]12115,0
troponina I 0,795
K 4| 937| 27,0 151,7| 1619 1,0 320,0
B19V 31 1,7 1,4 1,2 69,2 0,5 58
TSH 0,145
K 0,8 09 0,7/ 789 0,1 1,5
B19V 3,2 3,4 1,21 360 1,3 4,4
FT3 0,643
K 3,2 3,1 0,3 9,5 3,0 3,6
B19V 10 1,3 1,3 03] 21,0 0,9 1,6
FT4 0,915
K 2 1,3 1,3 03| 221 1,1 1,5
B19V 34(4086,6 | 816,5|12493,3| 305,7| 20,0|70000,0
NT-proBNP 0,087
K 4| 236,3| 194,0| 252,1| 106,7| 20,0 537,0
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7.2.4. Badanie echokardiograficzne

Na podstawie analizy pomiaréow echokardiograficznych stwierdzono istotne

roznice

pomiedzy grupa BI19V

a

grupg kontrolng w

zakresie

wymiaru

koncoworozkurczowego lewej komory. W grupie chorych z B19V S$rednia wartos¢

pomiaru wynosita 55,9 mm, a w grupie kontrolnej 66,6 mm. Pozostale badane parametry

echokardiograficzne nie roznity si¢ istotnie od siebie (Tabela 5).

Tabela 5. Pomiary echokardiograficzne

Zmienna Grupa N X Me sd \% min max p

B19V 38 55,9 55,5 11,5 20,6 37,0 87,0

LVEDd 0,023
K 5 66,6 64,0 8,4 12,6 59,0 76,0
B19V 38 43,3 45,0 15,3 354 15,0 65,0

LVEF 0,200
K 5 54,4 55,0 4,9 9,1 50,0 62,0
B19V 29 11,0 10,0 3,2 28,6 8,0 23,0

IVS 0,758
K 4 10,8 11,5 1,9 17,6 8,0 12,0
B19V 32 10,6 10,0 2,5 23,8 7,0 19,0

PW 0,608
K 4 11,8 11,0 39 329 8,0 17,0
B19V 33 43,0 44,0 7,8 18,2 26,0 57,0

LA 0,340
K 4 47,3 46,0 8,2 17,3 40,0 57,0
B19V 33 33,5 32,0 8,0 23,8 21,0 64,0

RV 0,309
K 5 36,2 36,0 6,9 19,0 28,0 46,0
B19V 32 21,2 22,0 4,1 19,5 14,0 30,0

TAPSE 0,153
K 5 23,8 25,0 2,2 9,1 21,0 26,0
B19V 30 1,0 1,0 0,7 74,3 0,0 3,0

MR 0,751
K 5 1,0 1,0 1,2 1225 0,0 3,0
B19V 27 1,3 1,2 0,6 45,0 0,4 2,8

E/A 0,096
K 5 1,9 1,6 0,9 48,4 1,3 35
B19V 22 67,2 70,0 22,8 339 05| 104,0

E 0,085
K 2 91,2 91,2 4,0 4,3 88,4 94,0
B19V 18 64,5 70,0 16,7 259 30,0 93,8

A 0,752
K 2 60,4 60,4 4,7 7,9 57,0 63,7
B19V 22 53 55 3,0 57,3 0,0 11,9

E' 1,000
K 1 4,5 4,5 4,5 4,5
B19V 24 13,0 11,8 4,8 37,3 6,5 26,5

E/E' 1,000
K 1 21,0 21,0 21,0 21,0
B19V 17 1,6 1,3 1,0 62,7 1,0 53

AV V max 0,638
K 2 1,3 1,3 0,1 5,7 1,2 1,3
B19V 20 0,3 0,0 05| 1567 0,0 1,0

AR 0,157
K 5 0,8 1,0 08| 104,6 0,0 2,0
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B19V 24 0,8 1,0 0,6 76,4 0,0 3,0

TR 0,2289
K 5 1,2 1,0 0,8 69,7 0,0 2,0
B19V 27| 1149| 113,0 24,5 21,3 67,0 176,0

AcT 0,2025
K 5| 101,0| 1020 25,6 25,4 63,0 1350
B19V 18 0,7 1,0 0,6 89,1 0,0 2,0

PR 0,3978
K 5 0,4 0,0 05| 1369 0,0 1,0

Wystepowanie zaburzen kurczliwo$ci migsnia lewej komory oraz ich zakres nie

wykazujg istotnych réznic przy poréwnaniu pacjentéw z grupy B19V z pacjentami grupy
kontrolnej (Tabela 6).

Tabela 6. Zaburzenia kurczliwosci i przerost $cian LV w TTE

B19V
N % N % P
zaburzenia kurczliwosci

nieobecne 20 52,6 1 20
0,370

obecne 18 47,4 4 80

uogoélnione zaburzenia kurczliwosci

nieobecne 25 65,8 3 60
0,999

obecne 13 34,2 2 40

zaburzenia kurczliwosci w obrebie Sciany przedniej

nieobecne 25 65,8 3 60
0,999

obecne 13 34,2 2 40

zaburzenia kurczliwosci w obrebie Sciany tylnej

nieobecne 34 89,5 3 60
0,271

obecne 4 10,5 2 40

zaburzenia kurczliwosci w obrebie $ciany dolnej

nieobecne 25 65,8 3 60
0,999

obecne 13 34,2 2 40

zaburzenia kurczliwosci w obrebie Sciany bocznej

nieobecne 30 78,9 2 40
0,183

obecne 8 21,1 3 60

zaburzenia kurczliwosci w obrebie przegrody miedzykomorowej

nieobecne 27 71,1 4 80
0,999

obecne 11 28,9 1 20
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zaburzenia kurczliwos$ci w obrebie koniuszka lewej komory

nieobecne 31 81,6 4 80
0,099
obecne 7 18,4 1 20
przerost $cian lewej komory
nieobecne 21 55,3 2 40
0,868
obecne 17 44,7 3 60
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7.2.5. Badanie histopatologiczne

W analizie obrazu histopatologicznego z uwzglednieniem znakowania
immunohistochemicznego nie stwierdzono istotnych réznic w zakresie wystgpowania
wldknienia, a takze pod wzgledem obecnosci antygenow LCA, CD4, CDS8, CD3 i CD68

u chorych z parwowirusem B19 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Tabela 7).

Tabela 7. Oznaczenia immunohistochemiczne

B19V K
N % N % P
wldknienie
nieobecne 15 39,5 1 20
0,723
obecne 23 60,5 4 80
LCA
nieobecne 8 32 1 25
0,999
obecne 17 68 3 75
CDh4
nieobecne 18 72 3 75
0,999
obecne 7 28 1 25
CD8
nieobecne 20 80 3 75
0,999
obecne 5 20 1 25
CD3
nieobecne 13 52 2 50
0,195
obecne 12 48 2 50
CDh68
nieobecne 12 48 4 100
0,161
obecne 13 52 0 0

Jesli chodzi o oceng obecnosci stanu zapalnego, to w badanym materiale jedynie
u7,4% chorych z grupy B19V stwierdzono obecno$¢ przewlektego zapalenia. Probki
EMB od Zadnego pacjenta z parwowirusem B19 nie wykazaty obecnos$ci ostrej fazy
zapalenia. W grupie kontrolnej nie odnotowano obecnosci ostrego badz przewlektego
procesu zapalnego u zadnego chorego. Nie stwierdzono istotno$ci statystycznej roznic

pomiedzy tymi grupami (p=0,999).
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7.3. Korelacja LVEF i kopijnosci B19V

W kolejnej fazie badania sprawdzono, czy istnieje bezposrednia korelacja
pomigdzy frakcja wyrzutowa lewej komory a liczbg kopii parwowirusa B19 wykryta
w materiale biopsyjnym pobranym od poszczegdlnych pacjentéw. Wykonano wykres
i regresje liniowa. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono brak zaleznos$ci
pomigdzy powyzszymi parametrami (r=0,076, p=0,65) (Rycina 6).

liczba kopii B19V = 5867 3+100,7"x
160000 . : .

140000 o _
r=10,0760; p = 0,6502; r* = 0,0058

120000 .

100000 1

a0000 1

60000 .

liczba kopii B19V

40000 .

20000 r 8 .
o

-20000

EF
Rycina 6. Analiza zalezno$ci migdzy liczba kopii B19V a LVEF (p=0,65)
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7.4. Mikroskopia elektronowa
7.4.1. Obraz zmian ultrastrukturalnych w zaleznosci od liczby kopii B19V

W zwiazku ze stwierdzonym brakiem zaleznos$ci pomie¢dzy LVEF a liczba kopii
BI19V w bioptatach mig$nia sercowego, dokonano analizy zmian ultrastrukturalnych
w obrebie elementéw jednostki miesniowo-naczyniowej. Na podstawie zmian
obserwowanych w obrazie ultrastrukturalnym podzielono chorych z B19V na trzy grupy.
Wydzielono pacjentéw z liczba <500 kopii parwowirusa B19, 500-5000 kopii oraz >5000
kopii parwowirusa B19. Ponadto opisano zmiany ultrastrukturalne obecne w grupie
kontrolnej oraz obraz ultrastrukturalny niezmienionego morfologicznie migsnia

Sercowego.

Prawidlowy obraz morfologiczny serca

Komoérki niezmienionego miokardium zawierajg jedno lub dwa jadra. Wigkszos$¢
organelli zgrupowana jest w centrum komorki, wokot jadra komorkowego, a aparat
kurczliwy tworza rozgatezione miofibryle zbudowane z miofilamentéw zgrupowanych
w satkomery (poprzeczne prazkowanie). Pomigdzy miofibrylami bardzo licznie
wystepuja mitochondria. Obecna jest réwniez siateczka sarkoplazmatyczna, aparat
Golgiego i kanaliki T. Komoérki potgczone sg ze sobg za posrednictwem wstawek,
tj. kompleksow polgczen migdzykomorkowych o charakterze mechanicznym (strefy
przylegania i desmosomy) i komunikacyjnym (neksusy umozliwiajace przekazywanie
bodzcow). Kazda komorka otoczona jest blaszka podstawna. W przestrzeni
zewnatrzkomorkowe] wystepuja biatka macierzy z licznymi elementami wloknistymi.
Obecne s3 tam rowniez naczynia krwionosne. W sytuacjach patologicznych obraz

morfologiczny migénia sercowego ulega istotnym zmianom.
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Grupa kontrolna — rozstrzen lewej komory z prawidtowa LVEF

Ocena ultrastrukturalna elementéw jednostki migsniowo-naczyniowej wykazata
ogniskowy zanik miofibryli w komorkach migénia sercowego (Rycina 7 A,B,C). Niektore
kardiomiocyty charakteryzowaly si¢ niejednorodng gestoscia elektronowa. Jadra
kardiomiocytow posiadaly liczne wglobienia w otoczce jadrowej 1 nieregularny ksztatt
(Rycina 7 E,F), a niekiedy takze ogniskowo przerwang otoczke jadrowa (Rycina 7 F).
Zmiany ultrastrukturalne obserwowano rowniez w mitochondriach, ktorych czesé
charakteryzowata si¢ brakiem grzebieni mitochondrialnych (Rycina 7 B,H).
W cytoplazmie  wielu  kardiomiocytow  licznie = wystepowaly  mitochondria
0 nieregularnym ksztalcie i nieprawidlowym uktadzie grzebieni (Rycina 7 G,H),
a niektére mitochondria wykazywaty cechy autofagii (Rycina 7 H). W cytoplazmie
kardiomiocytow licznie wystgpowaty autofagosomy, obecne byly takze oblonione
podwojnie struktury wypelnione materiatem drobnoziarnistym i wtdkienkowym. Ponadto
licznie wystepowaty lizosomy. Wstawka cechowala si¢ najczesciej regularnym

przebiegiem, cho¢ czasami byta ogniskowo przerwana lub tez zatarta (Rycina 7 D).
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Rycina 7. Migsien sercowy pacjentow z grupy kontrolnej. A-C. Aparat kurczliwy + nieprawidlowe
mitochondria; D. Wstawka; E-F. Jadra komorkowe; G. Skupiska glikogenu; H. Mitofagia + glikogen.
(ECM — macierz zewnatrzkomorkowa, AK — aparat kurczliwy, G — glikogen, M — mitochondria, czerwona
strzatka — uszkodzone grzebienie mitochondrialne, J — jadro komoérkowe, czarna strzatka — wglobienie
W otoczce jadrowej, niebieska strzatka — wstawka o nieregularnym przebiegu, zielona strzatka — mitofagia)
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W przestrzeni zewnatrzkomodrkowej wystepowaty naczynia kapilarne, niekiedy
wyscielone $rodbtonkiem o cechach nekrotycznych (Rycina 8 A,B). Czesto przybieraly
one forme petli (Rycina 8 B). Niekiedy w znacznie poszerzonych przestrzeniach

mi¢dzykomorkowych oprocz wiokienek kolagenowych wystepowata elastyna.

