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Kratak sadrzaj

Akutni miokarditis je klinicki ozbiljno oboljenje i glavni uzrok dilatacione
kardiomiopatije. Kod pacijenata sa miokarditisom mozZe se u kratkom vremenskom
periodu razviti aritmija, progresivna sr¢ana insuficijencija i Sok. Polovina svih slucajeva
miokarditisa kod Coveka javlja se nakon akutne virusne infekcije miokarda. Pored
direktnog oSte¢enja misi¢nih Celija srca virusom i autoimunski odgovor organizma na
miozin, koji se oslobada iz kardiomiocita tokom virusne infekcije, ima vaznu ulogu u
patogenezi miokarditisa. Eksperimentalni autoimunski miokarditis (EAM) predstavlja
model koji odgovara miokarditisu dzinovskih ¢elija kod ljudi. EAM karakteriSe difuzna
mononuklearna Celijska infiltracija, intersticijski edem 1 masovna nekroza
kardiomiocita. U pojedinim infiltratima se zapazaju karakteristicne dzinovske
visejedarne Celije. LeCenje akutnog miokarditisa i dalje predstavlja znacajan klinicki
problem. Iako su inflamacija i autoimunski odgovor klju¢ni faktori u razvoju i progresiji
bolesti, veéina klini¢kih studija nije potvrdila opravdanost rutinske primene
imunosupresivnih lekova u terapiji miokarditisa.
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Uvod

» Trudimo se da istraZimo uzroke i sekvele inflamacije i apscesa u srcu :
ali $ta je dobit od tog rada? Inflamatorne bolesti srca je teSko dijagnostikovati,
a Cak i kada ih dijagnostikujemo da li ée terapija biti bolja ? ”

Jean Baptiste Senac (1643-1710)

Miokarditis je inflamatorna bolest sranog miSi¢a pracena
mononuklearnom ¢elijskom infiltracijom i nekrozom kardiomiocita koja se
javlja u odsustvu ishemijske bolesti srca (1). U aktivnom miokarditisu
mononuklearne inflamatorne ¢elije su u direktnom kontaktu sa sréanim
miSi¢nim c¢elijama i odgovorne su za njihovo ostecenje i pojavu inflamacije.
Akutni miokarditis je glavni uzrok dilatacione kardiomiopatije i moze imati
fatalan ishod (2).

Miokarditis i dilataciona kardiomiopatija su osnovni uzrok razvoja src¢ane
insuficijencije kod pacijenata mladih od 40 godina. Statisticki podaci ukazuju
da incidenca dilatacione kardiomiopatije iznosi 10 na 100.000 stanovnika, pri
¢emu mortalitet iznosi 46% u periodu od 5 godina od postavljanja dijagnoze (3).
Transplantacija srca je jedino terapijsko reSenje, obi¢no je efikasna i znatno
produzava zivotni vek pacijenata, ali je povezana sa doZivotnom
imunosupresijom i rizikom od odbacivanja transplantiranog organa. Medutim,
ogranic¢ena dostupnost odgovarajucih organa i izuzetno skupo lecenje namecu
potrebu za efikasnijim metodama leCenja ili cak, ako je to moguce, i
prevencijom miokarditisa i dilatacione kardiomiopatije (4).

Precizna etioloska dijagnoza miokarditisa i danas predstavlja znacajan
klinicki problem jer vecina slucajeva protiCe sa nespecificnim i blagim
simptomima ili u subklini¢koj formi. Medutim, bolest moze napredovati i
dovesti do naprasne smrti, ventrikularne aritmije ili podmuklo progredirati do
terminalne sr¢ane insuficijencije (5).

