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Objasnienia skrétow

ABPA

BAL
BMI
CF
CFTR

CFRD
ERS
ATS

FEV

FVC
HRCT

MEF
MOTT

PCR
PEF
PEP
PTChP
RV
TK
TLC

allergic bronchopulmonary aspergillosis (alergiczna aspergiloza
oskrzelowo-phlucna)

bronchoalveolar lavage (ptukanie oskrzelowo-pgcherzykowe)

body mass index (wskaznik masy ciata)

cystic fibrosis (zwloknienie torbielowate)

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (gen przezna-
btonkowego regulatora przepuszczalnosci w zwtoknieniu torbielo-
watym)

cystic fibrosis related diabetes (cukrzyca zwiazana z mukowiscydoza)
European Respiratory Society (Europejskie Towarzystwo Oddechowe)
American Thoracic Society (Amerykanskie Towarzystwo Klatki
Piersiowej)

forced expiratory volume in 1 second (natgzona objeto$¢ wydechowa
pierwszosekundowa)

forced vital capacity (nat¢zona pojemnos¢ zyciowa)

high resolution computed tomography (tomografia komputerowa
wysokiej rozdzielczosci)

maximal expiratory flow (maksymalny przeptyw wydechowy)
mycobacterium other than tuberculosis (mikobakterie inne niz gruz-
licze)

polymeraze chain reaction (polimerazowa reakcja tancuchowa)
peak expiratory flow (szczytowy przeptyw wydechowy)

positive expiratory pressure (podwyzszone ci$nienie wydechowe)
Polskie Towarzystwo Chorob Pluc

residual volume (objeto$¢ zalegajaca)

tomografia komputerowa

total lung capacity (calkowita pojemnos¢ ptuc)






1. WSTEP

Mukowiscydoza — zwtoknienie torbielowate (ang. cystic fibrosis — CF) jest jedna
z najczgsciej wystepujacych choréb uwarunkowanych genetycznie w populacji
rasy kaukaskiej, wywotana mutacja pojedynczego genu, dziedziczona w sposob
autosomalny recesywny i prowadzaca do przedwczesnej $mierci. Wystepuje
z czgstoscia 1:2500 zywo urodzonych noworodkow, a czgsto$¢ nosicielstwa
okreélana jest na 1:25 [1, 2]. W Stanach Zjednoczonych wsrod rasy kauka-
skiej choroba wystegpuje z czgstoscia 1:3200 zywo urodzonych, jest mniej po-
wszechna u Afroamerykanow (1:15000) i stosunkowo rzadka u amerykanskich
Azjatow (1:31000). W populacji amerykanskiej 71% rozpoznan jest ustalanych
w pierwszym roku zycia, jednak w 8% przypadkow rozpoznanie nie jest posta-
wione w okresie do 10 lat i coraz czeéciej ustalane w wieku dorostym [3]. R.L.
Gibson 1 wsp. okreslaja wystgpowanie choroby w USA wsrod rasy bialej z czeg-
stoscia od 1:1900 do 1:3700, dla Latynosow 1:9000, Azjatéw 1:32000 i Afro-
amerykanow 1:15000. Sredni wiek przezycia chorych w populacji rasy biatej
w Stanach Zjednoczonych w opracowaniu z 2001 roku wynosit 33,4 roku, a naj-
nowsze dane szacuja $rednia przezycia na 36,8 roku [4, 5]. Przyczyna choroby sa
mutacje genu zlokalizowanego na dtugim ramieniu 7 chromosomu kodujacego
biatko CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), petniace
migdzy innymi funkcj¢ kanatu chlorkowego zaleznego od cAMP, usytuowanego
na szczytowej powierzchni komorek nablonkowych gruczotow wydzielania ze-
wngetrznego. W konsekwencji dochodzi do nieprawidlowego przeznablonkowe-
go transportu jonéw chlorkowych, prowadzacego do zaburzen transportu sodu
i wody. Konsekwencja sa zaburzenia czynnosciowe gruczotow wydzielania ze-
wngetrznego wskutek gromadzenia si¢ w ich przewodach wyprowadzajacych ge-
stej i lepkiej wydzieliny, przede wszystkim w uktadzie oddechowym i pokarmo-
wym. Gen CFTR scharakteryzowano i sklonowano w 1989 roku [6, 7]. W roku
1994 znanych byto ponad 500 mutacji genu CFTR, a do 2001 roku zidentyfiko-
wano ich prawie 1000 [3, 8, 9]. Wedlug najnowszych danych przedstawionych
przez Cystic Fibrosis Mutation Datebase z dnia 21.05.2013 roku znanych jest
1939 mutacji genu CFTR [10].

Najpowszechniej wystepuje mutacja oznaczona symbolem AF508, ktorej
czgstos¢ w Polsce okreslono na 53—-73%. W populacji europejskiej mutacja
AF508 wystepuje z czgstoscia 75-88% [2]. Czgstos¢ kilku innych mutacji okre-
$lana jest na 1-3%, inne rozpoznawane sa jeszcze rzadziej. W réznych popu-
lacjach wykrywalnos¢ wynosi 50-90% [1]. W pdzniejszym opracowaniu Witt
1 wsp. stwierdzili duza heterogenno$¢ mutacji w genie CFTR w populacji pol-
skich chorych i przewage mutacji ograniczonych do rodzin, w ktérych zostaty
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wykryte [11]. Rosenstein i wsp. przedstawili czgstosci wystgpowania 24 muta-
cji genu CFTR. Czgsto$¢ mutacji AF508 okreslili na 66%, mutacji G542X na
2,4%, mutacji G551D na 1,6%, N1303K na 1,3% 1 W1282X na 1,2%. Czgsto$¢
wystgpowania pozostatych mutacji oscylowata od 0,1 do 0,7% [3]. Podobnie
inni autorzy stwierdzajq czgstsza identyfikacj¢ jedynie 22 mutacji oraz czgstsze
wystepowanie niektorych mutacji w poszczegdlnych grupach etnicznych, takich
jak Zydzi aszkenazyjscy (W1282X), francuskojezyczni Kanadyjczycy (G551D)
1 $r6dziemnomorska populacja Afrykanow (3,120+1G—A). Pozostale mutacje
wystepuja niezmiernie rzadko, czesto sa ograniczone do jednego lub kilku osob-
nikéw [12, 13, 14].

Rozpoznanie mukowiscydozy moze niekiedy sprawia¢ trudnosci. Sposrod
1091 nowo rozpoznanych przypadkéw w Stanach Zjednoczonych w 2001 roku,
tylko niewielki odsetek chorych (9,1%) zostal zidentyfikowany na podstawie
badan przesiewowych noworodkéw Iub diagnostyki prenatalnej (3,9%). Prze-
prowadzono pomiary st¢zenia immunoreaktywnej trypsyny lub trypsynogenu
w surowicy krwi noworodkow i badania molekularne [15, 16]. Znacznie czg-
Sciej wstgpne rozpoznanie choroby zostato postawione w oparciu o stwierdzane
objawy ze strony uktadu oddechowego (43,8%), zaburzenia wzrostu (29,3%),
stolce thuszczowe (24,4%) i1 niedrozno$¢ smotkowa (18,5%) [17]. W Polsce od
2006 roku realizowany jest program badan przesiewowych noworodkow oparty
o dwukrotne oznaczanie immunoreaktywnej trypsyny (IRT) w 3—6 dobie zycia
(IRTI) oraz w 4 tygodniu zycia (IRT II). W przypadku nieprawidlowego stezenia
IRT uzyskanego podczas pierwszego badania wykonywana jest analiza moleku-
larna genu CFTR [2].

Polskie Towarzystwo Mukowiscydozy podaje, ze w 2011 roku w Polsce uro-
dzito si¢ okoto 391 tysigcy dzieci i w liczbie tej zarejestrowano 68 chorych na
mukowiscydoze. Czgsto$¢ wystepowania choroby wyniosta 1:5750 zywo uro-
dzonych. Okoto 2 milionow Polakéw symetrycznie rownie czesto kobiet i mez-
czyzn jest nosicielami zmutowanego genu CFTR. Polski Rejestr Mukowiscydo-
zy w 1998 roku zawieratl informacje o 899 zyjacych chorych [18]. W sierpniu
1997 roku European Epidemiologic Registry of Cystic Fibrosis (ERCF) zareje-
strowal 11749 pacjentow [19]. Wedtug danych Polskiego Rejestru Mukowiscy-
dozy z pazdziernika 2012 roku w Polsce zyje ok. 1550 chorych na mukowiscy-
dozg, z czego 34,5% stanowia osoby doroste (0,97% chorych powyzej 40 roku
zycia).

Wyodrebnia si¢ mukowiscydoze z objawami ze strony uktadu oddechowe-
g0, z objawami z przewodu pokarmowego, z objawami ze strony innych narza-
dow oraz mukowiscydozg nieokre$lona. Kryteria rozpoznania choroby zostaty
zawarte w Stanowisku Polskiej Grupy Roboczej Mukowiscydozy, Wydaniu II



7 2002 roku i nastgpnie w Zaleceniach Polskiego Towarzystwa Mukowiscydozy
opublikowanych w 2009 roku oraz wspolnym Raporcie WHO/ICF(M)A/ECFN
opublikowanym w tym samym roku i wczesniejszych opracowaniach [2, 20, 21,

22] (Tabela I).

Tabela |. Najczestsze stany i objawy kliniczne wystepujace u chorych na mukowiscydoze
wg Zalecen Polskiego Towarzystwa Mukowiscydozy (2009)

Okres ptodowy
i noworodkowy

Okres niemowlgcy
i poniemowlecy

Okres dziecinstwa i dorostosci

zwapnienia w jamie
otrzewnowej ptodu

niedobdr masy ciata

przewlekty kaszel

poszerzenie jelita cienkie-
go ptodu w badaniu USG

przewlekty kaszel

nawracajace zapalenia ptuc

niedrozno$¢ smotkowa

nawracajace zapalenia ptuc,
oskrzelikow

polipy nosa

przedtuzajaca sig cholesta-
za wewnatrzwatrobowa

astma wczesnodziecigca

przewlekle zapalenie zatok przy-
nosowych

przewlekle zakazenie drog
oddechowych P. aeruginosa i/lub
S. aureus

rozstrzenie oskrzeli

zmiany w rtg ptuc — nawracajaca
niedodma, rozdecie

palce pateczkowate

bardzo stony pot

krwioplucie

odwodnienie z hipokaliemia,
hiponatremia i zasadowica hipo-
chloremiczna (rzekomy zespot
Barttera)

marsko$¢ zotciowa watroby

zapas¢ podczas upatow

kamica zo6tciowa u dzieci

cuchnace, tluszczowe, obfite
stolce

nadci$nienie wrotne, zylaki prze-
tyku, splenomegalia

objawy zespotu ztego wchiania-
nia (konieczno$¢ roznicowania
z celiakia)

nawracajace zapalenie trzustki

wypadanie blony $luzowej
odbytnicy

cukrzyca

objawy niedoboru witamin roz-
puszczalnych w thuszczach

niedobdr wysokosci i masy ciata

hipoprotrombinemia

nawracajace obrzeki $linianek
przyusznych

hipoproteinemia i obrzeki

op6znione dojrzewanie ptciowe

nieptodno$¢ mezczyzn (azoosper-
mia obstrukcyjna)




Wedhug przyjetych kryteriow do rozpoznania upowaznia stwierdzenie:

1. Przynajmniej jednego objawu klinicznego wystepujacego w chorobie (Tabela I).

2. Wystepowania mukowiscydozy u rodzenstwa i/lub rodzicow.

3. Dodatniego wyniku badania przesiewowego noworodkéw w kierunku mu-
kowiscydozy, tacznie z nieprawidtowym wynikiem jednego z ponizszych
badan:

a) proby potowej — wykazanie za pomoca jontoforezy pilokarpinowej zna-

miennie wysokich ste¢zen anionow chlorkowych w pocie

b) badania molekularnego — wykrycie mutacji w obu allelach genu CFTR

¢) pomiaru potencjatéw elektrycznych btony sluzowej nosa — typowe dla

chorych sa nizsze wartosci niz w grupie osob zdrowych, a znaczaco istotne
zmniejszenie roznicy potencjalow wystepuje po podaniu amilorydu [2].

Dodatni wynik testu potowego powinien by¢ potwierdzony wynikiem bada-
nia molekularnego, a w sytuacjach watpliwych oznaczeniem przeznabtonkowej
roéznicy potencjatéw. Stgzenia jonéw chlorkowych w pocie powyzej 60 mmol/l
do warto$ci maksymalnej okoto 140 mmol/l stwierdza si¢ u 98-99% ogotu cho-
rych na mukowiscydozg [23, 24]. Dwukrotne stwierdzenie przeznabtonkowe;j
réznicy potencjatdow w przewodach nosowych, przekraczajace wartos¢ 25-30 mV
potwierdza rozpoznanie [25, 26].

W przebiegu mukowiscydozy maja miejsce zaostrzenia choroby oskrzelowo-
-ptucnej wymagajace zwykle dozylnej antybiotykoterapii. Zaostrzenie defi-
niowane jest wystapieniem co najmniej 2 z nastgpujacych objawow: nasilenie
kaszlu, zwigkszenie ilosci ropnej wydzieliny, duszno$¢, swiszczacy oddech, nie-
produktywny kaszel, dodatkowe zmiany ostuchowe, progresja istniejacych lub
nowe zmiany radiologiczne, obecno$¢ nowych patogendw, pogorszenie wskazni-
koéw spirometrycznych, nasilenie hipoksemii i/lub hiperkapnii, utrata taknienia,
obnizenie masy ciata, zmniejszenie tolerancji wysitku, stany podgoraczkowe lub
goraczka, wzrost wartosci wskaznikow zapalenia [27].

Mukowiscydoza jest choroba wielonarzadowa, ktorej przebieg kliniczny
uzalezniony jest od wielu czynnikow, w tym rowniez obecnosci chordéb wspot-
istniejacych. Decydujace znaczenie dla jakosci i dtugosci zycia maja zmiany
anatomiczne i zaburzenia czynnosciowe w ukladzie oddechowym. Skorupa
1 wsp. podaja, ze kliniczne jawne objawy ze strony uktadu oddechowego cha-
rakteryzuja si¢ roznym okresem wystgpienia i stopniem zaawansowania [28].
Pojawiaja si¢ rzadko w okresie noworodkowym, aby p6zniej do 6 miesigca zycia
manifestowaé si¢ zwigkszona czgstoscia oddychania, swistami, znacznym wy-
sitkiem oddechowym, nadmiernym rozdgciem pluc i kaszlem. Wymienione ob-
jawy moga zosta¢ zapoczatkowane lub ulega¢ zaostrzeniu wskutek wirusowych
infekcji drog oddechowych. Gromadzacy si¢ w drogach oddechowych gesty,

10



lepki $luz zamyka oskrzeliki, powodujac rozdecie i odcinkowa niedodme tkanki
ptucnej. W konsekwencji dochodzi do statej kolonizacji bakterii w drogach od-
dechowych, rozwoju przewlekltego, ropnego zakazenia i postepujacego uszko-
dzenia uktadu oddechowego. Gtownym patogenem u chorych w mtodszym wie-
ku jest Staphylococcus aureus, u chorych dorostych sluzowy typ Pseudomonas
aeruginosa stwierdzany w 80-90% przypadkow [29].

Najczesciej wykorzystywanym materiatem do wykrywania zakazen drog
oddechowych jest wykrztuszana plwocina. Uzyskanie jej moze by¢ utrudnione
u dzieci i chorych dorostych nieodkrztuszajacych. W kilku badaniach poréwnu-
jacych przydatnos¢ plwociny i BAL do identyfikacji drobnoustrojow w hodowli
wykazano czuto$¢ w stosunku do P. aeruginosa odpowiednio na poziomie 44
1 95% oraz dobra swoistos¢ wynoszaca 95 i 90-99%. Dotychczasowe obser-
wacje sugeruja, ze ujemny wynik hodowli wyklucza zakazenie P. aeruginosa,
a wynik dodatni nie stanowi jego pewnego rozpoznania. W przypadku progresji
choroby lub braku odpowiedzi na leczenie i u 0séb nie wykrztuszajacych wska-
zane jest zaktadanie hodowli z materiatu uzyskanego z BAL [30, 31].

Weczesna infekcja drog oddechowych w mukowiscydozie jest najczesciej
spowodowana przez S. aureus i H. influenzae, mikroorganizmy czgsto sa wy-
krywane u mtodszych dzieci z chorobami przewlektymi i u dorostych z roz-
strzeniami oskrzeli z przyczyn innych niz mukowiscydoza. H. influenzae jest
powszechnie hodowana bakterig z dolnych drég oddechowych w pierwszym
roku zycia, a S. aureus nierzadko pierwszym patogenem u dzieci mtodszych.
Burns wykazat, ze §rednia wieku w okresie pierwszych trzech lat zycia chorych,
u ktorych wykrywano przeciwciata przeciwko P. aeruginosa byta zblizona do
15 miesigcy, podczas gdy $rednia wieku, w ktorym po raz pierwszy wyhodowa-
no bakteri¢ wynosita 21 i 23 miesiace [32]. Czynnikami ryzyka sprzyjajacymi
zakazeniu drog oddechowych pateczkami P. aeruginosa, stwierdzonymi przez
Maselli podczas badan przesiewowych noworodkéw, okazaly sie pte¢ zenska
i genotyp homozygoty F508del [33]. Wykazano, ze ponad 80% pacjentéw z mu-
kowiscydoza jest zakazonych tym patogenem [17]. Thomassen wskazat na fakt,
ze w okresie pozniejszym w drogach oddechowych chorych na mukowiscydo-
zg wykrywa si¢ bakterie Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia
1 Achromobacter xylosoxidans oraz grzyby Aspergillus 1 mikobakterie niegruzli-
cze. Sposrod nich zakazenie B. cepacia jest najpowazniejsze, towarzyszy¢ moze
zespotowi B. cepacia prowadzacemu do wysokiej goraczki, szybko postepujacej
bakteriemii, zmian martwiczych i $mierci. Wigkszo$¢ zakazen ma przewlekty
przebieg z pogorszeniem czynnosci ptuc i wzrostem $miertelnosci pacjentow.
W zaawansowanej chorobie oskrzelowo-ptucnej S. maltophila i A. xylosoxidans
wystepuja czesciej niz B. cepacia, lecz sa na ogdt mniej zjadliwe [34].
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Gibson uwaza, ze kolonizacja drég oddechowych grzybami u chorych na
mukowiscydozg moze by¢ zwigzana z progresja choroby oraz czgsta antybioty-
koterapia o szerokim spektrum. Kolonie Candida spp. izolowane, u co najmnie;j
50-75% pacjentow, traktowane sa zwykle jako nieszkodliwe komensale. Obec-
no$¢ Aspergillus spp. 1 czestszego Aspergillus fumigatus stwierdza sig¢ u ponad
25% chorych. Uzyskanie dodatniej hodowli Aspergillus w nieobecnosci alergicz-
nej aspergillozy oskrzelowo-ptucnej (ABPA) nie jest wystarczajacym powodem
do powszechnego leczenia. Zakazenia inwazyjne spowodowane przez grzyby
z gatunku Aspergillus sa rzadkie w populacji chorych z prawidtowa odpowiedzia
immunologiczna, u ktérych nie wykonywano przeszczepu ptuc. Stwierdzono na-
tomiast, ze ABPA, rozpoznawana u 2—8% chorych na mukowiscydozg, stanowic¢
moze u czesci z nich istotny problem kliniczny. Pozostale infekcje grzybicze do-
tycza 8,6% pacjentow i obejmuja Scedosporium apiospermum, Scedosporium,
Wangiella dermatitidis 1 Penicilium emersonii [4].

Coraz czg$ciej] w materiale pochodzacym z droég oddechowych oséb cho-
rych na mukowiscydoze stwierdza si¢ mikobakterie niegruzlicze. W badaniach
przeprowadzonych przez Olivier i wsp. obejmujacych 21 osrodkéow chorych
leczonych na mukowiscydoz¢ w Stanach Zjednoczonych, u 13% osobnikow
wyhodowano mikobakterie niegruzlicze z plwociny. Najczeg$ciej izolowane
byly Mycobacterium avium complex (72%) 1 Mycobacterium abscessus (16%).
Wzrost mykobakterii niegruzliczych stwierdzano czgsciej u starszych chorych
i zakazonych S. aureus, rzadziej w przypadku wspotistniejacego zakazenia
P aeruginosa. [35].

Zebrak potwierdza spostrzezenia innych autoréw dotyczace zmian w ukta-
dzie oddechowym w przebiegu choroby, gdy kaszel z wykrztuszaniem ropnej
plwociny jest dominujacym objawem. W mukowiscydozie o tagodnym przebie-
gu produktywny kaszel wystgpowaé moze wytacznie w okresie zaostrzen cho-
roby oskrzelowo-ptucnej. Wraz z postepem zmian morfologicznych w uktadzie
oddechowym dochodzi do pogorszenia komfortu zycia, rozwoju serca plucne-
go 1 niewydolnosci oddechowej wymagajacej przewleklego leczenia tlenem.
W okresie zaawansowania choroby obecno$¢ sladowych ilosci krwi w plwo-
cinie lub bardziej nasilone krwioplucie i odma optucnowa nie sa zjawiska-
mi nadzwyczajnymi. Choroba oskrzelowo-ptucna stanowi przyczyne $mierci
ok. 80% chorych [36].

U wigkszos$ci dorostych z mukowiscydoza wspotistnieje niewydolnos¢ ze-
wnatrzwydzielnicza trzustki [37], a u czeSci zaburzona funkcja wewnatrzwy-
dzielnicza tego narzadu. Cukrzyca zwigzana z mukowiscydoza (CFRD — ang.
cystic fibrosis related diabetes) ujawnia si¢ u 15-25% dorostych chorych. Stano-
wi marker zaawansowania choroby powiazany ze wzrostem $miertelnosci. [38].
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Podstawowymi badaniami stosowanymi w ocenie stanu czynno$ciowego
ptuc sa spirometria i pletyzmografia. Okresowo wykonywane pomiary pozwalaja
okresli¢ wielko$¢ strat rezerw wentylacyjnych ptuc. Cooper wykazat, ze jednym
z parametrow ulegajacych zmianie we wczesnym okresie choroby jest wzrost
objetosci zalegajacej — RV (residual volume) i wzrost wskaznika objetosci zale-
gajacej do catkowitej pojemnosci ptuc — RV/TLC (TLC - total lung capacity),
$wiadczace o putapce powietrznej [39]. Szczegdlne znaczenie w okresleniu za-
awansowania zaburzen obturacjnych, monitorowaniu zaostrzen i odpowiedzi na
leczenie ma natgzona objgto$¢ wydechowa w czasie pierwszej sekundy — FEV,
(forced expiratory volume in 1 second). Obnizaniu wartosci FEV| w przebiegu
choroby towarzyszy obnizenie wartosci natgzonej pojemnosci zyciowej — FVC
(forced vital capacity), spowodowane m.in. widknieniem ptuc, putapka po-
wietrzna i zwigkszeniem przestrzeni martwej. Emmerson podaje, ze w popula-
cji amerykafiskich chorych na mukowiscydozg roczne obnizenie wartosci FEV,
wynosi 2%. Czynnikami, ktore na to wptywaja, sa: stan odzywienia, cukrzyca,
kolonizacja bakteriami P. aeruginosa i B. cepacia oraz czgste zaostrzenia cho-
roby. Niezaburzona czynnos$¢ trzustki i obecno$¢ tagodnej mutacji genu CFTR
powoduja wolniejsze obnizanie wartosci FEV, [40].

