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Wprowadzenie 

 Ludzki wirus cytomegalii (hCMV) należy do rodziny Herpesviridae i jest jednym  

z najbardziej rozpowszechnionych wirusów w populacji ludzkiej (42-100%). HCMV stanowi główną 

przyczynę wrodzonych zakażeń wirusowych na świecie, przy czym częstość występowania zakażeń 

wrodzonych w krajach rozwiniętych wynosi 0,64% żywych urodzeń. Cytomegalowirus jest ponadto 

najczęstszym czynnikiem zakaźnym chorób ośrodkowego układu nerwowego (OUN) i niedosłuchu  

u dzieci. Zakażenie hCMV w czasie ciąży może być także związane z wystąpieniem nieprawidłowości 

w funkcjonowaniu łożyska, opóźnieniem wzrostu wewnątrzmacicznego (IUGR), zaburzeniami 

rozwojowymi płodu oraz zwiększonym ryzykiem poronienia i przedwczesnego porodu. Objawy 

cytomegalii wrodzonej wykrywane są u około 11% zakażonych noworodków bezpośrednio po 

narodzinach i obejmują m.in. zaburzenia neurologiczne, uszkodzenia OUN (m.in. zwapnienia 

śródczaszkowe, zmiany torbielowate i małogłowie), niedosłuch czuciowo-nerwowy i IUGR. Częstość 

transmisji wertykalnej hCMV do płodu wynosi 32,3% w przypadku zakażenia pierwotnego kobiet 

ciężarnych oraz 1,4% podczas zakażenia wtórnego. Zakażenie pierwotne hCMV, szczególnie nabyte  

w I trymestrze ciąży, może prowadzić do poważnych uszkodzeń płodu, podczas gdy noworodki kobiet 

zakażonych wtórnie rzadko wykazują objawy cytomegalii wrodzonej. 

HCMV jest jednym z najbardziej złożonych wirusów osłonkowych, a jego właściwości 

strukturalne i biologiczne nadają mu zdolność do ustanawiania długotrwałej latencji i reaktywacji. 

Zakażenie hCMV może mieć charakter pierwotny lub nawrotowy związany z reaktywacją szczepu 

endogennego lub zakażeniem nowym szczepem wirusa. Genom hCMV w postaci podwójnej nici 

DNA jest najdłuższy wśród wszystkich znanych wirusów ludzkich (236-240 kpz) i charakteryzuje się 

zmiennością sekwencji w szczepach klinicznych w zakresie od < 2% (np. w genie UL54 kodującym 

polimerazę DNA) do 50% (w genie UL74 kodującym glikoproteinę O, gO). Genom wirusa koduje 65 

glikoprotein, w tym ponad 20 należących do osłonki i zaangażowanych w procesy wnikania patogenu 

do komórek gospodarza, uwalniania wirionów potomnych, transmisji międzykomórkowej wirusa oraz 

aktywacji wytwarzania swoistych przeciwciał. Glikoproteiny osłonki hCMV mogą występować  

w postaci kompleksów, przy czym gB jest składnikiem kompleksu gCI, gM/gN (gCII), natomiast 

kompleks gCIII występuje w formie trimeru gH/gL/gO oraz pentameru gH/gL/pUL128-pUL131A. 

Zakażenie komórek nabłonka i śródbłonka wymaga obecności kompleksu gH/gL/pUL128-pUL131A, 

podczas gdy glikoproteiny trimeru oraz gB są wystarczające do uruchomienia procesu fuzji osłonki 

wirionu z błoną plazmatyczną komórki i infekcji fibroblastów. Wyniki dotychczasowych obserwacji 

wskazują, że zmienność genetyczna w zakresie genów kodujących glikoproteiny osłonki wpływa na 

wirulencję i tropizm komórkowy szczepów hCMV, aktywność swoistych przeciwciał, a także może 

stanowić czynnik ryzyka występowania zakażeń objawowych u dzieci. 

