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POPIS KRATICA

AMYV RT - vrsta reverzne transkriptaze (od engl. avian myeloblastosis virus)

ALT — alanin aminotransferaza

ARDS — adultni respiratorni distres sindrom

AST — aspartat aminotransferaza

BAL — bronhoalveolarni lavat

BALB/c — soj pokusnih miSa

C- gama kemokini

CC — beta kemokini

CCR - kemokinski (C-C motiv) receptor (od engl. chemokine (C-C motif) receptor)
C. pneumoniae — Chlamydophila pneumoniae

CRP — C-reaktivni protein

CXC — alfa kemokini

CXCR - kemokinski (C-X-C motiv) receptor (od engl. chemokine (C-X-C motif) receptor)
CX3C — delta kemokini

C57BL/6 — soj pokusnih misa

C3H/HelJ — soj pokusnih miSa

c-DNA - komplementarna DNK (od engl. complementary DNA)

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

dsRNA - dvolancana RNK (od engl. double-stranded RNA)

mRNA - glasnicka RNK (od engl. messenger RNA)

ECM - izvanstanicni matriks (od engl. extracellular matrix)

ELISA - enzimski imunotest (od engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
ENA-78 — kemokin (od engl. epithelial-cell derived neutrophil attractant-78)
GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (od engl. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

GCP — kemokin ( od engl. granulocyte chemotactic protein)

ICAM - medustanicna adhezijska molekula (od engl. intercellular adhesion molecule)
IFA - neizravna imunofluorescencija (od engl. indirect fluorescent antibody)

Ig - imunoglobulin

IL - interleukin

IL-R - receptor za interleukin

INF - interferon

IP-10 - interferonom-inducibilni protein 10 (od engl. interferon-inducible protein 10)
IPF — idiopatska plu¢na fibroza

KKS — kompletna krvna slika

KOPB — kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest

LPS — lipopolisaharidi

MCP - kemokaksijski protein monocita (od engl. monocyte chemotactic protein)
MHC - glavni sklop antigena tkivne podudarnosti (od engl. major histocompatibility
complex)

MIP - upalni protein makrofa (od engl. macrophage inflammatory protein)

MMP - matriks metaloproteinaza (od engl. matrix metalloproteinase)

M. pneumoniae — Mycoplasma pneumoniae

NK (stanice) - prirodnoubilacke stanice (od engl. natural killer)

PCR - lancana reakcija polimeraze (od engl. polymerase chain reaction)

RANTES - kemokin RANTES (od engl. regulated upon activation, normal T expressed
and secreted)

RNK - ribonukleinska kiselina



iRNK - informacijska ribonukleinska kiselina

RVK - reakcija vezanja komplementa

YGT — gamaglutamil transferaza

SE — sedimentacija eritrocita

ssSRNA - jednolanc¢ana RNK (od engl. single-stranded RNA)

TIMP - tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza (od engl. tissue inhibitor of MMPs)
Th1/Th2 — pomo¢nicki T-limfociti (od engl. T helper lymphocytes)

TNF - ¢imbenik tumorske nekroze (od engl. tumor necrosis factor)

VCAM - adhezijska molekula vaskularnih stanica (od engl. vascular cell adhesion
molecule)



1.UVOD

1.1. MYCOPLASMA PNEUMONIAE

1.1.1. Uvodni dio

Prvi podatak o infekciji mikoplazmom potjece iz 1898. godine, kada su Nocard i Roux
izolirali uzro¢nika pleuropneumonije goveda, danas poznatog pod nazivom Mycoplasma
mycoides." Prema prvom izoliranom uzro¢niku stvorena je skupina Pleuropneumonia like
organisms (PPLO). Oni su slijedecih nekoliko desetlje¢a povezivani s razli¢itim bolestima
u zivotinja, a dovodilo ih je se u vezu s bolestima u covjeka. Klieneberger je 1930. godine
postavio koncept da su mikoplazme «L-forme» bakterija kojima nedostaje stanic¢ni zid, a
koje Zive u simbiozi s drugim bakterijama koje imaju stani¢ni zid.” Ta teorija je podijelila
istrazivae na dvije suprotstavljene strane. Jedni su smatrali da su mikoplazme posebna
vrsta, a drugi da su varijantama drugih bakterija koje su izgubile stani¢ni zid. Kontroverze
su postojale sve do 1960. godine kada se pokazalo da su mikoplazme jedinstvena zivotna
forma koja pod nikakvim uvjetima nema sposobnost izgradnje stani¢nog zida.

Dienes 1 Edsall su 1937. godine prvi izolirali mikoplazmu u Zene koja je imala apsces
Bartolinijeve Zlijezde.” Radilo se o vrsti koja je poslije nazvana Mycoplasma hominis.
Druge humane mikoplazme, kao §to su Mycoplasma fermentans, Mycoplasma salivarium 1
T-sojevi poslije poznati kao ureaplazma opisani su do polovice 20. stoljeca. Eaton i
suradnici su 1944. godine prvi put izolirali Mycoplasma pneumoniae u kulturi iskaSljaja
bolesnika s primarnom atipicnom pneumonijom. Smatrali su da se radi o virusu, a uzro¢nik
je po autoru nazvan Eatonov agens.* Narednih dvadesetak godina slijede testiranja na
dobrovoljcima 1 brojna istrazivanja koja su pokazala da Eatonov agens uzrokuje
pneumoniju i bronhitis u Covjeka.” Smatran je virusom sve dok nije dokazano da su
antibiotici ucinkoviti protiv infekcije uzrokovane Eatonovim agensom. Marmion i
Goodburn su u svom istraZivanju posumnjali da Eatonov agens nije virus, nego PPLO.°
Konac¢ni dokaz da je Eatonov agens mikoplazma dali su Chanock i suradnici 1962. godine.
Oni su uspjesno kultivirali taj agens na umjetnoj podlozi za PPLO obogacenoj nativnim
bjelan¢evinama i ekstraktom kvasca.” Prema prijedlogu Chanocka i suradnika od 1963.

. . . . 8
godine Eatonov agens nozi naziv Mycoplasma pneumoniae.



1.1.2. Klasifikacija

Rije¢ mycoplasma potjece od grckih rije¢i «mykes» = gljivica 1 «plasma» = oblikovan, a
zamijenio je stari izraz PPLO iz pedesetih godina 20. stoljeca.’ Izraz se nije promijenio do
danas$njeg dana, a asocirao je na Mycoplasma fungoides Ciji rast podsjeca na gljivice.
Pocetkom Sesdesetih godina proslog stolje¢a mikoplazme su oznacene kao ¢lanovi razreda
nazvanog Mollicutes (lat. «mollis» = mekan, «cutis» = koza). Aktualna taksonomija u
razred Mollicutes ukljucuje 4 reda, 5 porodica, 8 rodova i oko 200 poznatih vrsta koje su
otkrivene u Covjeka i zZivotinja. M. pneumoniae pripada porodici Mycoplasmataceae i redu
Mycoplasmatales."® Taksonomija razreda Mollicutes je revidirana na osnovu analize 16S
rRNK."' Analiza sekvenci 16S rRNK sugerira da je mikoplazma u uskoj vezi s gram-
pozitivnim eubakterijama koje ukljucuju bacile, streptokoke i laktobacile.

Mikoplazme su najmanji poznati organizmi koji su sposobni egzistirati izvan stanice. M.
pneumoniae ima oblik vretena duzine 1 do 2 um i Sirine 0,1 do 0,2 pm pa se ne moze
otkriti svjetlosnim mikroskopom 1 ne proizvodi vidljivu zamucenost u teku¢em mediju
(slika 1). Tipicne kolonije rijetko prelaze veli¢inu od 100 pm promjera kada se kultiviraju
na obogacenim hraniliStima, kao $to je SP4 agar.

Otkrivena je kompletna sekvenca genoma M. pneumoniae 1996. godine, a sastoji se od
816.394 parova baza.'” OgraniGena sposobnost biosinteze kao i veli¢ina genoma su
odgovorni za mnoge bioloske karakteristike mikoplazma. Mikoplazme nisu u stanju
sintetizirati peptidoglikanski stani¢ni zid budu¢i da u genomu ne posjeduju gene
odgovorne za te procese. Mikoplazme nisu nikad otkrivene u prirodi kao samostalno zivuci
mikroorganizmi jer ovise o stanicama domacina koje ih opskrbljuju tvarima neophodnim
za njihovo parazitiranje. Osim toga mikoplazme trebaju sterole sa rast na umjetnim
podlogama koji su prisutni u serumu. Steroli su sastavna komponenta troslojne
mikoplazmatske membrane koja pruza strukturnu potporu osmotski labilnoj mikoplazmi.
Odrzavanje osmotske stabilnosti je vazno budué¢i da mikoplazme nemaju ¢vrstu stani¢nu
stijenku.

U usporedbi s drugim bakterijama mikoplazme posjeduju ogranieni metabolizam i
sposobnost sinteze proteina, ugljikohidrata i lipida. Kao rezultat adaptacije na parazitiranje
koje podrazumijeva prianjanje na stanicu domacina M. pneumoniae je razvila

specijalizirani reproduktivni ciklus. Ona se mnoZi binarnom fisijjom tako da se stvara
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duplikatura na mjestu organele kojom se priljubi na stanicu, a poslije duplikatura seli na

suprotni pol tokom replikacije, a prije podjele nukleotida."

Slika 1. Mycoplasma pneumoniae
Prema: Balish MF, Krause DC. Cytadherence and the cytoskeletion. U: Razin S, Herrmann
R (ur.). Molecular biology and pathogenecity of mycoplasmas. Kluwer Academic/Plenum

Publishers, New York, 2002:491-518."
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1.1.3. Imunopatogeneza

Mikoplazme su primarno patogeni sluznica, poglavito respiratornog i urogenitalnog trakta
koje parazitiraju u uskoj vezi s epitelnim stanicama njihovog domacina. M. pneumoniae
iskljucivi je parazit ¢ovjeka, dok se neke druge humane mikoplazme povremeno mogu
izolirati u zivotinja.

Prvi 1 najvazniji korak u patogenezi jest adherencija M. pneumoniae na povrsinske stanice
respiratornog epitela.'* Na taj nadin M. pneumoniae je zatiéena od mukocilijarnog
transportnog sustava domacina S$to joj omogucuje da proizvodi razliCite lokalne
citotoksi¢ne efekte. Ona je primarno izvanstani¢ni mikroorganizam ¢ije prezivljavanje
ovisi o stanici domacina. Zbog toga je razvila kompleksne i1 specijalizirane organele za
prianjanje koje joj olakSavaju parazitiranje. Organela se sastoje od specijalizirane §iljaste
strukture sa srediSnjom gu$¢om jezgrom u oblika Stapa. Oko toga je prostor koji je omotan
prosirenjem staniéne membrane mikoplazme. Siljasta struktura sadrzi mrezu adhezina i
pomo¢nih adhezijskih proteina koji pokrecu 1 koncentriraju adhezine. Jo§ se tocno ne zna
Sto povezuje stanicu domacina i adhezine mikoplazme, iako su ukljuceni sijalicna kiselina 1

15,16

sulfatni glukolipidi. Novija istrazivanja su otkrila ekspresiju dva proteina na povrsini
stanice M. pneumoniae, faktor elongacije TU i piruvat dehidrigenaza E1-p koji se vezu za
fibronektin stanice domacina."’

Povrsinski adhezin, identificiran kao P-1, je protein molekulske tezine 170 kD koji je
koncentriran na vrsku organele i predstavlja glavnu strukturu odgovornu za interakciju M.
pneumoniae i stanice domaéina.'® Pored toga, manje koncentracije P-1 proteina otkrivene
su na cijeloj povrSini stanice. Istrazivanja na Zzivotinjskim modelima dokazala su da
monoklonska protutijela protiv P-1 proteina blokiraju adherenciju M. pneumoniae, a
protutijela protiv nekih drugih proteina nemaju u¢inak na adherenciju.” Krause i sur. su
otkrili da nije dovoljna ekspresija samo P-1 proteina za adherenciju na neke stanice
domacéina, nego da su potrebni i drugi proteini.?’ Isto tako potvrdeno je da je P-30 jedan od
pomoénih proteina koji su ukljudeni u adherenciju M. pneumoniae.*' Pored P-30 proteina
otkriveni su i drugi proteini unutar M. pneumoniae koji su ukljuceni u adherenciju, kao Sto
su HMW-1, HMW-2, HMW-3, HMW-4, HMW-5, P-90 i P-65."

Mikoplazme su primarno patogeni sluznica, a prebivaju na epitelnoj povrsini izvan stanice.

Novija istrazivanja su otkrila da se neke vrste mikoplazma, kao Sto su M. penetrans 1 M.

Ce . L. 22 . .
fermentans spajaju i ulaze u stanicu domacina.”” Takoder, dokazano je da M. pneumoniae
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prezivljava, sintetizira DNK 1 replicira se u uvjetima umjetnih stani¢nih kultura dulje od
Sest mjeseci.” Unutarstani¢no prebivanje M. pneumoniae olaksalo bi nastanak latentne ili
kroni¢ne infekcije koja zaobilazi imunoloske mehanizme domacdina i koju je tesko
lijekovima eradicirati. Spajanje stanicne membrane mikoplazme i stanice domacina dovodi
do oslobadanja razli¢itih hidrolitickih enzima mikoplazme koji utje¢u na indukciju 1
ekspresiju citokina. Do sada nije poznata granica do koje M. pneumoniae ulazi i replicira
se intracelularno in vivo. Stoga treba potvrditibklinicko znacanje ovih teoretskih postavki
povezanih s spajanjem stanice.

Adherencija M. pneumoniae na respiratorni trakt je pocetni i najvazniji dogadaj u nastanku
bolesti. No, jo§ uvijek se to¢no ne zna na koji naCin M. pneumoniae oStecuje epitelne
stanice diSnog sustava nakon adherencije. Bliska povezanost mikoplazme olakSana
adhezinima 1 stanice domacina vazna je za lokalizirano oStecenje tkiva i citotoksi¢nost. Za
razliku od mnogih drugih humanih patogena, M. pneumoniae ne proizvodi nikakav
egzotoksin. Isto tako, zbog malog genoma ne posjeduje enzime koji su povezani s
virulencijom, kao S§to su npr. katalaze. M. pneumoniae proizvodi vodikov peroksid i
kisikove radikale koji zajedno s endogenim toksi¢nim molekulama kisika stanice domacina
induciraju oksidativni stres u respiratornom epitelu.”

Kompleksna mreza interakcija izmedu mikoplazme i1 imunoloSkog sustava domacina
podrazumijeva specifi¢ne 1 nespecifiéne imunoloske reakcije koje inducira mikoplazma.
Kako mikoplazme nemaju stani¢ni zid, niti lipopolisaharide (LPS), njihovi lipoproteini
posjeduju upalne aktivnosti. U M. pneumoniae otkriveni su geni za vise od 30 razliCitih
lipoproteina.** Specifi¢na imunoloska obrana domaéina ukljutuje produkciju sistemskih i
lokalnih protutijela razlicitih klasa i1 stimulaciju stanicnog imunoloskog sustava. Ciljno
mjesto vecine protutijela koje proizvodi domacin u obrani od mikoplazmatske infekcije
jest P1 protein. Potvrdeno je da mikoplazma uzrokuje pojacanu produkciju ne samo IgM i
IgG, nego i IgA i IgE klase imunoglobulina.”” Osim humoralne, u obrani domacina od
mikoplazmatske infekcije sudjeluje i1 specificna T-stani¢na imunost. Hayashi i sur. su
istrazivali klonove limfocita u perifernoj krvi i bronhoalveolarnom lavatu (BAL-u)
bolesnika s mikoplazmatskom pneuomonijom.”® Broj CD4 T-limfocita, kao i odnos
CD4/CD8 T-limfociti bio je smanjen u perifernoj krvi, dok se registrira veéi broj
aktiviranih T-limfocita i odnos CD4/CD8 u BAL-u.

Pored specifi¢nih, mikoplazma posjeduje Siroke nespecificne imunomodulatorne ucinke
koji utjecu na imunoloski sustav i pridonosi njenim patogenim svojstvima. Tako nakon

adherencije mikoplazme na epitelne stanice diSnog sustava ona moze izazvati supresiju ili
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poliklonsku stimulaciju B 1 T-limfocita, indukciju citokina, povecati citotoksi¢nost
makrofaga, prirodenoubilackih stanica (NK) stanica i T-limfocita, pojacati ekspresiju
stani¢nih receptora i aktivirati sustav komplementa.”’ Stimulacija imunologkih stanica
mikoplazmom karakterizirana je oslobadanjem razlicitih topljivih medijatora koji igraju
glavnu ulogu u ishodu interakcije izmedu mikoplazme 1 tih stanica. Aktivirani fagociti
izluCuju razlic¢ite vrste molekula kao Sto su, enzimi, prostaglandini, toksi¢ni kisikovi
radikali i peroksidaze, dusi¢ni oksid, proupalni citokini i kemokini.”” Svi ti medijatori
imaju znacajan lokalni i sistemski ucinak.

