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Virus gripe je Ze dobro poznan po svoji edinstveni lastnosti, da povzroca periodi¢ne epidemije in
globalne pandemije tekom katerih se v eksplozivni obliki pojavijo akutna febrilna obolenja dihal
pri prebivalcih vseh starostnih skupin. Epidemi¢nemu Sirjenju virusa gripe sta pripisane dve
lastnosti. Prva je zmoznost njegovega pojava in kroZzenja v zivalskih rezervoarjih pri pticah in pri
svinjah s pomocjo genetskega reasortiranja ali z direktnim prenosom in nato s Sirjenjem na ljudi
v nepravilnih ¢asovnih presledkih. Druga je hitro in nepredvidljivo antigensko spreminjanje
pomembnih imunskih ciljev kadar se nastani v ¢loveku.

Visoka kuZnost virusa povzroca visoko stopnjo morbiditete kot tudi Ze dobro poznano umrljivost.
Gripa je zmozna oblikovati takSen potek dogodkov. Virus gripe kot povzrocitelj, ki je patogen in
krozi v populaciji ljudi, je za ¢loveka poznan najmanj od 16 stoletja (Cox & Kawaoka 1998).
Povzroca periodi¢ne epidemije febrilnih obolenj dihal v presledkih od 1 do 3 let. V vsakem stoletju
se je pojavilo nekaj pandemij, ki so se hitro Sirile in zajele vse dele sveta zaradi pojava novega
virusa proti kateremu celotna svetovna populacija ljudi ni imela imunitete. Znacilnost pandemij je
njihov pojav izven obicajne sezone, izjemno hiter prenos bolezni, obstoj so¢asnih epidemij po
celem svetu in visoka stopnja zbolevanja prebivalstva vseh starostnih skupin spremljana z visoko
umrljivostjo celo pri mlajsih odraslih zdravih osebah. Upostevajo¢ narascanje Stevila prebivalcev
sveta, mednarodni transport in turizem, grozece epidemije gripe pridobivajo potencial Se bolj
hitrega Sirjenja. Poglavje je namenjeno opisu patogeneze bolezni in boj virusa in imunskega
sistema zaradi boljSega razumevanja ozadja globalne groZznje epidemije.

Patogenost in virulenco virusa gripe dolo¢a ve¢ med seboj sodelujocih dejavnikov:

a. Dejavniki gostitelja:

o Prisotnost ciljnih receptorjev na celicah gostitelja

o Uporabnost encimov v celicah gostitelja, ki so bistveni za vstop virusa v celico in za
razmnozevanje virusa

o Stanje imunske sposobnosti posameznega gostitelja

o Specificna imunost proti specificnim virusnim epitopom v posameznem gostitelju in
v ciljni populaciji

o Zmoznost imunskega sistema, da ucinkovito obvlada razmnozevanje virusa, brez
da s svojim inflamatornim odgovorom povzroci kolateralne Skode za gostitelja

b. Dejavniki virusa:

o Zmoznost da se vezZe za celice gostitelja

o Zmoznost prenosa virusa

o Omejitev citopatogenih ucinkov tako, da doseze ustrezno ravnovesje med
razmnozZevanjem virusa in obvladovanjem s strani gostitelja

o Izogibanje imunskemu nadzoru z evolucijo antigenskih variacij, ki ga vodi selektivni
pritisk imunskega odgovora

o Izogibanje imunskemu nadzoru s pomocjo rekombiniranja z razli¢nimi sevi virusov,
ki izvirajo iz bolezni za katerimi zbolijo Zivali

o Prilagajanje imunskemu odgovoru tako, da zmanjsa ucinkovitost mehanizmov
obrambe gostitelja

Vstop virusa: Kako virus vstopi v gostitelja?

Prevladujoci nacin prenosa virusa gripe z osebe na osebo je z aerosola in kapljic. Torej
gripa vstopa v gostitelja skozi dihala. V pljucih ¢loveka obstaja okrog 300 milijonov
terminalnih vreck imenovanih alveoli, ki imajo nalogo izmenjave plinov med vdihnjenim



zrakom in krvjo. Celotni prostor za vsrkavanje v pljudih ¢loveka znasa od 80-120 m?.
Stopnja ventilacije pri pocivajocem cloveku znasSa okrog 6 litrov zraka na minuto. Ob tem
vdihne veliko Stevilo tujih delcev in razprsenih kapljic, ki lahko vsebujejo viruse. Odlaganje
tujih delcev je odvisno od njihove velikosti. Inhaliranje zelo majhnih delcev ne povzroca
vsrkavanja preko alveolov ali bronhialnega sistema. Majhne kapljice premera 1 do 4 pym se
usedejo v drobnih dihalnih poteh. Veliko vecji delci lahko ali pa sploh ne vstopijo v dihalni
sistem, ampak se odlagajo v zgornjih dihalih (Slika 1A).

Obstajajo Stevilni obrambni mehanizmi gostitelja, vkljuc¢ujo¢ mehanske ovire, ki ovirajo
okuzbo dihal. Dihala so pokrita z mukociliarno plastjo, ki se sestoji iz ciliarnih celic, iz celic,
ki izloCajo sluz in iz Zlez (Slika 1 B). Tuji delci v nosni votlini ali v zgornjih dihalih se ulovijo
v sluz, le-ta jih vraca nazaj v zrelo in se jih pogoltne. Iz spodnjih dihal tuje delce poganja
delovanje ciliarnih in epitelnih celic. V alveolih, ki nimajo cilije niti sluzi, so za unicenje
tujih delcev zadolZzeni makrofagi (Slika 1).
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Slika 1. Mesta vstopanja virusa gripe v dihala. (A) Anatomske in funkcijske strukture ¢lovekovih dihal. Gripa najprej okuZi zgornje
dihalne poti in ciliarne celice v bronhijih in v bronhiolah. Kliniéni sindrom okuzbe zajema traheitis, bronhitis, bronhiolitis in
bronhopnevmonijo. Adaptacijski imunski odgovor se zaéne v limfnih bezgavkah, ki so vzdolz dihalnih poti. (B) Epitel dihal je posebej
opremljen za obrambo pred nastopajo€imi patogeni s slojem sluzi (bronhiji), ciliarnih celic (bronhi in bronhioli) in z alveolarnimi makrofagi
(alveoli).