Rycina 8. Migsien sercowy pacjentdw z grupy kontrolnej. A-B. Przestrzen zewnatrzkomoérkowa + naczynia
kapilarne. (ECM — macierz zewnatrzkomorkowa, N — naczynia kapilarne, czarna strzatka — nekrotyczny
srodbtonek)

Grupa pacjentOw ze stwierdzona niska liczba kopii parwowirusa B19 (ponizej 500)

W kardiomiocytach pacjentéw tej grupy obserwOwano szereg zaburzen
ultrastruktury = wszystkich elementow jednostki mig$niowo-naczyniowej. Ocena
morfologiczna wykazata obecnos¢ komorek migéniowych o czesto przerwanym aparacie
kurczliwym (Rycina 9 A), potaczenie miedzy komérkami migSniowymi (wstawka) czgsto
bylo zatarte i poszerzone (Rycina 9 B). W cytoplazmie kardiomiocytow obecne byty
sferyczne struktury podobne do szorstkiej siateczki §rodplazmatycznej, zawierajace gesty
elektronowo, amorficzny materiat (Rycina 9 C). Obserwowano rowniez siateczke
srodplazmatyczng z morfologicznymi oznakami stresu oksydacyjnego. W sasiedztwie
czesto obecne byly zmienione morfologicznie mitochondria, prawie catkowicie
pozbawione grzebieni oraz liczne lizosomy (Rycina 9 D). W poblizu jader
kardiomiocytow obserwowano siateczke srodplazmatyczng z cechami obrzgku (Rycina 9
D).
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Rycina 9. Migsien sercowy pacjentow z grupy <500. A-B. Aparat kurczliwy; C-D. Siateczka
srodplazmatyczna. (AK — aparat kurczliwy, czerwona otoczka — zanik aparatu kurczliwego, M —
mitochondria, L — lizosomy, J — jadro komorkowe, RER — szorstka siateczka $rodplazmatyczna, niebieska
strzatka — amorficzny material wewnatrz RER, czerwona strzatka — obrzgk siateczki)

W materiale pobranym od tej grupy pacjentéw obserwowano wiele zaburzen
ultrastruktury mitochondriow. Degradacja grzebieni mitochondrialnych jest najbardziej
charakterystyczng i powtarzajaca si¢ cecha w materiale pobranym od wszystkich
pacjentéw z liczbg kopii wirusa mniejszg niz 500 (Rycina 10 A,B,C,D). Zaobserwowano
jednak, ze w tym samym kardiomiocycie mogg wystepowa¢ zar6wno mitochondria
wykazujace normalng gesto$¢ elektronowa macierzy i1 znaczny stopien degradacji
grzebieni, a takze mitochondria o zwigkszonej gestosci elektronowej (Rycina 10 B,C).
W takich przypadkach grzebienie nie sa catkowicie zniszczone. Stwierdzono,
ze mitochondria o duzej ggstosci elektronowej bardzo czgsto wykazuja cechy
morfologiczne wskazujagce na ich podzial (Rycina 10 B). Innym zjawiskiem
obserwowanym w tej grupie pacjentow bylo formowanie si¢ konglomeratow
mitochondrialnych o prawidtowej gestosci elektronowej i stosunkowo regularnym

uktadzie grzebieni (Rycina 10 A). Niektore mitochondria w konglomeracie wykazujg
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cechy morfologiczne wskazujace na fuzje tych organelli. Stwierdzano tez mitochondria
czgsciowo lub catkowicie pozbawione blony zewnetrznej. Ponadto zauwazono
mitochondria czeSciowo pozbawione grzebieni, stykajgce si¢ ze strukturami 0 morfologii

mitofagosomow, najczesciej z pobliskimi fagolizosomami (Rycina 10 D).

& LD SN .

Rycina 10. Migsien sercowy pacjentow z grupy <500. A-C. Aparat kurczliwy + mitochondria; D.
Nieprawidlowe mitochondria + skupiska glikogenu. (M — mitochondria, AK — aparat kurczliwy, MF —
mitofagosomy, G — glikogen, czerwona strzatka — podzial mitochondriéw, czarna strzatka — degradacja
grzebieni mitochondrialnych)

W grupie pacjentow z najmniejsza liczbg kopii DNA parwowirusa B19
zaobserwowano takze liczne zmiany ultrastrukturalne w jadrach komoérkowych. Otoczka
jadrowa posiadata liczne wglobienia i znacznie rozszerzone pory jadrowe (Rycina 11
A,B). W niektérych kardiomiocytach obserwowano rowniez jadra charakteryzujace si¢
przerwang otoczka. Czgsto na obszarze takich jader obecne byly organelle
cytoplazmatyczne i ziarna glikogenu (Rycina 11 C). Z zewngtrzng blong jadrowa
potaczone bylty struktury o morfologii autofagosoméw (Rycina 11 C). W sasiedztwie

jader zaobserwowano licznie wystepujace lizosomy (Rycina 11 B), a takze kuliste
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struktury wypetlione pgcherzykami o morfologii p6znych mitofagosoméw (Rycina 11

Rycina 11. Migsien sercowy pacjentéw z grupy <500. A. Aparat kurczliwy + jadro komérkowe; B. Jadro
komoérkowe; C. Otoczka jadrowa + autofagosom; D. Otoczka jadrowa + mitofagosom. (J — jadra
komorkowe, M — mitochondria, MF — mitofagosom, G — glikogen, A — autofagosom, czarna strzatka —
przerwana otoczka jadrowa, czerwona strzatka — wglobienia w otoczce jadrowej, LF — lipofuscyna)

Przestrzen zewnatrzkomoérkowa w materiale tej grupy pacjentéw byta zmiennej
szerokosci i obecne byly w niej bardzo liczne widkienka o r6znej morfologii (Rycina 12
A B). Wystepowaly tam naczynia kapilarne charakteryzujace si¢ bardzo waskim §wiatlem
(Rycina 12 D.,E). Wigkszo$¢ naczyn obecnych w badanym materiale odznaczala sig¢
hipertroficznym $rodbtonkiem o cechach morfologicznych nekrozy (Rycina 12 C,D,E).
Naczynia formowaty struktury o charakterze petli (Rycina 12 C,D), a ich $wiatlo
najczesciej byto catkowicie zamkniete (Rycina 12 D,E). Obecne byly rowniez liczne
pecherzyki pinocytarne, przy czym niektore z nich wielokrotnie obtonione (Rycina 12 F).
W niektorych komorkach blaszka btony podstawnej §rodbtonka byta na duzej przestrzeni
catkowicie oddzielona, co moze by¢ efektem aktywno$ci metaloproteinaz macierzy

zewnatrzkomoérkowej (Rycina 12 F). Obecne byly rowniez komorki srodbtonka lezace
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na btonie podstawnej o zatartej strukturze. W cytoplazmie takich komorek obserwowano
podwojnie obtonione pecherzyki, a takze duze, obtonione, sferyczne struktury
0 morfologii charakterystycznej dla autofagosomow. Zwracata uwage obecno$¢ ziaren
glikogenu w cytoplazmie komorek s$rodbtonka, co jest niezwykle w odniesieniu
do zaawansowanej nekrozy. Mitochondria komorek s$rodblonka naczyn wlosowatych
charakteryzowaty si¢ zaawansowanym ubytkiem grzebieni oraz elektronowo jasng
macierza mitochondrialng. Podobnie jak blona cytoplazmatyczna, btona jadrowa

wykazywata obecno$¢ licznych wglobien (Rycina 12 E).

Nt GRS

Rycina 12. Migsien sercowy pacjentow z grupy <500. A-B. Przestrzen zewnatrzkomérkowa; C-E. Aparat
kurczliwy + naczynia kapilarne; F. Blona podstawna + pecherzyki pinocytarne. (ECM — macierz
zewnatrzkomorkowa, M — mitochondria, N — naczynia kapilarne, PP — pecherzyki pinocytarne, G —
glikogen, czarna strzatka — wglobienie blony podstawnej, czerwona strzatka — nekrotyczny $rodblonek,
gwiazdka — uszkodzone mitochondrium w $rodblonku naczyniowym)
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Grupa pacjentdow ze stwierdzona liczba kopii DNA B19V 500-5000

W tej grupie pacjentow miofibryle najczesciej byly przerwane (Rycina 13 A).
W cytoplazmie kardiomiocytow obserwowano szorstka siateczkg $rodplazmatyczna,
ktora wykazywata cechy poszerzenia w uktadzie bton i wypetniona byla amorficznym
materiatlem (Rycina 13 B). Mitochondria w kardiomiocytach tej grupy pacjentow byly
liczne, o cechach degeneracji, z czeSciowo uszkodzonymi grzebieniami (Rycina 13
B,C,D,E). Niektore z nich, z jasng elektronowo macierza mitochondrialng, miaty
przerwang btone zewngtrzng (Rycina 13 D). Czasami w poblizu takich mitochondriow
znajdowaty si¢ skupiska glikogenu otoczone pojedyncza blong plazmatyczng (Rycina 13
D,E). Obserwowano rowniez mitochondria o morfologii cial mielinopodobnych,
W poblizu ktérych obecne byly lizosomy (Rycina 13 E). Niektore jadra kardiomiocytow
charakteryzowaly si¢ przerwang otoczka jadrowa, a na terenie jadra obecne byly

organelle i ziarna glikogenu (Rycina 13 F).
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Rycina 13. Migsien sercowy pacjentow z grupy 500-5000. A. Aparat kurczliwy + mitochondria; B.
Poszerzona siateczka $rddplazmatyczna; C. Mitochondria + jadro komoérkowe; D-E. Mitochondria +
skupiska glikogenu; F. Uszkodzone jadro komoérkowe + mitochondria. (AK — aparat kurczliwy, J — jadro
komoérkowe, M — mitochondria, G — glikogen, L — lizosom, RER — szorstka siateczka $rodplazmatyczna,
CM — mitochondria o morfologii cial mielinopodobnych, czarna strzatka — uszkodzone grzebienie
mitochondrialne, czerwona strzalka — przerwana blona mitochondrialna, niebieska strzatka -
mitochondrium w jadrze komérkowym, zielona strzatka — amorficzny materiat wewnatrz RER)

W przestrzeni zewnatrzkomorkowej licznie wystgpowaly naczynia kapilarne
(Rycina 14 A,B), najczgsciej o charakterze petli, a takze drobnowldkienkowy materiat
i fibroblasty (Rycina 14 C). Komorki $rodbtonka wykazywaly czesto cechy hipertrofii

i zawieraly elektronowo geste ziarnistosci lub duze wakuole (Rycina 14 B). Nie
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obserwowano jednak cech nekrozy komoérek $rodbtonkowych ani zamknigcia $wiatta

naczyn. Czasami w przestrzeni zewnatrzkomorkowej wystepowaty makrofagi (Rycina 14
D).

Rycina 14. Migsien sercowy pacjentow z grupy 500-5000. A-D. Aparat kurczliwy + przestrzen
zewnatrzkomorkowa. (ECM — macierz zewnatrzkomorkowa, N — naczynie kapilarne, MA — makrofag, JF —

jadro fibroblasta, czarna strzatka — hipertroficzny $rodbtonek)

Grupa pacjentOw ze stwierdzona liczba kopii DNA B19V >5000

Ocena ultrastrukturalna CVU wykazata w tej grupie pacjentow zanik aparatu
kurczliwego na znacznym obszarze komorki, a cytoplazm¢ w tym miejscu wypehiaty
licznie ziarna glikogenu (Rycina 15 A). W grupie pacjentéw z najwicksza liczbg kopii
B19V (>5000 kopii DNA) cechg charakterystyczng byla czesto obecnos¢ skupisk
glikogenu w poblizu mitochondriéw (Rycina 15 F). Mitochondria takie charakteryzowaty
si¢ jasng elektronowo macierza, przerwang btong zewnetrzng i mocno uszkodzonymi
grzebieniami (Rycina 15 A,D,E). Niektore mitochondria byty catkowicie pozbawione
zewngtrznej blony (Rycina 15 E,F), w macierzy mitochondrialnej obecne byly czasami

struktury o ksztalcie pecherzykéw. W czeSci mitochondriow obecna byta takze
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amorficzna substancja, podobna do wystepujacej w przestrzeniach migdzy btonami
siateczki $rodplazmatycznej. Charakterystyczne zmiany obserwowano réwniez w jadrach
kardiomiocytow. Poszerzona byla przestrzen pomiedzy btonami jadrowymi i réwniez
czesto zawierala ona amorficzny materiat (Rycina 15 C). W otoczkach jadrowych
wystepowaly liczne wgtobienia (Rycina 15 B). Niektore jadra posiadaly przerwang

otoczke jadrowa, a na ich terenie obecne byty mitochondria i ziarna glikogenu.
i ‘ % Gty | N A
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Rycina 15. Migsief sercowy pacjentow z grupy >5000. A. Aparat kurczliwy + skupiska glikogenu; B. Jadro
komorkowe; C. Poszerzona przestrzen pomig¢dzy btonami jadrowymi; D. Mitochondria; E. Jadro
komoérkowe + mitochondria; F. Mitochondria + skupiska glikogenu. (AK — aparat kurczliwy, J — jadra
komorkowe, M — mitochondria, G — glikogen, niebieska strzatka — przerwany aparat kurczliwy, czarna
strzatka — zanik grzebieni mitochondrialnych, zielona strzatka — wglobienia w otoczcze jadrowej, czerwone
strzatki — blony otoczki jadrowej)
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W przestrzeni zewnatrzkomorkowej obecne byly liczne fibroblasty, widkienka
kolagenowe i elastynowe (Rycina 16 A,B,C,D). Obserwowano rdéwniez naczynia
kapilarne charakteryzujace si¢ wysokim, hipertroficznym s$rodbtonkiem (Rycina 16 D)

i waskim, prawie niewidocznym $wiattem (Rycina 16 C).

Rycina 16. Migsien sercowy pacjento’w Z grupy >5000. A. Przestrzen ze{&nqtrzkom(’)rkowa + fibroblast; B.
Widkna w obrebie przestrzeni zewnatrzkomorkowej; C-D. Naczynia kapilarne. (ECM — macierz
zewnatrzkomérkowa, M — mitochondria, N — naczynie kapilarne, F — fibroblast, K — wiokna kolagenowe, E

— wldkna elastynowe, czarna strzatka — hipertroficzny $rodblonek)
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7.4.2. Obraz zmian ultrastrukturalnych w zaleznosci od wybranych

parametrow klinicznych, wynikéw badan obrazowych i laboratoryjnych

Nasilenie objawow niewydolno$ci serca

Kardiomiocyty w materiale biopsyjnym pobranym od pacjentéw z malym
nasileniem niewydolno$ci serca (NYHA 1) posiadaly najczeséciej wyrazng, prawidtows
budowe ultrastrukturalng (Rycina 17 A). W niektorych komorkach obserwowano
niejednakowg gestos¢ miofibryli (Rycina 17 B). W tych rejonach licznie wyst¢gpowaly
mitochondria, gesto do siebie przylegajace. W niektorych kardiomiocytach aparat
kurczliwy wykazywat brak ciaggtosci (Rycina 17 C), a w ich cytoplazmie wystepowata
wyraznie zaznaczona siatka srodplazmatyczna szorstka (Rycina 17 D). Jadra komorkowe
charakteryzowaty si¢ nieregularnym ksztaltem i wglobieniami w otoczce jadrowe;j
(Rycina 17 E), ktora czgsto byta ogniskowo przerwana. W poblizu jader kardiomiocytow
licznie wystepowaly mitochondria charakteryzujace si¢ zatarta strukturg grzebieni
I czgsto przerwang btong zewngtrzng (Rycina 17 F). Polaczenie migdzy kardiomiocytami

byto poszerzone (Rycina 17 G), a jego struktura czesto byta zatarta (Rycina 17 H).