Citokini i kemokini su grupa malenih signalnih molekula koje izluc¢uju aktivirani limfociti,
makrofagi 1 neke druge stanice. Oni su vitalna komponenta i humoralnog i1 stanicnog
imunoloskog odgovora i vezanjem na specifi¢ne receptore na ciljnim stanicama pokazuju
svoja bioloSka svojstva. Mogu zapoceti i pojacati upalni 1 drugi imunoloski odgovor
privlacenjem i aktiviranjem stanica, reguliranjem aktivacije i diferencijacije T-limfocita u
stani¢noj imunosti, te zapocinjanjem i reguliranjem lokalnih procesa reparacije koji su
kljuéni za smirivanje lokalne upale.”® Citokini i kemokini su znagajni medijatori u obrani
plu¢a od infekcije, ali treba imati na umu da se njihov pozitivan ili negativan ucinak na
domacdina teSko moze predvidjeti zbog lokalne kompleksnosti unutar stanica i tkiva. M.
pneumoniae je sposobna inducirati mnoge citokine, Sto je potvrdeno u brojnim
istrazivanjima, a to dovodi do zakljucka da oni mogu jednim dijelom biti odgovorni za
patogenezu infekcije u razli€itim oblicima bolesti.

In vitro istrazivanja su potvrdila da je citadherencija mikoplazme znacajna za indukciju
nekih citokina, a epitelne stanice diSnog sustava su kao dio lokalnog stanicnog odgovora na
infekciju mikoplazmom vaZan izvor citokina. Jones i sur. su u miSeva istrazivali
imunopatogenezu infekcije M. pulmonis, koja je prirodni patogen diSnog sustava
glodavaca.” Otkrili su da su T-limfociti glavna populacija limfocita koja uzrokuje pluéne
infiltrate u miSeva inficiranim s M. pulmonis s dominacijom CD4 T-limfocita i u plu¢ima 1
u limfnim ¢vorovima donjeg dijela diSnog sustava, dok je broj CD8 T-limfocita u plu¢ima
tek blago povisen. U limfnim ¢vorovima donjeg dijela diSnog sustava limfociti produciraju
interleukin-4 (IL-4) koji favorizira Th-2 (od engl. T-helper) imunoloski odgovor. S druge
strane, u slezeni je pojacana produkcija interferona-gama (IFN-y) Sto upucuje na
dominaciju Th-1 imunoloskog odgovora. Taj podatak pokazuje da regionalne razlike u
imunoloskom odgovoru na infekciju mikoplazmom mogu imati ufinak na domacina.

Faulkner i sur. su registrirali razli¢itu koncentraciju citokina i kemokina u BAL-u i serumu
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miSeva inficiranih mikoplazmom S§to upucuje da treba razlikovati lokalni od sistemskog
citokinskog/kemokinskog odgovora domacéina.*

Uloga citokina, kemokina i drugih medijatora u patogenezi M. pneumoniae pneumonije u
covjeka je od velikog interesa tokom zadnjih desetak godina. Neka klinicka kao i
eksperimentalna istrazivanja fokusirala su se na citokine kao ¢imbenike odgovorne za
mehanizme oSteCenja stanica tijekom mikoplazmatske infekcije ili kao markere teZine
bolesti. Brojna istrazivanja u tom pravcu su potvrdila da mikoplazma u ¢ovjeka moze
inducirati razli¢ite citokine i kemokine. Mnogi od tih medijatora upale imaju povisenu
razinu u alveolarnoj tekuéini i u serumu. Medutim, siguran podatak da su neki citokini 1
kemokini odgovorni za neke klini¢ke slike infekcije uzrokovane M. pneumoniae ne postoji
zbog kompleksne mreze citokina 1 kemokina 1 vjerojatno ¢injenice da citokini i kemokini
ne igraju srediSnju ulogu u razvoju bolesti.

Zaklju¢no, znaCajan napredak u poznavanju kompleksne mreze citokina, kemokina i
njihovih brojnih regulatornih u¢inaka na imunoloski i upalni odgovor domacina rezultira
Veliki broj dosadasnjih istrazivanja ukazuje da citokini i kemokini koje izlucuje veliki
broja razli¢itih stanica tokom M. pneumoniae infekcije igraju vaznu ulogu u
imunopatogenezi bolesti. Razli¢iti tipovi stanica u razli¢itim modelima odgovaraju
indukcijom razli¢itih profila citokina i kemokina. Osim toga, koli¢ina i priroda citokina 1
kemokina, njihova ciljna stanica, priroda aktivirajuéeg signala, vrijeme i slijed njihovog
djelovanja, kao 1 vrsta eksperimentalnog modela mogu imati uc¢inka na rezultat specifi¢nog
citokina/kemokina. Tako razlike u tipovima stanica i animalnim modelima mogu dijelom
objasniti razliku u profilu citokina/kemokina koji je induciran M. pneumoniae. U radu s
ljudima, vecée varijacije kao $to su, dob, spol, prehrana, zdravstveno stanje, zivotni stil i

faktori okoliSa mogu utjecati na rezultate istrazivanja.
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1.1.4. Epidemiologija

M. pneumoniae uzrokuje infekcije gornjeg i donjeg dijela diSnog sustava. Infekcije se
pojavljuju u djece i1 odraslih, endemijski i epidemijski u cijelom svijetu. Prema istrazivanju
Foya i sur. Bila je odgovorna za 15 do 20% svih pneumonija iz op¢e populacije u razdoblju
od 1962. do 1975. godine u Seattlu (SAD).>' Iako ne pokazuje izrazit sezonski karakter,
infekcije su najuéestalije tokom ljeta u podru¢jima umjerene klime.*> To se pripisuje i
manjoj incidenciji drugih respiratornih uzro¢nika u tom razdoblju. Epidemije se u pravilu
pojavljuju krajem ljeta i pocetkom jeseni.> Duga inkubacija i relativno slaba transmisija
odgovorni su za produzeno razdoblje epidemija. U najnovije vrijeme, nakon identifikacije
genoma, M. pneumoniae se dijeli na podtipove na osnovu razlika u P-1 proteinu. Nekoliko
istrazivaca su analizom viSe od 200 izolata M. pneumoniae zakljucili da je to jedinstven
mikroorganizam koji se moze klasificirati u dvije skupine ili dva podtipa na osnovu
sekvenci gena P-1 proteina, ORF6 gena i P65 gena.”**® Dorigo-Zetsma i sur. klinicke
izolate mikoplazme dijele u osam podtipova unutar dvije skupine genoma.*® Istrazivanja u
Njemackoj 1 Japanu pokazuju da se razli€iti podtipovi P-1 proteina mogu pojavljivati
cikli¢ki u epidemijama M. pneumoniae.’”*

Neke osobe mogu biti asimptomatske kliconose mikoplazme i na taj nacin kao rezervoari
biti izvor infekcije. Gnarpe 1 sur. su otkrili mikoplazmu u 13,5% od 758 zdravih
dobrovoljaca.” U slijede¢ih 11 mjeseci incidencija mikoplazme se smanjila na 4,5% od
499 dostupnih dobrovoljaca $to sugerira fluktuaciju kliconostva tijekom vremena.

M. pneumoniae se prenosi aerosolom s ¢ovjeka na ¢ovjeka, a moguca je eksperimentalna
infekcija inokulacijom aerosola.”’ U osoba s akutnom infekcijom mikoplazma se nalazi u
nosu, zdrijelu, traheji i iskasljaju. Sirenje i prijenos uzro¢nika znatno je olak$ano kasljem.
Za prijenos je potrebna velika koli¢ina kapljica, odnosno blizak kontakt s oboljelim. Stoga
se moze re¢i da M. pneumoniae nije visoko kontagiozna. Bolest se najéesée pojavljuje
epidemijski u Skolama, dje¢jim wustanovama, vojarnama 1 slicnim zatvorenim

oy 32,33
populacijskim ustanovama.™”

Jedanput uneSena infekcija u kolektiv $iri se sporo, dugo
traje 1 zahvaca vecinu neimunih osoba. Nekoliko istrazivanja govori o Sirokom rasponu
inkubacijskog razdoblja, od 4 do 23 dana.*'*** Stopa infekcije unutar obiteljskog kontakta
iznosi oko 39%, a u veéine inficiranih radi se o asimptomatskoj infekciji.*'

Postoje brojni izvjestaji o pojavi epidemija koje uzrokuje M. pneumoniae u zajednici ili u

zatvorenim populacijskim skupinama, kao $to su vojarne, Skole, studentski domovi, te
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brojne druge zatvorene ustanove.’”*! Stopa infekcije za osoba koje Zive u bliskom
kontaktu, kao §to su vojarne kreée se od 25 do 71%.

Prema epidemioloskim istrazivanjima utjecaj spola na infekciju M. pneumoniae je
neznatan. M. pneumoniae je uzro¢nik vise od 40% pneumonija u djece iz opce populacije,
odnosno u oko 18% pneumonija koje zahtjevaju hospitalizaciju.’* U starijim istraZivanjima
pneumonija uzrokovana mikoplazmom bila je rijetka u djece mlade od 5 godina, najcesca u
dobi od 5 do 15 godina, da bi incidencija padala nakon adolescentne i odrasle dobi.’****
Medutim, mikoplazma se moze pojaviti endemijski, a povremeno i epidemijski u starijih
osoba, kao i1 u djece mlade od 5 godina. Ursi i sur. su dokazali M. pneumoniae u aspiratu
nazofarinksa novorodenceta s kongenitalnom pneumonijom, S§to sugerira najvjerojatnije
transplacentarni prijenos.**

Iako je pneumonija najteza klinicka manifestacija koju izaziva M. pneumoniae, tipicni
klini¢ki sindrom povezan s mikoplazmom, poglavito u djece je traheobronhitis. Obi¢no je
udruzen s razli¢itim simptomima gornjeg diSnog sustava.

Iako se vecina pneumonija lije¢i ambulantno (stoga izraz «walking pneumonia»), M.
pneumoniae je vazan uzrocnik i u hospitaliziranih bolesnika s pneumonijom. Marston i sur.
su mikoplazmu otkrili u 5,4%, odnosno u 32,5% bolesnika s pneumonijom iz opce

populacije u dvije regije u SAD-u.*
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1.1.5. Klinicki oblici bolesti

Prema istrazivanju Feiza i sur. M. pneumoniae uzrokuje infekciju gornjih diSnih putova u
oko 50% svih inficiranih bolesnika.*® Bolest se u pravilu razvija postupno, danima i
nerijetko traje viSe tjedana ili mjeseci. Klinicki se najces¢e manifestira grloboljom,
promuklos¢u, hunjavicom, vru¢icom, neproduktivnim kasljem, glavoboljom, zimicama,
bolovima u misi¢ima, bolovima u uhu i opéom slabodéu.*”*® U tezim oblicima bolesti
moze se pojaviti nedostatak zraka, a kaSalj sli¢iti onome u pertusisu, uzrokujuéi u
bolesnika bolove u prsima. Upala grla s ili bez cervikalne limfadenopatije moze biti
uobi¢ajena pojava, poglavito u djece, a ponekad se pojavljuju konjuktivitis i miringitis.*’ U
djece mlade od pet godina najces¢e manifestacije bolesti jesu hunjavica i1 traheobronhitis
koji se rijetko kompliciraju pneumonijom. S druge strane, u djece od 5 do 15 godina ¢esto
se razvija pneumonija zbog koje je ponekad potrebna hospitalizacija.50 Asimptomatska ili
blaga bolest je osobito Cesta u odrasloj dobi, a pneumonija se razvija samo u 3 do 10%
inficiranih osoba. U nekih bolesnika, poglavito starijih potrebna je hospitalizacija zbog
pneumonije.’’

Auskultacija plu¢a otkriva difuzne ili lokalizirane hropce u ekspiriju. Kako su alveole
rijetko zahvacene krepitacije su rijetke. U nekompliciranim slu¢ajevima vrucica traje oko
tjedan dana, a kasalj 1 umor mogu trajati viSe od dva tjedna. Simptomi i znakovi bolesti
kraée traju ako je na vrijeme zapo&eta odgovarajuéa antimikrobna terapija.”® Medutim,
nekoliko istrazivanja pokazuju oSteCenje respiratorne funkcije i tri godine nakon
infekcije.>*

Klini¢ka prezentacija respiratorne infekcije uzrokovane M. pneumoniae Cesto sli¢i onima
koje wuzrokuju drugi respiratorni uzrocnici, poglavito Chlamydophila pneumoniae 1
respiratorni virusi. Isto tako, M. pneumoniae moze biti prisutna u diSnom sustavu
istodobno s drugim uzro¢nicima.”> U nekim sludajevima infekcija prouzroena
mikoplazmom moze prethoditi i pojacavati druge bakterijske infekcije. Kao moguce
objasnjenje za taj sinergizam navodi se imunosupresija ili promijenjena flora diSnog
sustava u prisutnosti mikoplazme.>® M. pneumoniae moze uzrokovati fulminantnu
pneumoniju u djece s funkcionalnom asplenijom i razli¢itim vrstama imunosupresija.’
Poznato je da djeca s hipogamaglobulinemijom imaju veci rizik za nastanak infekcija
disnog sustava i zglobova.”® Opisana je infekcija uzrokovana M. pneumoniae u djece s

AIDS-om.”” Nije poznato u kojoj mjeri HIV utjete na incidenciju i tezinu infekcija koje
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uzrokuje M. pneumoniae. Osim toga, opisane su fulminantne infekcije sa smrtnim ishodom
u prethodno zdravih ljudi, no one su na sreéu vrlo rijetke.”®

Hematoloski ili biokemijski nalazi rijetko imaju dijagnosticko znacenje u infekcijama koje
uzrokuje M. pneumoniae. Leukociti su uglavnom u granici normalnih vrijednosti, a
otprilike jedna tre¢ina bolesnika s pneumonijom mozZe imati blazu leukocitozu.* U 60 do
80% bolesnika nalazi se neutrofilija, bez zna€ajnijeg udjela nezrelih oblika. Sedimentacija
eritrocita umjereno je ubrzana u akutnoj fazi bolesti. CitoloSka analiza iskasljaja bojenog
po Gramu otkriva mononuklearne ili polinuklearne stanice uz fizioloSku bakterijsku floru.
Rijetko se registriraju patoloski nalazi aminotransferaza, ureje i kreatinina. Neki bolesnici
razvijaju hemoliticku anemiju zbog prisutnosti hladnih aglutinina. Hladni aglutinini su IgM
protutijela koja se registriraju u oko polovice bolesnika nakon mikoplazmatske infekcije 1
perzistiraju nekoliko tjedana.

Rendgenska slika, u pravilu, otkriva veci patoloski nalaz nego $to se ofekuje na osnovu
fizikalnog pregleda plu¢a. U pneumoniji se nalazi eksudacija mononuklearnih stanica u
intersticiju. Radioloski se to manifestira njeznim difuznim 1 mreZolikim
bronhopneumoni¢nim infiltratima oko hilusa ili u donjim reznjevima plu¢a. Uobicajeno je
zahvaéeno jedno pluéno krilo uz povecanje limfnih ¢vorova oko hilusa. Ponekad se
registriraju bilateralna Zari$ta, te lobarni infiltrati.”® Gotovo u 10%, poglavito starijih
bolesnika s pneumonijom koji se hospitaliziraju potrebna je umjetna ventilacija.”’ Manji
pleuralni izljevi otkrivaju se u oko 25% bolesnika.®® Relapsi se mogu pojaviti u oko 10%
bolesnika u drugom ili tre¢em tjednu bolesti, a otkrivaju se uglavnom rengenskim nalazom
infiltrata u istom ili drugom plu¢nom reznju.

Vise od 30 godina Spekulira se o mogucoj ulozi M. pneumoniae u patogenezi astme.
Glavno je pitanje je li mikoplazma primarni uzrok astme ili jedan od faktora u njenom
razvoju. To¢na uloga mikoplazme u patogenezi kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti
(KOPB) nije razjaSnjenja. U vecini istrazivanja osim mikoplazme dokazani su i brojni
drugi respiratorni patogeni u bolesnika s egzacerbacijom KOPB.