Vezanje za celice gostitelja

Glavna tarca virusa gripe so stebraste epitelne celice dihal. Celice so lahko obcutljive na
okuzbo, Ce je prisoten in delotvoren in funkcionalen receptor virusa. Torej determinante za
tropizem so virusni receptorji. Vendar je ta poenostavljeni model nezadosten za pojasnitev
virusnega tropizma, kajti razporejenost receptorjev pri gostitelju je splosno bolj razsirjena
kot je ugotovljeni virusni tropizem.

Pri okuZzbi z gripo, konec za vezavo receptorja virusnega hemaglutinina (HA) rabi za
vezavo na zunanji strani celice gostitelja prisotnost galaktoznega konca siali¢ne kisline
(Weis 1988). Doloceni deli povezovalnega konca HA pri razli¢nih podtipih virusa gripe so
zelo ohranjeni in nespremenljivi znotraj posameznih podtipov (Daniels 1984). Gostitelj
lahko prepreci pripenjanje virusa z razlicnimi mehanizmi: (1) specifi¢ni imunski odgovor in
izlo¢anje specificnih IgA protiteles, (2) nespecificni mehanizmi kot je mukociliarno Cis¢enje
ali izlo¢anje mukoproteinov, ki se vezejo na virusni hemaglutinin in (3) geneti¢no



spreminjanje gostiteljevega receptorja (siali¢na kislina), ki je visoko konzervativna-
nespremenljiva pri isti vrsti toda je razli¢cna med pti¢jimi in humanimi receptorji
(Matrosovich 2000). Rezultat tega je, da mora pticji virus mutirati hemaglutinin na koncu
za vezavo z receptorjem, da bi s tem prebil interspeciesno oviro med pticami in [judmi. Pri
svinjah je v tkivih prisoten socasni polimorfizem vrst sialicne kisline in vezave za galaktozo
za ljudi in za ptice. Zaradi tega je pri svinjah moZen pojav soCasne okuzbe s pti¢jim in s
humanim virusom gripe, kar omogoca genetsko reasortiranje antigenskih lastnosti obeh
vrst virusov v so¢asno okuzenih celicah. Nedavno so dokazali, da so se nekateri virusi
pti¢je gripe pri ¢loveku in pri pticah zmozni vezati za razli¢ne ciljne celice (Matrosovich
2004). To pojasnjuje ugotovitev vec primerov prenosa pticje gripe, ki so se pojavili od
konca 1990-tih direktno s perutnine na ljudi. Virus H5N1 in nekateri drugi podtipi virusa
gripe A so se zmozni vezati za receptorje v oesu Cloveka (Olofson 2005).

Enako kot je pomembna vezava virusa gripe je pomembna tudi njegova locitev od
veznega konca celice gostitelja. Locitev je funkcijska naloga virusne nevraminidaze (Chen
1998). Virulenca virusa gripe je odvisna od kompatibilnosti nevraminidaze s
hemaglutininom. Virulen¢ni virus, katerega hemaglutinin je mutiral, potrebuje
kompenzatorne mutacije pri nevraminidazi, da bi obdrzal svojo virulen¢nost (Baigent &
McCauley 2003, Hulse 2004). Kot posledica tega je bilo ugotovljeno pri virusih resistencnih
na inhibitorje nevraminidaze, da se jim je zmanjSala sposobnost in virulencnost (Yen
2005).

Kadar sta celi¢na ovojnica in virus tesno drug ob drugem, se ta kompleks endocistira. Z
importiranjem H* ionov v endocisti¢ne vrecke se ustvari kislost notranjosti vreck. Zaradi
kislosti virusni HA pretrpi prilagoditveno preurejanje, kar povzrodi izloCanje fusiogeni¢nega
proteina. Zaviti region HA postane Se bolj zavit, kar povzroca Se boljSe priblizanje virusne
in endosomske ovojnice tako, da je omogocena zdruZitev. Da se omogodi sproscanje
virusne RNA v citoplazmo, se skozi M2 ionske kanale v virionovo notranjost vérpavajo H*
ioni. To po zdruzitvi virusne in endosomske membrane povzroca disociiranje virusne RNA
iz M1 tako, da se prekinejo interakcije med M1 in ribonukleinskim kompleksom, ki so
obcCutljive na nizek pH. Nato se na ATP-odvisen nacin virusna RNA na importira v jedro, v
katerem bo opravljena transkripcija in translacija (Flint 2004).
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Slika 2: Replikacijski ciklus virusa influence A. Vezanje in vstop virusa, zdruzitev z endosomsko membrano in spro$¢anje virusne
RNA, razmnoZzevanje v jedru, sintetiziranje struktur in proteinov ovojnice, budding-poganjanje in sprostitev virionov zmoznih okuZziti
sosednje epitelne celice (Prilagojeno iz Cox & Kawaoka 1997)



Kje nastane primarna replikacija?

Za nastanek zrele virusne partikule je pogosto potrebna prisotnost celicne proteaze, ki
razcepi virusne proteine. Torej na mesto repliciranja virusa razen vstopnih receptorjev
lahko vplivajo Se dodatni dejavniki. Pri ¢loveku je replikacija virusa gripe v principu
omejena na epitelne celice zgornjih in spodnjih dihal. Razlog temu je omejenost izlocanja
serin proteaze, triptaze Clara, ki jo izlo¢ajo neciliarne Clara celice bronhialnega epitela.
Precis¢eni encim razcepi polipeptidno verigo HA prekursorja HO, ki je v ekstracelularnih
delcih in aktivira HA v virionih ter jim s tem povrne kuznost. Nekateri visoko virulencni
sevi pti¢je gripe vsebujejo genetske vstavke na razcepitvenem koncu HA, kar omogoca
obdelovanje z vseprisotnimi proteazami. To verjetno povzroca spremembo tropizma in
dodatne druge lokacije za repliciranje pri zivalih in pri ¢loveku (Gamblin 2004). Tkivni
tropizem ptic¢je gripe (H5N1) pri ¢loveku ni popolnoma razjasnjen. V enem primeru je bila
s pomocjo reakcije reverzne transkripcije polimerazne verige ugotovljena prisotnost
virusne RNA v pljucih, v ¢revesju in v vranici. Toda pozitivno zvita virusna RNA, ki kaze na
replikacijo virusa, je bila omejena izklju¢no na pljuca in Crevesje (Uiprasertkul 2005).
Torej je replikacija virusa H5N1 pri ¢loveku verjetno omejena na respiratorni in na
digestivni trakt, za razliko od dokumentiranih diseminiranih okuzb pri drugih sesalcih in pri
pticah.

