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I. Wstep

Uzasadnienie podjecia tematu badawczego

Rynowirusy (HRV) to najczgstsza przyczyna zwyktych przezigbien. Odpowiadaja za 50%
wszystkich przezigbien u osob dorostych w ciagu roku i do 90% lub wigcej w sezonie
jesiennym. (1,2) W ciagu ostatnich lat wzrasta liczba doniesien, ze te stosunkowo niegrozne
patogeny, moga by¢ przyczyna powaznych chordb. Patogeneza zakazefh HRV jest nadal stabo
poznana. (3)

Rynowirusy wykrywa si¢ az w 2/3 zaostrzen astmy spowodowanych przez wirusy. (4)
Nieliczne badania odnosza si¢ zakazen HRV w stabilnym okresie choroby. Podawana w
literaturze czestos¢ wykrywania HRV w okresach bezobjawowych waha si¢ w szerokim
zakresie (4% do 36%).

Wydaje sig, ze astmatycy sa bardziej podatni na zakazenia wirusami. (5, 6, 7)
Nieprawidtowosci morfologiczne, immunologiczne w tej chorobie moga ulatwiaé¢ zakazenia
HRV. (7,8, 9)

Szereg wiruséw, w tym rynowirusy, korzysta ze strategii modyfikowania odpowiedzi
immunologicznej organizmu, ktorych celem jest jej oslabienie i ulatwienie przetrwania w
organizmie. (10) Stan przetrwatego zakazenia, o skapoobjawowym przebiegu, jest zjawiskiem
ewolucyjnie korzystnym dla patogenu.

Zakazenie wirusami powoduje dlugotrwate nasilenie nadreaktywno$ci oskrzeli i stan
zapalny. (11, 12, 13) Zmiany te przypominaja fenotyp astmy. (13, 14) Z tego powodu, wedtug
niektorych nieprawidtowa reakcja na zakazenie moze by¢ przyczyna manifestacji choroby. (8,
11, 14) Za taka hipoteza przemawia obserwowany zwiazek pomiedzy przebytymi,
objawowymi zakazeniami wirusami w dziecinstwie i rozwojem astmy w wieku pozniejszym.
(9, 14, 15) Rynowirusy moga takze pogarszac przebieg choroby. (16,17)

Przetrwate zakazenie HRV wydaje si¢ atrakcyjna hipoteza wyjasniajaca przyczyneg i
przebieg astmy. (18, 19, 20) Juz 19 lat temu zaproponowano, ze przetrwate zakazenie wirusem
moze prowadzi¢ do astmy aspirynowej. (21) Inna z akceptowanych hipotez zaklada, ze
zakazenie wirusem trwa krotko, natomiast prowadzi do dlugotrwatych zmian w organizmie,
co ujawnia fenotyp astmy. (14) Jak dotad nie ma jednoznacznych dowodoéw, ktora z nich jest
prawdziwa.

Postgp wiedzy na temat zakazen HRV opdzniat brak odpowiednich ,narzedzi

badawczych”. Tradycyjne metody wykrywania HRV to techniki o niskiej czutosci.



Identyfikacja za pomoca hodowli komorkowych jest procesem czasochlonnym i wymaga
zapewnienia $cisle okreSlonych warunkoéw, co ogranicza jej zastosowanie, natomiast
diagnostyka serologiczna jest niemozliwa z uwagi na duza liczbg serotypow wirusa. (22)
Badanie zwiazkow pomigdzy zakazeniem HRV a astma utrudnia rowniez brak odpowiedniego
modelu zwierzg¢cego. Pewne informacje przyniosty wyniki eksperymentalnych zakazen ludzi.
Wprowadzenie metod biologii molekularnej, znacznie przyspieszylto i utatwito diagnostyke
oraz istotnie poprawito czuto$¢ i swoisto$¢ testow diagnostycznych.

Nie mamy skutecznych lekéw przeciw zakazeniom HRV. Dostgpne metody leczenia
zar6wno zaostrzen astmy, jak i sposoby zapobiegania objawom zakazenia sa mato skuteczne.
Lepsze zrozumienie patomechanizmoéw, jak i podatno$ci organizmu na zakazenie z pewnos$cia
pozwoli na poszukiwanie skuteczniejszych lekow w przysztosci.

Gléwnym celem niniejszego opracowania jest proba oceny za pomoca mozliwie
najczulszych metod, czy u astmatykow w okresach migdzy zaostrzeniami choroby, przy braku
objawoOw przezigbienia, rynowirusy sa obecne w dolnych drogach oddechowych. Ich obecnos¢
moze wskazywac na przetrwate zakazenie.

Dla celow tego badania opracowano i po raz pierwszy zastosowano metode RT-PCR in
situ. W odréznieniu od zwyktego RT-PCR, w przypadku RT-PCR in situ reakcja odbywa si¢
bezposrednio w komorkach, z zachowaniem ich struktury. Wydaje si¢, ze metoda ta moze
taczy¢ szczegdlnie wysoka czuto$¢ 1 swoisto$¢, a ponadto pozwala oceni¢ dystrybucje

zakazenia w $cianie oskrzela.

Definicja astmy oskrzelowej, wybrane zagadnienia

Astma oskrzelowa jest choroba dolnych drég oddechowych manifestujaca sig
odwracalnym uposledzeniem przeplywu powietrza przez oskrzela, o zréznicowanej etiologii.
Szczegdlna postacia tej choroby jest astma aspirynowa, choroba nabywana podczas zycia,
ktorej wystapienie czgsto poprzedzaja objawy przypominajace typowe przezigbienie. Dla
astmy aspirynowej charakterystyczne jest wystgpowanie napadowego skurczu oskrzeli po
spozyciu niesteroidowych lekow przeciwzapalnych. (21, 23)

Astma jest jedna z najczegstszych przewlektych chordb na $wiecie i1 stanowi wazny
problem spoteczno-ekonomiczny. Chorobowo$¢ jest zmienna w roéznych populacjach, w
Polsce w grupie osob dorostych wynosi 5,4%. (24) Zgodnie z obecnie obowiazujaca definicja,
zaproponowang przez NHLBI/WHO w 1997 roku, jest ona przewlekta choroba zapalna drog
oddechowych. Przewlekly proces zapalny prowadzi do nadreaktywnos$ci oskrzeli, czego

nastepstwem sa napady $wiszczacego oddechu, dusznosci, uczucia $ciskania w klatce



piersiowej, kaszlu, zwlaszcza w nocy lub wczesnie nad ranem. Epizodom tym towarzyszy
rozlegle, zmienne ograniczenie przeplywu przez drogi oddechowe, zazwyczaj odwracalne
spontanicznie lub po leczeniu. (25) Pod wzgledem etiologii wyrdézniamy astme alergiczna i
niealergiczna. Pierwsza dotyczy przede wszystkim dzieci i mtodych dorostych, u jej podtoza
leza mechanizmy alergiczne, a w okoto 40% stwierdza sig atopig.

Mechanizmy regulujace przebieg zapalenia w oskrzelach sa ztozone. Na podstawie profilu
wydzielanych cytokin uwaza sig, ze w astmie dominuje odpowiedZ typu Th,. Jedna z hipotez
tlumaczacych patomechanizm choroby zaktada, ze kluczowe jest zaburzenie rownowagi
pomigdzy odpowiedzia immunologiczna typu Th;, a Th,. Patomechanizm astmy
niealergicznej nie jest w petni poznany, uwaza si¢, ze ma zwiazek z zakazeniem i by¢ moze

jest procesem immunologicznym wyzwalanym przez zakazenie. (24, 25)

Zapalenie dolnych drog oddechowych

Przewlekly stan zapalny btony §luzowej $ciany oskrzela w astmie oskrzelowej cechuje
naciek komorek zapalnych: eozynofilow, mastocytow, makrofagdéw, neutrofilow, bazofilow i
limfocytow T. Réwnolegle z zapaleniem obserwuje si¢ uszkodzenie nabtonka $cian drég
oddechowych, co pobudza procesy naprawcze, prowadzac do ich przebudowy. Nawracajace
napady pogorszenia przeplywu w drogach oddechowych sa wyrazem ostrej reakcji zapalne;.
(25) W badaniach histologicznych stwierdza si¢ uszkodzenie nabtonka i1 uposledzony proces
jego regeneracji. (26) Dochodzi do nadprodukcji §luzu, poszerzenia naczyn, obrzgku i
odstonigcia zakonczen nerwowych. Miejscowo uwalniane sa mediatory zapalenia, czynniki
wzrostu: IL-1, IL-6, GM-CSF, RANTES, TGF-p. (26, 28) Juz we wczesnych etapach choroby
pogrubieniu ulega warstwa siateczkowata btony podstawnej. Towarzyszy temu zwigkszenie
liczby miofibroblastoéw w jej sasiedztwie (tzw. remodeling $cian oskrzeli).

Przebieg reakcji zapalnej u astmatykow mozna przedstawi¢ w sposéb uproszczony, jako
kolejne etapy reakcji alergicznej. Pierwszy etap to aktywacja mastocytow i uwalnianie
mediatoréw syntetyzowanych de novo (prostaglandyny, leukotrieny, tromboksan, czynnik
aktywujacy ptytki) i preformowanych (jak: histamina, tryptaza, cytokiny). Aktywacja odbywa
si¢ na drodze zaleznej lub niezaleznej od IgE. Pierwsza zachodzi z udziatem receptoréw IgE o
wysokim powinowactwie na powierzchni komodrek (FceRI). Ich wiazanie ze swoistym
alergenem zapoczatkowuje szereg procesOw enzymatycznych, prowadzacych do degranulacji
komorek tucznych. Reakcja niezalezna od IgE to uwalnianie mediatorow w odpowiedzi na

inne czynniki, jak: sktadniki dopelniacza, toksyny bateryjne, substancja P. Nastgpstwem sa:



skurcz migéni gladkich, pobudzenie zakonczen nerwow, poszerzenie naczyn, czy wydzielanie
Sluzu.

W pdznej fazie zapalenia mobilizowane sa leukocyty. W btonie §luzowej oskrzela
stwierdza si¢ takze zwigkszona liczbg eozynofilow, ktérych stopien aktywacji koreluje z
cigzkos$cia choroby i nadreaktywnos$cia oskrzeli. Produkuja i uwalniaja one toksyczne biatka,
leukotrieny cysteinylowe, czynnik aktywujacy ptytki (PAF), RNA-zy, cytokiny Thy-zalezne,
modyfikujace przebieg zapalenia. Stwierdza si¢ takze obecno$¢ mastocytow 1 neutrofilow.
Uwalniane przez nie proteazy rozkladaja elementy macierzy migdzykomorkowej. Neutrofile
sa zrodlem wolnych rodnikéw i1 cytokin (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8). Elastaza neutrofilowa
powoduje przewlekle =zapalenie, przerost gruczotow $luzowych, nadprodukcje $luzu,
uszkodzenie nabtonka i tkanki lacznej, a takze nasila rekrutacj¢ neutrofiléw do oskrzeli,
migracje¢ fibroblastow, zwigksza nadreaktywno$¢ oskrzeli. (28) Rola neutrofilow w
patogenezie choroby pozostaje niejasna. Ich liczba wzrasta w astmie cig¢zkiej, po zakazeniu
wirusami, ekspozycji na zanieczyszczenia. Wydaje sig, ze moga mieé zwiazek ze
szczegllnymi postaciami astmy oskrzelowej, jak: astma cigzka fatalna, astma nocna, czy
astma steroidooporna. (25, 28) Makrofagi sa najliczniejszymi komorkami $wiatla oskrzeli.
Uwalniane przez nie metaloproteinazy, czynniki wzrostu (PDGF, b-FGF, TGF-) uwazane sa
za kluczowe w procesach przebudowy $ciany oskrzeli. (25, 28)

Eozynofile, neutrofile, makrofagi to komorki wrodzonej obrony immunologicznej,
wykazuja zdolno$¢ do fagocytozy bakterii, uszkodzonych komorek. Kontrolg nad zapaleniem

alergicznym pelnia aktywowane limfocyty uwalniajace cytokiny typu Th,. (25, 28)

Astma aspirynowa

Astma aspirynowa (AIA) jest szczegdlna postacia astmy oskrzelowej objawiajaca sig
napadami $§wiszczacego oddechu, dusznos$ci, kaszlu, czy uczucia ucisku w klatce piersiowe;,
ktérym towarzyszy wydzielina z nosa, w odpowiedzi na podanie aspiryny lub innego leku z
grupy niesteroidowych przeciwzapalnych. Chorobowo$¢, oceniana wytacznie na podstawie
danych z wywiadu, szacuje si¢ na okoto 3-5% populacji dorostych astmatykow. Odsetek ten
wzrasta nawet dwu-, trzykrotnie w przypadku weryfikacji rozpoznan za pomoca prob
prowokacyjnych z aspiryna. W badaniu, obejmujacym duza probe polskiej populacji (12 971
0sOb) wykazano, ze chorobowos¢ wynosi 0,6%, a wsrod astmatykow 4,3%. (29, 30)

Astma aspirynowa rozpoczyna si¢ podstgpnie. Czgsto pierwszym objawem jest wirusowe
zakazenie drog oddechowych. (21, 23, 31). Stwierdza si¢ przewlekty niezyt nosa z obecnos$cia

wodnistej] wydzieliny. Jest on trudny w leczeniu i czgsto prowadzi do nawracajacego, a



nastepnie przewlektego zapalenia zatok. Dopiero po 1 do 5 latach od pierwszych objawéw do
obrazu klinicznego dotaczaja si¢: astma i nadwrazliwo$¢ na aspiryng. Zazycie aspiryny lub
innych lekéw z grupy niesteroidowych przeciwzapalnych (NSAID, NLPZ) prowadzi do
napadéw duszno$ci w ciagu okoto 3 godzin, ktorym towarzyszy wyciek z nosa, podraznienie
spojowek, pokrzywka, obrzek wokot oczu, czy bol brzucha. Choroba ma charakter
postepujacy, niezaleznie od unikania lekéw tej grupy. (23, 29, 31) Rozpoznanie ustalane jest
na podstawie typowego obrazu klinicznego, ktéry potwierdza si¢ testami prowokacyjnymi.
(32)

Juz ponad 30 lat temu zaproponowano, ze choroba ta spowodowana jest blokada
cyklooksygenaz przez leki NSAID. (33) U cztowieka wystepuje kilka izoform tego enzymu:
COX-1, COX-2 kodowanych przez rézne geny. Niedawno opisano takze trzy izoformy
powstate w wyniku ,alternatywnego skladania” czasteczki mRNA dla COX-1 oraz w pelni
funkcjonalne produkty translacji dla tych wariantow mRNA. (34) Wyniki badan wskazuja, ze
blokada izoformy COX-1, a nie COX-2 powoduje wystapienie objawéw po podaniu aspiryny.
Jedna z hipotez tlumaczy patogenezg astmy aspirynowej przetrwalym zakazeniem
wirusowym. Na skutek zakazenia rozwija si¢ odpowiedZ immunologiczna limfocytow T,
ktorych aktywno$¢ w warunkach prawidlowych jest hamowana przez endogenna
prostaglandyng E. Podanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych powoduje zahamowanie
wytwarzania PGE,, co prowadzi do nadmiernej reakcji limfocytow T na zakazZenie, czego
nastepstwem jest astma oskrzelowa. (21) Hipotezg powyzsza wydaje si¢ potwierdza¢ badanie
Yoshidy i wpotpracownikéow. Badali oni wptyw leku przeciwwirusowego acyklowiru na
skurcz oskrzeli po prowokacji NLPZ i wykazali, ze lek znamiennie zmniejsza nadreaktywno$¢
oskrzeli na te leki, jak réwniez zmniejsza st¢zenie LTE4 w moczu chorych na astme
aspirynowa. (35)

Leukotrieny cysteinylowe sa waznymi mediatorami proceséw zachodzacych u chorych z
nadwrazliwoscia na aspiryng. Obserwowano wzrost leukotriendw cysteinylowych w moczu i
poptuczynach pecherzykowo-oskrzelikowych u chorych po dooskrzelowym podaniu aspiryny,
ktory byl znamiennie wyzszy wsrodd chorych na astmg aspirynowa. (36, 37, 38, 39) Nie jest
jasne, dlaczego blokada COX prowadzi do zwigkszenia wytwarzania leukotrienow
cysteinylowych u AIA. Mozliwe jest wystgpowanie rdznic w aktywnosciach enzymow
bioracych udziat w szlaku przemian kwasu arachidonowego. Wykazano migdzy innymi, ze
astmatycy z nadwrazliwos$cia na aspiryn¢ maja w poroOwnaniu do astmatykow tolerujacych
aspiryn¢ w btonie §luzowej oskrzeli znamiennie wigksza liczbg komodrek, w ktérych obecny

jest koncowy enzym przemian leukotrienéw cysteinylowych: syntaza leukotrienu C4 (LTC,4S).



(38) Za opisywane powyzej roznice odpowiadaé moze polimorfizm genetyczny w regionie
promotorowym genu LTC4S w pozycji -444. (40) W badaniu z udziatem populacji polskiej
wykazano zwiazek pomigdzy wariantem C promotora, a obecno$cia astmy aspirynowe;.
Opisany polimorfizm moze prowadzi¢ do powstania nowego motywu rozpoznawanego przez

czynnik transkrypcyjny AP2, co moze zwigksza¢ ekspresj¢ genu dla tego enzymu. (41)

Epidemiologia zakaZen

Rynowirusy sa wirusami najczgsciej powodujacymi ostre niezyty drog oddechowych u
ludzi. Zakazenie rozprzestrzenia si¢ droga kropelkowa. Dla celow eksperymentalnych stosuje
si¢ rozpylenie czastek wirusa do jamy nosa. Wrotami zakazenia jest przednia jama nosa.
Replikacje HRV stwierdzano rowniez w tylnej jamie nosa, zatokach przynosowych,
migdatkach, uchu §rodkowym, oraz dolnych drogach oddechowych. (42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49). Odnotowano nieliczne przypadki wiremii. (50)

Do niedawna nie byto wiadomo, czy rynowirusy sa zdolne do przetrwania w oskrzelach.
Przewaga objawdéw z goérnych droég oddechowych oraz przekonanie, ze temperatura w
oskrzelach jest zbyt wysoka przemawiaty raczej przeciw. (51, 52) W ciagu ostatnich lat
wykazano jednak metodami immunohistochemicznymi, PCR oraz hybrydyzacji in situ, ze
HRYV moze przetrwa¢ w komorkach oskrzeli. (47, 53, 54) Poniewaz wirusa wykrywano tylko
w nielicznych komoérkach opisywano zazwyczaj obraz niejednorodnego, mozaikowego
zakazenia. (47, 53)

Typowo, po krotkim, kilkugodzinnym okresie inkubacji wystgpuja ostre objawy, jak
zapalenie gardla, kichanie, uczucie zatkania nosa, surowiczy wysigk z nosa. Obserwuje si¢
robwniez zmiany ogolnoustrojowe: dreszcze, goraczke, bole glowy. Objawy osiagaja
najwigksze nasilenie w drugim, trzecim dniu i ustgpuja Srednio po 7 dniach. (55) Okoto 25%
zakazonych os6b zglasza utrzymywanie si¢ dolegliwosci przez 2 tygodnie. (56, 57) Liczba
czasteczek rynowirusa w poptuczynach nosa znamiennie spada po 3 dniach od zakaZenia,
niemniej wykry¢ go mozna do 3 tygodni, lub dtuze;j. (55)

Zakazenie HRV jest zazwyczaj tagodnym, samoograniczajacym si¢ procesem, nierzadko
jednak przebiegajacym z powiktaniami. Rynowirusy odpowiadaja za wigkszo$¢
spowodowanych przez wirusy zaostrzen astmy. (4) Nicholson i wspdtpracownicy wykazali, ze
az 89% objawowych przezigbien wiaze si¢ z nasileniem astmy oskrzelowej u dorostych.

Wsréd wszystkich zidentyfikowanych wirusow 64% stanowia rynowirusy. (58)
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Co najmniej potowe zaostrzen POChP poprzedzaja przezigbienie lub zapalenie gardta.
Réwniez w tym przypadku najczesciej wykrywa si¢ rynowirusy. (19) Chorzy na przewlekta
obturacyjna chorobeg ptuc maja cigzszy i dtuzszy przebieg zakazenia. (3, 59)

HRYV sa druga co do czgstosci (po RSV) przyczyna hospitalizacji matych dzieci z powodu
zapalen oskrzelikdw, czy zapalen ptuc, jak réwniez powoduja powazniejsze w przebiegu
zapalenia oskrzelikéw w porownaniu do RSV. (3, 60) Sa takze czgsto wykrywane u dzieci z
objawami ostrego zapalenia ucha srodkowego, a mieszane zakazenia wirusowo-bakteryjne z
obecnoscia HRV wydaja si¢ wiaza¢ z wigksza opornoscia na dzialanie antybiotykow. (43, 61)
HRYV wiaze si¢ z ryzykiem wystapienia ostrego zapalenia zatok przynosowych. U wigkszo$ci
badanych os6b obserwuje si¢ wowczas nieprawidtowosci w badaniu tomograficznym zatok.
(62) Pitkaranta i wspolpracownicy, stosujac metode hybrydyzacji in situ w komorkach
nabtonka zatok, wykazali obecnos¢ RNA rynowirusa az u 50% osdb z objawami ostrego
zapalenia zatok. (63)

Pikornawirusy wykrywano az u 40% dzieci z mukowiscydoza i objawami przezigbienia.
(64) Dzieci z czgstymi przezigbieniami wydaja si¢ mie¢ szybsza progresj¢ choroby. (3)
Powazne nastgpstwa maja zakazenia HRV u 0s6b z niedoborami odpornosci. Moga prowadzi¢
do cigzkiego zapalenia ptuc i1 $mierci az u 30% biorcoOw szpiku kostnego. (65) Rynowirusy
wykrywano w popluczynach pecherzykowo-oskrzelikowych u 30% chorych z nowotworami
hematologicznymi i wirusowymi zapaleniami ptuc. (66)

Cigzki przebieg zakazen HRV dotyczy osob starszych (67, 68, 69) W tej grupie choroba
czesciej dotyczy dolnych drog oddechowych, ma dluzszy i powazniejszy przebieg oraz moze

mie¢ charakter epidemiczny. (70, 67)

Rynowirusy w astmie oskrzelowej

Zakazenie HRV zwigksza nadreaktywno$¢ oskrzeli po prowokacji histaming i alergenem.
Jest ona wigksza u alergikow 1 moze si¢ utrzymywac przez 7 tygodni lub dluze;j. (71, 72) HRV
nasila nie tylko natychmiastowa (uwalnianie histaminy), lecz takze po6zna fazg¢ reakcji
alergiczne;j. (12, 72, 73)

Wydaje sig, ze rynowirusy moga mie¢ zwiazek patogeneza choroby. (8) Zaobserwowano
bowiem, ze zapalenie oskrzelikow spowodowane przez HRV we wczesnym okresie zycia jest
waznym czynnikiem ryzyka wystapienia ,,$wiszczacego oddechu” u dzieci w wieku
pozniejszym. (15, 74, 75)

Chorzy na astm¢ moga by¢ bardziej podatni na zakaZzenia rynowirusami. (76, 77)

Nieprawidtowa, uposledzona reakcja obronna organizmu w odpowiedzi na zakazenie moglaby
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powodowaé wystapienie objawow choroby. Holtzman zasugerowal, ze zmiany obserwowane
w astmie przypominaja upo$ledzona reakcj¢ immunogicznag w odpowiedzi na zakazenie
wirusem. Organizm uruchamiajac kompensacyjne, nieprawidlowe mechanizmy w celu
zwalczenia zakazenia, moze przyczynia¢ si¢ do przewleklego zapalenia drog oddechowych.
(14)

Odpowiedz Th;, jest hamowana przez cytokiny Thy, jak IFNy, czy IL-12. U chorych na
astme¢ produkcja interferondow w odpowiedzi na zakazenie HRV moze by¢ uposledzona. (5)
Leukocyty krwi obwodowej 0sob chorych na astme oskrzelowa wykazuja inne reakcje w
odpowiedzi na zakazenie rynowirusem w pordéwnaniu do osoéb zdrowych. Osoby zdrowe
reaguja uwolnieniem duzej ilosci INFy 1 IL-12, podczas gdy astmatycy produkuja mniej tych
cytokin, natomiast wigcej immunosupresyjnej IL-10 1 IL-4. (78) Taki niedobér odpowiedzi
Th; skutkuje nadprodukcja cytokin Th,, jak réwniez ulatwia przetrwanie wirusa w oskrzelach.
Niedawno opisano takze defekt uwalniania interferonu [ przez nabtonek oskrzeli w
odpowiedzi na zakazenie HRV. (6) W astmie obserwuje si¢ ponadto zwigkszona ekspresje
czasteczek ICAM-1 (CD45) na nabtonku drég oddechowych, ktore sa receptorami
komoérkowymi rynowiruséw. (28) Rynowirusy nasilaja dodatkowo ekspresj¢ ICAM-1 na
powierzchni nabtonka oraz zmniejszaja syntezg rozpuszczalnych czasteczek ICAM-1. Opisane
zjawiska moga utatwia¢ zakazenie i przetrwanie HRV w dolnych drogach oddechowych. (79)

Do rozwoju astmy oskrzelowej 1 alergii moze przyczynia¢ si¢ pierwotne uposledzenie
mechanizméw naprawczych nablonka drég oddechowych. (14) Zakazenie HRV dziata
cytotoksycznie na komorki nablonka, uposledza funkcje obronne i naprawcze, opdznia jego
odnowe, zwigksza lokalna produkcje cytokin, czynnikdw wzrostu, co powoduje naptyw
leukocytow do miejsca zakazenia, nasila produkcjg §luzu. Wszystko to moze ujawni¢ fenotyp
astmy oskrzelowe;j. (6, 8, 80, 81) Uposledzenie bariery jaka jest nabtonek, poglebione przez
zakazenie HRV, zwigksza takze ekspozycj¢ glgbszych warstw btony §luzowej na czynniki
srodowiskowe, co sprzyja przewleklemu procesowi zapalnemu.

Wydaje sig, ze zaburzenie rownowagi immunologicznej, czy pewien pierwotny defekt
moze powodowaé nieprawidtowa obrong przeciwwirusowa u chorych na astme oskrzelowa,
utatwiac replikacje 1 przetrwanie rynowirusow, prowadzac do przewlektego zakazenia. Mozna
sobie wyobrazié, ze liczba kopii wirusa w utajonym zakazeniu jest wystarczajaco niewielka,
aby mozliwe byto ich wykrycie dostgpnymi metodami (podobnie jak to jest w niektorych
przypadkach wirusowego zapalenia watroby typu C). Alternatywna hipoteza, tlumaczaca
obecno$¢ przewlektych zmian zapalnych w odpowiedzi na =zakazenie u o0s6b

predysponowanych jest jest hipoteza ,, hit and run”. Wedlug niej wirus powoduje zmiany
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zapalne w oskrzelach u 0s6b predysponowanych, ktére trwaja znacznie dluzej niz samo
zakazenie. (14)

Opublikowano niewiele prac, w ktorych badano obecno$¢ rynowirusow u astmatykow
przy braku objawdw klinicznych zakazenia. Odnotowane czgsto$ci wahaja si¢ szerokich
granicach i zaleza od zastosowanej metody diagnostycznej, sposobu i rodzaju pobierania
materialu do badan, czy doboru populacji. W starszych opracowaniach rynowirusy
stwierdzano przypadkowo u 4 do 12% chorych na astmg oskrzelowa podczas dobrej kontroli
choroby. W najnowszych doniesieniach odsetek ten jest wyzszy 1 wynosi 16-36%. (8, 16, 69,
74, 82, 83, 84) Marin i wspotpracownicy stwierdzili obecno$¢ DNA dla adenowirusa az u 78%
dzieci z astma bez objawow choroby, a RNA dla rynowirusa u 32% z nich. (18) Doniesienia
wskazuja, ze rynowirusy u astmatykéw moga przetrwac nawet do 6 miesigcy po zakazeniu, a
u 0sob z cigzka astma sa wykrywane w oskrzelach rowniez w okresach migdzy zaostrzeniami
choroby. (8, 16, 84)

Mozliwo$¢ przetrwania HRV potwierdzaja wyniki innych prac. Wykazano metodami
molekularnymi rynowirusy w okresie klinicznie bezobjawowym u dzieci podatnych na
zapalenia ucha §rodkowego oraz z przerostem migdatkéw podniebiennych. (5, 16, 46, 48, 84)
Wirusy oddechowe wykrywane sa takze u duzego odsetka chorych ze stabilna postacia
przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (40% chorych, w tym u 7% wykrywano rynowirusy).

(19)

Budowa i cykl rozwojowy wirusa

Rodzaj Rhinoviridae nalezy do rodziny wirusow Picoraviridae, ktoérych genom
zbudowany jest z jednoniciowej dodatniej czasteczki RNA. W obrgbie pikornawirusow
og6lnie wyrdzni¢ mozemy sze$S¢ rodzajow: Enterovirus, Rhinovirus, Hepatovirus,
Cardiovirus, Aphtovirus, Parechovirus. Ze wzgledu na podobiefstwo budowy molekularne;
mozemy je podzieli¢ na dwie grupy: jedna obejmuje enterowirusy i rynowirusy, w drugiej
znajdowatyby si¢ hepatowirusy, kardiowirusy i aftowirusy.

Opierajac si¢ na wilasciwosciach antygenowych oraz zdolnosci do pobudzania syntezy
swoistych przeciwcial, wyr6zniono ponad 100 serotypéw rynowiruséw. Ostatnie doniesienia
wskazuja na istnienie wigkszej liczby niezidentyfikowanych dotychczas serotypow. (85)
Chociaz pierwotnie zaktadano, ze nie wystgpuja pomigdzy nimi reakcje krzyzowe przeciwcial,
obecnie wiadomo, ze w wielu przypadkach przeciwciala swoiste dla danego serotypu moga

roéwniez wigzac si¢ z antygenami innych serotypow. (86)
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Analiza rynowirusow pod wzgledem wrazliwos$ci na czynniki przeciwwirusowe pozwolita
podzieli¢ rodzaj Rhinoviridae na dwie grupy A i B. W grupie A uwzgledniono 33 serotypy,
ktore wykazaly duza wrazliwo$¢ na takie czynniki przeciwwirusowe, jak WINS1711,
natomiast w grupie B umieszczono 67 serotypoéw wrazliwych na strukturalnie krétsze
czasteczki, jak R61837. (87)

W zaleznosci od receptora komérkowego rynowirusy mozna podzielono na dwie grupy:
wigksza, obejmujaca okoto 87 serotypéw oraz mniejsza w ktorej zidentyfikowano 12
serotypow. Receptorem komoérkowym pierwszej, w tym HRV 14, HRV 16, jest ICAM-1.
Receptorem mniejszej grupy rynowirusoOw, w tym HRV2 sa czasteczki nalezace do rodziny
komorkowych receptorow dla lipoprotein o niskiej gestosci (low-density lipoprotein receptor,
LDLR). (88)

W zalezno$ci od réznic sekwencji RNA rozrézniamy typy: human rhinovirus A oraz
human rhinovirus B. Do pierwszego wlaczonych zostalo 76, a do drugiego 25 serotypoéw
rynowirusow. (89) Ostatnio zidentyfikowane szczepy rynowirusow nie naleza do zadnego ze
znanych serotypow. Wsrdd nich wyodrgbniono nowa grupg rynowirusow, grupe C, rézniaca
si¢ od znanych grup A i B sekwencja nukleotydow.

Kapsyd wirusa buduje 60 kopii czterech podjednostek biatkowych: VP1 - VP4. Wywodza
si¢ one z poliproteiny syntetyzowanej na matrycy RNA, ulegajacej nastgpnie proteolitycznej
obrébce. Tworza strukturg o regularnym, ikosahedralnym ksztalcie. Biatka VP1-VP3 maja
konformacj¢ typu harmonijki B, a ich karboksylowe konce znajduja si¢ na powierzchni,
natomiast cze¢sci aminowe wewnatrz otoczki. Biatko VP4 umiejscowione jest wewnatrz
otoczki, w bezposrednim sasiedztwie RNA. Na powierzchni kazdej §ciany kapsydu znajduje
si¢ zaglebienie, nazywane kanionem (ryc.1) Budowa kanionu, jak i uktad aminokwaséw w
jego wngtrzu zapewnia przylaczanie gtoéwnego receptora komorkowego: ICAM-1. Jego
uksztattowanie zabezpiecza przed dziataniem uktadu odporno$ciowego, poniewaz czasteczki
ludzkich immunoglobulin sa zbyt duze, aby mogty wnikna¢ do wngtrza kanionu. To z kolei
powoduje, ze budowa aminokwasowa kanionu wykazuje mata zmiennos$¢ genetyczna. (90) Na
rycinie ponizej przedstawiono schemat budowy rynowirusa, uzyskany za pomoca

krystalografii z uzyciem promieni rentgenowskich.
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Rycina 1. Budowa otoczki ludzkich rynowiruséw. Z lewej rekonstrukcja budowy kapsydu
wirusa (HRV 16) w oparciu o badania krystalograficzne, kolorami zaznaczono poszczegdlne
podjednostki; po prawej rekonstrukcja rynowirusa 14 z wyraznie przedstawionymi

,kanionami” oraz zaznaczonymi miejscami antygenowymi.

http://www.virology.net/Big_Virology/BVRNApicorna.html)

W wyniku przytaczenia czasteczki ICAM-1 dochodzi do usunigcia reszty lipidowej z
kieszonki wytworzonej przez biatko VP1, co powoduje destabilizacje struktury kapsydu i
uwalnianie RNA wirusa do wngtrza komorki. (90)

Genom rynowiruséw jest zbudowany z pojedynczej nici kodujacej RNA (dodatniej
polarno$ci), materiat genomowy petni takze role matrycowego RNA. Na obydwu jej koncach
znajduja si¢ sekwencje niekodujace (NTR). Koniec 5° jest potaczony za pomoca wigzania
fosfodiestrowego z biatkiem VPg. Sekwencja aminokwasowa tego bialka jest bardzo podobna
u wszystkich rynowiruséw. Fragment NTR konca 5° RNA genomowego ma dtugos¢ 600 do
1300 nukleotydoéw i skomplikowana strukturg drugorzedowa. Region ten zawiera sygnaly dla
replikacji oraz skladania czasteczek wirusa. Tutaj znajduje si¢ takze miejsce inicjacji
transkrypcji (wewngtrzne miejsce inicjacji transkrypcji, IRES). Koniec 3° zakonczony jest
niekodujaca sekwencja poli(A), analogiczna do sekwencji poli(A) komorkowego mRNA. (90)
Region pomigdzy fragmentami NCR koduje poliproteing o ditugosci 2100 do 2200

aminokwasow. Schematyczna struktur¢ RNA rynowirusow przedstawiono na rycinie ponize;j.
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Rycina 2. Schemat budowy RNA rynowirusa z zaznaczeniem miejsc kodujacych kolejne
biatka rynowirusa.

NCR NCR
@——vr4 VP2 | VP3 VP1 2A |IB iC JAPB| 3C 3D Ay
VPg

W wyniku translacji powstaje jedna poliproteina (250 kDa), zawierajaca prekursory
wszystkich biatek wirusa. Obrobka proteolityczna pierwotnego biatka nastgpuje jeszcze przed
zakonczeniem transkrypcji i jest zalezna od proteaz wirusowych, wchodzacych w sklad
poliproteiny. W genomie rynowiruséw zakodowane sa dwie proteazy: 2A i 3C. Proteaza 2A
powoduje takze zahamowanie syntezy biatek gospodarza, poniewaz trawi bialka wiazace
czapeczke mRNA, translacja RNA wirusa odbywa si¢ za pomoca IRES. (90)

W obrgbie poliproteiny wyrdzni¢ mozna trzy prekursory biatek: P1, P2, P3. Produkt
translacji zawiera: biatka otoczki - VP4, VP2, VP3, VP1 (poczatkowo w obregbie prekursora
P1), picornarin 2A, biatka rdzenia P2B, P2C (w obrgbie P2), biatko rdzenia - P3A, biatko
zwiazane z genomem VPg - P3B, proteaza 3C, polimeraza RNA zalezna od RNA - P3D (w
obrebie P3).

Najwczesniejszym etapem obrobki proteolitycznej jest odcigcie fragmentu Pl,
zawierajacego biatka strukturalne od fragmentu, gdzie znajduja si¢ biatka niestrukturalne.
Nastgpnie w wyniku proteolizy fragmentu P1 powstaja biatka kapsydu wirusa: VPO (a
nastepnie VP2 i VP4), VP1, VP3.

Wirusowa polimeraza RNA syntetyzuje ujemna ni¢ RNA, komplementarna do nici
genomowej, ta z kolei stuzy do wytworzenia duzej liczby kolejnych kopii dodatniej czasteczki
RNA. W pierwszych etapach cyklu dodatnie RNA stanowia matryce do syntezy biatek,
dopiero pdzniej pakowane sa do nowych kapsydow. Proces sktadania nowych czasteczek
wirusa zachodzi w cytoplazmie komorki. (90, 56)

Cykl replikacji w hodowli komoérkowej wynosi od okoto 5 do 8 godzin, tyle rowniez

wynosi okres wylggania pierwszych objawow. (55)

Diagnostyka zakaZen HRV

Tradycyjnymi metodami wykrywania wirusa jest izolacja w hodowlach komoérkowych.
Wzrost rynowiruséw mozliwy jest tylko w wybranych liniach komérkowych, jak nabtonek
oskrzeli, ptuc ludzkich, linia HeLa, czy komorki nerki matpiej. (91) Przekonanie, ze
optymalna temperatura wzrostu rynowirusOw wynosi 33 stopnie doprowadzilo do

wieloletniego sporu, czy sa one zdolne przetrwa¢ w oskrzelach, gdzie temperatura jest wyzsza.
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Stosunkowo niedawno udowodniono, ze rynowirusy moga réwnie dobrze replikowaé si¢ w
wyzszych temperaturach. (52)

Oceny wzrostu rynowirusow w hodowlach dokonuje si¢ na podstawie efektu
cytopatycznego. Podobienstwo zmian wywolywanych przez rynowirusy i enterowirusy obniza
wiarygodno$¢ metody. Dodatkowe testy z badaniem wrazliwosci na niskie pH (HRV sa
niestabilne w niskim pH) pomagaja réznicowac te dwa rodzaje. Serotypy wirusa identyfikuje
si¢ za pomoca przeciwcial, pobranych z immunizowanych zwierzat. Duza liczba serotypow
utrudnia jednak diagnostyke i wymaga przeprowadzenia szeregu doswiadczen. Metoda jest
czasochtonna 1 ma niska czuto$¢.

Poszukiwanie antygendéw rynowirusa lub przeciwcial anty-HRV we krwi ma réwniez
organiczong warto$¢ diagnostyczna z uwagi na duza liczbg serotypéw wirusa. Stosowanymi
do wykrywania przeciwcial anty-HRV sa metody neutralizacji homologicznych serotypow w

hodowlach komoérkowych, ELISA, techniki hamowania aglutynacji, czy wigzania dopetniacza.

O1)

Opis wybranych metod biologii molekularnej

Metody biologii molekularnej coraz czg$ciej zastgpuja opisane wcze$niej techniki. W
poréwnaniu do metod konwencjonalnych, ktorych czuto$¢ wynosi okoto 45%, czulo$¢ metody
RT-PCR to 83%. Swoisto$¢ obydwu metod wynosi odpowiednio: 100% 1 93%. (22)

Dzigki nowym metodom diagnostycznym mozliwe bylo wykrycie szeregu dotychczas
niezidentyfikowanych szczepow rynowiruséw, ktorych identyfikacja za pomoca hodowli
komoérkowych byta niemozliwa ze wzgledu na brak efektu cytopatycznego. (85)

Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT), jak i1 tancuchowa reakcja polimerazy (PCR) sa
metodami enzymatycznymi in vitro, pozwalajacymi na zsyntezowanie nici DNA
komplementarnej (cDNA) do poszukiwanej sekwencji RNA (metoda RT), a nastgpnie
powielenia tego fragmentu (PCR). Swoisto$¢ reakcji zalezy migdzy innymi od starterow,
krotkich fragmentéw DNA, odpowiadajacych koncowym fragmentom poszukiwanej
sekwencji. W odpowiednich warunkach startery przytaczaja si¢ do matrycy, a do ich konca 3’
— enzym, odwrotna transkryptaza (RT-PCR) lub polimeraza (PCR) dobudowuje kolejne
nukleotydy tak, ze powstaje komplementarna ni¢ DNA. W reakcji RT powstaje
komplementarny do RNA odcinek DNA (cDNA). W reakcji PCR polimeraza powiela
docelowy fragment DNA, cDNA. RT jest jednoetapowa, natomiast PCR wieloetapowa.
Kolejne etapy powtarzane sa cyklicznie 20 do 40 razy. Mozliwe jest uzyskanie nawet miliarda

kopii cDNA. Pierwszym etapem PCR jest denaturacja w temperaturze 90-96°C, co powoduje
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rozdzielenie podwojnej nici DNA. W drugim etapie startery przytaczaja si¢ do poszukiwanych
sekwencji na matrycy DNA. Proces ten zachodzi w nizszej temperaturze (40 do 60°C) 1 nosi
nazwe¢ hybrydyzacji (ang. annealing). Trzeci etap, elongacja zachodzi w temperaturze 72°C 1
prowadzi do dobudowywania kolejnych nukleotydow przez termostabilna polimeraz¢. Kazda
skopiowana czasteczka DNA staje si¢ matryca do syntezy nowej nici w czasie kolejnego cyklu
reakcji PCR. Produkty reakcji mozna oceni¢ za pomoca elektroforezy na zelu agarozowym z
dodatkiem bromku etydyny. Pod wplywem promieniowania UV rozdzielone prazki
fluoryzuja, co mozna zarejestrowa¢ na kliszy fotograficznej. Szybko$¢ migracji kwasu
nukleinowego zalezy od ilosci par zasad fragmentu, tzn. im wigksza odleglo$¢ od miejsca
startu migracji, tym produkt reakcji jest krotszy.