Smatra se da se u otprilike Cetvrtine bolesnika s mikoplazmatskom infekcijom pojavljuju
manifestacije izvan diSnog sustava. One se registriraju prije, za vrijeme ili nakon
respiratornih simptoma, ali i u njihovu odsustvu. Vecina tih komplikacija se pripisuje
imunoloskim mehanizmima, odnosno autoimunim reakcijama. S druge strane, ne moze se
zanemariti 1 uloga direktne invazije M. pneumoniae u patogenezi tih dogadanja. Naime,
mikoplazma je izolirana iz krvi, sinovijalne tekuéine, cerebrospinalnog likvora,

perikardijalne tekuéine i koznih lezija.®'**
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1.1.6. Patologija

Patohistoloska analiza pri infekciji mikoplazmom otkriva ulceracije 1 destrukciju cilijarnog
epitela bronha i bronhiola. Isto tako, opisuju se edem velikih i malih di$nih putova,
infiltrati bronhiola i alveola makrofazima, limfocitima, neutrofilima, plazma stanicama i
fibrinom.®>*® Uz to, registrira se hiperplazija pneumocita tipa II i difuzno oSteéenje
alvoela. Pleuralni izljevi 1 oSteCenje alveola obi¢no se nalazi u tezim slucCajevima, a
moguée su i sekvele, kao §to su bronhiektazije i intersticijska pluéna fibroza.®” Rijetko se

.. , . . 68
opisuju pluéni apscesi.
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1.1.7. Mikrobioloska dijagnostika

U svakodnevnoj klinickoj praksi ne postoji pouzdan specifi€an i brz test za postavljanje
etioloske dijagnoze M. pneumoniae infekcije u akutnoj fazi bolesti. Vecina dijagnostickih
metoda koje se koriste imaju vece znacenje za epidemioloska istrazivanja nego za
klinicara, zbog dugotrajnosti i kompliciranosti izvodenja. Laboratorijski testovi za potvrdu
infekcije ukljucuju kultivaciju, seroloSke metode i lancanu reakciju polimeraze (PCR).
Mikoplazme za rast trebaju obogacenu podlogu sa serumom, ekstraktom kvasca i
metaboli¢kim supstratima. Na hranjivim podlogama rastu sporo, pa je za kultivaciju
potrebno 7-21 dan. Uzorci za izdvajanje M. pneumoniae i PCR su ispirak zdrijela, iskasljaj
1 BAL, a prihvatljiv je i obrisak Zzdrijela. Osjetljivost kultivacije iznosi oko 90%, a
specificnost 50-90% zbog visoke razine nosilastva u zdravoj populaciji.

U svakodnevnoj klinickoj praksi za dijagnostiku M. pneumoniae najceSée se koriste
seroloski testovi, koji se danas smatraju «zlatnim standardom» prema kojemu se
usporeduju druge metode.”” IgM protutijela pojavljuju se rano ve¢ na pocetku bolesti,
dosezu najvisi titar nakon 1-4 tjedna, a unutar nekoliko mjeseci dolazi do pada titra. Mogu
perzistirati do godinu dana. IgG protutijela se stvaraju sporije od IgM protutijela, ali vrlo
dugo perzistiraju. Znacajan porast titra [gG protutijela u parnim uzorcima seruma upucéuje
na akutnu infekciji ili reinfekciju. U reinfekciji [gM protutijela ne moraju biti prisutna. IgA
protutijela obi¢no su pokazatelj akutnosti. U starijih bolesnika, u kojih je veca vjerojatnost
reinfekcije, IgA protutijela se pojavljuju u viSim titrovima. Za potvrdu infekcije treba
testirati parne uzorke seruma uzete u razmaku od dva do Cetiri tjedna s dokazom
serokonvezije ili najmanje dvostrukog porasta titra protutijela u imunoenzimskim
testovima (ELISA), odnosno cetverostrukog ili viSeg porasta titra protutijela u reakciji
vezanja komplementa (RVK).” Danas postoji vise seroloskih testova za dijagnostiku M.
pneumoniae, a najéesée se koriste RVK, ELISA 1 test indirektne imunofluorescencije
(IFA).

PCR se koristi kao alternativni dijagnosticki postupak zbog brojnih ogranicenja kultivacije
i seroloskih testova. lako je metoda visoko osjetljiva i specificna jo§ uvijek nije utvrden
optimalni uzorak, kao i interpretacija nalaza.”' PCR-om se ne razlikuje aktivna infekcija od
nosilastva M. pneumoniae. Otkrivanje M. pneumoniae u respiratornom traktu nije nuzno

povezano s bolesti diSnog sustava, poglavito u imunokompetentnih osoba. Stoga je za
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razlikovanje akutne od perzistentne infekcije, odnosno nosilastva potrebno uciniti 1
serolosko testiranje.

Zaklju¢no, moze se re¢i da je nedostatak brze, prihvatljive i sigurne mikrobioloske
dijagnostike za M. pneumoniae znaCajan razlog da se velik broj infekcija etioloski ne
dijagnosticira. Zbog zahtijevnih uvijeta rasta 1 dugotrajnosti postupka rijetki su laboratoriji
koji kultiviraju M. pneumoniae. Molekularne metode nisu standardizirane i zahtjevaju
kriticku evaluaciju s obzirom na mogucu kroni¢nu prisutnost uzro¢nika nevezano za
akutnu bolest. Seroloski testovi smataju se dijagnostickom metodom izbora uz pravilnu
interpretaciju rezultata. Iako daju retrospektivnu dijagnozu, dobrom suradnjom klinic¢ara i

mikrobiologa, utvrdivanje uzro¢nika moze se posti¢i u zadovoljavaju¢em vremenu.
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1.1.8. Lijecenje

Lijecenje antibioticima znatno smanjuje trajanje respiratornih simptoma koje uzrokuje M.
pneumoniae. Budu¢i da nemaju stani¢nu stijenku mikoplazme su rezistentne na beta-
laktamske antibiotike i glukopeptide. In vitro testovi pokazuju da M. pneumoniae
inhibiraju tetraciklini, makrolidi, ketolidi i fluorokinoloni, dok su sulfonamidi,
trimetroprim, polimiksin, nalidksi¢na kiselina 1 rifampin takoder neucinkoviti u lijeCenju
mikoplazmatske infekcije.”* No, rezultati in vitro testova ne jamée uginkovitost antibiotika
u lijeCenju respiratorne infekcije. Tako streptogramini, kloramfenikol i aminoglikozidi
pokazuju in vitro inhibitornu aktivnost, no nisu u¢inkoviti u lije¢enju infekcija uzrokovanih
mikoplazmom. Flurokinoloni se ne preporucuju za djecu zbog mogucéeg toksi¢nog ucinka
na hrskavicu. Isto tako, tetraciklini se ne primjenjuju u djece mlade od 10 godina. Stoga su
makrolidi lijek izbora za lije¢enje infekcije i u djece i u odraslih.” Noviji makrolidi,
klaritromicin i azitromicin imaju jednak klinicki u¢inak kao eritromicin, ali znatno bolju
podnogljivost i manje nuspojava.”® Kao alternativa za odrasle bolesnike nude se
tetraciklini, poglavito doksiciklin, te fluorokinoloni.

Misljenja u pogledu duljine lije¢enja nisu ujednacena. Neki autori preporucuju kratkotrajno
lijeenje, od 6 do 8 dana, dok drugi zagovaraju produzenu antibiotsku terapiju kroz 2-3
tjedna. Lijecenje azitromicinom traje tri dana u ukupnoj dozi od 1500 mg za odrasle, iako

je opisano uspjesno izlijeGenje i s jednokratnom dozom od 1500 mg.”*"
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1.1.9. Sprjecavanje

Ne postoji siguran postupak za sprjeCavanje infekcija i bolesti koje uzrokuje M.
pneumoniae. DoduSe, opisani su mnogi pokuSaji profilaktiCke primjene antibiotika za
kontrolu epidemija s razli€itim uspjesima. U jednom istrazivanju azitromicin je pokazao
75%-tnu uéinkovitost u zatiti od infekcije za vrijeme epidemije.”® U drugom istrazivanju u
ameriCkih vojnika, azitromicin u dozi od 500 mg tjedno pokazao je 64%-tnu uéinkovitost u
zatiti od infekeije.”’

Zapravo cijepljenje bi bila jedina moguénost u zastiti i kontroli infekcije. Potreba za
cijepljenjem proistjece iz visoke incidencije pneumonija koje uzrokuje M. pneumoniae u
op¢oj populacij, posebno u vojnim kolektivima, zbog produzenog toka bolesti i
dugotrajnog razdoblja infektivnosti. No, do danas se nije uspjelo pripremiti cjepivo koje bi

udovoljilo kriterijima sigurnosti 1 visoke u¢inkovitosti.
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1.2. KEMOKINI

1.2.1. Uvodni dio

Pojam kemokina uveden je i medicinsku terminologiju 1992. godine, a oznacava skraceni
naziv za kemotaksijske citoke (CHEMOtactic cytoKINES).”® Do sada je u &ovjeka
otkriveno vise od 50 kemokina koji tvore veliku porodicu medijatora upale 1 imunosti sa
sli¢nostima, ali 1 razlikama u odnosu na citokine. Kemokini kao i citokini jesu sekretorni
proteini koje proizvode leukociti i tkivne stanice konstitutivno ili nakon indukcije. Za
razliku od citokina, kemokini su znatno manji i djeluju preko receptora povezanih G-
proteinom koji su tipicni za privlaenje leukocita. Kemokini se funkcionalno mogu
podijeliti u dvije glavne skupine. Jedni su homeostatski, a proizvode se i secerniraju
konstitutivno. Oni su opcenito ukljueni u promet limfocita, imunoloski nadzor i
lokalizaciju antigen prezentirajuéih limfocita u imunologkom sustavu.””* Druge kemokine
produciraju same stanice tijekom infekcije ili oni slijede proupalni podrazaj i promptnu
migraciju leukocita na mjesto infekcije. Takvi inflamatorni kemokini mogu takoder
aktivirati stanice da pojacaju imunoloski odgovor i pomazu procesu cijeljenja rana.

Kemokini su solubilni proteini molekularne mase 6-14 kDa koji se sastoje od priblizno 70-
130 aminokiselina.”® Tako je sli¢nost u sekvenci aminokiselina izmedu kemokina mala,

njihova tercijarna struktura je sli¢na.*'*

Vecina kemokina posjeduje najmanje Cetiri
cisteina koji tvore disulfidne veze, jednu izmedu prvog i tre¢eg, a drugu izmedu drugog i
Cetvrtog cisteina (slika 2). S obzirom na polozaj prva dva cisteina kemokini se mogu
podijeliti u cetiri podskupine: CXC (alfa), CC (beta), C (gama) i CX3C (delta). Dvije
glavne skupine kemokina alfa (CXC) 1 beta (CC) se razlikuju s obzirom na poziciju prva
dva cisteina koja su odijeljena jednom aminokiselinom (alfa) ili leze jedan do drugoga
(beta). Prva dva cisteina delta (CX3C) kemokina su odijeljena s tri aminokiseline.** Gama

(C) kemokini posjeduju samo dva cisteina koji odgovaraju drugom i Cetvrtom cisteinu

drugih kemokina.**
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Slika 2. Kemokini
Prema: Townson DH, Liptak AR. Chemokines in the corpus luteum: implications of

leukocyte chemotaxis. Reprod Biol Endocrinol 2003;1:94.

Kemokini kao kemotaksijski peptidi strukturno veoma sli€e svojim receptorima. Mnogi
transdukcijski patofizioloski mehanizmi koji se aktiviraju nakon vezanja receptora su
takoder jako sli¢ni.*> Medutim, specifi¢na ekspresija, regulacija i vezanje za receptore
svakog pojedinog tvori funkcionalnu razliitost koja omogucuje kemokinima da igraju
vaznu ulogu u mnogim procesima, kao §to su organogeneza, hematopoeza, neuronska veza
s mikroglijom i promet leukocita.**** Alfa i beta kemokini imaju dva glavna mjesta koja se
vezu s receptorima. Jedno je smjeSteno u amino-terminalnoj domeni koja se nalazi prije
prvog cisteina i predstavlja najvarijabilnije podrucje kemokina. Broj i sastav aminokiselina
NH2 terminalne regije odreduje hoce li spoj kemokina s receptorom imati agonisticki ili
antagonisticki u¢inak.” Drugo mjesto koje sluzi za vezanje na receptor nalazi se unutar
strukturnog zavoja iza drugog cisteina. Oba ova mjesta su u uskoj vezi s disulfidnim
vezama. Receptor prepoznaje prvo vezno mjesto unutar zavojite regije koja djeluje kao
«pristaniSna domena». Ta interakcija ograniCava pokretljivost kemokina i olakSava

orijentaciju amino-terminalne «trigerirajuée domene» koja aktivira receptor.”’ Vezani
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kemokini zadrzavaju svoju punu kemotaksijsku aktivnost i ograni¢avaju se na mjesto gdje
se proizvode i oslobadaju.’?

Budu¢i da se stalno otkrivaju nove kemokinske molekule bila je neophodna sustavna
nomenklatura za kemokine i kemokinske receptore. Receptori su definirani kao CXC, CC,
XC (X je umetnut da se razlikuje od receptora komplementa 1 CR1) 1 CX3C iza Cega
slijedi R i broj.”> Kemokini su definirani s istim strukturno povezanim akronimom iza Gega
slijedi L 1 broj kemokinskog gena. Kemokinski geni su ozna¢eni kao SSC (small secreted
cytokines) 1 numerirani kronoloSki. Dok je ova sustavna nomenklatura opcenito
prihvatljiva za receptore, kemokini se jo$ uvijek oznacavaju njihovim uobicajenim
imenima.

Do danas je otkriveno Sest alfa i deset beta kemokinskih receptora, te receptori za
limfotaktine i fraktalkin.”* Tako veéina receptora prepoznaje vise od jednog kemokina, oni
su ograniceni na istu podskupinu. Isto tako nekoliko kemokina se moze vezati za vise od
jednog receptora.

Alfa kemokini ukljuuju 16 razli€itih kemokina. Oni se nadalje dijele obzirom na to
posjeduju li tripeptid glutaminsku kiselinu-leucin-arginin u NH2 terminalnoj regiji.
Kemokini koji imaju spomenuti tripeptid (ELR+) vezu se za receptore CXCR1 i CXCR2
¢ija je ekspresija specificna za neutrofile. Produciraju ih razli¢ite vrste stanica kao odgovor
na brojne stimulanse, poglavito proupalne citokine kao Sto su interleukin-1 (IL-1) 1
tumorski faktor nekroze (TNF).” Uloga ovih kemokina je olak$avanje adherencije
neutrofila na endotelne stanice i posljedi¢na migracija duz kemokinskog gradijenta. Oni
takoder sudjeluju u angiogenezi i kemotaksiji endotelnih stanica.”® Podskupina CXC
kemokina koja ne posjeduje tripeptid (ELR-) privlace limfocite i monocite, dok imaju
slabu kemotaksijsku aktivnost za neutrofile.”” Aktivnost unutar te podskupine kemokina
varira, iako veéina posjeduje angiostatska i antiangiogenetska svojstva.’’

Beta kemokini posjeduju 18 razli¢itih kemokina. Primarno ciljno mjesto beta kemokina
jesu mononuklearne stanice preko kojih posreduju proupalne i homeostatske mehanizme.
Beta kemokini obi¢no imaju &etiri cisteina, iako neki posjeduju Sest cisteina.”” S obzirom
na specificne aktivnosti i slicnosti u sekvencama aminokiselina, beta kemokini se mogu
podijeliti u nekoliko podskupina: alergenski, proupalni, hemofiltriraju¢i, razvojni,
homeostatski 1 ostali. Alergenski kemokini imaju sposobnost privlacenja eozinofila i
bazofila i oslabadanje histamina. Proupalna i hemofiltriraju¢a podskupina imaju znacajnu

ulogu u procesima upale. Razvojna podskupina beta kemokina ima kemotaksijska svojstva
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za dendriticke stanice, monocite 1 NK stanice. Ostali beta kemokini posjeduju
homeostatske i inflamatorne karakteristike.