Ostecenje misi¢nog tkiva i sprovodnog sistema srca mogu izazvati brojni
infektivni 1 neinfektivni agensi. Mikroorganizmi, kao $to su virusi, bakterije,
rikecije, gljivice i protozoe, ali i toksi¢ni agensi, lekovi i alkohol mogu
uzrokovati miokarditis. Postoje brojni eksperimentalni i klinicki rezultati koji
ukazuju da su mnoga sr¢ana oboljenja (reumatska groznica, Chagasov i virusni
miokarditis) imunoloski posredovana. Zajednicko vecini ovih bolesti je to $to se
rana, akutna faza javlja u toku infekcije mikroorganizmom, dok se u kasnijoj,
hroni¢noj fazi javlja imunski odgovor na sopstvene antigenske determinante (6).
Mehanizmi koji dovode do pokretanja autoimunskog odgovora u miokarditisu
nisu u potpunosti poznati i sigurno su veoma kompleksni. Najées¢e pominjani
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uzroci su: 1) povecana prezentacija sopstvenih peptida, ii) ispoljavanje
sopstvenih proteina koji su do tada bili ,,skriveni”, pa se prema njima nije
uspostavila autotolerancija i iii) imunski odgovor na sopstvene antigenske
determinante koje su slicne determinantama infektivnog agensa (antigenska
mimikrija) (6, 7, 8). Sama Cinjenica da u veoma malom broju slucajeva dolazi
do progresije bolesti u hroni¢nu formu autoimunskog miokarditisa, ukazuje da
su, pored gore navedenih autoimunskih mehanizama, kao predisponirajuéi
znacajni i genetski faktori (9).

U 50% slucajeva humanog miokarditisa virusna infekcija prethodi
razvoju inflamacije miokarda. Virusni miokarditis mogu izazvati koksaki virusi,
parvo virusi, adenovirusi, citomegalovirus, Epstein-Barr virus, respiratorni
sincicijalni virus i HIV (10). Najces¢i uzro¢nik virusnog miokarditisa je
Coxsackie B3 virus (11).

Patogenetski mehanizmi autoimunskog miokarditisa
Eksperimentalni modeli

U razjasnjenju patogenetskih i imunoloskih mehanizama ukljucenih u
razvoj miokarditisa, kao i o mogucoj terapiji, u velikoj meri su pomogla
istrazivanja na eksperimentalnim modelima. Autoimunski miokarditis se moze
indukovati u genetski osetljivih sojeva eksperimentalnih Zivotinja na dva
nacina:

1. Inokulacijom Coxsackie B3 virusa, citomegalovirusa ili virusa
encefalomiokarditisa misevima A/J ili BALB/c soja. Kod ovih Zivotinja
hroni¢na faza miokarditisa predstavlja autoimunski miokarditis koji se i
histoloski i imunoloski razlikuje od rane faze bolesti posredovane direktnim
dejstvom virusa. Ova hroni¢na faza je pracena produkcijom autoantitela i
autoreaktivnih CD4+ T pomo¢nickih limfocita (Th) koji su specifi¢ni za miozin
¢elija sr€anog miSi¢a, glavni antigen protiv kojeg je usmeren autoimunski
odgovor (12-15).

2. Imunizacijom eksperimentalnih Zivotinja (miSeva ili pacova)
miozinom ¢elija sr¢anog misi¢a ili imunodominantnim epitopom teskog lanca
miozina u kompletnom Freund-ovom adjuvansu (16-19). Ovaj eksperimentalni
model, poznat kao eksperimentalni autoimunski miokarditis (EAM),
omogucava proucavanje ove bolesti bez komplikacija do kojih moze dovesti
rana infekcija virusom (Slika 1).

15



Virusna infekcija <+—— Coxsackie B3 virus
Citomegalovirus
l Virus encefalomiokarditisa

Virusni miokarditis

l

Autoimunski miokarditis <—— Imunizacija antigenima srca

Miozin ¢elyja sréanog misica
Imunodominantni peptidi miozina

Dilataciona kardiomiopatija

Slika 1. Autoimunski miokarditis kod ljudi je najcéeS¢e posledica
imunskog odgovora na viruse. Eksperimentalni modeli imitiraju
taj tip dvofazne bolesti kod ljudi, ili alternativno, samo
autoimunsku fazu bolesti, zaobilazeéi prvu fazu virusne
infekcije.