Powielony fragment genomu rynowirusOw moze stuzy¢ do sekwencjonowania, syntezy
sondy hybrydyzacyjnej lub klonowania.

Na rycinie przedstawiono kolejne etapy RT oraz PCR.
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Rycina 3. Kolejne etapy wykrywania RNA rynowirusa: odwrotna transkrypcja oraz reakcja

PCR.
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Metoda hybrydyzacji wykorzystuje zdolno$¢ jednoniciowych kwaséw nukleinowych o
komplementarnych sekwencjach do hybrydyzacji i tworzenia dwuniciowych hybryd. Mozliwe
jest powstanie nastgpujacych hybryd: DNA/DNA, DNA/RNA oraz RNA/RNA. Poszukiwang
sekwencje wykrywa si¢ za pomoca sond, znakowanych fragmentow kwasow nukleinowych
komplementarnych do poszukiwanej sekwencji, ktore w odpowiednich warunkach przytaczaja
si¢ do niej. Sondy oligonukleotydowe lub sondy RNA sa jednoniciowe. W przypadku
dwuniciowych sond DNA, konieczna jest wstgpna denaturacja w wysokiej temperaturze.
Znakowane sa radioaktywnymi izotopami lub zwiazkami nieradioaktywnymi i wykrywane za
pomoca autoradiografii, immunohistochemii, badz ocenia si¢ je pod mikroskopem
fluorescencyjnym. (92)

Idea hybrydyzacji in situ jest mozliwos¢ wykrywania poszukiwanych sekwencji
bezposrednio w komorkach o nienaruszonej strukturze. Skrawki tkanek Iub rozmazy
zawiesiny komorek po odpowiednim przygotowaniu umieszcza w roztworze zawierajacym
sonde¢. Sonda wnika do komorek i1 hybrydyzuje z poszukiwana sekwencja. Pod mikroskopem
Swietlnym widoczne sa zabarwione obszary komorek, w ktorych obecna jest poszukiwana
sekwencja. Reakcja PCR (PCR in sifu) lub RT 1 PCR (RT-PCR in situ) przeprowadzana jest
bezposrednio w preparatach cytologicznych lub histologicznych. Produkty reakcji moga by¢
znakowane za pomoca zmodyfikowanych nukleotydow, wbudowywanych podczas reakcji
PCR (metoda bezposrednia) lub poprzez hybrydyzacje produktow reakcji ze znakowana
antygenowo lub izotopowo sonda (metoda posrednia).

Gltowna zaleta technik in situ jest uwidocznienie poszukiwanego fragmentu bezposrednio
w preparacie, mozliwos¢ oceny aktywnosci okreslonych genow, dystrybucji komorkowe;j i
tkankowej poszukiwanych transkryptow. Wydaje sig, ze potaczenie metody PCR z
hybrydyzacja in situ zapewnia wyzsza czulo$¢ 1 swoisto$¢ reakcji w pordwnaniu z sama
hybrydyzacja in situ. (93, 94, 95) W przypadku obecno$ci wirusa w pojedynczych komorkach
w tkance, RT-PCR in situ moze by¢ metoda czulsza niz RT-PCR, gdyz pozwala na lokalna
amplifikacj¢ RNA wirusa i uzyskanie duzych lokalnych stgzen cDNA. RT-PCR in situ moze
by¢ metoda z wyboru w badaniach, gdy spodziewana jest niewielka liczba kopii RNA wirusa.
(94) Inna zaleta tej metody jest mniejsze ryzyko zanieczyszczenia probek pobieranych z
dolnych drég oddechowych, materiatem z gérnych drég oddechowych, co jest gtownym
zarzutem w przypadku wielu innych metod molekularnych. (54)

Parametry poszczeg6lnych etapoéw reakcji sa kazdorazowo okre$lane eksperymentalnie i
maja kluczowe znaczenie dla powodzenia reakcji. Najwazniejszymi sa: odpowiedni czas

ekspozycji na proteazy, warunki reakcji PCR, czy hybrydyzacji in situ, w tym temperatury
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poszczegolnych etapow reakcji, sktad mieszanin reakcyjnych. (93, 94) Stanowi to
podstawowa trudno$¢ metody i moze prowadzi¢ do rézniacych si¢ wynikéw prezentowanych
w literaturze. (93, 94)

Kolejne etapy reakcji posredniej RT-PCR in situ, zastosowanej w prezentowanej pracy,

przedstawiono na rycinie.

Rycina 4. Kolejne etapy reakcji posredniej RT-PCR in situ.
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Fragment btony S$luzowej oskrzela umieszczano na szkietku podstawowym. Po
odpowiednim przygotowaniu, bezposrednio w wycinkach przeprowadzono odwrotna
transkrypcje z zastosowaniem swoistego startera dla rynowiruséw. Tak uzyskany cDNA,
odpowiadajacy poszukiwanej sekwencji HRV, zostat zwielokrotniony podczas reakcji PCR.
Fragment cDNA wykrywano sonda genetyczna znakowana digoksygening podczas
hybrydyzacji in situ. Po usunigciu nadmiaru sondy, przytaczano do niej przeciwciato
wykrywajace digoksygening, sprzezone z fosfataza alkaliczna. Miejsca obecnoSci
rynowirusOw uwidoczniono po dodatniu substratu barwnej reakcji enzymatycznej,

zachodzacej z udzialem fosfatazy.

Przeciwwirusowe mechanizmy obronne gospodarza

W nastgpstwie uszkodzenia zakazonych komodrek organizm uruchamia mechanizmy

obronne. Wyr6zni¢ mozemy dwa typy zapalenia: ostre lub przewlekle. Pierwsze trwa krotko,
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godziny lub dni i jest nastepstwem krotkotrwalego narazenia na czynnik uszkadzajacy. Druga
posta¢ ma przebieg dlugotrwaty, charakteryzuje ja naciek komorek jednojadrzastych, co
odzwierciedla dlugotrwale narazenie na uszkodzenie, jednoczasowe niszczenie tkanek oraz
naprawa z proliferacja naczyn krwiono$nych i widknieniem. Ostre zapalenie moze poprzedzac
rozwo0j zapalenia przewleklego. W odroznieniu od fazy ostrej, przewlekte zapalenie moze
przebiega¢ bezobjawowo, a zmiany zapalne maja zazwyczaj niewielkie nasilenie. (26)

Wielu autoréw zwraca uwagg na lokalne mechanizmy obronne jako kluczowe w przebiegu
zapalenia dolnych drog oddechowych. (26) Pierwszym etapem lokalnego zapalenia jest
napltyw leukocytdow do miejsca uszkodzenia. Odbywa si¢ to przy pomocy czasteczek
przylegania migdzykomorkowego. Przechodzenie leukocytow z krwi, przez $wiatlo naczyn,
do blon §luzowych warunkuja co najmniej 3 rodzaje oddziatywan pomigdzy leukocytami i
srédblonkiem. E-selektyny wiaza si¢ z receptorem sialyl-Lewis x na powierzchni leukocytoéw,
VCAM-1 z Bl-integryna, a VLA-4 oraz czasteczka ICAM-1 wiaza B2-integryny, LFA-1 lub
Mac-1. O naplywie leukocytow do miejsca zapalenia w drogach oddechowych decyduje
oddziatywanie pomigdzy ICAM-1 a B2-integrynami. (26). Wnikanie poszczegdlnych populacji
limfocytéw do tkanek docelowych uzalezniony jest od ekspresji szeregu receptorow, zwanych
adresynami. Jak dotad nie zidentyfikowano adresyn odpowiadajacych za naptyw limfocytéw
do ptuc. (26) Duze znaczenie w kontrolowaniu lokalnego procesu zapalnego maja czynniki
chemotaktyczne, warunkujace migracje leukocytow do miejsca zapalenia. Biora one takze
udzial w modyfikowaniu reakcji immunologiczne;.

Lokalnym zmianom zapalnym towarzysza nierzadko objawy ogoélnoustrojowe. Sa nimi:
goraczka, senno$¢, utrata apetytu, zwigkszona synteza bialek ostrej fazy (jak biatko C-
reaktywne, amyloid A, bialka dopelniacza, biatka krzepnigcia), zmiany obrazu leukocytow
krwi obwodowej, wzmozony katabolizm, niedoci$nienie, czy zaburzenia hemodynamiczne.
Mediatorami tych procesow sa: interleukina 1(IL-1), interleukina 6 (IL-6), czynnik martwicy
nowotworow (TNF). Leukocytoza wynika z uwalniania rezerw leukocytéw ze szpiku
kostnego do krwi obwodowej (powodowane migdzy innymi przez IL-1 i TNF), a takze
zwigkszenia produkcji leukocytow w szpiku kostnym na skutek nadprodukcji czynnikow
wzrostu kolonii. W przebiegu zakazen wirusowych obserwuje si¢ zarowno leukocytoze, jak i
leukopenig. (26)

W ponizszej tabeli przedstawiono udziat wybranych mediatorow w procesie zapalnym i

mechanizmach immunologicznych.
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Tabela 1. Funkcje wybranych mediatoréw procesu zapalnego.

Mediator

Komorki

produkujace

Dzialanie biologiczne

IL-1

Monocyty, makrofagi

Reakcja ostrej fazy,

Wzrost temperatury ciata,

Wzrost przepuszczalno$ci naczyn,

Synteza IL-2 i jej receptora,

Wydzielanie czynnikéw stymulujacych wzrost kolonii,
Powstawanie i chemotaksja neutrofilow i monocytow,
Wydzielanie PAF, prostaglandyn, NO,

Czynno$¢ komoérek dendrytycznych.

IL-6

Monocyty, makrofagi

Reakcja ostrej fazy,

Wzrost temperatury ciata,

Réznicowanie limfocytow B,

Aktywacja limfocytow T rozpoznajacych antygen,
Roéznicowanie LT w kierunku limfocytow cytotoksycznych,

Wytwarzanie IL-1.

IL-8

Nabtonek drog
oddechowych

Aktywacja funkcji neutrofiléw: chemotaksja, degranulacja,

uwolnienie enzymow lizosomalnych, dziatanie cytotoksyczne.

TNF-a

Monocyty,
makrofagi,
Limfocyty

Reakcja ostrej fazy,

Odporno$¢ przeciwzakazna,

Proliferacja i r6znicowanie LB,

Ekspresja czasteczek MHC I, MHC 11,

Proliferacja LT, proliferacja i cytotoksyczno$¢ komorek NK,
LAK, LTc,

Chemotaksja i aktywacja monocytow, neutrofilow,

Indukuje uwalnianie IFN-y, II-1, IL-6, GM-CSF, G-CSF, EGF,

PAF oraz produktow przemian kwasu arachidonowego.

Histamina

Mastocyty, bazofile

Poszerzenie i wzrost przepuszczalnos$ci matych naczyn,
Stymulacja wydzielania gruczotow egzokrynnych,

Pobudzenie zakonczen nerwow.

Kininy

Ro6zne komorki

Poszerzenie i wzrost przepuszczalnosci matych naczyn,
Pobudzenie uwalniania histaminy z mastocytow,
Synteza prostaglandyn,

Pobudzenie zakonczen bélowych nerwow.

Prostaglandyny

Mastocyty, roézne

komorki

Rozne dziatania:

PGE,, PGD,- rozszerzenie naczyn,

PGE,- wtasciwos$ci immunosupresyjne,

PGE, PGD,- bol, przepuszczalno$¢ naczyn, rozszerzenie
oskrzeli,

PGF,,, PGD,- skurcz migsni gtadkich, skurcz oskrzeli,

PGD,- agregacja i degranulacja ptytek.
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Wzrost przepuszczalno$ci naczyn,
) Chemotaksja leukocytow, przyleganie do $rodbtonka,
Leukotrieny Mastocyty, bazofile, )
) Pobudza wytwarzanie IL-1, IFN-y,
cysteinylowe Leukocyty ) ) )
Stymulacja wydzielania gruczotow egzokrynnych,
Skurcz migéni gtadkich.
Nabtonek drog Dziatanie przeciwwirusowe,
oddechowych, Rozszerzenie naczyn krwiono$nych,
Makrofagi, Rozszerzenie oskrzeli,
Tlenek azotu leukocyty, Hamowanie funkcji ptytek,
Komorki nerwowe, Neuroprzekaznik hamujacych neuronéw uktadu NANC,
srodbtonek Nitrozylacja bialek i zmiana ich aktywnos$ci, w tym czynnika
NF-kB.

Pierwszym etapem obrony przeciwwirusowej sa mechanizmy wrodzonej odpornosci
nieswoistej. Wptywaja na kontrolg zakazenia na najwcze$niejszych etapach, lecz takze na
zapoczatkowanie i przebieg nabytych mechanizméw obronnych.

Uwaza sig, ze nablonek drég oddechowych odgrywa wazna rolg we wczesnych
mechanizmach obrony przeciwwirusowej. (8, 14) Stanowi on barier¢ oddzielajaca $srodowisko
zewnetrzne od §rodowiska wewnetrznego organizmu. Odpowiada za mechaniczne usuwanie
zanieczyszczen, w tym czastek wirusOw za pomoca aparatu Sluzowo-rzgskowego, mobilizacje
komorek uktadu odpornosciowego. Sluz pokrywajacy powierzchni¢ nabtonka ,zlepia”
czasteczki zanieczyszczen, mikroorganizmy, a takze zawiera szereg aktywnych biologicznie
substancji. Sa to migdzy innymi PB-defensyny o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych,
przeciwwirusowych i przeciwgrzybicznych. (28) Prezentacja na powierzchni komorek
czasteczki ICAM-1 umozliwia adhezj¢ limfocytow T, jak 1 prawie wszystkich innych komorek
uktadu immunologicznego do nabtonka, co warunkuje naplyw leukocytow do miejsca
zapalenia. Adhezja limfocytéw zalezy od obecnosci interferonu y. Drugim sygnatem sa
produkowane przez nabtonek chemokiny RANTES. (26) Komoérki nablonka sa réwniez
waznym zrédlem tlenku azotu o wilasciwosciach przeciwwirusowych i modyfikujacych
przebieg procesu zapalnego. (28) Dzialajac chemotaktycznie na niedojrzale komorki
dendrytyczne oraz limfocyty T pamigci, stanowia jeden z wielu pomostow pomigdzy
wrodzonymi i nabytymi mechanizmami odporno$ci komorkowe;j. (96)

W obrebie pecherzykow plucnych funkcje ochronne petnia kolektyny- biatka surfaktantu
A 1 D. Utatwiaja one migdzy innymi eliminacj¢ mikroorganizmow przez makrofagi. (97)

Komodrkami odpowiedzi nieswoistej sa makrofagi/monocyty i granulocyty. Makrofagi,
najliczniejsze komorki §wiatta oskrzeli ulegaja szybkiej rekrutacji do drég oddechowych w

odpowiedzi na zakazenie. (98) Pobudzone czynnikami mikroorganizméw, a w pozniejszym
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okresie cytokinami, komorki obrony nieswoistej fagocytuja bakterie i wirusy. Hamujaco na
ich aktywno$¢ moga dziala¢: nowotworowy czynnik wzrostu TGFp, prostaglandyna E,, czy
IL-10. (97) Fagocytozg moze zapoczatkowa¢ bezposrednie rozpoznanie struktur
mikrooganizmu (za pomoca receptorow PRR) lub ich optaszczenie przez biatka zwane
opsoninami. Sa nimi przeciwciata i skladniki dopelniacza, biatko C-reaktywne, biatka
surfaktantu. Najefektywniejszywnymi opsoninami sa immunoglobuliny IgG, rozpoznawane
przez trzy typy receptorow (FcyRI, FcyRII, FcyRIII). Receptorami dla immunoglobulin E sa:
FceRl1, o duzym powinowactwie do IgE, ktory powoduje uwolnienie z mastocytéw i1 bazofilow
mediatoréw reakcji alergicznej, FceRIl, o niskim powinowactwie do IgE, moze
zapoczatkowaé fagocytoze, uczestniczy¢ w cytotoksyczno$ci zaleznej od przeciwcial. Na
powierzchni komorek odpowiedzi nieswoistej wykrywa sig receptory rozpoznajace wzorzec
patogendéw, w tym TLR, ktore aktywuja szereg szlakéw wewnatrzkomorkowych. W wyniku
pobudzenia nasilaja one fagocytoze, produkcje cytokin, mediatoréw prozapalnych, czynnikow
wzrostu. Mikroorganizmy zabijane sa za pomoca mechanizmow tlenowych i beztlenowych. W
wyniku pierwszych powstaja toksyczne zwiazki tlenu. W mechanizmach beztlenowych udziat
biora toksyczne biatka, jak defensyny, lizozym, kolagenaza, elastaza, proteazy, lipazy,
DNAzy, RNAzy, gtéwne biatko zasadowe, bialko kationowe eozynofilow i inne. (97)
Poniewaz makrofagi i granulocyty moga prezentowaé antygeny limfocytom T, uwalniaja
szereg cytokin, stanowia kolejny pomost pomigdzy nieswoistymi i swoistymi mechanizmami
obronnymi. Aktywowane neutrofile moga migdzy innymi przyspiesza¢ dojrzewanie komorek
dendrytycznych 1 zwigksza¢ ich aktywno$¢, a posrednio poprzez nasilenie proliferacji
limfocytow T, nasila¢ odpowiedz typu Th;. (99)

Ostatnio zwraca si¢ uwagg, ze eozynofile, tradycyjnie uwazane sa za komoérki obrony
przeciw pasozytom, biora udziat takze w obronie przeciwwirusowej. Eozynofile sa bogatym
zroédltem rybonukleaz, dzigki ktorym moga niszczy¢ RNA wirusow. Posiadaja rowniez
receptory dla RNA, jak TLR-3, TLR-7, TLR-8. W nastgpstwie pobudzenia wzrasta produkcja
rybonukleaz eozynofilowych, tlenku azotu, IFNB, o wilasciwosciach przeciwwirusowych i
proapoptotycznych. (100, 101)

W mechanizmach odpornosci przeciwwirusowej biora udziat komorki takze NK oraz inne
subpopulacje komoérek limfoidalnych. NK niszcza komoérki zakazone wirusem w mechanizmie
cytotoksycznym, niezaleznym od prezentacji antygenu. Celem ataku sa komorki z niska
ekspresja antygenow MHC (zakazone przez wirusy). NK moga takze bezposrednio

rozpoznawac bakterie 1 wirusy. Sa waznym zrodtem interferonu y, TNF-a. (97, 102)
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Jednymi z najwczesniej uwalnianych czynnikow obrony przeciwwirusowej sa interferony
(IFN). Stanowia réwniez istotny ,,pomost” pomigdzy odpornoscia wrodzona i nabyta.
Interferony typu I (o, B, k, ®) sa produkowane przede wszystkim przez leukocyty, komorki
dendrytyczne, fibroblasty, natomiast interferony II typu (IFN y) — przez limfocyty T, NK, czy
makrofagi. (97) Regulacja aktywnosci interferondw odbywa si¢ przy wspédtudziale czynnikoéw
transkrypcyjnych, jak NF-kB, ATF/JUN oraz czynnikow IRF. W wyniku dziatania
interferondéw dochodzi do ekspresji szeregu gendw zaleznych od interferonéw o
wiasciwosciach przeciwwirusowych 1 immunomodulujacych. Wzrasta ekspresja migdzy
innymi: I[CAM-1, RANTES, kinazy biatkowej R, syntetazy oligoizoadenylanowej, deaminazy
adenozyny, IL-1, IL-6, IRF, STAT i wielu innych. (103)

Syntetaza oligoizoadenylanowa warunkuje powstanie oligonukleotydéw adenylanowych,
aktywujacych endorybonukleaz¢ (RNAz¢ L), niszczaca wirusowe RNA. Kinaza biatkowa R
(PKR) w obecnosci dwuniciowego RNA fosforyluje podjednostke o czynnika inicjujacego
synteze biatka (elF-2). Fosforylacja dotyczy takze innych biatek komorki. W rezultacie
zahamowana zostaje produkcja biatek wirusowych. IFN I nasilaja takze produkcj¢ biatek Mx,
ktére sa GTP-azami. MxA upos$ledza skladanie czasteczek wirusa. Deaminazy adenozyny
dzialaja w obrgbie dwuniciowego RNA, w wyniku czego wirusowy RNA staje si¢
niefunkcjonalny. (10)

Interferony, zwtaszcza IFN vy, przyspieszaja réznicowanie 1 nasilaja aktywno$¢ limfocytow
cytotoksycznych, komorek K, NK, LAK, czy makrofagow. Biora rowniez udzial w
zapoczatkowywaniu apoptozy w nabtonku drog oddechowych, utatwiajac w ten sposob
eliminacj¢ wiruséw. Nasilaja ekspresje czasteczek MHC klasy I, a w przypadku IFN vy
réwniez MHC II i nastgpnie prezentacjg antygenow limfocytom T. (97)

Interferony moga uczestniczy¢ w nieprawidlowej reakcji na zakazenie u chorych na astme.
Opisywano zwiazek pomigdzy niedoborem produkcji interferonu B, uposledzeniem apoptozy,
a wrazliwo$cia astmatykow na zakazenia HRV. (6) Ostatnio odkrytym interferonom typu III
(IFN-A1, IFN-A-2/3), o wilasciwosciach podobnych do IFN I typu, przypisuje si¢ roéwniez
wazna rol¢ w patogenezie astmy oskrzelowe;j. (5)

Mechanizmem obronnym przed zakazeniem wirusowym jest apoptoza, programowana
$mier¢ komorki. Dzigki niej organizm moze wyeliminowa¢ nieprawidtowe komorki tacznie z
wirusem, zapobiegajac rozprzestrzenianiu si¢ zakazenia, rozwojowi zakazenia przetrwalego,
czy nadmiernej reakcji zapalnej w jego przebiegu. (90) Apoptoze zapoczatkowywuja zarowno
sygnaly zewnetrzne, jak i1 wewnatrzkomorkowe. Droge zewnatrzpochodna rozpoczyna

wiazanie Fas z Fas-ligandem lub TNF z jego receptorem na powierzchni zakazonej komorki.
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Aktywacja drogi wewnatrzpochodnej przebiega ze zwigkszeniem przepuszczalnosci bton
komoérkowych mitochondriow, co powoduje uwolnienie cytochromu C do cytoplazmy. (97)

Wirusy wytworzyly szereg mechanizméw zaburzajacych proces apoptozy na réznych
etapach. Biatka wirusowe moga powodowac zardwno jej zahamowanie, jak i aktywnie ja
nasila¢. Zablokowanie apoptozy przedtuza czas replikacji wirusa w komorce, ktora nie ulega
przedwczesnej $mierci, co moze prowadzi¢ do uwalniania wigkszej liczby czasteczek wirusa.
(6) Z drugiej strony apoptoza moze by¢ takze zjawiskiem korzystnym dla wiruséw, gdyz
umozliwia szerzenie si¢ zakazenia bez pobudzania reakcji zapalnej, jak odbywa si¢ to w
przypadku lizy zakazonych komorek. (6, 90, 104)

Obecnie duze znaczenie w odpornosci nieswoistej przypisuje si¢ grupie konserwatywnych
receptordw, nalezacych do receptorow rozpoznajacych wzorzec patogenow (PRR), a wsrod
nich receptorom TLR. Warunkuja one wczesna odpowiedz na zakazenie. (105) Receptorom
TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-9 przypisuje si¢ zdolnos¢ do rozpoznawania wirusow. (5, 106)
TLR-7, TLR-8, wykrywane sq migdzy innymi w komoérkach dendrytycznych, eozynofilach,
neutrofilach, moga ulega¢ aktywacji w odpowiedzi na obecnos¢ jednoniciowego genomowego
RNA wiruséw. (106, 107, 108) TLR-3 jest receptorem dla dwuniciowego RNA, czasteczki
czesto obecnej podczas replikacji wielu wirusow RNA. (105) W badaniu in vitro
udowodniono, ze TLR-3 ma istotne znaczenie w zapoczatkowywaniu odpowiedzi na
zakazenie rynowirusem. (109)

Nabyte mechanizmy odporno$ci rozpoczyna prezentacja antygenow limfocytom T.
Antygeny po obrobce wewnatrzkomoérkowej, zostaja zwiazane przez biatka MHC i
prezentowane limfocytom T. Czasteczki MHC 1 wystgpuja na wszystkich komorkach
organizmu 1 wiaza antygeny wewnatrzkomorkowe, na przyktad wirusowe, natomiast
czasteczki MHC II — antygeny pozakomorkowe. W wyniku prezentacji antygenow w
kontekscie MHC I aktywowane zostaja limfocyty cytotoksyczne, niszczace zakazone komorki
docelowe. Prezentacja antygendéw przez czasteczki MHC Il nie prowadzi do $mierci komorek,
lecz pobudzenia limfocytow pomocniczych, kontrolujacych dalsze etapy odpowiedzi
immunologicznej. Do skutecznej prezentacji antygenu limfocytom Th, oprécz pierwszego
sygnatu (rozpoznawanie prezentowanego antygenu przez limfocyt za pomoca receptora TCR 1
biatka koreceptorowego CD4) konieczny jest drugi sygnal. Jest nim pobudzenie receptoréw
na limfocytach, takich jak: CD28, 0X40, CD40L przez ligandy na komoérkach prezentujacych
antygen (APC), odpowiednio: CD80 lub CD86, OX40L, CD40. W wyniku aktywacji
limfocytéw Th, w odpowiednim $rodowisku (cytokin, jak IL-4, IL-12, IFNy) dochodzi do ich
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polaryzacji w kierunku limfocytow Th; lub Th,. W pierwszym przypadku powstaja komorki
efektorowe, w drugim produkowane sa swoiste przeciwciata. (97)

Gltéwnymi komorkami prezentujacymi antygen limfocytom T sa: komodrki dendrytyczne
(DC), makrofagi, czy limfocyty B, lecz takze inne komodrki. Komérkami APC moga by¢
eozynofile, wykazano ich zdolno$¢ do aktywacji HRV-swoistych limfocytéow T. (110) DC
pochodza ze szpiku kostnego, stamtad poprzez krew przedostaja si¢ do tkanki limfatyczne;,
nastepnie tkanek docelowych, jak pluca. Tam dojrzewaja i uzyskuja zdolno$¢ do fagocytozy i
przetwarzania antygendow. Prezentacja antygenoéw limfocytom odbywa si¢ w okolicznych
weztach chionnych. Naiwne limfocyty ulegaja woéwczas roéznicowaniu do subpopulacji
komorek: regulatorowych, pomocniczych lub efektorowych. Prezentacja obojetnych
antygenow przez tolerogenne DC limfocytom T pobudza ich rdéznicowanie w kierunku
komorek regulatorowych, hamujacych dalsza odpowiedZ immunologiczna na niegrozne
antygeny. Nieprawidlowy przebieg tego procesu moze prowadzi¢ do nadmiernej reakcji
zapalnej, czy objawoOw astmy alergicznej. Istnieja dowody na to, ze zdolnos¢ DC do
promowania odpowiedzi immunologicznej Th; lub Th, uzalezniona jest od kontaktu tych
komoérek z limfocytami NK, czy neutrofilami. Aktywowane komorki NK utatwiaja
dojrzewanie komorek dendrytycznych i nasilajaja sekrecje IL-12. Nastgpstwem jest selekcja
DC, promujacych odpowiedz immunologiczna typu Th;. (99, 102) NK w obecnosci IL-4
pobudzaja odpowiedz typu Th, oraz reakcje tolerancji. (102) Na aktywnos¢ DC wplywa
réwniez poziom IL-10 oraz prostaglandyny E,. PGE, hamuje produkcj¢ IL-12 przez DC za
posrednictwem IL-10. Zatem st¢zenie PGE, i IL-10 moze ostabia¢ roéznicowanie DC i
odpowiedz Th;. (111) Komorki dendrytyczne, dzigki licznym receptorom PRR, biora rowniez
udzial w procesach odpornos$ci nieswoistej. (102)

Gléwnymi efektorami obrony przeciwwirusowej sa limfocyty cytotoksyczne T, majace na
swojej powierzchni czasteczke CDS8. Rozpoznaja one bezposrednio antygeny wirusowe
prezentowane przy pomocy czasteczeck MHC 1 na powierzchni zakazonych komorek.
Niszczenie komorek docelowych odbywa sig poprzez uwolnienie cytolitycznych ziarnisto$ci
cytoplazmatycznych (perforyny, granzymy) lub aktywacj¢ receptoréow dla czasteczek
nadrodziny TNF na komoérkach docelowych: Fas, DR4, DRS5. Chociaz limfocyty T
cytotoksyczne zazwyczaj odgrywaja kluczowa role¢ w odpowiedzi immunologicznej przeciw
wirusom o niewielkich wtasciwosciach cytopatycznych (takich jak HRV), jak dotad brak jest
publikacji potwierdzajacych udziat limfocytow CD8 w mechanizmach obronnych przeciwko

HRYV. (10)
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Produkcja przeciwcial jest kolejnym waznym mechanizmem obrony przeciwwirusowe;.
Przeciwciatla neutralizujace pojawiaja si¢ we krwi i wydzielinach, uznawane sa za
najwazniejszy mechanizm nabytej odpornosci przeciwko HRV. (10) Wiaza si¢ one
specyficznie z powierzchnia wirusa w sposob uniemozliwiajacy jego przylaczanie do
receptora komorkowego i wnikanie do wngtrza komodrki. Moga tez spelnia¢ rolg opsonin,
prowadzi¢ do aktywacji dopetlniacza i lizy komorki, aktywowaé limfocyty NK do
cytotoksyczno$ci komorkowej zaleznej od przeciwcial. Pojawiaja si¢ we krwi po 1-2
tygodniach od zakazenia HRV. Najwyzsze poziomy wystepuja po 5 tygodniach, a wykrywa
si¢ je do roku. (10) Z uwagi na ro6znorodnos¢ antygenowa, wytworzenie swoistych przeciwciat
nie zabezpiecza przed zakazeniem innym serotypem rynowirusa. Odporno$¢ humoralna ma
prawdopodobnie ograniczone znaczenie w zakazeniach HRV. Swiadczy o tym krotki okres
wystepowania objawow 1 szybkie zdrowienie, objawy kliniczne choroby trwaja od 7 do 10
dni, zanim pojawia si¢ we krwi przeciwciata neutralizujace. Ponadto swoiste przeciwciata
podczas naturalnych zakazen HRV wykrywane sa tylko u 50% pacjentéw. (10, 97)

OdpowiedZ organizmu na zakazenie jest stanem swoistej rOwnowagi pomigdzy czynno$cia
komorek efektorowych a komodrek supresorowych. Limfocyty regulatorowe T (opisano wiele
subpopulacji: CD8+ Treg, Ths, Trl) hamuja odpowiedz innych limfocytéw T poprzez
produkcje IL-10, TGF-B. Komorki supresorowe T CD4+/CD25+ dzialaja takze poprzez
bezposredni kontakt z druga komoérka. (112) Obecnosé komoérek regulatorowych ma na celu
zapobiezenie nadmiernej reakcji immunologicznej organizmu. Hamujac nadmierna reakcjg
zapalna, opisana populacja komoérek moze w pewnych sytuacjach ulatwiaé przetrwanie

patogendw i wytworzenie stanu przewlektego zakazenia. (28, 113)

Zapalenie w dolnych drogach oddechowych a zakaZenie rynowirusem

Rynowirusy moga dziala¢ cytotoksycznie na komorki nabtonka drog oddechowych.
Komorki zakazone wykazuja mniejsza zdolno$¢ do regeneracji i podziatow komorkowych,
niemniej ich uszkodzenie jest stosunkowo niewielkie. (80) Uszkodzenie $ciany oskrzela jest
znacznie mniejsze w poréwnaniu do zmian na przyktad podczas grypy, gdzie nablonek drog
oddechowych jest calkowicie niszczony. (55) Stad popularne przekonanie, ze nie bezposrednie
dziatanie rynowirusa, lecz raczej reakcja organizmu w odpowiedzi na zakazenie jest gtowna
przyczyna objawow klinicznych.

Podczas eksperymentalnych zakazen HRV obserwowano wzrost st¢zenia kluczowych
mediatoréw ostrej reakcji zapalnej: IL-1, IL-6. Prawdopodobna rolg w zakazeniu rynowirusem

przypisuje si¢ takze histaminie, gdyz u niektorych o0sob obserwowowano podwyzszone
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poziomy histaminy w wydzielinach nosia i oskrzeli, a leki antyhistaminowe niekiedy
zmniejszaja objawy przezigbienia. (55, 73) W wydzielinie z nosa stwierdzano podwyzszony
poziom kinin oraz metabolitow kwasu arachidonowego, prostaglandyn, czy tlenku azotu. (55,
97). Po zakazeniu nasila si¢ rowniez ekspresja enzymow przemian kwasu arachidonowego:
cykloksygenazy 2 (COX-2) oraz 5-lipoksygenazy, czemu towarzyszy zwigkszenie lokalnej
produkcji leukotrienow cysteinylowych. (114, 115) HRV nasilaja produkcj¢ czynnikéw
aktywujacych 1 dzialajacych chemotaktycznie, jak i czynnikdw prozapalnych: ECP, IL-8, IL-
16, GM-CSF, G-CSF, RANTES, MCP-1, IP-10, IL-1, IL-6, IL-11, TNF-a, IL-10, IFN-a,
tlenku azotu, czy wazoaktywnych peptydow, jak bradykinina (10, 54, 116, 117, 118, 119, 120,
121, 122)

Nasilenie naciekdw komorek zapalnych, neutrofilowych 1 limfocytowych, podczas
zakazenia  potwierdzaja badania kliniczne. (12, 119, 123) W nielicznych badaniach
odnotowano nasilona i przedluzajaca si¢ eozynofilic¢ w btonie §luzowej oskrzeli alergikow.
(12, 73)

Jak dotad molekularne mechanizmy zwiazane z przebiegiem zakazenia wywolywanego
przez r6ézne wirusy oddechowe oraz lokalnego zapalenia pozostaja w duzej mierze nieznane.
Czestymi sygnatami rozpoznawanymi przez komoérki gospodarza sa czasteczki dwuniciowego
RNA (dsRNA). (121) W komoérkach niezakazonych struktury dsRNA o dlugosci
przekraczajacej ponad 100 par zasad nie wystgpuja, natomiast takie formy buduja genom
wielu wirusow RNA, powstaja jako forma przejSciowa w czasie replikacji wirusa, albo
wystepuja w strukturach ,,szpilki do wltosé6w” w jednoniciowej czasteczce wirusowego RNA.
(124) Dwuniciowe fragmenty RNA moga aktywowac szereg szlakow wewnatrzkomorkowego
przekazywania, poprzez kinazg¢ biatkowa R (PKR), aktywowana mitogenem kinazg¢ biatkowa
(MAPK), czy czynnik transkrypcyjny NFxB. (121, 124) Aktywacja kinazy bialkowej R
prowadzi do fosforylacji czynnika Ikf, odtaczenia go od czynnika transkrypcyjnego NF-«f i
transkrypcje zaleznych genéw. W nastgpstwie pobudzenia kinaz biatkowych ulega ekspresji
szereg genoéw, miedzy innymi dla cytokin prozapalnych, wlaczajac produkcje IL-6, IL8,
RANTES. (105) Aktywacja kinazy bialkowej R prowadzi do zahamowania syntezy biatek
wirusowych.

Wirusy, w tym rynowirusy, powoduja wystapienie zapalenia neurogennego. Moga one
nasila¢ skurcz oskrzeli pobudzajac uktad cholinergiczny, prawdopodobnie w nastgpstwie
zaburzonej funkcji receptorow muskarynowych M,, co prowadzi do lokalnego nadmiaru
acetylocholiny. W zjawisku tym uczestniczy¢ moze gtéwne biatko zasadowe, uwalniane

podczas aktywacji eozynofilow. (11, 118, 125) Bronchospazm nasilaja takze neuropeptydy
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uwalniane z zakonczen nerwowych witdkien C, czy uposledzona funkcja hamujacych
neurondéw nieadrenergicznych, niecholinergicznych (NANC), ktore sa zrédtem migdzy innymi
tlenku azotu. (11, 126) Zniszczenie szczelnej bariery nablonka przez wirusy utatwia
bezposredni kontakt zakonczen nerwowych z innymi czynnikami uszkadzajacymi srodowiska
zewngtrznego. Zwigkszona aktywno$¢ neuronalna prowadzi do uwalnienia histaminy z

mastocytow, ktorych skupienia obserwowano wokot zakonczen nerwowych. (11)

ZakaZenia ostre, przewlekle, nosicielstwo

Ponad 100 lat temu Robert Koch oglosit teorig, zgodnie z ktéra przyczyna chordb sa
czynniki zakazne. Za patogeny uznano mikroorganizmy speitniajace tzw. postulaty Kocha.
Zgodnie z nimi, zarazek wywotujacy chorobg: musi by¢ obecny w organizmie wszystkich
chorych, nie powinien wystgpowa¢ u o0so6b zdrowych, natomiast powinno by¢é mozliwe
wyizolowanie go z organizmu chorego i namnazanie w czystych hodowlach poza oganizmem.
Wyizolowany z hodowli powinien powodowaé pojawienie si¢ choroby u zakazonych
zwierzat. Powinno by¢ takze mozliwe ponowne jego wyizolowanie ze sztucznie zakazonych
osobnikow.

Wraz z rozwojem mikrobiologii zaobserwowano, ze nierzadkie sa odstgpstwa od
powyzszych regul. Po pierwsze, poszczegdlne patogeny nie zawsze musza wywotywac
chorobg u wszystkich osobnikoéw. Jak powszechnie wiadomo niektére mikroorganizmy, nie
bedac uznawane za chorobotwoércze, moga w szczegélnych sytuacjach wywotywaé chorobg
(na przyklad w stanie immunosupresji). Wiele innych mikroorganizméw moze bytowac
wewnatrz organizmu gospodarza, nie wywotujac choroby.

Obecnie uznaje si¢ istnienie szeregu roznych zaleznosci pomigdzy mikroorganizmem i
gospodarzem. Powstato wiele terminéw, opisujacych wzajemne relacje gospodarz-patogen.

ZYozono$¢ oddziatywan patogen-gospodarz ilustruje rycina ponize;.
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Rycina 5. Zalezno$ci pomigdzy patogenem i gospodarzem. Za: (127)
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Zakazenie organizmu mozna okresli¢ jako nabycie patogenu przez gospodarza. W wyniku
obrony immunologicznej, czy naturalnych barier ochronnych patogen moze zostaé
wyeliminowany. Skuteczna odpowiedZ immunologiczna lub skuteczne leczenie moze
zredukowac stopien uszkodzenia i zapobiec chorobie. W niektérych przypadkach, eliminacja
patogenu nie zapobiega uszkodzeniu tkanek, gdyz mechanizmy immunologiczne moga
przetrwa¢ pomimo to. Wynika stad fakt, ze zjawiska zakazenia i choroby nie moga by¢
traktowane jak synonimy.

Jedna z postaci zalezno$ci gospodarz-mikroorganizm jest komensalizm. Jest to typ
zalezno$ci o charakterze symbiozy migdzy gatunkami, w ktorej jeden z gatunkoéw czerpie
korzysci. Stan ten mozna zdefiniowac jako zaleznos$¢, ktora nie prowadzi do wykrywalnego,
trwajacego 1/lub przetrwatego uszkodzenia tkanek gospodarza. Obecno$¢ endogennej
mikroflory jest zjawiskiem korzystnym dla gospodarza, migdzy innymi: chroni przed
nabywaniem  chorobotworczych ~ mikroorganizméw,  pobudza  rozwdj uktadu
immunologicznego, stanowi zrodto substancji odzywczych.

Kolonizacja jest stanem obecnosci, replikacji drobnoustroju w organizmie przez pewien,

nieokre$lony czas. Przedluzony stan kolonizacji prowadzi¢ moze do nowego stanu w
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organizmie (tworzenie ziarniniakéw, przebudowa struktury tkanek), czego wynikiem jest
przetrwate zakazenie. Obecnos$¢ patogenu moze powodowac uszkodzenie tkanek gospodarza i
stan choroby, lub wyzwolenie odpowiedzi immunologicznej i usunigcie drobnoustroju. Stan
postepujacego uszkodzenia prowadzi do petnoobjawowej choroby, a nawet §mierci.