Gama kemokini strukturno su sli¢ni beta kemokinima, ali oni ne posjeduju jedan od dva N-
terminalna cisteina. Gama kemokini ukljucuju dva vrlo slicna kemokina, limfotaktin alfa 1
limfotaktin beta koji se razlikuju po sastavu dvije susjedne aminokiseline.’®

Delta kemokini imaju samo jednog clana, (fraktalkin) koji posjeduje tri aminokiseline
izmedu prva dva cisteina. On ima snaznu kemotaksijsku aktivnost za T-limfocite 1

monocite.”
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1.2.2. Interleukin — 8

Interleukin-8 (IL-8) je prvi otkriveni kemokin. Identificirali su ga japanski istrazivaci
1987. godine nakon §to su supernatant kulture humanih monocita stimulirali s LPS-

100,101
om. 00,10

U pocetku je bio nazvan c¢imbenik kemotaksije neutrofila koji potjeCe od
monocita, da bi ga poslije zbog svojih brojnih funkcija nazvali interleukin-8. Tako se
otkrilo da IL-8 inducira oslobadanje lizosomskih enzima iz neutrofila, ekspresiju
adhezijskih molekula na neutrofilima, te kemotaksijsku aktivnost bazofila, eozinofila i T-

limfocita. %1%

Istrazivanja in vitro potvrdila su brojne u€inke na neutrofile, kao $to su
indukcija promjene oblika, oslobadanje lizosomskih enzima, stvaranje superoksida i
vodikovog peroksida, stvaranje bioaktivnih lipida i povecana ekspresija adhezijskih
molekula na neutrofilima.'”"'%® In vitro IL-8 inducira kemotaksiju CD4+ i CD8+ humanih
T-limfocita.'”” Intradermalna injekcija humanog IL-8 uzrokuje brzu infiltraciju neutrofila
koja je ovisna o koncentraciji IL-8, te poslije migraciju T-limfocita na to mjesto.'” U
kasnijoj fazi potrosnja neutrofila smanjuje preko IL-8 induciranu migraciju CD4 T-
limfocita Sto potvrduje da IL-8 inducira migraciju CD4 T-limfocita indirektno, preko
kemotaksije neutrofila.''’

Istrazivanja in vitro su otkrila utjecaj IL-8 na neke druge stanice u organizmu, kao §to su
stanice melanoma, fibroblasti i endotelne stanice umbilikalne vene. Stanice melanoma
posjeduju specifi¢ni receptor za IL-8, a in vitro mogu producirati IL-8.""" S druge strane,
IL-8 pojacava proliferaciju nekih linija stanica melanoma §to upucuje da je IL-8 ukljucen u
progresiju melanoma.''? Isto tako, in vitro istrazivanja su potvrdila da IL-8 znatno inhibira
antivirusnu aktivnost alfa-interferona.'"

IL-8 posjeduje tripeptid ELR prije prvog cisteina, §to mu omogucuje kemotaksijsku
aktivnost za neutrofile. U istrazivanjima in vivo dokazano je da produkcija IL-8 od strane
tumorskih stanica moze regulirati neovaskularizaciju, te eventualni rast tumora i

metastaza. 4

Nadalje, proizvodnja IL-8 kao odgovor na oSte¢enje tkiva moze inducirati
cijeljenje rana tako da potice angiogenezu.

Neka istrazivanja sugeriraju ulogu IL-8 u patogenezi adultnog respiratornog distres
sindroma (ARDS) privlacenjem i aktivacijom neutrofila. U bolesnika s ARDS-om
otkrivena je poviena koncentracija IL-8 u BAL-u."" Isto tako, u rizi¢noj skupini bolesnika

koncentracija IL-8 na pocetku bolesti kolerira s incidencijom razvija ARDS-a.''®
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Istrazivanje na mis§jim modelima je potvrdilo da tretman anti-IL-8 protutijelima prevenira u
zna¢ajnoj mjeri razvoj ARDS-a u usporedbi s kontrolnom skupinom.'"”

IL-8 se smatra glavnim medijatorom odgovornim za infiltraciju neutrofilima i rano
reperfuzijsko osteéenje tkiva.''® U bolesnika s mozdanim infarktom &esto se registrira
infiltracija neutrofilima u ishemijsko podrucje koja kolerira s tezinom neuroloskog
deficita.'"’

U jednom istrazivanju otkrivena je poviSena koncentracija IL-8 u nekim tipovima
glomerulonefritisa, poglavito onim koji su karakterizirani patoloskom infiltracijom
neutrofila u glomerulima.'”® Koncentracija IL-8 u urinu kolerira s brojem leukocita u
glomerulima Sto upucuje na ulogu IL-8 u patogenezi tih tipova glomerulonefritisa putem

aktivacije neutrofila.
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1.2.3. Kemotaksijski protein monocita - 1 (MCP-1)

Kemotaksijski proteini monocita (MCPs) porodica su beta kemokina s razli¢itim
funkcijama. Do sada su otkrivena &etiri MCPs (1-4)."*' Svi humani MCPs snazno privlage
monocite, T-limfocite, NK stanice i dendriticke stanice.'** Svi se veZu na izomere CCR2
receptora (CCR2a i1 b) i CCRY, a neki kemotaksijski proteini monocita se mogu vezati na

CCR1 i CCR3.121-123

MCP-1 je purificiran kao ¢imbenik kemotaksije monocita iz supernatanta kulture razli¢itih
tipova stnica.'** Daljnja istraZivanja su otkrila brojne funkcije MCP-1 preko monocitno-
makrofagnog sustava. MCP-1 inducira ulazak kalcija u stanicu, ekspresiju adhezijskih
molekula i oslobadanje lizosomalnih enzima u monocitima.'*>'** MCP-1 inducira
monocite da produciraju tkivni faktor i proupalne citokine, kao Sto su IL-1 i IL-6 1
pojacava aktivnost monocita protiv razli¢itih tipova malignih stanica.'*’

Pored tih wucinaka na sustav monocita-makrofaga, MCP-1 inducira kemotaksiju,
oslobadanje histamina i leukotriena i ulazak kalcija u bazofile.'"”™® Osim toga, MCP-1
pojacava kemotaksiju i CD4+ i CD8+ limfocita, te inducira in vitro kemotaksiju NK
stanica s unutarstani¢nim ulaskom kalcija."*"** Osim MCP-1 u ovjeka su otkrivena jos tri
proteina kemotaksije monocita, MCP-2, MCP-3 i MCP-4."' Oni in vitro pokazuju sli¢nu
aktivnost prema monocitima, T-limfocitima i NK stanicama kao i MCP-1 iako se razlikuju
u potencijalu prema pojedinim ciljnim stanicama.'**'*>

Dokazana je prisutnost specificnih receptora za MCP-1 na glatkim miSiénim stanicama
krvnih Zila i fibroblastima. MCP-1 inducira in vitro migraciju glatkih mi$iénih stanica.'**
Ti rezultati sugeriraju potencijalnu ulogu MCP-1 u karakteristicnim aspektima upale,
remodeliranju vaskularnih struktura i fibrozi.

Dokazana je povisena razina MCP-1 u BAL-u u bolesnika s ARDS-om, a ona je u
korelaciji sa stupnjem oStec¢enja pluca u kasnijoj fazi ARDS-a, §to upuéuje na ulogu MCP-

a u oSte¢enju tkiva u kroni¢noj fazi ARDS-a.'*
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1.2.4. Upalni protein makrofaga - 1 (MIP-1p)

Do sada su otkrivena Cetiri ¢lana porodice upalnih proteina makrofaga (MIP) koji se na
osnovu novije nomenklature nazivaju: CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-18), CCL9 (MIP-19) i
CCL15 (MIP-17)."*® Produciraju ih brojne vrste stanica, osobito makrofagi, dendriticke
stanice 1 limfociti. Vezu 1 aktiviraju beta kemokinske receptore, poglavito CCR1, CCR3 i
CCRS5. MIP-1 pokazuju visoku specificnost za receptore iako MIP-1 receptori vezu
nekoliko razli¢itih kemokina.

MIP-1 su mali (8-10 kDa) strukturno povezani, inducibilni, sekretorni i proinflamatorni
kemokini. MIP-1f je kodiran genima koji se sastoje od tri eksona i dva introna, a smjesteni
suna 11. i 17. kromosomu."*’

U veéini zrelih hematopoetskih stanica geni za MIP-1B su inducibilni. Stanice koje su
direktno uklju¢ene u imunoloski odgovor, kao $to su makrofagi/monociti, T 1 B-limfociti,
neutrofili, dendriticke stanice, mastociti i NK stanice mogu producirati veliku koli¢inu
MIP-1pB. Trombociti, osteoblasti, astrociti i mikroglija, epitelne stanice i1 fibroblasti nakon
stimulacije produciraju manju koli¢inu MIP-1f. Za sintezu i oslobadanje MIP-1f potrebna
je stani¢na aktivacija, iako se manje koli¢ine ekspresije ponekad mogu otkriti i u
nestimuliranim stanicama kao $to su neutrofili. Produkcija MIP-1 moze biti inducirana
razli¢itim proinflamatornim agensima/citokinima, kao §to su lipopolisaharid (LPS), virusna
infekcija, TNF-a, IFN-y, IL-1 1 drugi. S druge strane, tretman s IL-4, IL-10,
deksametazonom smanjuje ekspresiju MIP-1p."’

Vezanje MIP-1f na receptor dovodi do interakcije i posljedicne kaskade intracelularnih
dogadanja koja brzo poticu brojne funkcije ciljnih stanica kao S§to su, kemotaksija,
degranulacija, fagocitoza i sinteza medijatora.'*®

MIP-1 porodica dirigira akutnim i kroni¢nim upalnim odgovorom domacina na mjestu
ozljede ili infekcije tako da privlaci proupalne stanice. Oni su neophodni za kemotaksiju T-
limfocita iz cirkulacije na mjesto upale, kao i1 za regulaciju transendotelne migracije
monocita, dendritickih stanica i NK stanica. Za razliku od toga, manji je kemotaksijski
ucinak na neutrofile i eozinofile. Nakon §to MIP-1 aktivira kemokinske receptore moze
do¢i do oslobadanja kalcija, aktivacije i oslobadanja proupalnih medijatora, kao $to su
leukotrien-4, arahidonska kiselina 1 histamin. Pored toga, MIP-1 mogu regulirati

imunoloski odgovor moduliranjem Th diferencijacije, MIP-1B omogucuje ekspresiju Th2

oy 139
stani¢nog odgovora.
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Stoga ne ¢udi da MIP-1 igraju klju¢nu ulogu u patogenezi brojnih upalnih stanja i bolesti,
kao §to su astma, formiranje granuloma, cijeljenje rana, artritis, multipla skleroza,

pneumonija i psorijaza.'* MIP-1 mogu inducirati upalni odgovor protiv infektivnih

. . v . c g ... 137.141
uzroénika, kao §to su virusi ili paraziti."”
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1.3. MATRIKS METALOPROTEINAZE

1.3.1. Uvodni dio

Izvanstani¢ni matriks (ECM, od engl. extracellular matrix) predstavlja kompleksnu mrezu
strukturalnih 1 funkcionalnih makromolekula koje imaju vaznu ulogu u morfogenezi
organa i tkiva te u odrzavanju stanicne i tkivne strukture i funkcije.'** Medutim, osim
utjecaja ECM-a na fizioloske procese, sve se vise pojavljuju i pokazatelji o njegovoj ulozi
tijekom patoloskih stanja, osobito prilikom odgovora domacina na infekcije. Matriks
metaloproteinaze (MMP) predstavljaju porodicu strukturno sli€nih proteinaza koje
razgraduju ECM.'? Do sada je otkriveno vise od 20 MMP. One se dijele na osnovi
specifi¢nosti njihovog supstrata 1 funkcije na gelatinaze (MMP-2, MMP-9), kolagenaze
(MMP-1, MMP-8, MMP-13), stromelizine (MMP-3, MMP-10), membranske vrste MMP
(MT-MMP, MTI-MMP, MTI1-MMP-3), te druge kao Sto su matrilizin (MMP-7),
stromelizin 3 (MMP-11) i metaloelastaze (MMP-12).'#-1%

Strukturna domena metaloproteinaza sastoji se od tri podrucja: proenzimske domene (I),
kataliticke domene (II) i C-terminalne domene (III) za koju se smatra da definira specifi¢ni
supstrat (slika 3). Cink (Zn) u katalitickoj domeni stupa u interakciju s konzerviranim
cisteinom (C) u domeni I i tako odrzava proenzim u inaktivnoj formi. Gelatinaze (MMP-2,
MMP-9) uz to imaju i dodatnu domenu s tri kaskadna spoja koja se ponavljaju i slice
fibronektinu tip II, a cijepaju kataliticko podrucje te stupaju u interakciju s kolagenima 1

gelatinima.'* Gelatinaza B (MMP-9) ima regiju koja je homologna kolagenu tip V.
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Prema: Shapiro SD, Senior RM. Matrix metalloproteinases. Matrix degradation and more.

Am J Respir Cell Mol Biol 1999;20:1100-2."%

|l

Slika 3. Matriks metaloproteinaza

Proizvodnja i aktivnost MMP je visoko regulirana, osim neutrofilne kolagenaze i
gelatinaze B koje su smjestene u sekundarnim i tercijarnim granulama da bi se mogle brzo
osloboditi. U normalnim okolnostima tkiva ne pohranjuju MMP i njihova konstitutivna
ekspresija je minimalna. Ekspresija MMP je regulirana faktorima rasta, citokinima,
kemijskim agensima, fizikalnim stresom i ECM-om. MMP secerniraju razlicite vrste
stanica u inaktivnoj formi, a proteoliticka im je aktivnost u tkivima regulirana enzimskom
aktivacijom i inhibicijom.'*® Buduéi da imaju sposobnost katalizirati degradaciju
strukturnih proteina ECM, pretpostavlja se da je njihova glavna uloga u fizioloSkom
remodeliranju tkiva za vrijeme razvoja, rasta, uterinog ciklusa, postpartalne involucije 1
reparacije ozljeda.'**®

Nekontrolirana ekspresija MMP moze uzrokovati oSte¢enja tkiva i dovesti do razvoja
brojnih destruktivnih bolesti, kao Sto su artritis, ruptura aterosklerotskog plaka, aneurizma
143

aorte 1 progresija tumora.

ukljuéujuéi astmu, KOPB, ARDS i pleuritis.'*

Isto tako MMP se povezuje s razli¢itih pluénim bolestima,

Vjeruje se da MMP imaju vaznu ulogu u patogenezi akutnih i kroni¢nih destruktivnih
bolesti preko degradacije ECM. Neravnoteza izmedu ekspresije i inhibicije MMP generira

147 Bazalna membrana je poseban oblik

destrukciju tkiva ili abnormalnu reparaciju tkiva.
ECM-a. Znacajan dio strukture bazalne membrane u plu¢ima ¢ini kompleks kolagena tip
IV koji ima vaznu ulogu u odrzavanju strukturnog integriteta zidova alveola. Pojedine

MMP, kao §to su gelatinaze (MMP-2, MMP-9) imaju sposobnost prekida kolagena,
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odnosno degradacije struktura bazalne membrane jer posjeduju supstrat koji je specifican
za kolagen tip IV.'*

Prekidanje izvanstani¢nog matriksa moze dodatno utjecati na strukturnu nestabilnost.'*®
Stanice u kontaktu s intaktnim ECM normalno funkcioniraju. Medutim, kontakt s
promijenjenim ili prekinutim ECM trigerira brojne patofizioloske signale koji rezultiraju
razli¢itim stani¢nim odgovorima. MMP mogu cijepati razli¢ite proteine koji ne pripadaju
ECM-u generiraju¢i bioloSke procese. Isto tako, MMP imaju sposobnost oslobadati
razli¢ite bioaktivne molekule s povrSine stanice, kao Sto su TNF-a, L-selektin, IL-6 i
druge." Na taj na¢in MMP mogu biti uklju¢ene u kontrolu stani¢ne smrti, upale, infekcije
1 angiogeneze.

Najvazniji nespecifiéni inhibitor MMP je o2-makroglobulin."”' In vivo MMP se
inaktiviraju uglavnom preko tkivnih inhibitora (TIMP) koji se vezu s visokim afinitetom na

152

kataliticko mjesto MMP. >~ Do sada su otkrivena cetiri homologna TIMP-a (TIMP1-

TIMP4). TIMP produciraju razliite vrste stanica, kao Sto su makrofagi, fibroblasti i

- . 153,154
polimorfonukleari. ~
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1.3.2. Matriks metaloproteinaze - 2 i - 9 (MMP-2 i MMP-9)

MMP-2 secerniraju u prvom redu fibroblasti i epitelne stanice, dok su neutrofili glavni
izvor MMP-9."> Pored toga, MMP-9 proizvode i druge vrste stanica kao §to su makrofagi,

epitelne stanice i fibroblasti.'”