W przestrzeni migdzykomoérkowej obecne byty fibroblasty i bogaty material
tacznotkankowy (Rycina 18 A), wystgpowaly tam takze naczynia wlosowate o bardzo
waskim $wietle (Rycina 18 B). W $rodbtonku takich naczyn obecne byly liczne
pecherzyki otoczone podwdjng blong (Rycina 18 C), a niektére komorki srédbtonka
wykazywaty cechy morfologiczne nekrozy (Rycina 18 D). Jadra komorek s$rodbtonka
naczyn wilosowatych miaty nieregularny ksztalt. W przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j
wystepowaty rdwniez liczne naczynia wlosowate, ktore tworzyty struktury o charakterze
petli naczyniowych (Rycina 18 E). Niektore komorki srodblonkowe wykazywatly cechy

nekrozy 1 posiadaty w swoim wnetrzu liczne pecherzyki pinocytarne (Rycina 18 F).
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Rycina 17. Migsien sercowy pacjentdw z matym nasileniem objawoéw NS. A-D. Aparat kurczliwy; E. Jadro
komorkowe; F. Uszkodzone mitochondria; G-H. Nieprawidlowe potaczenia miedzykomorkowe. (czerwona
obwodka — skupiska mitochondriow w obrebie aparatu kurczliwego, M — mitochondria, czarna strzatka —
szorstka siateczka $rodplazmatyczna, niebieska strzatka — wglobienia w otoczcze jadrowej, zielona strzalka
— zatarte grzebienie mitochondrialne, czerwona strzatka — przerwana zewnetrzna blona mitochondrialna,
pomaranczowa strzatka — poszerzone polaczenie miedzykomorkowe, zotta strzalka — zatarte polaczenie
miedzykomoérkowe)
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Rycina 18. Migsien sercowy pacjentow z malym nasileniem objawow NS. A. Fibroblasty; B. Aparat
kurczliwy + naczynie; C. Liczne pegcherzyki; D. Nekroza srodblonka; E. Petle naczyniowe; F. Pinocytoza.
(ML — materiat facznotkankowy, F — fibroblasty, N — naczynia wlosowate, PN — petle naczyniowe,
czerwona strzatka — podwoéjnie oblonione pecherzyki, czarna strzatka — komorki wykazujace cechy
nekrozy, zielona strzatka — liczne pecherzyki pinocytarne)

Analiza ultrastrukturalna materialu pobranego od pacjentow ze znacznym
nasileniem objawow niewydolno$ci kragzenia (NYHA IV) wykazata zmiany patologiczne
w obrgbie wszystkich elementow jednostki migsniowo-naczyniowej. W znacznej czesci
kardiomiocytow wystepowal zanik aparatu kurczliwego (Rycina 19 A), czgsciej tez
obserwowano miofibryle charakteryzujace si¢ brakiem cigglosci (Rycina 19 B). Jadra
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kardiomiocytow najczesciej posiadaty nieregularny ksztalt i liczne wglobienia w otoczce
(Rycina 19 C), a w ich sasiedztwie licznie wystepowaly ziarna glikogenu, lizosomy
i autofagosomy (Rycina 19 D). W obszarach podbtonowych rowniez obserwowano liczne
ziarna glikogenu (Rycina 19 E). Cech tych nie zauwazono u pacjentow sklasyfikowanych
jako NYHA I. Cytoplazma niektorych kardiomiocytow byta jasna elektronowo. Cecha
ta wskazuje na nekrozg, jednakZze nie obserwowano przerwania cigglosci blony

kardiomiocytow (Rycina 19 F).

Rycina 19. Migsien sercowy pacjentéw z duzym nasileniem objawow NS. A-B. Aparat kurczliwy; C. Jadro
komoérkowe; D. Lizosomy + autofagosomy + glikogen; E. Glikogen; F. Aparat kurczliwy + jadro
komoérkowe + mitochondria. (zielona strzatka — zanik aparatu kurczliwego, czarna strzatka — brak ciaglosci

miofibryli, niebieska strzatka — wglobienia w otoczcze jadrowej, czerwona strzatka — lizosomy
i autofagosomy, z6tta strzatka — ziarna glikogenu, czerwona obwodka — skupiska glikogenu)
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W przestrzeni migdzykomodrkowej obecne byty liczne fibroblasty i wiokienka
kolagenowe (Rycina 20 A). Wystepujace W niej naczynia wtosowate charakteryzowaty
si¢ nieregularnym ksztaltem, formowaty petle, a w cytoplazmie komorek
srodblonkowych takich naczyn obecne byly ziarnisto$ci (Rycina 20 B). Niekiedy komorki
srodblonkowe naczyn wlosowatych wykazywaty cechy hipertrofii (Rycina 20 C).
W materiale pochodzagcym od pacjentow tej grupy obserwowano roéwniez nhaczynia

wlosowate charakteryzujace si¢ silnie zwegzonym $wiattem (Rycina 20 D). Nie

obserwowano kapilar, ktoérych komorki srodbtonkowe posiadatyby cechy nekrozy.

e e

Rycina 20. Migsien sercowy pacjentow z duzym nasileniem objawow NS. A. Przestrzen
zewnatrzkomorkowa; B-D. Naczynia wlosowate. (K — widkienka kolagenowe, F — fibroblasty, N —
naczynia wlosowate, czarna strzatka — ziarnistosci, gwiazdka — $rodbtonek o cechach hipertrofii)
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Koncoworozkurczowa szerokos¢ lewej komory

Ocena ultrastrukturalna materialu pobranego od pacjentow z prawidlowa
szerokoscig jamy lewej komory (LVEDd) wykazata brak aparatu kurczliwego na duzym
obszarze niektorych kardiomiocytow (Rycina 21 A). Obserwowano w takich miejscach
jedynie pojedyncze mitochondria, ktére charakteryzowaly si¢ zatartg strukturg grzebieni.
W sarkoplazmie wystepowaty rowniez mitochondria charakteryzujace si¢ catkowitym lub
ogniskowym brakiem btony zewnetrznej (Rycina 21 B). W poblizu jader kardiomiocytow
wystepowala siateczka $rodplazmatyczna pozostajagca w kontakcie z mitochondriami
(Rycina 21 C). Mitochondria takie charakteryzowaly si¢ rowniez calkowitym Iub
ogniskowo wystepujagcym brakiem btony zewngtrznej i zatarta struktura grzebieni.

W przestrzeni zewnatrzkomorkowej obecne byly naczynia wtosowate. Niektore komorki

srodbtonkowe wykazywaty cechy nekrozy (Rycina 21 D).

Rycina 21. Migsien sercowy pacjentow z prawidlowym LVEDd. A. Ubytki w aparacie kurczliwym; B.
Nieprawidtowe mitochondria; C. Jadro komoérkowe + siateczka $rodplazmatyczna; D. Nekrotyczny
srodblonek. (ER - siateczka $rodplazmantyczna, czarna strzatka — zatarta struktura grzebieni
mitochondrialnych, czerwona strzatka — ubytki zewngtrznej blony mitochondrialnej, zielona strzatka

miejsca kontaktu pomiedzy siateczka §rodplazmatyczng i mitochondriami, gwiazdka — nekroza komorek
srodbtonka)
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W materiale pochodzacym od grupy pacjentdw z rozstrzenig lewej komory nie
obserwowano istotnych réznic jesli chodzi o stan aparatu kurczliwego w pordéwnaniu
do grupy z prawidlowym LVEDd. W miejscach ubytku miofibryli wystepowatly
mitochondria o réoznym ksztatcie 1 wielkosci, czesto charakteryzujace si¢ ogniskowym
przerwaniem btony zewngtrznej, a takze zatartg strukturg grzebieni lub ich catkowitym
brakiem. W sasiedztwie takich mitochondriow wystgpowaty lizosomy lub figury
autofagalne (Rycina 22 A,B). W przestrzeni zewnatrzkomorkowej licznie wystepowaty
fibroblasty i materiat tgcznotkankowy (Rycina 22 C). Cechy tej nie obserwowano

U pacjentow, u ktorych nie stwierdzono rozstrzeni lewej komory. Niektore komorki

srodblonka wykazywaty cechy nekrozy (Rycina 22 D).

Rycina 22. Migsien sercowy pacjentdw z rozstrzenig lewej komory. A-B. Lizosomy, autofagosomy,
uszkodzone mitochondria; C. Przestrzen zewnatrzkomorkowa; D. Naczynie krwiono$ne. (czerwona strzatka
— degradacja grzebieni mitochondrialnych, zotta strzatka — lizosomy/autofagosomy, F — fibroblasty,
gwiazdka — nekroza komorek $rodbtonka)
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Frakcja wyrzutowa lewej komory

Analiza morfologiczna materiatu grupy chorych z zachowang LVEF wykazata
obecnos¢ licznych kardiomiocytéw charakteryzujacych si¢ przerwaniem ciggtosci
miofibryli i zanikiem aparatu kurczliwego (Rycina 23 A). Miejsca takie najczgsciej
wystepowaly w okolicach jader kardiomiocytow 1 obserwowano w nich mitochondria
wykazujace cechy obrzeku (Rycina 23 A,B). Niektore z mitochondriow posiadaty
przerwang blong zewnetrzng i grzebienie o zatartej strukturze (Rycina 23 C). W ich
sgsiedztwie obecne byly niekiedy figury autofagalne i licznie wystepujace ziarna
glikogenu. W bogatej w material tacznotkankowy przestrzeni zewnatrzkomodrkowe;j
obecne byly naczynia wlosowate charakteryzujace si¢ najczesciej nekrotycznym

srodbtonkiem (Rycina 23 D). Cecha ta wystepowata rownie czgsto, jak w grupie

pacjentow z niska LVEF.

Rycina 23. Migsien sercowy pacjentow z prawidlowa LVEF. A-B. Uszkodzone kardiomiocyty. C.
Uszkodzone mitochondria. D. Naczynie krwionosne. (czarna strzatka — mitochondria wykazujace cechy

obrzeku, czerwona strzatka — zatarta struktura grzebieni mitochondrialnych, zielona strzatka — nekroza
srodbtonka)
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Ocena ultrastrukturalna materiatu pochodzacego od grupy pacjentéw z niska
LVEF wykazata ogniskowe zmiany w aparacie kurczliwym (Rycina 24 A). Czgsto
obserwowano brak ciggto$ci miofibryli i przerwanie linii Z. Na takich obszarach obecne
byly liczne mitochondria, ktore najczesciej wykazywaty cechy obrzgku, zatarcie struktury
grzebieni lub ich ubytek oraz ogniskowe przerwanie btony zewngtrznej (Rycina 24 B).
Nasilenie uszkodzenia aparatu kurczliwego bylo poréwnywalne z grupa pacjentow
z prawidtowg LVEF. W otoczkach jader komoérkowych wystepowaty wglobienia, a w ich
sgsiedztwie obserwowano siateczke $rodplazmatyczng i SciSle do siebie przylegajace
mitochondria, charakteryzujace si¢ zatarta struktura grzebieni oraz niekiedy btony
zewngtrznej (Rycina 24 C). Niektore jadra kardiomiocytow wykazywaly cechy
przerwania ciaglo$ci otoczki jadrowej, a na ich obszarze widoczne byty ziarna glikogenu
(Rycina 24 D). Rzadko w sgsiedztwic jadra komorkowego obserwowano lizosomy
i autofagosomy (Rycina 24 E), natomiast pod blong komodrkowa kardiomiocytu
wystepowaly skupiska glikogenu, posrod ktorych czasami obecne byty figury
mielinopodobne (Rycina 24 F). Potaczenie migdzy kardiomiocytami czesto miato zatartg
strukture (Rycina 24 G). W przestrzeni zewnatrzkomorkowej obficie wystepowat materiat
tacznotkankowy 1 naczynia wlosowate, ktorych $rodbtonek sporadycznie wykazywat

cechy nekrozy (Rycina 24 H).
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Rycina 24. Migsien sercowy pacjentow z prawidtowa LVEF. A-B. Aparat kurczliwy + mitochondria; C.
Otoczka jadrowa + siateczka §rodplazmatyczna; D. Glikogen wewnatrz jadra komoérkowego; E. Lizosomy
i autofagosomy; F. Figury mielinopodobne wérdd ziaren glikogenu; G. Polaczenie migdzykomoérkowe; H.
Naczynie kapilarne. (czerwona obwodka — skupiska mitochondriow, czerwona strzatka — zatarcie struktury
grzebieni mitochondrialnych, czarna strzatka — mitochondria wykazujace cechy obrzeku, zielona strzatka —
wglobienia w otoczcze jadrowej, pomaranczowa strzatka — siateczka $roplazmatyczna z cechami obrzeku,
niebieska strzatka — ziarna glikogenu, zotta strzatka — autofagosomy, fioletowa strzatka — zatarte potaczenie
miedzykomoérkowe, brgzowa strzatka — komorki srodbtonkowe 0 cechach nekrozy)
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NT-proBNP

Analiza ultrastrukturalna wykazala niewielkie zmiany ultrastrukturalne
w materiale pobranym od pacjentow z niskim stezeniem NT-proBNP w surowicy Krwi.
Kardiomiocyty najczesciej charakteryzowaty si¢ prawidlowa budowa morfologiczng
(Rycina 25 A). W poblizu jadra niektorych kardiomiocytéw miofibryle wykazywaty brak
cigglosci, a w okolicy licznie wystepowaty mitochondria (Rycina 25 B). Cecha
charakterystyczng mitochondriow byla zatarta struktura grzebieni i ogniskowo przerwana
btona zewnetrzna. Niektore mitochondria $ci§le przylegaty do blony zewnetrznej jader
kardiomiocytow (Rycina 25 C). Typowa cecha dla tej grupy chorych bylo wystgpowanie
potaczen blony zewngtrznej sasiadujacych ze soba mitochondriow (Rycina 25 C -
powickszenie). W okolicy jader kardiomiocytow wystepowaly czasami figury
autofagalne. Przestrzen zewnatrzkomérkowa wypelniat materiat lacznotkankowy

I naczynia wlosowate, najczgsciej o prawidtowej budowie ultrastrukturalnej (Rycina 25
D).

