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Ultrastrukturalni diagnostika hypertrofické
kardiomyopatie s mutaci 3-aktinu
u nahlého umrti - kazuistika
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SOUHRN

Uvod: Do diagnostiky kardiomyopatii ve forenzni mediciné patii metody svételné i elektronové mikroskopie a v sou¢asné dobé i metody molekularni biologie.
Pfipad: Vysetfeni myokardu u 27-letého muz, ktery zkolaboval pfi cesté do prace, pfivolané RZS se nepodafilo obnovit vitalni funkce.Vysledky: Svételnou a elek-
tronovou mikroskopii byly prokazany zmény svédcici pro kardiomyopatii (nepravidelné probihajici hypertrofické kardiomyocyty, ultrastrukturadlné neuspo-
fadanost Z prouzkd, zmnozeni mitochondrii, myofibrily probihajici longitudindlné i transverzalné). Genetické vysetieni prokazalo mutaci beta-aktinu. Zavér:
Kardiomyopatie muze byt pficinou nahlého imrti u mladych jedinct a jeji diagnostika vyzaduje interdisciplinarni spolupraci.
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Ultrastruktural diagnosis of hypertrophic kardiomyopathy with p-aktin mutation in sudden death
-case report

SUMMARY

Introduction: Light microscopy and electron microscopy rank among methods to diagnose of cardiomyopathy in forensic medicine, and, recently, the methods
of molecular biology. Methods: Investigation of 27 year old man who collapsed on his way to work. The Rescuers did not succeed resuscitation of vital function.
Samples were H-E stained and processed for the electron microscopy. RNA was isolated from the tissue for the alpha, beta, gama actine primer investigation.
Results: By H-E staining we proved irregular hypertrophic cardiomyocytes (disarray) with the links and loci patches of thin fibrosis. Ultrastructurally we dia-
gnosed a disarray of Z-bands, accumulation of mitochondria, rectangular nuclei of cardiomyocytes. We have detected rare plasmocytes and leucocytes with
specific granules in cytoplasma. In the electronogrames we can see myofibriles oriented longitudinally and transversally. A genetic examination demonstrated
beta actin mutation. Conclusion: Cardiomyopathy can be a cause of sudden and unexpected death in young individuals and its diagnostics requires an inter-
disciplinary collaboration.
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Hypertroficka kardiomyopatie (HKM) je casto pri¢inou nahlé
smrti v mladém véku (rizikovym faktorem je vék 10-35 roku).
Nahla smrt probihd pod obrazem arytmie (fibrilace komor, ko-
morové tachykardie). K umrti dochdazi v 60 % pfipadu pfi lehké
ndmaze nebo v klidu, ve 40% pfi sportu a vyrazné ndmaze (1,2).
Maron BJ a spolupracovnici popsali ndhla umrti sportovct (bas-
hu u HKM (3). Pfi autoptickém vysetieni (1) se popisuje asysmet-
rickad subvalvularni hypertrofie komorového septa, lokalizovana
v bazalni (subaortalni) ¢asti, jizveni myokardu a bélavé ztlusténi
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(fibrosa) endokardu (asi ve 30% piipadu). Pfi obstrukéni kardi-
omyopatii (tvoii 25-30% pfipadl) zbytnéld svalovina zuZuje vy-
tokovou ¢ast levé komory. V 70-75% pripadu jsou hypertrofické
kardiomyopatie (HKM) neobstrukéni (4,5).

Hypertrofickd HKM je genetické onemocnéni na podkladé
vice nez 400 mutaci ve 14 genech. Mezi nej¢astéjsi patfi mutace
genu MYH7 tézkého fetézce beta-myosinu v 20-25%, myosino-
vého vazebného proteinu C MYBPC3 v 15-20% a srde¢niho tro-
poninuT al a alfa-aktinu v 1% (6,7)

MATERIAL A METODIKA

Mikroskopické vysetreni

Vzorky tkdné myokardu pravé i levé komory srde¢ni (u 27 le-
tého muze, ktery zkolaboval pfi cesté do prace a pfivolané RZS
se nepodafilo obnovit vitélni funkce) byly pfi pitvé odebrany
a fixovany ve formaldehydu, nésledné barveny hematoxilinem-
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Tabulka 1. Pouzité primery pro B-aktin, y-aktin, a primer pro aktin hladkych
svalovych vldken a-SMA.