MMP-2 i MMP-9 pripadaju grupi gelatinaza koje su od
posebnog interesa jer imaju sposobnost degradirati elastin 1 kolagen tip IV, glavne
komponente bazalnih membrana.'*> Na taj na¢in mogu utjecati na rano remodeliranje tkiva

156,157

nakon oSteéenja parenhima, odnosno alveola u plu¢ima. Isto tako, imaju klju¢nu

ulogu u migaciji brojnih leukocitnih populacija, kao Sto su T-limfociti i neutrofili preko
bazalne membrane alveola.'”®

Glavna uloga MMP u plu¢ima je odrzavanje njihove arhitekture. MMP su ukljucene u
normalan razvoj pluéa. No, disregulacija produkcije, sekrecije i1 aktivacije MMP i njihovih
TIMP moze dovesti do brojnih patoloSkih stanja u plué¢ima. U jednom istrazivanju
otkrivena je pet puta veca koncentracija MMP-9 od MMP-2 u aspiratu traheje u djece s
respiratornom infekcijom.'”” Isto tako, potvrdena je pozitivina korelacija izmedu
koncentracije MMP-9 u diSnim sekretima, te makrofaga, neutrofila i eozinofila u bolesnika
s egzacerbacijom astme.'®

U idiopatskoj pluénoj fibrozi (IPF) MMP-2 i MMP-9 destrukcijom subepitelne bazalne
membrane utjeCu na rano remodeliranje alveola. Prekid bazalne membrane omoguce
ulazak upalnih i intersticijskih stanica u alveolarni prostor dovode¢i do destrukcije tkiva 1
intraalveolarne fibroze. U IPF makrofagi, regenerirane i metaplasticke epitelne stanice, te
neutrofili glavni su izvor MMP-9, dok su makrofagi, fibroblasti i regenerirani pneumociti
tipa II glavni izvor MMP-2. Dokazana je pozitivna korelacija izmedu aktivnosti MMP-9 1
poveéanja broja neutrofila u BAL-u u tih bolesnika, odnosno MMP-2 i limfocita.'”" U
drugom istrazivanju otkrivena je pozitivna korelacija razine MMP-2 i MMP-9 i broja
neutrofila u BAL-u u bolesnika s ARDS-om.'®* Tako je dokazana povisena ekspresija
MMP-9 u kroni¢nim upalnim bolestima pluca, kao Sto su astma, IPF 1 KOPB, nije poznato
je 1i MMP-9 uzrok remodeliranja pluca ili je dio upalnih i reperativnih odgovora plu¢a na
stimulus.'®

Iako nije poznat mehanizam nastanka, povisene vrijednosti MMP-2 i MMP-9 dokazane su
1 u nekim drugim bolestima, kao S§to su angina pectoris, akutna koronarna bolest i

- .. 164,165
arteriovenska malformacija mozga. ™™
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1.4. ULOGA KEMOKINA I METALOPROTEINAZA U
IMUNOPATOGENEZI PNEUMONIJA

Kemokini kao i metaloproteinaze pripadaju skupini proupalnih proteina koji imaju vaznu
ulogu u migraciji upalnih stanica tijekom infekcije. No, jo§ postoji dosta nepoznanica o
njihovoj ulogi u imunopatogenezi pneumonija, kao i njihovim medusobnim odnosima.
Nekoliko istrazivanja je pokazalo da specificne MMP kontroliraju aktivnost kemokina.
MMP-9 moze dovesti do gubitka kemotaksijske aktivnosti nekoliko razli¢itih kemokina
(ENA-78, GCP-2), ali zanimljivo je da povisuje kemotaksijsku aktivnost IL-8.'°%!" S
druge strane, IL-8 inducira brzo oslobadanje MMP-9 iz sekundarnih granula leukocita, $to
rezultira pozitivnom povratnom vezom te dvije molekule.'®

Primarno mjesto M. pneumoniae infekcije u plu¢ima je cilijarni epitel diSnog sustava koji
je prisutan u velikim 1 malim di$nim putovima. Epitel diSnog sustava je znacajna strukturna
i funkcionalna granica izmedu okolisa i imunoloskog sustava pluc¢a. Uzroc¢nici koji stignu u
donji dio di$nog sustava najprije dolaze u interakciju s epitelnim stanicama koji odgovaraju
produkcijom razli¢itih medijatora upale, ukljucuju¢i metaloproteinaze 1 kemokine koji
imaju sposobnost privuéi i1 aktivirati upalne stanice na mjestu infekcije. Aktivirani
makrofagi zapocCinju fagocitozu te prolaze kemotaksijskom migracijom na mjesto
infekcije. Visok postotak neutrofila i limfocita je prisutan u alveolarnoj tekuéini. CD4 T-
limfociti, B-limfociti i plazma stanice infiltriraju pluca Sto se rendgenski manifestira
infiltratom na plu¢ima. Nakon toga slijedi integracija lokalnog i perifernog imunoloskog
sustava 1 izazivanje odgovarajueg odgovora. Imunoloski odgovor je povezan s
proliferacijom limfocita, produkcijom imunoglobulina i oslobadanjem razli¢itih citokina 1
kemokina koje je potvrdeno u brojnim klini¢kim in vitro i in vivo istrazivanjima,

zivotinjskim modelima i klini¢kim istrazivanjima u ¢ovjeka.
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1.4.1. Istrazivanja in vitro i in vivo

In vitro istrazivanja su potvrdila da su epitelne stanice velikih i malih diSnih putova
prijamcljive za M. pneumoniae infekciju, no mogu izazvati razlicit imunoloski odgovor
vjerojatno zbog razli¢itih intrizi¢kih svojstava na egzogene podrazaje.

U jednom radu dokazano je da ICAM-1 (od engl. intercellular adhesion molecule-1) igra
bitnu ulogu tijekom upale plué¢a. Njena pojacana ekspresija na pneumocitima tipa I nakon
stimulacije lipopolisaharidom dovodi do pojagane atherencije neutrofila i makrofaga.'®® Za
pojacan ulazak monocita u alveole potrebna je indukcija MCP-1 1 jo§ nekih kemokina koji
znadajno pojacavaju transepitelni transport monocita.'”” Tijekom tog procesa registrirane
se u brojne adhezijske interakcije koje pridonose pojacanom transportu monocita.

Treba imati na umu da rezultati istrazivanja in vitro ne oponaSaju uvijek imunoloski
odgovor domacina in vivo. Serum u mediju stani¢ne kulture moze takoder utjecati na
citokinski/kemokinski odgovor tijekom infekcije koju uzrokuje M. pneumoniae.

Yang i sur. su istrazivali citokinski i kemokinski odgovor epitelnih stanica diSnog sustava
na infekeiju M. pneumoniae."® Otkrili su da infekcija uzrokuje poveéanu indukciju TNF-a,
IL-1pB 1 IL-8, ali ne IFN-y i IL-6. Uz to je potvrdeno da je citadherencija mikoplazme bila
zna€ajna za indukciju citokina i kemokina, a epitelne stanice diSnog sustava su kao dio
lokalnog stani¢nog odgovora na infekciju mikoplazmom vazan izvor citokina i kemokina.
Mikoplazma  takoder = moze  inducirati  produkciju  citokina u  humanim
monocitima/limfocitima, ali se to dogada kasnije tijekom infekcije. Kazachkov 1 sur. su
otkrili da epitelne stanice diSnog sustava nakon infekcije M. pneumoniae ne oslobadaju
vece koncentracije IL-8 i RANTES-a (od engl. regulated upon activation, normal T-cell
expressed, and secreted).'”! S druge strane, mononuklearne stanice periferne krvi inficirane
mikoplazmom secerniraju znacajnu koncentraciju IL-2, IL-6 i TNF-a. U jednom drugom
istrazivanju nakon inficiranja mononuklearnih stanica mikoplazmom registrira se poja¢ana

produkcija IFN-a, IL-1, IL-6 i TNF-a.'”
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1.4.2. Istrazivanja na Zivotinjskim modelima

Istrazivanja na miSevima potvrdila ulogu MMP u patogenezi nekih pluénih bolesti, no
malo je radova koji se bave ulogom metaloproteinaza u pneumonijama. Baluk i sur. su
otkrili povisenu koncentraciju MMP-2 i MMP-9 u miseva prethodno inficiranih s M.
pulmonis.'”

S druge strane, publicirano je mnogo radova o ulozi citokina/kemokina na Zivotinjskim,
poglavito mi§jim modelima. Tako je u jednom istrazivanju na miSevima istrazivana
ekspresija citokina/kemokina u plué¢ima i slezeni tijekom infekcije M. pneumoniae. Za
vrijeme akutne faze primoinfekcije, kao i reinfekcije registrira se pojacana ekspresija TNF-
a, IFNy, IL-1pB, IL-6, dok je ekspresija IL-2 1 IL-2R registrirana samo tijekom reinfekcije.
Ekspresija je veca u plu¢ima nego u slezeni §to govori za brzo nagomilavanje limfocita na
mjestu infekcije. Tijekom reinfekcije, ekspresija TNF-a i IL-6 je 10 puta, a IFN-y 50 puta
veca nego u primoinfekciji Sto sugerira da patogeneza M. pneumoniae infekcije moze biti

povezana s povisenom ekspresijom proupalnih citokina.'™

U drugom istrazivanju nakon
eksperimentalne infekcije M. pneumoniae u miSeva dokazana je poviSena koncentracija
TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-8, MIP-1a.i MCP-1, ali ne i IL-4 i IL-10 u BAL-u."”

Sun 1 sur. su ispitivali ekspresiju 143 razli¢ita citokina/kemokina ili njihovih receptora u
tkivu pluca osjetljivih (BALB/c 1 C3H/HeN) 1 rezistentnih (C57BL/6) miSeva nakon
infekcije M. pulmonis.'’® Postoji jasna povezanost izmedu patogeneze bolesti i ekspresije
citokina i1 kemokina. Osjetljivi sojevi miSeva pokazuju slicnu gensku ekspresiju
citokina’kemokina u analizi 14 dana nakon infekcije, dok je u rezistentnih misSeva
ograni¢en citokinski/kemokinski odgovor. Osjetljivi miSevi produciraju Sirok asortiman
citokina/kemokina i plu¢ima kao odgovor na infekciju mikoplazmom. Tako je otkriveno da
proupalni citokin IL-10 pokazuje pojacanu ekspresiju u plu¢ima koja je u korelaciji s
tezinom bolesti. Ekspresija IL-10 u tkivu pluéa se progresivno povecava iza sedmog dana
infekcije. Mnogi od kemokina koji su otkriveni (MIP-2, MIP-3a, MCP-4, MIP-183, MIG,
BLC/BCA-1) imaju kemotaksijska svojstva za upalne stanice kao S$to su neutrofili,
monociti/makrofagi i limfociti. Isto tako poviSena je razina brojnih kemokinskih receptora.
Moze se re¢i da brojni citokini/kemokini koji su producirani vjerojatno igraju ulogu u
privlacenju i odrzavanju imunoloskih stanica koje su uklju¢ene u imunopatologiju plué¢ne

infekcije mikoplazmom.
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U drugom istrazivanju na miSevima inficiranim M. pulmonis analizirana je ekspresija beta
kemokina: MIP-1a, MIP-18, MCP-1 i RANTES-a u plu¢ima.'”” Dokazana je pojatana
ekspresija MIP-1a, MIP-1p i MCP-1, ali ne i RANTESA-a. Imunofluorescentnim
bojenjem pluca inficiranih miSeva dokazano je da je pojacana ekspresija beta kemokina
povezana s infiltracijom mononuklearnih stanica u plu¢ima. Time je dokazana njihova
uloga u kaskadi upalnih procesa tijekom mikoplazmatske infekcije zajedno s dugim
citokinima/kemokinima.

Jones 1 sur. su otkrili da su T-limfociti glavna populacija limfocita koja uzrokuje plu¢ne
infiltrate u miseva inficiranim M. pulmonis s dominacijom CD4 T-limfocita u plu¢ima i u
limfnim ¢vorovima donjeg diSnog sustava, dok je broj CD8 T-limfocita u plu¢ima tek
blago povisen.'”® Limfociti u inficiranih miseva produciraju IL-4 (Th-2 imunologki
odgovor) u limfnim ¢vorovima donjeg dijela diSnog sustava, a u slezeni IFN-y (Th-1
imunoloski odgovor), dok se u plu¢ima registrirajau i IL-4 i IFN-y. Taj podatak pokazuje
da regionalne razlike u imunoloskom odgovoru na infekciju mikoplazmom mogu imati
u¢inak na domacina. Faulkner 1 sur. su registrirali razli¢itu koncentraciju
citokina/kemokina u BAL-u i serumu miSeva inficiranih mikoplazmom S§to sugerira da

treba razlikovati lokalni od sistemskog citokinskog odgovora doma¢ina.*
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1.4.3. Klinicka istraZivanja u ¢ovjeka

Postoji dosta radova koji opisuju ulogu proinflamatornih citokina/kemokina 1
metaloproteinaza u tijeku pneumonije u djece i odraslih, te manji broj o njihovoj ulozi u
imunopatogenezi pneumonije koju uzrokuje M. pneumoniae.

U istrazivanju Hartoga i sur. u bolesnika s pneumonijama otkrivene su deseterostruko
povisene koncentracije MMP-8 i MMP-9 u BAL-u.'” Razina MMP-9 bila je u korelaciji s
tezinom klinicke slike bolesti. Aktivirani neutrofili u plu¢ima bili su glavni izvor MMP-9.
Yang i sur. opisuju poviSenu koncentraciju MMP-9 u bolesnika s pneumonijom koja je u

korelaciji s brojem leukocita.'®

U bolesnika s pneumonijom polimorfonukleari ulaze u
alveolarne prostore i1 secerniraju razliCite enzime koji su pohranjeni u granulama i
vezikulama, ukljuuju¢i i MMP-9. U drugom istraZivanju otkrivena je pet puta veca

9 Isto

koncentracija MMP-9 od MMP-2 u aspiratu traheje u djece s pluénim bolestima.
tako, potvrdena je pozitivina korelacija izmedu koncentracije MMP-9 u di$nim sekretima,
te makrofaga, neutrofila i eozinofila u bolesnika s egzacerbacijom astme.'®

Hayashi i sur. su istrazivali klonove limfocita u perifernoj krvi i BAL-u bolesnika s
pneuomonijom koju uzrokuje M. pneumoniae*® Broj CD4 T-limfocita, kao i odnos
CD4/CD8 T-limfocita bio je smanjen u perifernoj krvi, dok je registrira veéi broj
aktiviranih T-limfocita i odnos CD4/CD8 u BAL-u. Isto tako, Koh i sur. su istrazivali
stanicne elemente 1 koncentraciju citokina/kemokina u BAL-u bolesnika s pneumokoknom

i mikoplazmatskom pneumonijom, te u kontrolnoj skupini.'®!

Otkrili su da pneumokokna
pneumonija ima veéi broj leukocita u BAL-u nego druge dvije skupine, a postotak
neutrofila je ve¢i u obje skupine bolesnika s pneumonijom. Isto tako, bolesnici s
mikoplazmom imaju znacajno veci broj limfocita nego druge dvije skupine ispitanika,te
znacajno vecu koncentraciju IL-4 u BAL-u, te IgE koncentraciju u serumu.

Kragsbjerg i sur. u svom radu usporeduju vrijednosti nekih citokina i kemokina u bolesnika
s pneumonijama razligite etiologije.'®* Znatno vi$u koncentraciju interleukina-8 otkrili su u
bolesnika s pneumokoknom i mikoplazmatskom pneumonijom, nego u bolesnika s
klamidijskom pneumonijom i legionarskom boles¢u. U dva istrazivanja autori su nasli
pozitivnu korelaciju izmedu serumske koncentracije specifi¢nih citokina/kemokina i tezeg
oblika mikoplazmatske infekcije.'®'® Izmedu induciranih citokina, IL-8 o¢ito igra

znacajnu ulogu tako da snazno privlaci i aktivira neutrofile, monocite i T-limfocite i stoga

je najvazniji za ulazak neutrofila u pluca tijekom bakterijske infekcije.'® Isto tako, Narita i
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sur. potvrduju ulogu interleukina-8 u patomehanizmima nastanka mikoplazmatske
pneumonije.'® U istrazivanju u djece s pneumonijom koju uzrokuje M. pneumoniae,
otkrilo se da je serumska koncentracija IL-6 indikator tezine bolesti, za razliku od TNF-
o."®” Lieberman i sur. su usporedivali serumske koncentracije IL-1p i IL-6 u bolesnika s
mikoplazmatskom i pneumokoknom pneumonijom.'® Otkrili su da je koncentracija IL-6
znacajno visa u bolesnika s pneumokoknom pneumonijom, a IL-1B u mikoplazmatskoj
skupini. U jednom radu registrirana je povisena vrijednost IL-18, a a njegova vrijednost
kolerira s tezinom bolesti mikoplazmatske pneumonije, odnosno brojem zahvacenih

reznjeva registriranih  kompjuteriziranom tomografijom (CT)."*

Uz to, serumska
koncentracija IL-18 je korelirala s razinom s IL-2R, ali ne s IFN-y ili IL-12 $to sugerira da
IL-18 moze igrati znacajnu ulogu u razvoju pluénih manifestacija M. pneumoniae preko
aktivacije T-limfocita.