Kako se okuzba Siri v gostitelju?

Kadar gripa ucinkovito okuzi respiratorne epitelne celice se v nekaj urah virus zacne
razmnozevati in nastanejo Stevilni virioni. Kuzni delci se prednostno sprosc¢ajo z apikalnega
konca plazma membrane epitelnih celic v dihalne poti s pomocjo procesa imenovanega
budding-poganjanje. S tem se pospesi hitro Sirjenje virusa znotraj plju¢ zaradi hitrega
prenosa okuzbe na sosednje celice.

Spremembe na pripenjalnem koncu HA zaradi naravno ponavljajo¢ih se mutantov lahko
dramati¢no vpliva na tropizem in na patogenost gripe. To je mozno ugotoviti po ostalih
celi¢nih proteazah. S tem lahko obrazloZzimo dejstvo, da so Stevilni s pti¢jo gripo (H5N1)
okuzeni posamezniki v Hong Kongu imeli gastrointestinalne, simptome s strani jeter in
ledvic, kot tudi respiratorne simptome, in zakaj so bili virusi, ki so izvirali iz teh bolnikov
nevirulencni za misi (Park 2002). Ostalo je nepojasnjeno ali so simptomi rezultat
hematogene Siritve ali pa odrazajo neplju¢ne nacine vstopa virusa v gostitelja. Vendar
pantropi¢no naravo gripe lahko delno pojasnjuje mutiranje NA. Npr. laboratorijsko dobljen
sev WSN/33 gripe, ki je varianta prvega humanega virusa doslej izoliranega, se za razliko
od vecine humanih sevov gripe lahko razmnoZzuje in vitro brez prisotnosti in brez
dodajanja tripsina. V tem virusu omejena delecija, ki odstrani glikolizacijski konec na
rezidui 46 NA omogoca nevraminidazi, da se veze in da sekvestira plazminogen. To
povzrodi viSjo lokalno koncentracijo tega prekursorja ubikvitarne proteaze in s tem poveca
cepljivost HA. To kaze na nacine s pomocjo katerih virusi gripe A in mogoce drugi virusi
lahko postanejo visoko patogeni za ljudi (Goto & Kawaoka 1998). Raziskave genetsko
rekonstruirnega pandemicnega seva virusa Spanske gripe iz |. 1918 (H1N1) so odkrile
dodatne mehanizme za z NA-posredovano razcepitev HA, ki so mogoce pomembni za
razmnozevanje in za virulenc¢nost tega virusa (Tumpey 2005).

Koncno so raziskave na zivalih pokazale, da mesto inokulacije lahko dolo¢a pot-nacin
sirjenja virusa gripe v gostitelju. Npr., nevrotropni NWS sev se razseje v mozgane s
hematogenim Sirjenjem, kadar se ga inokulira intraperitonealno, toda v centralno Zivéevje
dospe preko senzornih nevronov kadar virus inokuliramo skozi nos (Flint 2004). Zadnji
nacin je dokazan tudi za virus H5N1 Hong Kong (Park 2002).

Kaksen je zacetni odgovor gostitelja?

Ceprav je bolezen pogosta, $e vedno pri gripi ¢loveka niso popolnoma znani nacini
specificnega inflamatornega odgovora ali regulacija imunskega odgovora niti patogeneza
citopatoloskih ucinkov. Vecina dejstev je dobljenih na raziskavah na Zivalih, pri katerih je
pti¢ja gripa razSirjena bolezen. Patofiziologija takSnih modelov se lahko zelo razlikuje od
patofiziologije pri ¢loveku.



Citokini in vrocina

Glavno vprasanje je, kako okuzba, ki je v bistvu omejena na respiratorni trakt, lahko
povzrocCi takSne teZke sploSne simptome. Kot je to pri Stevilnih drugih nalezljivih boleznih
gre se za nespecifi¢ni in adaptacijski imunski odgovor, ki bistveno prispeva h klinicnim
znakom in simptomom gripe in kon¢no k obvladovanju okuzbe. Imunski mehanizmi lahko
povzrocijo lokalne kot tudi sistemske ucinke. Citokini, ki jih po okuzbi hitro izlo¢ajo
epitelne in imunske celice respiratorne sluznice, so lokalni hormoni, ki aktivirajo celice
posebej pa celice znotraj imunskega sistema. Kemokini so podskupina citokinov, ki
delujejo kot kemoatraktanti za celice imunskega sistema. Npr. okuzba za gripo pri
Clovekovih plazmocitnih in pri mieloidnih dendriti¢nih celicah povzroca program izlo¢anja
kemokinov, ki omogoca koordinirani priklic razli¢nih imunskih dejavnikov (Piqueras 2005,
Schmitz 2005). Najbolj pomembni citokini sluzijo kot endogeni pirogeni in so vkljuceni v

patogenezo vrodice: IL-1a/B, TNF a/B, IL-6, interferon (IFN) a/y, IL-8 ter makrofagni

inflamatorni protein (MIP)-1a.

Prisotnost vecine teh citokinov je bila ugotovljena v nosno- Zrelnih brisih ljudi, ki so bili
okuzeni za gripo eksperimentalno ali po naravni poti (Brydon 2005). Obstaja mnenje, da
citokini, ki nastanejo lokalno ali sistemsko po interakciji z eksogenimi pirogeni (npr. gripa)
v centralno ZivCevije prispejo skupaj s fagociti. V hipotalamusu je del imenovan Organum
vasculosum laminae terminalis, ki ima znizano krvno-mozgansko bariero in omogoca
prehod pirogenov. Na tem mestu pirogeni na od doze odvisen nacin povzrocajo produkcijo
prostaglandinov, posebej pa prostaglandina E,. Ti mediatorji poviSajo termostatsko tocko
in sprozijo termoregulacijske mehanizme, da se poveca telesna temperatura. Dejstvo, da
nobeden od zgoraj omenjenih citokinov pri gripi ni v korelaciji s teZzo bolezni, kaze v prid
njihovi pleiotropiji in navskriznosti med potmi signalov.

