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Abstract

Background: Danon disease, an X-linked hypertrophic cardiomyopathy, is caused by primary deficiency of lysosome-associated
membrane protein (LAMP-2). The pathological hallmark of the disease is the appearance of intracytoplasmic vacuoles containing
autophagic material and the absence of LAMP-2 activity in the muscle.

Aim: To define the LAMP-2 protein deficiency we investigated cardiac and skeletal muscle of a 19-year-old man with hypertrophic
cardiomyopathy without clinically apparent skeletal myopathy or mental impairment, whose mother died suddenly at 46 years of age.

Methods: Clinical, morphological, immunohistochemical and ultrastructural analysis was performed. Paraffin sections of
cardiac muscle were stained using routine histochemical methods. Frozen sections of skeletal muscle were stained using
histochemical methods as well as using monoclonal antisera against N-terminal of dystrophin and antisera against LAMP-2.

Ultrastructural examination of both cardiac and skeletal muscle specimens were performed.

Results: Cardiac and skeletal muscle revealed an excessive accumulation of early and late autophagic vacuoles containing
various cytoplasmic debris. In immunohistochemical analysis the vacuolar membrane seen in skeletal muscle was decorated with
antibody against dystrophin and such vacuoles were negative for LAMP-2.

Conclusion: Ultrastructural and immunohistochemical analysis of skeletal muscle (less invasive than myocardial biopsy) may
be used in diagnosis of Danon disease. Early diagnosis of Danon disease is important for timely cardiac transplantation, the only

effective therapeutic option.
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Wstep

Choroba Danona jest rzadka, sprzezona z ptcig cho-
robg dotyczaca gtéwnie miesnia serca i miesni szkieleto-
wych [1, 2]. Objawy ze strony serca zwykle zaczynaja sie
w wieku mtodzienczym, chorzy umierajg z powodu nie-
wydolnosci miesnia sercowego w 3. dekadzie zycia [3-5].
W przeciwienstwie do zajecia miesnia serca, miopatia ma
zwykle przebieg tagodny. U ok. 70% chorych wystepuje
niedorozwéj umystowy [4, 5]. Objawy kardiologiczne
u nosicielek choroby zwykle rozwijajg sie w 4. lub 5. de-
kadzie zycia i woéwczas nie obserwuje sie miopatii ani
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uposledzenia umystowego [4]. Choroba Danona jest na-
stepstwem niedoboru biatka LAMP-2 kodowanego
w chromosomie Xq24 [6, 7]. Biatko LAMP-2 jest wysoce
glukozowanym lizosomalnym biatkiem btonowym, ktore
bierze udziat zarowno w fuzji autofagosoméw z innymi
btonami, jak tez w dojrzewaniu wakuoli autofagalnych
[8]. Morfologiczng cechg diagnostyczng choroby jest
obecnos¢ wewnatrzcytoplazmatyczych wodniczek zawie-
rajacych materiat autofagalny i glikogen w kardiomiocy-
tach oraz komérkach miesni szkieletowych [1, 2].

W celu doktadniejszego przyblizenia cech kliniczno-
-patologicznych choroby Danona przedstawiamy przypa-
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dek 19-letniego mezczyzny z kardiomiopatig przerostowa
bez klinicznych cech miopatii i uposledzenia umystowe-
go; matka chtopca zmarta nagle w wieku 46 lat z powo-
du kardiomiopatii rozstrzeniowe;j.

Opis przypadku

Mezczyzna 19-letni zostat przyjety na oddziat kardio-
logiczny z powodu meczliwosci i postepujacej dusznosci
wysitkowej. W ostatnim tygodniu przed hospitalizacjg od-
czuwat dyskomfort w jamie brzusznej z uczuciem petno-
sci. Chory wykazywat prawidtowy rozwéj ruchowy i byt
zdrowy w okresie dziecifstwa. Z nauka w szkole radzit so-
bie dobrze i aktywnie uprawiat sporty. Jego matka zmarta
w wieku 46 lat z powodu kardiomiopatii rozstrzeniowe;j.