= || D o ) | _2um |
Rycina 25. Migsien sercowy pacjentéw z niskim poziomem NT-proBNP. A-B. Aparat kurczliwy + liczne
mitochondria; C. Jadro komérkowe, na powickszeniu widoczne jest potaczenie btony mitochondriow; D.
Przestrzen zewnagtrzkomérkowa + aparat kurczliwy. (ML — material tgcznotkankowy, NW — naczynia
wlosowate, czarna strzatka — zatarta struktura aparatu kurczliwego, czerwona strzatka — potaczenie btony
zewnetrznej mitochondriéw, zielona strzatka — zewngtrzna blona jadrowa)
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Analiza ultrastrukturalna wykazata zmiany we wszystkich elementach jednostki
mig$niowo-naczyniowej w materiale pobranym od chorych z wysokim poziomem NT-
proBNP. Kardiomiocyty najczgséciej charakteryzowaty si¢ brakiem ciggltosci miofibryli
(Rycina 26 A). Cecha ta byta zdecydowanie bardziej nasilona niz w grupie z niskim NT-
proBNP. W miejscach tych obecne byly mitochondria o r6znym ksztalcie, czasami $cisle
ze soba potaczone (Rycina 26 B). W poblizu jader kardiomiocytéw licznie wystepowaly
mitochondria, ktorych grzebienie charakteryzowaty si¢ zatartg strukturg (Rycina 26 C).
Czesto tak zmienione mitochondria bezposrednio przylegaly do zewnetrznej blony
otoczki jadrowej (Rycina 26 D). Obserwowano réwniez lezaca w bezposrednim
kontakcie z nimi siateczke $rodplazmatyczna, ktora byla obrzgknigta (Rycina 26 C),
cechy tej nie obserwowano w grupie z niskim poziomem NT-proBNP. Niekiedy obecne
byly takze figury autofagalne (Rycina 26 E). W przestrzeni zewnatrzkomorkowe;
wystepowatl materiat lacznotkankowy i naczynia wlosowate najczesciej o charakterze
petli. Komorki $rodblonkowe wykazywaty morfologiczne cechy nekrozy (Rycina 26 F),

€O nie bylo obserwowane w grupie z niskim NT-proBNP.
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Rycina 26. Migsien sercowy pacjentéw z wysokim poziomem NT-proBNP. A-B. Kardiomiocyty + liczne
mitochondria; C-D Uszkodzone mitochondria + jadro komoérkowe; E. Figury autofagalne; F. Nekroza
srodblonka. (czarna strzatka — brak ciaggloSci miofibryli, ziclona strzatka — zatarte grzebienie
mitochondrialne, czerwona strzalka — siateczka $rodplazmatyczna, niebieska strzatka — zewnetrzna blona
otoczki jadrowej, zoOita strzatka — figury autofagalne, pomaraficzowa strzatka — komorki $rddbtonka
o0 cechach nekrozy, fioletowa strzatka — obrzek siateczki $rodplazmatyczne;j)
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Troponina |

Analiza mikroskopowo-elektronowa materiatu pobranego od chorych z niskim
poziomem troponiny | wykazata zmiany morfologiczne w obrgbie wszystkich elementow
tkanek migs$nia sercowego. Kardiomiocyty najczesciej charakteryzowaty si¢ zmieniong
morfologiag. W wielu kardiomiocytach obserwowano brak ciaglosci aparatu kurczliwego
(Rycina 27 A), czesto wystepowatl on jedynie w okolicach podbtonowych, a w centralne;j
cz¢sci  kardiomiocytu obecne byly jedynie organelle komoérkowe 1 materiat
drobnowtokienkowy (Rycina 27 B). W takich miejscach licznie wystepowaty
przylegajace do siebie mitochondria, ktore wykazywaly najczesciej cechy obrzeku
(Rycina 27 C). Czasami blony zewngtrzne mitochondriéw posiadaly zatartg strukture.
W bezposrednim sgsiedztwie tych mitochondridéw wystepowaly pecherzyki otoczone
podwdjng blong, wypelnione materiatem o ziarnistej strukturze (Rycina 27 D).

Rycina 27. Migsien sercowy pacjentow z niskim poziomem troponiny T. A-C. Uszkodzone kardiomiocyty;
D. Uszkodzone mitochondria. (AK — aparat kurczliwy, pomaranczowa strzatka — brak cigglosci aparatu
kurczliwego, czarna strzatka — mitochondria z cechami obrzgku, czerwona strzatka — pecherzyki
wypetnione materiatem ziarnistym)

88

http://rcin.org.pl



W  cytoplazmie kardiomiocytow czesto wystgpowata rdwniez zmieniona
ultrastrukturalnie siateczka $rodplazmatyczna szorstka, migdzy ktorej blonami
wystepowal bezpostaciowy material. Do tak zmienionej siateczki przylegaty
mitochondria o przerwanej blonie zewngtrznej (Rycina 28 A,B,C), a w sgsiedztwie czesto
wystepowatly rownoczesnie figury autofagalne (Rycina 28 A,D). Zmieniong morfologia
charakteryzowaty si¢ takze jadra kardiomiocytow. Posiadaty one nieregularny ksztatt
I wglobienia w otoczce jadrowej, czesto ogniskowo przerwanej (Rycina 28 D,E).
Na terenie jadra komorkowego obserwowano obecno$¢ organelli komorkowych 1 ziaren
glikogenu (Rycina 28 E). Struktura potaczen pomigdzy kardiomiocytami bywata zatarta
(Rycina 28 F).
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Rycina 28. Migsien sercowy pacjentéw z niskim poziomem troponiny T. A-C. Nieprawidlowa siateczka
srédplazmatyczna + uszkodzone mitochondria; D. Figury autofagalne; E. Jadro komérkowe; F. Potaczenie
miedzykomorkowe. (ramka na A i D — figury autofagalne, czarna strzatka — szorstka siateczka
srodplazmatyczna, czerwona strzatka — amorficzny material, pomaranczowa strzatka — glikogen, zielona
strzatka — zatarte polaczenie miedzykomoérkowe)

W przestrzeni migdzykomorkowej obficie wystegpowat materiat tacznotkankowy
(Rycina 29 A), a takze fibroblasty i naczynia wlosowate niekiedy wyscielone
srédbtonkiem wykazujacym cechy nekrozy. W przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j
wystgpowaly roéwniez nieliczne naczynia wlosowate, ktore tworzyly struktury

0 charakterze petli naczyniowych (Rycina 29 B).
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Rycina 29. Migsien sercowy pacjentow z niskim poziomem troponiny T. A. Przestrzen
zewnatrzkomorkowa; B. Naczynie krwiono$ne. (F — fibroblasty, ML — material facznotkankowy, gwiazdka
— nekroza komorek $rodblonka)

Ocena mikroskopowo-elektronowa materiatu pobranego od pacjentow z wysokim
poziomem troponiny | wykazata zmiany morfologiczne w wielu kardiomiocytach.
W komorkach tych przerwane byly miofibryle, a jasna elektronowo cytoplazma niemal
W caloéci wypelniona byta mitochondriami, lezacymi najczesciej luzno (Rycina 30 A).
Cecha ta byta zdecydowanie bardziej nasilona niz u chorych z prawidtowym poziomem
markeré6w martwicy miokardium. Mitochondria czgsciej niz u chorych z prawidtowym
poziomem troponiny posiadaly zatartg struktur¢ grzebieni oraz ubytki w blonie
zewngtrznej, a w sgsiedztwie mitochondriow i przerwanych miofibryli wystgpowaty
ciemne elektronowo wiokienka o morfologii desminy (Rycina 30 B). W sgsiadujacej
przestrzeni zewnatrzkomorkowej obecne byly komoérki o morfologii limfocytow
i monocytow (Rycina 30 C,D) oraz cysterny siateczki $rodplazmatycznej. Ponadto
w badanych tkankach obserwowano kardiomiocyty, w ktoérych cytoplazmie obecne byly
mitochondria charakteryzujace si¢ przerwaniem btony zewngtrznej i zatarciem struktury
grzebieni. Cecha ta byla bardziej nasilona niz w grupie z niska troponing. W macierzy
mitochondrialnej okazjonalnie widoczny byt bezpostaciowy materiat (Rycina 30 E).
Pomiegdzy btonami siateczki sarkoplazmatycznej obecny byt amorficzny materiat (Rycina
30 F), a w sasiedztwie wystepowaly figury autofagalne, jednak cecha ta byla stabo

nasilona w poréwnaniu do chorych z niskim poziomem troponiny.
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Rycina 30. Migsien sercowy pacjentow z wysokim poziomem troponiny T. A. Nieprawidlowe
kardiomiocyty; B. Aparat kurczliwy + uszkodzone mitochondria; C-D. Limfocty i monocyty; E.
Nieprawidowe mitochondria; F. Poszerzona siateczka $rodplazmatyczna. (czarna strzatka — zatarta struktura
mitochondriow, czerwona strzatka — widkienka o morfologii desminy, pomaranczowa strzatka —
limfocyty/monocyty, zielona strzatka — uszkodzone mitochondria)

Zmiany morfologiczne obserwowano roéwniez w jadrach kardiomiocytow,
niektore z nich posiadaty przerwang otoczke jadrows. Przestrzen zewnatrzkomoérkowa
byla bogata w material tacznotkankowy i naczynia wlosowate charakteryzujace si¢

nieregularnym ksztaltem. Czgsto przybieraly one forme petli i zawieraly ziarnistosci
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cytoplazmatyczne (Rycina 31 A). Interesujacym znaleziskiem w tej grupie pacjentow,
nieobserwowanym wczesniej, byla obecno$¢ w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j
fragmentow zmienionych morfologicznie kardiomiocytow (Rycina 31 B), co wskazuje na
przerwanie niektorych bton sarkoplazmatycznych (obszar przestrzeni miedzykomorkowe;j

wypetniony uszkodzonymi organellami zaznaczono czerwong przerywang linig).

<) S SN h? Y
o | et s AT . I—
Rycina 31. Miesien sercowy pacjentow z wysokim poziomem troponiny T. A. Naczynie krwionos$ne; B.
Przestrzen zewnatrzkomorkowa. (czarna strzatka — ziarnisto$ci wewnatrz komorek srodblonka, czerwona
obwodka — uszkodzone organella komoérkowe)
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7.4.3. Podsumowanie analizy mikroskopowo-elektronowej

W badanym materiale obserwowano szereg zmian ultrastrukturalnych w obrebie
elementow jednostki mig$niowo-naczyniowej, tj. dotyczacych kardiomiocytow (m.in.
uszkodzenie aparatu kurczliwego, obrzek siateczki srodplazmatycznej, zatarcie struktury
lub przerwanie cigglosci otoczki jadrowej, poszerzenie porow jadrowych, poszerzenie
przestrzeni pomi¢dzy btonami jadrowymi, autofagia mitochondriow, uszkodzenia bton
mitochondrialnych, uszkodzenie struktury grzebieni mitochondrialnych, nasilenie
podziatow mitochondrialnych, poszerzenie polaczen miedzykomoérkowych) i1 naczyn
krwiono$nych (m.in. nekroza 1 hipertrofia komodrek $rodblonka, formowanie petli
naczyniowych, zwezenie $wiatla naczyn kapilarnych, nasilenie endocytozy w obrebie
komorek $rodbtonka). Zmiany ultrastrukturalne w obrebie elementow jednostki
mig$niowo naczyniowej wykazywaly odmienny stopien nasilenia w zalezno$ci od
kopijnosci parwowirusa B19 w badanym materiale. Ponadto odchylenia od normy byty
bardziej zaznaczone u chorych z wigkszym stopniem zaawansowania objawow
niewydolnosci serca, co koreluje takze z poziomem NT-proBNP. Podobnie elementy
CVU wykazuja wigkszy stopien uszkodzenia w przypadku chorych z wysokim poziomem
troponiny I. Zkolei koncoworozkurczowy wymiar lewej komory oraz jej frakcja
wyrzutowa byly parametrami, ktérych zmienno$¢ okazata si¢ niezwigzana bezposrednio
z patologiami w obrebie CVU. Jednakze wykonana analiza nie pozwala na ustalenie
systematyki zmian ultrastrukturalnych zachodzacych w przebiegu infekcji B19V oraz
wyroznienie charakterystycznych cech dla poszczegdlnych etapdéw infekeji. Ma to
zwiazek z matg liczebnos$cig grup wyrdéznionych w niniejszym opracowaniu. Aby okresli¢
istotno$¢ zmian obserwowanych w mikroskopii elektronowej, lub tez jej brak, nalezatoby

wykona¢ badanie na wickszej grupie pacjentow, optymalnie wieloosrodkowe.
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7.5. Ustalenie przebiegu infekcji parwowirusem B19

W kolejnym etapie analizy, aby ustali¢ mozliwy przebieg zmian morfologii
elementow jednostki mieSniowo-naczyniowej w przebiegu infekcji B19V, chorych z tej
grupy podzielono na 4 podgrupy w zaleznosci od prawidtowej badz uposledzone;j frakcji
wyrzutowej lewej komory oraz od liczby kopii wirusa stwierdzonych w bioptacie. Na tym
etapie badan za warto$¢ rozgraniczajaca wysoka i niska kopijnos¢ parwowirusa B19

przyjeto 5000 kopii (Tabela 8).

Tabela 8. Grupy badane G1-G4

B19V<5000 kopii® B19V>5000 kopii®
LVEF <50% Grupa G1 (n=15) Grupa G3 (n=5)
LVEF >50% Grupa G2 (n=9) Grupa G4 (n=9)

7.5.1. Analiza zmian w obrebie elementow jednostki miesniowo-naczyniowej
Badany materiat poddano ocenie w mikroskopii elektronowej pod wzglgdem 17
cech patologicznej przebudowy migénia sercowego, ktére byly obserwowane
w analizowanym materiale. Nasilenie zmian oceniano w 4-stopniowe;j skali jako mate (1),
$rednie (2) i duze (3) w porownaniu do pozostatych badanych grup lub tez brak obecnosci

danej cechy (0).

2 Poziom kopijnosci B19V w przeliczeniu na 10® kopii genu G6PD.
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W badanym materiale stwierdzono istotne réznice pod wzgledem nasilenia
podziatbw mitochondrialnych w grupach G1-G4. Zaobserwowano takze istotne
zroéznicowanie, jesli chodzi o zwe¢zenie lub zamknigcie $wiatla naczyn kapilarnych oraz

przerwanie otoczki jadrowej (Tabela 9).