W oparciu o standardowe radiogramy klatki piersiowej i systemy punktowe;j
oceny Chrispin-Norman z 1974 roku (Chrispin-Norman 1974) i Brasfield z 1979
roku (Brasfield 1979), mozna okresli¢ stopien progresji zmian w ptucach w prze-
biegu choroby. Systemy te odznaczaja si¢ mniejsza czuto$cia w ocenie zmian ra-
diologicznych zwiazanych z zaostrzeniami, wezesnym okresem i niewielkim za-
awansowaniem choroby oskrzelowo-ptucnej. Niejednorodne zmiany w réznych
czesciach ptuc wynikaja z obecnosci guzkow, torbieli, pecherzy rozedmowych,
a takze rozstrzeni oskrzeli, obszaréw niedodmy i rozedmy oraz zaggszczen za-
palnych i widknien. Rozdecie ptuc, sptaszczenie przepony oraz zwigkszenie
przestrzeni zamostkowej czy deformacje klatki piersiowej ze zwigkszeniem wy-
miaru przednio-tylnego moga pojawi¢ si¢ w dziecinstwie i pozostawa¢ dominu-
jacymi zmianami w okresie calego zycia chorych [41, 42, 43].

Alternatywnymi metodami wymagajacymi specjalnego oprogramowania
komputerowego sa: system Wisconsin z 1993 roku, polecany do oceny zmian
mato zaawansowanych (Weatherlea 1993), system Northern z 1994 roku, opar-
ty o standardowe radiogramy w projekcji tylno-przedniej (Conway 1994) oraz
system Birmingham. S. Terheggen-Lagro i wsp. dokonali porownania wymie-
nionych systeméw oceny punktowej z systemem Shwachmana-Kulczyckiego
i wybranymi parametrami klinicznymi. Stwierdzili niska zmienno$¢ uzyskanych
wynikéw we wszystkich systemach, szczegdlnie w skali Chrispin-Norman oraz
dobra korelacjg z wartoSciami FEV | i liczba zaostrzen choroby [44, 45].
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Gutierrez, Rosenberg i Cleceland potwierdzili wysoka zgodno$¢ najczesciej
wykorzystywanych systemow Chrispin-Norman i Brasfield oraz ich dobra kore-
lacjg z wartoSciami parametrow czynnosciowych, szczegélnie FEV i FVC. Wy-
kazali zalezno$ci pomigdzy systemami oceny zmian radiologicznych a wiekiem
chorych, ptcia i wskaznikiem masy ciata [46, 47, 48, 49].

Jarad i wsp. stwierdzili obnizone warto$ci FEV u chorych z cukrzyca i ko-
lonizacja drog oddechowych przez P. aeruginosa, wymagajacych intensyfikacji
leczenia, oraz u chorych z obnizonymi warto§ciami BMI [50]. Gurney wykazat
zalezno$¢ pomigdzy lokalizacja 1 intensywnos$cia zmian radiologicznych w phu-
cach a ich czynnoscia, stwierdzajac, ze mniej zaawansowanym zmianom w ob-
rebie dolnych pol ptucnych odpowiadaja wyzsze wartos$ci parametrow spirome-
trycznych [51].

Doktadniejsza oceng narzaddéw klatki piersiowej, polecana przez Linna-
ne oraz Brody umozliwia tomografia komputerowa oraz oparty o nig system
punktowej oceny Bhalla z 1991 roku. Badanie pozwala rozpoznac i okresli¢ za-
awansowanie rozstrzeni oskrzeli, pogrubienie $cian oskrzeli, czopy $luzu, rop-
nie ptuc oraz pecherze rozedmowe i zaggszczenia miazszu ptuc. TK wysokiej
rozdzielczosci — HRCT (high resolution computed tomography) odznacza sig
wigksza czulo$cia i swoisto$cia w rozpoznawaniu zmian $Srodmigzszowych ptuc,
rozstrzeni oskrzeli oraz w ocenie grubos$ci scian oskrzeli 1 wielkosci putapki
powietrznej, szczegdlnie we wczesnym okresie choroby. Wykorzystywana jest
takze do oceny odpowiedzi na antybiotykoterapig stosowana w okresie zaostrze-
nia choroby. Badania przeprowadzone przez Brody na grupie 60 oso6b chorych
na mukowiscydoze wykazaty obecnos¢ rozstrzeni oskrzeli w 35% przypadkow,
czopow $luzu w 15% 1 objawow putapki powietrznej u 63% chorych. Prawidto-
wy obraz radiologiczny stwierdzono u 25% chorych. W diagnostyce narzadow
jamy brzusznej stosowana jest ultrasonografia i w wybranych przypadkach TK
[52, 53].

Jak podaje Konstan, bronchofiberoskopia stanowiaca element diagnostyki
inwazyjnej uktadu oddechowego pozwala okres§li¢ zmiany anatomiczne i za-
palne w oskrzelach dostgpnych badaniu, a takze wykona¢ ptukanie oskrzelowe
i oskrzelowo-pecherzykowe (BAL — bronchoalveolar lavage) oraz pobra¢ wy-
cinki btony sluzowej oskrzeli. Uzyskany material badawczy poddany moze by¢
ocenie mikrobiologicznej, cytologicznej i histopatologicznej [54].

Wedlug Mazurczaka terapia chorych na mukowiscydoz¢ powinna obejmo-
wac postgpowanie wielospecjalistyczne zalezne od ich stanu klinicznego i wieku.
Zasadnicze znaczenie odgrywaja zmodyfikowane metody zywienia, profilaktyka
ileczenie choroby oskrzelowo-ptucnej oraz chordb wspotistniejacych i powiktan
mukowiscydozy [55]. Wskazana jest dieta wysokoenergetyczna dostosowywana
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do indywidualnych potrzeb chorego w taki sposob, by utrzymac prawidlowy
stan odzywienia oraz zapobiega¢ niedozywieniu lub je leczy¢. Zapotrzebowanie
energetyczne chorych na mukowiscydozg stanowi 120-150% zapotrzebowa-
nia 0s6b zdrowych w tym samym wieku. W prawidlowo skomponowane;j die-
cie biatka powinny dostarcza¢ 15% energii, thuszcze 35-45% a weglowodany
40-50%. Znaczne niedozywienie lub nieskuteczne leczenie wymaga rozwazenia
inwazyjnych metod zywienia przy uzyciu zglebnikow nosowo-zotadkowych,
przezskomej, endoskopowej gastrostomii (PEG) Iub zywienia pozajelitowego.
W przypadku zewnatrzwydzielniczej niewydolnos$ci trzustki Sinaasappel wska-
zuje na konieczno$¢ stosowania statej suplementacji witamin rozpuszczalnych
w thuszczach 1 preparatow enzymow trzustkowych. Wskazana jest zwigkszona
podaz NaCl. Leczenie nowych zakazen i zaostrzen choroby oskrzelowo-ptucne;j
wymaga stosowania antybiotykoterapii celowanej, opartej o wynik lekowraz-
liwosci, zwykle przez okres 14 dni. W przewleklej kolonizacji drég oddecho-
wych przez bakterie P. aeruginosa zalecane jest stosowanie w trybie ciaglym
lub sekwencyjnym antybiotykéw w formie wziewnej. Ponadto stosuje si¢ leki
rozszerzajace oskrzela, przeciwzapalne, mukolityki oraz fizjoterapi¢ i leczenie
tlenem [56]. Mukolityki maja za zadanie uptynnienie gestej wydzieliny zalega-
jacej w oskrzelach, a beta-2-mimetyki rozszerzenie oskrzeli. Leczenie przeciw-
zapalne oparte jest najczgsciej na wieloletnim podawaniu glikokortykosteroidow
systemowych, niesteroidowych lekow przeciwzapalnych i antybiotykéw makro-
lidowych. Przewlekta domowa tlenoterapia jest wskazana w przypadku niewy-
dolnos$ci oddechowej chorych. Pacjentom chorym na mukowiscydozg zaleca sig¢
przeprowadzenie szczepien zgodnie z obowiazujacym kalendarzem [57, 58].

Fizjoterapia z zastosowaniem technik drenazowych ma na celu przeciw-
dziatanie rozwojowi choroby oskrzelowo-ptucnej poprzez regularng ewakuacje
nadmiernej ilo$ci wydzieliny z drog oddechowych. Metody fizjoterapii reko-
mendowane przez Physiotherapy Group for Cystic Fibrosis obejmuja drenaz
utozeniowy, technikg natgzonego wydechu, technike aktywnego cyklu oddecho-
wego i drenaz autogeniczny oraz stosowanie zmiennego ci$nienia oskrzelowego
(Flutter, Acapella, Cornet) i podwyzszonego cisnienia wydechowego (system
PEP). Wybor techniki drenazowej u dorostych chorych oraz liczba i czas trwania
pojedynczej sesji uzaleznione sa od ilo$ci wydzieliny zalegajacej w oskrzelach.
Zwykle drenaz wykonywany jest 2—3 razy na dobg w czasie 15-20 minut, a przy
znacznym zaawansowaniu choroby wykonuje si¢ dwukrotnie [2, 59].

W zaawansowanym okresie choroby powino si¢ rozwazy¢ obustronny prze-
szczep ptuc w oparciu o ogolnie przyjete zasady. Decyzja o wykonaniu prze-
szczepu u poszczeg6lnych chorych moze stwarzaé trudno$ci z uwagi na zmienny
przebieg choroby i ryzyko powiktan [60, 61].
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Transplantacja ptuc stwarza szanse¢ wydtuzenia czasu przezycia i poprawy
jego jakosci. Bech i wsp. uzyskali jednoroczny okres przezycia chorych po prze-
szczepie w 89% przypadkow. Przezycia od 3 do 5 lat osiagngto 80%, a 8 lat
70% chorych, przy $miertelnosci okotooperacyjnej wynoszacej 3,5%. Przyczyna
$mierci byta niewydolnos¢ oddechowa, zarostowe zapalenie oskrzelikow oraz
zakazenia Cytomegalovirus i Aspergillus fumigatus. Wsrod chorych zakwalifiko-
wanych do przeszczepu $miertelno$¢ w pierwszym roku oczekiwania wyniosta
28%, a w drugim 11%. Przeszczep pluc powoduje migdzy innymi znaczna po-
prawg Sredniej wartosci FEV | z 20 % przed zabiegiem do 71% po przeszczepie
[52, 63]. Nieco gorsze wyniki uzyskali Padilla oraz Atari stwierdzajac przezycie
pierwszego roku po transplantacji odpowiednio u 83,7% i 74,5% chorych, okre-
su 2 do 3 lat po zabiegu u 77,3% 1 62,9% oraz przezycia pigcioletnie u 66,9%
1 54,1% chorych. Artari uzyskat okres dziesigcioletniego przezycia u 43,4% pa-
cjentow. Smiertelno$¢ okotooperacyjna wynosilta wg tych autorow odpowiednio
8,7% 1 16,4% 1 byta skutkiem powiktan zwazanych z zabiegiem, znieczuleniem
oraz uogoélnionym zakazeniem i zapaleniem mig$nia sercowego [64, 65].

Badania Aignera dowiodty, ze najwigksze korzysci z przeszczepu ptuc od-
nosza pacjenci z prawdopodobienstwem pigcioletniego przezycia wynoszacym
mniej niz 50%. Nieco gorsze przy prawdopodobienstwie 30% 1 w zakresie
30-50% [66].

Nowa perspektywe leczenia zapoczatkowaty podjete w latach dziewigcédzie-
siatych doswiadczenia w zakresie terapii genowej. No$nikami genéw w wigk-
szo$ci badan przedklinicznych i klinicznych byly rekombinowane adenowiru-
sy, wirusy towarzyszace adenowirusom, kationowe liposomy lub kationowe
polimery. Wyniki dotychczasowych prac nie przyniosty jednak spodziewanych
rezultatow. Aktualne dziatania zmierzaja do optymalizacji technologii pozyski-
wania no$nikow oraz zrozumienia i wyeliminowania immunologicznych oraz
mechanicznych barier uzyskania pozadanego genu [67, 68].

Udoskonalenie metod diagnostyki i leczenia spowodowalo poprawe jakosci
1 wydtuzenie zycia chorych na mukowiscydozg, lecz wyniki sg nadal niezado-
walajace.

Greenwood i Holland w 1975 roku, a p6zniej inni autorzy, podali opis ultra-
struktury btony sluzowej oskrzeli. Powierzchnig pokrywa walcowaty nabtonek
wielorzedowy, urzgsiony i potozony na blonie podstawnej. Tworza go komorki
urzg¢sione, kubkowe, komoérki podstawne pluripotencjalne, szczoteczkowe pro-
dukujace bufor zawierajacy niewiele biatek o rzadkich wiazaniach molekular-
nych, neurodokrynne zwiazane z odbieraniem bodzcéw i szczoteczkowe niedoj-
rzate. Blaszka wlasciwa btony $luzowej, zbudowana z tkanki tacznej wiotkiej,
zawiera wtokna sprezyste, limfocyty, pojedyncze komoérki tuczne, makrofagi
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oraz nieduza liczbg gruczotow surowiczo-$luzowych. Blaszka sprezysta potozo-
na u podstawy blaszki wlasciwej w tchawicy i oskrzelach gtownych tworzy cia-
gla strukture oddzielajaca blaszke wlasciwa btony sluzowej od btony podsluzo-
wej. Od poziomu oskrzeli platowych nie obejmuje catego obwodu, wystepujac
u podstawy blaszki wlasciwej w bezposrednim sasiedztwie warstwy migsniowej
w formie réwnoleglych pasm, zbudowanych z wtokien sprezystych, zwanych
pasmami sprezystymi. Pasma te biegna nieprzerwanie az do konca oskrzelikow,
rozdzielajac si¢ w miejscach rozgalezien drzewa oskrzelowego. Warstwa migsni
ghadkich (peczek skrzyzowanych komoérek migsniowych gtadkich) potozona na
granicy blony podsluzowej i blaszki wlasciwej btony Sluzowej, poczawszy od
oskrzeli ptatowych obejmuje caty obwod oskrzeli. W btonie podsluzowej zbu-
dowanej z tkanki tacznej wiotkiej znajduja si¢ chrzastki (oskrzela gtéwne) lub
ptytki chrzestne (oskrzela ptatowe i dalsze do 12 podzialéow dychotomicznych)
zbudowane z chrzastki szklistej. W tkance tacznej btony podsluzowej wystg-
puja wtokna kolagenowe wnikajace w ochrzgstna i spajajace chrzastki. Przy
wewngetrznej stronie chrzastek znajduja si¢ gruczoty oskrzelowe, wytwarzajace
wydzieling $luzowo-surowicza [69, 70].

Prawidlowy nabtonek droég oddechowych jest nablonkiem walcowatym
wielorzgdowym urzegsionym, w ktorym dominuja komorki urzgsione. Nieza-
leznie od poziomu drog oddechowych struktura komorek urzgsionych jest pra-
wie identyczna. Na powierzchni komorki urzesionej znajduja si¢ gesto utozone
obok siebie rz¢ski i nieliczne mikrokosmki. W nabtonku urzgsionym drog odde-
chowych cztowieka w warunkach fizjologicznych na jedna komorke przypada
ok. 200 rzesek, a sam nabtonek urzesiony w dolnych drogach oddechowych zaj-
muje powierzchnig ok. 5000 cm?[71, 72].

Geremek, Witt oraz Seget przedstawiaja rz¢ski jako ruchome organelle ko-
morek urzegsionych pokryte wypustkami blony cytoplazmatycznej. Zasadnicza
czes$¢ rzeski stanowi otoczona cytoplazma podstawowa aksonema, bedaca swo-
istym aparatem ruchowym rzg¢ski. Aksonema przebiegajaca przez cata dtugosé
rzeski zbudowana jest z 9 dubletéw mikrotubul obwodowych utozonych w pier-
$cien oraz 2 pojedynczych mikrotubul centralnych. Taki uktad mikrotubul zostat
okreslony wzorem 9+2. Mikrotubule utworzone sa z biatka tubuliny. Pojedyncza
czasteczka tubuliny jest dimerem zbudowanym z tubuliny a i tubuliny . Dimery
tubuliny na skutek polimeryzacji ulegaja polaczeniu w sznury okreslane protofi-
lamentami. Z kolei protofilamenty, taczac si¢ bokami, tworza uktad rurkowatych
mikrotubul. Pojedyncza para mikrotubul ztozona jest z 2 podjednostek. Podjed-
nostka A zbudowana z 13 protofilamentow tubulinowych znajduje si¢ blizej osi
rzgski, natomiast podjednostka B umieszczona bardziej zewngtrznie ztozona jest
z 11 protofilamentéw wiasnych i 2 wspdlnych z mikrotubula A, do ktorej przyle-
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ga. Pomigdzy dubletami mikrotubule A i B polaczone sa ze soba zewngtrznymi
1 wewngtrznymi ramionami dyneiny. Sasiadujace ze soba mikrotubule obwo-
dowe dodatkowo potaczone sa za pomoca wiazan neksynowych. Polozone na
obwodzie pary mikrotub potaczone sa promieniami taczacymi z dwiema mi-
krotubulami centralnymi otoczonymi otoczka centralng. Aksonema, tworzaca
rdzen rze¢ski, ponizej poziomu powierzchni komorki przechodzi w kinetosom
(ciatko podstawne). Zmianie ulega uktad mikrotubul, tworza si¢ tryplety i zani-
kaja mikrotubule centralne. Potozona ponizej ciatka podstawnego sie¢ graniczna
zbudowana z mikrofilamentow mocuje aksonemeg z siecia wtokienek szkieleto-
wych komorki [73, 74]. Wyizolowane z ramienia dyneinowego biatko dyneina
wykazuje aktywnos$¢ ATP-azy zaleznej od Ca*™?i Mg*™i odgrywa zasadnicza rolg
w mechanizmie ruchu rzeski. Prawidlowo funkcjonujace rzeski w drzewie
oskrzelowym maja podstawowe znaczenie w sprawnym przemieszczaniu wy-
dzieliny pokrywajacej nabtonek tchawicy i oskrzeli. Zaburzenia wewngtrznej
struktury rzgsek stanowia przyczyng nieefektywnego lub nieprawidtowego ich
ruchu, a w konsekwencji gromadzenia $luzu i kolonizacji bakterii w drogach
oddechowych [75].

Przewlekte zakazenie i stan zapalny drog oddechowych w przebiegu muko-
wiscydozy powoduja powstanie réznorodnych zmian morfologicznych w ukta-
dzie oddechowym. Jako$ciowa i ilo§ciowa analiza tych zaburzen przeprowa-
dzona przez Doveya ujawnila liczne, jednak nieswoiste dla mukowiscydozy
zaburzenia. Wykorzystanie transmisyjnej mikroskopii elektronowej w ocenie
duzych oskrzeli pozwolito na stwierdzenie zmniejszonej liczby komorek urze-
sionych 1 rzgsek oraz zwigkszenie liczby mikrokosmkow na powierzchni ko-
morek urzgsionych o 17% w pordwnaniu z chorymi z przewleklym zapalenim
oskrzeli i 0 37% w odniesieniu do os6b zdrowych. Dovey zwrocit uwage na
wystgpowanie obrzmiatych komoérek nabtonka i poszerzenie przestrzeni mig-
dzykomorkowych. Stwierdzit pogrubienie btony podstawnej oraz jej uwypukle-
nia do regionow potaczenia btony podstawnej z elementami fibrylarnymi blaszki
wlasciwej. Obrzmiata cytoplazma komorkowa zawierata poszerzone retikulum
endoplazmatyczne, obrzmiate mitochondria oraz zwigkszona liczbg lizosomow
i cytolizosomdw. Przestrzenie miedzykomorkowe wypetnione byly wysigkiem
z fragmentami zdegenerowanego nablonka i zawieraly limfocyty. Ponadto Do-
vey zwrocil uwage na gruba warstwe sluzu pokrywajacego nablonek, zwigk-
szenie liczby komorek kubkowych i liczne komorki pozbawione rzgsek, a takze
poszerzone przewody wyprowadzajace gruczotow. Nieprawidlowosci budowy
rzgsek obejmowaly: brak mikrotubul centralnych, zmiang potozenia dubletow
mikrotubul obwodowych, pojedyncze mikrotubule zamiast dubletow, brak btony
komorkowej pokrywajacej rzeski, nadmiar macierzy cytoplazmatycznej i rzg-
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ski olbrzymie zawierajace nadmierng liczbe uktadéw aksonemy pod wspdlna
btona komoérkowa. Natomiast struktura ramion dyneiny, mostkow neksynowych
1 promieni taczacych byta prawidlowa, co ma istotne znaczenie w rozumieniu
funkcji rzgsek. Zmiany o podobnym charakterze obserwowano w oskrzelikach.
W pecherzykach plucnych wykazano cechy uszkodzenia i regeneracji pneumo-
cytow oraz zmniejszenie liczby mikrokosmkow na wolnej powierzchni pneumo-
cytéw II typu. Do innych zmian nalezaty: nadmierna wakuolizacja cytoplazmy,
ubytki btony komorkowej oraz martwica i odczyny regeneracyjne komorek.
Nabtonki regenerujace zostaty opisane jako zjawisko stale obecne w oskrzelach
i w oskrzelikach po nawrotach odczynow zapalnych. Podobne spostrzezenia po-
czynili Wunderlich w 1986 oraz Kondradova, Daniel i Leigh [76, 77].

Dovey w swych pracach wykazal wystgpowanie metaplazji ptaskonabton-
kowej w blonach $luzowych oskrzeli chorych na mukowiscydoze. Wielonarza-
dowy charakter zmian, a w szczego6lno$ci postgpujace zaburzenia morfologiczne
i czynnos$ciowe uktadu oddechowgo w przebiegu mukowiscydozy prowadza
nieuchronnie do przedwczesnej $mierci chorych. Progresja zmian oskrzelowo-
-plucnych uwarunkowana jest obecnoscia procesow zapalnych obejmujacych
wszystkie struktury pluc. Etapowos$¢ przebiegu zmian zapalnych nablonka
oskrzeli i ich wielokrotne nawroty moga prowadzi¢ do metaplazji ptaskonabton-
kowej oraz dysplazji, co stanowi czynnik ryzyka rozwoju raka [76].
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2. CELE PRACY

Postep w opiece pediatrycznej nad chorymi z mukowiscydoza wpltywa na czas
przezycia chorych i coraz wigcej 0sob dozywa wieku dorostego. Ten okres trwa-
nia choroby jest znacznie gorzej opisany anizeli mukowiscydoza w wieku dzie-
ciecym. Z tego powodu podjeto szczegdtowq analize grupy chorych dorostych
na mukowiscydozg leczonych w Katedrze i Klinice Pulmonologii, Alergologii
1 Onkologii Pulmonologicznej w Poznaniu.

Cel gtowny:

Celem pracy jest pierwsza w Polsce, kompleksowa analiza kliniczno-patomor-
fologiczna dotyczaca grupy dorostych chorych na mukowiscydoze w kontekscie
wplywu czasu trwania i zaostrzen choroby na zmiany strukturalno-czynno$cio-
we ukladu oddechowego oraz na stan kliniczny chorych.

Cele czastkowe:

1. Okreslenie stopnia klinicznego zaawansowania mukowiscydozy w grupie
dorostych chorych.

2. Makroskopowa ocena nasilenia zmian zapalnych w drzewie oskrzelowym
przy wykorzystaniu bronchofiberoskopu i skali Thompsona w modyfikacji

wilasne;j.

3. Identyfikacja flory bakteryjnej i grzybiczej wystepujacej w drzewie oskrze-
lowym u dorostych chorych na mukowiscydozg.

4. Okres$lenie zmian radiologicznych w badanej grupie chorych.

5. Ocena zmian histopatologicznych w nabtonku i btonie §luzowej wlasciwej
oskrzeli na podstawie badan w mikroskopie swietlnym i elektronowym.

6. Poszukiwanie w nabtonku oskrzelowym przeksztatcen o charakterze przed-
nowotworowym.

7. Wykazanie korelacji migdzy wybranymi czynnikami okre$lajacymi zaawan-
sowanie choroby.
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3. MATERIAL | METODY BADAN

3.1. Materiat kliniczny

Badania przeprowadzono na grupie 33 dorostych chorych na mukowiscydozg,
ktorzy wyrazili pisemna zgode na udziat w badaniu. Badaniami objgto 17 kobiet
1 18 mezczyzn w wieku od 18 do 38 lat (Srednia wieku 23,6), hospitalizowanych
w Klinice Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej w Pozna-
niu z powodu choroby oskrzelowo-ptucnej. W okresie 2 lat prowadzenia badan
pod opieka kliniki bylo 40 dorostych chorych na mukowiscydozg. Siedmioro
sposrdd nich z uwagi na tagodny przebieg choroby, dobry stan kliniczny i brak
zaostrzen nie zostalo wlaczonych do badan. Pacjenci ci wymagali jedynie okre-
sowej kontroli pulmonologicznej w Poradni Mukowiscydozy.