Zgodnie z wspotczesna wiedza, komensalizm, kolonizacja, przetrwale zakazenie to ciagle
stany wynikajace z zakazenia, potencjalnie ze soba polaczone, a rdznice pomigdzy nimi to
migdzy innymi obecno$¢ uszkodzenia tkanek gospodarza.

Wzajemne oddziatywania gospodarz-patogen zaleza od rodzaju drobnoustroju
(patogennos¢) 1 indywidualnych uwarunkowan gospodarza (stan uktadu immunologicznego,
wiek, uwarunkowania $rodowiskowe). Aktualnie stosowane pomiary uszkodzenia, jak:
$miertelno$¢, objawy kliniczne, uszkodzenie tkanek, wydaja si¢ niewystarczajaco doktadnie
opisywa¢ wzajemne zalezno$ci pomigdzy gospodarzem i mikroorganizmem, utrudniajac w

praktyce definitywne rozroznienie tych standw. (127)

Perspektywy leczenia

Jak dotad nie udato si¢ stworzy¢ skutecznego leku przeciwko HRV. Z uwagi na duza
liczbg serotypéw wydaje si¢ rowniez malo prawdopodobne, aby kiedykolwiek mozliwe byto
wynalezienie skutecznej szczepionki. Z tego tez powodu nie sa dostgpne skuteczne srodki
profilaktyczne czy przeciwwirusowe. Co prawda wykazano korzystne dzialanie niektorych
preparatow, jak interferon o, czy czynnik przeciwwirusowy pleconaril, niemniej z powodu
dzialan niepozadanych nie zostaty one dopuszczone do leczenia w praktyce klinicznej. (55,
76) Badania randomizowane oceniajace skuteczno$¢ innych lekow, jak rozpuszczalne
czasteczki ICAM-1, czy inhibitory proteazy 3C wykazaty, co prawda korzystne ich dziatanie
w poréwnaniu z placebo, niemniej skuteczno$¢ byta umiarkowana. (76, 128) Antybiotyki
makrolidowe zmniejszaja ekspresj¢ czasteczek ICAM-1 na powierzchni komoérek nabtonka,
ich skuteczno$¢ w zakazeniach HRV nie zostata jednak jednoznacznie udowodniona. (129)

Leczenie zakazen HRV w astmie oskrzelowej opiera si¢ przede wszystkim na stosowaniu
lekow  przeciwzapalnych, jak glikokortykosteroidy, czy antagoni§ci receptorow
leukotrienowych. Korzysci ich stosowania w zakazeniach HRV nie zostaly jednak ostatecznie
zweryfikowane. Jak dotad nie jest tez jasne, czy leki swoiste przeciw rynowirusom pozwola
na zmniejszenie liczby zaostrzen astmy, lub zmienia przebieg choroby. (76) Wydaje si¢ takze,
ze stanowisko dotyczace stosowania swoistej terapii przeciw HRV, zwlaszcza w grupach
zwigkszonego ryzyka, jak osoby starsze, z niedoborami odpornosci, czy chorzy na astme

oskrzelowa, powinno zostaé W przysztosci zweryfikowane. (68)
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II. Cele pracy

Podjete badanie miato na celu:
1. wykrycie, czy u 0so6b chorych na astmeg oskrzelowa stwierdza si¢ obecnos¢ rynowirusa w
dolnych drogach oddechowych, pomimo braku objawow klinicznych zakazenia,
2. pordwnanie czgstosci wykrywania RNA rynowirusow w oskrzelach u astmatykow i1 u 0osob
nie chorujacych na astmeg,
3. porownanie wynikéw dwoch dwoch metod wykrywania wirusa: na podstawie obecnosci
bialek otoczki lub RNA,
4. probe korelacji obecno$ci rynowirusOw w oskrzelach astmatykoéw ze stopniem cigzkos$ci
choroby, nadwrazliwoscia na aspiryng, atopia 1 innymi wybranymi parametrami

charakteryzujacymi postac i przebieg kliniczny choroby.
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III. Material i metodyka

Charakterystyka osob badanych

W badaniu wzigto udziat 30 oséb chorych na astme oskrzelowa. W grupie tej znalezli si¢
réwniez chorzy z nadwrazliwo$cia na aspiryng, potwierdzona wziewnym lub doustnym testem
prowokacyjnym z aspiryna, a takze dodatnim wywiadem w kierunku takiej nadwrazliwosci.
Kwalifikacj¢ do badania przeprowadzono w grupie 0so6b kierowanych na bronchofiberoskopi¢
przez lekarzy prowadzacych.

Warunkiem wiaczenia do badania bylo rozpoznanie astmy oskrzelowej przez lekarza
specjaliste choréb phuc lub alergologa zgodnie z kryteriami diagnostycznymi Swiatowej
Strategii Rozpoznawania, Leczenia i Prewencji Astmy (25). Do badania wlaczono zaréwno
osoby z tagodna do umiarkowanej, jak i cigzka postacia choroby.

Kryteriami wykluczajacymi z badania byty:

- zaostrzenie choroby w okresie 2 tygodni poprzedzajacych badanie,

- objawy niezytu goérnych droég oddechowych w ciagu 3 tygodni poprzedzajacych badanie,

- inne choroby wspotistniejace, ktore w ocenie badacza mogltyby mie¢ wplyw na wyniki, w
tym: kliniczne cechy zakazenia dolnych drég oddechowych, przewlekle choroby oskrzeli i
ptuc, niewydolno$¢ uktadu krazenia lub uktadu oddechowego, pierwotne i wtorne zaburzenia
odpornosci.

Za chorobg bez zaostrzenia uznawano astmg bez objawow klinicznych pogorszenia w
wywiadzie lub w badaniu fizykalnym w ciagu 2 tygodni poprzedzajacych bronchoskopig, oraz
jezeli w wynikach spirometrii podstawowej przed badaniem nie stwierdzano rdéznic w
porownaniu do wynikow optymalnych (ustalonych indywidualnie dla kazdego pacjenta na
podstawie poprzednich, seryjnych pomiaréw spirometrycznych). Alternatywnie, wystapienie
zaostrzenia choroby oceniano na podstawie wynikéw pomiaréw szczytowego przeptywu
wydechowego (PEF), ktore w ciagu dwodch tygodni poprzedzajacych bronchoskopig¢ powinny
by¢ poréwnywalne do warto$ci optymalnych dla kazdego chorego.

Kryteria wlaczenia i wylaczenia z badania weryfikowano w oparciu o przygotowana
ankiete oraz na podstawie badania fizykalnego.

Grupa kontrolna liczyta 30 osoéb. Wiaczono do niej 8 osob, ktore zostaty skierowane na
bronchoskopi¢ diagnostyczna z powodu obwodowego guza pluca, bez cech naciekania

oskrzeli, bez uczucia dusznosci. U o0soéb tych przeprowadzona diagnostyka nie wykazata
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innych chordb uktadu oddechowego. Pozostala czgs¢ grupy kontrolnej stanowito 22 chorych,
zakwalifikowanych do lobektomii lub pulmonektomii z powodu obwodowego guza ptuca.
Osoby te rekrutowano w Specjalistycznym Szpitalu imienia Jana Pawta II w Krakowie. W
grupie pordwnawczej znalezli si¢ wylacznie chorzy z obwodowa lokalizacja guza bez cech
klinicznych, wskazujacych na uogdlnienie choroby nowotworowej. Kwalifikacj¢ chorych do
badania przeprowadzono wspoélnie z lekarzami prowadzacymi pacjentow, w oparciu o
dostgpna dokumentacj¢ medyczna, wywiad i badanie lekarskie.

Podobnie jak w przypadku astmatykow kryterium wykluczajacym w tej grupie byty
objawy kliniczne zakazenia drog oddechowych w czasie rekrutacji lub w trzytygodniowym
okresie poprzedzajacym badanie. Wypelniano ankiete, dotyczaca objawdéw klinicznych,
aktualnego leczenia, wykonanych testoéw diagnostycznych i chordb wspotistniejacych.
Opierano si¢ na wywiadach 1 wynikach badan dodatkowych, opinii lekarzy prowadzacych
chorych.

Innymi kryteriami wykluczajacymi byty: przewlekta obturacyjna choroba phuc, rozstrzenie
oskrzeli, rozedma pluc, niewydolno$¢ uktadu krazenia lub uktadu oddechowego, pierwotne 1
wtorne zaburzenia odpornosci, inne choroby phuc, ktére w ocenie lekarza mogty wptynaé na
wyniki badania.

Osoby objete badaniem zostaty poinformowane o korzysciach i zagrozeniach ptynacych z
udzialu w badaniu 1 wyrazily §wiadoma zgod¢ na uczestnictwo. Projekt badania zostat
zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczna Uniwersytetu Jagiellonskiego (nr zgody

KBET/142/B/2004 z dnia 27.01.2005r).

Kryteria rozpoznania wybranych stanow klinicznych

Rozpoznanie astmy oskrzelowej zostalo postawione przez lekarza pulmonologa lub
alergologa, zgodnie z kryteriami diagnostycznymi Swiatowej Strategii Rozpoznawania,
Leczenia 1 Prewencji Astmy, GINA. (25)

Za zaostrzenie astmy oskrzelowej uznano: epizod szybko narastajacej dusznosci, kaszlu,
swiszczacego oddechu i/lub uczucia $ciskania w klatce piersiowej z/bez towarzyszacej
niewydolnosci oddechowej, ktory cechowato zmniejszenie przeptywu szczytowego powietrza
objawiajace si¢ obnizeniem wartosci PEF lub FEV .

Astmg aspirynowa (AIA) rozpoznawano na podstawie wystgpowania co najmniej jednego
zagrazajacego zyciu epizodu dusznosci po zazyciu aspiryny lub innych niesteroidowych lekéw

przeciwzapalnych (NSAIDS). Rozpoznanie potwierdzano dodatnim wynikiem doustnej lub
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inhalacyjnej proby prowokacyjnej z aspiryna. Dozwolone bylo rozpoznanie AIA bez
wykonania proby aspirynowej, jezeli wywiad jednoznacznie wskazywat na takie rozpoznanie.

Astmg cigzka definiowano zgodnie z wytycznymi GINA, jak i opinig lekarzy specjalistow
pulmonologéw, prowadzacych chorych. Za posta¢ cigzka uznawano chorobg powodujaca
codzienne objawy, czgste zaostrzenia oraz objawy nocne, ktora znacznie ograniczata
codzienna aktywno$¢, a wartosci szczytowego przeptywu wydechowego (PEF) i
pierwszosekundowej natgzonej objgtosci wydechowej (FEV;) byly réwne lub mniejsze od
60% 1/lub wykazywaly zmienno$¢ wigksza lub rowna 30%. U chorych otrzymujacych
leczenie, rozpoznanie cig¢zkiej astmy opierano na nasileniu objawOw oraz intensywnos$ci
terapii, zgodnie z  zaleceniami GINA. Stosowanie doustnych glikokortykosteroidéw
traktowano jako kryterium rozpoznania ci¢zkiej postaci astmy.

Atopi¢ rozpoznawano u o0sob z chorobami alergicznymi w wywiadzie, u ktérych
przynajmniej jeden z alergicznych testow skornych byt dodatni lub oséb z wysokim
poziomem catkowitego IgE w surowicy IgE (>400 IU/ml).

Zakazenie drog oddechowych w okresie poprzedzajacym badanie rozpoznawano w
przypadku zglaszania przez pacjenta typowych objawdéw przezigbienia w okresie 3 tygodni
poprzedzajacych badanie. W tym celu wypetniano specjalnie przygotowana ankiete.

Przewlekla obturacyjna chorobe ptuc (POChP) rozpoznawano na podstawie kryteriow
ustalonych przez Swiatowa Strategic Rozpoznawania, Leczenia i Prewencji Przewlektej
Obturacyjnej Choroby Pluc (GOLD). (130) Za rozpoznaniem POChP przemawiaty: typowy
wywiad chorobowy oraz wyniki badan spirometrycznych (obnizenie wskaznika FEV,/VC
ponizej 70%). POChP rozpoznawano takze u chorych, u ktérych takie rozpoznanie postawione

zostato uprzednio przez lekarza specjalistg.

Badania wykonane u 0s6b kierowanych na bronchoskopi¢ diagnostyczna

Weryfikacjg rozpoznania, kryteriow wlaczenia 1 wytaczenia z badania przeprowadzano na
podstawie ankiety, ktéra rowniez zawierala inne istotne informacje o chorym. Ankietg
wypelniano, wspolnie z pacjentem. Informacje uzupeiniane byly o wyniki badan z
udostgpnionej dokumentacji medycznej. Formularz zawieral pytania dotyczace astmy
oskrzelowej, jak: objawy choroby i ich nasilenie (w tym czgsto$¢ objawdw w ciagu tygodnia,
czgstos¢ objawow nocnych, zaostrzen, wptyw choroby na aktywno$¢ w ciagu dnia, liczba
zaostrzen w ocenie pacjenta w zdefiniowanym przedziale czasu), rodzaj i dawki zuzywanych
lekoéw, wyniki testow diagnostycznych (spirometria, pomiary PEF, wykonane testy alergiczne,

radiogramy 1 tomogramy ptuc i zatok, o ile czas pomigdzy wykonaniem badan obrazowych, a
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bronchoskopia nie byt dtuzszy niz 2 miesiace, warto$¢ eozynofilii bezwzglednej, IgE, proba
aspirynowa), obecno$¢ objawdw ze strony ukladu oddechowego, w tym wskazujacych na
zakazenie drog oddechowych, wystgpowanie chorob wspotistniejacych, nikotynizm, wywiad
rodzinny w kierunku chorob alergicznych.

Spirometri¢ wykonywano w pracowni spirometrycznej II Katedry Chorob Wewnetrznych
w Krakowie za pomoca aparatu PNEUMO 2000 (abcMED, Krakow, Polska). Badanie przed
oraz po podaniu leku rozszerzajacego oskrzela (betamimetyku krotkodziatajacego) wykonano
w dniu bronchofiberoskopii, przed badaniem, a jezeli nie bylo to mozliwe, dopuszczano
mozliwo$¢ interpretacji wynikoéw wykonanych najwyzej 10 dni przed planowana
bronchofiberoskopia.

Doustny lub wziewny test nadwrazliwos$ci na aspiryng wykonywano wytacznie u oséb z
rozpoznang astma oskrzelowa 1 wywiadem sugerujacym taka nadwrazliwos¢. Przeprowadzono
je w pracowni spirometrycznej II Katedry Chorob Wewngtrznych w Krakowie, zgodnie z
wczesniej ustalonymi zaleceniami. (32) Aspiryng podawano doustnie we wzrastajacych
dawkach przez 10 godzin az do osiagnigcia dawki kumulacyjnej 500 mg. Spirometri¢
powtarzano co 30 minut. W te$cie prowokacyjnym wziewnym stosowano roztwory aspiryny
lizynowej podawanej za pomoca nebulizatora (Spire Electro 2, Hameenlinna, Finlandia) we
wzrastajacych dawkach, az do osiagnigcia wziewnej dawki kumulacyjnej 182 mg. Probeg
uznawano za dodatnia, jezeli obserwowano spadek FEV| wigkszy niz 20% lub wystapity inne
powazne reakcje pozaoskrzelowe.

Badanie cytologiczne popluczyn pecherzykowo-oskrzelikowych, jak i oceng histologiczna
wycinkéw oskrzeli przeprowadzono, zgodnie z rutynowymi procedurami, w Zaktadzie
Patomorfologii Collegium Medium Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Popluczyny oskrzelowe, pobierane w trakcie bronchofiberoskopii badano w kierunku
zakazen bakteryjnych, grzybiczych, wywotanych przez Chlamydia pneumoniae lub
Pneumocystis carinii, o ile lekarz prowadzacy chorego uznat takie badanie za wskazane.
Metodami stosowanymi byty: hodowle na odpowiednich podtozach, zgodnie ze
standardowymi procedurami pracowni wykonujacej badania (Katedra Mikrobiologii
Collegium Medium Uniwersytetu Jagiellonskiego).

W dniu zaplanowanej bronchofiberoskopii, przed jej wykonaniem, pobierano kilka
mililitréw krwi zylnej do probowki z EDTA oraz na skrzep w celu oceny eozynofilii
bezwzglednej, catkowitego poziomu IgE oraz badania morfologii krwi.

Morfologi¢ krwi Zylnej oznaczano za pomoca automatu Sysmex K-1000 (TOA Medical

Electronics, Tokio, Japonia).
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Calkowity poziom immunoglobulin klasy E oceniano metoda nefelometryczna (Behring
Nephelometer Analzer II, Marburg, Niemcy), a eozynofili¢ bezwzglgdna obliczano w

komorze Fuchsa-Rosenthala.

Badania wykonane w grupie operowanych

Podobnie jak w grupie chorych na astmg informacje o chorym, uzyskane od lekarza
prowadzacego oraz z calosci dokumentacji medycznej, umieszczano w ankiecie.
Uwzgledniono wyniki badan dodatkowych, w tym biochemicznych, wykonanych
bezposrednio przed zabiegiem operacyjnym. Wyniki spirometrii uznawano za adekwatne,
jezeli wykonane byly bezposrednio przed zabiegiem (w ciagu poprzedzajacych 10 dni),
niezaleznie od o$rodka wykonujacego badanie. Nie uwzgledniono badan radiologicznych ptuc
0s6b z rozpoznana choroba nowotworowa pluc. Oceng histopatologiczna wycinkdéw
pobranych w czasie operacji przeprowadzono w pracowni patomorfologicznej
Specjalistycznego Szpitala im. Jana Pawla II w Krakowie. Przed operacja nie pobierano krwi
do badan laboratoryjnych, lecz uwzgledniono wyniki badan wykonanych w dniu
poprzedzajacym zabieg operacyjny (sporadycznie czas ten byt dtuzszy i wynosit co najwyzej
trzy dni).

Badanie morfologii krwi wykonane byto takze na aparacie Sysmex K-1000, eozynofili¢

bezwzgledna obliczono z dostgpnych wynikdw obrazu odsetkowego krwinek biatych.
Metody biologii molekularnej

Material do badan

Bronchofiberoskopie wykonano w znieczuleniu ogélnym w pracowni bronchoskopowej 11
Katedry Chorob Wewngtrznych w Krakowie. Procedure zabiegu, jak i metodyke pobierania
materiatu przeprowadzono zgodnie z zaleceniami Brytyjskiego Towarzystwa Chorob Klatki
Piersiowej (British Thoracic Society). (131)

Dwa lub trzy wycinki z blony S§luzowej oskrzeli utrwalano w 5% formalinie 1
przechowywano w temperaturze 4°C. Pobierano rdwniez materiat do innych badan, zgodnie z
decyzja lekarza prowadzacego chorego. Byly to: poptuczyny pecherzykowo-oskrzelikowe,
poptuczyny oskrzelowe do badan mikrobiologicznych, czy dodatkowe wycinki do rutynowej
oceny histopatologiczne;.

W przypadku chorych, zakwalifikowanych do operacji usunigcia fragmentu lub calego

ptuca, wycinki uzyskiwano z makroskopowo niezmienionych oskrzeli, ktérych $rednica
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odpowiadata tym dostegpnym w badaniu bronchofiberoskopowym. Utrwalano je réwniez w
5% formalinie.

Wszystkie ponizej opisane etapy wykonywano z zachowaniem zasad aseptyki, majac na
uwadze zmniejszenie ryzyka kontaminacji.

Wycinki na biezaco przesylano do Katedry Patomorfologii CMUJ w Krakowie, gdzie
zostaty zatopione w parafinie. Z bloczkéw parafinowych przygotowano 4 um skrawki, ktore
umieszczano na szkietkach podstawowych. Pozostate etapy reakcji RT-PCR in situ wykonano
w II Katedrze Chorob Wewngtrznych w Krakowie.

Reakcje immunohistochemiczne (IHC) przeprowadzono w laboratorium Uniwersytetu

Wisconsin w Madison, pod opieka pana profesora Williama Busse.

Startery do reakcji RT-PCR

Startery do reakcji odwrotnej transkrypcji oraz reakcji lancuchowej polimerazy (PCR)
wybrano z bazy VirOligo. (132) Dobrano je tak, aby umozliwily rozpoznanie jak najwigkszej
liczby serotypow rynowirusa przy zachowanej wysokiej swoistosci reakcji (che¢ uniknigcia
wykrywania innych wiruséw o zblizonych sekwencjach RNA, na przyktad enterowirusow).
Odnalezione w bazie VirOligo startery zostaly czgsciowo zmodyfikowane, aby wykazywaty
wigksze podobienstwo do sekwencji serotypow rynowirusow HRV16 oraz HRV2. Sekwencje
wybranych startero6w sa nastgpujace: starter F- 5’-CTACTTTGGGTGTCCG (OL24 w bazie
VirOligo) oraz starter R- 5’-GGTAGTTTCCACCACCAACC (OL86-1 w bazie VirOligo,
zmodyfikowany). Ich temperatury topnienia wynosza odpowiednio: 47,5°C oraz 56,4°C.
Starter F odpowiada wzglednie niezmiennej sekwencji w zakresie odcinka NCR genomu,
starter R odnosi si¢ do sekwencji o wigkszej zmiennosci kodujacej poczatkowy odcinek
poliproteiny (region VP4/VP2).

Ponizej przedstawiono fragmenty sekwencji serotypow HRV2 oraz HRV16 wraz z

zaznaczonymi miejscami przylaczenia starterow.
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Rycina 6. Fragmenty sekwencji wybranych serotypoéw rynowiruséw ( HRV2 oraz HRV16) z

zaznaczeniem miejsc przylaczenia starterow.

HEVZ  diugosc poszukiwanej sekwenciji 534 zasady 531 a

5 CGTAACCCAA TGTGTATCTA GTCGTAATGA GCAATTGOGG GATGGGACCA A 3
~GTGT TTCACTTTITC CTTTATATT TGCTTATGGT GACAATATAT ACAATATATA
TATTQQCACC ATQQATACAC AGATTTCAAG ACAAAATQTT QAAACTCACT CCACGCAAAA
CTCTGTATCA AATGGGTCTA GTTTAAATTA TTTTAACATC AATTATTTCA AAGATGCTGC
TTCAAATGGT GCATCAAAAC TGGAATTCAC ACAAGATCCT AGTAAATTTA CTGACCCAGT
TAAGGATGTT TTGGAAAAGG GAATACCAAC ACTACAGTCC CCCACAGTGG AGGCTTGTGG
ATACTCTGAT AGGATTATAC AGATTACCAG AGGAGATTCA ACCATAACTT CACAAGATGT
GGCTAATGCT ATCGTTGCGT ATGGTGTTTG GCCACATTAT CTATCCTCCA AGGATGCCTC
TGCAATTGAT AARACCCTCTC AACCAGATAC ATCTTCTAAT AGATTTTATA CTCTAAGGAG
TGTGACCTGG AGCAGTICCT CAAAGGGTTG GTGGTGGAAR CTACCTGATG CACTCAAGGA 3

1045 zasada

HAEV 76 diugosé poszukiwane] sekwenciji 546 zasady 535 zecade

o' TGCACACAAT CCAGTGTGTA GCTGGTCGTA ATGAGCAATT GCGGGATGGG ACCAA
> GTGTOCGTGT TTCACTTTTT TTCCTTTTAT TATTGCTTAT GGTGACAATA
TATATAGCAT ATATATATTG TTATCATGGG CAGCTCAAGTA TCTAGACAGA ATGTTGGTAC
GCACTCAACA CAAAATATGG TGTCAAATGG ATCCAGCCTC AATTATTTTA ACATTAATTA
TTTCAAAGAT GCAGCTTCCA GTGGTGCTTC TCGATTGGAC TTCTCTCAAG ACCCCAGTAA
ATTCACAGAC CCAGTTAAGG ATGTGTTGGA GAAAGGCATA CCCACTCTGC AATCTCCAAG
TGTAGAAGCT TGTGGATACT CTGATAGAAT AATCCAAATT ACAAGAGGCG ACTCAACCAT
AACATCTCAA GATGTTGCTA ATGCAGTGGT TGGGTATGGG GTATGGCCAC ACTACCTAAC
TCCGCAGGAT GCAACGGCTA TAGACTAAGOC AACACAACCA GATACATCAT CAAATAGGTT
TTACACACTG GATAGTAAAA TGTGGAACAG TACCTCCAAA GGTTGGTGGT GGAAACTACC ¥

1061 zasada

Izolacja RNA

Osobom z objawami przezigbienia 1 niezytu gornych drog oddechowych podawano do
kazdego z nozdrzy po 2,5 ml roztworu 0,9% chlorku sodu. Po okoto okoto 10 sekundach ptyn
zbierano w jalowym pojemniku. 200 pl poptuczyn przenoszono do jatowej probowki i
rozpuszczano w 800 ul Trizolu. Tak przygotowane probki przechowywano w -70°C.

Izolacj¢ RNA przeprowadzono zgodnie z protokolem podanym przez producenta.
Zawiesing ogrzewano do temperatury pokojowej, nastepnie do kazdej probowki dodawano po
0,2 ml chloroformu i wstrzasano przez 15 sekund. Roztwory odwirowano w temperaturze 4°C
(12000 g, 15 minut). Fazg bezbarwna roztworu przenoszono do czystej probéwki, dodawano

0,5 ml alkoholu izopropylowego 1 pozostawiono w temperaturze pokojowej na 10 minut. Po

41



ponownym odwirowaniu (4°C, 12000 g, 10 minut), osad plukano w 1 ml 75% etanolu, po
czym ponownie odwirowano (7500 g, 5 minut, 4°C). Po usunigciu nadsaczu, osad RNA
rozpuszczono w 20 ul wody destylowanej, a nastgpnie ogrzano do temperatury 55°C. Stgzenie
wyizolowanego w ten sposdb RNA zmierzono za pomoca spektrofotometru GeneQuant II

RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech).

Sonda genetyczna do wykrywania HRV

Pierwszym etapem syntezy sondy hybrydyzacyjnej byla reakcja RT w celu uzyskania
cDNA poszukiwanej sekwencji. W tym celu do 10 pl wyizolowanego RNA dodano starter R
oraz bufor 5x. Probki poddano temperaturze 75°C przez 2 do 3 minut i schtodzono na lodzie.
Nastepnie dodawano pozostate sktadniki reakceji RT.

Sktad 20 ul mieszaniny reakcyjnej byl nastgpujacy:

50 mM Tris-HCI,

10 mM MgCl,,

100 mM KCl,

4 mM DTT,

10 j. odwrotnej transkryptazy AMV,

2 mM kazdego z nukleotydow dATP, dCTP, dGTP, dTTP,

1 uM startera R,

0,5 ul/20 ul inhibitora RNAz.

Reakcje przeprowadzono w termocyklerze T3 Thermocycler (Biometra). Temperatura reakcji
wynosita 42°C, a czas trwania 60 minut. RT zakonczono inaktywacja AMV w temperaturze 75
°C. Produkt reakcji schtodzono do 4°C.

Tak uzyskane cDNA zwielokrotniono za pomoca tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w
termocyklerze (T3 Thermocycler) z uzyciem starterow R i F.

Sktad 25 pl mieszaniny reakcyjnej byt nastgpujacy:

10 mM Tris-HCI,

50 mM KCl,

1,5 mM MgCl2,

0,1% Triton X-100,

0,4 uM kazdego startera (F, R),

0,2 mM kazdego z nukleotydéw,

1 j. polimerazy DNA,

1 ul cDNA.
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Profil termiczny reakcji przedstawiono ponize;j:

1. wstepna denaturacja 94°C, 2 minuty,
2. denaturacja DNA 94°C, 45 sekund,
3. przytaczenie starterow (annealing) 38 cykli 55°C, 45 sekund,
4. wydtuzanie nici DNA (elongation) 72°C, 1 minuta,
5. elongacja koncowa 72°, 10 minut.

Etapy 2,3 1 4 powtarzano cyklicznie (38 cykli).
Obecnos¢ poszukiwanego fragmentu cDNA potwierdzono za pomoca elektroforezy na

1,5% zelu agarozowym.

Rycina 7. Elektroforeza na zelu agarozowym produktu reakcji PCR. Amplifikowany fragment
odpowiada odcinkowi ¢cDNA o dlugosci 537 par zasad (linia $rodkowa). Po lewej wzorzec

wielkosci DNA (pBR322/Alul), po prawej probka bez matrycy — kontrola ujemna.
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Zidentyfikowany produkt reakcji PCR wycigto z Zelu i oczyszczono za pomoca systemu
QIAEX II Gel Extraction Kit. Oczyszczony odcinek cDNA, stanowil matryce dla reakcji PCR
z zastosowaniem nukleotydéw znakowanych digoksygenina.

Sktad 50 ul mieszaniny reakcyjnej byt nastgpujacy:

10 mM Tris-HCI,

50 mM KCl,

1,5 mM MgCl,,

0,1% Triton X-100,

nukleotydy: 0,2 mM dATP, 0,2 mM dCTP, 0,2 mM dGTP;

0,19 mM dTTP; 0,01 mM DIG-11-dUTP,

0,3 uM startera R,

0,3 uM startera F,

1,4 j. polimerazy Tagq,

1 ul cDNA.

Parametry reakcji PCR byly takie same, jak reakcji PCR z zastosowaniem nieznakowanych
deoksyrybonukleotydow. Zwielokrotniony produkt reakcji PCR zobrazowano ponownie za
pomoca elektroforezy na 1,5% zelu agarozowym. Prazki, odpowiadajace poszukiwanemu
fragmentowi, wycigto z zelu 1 oczyszczono. Obecno$¢ oczyszczonego cDNA w roztworze
potwierdzono za pomoca elektroforezy na 1,5% zZelu agarozowym. Stgzenie sondy

genetycznej w roztworze oceniano potilosciowo na podstawie obrazu elektroforezy.

Posrednia RT-PCR in situ

Reakcje przeprowadzono w wycinkach o grubosci 4 um. Za kazdym razem uwzgledniano
kontrole pozytywne i negatywne reakcji. Kontrolami negatywnymi byty skrawki, w ktérych
pomini¢to dodanie startera R podczas reakcji RT. Pozostale etapy eksperymentu byly
identyczne we wszystkich wycinkach. Kontrola pozytywna byl wycinek silnie HRV-dodatni,
co stwierdzono podczas wstgpnych eksperymentow.

Przygotowanie tkanek do odwrotnej transkrypcji odbywato si¢ w §rodowisku wolnym od
rybonukleaz. Inaktywowano je poprzez kazdorazowe umieszczenie narzedzi laboratoryjnych
w temperaturze 180 stopni przez 4 do 6 godzin przed planowanym do$§wiadczeniem. Nukleazy
usuwano z wody za pomoca dietylpirowgglanu (DEPC). Roztwor wodny DEPC o stgzeniu
0,1% pozostawiono, mieszajac, na 5 godzin. DEPC usuwano za pomoca autoklawowania.

Nadmiar parafiny usuwano, umieszczajac szkietka w ksylenie w temperaturze 37 stopni

(30 minut). Skrawki uwodniono w roztworach wodnych etanolu o malejacym gradiencie
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stezen. Po przeptukaniu w buforze PBS, pozostawiono je na 20 minut w 4% roztworze
paraformaldehydu i ponownie przemywano PBS. Wycinki poddano dziataniu proteinazy K (4
ug/ml) przez 4 minuty. Proteaz¢ wymywano woda destylowana, nastgpnie 95% etanolem.
Osuszone skrawki tkanek umieszczono na 10 minut w 4% roztworze paraformaldehydu. Po
ponownym przeptukaniu PBS, umieszczono je w wodnym 100 mM roztworze trietanolaminy
(TEA), do ktorego dodawano bezwodnik octowy do stezenia 0,25%, mieszajac przez 10
minut. Wycinki ponownie przeptukano buforem PBS i odwodniono w roztworach etanolu o
wzrastajacym st¢zeniu. Po osuszeniu wykonano odwrotna transkrypcje in situ.

Na tak przygotowane preparaty naktadano zbuforowany roztwor startera R, nastgpnie
umieszczano je w temperaturze 75 stopni (2-3 minuty) i schtodzono na lodzie. Pozostale
sktadniki reakcji dodawano, tak aby uzyska¢ po 60 ul mieszaniny reakcyjnej na kazdy
skrawek. Jej sktad byl nastepujacy:

50 mM Tris-HCI (pH 8.3, 25 °C),

10 mM MgCl,,

100 mM KCl,

4 mM DTT,

30 j. odwrotnej transkryptazy AMV,

2 mM kazdego z nukleotydow dATP, dCTP, dGTP, dTTP,

1 uM startera R,

1,5 ul inhibitora RNAz na 60 ul roztworu.

Skrawki zamykano w szczelnych komorach, za pomoca odpowiednich dyskow
(AmpliCover™ Discs, Perkin Elmer) i klipsow (AmpliCover™ Clips, Perkin Elmer). RT
przeprowadzono w termocyklerze GeneAmp In Situ PCR System 1000 (Perkin Elmer) w
temperaturze 42°C przez 60 minut. Reakcje przerywano podnoszac temperatur¢ reakcji do
75°C na 15 minut. Nadmiar roztworu usuwano i dodawano mieszaning PCR o sktadzie:

10 mM Tris-HCI,

50 mM KCl,

1,5 mM MgCl,,

0,1% Triton X-100,

0,4 uM kazdego startera (F, R),

0,2 mM kazdego nukleotydow,

2,4 j. polimerazy DNA.
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Biopsje ponownie zamykano w szczelnych komorach i przeprowadzono reakcj¢ PCR w
termocyklerze GeneAmp In Situ PCR System 1000. Temperatury w czasie kolejnych etapow
reakcji byty nastgpujace:

1. wstgpna denaturacja 92°C przez 1 minutg,
2. denaturacja DNA 94°C, 2 minuty,
3. przylaczenie starteréw (annealing) 15 cyKli 55°C, 2 minuty,
4. wydtuzanie nici DNA (elongation) 72°C, 4 minuty,
5. koncowa elongacja 72°C, 10 minut.

Etapy 2 do 4 powtarzano cyklicznie 15 razy. Po zakonczeniu reakcji probki schtodzono do
temperatury 4 °C. Usunigto nadmiar mieszaniny, szkietka wysuszono, a nastgpnie przemyto
roztworem cytrynianu sodu (2xSSC). Na skrawki naniesiono po 30 do 50 ul roztworu do
hybrydyzacji z sonda genetyczna, ktorej stgzenie wynosito 250 do 500 ng/ml. Sondg
zdenaturowano w temperaturze 95°C (5 minut), a nast¢pnie przeprowadzono hybrydyzacje w
temperaturze 42°C przez 16 godzin. Po upltywnie 16 godzin nadmiar niezwiazanej z matryca
sondy wyptukano roztworem 2xSSC. Preparaty mieszczono w 2xSSC w temperaturze 55°C na
30 minut, a nastgpnie, na kolejne 15 minut w tej samej temperaturze w roztworze o 10-krotnie
nizszym stg¢zeniu (0,2x SSC).

Ostatnim etapem eksperymentu byta reakcja immunohistochemiczna z wykorzystaniem
przeciwciala przeciwko digoksygeninie, zgodnie z zaleceniami producenta (Boehringer
Ingelheim). Po przeptukaniu preparatow w roztworze ptuczacym, umieszczano je na 30 minut
w roztworze blokujacym. Przeciwcialo przeciwko digoksygenienie odwirowano (10 000
RPM, 5 minut), rozcienczono w roztworze blokujacym 1:1000. Inkubacja z wycinkami
wynosita 30 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie usuni¢to nadmiar przeciwciala w
roztworze ptuczacym (15 minut) i przemyto roztworem wykrywajacym. Do kazdego preparatu
dodano substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforanu (BCIP) i inkubowano przez 16 godzin.

Na drugi dzien skrawki przemywano woda destylowana i ogladano pod mikroskopem.
Fioletowo-niebieskie zabarwienie biopsji $wiadczylo o obecnosci RNA rynowirusow.
Wyecinki uznawano za HRV-pozytywne, jezeli stwierdzano wyrazne zabarwienie cytoplazmy
komorek, w poréwnaniu z kontrola negatywna.

Badanie RT-PCR in situ wykonywano dwukrotnie dla kazdej biopsji. W wybranych
przypadkach, gdy wyniki dwukrotnej oceny tych samych wycinkow réznity si¢ lub wystapity
watpliwosci w trakcie ich ogladania pod mikroskopem, ponownie wykonywano RT-PCR in

situ. Jezeli nadal wyniki budzity watpliwosci, powtarzano badanie po raz kolejny. Ostatecznie,
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na podstawie tacznej oceny wszystkich preparatow stawiano rozpoznanie. Jezeli, w
konkretnych przypadkach, wynik metody wydawat si¢ nadal niepewny, nie wiaczano go do
dalszej analizy.

Oceny histologicznej dokonywat ,,zaslepiony” obserwator. W tym celu wycinkom nadano
numery kodu, ktéore odkodowywano po zakonczeniu wszystkich etapow badania
mikroskopowego.

Nasilenie reakcji RT-PCR in situ wyrazano w 6-stopniowej skali (0; 0,5; 1; 2; 3; 4), gdzie
»0” oznaczalo wynik negatywny (brak reakcji barwnej), a ,4” najsilniejsza reakcjg

(najwigkszy w poréwnaniu do innych biopsji obszar z reakcja barwna).

Posrednia immunohistochemia (IHC)

Metoda ta poszukiwano biatek rynowiruséw oraz eozynofilow w wycinkach oskrzeli.
Kolejne etapy obydwu reakcji byty identyczne, r6znity sig jedynie pierwotnym przeciwciatem.
W pierwszym przypadku zastosowano poliklonalne przeciwcialo mysie RV16-7, otrzymane
dzigki uprzejmosci prof. W.W. Busse z Laboratorium Alergii i Immunologii Uniwersytetu
Wisconsin w Madison, w drugim zastosowano monoklonalne przeciwcialo mysie,
wykrywajace bialko kationowe eozynofilow (EG2). Kontrola pozytywna reakcji z
zastosowaniem RV16-7 byly komorki linii Hela zakazone rynowirusem 16, pochodzace z
laboratorium prof. W.W. Busse, natomiast kontrola negatywna - komorki nie zakazone.

Reakcje przeprowadzono na skrawkach o grubosci 4 um. Po odparafinowaniu i
uwodnieniu, preparaty przemyto roztworem TBS i umieszczono w roztworze peroksydazy na
10 minut, a nastgpnie w roztworze blokujacym réwniez na 10 minut. Nadmiar roztworu
usuwano 1 dodawano pierwotne przeciwciata. Ich rozcienczenia, czasy inkubacji ustalane byty
doswiadczalnie i wynosity: dla EG2- 1:50; 1 godzina; dla RV16-7- 1:60000; 30 minut. Po
wyplukaniu nadmiaru przeciwciata dodawano wtdrne, przeciwciato biotynylowane na 15
minut. Wycinki ponownie przeplukano w TBS i1 umieszczono w roztworze streptavidyny-HRP
na 15 minut. Nadmiar komplekséw usuwano w roztworze TBS i dodawno chromogen DAB.
Po 40 minutach preparaty ponownie przeptukano i zabarwiono zieleniag metylowa.

Biopsje oskrzela uznawano za HRV-dodatnie, jezeli stwierdzono w niej obecno$¢ co
najmniej dwoch brazowo zabarwionych komorek, przy jednoczesnym braku takich komoérek
w kontrolach negatywnych. Obecno$¢ wylacznie jednej dodatniej komorki lub niewielkie
nasilenie zabarwienia w komorkach, graniczne w ocenie badajacego, nie byly

wystarczajacymi do uznania preparatu za pozytywny.
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W przypadku reakcji z zastosowaniem przeciwciata EG2 stwierdzano w preparacie
obecno$¢ pojedynczych, silnie zabarwionych na brazowo komorek, odpowiadajacych
eozynofilom.

Dwoch niezaleznych obserwatorow ocenialo wyniki IHC. Preparaty kodowano, podobnie
jak w przypadku RT-PCR in situ. Reakcje IHC w kazdym przypadku powtarzano. Kazdy
obserwator dokonywal oceny poszczegdlnych preparatéw dwukrotnie. Rozbieznosci (biopsja
pozytywna/negatywna) rozwigzywano poprzez powtorzenie reakcji immunohistochemiczne;.
W tym przypadku ocena trzech preparatow (przez dwoch niezaleznych, zaslepionych
obserwatorow) stanowila podstawe do ustalenia wspdlnego stanowiska. Jezeli, w konkretnych
przypadkach, wynik metody wydawat si¢ nadal niepewny, nie wlaczano go do dalszej analizy.
Nasilenie zakazenia rynowirusami, jak i1 naciekdw eozynofilowych w dolnych drogach
oddechowych wyrazono w potilosciowej, 6-stopniowej skali, gdzie ,,0” oznaczalo brak

reakcji, a ,,4” obraz o najwigkszym nasileniu zmian.