Pomembnost citokinov je razlicna pri razli¢nih sevih virusa gripe in je razli¢na pri
posameznikih. Pri okuzbi za gripo s sevom H5N1 Hong Kong H5N1 iz I. 1997 so predlagali,
da ta povzrocitelj povzro¢a mocno proinflamatorne citokine (posebej TNFa) s pomocjo
produktov NS gena (Cheung 2002, Lipatov 2005, Chan 2005). Pri raziskovanju in
identificiranju ostalih komponent viriona, ki povzrocajo sproscanje citokinov je bilo
ugotovljeno, da je dvojno zasukana (ds) RNA, izolirana iz plju¢ misi kot tudi sintetizirana,
pirogena, kadar se jo vbrizga v CNS ventrikel misi. TakSno dsRNA sproscajo okuZene celice
ob njihovem umiranju in na ta nacin stimulirajo produkcijo citokinov. Nedavne Studije
kazejo, da se v epitelnih celicah plju¢ ustvarja Toll-like receptor (TLR) 3, ki zaznava
dsRNA. Ugotovljeno je, da TLR3 neposredno prispeva k imunskem odgovoru respiratornih
epitelnih celic (Guillot 2005, Akira & Takeda 2004). Verjetno je, da je zaCenjanje
naravnega imunskega odgovora proti gripi pri ¢loveku odvisno od zaznavanja enojno
zasukane-zvite RNA, preko TLR 8, ne pa preko detekcije dsDNA s TLR 3. Vrocino lahko
povzrocijo tudi virusni delci kot virosomi brez RNA, ki vsebujejo le virusni lipid,
hemaglutinin in nevraminidazo. Posamezne virusne komponente, ki niso pirogene verjetno
pojasnjujejo dejstvo, da cepivo iz celotnega virusa lahko povzrodi gripi podobne simptome,
medtem, ko cepiva iz podenot tega ne povzrocajo (Brydon 2005).

Respiratorni simptomi

Pri gripi so obicajni pojav hiperreaktivnost bronhialnega sistema (Utell 1980, Little 1978),
obstrukcija v glavnem drobnih respiratornih poti (Hall 1976) in poslabsana zmoZnost
difuzije (Horner 1973). Hiperreaktivnost in obstrukcija bronhijev lahko traja dlje Casa
posebej pri alergijskih boleznih (Kondo & Abe 1991) in imajo kot izid nastajanje pro-
inflamacijskega citokinskega profila, ki moti zmozZnost nastajanja tolerance na
aerosolizirane alergene (Tsitoura 2000).

Pri okuzbi s humano gripo je zelo redek pojav tezke inflamacije alveol, ki se kaze kot
primarna virusna plju¢nica. Obicajno se kaze kot razsirjeno vnetje spodnjega in zgornjega
respiratornega trakta, z izgubljanjem ciliarnih celic, kar vodi k nastajanju hiperemicnih ali
hialinskih membran in infiltracijo z nevtrofilnimi in z mononuklearnimi celicami (Yeldandi &
Colby 1994).



Za razliko od primarne virusne pljucnice je pri humani gripi pogosta bakterijska
superinfekcija, ki povzro¢a resno obolevnost in umrljivost v glavnem pri starejsih odraslih
osebah. Ugotovljenih je bilo vec dejavnikov, ki bi lahko pojasnili povecano tveganje za
nastanek bakterijske okuzbe respiratornega trakta. Mednje sodijo poskodovanost
kolumnarnin epitelnih celic s prekinitvijo epitelno celi¢ne ovire (Mori 1995), zmanjsano
mukociliarno ¢is¢enje (Levandovsi 1985), povecanje adherence bakterij (McCullers 2002)
in funkcijska poskodba nevtrofilov (Abramson 1986, Cassidy 1988).

Citopatoloski ucinki

Humana gripa vodi k istovrstnim citopatoloskim ucinkom, ki so ve¢inoma na kolumnarnih
epitelnih celicah dihal, kar rezultira z nastankom akutne bolezni pljuc in dihalnih poti.
Okuzba in razmnozZevanje virusov gripe v celicah dihal povzroca poskodbo, ki jo povzroci
zmanjsana regulacija sinteze proteinov v celicah gostiteljic (Katze 1986, Sanz-Esquerro
1995) in apoptoza (Wiley 2001a). Apoptoza, ki je imenovana programirano unicenje
celice, je serija definiranih celi¢nih dogodkov, ki ima na koncu za izid ucinkovito
odstranjevanje celice in njene vsebine. Apoptozo lahko sprozijo razli¢ni mehanizmi,
spremljajo jo morfoloSke spremembe, vkljucujoC prekinitev citoskeletona, kondenziranj
plazme in kromatina, izguba mitohondrijske funkcije, fragmentiranje DNA in konc¢no
oblikovanje majhnih z membrano ovitih delcev, znanih kot apoptotska telesca, ki jih
pocistijo fagocitarne celice kot so makrofagi in dendriti¢ne celice.

Apoptozo, ki jo sprozi virus gripe, uravnavajo Fas-posredovani mehanizmi in Fas-neodvisni
signali, kot je s protein kinazo R (PKR) tvorba kompleksa FADD/caspase-8, ki zacenja
kaskado caspase. PKR je klju¢na regulacijska sestavina Stevilnih apoptoti¢nih poti in jo
sproza IFN, aktivira pa jo dsDNA (Brydon 2005). Kot tretjo pot k apoptozi gripa prek
virusne nevraminidaze aktivira transformacijski faktor rasti (TGF)-. NA lahko aktivira
latentni TGF-B na povrsSju celice tako, da olajsuje prehod TGF-B v njegovo aktivno obliko.
TGF-B zacenja signalno kaskado, kar povzroca aktiviranje c-Jun N-terminalne kinaze (JNK)
ali s stresom aktivirane protein kinaze (SAPK). Rezultat je aktiviranje faktorjev
transkripcije in povecanje nastajanja pro-apoptoticnega gena. Ta pot, skupaj z ucinki na
stabilnost majhnega proteina na mitohondrijski membrani, ki ga kodira alternativni +1
reading okvir v proteinu PB1 (Chen 2001), je bila povezana z apoptozo limfocitov in lahko
pojasnjuje limfopenijo ugotovljeno tekom akutne okuzbe.