3.2. Metody potwierdzajace rozpoznanie mukowiscydozy

3.2.1. Test potowy

Oznaczenia stgzenia jondw chlorkowych w pocie przeprowadzano metoda jon-
toforezy pilokarpinowej w co najmniej dwoch odrebnie wykonanych badaniach.
Stezenie aniondow chlorkowych > 60 mmol/L stanowito warto$¢ wysoce zna-
mienna. Analizie chemicznej poddawano probki zawierajace co najmniej 100
mg potu. Rozpatrywano przyczyny mogace powodowaé wyniki fatszywie do-
datnie, takie jak wyparowanie wody z bibuty, zanieczyszczenie probek, nerko-
wopochodna moczowka prosta, zapalenie skoéry, choroba Addisona, dysplazja
entodermalna, glikogenoza I typu, nieleczona choroba trzewna i niedoczynnos¢
tarczycy. Wykluczono przyczyny wptywajace na uzyskanie wynikow fatszywie
ujemnych, obejmujace zte rozcienczenie probki, znaczne niedozywienie i obrze-
ki. Test potowy wykonywano wylacznie u pacjentow wczesniej niezdiagnozo-
wanych. [2].

3.2.2. Identyfikacja mutacji genu CFTR

Material diagnostyczny stanowito 10 ml krwi pobranej od pacjentta na werse-
nian dwusodowy (EDTA), po uprzednim uzyskaniu zgody na badanie. Identy-
fikacj¢ mutacji genu CFTR przeprowadzano przy uzyciu testow INNO-LiPA.
Zastosowano zestaw Innogenetics PCR INNO-LiPA CFTR 17+Th Update (17
mutacji oraz polimorfizm) i INNO-LiPA CFTR 19 (19 mutacji). W wybranych
przypadkach wykorzystywano reakcje trawienia enzymami restrykcyjnymi
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RELP zgodnie z zaleceniami producenta testow — Innogenetics. Testy genetycz-
ne przeprowadzano u dotychczas niezdiagnozowanych chorych w Zaktadzie
Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu (kier. prof. dr hab.
Michat Witt).

3.3. Metody oceny klinicznej

3.3.1. Kryteria oceny klinicznej wedtug Shwachmana i Kulczyckiego

Do oceny klinicznego zaawansowania mukowiscydozy wykorzystano skalg
punktowa Shwachmana i Kulczyckiego umozliwiajaca okreslenie nasilenia za-
burzen w zakresie aktywnosci fizycznej, kaszlu i dusznosci, dzwigkow oddecho-
wych, rytmu serca oraz wzrastania, odzywienia, dojrzewania plciowego i zmian
radiologicznych klatki piersiowej. Uzyskane wartosci 86—100 punktow okresla-
ty stan kliniczny jako bardzo dobry, 71-85 jako dobry, 56—70 do$¢ dobry, 41-55
umiarkowany i ponizej 40 jako cigzki (Tabela III).

3.3.2. Wskaznik masy ciata

Podczas hospitalizacji chorych okreslano wartos¢ wskaznika masy ciata (BMI —
body mass index), definiowanego jako [masa ciata w (kg)]/[wzrost (m?)]. Zakre-
sy wartosci BMI wyznaczajace stany odzywienia, przyjete przez Raport Swia-
towej Organizacji Zdrowia w 2000 r., przedstawiono w tabeli II. [78]. Niedobor
masy ciata okre$lony zostat przez warto§¢ BMI < 18,5 kg/m? [79, 80, 81, 82].

Tabela Il. Klasyfikacja stanu odzywienia wg WHO z 2000 roku

Wartos¢ BMI Stan odzywienia
< 18,50 niedobor masy ciala
<16,00 cigzkie wychudzenie
16,00-16,99 umiarkowane wychudzenie
17,00-18,49 tagodne wychudzenie
18,50-24,99 prawidlowa masa ciala
>25,00 nadwaga
25,00-29,00 przedotytosé
>30,00 otylos¢
30,00-34,99 otylos¢ I stopnia
35,00-39,99 otylos¢ II stopnia
>40,00 otytos¢ 111 stopnia (ekstremalna)
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3.4. Badania radiologiczne

U wszystkich chorych przeprowadzono badanie radiologiczne klatki piersiowe;j
w projekcji tylno-przedniej i bocznej oraz tomografi¢ komputerowa. Zaawan-
sowanie zmian radiologicznych stwierdzane na standardowych radiogramach

oceniano wg punktacji w skali Brasfield (Tabela IV).

Tabela IV. Skala oceny zmian radiologicznych wg punktacji Brasfield [43]

Putapka powietrzna

Uogolnione nadmierne ,,rozdgcie”
phuc wyrazone wygigciem mostka,
nisko potozona przeponag i/lub
poglebiona kyfoza

0 - zmiany nieobecne
1-4 - kolejne stopnie
zaawansowania
zmian

Cienie linijne

Cienie $cian oskrzeli jako linie
rownolegle i rozgaleziajace sig,
a takze przekroje poprzeczne
oskrzeli

0 - zmiany nieobecne
1-4 - kolejne stopnie
zaawansowania
zmian

Cienie guzkowe
i/lub cystyczne

Liczne, niewielkie, okraglawe
zaggszczenia o $r. ok. 0,5 cm lub
wigksze z zacieniong lub przeja-
$niong czgscig centralng

0 - zmiany nieobecne
1-4 - kolejne stopnie
zaawansowania
zmian

Duze zmiany

Niedodma segmentowa lub
platowa, nacieczenie, w tym takze
zmiany o charakterze zapalnym

0 - zmiany nieobecne
1-4 - kolejne stopnie
zaawansowania
zmian

Ogdlna ocena
zaawansowania
zmian

0 - zmiany nieobecne
14 - kolejne stopnie
zaawansowania
zmian

W zakresie od 0 do 4 punktow okreslano wielkos¢ putapki powietrznej, na-
silenie zacienien linijnych, guzkowych i/lub torbielowatych, a takze niedodmy
i nacieczen miazszu oraz 0golna oceng zaawansowania zmian radiologicznych.
Uzyskana sumg punktéw odejmowano od 25. Wyliczona w ten sposob wyzsza
warto$¢ punktowa okreslata mniej nasilone zmiany oskrzelowo-ptucne, nizsza
wskazywata na ich wigksza progresje.

25




3.5. Badanie spirometryczne

Badanie spirometryczne wykonywano przy uzyciu aparatu Flowscreen firmy Jae-
ger, w warunkach standardowych. Oceniano warto$ci natgzonej objgtosci wy-
dechowej pierwszosekundowej — FEV | (forced expiratory volume in 1 second)
1 natgzonej pojemnosci zyciowej — FVC (forced vital capacity) oraz stosunku
FEV /FVC. Wyniki badafh odnoszono do wartosci naleznych. Przyjgto kryteria
oceny zaburzen spirometrycznych wg wytycznych ERS/ATS z 2005 roku [83].

3.6. Bronchofiberoskopia

Bronchofiberoskopi¢ z pobraniem wycinkéw do badania histopatologicznego
i plukaniem oskrzelowym oraz oskrzelowo-pgcherzykowym (BAL — broncho-
alveolar lavage) przeprowadzano w Pracowni Diagnostyki Inwazyjnej Katedry
1 Kliniki Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej UM w Po-
znaniu przy wykorzystaniu toru wizyjnego firmy Pentax. Badanie wykonywa-
no w pozycji lezacej, na wznak, po uprzedniej dozylnej premedykacji pacjenta
z uzyciem fentanylu (0,002 mg/kg), midazolanu (0,04-0,1 mg/kg) i atropiny
(0,005-0,01 mg/kg). Blong $luzowq oskrzeli znieczulano 2% roztworem ligno-
kainy.

Przeprowadzono oceng wzrokowa cech zapalenia blony $luzowej oraz wy-
dzieliny w drzewie oskrzelowym. Obejmowata ona drogi oddechowe do pozio-
mu oskrzeli subsegmentarnych lub dalszych, dostgpnych badaniu. Zwracano
uwage na nieprawidlowy przebieg oskrzeli, zmiany ksztattu ostrog podziato-
wych i wystepujace przewgzenia. Do okres$lenia intensywno$ci zmian zapalnych
w drzewie oskrzelowym postuzyta przedstawiona przez Pirozynskiego [84]
1 zmodyfikowana dla potrzeb badania skala punktowa Thompsona [85] (Tabela
V). Uwzglednia ona nasilenie przekrwienia, obrzegku i kruchosci btony §luzowe;j
oskrzeli oraz ilo$¢ i charakter wydzieliny w odniesieniu do lokalizacji w po-
szczegblnych oskrzelach ptatowych ptuc. Z uwagi na podobne zaawansowanie
zmian zapalnych w catym drzewie oskrzelowym dostgpnym bronchofiberosko-
pii w grupie dorostych chorych na mukowiscydozg, dokonano modyfikacji skali.
Modyfikacja wtasna polegata na ogélnej, a nie odnoszonej do oskrzeli ptatowych
ocenie intensywnosci zmian zapalnych w drogach oddechowych w skali od 0
do 3 punktéw i okreslaniu ilosci wydzieliny oskrzelowej. Charakter wydzieliny
oceniany byt odrebnie.

Nastgpnie wykonywano ptukanie oskrzelowe i oskrzelowo-pgcherzykowe,
aw dalszej kolejnosci za pomoca kleszczykow pobierano wycinki btony §luzowej
oskrzeli segmentarnych do badania w mikroskopie swietlnym i elektronowym.
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Tabela V. Zmodyfikowana skala punktowa Thompsona okre$lajgca intensywno$¢ zmian
zapalnych w drzewie oskrzelowym

Zmiany blony Liczba punktow
Sluzowej 0 1 2 3
- prawidlowe lekkie umiarkowane silne
przekrwienie .
ukrwienie
obrzek brak zaok,ra‘gleme utrata zarysu zZwezenie
ostrog chrzastek oskrzela
prawidlowa punkcikowate znaczne, prazko- | krwawienie
Kkruchodé wybroczyny . we Wybroczypy z b%ony $luzo-
przy dotykaniu przy dotykaniu wej
fiberoskopem fiberoskopem
brak ilo§¢ mierna ilo$¢ umiarko- oskrzela
wydzielina wana wypeltnione
wydzieling

3.7. Plukanie oskrzelowe i oskrzelowo-pecherzykowe

Plukanie oskrzelowe przeprowadzano w celu uzyskania poptuczyn do rutynowe;j
oceny mikrobiologicznej i cytologicznej. Nastgpnie w obszarze najwigkszych
zmian oskrzelowo-ptucnych, po zaklinowaniu bronchofiberoskopu w oskrzelu
segmentarnym lub subsegmentarnym wykonywano BAL i okre$lano sktad ko-
morkowy ptynu w mikroskopie §wietlnym. Wartosci referencyjne rekomendo-
wane przez PTChP, ERS i ATS [86, 87]:

liczba komoérek < 10 x 10°

makrofagi > 80%

limfocyty < 15%

granulocyty obojetnochtonne < 3%

granulocyty kwasochtonne < 0,5%.

3.8. Badanie histopatologiczne w mikroskopie $wietlnym

Oceng histopatologiczna materiatu biopsyjnego przy zastosowaniu mikroskopii
$wietlnej przeprowadzono w Katedrze i Zaktadzie Patomorfologii Klinicznej
UM w Poznaniu (kier. prof. dr hab. med. Przemystaw Majewski). Materiat prze-
znaczony do oceny w mikroskopie $wietlnym utrwalano w formalinie buforowa-
nej, nastepnie ptukano w biezacej wodzie i odwadniano w kolejno wzrastajacych
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stezeniach etanolu: 20%, 60%, 80% i 100%. Nastgpnie materiat przenoszono do
ksylenu, a z niego do ptynnej, ogrzanej do 60°C parafiny. Po przepojeniu para-
fina i zestaleniu jej w temperaturze pokojowej, formowano bloczek parafinowy
z zatopionym fragmentem tkanki. Skrawki parafinowe grubosci 610 um uzy-
skane przez skrawanie na mikrotomie, prostowano na powierzchni wody, i prze-
noszono z niej na szkietka podstawowe i na nich suszono. Nastgpnie w ksylenie
usuwano ze skrawkow parafing i nawadniano je przeprowadzajac przez etanol
w stgzeniach 100% i1 60% i w dalszej kolejnosci do wody. Skrawki zabarwia-
no w hematoksylinie, ptukano w wodzie, podbarwiano eozyng i przykrywano
szkietkiem nakrywkowym.

3.9. Mikroskopia elektronowa

Badania ultrastruktury btony §luzowej oskrzeli przeprowadzono w Pracowni Mi-
kroskopii Elektronowej Katedry i Zaktadu Patomorfologii Klinicznej UM w Po-
znanu (kier. prof. dr hab. med. Wiestawa Biczysko). Wycinki btony $luzowe;j
oskrzeli przeznaczone do oceny przy uzyciu rutynowej transmisyjnej mikrosko-
pii elektronowej utrwalano w utrwalaczu Karnowskiego o pH 7,34 i temperatu-
rze 4°C przez 24 godziny. Nastgpnego dnia skrawki o wymiarach 1x0,5x1mm
umieszczano w 0,1M buforze kakodylowym na nastepne 24 godziny. Kolejne-
go dnia material osmowano w 1% OsO, metoda Milloniga i odwadniano, prze-
prowadzajac przez szereg alkoholowo-acetonowy, po czym zatapiano skrawki
W mieszaninie aceton:epon kolejno w stosunku 1:1 na 60 minut, w stosunku 1:3
na 60 minut, a na koniec w czystej zywicy epoksydowej Epon 812. Materiat za-
topiony w zywicy umieszczano w cieplarce w temperaturze 40°C na 24 godziny,
a nastepnie w temperaturze 60°C na dwa tygodnie. Z bloczkéw eponowych spo-
rzadzano skrawki potcienkie grubosci 0,5-0,1pm, ktore po dobarwieniu 0,5%
biekitem toluidyny w 1% boraksie oceniono w mikroskopie swietlnym. Skrawki
ultracienkie grubosci 60-80nm kontrastowano 9% roztworem octanu uranylu
przez 10 minut w temperaturze pokojowej, przeplukiwano woda bidestylowana
i dobarwiano 0,625% cytrynianem otowiu przez 10 minut w temperaturze poko-
jowej i ponownie przemywano woda bidestylowana. Materiat oceniano w trans-
misyjnym mikroskopie elektronowym Zeiss EM 900.

3.10. Badania mikrobiologiczne

Oceng mikrobiologiczng materiatow pobranych z dréog oddechowych pacjentow
z mukowiscydoza prowadzono zgodnie z procedurami opracowanymi na pod-
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stawie migdzynarodowych rekomendacji: Cystis fibrosis Foundation Consensus
Conference on Infection Control Participants z 2003 roku oraz UK Cystis Fibro-
sis Trust Microbiology Laboratory Standards Working Group z 2010 roku. Ma-
teriat do badan stanowila plwocina oraz BAL. Do Laboratorium Mikrobiologii
probki transportowane byty w temperaturze pokojowej w mozliwie najkrotszym
czasie. Maksymalny czas transportu wynosit 4 godziny. Przed posiewem mate-
riat uplynniano przy pomocy preparatu mukolitycznego bromheksyna (Aflegan).
W celu oceny jakosci pobranego materiatu dla wszystkich probek wykonano
preparat barwiony metoda Grama. Badanie plwociny wykonywano metoda p6t-
ilosciowa, a BAL-u metoda ilo§ciowa. Dobdr podiozy mikrobiologicznych shu-
zacych do posiewu oraz warunki i czas inkubacji umozliwiaty wykrycie wigk-
szosci drobnoustrojoéw istotnych w mukowiscydozie: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa
(rozne fenotypy), Burkholderia cepacia complex, Stenotrophomonas maltophi-
lia, Achromobacter xylosoxidans, Ralstonia spp., Pandoraea spp., Candida spp.
oraz Aspergillus spp. Zastosowano podtoza firmy bioMerieux i Becton Dickin-
son.

Identyfikacja drobnoustrojow prowadzona byta przy pomocy manualnych
i automatycznych testow biochemicznych oraz testow lateksowych firmy bio-
Merieux. Lekowrazliwos¢ okreslano metoda dyfuzyjno-krazkowa wg Kirby-
-Bauer, automatyczna w analizatorze Vitek2 Compact firmy bioMerieux oraz
okreslajac MIC przy pomocy paskow z gradientem st¢zenia lekow — E-test®.
Interpretacje lekowrazliwos$ci opierano zawsze na aktualnych rekomendacjach
amerykanskich CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institiute).

Identyfikacje Chlamydophila pneumoniae w bioptacie btony sluzowe;j
oskrzela wykonywano metoda PCR (polymeraze chain reaction). Z bioptatu bto-
ny $luzowej oskrzela segmentarnego ptuca izolowano catkowite DNA metoda
kolumienkowa przy uzyciu zestawu QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Jakos¢
uzyskanej matrycy oceniano stosujac elektroforeze w 2% zelu agarozowym przy
natezeniu 200 mA w buforze TAE. Tak przygotowane DNA stanowilo matryce
do reakcji tancuchowej polimerazy. Do momentu wykonania analizy roztwor
DNA przechowywano w temperaturze -70°C. Lancuchowa reakcja polimera-
zy (PCR) pozwala na amplifikacj¢ in vitro wybranej sekwencji genomowego
DNA przy uzyciu syntetycznej pary oligonukleotydow (starterow). W celu po-
twierdzenia obecnosci DNA genomowego zastosowano zestaw diagnostyczny
PCR — Chlamydophila pneumoniae (DNA-Gdansk). Amplifikowanie fragmentu
genu ompA (outer membrane protein) Chlamydophila pneumoniae w ukladzie
nested-PCR. Nested PCR polega na przeprowadzeniu dwoch kolejnych reakcji
PCR. W pierwszej reakcji wykorzystywana jest jedna para primeréw. Powstaty
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produkt o wielko$ci 424 par zasad stanowi matryc¢ w nastgpnej reakcji, w kto-
rej stosowana jest druga para primerow komplementarnych do miejsc wewnatrz
produktu 424 par zasad. Koncowy produkt reakcji nested-PCR ma wielkos¢ 147
par zasad (bp) widoczny na 2% zelu agarozowym barwionym bromkiem etydty-
ny. W celu potwierdzenia obecnosci DNA genomowego zastosowano parg star-
terow dla B-globiny (TIB MolBiol, Poznan).

Tabela VI. Startery uzyte w metodzie

Nazwa Region Sekwencia 5°_3° Wielkos¢
startera amplifikowany wend produktu
BGPOC3 gen B-globiny ACACAACTGTGTTCACTAGC 326 bp

BGPOC6 CATCAGGAGTGGACAGATCC

Jednorazowo reakcj¢ nastawiano dla kilku prob badanych oraz dla kontroli
pozytywnej i kontroli negatywnej, ktora stanowila mieszanina reakcyjna z do-
datkiem 5 pl jatowej wody w miejsce DNA.

Produkty reakcji PCR analizowano jakosciowo za pomoca elektroforezy na
zelu agarozowym (1,5% z dodatkiem 10 pl bromku etydyny) w 1% buforze TBE
(8,8 g Tris, 5,5 g kwasu borowego, 5 ml 0,5 M EDTA, pH 8,3 w 1000 ml H,0O)
przy natezeniu pradu 60 mA przez 1 godzing. Na zel naktadano proby badane,
kontrole pozytywna i negatywna oraz marker wielko$ci czasteczki DNA (PCR
Marker; Sigma). Wynik odczytywano na podstawie prazkéw widocznych na
zelu w swietle UV. Prazek o dlugosci 147 obecny na zelu w kontroli pozytyw-
nej i probie badanej oraz brak prazka w probie negatywnej §wiadcza o obec-
no$ci DNA Ch. pneumoniae w probie badanej. Badania wykonano w Katedrze
1 Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej UM w Poznaniu (kier. prof. dr hab. med.
Andrzej Szkaradkiewicz).

Wykrywanie pratkoéw kwasoopornych przeprowadzano metoda automatycz-
ng, z wykorzystaniem kolorymetrycznego systemu MB/bacT. Do zamknigtej
szczelnie butelki hodowlanej zawierajacej podtoze Midllebrook 7H9 i miesza-
ning gazoéw (O,, N,, CO,) wprowadzano strzykawka homogenizowany materiat
uzyskany z ptukania oskrzelowo-pgcherzykowego. W celu wyeliminowania za-
nieczyszczen bakteriami towarzyszacymi, do butelki dodawano zestaw pigciu
antybiotykow pod nazwa PANTA (polimyksyna B, amfoterycyna B, kwas nali-
dyksowy, trimetoprim, azlocylina). Nastgpnie butelke inkubowano w cieplarce
w temperaturze 37°C. Namnazajace sig pratki wydzielaja CO,, ktorego wzrost
stezenia w butelce powoduje zmiang zabarwienia wskaznika kolorymetrycznego.
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Intensywno$¢ wzrostu pratkow rejestrowana jest automatycznie i przedstawiana
w sposob graficzny. Czas obserwacji wzrostu pratkow wynosit 10 tygodni.

3.11. Analiza statystyczna

W analizie statystycznej zastosowano testy parametryczne i nieparametryczne.
Dla danych ciaglych spelniajacych zatozenia wykorzystano jednoczynniko-
wa analiz¢ wariacji ANOVA, a dla danych niespetniajacych zatozen test Kru-
skala-Wallisa. W przypadku danych skategoryzowanych postuzono sig testem
chi-kwadrat (%) dla tablic wielodzielczych i dwudzielczych oraz doktadnym
testem Fischera. Dla oceny wspotzmiennosci cech wykorzystano korelacja po-
rzadku rang Spearmana. Obliczen dokonano w programie statystycznym STA-
TISTICA (wersja 6.0). Roznice przyjmowano jako statystycznie znamienne, gdy
poziom istotnosci p < 0,05.
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4. WYNIKI BADAN

4.1. Analiza materiatu klinicznego

Badania przeprowadzono na grupie 33 dorostych w wieku od 18 do 38 lat ($red-
nia wieku 23,6) chorujacych na mukowiscydozeg, w tym 17 kobiet i 18 mgz-
czyzn. Rozpoznanie ustalono wczes$niej u 27 chorych, nowe zostato postawione
u 6 pacjentow. U wszystkich chorych wykazano, co najmniej dwukrotnie, dodat-
ni wynik testu potowego. Uzyskane wartosci zawieraty si¢ w przedziale od 63
do 119 mmol/L. Nie stwierdzono zaleznos$ci pomigdzy klinicznym zaawansowa-
niem mukowiscydozy i warto§ciami st¢zenia anionow chlorkowych w pocie.

Rozpoznanie mukowiscydozy w pierwszym roku po urodzeniu zostato
ustalone u 12 chorych, w wieku pomigdzy 2 i 10 rokiem zycia u kolejnych 10
iw okresie do 35 roku zycia u 11 pozostatych. Potwierdzenie rozpoznania w p6z-
niejszym wieku wynikato z utrzymujacego si¢ przez dtuzszy czas dobrego stanu
klinicznego, rzadziej wystepujacych zaostrzen oraz w 2 przypadkach z btednie
postawionej wczesniejszej diagnozy.

Zastosowanie kryteriow oceny klinicznej wg Shwachmana i Kulczyckiego
umozliwito w duzej mierze okreslenie zaawansowania choroby. Stan klinicz-
ny okreslono jako bardzo dobry u 13 chorych (39,4%), jako dobry, dos¢ dobry,
umiarkowany i ci¢zki odpowiednio w grupach po 5 chorych (po 15,2%).

W badanej grupie dorostych zaostrzenia choroby wyrazone liczba pobytow
w szpitalu wahaty sig¢ w szerokim zakresie od 1 do ponad 50. Srednia liczba po-
bytow w szpitalu wynosita 29.