Tabela 9. Ocena materiatu biopsyjnego w TEM

o G1 G2 G3 G4 K

Nasilenie p

N % N % N % N % N %

Fragmentacja wiékien miesniowych
0 - brak 8 61,54 5 62,5 0 0 3 33,3 1 20
1- mate 1 7,69 1 12,5 4 80 4 44,4 3 60 0,077
2 - Srednie | 2 15,38 2 25 1 20 2 22,2 1 20
3-duze 2 15,38 0 0 0 0 0 0 0 0
Zwiekszenie odlegtosci miedzy komdrkami
0 - brak 1 7,69 4 50 1 20 2 22,2 3 60
1- mate 3 23,08 2 25 2 40 6 66,7 2 40 0,126
2 -$rednie | 6 46,15 1 12,5 2 40 0 0 0 0
3-duze 3 23,08 1 12,5 0 0 1 11,1 0 0
Poszerzenie retikulum endoplazmatycznego
0 - brak 7 53,85 6 75 1 20 4 44,4 5 100
1- mate 3 23,08 1 12,5 3 60 1 11,1 0 0 0,357
2 - $rednie| 1 7,69 1 12,5 1 20 3 33,3 0 0
3-duze 2 15,38 0 0 0 0 1 11,1 0 0
Widknienie przestrzeni zewngtrzkomdrkowej
0 - brak 0 0 1 11,1 0 0 1 11,1 2 40
1- mate 8 53,3 5 55,6 3 60 5 55,6 2 40 0,881
2 -$rednie | 5 33,3 3 33,3 2 40 2 22,2 1 20
3-duze 2 13,3 0 0 0 0 1 11,1 0 0
Patologiczne skupiska glikogenu w tkance miesniowej
0 - brak 5 38,5 1 12,5 2 40 3 33,3 0 0
1- mate 6 46,2 2 25 1 20 3 33,3 4 80 0,433
2 - $rednie | 2 15,4 5 62,5 2 40 2 22,2 1 20
3-duze 0 0 0 0 0 0 1 11,1 0 0
Zatarta struktura mitochondriéow

0 - brak 1 7,69 1 12,5 1 20 0 0 0 0
1- mate 4 30,77 3 37,5 2 40 2 22,2 3 60 0,554
2 -srednie | 5 38,46 4 50 2 40 3 33,3 2 40
3-duze 3 23,08 0 0 0 0 4 44,4 0 0

Czesciowy zanik grzebieni mitochondrialnych

O-brak |5| 385 |5] 625 [ 2] 40 [2] 222 [2] 40 o732
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1- mate 6 46,2 2 25 2 40 6 66,7 3 60
2 - $rednie | 2 15,4 1 12,5 1 20 1 11,1 0 0
3 - duze 5 38,5 5 62,5 2 40 2 22,2 2 40
Autofagia mitochondriéw
0 - brak 4 30,8 2 25 0 0 0 0 0 0
1- mate 3 23,1 3 37,5 2 40 4 44,4 3 60 0,258
2 -$rednie | 6 46,2 3 37,5 2 40 5 55,6 1 20
3 - duze 0 0 0 0 1 20 0 0 1 20
Liczne podziaty mitochondrialne
0 - brak 4 30,8 3 37,5 3 60 0 0 1 20
1- mate 7 53,8 1 12,5 0 0 2 22,2 0 0 0,031
2 - $rednie | 2 15,4 4 50 2 40 5 55,6 2 40
3 - duze 0 0 0 0 0 0 2 22,2 2 40
Zwiekszona gestos¢ macierzy mitochondrialnej
0 - brak 7 53,85 4 50 2 40 6 66,7 1 20
1- mate 3 23,08 1 12,5 1 20 2 22,2 2 40 0,858
2 - $rednie | 2 15,38 3 37,5 2 40 1 11,1 2 40
3 -duze 1 7,69 0 0 0 0 0 0 0 0
Przerwana zewnetrzna btona mitochondrialna
0 - brak 0 0 1 12,5 0 0 0 0 0 0
1 - mate 7 53,85 3 37,5 3 60 5 55,6 5 100 0,876
2 -$rednie | 5 38,46 3 37,5 2 40 3 33,3 0 0
3 - duze 1 7,69 1 12,5 0 0 1 11,1 0 0
Hipertroficzny srédbtonek naczyniowy
0 - brak 3 23,1 1 12,5 3 60 1 11,1 1 20
1- mate 4 30,8 6 75 2 40 3 33,3 2 40 0,238
2 -Srednie | 4 30,8 1 12,5 0 0 4 44,4 2 40
3 -duze 2 15,4 0 0 0 0 1 11,1 0 0
Zwezone lub zamkniete swiatto naczyn
0 - brak 3 23,08 7 87,5 0 0 6 66,7 1 20
1-mate [5| 3846 |1 12,5 4 80 2 22,2 2 40 0,049
2 -$rednie | 4 30,77 0 0 1 20 1 11,1 2 40
3-duze 1 7,69 0 0 0 0 0 0 0 0
Formowanie petli naczyniowych
0 - brak 7 53,85 6 75 3 60 3 33,3 3 60
1- mate 5 38,46 1 12,5 1 20 4 44,4 2 40 0,660
2 -srednie | 1 7,69 1 12,5 1 20 2 22,2 0 0
3 - duze 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nekroza srédbtonka
0 - brak 5 38,46 5 62,5 4 80 5 55,6 2 40
1 - mate 7 53,85 2 25 1 20 2 22,2 0 0 0,506
2 -$rednie | 1 7,69 1 12,5 0 0 2 22,2 3 60
3 - duze 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Przerwana otoczka jgdrowa

0 - brak 3 23,1 5 62,5 4 80 1 11,1 1 20
1- mate 7 53,8 25 1 20 3 33,3 3 60 0,045
2 - $rednie | 3 23,1 1 12,5 0 0 5 55,6 1 20
Poszerzona przestrzen miedzy blaszkami otoczki jadrowej
0 - brak 5 38,46 7 87,5 5 100 4 44,4 2 40
1- mate 3 23,08 1 12,5 0 0 3 33,3 3 60 0,258
2 - $rednie | 4 30,77 0 0 0 0 2 22,2 0 0
3 -duze 1 7,69 0 0 0 0 0 0 0 0

Post hoc stwierdzono, ze podzialy mitochondrialne byly znacznie bardziej

nasilone w grupie G4 w poroéwnaniu z grupg Gl. Wyzszy stopien zwezenia $wiatla

naczyn krwiono$nych obserwowano w grupach G1 i G3 niz w grupie G2, wigksza cze$¢

naczyn byla takze zwezona w grupie G3 w porownaniu z grupg G4, a otoczka jagdrowa

byta istotnie czg$ciej poprzerywana w grupie G4 w zestawieniu z grupg G3 (Tabele 10,

11i12).

Tabela 10. Liczne podzialy mitochondrialne — réznice w zakresie grup G1-G4

Liczne podzialy mitochondrialne (p)

G1vs G2

G1vsG3

G1vs G4

G2 vs G3

G2 vs G4

G3vs G4

0,113

0,107

0,0217

0,598

0,144

0,0508

Tabela 11. Zwezenie $wiatla naczyn — roznice w zakresie grup G1-G4

ZwezZenie Swiatla naczyn kapilarnych (p)

GlvsG2 |G1vsG3 | G1vsG4 | G2vsG3 | G2vs G4 | G3 vs G4
0,036 0,402 0,212 0,008 0,508 0,049
Tabela 12. Przerwana otoczka jadrowa — r6znice w zakresie grup G1-G4
Przerwana otoczka jadrowa (p)
GlvsG2 |G1lvsG3 | GlvsG4 | G2vsG3 | G2vs G4 | G3 vs G4
0,195 0,078 0,293 0,672 0,064 0,027
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7.5.2. Badanie echokardiograficzne

Na podstawie analizy parametréw echokardiograficznych stwierdzono istotne

réznice w obrebie grup G1-G4 w zakresie wymiaru koncoworozkurczowego lewej

komory oraz frakcji wyrzutowej. Ponadto grupy G1-G4 roznity si¢ istotnie migdzy sobg

wymiarem lewego przedsionka, wartoScia TAPSE oraz wystgpowaniem i stopniem

niedomykalnos$ci zastawki mitralnej (Tabela 13).

Tabela 13. Pomiary echokardiograficzne

Zmienna | Grupa N X Me sd \% min max P
G1 15| 61,667 63| 11,980| 19,427 38,0 79,0
LVEDd G2 9| 49,889 51 6,373 | 12,774 37,0 58,0 0,009
G3 5| 61,600 57| 14,346| 23,289 52,0 87,0
G4 9| 49,111 51 6,679| 13,600 40,0 58,0
Gl 15| 30,267 30 9,339| 30,854 15,0 45,0
LVEE G2 9| 56,556 55 4,799 8,485 50,0 64,0 0,000
G3 5| 31,600 30 8,820| 27,913 23,0 45,0
G4 9| 58,333 55 4,330 7,423 55,0 65,0
Gl 11| 10,455 9 2,018| 19,304 9,0 14,0
IVS G2 8| 13,000 11,5 4,986 | 38,351 8,0 23,0 0,229
G3 4| 10,250 10,5 1,708 | 16,662 8,0 12,0
G4 6| 10,000 10 1,549| 15,492 8,0 12,0
Gl 13| 10,308 10 1,843 | 17,882 8,0 15,0
PW G2 9| 12,222 11 3,456 | 28,277 9,0 19,0 0,111
G3 4| 10,250 10 1,258 | 12,276 9,0 12,0
G4 6 9,167 8,5 1,941| 21,172 7,0 12,0
Gl 13| 46,231 49 7,791| 16,851 32,0 57,0
LA G2 9| 43,667 44 5,148 | 11,789 35,0 51,0 0,008
G3 4| 45,500 45,5 6,245| 13,725 38,0 53,0
G4 7| 34,714 38 6,576 | 18,942 26,0 42,0
Gl 13| 33,923 34 4,212 | 12,417 25,0 39,0
RV G2 9| 35,333 32| 12,329| 34,893 25,0 64,0 0,220
G3 3| 38,333 41 9,292 | 24,239 28,0 46,0
G4 8| 28,750 29,5 4,652 | 16,182 21,0 35,0
Gl 12| 18,917 18 4,274| 22,593 14,0 30,0
TAPSE G2 9| 22,444 23 3,844 | 17,128 14,0 28,0 0,019
G3 4| 19,500 19 3,000| 15,385 17,0 23,0
G4 7| 24,286 23 2,059 8,477 22,0 27,0
MR Gl 10 1,500 1 0,707 | 47,140 1,0 3,0 0,028
G2 7 0,714 1 0,488 | 68,313 0,0 1,0

99




G3 5| 0,800 1| 0,447| 55,902 0,0 1,0
G4 8| 0,625 0,5| 0,744|119,044 0,0 2,0
G1 7| 1,486 1,3| 0,739| 49,736 0,7 2,8
E/A G2 9| 1,101 1,14| 0,489 44,409 0,4 2,0 0211
G3 3| 0,950 1| 0,180| 18,977 0,8 1,1
G4 8| 1,594 1,46| 0,589| 36,982 0,9 2,5
G1 8| 69,324 74,3| 33,758| 48,695 0,5/ 104,0
c G2 7| 59,800 62| 15,248| 25,499 31,1 80,0 0,667
G3 4| 66,550 63,5| 14,755| 22,171 53,3 85,9
G4 3| 79,667 80| 2,517| 3,159 77,0 82,0
G1 5| 72,440 70| 16,508| 22,788| 55,0 93,8
A G2 7| 62,300 70| 20,787| 33,366| 30,0 89,0 0,627
G3 3| 64,200 70| 10,570| 16,464| 52,0 70,6
G4 3| 56,567 53,7| 12,254| 21,663| 46,0 70,0
G1 7| 4,935 5| 2,825| 57,248 0,0 9,5
£ G2 6| 5,040 553| 1,594| 31,632 1,9 6,4 0773
G3 3| 7,120 6| 2,423| 34,026 5,5 9,9
G4 6| 5,136| 4,935| 4,708| 91,658 0,0 11,9
G1 12| 14,570 13,1| 5,857| 40,196 7,3 26,5
/e G2 7| 12,089| 11,07| 2,787| 23,058 9,8 16,4 0,416
G3 3| 10,037 9,76| 1,514| 15,085 8,7 11,7
G4 2| 10,970| 10,97| 6,364| 58,012 6,5 15,5
G1 6| 1,200 1,15| 0,210| 17,480 1,0 1,5
AV Vinax |82 3| 1,433 1,3| 0,321| 22,427 1,2 1,8 0,527
G3 1| 1,400 1,4 1,4 1,4
G4 7| 2,043 1,5 1,485| 72,708 1,2 53
G1 6| 0,167 0| 0,408 (244,949 0,0 1,0
A G2 4| 0,250 0| 0,500 200,000 0,0 1,0 0,535
G3 3| 0,667 1| 0,577| 86,603 0,0 1,0
G4 7| 0,286 0| 0,488|170,783 0,0 1,0
G1 7| 1,000 1| 1,000 100,000 0,0 3,0
w62 6| 0,833 1| 0,408| 48,990 0,0 1,0 0,863
G3 3| 0,667 1| 0,577| 86,603 0,0 1,0
G4 8| 0,750 1| 0,463| 61,721 0,0 1,0
G1 12]105,917| 107,5| 20,554| 19,405 70,0| 141,0
AT G2 6|113,333| 114,5| 26,688| 23,549 67,0| 148,0 0,249
G3 2|126,500| 126,5| 34,648| 27,390 102,0| 151,0
G4 7|128,286 123 | 24,683| 19,240| 106,0| 176,0
G1 7| 0,714 1| 0,756/ 105,830 0,0 2,0
op G2 4| 0,750 1| 0,500| 66,667 0,0 1,0 0,663
G3 2| 1,000 1| 0,000/ 0,000 1,0 1,0
G4 5| 0,400 0| 0,548/136,931 0,0 1,0
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Analiza post hoc wykazata istotne réznice pod wzgledem wymiaru
koncoworozkurczowego oraz frakcji wyrzutowej lewej komory pomiedzy grupami G1
1G2, G1i G4, G2 i G3 oraz G3 i G4, pod wzgledem szeroko$ci lewego przedsionka
pomiedzy grupg G4 a grupami G1, G2 i G3, pod wzgledem TAPSE pomigdzy grupa G4
a grupami G1 i G3, natomiast jesli chodzi o niedomykalno$¢ mitralng, pomiedzy grupa
G1 a grupami G2, G3 i G4 (Tabele 14, 15, 16, 17 1 18).

Tabela 14. Analiza post hoc — test Duncana dla LVEDd

Test Duncana; zmienna: LVEDd
Grupa {1} {2} {3} {4}
Gl {1} 0,032195 0,989600 0,026847
G2 {2} 0,032195 0,025999 0,878044
G3 {3} 0,989600 0,025999 0,023490
G4 {4} 0,026847 0,878044 0,023490
Tabela 15. Analiza post hoc — test Duncana dla LVEF
Test Duncana; zmienna: LVEF
Grupa {1} {2} {3} {4}
Gl {1} 0,000062 0,718244 0,000054
G2 {2} 0,000062 0,000120 0,630686
G3 {3} 0,718244 0,000120 0,000062
G4 {4} 0,000054 0,630686 0,000062
Tabela 16. Analiza post hoc — test Duncana dla LA
Test Duncana; zmienna: LA
Grupa {1} {2} {3} {4}
Gl {1} 0,512096 0,842044 0,005975
G2 {2} 0,512096 0,617615 0,019986
G3 {3} 0,842044 0,617615 0,008001
G4 {4} 0,005975 0,019986 0,008001
Tabela 17. Analiza post hoc — test Duncana dla TAPSE
Test Duncana; zmienna: TAPSE
Grupa {1} {2} {3} {4}
Gl {1} 0,101313 0,769917 0,017396
G2 {2} 0,101313 0,147125 0,359066
G3 {3} 0,769917 0,147125 0,028290
G4 {4} 0,017396 0,359066 0,028290

101




Tabela 18. Analiza post hoc — test Duncana dla MR

Test Duncana; zmienna: MR
Grupa {1} {2} {3} {4}
Gl {1} 0,036852 0,049961 0,024655
G2 {2} 0,036852 0,803225 0,795208
G3 {3} 0,049961 0,803225 0,632806
G4 {4} 0,024655 0,795208 0,632806

7.5.3. Zaburzenia kurczliwosci i przerost miesnia

Analizujgc zaburzenia kurczliwo$ci migsnia lewej komory stwierdzone w badaniu
echokardiograficznym, nalezy zwrdci¢ uwage na istotne roznice w grupach G1-G4 pod
wzgledem wystepowania zaburzen kurczliwo$ci, ich obecno$ci w postaci uogélnionej,

a takze regionalnego umiejscowienia w obrebie §$ciany przedniej, dolnej, w obrebie

przegrody miedzykomorowej oraz koniuszka lewej komory (Tabela 19).