Klonowanie sondy cDNA

Oczyszczony fragment cDNA poddano reakcji PCR, w sposéb opisany powyzej. Produkty
reakcji rozdzielono na 1,5% zelu agarozowym i oczyszczono za pomoca zestawu Quiagex.
Tak zwielokrotniony cDNA wprowadzano do wektora plazmidowego (ligacja) przy uzyciu
zestawu TOPO TA-Cloning Kit. Reakcj¢ przeprowadzono w mieszaninie o nastgpujacym
sktadzie:

3 pl produktu PCR,

2 M NaCl,

0,01 M MgCl,

10 ng wektora pCRII-TOPO vector

1 ul wody destylowane;.

Roztwor inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Kompetentne bakterie Escherichia coli rozmrozono na lodzie (50 pl) i dodano 2 pl
produktu ligacji. Mieszaning pozostawiono na lodzie na kolejne 30 minut. Nastgpnie
przeniesiono do tazni wodnej o temperaturze 42°C na 30 sekund i ponownie schtodzono na
lodzie. Bakterie zawieszono w 0,25 ml roztworu LB i pozostawiono na 60 minut we
wstrzasarce temperaturze 37°C.

Dzien wceze$niej przygotowywano podtoze do hodowli bakterii E. Coli. Tabletki LB Agar
rozpuszczano w wodzie destylowanej. Roztwoér autoklawowano, a nastgpnie, po schtodzeniu

dodawano kanamycyng (40 pg/ml). Mieszaning wylewano na szalki Petriego i pozostawiono
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do zastygnigcia. Dnia nastgpnego na powierzchni rozprowadzono 20 pl substratu dla -
galaktozydazy — X-gal (40 mg/ml), a nastgpnie analogu laktozy - IPTG (100 mM, 5 ul),
zachowujac warunki jatowe. Szalki pozostawiono komorze laminarnej do wyschnigcia. Na tak
przygotowanej powierzchni rozprowadzono 130 pl roztworu LB zawierajacego bakterie, po
czym inkubowano w temperaturze 37°C przez calg noc.

Po okoto 16 godzinach na powierzchni podloza obserwowano skupiska kolonii bakterii.
Kolonie biate odpowiadaty klonom bakterii zawierajacym plazmid z wbudowanym cDNA,
produktem reakcji PCR, kolonie niebieskie odpowiadaty bakteriom zawierajacym plazmidy
bez zadnego insertu.

Obecnos$¢ wbudowanego plazmidu w wybranych koloniach bakterii potwierdzono metoda
PCR. Warunki reakcji PCR byly jak opisano powyzej. W poprzednio opisanych reakcjach
PCR matrycg stanowil cDNA, uzyskany w wyniku odwrotnej transkrypcji wirusowego RNA.
W opisywanym przypadku matryca reakcji byt plazmidy bakteryjne z wbudowanym insertem
cDNA. Zastosowano startery zewngtrzne: MI13 Forward, o sekwencji: 5'-
GTAAAACGACGGCCAG-3’ oraz MI13 Reverse, 0 sekwencji: 5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3". Wyniki reakcji oceniano na 1,5% zelu agarozowym, jak
opisano powyzej. Uzyskany fragment cDNA odpowiadat sekwencji sondy wraz z fragmentem
plazmidu i miat dlugo$¢ 779 bp.

Reakcje PCR, przeprowadzono takze z zastosowaniem starterow R 1 F. Produkt
amplifikacji, oceniono takze za pomoca elektroforezy na 1,5% zelu agarozowym. Odpowiadatl
od sekwencji sondy i miat dtugos$¢ 537 bp.

Wyselekcjonowane biate kolonie bakterii z wbudowana sekwencja sondy przeniesiono do
oddzielnych probowek zawierajacych 3 ml roztworu LB. Probki inkubowano we wstrzasarce
przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Po tym czasie plazmidowe DNA izolowano z bakterii
za pomoca zestawu do izolacji Plasmid Miniprep. W tym celu osad z hodowli zawieszono w
200 pl roztworu L1, dodano 200 pl roztworu L2 i pozostawiono w temperaturze pokojowej na
3 minuty. Po dodaniu 400 pl roztworu zobojg¢tniajacego GL3 1 wymieszaniu, catosé
odwirowano (15000 RPM, minuta). Nadsacz przenoszono do minikolumny, ponownie
odwirowano (15000 RPM, minuta). Dodano 500 pl roztworu ptuczacego W, odwirowywano
(15000 RPM, minuta). Ponownie dodano 700 ul roztworu pluczacego Al, odwirowywano
(15000 RPM, 2 minuty). W osuszonej minikolumnie umieszczano 60 pl wody destylowanej i
pozostawiano na 3 minuty w temperaturze pokojowej, po czym ponownie odwirowano (12000
RPM, minuta). Tak oczyszczone plazmidowe DNA, rozpuszczone w wodzie, przechowywano

w temperaturze 4°C.
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Obecnos¢ oczyszczonego, plazmidowego DNA potwierdzano za pomoca elektroforezy na
1% zelu agarozowym produktu trawienia restryktaza EcoR I w temperaturze 37°C przez cala
noc.

Miejsce w ktorym EcoR I przecina plazmid, jak rowniez miejsce przylaczenia starterow

M13 przedstawiono na rycinie ponizej.

Rycina 8. Fragment plazmidowego DNA z wbudowanym produktem reakcji PCR. Na rycinie
zaznaczono miejsca przylaczenia starterow M13, jak i miejsce przecinane przez enzym EcoR 1

(rycina z materiatow udostgpnionych przez producenta, Invitrogen).

lacZo ATG
M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter +
CRz GAR ACR GCT ATG AT ATG ATT ACE CCA AGC TRT TTA T GAC ACT ATR 42
GIC CTIT TGT CGA TRAC TE: TAC TAL TGC GGT TCG ATR RAT CCA CTe TGA TAT OTIT

Nsi‘l anid 1l Kpinl Sacll B?mHI S;l:nel

TRC TCR AGC TAT GCA TCR AGC TTG GTRA CCG AGC TOG GAT CCA CTR GTAE ACG GCC

ATG AGT TCOG ATA CGET AGT TCG RRC CAT GGEC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG
lerxl EcoR | EC-TR | Ecc:nIl? A
GCC AGT GTG CTG GAR TTC &GCC CTT pnG GGC GARR TTC TGC AGR TA
Cizz TCR CAC GAC CTT ARG CGG GAR PCR Product TTC CCOG CTT ARG ACG TCT ATAR

Baf¥ | Not | Xhol MNsil Xbal Apa |

|| | _

CCA TCR CAC Toh CEo Oz CIC GAG CAT GCA TCT AGR oGE CCC AAT TCOG |CCC TAT

GGT AGT GTG ACC GCC GGEC GAG CTC GTA CGT AGR TCT CCC GGG L BGC |GGG ATR

T7 Promoter W13 (-20) Forward Primer

BGT GRE TCGE TAT THC 22T TCA |CTG GCC GIC GIT TTR das CGT CGT GAC TGh GRR AAC
e - AGC ATR ATk ~AT T i C

TCa CTC AGC ATA ITR AGT |GAC Coz CAG CRAR &3

= — -

JIT GC& GCR CTIG ACC

Wycigty fragment plazmidu z wbudowana sekwencja komplementarna do RNA

rynowirusOw ma 555 i jest 18 par nukleotydéw dtuzszy od poszukiwanego fragmentu.

Sekwencjonowanie sondy genetycznej

Sekwencjonowanie przeprowadzono z uzyciem zestawu BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit. We wszystkich reakcjach stosowano zewngtrzne w stosunku do insertu
startery plazmidowe M13 Forward lub M13 Reverse z zestawu TOPO TA-Cloning Kit.
Wykonywano osobne reakcje z kazdym ze starterow.

Sktad mieszaniny reakcyjnej:
8 ul Terminator Ready Reaction Mix,
0,5 pg plazmidu,
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3,2 pmol startera M13 Forward lub M13 Reverse,

woda destylowana do 20 pl.
Reakcje PCR przeprowadzano w cyklerze w GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer).
Jej etapy byly, jak ponizej:

1. wstgpna denaturacja 96°C przez 1 minute,
2. denaturacja 96°C przez 10 sekund,
3. przylaczenie starteru 25 cykli 54°C przez 5 sekund,
4. annealing 65°C przez 4 minuty,
5. zatrzymanie reakcji 4°C.

Produkt reakcji oczyszczono zgodnie z protokotem zalecanym przez producenta. Do 20 pl
produktu reakcji PCR dodano 5 ul 125 mM EDTA, 55 ul 100% etanolu. Sktadniki zmieszano
1 pozostawiono w temperaturze pokojowej na 15 minut, nastgpnie odwirowano (3000xg, 30
minut, 4°C). Nadsacz usunigto, a do osadu dodano 60 ul 70% etanolu. Probki ponownie
odwirowano (1650xg, 15 minut, 4°C) 1 usuni¢to nadsacz. Osad na dnie probowki
rozpuszczono w 5 pl buforu tadujacego, zawierajacego w stosunku 5:1:
dejonizowany formamid
dekstran niebieski (50 mg/ml)i EDTA (25 mM, pH = §,0).

Calo$¢ denaturowano w temperaturze 92°C przez 5 minut. Rozdzial produktow reakce;ji
przeprowadzono na zelu poliakrylamidowym z zastosowaniem automatycznego sekwenatora
ABI Prism 377 oraz programu komputerowego ABI Prism Genotyper 2.5 (Applied
Biosystems).

Zidentyfikowany fragment sekwencji ma dlugos¢ 537 zasad. Sekwencje wraz z

zaznaczonymi miejscami przylaczenia starterow przedstawia rycina.
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Rycina 9. Sekwencja sondy hybrydyzacyjnej stosowanej do wykrycia RNA rynowirusow w
metodzie RT-PCR in situ.
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Obliczenia statystystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano na komputerze ACER za pomoca pakietu
statystycznego Statistica 5.1 (StatSoft), wersji polskiej. W analizach stosowano testy
nieparametryczne, jak i parametryczne. Roznice pomigdzy zmiennymi dychotomicznymi w
okreslonych grupach obliczano testem Fischera, chi’. Poréwnanie grup pod wzgledem
zmiennych ciagtych oraz porzadkowych oceniano testem U-Mann Whitney, t-studenta dla
zmiennych niezaleznych. Korelacje parametrow oceniano stosujac testy nieparametryczne:
test Spearmana, tau Kendalla. Wszystkie obliczenia statystyczne wykonywano z wylaczeniem
chorych na przewlekla obturacyjna chorobg ptuc, w innym wypadku zaznaczono w tekscie, ze
uwzgledniono takze chorych na POChP.

Za istotne statstycznie przyjeto wyniki testow, dla ktorych poziom ufnosci byt mniejszy

lub réwny 0,05.
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IV.  Wyniki

Charakterystyka populacji

Obecnos¢ RNA rynowiruséw w blonie sluzowej oskrzeli zbadano metoda RT-PCR in situ
facznie u 60 os6b, w tym 30 0so6b chorych na astme oskrzelowa oraz 23 osoby z grupy
porownawczej. W pierwszej grupie u 18 osob postawiono rozpoznanie astmy lagodnej lub
umiarkowanej, a u 12 cigzkiej. Ponadto w grupie chorych na astmg znalazto si¢ 7 0séb z
nadwrazliwoscia na aspiryng. Rozpoznanie potwierdzono badaniem wziewnej lub doustnej
proby aspirynowej u pigciu z nich. U dwoch nie wykonano proby z powodu braku zgody na
badanie, a rozpoznanie postawiono na podstawie wywiadu choroby. Pozostate osoby biorace
udziat w badaniu nie zglaszaly zadnych reakcji niepozadanych po zazyciu aspiryny lub innych
NLPZ. Lacznie u potowy chorych na ATA wykonano probe aspirynowa, ktorej wynik byt
ujemny.

Do grupy kontrolnej wstgpnie wiaczono 30 osoéb. W przypadku 8 oséb fragmenty btony
sluzowej oskrzela pobierano w trakcie bronchofiberoskopii, natomiast u pozostaltych 22
materialem do badania byl wycinek oskrzela pobierany podczas torakotomii. Analiza
retrospektywna wykazala, ze 7 0sob sposrod 30 wstepnie wiaczonych do tej grupy spetniato
kryteria rozpoznania przewleklej obturacyjnej choroby ptuc. Osoby te wykluczono z grupy
kontrolnej, jednak utworzono oddzielna grupg (POChP) i wyniki RT-PCR przedstawiono
oddzielnie. Ostatecznie grupa kontrolna liczyta 23 osoby, w tym 15 oséb zakwalifikowanych
wczesniej do operacyjnego usunigcia ptata lub catego pluca i 8 o0so6b kierowanych na
bronchoskopi¢ diagnostyczna.

Obecnos¢ biatka otoczki wirusa oznaczono metoda immunohistochemiczng u 20 oséb, w
tym 14 chorych na astmeg i 6 nie chorujacych na te chorobg. Wszystkie wycinki pobrane
zostaty podczas bronchoskopii.

Podstawowa charakterystyke kliniczna grup wtaczonych do badania przedstawia tabela 2.
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Tabela 2. Charakterystyka grup wiaczonych do badania.

Posrednia
Posrednia IHC
in situ RT-PCR
Astma Kontrola POChP Astma Kontrola
n=30 n=23 n= n=14 n=6
Wiek
41+£12 55+15 6619 41+10 49424
(lata)
Ple¢
) 22/8 14/9 0/7 7/7 3/3
(K/M proporcja)
Czas trwania astmy
6+7 0 0 10+12 0
(lata)
Atopia
14/14 b.d. b.d. 5/9 b.d.
(T/N)
Palenie tytoniu
4/26 8/15 5/2 1/13 b.d.
(T/N)
Eozynofilia 3124339 147+143 4294306 400+328 201199
(namm3)/n 27 11 4 14 2
IgE w surowicy 354+14 31 b 463+819 35+6
(UI/mL) /n 19 1 o 14 2
FEV1
83+£25 95+18 77,7£11 86123 99+1
(% wart. naleznej)
29 15 6 /14 2
/n
Glikokortykosteroidy
wziewne 27/3 1/22 1/6 14/0 0/6
(T/N proporcja)
Glikokortykosteroidy
systemowe 30 9 0 14 0
(% populacji)

n- liczba 0sdb, u ktorych dostepne bylty wybrane dane

Grupy, ktére badano metoda RT-PCR in situ roznily si¢ znamiennie wiekiem. Srednia
wieku chorych na astme oskrzelowa wynosita 41 lat i byla znamiennie nizsza niz obliczona
dla os6b z grupy kontrolnej (54 lata; U Mann-Whitney, p=0,003). Réznice dotyczyly réwniez
proporcji plci (brak kobiet z POChP, roznice migdzy astma i1 kontrola niezamienne
statystycznie). W grupie kontrolnej wigcej osob palito papierosy niz w grupie chorych na

astme (53% vs 15%), réznice te nie sa istotne statystycznie (Fisher, p=0,984).
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Nie stwierdzono istotnych réznic w wartos$ciach spirometrycznych pomigdzy chorymi na
astmg oskrzelowa, a osobami z grupy kontrolnej, z wyjatkiem wartos$ci wskaznika Tiffneau-
wynik jest na granicy znamiennosci statystycznej (test U Mann-Whitney, p=0,052). Wykazane
podobienstwo objetosci oddechowych w poréwnywanych grupach moze wynika¢ z zalozen
pracy, bowiem do badania kwalifikowano astmatykow ze stabilnymi wynikami badan
spirometrycznych.

Wigkszo§¢ astmatykow otrzymywata glikokortykosteroidy wziewne, natomiast w
pozostatych dwoch grupach leki te podawano znamiennie rzadziej. Chorzy na astmg
oskrzelowa czesciej tez stosowali glikokortykosteroidy doustne (30% badanych), w tym
wypadku réznice migdzy grupami nie byly znamienne statystycznie.

Wsrod chorych na astmg stwierdzono istotnie wyzsza granulocytozg krwi obwodowej
(wyrazona zarowno w warto$ciach bezwzglednych, jak i jako odsetek wszystkich leukocytow)
w porownaniu z grupa kontrolnag (U Mann-Whitney, p<0,05). Nie stwierdzono réznicy w
eozynofilii obwodowej. Porownanie poziomu IgE miedzy grupami nie bylo mozliwe,
poniewaz badanie to wykonano u 19 astmatykow i jedynie 1 osoby z grupy kontrolne;j.

W populacji  os6b, u ktorych oceniano  obecno$¢  rynowirusa  metoda
immunohistochemiczna nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy chorymi na astme, a grupa

kontrolna w zakresie danych uwzglednionych w tabeli 2.

Czestos¢ wykrywania rynowirusow
Wyniki uzyskane metoda posredniej RT-PCR in situ oraz immunohistochemii dla
wszystkich grup przedstawiono w tabeli ponize;j.

Tabela 3. Liczba dodatnich wynikow badania na obecno$¢ HRV w oskrzelach, ocenianych

metodami: posredniej RT-PCR in situ oraz posredniej immunohistochemii.

Posrednia RT-PCR in situ Posrednia IHC
n=53 n=20
ATA Kontrola
N=23 n=23 ATA | AlA
Lagodna/ AIA n=11 n=3
) Cigzka Bronchoskopia | Operacja
umiarkowana n=7 POCHP 73% 33% Kontrola
o 67% 25% 20%
57% 100% n=7 n=6
Lacznie: 71% 33%
61% Lacznie: Lacznie:
Lacznie: 22% 64%
73%

55



Metoda RT-PCR in situ stwierdzono obecno$¢ RNA rynowirusow w blonie §luzowej
oskrzeli u 73% osob chorych na astmg oraz u 22% o0s6b z grupy kontrolnej. Réznica migdzy
grupami jest wysoce znamienna statystycznie (test Fischera, p=0,0008). Iloraz szans wynosi
OR=8,40 (95% przedziat ufnosci: 2,07-36,94), co oznacza, ze szansa stwierdzenia materialu
genetycznego rynowirusa w dolnych drogach oddechowych byta 8,4 razy wigksza w grupie
chorych na astm¢ w poroéwnaniu do grupy kontrolne;.

Metoda immunohistochemii posredniej obecno$¢ biatka kapsydu stwierdzono u 64%
chorych na astme¢ oskrzelowa oraz 33% osob z grupy kontrolnej. Poréwnanie tych czgstosci
nie bylo znamienne statystycznie, prawdopodobnie z uwagi na mata liczebnos¢ grup. Iloraz
szans wynosi OR=3,6 (95% przedziat utnosci 0,34-50,20)

Obliczone ilorazy szans obecno$ci rynowirusa w grupie chorych na astmg i1 grupie

kontrolnej przedstawiono na wykresie ponize;j.

Wykres 1. Ilorazy szans obecnosci rynowirusa w oskrzelach chorych na astmg oskrzelowa w

poréwnaniu z grupa kontrolna, wyniki dla posredniej RT-PCR in situ 1 IHC.

RT-PCR in situ + 8,40 (2,07, 36,94)

immunohistochemia . 3,60 (0,34, 50,20)

I T T T T 1
02 0,5 1 2 5 10 100

lloraz szans (95% przedziat ufnoscil)
U 12 os6b wykonano badanie na obecno$¢ rynowirusa dwiema metodami: RT-PCR in situ

oraz immunohistochemiczna, w tym: u 9 astmatykow i 3 0so6b z grupy kontrolnej. Obydwie

metody przyniosty podobne rezultaty u potowie przypadkow. Metoda in situ wykryto

56



rynowirusa dodatkowo u 4 os6b, u ktérych badanie IHC bylo negatywne. Natomiast u dwoch

0s6b z dodatnim wynikiem w metodzie IHC, wynik PCR in situ byl ujemny.

Obecnosé¢ rynowirusow a charakterystyka kliniczna populacji

Nie stwierdzono, aby osoby majace lub niemajace rynowirusa w dolnych drogach
oddechowych roznily si¢ znamiennie wiekiem, czy picia. Srednia wieku astmatykéow z
dodatnim wynikiem RT-PCR in situ jest niemniej wyzsza (44+12 lat) w poréwnaniu do 0sob z
wynikiem ujemnym (3613 lat). Nie wykazano ro6znic migdzy grupami w czgstosci
wystepowania atopii, chordb alergicznych, jak katar sienny, alergiczne zapalenie spojowek,
czy pokrzywka. Osoby z dodatnim wynikiem RT-PCR in situ nie roznity si¢ od pozostatych
pod wzgledem czgstosci dodatnich testow skornych (test Fischera, p>0,05), czy poziomu IgE
w surowicy krwi (test U Mann-Whitney, p>0,05). Nie zaobserwowano takze, aby osoby, ktore
cierpiaty na przewlekte objawy ze strony gérnych drég oddechowych (przewlekte zapalenie
zatok i/lub polipy nosa i/lub przewlekty katar) mialy cze$ciej rynowirusa w oskrzelach.
Podobny brak réznic stwierdzono dla wynikéw metody immunohistochemiczne;.

Poréwnujac czgstos¢ wykrywania rynowiruséw metoda RT-PCR in situ u osob z cigzka
oraz lagodna/umiarkowana astma, stwierdzono czgstsze wystgpowanie tych zakazen w
pierwszej grupie (67% vs 57%; tabela 3). Roznica migdzy grupami nie jest jednak znamienna
statystycznie. Nie zaobserwowano takze znamiennego statystycznie zwiazku pomigdzy
czestoscia wykrywania rynowirusa, a leczeniem glikokortykosteroidami w postaci doustnej
lub wziewnej (test Fischera, p>0,05), jak réwniez dawka steroidow wziewnych (U-Mann
Whitney, p>0,05). Natomiast, po tacznym uwzglednieniu wynikow astmatykow 1 grupy
kontrolnej, wykazano istotny zwiazek pomigdzy stosowaniem glikokortykosteroidow w
postaci wziewnej lub doustnej, a czgstsza obecnoscia rynowirusa w oskrzelach. (test Fishera,
p=0,002)

Podobne analizy dla metody immunohistochemicznej nie wykazaly znamienno$ci
statystycznych.

U wszystkich AIA (7 oséb) stwierdzono obecnos¢ RNA rynowirusow metoda RT-PCR in
situ (tabela 3). Roznica czgstosci wykrywania HRV pomigdzy grupa AIA i ATA jest bliska
znamiennos$ci statystycznej (test Fishera, p=0,07). Metoda immunohistochemiczna
stwierdzono natomiast obecno$¢ biatka otoczki wirusa tylko u jednego sposrod 3 chorych na

astme aspirynowa.

57



Zaobserwowano, ze chorzy u ktérych wykrywano rynowirusy metoda RT-PCR in situ

znamiennie rzadziej palili papierosy (test Fischera, p=0,019). Podobna analiza dla wynikow

metody immunohistochemicznej nie byta znamienna statystycznie (p=0,48).

W tabeli 4 poréwnano $rednie wartosci wskaznikow spirometrycznych u osob z dodatnim 1

ujemnym wynikiem RT-PCR in situ w grupach: astmy, kontroli i obydwu grupach lacznie.

Tabela 4. Porownanie §rednich wartosci spirometrycznych w grupach z dodatnim 1 ujemnym

wynikiem RT-PCR in situ.

Grupa z RNA dla HRV Grupa bez RNA dla HRV
5 5
£ 5 £
= a § .S é 7 § s é 3
E |RE | 4 | §8 | 3 > g | s
> o2 >
c B c
o o
Astma
FEV1 (%) 20 79 26,15 9 94 18,10 n.s
FVC (%) 20 91 20,10 8 97 18,18 n.s
FEVI/FVC 20 71 14,81 9 81 8,26 0,049
FEF25 (%) 14 72 30,58 6 89 31,30 n.s
FEF50 (%) 14 57 23,54 6 75 23,18 n.s
FEF75 (%) 14 53 28,54 6 64 22,93 n.s
Grupa kontrolna
FEV1 (%) 4 84 20,32 11 99 15,48 n.s
FVC (%) 4 87 21,26 11 99 19,97 n.s
FEVI/FVC 4 80 1,50 13 84 8,31 n.s
FEF25 (%) 1 84 - 3 105 13,17 n.s
FEF50 (%) 1 57 - 3 85 7,29 0,015
FEF75 (%) 1 40 - 3 77 14,46 n.s
Astma i grupa kontrolna lacznie
FEV1 (%) 24 79 25,96 20 97 16,46 0,016
FVC (%) 24 90 19,89 19 98 18,76 n.s
FEVI/FVC 24 72 13,88 22 83 8,22 0,004
FEF25 (%) 15 73 29,62 9 94 26,75 0,073
FEF50 (%) 15 57 22,69 9 78 19,41 0,016
FEF75 (%) 15 53 27,74 9 68 20,69 0,073

n.s.- nieznamnienne statystycznie
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Obliczono takze nieparametryczne korelacje pomigdzy wartosciami wskaznikow
spirometrycznych a nasileniem zakazenia, ocenianego w skali sze$ciostopniowej na podstawie

wynikow badania RT-PCR in situ.

Tabela 5. Wyniki korelacji nieparametrycznych pomigdzy nasileniem zakazenia rynowirusem
w dolnych drogach oddechowych, ocenianym w skali 6-stopniowej na podstawie RT-PCR in

situ, a warto$ciami wskaznikow spirometrycznych.

Astma i grupa
Astma Grupa kontrolna
kontrolna lacznie
E=) o o o
= = 2 = 2 = 2
] ]
g = & £ = = £ - = 5
A = = =
FEV1
28 0,04 n.s 15 -0,34 n.s 43 -0,2 0,046
(%0)
FvC
27 0,006 n.s 15 -0,20 n.s 42 0,11 n.s
(%)
FEV1/FVC
28 -0,10 n.s 17 -0,30 n.s 45 -0,21 0,038
FEF 25
19 -0,02 n.s 4 -0,71 n.s 23 -0,13 n.s
(%)
FEF 50
19 -0,08 n.s 4 -0,71 n.s 23 -0,18 n.s
(%0)
FEF 75
19 -0,11 n.s 4 -0,71 n.s 23 -0,22 n.s
(%0)

Wsréd astmatykow z dodatnim wynikiem RT-PCR in situ stwierdzono znamiennie nizsze
warto$ci wspotczynnika FEV/FVC (U Mann-Whitney test, p=0,049) w poréwnaniu do
chorych z wynikiem ujemnym. Gdy w analizie uwzglgdniono wszystkich zbadanych tacznie z
grupa kontrolna, zaobserwowano, ze osoby HRV-dodatnie maja znamiennie nizsze objgtosci
(odsetki wartosci naleznych): FEV, (U Mann-Whitney, p=0,016), FEV,/FVC (U Mann-
Whitney, p=0,004), FEF50 (U Mann-Whitney, p=0,016), a r6znice w wartosciach FEF25 oraz
FEF75 sa na granicy znamiennosci statystycznej (U Mann-Whitney, p=0,073). W grupie
kontrolnej analizowanej oddzielnie, stwierdzono jedynie istotny statystycznie zwiazek

popomigdzy wynikiem RT-PCR in situ, a wspolczynnikiem FEF50. Wyniki przedstawiono
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graficznie na rycinie 10. Stwierdzono rowniez ujemna korelacj¢ pomigdzy nasileniem

zakazenia rynowirusem, a wynikiem FEV| i wskaznika FEV/FVC.
Rycina 10. Porownanie $rednich warto$ci wybranych parametréw spirometrycznych w grupie
chorych z dodatnim oraz z ujemnym wynikiem RT-PCR in situ; chorzy na astmg lacznie z
grupa kontrolna.
105%
95%
85%
75%

65%

55%

FEV1 %) FEV1/FVC FEF25 (%) FEF50 (%) FEF75 (%)
Il brak RV RNA
[ obecne RV RNA

Nie wykazano réznic w wynikach spirometrii pomigdzy osobami, u ktorych stwierdzono
lub nie stwierdzono rynowirusa w metodzie immunohistochemiczne;.

Morfologie krwi obwodowej oznaczono 22 astmatykom i 17 osobom z grupy kontrolne;.
Srednie wartoéci leukocytozy, limfocytozy, granulocytozy oraz eozynofilii w zaleznosci od

wyniku RT-PCR in situ przedstawiono w tabeli ponize;.
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Tabela 6. Porownanie $redniej liczby leukocytow i ich subpopulacji w grupach z dodatnim i

ujemnym wynikiem RT-PCR in situ.

Grupa HRV-dodatnia Grupa HRV-ujemna
5 5
> o © > o 2
5 8 s | 8 2 = g s | 8§ 2 = Ny
£ S = = E B B £ = 'z
g - 2| 52 = 2| £ 35 4 i
S 3 A 5 g N S A 5 £ N =
2 5 S & 5 S &
3 3
Astma
Leukocytoza 2229 1853
15 8400 7 6750 0,072
(tys. kom./ul) [5900-13000] [3320-8437]
Granulocytoza 2211 1853
15 5901 7 4269 0,024
(kom./ul) [3328-11168] [3524-3320]
Granulocytoza 8,93 5,74
15 69,25 7 61,94 0,036
(%) [56,40-92,30] [57,00-70,90]
Limfocytoza 620 551
15 1899 7 2070 n.s
(kom./ul) [813-2951] [1280-3130]
Limfocytoza 7,73 4,16
15 23,32 7 31,00 0,017
(%) [6,72-36,60] [25,10-36,00]
Eozynofilia
371 117
bezwzgledna 19 393 8 119 0,049
[16-1295] [6-365]
(kom./ul)
Grupa kontrolna
Leukocytoza 4152 1585
4 7597 13 6743 n.s
(tys. kom./ul) [3190-12300] [4900-9800]
Granulocytoza 3708 1276
4 5345 13 3671 n.s
(kom./ul) [2048-9754] [1550-6111]
Granulocytoza 13,37 13,14
4 66,17 13 53,36 n.s
(%) [48,40-79,30] [22,80-67,90]
Limfocytoza 579 1116
4 1747 13 2425 n.s
(kom./ul) [912-2192] [1182-4876]
Limfocytoza 10,62 13,87
4 26,45 13 35,89 n.s
(%) [14,70-39,90] [22,30-71,70]
Eozynofilia
30 147
bezwzgledna 2 80 10 156 n.s
[59-101] [5-419]
(kom./ul)
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Astma i grupa kontrolna lacznie

Leukocytoza 2617 1807
19 8231 20 6758 0,034
(tys. kom./ul) [3190-13000] [4900-11900]
Granulocytoza 2511 1483
18 5771 20 3880 0,007
(kom./ul) [2048-11168] [1550-8437]
Granulocytoza 9,76 11,54
18 68,53 20 57,01 0,0015
(%) [48,40-92,30] [22,80-70,90]
Limfocytoza 598 996
18 1865 20 2300 n.s
(kom./ul) [813-2951] [1182-4876]
Limfocytoza 8,21 11,52
18 24,01 20 34,18 0,002
(%) [6,72-39,90] [22,30-71,70]
Eozynofilia
364 132
bezwzgledna 21 363 18 140 0,036
[16-1295] [5-419]
(kom./ul)

Wyniki nieparametrycznych korelacji pomigdzy nasileniem zakazenia rynowirusami w

dolnych drogach oddechowych a leukocytoza krwi obwodowej przedstawiono w tabeli

ponizej.
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Tabela 7. Wyniki korelacji nieparametrycznych pomigdzy nasileniem zakazenia rynowirusem

w dolnych drogach oddechowych, a obrazem leukocytow krwi obwodowe;.

Astmatycy i
Astmatycy Grupa kontrolna grupa kontrolna
Iacznie
5 2 e 2
= < < <
& = = =
Leukocyty
0.41 0.009 0.02 n.s. 0.30 0.008
(tys. kom./ul)
Limfocyty
-0.006 n.s. -0.37 0.04 -0.19 n.s.
(tys.kom./ul)
Granulocyty
0.48 0.004 0.09 n.s. 0.36 0.002
(tys.kom./ul)
Limfocyty
o -0.44 0.007 -0.27 n.s. -0.41 0.0004
0
Granulocyty
o 0.36 0.03 0.32 0.07 0.42 0.0003
0
Eozynofile
0.42 0.003 -0.13 n.s. 0.28 0.005
(tys.kom./ul)

Wsrod chorych na astmg, u ktoérych wykryto RNA rynowirusa liczba leukocytow 1
granulocytow krwi obwodowej byla wigksza w poréwnaniu do 0s6b z ujemnym wynikiem
testu (U Mann-Whitney odpowiednio: p=0,07 i p=0,024). W tej grupie stwierdzano takze
wyzszy odsetek granulocytow (U Mann-Whitney, p=0,036) i nizszy limfocytow (U Mann-
Whitney, p=0,017).

Gdy w analizie uwzgledniono astmatykow 1 grupg kontrolna tacznie, stwierdzono
znamienne statystycznie réznice w leukocytozie krwi obwodowej pomigdzy osobami z
dodatnim i yjemnym wynikiem RT-PCR in situ (U Mann-Whitney, p=0,034). W grupie HRV-
dodatniej $redni poziom leukocytow we krwi obwodowej wynosit 8231 kom/ul, a w HRV-
ujemnej: 6758 kom/ul. W pierwszej grupie stwierdzano znamiennie wigcej granulocytow (U
Mann-Whitney, p=0,0015) oraz mniej limfocytéw (U Mann-Whitney, p=0,002) w obrazie

odsetkowym krwi obwodowej. Srednia granulocytoza bezwzgledna w grupie HRV-dodatniej
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wynosi 5771 kom/ul, natomiast w grupie HRV-ujemnej: 3880 kom/ul. Réznica ta jest takze
znamienna statystycznie (U Mann-Whitney, p=0,007).

Stwierdzono znamienne statystycznie korelacje pomigdzy leukocytoza, liczba 1 odsetkiem
granulocytow, odsetkiem limfocytow a nasileniem zakazenia HRV, ocenianym w 6-
stopniowe;j skali, zarowno w grupie chorych na astmg, jak i w obydwu grupach tacznie (tab.
7).

Po wylaczeniu z analizy chorych otrzymujacych glikokortykosteroidy systemowe
ponownie stwierdzono znamienne statystycznie zwigkszenie odsetka granulocytow i
zmniejszenie odsetka limfocytow we krwi obwodowej (p=0,045) wsrdd astmatykow z
dodatnim wynikiem RT-PCR in situ. W grupie kontrolnej nie stwierdzono zadnych
znamiennych statystycznie r6znic migdzy grupami. Natomiast po uwzglednieniu wynikéw dla
chorych na astmg oskrzelowa i dla grupy kontrolnej tacznie, stwierdzono: znamiennie wigkszy
odsetek oraz liczbe granulocytéw we krwi obwodowej oraz znamiennie mniejszy odsetek
limfocytéw. Nie stwierdzono réznic miedzy grupami w liczbie leukocytow, czy eozynofilii
bezwzgledne;j.

Osoby z dodatnim wynikiem RT-PCR in situ miaty istotnie wigcej eozynofilow we krwi
obwodowej (U Mann-Whitney, p=0,036): $rednia eozynofilia bezwzgledna w grupie HRV-
dodatniej wynosi: 363/ul, a w grupie HRV-ujemnej: 140/ul. Gdy uwzgledniono wylacznie
wyniki astmatykow, réznice byly takze istotne statystycznie (U Mann-Whitney, p=0,049).
Sredni poziom eozynofilow we krwi obwodowej u HRV-dodatnich astmatykéw wynosi
393/ul, a HRV-ujemnych: 119/ul. Stwierdzono takze dodatnia korelacj¢ pomigdzy iloscia
materiatu wirusa w oskrzelach (skala 6-stopniowa), a nasileniem eozynofilii we krwi
obwodowej wsrdd chorych na astmg (Tau Kendall, tau=0,42, p=0,0026). Podobnych
zalezno$ci nie obserwowano w grupie kontrolnej. Wspotczynnik korelacji po uwzglednieniu
wynikoéw wszystkich 3 grup (ATA, kontrola, POChP) wynosi tau=0,4, p=0,0002.

Opisanych wyzej zalezno$ci nie stwierdzono, gdy analizowano wyniki metody
immunohistochemicznej.

Na wykresie przedstawiono rozrzut wynikow zaleznosci eozynofilii obwodowej wzgledem
nasilenia zakazenia HRV w dolnych drogach oddechowych, ocenianego metoda RT-PCR in

situ.
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Wykres 2. Wykres zalezno$ci nasilenia zakazenia HRV (RT-PCR in situ) 1 eozynofilii krwi

obwodowej (skala logarytmiczna), zalezno$¢ jest znamienna statystycznie (p<0,05).

logarytm eozynofilii krwi obwodowej

o
>
[ ]
[}
{ }
[ J
<
. . . . . . . . . < kontrola
00 05 10 2.0 3,0 40 e, astma

zakazenie HRV skala 0-4

Aczkolwiek na podstawie zebranego wywiadu, badania lekarskiego 1 badan dodatkowych
wykluczono z badania chorych z objawami zakazenia wirusowego lub bakteryjnego, to w
niektorych  przypadkach wykrywano patogenne szczepy bakterii w  badaniach
mikrobiologicznych, pobieranych w czasie bronchofiberoskopii. Dodatnie wyniki posiewow
bakteriologicznych popluczyn BAL stwierdzono u 10 oséb (33% badanych w tym kierunku),
w tym u 7 z nich wykryto takze obecno$§¢ RNA rynowirusa w dolnych drogach oddechowych.
Obecnos¢ Chlamydia pneumoniae potwierdzono u 5 o0s6b, sposrod 13 badanych w tym
kierunku, 3 osoby byly rownoczesnie zakazone rynowirusem. U jednej osoby (sposrod 16
badanych w tym kierunku) stwierdzono zakazenie Pneumocystis carinii, wynik RT-PCR in
situ byt w tym przypadku ujemny. U 4 o0s6b, sposrod 25 badanych, stwierdzono obecno$¢
drozdzakow (Candida), u 2 z nich rozpoznano takze zakazenie rynowirusem.

Zidentyfikowano jedna osobg z dodatnim wynikiem RT-PCR in situ, u ktorej stwierdzono

roéwnoczes$nie obecno$¢ bakterii (paciorkowiec) i chlamydii w popluczynach BAL.
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Nie wykazano istotnych statystycznie zwiazkéw pomigdzy obecnoscia rynowirusow w
dolnych drogach oddechowych, a obecnoscia innych drobnoustrojow (test Fischera, p>0,05).

W przypadku czgsci os6b zakwalifikowanych do grupy kontrolnej operacja guza nie byla
radykalna, a calo$¢ dokumentacji medycznej wskazywala na uogélniona chorobg
nowotworowa (podejrzenie przerzutdéw odleglych). Nie wykazano jednak, aby osoby z
wigkszym zaawansowaniem choroby nowotworowej miaty czgéciej rynowirusa w oskrzelach
(test Fischera, p>0,05). Nie stwierdzono takze, aby istniala zalezno$¢ pomigdzy typem
histologicznym nowotworu (raka ptaskonabtonkowego lub gruczotowego rozpoznano u 17

0s0Ob) a czgstoscia wykrywania RNA rynowiruséw (test Fischera, p>0,05).

Obecnos¢ rynowirusow a objawy zapalenia

Poréwnanie $rednich odsetkdéw i liczb komoérek w poptuczynach BAL (tys/ml ptynu) w
grupach z dodatnim i ujemnym wynikiem RT-PCR in sifu oraz dodatnim i ujemnym

wynikiem immunohistochemii przedstawiono w tabeli ponize;.

Tabela 8. Porownanie obrazu cytologicznego poptuczyn BAL astmatykow z dodatnim i

ujemnym wynikiem badania w kierunku HRV (RT-PCR in situ lub IHC).

Grupa HRV-dodatnia Grupa HRV-ujemna
RT-PCR in situ RT-PCR in situ
(] o
Z 2
E = 5 2
> < > S
= g S T = g S T o= iy
o < 3z s & = g s 3 2
g _g S > B < S > = o
8 2 ° g - & o & =
5 5 A T & S A E N
Ay -ﬁ K5 N = B
RS > -2 >
A 5 A =
3] 5]
o o
Liczba komorek
BAL 15 64,26 55,61 6 48,37 39,55 n.s.
(tys. kom/ul)
Makrofagi BAL
14 51,56 47,41 6 42,93 38,04 n.s.
(kom./ul)
Limfocyty BAL
14 6,87 7,66 6 3,68 1,94 n.s.
(kom/ul)
Neutrofile BAL
14 1,77 2,19 6 1,23 1,73 n.s.
(kom./ul)
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Eozynofile BAL
14 3,42 9,14 6 0,52 0,57 n.s
(kom./ul)
Makrofagi BAL
15 82,58 8,60 7 78,86 21,86 n.s
(%)
Limfocyty BAL
15 10,78 8,20 7 12,00 7,07 n.s
(%)
Neutrofile BAL
15 3,63 2,57 7 2,43 2,30 n.s
(%)
Eozynofile BAL
15 2,92 6,52 7 2,71 5,91 n.s
(%0)
Grupa HRV-dodatnia Grupa HRV-ujemna
IHC IHC
(] o
2 S
= £ 5 E
> < > <
= g > T = s S A o
Q el =l s & < = s 8 57
g 3 3 % & S £ % & 3
5 - o o 3 e 2 2 8 5
s S A g oy XS N g S, =
9 > g =
A £ 2 &
5] s,
o o
Liczba komorek
BAL 9 75,63 54,92 4 67,37 31,07 n.s
(tys. kom/ul)
Makrofagi BAL
9 62,93 42,86 4 55,58 31,24 n.s
(kom./ul)
Limfocyty BAL
9 5,65 6,96 4 9,05 6,51 n.s
(kom/ul)
Neutrofile BAL
9 1,48 1,45 4 1,49 1,01 n.s
(kom./ul)
Eozynofile BAL
9 4,32 7,71 4 1,53 1,02 n.s
(kom./ul)
Makrofagi BAL
9 85,22 7,98 4 81,25 10,47 n.s
(%)
Limfocyty BAL
9 7,28 3,00 4 14,00 10,23 n.s
(%)
Neutrofile BAL
9 3,26 3,01 4 2,25 1,50 n.s
(%0)
Eozynofile BAL
9 5,42 11,10 4 2,75 2,50 n.s
(%0)
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Nie wykazano znamiennych réznic pomigdzy astmatykami z dodatnim i ujemnym
wynikiem RT-PCR in situ w tacznej liczbie komorek, liczbach (oraz odsetkach) makrofagow,
granulocytow, eozynofilow, limfocytow przypadajacych na jednostkg objgtosci BAL (U
Mann-Whitney, p>0,05). Podobny brak zaleznosci stwierdzono w przypadku zastosowania
metody immunohistochemicznej. Z uwagi na niewielka liczbe wynikéw cytologicznych w
grupie kontrolnej, nie przeprowadzono analizy w tej grupie.