Wartosci BMI byly zr6znicowane w przedziale od 14,8 do 27,2, ze $rednia
wartos$cia 19,75. W 22 przypadkach (66,7%) stwierdzono prawidlowa masg cia-
ta, niedobdr masy wykazano w 9 (27,3%), a nadwagge w 2 przypadkach (6,1%).

Zewnatrzwydzielnicza niewydolnos$¢ trzustki rozpoznano u 25, a cukrzyce
u 15 chorych.

W okresie 5-letniej obserwacji 33 chorych miato miejsce 5 zgonow spo-
wodowanych powiktaniami w przebiegu choroby oskrzelowo-ptucnej. Stopien
klinicznego zaawansowania choroby w trzech przypadkach okreslono jako cigz-
ki juz w momencie wlaczenia do badania. Zmarli chorzy przebyli duza liczbe
zaostrzen, chorowali na cukrzycg 1 zewnatrzwydzielnicza niewydolnos¢ trzustki
(Tabela VII).
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Tabela VII. Charakterystyka ogolna dorostych chorych na mukowiscydoze
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4.2. Wyniki badan molekularnych

Badania molekularne umozliwily identyfikacj¢ mutacji na obu allelach genu
CFTR u 12 dorostych chorych (36,36%). Mutacje F508del/F508del i F508del/
CFTRdel21kb rozpoznano odpowiednio u 4 (12,1%) 12 (6,1%) chorych. W 7 in-
nych przypadkach stwierdzono ré6zne mutacje na obu allelach genu CFTR. Mu-
tacje F508del wykryto na co najmniej jednym allelu w 18 przypadkach, z czego
w 8 stanowita ona jedyna rozpoznana mutacj¢ genu CFTR. Zastosowanie zesta-
wu Innogenetics PCR INNO-LiPA CFTR 17+Th Update (17 mutacji + polimor-
fizm) oraz INNO-LiPA CFTR 19 (19 mutacji) nie pozwolito na identyfikacje
mutacji na zadnym z obu alleli u 12 chorych (36,36%) (Tabela VIII). Rozpo-
znanie w tej grupie chorych zostato postawione w oparciu o obraz kliniczny i co
najmniej dwukrotnie dodatni wynik testu potowego. Nie wykazano zalezno$ci
pomiedzy typem mutacji genu CFTR a stanem klinicznym chorych i zaawanso-
waniem zmian histopatologicznych w drzewie oskrzelowym.

Tabela VIII. Czesto$¢ wystepowania mutacji w grupie 33 dorostych chorych na mukowi-
scydoze

Typ mutacji n %
M/M 12 36,36
F508del/M 8 24,24
F508del/F508del 4 12,12
F508del/CFTRdel21kb 2 6,06
F508del/2183AA>A 1 3,03
F508del/3849+10kbCT 1 3,03
621+1G>T/621+1G>T 1 3,03
622-1G>A2143delT 1 3,03
F508del/2143delT 1 3,03
M/CFTRdel21kb 1 3,03
F508del/G542X 1 3,03

4.3. Wyniki badan radiologicznych

Zdjecia radiologiczne klatki piersiowej wykazaly zroéznicowanie zaawansowa-
nia zmian oskrzelowo-ptucnych w badanej grupie chorych (Tabela 1X).
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Tabela IX. Skala punktowej oceny zmian radiologicznych wg Brasfield
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W zebranym materiale nie byto ani jednego chorego z prawidlowym obra-
zem radiologicznym klatki piersiowej. W przypadku 7 chorych warto$¢ punk-
towa w skali Brasfield byta wigksza od 20. Stwierdzone nieprawidtowosci byty
mato zaawansowane i przedstawiaty si¢ gtéwnie w postaci zmian guzkowo-tor-
bielowatych, linijnych zacienien i nieduzego rozdgcia ptuc. Wigksze nasilenie
zmian oskrzelowo-plucnych, szczegolnie linijnych zacienien, zaobserwowano
u 13 chorych (warto$¢ punktowa > 15). Znaczne zaawansowanie zmian guz-
kowo-torbielowatych, linijnych zacienien i wyrazne cechy putapki powietrznej
potwierdzono w pozostatych 13 przypadkach. Nieprawidtowosci w obrazie ra-
diologicznym dotyczyty przede wszystkim gornych i srodkowych pdl ptucnych.
Przedziaty wartosci punktowych zostaly wyznaczone umownie. (Fot. 1A, B, C).

4.4. Ocena spirometryczna

Badanie spirometryczne wykazato w 13 przypadkach wynik prawidlowy. U po-
zostatych chorych stwierdzono ograniczenie rezerw wentylacyjnych ptuc o ty-
pie obturacji. Obturacj¢ tagodna stwierdzono w 1 przypadku, umiarkowana w 3,
sredniocigzka w 6, cigzka w 3 przypadkach i w pozostatych 7 bardzo cig¢zka.
Wyniki proby rozkurczowej bylty ujemne (Tabela X).

4.5. Wyniki badan bronchofiberoskopowych

Intensywno$¢ zmian zapalnych w drzewie oskrzelowym okreslano podczas
bronchofiberoskopii wg zmodyfikowanej na potrzeby badania skali punktowe;j
Thompsona, w zakresie od 2 do 12. Maksymalna liczba 12 punktow zostata uzy-
skana przez 8 chorych i oznaczala silne przekrwienie btony $luzowej z wyraz-
nym zwe¢zeniem $wiatta oskrzeli, krwawienie z powierzchni btony §luzowej oraz
nagromadzenie duzej ilosci sluzowo-ropnej i ropnej wydzieliny w oskrzelach
(Fot. 2).

W 12 przypadkach nasilenie zmian zapalnych oceniono w zakresie 10—11
punktow, a niewielkie réznice w tej grupie chorych wynikaty ze stopnia obrze-
ku i przekrwienia btony §luzowej lub stwierdzanego krwawienia. U pozostalych
chorych stwierdzono lekkie przekrwienie §luzowki, mieli zaokraglenie ostrog
podziatowych i mierng lub umiarkowana ilo$¢ §luzowej lub $luzowo-ropne;j
wydzieliny w $wietle oskrzeli. Obecno$¢ zaawansowanych zmian zapalnych
oskrzeli zwiazana byta z wystepowaniem duzej ilosci ropnej lub §luzowo-ropne;j
wydzieliny. W ocenie makroskopowej tres¢ ropna stwierdzono u 64% chorych,
sluzowo-ropna u 24% i sluzowa u pozostatych 12% chorych (Tabela XI).
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Tabela X. Wartosci wybranych parametréw spirometrycznych

Lp. FEV %VC FVC% FEV %

1 64,6 56,6 39,4
2 86,6 95,1 84,4
3 75,4 76,6 76

4 65,8 58,8 55,8
5 90,6 87,8 85,3
6 61,4 64,3 56,1
7 67,4 65,3 65,2
8 81,5 63,4 552
9 56.9 44,9 57,7
10 98,4 103 113
11 101 84,2 93
12 63,7 67,2 45,8
13 90,7 78 91,5
14 68,0 76,7 62,7
15 57,9 30,6 21,7
16 87,2 92 81,3
17 103 95 121
18 98,7 69,7 81,6
19 44,8 64,3 27,3
20 52,7 39,3 33,2
21 91,8 91,6 94,9
22 67,3 64,8 63,5
23 62,2 64,5 56,8
24 57,1 30 28,9
25 91,1 91 94,6
26 63,2 34,9 21,5
27 63,3 52 38,1
28 64,1 33,5 34,9
29 53,7 44.4 39,2
30 87,6 87,5 93,5
31 109 84,6 93,5
32 45,8 33,7 15,1
33 77 90,4 97,9

Plukanie oskrzelowo-pgcherzykowe wykonywane podczas bronchofibero-
skopii umozliwito okreslenie sktadu komérkowego w pobranym materiale. Neu-
trofile wystepowaty w przewadze u 24 chorych (72,7%), a makrofagi u pozosta-
tych 9 (27,3%). W 1 przypadku u chorej ze wspotistniejaca astma oskrzelowa
stwierdzono 15% udziat eozynofili (Tabela XII).
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Tabela XI. Intensywno$¢ zmian zapalnych w drzewie oskrzelowym wg zmodyfikowanej
skali punktowej Thompsona

Punktowa ocena zmian zapalnych Liczba Rodzaj
Lp. | przekrwienie | obrzek | krucho$é | wydzielina | Punktow wydzieliny

1 3 2 3 3 11 ropna

2 3 2 2 3 10 $luzowo-ropna
3 2 1 2 2 7 sluzowo-ropna
4 3 3 3 3 12 ropna

5 1 1 1 2 5 ropna

6 3 2 2 3 10 $luzowo-ropna
7 3 3 3 3 12 $luzowo-ropna
8 3 2 3 3 11 ropna

9 3 3 3 3 12 ropna

10 3 3 3 3 12 ropna

11 2 1 1 1 5 sluzowa

12 2 1 1 1 $luzowo-ropna
13 2 1 1 2 6 $luzowo-ropna
14 2 3 3 3 11 ropna

15 3 3 3 3 12 ropna

16 2 2 2 2 8 ropna

17 1 1 1 2 5 $luzowo-ropna
18 2 2 2 3 9 ropna

19 3 3 2 3 11 ropna

20 3 3 3 3 12 ropna

21 2 3 2 3 10 ropna

22 2 2 2 3 9 ropna

23 3 3 2 3 11 ropna

24 1 1 1 2 5 ropna

25 3 3 3 3 12 ropna

26 0 0 1 1 2 $luzowa

27 3 2 2 3 10 $luzowo-ropna
28 2 3 2 3 10 ropna

29 2 3 3 3 11 ropna

30 1 0 1 1 3 sluzowa

31 3 3 2 2 10 ropna

32 3 3 3 3 12 ropna

33 2 1 1 1 5 $luzowa
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Tabela XII. Odsetkowy udziat komorek zapalenia w materiale uzyskanym z BAL

Lp. Makrofagi Neutrofile Limfocyty Eozynofile
1 10 90 0 0
2 70 30 0 0
3 95 3 2 0
4 5 95 0 0
5 5 95 0 0
6 98 2 0 0
7 10 90 0 0
8 5 95 0 0
9 5 95 0 0
10 5 95 0 0
11 100 0 0 0
12 60 40 0 0
13 20 65 0 15
14 10 90 0 0
15 95 0 0
16 95 1 0
17 0 0 0
18 10 90 0 0
19 5 95 0 0
20 5 95 0 0
21 10 90 0 0
22 0 100 0 0
23 10 90 0 0
24 5 95 0 0
25 1 99 0 0
26 95 0 5 0
27 10 90 0 0
28 5 95 0 0
29 5 95 0 0
30 90 10 0 0
31 5 95 0 0
32 5 95 0 0
33 5 0 0 0
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4.6. Badanie materiatu biopsyjnego w mikroskopie Swietinym
i transmisyjnym mikroskopie elektronowym

Badania wycinkoéw btony $luzowej oskrzeli w mikroskopie $wietlnym 1 trans-
misyjnym mikroskopie elektronowym przeprowadzono u 33 dorostych chorych.
Powierzchnia btony §luzowej oskrzeli na catej dtugosci pokryta byta nabton-
kiem walcowatym wielorzgdowym urzgsionym w materiale pochodzacym od
16 chorych. W tej liczbie w 9 przypadkach stwierdzono nabtonek urzgsiony na
wigkszosci powierzchni blon §luzowych. Posiadal on strukture nablonka wielo-
rzgdowego walcowatego (4 przypadki), jednorzedowego walcowatego (3 przy-
padki) Iub jednowarstwowego szesciennego (2 przypadki). Ogniskowo wyste-
pujacy nablonek walcowaty wielorzedowy urzesiony stwierdzono w wycinkach
pochodzacych od 12 chorych. W tej grupie u 5 chorych znajdowano ogniska
nabtonka wielowarstwowego ptaskiego, u innych dwdch chorych nabtonek wie-
lorzedowy byt jedno-, dwu- lub tréjwarstwowy. Zupelny brak nabtonka wie-
lorzgdowego urzgsionego wykazano w materiale pochodzacym od 5 chorych.
W tych przypadkach obecny byt nabtonek wiclowarstwowy ptaski (3 chorych)
i szeScienny (2 chorych). U czesci pacjentow widoczne byly fragmenty nabton-
ka oskrzelowego oderwanego od btony podstawnej i nalezacego do nabtonkow
walcowatych urzesionych z przewaga komorek kubkowych. Oderwanym na-
btonkom towarzyszyly komorki odczynu zapalnego.

Zmiany w nabtonku urzgsionym obejmowaly nieregularne umieszczenie rzg-
sek na wolnej powierzchni komorek, spadek liczby rzgsek i/lub ich skrocenie oraz
rzeski ugiete w rdznych kierunkach. Komorki kubkowe w nabtonku oskrzelowym
rozmieszczone byly w proporcjach prawidtowych lub byto ich wigcej niz komorek
urzgsionych, nierzadko wystgpowaty w zespotach po kilka (Fot. 3).

W poszerzonych przestrzeniach miedzykomoérkowych nabtonka oskrzelo-
wego znajdowano ogniska neutrofili, monocytéw, limfocytow i komork pla-
zmatycznych. Obecnos$¢ komorek zapalenia stwierdzano takze w $wietle naczyn
wlosowatych oraz w zrebie btony $luzowej wlasciwej (pojedyncze, w grupach
lub rozproszone). Migdzy komodrkami nablonka wystgpowatly ogniskowo dos¢
liczne erytrocyty, pochodzace z uszkodzonych naczyn wlosowatych btony §lu-
zowej wlasciwej, przechodzace przez miejsca uszkodzen (przerwy w ciagtosci
sciany wlosniczek) (Fot. 4, 10).

W nabtonku stwierdzano réwniez miernie poszerzone przestrzenie migdzy-
komorkowe i ztacza migdzykomorkowe taczace migdzy soba komorki nabtonka
(Fot. 18). Migdzy komorkami nabtonka gruczotowego znajdowano ztacza typu
przylegania. Na powierzchni czgéci komoérek pozbawionych rzgsek Iub pomig-
dzy pojedynczymi, nierownomiernie rozmieszczonymi rz¢skami wystgpowaty
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mikrokosmki, w cze$ci rozgaleziajace sig. Niektore komorki urzgsione posiada-
ty wypustki cytoplazmy z zespotami aksonemy, w innych wypustki cytoplazmy
pozbawione byly uktadu ruchowego rzgsek (aksonemy) (Fot. 5).

W materiale pochodzacym od 14 chorych w badaniach ultrastrukturalnych
stwierdzono w wigkszos$ci rzgsek brak ramion wewngtrznych dyneiny, przy
czym c¢zg$¢ rzgsek pozbawiona byta obu ramion tego biatka (Fot. 6). Znaleziono
rzegski z nieprawidtowymi liczbami dubletéw mikrotubul lub z przesunigciem
mikrotubul obwodowych w kierunku dubletu centralnego (Fot. 6). Wykazano
obecnos¢ pojedynczych mikrotubul obwodowych zamiast dubletu oraz dodat-
kowych pojedynczych mikrotubul polozonych na obwodzie rzgski. Warto tak-
ze zwrdci¢ uwage na wystgpowanie rzgsek pozbawionych dubletu centralnego
oraz posiadajacych 3 mikrotubule centralne przy prawidlowej liczbie dubletow
obwodowych. W licznych mikrotubulach obserwowano odwarstwienie btony
aksonemalnej od zespolow filamentow cytoplazmy (Fot. 6). Stwierdzono wyste-
powanie rzesek, w ktorych pod wspdlna blong komorkowa wystepowaly zespoty
uktadéw aksonemy w liczbie wigkszej niz przypadajaca na jedna rzeske, wyno-
sity one od 2 do 20 zespotéw aksonemy — rzgski olbrzymie (Fot. 7).

W czesci komorek sie¢ graniczna byta poprzerywana i nieregularnie, gigbo-
ko osadzona w cytoplazmie (Fot. 5), niekiedy siggala obszaru okotojadrowego
lub bocznej powierzchni komorek. W czgéci materiatu stwierdzono na wolnej
powierzchni komorek nablonka obszary pozbawione rzgsek (Fot. 3).

W nielicznych przypadkach pomigdzy komorkami nabtonka urzgsionego
wystgpowaly pojedynczo lub po kilka komoérki neuroendokrynne. W czgéci frag-
mentow blony §luzowej, ktorej powierzchnia pozbawiona byta nabtonka, obecne
byly ogniskowo komorki pluripotencjalne przytwierdzone do btony podstaw-
nej (Fot. 8, 9), migdzy komoérkami nie wystepowaty zlacza migdzykomorkowe,
a czg$¢ komorek byta znacznie zwakuolizowana. Poza opisanymi zmianami ko-
morek urzgsionych w czeéci materiatu na powierzchniach blony podstawnej wy-
stepowaty komorki pluripotencjalne w grupach lub pojedynczo (samotne) (Fot.
9). W innych odcinkach tworzyty grupy zasiedlajace btony podstawne w sposdb
ciagly z zachowaniem poszerzonych przestrzeni mi¢gdzykomorkowych (Fot. 12).

W 14 przypadkach stwierdzono znaczne pogrubienie potozonej pod nabton-
kiem oskrzelowym btony podstawnej. W 15 innych byta pogrubiona umiarko-
wanie (Fot. 9) lub w niewielkim stopniu, a w pozostalych 4 prawidlowa. Mate-
riat do oceny morfologicznej pobierany byt u czgs$ci chorych w okresie remisji
zmian ostrych, a u czg$ci takze w trakcie trwania ostrej fazy kolejnego nawrotu.
Wyktadniki przewlektego zapalenia oskrzeli obserwowano u 17 chorych, zapa-
lenia przewlektego z nawrotem fazy ostrej w 12 przypadkach i zapalenia ostrego
w 4. W naczyniach wlosowatych btony §luzowej obserwowano formowanie bton
okienkowych przez komorki srédbtonka (Fot. 10).
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W wielu wlosniczkach blony sluzowej i podsluzowej u wigkszosci chorych
wystepowaty cechy uszkodzenia. Stwierdzano poszerzenie ich $wiatet i glgbsze
potozenie naczyn wzgledem powierzchni nabtonka. W materiale badanym od
chorych, u ktorych wykazano wyktadniki ostrej fazy zapalenia (Fot. 4), w czg$ci
naczyn wlosowatych stwierdzono zakrzepicg lub zakrzepicg z cechami organi-
zacji. W niektorych przypadkach §wiatto naczyn byto zwezone, a liczba naczyn
byla niewielka. Obrzekowi btony §luzowej w czgsci przypadkéw towarzyszy-
o rozdgcie gruczotow sluzowych lezacych w btonie podsluzowej, ich zlewa-
nie si¢ oraz wpuklanie w obszar btony sluzowej wtasciwej. W blonie $luzowe;j
wlasciwej widoczne byly cechy kolagenizacji zrgbu z obecnoscia dos¢ licznych
fibroblastow i fibrocytow oraz komorki zapalenia (Fot. 4, 10). Znacznie nasilo-
ne procesy kolagenizacji stwierdzono w materiale badawczym pochodzacym od
21 chorych. W 8 przypadkach w obrebie zrebu blaszki wtasciwej kolagenizacja
przestrzeni pozakomorkowej byta niewielka (Tabele XIII i XIV).

W zebranym materiale — tak w wycinkach, w ktorych znajdowano nieprawi-
dtowe nabtonki gruczotowe, jak i w wycinkach, w ktorych wystepowaty nabton-
ki wielowarstwowe — obecne byly fragmenty odnowy nabtonka. Komorki na-
btonka odnawiajacego si¢ lezaty na btonie podstawnej i nie mozna byto okresli¢
ich poziomu réznicowania i dojrzewania pozwalajacego na okreslenie kierunku
roznicowania (Fot. 8, 9, 11). W niektorych fragmentach btony sluzowej oskrzeli
ogniskowo znaczng cz¢$¢ obszaru komorek nabtonka szesciennego zajmowaty
jadra, ktoére miaty duze zespoly heterochromatyny i posiadaty pojedyncze ja-
derka o cechach aktywacji. Cytoplazma tych komoérek zawierala miernie liczne
peczki wiokienek cytokeratyn, mitochondria, pojedyncze kanaty szorstkie sia-
teczki §rodplazmatycznej i liczne zespoty wolnych polirybosomow (Fot. 11).

W kilku badaniach mozna bylto rozpozna¢ metaplazj¢ plaskonabtonkowa
(Fot. 12, 13, 15) Iub metaplazje ptaskonabtonkowa z cechami dysplazji (Fot.
14, 16, 17, 18, 19). Na blonach podstawnych lezaly komorki tworzace dwie lub
kilka warstw komorkowych. Na powierzchni takich nablonkoéw wystgpowaty
komorki sptaszczone i zachowujace cechy komorek kolczystych (Fot. 13, 15).
Cecha charakterystyczng tych komorek byty: ksztatt typowy dla komoérek kol-
czystych, formowanie licznych mostkow cytoplazmatycznych taczacych komor-
ki potaczeniami desmosomopodobnymi, peczki cytokeratyn nieliczne lub do$¢
liczne w cytoplazmie. Czgsto miedzy mostkami znajdowaty si¢ mikrokosmki
(Fot. 15). Cecha istotna opisywanych komorek byty duze, wrebiaste, nieregu-
larne jadra komorkowe, zajmujace znaczna czg$¢ obszaru komorek (Fot. 13, 14,
17). Na podstawie oceny morfologicznej mozna je byto zaliczy¢ do nabtonka
wielowarstwowego ptaskiego nierogowaciejacego, co w odniesieniu do miejsca
wystgpowania nalezy zaliczy¢ do metaplazji ptaskonabtonkowej (Fot. 13, 15).
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Tabela XIII. Charakterystyka zmian histopatologicznych w bfonie sluzowej oskrzeli

Lp. Stopien pogrubien?a Stopien skglage}lizowania Wystqpowapie nablonka
btony podstawne;j blaszki wlasciwej urzgsionego

1 + prawidlowa ogniskowo

2 +++ ogniskowo

3 + prawidlowa przewazajace

4 +H +++ przewazajace

5 cienka, rowna prawidlowa ogniskowo

6 +++ +++ ogniskowo

7 + +H++ na catej dlugosci

8 cienka, rowna ++ na calej dlugosci

9 cienka, rowna +++ przewazajace

10 +++ +H+ brak

11 ++ +H+ brak

12 ++ +++ na calej dtugosci

13 - ++ na calej dtugosci

14 ++ +++ ogniskowo

15 +++ +++ na catej dlugosci

16 +H +++ przewazajace

17 +++ +++ ogniskowo

18 ++ +++ na catej dlugosci

19 ++ +4++ ogniskowo

20 ++ prawidlowa na catej dlugosci

21 + prawidlowa ogniskowo

22 cienka, rowna prawidtowa ogniskowo

23 + + przewazajace

24 + +++ przewazajace

25 +++ +++ brak

26 + +++ przewazajace

27 + prawidlowa przewazajace

28 +++ +++ ogniskowo

29 cienka, rowna +++ przewazajace

30 +++ +++ brak

31 - + ogniskowo

32 ++ prawidlowa ogniskowo

33 +++ -+ brak

+ cecha nieznacznie nasilona
++ cecha $rednio nasilona
+++ cecha znacznie nasilona
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Tabela XIV. Charakterystyka zmian histopatologicznych w btonie $luzowej oskrzeli

Lp. Typ zapalenia Obecnos¢ metaplazji/dysplazji

1 przewlekle + ostre metaplazja
2 przewlekte + ostre metaplazja
3 przewlekte -

4 ostre metaplazja
5 przewlekte + ostre -

6 przewlekte metaplazja
7 przewlektle -

8 przewlekle + ostre -

9 przewlekte -

10 przewlekle + ostre metaplazja
11 przewlekte -

12 przewlekte -

13 przewlekte + ostre -

14 przewlekte dysplazja
15 przewlekte + ostre metaplazja
16 przewlekte dysplazja
17 ostre metaplazja
18 przewlekte -

19 przewlekle + ostre -

20 przewlekte + ostre -

21 przewlekte -

22 przewlekle + ostre metaplazja
23 przewlekte + ostre -

24 przewlekle -

25 ostre dysplazja
26 przewlekle dysplazja
27 przewlekte -

28 przewlekte -

29 przewlekte -

30 przewlekte metaplazja
31 przewlekle -

32 przewlekte + ostre -

33 przewlekle -
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W czescei tych komorek wystgpowaly duze nieregularnosci budowy otoczki
jadrowej, nie tylko formowanie jader wrebiastych, ale takze braki fragmentow
otoczki jadrowej — niekiedy rozlegte. W komodrkach pozbawionych duzych ob-
szarow otoczki jadrowej chromatyna ,,wysypywata” si¢ do cytoplazmy (Fot. 8).