EAM je prema svojim histoloskim karakteristikama i toku analogan
miokarditisu dzinovskih celija kod Iljudi (20). Na osnovu histoloskih i
imunohistohemijskih analiza miokarda u razli¢itim fazama bolesti pokazano je
da se 8. dana nakon indukcije bolesti u miokardu zapaza pojacana ekspresija
adhezivnih molekula na endotelu krvnih sudova, dok su mononuklearni ¢elijski
infiltrati prisutni u drugoj nedelji, a inflamatorne promene u vidu ekstenzivne
nekroze i masivnih infiltrata su maksimalno izrazene 21. dana od indukcije
miokarditisa. U tre¢oj nedelji u infiltratima se zapaZaju karakteristicne
viSejedarne dzinovske celije, dok se 34. dana inflamatorne promene smanjuju, a
dominira proces fibroze. Celijske infiltrate u tkivu &ine u najvecoj meri
monociti, makrofage, CD4" i CD8" T limfociti, i retki B limfociti (18, 19, 21).

Uloga citokina u patogenezi EAM

Citokini produkovani od strane monocita/makrofaga i Th limfocita su
ukljuceni u razvoj EAM kako u induktivnoj fazi, tako i u stadijumu rezolucije
miokarditisa (22, 23, 24). Brojni rezultati su potvrdili da citokini produkovani
od strane Th1 subpopulacije limfocita, kao $to su IL-2, IFN-yi TNF-B, imaju
ulogu u pokretanju autoimunskog procesa u ranoj fazi indukcije bolesti, dok su
citokini Th2 profila IL-4, IL-10 i IL-13 znacajni u fazi rezolucije inflamatornog
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procesa (21, 25-28). Ekspresija IL-10, koji je funkcionalni antagonist IL-12,
javlja se u fazi rezolucije miokarditisa, kada se u tkivu znacajno povecava i
produkcija TGF-B. TGF-p, koji sekretuju miociti, trombociti i endotelne celije,
ima vaznu ulogu u fazi izleCenja jer suprimira produkciju proinflamatornih
citokina (22, 23). Primena IL-10 i IL-13 je pokazala pozitivan ucinak u supresiji
EAM (25, 29). Najnovija istrazivanja ukazuju da i citokini IL-17 i IL-23 koje
produkuje skoro otkrivena Th17 subpopulacija limfocita imaju vaznu ulogu u
patogenezi EAM. IL-17 se produkuje u ranoj fazi EAM i inhibicija ovog
citokina bi mogla biti jedan od terapijskih pristupa u supresiji EAM (28).

Aktivirane makrofage su glavne c¢elije koje produkuju proinflamatorne
citokine (TNF-a, IL-1PB, IL-6), IL-12 i azot monoksid (NO). Poznato je da
TNF-a ispoljava direktno kardiotoksi¢no dejstvo i deluje sinergisticki sa IL-1[ i
IFN-y na ispoljavanje inducibilne NO sintaze (iNOS) u makrofagama i
miocitima (30). Pokazano je da u in vitro uslovima TNF-a moze indukovati
apoptozu kardiomiocita, a da uti¢e i na kontraktilnost miSi¢nih celija (31).
Negativan inotropni efekat TNF-a i IL-1P je posredovan NO, koji sintetisu
kardiomiociti, makrofage, endotelne i miSi¢ne ¢elije krvnih sudova. NO u
povecanoj koncentraciji moze direktno oStetiti sr€ane miSi¢ne Celije,
inhibicijom enzima cis-akonitaze, gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaze i
ribonukleotid reduktaze. Smanjenje kontraktilne funkcije sr¢anog misica u toku
EAM je u korelaciji sa produkcijom NO u miokardu, a odredeni lekovi koji
antagonizuju dejstvo NO (vesnarinon), imaju pozitivan efekat na poboljSanje
sr¢ane funkcije i smanjenje inflamatornih promena (31).