Badania prowadzone nad patogenezą zakażenia wrodzonego hCMV wskazały na istotną rolę 

łożyska jako bariery immunologicznej w transmisji wewnątrzmacicznych zakażeń wirusowych. 

Odporność wrodzona stanowi pierwszą linię obrony gospodarza przeciwko inwazji patogenów,  



Autoreferat rozprawy doktorskiej 

13 

 

w której kluczową rolę pełnią receptory rozpoznające wzorce, w tym receptory RIG-I-podobne (RLR). 

RLR są rodziną cytoplazmatycznych DExD/H-box RNA helikaz zaangażowanych w rozpoznanie 

wirusowego kwasu nukleinowego i aktywację odpowiedzi przeciwwirusowej. Dotychczas wyróżniono 

trzech przedstawicieli rodziny RLR: RIG-I, MDA5 i LGP2. Receptory RIG-I i MDA5 rozpoznają 

wirusowy ssRNA i dsRNA w cytoplazmie zakażonej komórki, natomiast LGP2 pełni rolę regulatora 

szlaków sygnałowych RIG-I i MDA5. Rozpoznanie RNA przez RLR uruchamia szlak sygnałowy 

prowadzący do aktywacji i translokacji czynników transkrypcyjnych: 1) IRF-3 i IRF-7, które indukują 

syntezę IFN typu I i typu III, lub 2) NF-κB, który aktywuje syntezę cytokin prozapalnych m.in. IL-6, 

TNF. Przypuszczano, że receptory RIG-I-podobne mogą także odgrywać rolę w transmisji wertykalnej 

wirusów. 

Cele główne badań dotyczyły określenia zmienności w genach kodujących białka kompleksu 

gCIII wirusa w izolatach klinicznych pochodzących od noworodków z zakażeniem wrodzonym 

hCMV i niemowląt z zakażeniem hCMV nabytym postnatalnie lub niepotwierdzonym zakażeniem 

wrodzonym oraz oceny poziomu ekspresji receptorów RIG-I-podobnych w łożyskach ludzkich 

pochodzących z III trymestru ciąży w warunkach zakażeń doświadczalnych hCMV. Szczegółowe cele 

badań obejmowały: 

 określenie częstości występowania polimorfizmów w genach kodujących białka osłonki 

wirusa: trimer gH/gL/gO oraz pentamer gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A w badanych 

grupach niemowląt, 

 określenie zależności między genotypami w zakresie genów kodujących kompleksy białek 

powierzchniowych hCMV a występowaniem objawów cytomegalii i poziomem wirurii  

u dzieci, 

 analizę profilu ekspresji transkryptów oraz białek RIG-I, MDA5 i LGP2 w doczesnej  

i kosmkach płodowych w warunkach zakażeń wirusowych ex vivo, 

 próbę określenia roli LGP2 w regulacji ekspresji receptorów RIG-I i MDA5 aktywowanej 

zakażeniem hCMV. 

Metodyka badań 

 Typowanie molekularne szczepów klinicznych hCMV w zakresie genów kodujących 

glikoproteiny kompleksu gCIII wirusa przeprowadzono we krwi pełnej i/lub moczu 30 noworodków  

z zakażeniem wrodzonym hCMV oraz 100 niemowląt z zakażeniem hCMV nabytym postnatalnie lub 

niepotwierdzonym zakażeniem wrodzonym. Amplifikację genów kodujących białka kompleksu gCIII 

przeprowadzono metodą nested-PCR. Identyfikacja genotypów trimeru gH/gL/gO została wykonana 

metodą analizy polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP), natomiast genotypowanie 

szczepów w zakresie locus UL128 - metodą sekwencjonowania produktów PCR. Liczbę kopii DNA 

hCMV oraz relatywną ekspresję genów DDX58, IFIH1, DHX58 i YWHAZ oznaczano metodą PCR  

w czasie rzeczywistym. W badaniach dotyczących ekspresji RLR w łożyskach zastosowano model 
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hodowli narządowych doczesnych i kosmków płodowych. Łożyska ludzkie z III trymestru ciąży (38-

42 tydzień ciąży) uzyskiwano bezpośrednio po porodzie przez cesarskie cięcie lub drogą natury. 