Tabela 19. Zaburzenia kurczliwosci i przerost $cian LV w TTE

G1 G2 G3 G4
N % N % N % N % P
zaburzenia kurczliwosci
nieobecne 2 13,3 8 88,9 2 40 8 88,9
0,000
obecne 13 86,7 1 11,1 3 60 1 11,1
uogolnione zaburzenia kurczliwo$ci
nieobecne 5 33,3 9 100 2 40 9 100
0,001
obecne 10 66,7 0 0 3 60 0 0
zaburzenia kurczliwosci w obrebie $ciany przedniej
nieobecne 6 40 8 88,9 2 40 9 100
0,005
obecne 9 60 1 11,1 3 60 0 0
zaburzenia kurczliwosci w obrebie $ciany tylnej
nieobecne 11 73,3 9 100 5 100 9 100
0,077
obecne 4 26,7 0 0 0 0 0 0
zaburzenia kurczliwosci w obrebie Sciany dolnej
nieobecne 7 46,7 8 88,9 2 40 8 88,9
0,042
obecne 8 53,3 1 11,1 3 60 1 11,1
zaburzenia kurczliwos$ci w obrebie $ciany bocznej
nieobecne 9 60 8 88,9 4 80 9 100
0,103
obecne 6 40 1 11,1 1 20 0 0
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zaburzenia kurczliwos$ci w obrebie przegrody miedzykomorowej

nieobecne 7 46,7 9 100 2 40 9 100 0.003
obecne 8 533 | 0 0 3 60 0 0 '
zaburzenia kurczliwosci w obrebie koniuszka lewej komory
nieobecne 10 66,7 9 100 3 60 9 100
0,049
obecne 5 33,3 0 0 2 40 0 0
przerost $cian lewej komory
nieobecne 6 40 7 77,8 3 60 5 55,6
0,347
obecne 9 60 2 22,2 2 40 4 44,4

Na podstawie analizy post hoc mozemy zauwazy¢, ze zaburzenia kurczliwosci
byly znacznie rzadziej obecne w grupach G2 1 G4 (w obydwu u 11,1% chorych), niz
w grupie G1 (86,7% pacjentow) (Tabela 20). W grupach G2 i G4 rowniez nie
wystepowaty uogolnione zaburzenia kurczliwo$ci oraz zlokalizowane w obrgbie
przegrody mi¢dzykomorowej, natomiast w grupie G1 odsetek pacjentow z obecnymi tego
typu zaburzeniami stanowil odpowiednio 66,7% oraz 53,3% 1 byly to rdznice istotne
statystycznie (Tabele 21 i 22). W obrebie $ciany przedniej dysfunkcje stwierdzono u 60%
pacjentow z grupy G1, natomiast nie obserwowano jej w grupie G4 (p=0,012). Blisko
progu istotno$ci znalazly si¢ wartosci p dla porownania grup G1 vs G2 oraz G3 vs G4
(Tabela 23). Analizujgc zaburzenia dotyczace kurczliwo$ci $ciany dolnej oraz koniuszka
lewej komory, nie wykazano istotnych roznic pomi¢dzy poszczegdlnymi grupami G1-G4
w konfrontacji 1:1 (Tabele 24 i 25).

Tabela 20. Zaburzenia kurczliwosci — réznice w zakresie grup G1-G4

zaburzenia kurczliwosci (p)

GlvsG2 | GlvsG3 | GlvsG4 | G2vsG3 | G2vs G4 | G3 vs G4

0,001 0,519 0,001 0,186 0,999 0,186

Tabela 21. UogdInione zaburzenia kurczliwosci — réznice w zakresie grup G1-G4

uogdlnione zaburzenia kurczliwosci (p)

GlvsG2 |G1vsG3 |G1vsG4 | G2vsG3 | G2vs G4 | G3 vs G4

0,005 0,999 0,005 0,052 0,052
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Tabela 22. Zaburzenia kurczliwoéci przegrody miedzykomorowej — roznice w zakresie grup G1-G4

zaburzenia kurczliwosci przegrody miedzykomorowej (p)

G1vs G2

G1vsG3

G1vs G4

G2 vs G3

G2 vs G4

G3 vs G4

0,025

0,999

0,025

0,052

0,052

Tabela 23. Zaburzenia kurczliwosci Sciany przedniej — réznice w zakresie grup G1-G4

zaburzenia kurczliwosci Sciany przedniej (p)

G1vs G2

G1vsG3

G1vs G4

G2 vs G3

G2 vs G4

G3vs G4

0,054

0,999

0,012

0,186

0,999

0,052

Tabela 24. Zaburzenia kurczliwoéci $ciany dolnej— réznice w zakresie grup G1-G4

zaburzenia kurczliwosci sciany dolnej (p)

G1vs G2

G1vsG3

G1vs G4

G2 vs G3

G2 vs G4

G3vs G4

0,102

0,999

0,102

0,186

0,999

0,186

Tabela 25. Zaburzenia kurczliwoéci koniuszka lewej komory — réznice w zakresie grup G1-G4

zaburzenia kurczliwosci koniuszka lewej komory (p)

G1vs G2

G1vsG3

G1vs G4

G2 vs G3

G2 vs G4

G3vs G4

0,153

0,999

0,153

0,21

0,210
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8. Dyskusja

Przebudowa serca, ktorg obserwujemy w wirusowym zapaleniu mig$nia
sercowego, wystepuje jako morfologiczne przejscie od tkanki zdrowej do takiej, ktora jest
podatna na destabilizacje i progresj¢ w kierunku niewydolno$ci serca. Na poziomie
komorkowym przebudowa powoduje stres dla catych kardiomiocytow poprzez zmiang
metabolizmu  energetycznego, struktury aparatu kurczliwego i cytoszkieletu.
Przeksztalcenia te czesto w krotkim czasie prowadza do rozwoju kardiomiopatii
rozstrzeniowej. W 1985 roku Ruzytto i wspotpracownicy opisywali cechy aktywnego
procesu zapalnego az w 61% serc poddanych biopsji z powodu stwierdzenia rozstrzeni
jamy lewej komory [Ruzyhto et al.1985]. Nalezy jednak pamigtaé, ze byt to okres przed
wprowadzeniem kryteriow Dallas oraz Marburskich. W populacji przez nas badanej
cechy aktywnego procesu zapalnego stwierdzono jedynie u 6,5% wszystkich pacjentéw

(7,4% pacjentdw z grupy B19V).

Zmiany ultrastrukturalne towarzyszace wirusowe] chorobie serca czy
parwowirusowemu zapaleniu migénia sercowego nie byly dotad licznie opisywane.
Pojedyncze publikacje oparte byly na wynikach badah eksperymentalnych
przeprowadzanych na zwierzgtach lub hodowlach komorkowych. W niniejszej rozprawie
przedstawiono wyniki badan klinicznych oraz ultrastrukturalnych i to one sg podstawg
analizy porownawczej z wynikami dostgpnych badan. Doglebna analiza mechanizméw
kierujacych przebiegiem infekcji wirusowej w migéniu Sercowym mozliwa bedzie

dopiero po przeprowadzeniu badan molekularnych.

Pomimo ogromnego postepu w leczeniu niewydolnosci serca, poczynionego
w okresie ostatnich kilkudziesigciu lat i zwigzanego z nim znacznego spadku
$miertelnosci (wynikajacego z wigkszej dostgpnosci do koronarografii i angioplastyk
wiencowych, udoskonalenia farmakoterapii NS, modyfikacji stylu zycia chorych
i lepszego leczenia chorob wspétistniejagcych) [Ziotkowski et al. 2009], niewydolno$é
serca pozostaje jedng z gtownych przyczyn zgonéw w Polsce i na $wiecie, a w zwigzku
Z systematycznym wydluzaniem si¢ $redniej dlugosci zycia w krajach rozwinietych,

czesto$¢ jej wystepowania stale rosnie [Towbin et al. 2010, Yancy et al. 2018]. Stad
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niezwykle istotne wydaje si¢ ciagle dazenie do opracowania skuteczniejszych schematow
farmakoterapii oraz postgpowania niefarmakologicznego u chorych z NS. Grupa
niewydolno$ci, w ktorej nadal mamy waski zakres mozliwo$ci terapeutycznych, jest NS
o etiologii pozapalnej, w ktorej to czynnik wirusowy jest podejrzewany o indukcje
procesu chorobowego w miokardium. Problem ten wydaje si¢ jeszcze bardziej istotny
w obliczu pandemii COVID-19, czyli choroby wywotanej przez koronawirusa SARS-
CoV-2. Badacze coraz czgsciej donosza o powiktaniach kardiologicznych tej infekcji,
takich jak np. zapalenie mig$nia sercowego [Everaert et al. 2020, Long et al. 2020,
Samidurai et Das 2020, Zeng et al. 2020].

Pacjenci uwzglednieni w niniejszym projekcie to w wigkszosci mezczyzni.
Przewazali oni zarbwno w grupie, W ktorej stwierdzono wirusowy materiat genetyczny
w bioptacie migsnia sercowego, jak i w grupie, w ktorej nie potwierdzono obecnosci
wirusa w miokardium. Sktad badanej grupy nieco odbiega od populacji wigkszosci badan
prowadzonych nad niewydolno$cig serca, gdzie me¢zczyzni wystepuja w przewadze,
ale stanowia zazwyczaj do 63% chorych [Ambrosy et al. 2014]. R6znica ta moze wynikaé
z zaobserwowanej przeze mnie wigkszej tatwosci w podejmowaniu decyzji o poddawaniu
si¢ procedurom inwazyjnym, w tym biopsji endomiokardialnej, wsrdd pacjentow pflcei
meskiej w poréwnaniu do kobiet. Sytuacja ta swoje odzwierciedlenie ma takze

w badaniach nad sktonnoscia do podejmowania ryzyka [Studenski 2004].

Chorzy, u ktérych wykryto wirusa, byli istotnie mlodsi od tych pacjentow
Z niewydolnos$cig serca, u ktorych nie wykryto wirusowego materialu genetycznego
w miokardium, co sugeruje istotny wplyw obecnosci wirusow na rozwoj NS. Nalezy tez
zwréci¢ uwage na stosunkowo mtody wiek obydwu grup w pordéwnaniu do populacji
pacjentéw z przewleklta niewydolno$cig serca. W populacji starszej przyczyng NS mozna
zazwyczaj ustali¢ na podstawie wywiadu oraz badan rutynowo wykonywanych w trakcie
diagnostyki kardiologicznej. Ze wzgledu na stale trwajaca, ograniczong dostepnosc
w Polsce do zespotow patologow majacych do§wiadczenie w ocenie materiatu pobranego
na drodze EMB, procedura ta wykonywana jest gldéwnie u pacjentow mniej
zaawansowanych wiekowo, pomimo pewnego odsetka niewydolnosci serca

niewiadomego pochodzenia u 0sob starszych.
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Jesli chodzi o nasilenie objawdéw niewydolnosci uktadu krazenia, to w badanu
dominowali pacjenci w Il stopniu wg skali NYHA przed chorymi w Klasie I. Trzecig
co do licznosci grupg byli pacjenci w klasie III, a grupa najmniej liczng byli chorzy,
ktorym przyznano w klasyfikacji NYHA stopien IV. Nie wystgpowaly istotne
statystycznie roznice nasilenia objawow pomigdzy pacjentami ze stwierdzonym
wirusowym materialem genetycznym w miokardium i bez. W duzych rejestrach
dotyczacych pacjentéw z niewydolnoscig serca dane te prezentujg si¢ odmiennie.
Dominujg w nich pacjenci ze znacznym stopniem nasilenia objawow, gtownie w klasie
NYHA 11 i IV. Np. w rejestrze ADHERE chorzy sklasyfikowani jako stopien I wg
NYHA stanowili 4% badanych, stopien II — 20%, Il — 44% i IV — 32% [Fonarow et
Corday 2004]. Roznica ta wynika najprawdopodobniej z tego, ze realizowane przeze
mnie badanie dotyczylo w duzej mierze pacjentéw, u ktorych $wiezo zdiagnozowano
niewydolno$¢ migsénia sercowego i probowano ustali¢ jej przyczyng. Chorzy ci, czgsto
dotychczas zdrowi, szukaja pomocy sytemu opieki zdrowotnej przy pierwszych objawach
dekompensacji uktadu krazenia. Grupg, ktora w najmniejszej czesci miata juz wczesniej
postawione rozpoznanie niewydolnosci serca, jest grupa G4. Miato to miejsce jedynie
u22% chorych, natomiast w grupach G1 i G3 odpowiednio u 87 i 100% pacjentow.
Statystyki te moga $wiadczyé 0 tym, ze grupa G4 jest zbiorowos$cig reprezentujaca
pierwszy etap wirusowej choroby serca. Potwierdzeniem tej tezy moze by¢ rowniez fakt,
ze ostry okres zapalenia mi¢$nia sercowego wigzany jest ze wzmozong aktywnoscig
procesu replikacji wirusa [Verdonschot et al. 2016], a grupa G4 to pacjenci z wysokim
poziomem kopijnosci B19V. Z drugiej strony jednak istniejg badania, ktore wykazaty
wzrost kopijnosci B19V w probkach krwi po wielu tygodniach od przebycia infekcji

pierwotnej pomimo braku jakichkolwiek objawow chorobowych [Lindblom et al. 2005].