Poskodba tkiva pljué, ki nastane z okuzbo z virusom gripe, je povezana z oksidativnim
stresom celic, z nastajanjem reaktivnih vrst kisika (ROS) in s sprozitvijo sintetaze-2
dusikovega oksida , ki vodi k formiranju toksi¢nih reaktivnih dusikovih intermediatov.
Vendar so antioksidanti imeli majhen ucinek na apoptozo v linijah bronhiolarnih celic in
vitro.

Simptomi H5N1 okuzb

Pti¢ja gripa je nalezljiva bolezen ptic, ki jo povzrocajo sevi virusa gripe tipa A. Do sedaj so
bile vse epidemije visoko patogene oblike povzrocene z virusi gripe A podtipov H5 in H7.
Za sedaj ni znano ali ima pti¢ja gripa pri ljudeh (H5N1) enake citopatogene ucinke, kot so
ze omenjeni ucinki. Izvedenih je bilo le nekaj raziskav na tezkih ali na smrtnih primerih.
Mozna je brez simptomna oblika ali oblika bolezni z blagimi bolezenskimi simptomi
(Buxton Bridges 2000, Katz 1999). Incidenca taksne oblike je podcenjena.

Najpogostejsi zacetni simptomi gripe H5N1 pri ¢loveku so visoka vrocina in pri pacientih, ki
so se obrnili za pomo¢ v bolniSnico, pljucnica, faringitis, simptomi s strani prebauvil,
konjunktivitis in akutni encefalitis (Yuen 1998, Tran 2004, Yuen & Wong 2005). Pri
odraslih pacientih, ki so imeli zacetne znake pljucnice je bolezen pogosto napredovala v
ARDS-podobno bolezen. Pri smrtnih primerih H5SN1-gripe, so kot vodilo opisali reaktivni
hemofagocitni sindrom. Opisane plju¢ne tezave so organizirana difuzna poskodba alveol in
intersticijska fibroza. Od izven plju¢nih manifestacij so opisani obsezna centralno lobularna
nekroza jeter, akutna tubularna nekroza ledvic in limfoidna deplecija (To 2001). Prisotnost
virusov v spremembah niso dokazali z izolacijo, z reakcijo verige reverzne transkriptivhe
polimeraze niti z imunskim barvanjem. Povecani so solubilni interleukin-2 receptoriji,
interleukin-6 in interferon-gamma. Poleg tega je v pljucnih tkivih pri drugih osebah



zbolelih za gripo H5N1, ugotovljena prisotnost dejavnik tumorne nekroze alfa mRNA
(Uiprasertkul 2005).

V primerjav s humanimi virusi HIN1 (Hayden 1998) je za sev Hong Kong H5N1 iz |. 1997
ugotovljeno, da mogoce s produkti NS gena sprozi pro-inflamatorne citokine, vkljucujoc
IL-10, IFNB, RANTES, IL-6 ter posebej TNFa (Cheung 2002, Lipatov 2005, Chan 2005).
Avtoriji teh studij so postavili hipotezo, da pri smrtnih okuzbah ljudi s pti¢jim H5N1
podtipom zadetno razmnoZevanje virusa sprozi hipercitokinemijo, ki jo zaplete reaktivni
kemofagocitni sindrom. Ta sindrom ima pri okuzbi z obi¢ajnimi humanimi podtipi
patogenezo, ki je razlicna pri okuzbi s pti¢jim podtipom H5N1 (To 2001). Pri primerih
okuzbe s pti¢jim H5N1 s smrtnim izidom ni bila ugotovljena bakterijska superinfekcija (To
2001). Ta ugotovitev utegne biti pristranska zaradi zgodnjega smrtnega izida pri najtezjih
zbolelih, ker ni bilo ¢asa za razvoj superinfekcije.

Kako se gripa prenasa na druge?

Prenos po respiratorni poti je predvsem odvisen od produkcije delcev in aerosola, Ki
vsebujejo viruse. Aerosoli nastanejo tekom govora in pri normalnem dihanju. Za izlo¢anje
iz nosne votline je potrebno kihanje in je zelo ucinkovito, ¢e okuzba povzroca sekrecijo iz
nosu. S kihanjem nastane do 20.000 kapljic, s kasljanjem le nekaj sto. Najvecje kapljice
padejo na tla Ze po nekaj metrih. Ostale kapljice potujejo na razdalje, ki so sorazmerne
njihovi velikosti. Kapljice premera 1-4 ym lahko ostanejo suspendirane v zraku dolgo Casa
in prispejo v spodnja dihala. Ekperimenti prenosa gripe pri prostovoljcih so pokazali, da je
bronhialna inhalacija majhnih kapljic prednostna, v primerjavi z inokulacijo velikih kapljic v
zgornja dihala ali v konjunktivo (Alford 1966, Little 1979, Bridges 2003). Ce se virus za¢ne
razmnozevati zgodaj, v spodnjih dihalih nastajajo manjse kapljice, ki vsebujejo vecdje
Stevilo virusov in so bolj kuzne, kajti ni se Se vzpostavil specifi¢ni imunski nadzor. Prenos
H5N1 z Zivali na ¢loveka je mogoc¢ na razlicne nacine z direktnim (kot z indirektnim)
kontaktom z okuzeno perutnino.

Za nastanek epidemije gripe A je nujna visoka stopnja obolevnosti. Zaradi tega epidemije
v zimskem obdobju v Evropi in v severni Ameriki pojasnjujejo s tesnejsimi stiki in z
bivanjem ljudi v manj prezracevanih prostorih. Virus gripe je zelo dobro prilagojen: iz
neznanih razlogov je zmoZen najbolje preziveti na nizji relativni vlaznosti in na nizjih
zunanjih temperaturah (Hemmes 1960). Pti¢ja gripa (H5N1) utegne biti manj prilagojena
na prenos s kapljicami: ikubacijska doba je daljSa (Chotpitayasunondh 2005), kar
povzroca v epidemiji teoreticno manj soCasni zacetek pojava bolezni pri Stevilnih osebah.
Razmnozevanje v Crevesju in prebavni simptomi se pojavijo prej kot respiratorni, celo do
teden dni prej (Apisarnthanarak 2004), kar omogoca zacenjanje specificnega imunskega
odgovora preden se virus zacne Siriti s kuznimi kapljicami. Posledica tega je, da je
razmnozevanje virusa pti¢je gripe manjSe v nazofarinksu kot je to pri humani gripi (Peiris
2004), toda razmnozevanje je podaljSano (Beigel 2005). Do sedaj je prenos HSN1 med
ljudmi redek (Buxton Bridges 2000, Ungchusak 2005) in bi rekli, da je neucinkovit. V
zakljucCku virus pti¢je gripe (H5N1) verjetno zahteva vec pasaz-prehodov, da bo zmozen
prenosa s ¢loveka na Cloveka in da kon¢no doseze stopnjo kuznosti, ki bo dovolj
ucinkovita, da povzroci epidemijo ali pandemijo.