Zakażenia doświadczalne doczesnych i kosmków płodowych prowadzono z wykorzystaniem hCMV, 

wirusa opryszczki typu 1 (HSV-1) i wirusa pęcherzykowatego zapalenia jamy ustnej, szczep Indiana 

(VSIV) w warunkach ex vivo. Ekspresję białek RLR w homogenatach tkankowych określono metodą 

ELISA i Western blot. Poziom produkcji wybranych cytokin oszacowano metodą ELISA (IFN-α, 

IFN-β, IL-8, IL-28) lub techniką cytometrycznych macierzy kulkowych - CBA (IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-

6, IL-10, TNF-α). 

Wyniki i dyskusja 

 Wykazano, że wszystkie genotypy kompleksu gCIII hCMV wykryte w badanych grupach 

pacjentów pediatrycznych ulegały transmisji przezłożyskowej do płodu. Nie zaobserwowano istotnych 

różnic w rozkładzie genotypów badanych genów, z wyjątkiem prewalencji genotypu gL3 w grupie 

noworodków z zakażeniem wrodzonym hCMV w odniesieniu do niemowląt z zakażeniem hCMV 

nabytym postnatalnie lub niepotwierdzonym zakażeniem wrodzonym (P = 0,008). Analiza częstości 

występowania genotypów UL75 hCMV wykazała, że genotyp gH2 wirusa występował u 53,3% 

noworodków oraz u 64,0% niemowląt. Zakażenia mieszane różnymi szczepami cytomegalowirusa  

w zakresie genotypów UL75 wykryto u 4/30 (13,3%) noworodków i u 22/100 (22,0%) niemowląt. 

Dotychczas wysoką częstość występowania szczepów gH2 hCMV odnotowano w przypadkach 

zakażeń wrodzonych u noworodków pochodzenia włoskiego i amerykańskiego, natomiast wyższą 

częstość występowania genotypu gH1 wirusa wykrywano w krajach azjatyckich. Niewiele jest danych 

dotyczących rozkładu genotypów cytomegalowirusa w regionie locus UL128 w izolatach klinicznych. 

Analiza sekwencji aminokwasowych białek hCMV umożliwiła wyróżnienie 12 wariantów pUL128, 

oznaczonych symbolami od G1 do G12, 12 genotypów pUL130 (G1 do G12) oraz pięciu wariantów 

pUL131A (G1 do G5; nomenklatura wprowadzona przez autora). Wyniki badań przeprowadzonych  

w ramach niniejszej rozprawy wykazały, że w obu grupach pacjentów pediatrycznych zakażenia 

wywoływały najczęściej szczepy hCMV oznaczone jako G3 UL128, G6 UL130 i G1 UL131A. Warto 

zwrócić uwagę na fakt, że geny kodujące glikoproteiny trimeru gCIII hCMV wykryto we wszystkich 

badanych izolatach klinicznych, natomiast u 12/130 (9,2%) niemowląt nie wykryto co najmniej 

jednego z genów locus UL128 wirusa. Jedną z prawdopodobnych przyczyn niepowodzenia procesu 

amplifikacji genów locus UL128 hCMV może być zmienność wirusa oraz dobór starterów wybranych 

w oparciu o aktualnie dostępne sekwencje nukleotydowe lub delecja genów kodujących białka 

powyższego regionu. 

W niniejszej pracy, po raz pierwszy przedstawiono potencjalny związek między zakażeniem 

dziecka szczepami hCMV o wykrytych genotypach w zakresie genów locus UL128 i gL a ryzykiem 

wystąpienia objawów cytomegalii. Stwierdzono, że zakażenia objawowe u noworodków wywołują 

zwykle szczepy wirusa o genotypie gL4 w zakresie trimeru oraz G3 UL128 i G6 UL130 w przypadku 
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locus UL128. W grupie niemowląt zakażenia objawowe były natomiast związane z występowaniem 

szczepów hCMV o genotypach gH1 i gL3 oraz G1 i G4 UL131A, np. genotyp G1 UL131A wirusa 

związany był z ponad 2-krotnym wzrostem ryzyka występowania nieprawidłowości w OUN u dzieci. 