Réznice szerokosci lewego przedsionka mierzonej w projekcji przymostkowe;j
w osi diugiej wykazaly istotno$é statystyczng w obrebie grup G1-G4. Sredni wymiar LA
byl znamiennie mniejszy w grupie G4 w stosunku do grup GI, G2 1 G3, co moze
swiadczy¢ o znacznie krotszym okresie trwania niewydolnosci lewej komory w grupie
G4, co opisywane byto przez Triposkiadisa i wspotpracownikow (2016). Istniejg takze
prace postulujace powigzanie wymiaru lewego przedsionka z cigzkoscig przebiegu

niewydolnosci serca [Rossi et al. 2018]. Wartos¢ TAPSE byta z kolei istotnic wyzsza
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w grupie G4 w poréwnaniu do grup Gl oraz G3 1 jest to kolejny argument
za poczatkowym stadium niewydolnosci serca w grupie G4, gdyz wykazano zwigzek
nasilenia niewydolnos$ci skurczowej prawej komory ze stopniem niewydolnosci
lewokomorowej [Bosch et al. 2017]. Srednie TAPSE nie réznito si¢ natomiast
W poréwnaniu grupy G2 z grupa G4. Czgstos¢ wystgpowania oraz stopien nasilenia
niedomykalnos$ci zastawki mitralnej byly znamiennie wyzsze w grupie G1 niz w grupach
G2, G3 oraz G4. Moze to wskazywac, iz grupa G1 sklada si¢ z pacjentdéw z najbardziej
zaawansowanym stopniem VHD 1 obarczona jest ztym rokowaniem dalszego przebiegu
choroby [Asgar et al. 2015, Shah et al. 2019]. Zaburzenia kurczliwosci migsniowki lewej
komory byly znacznie rzadziej obserwowane w grupach G2 i G4 w poréwnaniu do grupy
Gl (p=0,001 dla obydwu poréwnan). Podobna obserwacja dotyczy uogoélnionych
zaburzen kurczliwosci (p=0,005) oraz zaburzen w obrebie przegrody miedzykomorowe;j
(p=0,025). W grupie G4 rzadziej niz w grupie G1 wystepowaly zaburzenia w obrebie
$ciany przedniej lewej komory (p=0,012). Jesli chodzi o hipokinez¢ $ciany dolnej
i koniuszka LV, réwniez obserwuje si¢ jej mniejsze nasilenie w grupach G2 i G4
w stosunku do grupy G1. Jednak te porownania nie uzyskaly progu istotnoSci

statystycznej.

Pacjenci, ktorzy mieli dodatni wynik testu PCR w kierunku genomu dowolnego
wirusa w bioptacie migsnia sercowego, stanowili 53% ogotu chorych spelniajacych
kryteria wiaczenia do badania. Przypomnijmy, ze byla to populacja z objawami
dekompensacji ukladu krazenia, ktérej cze$s¢ miata wywiad bolu o charakterze
dlawicowym w przesztosci. U wszystkich pacjentow wykonano koronarografig, w ktorej
nie stwierdzono istotnych przewezen w tetnicach wiencowych. W przesztosci opisywano,
zeU 71% chorych z negatywnym wynikiem koronarografii wykrywano materiat
genetyczny wirusOw w bioptatach mig$nia sercowego pobranych do 24 godzin od czasu
rozpoczecia dolegliwosci bolowych [Kiihl et al. 2003]. W badanej przeze mnie populacji
czas wykonania koronarografii i biopsji mig$nia sercowego u niektorych chorych réznit
si¢ nawet o 5 lat. W tym czasie moglto dojs¢ do catkowitego usunig¢cia wirusow
z organizmu, nawet jesli to one byly przyczyng dolegliwosci i1 stad najprawdopodobniej

wynika wspomniana rozbieznos¢.
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Najczgsciej wykrywanym w materiale biopsyjnym migénia sercowego wirusem
byt B19V (67,6%). HHV-6 byt wykrywany w 9,9% przypadkéw, enterowirusy w 5,6%,
adenowirusy w 2,8%, a w 14,1% przypadkow stwierdzono wspotwystepowanie dwoéch
rodzajow wirusa w bioptacie. Dane te byly zbiezne z dotychczas opisywang w literaturze
wykrywalno$cia wirusow w EMB [Kiihl et al. 2005, Pollack et al. 2015]. Najczestsza
koinfekcja byla B19V + HHV-6 (60% koinfekcji). Bock 1 wspotpracownicy wykazali
w 2014 roku, ze koinfekcja BI19V z innymi wirusami kardiotropowymi, a zwtaszcza
z HHV-6, moze nasila¢ replikacje B19V 1 pogarsza¢ przebieg zapalenia mig$nia

SErcoweqgo.

Wg danych literaturowych parwowirus B19 bywal tez czesto wykrywany
U pacjentdow, u ktorych nie zostaly stwierdzone cechy zapalenia mig$nia sercowego ani
kardiomiopatii rozstrzeniowej [Kuethe et al. 2009, Moimas et al. 2012, Nielsen et al.
2014, Schenk et al. 2009]. Fakt ten moze $§wiadczy¢ o dtugotrwatym utrzymywaniu si¢
wirusa w sercach niektorych pacjentow po przebyciu infekcji pierwotnej,
np. w dziecinstwie. Genom parwowirusa B19V koduje glowne niestrukturalne biatko
NSI1, mate 11-kDa biatko niestrukturalne oraz biatka kapsydowe VP1 i VP2 [Luo
et Astell 1993]. Wydajna transkrypcja tych biatek zalezy od aktywno$ci procesu
replikacji genomu B19V [Guan et al. 2008]. Zakazenie B19V ogranicza si¢ do komorek
eksponujacych antygen receptora grupy krwi P [Brown et al. 1993], ktory jest niezbedny
do wigzania B19V, ale niewystarczajacy do jego internalizacji [Weigel-Kelley et al.
2001]. W tym celu wymagany jest koreceptor integryny B1 [Weigel-Kelley et al. 2003],
a Ku80 jest zaangazowany w wigzanie si¢ B19V z r6znymi typami komorek [Munakata
et al 2005]. Patologia infekcji parwowirusowej jest czgsto bezposrednio potgczona
Z cytotoksycznym jej charakterem, natomiast wiele wskazuje na to, ze niewydolnos¢
serca zwigzana z infekcja parwowirusowa nie jest zjawiskiem jednoczynnikowym. By¢
moze oprdcz obecnosci B19V do rozwoju choroby konieczne jest jeszcze wystgpienie
innych czynnikow, jak np. koinfekcja odmiennym wirusem [Tschope et al. 2021],
choroby toczace si¢ w obrgbie innych tkanek czy narzadéw, przewlekty stres lub tez
podobne stany skutkujace czasowym badz trwatym obnizeniem odporno$ci organizmu,

ktore w efekcie prowadzg do rozwoju petnoobjawowej wirusowej choroby serca.
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Jak wykazaly nieliczne badania prowadzone na populacji ludzkiej, B19V jest
bezposrednio zaangazowany jako czynnik etiologiczny w ostre zapalenie mig$nia
sercowego zaréwno w populacji pediatrycznej [Breinholt et al. 2010], jak 1 u dorostych
[Biiltmann, et al. 2003, Kiihl et al. 2003, Mahrholdt et al. 2006]. W przebieg
ogblnoustrojowej fazy infekcji B19V zaangazowane sa gltownie komorki $rdédblonka
naczyniowego [Cooling et al. 1995], ktory moze odpowiada¢ za szeroka dystrybucje
wirusa. Badacze przypuszczaja, ze B19V prawdopodobnie dziata poprzez wywotywanie
dysfunkcji srodbtonka, co z kolei wyzwala reakcje zapalne w tkance mig$nia sercowego,
prowadzace do rozwoju przewlektych kardiomiopatii [Bock, et al. 2010]. W takiej
sytuacji dysfunkcja $rédbtonka moze by¢ wywolana przez mechanizmy zalezne od wirusa
1 by¢ konsekwencja replikacji lub ekspresji bialek wirusowych, na przyktad biatka NSI
lub VP1.

W obrgbie materiatu biopsyjnego pacjentow z B19V zaobserwowano znamienne
rozbieznosci w zakresie liczno$ci podziatbw mitochondrialnych, wystgpowania
przewezen badz tez zamkniecia $wiatla naczyn kapilarnych oraz ubytkéw w otoczce jadra
komoérkowego. Analiza post-hoc wykazata, ze podzialy mitochondrialne byty bardziej
nasilone w grupie G4 niz w grupie Gl, zatem to wilasnie w pierwszej fazie infekcji
parwowirusowej zapotrzebowanie energetyczne miokardium jest najwyzsze. W zwigzku
z powyzszym mitochondria, ktore nie sg w stanie wyprodukowa¢ wystarczajacej ilo$ci
adenozynotrifosforanu (ATP) dla komorek, podlegaja intensywnym podziatom,
aby podotaé temu zadaniu. Swiatlo naczyn krwiono$nych bylo mocniej poprzewezane
w grupach G1 1 G3 w stosunku do grupy G2. Istotniejsze zwezenia naczyn obserwowano
takze w grupie G3 w poréwnaniu z G4. Sg to argumenty przemawiajace za wigksza
aktywnoscig procesu chorobowego w grupach chorych Gl i G3. A grupa, w ktorej
dochodzi do najszybszego postepu patologii wydaje si¢ by¢ G3. Przerwanie otoczki
jadrowej czgsdciej obserwowano w grupie G4 niz w grupie G3, gdyz to wlasnie w fazie G4
dochodzi do najintensywniejszej replikacji materialu genetycznego wirusa w jadrze
komorkowym. W materiale pobranym od pacjentow z parwowirusem B19 czesto
obserwowano wtoknienie przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Wystgpowanie wioknienia
przy braku obecnosci stanu zapalnego wg danych literaturowych zwigzane jest ze ztym

rokowaniem [Assomull et al. 2006]. Mozna z tego wnioskowa¢, ze niewydolnosci serca
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0 podlozu wirusowym zwigzane s3 z gorsza prognoza odnosnie przezycia niz np. NS

0 etiologii niedokrwiennej czy nadci$nieniowe;.

W grupie chorych z niskg kopijnoscia B19V nalezy na podstawie obserwacji
ultrastruktury mig¢snia sercowego w mikroskopii elektronowej wyrdzni¢ grupe <500 kopii
B19V, ktéra cechuje si¢ znacznym uszkodzeniem struktur jednostki migsniowo-
naczyniowej. Wiele wskazuje, ze jest to grupa pacjentow, u ktoérych doszto do znacznego
pobudzenia uktadu immunologicznego. Na skutek reakcji autoimmunologicznej nastapita
destrukcja tkanki migénia sercowego, a tempo eliminacji wirusd6w z organizmu
przewyzsza szybko$¢ procesu replikacji. Znaczny stopien uszkodzenia dotyczyt
zwlaszcza mitochondriow komorek miesniowych, jednakze obserwowano rowniez
mitochondria wykazujace cechy podziatu oraz konglomeraty niemal prawidlowych
mitochondriow. Obraz nasilonej patologii dotyczyl takze jader komoérkowych i naczyn
krwiono$nych, ktore najczesciej miaty catkowicie zamknigte swiatto. Grupa tych chorych
w wiekszosci cechuje sie niska frakcja wyrzutowa lewej komory i niepomysSlnym

rokowaniem.

Wyniki badan mikroskopowo-elektronowych przedstawione w rozprawie
wyraznie wskazuja na udzial wszystkich organelli kardiomiocytow, a takze otaczajacej
je tkanki tgcznej i naczyn wlosowatych (a zatem calej jednostki migdniowo-naczyniowej)
W procesie przebudowy migsnia po infekcji wirusowej. W przewleklej chorobie
zwigzanej z infekcjag B19V wykazano, ze komorki srodbtonka sg celami specyficznymi
dla B19V, natomiast kardiomiocyty, pozbawione receptorow dla B19V, sg wykluczone
z infekcji [Pankuweit et Klingel 2013, Towbin et al. 2010]. Zatem zmiany zachodzgce
W komorkach migéniowych s3 zmianami wtdérnymi i wynikaja z ich niedokrwienia.
Blokada replikacji w komodrkach $§rodblonka hamuje propagacje B19V i umozliwia
dhugotrwate przetrwanie nawet po ustgpieniu objawow zakazenia [Pozzuto et al. 2011].
Dotychczasowe badania wskazujg, ze uszkodzenie komorek $rodbtonka rdznych
narzadow podczas przewleklego zakazenia parwowirusem B19V moze bezposrednio
indukowac¢ apoptoze, nekroze i $mieré komorek przez rearanzacj¢ cytoszkieletu komorek
migsnia sercowego [Biiltmann et al. 2004, Duechting et al. 2008, Niiesch et Rommelaere

2007, Poole et al. 2004, Rayet et al. 1998]. Tymczasem obserwacje przeprowadzone na
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potrzeby niniejszej pracy nie potwierdzaja wynikéw badan prowadzonych na liniach
komorkowych. Ocena ultrastrukturalna wykazata bowiem jedynie morfologiczne cechy

nekrozy.

Patologiczne zmiany ultrastruktury CVU s3a bardziej nasilone u chorych
Z wyzszym stopniem niewydolnosci serca wedlug skali NYHA i1 wyzszym poziomem
NT-proBNP. Potwierdza to po raz kolejny przydatnos¢ tego biomarkera w diagnostyce
I klasyfikowaniu stopnia niewydolnosci serca [Karabulut et al. 2005]. W literaturze
mozna znalez¢é takze proby powigzania stgzenia NT-proBNP m. in. z funkcja
mitochondriow. Marker ten wykorzystywany jest m. in. do oceny wptywu konkretnych
substancji na ich sprawnos¢ [Xu et al. 2020]. Podobnie elementy CVU wykazuja wickszy
stopien uszkodzenia w przypadku chorych z wysokim poziomem troponiny I, ktora jest
z kolei markerem uszkodzenia kardiomiocytow. W toku przeprowadzonych badan
stwierdzono natomiast, ze koncoworozkurczowy wymiar lewej komory oraz jej frakcja
wyrzutowa byly parametrami, ktorych zmienno$¢ okazata si¢ niezwigzana bezposrednio
z patologiami w obrebie elementow CVU. Fakt, ze zmiany ultrastrukturalne sa bardziej
nasilone u chorych z wigkszym zaawansowaniem niewydolnos$ci serca, natomiast nie sg
skorelowane z frakcja wyrzutowa lewej komory, §wiadczy o duzej roli komponenty
rozkurczowej niewydolno$ci serca w wirusowym uszkodzeniu miokardium. Duze
rozpowszechnienie B19V opisywane bylo u chorych z izolowana dysfunkcja
rozkurczowg lewej komory m. in. przez Tschope 1 wsp. w 2005 roku. Takze w przypadku
infekcji HIV czgsto stwierdzana jest rozkurczowa dysfunkcja migsnia sercowego [Butler

et al. 2018].

Serce zawsze reaguje na zmiany w bodzcach §rodowiskowych za pomocg szeregu
odpowiedzi, ktore obejmujg zmiany objetosci komory i czgstosci akcji serca. Kolejnym
kluczowym sktadnikiem odpowiedzi serca na stres jest niekiedy znaczna zmiana, w gore
lub w dot, w masie mig$niowej [Hill et Olson 2008]. Zmiany te moga nastgpic
W wyjatkowo krotkich okresach czasu. Wiele sygnatow srodowiskowych ma charakter
fizjologiczny, np. ¢wiczenia fizyczne lub cigza. W przypadkach tych pomimo zmiany
masy migsnia sercowego zachowana jest jego struktura i funkcja [Dorn et al. 2003].