Imunosupresija i imunomodulacija autoimunskog miokarditisa
T limfociti kao potencijalne ciljne Celije u terapiji EAM

Efekat razli¢itih imunosupresivnih i imunomodulatornih lekova ispitivan
je u EAM. Kodama i saradnici su pokazali pozitivan terapijski u¢inak FK506,
makrolida izolovanog iz Streptomyces tsukubaensis, u autoimunskom
miokarditisu indukovanom kod Lewis pacova (32). Imunosupresivno dejstvo
FK506 ostvaruje inhibicijom aktivacije samih T limfocita kao i inhibicijom
aktivacije B limfocita koja je T-zavisna. FKS506 deluje i antiinflamatorno
inhibicijom oslobadanja histamina iz mastocita 1 spreCavanjem sinteze
leukotriena C, i prostaglandina u navedenim celijama (33).

U istom eksperimentalnom modelu ispitivan je i imunosupresivni lek 15-
deoxyspergualin (15-DSG), izolovan iz Bacillus laterosporus. Ovaj lek je
efikasno suprimirao razvoj inflamatornih promena u srcu (34). 15-DSG inhibira
proliferaciju i diferencijaciju T i B limfocita, a mehanizam njegovog dejstva je
inhibicija ekspresije receptora za IL-2 . Kod Zivotinja tretiranih 15-DSG,
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zapazena je smanjena produkcija autoantitela u miokardu, kao i ekspresija MHC
molekula II klase, a time i prezentacija autoantigena u miokardu (34).

Leflunomid je imunosupresivni lek koji se pokazao efikasnim u razli¢itim
eksperimentalnim modelima autoimunskih bolesti i reakcijama odbacivanja
transplantata, kao i u terapiji pacijenata sa reumatoidnim artritisom. Kod DA
pacova ovaj lek je sprecio razvoj EAM direktnim dejstvom na aktivaciju i/ili
proliferaciju autoreaktivnih T limfocita, kao i dejstvom na migraciju dendritskih
¢elija ili na njihovu interakciju sa miozin-specificnim T limfocitima (18, 19)
(Tabela I).

Tabela I Imunosupresivni/imunomodulatorni lekovi, mehanizam delovanja i
potencijalni ciljni molekuli i ¢elije u terapiji EAM

Lek Mehanizam delovanja Literatura
FK506 Blokira produkciju T-Celijskih citokina 32,33
15-DCG Inhibira proliferaciju i diferencijaciju T i B limfocita 34

Inhibira aktivaciju i proliferaciju T limfocita

Leflunomid 18, 19

Vesnarinon Inhibira sintezu TNF-a i iINOS 31, 38, 39

Pentoksifilin Inhibira produkciju TNF- a 41,42

Na-fuzidat Inhibira produkciju TNF- a 44-48

Statini Inhibira produkciju TNF- a 49-54

Miozin Indukcija tolerancije - antigen-specificna 55, 56
imunosupresija

Citokini i NO kao potencijalne ciljne molekule u terapiji EAM

Vesnarinon je kinolinonski agens koji ispoljava pozitivno inotropno
dejstvo na miokard (35, 36) i stoga se primenjuje u terapiji sréane insuficijencije
(37). Vesnarinon je ispoljio pozitivan efekat u terapiji autoimunskog
miokarditisa indukovanog kod Lewis pacova (31). Ispitivanja u in vitro
uslovima su pokazala da vesnarinon inhibiSe sintezu TNF-a u splenocitima
miSa sa akutnim virusnim miokarditisom (38), dok u kulturi kardiomiocitima
pacova i J774 liniji makrofaga inhibira sintezu iNOS (39).
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Pentoksifilin je derivat ksantina koji takode suprimira produkciju TNF-
o, a svoj efekat ostvaruje poveéanjem intracelularnog cAMP-a i inhibicijom
transkripcije gena za TNF-a (40). Kod pacova kojima je indukovan EAM
tretman pentoksifilinom je doveo do smanjenja inflamacije i produkcije
proinflamatornih citokina u miokardu i supresije proliferacije T limfocita (41,
42). Osim kod eksperimentalnih zivotinja, anti-inflamatorni efekat
pentoksifilina potvrden je u klini¢koj studiji kod pacijenata sa dilatacionom
kardiomiopatijom (43).