Sumirajuéi rezultate brojnih dosadasnjih istrazivanja o imunoloSkim procesima u tijeku
mikoplazmatske pneumonije moze se re¢i da joS uvijek postoji dosta nepoznanica u
imunopatogenezi te infekcije. M. pneumoniae je sposobna inducirati mnoge
citokine/kemokine u razli¢itim modelima dovode¢i do zakljucka da oni mogu jednim
dijelom biti odgovorni za patogenezu infekcije u razli¢itim oblicima bolesti. Tocan
mehanizam kako mikoplazma inducira citokine ostaje nejasan. Iako je citadherencija vazna
za indukciju citokina, u to su ukljuceni i neki drugi mehanizmi. Vezanje mikoplazme za
stanicu domacina je posredovano organelama atherencije u kojima su locirani neki
adhezini i proteini. Zbog brojnih ¢imbenika koji sudjeluju u citadherenciji ne ¢udi razlika u
indukciji citokina tijekom infekcije M. pneumoniae. Isto tako jo§S nije jasno koji
citokini’kemokini su predominantno odgovorni za patohistoloSka oStecenja pluca. S druge
strane, varijacije u imunoloskom odgovoru domac¢ina mogu biti odgovorne za razli¢itu

prezentaciju bolesti za vrijeme mikoplazmatske infekcije.
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2.CILJ ISTRAZIVANJA

U ovom radu ¢e se istraziti i znanstveno evaluirati uloga B-kemokina i metaloproteinaza u
imunopatogenezi pneumonije koju uzrokuje mikoplazma pneumonije. U kontrolnoj
skupini su zdravi dobrovoljci istog spola i priblizno iste dobi. Rad ¢e obuhvatiti analizu
anamnestickih, klini¢kih, laboratorijskih 1 rendgenskih karakteristika bolesnika s
mikoplazmatskom pneumonijom, te prac¢enje tezine i ishoda bolesti. Cilj ovog rada jest
istraziti 1 utvrditi:
1. Dolazi li u bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje mikoplazma pneumonije do
lucenja B-kemonika i metaloproteinaza
2. Jesu li vrijednosti imunoloskih parametara u korelaciji s tezinom klinicke slike i
laboratorijskim nalazima
3. Imaju li testirani imunoloski parametri prognosticko znaCenje za tijek, tezinu i
ishod 1 bolesti
4. Medusobni dinamicki odnos kemokina i metaloproteinaza, Sto bi trebalo pruziti
inicijalne informacije o mogucem utjecaju metaloproteinaza na aktivnost i gradijent
kemokina u bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje M. pneumoniae
Svi navedeni pokazatelji istodobno ¢e se pratiti 1 analizirati 1 u kontrolnoj skupini.
Polazne hipoteze ovoga rada jesu:
1. U bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje mikoplazma pneumonije nalazi se
povisena razina IL-8, MCP-1 i MIP-1 u sistemskoj cirkulaciji
2. U bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje mikolazma pneumonije dolazi do
produkcije MMP-2 i MMP-9, s§to je moguce mjeriti u u sistemskoj cirkulaciji
3. Razina B-kemonika u sistemskoj cirkulaciji je u korelaciji s klinickim tijekom
bolesti
4. Klinicki tijek bolesti je teZi u bolesnika s viSim vrijednostima metaloproteinaza
(MMP-2, MMP-9) u odnosu na bolesnike s nizim vrijednostima
5. Vrijednosti mjerenih imunoloSkih parametara mogu se dovesti u korelaciju s
rutinskim laboratorijskim nalazima, kao 1 u medusobnu korelaciju
Do sada nije publicirano kompletnije istrazivanje o ulozi B-kemokina i metaloproteinaza na
nastanak, tijek, tezinu i ishod pneumonije koje uzrokuje M. pneumoniae. Velina
dosadasnjih radova o imunopatogenetskim mehanizmima koje uzrokuje M. pneumoniae

radena je in vitro ili in vivo uglavnom na misjim modelima. Gotovo da nema znacajnijih
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saznanja o imunopatogenetskim mehanizmima u ljudi. Zato ¢e se u ovom radu na
primjerenom klinickom uzorku testirati polazne hipoteze.
U ovom se radu oc¢ekuju sljedeca saznanja:

5. Prvi put ¢e biti pokazana dinamika beta-kemokina i metaloproteinaza u sistemskoj
cirkulaciji u bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje M. pneumoniae. Usporedbom
dinamike imunoloskih parametara s dinamikom klinickih 1 laboratorijskih promjena
oc¢ekujemo bolje razumijevanje imunopatogenetskih mehanizama bolesti, te
njihovu prognosticku ulogu u razvoju i ishodu bolesti.

6. Bit ¢e pokazan medusobni dinamicki odnos kemokina i metaloproteinaza u
bolesnika, Sto bi trebalo omoguciti inicijalne informacije o mogucem utjecaju
metaloproteinaza na aktivnost i gradijent kemokina ex vivo. Za sada ne postoje
takva istrazivanja u ljudi.

7. Ova nova saznanja mogla bi omoguciti racionalniji i uspjesniji pristup lijeenju,
osobito kad se zna da pored prirodnih inhibitora metaloproteinaza postoje i

sintetski, ukljucujucéi i neke lijekove kao $to su tetraciklini.
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3. BOLESNICI I METODE ISPITIVANJA

3.1. Bolesnici

Svi bolesnici uklju¢eni u istrazivanje lijeceni su u Klinici za infektivne bolesti (KIB) «Dr.
Fran Mihaljevié» u Zagrebu. U ispitivanje je ukupno ukljuc¢eno 40 bolesnika muskog spola
u dobi od 12 do 60 godina s atipicnom pneumonijom koju je uzrokovala mikoplazma
pneumonije. Klini¢ka dijagnoza pneumonije iz opée populacije definirana je akutnim
pocetkom s poviSenom temperaturom i rendgenskom potvrdom pluénog infiltrata.
EtioloSka dijagnoza bolesti potvrdena je seroloskim testiranjem. Kontrolna skupina
obuhva¢a 20 zdravih muskih ispitanika sli¢ne Zzivotne dobi. Svi ispitanici su prije
ukljucenja u istrazivanje bili usmenim i pismenim putem obavjesteni o namjeri istrazivanja
1 potpisali su informirani pristanak. Za bolesnike mlade od 18 godina o istrazivanju su
informirani roditelji koji su potpisali informirani pristanak.
Kriteriji za ukljucivanje u istrazivanje bili su:

- Potpisan informirani pristanak

- Klini¢ka dijagnoza pneumonije potvrdena rendgenskom slikom pluca

- Imunoenzimskim (ELISA) testom nedvojbeno dokazana Mycoplasma

prneumoniae

- Trajanje bolesti manje od sedam dana prije hospitalizacije

- Bolesnici bez tezih kroni¢nih bolesti i imunodeficijencije
Tijekom hospitalizacije i ambulantnog pracenja prikupljali su se i analizirali klini¢ki i
laboratorijski podaci bolesnika. Kod prijema bolesnika u bolnicu uzeti su podaci o: dobi,
spolu, visini i trajanju febriliteta, tipu i intezitetu kasSlja, 1 drugim respiratornim
simptomima, glavobolji, mijalgijama i artralgijama, te epidemioloska anamneza. Takoder
su odredivani 1 analizirani laboratorijski pokazatelji — sedimentacija eritrocita (SE), C-
reaktivni protein (CRP), crvena i bijela krvna slika (KKS), aminotransferaze (aspartat
aminotransferaza — AST, alaninaminotransferaza — ALT, gamaglutamiltransferaza yGT),
elektroforeza serumskih proteina, elektroliti u serumu (natrij, kalij, kloridi), te EKG. Svim
bolesnicima je unutar 24 sata od prijema u bolnicu u¢injena rendgenska snimka plu¢a. Kod
otpusta bolesnika iz bolnice kontrolirani su patoloski laboratorijski nalazi i rendgenska
snimka pluca, a u slu€aju perzistiranja patoloskog nalaza ponovljani su nakon cetiri tjedna

prilikom ambulantnog pregleda.
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Isto tako, od bolesnika je pri hospitalizaciji, te nakon Cetiri tjedna uzeto 10 ml krva koja je
heparinizirana (300 i.j. heparina) za izolaciju mononukleara i 5 ml neheparinizirane krvi od
koje je odvojen serum i testira na seroloske i imunoloSke pretrage. Ista koli¢ina krvi
jednokratno je uzeta od 20 zdravih muskih ispitanika (zdravstveni radnici, studenti).
Uzorci krvi obradeni su u Odsjeku za celularnu imunologiju, Odjela za istrazivanje i
razvoj, u Imunoloskom zavodu u Zagrebu i KIB ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu.

Osim 1imunoloskih, ucinjene pretrage tijekom hospitalizacije su dio uobicajene
laboratorijske obrade bolesnika s atipicnom pneumonijom. Ispitanici iz kontrolne skupine
nisu bili podvrgnuti dodatnim dijagnostickim zahvatima.

Sve hematoloske (SE, KKS), i biokemijske (CRP, AST, ALT, yGT, elektroforeza
serunmskih proteina, natrij, kalij, kloridi) analize ucinjeni su u hematoloskom 1
biokemijskom laboratoriju KIB ,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu. Biokemijske pretrage
ucinjene su standardnim enzimatskim metodama, a hematoloske na automatskom brojacu
ACT 8 (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, SAD). Rendgensko slikanje pluc¢a uc¢injeno
je na Odjelu za rendgenolosku i ultrazvu¢nu dijagnostiku KIB ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u
Zagrebu, koriste¢i standardne metode snimanja (PA 1 profilna snimka prsnog kosa).

Sve podatke o bolesnicima prikupljao je jedan istraziva¢. Podaci o bolesnicima prikupljeni
tijekom hospitalizacije 1 ambulantnog praéenja upisivani su u bazu podataka u

komjutorskom programu Microsoft Access.
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3.2. METODE

3.2.1. Serolosko dijagnosticiranje pneumonija uzrokovanih

mikoplazmom pneumonije

Serumi bolesnika testirani su komercijalnim kitom Mycoplasma pneumoniae-ELISA 1gM,
IgG, IgA (Savyon Diagnostic LTD, Izrael). To je semikvantitativni test koji otkriva
specificna IgM, IgG 1 IgA protutijela. Kao antigen se koristi P-1 membranski protein.
Obradivani su parni uzorci seruma. Prvi uzorak uzet je na pocetku hospitalizacije, a drugi
uzorak nakon dva tjedna. Kriteriji za serolosku dijagnozu (ELISA- tehnikom) pneumonije
koju uzrokuju M. pneumoniae jesu:

- serokonverzija titra protutijela

- pozitivan IgM titar protutijela u bilo kojem uzorku seruma

- dvostruki ili visi porast titra IgG protutijela u parnim uzorcima seruma

- dvostruki ili visi porast titra IgA protutijela u parnim uzorcima seruma

Istodobno serumi su testirani 1 na druge uzrocnike atipi¢nih pneumonija: Chlamydia
psittaci i Chalmyophila pneumoniae-IFA 1gM, IgG, IgA (Savyon, lIzrael); Coxiella
burnetii-ELISA IgM, IgG (Virion, Njemacka); Legionella pneumophila-ELISA 1gM, 1gG
(Virion, Njemacka).

Svi su serumi testirani u MikrobioloSkom laboratoriju KIB "Dr. Fran Mihaljevi¢" u

Zagrebu.
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3.2.2. 1zolacija mononuklearnih stanica

Heparinizirana krv drzana je na sobnoj temperaturi do dva sata od uzimanja, a potom
obradena. Da bi se istalozili eritrociti, krv se u sterilnoj epruveti pohranjuje u inkubatoru na
37 °C tijekom 15 minuta. Kao supernatant odvojila se plazma, nadslonjila se nad otopinu
Ficoll-Paque (1,13 g/ml, Pharmacia, Upsala, gvedska), u volumnom omjeru 1:1, a potom
centrifugirala na 800 x g, 15 minuta. Preostali eritrociti, granulociti i mrtve stanice izdvojili
su se na gradijentu gustoCe na dnu epruvete, dok se na dodirnom sloju fikola i plazme
izdvojio prsten sastavljen od limfocita i monocitno-makrofagnih stanica. Pasteurovom
pipetom pazljivo se pokupio prsten, a dobivena suspenzija potom dva puta isprala u
mediju, te istalozila centrifugiranjem na 400 x g. Nakon dekantiranja, koncentracija stanica

podesila se na 10’/ml medija.
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3.2.3. Izolacija ribonukleinske Kkiseline

Na 10° mononukleara doda se smo 0.2 ml TRIzoI/RNA-Bee (Biogenesis, England). Nakon
Sto se stanice uzastopnim pipetiranjem liziraju ostave se 5-6 minuta na sobnoj temperaturi
te se doda kloroform (Kemika, Hrvatska) u omjeru 1:4 na ukupnu koli¢inu dodanog
TRIzola/RNA-Bee. Snazno se promucka 15 puta do mlije¢ne boje i inkubira na sobnoj
temperaturi 10 minuta. Nakon inkubacije uzorci se centrifugiraju na 12 000 x g, 15 min/4
°C. Gornja vodena faza prebaci se u svjeze tubice i doda izopropanol (Kemika, Hrvatska) u
omjeru 1:2 na ukupnu koli¢inu TRIzola/RNA-Bee. Snazno se promucka pet puta i inkubira
na sobnoj temperaturi 10 minuta, nakon ¢ega se uzorci centrifugiraju na 12 000 x g, 10
minuta/4 °C. Nakon §to se odstrani supernatant, doda se 70% etanola (Kemika, Hrvatska) u
omjeru 1:1 na ukupnu koli¢inu TRIzola/RNA-Bee 1 promijesa jednu minutu. Nakon toga
uzorci se centrifugiraju na 7 500 x g, 5 minuta/4 °C. Supernatanti se baciju, a dobivena
RNK susi u evaporatoru 5-10 minuta. RNK se otopi u 20 ul "RNaze free" vode, pasirajuci
tekucinu nekoliko puta u nastavku te inkubira 10 minuta na 55-60°C. Nakon inkubacije
odredi se absorbancija spektrofotometrom (Axze0/280, Eppendorf, Njemacka). RNK se spremi

na -80 °C do testiranja.
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3.2.4. Odredivanje genske ekspresije kemokina i matriks

metaloproteinaza kvantitativnim 'real-time' PCR-om

Jedan pg ukupne RNK preveli smo reverznom transkripcijom u ¢DNK koristeéi se
enzimom AMV reverzna transkriptaza i nasumi¢nim pocetnicama (od eng. random
primers). Za sintezu cDNK koriSten je Ist strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (Roche
Applied Science) prema uputama proizvodaca. Po zavrSetku sinteze cDNK, reakcijsku
smjesu smo razrijedili na kona¢ni volumen od 300 pl, te uzorak podijelili u manje alikvote
1 pospremili na -20 °C za daljnja testiranja.

Razinu transkripcijskog odgovora odredenih kemokina (IL-8, MCP-1 i MIP-1PB) 1 dvije
matriks metaloproteinaze (MMP-2 i MMP-9) analizirali smo kvantitativnim 'real-time’'
PCR-om. Ciljne sekvence smo amplificirali koriste¢i LightCycler primer set (Search-LC,
Heidelberg, Njemacka) sa LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I kitom (Roche
Applied Science) prema uputama proizvodaca. Analiza genske ekspresije izvodena je na
uredaju LightCycler real-time, verzija 1.2 (Roche Diagnostics). GAPDH 'housekeeping'

gen koriSten je za normalizaciju uzoraka radi njihovog daljnjeg usporedivanja.
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3.2.5. «Protein array» test

Inicijalno smo u manjem broju uzoraka (,,screening®) citokine/kemokine u serumima
odredivali pomoc¢u protein array tehnike (RayBiotech, Inc., Norcross, GA, SAD). Koristili
smo RayBio Human Inflammation Antibody Array III (Cat.No. H0128003) kit koji
omogucuje testiranje 40 razliitih citokina/kemokina. Protein array testiranje ucinjen je
prema uputama proizvodaca. Kemiluminiscentna detekcija je paravljena izlaganjem
membrana na rendgenski film. Razinu proteina odredili smo koriste¢i Kodac ID Image
Analysis Software (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, SAD). Intenzitet signala
normalizira se u odnosu na kontrolne signale (biotin-vezani IgG), Sto omogucuje

usporedbu razli¢itih membrana. Metoda je semikvantitativna.
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3.2.6. Odredivanje kemokina i matriks metaloproteinaza

imunoenzimskim testom

IL-8, MCP-1, MIP-13, MMP-2 i MMP-9 odredivali smo u seruma bolesnika i zdravih
ispitanika koriste¢i ELISA kitove (Quantikine', R&D Systems, Oxon, Velika Britanija)

prema uputama proizvodaca.
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3.3. STATISTICKA OBRADA

U statistickoj analizi koristila se deskriptivna statistika. Vrijednosti kategorijskih varijabli
prikazane su tablicama frekvencije. Vrijednosti kontinuiranih varijabli opisali smo
aritmetickom sredinom 1 standardnom devijacijom za normalno distribuirane varijable, a
medijanom 1 interkvartalnim rasponom za varijable koje nisu normalno distribuirane.
Normalnost distribucije kontinuiranih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom
nakon ¢ega je za testiranje razlika koriSten Mann-Whitneyev test budu¢i da varijable nisu
imale normalnu distribuciju (Kruskal-Wallis za viSe ispitivanih skupina). Povezanost
kontinuiranih varijabli izraZzavana je Spearmanovim rangom korelacije. U radu je koristen

statisticki program SPSS ver 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).
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4. REZULTATI

Istrazili smo mogucu ulogu kemokina (IL-8, MCP-1, MIP-1) 1 metaloproteinaza (MMP-2
i MMP-9) u imunopatogenezi pneumonije koju uzrokuje M. pneumoniae. U tu svrhu
analizirali smo ekspresiju gena za spomenute kemokine i metaloproteinaze u
mononuklearnim stanicama periferne krvi 40 bolesnika u akutnoj fazi bolesti 1 u
rekonvalescenciji, Cetiri tjedna poslije. Dobiveni rezultati testiranih gena korigirali su se u
odnosu na ekspresiju kontrolnog gena — GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza),
odnosno koristen je omjer GAPDH 1 ispitivanih kemokina, odnosno metaloproteinaza. U
onih bolesnika u kojih je ekspresija gena bila smanjena u odnosu na kontrolni gen —
GAPDH oznacavana je brojem nula. Takoder smo u isto vrijeme istrazivali koncentraciju
IL-8, MCP-1, MIP-13, MMP-2 1 MMP-9 u perifernoj krvi nasih ispitanika u akutnoj 1
rekonvalescentnoj fazi bolesti ELISA testom.