Imunologija

Gripa povzroca akutno okuzbo gostitelja in sprozi kaskado imunskih reakcij, ki aktivirajo
skoraj vse dele sistema imunske obrambe. Vecina zacetnega prirojenega odgovora
vkljuCuje sproscanje citokina (IFNa/B), dotok nevtrofilnih granulocitov ali naravnih celic
ubijalk (Mandelboim 2001, Achdount 2003) ter aktiviranje celic, kar je odgovorno za
akutni pojav klini¢nih simptomov. Naravna imuniteta - odpornost je bistveni predpogoj za
adaptacijski imunski odgovor. Prvi¢ omejuje zacetno razmnoZevanje virusa in breme
antigenov. Drugic aktivira za antigen specifi¢ne limfocite iz adaptivhega imunskega
odgovora z molekulami, ki so nastale na celicah naravne imunosti tekom njihove
interakcije z virusi (Slika 3). Virusi, da bi nasprotovali in premagali celi¢ni odgovor z IFN
a/B, sprozijo mehanizme za ustvarjanje nestrukturnega proteina 1 (NS1). NS1 je verjetno



sekvester virusne dsRNA, ki celi¢nim senzorjem preprecuje prepoznavo nevarne molekule
in s tem tudi sprozitev sproscanja IFN a/B (Garcia-Sastre 1998, Garcia-Sastre 2005).

Za nastajanje adaptivnega imunskega odgovora je potrebno nekaj dni. Tedaj zacne
ucinkovati tako, da pomaga v brzdanju Sirjenja virusa, eradicira virus in na koncu ustvari
spominski odgovor za dolgoro¢no odpornost na ponovne okuzbe s homolognim virusom.
Le redko je ugotovljena navzkrizna zascita znotraj podtipov virusov gripe. Okuzbe v bistvu
ne povzrocCajo nobene zascite po podtipih ali med tipi A in B (Treanor 2005). Okuzba za
gripo sprozi nastajanje sistemskih in lokalnih protiteles (humoralna imunost), kot tudi
odgovor s citotoksi¢nimi T celicami (celi¢na imuniteta). Vsaka od njih je pomembna za
ozdravitev od akutne bolezni in za odpornost na ponovne okuzbe.
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Slika 3. Humoralni in s celicami posredovani imunski odgovor na okuzbo z virusom gripe. Humoralna veja imunskega sistema se
sestoji iz B-limfocitov (levo), ki po se interakciji z gripo diferencirajo v plazma celice-plazmatke, ki izlo€ajo protitelesa. Celi¢ni odgovor
(desna) se zacenja s predstavitvijo antigena prek MHC | (€rna) in Il (modra) molekul iz dendriti€nih celic, ki nato povzroca aktivacijo,
proliferacijo in diferenciranje antigen-specificnih T celic (CD4 ali CD8). Te celice pridobijo funkcijo efektorskih celic, da lahko direktno
pomagajo pri spros¢anju citokinov ali da posredujejo citotoksiéno po prepoznavi antigena (Prirejeno iz Flint 2004). Ni prikazano nastajanje
celicnega spominskega imunskega odgovora in razli¢ne oblike naravne imunitete povzro¢ene z gripo.



Humoralni imunski odgovor

Protitelesa (npr. IgG, IgA) izloCajo plazma celice-plazmatke, kar je finalna faza razvoja B
celic. V tej fazi so B celice prepoznale antigen, so bile stimulirane s strani CD4 T celic in iz
T celic izvirajocih citokinov (Slika 3). Za razliko od T celic so B celice zmoZne prepoznati
antigen v njegovi naravni obliki. Specificnost antigena izvira iz naklju¢nih preurejanj
genov, ki upravljajo s hipervariabilnim regionom imunoglobulinov v celicah medtem, ko so
Se v kostnem mozgu. NeizkuSene B celice nato vstopajo v cirkulacijo in s krvjo in z
limfotokom potujejo skozi tkiva in limfoidne organe. V limfnih bezgavkah neizkusene B
celice prepoznajo isto izvoren antigen preko protiteles, ki so na zunanjosti celic, se
aktivirajo in preidejo iz proizvajanja IgM na proizvajanje IgG (klasni preklop). Ob tem se
jim poveca njihova imunoglobulinska specificnost in afiniteta ter se preoblikujejo v
plazmatke ali v spominske B celice s svojo delitvijo v prisotnosti citokinov. Imunoglobulini
IgA se transportirajo skozi sluzni¢ni epitel zgornjih dihal, kjer sluzijo za nevtraliziranje in
Cistijo virusno okuzbo. Imunoglobulini IgG so prvenstveno odgovorni za zascito spodnjih
dihal (Palladino 1995, Renegar 2004).

Okuzba za gripo kot izid povzroca sistemsko produkcijo protiteles proti gripinim
glikoproteinom HA in NA kot tudi proti M in NP proteinom. Npr., HA specificni
imunoglobulini vkljucujo¢ IgM, IgA in IgG se pojavijo znotraj 2 tednov po inokulaciji
virusa. Razvoj anti-NA je vzporeden razvoju protiteles, ki inhibirajo hemaglutinin-
inhibitorna protitelesa. Vrhunec titrov protiteles nastane med 4-7 tedni po okuzbi in se
nato postopoma zmanjsujejo. Protitelesa je mozno ugotoviti Se leta po okuzbi, celo Ce ni
ponovne okuzbe. Protitelesa poti HA Scitijo pred zbolevenjem in pred okuzbo s
homolognim virusom in eden od glavnih ciljev imunizacije s cepivom je ustvarjanje
nevtralizacijskih protiteles. Pred okuzbo S¢itijo serumska HA inhibitorna protitelesa v titru
1:40 ali visjem, ali pa serumska nevtralizacijska protitelesa v titru 1:8 ali viSjem. Za
popolno zascito starejsih oseb je potreben visji nivo protiteles (Treanor 2005).