Zakażenia wrodzone szczepami cytomegalowirusa o genotypie G1 UL131A i gL4 były natomiast 

związane z wyższym ryzykiem wystąpienia opóźnień rozwoju psychoruchowego. Zaobserwowano 

również związek między zakażeniem szczepem wirusa o genotypie G6 UL130 a zapaleniem wątroby 

lub występowaniem nieprawidłowości w OUN u niemowląt, jak również występowaniem IUGR  

u noworodków. W badanej populacji dzieci szczepy wirusa o genotypie gH2 były mniej patogenne niż 

wariant gH1 genu UL75 i związane były z istotnym obniżeniem ryzyka występowania niedosłuchu  

u niemowląt. Rezultaty te potwierdziły wcześniejsze wyniki badań zespołu przeprowadzone w 2014 

roku wśród niemowląt z regionu Polski Centralnej i Małopolski. 

U noworodków z zakażeniem wrodzonym hCMV stwierdza się znamiennie wyższe miana 

wirusa w płynach ustrojowych w porównaniu do poziomu wykrywanego u niemowląt zakażonych  

hCMV w okresie postnatalnym. W badaniach własnych wykazano ponad 10-krotnie wyższy poziom 

DNAemii wirusa w moczu noworodków z zakażeniem wrodzonym hCMV w porównaniu do grupy 

niemowląt z zakażeniem hCMV nabytym postnatalnie. Niemowlęta z zakażeniem objawowym 

wykazywały ponadto wyższy poziom DNAemii hCMV w moczu i krwi w porównaniu do niemowląt  

z zakażeniem bezobjawowym. Stwierdzono również niższy poziom DNAemii wirusa cytomegalii  

w grupie niemowląt zakażonych szczepami hCMV o genotypach gL2 i gO3 w porównaniu do dzieci 

zakażonych wirusami o innych genotypach. Wyniki te pozwalają przypuszczać, że często wykrywany 

u niemowląt genotyp gL2 (30% przypadków) stanowi mniej patogenny szczep wirusa. Wniosek taki 

nie może zostać na obecnym etapie badań wysunięty w przypadku genotypu gO3 ze względu na jego 

rzadkie występowanie w badanej grupie niemowląt. 

 Badania dotyczące identyfikacji zakażenia wirusowego z udziałem PRR w łożysku ludzkim 

dotyczyły dotychczas głównie receptorów Toll-podobnych (TLR), a w ostatnich latach również 

receptorów NOD-podobnych (NLR). W łożyskach ludzkich z III trymestru ciąży wykazano ekspresję 

konstytutywną wszystkich genów i białek RLR, których obecność potwierdzono metodami Western 

blot i ELISA. W niniejszej pracy, po raz pierwszy stwierdzono wzrost ekspresji RLR w odpowiedzi na 

zakażenie doświadczalne wirusami, przy czym zwiększoną ekspresję receptora MDA5 obserwowano 

tylko w przypadku infekcji VSIV. Wzrost ekspresji RIG-I w tkankach doczesnych oraz kosmkach 

płodowych wykazano zarówno w przypadku zakażenia VSIV, którego materiał genetyczny stanowi 

ssRNA, jak również hCMV i HSV-1 należącymi do wirusów DNA. Nie zaobserwowano jednakże 

znamiennych różnic w stężeniach białka RIG-I w tkankach zakażonych poszczególnymi gatunkami 

wirusów. Uzyskane wyniki pozwalają przypuszczać, że receptor RIG-I w łożysku rozpoznaje dsRNA 

powstający w trakcie replikacji herpeswirusów, co może mieć istotne znaczenie w transmisji 