Istniejg jednak czynniki patologiczne, wptywajace na migsien sercowy destrukcyjnie.
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Nalezag do nich m.in. infekcje wirusowe, ktére wywotuja zaburzenia metaboliczne,
strukturalne i funkcjonalne. W obrazie ultrastrukturalnym kardiomiocytow uwage zwraca
rozpad aparatu kurczliwego, jednakze wyniki badan nie wykazaty catkowitej destrukcji
kardiomiocytow, a jedynie zanik znacznej czgséci aparatu kurczliwego, zazwyczaj przy
zachowaniu ciaglosci btony komodrkowej. Dojrzate kardiomiocyty charakteryzuja
si¢ ztozong struktura, ktora pozwala na skuteczny i1 zsynchronizowany skurcz calej
komorki. Utrzymanie tej struktury zapewnia cytoszkielet, ktory utrzymuje sarkomery,
mechanicznie sprzega miofibryle sgsiednich miocytow 1 przenosi mechaniczne sygnaty

stresowe.

Mitochondria s3 integralng czescig tej cytoarchitektury. Zajmuja one az okoto
30% catkowitej objetosci kardiomiocytéw, gdyz prawidtowe funkcjonowanie migsnia
sercowego Scisle zalezy od szlaku generujacego ATP [Huss et Huss 2005], a liczba
mitochondriow w kardiomiocytach jest regulowana dynamicznie w odpowiedzi
na zapotrzebowanie energetyczne [Lehman et al. 2000]. Mitochondria nie sg izolowanymi
organellami, lecz tworzg ztozone dynamiczne sieci, ktore sg pod Scistg kontrolg dwoch
odrebnych proceséw. Pierwszy to fuzja mitochondrialna, w wyniku ktorej powstaja
dhugie nitkowate mitochondria, a drugi to rozszczepienie, ktore generuje powstawanie
matych, sferycznych mitochondriow. Intensywno$¢ tych proceséw zalezy od potrzeb
metabolicznych komorki [Li et al. 2012, Miettinen et al. 2017]. Fuzja i rozszczepienie
mitochondriow to procesy przeciwstawne, ktore kontroluja liczbe mitochondriow, ich
morfologi¢ oraz, do pewnego stopnia, jako§¢ mitochondriow. Wtasciwa ich funkcja wigze
si¢ z rOwnowaga pomig¢dzy tymi procesami, a ich uposledzenie jest zwigzane z szerokim
zakresem chorob sercowo-naczyniowych [Goh et al. 2016, Twig et al. 2008]. Dodatkowo
innym zrodlem kontroli jakosci mitochondridow jest selektywna degradacja
dysfunkcyjnych organelli poprzez autofagi¢, ktora jest okreslana jako mitofagia
[Lemasters 2014]. Utrzymanie morfologicznej integralnosci mitochondriow jest
niezwykle wazne dla struktury serca i jego funkcjonowania. Obecnie rola mitochondriow
w patofizjologii miazdzycy, urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego, nadcisnienia
tetniczego, cukrzycy, przerostu serca i niewydolnosci stanowi ciagle aktualny przedmiot
zainteresowania badaczy [Siasos et al. 2018]. Unikalnym odkryciem w mig$niu

sercowym jest ciggla komunikacja pomigdzy sgsiednimi mitochondriami. Zauwazono,
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ze istnieja migdzy nimi tzw. ,kissing junctions”, ktore umozliwiaja wymian¢ biatek
i jonéw [Huang et al. 2013]. Ponadto migdzy sagsiednimi mitochondriami wystepuja
nanotunele, ktore kontrolujag odpowiedz mitochondrialng, szczegdlnie dotyczaca zmian
dynamiki przeptywu jonéw wapnia [Lavorato et al. 2017]. Dysfunkcja mitochondriow
wplywa na komorki $rodblonka, poniewaz starzejace si¢ Struktury maja obnizong

ekspresj¢ enzymow antyoksydacyjnych, takich jak SOD-2 i reduktaza tioredoksynowa.

Wirusy sa czgsta przyczyng wystepowania zaburzen w funkcjonowaniu
mitochondridow. Dobrym przyktadem jest infekcja wirusem zapalenia watroby typu C
(HCV). Biatka tego wirusa dostaja si¢ do mitochondriow, powodujac wzrost wychwytu
Ca2+, produkcje reaktywnych form tlenu i1 zwigkszenie przepuszczalnosci bton
mitochondrialnych. Podobng rol¢ w patogenezie HIV odgrywa biatko wirusowe R,
zintegrowane z mitochondrialng btong zewnetrzng. Zmniejsza ono ekspresje mitofusiny
2, co prowadzi do fragmentacji mitochondridw i1 depolaryzacji btony mitochondrialnej,
indukujacej $mier¢ zakazonych limfocytow T. Sugeruje sie, ze zapalenie migénia
sercowego zwigzane z HIV, HCV lub grypa wynika z odpowiedzi uktadu
odpornosciowego na te patogeny. Opisywano predyspozycje genetyczne do rozwoju
DCM w wyniku utrzymywania si¢ HCV u pacjentow z HLA-DPB1*0901 i HLA-
DRB1*1201 [Sanchez et Bergasa 2008]. Kolejnym przyktadem jest wirus syncytialny
uktadu oddechowego (RSV), ktoéry moze powodowaé cigzkie infekcje, poniewaz
wirusowe biatko niestrukturalne NS1 zakldéca funkcjonowanie przeciwwirusowego
mitochondrialnego biatka sygnalowego, hamujacego wytwarzanie interferonu.
OdpowiedZz immunologiczna jest zatem opdzniona na wczesnym etapie infekcji RSV,
co daje wigcej czasu na replikacje wirusa. Bardzo ciekawa grupe stanowig wirusy
kardiotropowe, np. herpeswirus HHV-6. Rodzina herpeswiruséw znaczaco zmienia
funkcjonowanie mitochondriow w zainfekowanych komorkach T poprzez modyfikacje
ekspresji gendéw 1 przebiegu fosforylacji oksydacyjnej. W szczegdlnosci dochodzi
do modulacji replikacji i transkrypcji mitochondrialnego DNA. Jednoczesnie podczas
infekcji dramatycznie zmniejsza si¢ potencjat btony mitochondrialnej. Przypuszcza sie, ze
bltedy w funkcjonowaniu mitochondriow prowadza do zaburzen réwnowagi
metabolicznej 1 sygnalizacyjnej, ktore wptywaja na homeostaz¢ komérkowa. Najczesciej

wystepujacym U ludzi wirusem kardiotropowym jest parwowirus B19. W infekcjach
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B19V znaczaca rolg¢ odgrywa, jak w przypadku RSV, wirusowe niestrukturalne biatko
NSI. Po infekcji parwowirusem, réwnolegle z ekspresja biatka NS1, widoczne byto
uszkodzenie struktury mitochondriow i przejsciowa depolaryzacja ich bton. Wykazano
réwniez, ze NS1 wchodzito w interakcje z réznymi biatkami komérkowymi, w tym
z regulatorami transkrypcji i elementami mechanizmu replikacji, wywotujac efekty
cytopatyczne. Poziom fosforylacji biatka jest Scisle zwiazany z regulacja réznych funkcji
NS1 [Birdwell et West 2018].

W ostatnich latach liczne badania wykazaty, Zze kluczowa rol¢ w interakcji
pomiedzy komoérkami gospodarza i wirusami odgrywa autofagia [Cheng et al. 2017,
Rautou et al. 2011]. Jest ona dynamicznym, wszechobecnym procesem katabolicznym,
majacym na celu utrzymanie homeostazy komorkowej 1 wytwarzanie energii, w ktorym
komorki usuwaja agregaty biatka i uszkodzone organelle w celu recyklingu. Autofagia
odgrywa kluczowa role w degradacji i usuwaniu licznych patogenow wirusowych
[Deretic et Levine 2009, Sumpter et Levine 2010]. Jednak w zaleznosci od $rodowiska
wewnatrzkomorkowego wirusOw 1 typow komorek gospodarza, funkcjonalne role
autofagii w roznych infekcjach wirusowych roéznig si¢ [Deretic 2016]. W odpowiedzi
narozne infekcje wirusowe, autofagia moze regulowa¢ przebieg reakcji
immunologicznych i adaptacyjnych poprzez regulacje réznicowania komorek
immunologicznie kompetentnych, ich przezycie, fagocytoze, sposob prezentacji
antygenu, proces degranulacji lub tez produkcji cytokin, co odgrywa wazng rolg
w thumieniu lub promowaniu infekcji wirusowej [Deretic et Saitoh 2013, Ma et al. 2013,
Puleston et Simon 2014]. Podczas autofagii, w celu sekwestracji czesci cytoplazmy,
W cytozolu tworzg sie potksiezyce zwane fagoforami. Brzegi fagoforéw rozciggaja sie
| ostatecznie 13cza, tworzac zamknigte pecherzyki z podwojng blong, znane jako
autofagosomy. Nastepnie tacza si¢ one z endosomami, tworzac amfisomy, oraz
z lizosomami, tworzac autolizosomy. Zawarto$¢ autofagosomow zostaje ostatecznie
zdegradowana przez enzymy lizosomalne [Levine et Kroemer 2008]. Wirusowe kwasy
nukleinowe s rozpoznawane przez receptory rozpoznawania wzorcOw (PRR) [Akira et
al. 2006]. Cytozolowy kwas nukleinowy jest wykrywany przez receptory podobne
do RIG-I (RLR), natomiast w przedziatach endosomalnych wirusowy kwas nukleinowy

jest rozpoznawany przez receptory Toll-podobne (TLR) [Medzhitov 2007]. Oba systemy
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detekcji aktywuja czynniki transkrypcyjne IRF3/IRF7 i NF-xB, powodujac odpowiednio
wytwarzanie IFN typu | i cytokin prozapalnych. Wsrod wielu czynnikow
przeciwdrobnoustrojowych gospodarza interferony typu 1 indukuja silne mechanizmy
obronne przed wirusami i sg kluczowe w walce z patogenem. Organizm ludzki
wykorzystuje ten wrodzony uktad cytokin do tworzenia wielu warstw obrony
immunologicznej [Garcia-Sastre et Biron 2006], podczas gdy wirusy rozwinety specjalne
systemy unikania natychmiastowego dzialania przeciwwirusowego IFN [Orvedahl et
Levine 2009]. Strategie te mozna ogodlnie podzieli¢ na trzy niewykluczajace sig¢
wzajemnie podejécia: bezposrednie hamowanie bialek gospodarza indukujacych
autofagie, zaklocanie szlaku degradacji oraz zatrzymanie autofagii gospodarza w celu
wsparcia replikacji wirusa. Niektore wirusy ttumia Sciezke autofagii, podczas gdy inne
ja wzmacniajg. Bez trudu mozna znalez¢é wirusy, ktore wykorzystujg autofagic w celu
osiggni¢cia maksymalnej replikacji. Sg to np. wirusy Coxsackie, wirus pryszczycy i wirus
polio [Suhy et al. 2000, Wong et al. 2008]. Badania na komoérkach zakazonych ludzkim
parwowirusem B19 wykazaly, ze ludzki parwowirus B19 moze nasila¢ autofagie
[Nakashima et al. 2006]. Podczas stresu, wywotanego np. niedozywieniem, autofagia
moze tez by¢ indukowana jako sposob na wytworzenie ograniczonej ilosci sktadnikow

odzywczych, niezbednych do przezycia komorki.
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8.1. Ograniczenia pracy

Podstawowym ograniczeniem pracy wydaje si¢ by¢ odmienny czas trwania
choroby u poszczegolnych pacjentow w trakcie wykonywania diagnostyki inwazyjnej.
Biopsja migénia sercowego wykonywana byla w Klinice Kardiologii Inwazyjnej CSK
MSWIA w Warszawie, a wigc w osrodku o najwyzszym stopniu referencyjnosci,
do ktorego trafiajg pacjenci ze znacznej czesci kraju. Zatem czas od wystgpienia objawow
do momentu pobrania EMB wahat si¢ od kilku dni u pacjentdéw, ktdrzy zostali skierowani
do Kliniki bezposrednio z poradni kardiologicznej, do nawet wielu miesigcy czy
w skrajnych przypadkach lat, zanim chorzy, przechodzac przez kolejne stopnie
referencyjnosci, dotarli do CSK MSWiA.

Kolejnym ograniczeniem jest mata liczebnos¢ analizowanych grup, pomimo
ze badanie zostato wykonane na jednej z najwigkszych na $wiecie baz bioptatdow mi¢snia
sercowego. Liczebno$¢ ta mogla wplynag¢ na uzyskane wyniki i1 brak istotnosci
statystycznych niektorych parametréw, ktore wydaja sie by¢ istotne z punktu widzenia
obserwacji mikroskopowej. Niestety metoda biopsji endomiokardialnej nadal nie jest
wykonywana tak czesto, jak zalecaja wytyczne, a wynika to w gldwne] mierze
Z ograniczonej liczby osrodkéw wykonujacych to badanie. Rozwigzaniem tej kwestii
mogloby by¢ potaczenie sit przez kliniki wykonujace EMB i wykonanie badania

wielosrodkowego.

Kwestig, ktéra takze mogta wplynaé na uzyskane wyniki dotyczace w gtowne;j
mierze wywiadu zebranego od chorych, wynikow badan laboratoryjnych i obrazowych,
jest fakt, ze rekrutacja pacjentow do badania trwata az 7 lat (2010-2017).
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9. Whnioski

1)

2)

3)

4)

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

Obraz zmian ultrastrukturalnych poszczegdlnych elementéw jednostki
mig¢$niowo-naczyniowej u pacjentow z wirusowg chorobg serca spowodowang
przez parwowirusa B19 roznit si¢ w porownaniu do chorych z rozstrzenia
lewej komory, u ktorych nie stwierdzono obecnos$ci wirusowego materiatu
genetycznego. Patologie obserwowane byly w aparacie kurczliwym,
mitochondriach i jadrach komoérkowych kardiomiocytow. Zmiany
ultrastrukturalne dotyczyty rowniez przestrzeni zewnatrzkomoérkowej i naczyn
wlosowatych.

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

Grupa chorych z kopijnoscia BI9V <500 reprezentowala ,,zejSciowy” obraz
infekcji parwowirusem B19, ze znacznym stopniem destrukcji mig$nia
sercowego 1 niepomys$lnym rokowaniem. Znaczny stopien uszkodzenia
kardiomiocytow byt wtorny do patologii w obrebie naczyn kapilarnych,
bedacych przyczyna niedokrwienia.
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