Gene Primer Sequence (5" to 3")

B-aktin  sense AGGCCAACCGCGAGAAGATGACC

B-aktin  antisense GAAGTCCAGGGCGACGTAGCAC
y-aktin sense GTCTGTGGCTTGGTGAGTCT
y-aktin antisense GAAACTGGGTCCTACGGCTT

AGGTAACGAGTCAGAGCTTTGGC
CTCTCTGTCCACCTTCCAGCAG

a-SMA sense

a-SMA antisense

-eosinem. Z vybranych parafinovych bloc¢k( byly odebrany ¢asti
tkané pro elektronmikroskopické vysetieni. Tkané byly prefixo-
vany v 3% glutaraldehydu v cacodylatovém pufru a postfixova-
ny v 2% osmium tetroxidu. Ultratenké fezy byly vySetfeny na pfi-
stroji Philips CM100 (FEI, formerly Philips EO, the Netherlands),
elektronogramy byly zhotoveny digitalné MegaViewll skanovaci
kamerou a zpracovany v programu Analysis 3.2 Pro software.

Genetické vysetieni

Ze vzorku tkdné myokardu byla izolovana RNA (RNeasy” Mini
Kit; Qiagene), nasledné byla provedena PCR reverzni transkripce
(RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit; Fermentas).

Obr. 1. Hypertofie a disarray kardiomyocytl v levé komore srdec¢-
ni, v centralni ¢asti jsou patrna loziska intersticialni myofibrosy,
barveni H-E, zvétseni 400x.

Obr. 2. Transverzalné probihajici myofibrily (T), rizné denzi ob-
lasti sarkomery s myosinovymi filamenty a svétlejsi oblasti akti-
novych filament v longitudinédlné probihajicich myofibrilach (L).
V okoli myofibril nachdzime mitochondrie (M) s kristami (elektro-
nogram, zvétseni 10 000x).
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Obr. 3. Neuspoiadané Z-prouzky, sarkomera bez pti¢ného pruho-
vani, setfela ultrastruktura Z-diska (ipka), I-prouzkd. (elektrono-
gram, zvétieni 15 000x).

Zamrazend cDNA byla nasledné amplifikovana pomoci PCR za
pouziti primer( (tab. 1) pro B-aktin, y-aktin, a primeru pro aktin
hladkych svalovych vldken a-SMA (Proligo; Sigma), s detekci na
agarozovém gelu (Bio Basic Inc.) po probéhlé elektroforéze. Jako
kontrola byla pouzita izolovana ribonukleova kyselina z délohy.

a-SMA

B-actin a-SMA  Yy-actin
Obr. 4. Genetické vysetieni zmén s vystupem na gelu po elek-
troforéze. U kontrolniho vzorku izolované RNA z délohy byly dia-
gnostikovény PCR produkty genu pro alpha, beta (Sipka v oblasti
PCR produktu 332 bp beta aktinu) a gama-aktin.

«-SMA

a-SMA  B-actin  Y-actin
Obr. 5. Genetické vysetieni zmén s vystupem na gelu po elektro-
foréze. U pacienta byly ve vzorku izolované RNA diagnostikovany
PCR produkty genu pro alpha a gama-aktin. PCR produkt genu
pro beta aktin neni pfitomen (Sipka v oblasti PCR produktu 332
bp beta aktinu), hvézdickou oznacena absence bendu beta ak-
tinu, je diagnostikovana prestavba (bodovéd mutace) genu pro
B-aktin.
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VYSLEDKY

Autopticky nalez a mikroskopické vysetieni

Zevni prohlidkou téla zemrelého muze byly zjistény drobné
Urazové zmény obliceje a pravé ruky (odérky a krevni vyrony ma-
jici znamky vitalni reakce). Pfi pitvé byl dominantni patomorfo-
logicky nalez excentrické hypertrofie myokardu, hmotnost srdce
670 g.V levé komore srde¢ni ve vytokovém traktu byla zjisténa
fibrosa endokardu. Svételnou mikroskopii barvenim H-E jsme
prokazali nepravidelné probihajici hypertrofické kardiomyo-
cyty (disarray) se spojkami a loZiska fidké dispersni myofibrozy
v levé komore srdecni (obr.1). Metodou elektronové mikroskopie
jsme na ultrastrukturdlni drovni diagnostikovali neusporadanost
Z prouzkd, zmnozeni mitochondrii, byla pozorovana obdélnikovi-
ta jadra kardiomyocyt(. Na elektronogramech byly patrné myofi-
brily probihajici longitudinalné i transverzalné (obr.2 -3). Nacha-
zeli jsme i ojedinélé plazmocyty a polymorfonuklearni leukocyty
se specifickymi granuly v cytoplazmé perivaskularné.

Molekularné biologické vysetieni

Genetické vysetfeni na detekci bodovych mutaci B-aktinu,
y-aktinu a a-SMA pfi pouziti kontrolniho vzorku izolované RNA
z délohy (obr. 4). Ve vzorku pacienta s HKM (obr.5) jsme iden-
tifikovali prestavbu DNA (bodovou mutaci) genu pro -aktin
(u kontroly nemutovany homozygot tvofi velice silny bend na
polyklondini pozadi 332 bp). U y-aktinu (mozZnost heterozygot-
nosti) a a-SMA nebyla prokazdna geneticka abnormalita.