Badanie przedmiotowe ujawnito znaczne pulsowanie
w okolicy koniuszka serca, szmer skurczowy nad lewa poto-
wa klatki piersiowej i hepatomegalie. Badania radiologiczne
i tomografia komputerowa (CT) klatki piersiowej wykazaty
powiekszenie sylwetki serca, znaczny zast6j w zytach ptuc-
nych i wysiek optucnowy. EKG ujawnito blok lewej odnogi
peczka Hisa z krancowo wydtuzonym czasem trwania QRS
(220 ms) i obecnoscig kryteriow przerostu lewej komory (LV).
Echokardiografia przezklatkowa wykazata poszerzenie obu
przedsionkéw, przerost LV i prawej komory (RV), globalnag
dysfunkcje skurczowa i rozkurczowa. Echokardiografia meto-
da Dopplera ujawnita cechy nadcisnienia ptucnego. Korficowy
rozkurczowy wymiar LV wynosit 69 mm, a skurczowy
—56 mm. Wymiar RV —30 mm, lewego przedsionka —48 mm,
frakcja wyrzutowa LV — 33%, grubos¢ tylnej sciany — 24 mm
i grubos¢ przegrody miedzykomorowej (IVS) — 25 mm.

Badanie neurologiczne ujawnito prawidtowg site
miesniowa i zachowane odruchy. Aktywnos¢ kinazy kre-
atynowej (CK) byta podwyzszona (520 U/1), podobnie jak
niektoére enzymy watrobowe (ALAT 898 U/|, AST 315 U/I,
LHD 918/1); poziom sercowej troponiny | wynidst 1,37 ng/l.

Material badany i metodyka

Metoda biopsji endomiokardialnej pobrano materiat
z koniuszkowej czesci przegrody RV. Wycinek do badan ru-
tynowych w mikroskopie Swietlnym zatopiono w parafinie.
Drugi wycinek do badania ultrastrukturalnego utrwalono
w buforowanym glutaraldehydzie. Pobrano takze biopsje
z miednia prostego uda do analizy immunohistochemicz-
nej i mikroskopowo-elektronowej. Seryjne krojone skrawki
mrozone barwiono z uzyciem monoklonalnych przeciwciat
przeciw dystrofinie (Novocastra) i biatku LAMP-2 (Stres-
sgen). Do badan w mikroskopie elektronowym wycinki
zarbwno miesnia serca, jak i miesnia szkieletowego utrwa-
lono w glutaraldehydzie buforowanym kakodylanem
sodu 1% czterotlenkiem osmu w tym samym buforze.
Skrawki odwadniano i zatopiono w Spurr-resin. Cienkie
skrawki barwione octanem uranylu i cytrynianem otowiu
badano w mikroskopie elektronowym JEM 1200X/Il.

Wyniki

Badania histologiczne wykazaty obecnos¢ przerodnie-
tych kardiomiocytow z powiekszonymi i nieregularnymi
jadrami. Uderzajaca cecha morfologiczng skrawkéw para-
finowych byta obecnosé¢ mikrowakuoli w kardiomiocy-
tach; wakuole byty optycznie puste lub zawieraty wtrety
kwasochtonne (Rycina 1). Nie stwierdzono wtéknienia,
zmian zapalnych ani zmian w budowie kardiomiocytow.