W wigkszosci biopsji pobieranych w trakcie bronchofiberoskopii na podstawie
rutynowego badania histopatologicznego rozpoznano wylacznie cechy przewleklego procesu
zapalnego (23 z 29 ocenionych). W czasie lobektomii lub pulmonektomii pobierano wigksze
wycinki do badania histopatologicznego, co umozliwito doktadniejsza ich oceng. Lacznie
uwzgledniono 19 opiséw wycinkow pobieranych w czasie operacji (w tym 7 os6b z POChP).
W 7 biopsjach stwierdzono cechy przewlektego zapalenia. Nie wykazano, aby u operowanych,
u ktorych stwierdzno HRV w badaniach RT-PCR in situ, czgéciej obserwowano proces
zapalny miazszu ptuc, cechy przebudowy tkanek w postaci witdknienia, czy rozedmy (test
Fischera, p>0,05).

U 14 os6éb (w tym 10 chorych na astmg) wykonano badanie RT-PCR in situ tacznie z
immunohistochemicznym barwieniem eozynofiléow w blonie §luzowej oskrzeli. 4 osoby z
dodatnim wynikiem RT-PCR in situ (wszyscy chorujacy na astme¢ oskrzelowa) miaty
eozynofile w wycinkach oskrzeli, u pozostatych oso6b nie wykryto naciekéw eozynofilowych.
Réznice migdzy grupami sa na granicy znamiennos$ci statystycznej (test Fischera, p=0,085).
Stwierdzono znamienna statystycznie, dodatnia korelacj¢ pomigdzy nasileniem zakazenia
rynowirusem, a nasileniem zapalenia eozynofilowego. Wspolczynnik korelacji tau Kendalla
wynosi 0,62; p=0,002. Na ponizszym wykresie przedstawiono rozrzut wynikéw dla
opisywanej zalezno$ci. Wspotczynnik obliczony wytacznie dla chorych na astme oskrzelowa

wynosi tau=0,59; p=0,017.
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Wykres 3. Wykres zalezno$ci nasilenia zakazenia HRV i liczby eozynofilow w tkance; RT-

PCR in situ, zalezno$¢ jest znamienna statystycznie (p<0,05).

nacieki eozynfilowe w biopsiji skala 1-4
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zakazenie HRV skala 1-4

Podobne pordéwnania wykonano dla metody immunohistochemicznej. Biatka otoczki
wirusa oraz eozynofilow w biopsjach btony Sluzowej oskrzeli poszukiwano u 19 oséb, w tym
14 astmatykow i1 5 0sob z grupy kontrolnej. Nie stwierdzono, aby u oséb, u ktorych wykryto
rynowirusa ta metoda cze¢sciej wystepowaty eozynofile w tkance obwodowej (test Fischera,
p=0,63). Jednak stwierdzono dodatnia korelacje pomigdzy ilo§cia antygenu rynowirusow w
tkance, a liczba eozynofilow. Wspotczynnik korelacji tau Kendalla wynosi 0,34; p=0,045.
Wspdtczynnik korelacji obliczony wytacznie dla astmatykéw wynosi tau=0,46, p=0,02.

Wykres przedstawia rozrzut wynikow dla opisywanej zaleznosci.
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Wykres 4. Wykres zaleznos$ci nasilenia zakazenia HRV 1 liczby eozynofilow w tkance,

metoda immunohistochemiczna, zaleznos¢ jest znamienna statystycznie (p<0,05).
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zakazenie HRV skala 1-4 (IHC)

Tomografi¢ oraz radiogramy klatki piersiowej wykonano w okresie okotozabiegowym (2
miesigcy) u 26 osob.  Wszystkie te osoby chorowaly na astme oskrzelowa, a 4 byly
nadwrazliwe na aspiryng. Nie stwierdzono zwiazku pomigdzy zmianami o charakterze
zapalnym w ptucach w badaniach obrazowych, a obecnoscia RNA rynowiruséw w dolnych
drogach oddechowych. U 5 oséb HRV-dodatnich obecne byty takze zaggszczenia w tkance
srédmiazszowej ptuc, jednak u pozostatych 12 (71% o0séb z wynikiem dodatnim) badanie CT
klatki piersiowej nie wykazato zmian. Tylko u 1 osoby HRV-negatywnej obserwowano
zmiany zapalne w tomografii komputerowej pluc. Odnotowane rdznice nie sa znamienne
statystycznie. Podobnie, nie wykazano istotnych réznic w czgstosci wystgpowania zmian o
charakterze pogrubien $cian oskrzeli w CT pomigdzy osobami, u ktoérych stwierdzono lub nie
stwierdzono rynowiruséw metoda in situ. U wigkszej liczby osob z dodatnim wynikiem RT-
PCR in situ (65% os6b) opisywano zmiany oskrzelowe w CT, natomiast wystgpowaty one u

mniejszego odsetka 0s6b z wynikiem ujemnym (33% 0sob).
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Tomografi¢ komputerowa obrazujaca zatoki oboczne nosa wykonano u 12 oséb. We
wszystkich CT wykazano obecno$¢ zmienionej $Sluzowki zatok i stan zapalny btony Sluzowe;j
zatok o ré6znym stopniu nasilenia, a badanie na obecno$¢ rynowirusow we wszystkich tych

przypadkach byto rowniez pozytywne.

Obraz mikroskopowy zakazenia rynowirusem

Dhugotrwata 1 wieloetapowa procedura RT-PCR in situ naruszata strukture skrawkow,
tkanek, co utrudniato oceng zakazenia, identyfikacj¢ zakazonych komorek.

Rycina ponizej przedstawia przyktadowe wyniki RT-PCR in situ.
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Rycina 11. Obrazy mikroskopowe wycinkdéw btony $luzowej oskrzela, uzyskane za pomoca
posredniej RT-PCR in situ. Kolor purpurowy odpowiada miejscom z dodatnim wynikiem
reakcji (strzatki). A,C,D- nabtonek oskrzeli, wynik dodatni, B-nabtonek oskrzeli, kontrola
negatywna, E- okragle struktury widoczne podnablonkowo, morfologicznie odpowiadajace

gruczotom, wynik pozytywny, F- limfocytopodobne komodrki w okolicy wycinka blony

sluzowej okrzela, wynik silnie dodatni.
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Sposréd 60 biopsji ocenianych metoda in situ 31 uznano za dodatnie. W trzynastu
biopsjach odnaleziono swoiscie zabarwione komorki w obrgbie nabtonka drég oddechowych.
W jednej z nich dodatnie komorki stwierdzono wylacznie poza nablonkiem, a w kolejnych
trzech zakazenie HRV w nablonku uznano za prawdopodobne. Stwierdzenie obecnos$ci
rynowirusa w obrgbie epitelium nie bylo mozliwe w pozostaltych 14 wycinkach z powodu
uszkodzenia tkanek. We wszystkich biopsjach uznanych za dodatnie, w ktorych jakos¢
obrazéw pozwalata na oceng struktur podnabtonkowych (20 biopsji), stwierdzono HRV-
dodatnie komoérki w tym obszarze.

Powtarzajacymi si¢ obrazami zakazenia byly: ogniskowe skupienia barwnika,
odpowiadajace pojedynczym komorkom, jak rowniez obecno$¢ barwnika w obrebie okraghtych
struktur, przypominajacych morfologia gruczoty zewnatrzwydzielnicze. Zakazenie tych
okragtych struktur stwierdzono w 11 biopsjach. W 2 innych wycinkach dodatnie komorki
odnaleziono w rozmazie wynaczynionej krwi. W jednej biopsji widoczne byly niewielkie
skupienia luzno zwiazanych ze soba, silnie HRV-dodatnich komérek znajdujacych si¢ poza
btona $luzowa, ktore przypominaty limfocyty (ryc. 11.F).

W niektorych wycinkach miejsca zakazenia byty wyraznie odgraniczone od pozostatych,
ujemnych obszaréw. W innych biopsjach wigkszo§¢ komorek wydawata si¢ pozytywna i nie
obserwowano opisanych wyzej wyraznych granic. Byly one jednak bez watpienia HRV-
pozytywne, gdy porownano je z kontrola negatywna. Opierajac si¢ na wynikach RT-PCR in
situ rozrozniono dwa rodzaje zakazenia HRV: ,,ogniskowe” lub ,,rozlane”.

Ponizsza rycina przedstawia obydwa opisane wyzej typy zakazenia.
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Rycina 12. Przykladowe obrazy mikroskopowe wycinkow btony sluzowej oskrzela, uzyskane

za pomoca posredniej RT-PCR in situ. A - obraz zakazenia opisywany jako ,,rozlany”, B — typ

,»ogniskowy”.
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Poroéwnano charakterystyke kliniczna i wyniki badan laboratoryjnych tak wyr6znionych

grup.

Nie stwierdzono réznic pomigdzy grupami w zakresie takich zmiennych, jak: wiek, pte¢,
rozpoznanie (astma, kontrola, POChP, astma aspirynowa), czas trwania i cigzko$¢ astmy
oskrzelowej, palenie papierosow, leczenie glikokortykosteroidami wziewnymi, jak i
doustnymi, dawka glikokortykosteroidow wziewnych, obecno$¢ atopii, wynik proby
aspirynowej, testow skornych. W badaniach krwi obwodowej nie stwierdzono roznic w
poziomie calkowitego IgE, leukocytozy obwodowej. Natomiast osoby z ,,ogniskowym”
obrazem zakazenia (lacznie: chorzy na astmg, POChP, grupa kontrolna) miaty znamiennie
nizsza eozynofili¢ krwi obwodowej niz osoby z zakazeniem ,,rozlanym” (U Mann-Whitney,
p=0,004).

Srednia eozynofilia krwi obwodowej w grupach z ,ogniskowym” oraz ,rozlanym”
zakazeniem wynosi odpowiednio: 1934297 oraz 629+334. Réznice te byly nadal znamienne
statystycznie, gdy uwzgledniono w analizie wylacznie chorych na astmg oskrzelowa
(p=0,007).

Istniala réwniez znamienna statystycznie zalezno$¢ pomigdzy limfocytoza krwi
obwodowej a obrazem zakazenia w dolnych drogach oddechowych. Osoby z ,,ogniskowym”
typem zakazenia miaty znamiennie nizszy poziom limfocytow we krwi w poréwnaniu z

osobami z typem ,rozlanym” (U Mann-Whitney, p=0,025). Srednia limfocytoza krwi u
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chorych ,,ogniskowym” zakazeniem w dolnych drogach oddechowych wynosita 1498 kom/ul,
natomiast u chorych z ,,rozlanym” zakazeniem — 2057 kom/ul. Gdy uwzgledniono wytacznie
chorych na astmg oskrzelowa, stwierdzono réwniez znamienna rdéznic¢ limfocytozy
bezwzglednej (U Mann-Whitney, p=0,03). Nie stwierdzono réznic w liczbach granulocytow
we krwi obwodowe;.

Poréwnano obraz odsetkowy, jak i bezwzglgdne wartosci leukocytdéw w poptuczynach
oskrzelikowo-pecherzykowych. Grupy z ,,ogniskowym” 1 ,,rozlanym” obrazem zakazenia nie
ro6znity si¢ migdzy soba w liczbie komorek zapalnych, przypadajacych na jednostke objgtosci
ptynu, jak réwniez odsetku makrofagéw, granulocytéw, limfocytow, czy stosunku limfocytow
CD4 do CDS. Natomiast stwierdzono znamienne réznice w odsetku eozynofilow (U Mann-
Whitney, p=0,01) 1 liczbie eozynofilow przypadajacych na jednostkg objgtosci (U Mann-
Whitney, p=0,024). Brak danych uniemozliwil wykonanie analizy statystycznej w grupach
POChHP oraz kontrolnej. Odsetek eozynofilow wsrdd osob z ,,ogniskowym” zakazeniem w
dolnych drogach oddechowych wynosi 0% natomiast w grupie z ,,rozlanym” zakazeniem —
6%+9. Nie stwierdzono znamiennych ro6znic pomigdzy tymi grupami w wydolnosci
wentylacyjnej uktadu oddechowego, mierzonej spirograficznymi testami czynno$ciowymi
phuc.

Obraz histopatologiczny zakazenia HRV uzyskany za pomoca immunohistochemii réznit
si¢ od obrazow, uzyskanych metoda RT-PCR in situ przede wszystkim nasileniem reakcji
barwnej, a takze liczba dodatnich komoérek w preparacie. Badanie ta metoda wykonano u 20
pacjentow.

Ponizej przedstawiono obrazy uzyskane ta metoda.
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Rycina 13. Przyktadowe obrazy mikroskopowe wycinkéw blony $luzowej oskrzeli, uzyskane
za pomoca posredniej immunohostochemii. A, B - pojedyncze komorki, w ktorych stwierdza
si¢ obecno$¢ antygenu rynowirusa (kolor brazowy); C - kontrola pozytywna; zakazone HRV

16 komorki linii Hela, D - kontrola negatywna; komorki Hela niezakazone.

&

[} .+ E’
. 1"‘1
f
A B
C
&
L 2
¢ ;
C D

Za pomoca metody immunohistochemicznej uwidoczniono w wycinkach oskrzeli tylko
pojedyncze HRV-dodatnie komorki. Niewielkie nasilenie reakcji prowadzilo do rozbiezno$ci
w ocenach 1 wymagalo ustalania wspdlnego stanowiska przez dwoch niezaleznych badaczy.
W nielicznych biopsjach nasilenie reakcji barwnej byto tak niewielkie, Zze nie pozwalato uzna¢
wynikoéw za pozytywne, barwienie uznano za nieswoiste, a biopsje za ujemne.

W 8 przypadkach dwukrotnie przeprowadzona reakcja IHC w tych samych wycinkach
prowadzita do sprzecznych wynikéw. Po kolejnym powtérzeniu procedury, ostatecznie

wszystkie powyzsze wycinki uznano za dodatnie.
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Komorki pozytywne stwierdzano najczesciej w nabtonku drég oddechowych, lecz takze
jako luzno zwiazane lub niezwiazane z warstwa nablonka, w $wietle oskrzeli (ryc. 15; A, B).
Obserwowano takze pojedyncze komorki dodatnie w warstwach podnablonkowych. Nie
uwidoczniono zajgcia gruczotéw podnabtonkowych w Zadnej z ocenianych ta metoda biopsji.

Z uwagi na niewielkie nasilenie reakcji barwnej w badaniu immunohistochemicznym
(pojedyncze komorki wyraznie pozytywne), doktadniejsza analiza obrazu zakazenia
rynowirusami, a w tym podzial na zakazenia ,,ogniskowe” i ,,rozlane” w sposob analogiczny

do RT-PCR in situ nie byl mozliwy.

Obecnos¢ rynowirusow u chorych na POChP

Grupa chorych z POChP znamiennie roznita si¢ wiekiem w poréwnaniu z chorymi na
astme oskrzelowa (U Mann-Whitney, p=0,0001). Osoby te czegsciej palily papierosy w
poréwnaniu do astmatykéw (71%, test Fishera p=0,0049). Wérdd siedmiu badanych nie byto
zadnej kobiety. Chorzy z POChP mieli istotnie nizsze warto$ci FEV; (wyrazone jako procent
wartos$ci naleznych) oraz stosunek FEV, do FVC w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Pomimo
matej liczebnosci, stwierdzono wigcej granulocytéw i mniej limfocytow we krwi obwodowej
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, wyrazonych jako wartosci bezwzgledne, jak 1 odsetkowe
(U Mann-Whitney, p<0,05).

Wsrdéd 7 osob, ktore byly operowane z powodu obwodowego guza phuca i spelniaty
kryteria rozpoznania przewlekltej obturacyjnej choroby pluc, RNA rynowirusa wykryto u 5
0s0b, co stanowi 71% badanych w tej grupie. Ro6znica czgstosci wykrywania RNA rynowirusa
w dolnych drogach oddechowych pomigdzy chorymi na POChP, a grupa kontrolng jest
znamienna statystycznie (test Fishera, p=0,026).

Na podstawie analiz wykonanych w tej grupie, stwierdzono istotna statystycznie, dodatnia
korelacje pomiedzy nasileniem eozynofilii bezwzglednej krwi obwodowej a zakazeniem
wyrazonym w 6-stopniowej skali (tau Kendall, tau=1, p=0,0415). Nie stwierdzono innych
znamiennych zwiazkéw pomigdzy parametrami klinicznymi, charakteryzujacymi chorych na
POChHP a wynikiem RT-PCR in situ. Niewielka liczebno$¢ tej grupy moze odpowiadaé za brak

obserwowanych réznic.

Analiza podobienstwa sekwencji sondy hybrydyzacyjnej do serotypow HRV

Na podstawie analizy bazy danych udostgpnionej w programie BLAST odnaleziono 70
sekwencji o istotnym podobienstwie do sekwencji sondy hybrydyzacyjnej. Wszystkie

odnalezione, z wyjatkiem jednej (malpi pikornawirus), odpowiadaja ludzkim rynowirusom.
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Sonda wykazata najwigksze podobienstwo do serotypu 24 (90% homologii). W tabeli ponizej

przedstawiono wyniki przeszukiwania bazy BLAST.

Tabela 9. Wyniki przeszukiwania bazy BLAST, odnalezione sekwencje wykazujace

podobienstwo do zastosowanej w metodzie RT-PCR in situ sondy genetyczne;j.
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HRV 24 699 100% 0.0 90%
HRYV 44 483 99% 4e-133 83%
HRV 94 459 98% 7e-126 82%
HRV 55 453 99% 3e-124 82%
HRV A 453 99% 3e-124 82%
HRYV izolat NAT046 451 98% le-123 82%
HRV 38 444 100% 2e-121 81%
HRYV izolat NAT051 440 92% 3e-120 82%
HRV 28 436 99% 3e-119 81%
HRV 10 407 98% 3e-110 81%
HRV 16 390 98% 3e-105 80%
HRYV izolat NAT065 381 83% 2e-102 82%
HRV 2 379 100% 6e-102 79%
HRYV izolat NAT008 372 81% 1e-99 82%
HRYV 50 366 78% 5e-98 82%
HRV 12 364 99% 2e-97 79%
HRYV 82 324 77% 3e-85 80%
HRYV izolat NAT009 320 79% 4e-84 80%
HRYV szczep QPID03-0002 318 61% 1e-83 84%
HRYV izolat NAT040 294 79% 2e-76 79%
HRV 81 270 60% 4e-69 81%
HRYV szczep QPID03-0009 257 61% 3e-65 80%
A HRYV isolate 6939sep95 254 60% 4e-64 80%
HRYV szczep QPID03-0005 250 61% 5e-63 80%
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HRYV szczep QPID03-0007 250 60% S5e-63 81%
A HRYV isolate 7160nov95 248 60% 2e-62 80%
A HRYV isolate 237aug96 248 60% 2e-62 80%
HRV 80 222 60% le-54 79%
HRYV 85 215 33% 2e-52 88%
HRYV 68 126 14% 9e-26 95%
HRYV 20 124 14% 3e-25 95%
HRYV 90 122 13% le-24 96%
HRYV 66 111 14% 2e-21 92%
HRV 9 108 15% 3e-20 91%
HRYV izolat NATO001 106 21% le-19 84%
HRYV 33 104 13% 4e-19 91%
HRYV 32 102 11% le-18 96%
HRV 77 99.0 13% 2e-17 91%
HRYV 61 97.1 14% Te-17 89%
HRYV 56 97.1 13% Te-17 90%
HRV 98 91.6 11% 3e-15 93%
HRV 67 89.8 11% le-14 93%
HRYV 54 91.6 11% 3e-15 93%
HRYV C szczep 026 89.8 21% le-14 81%
HRV 96 78.7 11% 2e-11 90%
Simian picornavirus 17 58.4 5% 3e-05 100%
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V.Dyskusja

Porownanie czestosci wykrywania rynowirusow w badanych grupach

W przedstawionym powyzej opracowaniu zastosowano dwie rézne metody wyrywania
rynowirusOw w dolnych drogach oddechowych. RNA rynowirus6w poszukiwano metoda RT-
PCR in situ. Oceniono biopsje pobrane od 30 astmatykoéw i 23 0sob nie chorujacych na astme.
Biatek kapsydu wirusa poszukiwano natomiast metoda imunohistochemii posredniej. Za
pomoca IHC zbadano wycinki pobrane od 14 o0s6b chorych na astmg i 6 0s6b z grupy
kontrolnej. Rynowirusy wykazano u: 73% astmatykow 1 22% os6b z grupy kontrolnej metoda
RT-PCR in situ oraz, odpowiednio u 64% i 33% metoda immunohistochemiczna. Uzyskano
znamienng statystycznie roznicg wynikéw pomiedzy grupami w przypadku metody RT-PCR
in situ.

Odsetki wynikow HRV-dodatnich sa zaskakujaco wysokie, wyzsze niz odnalezione w
literaturze. Podobienstwo wynikow uzyskanych dwiema niezaleznymi metodami, wydaje si¢
zwigksza¢ ich wiarygodnos$¢.

W  odroznieniu do prezentowanego powyzej badania,  przewazajaca wigkszos¢
odnalezionych informacji w literaturze odnosi si¢ do oceny efektow zakazeh HRV w
zaostrzeniach, a nie w okresach dobrej kontroli astmy. Odnaleziono niewiele badan
oceniajacych obecnos¢ rynowiruso6w w drogach oddechowych 0so6b zdrowych lub w stabilnym
okresie choroby (3, 46, 84, 82, 83, 133, 134). Réwniez metodyka odnalezionych badan r6zni
si¢ od opisanego powyzej. Nie odnaleziono zadnych informacji dotyczacych zastosowania
metody RT-PCR in situ w celu wykrywania pikornawirusow w dolnych drogach
oddechowych. Opisane roznice ograniczaja mozliwos¢ dokonywania pordéwnan
prezentowanych wynikéw do danych z piSmiennictwa.

Oszacowana na podstawie danych z literatury czgsto$¢ zakazen HRV w astmie zaostrzonej
waha si¢ w szerokim zakresie, pomigdzy 11 a 80%, a czgsto$¢ wykrywania rynowirusa u
bezobjawowych astmatykow wynosi od kilku do kilkunastu procent. (3, 83, 135, 136). W
starszych badaniach epidemiologicznych rynowirusa wykrywano tylko u 1,5 do 4 %
bezobjawowych, dorostych astmatykow, a odsetek ten byt wyzszy w przypadku dzieci. (3, 82,
83) Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze rynowirusy moga by¢ obecne w drogach
oddechowych znacznie czgséciej. Johnston w badaniu prospektywnym wykryl RNA
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rynowirusa w poptuczynach z nosa metoda RT-PCR u 12% dzieci z astma oskrzelowa bez
objawow klinicznych. (83) Obecno$¢ rynowiruséw w okresie bezobjawowym potwierdza
badanie Harju 1 wspotpracownikow. Populacja badana w tym przypadku bylo 103 astmatykow
w stabilnym okresie choroby i 30 zdrowych os6b. (134) Rynowirusy odnaleziono w
indukowanej plwocinie u blisko 10% astmatykéw z tagodna 1 16% z umiarkowana postacia
choroby. Zastosowano w tym wypadku metode izolacji w hodowlach komoérkowych, a
nastgpnie RT-PCR 1 hybrydyzacjg. Marin 1 wspoipracownicy stwierdzili natomiast obecnos¢
rynowirusa az u 32% dzieci z astma oskrzelowa w okresie wolnym od objawow. (18) W
badaniu Corne’a obecnos¢ HRV w poptuczynach z nosa wystepowata tacznie z objawami
klinicznymi tylko u 20-60% badanych. (77) Kirchberger potwierdza, ze bezobjawowe
zakazenia HRV moga wystepowaé az w 40% zachorowan. (10) W przedstawionej pracy
odsetek wynikow dodatnich, uzyskanych metoda RT-PCR in situ wynosi ponad 70%.

Na obserwowane duze rdznice w czgstosci wykrywania HRV u chorych na astme¢ moze
mie¢ wpltyw metodyka badan, jak: charakterystyka badanych populacji, sposéb rekrutacji
pacjentow, czas od wystapienia objawdw, rodzaj, sposOb pobierania i przechowywania
materialu do badan. Wydaje sig, ze czuto$¢ i swoisto$¢ stosowanych metod diagnostycznych
moze znamiennie wptywac na uzyskane wyniki. (3, 83)

Starsze metody izolacji HRV w hodowlach komoérkowych wydaja si¢ by¢ bardziej
zawodne w poréwnaniu do metod molekularnych (RT-PCR), co moze powodowaé
heterogenno$¢ wynikow badan. (135) Teichtal 1 wspolpracownicy za pomoca metod
serologicznych oraz hodowli wirusow w liniach komoérkowych wykrywali rynowirusy w
zaostrzeniach astmy tylko u 11% badanych. (135) Natomiast Johnston, stosujac bardziej czula
PCR, stwierdzat rynowirusy az w 50% przypadkach zaostrzen choroby. (83)

Zakres niniejszej pracy nie umozliwit obiektywnej oceny czulo$ci stosowanych metod
(RT-PCR in situ 1 immunohistochemii posredniej), poniewaz nie porOwnano wynikow do
innej, wystandaryzowanej metody. Niewiele takze odnaleziono badan poréwnujacych czutosé
wykrywania rynowiruséw metodami in situ z innymi, referencyjnymi testami. (45, 93) Nie
opublikowano jak dotychczas badan, ktore porownywatyby metod¢ RT-PCR in situ z innymi
metodami. Pitkaranta 1 wspolpracownicy przedstawili wyniki badania wskazujace, ze w
przypadku rynowiruséw hybrydyzacja in situ moze by¢ metoda czulsza od PCR. (45) W
przypadku reakcji immunohistochemicznej z zastosowaniem przeciwciala RV16-7,
otrzymanym dzigki uprzejmosci prof. W. Busse, wyniki poprzednio przeprowadzonych w

tamtejszym os$rodku badan sugeruja, ze czulo$¢ metody mozna poréwnywaé do real-time
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PCR. (47) Wydaje sig, ze zastosowanie PCR z hybrydyzacja in situ zwigksza swoisto$¢ testu.
(52, 54)

Wysoki odsetek wynikow HRV-pozytywnych stwierdzony za pomoca RT-PCR in situ u
bezobjawowych osob, sugeruje utajone lub przewlekle zakazenie lub proces przedtuzonej
eliminacji wirusa po ostrym zakazeniu. (5, 16, 133, 134) Jak dotad nie jest w petni jasne, czy
osoby bez objawow klinicznych moga by¢ ,nosicielami” rynowirusa w drogach
oddechowych. (82) Tradycyjnie uwaza si¢, ze bezobjawowe zakazenia HRV sa raczej rzadkie.
(82, 84)

W prezentowanym badaniu jednym z kryteriow wylaczenia byto wystapienie przezigbienia
w okresie trzech tygodni poprzedzajacych badanie. Taki dobdér pacjentdow miat na celu
wykluczy¢ z badania osoby, u ktorych wynik RT-PCR in situ moglby odzwierciedlaé
niedawno przebyte zakazenie. Kierowano si¢ w tym przypadku powszechnie przyjetym
przekonaniem, ze objawowe zakazenie HRV trwa najczesciej do tygodnia oraz, ze usuwanie
rynowirusa z nosa po eksperymentalnym zakazeniu moze trwa¢ do 3 tygodni. (45, 46, 55, 84)

Zdolno$¢ do zakazania/kolonizacji drég oddechowych przez rynowirusy w okresie
wolnym od objawow potwierdzaja wyniki niektérych badaf. Suvilehto 1 wspotpracownicy
metoda hybrydyzacji in situ oraz PCR wykryli HRV w migdatkach az u 60% bezobjawowych
dzieci. Populacja badana byly dzieci z nawracajacymi lub przewlektymi zapaleniami
migdatkoéw. Jednym z kryteriow wykluczenia z badania byly objawy ostrego zakazenia. (5) W
innym badaniu poszukiwano HRV u dzieci z nawracajacymi infekcjami ucha $rodkowego.
Rynowirusy wykazano metoda RT-PCR u 10-30% dzieci w ciagu 24 tygodni obserwacji. Nie
wykazano korelacji pomigdzy obecnoscia objawoéw klinicznych zapalenia ucha $rodkowego i
wykrywaniem rynowiruséw. (46) Opisano roOwniez czgste wystgpowanie rynowirusa u 0sob z
przewlektym zapaleniem zatok obocznych nosa (21% badanych). (137)

Wyniki najnowszych badan potwierdzaja mozliwo$¢ przetrwania rynowirusow po ostrym
zakazeniu, zaostrzeniu astmy oskrzelowej. Jarrti i wspolpracownicy wykazali, ze po 2
tygodniach od zaostrzenia, w okresie juz bezobjawowym RNA rynowirusa nadal byto obecne
az u 50% dzieci. Po takim samym czasie zaledwie 3% dzieci z rozpoznanymi zakazeniami
enterowirusami miato nadal enterowirusy w nosie. (84) Kling i wspotpracownicy wykrywali
RNA rynowiruséw w gornych drogach oddechowych w czasie zaostrzenia u ponad 80% dzieci
z cigzka astma, az 44% dzieci mialo rynowirusy po 6 tygodniach, a 25% - po 6 miesiacach.
(16)

Nie mozna wykluczy¢, ze przyczyna obserwowanego wysokiego odsetka wynikow HRV-

dodatnich jest ostre zakazenie w stadium eliminacji wirusa lub we wczesnym okresie przed
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rozwojem objawow klinicznych. (5, 16, 44, 133) Metodyka przedstawianej powyzej pracy
uniemozliwia jednoznaczne wyjasnienie czy obserwowany wysoki odsetek zakazen HRV jest
wynikiem przewlekltego zakazenia. Jednoznaczne rozrdznienie ostrego zakazenia od
przewlekltego lub nosicielstwa wymaga przeprowadzenia badan prospektywnych z
wielokrotnym badaniem tych samych chorych i molekularna analiza genomu wyizolowanych
szczepéw wirusa. (46) Ostatnio opublikowano pracg, ktora potwierdza mozliwosé
przewlektego zakazenia HRV u 0so6b z niedoborami odporno$ci. Za pomoca analizy sekwencji
odcinka niekodujacego 5’NCR potwierdzono, ze w kolejnych probkach pobranych od 3 oséb
po przeszczepie pluc i z objawami klinicznymi, obecny jest ten sam szczep HRV przez co
najmniej 12 miesigcy. (138)

Czgstsze wystgpowanie rynowirusow w oskrzelach astmatykow w poréwnaniu z osobami
nie chorujacymi na astm¢ moze by¢ to wynikiem wigkszej podatnosci tej grupy na zakazenia.
Nie ustalono jednak jak dotad jednoznacznej opinii ekspertow co do podatnosci astmatykow
na zakazenia HRV. (7, 11, 47, 76) Pewne wnioski nasuwaja wyniki badania Corne’a. (77)
Obserwowat on 76 par wspolnie mieszkajacych, w kazdej parze jedna osoba byta chora na
astmg. Chociaz nie stwierdzono rdéznic w czgsto$ci wykrywania rynowirusow w nosie oraz w
nasileniu objawow ze strony gornych drog oddechowych podczas zakazenia, autorzy
odnotowali statystycznie istotna zwigkszona czgsto$¢, natezenie, jak i dluzsze trwanie
objawow ze strony dolnych drog oddechowych u astmatykow. (77) Opisane roznice migdzy
astmatykami 1 osobami zdrowymi mozna ttumaczy¢ wigksza podatno$cia na zakazenia, lecz
takze nadmierng reakcja organizmu na zakazenie, na ktére w rzeczywisto$ci astmatycy nie sa
bardziej podatni. Harju opisal czestsze wystgpowanie rynowirusOw w okresie wolnym od
objawoOw zakazenia u astmatykow (12,6%) niz os6b zdrowych (6,7%), jednak wyniki rowniez
nie uzyskalty znamiennosci statystycznej (10-16% vs 7%). (134) W innym opublikowanym
badaniu porownywano czgstos¢ wykrywania RNA 1 biatek kapsydu rynowirusa w gérnych i
dolnych drogach oddechowych podczas eksperymentalnych zakazen u trzynastu chorych na
astme¢ atopowa i szesciu zdrowych ochotnikow. Nie wykazano r6znic migdzy grupami w
czgstoSci wykrywania HRV. Niemniej ich brak moze wynika¢ z niewielkiej liczebnos$ci
populacji. (47)

Jest prawdopodobne, ze pewien ,,defekt” wystepujacy u astmatykow moze uposledzac
usuwanie wirusa po etapie ostrego zakazenia, lub utatwia¢ kolonizacj¢ drog oddechowych
przez HRV. Taka kolonizacja oskrzeli u astmatykow w nastgpstwie zwigkszonej podatnosci na

zakazenie lub uposledzonej eliminacji wirusa moglaby przewlekle pobudza¢ uktad
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immunologiczny i ulatwia¢ wystapienie stanu przewleklego zakazenia, w ktérym utrzymuja
si¢ procesy niszczenia, przebudowy i zapalenia na wzglednie statym poziomie. (127)

Uszkodzenie nabtonka obserwowane u chorych na astm¢ moze ulatwiaé przetrwanie
rynowirusow w oskrzelach. (26) Utrata tej warstwy uposledza mechaniczne usuwanie
czasteczek wirusa, jak rowniez wrodzone mechanizmy obrony przeciwwirusowej, jakimi
dysponuje nabtonek. Utatwia to wnikanie wirusa do komorek i moze op6zniaé proces jego
eliminacji. W nastegpstwie uszkodzenia odstonigciu ulegaja giebsze warstwy btony $luzowej,
ktore sa najbardziej podatne na zakazenie. Komorki bardziej morfologicznie zréznicowane
(czyli potozone na powierzchni warstwy nablonka i ulegajace najlatwiej zniszczeniu) sa
bowiem mniej wrazliwe na zakazenie HRV w porownaniu do komoérek przypodstawnych.
(139) Wrazliwos$¢ na zakazenie wzrasta wraz z utrata $cistych potaczen migdzykomodrkowych
w uszkodzonym nablonku. (139) Ponadto u astmatykéw obserwuje si¢ zwigkszona ekspresjg
czasteczek przylegania migdzykomorkowego ICAM-1, co moze utatwia¢ wnikanie wigkszosci
HRYV do cytoplazmy. (139, 140).

Tradycyjnie atopowa astme oskrzelowa rozpatruje si¢ jako zaburzenie rownowagi
odpowiedzi komorkowych Th, 1 Th; z relatywna przewaga odpowiedzi Th, i nadmiarem
cytokin typu Th, (IL-4, IL-5, IL-13) nad cytokinami typu Th; (IFNy, IL-12). (13, 28)
Antygeny wirusOw pobudzaja glownie odpowiedz immunologiczna typu Th; i nasilaja
produkcje IL-12 1 IFN-y. Sugerowano, ze zaburzenie tej rownowagi u chorych na astmg moze
mie¢ zwiazek z wigksza podatnoscia na zakazenia.

Obserwowane zaburzenia moga takze wynika¢ z nieprawidlowego ,,dojrzewania” uktadu
immunologicznego we wczesnym okresie zycia, na przyktad w wyniku zmniejszonej
ekspozycji na zakazenia. (7)

Nie wykluczone, Zze nie nadmiar cytokin typu Th, lecz niedobor odpowiedzi Th; ma
zwiazek z nieprawidlowa reakcja na zakazenie. (78) Wykazano bowiem, ze monocyty krwi
obwodowej, pobrane od chorych na astme, wykazuja zmniejszona produkcje IFN-y i IL-12 po
ekspozycji na HRV. (78) Stosunek indukowanego poziomu interferonu y do interleukiny 5,
opisujacego rownowage Th;/Thy, koreluje z FEV,. (142) Im wyzszy opisywany stosunek
cytokin w indukowanej plwocinie, tym mniejsze sa objawy zakazenia i szybsza eliminacja
rynowirusa. (143) Defekt produkcji IFN-y opisano juz u niemowlat. U tych, u ktorych nie
obserwowano uwalniania IFN-y w odpowiedzi na zakazenie HRV, wystepowaly czegsciej
epizody $§wiszczacego oddechu w pierwszym roku zycia. (9) Niedobor interferonu y u 0séb z
cigzka postaciag astmy potwierdzaja wyniki badania kohortowego z 42-letnim okresem

obserwacji. (144)
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Zaburzenie moze dotyczy¢ nie tylko IFN- vy, opisywano takze lokalny niedobor IFN-o/f i
interferonéw typu III (IFN Al; IFN A2/3) w komoérkach nabtonka drég oddechowych chorych
na astmg. (6) Niedobdr nie zalezy od podawania kortykosteroidow, czym mozna ttumaczy¢
brak ich skutecznosci w objawach astmy powodowanych HRV. (7)

Nieprawidlowe uwalnianie interferon6w  moze wynikaé z uposledzenia szlakéw
regulujacych ich produkcje w odpowiedzi na zakazenie. Wydzielanie interferonéw typu I
zalezy miedzy innymi od pobudzenia przez wirusy takich biatek, jak: TLR-3, TLR-7/8, kinazy
biatkowej RNA-zaleznej (PKR), czy RNA-helikaz, jak RIG-I; MDA-5. (7, 145, 146, 147)
Receptory TLR aktywuja szereg bialek adaptorowych, jak: MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM,
SARM. Za posrednictwem biatek IRAK 1/4 (kinazy zwiazane z receptorem dla interleukiny-
1), TRAF 3/6, IKK, OPN, TBKI, kinazy MAPK, dochodzi do fosforylacji czynnikéw
transkrypcyjnych IRF, AP-1, czy NFkB. Kinaza fosfatydyloinzytolu 3 aktywuje czynnik IRF-
3. Cytoplazmatycznymi adaptorami dwuniciowych fragmentdéw RNA sa helikazy RIG-I,
MDA-5. Poprzez interakcje z biatkiem IPS-1, aktywuja czynnik TRAF 3, kinazy TBK1/IKK,
co prowadzi do fosforylacji czynnikow IRF. Innymi szlakami sa: oddzialywanie IPS-1 z
FADD, kaspazami 8 i 10 (biatkami uczestniczacymi w procesach apoptozy) i aktywacja
czynnika transkrypcyjnego NF«B, lub aktywacja czynnika transkrypcyjnego AP-1 poprzez
kinazy MAPK. (7, 145, 147, 148) Nieprawidlowa ekspresja ktéregokolwiek z tych
przekaznikow moze odpowiada¢ za niedobor interferondw, obserwowany u chorych na astmg.
(7

Zaburzenie procesu apoptozy, opisywane u chorych na astme, réwniez moze ulatwiaé
zakazenia wirusami. Apoptoza, ktéra jest mechanizmem wrodzonej odporno$ci, zapewnia
eliminacj¢ zakazonych wirusem komorek, zapobiegajac ich lizie 1 niekontrolowanemu
uwalnianiu do §rodowiska nowych czasteczek wirusa. (6, 105). Zaobserwowano, ze podczas
zakazenia HRV nabtonek oddechowy astmatykéw w mniejszym stopniu ulega apoptozie niz u
0sob zdrowych, a w hodowlach komorek pobranych od chorych stwierdza si¢ nadmierna
replikacje wirusa. (5, 6, 7)

Nie wykluczone, ze zaburzenie produkcji innych niz interferony czynnikéw w astmie
oskrzelowej moze ulatwia¢ zakazenie lub zwigkszaé potencjat proliferacyjny wirusa. (80)
Wykazano, ze komorki nabtonka po kontakcie z nadsaczem zebranym z hodowli zakazonych
HRYV produkuja mniejsza ilo§¢ czynnikdw prozapalnych oraz gorzej usuwaja wirusa. (50)

Rownowage immunologiczng kontroluja komorki regulatorowe. Wynikiem ich dysfunkcji
w astmie oskrzelowej mogtaby by¢ nadmierna produkcja cytokin typu Th, (IL-4, IL-5, IL-

13). (149) Pobudzone komorki regulatorowe, poprzez nieswoiste hamowanie odpowiedzi na
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niektore patogeny ostabiaja mechanimy obronne organizmu. (97, 113) Uwalniane przez nie
cytokiny o wlasciwosciach immunosupresyjnych: IL-10, TGF-B ulatwiaja przetrwanie
wirus6w w okreslonych warunkach.