Kontrolnu skupinu ¢inilo je 20 zdravih muskaraca, prosje¢ne dobi 29 godina (15-48), koja
se statisticki nije razlikovala prema dobi od ispitivane skupine bolesnika. Kako se radi o
neparametrijskim testovima u relativno manjem uzroku ispitanika onda smo kao statisticke
parametre koristili medijan i interkvartilni raspon, odnsono raspon.

Pored imunoloskih parametara, analizirali smo epidemioloske, klinicke i laboratorijske

nalaze u nasih bolesnika.
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4.1. Epidemioloske i klinicke osobitosti bolesnika

Osnovne epidemioloske i klinicke znacajke naSih bolesnika prikazani su u tablici 1. Radilo
se o mladim bolesnicima, prosjecne dobi od 19 godina (12-54 godina) koji su najcesce bili
hospitalizirani petog dana bolesti. U vecine bolesnika sedimentacija eritrocita bila je blago
do umjereno ubrzana ubrzana, veéina je imala blago do umjereno povisene vrijednosti C-
reaktivnog proteina i alfa-2 globulina, normalan broj leukocita, te blagu neutrofiliju.

Rendgenska slika pluca otkriva intersticijske pluéne infiltrate jednog (28 ili 70%
bolesnika) ili dva plu¢na reznja (12 ili 30% bolesnika). Pleuralni izljev zabiljeZen je u 6 ili
15% bolesnika. Vecina bolesnika ili 90% lije¢eno je azitromicinom, a ostali doksiciklinom
(2 ili 5%), odnosno ciprofloksacinom (2 ili 5%). Na primjenjenu antibiotsku terapiju
polucio se vrlo dobar klinicki uc¢inak, niti jedan bolesnik tijekom hospitalizacije nije razvio
komplikaciju bolesti, a otpusteni su u prvom (30%) ili drugom tjednu (70%)

hospitalizacije.

Tablica 1. Epidemioloske i klinicke znacajke 40 bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje

M. pneumoniae

Epidemioloske i laboratorijske Medijan Raspon (interkvartalni raspon)
znacajke bolesnika (n=40)

Dob (godine) 19 12-54 (8)
Trajanje bolesti prije hospitalizacije 5 1-7 (4)
(dani)

SE (mm/1.sat) 40 6-88 (32)
C-reaktivni protein (mg/L) 74 18-266 (82)
Leukociti (x10?/L) 8.9 3,9-18,6 (4,3)
- neutrofili (rel.%) 72 53-83 (14)

- limfociti (rel.%) 15 7-32 (10)

- monociti (rel.%) 11 3-21 (5)
Alfa-2 globulini (rel.%) 11,3 6,8-16,5 (3)
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4.2. Analiza ekspresije gena i serumske razine IL-8, MCP-1, MIP-18,
MMP-2 i MMP-9

U ovom radu analiziraju se promjene u IL-8, MCP-1, MIP-13, MMP-2 i MMP-9 na razini
ekspresije gena u perifernim mononuklearima, te u isto vrijeme i razina IL-8, MCP-1,
MIP-1B, MMP-2 i MMP-9 u serumu bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje M.
pneumoniae.

Niti u jednom od ispitivanih uzoraka bolesnika, kao niti kontrolne skupine nije se
registrirala ekspresija gena za MMP-2. U 31 bolesnika s akutnom infekcijom, 30
rekonvalescenata, odnosno 19 kontrolnih ispitanika biljezi se ekspresija gena za IL-8,
MCP-1, MIP-13 i MMP-9.

Koncentracija IL-8, MCP-1, MIP-18, MMP-2 i MMP-9 u serumu ucinjena je u 39
bolesnika u akutnoj fazi bolesti, 36 rekonvalescenata i 12 kontrolnih ispitanika ELISA
metodom. Vrijednosti u bolesnika su analizirane u akutnoj i rekonvalescentnoj fazi i
usporedene s vrijednostima zdravih ispitanika (kontrola). U analizi su koriSteni
neparametrijski statisticki testovi (Kruskal-Wallis, razlika znac¢ajna kod p< 0,05 i Mann-

Whitney, razlika znacajna kod p< 0,05).
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Slika 4. Analiza genske ekspresije interleukina-8 (IL-8) u perifernim mononuklearima (A),

te razine IL-8 u serumu (B) bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje M. pneumoniae.
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Slika 5. Analiza genske ekpresije upalnog proteina makrofaga 1 beta (MIP-1B) u

perifernim mononuklearima (A), te razine MIP-1p u serumu (B) bolesnika s pneumonijom

koju uzrokuje M. pneumoniae.
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Slika 6. Analiza genske ekpresije kemotaksijskog proteina monocita 1 (MCP-1) u

perifernim mononuklearima (A), te razine MCP-1 u serumu (B) bolesnika s pneumonijom

koju uzrokuje M. pneumoniae.
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Slika 7. Analiza genske ekpresije metaloproteinaze-9 (MMP-9) u perifernim

mononuklearima (A), te razine MMP-9 u serumu (B) bolesnika s pneumonijom koju

uzrokuje M. pneumoniae.
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Slika 8. Analiza razine MMP-2 u serumu bolesnika s pneumonijom koju uzrokuje

M. pneumoniae.
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U bolesnika s pneumonijom uzrokovanom M. pneumoniae nalazimo pojacanu gensku
ekspresiju IL-8 kako u akutnoj, tako i u rekonvalescentnoj fazi (slika 4A). Stovise,
pokazuje se izvjestan dinamicki porast prema rekonvalescentnoj fazi. Razlika je statisticki
znacajna na razini sva tri uzorka (Kruskal-Wallis test; p=0,003). Isto tako, registrira se
statistiCki znacajna razlika izmedu bolesnika u akutnoj fazi i kontrolnih ispitanika (Mann-
Whitney test; p=0,013), te rekonvalescenata i kontrolne skupine (Mann-Whitney test;
p=0,001). Vrijednosti su statisticki znacajno poviSene 1 usporedbom koncentracije IL-8 u
serumu bolesnika u akutnoj fazi bolesti i kontrolne skupine (Mann-Whitney test; p=0,033)
(slika 4B). U rekonvalescenciji dolazi do blagog pada razine IL-8 u odnosu na akutnu fazu
bolesti, vrijednosti su jos uvijek poviSene, no bez statisticke znacajnosti (Mann-Whitney
test; p=0,054) u odnosu na kontrolnu skupinu (slika 4B). Statisticka analiza razine IL-8 u
serumu na razini sva tri uzorka ne biljezi statisticku znacajnost (Kruskal-Wallis test;
p=0,099).

lIako je ekspresija gena za MIP-1p, bila znacajno povisena u perifernim mononuklearima,
kako bolesnika u akutnoj (Mann-Whitney test; p<0,001), tako i rekonvalescentnoj fazi
(Mann-Whitney test; p=0,004) u odnosu na zdrave ispitanike (slika 5A), nema znacajnih
razlika u serumskoj razini MIP-1f u bolesnika ni u akutnoj (Mann-Whitney test; p=0,162),
ni u rekonvalescentnoj fazi (Mann-Whitney test; p=0,609) u odnosu na zdrave kontrole
(slika 5B). Statisticka analiza sva tri uzorka pokazuje takoder statistiCku znaajnost na
razini genske ekspresije MIP-1p, a razlika nije statisticki znacajna usporedbom serumske
koncentracije MIP-1B (Kruskal-Wallis test; p<0,001; p= 0,334).

Nismo zabiljezili poviSenje u genskoj ekspresiji MCP-1 kako u akutnoj (Mann-Whitney
test; p=0,585), tako 1 u rekovalescentnoj fazi naSih bolesnika (Mann-Whitney test;
p=0,649) u odnosu na kontrolne ispitanike (slika 6A). Stovise, razina MCP-1 je bila
statisticki znacajno snizena u akutnoj fazi bolesti u odnosu na zdrave ispitanike (Mann-
Whitney test; p=0,012), a u rekonvalescenciji dolazi do blagog porasta razine MCP-1 u
serumu (slika 6B). Koncentracija MCP-1 u rekonvalescenciji je jo§ uvijek niZa nego u
kontrolnoj skupini, no bez statisticke znacajnosti (Mann-Whitney test; p=0,055).
Statisticka analiza sva tri uzorka ne pokazuje statisticku znaCajnost na razini genske
ekspresije MCP-1, no razlika je statisticki znacajna usporedbom serumske koncentracije
MCP-1 (Kruskal-Wallis test; p=0,856; p=0,039).

Analizirajuci gensku ekspresiju i serumsku koncentraciju MMP-9 u nasih bolesnika uocava
se njena uloga tijekom akutne faze bolesti, ali je njezino djelovanje kratko (slika 7A i 7B).

Naime, genska ekspresija ja statisticki znacajna pojacana u bolesnika u akutnoj fazi u
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odnosu na kontrolne ispitanike, kao 1 na bolesnike u rekonvalescenciji (Mann-Whitney
test; p<0,001; p=0,016) dok razlika nije statisticki znacajna izmedu rekonvalescenata i
kontrolnih ispitanika (Mann-Whitney test; p=0,140). Koncentracija MMP-9 u akutnoj fazi
je visa nego u kontrolnoj skupini, uz statistiCku znacajnost (Mann-Whitney test; p<0,001)
dok razlika nije statisticki znacajna izmedu rekonvalescenata i kontrolnih ispitanika
(Mann-Whitney test; p=0,062). Statisticka analiza na razini sva tri uzorka registrira
statisticki znacajnu razliku i na razini genske ekspresije MMP-9, kao i na razini
koncentracije MMP-9 u serumu bolesnika (Kruskal-Wallis test; p<0,001; p=0,002).

Niti u jednom od ispitivanih uzoraka mononukleara bolesnika, kao niti kontrolne skupine
nije se registrirala ekspresija gena za MMP-2. Analiza serumske koncentracije MMP-2
otkriva nizu razinu MMP-2 u bolesnika u akutnoj fazi u odnosu na kontrolne ispitanike
(slika 8). Razlika je statisticki znacajna (Mann-Whitney test; p=0,001). U
rekonvalescenciji dolazi do porasta razine MMP-2 u serumu i vrijednosti su statisticke
znacajno vise nego u bolesnika u akutnoj fazi, kao i1 kontrolnih ispitanika (Mann-Whitney
test; p<0,001; p=0,048). Isto tako, statisticka analiza na razini sva tri uzorka registrira

statistiCki znacajnu razliku unutar skupina (Kruskal-Wallis test; p<0,001).
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4.3. Korelacija interleukina -8 (IL-8), upalnog proteina makrofaga-1 beta
(MIP-1p) i metaloproteinaze-9 (MMP-9) s laboratorijskim nalazima i

tezinom bolesti

Analizirali smo medusobnu povezanost imunoloSkih parametara koji su bili statisticki
zna€ajno poviSeni u nasih bolesnika, bilo na razini genske ekspresije (IL-8, MIP-18 i
MMP-9), bilo na razini serumske koncentracije (IL-9 i MMP-9) s reaktantima akutne faze
upale (sedimentacija eritrocita, C-reaktivni protein, leukociti i neutrofili).

Tako se analizom povezanosti izmedu sedimentacije eritrocita, C-reaktivnog proteina,
leukocita, neutrofila s jedne strane, odnosno ekspresije gena za IL-8 i MMP-9 s druge
strane Spearmanovim testom korelacije ne nade statistiCki znacajna korelacija (tablica 2).
Takoder se ne nade statisticki znacajna korelacija izmedu sedimentacije eritrocita, C-
reaktivnog proteina, i neutrofila s jedne strane, odnosno genske ekspresije MIP-1 s druge
strane. No, nade se statisticki znacajna korelacija izmedu genske ekspresije MIP-1f i broja

neutrofila u serumu bolesnika (r=0,40; p=0,025).

Tablica 2. Povezanost ekspresije gena za interleukin-8 (IL-8), upalni protein makrofaga-1
beta (MIP-1B) i metaloproteinazu-9 (MMP-9) sa sedimentacijom eritrocita, C-reaktivnim

proteinoma, leukocitima 1 neutrofilima

Pokazatelj SE (mmHg/1h) CRP (mg/L) L (x10°/L) neutrofili (rel.%)
r 0,15 0,02 0,01 -0,05
IL-8 p 0,435 0,923 0,948 0,808
r 0,12 0,10 0,27 0,40
MIP-1pB p 0,510 0,589 0,148 0,025
r -0,17 0,00 0,16 0,07
MMP-9 p 0,415 0,989 0,455 0,759

Statisticki znacajna povezanost na temelju Spearmanovog testa korelacije
r — koeficijent korelacije

p — statisticka znacajnost

SE — sedimentacija eritrocita

L —leukociti

CRP — C-reaktivni protein

IL-8 interleukin 8

MIP-1B — makrofagni upalni ¢cimbenik 1 beta

MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9
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Analiziraju¢i medusobnu povezanost osnovnih laboratorijskih nalaza i koncentracije IL-8 1
MMP-9 u serumu bolesnika Spearmanovim testom korelacije ne nade se statistiCki
znaCajna povezanost izmedu izmedu sedimentacije eritrocita, C-reaktivnog proteina,
leukocita, neutrofila s jedne strane, odnosno MMP-9 s druge strane (tablica 3). Isto tako, ne
nade se statisticki znaCajna povezanost izmedu izmedu sedimentacije eritrocita, C-
reaktivnog proteina i neutrofila s jedne strane, odnosno IL-8 s druge strane. No, otkriva se
statisticki znacajna korelacija izmedu serunmske razine IL-8 i broja leukocita u perifernoj

cirkulaciji bolesnika (r=0,36; p=0,026).