Za razliko od protiteles proti HA protitelesa proti NA ne nevtralizirajo kuznosti virusa,
namesto tega zmanjsujejo ucinkovito sproscanje virusa iz okuzenih celic (Johansson
1989). Razlog za to je, da neuraminidaza razcepi rezidue sialicne kisline na celi¢nih
receptorjih, na katere se prejmejo novo oblikovani delci. Protitelesa proti NA lahko Scitijo
pred boleznijo, rezultat njihovega delovanja je zmanjSanje izlo¢anja virusa in resnosti
simptomov bolezni. Podobne ucinke naj bi imela protitelesa proti M2 proteinu virusa gripe
A, Ceprav splosno protitelesa proti notranjim antigenom niso nevtralizacijska, bolj hitro
izginejo in verjetno nimajo vloge v zascitni imunosti.

Imunski odgovor sluznice proti gripi so merili v sekreciji iz nosu. Odgovor je znacilen po
prisotnosti IgA in IgG; proti HA. Nivoji sluzni¢nih anti-HA IgG so v dobri korelaciji z nivoji
imunoglobulinov v serumu, kar kaze na pasivno pronicanje iz sistemskih predelov.
Imunoglobulini IgA nastajajo lokalno. Raziskave kazejo, da je odpornost pred ponovno
okuzbo v glavnem posredovana z lokalno nastalimi HA specificnimi IgA, Ceprav bi enako
tako lahko bili pomembni tudi IgG (Renegar 2004). Ne glede na to ali protitelesa izvirajo iz
sluznic ali pa so sistemska, Ce so v zadostnih koncentracijah, so sama zmozna Scititi.
Optimalna zascita nastane takrat, ko so prisotna obojna serumska in protitelesa iz nosne
sluznice (Treanor 2005). V imuniteti proti gripi protitelesa delujejo z nevtralizacijo virusa
ali pa z unicevanjem okuzenih celic preko celi¢ne toksi¢nosti sprozene s sistemom
komplementa ali s protitelesi.

Gostitelji, ki prezivijo akutno virusno okuzbo in se znebijo virusa, so na sploh imuni na
okuzbe z istim virusom. Ne glede na to se akutne okuzbe, ki jih povzroca virus gripe
ponovno pojavljajo klub aktivni imunski oviri. Razlog je v tem, da gripa igra strukturno
plasti¢nost tako, da je zmoZna v svojih strukturnih proteinih prestati stevilne zamenjave
aminokislin, brez da se ji zmanjsa infektivnost. Kot primer molekul HA za vezavo z
receptorjem s siali¢no kislino, ki je odgovoren za vstop virusa v ciljno celico, je tudi glavna
tarCa za nevtralizacijska protitelesa in za citotoksi¢ne T-limfocite. To kaZze na neprekinjeni
imunoloski pritisk. Ta imunska selekcija ali pestrost, ki nastaja iz popravljanja napak rahlo
variira HA v Casu. Te variacije omogocajo, da se virus izogne humanemu imunskem
odgovoru (antigenski drift). Te spremembe so razlog za vsakoletno epidemicno Sirjenje
gripe in za potrebe po oblikovanju in izdelovanju novega cepiva za vsakoletno epidemijo.



Nasprotno temu je antigenski Sift velika sprememba zunanjih proteinov viriona, kajti geni
programirajo popolnoma nove zunanje proteine. To je lahko povzroceno z rekombinacijo
ali z reasortiranjem genoma ali segmentov genoma. Antigenski drift je mozen vsakic,
kadar se genomi replicirajo. Nasprotno temu se antigenski Sift pojavi le pod dolocenimi
okolis¢inami, kar je relativno redko in je verjetni razlog za pojav pandemij.

Celi¢ni imunski odgovor

Dendriti¢ne celice imajo dokazano centralno vlogo pri zaCenjanju in v vodenju odgovora s
T-limfociti. Dendriti¢ne celice so raztreseno razporejena migratorna skupina levkocitov, ki
izvirajo iz kostnega mozga. Specializirane so za razumevanje, transportiranje, obdelovanje
in za predstavitev antigenov T-celicam (Slika 3). Osnovni vzorec je, da dendriticne celice,
ki so namescene v pljucih pridobijo napadalski patogen. Ob tem se aktivirajo in potem
potujejo v lokalne drenazne limfne bezgavke (Legge & Braciale 2003). Vzorec antigena se
predela in se ga pritrdi na zunanjost dendriti¢nih celic v obliki peptidov, ki se predstavijo s
pomocdjo glavnih kompleksnih histokompatibilnih molekul (MHC) (Silver 1992). V limfnih
bezgavkah sedaj Ze zrele dendriti¢ne celice ucinkovito sprozijo odgovor s katerokoli od T-
celic, ki ima receptor specifien za tuji-peptidni-MHC kompleks na zunanjosti dendriti¢ne
celice (Shortman & Liu 2002). Notranje antigene iz okuzbe z virusom dendriticne celice
obdelajo in jih na MHC I molekulah prestavijo CD8 T celicam. Zunanje antigene
predstavijo preko MHC II molekul CD4 T limfocitom. Druga moznost je, da dendriticne
celice pridobljene antigene iz okuZenih celic lahko predstavijo z dojemanjem ali s
transferom sosednjim dendriticnim celicam v limfni bezgavki, ki potem za¢ne odgovor CD8
T celic s procesom imenovanim stanska predstavitev (Belz 2004, Heath 2004, Wilson
2006). Novo aktivirane T celice pridobijo funkcijo efektornih celic in migrirajo na mesto
okuzbe v pljucih in tam posredujejo svoje protivirusne dejavnosti (Slika 3).