Czes$¢ biopsji stanowiacych material badawczy pokrywat nabtonek wielo-
warstwowy plaski z obecnymi figurami podzialu w warstwach $rodkowych.
Jadra w komorkach tego nablonka byly powigkszone, wieloksztaltne, niektore
z wielkimi lub mnogimi jaderkami (Fot. 14, 16, 18, 19). W wielu komorkach na-
lezacych do nabtonka wielowarstwowego ptaskiego znajdowano jadra o bardzo
zmienionych ksztaltach, pozbawione na dlugich odcinkach otoczki jadrowe;;
zespoty chromatyny lezaly migdzy strukturami cytoplazmy (Fot. 18, 19). Obraz
moze odpowiada¢ brakowi lamin jadrowych.

Ogniskowo znajdowano komoérki dwujadrowe, jedno z jader byto otoczone
otoczka, a drugie calkowicie otoczki pozbawione (Fot. 14, 16). W ocenianym
materiale widoczne byly pojedyncze nieprawidlowe mitozy, co razem z ko-
morkami w podziale powyzej warstwy podstawnej oraz licznymi komoérkami
o powigkszonych jadrach z ubytkami otoczki jadrowej i materialem chromatyny
w cytoplazmie §wiadczy¢ moze o dysplazji.

4.7. Ocena mikrobiologiczna materiatu uzyskanego z ptukania
oskrzelowego

W badaniach mikrobiologicznych materialu uzyskanego z BAL wyhodowa-
no drobnoustroje nalezace do 13 réznych gatunkow. Stwierdzono obecnosé
Pseudomonas aeruginosa 1 Staphylococcus aureus MSSA (methicillin-sensi-
tive Staphylococcus aureus), odpowiednio u 12 i 11 chorych. Staphylococcus
aureus MRSA (methicyllin-resistant Staphylococcus ureus) 1 Streptococcus
viridans wykazano u 9 pacjentow. W 7 przypadkach stwierdzono wystgpo-
wanie Neisseria spp., W 3 Haemophilus influenzae oraz po 2 przypadki Kleb-
siella pneumoniae, Burkholderia cepacia 1 Candida albicans. U nielicznych
chorych wykazano obecno$¢ Streptococcus pneumoniae, Moraxella lacunata,
Stenotrophomonas maltophilia 1 Candida sake. W analizowanym materiale
u zadnego pacjenta nie potwierdzono obecnosci pratkow kwasoopornych (Ta-
bela XV).

45



Tabela XV. Czesto$ci wystepowania bakterii i grzybdéw w materiale z ptukania oskrzelo-
wego chorych na mukowiscydoze

Czestose
Rodzaj bakterii wystgpowania
n %

Pseudomonas aeruginosa 12 36,36
Staphylococcus aureus MSSA 11 33,33
Staphylococcus aureus MRSA 9 27,27
Streptococcus viridans 9 27,27
Neisseria spp. 7 21,21
Haemophilus influenzae 3 9,09
Klebsiella pneumoniae 2 6,06
Burkholderia cepacia 2 6,06
Candida albicans 2 6,06
Streptococcus pneumoniae 1 3,03
Moraxella lacunata 1 3,03
Stenotrophomonas maltophilia 1 3,03
Candida sake 1 3,03
Pratki gruzlicy 0 0,00
MOTT 0 0,00

Wystepowanie jednoczesnie 4 gatunkow bakterii 1 grzyboéw wykazano u 2
chorych, 3 r6zne patogeny obecne byty w 7 przypadkach i w takiej samej grupie
stwierdzono pojedyncze gatunki. U 7 chorych kolonizacji drzewa oskrzelowego
przez Pseudomonas aeruginosa towarzyszyto zakazenie Staphylococcus aureus,
w tym u 5 chorych byt to typ MRSA (Tabela XIV).

46



Tabela XVI. Wystepowanie bakterii i grzybow w materiale z ptukania oskrzelowego
u dorostych chorych na mukowiscydoze

Lp. |P. Sa |[Sa |[St. |[N. |H. [K. |B. [C. |[C. |S. M. |[S. C.
ae. |[MS [MR |w. sp. |in. |pn. |[ce. |al. |p. |pn. [la. |ma. |sa.

1 +

2 + + +

3 + + +

4 +

5 + + +

6 + + + +

7 + +

8 + + + +

9 + +

10 |+ + +

11 + +

12 + +

13 |+

14 +

15 + +

16 + +

17 + +

18 |+ + +

19 +

20 |+ +

21 |+ +

22 + + +

23 +

24 +

25 |+ +

26 + +

27 + + +

28 +

29 |+ + +

30 +

31 |+

32 |+ + +

33 +

P. ae. — Pseudomonas aeruginosa, S.a. MS — Staphylococcus aureus MSSA, S.a. MR — Staphylococc-
us aureus MRSA, St. V. — Streptococcus viridans, N. sp. — Neisseria spp., H. in.— Haemophilus influenzae,
K. pn. — Klebsiella pneumoniae, B. ce. — Burkholderia cepacia, C. al. — Candida albicans, S. pn. —
Streptococcus pneumoniae, M. la. — Moraxella lacunata, S. ma. — Stenotrophomonas maltophilia,
C. sa. — Candida sake

Zastosowanie metody PCR w grupie 22 chorych na mukowiscydoze pozwo-
lito na stwierdzenie obecnosci DNA Chlamydophila pneumoniae w bioptatach
btony §luzowej oskrzeli u 7 z nich.
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4.8. Korelacja wybranych parametréw okreslajacych stan klinicz-
ny chorych i zmian histopatologicznych w btonie Sluzowej
oskrzeli

Parametry wybrane w celu oceny stanu klinicznego chorych zostaty poddane
korelacji wg porzadku rang Spearmana we wszystkich kombinacjach (p < 0,05).
Analizie poddano stopnie klinicznego zaawansowania choroby wg Shwachma-
na i Kulezyckiego, wiek chorych, wiek postawienia rozpoznania, wartosci BMI
i FEV,, makroskopowo stwierdzane zmiany zapalne i zaawansowanie zmian
radiologicznych pluc, a takze obecno$¢ cukrzycy i zewnatrzwydzielniczej nie-
wydolnosci trzustki. Parametry opisujace stan kliniczny zostaty skorelowne ze
zmianami histopatologicznymi w nablonku i btonie §luzowej wlasciwe;j, taki-
mi jak rodzaj zapalenia, stan nablonka urzgsionego, stopien skolagenizowania
blaszki wlasciwej 1 pogrubienia blony podstawnej oraz metaplazja i dysplazja.

Stwierdzono, ze u mlodszych dorostych zaostrzenia choroby oskrzelowo-
plucnej wymagajace hospitalizacji wystgpowaty czegsciej, a u chorych w star-
szym wieku ich liczba byta mniejsza (Rycina 1).

70

Liczba 601 o © o
zaostrzen
50 o

-10 n n n . . . " " S . .
16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 0.95%pufnosci |
Wiek (1)

Rycina 1. Zalezno$¢ liczby zaostrzen w przebiegu mukowiscydozy i wieku chorych. Korelacja:
r=-0,45, p <0,05.
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Liczba zaostrzen choroby oskrzelowo-plucnej korelowata w sposob istotny
z wiekiem chorego, w ktorym rozpoznano mukowiscydozg. U chorych, u ktorych
choroba zostata stwierdzona w 1 roku zycia oraz do 10 roku zycia, wykazano
najwigksza liczbg zaostrzen. Chorzy, u ktorych rozpoznanie zostato postawione
w pozniejszym okresie zycia, charakteryzowali si¢ rzadziej wystgpujacymi za-
ostrzeniami (Rycina 2).
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Rycina 2. Zalezno$¢ liczby zaostrzen w przebiegu mukowiscydozy i wieku chorych, w ktorym
potwierdzono rozpoznanie. Korelacja: r = -0,53, p < 0,05.

Stwierdzono, ze u chorych w gorszym stanie klinicznym, okreslonym na
podstawie kryteriow Shwachmana i Kulczyckiego zmiany zapalne oskrzeli
w ocenie makroskopowej byty bardziej nasilone (Rycina 3).

Wykazano réwniez, ze wigksza liczba przebytych zaostrzen choroby korelo-

wala z nizszymi warto$ciami BMI, ktére u wigkszosci chorych wskazywaty na
prawidlowa masg ciata i tylko w 9 przypadkach na niedozywienie (Rycina 4).
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Liczba punktow w zmodyfikowanej skali Thompsona
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Rycina 3. Zaleznos$¢ liczby punktéw okreslajacych zaawansowanie zmian zapalnych w drzewie
oskrzelowym w zmodyfikowanej skali Thompsona i stopien klinicznego zaawansowania choroby
wg kryteribw Shwachmana i Kulczyckiego.
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Rycina 4. Zalezno$¢ liczby zaostrzen w przebiegu mukowiscydozy i wartosci BMI. Korelacja:
r=-0,54, p <0,05.

50



Stwierdzono, ze gorszy stan kliniczny chorych okreslony wg przyjetych kry-
teriow Shwachmana i1 Kulczyckiego pozostawat w zwiazku z nizszymi warto-
sciami BMI, w tym ze stanem niedozywienia chorych (Rycina 5).
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Liczba punktow okreslajaca stopien klinicznego zaawansowania choroby

Rycina 5. Zalezno$c¢ liczby punktow okreslajacych stopien zaawansowania klinicznego choroby
wg Shwachmana i Kulczyckiego i wartosci BMI. Korelacja: r = 0,71, p < 0,05.
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Wykazano zwiazek pomiedzy wigksza liczba przebytych zaostrzen choroby
i bardziej zaawansowanymi w ocenie bronchoskopowej zmianami zapalnymi
w oskrzelach (Rycina 6).
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Liczba punktoéw w zmodyfikowanej skali Thompsona

Rycina 6. Zalezno$c¢ liczby punktdw okreslajacych zaawansowanie zmian zapalnych btony $luzo-
wej w zmodyfikowanej skali Thompsona i liczby zaostrzen choroby. Korelacja: r = -0,49, p < 0,05.
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Wykazano, ze bardziej zaawansowanym zmianom oskrzelowo-ptucnym
stwierdzanym badaniem radiologicznym klatki piersiowej odpowiadal gorszy
stan kliniczny chorych, jednak zaleznos¢ ta nie byta istotna (Rycina 7).
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Zaawansowanie zmian radiologicznych w skali Brasfield

Rycina 7. Zalezno$¢ okre$lajaca zaawansowanie zmian radiologicznych w skali Brasfield i sto-
pnien Klinicznego zaawansowania choroby wg kryteriéw Shwachmana i Kulczyckiego. Korelacja:
r=-0,23, p > 0,05.
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Standardowe radiogramy klatki piersiowej ujawnity bardziej zaawansowane
zmiany plucno-optucnowe u chorych z wigksza liczba przebytych zaostrzen cho-
roby oskrzelowo-ptucnej (Rycina 8).
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Zaawansowanie zmian oskrzelowo-ptucnych w skali Brasfield

Rycina 8. Zalezno$¢ liczby punktow okreslajacych zaawansowanie zmian radiologicznych w skali
Brasfield i liczby zaostrzen. Korelacja: r = -0,27, p > 0,05.
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Wykazano istotng statystycznie zaleznos¢ pomigdzy skolonizowaniem drze-
wa oskrzelowego przez bakterie P. aeruginosa i nizszymi warto§ciami BMI (Ry-
cina 9) oraz kolonizacja tymi patogenami i wigkszym zaawansowaniem proce-
sow zapalnych oskrzeli (Rycina 10).
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P. aeruginosa w materiale z BAL. 0- brak P. aeruginosa, 1-obecno$¢ P. aeruginosa

Rycina 9. Zalezno$¢ pomiedzy kolonizacjg drég oddechowych przez Pseudomonas aeruginosa
i wartosciami BMI. Korelacja: r = -0,36, p < 0,05.
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P. aeruginosa w materiale z BAL. 0- brak P. aeruginosa, 1-obecnos¢ P. aeruginosa

Rycina 10. Zalezno$¢ pomigdzy kolonizacjg drég oddechowych przez Pseudomonas aeruginosa
i warto$cig punktowa w zmodyfikowanej skali Thompsona okreslajaca zaawansowanie zmian za-
palnych w drzewie oskrzelowym. Korelacja: r =-0,41, p < 0,05.
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Wystepowanie cukrzycy u dorostych chorych korelowalo w sposob istotny
z wigksza liczba zaostrzen choroby (Rycina 11) i gorszym stanem odzywienia
(Rycina 12).
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Rycina 11. Wystepowanie cukrzycy a liczba zaostrzen choroby, p < 0,05.
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Rycina 12. Wystepowanie cukrzycy a warto$¢ BMI, p < 0,05.
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Porownanie zmian histopatologicznych w nabtonku i btonie §luzowej wia-
sciwej z kryteriami okreslajacymi stan kliniczny chorych wykazalo istotna zalez-
nos¢ pomigdzy wartosciami BMI i stanem nabtonka urzgsionego. Stwierdzono,
ze z obnizaniem warto$ci BMI zwiazane jest postgpujace uszkodzenie nabtonka
urzgsionego, jego ubytki i zmiany histologicznego typu nabtonka (Rycina 13).
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Rycina 13. Zalezno$¢ pomiedzy stanem nabtonka urzesionego i warto$cig BMI, p < 0,05. Korela-
cja: r=-0,46, p <0,05.

4.9. Podsumowanie wynikéw badan

Dokonujac podsumowania wynikow przeprowadzonych badan, nalezy zwroci¢
uwagg przede wszystkim na skutki, jakie w uktadzie oddechowym spowodowat
wieloletni czas trwania choroby. Interesujace jest spostrzezenie faktu, ze choroba
uwarunkowana genetycznie, powodujaca od narodzin rozwoj zaburzen w wielu
narzadach i uktadach, zostata rozpoznana w réznych, czgsto pdéznych okresach
zycia. W przypadku siedmiu chorych z nawracajacymi infekcjami drog odde-
chowych rozpoznanie mukowiscydozy zostalo ustalone w wieku dorostym. Po-
twierdzenie choroby w pdzniejszym wieku wynikato z utrzymujacego si¢ przez
dhuzszy czas dobrego samopoczucia i stanu klinicznego chorych, rzadkiego
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wystgpowania, powazniejszych zaostrzen lub z btgednie postawionego rozpozna-
nia. Pozostali chorzy przebyli od kilku do kilkudziesigciu epizodow zaostrzenia
1 byli z tego powodu wielokrotnie hospitalizowani. Mimo to wigkszos¢ chorych
w okresach pomigdzy zaostrzeniami choroby czuta si¢ do$¢ dobrze, kontynuujac
naukg lub pracg i przestrzegajac zasady wtasciwego leczenia w warunkach do-
mowych.

Badania bronchofiberoskopowe wykazaly, ze chorzy w gorszym stanie kli-
nicznym mieli znacznie bardziej nasilone zmiany zapalne w drzewie oskrzelo-
wym 1 liczne nieprawidlowosci w obrazie radiologicznym ptuc. W tej grupie
chorych obserwowano silne przekrwienie i obrzek btony $luzowej powodujacy
zwezenie $wiatla oskrzeli oraz krwawienie z powierzchni btony $luzowej pod-
czas endoskopowania drog oddechowych. W $wietle oskrzeli zalegata duza ilo$¢
ropnej lub §luzowo-ropnej wydzieliny. Standardowe radiogramy klatki piersio-
wej 1 tomografia komputerowa wykazaty obecno$¢ licznych nieprawidtowosci
w postaci rozstrzeni oskrzeli i rozdgcia ptuc oraz rozlegte obszary zwtoknien,
pecherzy rozedmowych i zaggszczen zapalnych w miazszu plucnym. Chorzy
w gorszym stanie klinicznym mieli niedobdr masy ciala.

Badania przeprowadzone na materiale pobranym od chorych na mukowi-
scydoze przedstawiaja szerokie spektrum zmian w nabtonku oskrzeli. Chorzy,
ktorych wycinki badano, przedstawiaja takze szerokie spektrum wieku: od 18
do 38 lat. Podstawowym problemem klinicznym calej grupy chorych jest nie-
prawidtowy sktad $luzu, co wywotuje niesprawnos$¢ uktadu transportu $luzo-
wo-rzgskowego. Skutkiem tych zmian jest staly nawrotowy odczyn zapalny
w drzewie oskrzelowym. Przeprowadzone badania morfologiczne doskonale
uzupetniaja badania kliniczne, w tym szczegdlnie zestaw badan mikrobiolo-
gicznych uwzgledniajacy szeroko patogeny wystepujace u chorych w drogach
oddechowych. Wieloletni przebieg odzwierciedlaja badania morfologiczne.
Znalezione i opisane w pracy roéznice w strukturze nablonkoéw i blony sluzowe;j
oskrzeli obejmuja przede wszystkim zmiany w komodrkach urzgsionych, kub-
kowych i pluripotencjalnych drog oddechowych, zmiang charakteru nabtonka
z gruczotowego na wielowarstwowy ptaski i u kilkorga chorych dysplazj¢ w na-
btonku wielowarstwowym ptaskim.

Zmiany komorek urzegsionych dotycza w gtdéwnej mierze rzg¢sek. Najczestsza
zmiang jest brak ramion wewnetrznych dyneiny, ale — co wazne u tych chorych
— pojedyncze rzgski maja braki obu ramion dyneiny. Zmiana nie jest czgsta i do-
tyczy tych samych komoérek, w ktorych wystegpuje brak ramion wewngtrznych
tego biatka. Inne wady budowy rzesek to zmiany liczby rozktadu mikrotubul
w aksonemie; bywaja tubule obwodowe pojedyncze Iub potrdjne lub braki tubul
centralnych. Rze¢ski sg mniej liczne lub nieliczne, olbrzymie lub niejednokierun-

60



kowo ugigte. Inna zmiana sa liczne mikrokosmki wystgpujace na wolnych po-
wierzchniach komorek urzgsionych zamiast rzgsek. Porownujac opisane zmiany
aparatu rzeskowego do licznych opisoOw z piSmiennictwa, mozna podsumowac,
iz wszystkie naleza do zespotoéw dyskinezy rzgsek i nie sa pierwotnym powodem
zmian charakterystycznych dla mukowiscydozy. Istnieje takze liczne pismien-
nictwo, w ktorym przedstawiono dowody, iz chorzy z powodu mukowiscydo-
zy nie maja genetycznie uwarunkowanej patologii rzesek. Mozna wobec tego
uzna¢, iz zmiany w strukturze, a co wigcej w funkcji rzgsek moga by¢ zmiang
nabyta. W oparciu o przeprowadzone badania morfologiczne cechy dyskinezy
rzgsek stwierdzono u wielu zgromadzonych w tym badaniu chorych. Inna ce-
cha uktadajaca si¢ w podobnych schematach myslenia o przyczynach i skutkach
przewleklych lub nawrotowych zapalen drég oddechowych sa zmiany liczby
komorek kubkowych: jest ich wigcej w pordwnaniu z norma. W sumie zdarzen
dotyczacych btony §luzowej oskrzeli ma to istotne znaczenie w sile wystgpowa-
nia czynnikow ryzyka dla kolonizacji bakterii.

Wielokrotne odnowy nabtonkéw dréog oddechowych niszczonych w proce-
sach zapalenia stanowia istotny czynnik ryzyka dla zmian charakter wysciotki
nabtonkowej z gruczotowej na ptaskonabtonkowa. W badanym materiale wielo-
krotnie obserwowano gole blony podstawne lub poczatki odnowy, takze odno-
wy nieprawidtowej, odnowy zaawansowanej z obecnoscia komodrek nabtonka
kolczystego 1 nablonka kolczystego z dysplazja. Nalezy podkresli¢, iz zastoso-
wanie mikroskopii elektronowej do przeprowadzania badan umozliwito bardzo
szczegOtowa analizg aparatu rzgskowego, ale takze bardzo istotne merytorycznie
zmiany charakteru struktur jader komorkowych w dysplazji. Przeprowadzone ba-
dania wykazaty obecnos¢ pojedynczych, zmienionych jader w komorkach, ktore
stale maja zachowany charakter komorek kolczystych. Komorki dwujadrowe
o znacznie powigkszonych jadrach z glebokimi wrgbami otoczki jadrowej lub na
dtugich odcinkach pozbawionych otoczek jadrowych naleza do charakterystyki
jader typowej dla komorek przeksztatcajacych si¢ w komorki nowotworowe.

Badania mikrobiologiczne wykazaly obecnos¢ 13 rdéznych patogenow ko-
lonizujacych drogi oddechowe Stwierdzono wspotwystepowanie kilku gatun-
kow bakterii u wielu chorych. W ponad 1/3 przypadkow drogi oddechowe bytly
skolonizowane przez P. aeruginosa, patogen odpowiedzialny w gtdéwnej mierze
za postepujace zmiany strukturalne i czynnosciowe w ukladzie oddechowym.
Wykazano zwiazek pomigdzy obecnoscia tej bakterii w drogach oddechowych
a nasileniem zmian zapalnych w btonie §luzowej oskrzeli i gorszym stanem od-
zywiena chorych. Podobng zalezno$¢ w odniesieniu do zmian zapalnych i stanu
odzywienia wykazano u chorych dotknigtych cukrzyca.
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Niewatpliwie dlugi czas trwania choroby, stata obecnos¢ $luzu i flory pato-
gennej oraz stan zapalny oskrzeli 1 uszkodzenie nabtonka droég oddechowych
byty przyczyna powstania u czgsci chorych zmian przednowotworowych w po-
staci metaplazji plaskonablonkowej i dysplazji, ktore stanowia czynnik ryzyka
przeksztatcenia w raka inwazyjnego.

Mukowiscydoza jest choroba o niepomys$lnym rokowaniu, stwarzajaca cho-
remu problemy natury fizycznej, psychicznej, emocjonalnej, spotecznej, zawo-
dowej i edukacyjnej. Zaangazowanie ze strony pacjenta i wspotpraca osob wielu
specjalnosci medycznych i pozamedycznych stwarzaja jednak szans¢ na popra-
we jakosci i wydtuzenie zycia chorych.
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5. DYSKUSJA

Udoskonalenie metod diagnostyki i leczenia spowodowato poprawe jakosci
zycia 1 wydluzenie czasu przezycia chorych na mukowiscydozg. W 1989 roku
srednia wieku przezycia dla me¢zczyzn w krajach europejskich wynosita 32 lata,
a dla kobiet 29 lat [88]. Podobna byta w 2004 roku [57], aktualnie okre$lana jest
na 36,8 [5]. Obecnie ponad 30% chorujacych to osoby doroste, coraz wigcej
sposrod nich dozywa wieku 40 1 wigcej lat [6]. Chorzy w wieku 18-29 lat sta-
nowia 64% dorostych chorych. W przedziale wiekowym 30-39 lat znajduje si¢
okoto 25%, pomigdzy 40 i 50 rokiem zycia 10%. Pacjenci w wieku powyzej 50
roku zycia to 2% o0s6b z mukowiscydoza dorostych [89]. Lai i wsp. wykazali,
ze rozpoznanie choroby w pierwszym miesigcu zycia i podjecie prawidtowego
leczenia wydtuza przezycie chorych w porownaniu do tych, u ktérych chorobg
wykryto w okresie pdzniejszym [90].