Innym proponowanym zaburzeniem zwigkszajacym podatnos¢ astmatykow na zakazenia
jest pierwotna dysproporcja pomig¢dzy czynnikami prozapalnymi i hamujacymi procesy
zapalne. Obserwowano zwigkszone st¢zenia interleukiny IL-1f i zmniejszone poziomy
rozpuszczalnego antagonisty receptora dla IL-1 u astmatykéw, co moze prowadzi¢ do
nadmiernej reakcji zapalnej w odpowiedzi na zakazenie. (150) Podczas zaostrzen choroby
spowodowanych przez HRV opisywano takze zwigkszona ekspresj¢ immunosupresyjnej
interleukiny 10, co moze ostabia¢ usuwanie wirusa z drég oddechowych. (151)

Podsumowujac, powyzsze nieprawidtowosci opisywane u osob chorych na astm¢ moga
zwigksza¢ podatnos$¢ na zakazenia, nasila¢ objawy ze strony dolnych drég oddechowych lub
nawet utatwiaé przetrwanie wirusow.

Przetrwanie wirusOw w organizmie jest zjawiskiem dla nich ewolucyjnie korzystnym,
gdyz umozliwia dlugotrwata replikacjg. Zatem wigkszo§¢ wiruséw, jesli nie wszystkie,
wytworzylo na drodze ewolucji szereg mechanizméw obronnych, utatwiajacych ,,ucieczke”
przed uktadem immunologicznym. Obejmuja one rozmaite jego modyfikacje, majace na celu
glownie hamowanie funkcji. Niewykluczone, ze bezposrednie dziatanie rynowirusa, w
obecno$ci pewnych nieznanych uwarunkowan, moze prowadzi¢ do jego przetrwania w
oskrzelach i1 by¢ moze do zaburzenia réwnowagi immunologicznej w astmie oskrzelowe;j. (10,
113)

Jedna z cech utatwiajacych ,,ucieczke” przed uktadem immunologicznym jest zmienno$¢
antygenowa 1 genetyczna wirusa. Utrudnia ona rozpoznawanie patogendéw przez komorki
pamigci immunologicznej. Duza liczba serotypéw HRV (ponad 100), tacznie z wysokim
odsetkiem mutacji moga czgsciowo ttumaczy¢ sukces rynowiruséw. Wewngtrzna zmiennos¢
antygenowa nie tlumaczy jednak wszystkich zaburzen immunologicznych podczas zakazen
HRYV, jak na przyklad zwigkszonej wtdrnie podatnosci na zakazenia bakteryjne. Wykazano
bowiem, ze HRV zwigkszaja przyleganie pneumokokow do komodrek nabtonka drog
oddechowych, czy utatwiaja wnikanie gronkowca ztocistego do pneumocytéw. (152, 153)

Czgste mutacje wirusow to skuteczny sposob wymykania si¢ spod kontroli
immunologicznej. Polimerazg RNA zalezna od RNA cechuje niedoktadno$¢ replikacji 1 duzy
odsetek mutacji. Wazna rolg przypisuje si¢ powstawaniu czastek defektywnych (krotkich
fragmentow RNA, produktow nieprawidlowej transkrypcji przez polimeraz¢g RNA). Czastki

defektywne replikuja si¢ wydajniej w stosunku do formy rodzicielskiej wirusa. Blokuja one
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sktadanie prawidlowych czasteczek, zmniejszaja efekt cytopatyczny, a w niektorych
przypadkach utatwiaja przezycie komodrek gospodarza i ustalenie stanu przewlektej infekcji.
(90)

Zdolno$¢ do rozpoznawania waznego immunologicznie receptora komorkowego jest
kolejna strategia stosowana przez wirusy. Receptorem tym dla wigkszos$ci rynowirusow jest
czasteczka ICAM-1. W organizmie ICAM-1 ulatwia wnikanie komorek uktadu
immunologicznego z krwi do phuc, aktywuje komorki, pobudza produkcje cytokin
prozapalnych. (97, 154, 155) Odgrywa rowniez wazna rol¢ w patogenezie astmy. Jak
wykazano w warunkach in vitro i in vivo, zakazenie rynowirusami dodatkowo nasila ekspresje
tych czasteczek. (139, 140, 156) Odbywa si¢ to poprzez czynnik aktywujacy transkrypcje
NFkB. (140) Nasilona przez HRV produkcja innych rozpuszczalnych cytokin, takich jak:
interleukina la i interleukina 1P dodatkowo pobudza ekspresje ICAM-1. (157) Zwigkszenie
liczby receptora ICAM-1 utatwia wnikanie wirusa do wngtrza komorek, lecz takze ostabia
mechanizmy obrony przeciwwirusowej. Przylaczenie rynowirusow do ICAM-1 na
powierzchni komoérek APC upo$ledza oddziatywanie z limfocytami T i ich aktywacjg. (10)
Przyleganie HRV do fibroblastéw zmniejsza adhezj¢ do komodrek T, a wigzanie ICAM-1 na
powierzchni monocytéw istotnie hamuje proliferacje limfocytow T. (158, 159)

Budowa kapsydu rynowirusow teoretycznie umozliwia przylaczenie az 60 czasteczek
ICAM-1 do jednej czasteczki wirusa. Zmiany konformacyjne kanionéw podczas wiazania
receptora dodatkowo utatwiaja przylaczanie kolejnych czasteczek. Wiasciwos¢ ta ttumaczy
proadhezyjny efekt HRV na leukocyty. Wykazano bowiem, ze zakazenie HRV moze
powodowaé agregacj¢ monocytow lub komodrek dendrytycznych, wywodzacych si¢ z
monocytow. (10) Nastgpstwem tego zjawiska mogloby by¢ wydluzenie czasu przebywania
komoérek APC w plucach 1 opdznienie ich migracji do wegztow chtonnych. Moze wydtuzy¢
czas niezbedny do wytworzenia skutecznej odpowiedzi immunologicznej przeciw HRV. (10)

Wydaje sig, ze rynowirusy moga takze hamowa¢ wrodzone mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie, poprzez uposledzenie produkcji interferonéw. W niedawno
opublikowanej pracy Peng i wspolpracownicy wykazali, ze po zakazeniu HRV 14 nie
obserwuje si¢ homodimeryzacji czynnika transkrycyjnego IRF-3 w komodrkach nabtonka, co
warunkuje jego aktywnos¢. Wykazano takze, ze wczesniejsze zakazenie rynowirusem
zmniejsza produkcje¢ IFN-B przez komoérki nabtonka oddechowego po ekspozycji na
dwuniciowe fragmenty RNA. (160)

HRV moze uposledza¢ odpowiedZz immunologiczng na poziomie prezentacji antygenu.

HRV 14 zmniejsza aktywnos$¢ i proliferacje limfocytow T za posrednictwem cytokin
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uwalnianych przez monocyty, zwtaszcza IL-10, o wlasciwosciach immunomodulujacych i
immunosupresyjnych. (10) IL-10 zmniejsza takze ekspresje¢ czasteczek MHC II, molekut
kostymulujacych CD80, CD86, produkcje IL-12. Przeciwzapalny efekt IL-10 jest
nastepstwem hamowania produkcji cytokin prozapalnych, jak IL-1, IL-6, TNF-a. Powyzszy
profil cytokin moze uposledza¢ lokalna odpowiedz immunologiczna w miejscach zakazenia
HRV, utatwia¢ zakazenie, jak i przetrwanie wirusa. (10, 161) Zaburzenie funkcji komorek
dendrytycznych podczas zakazenia rynowirusem takze uposledza prezentacj¢ antygendw, czy
funkcje limfocytow T. Wykazano, ze podczas zakazenia rynowirusem, wzrasta ekspresja
czasteczek B7-H1 (CD274) oraz sialoadhezyny na komorkach dendrytycznych. Czasteczka
B7-H1 poprzez receptor PD-1 blokuje funkcje limfocytéw T. Interakcja sialoadhezyny z
CD43 na limfocytach upos$ledza uzyskanie przez nie stanu petnej aktywnosci. (10)

Wydaje sig, ze wiele mikroorganizmow powodujacych przewlekte zakazenia oddziatuje na
komorki regultorowe. (113) Nastepstwem ich dysfunkcji moze by¢ nadprodukcja IL-10 w
odpowiedzi na zakazenie HRV. (113) Wyniki badan nad innym wirusem RNA, wirusem
zapalenia watroby typu C, potwierdzaja udziat komorek regulatorowych w rozwoju
przewlektego zakazenia. U osob z przewleklym zakazeniem HCV obserwowano wyzsze
poziomy komorek CD4+25+ in vivo, w porownaniu do 0osob zdrowych oraz wyleczonych, a w
badaniu in vitro mniejsza proliferacj¢ HCV-swoistych limfocytow cytotoksycznych i mniejsza
produkcje przez nie IFN-y. (162)

Wyniki prezentowanego badania wskazuja na czgstsze wystgpowanie HRV w dolnych
drogach oddechowych chorych na astmg¢ w poréwnaniu z populacja kontrolna. Moze to
sugerowaé zwiazek rynowirusa z patogeneza choroby. Holtzman i wspolpracownicy zwracaja
uwage na kluczowa rolg komorek nabtonka drég oddechowych w mechanizmach zapalnych 1
obronnych w odpowiedzi na zakazenie HRV. Dowodza, ze zakazenie wirusem w obecnosci
pewnych genetycznych predyspozycji 1 innych narazen (alergeny) moze trwale
»przeprogramowac¢” fenotyp tych komorek. (13, 14, 26) Poprzez produkcje molekut
adhezyjnych (ICAM-1) i czynnikow chemotaktycznych (RANTES) komoérki nablonka
reguluja lokalny naplyw komorek zapalnych do drég oddechowych oraz zapoczatkowuja
procesy immunologiczne i zapalne. Mechanizmy te podlegaja regulacji przez szereg genow,
ktorych aktywno$¢ kontrolowana jest na poziomie transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym.
Podczas zakazenia wirusami zaobserwowano migdzy innymi: zwigkszona lokalna aktywno$¢
chemokiny RANTES 1 podjednostki p40 IL-12, co wydaje si¢ by¢ wynikiem permanentnej
aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT-1 1 szlakéw komorkowych, zaleznych od

interferonéw. Zwigkszona ekspresja gendow moze wynika¢ z wydtuzonego okresu pottrwania
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mRNA pod wptywem replikacji wirusa lub aktywacji transkrypcji przez wirusy. (163, 164)
Podobna wzmozona aktywno$¢ wyzej wymienionych szlakow wewnatrzkomorkowych
wystepuje w stabilnej astmie oskrzelowej, pomimo braku widocznych objawdw zakazenia.
(26, 164, 165) By¢ moze po zakazeniu wirusem u astmatykOw pozostaja pewne czastki
wirusa, ktére nie sa zdolne wywotaé zakazenia, lecz maja zdolno$¢ do modyfikacji proceséw
immunologicznych. (164)

Pewne informacje dotyczace zwiazku zakazen wirusami z wystapieniem  astmy
oskrzelowej przyniosty eksperymenty na myszach. Zakazenie paramyksowirusem (wirusem
Sendai) powoduje dwa typy reakcji w dolnych drogach oddechowych u myszy. W czasie
ostrej reakcji zapalnej aktywowane sa geny zalezne od interferondéw, a zwigkszona ekspresja
ICAM-1 nasila naptyw komorek zapalnych do oskrzeli. Obserwuje si¢ nadreaktywnos¢ drog
oddechowych, ktora osiaga swoje maksimum po okoto 3 tygodniach, nastgpnie objawy
ustepuja samoistnie. Ten typ reakcji przypomina zaostrzenie astmy oskrzelowej. Drugi typ
reakcji charakteryzuje przetrwata nadreaktywno$¢ oskrzeli i obraz przebudowy ich $cian z
przerostem komorek kubkowych nabtonka i1 nadprodukcja $luzu. Zmiany w oskrzelach
przypominaja te obserwowane w astmie przewlektej. Proces nie zalezy od ekspresji ICAM-1
na komorkach, czy obecnosci IFN-y. (165) Wydaje sig, ze te dwa opisane typy reakcji
wystgpuja niezaleznie od siebie i podlegaja innej kontroli genetycznej. (26) Jak pokazuja
wyniki eksperymentu, zakazenie wirusem moze prowadzi¢ do ujawnienia fenotypu astmy
oskrzelowej, zarowno zaostrzenia choroby, jak i zmian obserwowanych w chorobie
przewleklej. Autorzy uwazaja, ze przewlekly typ reakcji na zakazenie wirusem byc¢
nastepstwem zaburzen genetycznie uwarunkowanych mechanizméw obronnych organizmu.
(26) Wystapienie zmian przypominajacych astmg przewlekla po zakazeniu zalezy
prawdopodobnie nie tylko od genetycznych uwarunkowan gospodarza, lecz takze od genomu
wirusa. Autorzy sugeruja, ze zapalenie w astmie oskrzelowej nie tylko przypomina odpowiedz
organizmu na zakazenie, lecz moze by¢ przez nie zapoczatkowane, lub nawet moze byc¢
wynikiem lokalnego przetrwania wirusa. Chociaz w opisanym eksperymencie nie wykrywano
wirusa po 10-12 dniach badania, to stosowano techniki o niskiej czutos$ci, nieswoiste wobec
zmutowanych form wirusa. (26)

W S$wietle ostatnich badan wirusy RNA, ktérych replikacje cechuje wysoki odsetek
btedow, moga przetrwaé w tkankach jako formy zmutowane, niepelnowartosciowe. Obecno$¢
takich form ulatwia przetrwanie niewielkiej liczby kopii wirusa, nie wykrywanej technikami
molekularnymi, lecz wystarczajacej do zaburzenia prawidtowej funkcji organizmu. (26, 90)

Wydaje sig¢ wigc prawdopodobne, ze przetrwala obecno$¢ rynowirusow w drogach
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oddechowych 0s6b predysponowanych, mogtaby ujawnié¢ fenotyp astmy. (10) Jak dotad brak
jest jednoznacznych dowodoéw na potwierdzenie tej hipotezy. Wedlug drugiej hipotezy
przetrwanie wirusa nie jest konieczne do wystapienia przewlekltych zmian w oskrzelach.
Zaklada ona, ze przemijajace zakazenie powoduje dlugotrwale zaburzenia funkcji komorek
(hipoteza ,,hit-and-run”). (13, 14, 26)

Wirusy moga ujawnienia¢ fenotyp astmy oskrzelowej poprzez zaburzenie réwnowagi
immunologicznej na korzy$¢ Thy. Posrednio $§wiadcza o tym wyniki badan, w ktorych
obserwowano synergistyczny efekt dziatania alergenéw i HRV na objawy choroby. (72, 73) U
alergikow HRV nasila nadreaktywno$¢ oskrzeli na histaming i alergen, jak roéwniez czgstos$¢
reakcji typu poznego. (72) W czasie zakazenia obserwuje si¢ zwigkszone uwalnianie
mediatoréw reakcji alergicznej i zapalnej po prowokacji alergenem (histaminy, TNF-a). (73)
Jak wykazano na modelu zwierzgcym, zakazenie innymi wirusem oddechowym, RSV, moze
prowadzi¢ do produkcji swoistych przeciwciat klasy E i zwigkszonej ekspresji ich receptorow.
(166) Wiazanie antygenow wirusa przez znajdujace si¢ na powierzchni uczulonych
mastocytow swoiste IgE powoduje degranulacj¢ tych komorek, uwalnianie mediatoréw 1 w
nastgpstwie obturacj¢ oskrzeli. Obecno$¢ swoistych IgE dla RSV po zakazeniu wirusem
obserwowano takze u ludzi. (167) Rowniez profil cytokin, uwalnianych podczas zakazenia
moze zaburza¢ rownowage immunologiczna.

Zakazenie HRV dziala cytotoksycznie na nablonek drég oddechowych i uposledza jego
odnowe poprzez hamowanie proliferacji jego komoérek. (80) Nasila zatem jeden z typowych
objawow astmy oskrzelowej. Nabtonek astmatykow cechuje zwigkszona wrazliwo$¢ na
uszkodzenie, nadmierna aktywacja, uposledzone procesy naprawy i zaburzenie rownowagi
pomiedzy czynnikami wzrostu (EGF, TGEFp), cytokinami. Nieprawidlowa proliferacja
nabtonka skutkuje wydluzeniem okresu naprawy, zwigkszonym uwalnianiem czynnikdéw
profibrogennych 1 przebudowa $ciany oskrzela. Zakazenie HRV moze nasili¢ uszkodzenie
nabtonka i niewydolne procesy naprawy, rowniez poprzez wplyw na migracje, proliferacje i
réznicowanie komorek, gromadzenie sktadnikéw macierzy miedzykomorkowej. (168)

Innym dowodem na udziat wirusow w ujawnieniu fenotypu astmy oskrzelowej sa badania
Lo i wspdipracownikow. Wykazali oni, ze wirus RSV, wiazany gltoéwnie z patogeneza astmy
oskrzelowej u dzieci, moze uposledza¢ przekazywanie sygnatow wewnatrzkomoérkowych,
zaleznych od interferonow typu I, za pomoca wirusowych niestrukturalnych biatek NS1, NS2,
co prowadzi¢ moze do ujawnienia niedoboru interferonow, opisywanego w astmie. (7, 169)

W grupie kontrolnej stwierdzono obecnos¢ RNA rynowiruséw az u 22%, a bialek otoczki

wirusa u 33% oso6b. Wyniki te sa niespodziewanie wysokie, jednak odnaleziono niewiele
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informacji w literaturze dotyczacych bezobjawowych zakazen HRV u os6b zdrowych.
Chociaz odsetek bezobjawowych zakazen u zdrowych dorostych wydaje si¢ by¢ niewielki
(okoto 7%), to wysokie odsetki odnotowat Rakes 1 wspodtpracownicy w populacji dzieci.
Wykryli oni rynowirusy w nosie w grupie kontrolnej az u 41% dzieci ponizej 2 roku zycia i
36% dzieci powyzej 2 roku zycia. W innym badaniu pikornawirusy stwierdzono w gornych
drogach oddechowych u 16% dzieci z grupy kontrolnej. (84, 134)

Kilka cech charakteryzujacych badanych w obydwu grupach moze wpltywaé¢ na
obserwowany wysoki odsetek uzyskanych wynikéw pozytywnych. Po pierwsze, w
odréznieniu od wyzej przytoczonych badan, w grupie kontrolnej znalazly si¢ osoby, ktore nie
byly w pelni zdrowe. Wynikato to ze wzgledow etycznych i metodyki badania. Wigkszo$¢
miata chorob¢ nowotworowa. W rozrostach nowotworowych opisywano ostabienie
reaktywnos$ci immunologicznej, co moze zwigksza¢ ryzyko zakazen w tej grupie chorych.
Ghosh wykazal na przyklad, ze u 32% chorych w stanie mielospuresji i zakazonych
rynowirusem stwierdza si¢ objawy cigzkich zakazen dolnych droég oddechowych, czgsto
zakonczonych zgonem. (65) W innym badaniu obecno$¢ HRV stwierdzono u 10% osob z
nowotworami hematologicznymi 1 potwierdzonym radiologicznie zapaleniem pluc. (66)
Przyczynami zwigkszonej podatnosci na zakazenia w chorobach nowotworowych moga by¢
zaburzenia regulacji na poziomie gendéw. Nasilenie ekspresji czasteczek adhezyjnych, takich
jak ICAM-1 moze zwigksza¢ podatno$¢ na zakazenie HRV. Nadmiar mediatorow
immunosupresyjnych, jak interleukina 10, czy TGF-p takze utatwia przetrwanie wirusa. (97)
W  chorobach hematologicznych stwierdza si¢ nieprawidlowe funkcje zmienionych
leukocytow.

Kryterium wlaczenia do grupy kontrolnej byt dobry stan ogélny, brak objawow
wskazujacych na uogolnienie choroby nowotworowej. Po uzyskaniu wynikoéw oceny
histopatologicznej i innych badan dodatkowych, grup¢ poddawano powtdrnej weryfikacji.
Operacja byta radykalna u wigkszos$ci operowanych, a badania dodatkowe nie wskazywaty na
uogoblnienie procesu (15 osoéb). Jednak 8 o0s6b mialo cechy uogdlnienia choroby
nowotworowej: operacja nie byla radykalna, lub stwierdzono przerzuty odlegle. Nie
wykazano, aby osoby z cechami uog6lnienia choroby czg$ciej zapadaty na zakazenia HRV.
Niemniej powodem braku znamiennych statystycznie roéznic moze by¢ mata liczebnosé
porownywanych grup, jak niedoktadno$¢ kwalifikacji do nich. Nie stwierdzono réwniez
réznic w czgstosci wystgpowania HRV w zaleznosci od typu histologicznego guza.

Porownano czgstos¢ wykrywania HRV w dolnych drogach oddechowych w grupie

kontrolnej z obserwowanymi zmianami na poziomie mikroskopowym, jak rozedma,
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wioknienie, przewlekty proces zapalny. Tego typu zmiany opisywano w wycinkach pobranych
podczas operacji az u 83% badanych. Niestety nie wiemy czy wystgpowaty u tych chorych
czesdciej niz u astmatykdéw (mate wycinki), czy oséb zdrowych. Nie stwierdzono znamiennych
statystycznie powiazan pomigdzy zakazeniem HRV a przebudowa oskrzeli 1 zapaleniem w
obrazie patomorfologicznym, niemniej wieloczynnikowo$¢ uszkodzenia i1 przebudowy
dolnych drég oddechowych (na przyktad palenie papieroséw) utrudnia lub uniemozliwia
wykazanie prostych zaleznosci.

Na podstawie analizy retrospektywnej dokumentacji medycznej oraz wynikow biezacych
badan, wylaczono z grupy kontrolnej osoby speiniajace kryteria rozpoznania przewleklej
obturacyjnej choroby ptuc. (130) Jest prawdopodobne, ze w ten sposob nie udato si¢ wytaczy¢
wszystkich przypadkéw POChP. Poniewaz zaostrzenia choroby sa czgsto powodowane przez
rynowirusy, ktére takze moga by¢ obecne w okresie stabilizacji klinicznej, niewykrycie
wszystkich chorych z POChP mogla zawyzy¢ odnotowane czgstosci zakazen. (4, 19, 67, 170).

Sredni wiek os6b z grupy kontrolnej wyniost 55 lat (27 r.z. do 90 r.z.). Nie mozna
wykluczy¢, ze zmienna ta wplyngta na odsetek wynikow dodatnich w tej grupie. Chociaz
niektdrzy uwazaja, ze udziat rynowiruséw w zakazeniach u 0sob starszych jest nieduzy, inne
prace dowodza, ze wraz z wiekiem wzrasta podatno$¢ na zakazenia HRV. (70, 171)
Wykazano, ze osoby powyzej 40 roku zycia zakazone rynowirusem maja czgsciej objawy z
dolnych drég oddechowych w poréwnaniu do osob w przedziale wieku 20 do 39 lat (65%
wobec 34%), a czas trwania choroby jest dluzszy (20 dni wobec 13 dni). Istnieja dowody, ze
zakazenia HRV u 0s6b starszych moga mie¢ powazniejszy przebieg i czesciej prowadzi¢ do
zajecia dolnych drog oddechowych, zwlaszcza u oséb chorujacych przewlekle z innego
powodu. (70) Nicholson 1 wspdtpracownicy, w badaniu prospektywnym z udzialem 533 osob
w wieku 60 do 80 lat, stwierdzili u 62% zakazonych HRV objawy z dolnych drég
oddechowych. Obecno$¢ przewlektych choréb zwigkszata ryzyko wystapienia zmian w
oskrzelach o 40%. (69) Podobne wyniki uzyskano w retrospektywnym badaniu z udzialem 67
osOb, rezydentow domu pomocy spotecznej - 66% miato objawy z dolnych drog
oddechowych. (70)

W starszych grupach wiekowych przebieg zakazen rynowirusem mie¢ charakter epidemii.
Epidemiczne zakazenie HRV opisano u starszych pacjentdow domu opieki spotecznej (Srednia
wieku 88 lat, 56 0sob). 30% rezydentéw mialo radiologiczne objawy zapalenia phuc, a az 12

0sOb zmarto w przebiegu ostrej infekcji. (172)
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Trudnosci zwiqzane 7 metodami badania

Opisywana metoda RT-PCR in situ zostala samodzielnie opracowana dla celow tego
badania, a przeprowadzone powyzej doswiadczenia sa pierwszymi tego rodzaju w Polsce 1 na
Swiecie. Metoda zatem nie jest wystandaryzowana, nie zostala porownana do ,zlotego
standardu” i nie bylo mozliwe obliczenie jej czulosci, swoistosci. O ile wiadomo, ze PCR
cechuje wyzsza czuto$¢ niz metody immunohistochemiczne, mniej wiadomo o czulosci RT-
PCR in situ. Z jednej strony nalezy si¢ spodziewaé, ze wykonanie PCR w biopsji poprawia jej
czulo$¢ (zwlaszcza jezeli zakazone sa pojedyncze komorki w tkance), z drugiej jednak
wieloetapowos$¢, zlozonos¢ metody moze pogarsza¢ jakos$¢ i czutos¢ wynikow. Wydaje sig,
ze wynik tak zlozonej metody, zwlaszcza w przypadku oceny wiruséw o duzej zmiennos$ci
genetycznej jest w duzym stopniu uzalezniony od ustalonych kazdorazowo warunkow
poszczegdlnych etapow reakcji. Bates 1 wspolpracownicy porownywali RT-PCR z
hybrydyzacja in situ oraz in situ RT-PCR w zakazonych hodowlach komorek Hela. Na
podstawie przeprowadzonych eksperymentéw wykazali, ze czulo$¢ in situ RT-PCR jest
porownywalna z RT-PCR z wykorzystaniem wyizolowanego RNA. Metoda in situ w
przytoczonym badaniu rdéznita si¢ od prezentowanej powyzej miedzy innymi tym, Ze nie
przeprowadzono hybrydyzacji ze znakowana sonda. (93) W innym doniesieniu Pitkaranta i
wspotpracownicy stwierdzili wyzsza czuto$¢ hybrydyzacji in situ w poréOwnaniu z
konwencjonalnym RT-PCR, badano 32 chorych na obecnos¢ HRV w btonie §luzowej jamy
nosa. (45)

Czutos¢ PCR oraz ztozonos¢ RT-PCR in situ niosa ze soba pewne zagrozenia. Po pierwsze
wzrasta ryzyko uzyskania wynikow falszywie dodatnich. Moga by¢ one skutkiem
zanieczyszczenia badanych probek obcym RNA, czy DNA podczas pobierania, czy obrobki
materiatu. Przewaga RT-PCR in situ w porownaniu do zwyktego PCR jest uwidocznienie
RNA rynowiruséw bezposrednio w komorkach oskrzeli, co ma zmniejszaé¢ ryzyko wynikajace
z zanieczyszczenia probek. Aby zapobiec kontaminacji stosowano wszelkie srodki ostrozno$ci
podczas pobierania i przygotowania materiatu. W eksperymentach uwzgledniono wewngtrzne
kontrole negatywne i pozytywne. Do analizy wilaczono jedynie wyniki eksperymentow, w
ktoérych wynik kontroli negatywnych byt prawidlowy, i stwierdzono co najmniej jeden wynik
pozytywny.

Swoisto$¢ 1 czuto$¢ reakcji PCR zalezy od sekwencji wybranych starterow. Zazwyczaj
stosuje si¢ w tym celu krotkie fragmenty genomu wirusa, zawierajace najmniej zmienne

odcinki. Dobierajac odpowiednie startery mozna zmienia¢ liczb¢ wykrywanych serotypdw
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HRYV, jak i innych organizméw o podobnej sekwencji (np. enterowirusy). (173) Wigkszos¢
metod molekularnych odnosi si¢ do regionu niekodujacego 5° (5°-NCR) rynowirusow. (82,
173, 174) Jest to obszar o malej zmienno$ci, nie ulegajacy translacji, o rozbudowane;j
strukturze drugo- 1 trzeciorzedowej, ktory odpowiada za wiazanie rybosomow 1 inicjacje
translacji w komorkach eukariotycznych. (90) W prezentowanym badaniu jeden ze starteréw
odpowiada fragmentowi o statej sekwencji odcinka NCR rynowiruséw, drugi znajduje si¢ w
obszarze wigkszej zmiennos$ci 1 odpowiadaj regionowi VP4/VP2.

Czulo$¢ metod molekularnych determinuje sposob izolacji kwasow nukleinowych,
przechowywania i przygotowywania probek do badan. (135) Niewlasciwe przechowywanie
moze fatszywie zaniza¢ wyniki. W odroznieniu od DNA, RNA jest znacznie mniej odporny na
czynniki $srodowiskowe 1 szybko ulega degradacji. W opisanym badaniu, biopsje natychmiast
po pobraniu umieszczano w roztworze formaliny, a poczatkowe etapy przeprowadzano w
srodowisku wolnym od rybonukleaz, co miato zahamowa¢ rozpad RNA. Powszechnie uwaza
sig, ze struktura RNA w bloczkach parafinowych zachowywana jest przez wiele lat.

HRV zakaza tylko w niewielki odsetek eksponowanych komorek, co zwigksza ryzyko
uzyskania falszywie ujemnego wyniku, zwlaszcza jezeli pobierane wycinki sa zbyt mate. (42,
175) Aby zapobiec temu, pobierano kilka wycinkéw z oskrzeli, a eksperymenty powtarzano.

Jednym z probleméw metod in situ, podobnie jak i immunohistochemicznych, jest
obecnos$¢ ,,tla”, wynikajacego z niespecyficznego wiazania sondy genetycznej lub przeciwciat
w tkance. (94) Ryzyko zwigksza si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia sondy w roztworze
hybrydyzacyjnym, jak roéwniez po niewystarczajacym usunigciu jej nadmiaru. Wiasciwe
przytaczanie sondy do komplementarnych sekwencji c¢DNA =zalezy od warunkéw
hybrydyzacji: stgzenia jonéw, formamidu, temperatury roztworu, jak i kolejnych etapow. (94)
W przypadku metod immunohistochemiznych fatszywie dodatnie wyniki sa nastgpstwem
niespecyficznego przylaczania przeciwcial z powodu zbyt duzego st¢zenia, przedtuzonego
czasu inkubacji, niedostatecznego usunigcia ich nadmiaru, lub produktu reakc;ji.

,»110” reakcji, przypominajace falszywie dodatnie wyniki moze by¢ odzwierciedleniem
dyfuzji poszukiwanych fragmentow RNA Iub cDNA z komorek, gdzie pierwotnie
wystepowaty na zewnatrz. Zjawisku temu sprzyjaja: nadmierne trawienie proteaza przed
reakcja RT-PCR, niewlasciwe utrwalenie materiatu, parametry samej reakcji PCR, jak czas
trwania cykli PCR. Ostro odgraniczone miejsca w ktérych obserwuje si¢ gromadzenie
znacznika i brak zabarwienia w innych miejscach wskazuje na brak dyfuzji produktéw reakcji
z wnetrza rzeczywiscie zakazonych komorek do przestrzeni pozakomorkowej. (94) W

przeprowadzonych dos$wiadczeniach niejednokrotnie obserwowano gromadzenie znacznika
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tylko w pojedynczych strukturach lub komorkach biopsji. Podobnie czgsto RT-PCR in situ
przedstawial ,rozlany”, stabo odgraniczony od pozostalych struktur obszar, zazwyczaj o
niewielkim natg¢zeniu zabarwienia. Obraz budzit watpliwosci, jednak uznawano go za swoisty,
jezeli wyglad kontroli negatywnych byl prawidlowy. Jest mozliwe, ze w niektorych
preparatach produkt reakcji PCR modgl przedostawaé si¢ z miejsca rzeczywistego
wystgpowania (komorki) do otoczenia (przestrzen pozakomoérkowa). Roéznice moga
odzwierciedla¢ takze stopien nasilenia zakazenia HRV w organizmie.

Trawienie proteaza moze nasila sygnat hybrydyzacji, natomiast przedtuzone utrwalanie
preparatow w formalinie zmniejsza natgzenie reakcji. Wycinki pobierane w czasie
bronchofiberoskopii umieszczano w 5% formalinie i jak najszybciej przekazywano do Katedry
Patomorfologii CMUIJ. Przygotowanie bloczkéw parafinowych trwato przewaznie 3 dni. W
niektorych przypadkach czas utrwalania w formalinie z przyczyn technicznych byt dtuzszy.
Przeprowadzono szereg wstepnych eksperymentow, podczas ktorych dostosowano stezenie,
czas inkubacji w roztworze proteazy, aby uzyska¢ mozliwie najlepszy wynik. Im dluzsze
trawienie proteaza, tym lepsza czuto$§¢ metody, jednak wigksze ryzyko uszkodzenia tkanek i
gorsze zachowanie struktury mikroskopowe;.

W celu zoptymalizowania poszczegdlnych etapéw reakcji RT-PCR in situ, w sposob
eksperymentalny ustalono: st¢zenie proteinazy K, czas i temperaturg trawienia, czas inkubacji
w roztworze paraformaldehydu, czas odwrotnej transkrypcji, czasy oraz temperatury
poszczegblnych etapow reakcji PCR, liczbg cykli PCR, stgzenie starterow i polimerazy Taq,
stezenie sondy hybrydyzacyjnej, sktad roztworu do hybrydyzacji, temperatur¢ i czas
hybrydyzacji, sktad, temperatury roztwordéw po hybrydyzacji.

We wszystkich eksperymentach uwzgledniano kontrole negatywne. Byty to wycinki
oskrzeli, w ktorych przeprowadzona reakcja roznita si¢ wylacznie pominigciem startera R
podczas odwrotnej transkrypcji. W ten sposob, niezaleznie od obecno$ci RNA rynowiruséw w
biopsjach, nie powstawalo cDNA, ktéore mialo by¢ zwielokrotnione podczas PCR i
wykrywane znakowana sonda w czasie hybrydyzacji.

Aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ opracowanej metody dodatkowo przeprowadzono wstepne
doswiadczenia PCR in situ, w ktorych zastosowano startery dla genu beta-aktyny. Wynikiem
swoistej reakcji bylo gromadzenie barwnego produktu w jadrach komérkowych. W przypadku
rynowirusOw obserwowano barwienie cytoplazmatyczne, gdyz tam replikuje si¢ rynowirus.

Swoistos¢ reakcji in situ potwierdzono poprzez sekwencjonowanie cDNA, ktéry postuzyt

do syntezy znakowanej sondy. Na podstawie przeszukiwania internetowej bazy BLAST
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ustalono, ze sekwencja ta odpowiada RNA rynowirusOw i nie wykazuje istotnego
podobienstwa do zadnej innej sekwencji DNA, RNA ludzkiego, czy innych organizmow.

W okoto 10% przypadkéw wyniki reakcji in situ wymagaly powtorzenia. W trzech
przypadkach nie udalo si¢ ostatecznie ustali¢ rozpoznania, pomimo wielokrotnego
powtarzania reakcji. Wynik RT-PCR in situ wydawat si¢ by¢ pozytywny, jednak nasilenie
zabarwienia byto niewielkie 1 budzito podejrzenie reakcji nieswoistej. Jest mozliwe, ze u tych
pacjentow obecna byta bardzo mata liczba czasteczek wirusa, lub rynowirusy réznity sig
sekwencja poszukiwanego fragmentu w zakresie uzytej sondy. Moglo to by¢ przyczyna
stabszego jej przylaczania i niklego sygnatu hybrydyzacji. Wynik watpliwy mogt takze
dotyczy¢ osob zakazonych innymi niz HRV wirusami o podobnej sekwencji. Jak wiadomo
wiele podobienstw laczy spokrewnione ze soba rynowirusy i enterowirusy. Stosowane metody
powinna charakteryzowa¢ zdolno$¢ do rozroznienia tych podobnych rodzajow. (5, 82) W
powyzszym badaniu zastosowano metode hybrydyzacji zamplifikowanego fragmentu cDNA
ze znakowana sonda genetyczna, co zwigksza swoistos¢ PCR. (82) Teoretycznie, na podstawie
przeszukiwania bazy BLAST, nie potwierdzono, aby sonda hybrydyzacyjna wykazywata
podobienstwo sekwencji do innych organizméw (wsrdd innych mikroorganizméw jedynie
malpi pikornawirus wykazywat podobienstwo sekwencji w odcinku stanowiacym 5%
sekwencji sondy), niemniej nie mozna wykluczy¢ istnienia innych, nieznanych

mikroorganizméw o zblizonej sekwencji.

Porownanie wynikow RT-PCR in situ i immunohistochemii

Wybrano dwie metody oceny rynowiruséw: RT-PCR in situ oraz immunohistochemiczna.
Cecha dla nich wspdlna jest mozliwo$¢ oceny dystrybucji zakazenia pod mikroskopem na
poziomie komoérek i tkanek. (175) Jedna z podstawowych roéznic migdzy nimi jest
poszukiwanie innych sktadnikow wirusa: RNA lub bialka. Pierwsza z nich pozwala stwierdzi¢
obecno$¢ genomu, lecz niekoniecznie kompletnych czasteczek wirusa, druga - kapsydu
wirusa. Metod¢ RT-PCR in situ wybrano ze wzgledu na przekonanie o wigkszej czutosci i
swoistosci w pordwnaniu do metod konwencjonalnych. (2, 82, 176, 177)

Za pomoca immunohistochemii posredniej stwierdzono obecno$¢ biatka otoczki
rynowirusa u 64% osob chorych na astmg oskrzelowa i 33% o0so6b z grupy kontrolne;j,
natomiast za pomoca RT-PCR in situ — obecno$¢ RNA u 73% chorych na astme 1 22% 0s6b z
grupy kontrolnej. Odsetki wynikéw pozytywnych w obydwu grupach sa poréwnywalne,
niemniej tylko 20 biopsji oceniono metoda immunohistochemiczna. Z powodu niskiej

liczebnos$ci drugiej proby nie mozna wysuwac¢ wnioskéw wynikajacych z poréwnania tych
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dwoch metod. Nie przeprowadzono réwniez poréwnania powyzszych metod z testem
referencyjnym (na przyktad RT-PCR), stad nie mozna oceni¢ czuto$ci, swoistosci i wartosci
predykcyjnej wynikow.

Jedynie 12 os6b poddano badaniu na obecno$¢ rynowirusow dwiema metodami: RT-PCR
in situ 1 immunohistochemiczna. W potowie przypadkow (6 biopsji) uzyskane wyniki byty
zgodne. W czterech przypadkach wirusa wykryto wytacznie metoda RT-PCR in situ,
natomiast w dwoéch — wyltacznie metoda immunohistochemiczng. Poniewaz wiadomo, ze
czulo$¢ metod molekularnych jest wyzsza niz immunohistochemicznych, obecno$¢ czterech
biopsji w ktorych stwierdzono HRV wylacznie metoda RT-PCR in situ nie budzi watpliwosci.
Zwraca uwage obecnos¢ RNA rynowirusa u wszystkich astmatykéw z nadwrazliwos$cia na
aspiryng, jednakze metoda immunohistochemiczng wirusa wykryto wylacznie u jednego z
trzech badanych.

Réznice wynikow dwoch metod moga by¢ nastepstwem réznej ich swoistosci. Ze wzgledu
na duza zmienno$¢ antygenowa 1 rdznice w sekwencji genetycznych pomigdzy
poszczegblnymi serotypami rynowirusOw wydaje si¢ niemozliwe uzyskanie przeciwciata i
jednocze$nie wybranie takiego fragmentu RNA, aby obydwie metody wykrywaly doktadnie
ten sam panel serotypow HRV. Duza zmienno$§¢ wewnatrz rodzaju wynika z niedoktadne;j
replikacji przez RNA-zalezna polimerazg. W czasie replikacji, dochodzi¢ moze takze do
zamiany nici kodujacych co dodatkowo zwigksza zasigg rekombinacji i liczbg wariantow
genetycznych. (178, 179) Zmiang sekwencji genomowego RNA podczas replikacji
rynowirusOw obserwowano w warunkach in vitro juz po kilku pasazach komorek zakazonych
hodowli. Zmienno$¢ genetyczna prowadzi do zmian antygenowos$ci. Dodatkowa obecnosé¢
czastek defektywnych RNA, upos$ledza replikacje pelnowarto§ciowych czastek wirusa i
powstawanie biatek wirusa.