Natrijum fuzidat je antibiotik sa imunomodulatornim delovanjem koje
ostvaruje inhibicijom produkcije TNF-o (44-46). Pozitivan ucinak natrijum
fuzidata, primenjenog u ranoj i kasnoj fazi razvoja EAM, pokazan je na modelu
miozinom indukovanog miokarditisa kod DA pacova (47, 48).

Nedavna istrazivanja su pokazala da statini mogu predstavljati nove,
potencijalno korisne imunosupresivne agense. Statini su ispoljili pozitivan
efekat u razli¢itim eksperimentalnim modelima autoimunskih bolesti (49-51) i
klinickim studijama na pacijentima sa multiplom sklerozom i Hashimoto
tiroiditisom (52, 53). Simvastatin je ispoljio pozitivan u¢inak u supresiji EAM
kod Lewis pacova, a navedeni efekat je posledica sa jedne strane smanjenog
oste¢enja kardiomiocita posredstvom TNF-a, a sa druge strane inhibicije
sazrevanja antigen prezentujucih ¢elija indukovanog TNF-a (54) (Tabela I).

Autoantigeni kao potencijalni ciljni molekuli u terapiji EAM

Wang i saradnici su pokazali da per-nazalna primena miozina pre
indukcije miokarditisa dovodi do redukcije inflamatornih promena u miokardu i
smanjene produkcije IL-2, TNF-a i IL-1 kod A/J miseva (55). Inhibicija razvoja
miokarditisa kod A/J miSeva je postignuta i uspostavljanjem periferne
tolerancije ubrizgavanjem splenocita obloZzenih miozinom pre indukcije
miokarditisa. Ovaj vid antigen-specificne imunoterapije znatno je smanjio
incidencu i intenzitet miokarditisa kod tretiranih Zivotinja. Antigen-specificna
imunosupresija pruza moguénost da se suprimira proces autoimunskog
oSte¢enja, a da se pri tome ne naruSi specificna odbrana domacéina od
mikroorganizama, koji su mozda i inicirali autoimunski proces (56) (Tabela I).

Zakljucak

Dijagnoza miokarditisa je teska i jo§ uvek ne postoji specifi¢na terapija. |
pored toga Sto inflamacija i autoimunski odgovor predstavljaju osnovni
mehanizam progresije bolesti, ve¢ina klinickih studija nije potvrdila pozitivan
efekat rutinske primene imunosupresivnih lekova u terapiji miokarditisa, osim
kod pacijenata sa miokarditisom dzinovskih celija (4, 57-60).
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Istrazivanja iz oblasti eksperimentalnog autoimunskog miokarditisa dala

su veliki doprinos razumevanju molekulskih i imunoloskih mehanizama ove
bolesti. Ovi modeli ¢e i u buduénosti pomoéi razvoju novih dijagnostickih i
terapijskih strategija, kao $to su imunoterapija, genska terapija i vakcine, i time
omoguciti ispitivanje njihove efikasnosti i moguce primene kod ljudi.
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Summary

Acute myocarditis is a serious disease and a major cause of dilated
cardiomyopathy. Patients with myocarditis may present severe arrhytmia , rapidly
progressive heart failure or shock. In humans, about half the cases of myocarditis are
preceded by an acute viral infection. Autoimmunity is important in myocarditis: in
particular, a reaction to cardiac myosin following viral infection may contribute to
development of myocarditis. Experimental autoimmune myocarditis (EAM) is used as
an animal model of human giant cell myocarditis. EAM is characterized by severe
myocardial damage that includes the infiltration of mononuclear cells into the
myocardium and the appearance of multinucleated giant cells. Treatment of acute
myocarditis in humans remains a major clinical problem. Although myocardial
inflammation and autoimmune process are essential for the progression of the disease,
most results do not support routine treatment of myocarditis with immunosuppressive
drugs.
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