Pomimo duzego postepu w opiece holistycznej nad chorymi z mukowiscy-
doza, wraz z upltywem czasu trwania choroby i zwigkszajaca si¢ liczba przeby-
tych zaostrzen dochodzi do powstania nieodwracalnych zmian strukturalnych
i czynno$ciowych, przede wszystkim w uktadzie oddechowym, ale takze w in-
nych narzadach. Fakty te byly przestanka, na podstawie ktorej przeprowadzono
po raz pierwszy w Polsce kompleksowa analize kliniczno-patomorfologiczna
grupy dorostych chorych na mukowiscydozg w kontekscie skutkow jakie powo-
duje wieloletni przebieg choroby. W dostepnym pi$miennictwie nie znaleziono
podobnej analizy.

W przebadanej przeze mnie grupie chorych $redni wiek mezczyzn (20,9)
byt wyzszy niz kobiet. Rozpoznanie mukowiscydozy zostato ustalone w ro6znym
okresie zycia, lecz w przewazajacej liczbie przypadkow (66%) w dziecinstwie.
Warto zwréci¢ uwage na fakt, ze w 11 przypadkach (33%) prawidlowe rozpo-
znanie choroby zostalo postawione w okresie pomigdzy 15 a 35 rokiem zycia.
Zaawansowanie choroby podstawowej i wspoétistniejace powiktania, gltdwnie
w postaci kolonizacji drog oddechowych bakteriami patogennymi, takimi jak
P aeruginosa i B. cepacia, podtrzymujacymi i nasilajacymi przewlekty stan za-
palny w drzewie oskrzelowym, prowadza do przewlektej niewydolnosci odde-
chowej wymagajacej przewlektej tlenoterapii. Takze kacheksja i cukrzyca byty
zalezne od czasu trwania choroby i liczby przebytych zaostrzen. Zmiany ze stro-
ny uktadu pokarmowego wystgpowaty rzadziej anizeli w grupie dzieci. Przed-
stawione wyniki sa zgodne z doniesieniami innych autoréw [91].

W badanej grupie stwierdzono, ze wigksze nasilenie zmian zapalnych drze-
wa oskrzelowego 1 kolonizacja P. aeruginosa wystgpowaly czesciej u osob
mtodszych. Ocena bronchofiberoskopowa i badania mikrobiologiczne wykazaly
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u nich czestsza kolonizacje bakteriami P. aeruginosa. Wartosci BMI u 66,7%
chorych byly prawidlowe. Wyzsze wartosci wskaznika stwierdzono u megz-
czyzn. Pomimo stosunkowo nieduzych r6znic wieku chorych wykazano, ze wraz
z wiekiem wzrastata wartos¢ BMI oraz ze wyzszym warto§ciom BMI towarzy-
szyta mniejsza liczba zaostrzen choroby oskrzelowo-plucnej. Nizsze wartosci
BMI zwiazane byty z wigkszym zaawansowaniem zmian zapalnych w drzewie
oskrzelowym, wigksza progresja zmian radiologicznych w ptucach i czestszymi
zaostrzeniami.

Nir i inni autorzy przedstawili odmienne wyniki. Stwierdzili, ze u 98% mtod-
szych chorych wartosci BMI byly zblizone do normy, a w dalszym okresie cho-
roby ulegaly stopniowemu obnizeniu u 90% dorostych mezczyzn oraz 83% ko-
biet i wyraznie korelowaly z warto$ciami parametrow czynnosciowych ptuc [88,
92]. Takiej zaleznosci nie wykazano w opracowanym materiale badawczym.

Rozpoznanie mukowiscydozy w analizowanej grupie chorych zostato po-
twierdzone w kazdym przypadku dodatnim wynikiem testu potowego. Uzyskane
wyniki badan stezenia jonow chlorkowych w pocie byly zréznicowane i nie wy-
kazano zwiazku ze stopniem klinicznego zaawansowania choroby.

Badania molekularne przeprowadzone przy uzyciu zestawu INNO-LiPA
umozliwity identyfikacje¢ mutacji na obu allelach genu CFTR u 36% chorych.
Najczesciej rozpoznawano mutacj¢ F508del, ktorej obecno$¢ na co najmniej
jednym allelu stwierdzono u 54,5% chorych. Czgsto$¢ wystgpowania mutacji
F508del w populacji chorych na mukowiscydoze w Polsce jest podobna i we-
dtug réznych autorow wynosi od 53 do 73% [1, 2]. W przypadku 36% pacjentow
nie udato si¢ okresli¢ mutacji na zadnym z obu alleli genu CFTR. W badane;j
przeze mnie grupie chorych nie stwierdzitem istotnej zaleznosci pomigdzy ty-
pem mutacji genu CFTR, a stanem klinicznym chorych i nasileniem proceséw
zapalnych w drzewie oskrzelowym.

Przeprowadzone przeze mnie badania spirometryczne majace podstawowe
znaczenie w rozpoznawaniu i okre$laniu stopnia zaawansowania obturacji daty
wynik prawidtowy u ponad 1/3 chorych. W pozostatych przypadkach stopien
obturacji oskrzeli byt r6zny, od umiarkowanego, poprzez ci¢zki do bardzo cigz-
kiego. Terhaggen i inni autorzy wskazali znaczna czutos¢ FEV, w monitoro-
waniu zaburzen wentylacji u chorych na mukowiscydoze i zmienno$¢ wartosci
tego wskaznika w przebiegu choroby. Wykazali istotna dodatnia korelacjg FEV|
znasileniem zmian radiologicznych w ptucach i stanem klinicznym chorych [44,
46, 50]. W badanej grupie chorych nie stwierdzitem zalezno$ci pomiedzy stop-
niem obturacji a innymi zmiennymi okreslajacymi stan chorego. Stwierdzilem
natomiast, ze znacznemu zaawansowaniu klinicznemu mukowiscydozy towa-
rzyszyty bardziej rozlegle i r6znorodne zmiany w obrazie radiologicznym ptuc.
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Obejmowaly one czgsciej gorna potowe pdl ptucnych i przedstawiaty obraz li-
nijnych, guzkowo-torbielowatych lub obraczkowatych zacienien $wiadczacych
0 obecno$ci zwtdknien i rozstrzeni oskrzeli.

Santamaria i wsp. wykazali wysoka zgodno$¢ pomigdzy stopniem zaawan-
sowania zmian obserwowanych na standardowych radiogramach i w HRCT. Au-
torzy sugeruja, ze HRCT jest szczeg6lnie przydatna metoda w rozpoznawaniu
mato nasilonych zmian oskrzelowo-ptucnych we wczesnym okresie choroby,
natomiast do monitorowania zmian badaniem podstawowym pozostaje konwen-
cjonalne zdjecie rentgenowskie [93].

Brody i wsp. znalezli dodatnia korelacje wyniku punktowej oceny zmian
ptucnych w badaniu HRCT z warto$ciami FVC i FEV, [51]. W innym opraco-
waniu Helbich i wsp. stwierdzili zwiazek pomigdzy nasileniem zmian Sroédmiaz-
szowych pluc obserwowanych w HRCT i progresja zaburzen czynnosciowych
oraz stopniem zaawansowania klinicznego w skali wg Shwachmana i Kulczyc-
kiego. W okresie 18 miesigcy obserwacji ewolucja zmian oskrzelowo-ptucnych
nie byta wyraznie widoczna i wymagata wigkszego odstgpu czasu [94]. Podobne
spostrzezenia poczynili Asis [95], Kanaga [96] i Logan [97]. Moje badania nie
byly badaniami progresywnymi.

Z wydluzeniem czasu przezycia chorych zwiazane jest czgstsze wystepowa-
nie niewydolnos$ci zewnatrzwydzielniczej trzustki oraz uposledzenie tolerancji
glukozy i cukrzyca [89]. Loubieres okresla odsetek zewnatrzwydzielniczej nie-
wydolnosci trzustki u dorostych na 85-90% [98]. U chorych objgtych badaniem
niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki stwierdzitem w 76%, a cukrzyce
w 45% przypadkow. Obecnos$¢ cukrzycy byta zwiazana z wigksza liczba prze-
bytych zaostrzen i gorszym stanem odzywienia chorych, co jest zgodne z do-
niesieniami innych autoréw [99]. Moran i wsp. wskazuja na 6-krotnie wyzszy
wspotczynnik umieralnosci u chorych z cukrzyca w poréwnaniu z pozostatymi
chorymi [100]. Zaburzenia stanu odzywienia u czgsci chorych badanej grupy
zwiazane byly takze ze zwigkszona utrata energii spowodowana znacznym wy-
sitkiem oddechowym i zaburzeniami wchtaniania z przewodu pokarmowego.

W celu makroskopowej oceny zaawansowania procesu zapalnego btony
sluzowej oskrzeli przeprowadzanej podczas bronchofiberoskopii, zastosowa-
tem zmodyfikowana na potrzeby badania skal¢ punktowa Thompsona. Skala
zostata sporzadzona i byta wykorzystywana dotychczas do okreslania nasilenia
przewlektego zapalenia oskrzeli, lecz nie byla stosowana u chorych na muko-
wiscydoze. Stad, nie bylo mozliwe odniesienie wynikéw badan wiasnych do
uzyskanych przez innych autorow. Dokonane przeze mnie spostrzezenia pozwa-
laja na stwierdzenie przydatnos$ci metody do oceny stopnia progresji zapalenia
w drzewie oskrzelowym takze u chorych na mukowiscydozg. Autor opracowat
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przydatna klinicznie modyfikacj¢ oceny cech zapalenia btony §luzowej widocz-
nych podczas bronchofiberoskopii.

Wykonywany w czasie bronchofiberoskopii BAL ujawnit przewage granu-
locytow obojetnochtonnych u 2/3 chorych, w pozostatych przypadkach domino-
waty makrofagi. U chorych z wigkszym udziatem makrofagow w BAL wyka-
zano mniejsza progresj¢ zmian w ocenie bronchoskopowej i radiologicznej oraz
prawidtowe parametry spirometryczne.

Przewlekta kolonizacja drog oddechowych, podtrzymujaca procesy zapalne,
prowadzi do rozwoju zmian strukturalnych w nabtonku oskrzelowym i btonie
sluzowej wlasciwej. W pismiennictwie znajduja si¢ liczne opracowania dotycza-
ce zaburzen morfologicznych obserwowanych w mikroskopie swietlnym i trans-
misyjnym mikroskopie elektronowym.

Carlos [101] w nablonku oskrzeli chorych na mukowiscydoze obserwo-
wat zmniejszenie liczby rzgsek, zmiany o typie metaplazji ptaskonabtonkowe;j,
zhuszczenie nabtonka i odstonigcie btony podstawnej, niekiedy z jej owrzodze-
niem. W btonie $luzowej wlasciwej i podsluzowej stwierdzit obecnos$¢ zmian
zapalnych w fazie ostrej lub przewlektej, z przerostem gruczotéw oskrzelowych
i komorek sluzowych. Rozstrzenie oskrzeli rzadko byty obecne przed 4 miesia-
cem zycia, natomiast wystgpowaly czesciej w starszych grupach wiekowych.
Rozedmg ptuc autor ten obserwowat juz w 3 roku zycia chorych. Leight [78]
przeprowadzil badania histopatologiczne wycinkéw btony sluzowej od 3 do 5
podziatu oskrzeli, uzyskanych od chorych na mukowiscydoze poddanych trans-
plantacji ptuc. Wyniki badan w odniesieniu do wszystkich struktur btony §luzo-
wej nie odbiegaty od spostrzezen opublikowanych przez Carlosa.

W innym opracowaniu Daniel [ 77] okreslit udziat komoérek rzgskowych, kub-
kowych, szczoteczkowych, neuoroendokrynnych, wydzielniczych, podstawnych
i niezidentyfikowanych w budowie nablonka oskrzelowego. Stwierdzil w nim
rowniez zwigkszona liczbg komorek zapalenia, w tym neutrofili, makrofagow,
limfocytow 1 eozynofili. Uzyskane wyniki porownat do otrzymanych od osob
zdrowych. Przyczynito si¢ to do zrozumienia proceséw zachodzacych w nabton-
ku w wyniku nawrotow zapalenia. Hubeau [102] stwierdzit, ze obecno$¢ ko-
morek nacieku zapalnego w drogach oddechowych jest powodem zmniejszenia
$wiatta oskrzeli i pogrubienia $ciany pgcherzykow ptucnych.

Wyniki badan wlasnych zaprezentowanych w niniejszej rozprawie dostar-
czyly danych wykazujacych zroznicowanie zmian morfologicznych w nabtonku
oskrzelowym i btonie sluzowej wlasciwej u chorych na mukowiscydoze. Uszko-
dzenie nablonka urzgsionego obserwowano u wigkszosci chorych w formie czg-
sciowych ubytkéw lub ogniskowego wystepowania zespotow komorek nabtonka
w trakcie regeneracji oraz zupelego braku komorek nabtonka. Zaburzenia ja-
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kosciowe dotyczyly wspotwystgpowania nabtonka jednowarstwowego urzgsio-
nego zbudowanego z komorek szesciennych i walcowatych z nabtonkiem wie-
lowarstwowym plaskim lub przewagi obecno$ci nablonka wiclowarstwowego
ptaskiego. W czesci przypadkow stwierdzano oderwanie fragmentéw nablonka
oskrzelowego od btony podstawnej. W komorkach nablonka urzgsionego wy-
kazano nieregularne wystgpowanie rzgsek, spadek liczby rzgsek, ich skrocenie,
nieprawidlowe aksonemy, rzgski olbrzymie i wielokierunkowo ugigte. W czesci
komorek pozbawionych rzgsek wystgpowaty liczne, czasami rozgatezione mi-
krokosmki.

W materiale wlasnym stwierdzono ponadto odwrotna korelacje pomigdzy
zaawansowaniem zapalenia i liczba komoérek urzgsionych nabtonka oskrzelo-
wego, w ktorej wigkszemu nasileniu zapalenia odpowiadato zmniejszenie liczby
komorek urzgsionych. Wykazano takze w wigkszos$ci przypadkow zwigkszenie
liczby komorek kubkowych i rozdete, wypetione sluzem gruczoty $luzowe, pra-
widtowo umieszczone w blonie podsluzowej, zlewajace si¢ 1 wpuklajace w ob-
reb btony sluzowej wlasciwej. Stwierdzono obrzek btony §luzowej i w wigkszo-
$ci przypadkoéw znaczng kolagenizacjg zrgbu oraz blaszki wlasciwe;.

Badania wykonane w transmisyjnej mikroskopii elektronowej wykorzystane
przez Gilljama w 1987 roku do oceny nablonka duzych oskrzeli u chorych na
mukowiscydozg wykazaty, ze zmiany ultrastrukturalne w nabtonku tchawiczo-
-oskrzelowym nie byly typowe dla mukowiscydozy. Do podobnych spostrzezen
doszli inni badacze cytowani przez tego autora (Kondradova 1979, Katz i Holc-
law 1980, Sturges 1981, Cornilie i Lauweryns 1984, Wunderlich 1986) [103].

Kondradova, Bedrossian i Katz stwierdzili u chorych w dobrym stanie
klinicznym obecno$¢ nabtonka oskrzelowego, podobnego do wystepujacego
u 0so6b zdrowych lub z przewlektym zapaleniem oskrzeli. Jedyna morfologicznie
istotng roznica byla liczba mikrokosmkéw przypadajaca na komorke rzgskowa
u chorych na mukowiscydozg. Liczba ta byta o 17% mniejsza niz u pacjentow
z przewlektym zapaleniem oskrzeli i 34% mniejsza niz u osob zdrowych [104,
105]. Mikroskopia elektronowa przeprowadzona przez tych autorow wykazata
istotne, patologiczne réznice w wygladzie nabtonka oskrzeli pomigdzy osobami
z fagodnym i cigzkim przebiegiem choroby. Stwierdzano obrzgk komorek rzg-
skowych, obrzmienie mitochondriow, poszerzenie siateczki srodplazmatycznej
oraz zaburzenie organizacji brzegu rz¢skowego (Wunderlich 1986). W obrebie
rzgsek wystgpowata nieprawidtowa liczba mikrotubul (rézniaca sig od prawidto-
wego wzoru ,,9+27), utrata centralnych mikrotubul, przemieszczenie dubletow
mikrotubul obwodowych aksonemy, utrata btony komorkowej rzgsek, nadmiar
macierzy cytoplazmatycznej i rzgski olbrzymie. We wezesniej opublikowanych
badaniach u chorych na mukowiscydozg nie wykazano zmian typowych dla ze-
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spotu nieruchomych rzgsek, w ktorym stwierdza si¢ brak ramion dyneinowych
oraz zaburzenia liczby i uktadu mikrotubul obwodowych aksonem. Opisanymi
morfologicznymi odmianami tego zespotu byty rzgski z wadliwymi promienia-
mi taczacymi. Atypia rzgskowa u chorych na mukowiscydoze byta charakterem
i czestoscia wystgpowania (2—7%) poréwnywalna do atypii u chorych z prze-
wleklym zapaleniem oskrzeli. Wyjatek stanowity rzeski zdwojone i olbrzymie
[106].

W moim materiale badawczym niektore zaburzenia budowy komorek urzg-
sionych i rzgsek byly podobne do przedstawionych przez cytowanych wczesniej
autorow. Dodatkowo stwierdzono wypustki cytoplazmy z zespotami dubletow
mikrotubul Iub wypustki pozbawione uktadu ruchowego rzgsek. W przeciwien-
stwie do wynikdéw uzyskanych przez Katz'a i Holclaw'a znaczna czgs$¢ rzesek
(42,4% chorych) nie posiadata ramion wewngtrznych dyneiny, a czg$¢ pozba-
wiona byla obu ramion. Wykazano obecnos¢ rzgsek z nieprawidtowymi liczbami
dubletow mikrotubul i przesunigciem dubletow obwodowych w kierunku duble-
tu centralnego. Stwierdzono zespoty uktadow mikrotubul w liczbie wigkszej niz
przypadajaca na jedna rzgske, wynoszaca od 2 do 20, rzgski olbrzymie, a takze
dodatkowe, pojedyncze mikrotubule potozone na obwodzie rzgsek. W licznych
rzgskach stwierdzano odwarstwienie blony komorkowej od zespolow aksonemy
i filamentow cytoplazmy. Brak ramion wewngtrznych dyneiny oraz zaburzona
liczbg i polozenie mikrotubul lub ich zespotéw wykazano glownie u chorych
Z zaawansowanymi zmianami stwierdzanymi w badaniach bronchoskopowych
i radiologicznych klatki piersiowej. Zaburzenia dotyczace mikrotubul wystgpo-
waty zarowno u chorych z mukowiscydoza o tagodnym przebiegu, jak i w cigz-
szej postaci choroby. Podobnie jak inni autorzy [76] stwierdzitem obecno$¢
ognisk metaplazji ptaskonabtonkowej nabtonka oskrzelowego. Lezace w wielu
warstwach komorki ptaskonablonkowe mialty cechy typowe dla nablonka wie-
lowarstwowego ptaskiego w postaci mostkow cytoplazmatycznych, poszerzenia
retikulum endoplazmatycznego, zmienionych mitochondriow, zwigkszenia licz-
by lizosomoéw i cytolizosomow oraz miernie licznych peczkdéw cytokeratyn.

W badaniach wtasnych, w niektérych przypadkach wykazano zaburzone
proporcje migdzy obszarem zajgtym przez struktury jader w stosunku do cy-
toplazmy. Obserwowano migdzy innymi zajg¢cie znacznej czgsci cytoplazmy
komorek nabtonka sze$ciennego przez jadra komorkowe. Posiadaly one duze
zespoly euchromatyny oraz pojedyncze, powigkszone jaderka o cechach ak-
tywacji. Cytoplazma takich komoérek zawierata dos¢ liczne peczki widkienek
cytokeratyn, do$¢ liczne mitochondria a takze liczne zespoty wolnych poliry-
bosomoéw oraz pojedyncze kanaty szorstkie. Sie¢ graniczna byta poprzerywana
i nieregularna, glgboko osadzona w cytoplazmie, niekiedy siggata obszaru oko-
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tojadrowego. Opisane wyzej zmiany oraz zburzenia struktury rzgsek moga by¢
wyktadnig zaburzen réznicowania, dojrzewania i manifestujacych si¢ zmianami
czesci struktur cytoplazmy komorek.

Nabtonek oskrzelowy odgrywa istotna role¢ w patogenezie zapalenia drog
oddechowych (ostrego, jak i przewleklego) oraz petni wazna funkcje obronna
[107, 108]. Uszkodzenie funkcji oczyszczania sluzowo-rzeskowego uwazane
jest przez Houtmeyers'a za podstawowy czynnik rozwoju przewlektych zmian
zapalnych w drzewie oskrzelowym [109, 110, 111].

W wiasnym materiale badawczym stwierdzono niszczenie komorek nabton-
ka lub zaburzenia jego struktury. Widoczne byto zwigkszenie liczby komorek
kubkowych. Obserwowano ubytki komorek nabtonka lub ich degeneracje, a tak-
ze zwigkszenie liczby komorek podstawnych. Stwierdzone zmiany mogly by¢
wynikiem nieprawidtowego procesu réznicowania lub dojrzewania komorek.
Konsekwencja zaburzen réznicowania komorek byla zwigkszona aktywnosé
proliferacyjna nablonka oraz stany przejsciowe. Ponadto wykazano obecnos$é
metaplazji ptaskonabtonkowej i zanik nabtonka urzgsionego wskutek zmienio-
nego procesu roéznicowania bgdacego najprawdopodobniej skutkiem mutacji.
Obserwowane w procesach regeneracji (w stanie przejsciowym) komorki pod-
stawne lub wyzsze z szersza cytoplazma lub poligonalnym ksztatcie miaty jadra
euchromatynowe lub heterochromatynowe. Zawieraty liczne tonofilamenty i/
lub ich pgczki w cytoplazmie. Moze to stanowi¢ argument dla my$lenia o zmia-
nach towarzyszacych kolejnym etapom metaplazji ptaskonabtonkowej. W opar-
ciu o badania wlasne mozna podejrzewac, ze obecnos¢ komorek poligonalnych
w nabtonku oskrzelowym powinna by¢ rozwazana jako stan przej$ciowy pomig-
dzy struktura rzekomo warstwowa, a metaplazja ptaskonabtonkowa. Przemiana
nabtonka oskrzelowego w kierunku metaplazji ptaskonabtonkowej dokonywata
si¢ w okresie znacznego zaawansowania przewlektego procesu zapalnego i byta
rownoleglta do nasilonego rozwoju wtoknienia w btonie §luzowej oskrzeli. Ba-
dania Polosukhina sugeruja podobny uktad kolejnych etapéw zmian nabtonka
u chorych z przewleklymi zapaleniami oskrzeli, wskazujac na mozliwos¢ po-
wstawania mutacji prowadzacych w konsekwencji do dysplazji [111, 112].

W innym opracowaniu Polosukhin podat, ze proliferacja komorek podstaw-
nych stanowi element zwigzany ze zmianami zapalnymi w nabtonku oskrzelo-
wym. Dalszy rozwdj zapalenia jest wynikiem powaznych zmian w komorkach
nablonka. W zaawansowanym okresie zapalenia obserwowany jest zwykle
wysoki poziom odnowy komoérek powierzchni nabtonka, czesto zwiazany
z ich niecalkowitym réznicowaniem [113]. Zblizone wnioski przedstawit Kim,
stwierdzajac, ze metaplazja ptaskonabtonkowa i zmiany charakteru nabtonka
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oskrzelowego sa koncowymi etapami przebiegajacych w kolejnosci przeksztat-
cen nabtonka oskrzelowego i zaawansowanego procesu widknienia [114].

Podobne do przedstawionych zmian, we wlasnym materiale badawczym wy-
kazano obecno$¢ przeksztatcen strukturalnych nabtonka oskrzelowego i blony
sluzowej wilasciwej oraz metaplazj¢ ptaskonabtonkowa i dysplazjg. Towarzyszy-
o im znaczne zaawansowanie procesOw zapalnych i widknienie. Breuer wyka-
zal, ze cigzka dysplazja, stwierdzona w wycinkach btony §luzowej oskrzeli moze
ulega¢ przemianie w raka in situ lub inwazyjnego raka ptaskonablonkowego.
Ogniska dysplazji rzadziej sa stabilne lub podlegaja regresji. Wykorzystanie od-
powiedniego zestawu biomarkerow ma okreslong warto$¢ diagnostyczna, jednak
w opinii autora rozstrzygajace znczenie ma wynik badania histopatologicznego
[115]. Wyktadniki przewlektego zapalenia w drzewie oskrzelowym i powodo-
wane przez nie procesy przebudowy nabtonka, mogace doprowadzi¢ do rozwoju
raka pluca obserwowano w wielu innych zespotach chorobowych, takich jak
przewlekta obturacyjna choroba ptuc, widknienie ptuc i sarkoidoza [116, 117,
118, 119].