Réznice antygenéw powierzchniowych doprowadzily do wyrdznienia ponad 100
serotypow HRV. Zgodnie z definicja, kazdy serotyp powoduje powstanie w organizmie
przeciwcial o innej swoistosci. Zgodnie z tradycyjnym rozumieniem tego pojgcia rdzne
serotypy wirusa, nie powoduja reakcji krzyzowych migdzy soba. Obecnie wiadomo, ze
swoiste przeciwciata moga reagowac krzyzowo z wieloma réznymi serotypami. (86, 179, 180)
Wykazano nawet, ze odpowiedz immunologiczna w warunkach naturalnych na inny serotyp
rynowirusa moze by¢ rownie silna, co na serotyp, ktéry wywotat chorobg. (181) Oprocz
licznych reakcji krzyzowych migdzy serotypami, obserwuje si¢ zmienno$¢ antygenowa w
obrgbie danego serotypu, czego nastgpstwem jest wytwarzanie swoistych przeciwciatl o

réznym powinowactwie w obrgbie jednego typu HRV. (179) Obserwowano takze, ze podanie
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tego samego wirusa innym osobnikom moze prowadzi¢ do powstania réznych przeciwciat i
istotnych réznic w odpowiedzi humoralnej. (180) W praktyce utrudnia to identyfikacje
rynowirusOw metodami z uzyciem przeciwciat.

W metodzie immunochemicznej zastosowano przeciwcialo, otrzymane dzigki uprzejmosci
prof. W. Busse z laboratorium Uniwersytetu Wisconsin. Jest to monoklonalne przeciwciato
mysie, wiazace si¢ z biatkiem otoczki rynowirusow VP2, lecz nie wszystkich serotypow.
Przeciwciato to pozwala na wykrycie typow RV1A oraz RV16, natomiast nie wigze si¢ z
biatkiem VP2 rynowiruséw RV2, RV14, RV49. (53) Nie znana jest swoisto$¢ przeciwciala
wzgledem innych serotypéw HRV.

Poréwnujac sekwencj¢ zastosowanej sondy hybrydyzacyjnej z sekwencjami dostgpnymi w
bazie danych BLAST odnaleziono wiele typéw HRV wykazujacych duze podobienstwo do
sekwencji sondy. Znalazty si¢ tu rowniez rynowirusy RV2 i RV49, nie wykrywane za pomoca
przeciwciala. (53) Nalezy jednoczes$nie pamigta¢, ze zdolno$¢ sondy hybrydyzacyjnej do
rozpoznawania poszczegélnych serotypéw HRYV, oceniona w sposdb opisany powyzej, jest
wylacznie teoretyczna i nie zostata potwierdzona eksperymentalnie.

Ciekawa obserwacj¢ przedstawita Mosser 1 wspotpracownicy. Stwierdzili oni, obecno$¢
biatka otoczki rynowirusa w 46% biopsji oskrzeli pobranych od astmatykéow po dwoch
tygodniach od zakazenia HRV, natomiast w zadnej nie stwierdzono RNA metoda RT-PCR.
Na podstawie wynikow tego badania nie mozna wnioskowal, czy opisane rdéznice sa
wynikiem dluzszego przetrwania bialek kapsydu po zakazeniu w poréwnaniu do RNA, rdznic
swoisto$ci metod, czy ze wzgledu na niewielka liczbe badanych, jak i liczbe pobranych
wycinkéw (co najmniej dwa) uzyskane wyniki sa jedynie nastgpstwem przypadku. (47) Jak
wiadomo, obraz zakazenia rynowirusem (w gornych i dolnych drogach oddechowych) ma
charakter ogniskowy, tzn. wystepuja skupienia wirusa w otoczeniu obszarow nie zakazonych.
Zwigksza to ryzyko uzyskania fatszywie ujemnych wynikdéw 1 pogarsza czuto$¢ metody w

przypadku pobrania zbyt matej liczby wycinkéw. (47, 53)

Wykrywanie rynowirusow a charakterystyka kliniczna populacji

Nie stwierdzono, aby osoby zakazone HRV (na podstawie RT-PCR in situ) rdznily sig
wiekiem, czy ptcia w porownaniu do 0sob nie zakazonych (analiza tacznie dla grupy chorych
na astmg i kontroli oraz wylacznie dla chorych na astmg). Nie wykazano takze zwiazku
pomigdzy obecnoscia rynowirusow, a atopia, czy alergiami. Stwierdzono natomiast, ze osoby
HRV-pozytywne (astmatycy 1 kontrola Ilacznie) znamiennie czg$ciej otrzymywaly
glikokortykosteroidy w postaci wziewnej lub doustnej (p=0,002). Nalezy zaznaczy¢, ze
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wykazany zwiazek moze by¢ pozorny, bowiem wigkszo$¢ astmatykow stosowata
glikokorytkosteroidy 1 jednoczesnie czg$ciej wykrywano w tej grupie rynowirusy w
porownaniu do oséb z grupy kontrolnej. Analiza wykonana wytacznie dla astmatykéw nie
wykazata podobnych znamiennych réznic.

Wyniki badan oceniajacych zwiazek pomigdzy stosowaniem kortykosteroidow, a
czestoscia zakazen HRV sa niejednoznaczne. Wedtug niektorych, stosowanie tej grupy lekoéw
zwigksza zapadalno$¢ na zakazenia HRV. (182) Jak wykazano w randomizowanym badaniu z
placebo, podawanie prednizolonu astmatykom moze uposledza¢ usuwanie wirusa z gérnych
drog oddechowych. (183) W innym badaniu randomizowanym nie wykazano wpltywu
podawania glikokortykosteroidow wziewnych na obraz zapalenia w oskrzelach podczas
zakazenia HRV. (184) W badaniu z udzialem 101 astmatykéw w stadium zaostrzenia, po
uwzglednieniu poprawki na cigzko$¢ choroby, wykazano odwrotng zalezno$¢ pomigdzy
leczeniem hormonami kory nadnerczy, a szansa wykrycia rynowirusOw w badaniach
laboratoryjnych (szansa wystapienia zakazenia HRV u chorych nie otrzymujacych GKS byla
11 razy wigksza w poréwnaniu do oséb leczonych). (185)

Osoby, u ktorych stwierdzono RNA rynowiruséw (grupa kontrolna i astmatycy lacznie)
znamiennie rzadziej pality papierosy w poréwnaniu z grupa HRV-negatywna (p=0,019).
Wyniki te wydaja si¢ by¢ w sprzecznosci z doniesieniami duzych badan epidemiologicznych,
odnalezione publikacje wskazuja raczej na wigksza zapadalno$¢ na zakazenia HRV wsrod
0soOb palacych. (69, 185) Nicholson i wspolpracownicy wykazali, Ze palenie tytoniu zwigksza
ryzyko wystapienia powiklan ze strony dolnych drég oddechowych o 47%. (69) W innym
badaniu wykazano, ze astmatycy hospitalizowani z powodu zaostrzen, ktorych przyczyna sa
rynowirusy czegsciej pala 1 rzadziej stosuja glikokortykosteroidy. (185) Opisana zalezno$¢
moze by¢ pozorna i wynika¢ przewagi zakazen HRV u astmatykéw, ktorzy jednoczesnie
rzadziej palili papierosy. Nalezy takze zaznaczy¢, ze informacje o paleniu papieroséw
zbierano od samych pacjentow, co nie bylo wiarygodnym zrodlem informacji. W
prezentowanym badaniu jedynie 4 osoby z astma pality, co uniemozliwito wiarygodna oceng
zalezno$ci wewnatrz grupy. W grupie kontrolnej rowniez nie wykazano zalezno$ci pomigdzy
paleniem a zakazeniem HRV.

Tematem do niedawna trwajacej debaty byto pytanie, czy HRV powoduje objawy astmy
oskrzelowej w mechanizmie bezposredniego oddziatywania na drogi oddechowe, czy poprzez
mechanizmy posrednie. (52) Jest prawdopodobne, ze HRV, ktory przede wszystkim zakaza
nabtonek goérnych drog oddechowych, wptywa posrednio na przebieg choroby dolnych drog

oddechowych (poprzez uwalnianie cytokin do krwiobiegu i wyzwalanie odruchéw
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nerwowych). Drugi mechanizm to lokalne oddziatywania pomig¢dzy mikroorganizmem, a
komoérkami dolnych droég oddechowych. (126) W wigkszos$ci odnalezionych badan, w
odréznieniu od prezentowanego powyzej, HRV poszukiwano w gornych drogach
oddechowych (na przykltad w poptuczynach nosa) i uzyskane wyniki poréwnywano do
objawow z dolnych drég oddechowych. Odnaleziono niewiele badan pordéwnujacych
bezposrednio obecnos¢ HRV w oskrzelach z objawami klinicznymi z dolnych drog
oddechowych. (47, 54, 134) Zatem, najczgsciej prezentowane w literaturze wyniki badan
odnosza si¢ raczej do oceny posrednich oddziatywan HRV na objawy choroby i pozwalaja
tylko domniemywac o bezposrednich, lokalnych oddziatywaniach HRV na komorki oskrzeli.
Pomocne w tym wypadku sa wyniki eksperymentow in vitro.

Czgstos¢ wykrywania RNA rynowirusa byla wyzsza u 0s6b z cigzka astma w porownaniu
do astmy tagodnej i umiarkowanej (67% wobec 57%). Zaobserwowane rdznice nie sa
znamienne statystycznie. Wiadomo, ze =zakazenia pogarszaja przeplywy w drogach
oddechowych, co powoduje nasilone objawy podczas zaostrzen. Przetrwale zakazenie HRV
mogloby takze powodowac trwale uposledzenie przeptywdéw oddechowych, a w nastgpstwie
tego nasila¢ objawy choroby.

Tan i wspotpracownicy opisali czgstsze wystgpowanie pikornawirusoOw i adenowiruséw u
0sOb z astma fatalng w poréwnaniu do innych astmatykéw oraz chorych na POChP. (17)
Rynowirusy moga powodowa¢ powazniejsze objawy w zakresie dolnych drég oddechowych
w poréwnaniu z innymi wirusami. Zapalenie oskrzelikow u niemowlat, stan chorobowy
poprzedzajacy rozwo6j astmy u dzieci, ma cigzszy przebieg, jezeli jest wywotane przez
rynowirusy. (60) Kling wykazal, ze dzieci u ktorych wykrywano rynowirusy po 6 tygodniach
od zakazenia, maja gorsze szczytowe przeptywy wydechowe w trakcie zaostrzenia. (16)

By¢ moze u astmatykéw z uposledzonymi mechanizmami eliminacji rynowirusOw
zakazenia HRV sa cigzsze, badziej dlugotrwale. Przyczyna moga by¢ pierwotne defekty
opisywane w astmie cigzkiej, na przyktad obnizona produkcja interferonu y. Taki niedobor
odpowiedzi immunologicznej Th; moze zwigksza¢ podatno$¢ na zakazenia. (144)

Badaniem RT-PCR in situ stwierdzono obecno$¢ RNA rynowiruséw u wszystkich siedmiu
0sOb z rozpoznaniem astmy aspirynowej. Roznica w czgstosci wykrywania HRV w tej grupie
w poréwnaniu do osob bez nadwrazliwosci na aspiryng byta bliska znamiennosci statystycznej
(p=0,07), niemniej moze by¢ wynikiem przypadku. Metoda IHC nie potwierdzono wynikow
RT-PCR in situ. Obecnos$¢ bialek rynowirusa stwierdzono bowiem tylko u jednego sposrod
trzech badanych AIA. Liczba badanych jest niewielka, co zmusza do ostroznej interpretacji

wynikow.
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Jak dotychczas nie wykazano zwiazku pomigdzy zakazeniami HRV a astma aspirynowa.
Przebieg kliniczny choroby przypomina jednak zakazenie rynowirusem. Pacjenci czgsto
skarza si¢ na niezyt nosa, objawy grypopodobne poprzedzajace na kilka lat wystapienie astmy
oskrzelowej, nietolerancji na aspiryng i polipdw nosa. (31) Juz ponad 20 lat temu
zaproponowano hipoteze astmy aspirynowej jako przewlektej choroby wirusowej. (21, 187)
Zgodnie z ta hipoteza przewlekle zakazenie powoduje powstanie swoistych dla wirusa
limfocytéw cytotoksycznych, ktorych aktywno$¢ hamowana jest przez PGE,. Mechanizm jest
wrazliwy na dziatanie inhibitorow cyklooksygenazy. Niesterydowe leki przeciwzapalne
blokujac cyklooksygenazg, zmniejszaja produkcje PGE,, co uwalnia limfocyty od jej
hamujacego wptywu i nasila atak na zakazone wirusem komorki. Nastgpstwem beda objawy
po spozyciu aspiryny w tej grupie chorych.

Obecnie immunosupresyjny efekt PGE, jest dobrze udokumentowany. PGE, moze migdzy
innymi hamowaé¢ dojrzewanie komoérek dendrytycznych i1 ich zdolno$¢ do prezentacji
antygenu, hamowa¢ odpowiedz immunologiczna typu 1. (111) Powstawanie prostaglandyny E
zalezy od aktywno$ci enzymoOw przemiany kwasu arachidonowego, w tym aktywnosci
cyklooksygenazy 1 lub 2, syntazy prostaglandyny E. Jak wiadomo zakazenia rynowirusem
moga powodowaé¢ migdzy innymi zwigkszenie aktywnosci COX-2 w oskrzelach. (114)
Dwuniciowe struktury RNA, posrednie formy podczas replikacji HRV, aktywuja migdzy
innymi zalezna od dwuniciowego RNA kinazg biatkowa (PKR), kinazg biatkowa p38, NF-
kappa-B. (121, 188) Nasilenie ekspresji COX-2 nastgpuje w wyniku zwigkszonej aktywnos$ci
czynnikdw transkrypcyjnych NF-kappa-B, kinazy p38. (111, 121, 160) Skutkuje to
zwigkszeniem lokalnego stezenia PGE,. (111) PGE, dzialajac na komorki dendrytyczne
zwigksza natomiast produkcje IL-10. PGE, oraz IL-10 reguluja nabyte mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej Th;/Th,, hamuja produkcje IL-12 przez komorki dendrytyczne,
cytokiny aktywacji limfocytow T i roznicowania odpowiedzi Th;. PGE; i IL-12 majq dziatanie
przeciwstawne, a rdznice st¢zen pomigdzy nimi moga mie¢ zasadnicze znaczenie w ustaleniu,
ktora z odpowiedzi immunologicznych Th;, czy Th, bedzie dominowacé. (111)

Podczas zakazeh HRV obserwowano nadmierna, lokalna produkcje leukotrienow
cysteinylowych, co nasila skurcz oskrzeli 1 objawy zaostrzenia choroby. Nadprodukcja
leukotrienow cysteinylowych moze wynika¢ ze zwigkszonej aktywnosci 5-LO w czasie
zakazenia. (114, 115)

Immunosupresyjne dzialanie zwigkszonych stezen PGE, i IL-10 HRV moze sprzyjaé
przetrwaniu wirusa w oskrzelach chorych na astmg aspirynowa. Stan przewleklego zakazenia

sprzyja natomiast permanentnej aktywacji roznych szlakéw przemian metabolicznych, w tym
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przemian kwasu arachidonowego. Podanie aspiryny moze hamowaé¢ immunosupresyne
dziatanie PGE,, aktywowaé¢ limfocyty typu Th;, zwigksza¢ produkcje leukotriendw
cysteinylowych, co prowadzi do nasilonych objawdw zapalenia, skurczu oskrzeli.

Nie wiadomo w jaki sposob podanie aspiryny wplywa na replikacje rynowirusa w dolnych
drogach oddechowych. Odnaleziono jedna prac¢ w ktorej wykazano na podwojnie zaslepionej
probie, ze podanie aspiryny podczas zakazenia HRV znamiennie zwigksza wykrywane
stezenia rynowirusa. Jednocze$nie lek zmniejszat niektore objawy choroby. (189)

W powyzszym badaniu nie wykazano, aby obecno$¢ RNA rynowiruséw u bezobjawowych
0sOb zwiazana byla z atopia. Podobne wyniki uzyskat Kling i wspolpracownicy, ktorzy
rowniez nie stwierdzili, aby obecno$¢ atopii u dzieci miata zwiazek z przetrwaniem
rynowirusow w drogach oddechowych po 6 tygodniach. (16)

Wiele badan potwierdza efekt synergistyczny atopii i zakazeh wirusami w zaostrzeniach
astmy oskrzelowej. Sa one czynnikami ryzyka wystapienia $wiszczacego oddechu u dzieci, a
zakazenia moga nasila¢ odpowiedz na alergen. (72, 190) Szansa wystapienia $wiszczacego
oddechu u dzieci powyzej 2 roku zycia jest najwigksza u tych, u ktérych stwierdzono
obecno$¢ rynowirusa metoda RT-PCR tacznie z wykryciem swoistych IgE w surowicy krwi,
zapalenia eozynofilowego w nosie lub eozynofilowego biatka kationowego. (74) Inni
dowodza, ze zapalenie alergiczne w blonie $luzowej nosa nie pogarsza objawow
przezigbienia, lecz nawet opoznia ich wystapienie i skraca czas ich trwania. (191)

Jedna z hipotez ttumaczy zwiazek wirusOw z atopia i1 astma alergiczng powstawaniem
specyficznych dla wirusa immunoglobulin E, ktéore w odpowiedzi na zakazenie powoduja
degranulacje uczulonych mastocytow i uwalnianie mediatorow zapalenia. Stan atopii moze
nasila¢ proliferacj¢ komorek, jak i1 cytotoksyczno$§¢ w odpowiedzi na zakazenie rynowirusem.
(50, 80)

W przedstawionym badaniu nie stwierdzono, aby obecno$¢ rynowirusow w dolnych
drogach oddechowych znamiennie czg$ciej wystgpowata wsrod oséb z objawami z gérnych
drog oddechowych, takimi jak: polipy nosa, przewlekty katar, przewlekte zapalenie zatok w
wywiadzie. Biorac jednak pod uwage roéznorodno$¢ patomechanizméw prowadzacych do
wymienionych wyzej choréb, prawdopodobnego niedoszacowania czgstosci wystgpowania
wyzej wymienionych chordb na podstawie badania fizykalnego, przedstawiony brak zwiazku
nie budzi watpliwosci.

Badanie tomograficzne zatok przynosowych wykonano u 12 osdb, ktére braty udziat w
badaniu. We wszystkich przypadkach obserwowano zmiany S$luzéwki o charakterze

przewleklych zmian zapalnych. Jednoczesnie u wszystkich dwunastu os6b wynik RT-PCR in
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situ byl dodatni. Dane z wywiadu wskazuja na obecno$¢ przewlektego procesu zapalnego
zatok u jedenastu sposréd nich. Obserwowane wyniki wskazuja na mozliwy zwiazek
pomiedzy zmianami w zatokach, a =zakazeniem rynowirusami w dolnych drogach
oddechowych. Niemniej metodyka badania nie pozwolila na bardziej doktadna oceng tej
zalezno$ci.

Wiadomo, ze HRV moga powodowaé zapalenie zatok przynosowych. Pitkaranta i
wspotpracownicy wykrywali rynowirusy w materiale pobranym z zatok obocznych nosa az u
40% osob z objawami ostrego ich zapalenia. (44) Badania obrazowe zatok uwidaczniaja
zmiany btony §luzowej u okoto 90% pacjentdw z objawami typowego przezigbienia. (62, 203)

Analiza wynikow spirometrycznych os6b wlaczonych do badania i porownanie ich z RT-
PCR in situ wykazaly, ze chorzy na astm¢ HRV-dodatni maja nizsze wartosci FEV|/FVC w
porownaniu z osobami HRV-ujemnymi. Po uwzglednieniu wynikow tacznie dla grupy
kontrolnej i chorych na astmg, uzyskano znamienno$¢ statystyczna rowniez dla FEV, oraz
FEFso. W grupie kontrolnej stwierdzono zwiazek pomigdzy obecno$cia RNA rynowirusow, a
pogorszeniem FEFs). Wyniki w grupie kontrolnej nalezy interpretowac ostroznie, poniewaz
pomiary FEF,s, FEF 5o i FEF 75 dostgpne byly wylacznie dla 4 oséb. Nie stwierdzono
natomiast, aby w grupie kontrolnej obecno$¢ RNA rynowiruséw wiazata si¢ ze zmiang FEV,
czy FEV|/FVC (15-17 osob). Przedstawione wyniki wskazuja, ze bezobjawowa obecnos¢
rynowirusoOw w dolnych drogach oddechowych jest zwiazana ze znamiennie wigksza
obturacja oskrzeli u chorych na astmg w pordwnaniu do grupy kontrolne;.

Odnalezione badania potwierdzaja wplyw ostrych zakazen HRV na pogorszenie pomiaro6w
testow czynnosciowych. Odnotowano spadki szczytowych przeptywoéw wydechowych, FEV,
u astmatykoéw oraz wzrost nadreaktywnosci oskrzeli podczas zakazen rynowirusami. (83, 192)
U o0s6b z alergicznym niezytem nosa, bez astmy, po eksperymentalnych zakazeniach HRV
takze opisywano wzrost nadreaktywnosci oskrzeli oraz zwigkszenie czgstosci reakceji poznych
w odpowiedzi na alergen. (72) Wyniki obserwacji wérdd zdrowych osdb nie sa jednoznaczne.
Aczkolwiek odnotowano wzrost maksymalnej odpowiedzi oskrzeli na metacholing w czasie
zakazen HRV, nie wszyscy potwierdzaja ta obserwacjg. (193, 194)

Chorzy na astmg, u ktorych stwierdzono wirusa w dolnych drogach oddechowych metoda
RT-PCR in situ, pomimo braku objawdéw wskazujacych na zaostrzenie choroby, czy ostre
zakazenie, maja gorsze przeplywy 1 wigkszy stopien obturacji w dolnych drogach
oddechowych. Jest to w zgodzie z hipoteza, ze przetrwate zakazenia HRV moga pogarsza¢

przebieg choroby, nasila¢ jej cigzkos¢, czy opornos¢ na leczenie.
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Istnieja dowody, ze rynowirusy nasilaja steroidoporno$¢ w astmie oskrzelowej. Wykazano
na przyktad, ze podczas przezigbienia, maleje odpowiedz limfocytow T na kortykosteroidy u
chorych na astmg. Podobnej zalezno$ci nie obserwowano u oséb zdrowych. (195) W innym
badaniu wykazano jednakze korzystny synergistyczny efekt leczenia wziewnymi
glikokortykosteroidami i lekami rozszerzajacymi oskrzela na uwalnianie mediatorow
remodelingu w odpowiedzi na zakazenie HRV. (196) Wydaje sig, ze glikokortykosteroidy
moga poprawia¢ nadreaktywno$¢ oskrzeli i zapalenie eozynofilowe, lecz nie zapobiegaja
zmianom zapalnym podczas zakazenia HRV. Rola tych lekow w zapobieganiu i leczeniu
cigzkich objawoéw astmy, wywolanych zakazeniem HRV wymaga zatem wnikliwej oceny.
(184)

Chorzy na astm¢ z dodatnim wynikiem RT-PCR in situ mieli wyzsza leukocytozg
bezwzgledna (wynik na granicy znamienno$ci statystycznej), wigcej granulocytow, a w
obrazie odsetkowym krwi znamiennie wigcej granulocytow i mniej limfocytow. Poniewaz
wigkszos¢ granulocytéw we krwi obwodowej stanowia neutrofile, zalozono, ze poréwnania
statystyczne dotycza tej podgrupy komorek. Przewaga granulocytow w grupie HRV-dodatnie;j
utrzymywata si¢ rowniez po wylaczeniu z badania oséb otrzymujacych glikokortykosteroidy
systemowe.

Neutrofile sa jednymi z pierwszych komoérek wnikajacymi do drég oddechowych podczas
prowokacji alergenem 1 po zakazeniu wirusami. Zapalenie neutrofilowe charakteryzuje
niektdre z postaci astmy oskrzelowej, zwlaszcza astme fatalng o gwattownym przebiegu, czy
astme cigzka steroidooporna. (186, 197) Podczas eksperymentalnych zakazen rynowirusami
obserwowano wzrost neutrofilow we krwi obwodowej i w poptuczynach pecherzykowo-
oskrzelikowych. (118, 123, 143) W plwocinie astmatykéw z zaostrzeniami i obecno$cia
wirusOw w drogach oddechowych obserwowano wyzsze poziomy elastazy neutrofilowej w
poréwnaniu do osob, u ktérych nie wykrywano wiruséw. (198) Opisywano takze zwigzek
pomigdzy wielko$cia zmiany liczby neutrofilow, a nasileniem objawow zakazenia. (118)
Wydaje sig, ze podczas zakazen HRV, pod wptywem czynnikow wzrostu i chemotaktycznych,
wzrasta liczba neutrofilow w miejscu zakazenia, lecz takze uwalniane zostaja rezerwy
szpikowe. (118) Zakazenie rynowirusem nasila produkcje interleukiny 8, G-CSF, CXCLS5,
leukotrienu LTB4. (11, 105, 118) Sa one waznymi czynnikami chemtaktycznymi dla
neutrofilow, a G-CSF pobudza takze produkcje neutrofiléw w szpiku kostnym. (143, 191)

W prezentowanym badaniu nie wykazano zwiazku pomigdzy granulocytoza, a wynikiem
RT-PCR in situ w grupie kontrolnej (p>0,05), co moze wynika¢ z mniejszej liczebnosci

ocenianej grupy lub mniejszego wptywu zakazen HRV na zmiany obrazu krwi obwodowej w
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tej grupie. Niemniej analiza przeprowadzona tacznie dla chorych na astmg i grupy kontrolne;j
zwigkszyla znamiennos$¢ statystyczna poréwnania.

Nie badano nasilenia zapalenia neutrofilowego w btonie $sluzowej oskrzeli, co pozwoliloby
na lokalna oceng korelacji zapalenia neutrofilowego z obecno$cia rynowirusow.

Przedstawione wyniki prac wskazuja, ze neutrofile moga mie¢ udziat w przebiegu
przewlektego zakazenia rynowirusami. Niemniej nie opublikowano dotychczas prac, ktore
potwierdzalyby wplyw przewlektej obecnosci rynowirusow w oskrzelach na liczbg
neutrofilow, czy ogodlnie leukocytow krwi obwodowe;.

U chorych na astmg, u ktorych stwierdzono rynowirusa w dolnych drogach oddechowych,
odsetek limfocytéw we krwi obwodowej byl znamiennie nizszy. Po uwzglednieniu w analizie
facznie astmatykoéw 1 grupy kontrolnej, zalezno$¢ byla silniejsza (p=0,002). Poniewaz nie
zaobserwowano istotnej statystycznie zmiany bezwzglednej liczby limfocytéw w zaleznosci
od obecnosci rynowirusa w dolnych drogach oddechowych mozna sadzi¢, ze obserwowane
réznice migdzy grupami sa tylko wynikiem zwigkszenia liczby neutrofilow we krwi
obwodowe;.

Odnaleziono jednak doniesienia potwierdzajace wystgpowanie limfopenii podczas zakazen
rynowirusami. (12, 126) Nasilenie limfopenii korelowato z natezeniem objawoéw zakazenia i
nadreaktywnoscia oskrzeli. (126) Wykazano réwniez lokalny wzrost liczby limfocytow w
wydzielinie z nosa, btonie §luzowej dolnych drég oddechowych, czemu towarzyszyto
zwigkszenie reaktywnosci oskrzeli. Obserwowany spadek limfocytow krwi obwodowej
podczas zakazenia HRV moze by¢ nastepstwem ich przechodzenia do tkanek obwodowych.
(12, 126)

Wykazano zwiazek pomigdzy obecnoscia RNA dla rynowirusow w oskrzelach, a
nasileniem eozynofilii krwi obwodowej. Osoby HRV-dodatnie mialy znamiennie wyzsza
eozynofili¢ w porownaniu z osobami HRV-ujemnymi. Gdy analiz¢ przeprowadzono
wylacznie w grupie chorych na astmg, wynik byl nadal istotny statystycznie. Poziom
eozynofilii obwodowej korelowal takze z nasileniem zakazenia rynowirusami, ocenianym w
6-stopniowej skali. Wykazano rowniez istotna zalezno$¢ pomigdzy obecnoscia HRV i1
lokalnym zapaleniem eozynofilowym w oskrzelach. Nasilenie zapalenia eozynofilowego w
oskrzelach korelowalo z nasileniem zakazenia HRV w dolnych drogach oddechowych,
ocenianym zaro6wno metoda RT-PCR in situ, jak i immunohistochemiczna.

Zwiazek pomiedzy zapaleniem eozynofilowym i rynowirusami potwierdzaja dane z
pismiennictwa. Podczas zakazen HRV u dorostych astmatykow wzrasta st¢zenie kationowego

biatka eozynofilowego (ECP) w indukowanej plwocinie, a liczba eozynofilow i poziom ECP
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koreluja z nadreaktywnoscia oskrzeli. (116) Szansa wystapienia §wiszczacego oddechu u
dzieci powyzej 2 roku zycia jest najwicksza, jezeli stwierdza si¢ tacznie zakazenie HRV i1
swoiste IgE w surowicy krwi (pozytywny wynik testu RAST), eozynofili¢ bezwzgledna, lub
podwyzszony poziom ECP w popluczynach nosa. (74) Opisywano takze nasilenie lokalnego
zapalenia eozynofilowego w biopsjach oskrzeli po eksperymentalnych zakazeniach
rynowirusem u astmatykéw i oséb zdrowych. U chorych na astme¢ zapalenie eozynofilowe
utrzymywato si¢ przez 6 tygodni obserwacji, efekt ten byt nieobecny u oséb zdrowych. (12)
Przetrwaty wzrost eozynofilow w poptuczynach pgcherzykowo-oskrzelikowych obserwowano
takze u chorych z alergicznym niezytem nosa po zakazeniu rynowirusem i segmentarnej
prowokacji z alergenem. (73)

Lokalne gromadzenie eozynofilow w $cianie oskrzela moze wynika¢ ze zwigkszonego
uwalniania czynnikow chemotaktycznych w odpowiedzi na zakazenie, takich jak: RANTES,
eotaksyna-1, IL-5, GM-CSF. (199, 200) Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytarnych i1 makrofagéw (GM-CSF) ufatwia dojrzewanie 1 wzrost komorek
progenitorowych szeregu granulocytarnego. Interleukina 5  pobudza migdzy innymi
proliferacj¢ 1 rdéznicowanie prekursorow eozynofilow, przedluza ich przezycie, nasila
degranulacje. Zwigkszona mobilizacja eozynofilow ze szpiku kostnego (GM-CSF, IL-5)
zwigksza eozynofili¢ bezwzgledna. Udzial w opisywanych zjawiskach przypisuje sig
pobudzeniu receptora TLR-3 w miejscu zakazenia, rozpoznajacego struktury dwuniciowego
RNA. (200) Lokalna migracje¢ eozynofiléw dodatkowo nasila zwigkszona ekspresja czasteczki
ICAM-1 w odpowiedzi na zakazenie. (105)

Rola eozynofilow w zakazeniach wirusami u chorych na astmg¢ nie jest ostatecznie
wyjasniona, nie mozna wykluczy¢ ich dzialania ochronnego. Uwalniane przez nie biatka, jak
ECP, czy neurotoksyna o aktywnosci rybonukleaz moga mie¢ udzial w obronie
przeciwwirusowej, jak 1 nasileniu objawow zakazenia. (191) Wykazano, Zze u osob z
alergicznym niezytem nosa, po zakazeniu rynowirusem i prowokacji alergenem, nasilenie i
czas trwania objawow przezigbienia byt odwrotnie skorelowany z poziomem eozynofilow w
poptuczynach nosa. (191) Wyniki innych badan nie potwierdzaja tego zwiazku. (143) Nalezy
pamigtac, ze pozorny brak eozynofilow w tkankach, czy opisana odwrotna korelacja pomigdzy
eozynofilami i objawami zakazenia HRV, moga by¢ wynikiem z nadmiernego pobudzenia i
degranulacji eozynofilow.

Eozynofile uczestnicza w mechanizmach odporno$ci nieswoistej, jak réwniez nabytej
odpornosci immunologicznej jako komorki prezentujace antygen. Przylaczaja czasteczki

rynowirusa. Jak wykazano, efekt ten jest zalezny od GM-CSF i prawdopodobnie wynika ze
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zwigkszonej ekspresji czasteczek ICAM-1 na powierzchni pobudzonych eozynofilow.
Prezentacja antygenéw wirusa limfocytom T przez eozynofile prowadze do zwigkszonej
produkcji interferonu gamma. (110) Nie jest jasny udzial receptoréw Toll-like, znajdujacych
si¢ na powierzchni eozynofiléw, niemniej wykazano zwiazek pobudzenia TLR-7 1 TLR-8 ze
zdolnoscia do przetrwania eozynofilow i ich aktywnoscia. (101)

Poniewaz znany jest wplyw kortykoterapii systemowej na poziom leukocytéw i
neutrofilow we krwi obwodowej pordwnano poziomy krwinek bialtych u osob z zakazeniem 1
bez zakazenia rynowirusem po wylaczeniu z analizy chorych otrzymujacych te leki doustnie.
Nadal istotna byla zalezno$¢ pomigdzy obecnoscia HRV, a limfocytami i poziomem
neutrofiléw we krwi obwodowej. Zalezno$¢ pomigdzy zakazeniem a poziomem eozynofilii
bezwzglednej nie byla juz jednak znamienna. Wydaje sig, ze stosowanie glikokortykoidow
systemowych nie mialo wptywu na roéznice w obrazie krwi migdzy grupami, poniewaz w
kazdej z grup byla podobna liczba oséb otrzymujacych takie leczenie (5 oséb w grupie
astmatykow HRV-dodatnich i 4 osoby w grupie HRV-ujemnych). Oslabienie opisanych
powyzej zaleznosci moze wynika¢ ze zmniejszenia liczebnos$ci grup.

Obserwacja, ze wzglednie bezobjawowa obecno$¢ rynowirusow w dolnych drogach
oddechowych jest zwigzana ze zmianami ogoélnoustrojowymi, podobnymi do obserwowanych
w zaostrzeniach choroby po zakazeniu HRV, sugeruje, ze rynowirusy moga powodowac nie
tylko zaostrzenia, lecz takze wptywac na przebieg astmy poza okresami zaostrzen. Przewlekle
zakazenie rynowirusami moze nasila¢ przewlekly proces zapalny w oskrzelach, stopien
przewlektego zwezenia drog oddechowych, czy steroidoopornosé chorych.

Poréwnujac poptuczyny pecherzykowo-oskrzelikowe u oséb z dodatnim i ujemnym
wynikiem RT-PCR in situ nie stwierdzono roznic pomigdzy grupami w ich obrazie
cytologicznym.  Podobny  brak  zalezno$ci wykazano w  przypadku  metody
immunohistochemicznej. Nie wykazano jednoczes$nie, aby obecno$¢, jak 1 poziom
eozynofilow w poptluczynach BAL korelowal z obecno$cia, czy nasileniem zapalenia
eozynofilowego w biopsjach btony §luzowej. Nalezy zaznaczy¢, ze odzysk ptynu BAL po
podaniu odoskrzelowym 200 ml soli fizjologicznej byt indywidualnie zmienny. Nierowne
objetosci odzyskanego ptynu moga by¢ powodem obserwowanego braku réznic w wynikach
cytologicznych.

Znane sa publikacje, ktérych wyniki wskazuja na zmiany obrazu cytologicznego BAL
podczas zakazen HRV. Jarjour i1 wspotpracownicy wykazali, ze po 96 godzinach od
eksperymentalnego zakazenia HRV16, wzrasta st¢zenie neutrofiléow w poroéwnaniu do

warto$ci wyjsciowych. (123) W innym badaniu odnotowani wzrost liczby eozynofilow w
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czasie zakazenia po 48 godzinach od prowokacji z alergenem w BAL, a efekt ten utrzymywat
si¢ miesiagc po zakazeniu. (73) Nie odnaleziono badan opisujacych zmiany obrazu BAL
podczas bezobjawowego zakazenia HRV.

U badanych, kierowanych na diagnostyczna bronchoskopig¢ pobierano rowniez wycinki do
rutynowego badania histopatologicznego. Opisywano zazwyczaj przewlekty proces zapalny.
Nie stwierdzono réznic w czgsto$ci wystgpowania zmian zapalnych pomigdzy grupami HRV-
dodatnia i HRV-ujemna. Ocena wycinkéw o niewielkich rozmiarach nie pozwolita na
zbadanie nasilenia zapalenia neutrofilowego, czy liczby limfocytow w biopsjach i poréwnanie
z wynikami RT-PCR in situ, tak jak bylo to w przypadku eozynofilow.

RT-PCR in situ porownano natomiast z obrazami radiologicznymi i tomograficznymi phuc.
U 29% astmatykéw z dodatnim wynikiem RT-PCR in situ opisywano takze zmiany
srdédmiazszowe w phlucach. Roéznice migdzy osobami zakazonymi i1 nie zakazonymi
rynowirusem nie sa istotne statystycznie. Az 65% chorych na astme z pozytywnym wynikiem
RT-PCR in situ miato zmiany o charakterze pogrubien oskrzeli. Takze w tym przypadku
roéznice migdzy grupami nie sa znamienne statystycznie.

Aczkolwiek rynowirusy uznawane s za tagodne patogeny przede wszystkim gérnych drog
oddechowych, opisywano przypadki ciezkich zakazen dolnych drég oddechowych, z
zapaleniem ptuc wilacznie, zwlaszcza u 0s6b w starszym wieku lub z niedoborami odpornosci.
(201) W jednym z badan az 52% rezydentéw domu opieki zakazonych HRV miato objawy ze
strony dolnych drég oddechowych, w tym zmiany ostuchowe nad plucami. Natomiast
nieprawidlowosci w przegladowych radiogramach wystepowaty rzadko. (70) W innym
badaniu odsetek potwierdzonych radiologicznie zapalen ptuc wywotanych przez rynowirusy
wsrod pacjentow domow opieki spotecznej wyniost az 30%, a Smiertelnos¢ siggata 20%. (172)
Zmiany o charakterze pogrubien oskrzeli sa charakterystyczne dla astmy oskrzelowej i
Swiadcza o przebudowie ich $ciany (remodelingu). Obecno$¢ zakazenia HRV w dolnych
drogach oddechowych tacznie ze zmianami oskrzelowymi w tomografii komputerowej u 65%
0sO6b moze by¢ wynikiem przypadku. Niemniej istnieja dowody, ze HRV moga przyczyniaé
si¢ do remodelingu. Rynowirusy pobudzaja komorki nablonka droég oddechowych do
produkcji waznych mediatorow przebudowy $cian oskrzeli, jak: VEGF (nasilajacy miejscowa
angiogenez¢), TGF-B (o wlasciwosciach profibrogennych i modulujacych proces zapalny)
oraz FGF, a ckspresja VEGF jest wigksza w s$rodowisku atopowym. Przetrwale lub
nawracajace zakazenie rynowirusami moze nasila¢ skutki ekspresji VEGF i prowadzi¢ do
rozwoju fenotypu astmy przewlektej. (202) Rynowirusy dziatajac cytotoksycznie na komorki,

zwlaszcza w przypadku juz wczesniej uszkodzonego nabtonka, zmniejszaja ich zdolnos$¢ do
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odnowy i regeneracji. Uposledzajac procesy naprawy moga nasila¢ przebudoweg $cian oskrzeli.
(80) Niewykluczone, ze przetrwale zakazenie wirusem zmienia zachowanie komorek
nabtonka, prowadzac do fenotypu permanentnej proliferacji, réznicowania w kierunku
komorek produkujacych §luz i przebudowy $cian oskrzeli. (26)

Nie wykazano statystycznie znamiennego zwiazku pomigdzy zakazeniem rynowirusami, a
obecnos$cia innych mikroorganizméw w dolnych drogach oddechowych. Aczkolwiek az u
64% sposrod tych, u ktorych wykonano zar6wno badanie RT-PCR in sifu, jak i pobrano
material do badan bakteriologicznych stwierdzono wspotistnienie zakazenia rynowirusem i
obecno$¢ bakterii w poptuczynach pecherzykowo-oskrzelikowych. Dane z piSmiennictwa
potwierdzaja, ze zakazenie rynowirusem moze predysponowac¢ do bakteryjnego zapalenia
zatok. (44). Pitkaranta i wspolpracownicy stwierdzili wspolistnienie zakazen bakteryjnych 1
HRV u 15% os6b z ostrym zapaleniem zatok obocznych nosa. Mieszane zakaZenia
rynowirusem i bakteryjne pogarszaja przebieg ostrego zapalenia ucha srodkowego leczonego
anybiotykami. (44, 61). Jak powszechnie wiadomo, nie zawsze obecno$¢ bakterii w
poptuczynach z dolnych drég oddechowych §wiadczy o zakazeniu, zwlaszcza przy braku
objawow klinicznych. Jednocze$nie wykrywane w BAL bakterie moga pochodzi¢ z gérnych
drog oddechowych. Obecnos¢ RNA rynowirusa oceniana metoda RT-PCR in situ wydaje si¢
zmniejsza¢ ryzyko kontaminacji. (54)

Sposréd 13 osob badanych w kierunku Chlamydia pneumoniae u pigciu stwierdzono
obecnos$¢ tego patogenu w popluczynach pecherzykowo-oskrzelikowych. Badaniem RT-PCR
in situ stwierdzono rynowirusy u trzech sposrod tych pigciu oséb, co stanowi 60% tych
przypadkdéw. Pneumocystis carinii wykryto w poptuczynach drég oddechowych u jednej
osoby, a grzybéw u czterech (w tym dwie byly rowniez HRV-poztywne). Mala liczba

obserwacji nie pozwala na interpretacje wynikow.