Badanie ultrastrukturalne ujawnito obecnos¢ licznych
wakuoli autofagalnych zawierajacych heterogenny nie-
prawidtowy materiat, czesto z obecnoscig czasteczek gli-
kogenu (Rycina 2.). Mate skupiska glikogenu byty widocz-
ne w sarkoplazmie tych samych kardiomiocytéw.
Niektére wodniczki zawieraty réznego rodzaju resztki cy-
toplazmatyczne i materiat elektronowo gesty (Rycina 3.).
Wakuole autofagalne morfologicznie heterogenne
o wielkosci 0,2-3,5 um zlokalizowane byty w przestrzeni
miedzywtokienkowej i w przestrzeni okotojadrowej. Wie-
le z tych struktur przypominato wczesne wakuole autofa-
galne (AVi) zawierajgce morfologicznie niezmienione or-
ganelle sarkoplazmatyczne (Rycina 4.) i pézne wakuole
autofagalne (AVd) zawierajace czesciowo zdegradowany
materiat sarkoplazmatyczny (Rycina 5.). Obecne byty tak-
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Rycina 1. Miesien serca z licznymi wakuolami
(H+E x 448)

Rycina 2. Miesien serca. Gigantyczna obtoniona
wakuola zawierajaca czastki glikogenu, lizosomy
i struktury mielinowe (x 23 000)
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Rycina 3. Miesien serca. Wakuole zawierajace
resztki sarkoplazmatyczne (x 23 000)

Rycina 4. Miesien serca. Otoczona podwdjna bto-
na autofagalng wakuola typu AVi (x 15 000)

ze ,organelle-hybrydy” zawierajgce AVd zlokalizowane
w obrebie jednej wodniczki (Rycina 6.).

W miesniu czworogtowym uda 25-30% wtékien mies-
niowych charaktryzowato sie obecnosciag wodniczek lub za-
sadochtonnych skupisk (Rycina 7.). Btona wodniczek wyka-
zywata wzmozong aktywnosé w barwieniu przeciwciatami
przeciwko dystrofinie (Rycina 8.) i brak aktywnosci przeciw-
ciat LAMP-2 (Rycina 9.). Analiza ultrastrukturalna ujawnita
obecnos¢ licznych wakuoli autofagalnych zawierajacych
rézne resztki cytoplazmatyczne i materiat elektronowo ge-
sty (Rycina 10.).

Dyskusja

Przedstawiamy 19-letniego mezczyzne z wywiadem
rodzinnym i objawami kardiologicznymi typowymi dla kar-
diomiopatii przerostowej. Poczatki objawéw wystapity mie-
dzy 18. a 19. rokiem zycia. Chory nie wykazywat cech uposle-
dzenia umystowego ani wyraznych zmian neurologicznych
czy miesniowych. W komoérkach miesnia serca i miesnia

Kardiologia Polska 2008; 66: 3

Rycina 5. Miesieh serca. Autofagalna wakuola ty-
pu AVd zawierajgca czesciowo zdegradowany
materiat i strukture mielinowa (x 23 000)

Rycina 6. Migsien serca. Olbrzymia wakuola typu
»hybryd” (x 23 000)

szkieletowego stwierdzono charakterystyczne zmiany wa-
kuolarne zawierajace materiat autofagalny i glikogen.
Wywiad rodzinny, pte¢, wczesny poczatek objawoéw,
znaczny przerost LV i RV, globalna dysfunkcja skurczowa,
ciezka dysfunkcja rozkurczowa, charakterystyczne gro-
madzenie wakuoli autofagalnych w komérkach miesnia
serca i miesni szkieletowych i brak aktywnosci LAMP-2
potwierdzaja rozpoznanie u naszego pacjenta choroby
Danona. Biatko LAMP-2 jest gtéwnym sktadnikiem btony
lizosomalmej i produktem genu zmapowanego na chro-
mosomie Xg24 [6]. Biatko LAMP-2 jest odpowiedzialne
zaréwno za fuzje endofagosoméw z innymi endosomal-
nymi wakuolami, jak i za proces dojrzewania wakuoli
autofagalnych [8, 9]. Autofagocytoza zuzytych struktur
komérkowych z ich usuwaniem odgrywa istotna role
w odnawianiu komérek miesnia sercowego i miesni
szkieletowych [10]. Rola autofagocytozy jako mechani-
zmu naprawy jest szczeg6lnie wazna dla dtugo zyjacych
komorek postmitotycznych, ktére charakteryzuja sie bar-
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Rycina 9. Miesien czworogtowy uda. Analiza im-
munohistochemiczna A. Miesien kontrolny. We
wtdknach miesniowych widoczne drobne granul-
. L . ki LAMP-2 pozytywne. B. Miesien czworogtowy
Rycina 7. Migsien CZW(_)rOg{OWy uda. A N.lere.gu— pacjenta. Catkowity brak aktywnosci LAMP-2
larna waska wakuola i zasadochtonne ziarniste (x 1050)