Verhaeghe zasugerowat, ze zwigkszona angiogeneza w tkankach osob cho-
rych na mukowiscydoze jest mozliwym skutkiem proceséw zapalnych, podobnie
jak ma to miejsce w astmie i przewleklym zapaleniu oskrzeli. Aktualnie prowa-
dzone badania wskazujq na istotny udzial komorek nabtonka drog oddechowych
w procesach proangiogenezy u chorych na mukowiscydozeg, a takze w innych
chorobach oskrzeli. Autorzy potwierdzili funkcjg¢ proangiogenetyczna komorek
nabltonka oskrzeli. Komorki te wytwarzaja VEGF-A, VEGF-C, bFGF i PLGF, na
wyzszym poziomie niz komorki kontrolne [120]. W badanym materiale krwio-
nos$ne naczynia wlosowate byly dos¢ liczne, niezaleznie od tego, ze oddzielo-
ne byly od blony podstawnej nabtonka do$¢ licznymi peczkami wiokien lub
wiokienek kolagenu. Odnowa naczyn krwionosnych po wystepujacych w nich
odczynach zakrzepowych jest typowa dla kazdego procesu zapalenia, jest wigc
statym elementem regeneracji.

Jeanmart oraz Miller obserwowali liczne zaburzenia genetyczne i moleku-
larne w bardzo wczesnych stadiach przemian nabtonka, takich jak hyperplazja
i metaplazja, a takze w komorkach, w ktorych nie znajdowano istotnych odchy-
len od normy. W komorkach nabtonka oskrzelowego i1 pecherzykéw plucnych
zaburzenia molekularne poprzedzaty przeksztalcenia morfologiczne znane jako
zmiany przedinwazyjne. Wiele zmian genetycznych zainicjowanych w matej
ilosci gendéw zdarza si¢ niezaleznie od typu histologicznego guza. Ich wyste-
powanie i czas do progresji choroby jest inny w rakach drobnokomoérkowych
ptuca, rozwijajacych si¢ w kierunku komorek nablonkowych z cechami neuro-
endokrynnymi i inny w rakach niedrobnokomoérkowych, ktére poprzez mutacje
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odmiennych gené6w moga ulec przemianie w kierunku rakow ptaskonabtonko-
wych lub gruczotowych. Zidentyfikowana zostata liczba genetycznych i poza-
genetycznych réznic pomigdzy rakami ptaskonabtonkowymi i gruczolowymi,
ktore rozwijaja si¢ z komorek pluripotencjalnych nabtonka oskrzeli i oskrzeli-
kow 1 poprzez metaplazjg ptaskonabtonkowa i dysplazg poprzedzaja wystapienie
glownych postaci rakow ptuc [121, 122].

Ponticiello i wsp. oraz Brambilla i wsp. udowodnili, ze nadmierna ekspresja
biatka p53 w zmianach dysplastycznych oskrzeli moze by¢ klinicznie przydat-
nym markerem w rozpoznawaniu raka ptaskonablonkowego, a takze utatwiaé
wykrycie raka utajonego [123, 124].

Inaktywujace mutacje w genie hamujacym 7P53, kodujacym biatko p53,
ktore odgrywa ztozona rolg przeciwproliferacyjna, wykrywane sa w ponad 50%
rakow niedrobnokomoérkowych 1 w ponad 70% rakéw drobnokomorkowych.
W obu typach nowotwordéw udowodniono, ze mutacje moga pojawiac si¢ bardzo
wezesnie oraz ich liczba stale wzrasta, poczawszy od rakdow in situ do postaci
bardziej zaawansowanych i guzéw przerzutowych. Inna powszechnie wystepuja-
cq zmiang genetyczna jest inaktywacja sciezki kontrolujacej gen RBI (retinobla-
stoma gene), ktory jest genem kodujacym biatko Rb, ktoére dziata jak ,,bramkarz”
dla przejscia fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego. Utrata ekspresji biatka
Rb wykrywana jest w 80—-100% guzow neuroendokrynnych. Trzecim czgstym
zaburzeniem genetycznym dotyczacym wszystkich typow raka ptuca jest utra-
ta heterozygotycznos$ci czgsci chromosomow wykrywana w ponad 80% rakoéw
niedrobnokomérkowych i1 drobnokomoérkowych. Niektore mutacje wystepuja
czesciej w okreslonych typach histologicznych. Na przyktad mutacje w kodonie
12 w KRAS wykrywane sa w 30—40% gruczolakorakoéw i nadzwyczaj rzadko
w innych typach raka niedrobnokomoérkowego i rakach drobnokomoérkowych.
Mutacje KRAS sa stwierdzane w atypowych hiperplazjach pecherzykowych,
wskazujacych na zmiany potencjalnie przedinwazyjne gruczolakoraka. Amplifi-
kacje MYC powszechne w przedinwazyjnych stadiach raka drobnokomoérkowe-
go phuca (30%), identyfikowane sa jedynie w niewielu zaawansowanych rakach
niedrobnokomorkowych phuca (< 10%). Podobnie LOH chromosomu 5qm, czg-
ste we wczesnych stadiach drobnokomorkowego raka ptuca, wystgpuja rzadko
w rakach niedrobnokomodrkowych. Kilkanascie uszkodzen stwierdzanych jest
takze na poziomie ekspresji zmutowanego odcinka biatka p63 kodowanego
przez gen TP63 zlokalizowany na chromosomie 3q. Wykazano wysoka ekspre-
sj¢ tego biatka w raku drobnokomoérkowym ptuca, lecz nie w pozostatych typach
histologicznych. Deregulacja ekspresji biatka p63 moze mie¢ podstawowe zna-
czenie w patogenezie metaplazji, ktora poprzedza rozwdj drobnokomoérkowego
raka ptuca [125].
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Badania wlasne nie obejmowaty oceny markeréw proceséw nowotworzenia
nablonka oskrzelowego. Stwierdzenie ich ma znaczenie pomocnicze W rozpo-
znawaniu 1 monitorowaniu tych zmian. Ci sami autorzy stwierdzili takze, ze
badania uzupehiajace dotyczace wymienionych wyzej mutacji gendéw w pro-
cesach nowotworzenia w uktadzie oddechowym nie moga zastgpowac badania
histopatologicznego, lecz moga by¢ jego cennym uzupelnieniem.

Zmiany przedinwazyjne sa czgsto wielorakie i mnogie. Odzwierciedlaja fakt,
Ze proces nowotworzenia moze dotyczy¢ réznych miejsc w nabtonku oskrzelo-
wym i rozwijaé si¢ w réznym czasie. Progresja okreslana jako przeksztatcenie
dysplazji w raka in situ lub raka inwazyjnego moze by¢ oceniona poprzez po-
rownanie materiatu z biopsji oskrzela uzyskanego na poczatku obserwacji oraz
kilkakrotnie w trakcie jej trwania. Takie postgpowanie powinno odnosic¢ si¢ row-
niez do chorych na mukowiscydoze, stwarzajac szansg rozpoznania procesu roz-
rostowego we wcezesnym okresie rozwoju.

Rozpoznanie endoskopowe i histopatologiczne zmian przedinwazyjnych
bywa trudne. Trudnos$ci sprawia¢ moze takze wykluczenie wezesnych zmian in-
wazyjnych, interpretowanych jako przedinwazyjne. Podejrzewano, lecz nigdy
nie udowodniono, ze liczne biopsje zmian przedinwazyjnych moga zmieniac ich
naturalny przebieg. Ten prawdopodobny skutek moze by¢ wyjasniony przez me-
chaniczne usunigcie zmiany lub wtornie indukowane zapalenie blony sluzowe;.
Wyniki ostatnich badan Moro-Sibilot pozwalaja lepiej okresla¢ populacje 0sob
wysokiego ryzyka ze stwierdzonymi stanami przednowotworowymi, ktore wy-
magaja Scislej obserwacji [126].

Dowiedziono wielokrotnie, ze zakazenia bakteryjne sa najwazniejsza przy-
czyna postgpujacego uszkodzenia uktadu oddechowego prowadzaca do przed-
wczesnej smierci. Udzial poszczegolnych gatunkéw drobnoustrojow w koloni-
zacji drog oddechowych u chorych na mukowiscydoze zmienia si¢ z wiekiem.
U niemowlat i mtodszych dzieci najczesciej stwierdza si¢ bakterie Staphylococ-
cus aureus 1 Haemophilus influenzae. U dzieci w starszym wieku i dorostych
chorych nastgpuje wzrost czgstosci kolonizacji bakteriami Pseudomonas aeru-
ginosa, Burkholderia cepacia complex oraz Stenotrophomonas maltophilia, sta-
nowigcymi istotny czynnik zaburzajacy funkcjg ptuc. Znaczenia tego nie przy-
pisano jednoznacznie w odniesieniu do przewlektego zakazenia Staphylococcus
aureus obejmujacego 80-90% chorych powyzej 20 roku zycia. Powodem trud-
nosci w ocenie jest wspotistnienie innych zakazen [127, 128, 129].

Drugorzedna rolg w rozwoju zapalenia u chorych na mukowiscydoze przy-
pisuje si¢ wirusom RSV i grypy oraz grzybom z gatunku Aspergillus fumigatus
i bakteriom Haemophilus influenzae. Aspergillus fumigatus czgsciej jest izolo-
wany u starszych chorych oraz przyjmujacych antybiotyki przewlekle w formie

72



nebulizacji. W ostatnich latach zaobserwowano wzrastajaca czestos¢ zakazen
Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans i mykobakteriami nie-
gruzliczymi w porownaniu z kolonizacja Burkholderia cepacia complex; jednak
ich wplyw na rozwdj zmian oskrzelowo-plucnych nie zostal jasno okreslony.
Staphylococcus aureus byl pierwszym patogenem rozpoznanym u chorych na
mukowiscydoze, wystepujacym z czestoscia prawie 50% [130, 131].

Quintas i wsp. oraz Semczuk i wsp. w materiale uzyskanym z drég odde-
chowych u dzieci stwierdzili wystgpowanie Staphylococcus aureus z czgstoscia
48%, Haemophilus influenzae 17% i Pseudomonas aeruginosa 13%. Okoto 6%
przypadkow stanowit Staphylococcus aureus MRSA. Zakazenie Haemophilus
influenzae autorzy rozpoznawawali czgsciej ponizej 10 roku zycia, Pseudomo-
nas aeruginosa u dzieci starszych, a Staphylococcus aureus z rowna czgstoscia
we wszystkich grupach wiekowych [132, 133].

W innym opracowaniu Rajan i Saiman stwierdzili, ze do zakazenia bakteria-
mi Staphylococcus aureus 1 Haemophilus influenzae dochodzi zwykle w pierw-
szej dekadzie zycia, a Pseudomonas aeruginosa moze by¢ pierwszym patogene-
nem izolowanym u dzieci. W okresie do 18 roku zycia zakazenie Pseudomonas
aeruginosa dotyczyto ok. 80%, a Burkholderia cepacia ok. 3,5% chorych. Auto-
rzy podkreslaja udziat Stenotrophomonas maltophilia i Alcaligenes xylosoxidans
oraz mykobakterii niegruzliczych w rozwoju zmian zapalnych [134].

Interesujacego spostrzezenia dokonali Rosenfeld i wsp., stwierdzajac w ma-
teriale uzyskanym z ptukania oskrzelowego obecnos$¢ bakterii P. aeruginosa
u 18% dzieci do 1 roku zycia i niemal dwukrotny wzrost czgstosci kolonizacji
tym patogenem w okresie kolejnych 2 lat do 33%. Autor wskazal tym samym
na mozliwo$¢ wczesnego udzialu czynnika uszkadzajacego strukturg i funkcje
ptuc [135].

Hauser 1 wsp. przedstawili znaczenie przewlektej kolonizacji drég oddecho-
wych bakteriami P. aeruginosa w uruchomieniu cyklu zdarzen prowadzacych do
rozwoju zapalenia i postgpujacego uszkodzenia wszystkich czgsci uktadu odde-
chowego. Antygeny bakteryjne P. aeruginosa, takie jak pili, flagella, fragmenty
btony bakteryjnej i QAM (quorumsensing autoinducer molecules) sa rozpozna-
wane przez system odpornosciowy gospodarza i powoduja uwolnienie czynni-
kow prozapalnych, takich jak interleukina-8 (IL-8), czynnik martwicy guza alfa
(TNF-a), IL-1, IL-6, dopetniacz hemoatraktantu i leukotrien B,. Uwolnione cy-
tokiny powoduja wzmozona rekrutacje duzej liczby neutrofili, ktére pobudzone
uwalniaja elastazg, kolagenozg, inne enzymy i rodniki tlenowe. W tym samym
czasie poziom przeciwzapalnych cytokin IL-10 ulega zmniejszeniu. Nastepuje
nasilenie procesu zapalnego i degradacja pozakomorkowej macierzy. Zaburze-
niu ulega oczyszczanie $luzowo-rzgskowe, prowadzac do wzrostu liczby bak-
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terii, powtarzajacych si¢ zaostrzen choroby i nieodwracalnych zmian struktu-
ralno-czynno$ciowych uktadu oddechowego. Pozostaje niejasnym, czy inne
mikroorganizmy kolonizujace drogi oddechowe u chorych na mukowiscydoze
rozwijaja taki sam mechanizm zapalenia i jaki jest ich udziat w uszkodzeniach
ptuc [136].

Przystepujac do omowienia wynikow wlasnych nalezy podkresli¢, ze diagno-
styka mikrobiologiczna materiatu pochodzacego z ptukania oskrzelowego wy-
kazata obecnos$¢ 12 roznych mikroorganizmow, w tym Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa i Burkholderia cepacia. Kolonizacja drog oddecho-
wych przez Pseudomonas aeruginosa zwiazana byta z wigkszymi zmianami za-
palnymi obserwowanymi podczas bronchoskopii, niedozywieniem i mlodszym
wiekiem chorych. W 21% przypadkow kolonizacji drzewa oskrzelowego przez
Pseudomonas aeruginosa towarzyszyta obecnos¢ Staphylococcus aureus, w tym
u 5 0sob byt to typ MRSA. Udziat grzybdéw z rodzaju Candida w rozwoju zmian
zapalnych stwierdzony zostal jedynie u 3 chorych. Zakazenie Chlamydophila
pneumoniae towarzyszy nierzadko zaostrzeniom w przebiegu mukowiscydozy.
Bezposrednie wykrycie Chlamydophila pneumoniae w materiale uzyskanym
z dolnych drog oddechowych metoda hodowli lub PCR potwierdza rozpoznanie.
Czuto$¢ hodowli jest jednak wciaz mniejsza niz 100% [137, 138, 139, 140, 141,
142]. We wlasnym materiale badawczym, ktory stanowity wycinki blony $luzo-
wej oskrzeli pochodzace od 22 chorych, wystepowanie Chlamydophila pneumo-
niae wykazano testem nested PCR u 31% sposrod badanych.

Rogers i wsp. stosujac metode molekularng T-RELP (terminal restriction
fragment length polymorphism) zidentyfikowali w drogach oddechowych cho-
rych na mukowiscydozg $rednio 13 r6znych bakterii, co w poréwnaniu z wyni-
kami uzyskanymi metodami konwencjonalnymi stanowito zdecydowanie wigk-
sza liczbe 1 oznaczato, ze przedstawiono znacznie doktadniejsze wyniki [143].

Pierre-Audigier i wsp. stwierdzili wystgpowanie mykobakterii niegruzli-
czych w plwocinie pochodzacej od 33 (13,4%) sposrod 385 chorych na mu-
kowiscydoze w wieku 1-24 lat. Mycobacterium abscessus stanowilo 39,4%,
Mycobacterium avium complex (MAC) 21,2%, Mycobacterium gordonae 18,2%
i pozostate 21,2%. Mykobakterie niegruzlicze u chorych ponizej 15 roku zycia
stwierdzano znacznie rzadziej [ 144]. Podobne spostrzezenia poczynit D.L. Elbert
[145]. W innym wieloo$rodkowym badaniu, przeprowadzonym na grupie 1580
chorych, Roux i wsp. wykazali obecnos¢ mykobakterii niegruzliczych w plwo-
cinie u 6,6% chorych na mukowiscydoze. Mycobacterium abscessus complex
(MABSC) i Mycobacterium avium complex (MAC) stanowity ponad 95% my-
kobakterii niegruzliczych. MABSC stwierdzano u chorych w kazdym wieku,
podczas gdy MAC izolowano gtdownie po 25 roku zycia. Okoto 40% MABSC
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stanowity Mycobacterium bolletii 1 Mycobacterium massiliense [146]. M. avium
i M. intracellulare (nalezace do MAC) stwierdzano czgsciej wérod chorych ze
Stanéw Zjednoczonych, natomiast MABSC, do ktorych naleza M. abscessus, M.
bolletii i M. massiliense przewazaly posrod chorych z krajow Europy Zachod-
niej 1 [zraela [147, 148, 149].

Badania wlasne materialu pochodzacego z ptukania oskrzelowego, przepro-
wadzone na obecno$¢ pratkdw kwasoopornych, nie potwierdzity ich wystepo-
wania w zadnym przypadku.

Badania molekularne stanowiace standard diagnostyki mukowiscydozy po-
zwalaja na identyfikacj¢ mutacji genu CFTR u 72,2% dorostych chorych w Pol-
sce, a u wszystkich chorych odsetek ten wynosi 71,4%. Wynik badania mole-
kularnego powinien by¢ interpretowany przez lekarza-genetyka i rozpatrywany
wlacznie z wynikami innych badan. Najcze$ciej rozpoznawana mutacja jest
F508del. Wystegpuje w populacji polskich chorych z czgstoscia 56,42%, a wsrod
dorostych chorych z czgstoscia 49,06%. Odsetek pozostalych typéw mutacji
w populacji chorych dorostych wynosi 23,13%, a wrod wszystkich chorych sta-
nowi 14,97%. Niepowodzenie w rozpoznawaniu mutacji sigga 27,83%. Wyka-
zano zwiazek mutacji F508del/F508del ze zwickszona tendencja do kolonizacji
drzewa oskrzelowego pateczkami Pseudomonas i gorszym przebiegiem klinicz-
nym choroby, w przeciwienstwie do mutacji F508del/3849+10kbCT warunku-
jacej dhuzszy okres przezycia. Wyniki uzyskano w oparciu o przeprowadzone
badania molekularne u 106 dorostych chorych [6].

Roéznorodno$¢ mutacji i objawow klinicznych w mukowiscydozie stata si¢
przedmiotem poszukiwan wpltywu okreslonych mutacji genu CFTR na r6zne
czynniki okres$lajace stan kliniczny chorych. Dotychczasowe wyniki badan po-
zwalaja na stwierdzenie, ze wsrod heterozygot ztozonych mutacji F508del/M
dominujacy jest allel M. Moze on by¢ odpowiedzialny zarowno za tagodny, jak
i cigzki przebieg choroby. Stwierdzono wystgpowanie kolonizacji Pseudomonas
u 56% homozygot F508del i zwiazek czgstosci kolonizacji Pseudomonas z za-
burzona czynnoS$cia trzustki i starszym wiekiem chorych. Najwigksza czestosé
kolonizacji Pseudomonas wynoszaca 82% stwierdzono dla mutacji W1282X/
F508del. Cigzki przebieg choroby u homozygot F508del charakteryzowat sig
wyzszym st¢zeniem jondw chlorkowych w pocie, mtodszym wiekiem rozpozna-
nia choroby, czgstszym wystepowaniem niewydolnosci trzustki oraz obnizeniem
FVC [150].

W materiale wlasnym u cze$ci chorych z mutacjami F508del/M i M/M
stwierdzono wystgpowanie zakazen bakteriami P. aeruginosa i S. aureus oraz
niedobdr masy ciata, gorszy stan kliniczny i niewydolnos$¢ zewnatrzwydzielni-
cza trzustki. Mutacje F508del/M i M/M wiazaly sig takze z bardziej zaawanso-

75



wanymi zmianami zapalnymi w drzewie oskrzelowym, duza liczba przebytych
zaostrzen i czgstszym wystgpowaniem zmian przednowotworowych — dysplazji
oraz metaplazji ptaskonabtonkowej. Nie byly to jednak zaleznosci istotne staty-
stycznie.

Zalezno$¢ pomigdzy genem CFTR iryzykiem rozwoju raka byta w przeszto-
$ci badana. Neglia i wsp. stwierdzili zwigkszone ryzyko zachorowania na nowo-
twory uktadu trawiennego, w szczegdlnosci raka trzustki w populacji chorych na
mukowiscydoz¢ Ameryki Potnocnej i Europy [151]. Wykazano takze, ze obec-
no$¢ mutacji genu CFTR zwiazana jest z rzadszym wystepowaniem czerniaka,
raka piersi, raka jelita grubego i raka prostaty [152, 153, 154, 155].

Li i wsp. wysungli hipotezg, Zze obecnos¢ mutacji genu CFTR moze stanowié¢
czynnik ryzyka rozwoju raka ptuca. Autorzy przeanalizowali grupe 574 chorych
(46,3% z gruczolakorakiem i 20% z rakiem ptaskonablonkowym) stwierdzajac,
ze nosicielstwo delecji AF508 i1 genotypu rs213950 (GA i AA) oraz rs10487372
(TC) wiaze si¢ z nizszym ryzykiem powstania raka ptuca w poréwnaniu z osoba-
mi, u ktorych ta mutacja nie wystgpuje. Wykazali ponadto, ze obnizone ryzyko
nowotworzenia wsrod nosicieli mutacji AF508 dodatkowo dotyczy kobiet, 0séb
nigdy niepalacych papierosow i utkania ptaskonabtonkowego raka [156].

Podsumowujac, mozna powiedzie¢, ze mukowiscydoza jest choroba, w kto-
rej wzajemne oddziatywanie wielu czynnikéw warunkuje rézny stopien zaawan-
sowania zmian zapalnych w drzewie oskrzelowym, prowadzac do postepujacych
zaburzen czynno$ciowych i strukturalnych w uktadzie oddechowym. Przeksztat-
cenia strukturalne nabtonka oskrzelowego obserwowane u chorych dorostych
prowadzace do metaplazji ptaskonabtonkowej i dysplazji stanowia czynnik ry-
zyka rozwoju raka ptuca. Wynika stad potrzeba odpowiedniego monitorowania
przemian nablonka oskrzelowego u tych chorych oraz poszukiwania czulych
markerow zapalenia i stanéw przednowotworowych.
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6. WNIOSKI

1. Potwierdzono przydatnos¢ skali punktowej Shwachmana i Kulczyckiego do
oceny klinicznego zaawansowania mukowiscydozy.

2. Zmodyfikowana skala punktowa Thompsona moze by¢ stosowana do oceny
nasilenia zmian zapalnych w blonie §luzowej oskrzeli u dorostych chorych
na mukowiscydozg.

3. Obecno$¢ mikroorganizméw drog oddechowych jest zroznicowana, istotna
rolg odgrywa P. aeruginosa, bakteria odpowiedzialna w gldwnej mierze za
progresj¢ choroby oskrzelowo-ptucne;.

4. Skala punktowa wg Brasfield stanowi dobra metode do okreslania zaawan-
sowania zmian w obrazie radiologicznym klatki piersiowej u dorostych cho-
rych.

5. Uszkodzenia nabtonka oskrzelowego spowodowane przez procesy zapalne
manifestuja si¢ zaburzeniami struktury i funkcji komorek, a jednym z wy-
ktadnikow procesu sg zmiany morfologii rzgsek i komorek pluripotencjal-
nych nabtonka droég oddechowych. To moze odzwierciedla¢ zmiany w geno-
mie tych komorek.