Obraz mikroskopowy zakaZenia rynowirusem

Uwaza sig, ze zakazenie HRV typowo lokalizuje si¢ w nabtonku. (47, 53, 54) W
wigkszos$ci biopsji, w ktorych mozliwa byta ocena morfologiczna wynikoéw RT-PCR in situ,
potwierdzono obecno$¢ dodatnich komorek w warstwie nabtonka drog oddechowych. Czgsto
najsilniej barwity si¢ komoérki polozone w poblizu btony podstawnej. Taka lokalizacja jest
typowa dla komorek macierzystych, stanowiacych rezerwe regeneracyjna nablonka. Obecno$¢
sygnatu pozytywnego przede wszystkim w tych komoérkach jest zgodne z teza, ze komorki

mniej niezréznicowane sa bardziej podatne na zakazenie rynowirusami. (80, 139)
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RNA rynowirus6w stwierdzono takze w warstwie podnablonkowej u zaskakujaco duzej
liczby oséb. Barwny produkt reakcji obecny byl czgsto w strukturach przypominajacych
gruczoty wydzielnicze, lub ich przewody, lecz nie tylko. Papadopolous i wspdtpracownicy za
pomoca hybrydyzacji in situ, a Mosser 1 wspotpracownicy metoda immunohistochemiczna
potwierdzili obecno$¢ pojedynczych, zakazonych rynowirusem komorek podnablonkowych.
(47,53, 54)

Niektorzy uwazaja, ze gruczoty §luzowe moga by¢ miejscem replikacji wirusa, bowiem w
czasie zakazen HRV obserwuje si¢ nadmierna produkcje wydzieliny $luzowo-surowicze;j.
(157) Poniewaz gruczoty to zespot komoérek nabtonkowych wyspecjalizowanych w
czynno$ciach wydzielniczych, zdolno§¢ rynowirusow do ich zakazania wydaje sig
prawdopodobna. ~ We wngtrzu gruczotdéw naturalne mechanizmy oczyszczania drog
oddechowych sa gorsze (brak aparatu $luzowo-rzgskowego), co moze sprzyja¢ przetrwaniu
rynowirusow. Gruczoly podsluzowkowe drog oddechowych sa waznym zrodtem komorek
progenitorowych, bardziej podatnych na zakazeni, ktére w przypadku uszkodzenia nabtonka
przemieszczaja si¢ na powierzchni¢ 1 odbudowuja uszkodzone warstwy nablonka. (204)
Zdolno$¢ do replikacji rynowirusa w gruczotach pods§luzowych wykazal Yamada 1
wspotpracownicy na modelu in vitro. (157) Komorki gruczotowe w odpowiedzi na zakazenie
produkowaty: IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, czy GM-CSF, obserwowano takze zwigkszona
ekspresj¢ receptora [CAM-1.

HRV-dodatnie komoérki odnajdowano sporadycznie w obrgbie skrzepow krwi, jak 1 w
skupieniach komoérek nie zwiazanych z podtozem, przypominajacych limfocyty. Niewiele jest
wiadomo o zdolnosci rynowirusow do przebywania w komoérkach krwi. Prawdopodobnie
HRYV moga powodowacé krotkotrwata wiremig. (50) Wiadomo rowniez, ze przytaczaja sig do
eozynofilow 1 monocytéw. (110, 205) Funkcja makrofagow ptucnych, obecnos¢ licznych
czasteczek ICAM-1 oraz receptora dla LDL sugeruja, ze rynowirusy moga zakaza¢ te komorki
(takze monocyty). W obecnosci HRV, komoérki mononuklearne, monocyty, czy makrofagi
produkuja czynniki pozapalne, jak IL-8, IL-10, IL-12, TNFa i zmieniaja ekspresj¢ biatek
btonowych, jak CD 14, CD 80, CD 69. (78, 161, 98, 205, 206, 207, 208) Do niedawna nie
byto dowodéw na to, ze rynowirusy moga przetrwa¢ w tych komorkach. Badania in vitro
wskazywaly raczej na zdolno$¢ do ich aktywacji, lecz nie do replikacji wirusa. (205). Ostatnio
udowodniono jednak, ze jest mozliwe aktywne namnazanie rynowirusow w makrofagach. (98)
Nie wiadomo, czy HRV moglyby zakaza¢ limfocyty. Obserwowano jedynie, ze po
eksperymentalnych zakazeniach wzrasta liczba limfocytow CD3+, CD4+ oraz CD 8+ w

btonie §luzowej oskrzeli, czemu towarzyszy obnizenie limfocytozy krwi obwodowej. (12)
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Komorki dendrytyczne sa rowniez celem ataku wielu wirusow, a ich antygeny moga
przebywa¢ w komorkach dendrytycznych miesigcami. (209, 210) Nie ma jednak dowodow na
mozliwo$¢ przetrwania rynowirusow w tych komorkach.

Ostatnio wykazano podatno$¢ na zakazenie HRV komorek migéni gtadkich S$ciany
oskrzela. W odpowiedzi produkuja IL-6, IL-8. (211)

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow sugeruja istnienie dwoch réznych obrazow
zakazenia rynowirusem. W pierwszym typie, ,,ogniskowym” obszary gromadzenia znacznika,
zazwyczaj nieliczne 1 nieregularnie rozproszone w biopsji sa dobrze odgraniczone od
otoczenia. Drugi typ nazwano ,,rozlanym”, bowiem pozytywne byly wigksze obszary tkanki,
intensywno$¢ zabarwienia mniejsza, a granice tych obszaré6w stabo widoczne. Wyniki
dotychczasowych badan wskazuja, ze zakazenie rynowirusem w dolnych drogach
oddechowych jest nieregularne w dystrybucji, ze skupiskami zakazonych komorek, ktorych
jest niewiele. (47, 53, 54) Taki obraz odpowiada opisanemu w pracy zakazeniu
,»ogniskowemu”.

Nie odnaleziono publikacji, w ktorej opisywano podobny obraz do zakazenia ,,rozlanego”.
Powodem moze by¢ fakt, ze przypomina on nieswoista reakcje, tak zwane ,,tto”. Przeciwko
niespecyficznej reakcji RT-PCR in situ przemawiaja: utrzymywanie si¢ tego obrazu pomimo
wielokrotnie powtarzanych eksperymentow, prawidtowy wynik kontroli negatywnych oraz
fakt uzyskania podobnych obrazéw metoda immunohistochemiczna. W przypadku IHC
nasilenie sygnatu pozytywnego bylo czgsto na granicy rozdzielczo$ci oka badacza, czgs¢ tych
biopsji uznano za negatywne.

Za prawdziwoscia podziatu zakazen HRV na ,,ogniskowe” i ,,rozlane” przemawia takze
obecno$¢ znamiennych statystycznie réznic pomigdzy tymi grupami w parametrach
charakteryzujacych proces zapalny. Stwierdzono znamienne statystycznie rdznice w
eozynofilii krwi obwodowej, jak i odsetku eozynofilow w badaniu cytologicznym poptuczyn
BAL. Osoby z ogniskowym zakazeniem mialy znamiennie mniejsza eozynofili¢ bezwzgledna
oraz nie stwierdzono u nich eozynofilow w BAL-u. W rozmazie krwi obwodowej w tej grupie
byto znamiennie mniej limfocytow i wigcej neutrofiléw. By¢ moze te dwie postaci rdznia si¢
stopniem uwalniania rynowirusOw z komorek do otoczenia, lub cytotoksyczno$cia wirusa
(ktora moze zaleze¢ od serotypu HRV). Rozna dostepnos¢ antygendéw dla komoérek uktadu
immunologicznego mogtaby powodowa¢ zmiany w odpowiedzi immunologicznej organizmu.
»Rozlany” 1 ,,ogniskowy” obraz zakazenia moze rowniez odzwierciedla¢ réznice w sile

wiazania sondy hybrydyzacyjnej do poszczegolnych serotypéw rynowirusow.
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Wykrywanie rynowirusa u chorych na POChP

Metoda RT-PCR in situ wykazano obecnos$¢ rynowirusow u zaskakujaco duzego odsetka
chorych na przewlekta obturacyjna chorobg ptuc (71% badanych). Wynik ten jest znamienny
statystycznie w porOwnaniu z uzyskanym dla grupy kontrolnej. W czasie pobierania materialu
chorzy na POChP byli w okresie wolnym od ostrych objawéw zakazenia.

Nieliczne badania opisuja mozliwos$¢ przetrwania wirusoOw w tej grupie chorych. (212)
Wykazano, ze DNA adenowirusa moze przetrwaé po ostrym zakazeniu, a antygen E1A ulega
ekspresji na powierzchni komorek nabtonka drég oddechowych dlugo po tym, jak wirus
przestat si¢ replikowaé, a objawy kliniczne zakazenia ustapity. Matsuse 1 wspoOtpracownicy
opisywali wigksze ilosci DNA dla biatka E1A u palaczy z obturacja oskrzeli w poréwnaniu z
grupa kontrolna. (213) Zdolno$¢ wirusow oddechowych, w tym rynowiruséw do
powodowania przewlektego zakazenia u chorych na POChP potwierdzaja Seemungal i1
wspoOtpracownicy. Stwierdzili oni obecnos$¢ wiruséw oddechowych w poptuczynach nosa u
35% osob w stabilnej fazie choroby. Zaobserwowali takze, ze w czasie zaostrzen nie wzrasta
liczba wykrywanych wiruséw. Autorzy opisali takze zwiazek pomigdzy obecno$cia wiruséw
a cigzkoscia choroby. (19)

Duzy odsetek HRV-dodatnich wynikow moze by¢ nastgpstwem wigkszej podatnosci tej
grupy na zakazenia. Osoby z POChP wlaczone do badania byly znamiennie starsze w
poréwnaniu do astmatykow i1 grupy kontrolnej (Srednia wieku w tej grupie 6619 lat), czesciej
pality papierosy. Nikotynizm jest glownym czynnikiem ryzyka wystapienia przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc, jednoczesnie wydaje sig¢ zwigksza¢ ryzyko zakazenh HRV. Wpltyw
wieku, jak 1 palenia papierosow na zakazenia opisano powyzej. W grupie chorych na na
POCHP byli wytacznie mgzczyzni, stwierdzono takze znamiennie nizsze wartosci FEV; 1 FVC
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Moze to wptywaé na uzyskane wyniki.

U os6b z POChP, podobnie jak u astmatykow stwierdzono zalezno$¢ eozynofilii
bezwzglednej od nasilenia zakazenia HRV (Tau Kendall, tau=1, p=0,0415). Uznaje sig, ze
zapalenie eozynofilowe jest bardziej charakterystyczne dla astmy oskrzelowej, natomiast w
POChHP przewaza zapalenie neutrofilowe. Wykazana zalezno$¢ eozynofilii od obecnosci HRV
w POChP moze wskazywac, ze zmiany eozynofilow w czasie zakazenia rynowirusem (lub ich
nieprawidlowa funkcja) nie odnosza si¢ wytacznie chorych na astmg.

W tej grupie chorych nie stwierdzono, aby zakazenie HRV powodowato zmiany wartosci

spirometrycznych, co jest zgodne z definicja tej choroby jako przewleklej, nicodwracalnej
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obturacji drég oddechowych. Niemniej zbadano wylacznie 7 oséb i1 uzyskany brak

znamienno$ci statystycznej moze wynika¢ z niewielkiej sity testu.

VI. Podsumowanie

1. Metoda RT-PCR in situ stwierdzono obecno$¢ rynowirusa w oskrzelach u duzego odsetka
0s0b z astma oskrzelowa (73%), pomimo braku objawoéw klinicznych zakazenia 1 w stabilnym
okresie choroby.

2. Czestos¢ wykrywania HRV metoda RT-PCR in situ jest znamiennie wigksza w grupie
0sOb chorych na astm¢ w poréwnaniu do grupy kontrolnej (73% vs 22%, p<0,001)

3. Wyniki uzyskane dwiema metodami RT-PCR in situ 1 IHC sa zgodne, niemniej mata
liczba o0s6b przebadanych druga metoda nie pozwala na uzyskanie znamienno$ci
statystycznych.

4. Wykazano znamienny statystycznie zwiazek pomigdzy obecnoscia rynowiruséw w
oskrzelach a:

a. nizszymi wartosciami spirometrycznymi, wskazujacymi na obturacj¢ drog oddechowych,
b. obrazem odsetkowym krwi obwodowej (wyzsza leukocytoza, wigcej granulocytow, mniej
limfocytow, wyzsza eozynofilia bezwzgledna),

c. naciekami eozynofilowymi w btonie $luzowej oskrzeli,

d. czestszym stosowaniem GKS wziewnych i doustnych.

5. Zakazenie HRV obserwowano najczg¢sciej w komorkach nablonka oskrzeli, lecz takze w
komorkach warstwy podnabtonkowej btony sluzowej, strukturach przypominajacych gruczoty
zewnatrzwydzielnicze, a takze w nielicznych przypadkach w komorkach krwi.

6. Na podstawie mikroskopowego obrazu zakazenia HRV wyrdzniono postac ,,ogniskowa” i
»rozlang” zakazenia, w drugiej stwierdzono wyzsza eozynofilie¢ 1 limfocytoze krwi
obwodowej, jak rowniez obecnos¢ eozynofilow w popluczynach oskrzelikowo-

pecherzykowych.
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VII. Streszczenie

Uzasadnienie tematu badawczego. Rynowirusy (HRV), powodujace typowe przezigbienia,
sa najczestsza przyczyna zaostrzen astmy oskrzelowej u osob dorostych. Ich udziat w
patogenezie astmy przewleklej nie zostal dotychczas wyjasniony.

Cele. Naszym celem bylo zbadanie, czy astmatycy w okresie choroby wolnym od
objawow zakazenia drég oddechowych, moga mie¢ rynowirusy w oskrzelach, a takze
porownanie czestosci wykrywania HRV w grupie astmatykéw i w grupie kontrolne;j.
Interesowato nas rowniez, czy obecno$¢ HRV w dolnych drogach oddechowych ma zwiazek z
wybranymi parametrami klinicznymi, charakteryzujacymi ta chorobe.

Metody. Do badania wiaczono 60 oséb, w tym 30 astmatykow i 30 oséb z grupy
kontrolnej. Wycinki blony §luzowej oskrzeli pobierano podczas bronchoskopii od wszystkich
astmatykow, a takze oSmiu 0sob nie chorujacych na astme¢. Dwadziescia dwie osoby z grupy
kontrolnej poddane byty operacji torakochirurgicznej. Zastosowano dwie metody wykrywania
HRV w wycinkach oskrzeli: posrednia RT-PCR in situ 1 posrednia immunohistochemig (IHC).
Komorki zakazone rynowirusem wykrywano za metoda IHC przy uzyciu przeciwciala
monoklonalnego RV16-7. Odwrotna transkrypcje in situ (RT) przeprowadzono z
zastosowaniem startera wybranego z bazy VirOligo i zmodyfikowanego tak, aby wzmocni¢
jego homologi¢ do sekwencji serotypow HRV2 i HRV16. Produkt reakcji zwielokrotniono
przy pomocy PCR in situ z uzyciem dwoch starterow, wybranych z bazy VirOligo. Nastgpnie
przeprowadzono hybrydyzacj¢ in situ z sonda genetyczna znakowana digoksygenina,
zdenaturowana w wysokiej temperaturze. Zwiazana sond¢ w wycinkach wykrywano metoda
immunohistochemiczna z uzyciem fragmentéw Fab przeciwcial przeciwko digoksygeninie,
koniugowanych z fosfataza alkaliczna. Zakazenie HRV oceniano za pomoca skali punktowe;j
0-4.

Wyniki. Rynowirusy wykryto metoda IHC w 9 sposréd 14 biopsji oskrzeli pobranych od
astmatykow (64%) 1 2 z 6 biopsji w grupie kontrolnej (33%), p>0,05. Posrednia RT-PCR in
situ pozwolita na wykrycie HRV w oskrzelach u 73% astmatykéw 1 22% osob z grupy
kontrolnej  (p<0,001). Osoby HRV-pozytywne mialy nizsze wyniki w testach
spirometrycznych, wigcej eozynofilow, leukocytow, granulocytéw we krwi obwodowej i
eozynofilow w blonie §luzowej oskrzeli. Wszystkie biopsje pobrane od astmatykéw z
nadwrazliwoscia na aspiryng byly HRV RNA-pozytywne (p=0,08 vs astmatycy tolerujacy
aspiryn¢). Komoérki HRV-dodatnie uwidoczniono w nabtonku drég oddechowych, w
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niezidentyfikowanych komorkach potozonych podnabtonkowo, lecz takze w obrgbie struktur
morfologicznie przypominajacych gruczoty podnablonkowe. Silnie pozytywne wyniki daty
réwniez komorki przypominajace limfocyty. Wyrdzniono dwa obrazy zakazenia HRV w
obrgbie btony $luzowej oskrzeli. Pierwszy odpowiadal dobrze odgraniczonym obszarom
gromadzenia barwnika i zostal nazwany zakazeniem ogniskowym. Drugi nazwano rozlanym,
poniewaz barwnik widoczny byt w calym wycinku, bez widocznych granic. Dwie grupy
badanych, wyselekcjonowane na podstawie tych obrazéw histologicznych roznity si¢ liczba
eozynofilow i limfocytoéw we krwi obwodowej oraz liczba eozynofilow w poptuczynach BAL.

Whioski: Astmatycy moga mie¢ rynowirusy w dolnych drogach oddechowych pomimo
braku objawoéw klinicznych zakazenia. Obecno$¢ HRV w oskrzelach jest znamiennie czgstsza
u chorych na astmg¢ niz w grupie kontrolnej. Wykrycie rynowirusOw wiazalo si¢ z objawami

klinicznymi odpowiadajacymi cigzszym postaciom astmy.
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VIII. Summary

Rationale. Human rhinovirus (HRV), the common cold virus is the most frequent cause
of asthma exacerbations in adults. A possible contribution of HRV to the pathogenesis of
chronic, persistent asthma has not been defined.

Objectives. Our objectives were to determine if stable asthmatic patients, who are free of
clinical symptoms of a respiratory infection, can harbor HRV in their bronchi, and to compare
the frequency of HRV detection between asthmatic and non-asthmatic subjects. We also were
concerned whether clinical features of asthma are associated with the presence of HRV.

Methods. 60 patients were enrolled: 30 asthmatic patients and 30 controls. Mucosal
biopsies were obtained by fiberoptic bronchoscopy in all asthmatic subjects and eight control
subjects. Twenty two non-asthmatic controls underwent pulmonary surgery. Two methods of
HRYV detection in bronchial mucosa were used: indirect RT-PCR in sifu method and indirect
immunohistochemistry (IHC). HRV infected cells were identified by indirect IHC using
monoclonal antibody RV16-7. Reverse transcription in situ (RT) was performed using
universal reverse primer, selected from VirOligo database and modified to strengthen primer
homology to HRV 2 and HRV 16 sequence. The product of reverse transcription reaction was
then amplified using in situ PCR methods and primers selected from VirOligo database. The
heat-denaturated digoxigenin-labelled probe was hybridized in situ. The attached probe was
detected by immunohistochemistry using anti-DIG Fab fragments conjugated with alkaline
phosphatase. Rhinovirus detection was scored using 0 to 4 point scale.

Results. HRV was found by IHC in 9 of 14 bronchial biopsies from asthmatic subjects
(64%) and 2 of 6 non-asthmatic controls (33%), p>0.05. Indirect RT-PCR in situ method
detected HRV in the mucosal biopsies of 73% of asthmatic patients and 22% non-asthmatic
controls (p<0,001). Subjects positive for HRV had lower pulmonary function tests, higher
numbers of blood eosinophils, leukocytes, granulocytes, and eosinophilic infiltration in
bronchial mucosa. All biopsies from asthmatic patients with aspirin hypersensitivity had HRV
RNA-positive staining (p = 0.08 vs. aspirin tolerant asthmatic subjects). HRV-positive cells
were found in bronchial epithelium, in unidentified cells of subepithelial layer, but also in
structures similar to subepithelial glands. Morfologically non-identified cells, similar to
lymphocytes gave strong positive results. Two different patterns of staining within bronchial
mucosa were found. One was limited to well-delineated mucosal areas therefore was named

localized. The second pattern of staining was diffuse, because the staining was seen
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throughout the section without any cofined areas. These two different patterns differed in
numbers of blood eosinophils and lymphocytes and numbers of eosinophils in BAL fluid.
Conclusions. Asthmatic patients, who are free of clinical symptoms can harbor HRV in the
lower airways. The presence of HRV in bronchial tissue is significantly more common in
asthmatic than in non-asthmatic subjects. Presence of HRV was associated with clinical

features of more severe disease.
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X. Zalaczniki

Lista tabel, rysunkow, wykresow
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,kanionami” oraz zaznaczonymi miejscami antygenowymi.
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Rycina 7. Elektroforeza na zelu agarozowym produktu reakcji PCR. Amplifikowany fragment
odpowiada odcinkowi cDNA o dlugosci 537 par zasad (linia $srodkowa). Po lewej wzorzec
wielkosci DNA (pBR322/Alul), po prawej probka bez matrycy — kontrola ujemna................ 43
Rycina 8. Fragment plazmidowego DNA z wbudowanym produktem reakcji PCR. Na rycinie
zaznaczono miejsca przylaczenia starterow M13, jak i miejsce przecinane przez enzym EcoR I

(rycina z materiatow udostgpnionych przez producenta, Invitrogen). ........cceeeeeeeeieenieenieenne 50
Rycina 9. Sekwencja sondy hybrydyzacyjnej stosowanej do wykrycia RNA rynowirusow w
MEt0dzie RT-PCR 17 STHU. ..oocueiiiiiiiieiiee e 52

Rycina 10. Porownanie $rednich warto$ci wybranych parametréw spirometrycznych w grupie
chorych z dodatnim oraz z ujemnym wynikiem RT-PCR in situ; chorzy na astmeg lacznie z
GIUPA KONITOING. .viiiiiiiiiiiieiiecie ettt ettt e taeeteessaeesbeessbeenseessseesseessseenseensseans 60
Rycina 11. Obrazy mikroskopowe wycinkow btony $luzowej oskrzela, uzyskane za pomoca
posredniej RT-PCR in situ. Kolor purpurowy odpowiada miejscom z dodatnim wynikiem
reakcji (strzatki). A,C,D- nabtonek oskrzeli, wynik dodatni, B-nabtonek oskrzeli, kontrola
negatywna, E- okragle struktury widoczne podnablonkowo, morfologicznie odpowiadajace
gruczotom, wynik pozytywny, F- limfocytopodobne komodrki w okolicy wycinka blony
Sluzowej okrzela, wynik silnie dOdatni. .........c.ccccveeeiieriiiiiieiiieieee e 72
Rycina 12. Przyktadowe obrazy mikroskopowe wycinkdéw btony $luzowej oskrzela, uzyskane
za pomocg posredniej RT-PCR in situ. A - obraz zakazenia opisywany jako ,,rozlany”, B — typ
sy OZIISKOWY ™. (et ettt ettt et e st e e bt e s at e e bt e s ab e e beeeate e bt e enbeebeenateens 74
Rycina 13. Przyktadowe obrazy mikroskopowe wycinkéw blony sluzowej oskrzeli, uzyskane
za pomoca posredniej immunohostochemii. A, B - pojedyncze komorki, w ktérych stwierdza
si¢ obecno$¢ antygenu rynowirusa (kolor brazowy); C - kontrola pozytywna; zakazone HRV

16 komorki linii Hela, D - kontrola negatywna; komorki Hela niezakazone. ............cccceeneen. 76
Tabela 1. Funkcje wybranych mediatoréw procesu zapalnego..........cceeeveeviveeieenieenveeneennnans 23
Tabela 2. Charakterystyka grup wlaczonych do badania. ...........c.cccoceeviniiniininiiniicce 54
Tabela 3. Liczba dodatnich wynikow badania na obecno§¢ HRV w oskrzelach, ocenianych
metodami: posredniej RT-PCR in situ oraz posredniej immunohistochemii............ccccceeueeeee. 55
Tabela 4. Poréwnanie srednich warto$ci spirometrycznych w grupach z dodatnim i ujemnym
WYNIKIEM RT-PCR 172 SIF1L. ..ottt 58
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Tabela 5. Wyniki korelacji nieparametrycznych pomigdzy nasileniem zakazenia rynowirusem
w dolnych drogach oddechowych, ocenianym w skali 6-stopniowej na podstawie RT-PCR in

situ, a warto$ciami wskaznikOw SpirometryCzZnych. ........cooceevieiiienieniiieie e 59
Tabela 6. Poro6wnanie $redniej liczby leukocytoéw i ich subpopulacji w grupach z dodatnim i
yjemnym wWynikiem RT-PCR 7 Sif1. ......c..oooiiiiiiiiiiiiiee e 61
Tabela 7. Wyniki korelacji nieparametrycznych pomigdzy nasileniem zakazenia rynowirusem
w dolnych drogach oddechowych, a obrazem leukocytow krwi obwodowej. ........ccevueenenneee. 63
Tabela 8. Porownanie obrazu cytologicznego poptuczyn BAL astmatykow z dodatnim i
ujemnym wynikiem badania w kierunku HRV (RT-PCR in situ lub IHC). ......ccccoeenienennee 66
Tabela 9. Wyniki przeszukiwania bazy BLAST, odnalezione sekwencje wykazujace
podobienstwo do zastosowanej w metodzie RT-PCR in situ sondy genetyczne;. .................... 78

Wykres 1. llorazy szans obecnosci rynowirusa w oskrzelach chorych na astmg oskrzelowa w

poréwnaniu z grupa kontrolna, wyniki dla posredniej RT-PCR in situ 1 IHC...............cc..c..... 56
Wykres 2. Wykres zalezno$ci nasilenia zakazenia HRV (RT-PCR in situ) i eozynofilii krwi
obwodowej (skala logarytmiczna), zaleznos$¢ jest znamienna statystycznie (p<<0,05). ............ 65
Wykres 3. Wykres zalezno$ci nasilenia zakazenia HRV i liczby eozynofilow w tkance; RT-
PCR in situ, zalezno$¢ jest znamienna statystycznie (p<0,05). ....cccooveeviriiiniieneniinieenenieneene 69
Wykres 4. Wykres zalezno$ci nasilenia zakazenia HRV i liczby eozynofilow w tkance,
metoda immunohistochemiczna, zaleznos¢ jest znamienna statystycznie (p<0,05)................. 70

Indeks skrotow

AIA astma z nadwrazliwoscia na aspiryneg ( ASA-induced asthma, ASA-intolerant
asthma, ASA-induced asthma)

APC Komorki prezentujace antygen (Antigen Presenting Cell)

ASA Aspiryna

ATA Astma bez nadwrazliwosci na aspiryne (Aspirin Tolerant Asthma)
BAL Popluczyny oskrzelikowo-pgcherzykowe (Bronchoalveolar lavage)
BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan, substrat barwnej reakcji

bp Pary zasad

CD Czasteczki CD (Cluster of Differentiation)

cDNA Komplementarny DNA (complementary DNA)

COX Cyklooksygenaza

CT Tomografia komputerowa (Computed tomography)

CXCL-5 | Chemokina wiazaca ligand CXC 5 (Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 5
Protein, Epithelial-Cell-Derived Neutrophil Attractant-78)

DAB Chromogen, 3,3’-diaminobenzydyna

DC Komorki dendrytyczne (Dendritic cell)
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dsRNA Dwuniciowa czasteczka RNA (Double-stranded RNA)

EcoR 1 Enzym restrykcyjny ze szczepu RY13 E.coli

ECP Eozynofilowe biatko kationowe (Eosinophil cationic protein)

EGF Czynnik wzrostu nabtonka (Epidermal growth factor)

elF-2 Czynnik inicjujacy syntezg biatka (Eukaryotic Initiation Factor 2)
ELISA Test immunoenzymatyczny (Enzyme-linked immunoassay)

FADD Zwiazane z Fas biatko adaptorowe z domena $mierci (Fas associated

protein with death domain)

Fas Receptor blonowy regulujacy apoptozeg (CD95, Apo-1)

FasL Ligand dla receptora Fas na wyzwalajacy apoptozeg (CD178, CD95 ligand,
Fas ligand)

FeyRI, Receptory dla IgG o wysokim i niskim powinowactwie

FcyRII,

FeyRIII

FceRI Receptor dla IgE o wysokim powinowactwie (High affinity IgE Fc receptor)

FceRII Receptor dla IgE o niskim powinowactwie (Low affinity IgE Fc receptor)

FEF Natezony przeptyw wydechowy (Forced expiratory flow)

FEV1 Natezona objgtos¢ wydechowa pierwszosekundowa (Forced expiratory

volume in 1 second)

FGF Czynnik wzrostu fibroblastow

G-CSF Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw (Granulocyte Colony-
Stimulating Factor)

GINA Swiatowa Strategia Rozpoznawania, Leczenia i Prewencji Astmy (Global

Initiative for Astma, Global Strategy For Asthma Management And

Prevention)

GKS Glikokortykosteroidy

GM-CSF | Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow 1 makrofagdéw
(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)

GOLD Swiatowa Strategia Rozpoznawania, Leczenia i Prewencji Przewleklej
Obturacyjnej Choroby Pluc (The Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease)

HRV Rynowirus (Human Rhinovirus)

ICAM-1 | Czasteczka adhezji migdzykomorkowej (Intercellular adhesion molecule 1)
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IFN Interferony

Ig (IgA, | Immunoglobuliny: klasy A, E

IgE)

IHC Metoda immunohistochemiczna

IKK Kinazy czynnika IkB (/kB kinases)

IL Interleukiny

IP-10 Chemokina indukowana interferonem (Interferon-inducible protein)

IPS-1 Stymulator promotora IFN-B (IFN-S-promoter stimulator 1)

IRES Wewngtrzne miejsce inicjacji transkrypcji

IRF Czynniki regulujace produkcje interferonu (IFN-regulatory factors)

Ixp Inhibitor kappa B

LAK Limfocyty LAK (Lymphokine-activated killer cells)

LDLR Receptor dla lipoprotein o niskiej gestosci (Low density lipoprotein receptor)

LFA-1 Antygen zwiazany z czynnoscia limfocytow-1 (Lymphocyte function
asociated antygen-1)

5-LO 5-lipoksygenaza (5-lipoxygenase)

LT Limfocyt T

LTB Leukotrien B

LTC4S Syntaza leukotrienu Cy4 (Leukotriene C, synthase)

LTE Leukotrien E

LTh Limfocyty pomocnicze

Mac-1 Antygen makrofagéw 1 (Macrophage-1 antigen)

MAPK Aktywowana mitogenem kinaza biatkowa (Mitogen-activated Protein
Kinase)

MCP-1 Biatko chemotaktyczne dla monocytdw (Monocyte chemoattractant protein-
1)

MDA-5 Helikaza RNA, biatko zwiazane z r6znicowaniem komorek czerniaka 5
(Melanoma differentiation associated protein-5)

MHC Gléwny uktad zgodnosci tkankowej (Major Histocompatibility Complex)

MHC I Gltowny uktad zgodnosci tkankowej klasy I

MHC 1II Gloéwny uktad zgodnosci tkankowej klasy 11

mRNA Matrycowe RNA

MyD88 Czasteczka adaptorowa dla domeny TIR receptorow TLR, Biatko
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réznicowania szpiku 88 (Myeloid differentiation factor 88)

NANC Uktad nie-adrenergiczny, nie-cholinergiczny (Non-adrenergic non-

cholinergic)

NF«B Czynnik transkrypcyjny (Nuclear factor-kappa B)

NK Komorka naturalny zabojca (Natural Killer)

NLPZ, Niesteroidowe leki przeciwzapalne (Non-steroidal anti-inflammatory drugs)
NSAID

NTR Region nie podlegajacy translacji (Nontranslated region)

OPN Osteopontyna

PAF Czynnik aktywujacy ptytki (Platelet-activating factor)

PBS Izotoniczny roztwor chlorku sodu buforowany fosforanami

PCR Reakcja tancuchowa polimerazy (Polimerase Chain Reaction)

PDGF Ptytkowy czynnik wzrostu (Platelet-derived growth factor)

PEF Szczytowy przeptyw wydechowy (Peak expiratory flow)
PGE Prostaglandyna E
PKR Kinaza biatkowa R (Protein kinase RNA-activated)

POChP Przewlekta obturacyjna choroba ptuc

PRR Receptory rozpoznajace wzorzec (Pattern-recognition Receptors)

RANTES | Chemokiny uwalniane migdzy innymi przez limfocyty T, nabtonek
(Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted, CCLS)

RAST Test radioalergosorpcji (Radio-allergosorbent test)

RIG-I Helikaza RNA, (Retinoid-inducible gene protein I)

RNA Kwas rybonukleinowy

RPM Obroty na minutg

RSV Wirus syncytium nabtonka oddechowego (Respiratory syncytial virus)
RT Reakcja odwrotnej transkrypcji (Reverse Transcription)

RT-PCR | Odwrotna transkrypcja i reakcja tancuchowej polimerazy

SARM Czasteczka adaptorowa dla domeny TIR receptorow TLR (Sterile-alpha and

Armadillo motif containing protein)

SSC Roztwor cytrynianu sodu w soli fizjologiczne;j

STAT Czynniki transkrypcyjne, przekazniki sygnatu i aktywacji transkrypcji

(Signal transducers and activators of transcription)

TBK1 Kinaza TBK-1 (NF«B-activating kinase protein, TANK-binding kinase 1
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protein)

TBS Roztwor ptuczacy, stosowany w immunohistochemii (77is buffered saline)

TCR Receptor komorek T (7-cell receptor)

TGF Czynnik wzrostu nowotworow (Tumor Growth Factor)

Th, Limfocyty pomocnicze typu 1, odpowiedz immunologiczna podlegajaca
kontroli przez te limfocyty

Th, Limfocyty pomocnicze typu 2, odpowiedz immunologiczna podlegajaca
kontroli przez te limfocyty

Th; Subpopulacja komorek T o wiasciwosciach regulatorowych, wydzielajaca
TGF-p

TIRAP Czasteczka adaptorowa dla domeny TIR receptora TLR (MyDS88 adaptor-
like, TIR-associated protein)

TLR Receptory Toll-podobne (Toll-like Receptors)

TNF Czynnik martwicy nowotworow (Tumor Necrosis Factor)

TRAF Czynnik zwiazany z receptorem dla TNF (TNF receptor associated factor)

TRIF Czasteczka adaptorowa dla domeny TIR receptorow TLR (7IR domain-
containing adapter inducing IFN-beta protein, TICAM-1)

TRAM Czasteczka adaptorowa dla domeny TIR receptorow TLR (TRIF-related
adapter molecule, Toll receptor associated molecule)

Treg Komorki T regulatorowe

VC Pojemnos¢ zyciowa (Vital capacity)

VCAM-1 | Srédbtonkowy czynnik adhezji komérek 1 (Vascular cell adhesion
molecule-1)

VEGF Czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (Vascular endothelial growth factor)

VLA-4 Bardzo pdzny antygen 4, czasteczka adhezyjna (Very Late Activation
Antigen-4)

VLDLR | Receptor dla lipoprotein o bardzo niskiej ggstosci (Very low density
lipoprotein receptor)

VP1-4 Bialka kapsydu rynowirusa VP1, VP2, VP3, VP4

VPg Bialko zwiazane z koncem 5°’RNA wirusow (Viral protein genome-linked)
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Odczynniki

1. Izolacja RNA
0,9% roztwor NaCl

chloroform (Sigma-Aldrich)

alkohol izopropylowy (Sigma-Aldrich)
alkohol etylowy 75%

woda destylowana

odczynnik Trizol (Trizol Reagent, Invitrogen)

2. Odwrotna transkrypcja (RT)
bufor reakcyjny 5x (AMV Reverse Transcriptase Buffer 5x, Amresco)

odwrotna polimeraza (AMV Reverse Transcriptase, Amresco)
starter R (TIB Molbiol)
dNTPs 10 mM (MBI Fermentas)

inhibitor RNAz (RNAse inhibitor, Amresco)

3. Reakcja tancuchowej polimerazy (PCR)
bufor reakcyjny 10x (Finnzymes):

startery: R oraz F (TIB Molbiol, Poznan)
dNTPs 10 mM (MBI Fermentas)

polimeraza DNA 2 U/mikroL (Finnzymes)

4. Elektroforeza

zel agarozowy:

0,8% roztwor agarozy (Sigma-Aldrich) w buforze TAE
bufor TAE 50x :

242 g Tris

57,1 ml kwas octowy (0,04 M Tris-acetate)
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37,2 g Na2EDTA x 2H,0 (0,002 M EDTA)
pH 8,5

bromek etydyny 0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich)

pBR 322 DNA/ Alul 0,4 mg/ml (MBI Fermentas)

6x Loading Dye (MBI Fermentas)

5. Znakowanie sondy
dNTP znakowane digoksygening (PCR DIG labeling mix, Boehringer Ingelheim)

6. Izolacja i oczyszczanie produktow reakcji PCR
QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)

7. Posrednia RT-PCR in situ
DEPC (Diethyl pyrocarbonate, Sigma-Aldrich)

Ksylen (POC)
Etanol 95%; Etanol 75%; Etanol 50%
Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)
PBS:

NaCl 8,7 g

KH,P0,4 0,272 g

Na,HPO4 1,136 g

pH- 7,4 na litr wody DEPC
proteinaza K (Finnzymes)
bufor dla proteinazy K:

0,5 ml 1 M Tris-HCL pH- 7,5

93 mg EDTA

2,5 ml 10% SDS na 50 ml wody DEPC

trietanoloamina (TEA, POC)
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bezwodnik octowy (POC)
20x SSC:
NaCl- 17,55 g;
8,823 g cytrynianu sodu na 100 ml wody destylowane;j

RT, PCR

reakcje wykonywano za pomoca wczesniej opisanych odczynnikéw

bufor hybrydyzacyjny:
50% formamid (Sigma-Aldrich)
cytrynian sodu (2xSSC)
50 mM NaH,;PO4/Na,HPO,; pH-7
1 mM EDTA (Sigma-Aldrich)
bufor maleinowy:
0,1 M kwas maleinowy (POC)
0, 15 M NaCl
pH- 7,5
roztwor pluczacy:
0,3% Tween 20 (Sigma) w buforze maleinowym
roztwor blokujacy:
1% Bloking Reagent (Boehringer Ingelheim)

0,1 M kwas maleinowy

zestaw do wykrywania znakowanych DIG kwasow nukleinowych:

DIG Nucleid Acid Detection Kit (Boehringer Ingelheim)

roztwor wykrywajacy:
0,1 M Tris-HcL 1 ml 1M
0,1 M NaCl 0,2 ml 5SM
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0,05M MgCl2 0,5 ml 1M do 10 ml wody destylowane;j
roztwor BCIP:
BCIP (Boehringer Ingelheim)

rozcienczone 1:50 w roztworze wykrywajacym

8. Metody immunohistochemiczne
TBS:

0.05M Tris Base
0,9% NaCl
pH 7,6
roztwor blokujacy peroksydaze (Peroxidized 1, Medical Biocare)
roztwor blokujacy (Terminator, Medical Biocare)
rozpuszczalnik pierwotnych przeciwciat (Van Gogh Yellow,
Medical Biocare)
przeciwcialo RV16-7 — Laboratorium Alergii i Immunologii Uniwersytetu Wisconsin w
Madison
przeciwciatlo EG2 (Pharmacia Diagnostics AB)
biotynylowane kozie przeciwciato przeciw-mysie IgG (Biotinylated goat anti-mouse IgG,
Medical Biocare)
kompleks streptawidyna-HRP (Streptavidin-HRP 250, Medical Biocare)
tetrachlorowodorek 3,3-diaminobenzydyny (DAB, Medical Biocare)

zielen metylowa (Methyl green counterstain, Medical Biocare)

9. Klonowanie
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen)

roztwor LB:

2 tabletki LB broth (Sigma-Aldrich)
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woda destylowana do 100 ml
50 ug/ml kanamycyny (Invitrogen)
podtoze do hodowli bakterii:
4 tabletki LB-agar (Sigma-Aldrich)
200 ml wody
50 ug/ml kanamycyny (Invitrogen)
X-gal (Invitrogen)
IPTG (Invitrogen)
Plazmid Miniprep (A&A Biotechnology)

ECORI (Invitrogen)

10. Sekwencjonowanie
BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)

Zel poliakrylamidowy:

4 ml 40% akrylamidu ACRYL/BIS 29:1 (Amresco),

14,4 g mocznika,

5 ml buforu TBE 10x,

20 ul TEMED (Amersham Pharmacia-Biotech),

200 pl 10% APS (Invitrogen) woda destylowana do 40 ml
Bufor TBE 10x:

121,1 g Tris

51,32 g boric acid

3,72 g EDTA
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