DISKUZE

Forenzni vyznam HKM vyplyva z konsekvenci a okolnosti na-
hlé srde¢ni smrti. Ke smrti maligni arytmii m0ze dojit v rGznych

situacich, kupf.pfi sportovnich aktivitach, u tcastnika silni¢niho
provozu nebo v zaméstnani s dalsimi nasledky (pracovni Uraz,
dopravni nehoda apod.). Etiologii Urazovych zmén na téle, ze-
jména u osob do 40-ti let véku je nutné vyloucit kraniotrauma
pfi ndlezu odérek a krevnich vyron( na hlavé, pak Ize vysvétlit
padem umirajiciho pfi maligni arytmii. Autopticky nélez zbyt-
néni srdce (hmotnost 500-800 g) je spolec¢na patognostickd
markanta u HKM mladych osob. Bélavé ztlusténi (fibrosa) en-
dokardu, subvalvularni hypertrofie svaloviny levé komory a mi-
kroskopicky prikaz proplétajicich se snopcl svalovych vldken
(disarray) jsou zdkladnimi znaky diagnostiky hypertrofické kar-
diomyopatie (1).

V nasi kazuistice jsme pouzili pro prikaz kardiomyopatie
metodu disekce vzorku tkané z myokardu jiz zalitého do pa-
rafinovych blockd a nasledného zpracovani pro elektronovou
mikroskopii. Kvalita elektronogramu byla ovlivnéna jiz primar-
né pocinajici autolyzou myokardu nastupujici od umrti do pit-
vy zemrelého a sekunddrné fixaci paraformaldehydem. Nase
data jsme srovnavali s elektronogramy ostatnich autort (1,2,5).
Identifikovali jsme zakladni markanty HKM (longitudinalni
i transversalni myofibrily, neusporadanost Z-prouzkd i zmno-
Zeni mitochondrii). Podafilo se ndm ziskat data o ultrastruktufe
kardiomyocytd, jejichz vypovidaci hodnota byla pro potieby
forenzni diagnostiky dostacujici. Metodou molekuldrni gene-
tiky jsme prokazali mutaci 3-aktinu. Bodovd mutace v oblas-
ti nasednuti primerd na cDNA je pri¢inou absence PCR pro-
duktu genu pro beta-aktin ve srovnani s kontrolnim vzorkem.
Dlsledkem této bodové mutaci mlze dojit k nedostatecné
tvorbé kontraktilni sily, ndsledné ke snizeni aktivity aktin-myo-
zinové ATP3azy a ndslednému rozvolnéni aktinu a myozinu.
V soucasnosti je zvazované genetické vysetfeni u ndhlych amr-
ti mladych osob kde jako mozna etiologie nahlé srde¢ni smrti
pfichazi v ivahu syndrom long-QT (8).
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Dne 9. ledna 2014 zemtel nestor vojenského soudniho a leteckého IékaFstvi, vedouci lékaF Ustavu leteckého
zdravotnictvi UVN Praha, plk. v.v. MUDr. Frantisek Vorel, CSc., ¢estny ¢len Spoleénosti soudniho lékafstvi a soudni

V roce 2009 jsem psal s kolegy z Vojenského uUstavu soudniho Iékafstvi do rubriky Osobni zpravy panu dokto-
ru Vorlovi blahopfani k osmdesatym narozenindm. Ve zdravici jsem uvadél jeho zésluhy nejen o vznik leteckého
soudniho lékarstvi v CSR, ale i o rozvoj a spolupraci s vojenskym soudnim lékafstvim Ustfedni vojenské nemocnice
v Praze. Vsichni, kdo jsme jej kdy potkali a spolupracovali s nim, jsme jej znali jako velmi vzdélaného, ale pres to
skromného, obétavého, zdvofilého a milého ¢lovéka. Dodnes vzpomindme na jeho laskavy humor, vynikajici orga-
niza¢ni schopnosti a nadhled pfi praci. Nikdy neodmitl poradit a pomoci. Jeho odkaz v podobé leteckého soudniho
|ékarstvi se podafilo udrzet dodnes a déle i rozvijet.

Tézka nemoc jej suzovala posledni roky, az ji podlehl pocatkem roku 2014, kdy si Vojensky tstav soudniho léka¥-

stvi (VUSL) UVN pfipomina 60 let od svého vzniku. Ustav leteckého zdravotnictvi (ULZ), kde plk. MUDr. Frantisek Vorel, CSc. po cely odborny Zivot

pusobil, si pfipomenul svoji Sedesatiletou existenci v loriském roce.

Jsme vdécni a vazime si véeho, co doktor Vorel v nasem oboru a pro zdravotnickou sluzbu armady vykonal.
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