6. Nawrotowe i utrzymujace si¢ zapalenia wptywajac wielokrotnie na proce-
sy regeneracji nablonka oskrzelowego moga kolejno ujawnia¢ postgpujace
zmiany charakteru komorek, az po powstanie zmian przednowotworowych.

7. Liczne zaostrzenia choroby oskrzelowo-ptucnej skutkuja wigkszym nasile-

niem zmian zapalnych w drzewie oskrzelowym i znacznym pogorszeniem
obrazu radiologicznego ptuc oraz stanu klinicznego chorych.
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7. STRESZCZENIE

Mukowiscydoza — zwloknienie torbielowate (ang. cystic fibrosis-CF) jest jed-
na z najczgsciej wystgpujacacych choréb uwarunkowanych genetycznnie w po-
pulacji rasy kaukaskiej, wywotana mutacja pojedynczego genu, dziedziczona
W sposdb autosomalny recesywny i prowadzaca do przedwczesnej §mierci.

Przyczyna choroby sa mutacje genu zlokalizowanego na dlugim ramieniu 7
chromosomu kodujacego biatko CFTR (cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator), pelniace migdzy innymi funkcje kanatu chlorkowego, usytuowa-
nego na szczytowej powierzchni komorek nabtonkowych gruczotow wydzielania
zewngetrznego. W nastegpstwie dochodzi do nieprawidtowego przeznabtonkowe-
go transportu jonéw chlorkowych, prowadzacego do zaburzen transportu sodu
i wody. Dalszym skutkiem sa zaburzenia czynno$ciowe gruczolow wydzielania
zewngetrznego spowodowane gromadzeniem si¢ w ich przewodach wyprowadza-
jacych gestej i lepkiej wydzieliny. W konsekwencji ma miejsce przewlekta kolo-
nizacja drég oddechowych flora bakteryjna i grzybicza, podtrzymujaca procesy
zapalne w drzewie oskrzelowym, oraz postepujace uszkodzenie ptuc.

Celem glownym pracy byla pierwsza w Polsce, kompleksowa analiza kli-
niczno-patomorfologiczna dotyczaca grupy dorostych chorych na mukowiscy-
doz¢ w konteksécie wptywu czasu trwania i zaostrzen choroby na zmiany struk-
turalno-czynnosciowe uktadu oddechowego oraz na stan kliniczny chorych.

Cele czastkowe dotyczyty: okreslenia stopnia klinicznego zaawansowania
choroby, makroskopowej oceny nasilenia zmian zapalnych w drzewie oskrzelo-
wym, identyfikacji mikroorganizméw kolonizujacych drogi oddechowe, okre-
$lenia rodzaju 1 nasilenia zmian radiologicznych w ptucach oraz szczegotowe;j
analizy zmian histopatologicznych w btonie sluzowej oskrzeli z uwzglgdnieniem
przeksztatcen o charakterze przednowotworowym i wykazania korelacji miedzy
wybranymi czynnikami okre$lajacymi zaawansowanie choroby.

Badania przeprowadzono na grupie 33 dorostych chorych na mukowiscy-
doze, w tym 17 kobiet i 18 mezczyzn w wieku od 18 do 38 lat (Srednia wieku
23,6), hospitalizowanych w Klinice Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pul-
monologicznej w Poznaniu z powodu choroby oskrzelowo-ptucnej. W okresie 2
lat prowadzenia badan pod opieka kliniki byto 40 dorostych chorych. Siedmiu
sposrdd nich z uwagi na dobry stan kliniczny i brak zaostrzen nie zostato wia-
czonych do badan.

Rozpoznanie choroby zostato ustalone w kazdym przypadku w oparciu
o kryteria zawarte w Zaleceniach Polskiego Towarzystwa Mukowiscydozy opu-
blikowanych w 2009 roku oraz we wspolnym Raporcie WHO/ICF(M)A/ECFN.
Obejmuja one objawy kliniczne oraz wyniki testu potowego, badania moleku-
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larne i pomiar warto$ci potencjatéw elektrycznych btony §luzowej nosa. Test
potowy i oznaczanie mutacji genu CFTR wykonywano wytacznie u pacjentow
wczesniej niezdiagnozowanych.

W kazdym przypadku okreslano: stopien klinicznego zaawansowania choro-
by przy zastosowaniu skali punktowej wg Shwachmana i Kulczyckiego, zdjgcia
rentgenowskie klatki piersiowej z oceng zaawansowania zmian wg skali Bras-
field, tomografi¢ komputerowsq i bronchofiberoskopi¢. W celu okreslenia nasile-
nia zmian zaplanych w drzewie oskrzelowym wykorzystano skalg¢ Thompsona
we wiasnej modyfikacji oraz pobierano materiat z drog oddechowych do badan
histopatologicznych, cytologicznych i mikrobiologicznych. Ponadto u chorych
okreslano warto§¢ BMI i wykonywano badania spirometryczne.

Przeprowadzone badania u dorostych chorych na mukowiscydozg wykazaty,
ze osoby w gorszym stanie klinicznym miaty znacznie bardziej nasilone zmiany
zapalne w drzewie oskrzelowym, liczne nieprawidlowosci w obrazie radiolo-
gicznym klatki piersiowej i niedobor masy ciala.

Badania przeprowadzone na materiale pobranym od chorych na mukowiscy-
dozg przedstawialy szerokie spektrum zmian w nabtonku oskrzeli spowodowane
przez staty i nawrotowy odczyn zapalny w drzewie oskrzelowym. Wieloletni
przebieg choroby odzwierciedlaty wyniki badan morfologicznych. Znalezione
i opisane w pracy roznice w strukturze nablonkéw i btony §luzowej oskrzeli
obejmowaty przede wszystkim zmiany w komorkach urzgsionych (w rzegskach
brak ramion wewngtrznych dyneiny, zmiany liczby i rozktadu mikrotubul w ak-
sonemmie), kubkowych (gruby poktad $luzu na powierzchni) i pluripotencjal-
nych drog oddechowych (nieprawidtowe nabtonki w procesach odnowy) i zmia-
ng charakteru nablonka z gruczotowego na wielowarstwowy ptaski, a u kilkorga
chorych dysplazje w nablonku wielowarstwowym ptaskim. Wielokrotne odno-
wy nablonkow drog oddechowych niszczonych w procesach zapalenia stanowi-
ty istotny czynnik ryzyka dla zmian chrakteru wysciotki nablonkowej z gruczo-
towej na plaskonablonkowa. W badanym materiale obserwowano gote btony
podstawne, poczatki odnowy, takze odnowy nieprawidlowej, odnowy zaawan-
sowanej z obecnoscia komorek nabtonka kolczystego i nablonka kolczystego
z dysplazja. Mikroskopia elektronowa umozliwita przeprowadzanie szczegoto-
wej analizy aparatu rzeskowego i kolejnych etapéw zmian prowadzacych do
metaplazji ptaskonabtonkowej i dysplazji, ktore stanowia czynnik ryzyka prze-
ksztatcenia zmian w nabtonku w raka inwazyjnego.

Badania mikrobiologiczne wykazaty obecno$¢ kilkunastu réznych patoge-
néw kolonizujacych drogi oddechowe, w tym P. aeruginosa, bakterii odpowie-
dzialnej w glownej mierze za postgpujace zmiany strukturalne i czynnosciowe
w uktadzie oddechowym. Wystepowanie jednoczes$nie kilku gatunkow bakterii
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i grzyboéw wykazano u wigkszosci chorych, rzadziej stwierdzano pojedyncze
gatunki patogenow. Wykazano zwiazek pomigdzy obecnoscig tej bakterii w dro-
gach oddechowych a nasileniem zmian zapalnych w btonie §luzowej oskrzeli
i gorszym stanem odzywiena chorych.

W pracy potwierdzono przydatnos¢ skali punktowej Shwachmana i Kulczy-
ckiego do oceny klinicznego zaawansowania choroby oraz zmodyfikowanej skali
Thompsona w okreslaniu nasilenia zmian zapalnych w btonie sluzowej oskrzeli
i skali Brasfield w ocenie zmian radiologicznych klatki piersiowe;j.

Korelacja wybranych czynnikéw pozwolita na stwiedzenie, ze liczne za-
ostrzenia choroby oskrzelowo-ptucnej skutkuja wigkszym nasileniem zmian
zapalnych w drzewie oskrzelowym i znacznym pogorszeniem obrazu radiolo-
gicznego ptuc oraz stanu klinicznego chorych.
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8. SUMMARY

Cystic fibrosis (CF) is one of the most frequently occurring hereditary diseases
with a high morbidity rate in the Caucasian population. It is caused by the muta-
tion of a single gene, inherited through an autosomally recessive process, and it
leads to premature death.

This disease is brought on by a gene mutation occurring on the long arm of
chromosome 7 that codes for the protein CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator); which, among other things, serves as a chloride ion
transmission pathway, situated on the apical surfaces of the epithelial cells in the
exocrine glands. The result of this mutation is a faulty intraepithelial transport of
chloride ions that, in turn, disrupts the transport of sodium and water. And this
disruption causes further disturbances in the function of the exocrine glands, due
to a build-up of a thick and sticky secretion in the cystic ducts. And that leads to
an ensuing chronic colonization of the airways with bacterial and fungal flora,
thus causing inflammation of the bronchial tree and progressive damage to the
lungs.

The main goal of this research was to complete the first-in-Poland, compre-
hensive, clinical and pathomorphological analysis of a group of patients with
cystic fibrosis. It was conducted in the context of the impact of both the duration
and the exacerbations of the disease on the changes in the structural and func-
tional performance of the respiratory tract, as well as on the patients’ clinical
condition.

In order to demonstrate correlations between selected features that determine
the rate of progress of the disease, the partial aims consisted of: (a) determination
of the degree of clinical advancement of the disease; (b) macroscopic assessment
of the inflammatory changes in the bronchial tree; (c) identification of the mi-
croorganisms colonizing the airways; (d) radiological assessment of the type and
degree of changes in the lungs; and (e) detailed analysis of the histopathological
changes in the bronchial mucous membrane, including pre-cancerous lesions.

This research was carried out with the participation of 33 adults who have
CF, among them 17 females and 18 males within the ages 18 to 38 (with mean
age of 23.6 yrs); all of whom, due to a pulmonary disease, were hospitalized
at the Clinical Hospital for Pulmonology, Allergology and Pulmonological On-
cology in Poznan. During this two-year research study, there were 40 adult CF
patients admitted to this hospital. However, seven of them were not recruited for
this research because of their good clinical condition and lack of exacerbations.

Patient diagnoses of the disease were determined in each case following the
criteria defined in the Recommendations of the Polish Cystic Fibrosis Associa-
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tion published in 2009, and those in the common report by WHO, ICF(M)A,
and ECFN. They included: clinical symptoms and sweat test results, molecular
examinations, and measurements of the levels of electrical potentials in the nasal
mucous membrane. Sweat tests and marking of the CFTR gene mutations were
performed exclusively for patients who were previously undiagnosed.

For each case the following data was established: clinical stage of the disease
using the Shwachman and Kulczycki score scale; chest X-rays with assessment
of the change status according to the Brasfield score scale; CT scan; bronchial
fiberoscopy to determine the escalation of inflammatory changes in the bronchial
tree using the Thompson score scale with my modifications; as well as collec-
tion of specimens for histopathological, cytological, and microbiological testing.
Patients have also received spirometric and BMI evaluations.

The tests conducted on adult CF patients indicated that patients in worse
clinical condition had: more severe inflammations in the bronchial tree, numer-
ous abnormalities in the X-ray chest images, and low BMI. Examination of the
specimens collected from the CF patients showed a broad range of changes in
the bronchial epithelium due to chronic and recurring inflammatory reactions in
the bronchial tree. For patients with long-term disease its effects were evident
in the results of their morphological tests. The differences in the structures of
epithelia and bronchial mucous membranes found and described in the research
report included primarily changes in: (a) the ciliated cells — a lack inside the
cilia of the dyneine inner arms, and abnormalities in the number and distribution
of the axoneme microtubules; (b) the goblet-shaped cells — presence of a thick
accumulation of mucus on their surface; (c) the pleuripotential breathing tracts
— aberrant epithelia in the repair processes; (d) a transformation in the charac-
teristics of the epithelium from secretory to a multilayered flat one, and in the
case of several patients a dysplasia in the multilayered flat epithelium. Multiple
epithelial regenerations of the airways destroyed by the inflammatory conditions
posed a significant risk of changes in the characteristics of the epithelial lining
cells from secretory to flattened. In the examined specimens the following was
found: bare spinous cell mucous membranes; precursors of regeneration, also
of an aberrant type; advanced regeneration with the spinous epithelial cells; and
spinous epithelia with dysplasia. The use of electron microscopy provided a de-
tailed analysis of the cilial apparatus, and of the consecutive change stages lead-
ing to flat epithelium metaplasia and dysplasia, which constitute a risk of turning
into invasive cancer.

Microbiological tests indicated the presence of over a dozen of various patho-
gens colonizing the airways, among them P. aeruginosa, a bacterium responsible
primarily for the escalating structural and functional damage to the respiratory

82



system. The concurrence of several types of bacteria and fungi was confirmed in
most patients, and only rarely of just a single one. The study has revealed a cor-
relation between the presence of bacteria in the airways and the escalation of the
inflammatory processes in the bronchial epithelium, and also with the patients’
poor nutrition.

This research has confirmed the usefulness of the Shwachman and Kulczycki
score for the clinical evaluation of the advancement of the disease; as well as of
a modified Thompson score in defining the exacerbations of the inflammatory
changes in the bronchial epithelium; and of the Brasfield score for the evaluation
of the radiological changes in the chest.

The above correlation of selected factors has made it possible to establish
that numerous exacerbations in pulmonary disease result in a higher rate of the
inflammatory changes in the bronchial tree, which are also reflected in a signifi-
cant decline of the radiological lung readings as well as in the patients’ clinical
condition.
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Fotografia 1 C.

Fotografia 1 A, B, C. Chora M.K. lat 20. W obu ptucach widoczny bogaty rysunek oskrzelowy,
liczne cienie obraczkowate i pojedyncze, réznej wielkoSci cienie plamiste. Zmiany sg liczniejsze
w prawym ptucu, zwiaszcza w czesci srodkowej. Cienie obraczkowate to zaréwno zmiany roz-
strzeniowe oskrzeli, jak i pecherze rozedmowe. Szerokie wneki ptucne, zwtaszcza prawa. Szero-
ka, nieostro ograniczona prawa dolna okolica przytchawicza. Cechy nadmiernego upowietrznienia
ptuc z duzym wymiarem strzatkowym klatki piersiowej i nisko potozong przepona.
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Fotografia 2. Chora M.K. lat 20. Obrzek i przekrwienie btony $luzowej oskrzeli z zatarciem zarysu
chrzastek i koncentrycznym zwezeniem oskrzeli. Nagromadzenie duzej iloSci ropnej wydzieliny
w Swietle oskrzeli.
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Fotografia 3. El-mi; pow. 14000x. Wolna powierzchnia nabtonka urzesionego. W komérkach rze-
skowych nieliczne, réznej wysokosci rzeski, pomiedzy nimi obecne mikrokosmki (A). Widoczny
zespot kilku uktadéw mikrotubul pod wspoing btong komérkowa () i komérka oprozniajaca sie

ze $luzu (B).
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Fotografia 4. El-mi; pow. 15400x. Zapalenie przewlekte z nawrotem fazy ostrej. W blaszce wia-
Sciwej btony $luzowej oskrzela pomigdzy peczkami kolagenu (K) widoczne komérki odczynu za-
palnego: monocyty (Mo), makrofagi (Ma), komorki plazmatyczne (P), fibrocyty (F) i uszkodzone
naczynie wiosowate (N).
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Fotografia 5. EI-mi; pow. 14000x. Urozmaicona wolna powierzchnia nabfonka urzgsionego. Nie-
liczne rzeski rozmieszczone sg nierytmicznie, pomiedzy nimi obecne mikrokosmki. Widoczne
wypustki cytoplazmy bez aksonemy (A). Widkienka w sieci granicznej (B) rozmieszczone niepra-
widtowo.
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Fotografia 6. El-mi; pow. 15400x. Przekroje poprzeczne rzgsek. Brak ramion wewnetrznych dyne-
iny (A). Pojedyncze mikrotubule obwodowe (B), dodatkowe mikrotubule pod btong komérkowa, (C)
i pojedyncze mikrotubule centralne (D).
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Fotografia 7. El-mi; pow. 15400x. Przekroje poprzeczne rzesek. Wiele uktadéw mikrotubul pod
wspoIng btong komérkowa (|).
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Fotografia 8. El-mi; pow. 8750x. Na znacznie skolagenizowanej blaszce wiasciwej lezy nabtonek
regenerujacy. Jego btona podstawna jest ogniskowo nieznacznie pogrubiata (). Komorki nabton-
ka nie pokrywajg w catosci btony podstawnej. Ich struktura nie ujawnia kierunku réznicowania.
Jedna z komérek posiada wigkszy obszar cytoplazmy z do$¢ licznymi mitochondriami i kanalikami
ER, pozostate sg mate, majq nieregularne jadra i prawidtowe jaderka. Ich obraz odpowiada¢ moze
komorkom nabtonka regenerujacego.
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Fotografia 9. El-mi; pow. 7000x. Fragment $luzéwki oskrzela pochodzi z badania, w ktérym roz-
poznano metaplazje ptaskonabtonkowg i nieprawidtowy odczyn regeneracyjny nabtonka. Btona
pod-stawna nabtonka jest ogniskowo pogrubiata (| ), od strony blaszki wtasciwej przylegajg do niej
liczne peczki kolagenu (Col). W blaszce wiasciwej znajdujg sie takze fibrocyty (Fb) oraz fragment
naczynia wiosowatego. Lezy ono gteboko w blaszce wiasciwej, ma waskie nieregularne Swiatto,
lity srédbtonek, a pod btong podstawng srddbtonka wystepuja liczne, beztadnie utozone fragmen-
ty materiatéw btony podstawnej (A). Regenerujacy nabtonek ma duze jadra z powiekszonymi,
aktywnymi jaderkami (NL) z gestg chromatyng roztozong nieregularnie w nukleoplazmie i podo-
toczkowo. Cytoplazma stanowi waski rabek wokét jadra i jest catkowicie wypetniona wtokienkami
cytokeratyn. Poza cytokeratynami w cytoplazmie znajdujg sie nieliczne mitochondria. Nabtonek
nie stanowi litego obrzeza btony Sluzowej. Poza opisanymi wcze$niej dwiema komérkami pozo-
state sg oderwane od nabfonka, ich fragmenty leza w $wietle oskrzela.
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* gng f‘l .

Fotografia 10. El-mi; pow. 14000x. Fragment blaszki wtasciwej btony $luzowej zawiera bardzo
liczne peczki kolagenu (Col), az po rabek granicy z nablonkiem. Miedzy peczkami kolagenu lezy
naczynie wlosowate o nieprawidlowej strukturze (Cap). Srodbtonek naczyniowy na dtugich od-
cinkach tworzy btony okienkowe (F). Bona podstawna na dtugich odcinkach jest cienka. Swiatlo
wypetnia osocze. Blisko marginesu fotografii widoczny jest fragment cytoplazmy komérki nabton-
kowej, w ktorej wystepuija liczne widkienka cytokeratyn (CK).

106



Fotografia 11. El-mi; pow. 15400x. Wolna powierzchnia nabtonka oskrzelowego nie posiadajaca
specjalizacji typowej dla nabfonka oskrzelowego. Komorki bez cech dojrzewania, walcowate, wy-
sokie, nie posiadajace mikrokosmkéw i rzesek (K).
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Fotografia 12. El-mi; pow. 10500x. Fragment biops;ji oskrzela z rozpoznaniem metaplazji ptasko-
nabtonkowej. Do btony podstawnej, ogniskowo pogrubiatej (B), od strony blaszki wtasciwej przy-
legaja widkna kolagenowe (Col). Miedzy nimi wystepujq widkna retikulinowe (Ret), miedzy nimi
znajduja sie fragmenty wypustek fibrocytéw. Komérki nabtonka niecatkowicie przylegaja do btony
podstawnej. Jadra komorkowe warstwy podstawnej sg duze (N), euchromatynowe. Jedno z nich
ma powiekszone, aktywne jaderko (NL). Cytoplazma komérki stanowi do$¢ waski obszar. W cy-
toplazmie widoczne sg liczne, utozone typowo dla nabtonka wielowarstwowego ptaskiego peczki
cytokeratyn (|). Pomiedzy komdrkami wystepuja pojedyncze zlacza desmosomopodobne (| D).
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Fotografia 13. El-mi; pow. 15400x. Wolna powierzchnia nabtonka oskrzelowego. Komérki kolczy-
ste na po wierzchni nabtonka (|).
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Fotografia 14. El-mi; pow. 10500x. Fragment nabtonka wielowarstwowego bez cech zréznicowa-
nia. Komdrki majg powiekszone jadra (odniesienie do wielko$ci otaczajacej je cytoplazmy pozwala
okresli¢ je jako powigkszone) (N). Jadra majg wrebiaste otoczki jadrowe, co odpowiada¢ moze
zmianom o charakterze dysplazji. Pozostate struktury cytoplazmy komérek sg typowe dla niezréz-
nicowanego nabtonka, majg bardzo liczne polirybosomy w cytozolu.
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Fotografia 15. EI-mi; pow.15400x. Fragment nabtonka wielowarstwowego ptaskiego pokrywajace-
go $luzowke oskrzela. Komorki tworzace nabtonek sg kolczyste. W cytoplazmie majg liczne peczki
cytokeratyn (|), miedzy komérkami ztacza typ desmosomalne (D)
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Fotografia 16. El-mi; pow. 10500x. Fragment nabtonka pokrywajacego oskrzele. Wszystkie wi-
doczne na fotografii komérki nalezg do nabtonka wielowarstwowego. W zadnej z tych komorek nie
ma cech réznicowania w kierunku nabtonka gruczotowego. Komarki cechuje wyrazny polimorfizm
jader. Jedna z komorek posiada dwa jadra (N1, N2). Jadro N2 nie posiada otoczki jgdrowej, a oba
jadra w jednej komérce $wiadczg 0 endomitozie.
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Fotografia 17. EL-mi; pow.14000x. Fragment nabtonka wielowarstwowego ptaskiego. Miedzy ko-
morkami ztacza typu desmosomu (|).
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Fotografia 18. EI-mi; pow. 14000x. Miedzy komérkami nabtonka obecne sg wyraznie poszerzo-
ne przestrzenie miedzykomdrkowe. Jedna z komorek widocznych na zdjeciu ma rozlegty ubytek
otoczki jadrowej (|) i nie jest to profaza. W sasiedniej komérce wystepuje réwniez brak otoczki
jadrowej, a obecne jest jaderko (NL). Opisane cechy jadra nalezg do ultrastrukturalnych wyktad-
nikoéw dysplazji.
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Fotografia 19. El-mi; pow. 8750x. Fragment biopsji oskrzela, w ktdrym rozpoznano metaplazje
ptaskonabtonkowg z cechami dysplazji. Na zdjeciu widoczne sg liczne komorki nabtonka, ktory
w obrazie $wietlno-mikroskopowym odpowiadat postawionemu rozpoznaniu. Wszystkie widoczne
na fotografii jadra komérek nabtonka majg wiele nieprawidtowosci budowy, ich ksztatt jest bardzo
nieregularny (norma: owalne z regularng chromatyna), na wielu odcinkach jader brakuje otoczek
jadrowych, tj. komérki nie tworzyly lamin (nieprawidtowos¢ telofazy), chromatyna jadrowa lezy
luzno w cytoplazmie, uszkodzone sg btony komérkowe. Materiat chromatyny jader, ktéry mozna
przypisa¢ do poszczegdlnych komorek, zajmuje duzg cze$¢ badanego wycinka, co moze ilustro-
wac zaburzenia regulacji cyklu komérkowego; jest to widoczne w dwoch komérkach, w ktérych
materiat chromatyny lezy migedzy mikrotubulami, ale ,jadro” na jednym odcinku posiada stale
otoczke jadrowa. W pojedynczych fragmentach cytoplazmy obecne sg mate ziarnistosci neuro-
endokrynne ().
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