wertykalnej wirusa cytomegalii. Wykonana przez Bryant i wsp. (2017) analiza immunohistochemiczna 

terminowych łożysk wykazała ekspresję receptorów RIG-I, MDA5 i LGP2 w komórkach trofoblastu, 
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doczesnych i komórkach nabłonka owodni, podczas gdy receptory TLR-3, -7, -8, oraz -9 były 

aktywowane w komórkach trofoblastu, a TLR-7 także w kosmówce. Dotychczas wykazano, że zmiany 

w poziomie ekspresji LGP2 mogą regulować szlak sygnałowy, w którym pośredniczą receptory RIG-I 

i MDA5. W niniejszej pracy zaobserwowano, że zablokowanie aktywności LGP2 skutkowało niższą 

ekspresją receptora RIG-I, wzrostem ekspresji MDA5 i miało wpływ na wzrost replikacji hCMV  

w łożysku. Powyższe obserwacje wskazują, że LGP2 może stanowić regulator ekspresji RIG-I  

i MDA5 w łożysku, jednakże mechanizm powyższych zmian nie został zbadany. Wykazano, że 

zakażenie VSIV powodowało wzrost ekspresji RIG-I i MDA5 oraz wzrost stężenia wydzielanego IFN-

β w matczynej i płodowej części narządu. Stwierdzono również istotny wzrost wydzielania IL-6 i IL-

10 w odpowiedzi na zakażenie hCMV, a w mniejszym stopniu IL-8 i TNF-α. Wyniki dotyczące 

wzrostu ekspresji receptora RIG-I oraz stężenia IFN-β uwalnianego w części łożyska pochodzenia 

płodowego, jak i matczynego zostały potwierdzone także w zakażeniu doświadczalnym łożyska HSV-

1. Stężenia IFN-ß produkowane podczas infekcji wirusowych w tkankach łożyska były niskie a VSIV 

indukował około 10-krotnie wyższe stężenia cytokiny w porównaniu do HSV-1. Przypuszcza się, że 

produkcja IFN typu I w łożysku podlega ścisłej kontroli ze względu na silne właściwości 

antyproliferacyjne cytokiny oraz indukcję procesu apoptozy, które są niekorzystne dla rozwijającego 

się łożyska i płodu. 

Wnioski 

1. Zakażenia niemowląt w Polsce Centralnej wywołują najczęściej szczepy kliniczne hCMV  

o genotypach gH1/gL1/gO1 i gH1/gL4/G3(pUL128)/G6(pUL130)/G1(pUL131A), przy czym 

genotyp hCMV nie wpływa na transmisję zakażeń wertykalnych. 

2. Genotypy wirusa takie jak gH1, gL3, G3 pUL128, G6 pUL130 i G1 pUL131A mogą stanowić 

markery molekularne cytomegalii wrodzonej. Warianty genetyczne gH2 oraz gL2 hCMV są 

charakterystyczne dla mniej patogennych szczepów wirusa i są związane z niższym poziomem 

DNAemii hCMV w odniesieniu do pozostałych genotypów kompleksu gCIII. 

3. RIG-I może identyfikować materiał genetyczny hCMV i HSV-1 w łożysku, podczas gdy RIG-

I i MDA5 są zaangażowane w rozpoznanie VSIV. Receptor LGP2 prawdopodobnie może 

wpływać na ekspresję RIG-I i MDA5 oraz hamować replikację hCMV w łożysku ludzkim. 

Znaczenie wyników badań 

 Wybrane genotypy wirusa cytomegalii mogą stanowić czynniki predykcyjne wrodzonych 

zakażeń objawowych np. zakażenie szczepem wirusa o genotypie gH1 zwiększa ryzyko wystąpienia 

niedosłuchu u niemowląt. Oznaczenie genotypu hCMV w zakresie białek pentameru gH/gL/pUL128-

pUL131A może być przydatne w opracowaniu schematów diagnostycznych i w prognozowaniu 

niektórych trwałych objawów cytomegalii wrodzonej. 