skupisko (H+E x 448). B. Plaka barwigca sie PAS-
-pozytywnie (x 448)

Rycina 8. Miesien czworogtowy uda. Analiza im-
munohistochemiczna. Dystrofinopozytywna wa-
kuola wewnatrzkomérkowa. Aktywnie barwigca
sie btona komérki miesniowej (x 1050)

Rycina 10. Miesien czworogtowy uda. Ogromna
autofagalna wakuola z licznymi btoniastymi
strukturami (x 15 000)
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dzo niskim (jesli w ogole) wskaznikiem regeneracji [8, 9].
Uszkodzone struktury komérkowe gromadza sie stopnio-
wo w komérkach dtugo zyjacych, co wskazuje, ze mecha-
nizm autofagocytozy nie jest wystarczajacy. Duze ilosci
zdegradowanego materiatu z kwasnymi enzymami moga
interferowac z funkcja lizosoméw, powodujac stabg od-
nowe dtugo zyjacych biatek, uszkodzenie organelli,
zmniejszenie funkcji adaptacyjnej i Smier¢ komérki.
Obserwowane u chorego masywna akumulacja wod-
niczek autofagalnych w kardiomiocytach, ich obecnosé
w miesniu szkieletowym i brak aktywnosci biatek LAMP-2
pozwalajg postawi¢ rozpoznanie choroby Danona. Choro-
ba ta jest zwigzana z ptcia [1, 2, 4, 11]. Pacjenci z choroba
Danona maja zwykle typowa triade objawdw: kardiopatie,
miopatie i uposledzenie umystowe [3-5, 11], jednakze opi-
sywano przypadki atypowe — bez ostabienia miesni czy
uposledzenia umystowego, a takze z polineuropatia
aksonalng i bezobjawowym podwyzszeniem aktywnosci
CK [12, 13]. Nosicielki choroby Danona zwykle majg izolo-
wang kardiomiopatie [3-5], jednakze w duzej populacji
nosicielek opisano takze cechy miopatii [4, 5].
Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja, iz po-
szukiwanie deficytu biatka LAMP-2 powinno byé¢ prowa-
dzone u chorych z kardiomiopatia przerostowa, zwtaszcza
gdy towarzysza jej cechy miopatii lub tylko wysoka aktyw-
nos$¢ CK [13]. Diagnostyczna biopsja miesnia szkieletowe-
go (mniej inwazyjna i bardziej dostepna niz biopsja
endomiokardialna) powinna by¢ rozwazana pod katem
ewentualnego rozpoznania choroby Danona [5]. Nie ma
swoistego leczenia dla tej choroby, w gre wchodzi jedynie
przeszczep serca jako najbardziej skuteczne leczenie tej
Smiertelnej kardiomiopatii [3, 11]. Jeden z pacjentéw leczo-
ny z powodzeniem przeszczepem serca jest obserwowany
od ponad 5 lat [11], co wskazuje, ze choroba Danona jest
potencjalnie uleczalna poprzez transplantacje serca.

Wnioski

Wczesne rozpoznanie choroby Danona jest bardzo
wazne dla wykonania w odpowiednim czasie przeszcze-
pu serca — jedynego efektywnego sposobu leczenia.
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