Po ozdravitvi po okuZzbi so posledice na stanje imunoloskega spomina taksne, da je
posameznik zmozen boljSe obvladati bodoCo okuzbo z istim patogenom (Ahmed & Gray
1996). Spomin ohranjajo antigensko specifi¢ne T celice, ki so sedaj v poveCanem Stevilu,
kar zmanjSuje potrebo po socasnih stimulacijskih signalih, kot je to pri naivnih T celicah.
Te se hitro odzivajo na ponovno antigensko stimulacijo (Woodland & Scott 2005).
Obstajajo tudi dokazila v prid kopicenja za lokacijo za gripo specificnih CD8 spominskih

T celic. Te se kopicijo v pljucih ¢loveka zaradi takojSnje imunoloske zascite pred ponovno
okuzbo pljuc (de Bree 2005, Wiley 2001b). Tekom okuzbe za gripo reagirata obe
podskupini spominskih T celic CD4 in CD8, da bodo posredovale v obvladovanju ponovne
okuzbe z virusom gripe, kar je ravno obratno dogajanjem pri primarni okuzbi, kadar je
kréenje odvisno le od CD8 T limfocitov (Woodland 2003).

Drugi pomemben pojav, ki ga je potrebno poudariti pri okuzbi za gripo je, da CD4

T limfociti pomagajo B limfocitom, da proizvajajo protitelesa anti-HA in anti-NA (Slika 3).
Epitopi na HA, ki jih prepoznajo CD4 T pomagalke, se razlikujejo od epitopov, ki jih
prepoznavajo protitelesa. T celice pomagalke (Th) so zmozZne tudi pospesevanja
generiranja virus specificnih CD8 citotoksi¢nih T limfocitov. Te celice se lahko naprej
porazdelijo na najmanj Thl in Th2 celice, kar je odvisno od vrste citokinov, ki jih
proizvajajo. Pri misih okuzba za gripo povzro¢a mocen odgovor Thil, toda v pljucih
okuzenih zivali so bili ugotovljeni tudi Th2 citokini (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10). Nekatera
dokazila so, da je zascitna imuniteta posredovana z odgovori podobnih Th1. Pri okuzbi z
gripo CD8 citotoksi¢ni T limfociti (CTL) prepoznavajo epitope iz HA ali pa notranje proteine
M, NP, ali PB2, ki so predstavljeni na molekulah MHC klase I (Treanor 2005). Odvisno od
njihove antigenske specificnosti so CTL celice lahko podtip specifi¢ne ali pa v primeru, da
prepoznajo notranje antigene so Siroko navzkrizno reaktivne z gripo A. Preizkusi na Zzivalih
z uporabo posvojenega trasferja CTLjev so tekom okuzbe razkrili njihovo proliferiranje in
migratorne vzorce (Lawrence & Braciale 2004, Lawrence 2005) ter njihov potencial za
posredovanje ozdravitve okuzbe z gripo. Vendar za obvladovanje gripe niso brezpogojno
nujni.

T limfocitni odgovori so pri ¢loveku na visku okrog 14 dni po okuzbi. Nivoji za gripo
specifi¢nih CTL-ov korelirajo z zmanjSevanjem trajanja in nivojem razmnozevanja virusa
pri odraslih. Spominske CD8 T celice imajo vlogo v izboljSanju ostrosti bolezni in v



pospesevanju pozdravitve pri reinfekciji. Nedavne raziskave na zivalih kazejo, da se
ponovni odgovor v pljucih sestoji iz ve€ locljivih faz, ki so ¢asovno in anatomsko lo¢ene.
Prva faza je ta, ki jo posredujejo spominske T celice, ki stalno bivajo v plju¢nih zracnih
poteh (Woodland & Radall 2004). Pomembno je, da so se te celice zmozne odzvati na prve
znake okuzbe, kadar je Stevilo virusov Se majhno. Ker se niso zmozne razmnozevati zaradi
omejitev v okolju zracnih poti, so zmozne izdelovati citokine, ki omejijo razmnozevanje
virusa in njegovo Sirjenje v epitel. Druga faza reagiranja je posredovana s T celicami, ki se
hitro kopicijo v dihalnih poteh Ze v prvih nekaj dneh reagiranja. Tretja faza je z antigeni
vodena ekspanzija spominskih T celic, ki nastanejo v sekundarnih limfnih organih. Te
spominske celice se razmnozujejo v limfnih organih vec¢ dni in se v pljucne zra¢ne poti
nabirajo po 5 dnevih od okuzbe (Woodland & Randall 2004). Ni znano ali je sestavljene
modele nastale v eksperimetih na Zivalih mozno uporabiti na ljudeh. Vendar je to bistveno
za boljSe razumevanje vrste imunskih odgovorov in generiranja ter obstoja ucinkovitega
reagiranja T celic tekom okuzbe za gripo v cilju izboljSanja bodocih postopkov cepljenja in
oblikovanja cepiv proti gripi.

Zakljuek

Spoznali smo se z na¢inom povzrocanja akutnega febrilnega obolenja dihal povzrocenega z
virusom gripe. Patogenezo zaznamuje hitro razmnoZevanje in Sirjenje virusa v pljucih, kar
povzroca lokalno in sistemsko vnetje in sprosc¢anje citokinov. Ti dogodki skupaj z
adaptacijskim imunskim odgovorom pomagajo v zmanjSevanju Stevila virusov, eliminiranju
virusa in sprozitev ozdravitve. Humoralni in celi¢ni imunski odgovori izzvani z okuzbo ali s
cepljenjem zagotavljajo posameznikom in prebivalstvu dolgotrajno zascitno imuniteto proti
sorodnim sevom virusa. Povzrocitelj gripe lahko spodkopava imunost pridobljeno z okuzbo
ali s cepljenjem s spremembami svojih antigenov - Sift ali drift. To lahko rezultira s pojavom
epidemij ali pandemij. Tehnicne izboljSave kot so genetske in funkcijske raziskave bodo
pomagale pri doseganju globljega spoznavanja patogeneze zgodovinskih in sevov gripe, ki
sedaj krozijo. To znanje in napredki v razumevanju protivirusnih imunskih obrambnih
mehanizmov v pljucih ¢loveka bodo v pomoc za lazZji razvoj moznosti boljSega zdravljenja in
razvoja ucinkovitega cepiva proti sedanjim in bodocim variantam virusa, ki ga bo treba
distribuirati po svetu.
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