Tablica 3. Povezanost koncentracije u serumu interleukin-8 (IL-8) i metaloproteinazu-9

(MMP-9) sa sedimentacijom eritrocita, C-reaktivnim proteinoma, leukocitima i

neutrofilima
Pokazatelj SE (mmHg/1h) CRP (mg/L) L (x10°/L) neutrofili (rel.%)
r 0,17 0,09 0,12 0,13
IL-8 p 0,301 0,582 0,475 0,425
r 0,29 -0,01 0,36 0,22
MMP-9 p 0,415 0,989 0,455 0,759

Statisticki znacajna povezanost na temelju Spearmanovog testa korelacije
r — koeficijent korelacije

p — statisticka znacajnost

SE — sedimentacija eritrocita

L —leukociti

CRP — C-reaktivni protein

IL-8 interleukin 8

MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9

U¢injenom analizom ne nade se statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji IL-8 i MMP-9 u
bolesnika koji su imali pleuralni izljev u odnosu na bolesnike bez izljeva (Mann-Whitney
test; p=0,613; p=0,726). Takoder, nije nadena statisti¢ki znacjna razlika u koncentraciji IL-
8 1 MMP-9 izmedu bolesnika koji su imali zahvacena dva ili viSe pluénih reZnjeva u
odnosu na one sa zahvacenih jednim pluénim reznjem (Mann-Whitney test; p=0,228;

p=0,403)
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SSRASPRAVA

U Klinici za infektivne bolesti «Dr. Fran Mihaljevié¢» u Zagrebu broj bolesnika s
pneumonijom iznosi izmedu 700-800, odnosno 10% od ukupnog broja hospitaliziranih.
Seroloskom obradom tih bolesnika utvrdeno da je M. pneumoniae u pravilu najceséi uzro¢nik
atipi¢nih pneumonija u nasih hospitaliziranih bolesnika. Unato¢ njenom otkri¢u pred viSe od
40 godina 1 napretku u razjasnjenju patogenetskih 1 imunoloSkih mehanizama postoji jos dosta
nepoznanica u imunopatogenetskim mehanizmima mikoplazmatske infekcije. U naSe
istrazivanje ukljucena je jedna selekcionirana skupina bolesnika koji su zbog tezine bolesti
zahtijevali bolnicko lijeCenje. Prema tome, nije zastupljen cijeli spektar mogucih respiratornih
infekcija, niti izvanpluéne manifestacije bolesti izazvane ovim uzro¢nikom, nego samo
pojedini oblici pneumonija. Rezultati stoga ne mogu posluziti za cjelovitiji klinicki 1
epidemioloski uvid o infekcijama koju uzrokuje M. pneumoniae u naSoj populaciji. Prosje¢na
zivotna dob nasih bolesnika bila je 19 godina, a raspon od 12-54 godina. Bolesnici su
hospitalizirani najces¢e petog dana bolesti. Klinicka slika u nasih bolesnika je bila blaga do
srednje teSka, Sto odgovara laboratorijskim nalazima kod prijema. Naime, bolesnici su imali
blago do umjereno ubrzanu sedimentaciju eritrocita (medijan 40 mm/1.sat, raspon 6-88),
najcesce blago povisene vrijednosti C-reaktivnog proteina (medijan 74 mg/L, raspon 18-266) i
alfa-2 globulina (11,3% rel, raspon 6,8-16,5), normalan broj leukocita (medijan 8,9x109/L,
raspon 3,9-18,6), te blagu neutrofiliju (medijan 72% rel., raspon 53-83). Rendgenska snimka
pluca registrira intersticijske upalne infiltrate u jednom (28 ili 70%), odnosno vise reznjeva
(12 ili 30%), a pleuralni izljev se boljezi u 6 ili 15% bolesnika. Na primjenjenu antibiotsku
terapiju u svih bolesnika polucio se vrlo dobar klinicki u¢inak. Tijekom hospitalizacije nisu
zabiljezene ozbiljnije komplikacije bolesti tako da su svi bolesnici otpuSteni kuéi u prvom ili
drugom tjednu bolnickog lijecenja kao izlijeceni ili poboljsani.

Dugo vremena se smatralo da je pneumonija koju uzrokuje M. pneumoniae blaga i
samoogranicavaju¢a. No, u nekim sluCajevima M. pneumoniae moze uzrokovati tesku i
fatalnu pneumoniju, nazvanu fulminantna pneumonija.”’ Varijacije u imunoloskom odgovoru
domacina, kao i bakterijski soj su odgovorni za razliCitu prezentaciju bolesti za vrijeme
infekcije uzrokovane M. pneumoniae. U veéini slucajeva fatalnih mikoplazmatskih infekcija
otkrivena je imunoloSka abnormalnost. Medutim, neki autori opisuju preosjetljivost na

mikoplazmu kao uzrokom teSke pneumonije. Tako Hayashi i sur. nalaze da se CD4 T-
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limfociti koji na sebe vezu HLA II pozitivne stanice akumuliraju u plu¢ima i aktiviraju
reakciju protutijela na antigen mikoplazme.*®

Adherencija M. pneumoniae na epitelne stanice diSnog sustava je neophodna prva stepenica u
kolonizaciji tkiva koja prethodi nastanku bolesti. Iako je adherencija bitna za pokretanje
imunoloSkog odgovora domacina na infekciju mikoplazmom, potrebni su i jo§ neki drugi
mehanizmi. Primarno mjesto M. pneumoniae infekcije je cilijarni epitel diSnog sustava koji je
prisutan i u velikim i malim diSnim putovima. Epitel diSnog sustava je znacajna strukturna i
funkcionalna granica izmedu okoliSa i imunoloskog sustava plu¢a. Kada mikoplazma dode u
donji dio diSnog sustava moze biti opsonirana komplementom ili protutijelima. Pri tom dolazi
do aktivacije makrofaga koji migriraju na mjesto infekcije 1 zapocinju fagocitozu. Uz to. visok
postotak neutrofila i limfocita je prisutan u alveolarnoj tekuc¢ini. CD4 T-limfociti, B-limfociti 1
plazma stanice infiltriraju pluca $to se rendgenski manifestira infiltratom na plu¢ima. Nakon
toga slijedi inteziviranje imunoloskog odgovora povezano s proliferacijom limfocita,
produkcijom imunoglobulina i oslobadanjem razli¢itih citokina i kemokina. Poznato je da
mikoplazma nema stani¢ni zid, tako ni LPS, pa lipoproteini umjesto LPS posjeduju upalne
aktivnosti.

Imunoloski odgovor diSnog sustava je znaCajan u prevenciji i patogenezi mikoplazmatske
infekcije. Mikoplazma inficira gornji dio diSnog sustava prije diseminacije u donji dio diSnog
sustava. Potvrdeno je da je gornji dio diSnog sustava inicijalno i glavno mjesto produkcije
protutijela nakon mikoplazmatske infekcije.'” To upuéuje na to da bi poticanje imunosti
protiv gornjeg dijela diSnog sustava smanjilo mogucnost za nastanak infekcije donjeg dijela
diSnog sustava. U jednom istrazivanju imunizacija nazalnim putem dovodi do produkcije

191 .
No, osim

mukoznih protutijela IgA klase koja Stite 1 gornji i donji dio diSnog sustava.
lokalnih IgA protutijela za zasStitu gornjeg dijela diSnog sustava potrebni su i jo§ neki drugi
mehanizmi mukozne imunosti.'”® Prilikom sistemske imunizacije imunoloski sustav gornjeg
dijela diSnog sustava odvojen je od sistemskog. Tako sistemska imunost, iako $titi organizam
od infekcije pluéa pruza malu zadtitu protiv infekcije gornjeg dijela disnog sustava.'®® To
ukazuje na razliku u imunoloSkim mehanizmima gornjeg i donjeg dijela diSnog sustava.

U donjem dijelu diSnog sustava mikoplazma najprije dolaze u interakciju s epitelnim
stanicama koji odgovaraju produkcijom razli¢itih upalnih medijatora koji onda integriraju i
lokalni 1 periferni imunoloski sustav da izazovu odgovarajuc¢i odgovor. Poznato je in vitro da
M. pneumoniae adherira na epitelne satnice i1 velikih 1 malih diSnih putova, no epitelne stanice

mogu izazvati razli¢it imunoloski odgovor vjerojatno zbog razlicitih intrizickih svojstava na

egzogene podrazaje. Kompleksna mreza interakcija izmedu mikoplazme i1 imunoloskog
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sustava domacina podrazumijeva specificne 1 nespecificne imunoloske reakcije koje inducira
mikoplazma. Specificna imunoloska obrana ukljucuje produkciju sistemskih i1 lokalnih
protutijela razliCitih klasa i stimulaciju stani¢nog imunoloSkog sustava. Pored toga
mikoplazma posjeduje Siroke nespecificne imunomodulatorne ucinke koji utjeu na
imunoloski sustav. Tako mikoplazme mogu izazvati supresiju ili poliklonsku stimulaciju B 1
T-limfocita, indukciju citokina, povecati citotoksicnost makrofaga, NK stanica 1 T-limfocita,
pojadati ekspresiju stani¢nih receptora i aktivirati sustav komplementa.'”* Imunomodulatorski
ucinak mikoplazmi na imunoloski sustav pridonosi njenim patogenim svojstvima. Novi domet
u istrazivanju mikoplazmatske infekcije je njena unutarstani¢na lokalizacija u domacinu, te
izazivanje infekcije izvan diSnog sustava. Postoje potvrde o tome da mikoplazma moze
prezivjeti u razligitim tipovima stanica i time izbjegnuti imunoloski sustav domaéina.”*'*
Ona na taj nain moze izbje¢i ili suprimirati obrambene mehanizme domacina i stvoriti
pretpostavke za kroni¢nu, odnosno perzistentnu infekciju. Smatra se da malena veliina
genoma mikoplazme omogucuje njeno unutarstani¢no egzistiranje 1 parazitiranje na
domacinu. Ako se potvrdi postojanje i intracelularne infekcije M. pneumoniae, to ¢e biti 1
odgovor na njenu sposobnost da izaziva izvanplu¢ne infekcije.

Uc¢inak mikoplazme na imunoloSki sustav takoder pridonosi patogenezi bolesti. Naime,
mikoplazmatska infekcija dovodi do trigeriranja intezivne lokalne upale, oslobadanja
solubilnih medijatora koji privlace i aktiviraju druge upalne stanice. Citokini i kemokini su
ukljueni u normalnu regulaciju svih fizioloSkih procesa. Oni su molekularni signali za
komunikaciju izmedu stanica imunoloskog sustava i sistemskih medijatora ili odgovora
domacina na infekciju. Upadljiva je njihova uloga u reguliranju i moduliranju imunoloskih i
upalnih procesa. Pluc¢a su osobito dobro regulirana imunoloSkim i upalnim procesima jer su
izlozena brojnim infektivnim uzro€nicima, kao i razli¢itim toksi¢nim plinovima. Pluca se
brane od tih Stetnih agenasa razvijanjem obrambenih mehanizama koji su regulirani
citokinima. Citokini 1 kemokini u plu¢ima jasno reguliraju pocetak 1 odrzavanje imunoloskog
1 upalnog odgovora. Oni selekcioniraju koji tip odgovora ¢e biti generiran, kao i neposredne
izvrSioce tih radnji. Citokini i kemokini su unutarstani¢na grupa koja omogucéuje upoznavanje

stani¢ne mreze s tri glavne funkcije — oni kontrolu stanica odrzavaju podjelom agenasa u

. . . v e . . .. . 194
te mora regulirati privlacenje i aktivaciju stanica.

Istrazivanja na Zzivotinjskim modelima i Covjeku ukazuju da je u obrani domacina od
mikoplazme najvazniji urodeni imunitet povezan s alveolarnim makrofagima i humoralna

imunost, a stani¢na imunost ima manji znadaj.'”> Naime, u bolesnika s T-stani¢nom
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deficijencijom pneumonija uzrokovana M. pneumoniae nije bila teSka. Isto tako, nakon
infekciju nego imunokompetentni. No, stanicna imunost igra bitnu ulogu u sprjecavanju
egzacerbacije bolesti. Bolesnici s humoralnom imunodeficijencijom isto tako nisu imali tezu
pneumoniju u akutnoj fazi. Medutim, oni mogu razviti kronicnu pneumoniju i diseminiranu
infekciju, poglavito artritis. Zaklju¢no, urodeni imunoloski sustav igra vaznu ulogu u obrani
plu¢a od mikoplazme, humoralna imunost u obrani od sistemskog Sirenja infekcije, a stani¢na
imunost u egzacerbaciji pluéne bolesti.

Mi smo u nasem istrazivanju najprije ucinili preliminarni ,,protein array” test koje nam je
izmedu 40 testiranih citokina/kemokina ukazivao na pojacanu ekspresiju gena za IL-8, MCP-1
1 MIP-1B. Stoga smo se odlucili ispitati ulogu spomenutih kemokina u imunopatogeteskim
mehanizmima mikoplazmatske pneumonije, iako je bilo kontradikornih izvjeséa o ulozi
spomenutih kemokina. Uzorke RNK iz mononuklearnih stanica bolesnika analizirali smo do
sedmog dana nakon infekcije te smo dobivene rezultate usporedili s ekspresijom gena u
rekonvalescenciji, Cetiri tjedna poslije, odnosno sa zdravom kontrolnom skupininom. U nasem
istrazivanju, u odnosu na kontrolne ispitanike, biljezi se pojaana ekspresija gena za IL-8 u
akutnom stadiju bolesti (p=0,013), a u rekonvalescenciji ekspresija je bila jo§ viSe pojacana
nego u akutnom stadiju, uz statisticku znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,001). S
druge strane, nema bitne razlike u ekspresiji gena za IL-8 akutnih bolesnika i
rekonvalescenata (p=0,220). Analiza periferne krvi otkriva povecanu koncentraciju IL-8 u
bolesnika u akutnoj fazi u odnosu na kontrolnu skupiniu (p=0,033). Razina IL-8 u
rekonvalescentnoj fazi se postupno vraca na nize vrijednosti, i dalje je viSa nego u kontrolnih
ispitanika, no bez statisticke znacajnosti (p=0,054). Nasi rezultati upucuju na to da periferni
mononukleari predstavljaju znacajan izvor IL-8 tijekom pneumonije uzrokovane M.
pneumoniae, koji onda djelovati na aktivaciju endotelnih stanica i migraciju upalnih stanica u
cirkulaciji prema mjestu oStecenja/upale. Dio IL-8 izmjerenog u cirkulaciji nasih bolesnika
dakako mogu proizvoditi i same endotelne stanice. Spearmanovim testom korelacije ne nade
se statistiCka povezanost izmedu ekspresije gena za IL-8, kao i koncentracije IL-8 u perifernoj
krvi s jedne strane, u odnosu na sedimentaciju eritrocita, broj leukocita 1 neutrofila, te
koncentraciju CRP-a, s druge strane. Isto tako, nije registrirana statisticka povezanost
ekspresije gena za IL-8, odnosno razine IL-8 u krvi u bolesnika koji imaju pleuralni izljev,
kao niti onih bolesnika koji imaju infiltrate u dva ili vise pluénih reznjeva.

Broaders i sur. ne nalazi se razlika u ekspresiji gena proupalnih citokina/kemokina, kao niti

njihovom oslobadanju iz humanih mononuklearnih stanica izmedu razlicitih podtipova M.
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pneumoniae.’” Indukcijom ekspresije proinflamatornih citokina/kemokina u kulturi humanih
epitelnih stanica tijekom infekcije M. pneumoniae registrira se pojacana produkcija IL-1p, IL-
8 1 TNF-o mRNA, dok se razina IL-6 i IFN-y mRNA ne mijenja ili je nedetektabilna.
Koncentracija IL-8 ostaje visoka tijekom prvih 24 sata infekcije nakon ¢ega njegova razina
postupno pada. Chmura 1 sur. su istrazivali signalne i transkripcijske mehanizme putem kojih
M. pneumoniae inducira ekspresiju IL-8 u humanim epitelnim stanicama. DoSli su do
saznanja da je aktivacija transkripcijskih elemenata AP-1 (od engl. activator factor-1), NF-IL6
(od engl. nuclear factor-IL6) i osobito NfkB (od engl. nuclear factor kapa B1) neophodna za
optimalnu produkciju IL-8 u membrani epitelnih stanica di$nog sustava.'”®

U jednom istrazivanju analiza uzorka periferne krvi u covjeka pokazuje visu koncentraciju IL-
8 u venoznoj, nego u arterijskoj krvi, te venska krv bolje reflektira upalni odgovor koji
generira pneumonija.'””’ U ranoj fazi mikoplazmatske infekcije dolazi do oslobadanja
solubilnih medijatora koji privlace i1 aktiviraju druge upalne stanice na mjestu upale.
Dokazano je da M. pneumoniae u kasnijoj fazi infekcije inducira produkciju
citokine/kemokina u humanim mononuklearnim stanicama periferne krvi, poglavito IL-8."'
Jedan od znacajki upale je ekstravazacija neutrofila na mjesto upale S§to olakSavaju lokalni
¢imbenici kemotaksije. IL-8 igra vaznu ulogu i snazno privlaci i aktivira neutrofile, monocite
i T-limfocite.”” Stoga se smatra da je IL-8 najvazniji ¢imbenik koji pridonosi ulasku neutrofila
tijekom bakterijske pneumonije. lako ga izlu€uju makrofagi i endotelne stanice, potvrdeno je
da ga secerniraju i epitelne stanice diSnog sustava sto ukazuje na specifi¢ni stanic¢ni, odnosno
tkivni odgovor na M. pneumoniae infekciju.'”® Yang i sur. su dokazali da je tijekom M.
pneumoniae infekcije u epitelnim stanicama dolazi do povecane ekspresije IL-8, kao 1 njegove
produkcije.”” U bolesnika s pleuralnim izljevom i fibroznim promjenama pluéa u tijeku
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mikoplazmatske infekcije potvrdena je pojacana ekspresija IL-
registrirali da epitelne stanice u nosu ne oslobadaju povisene koncentracije IL-8 i RANTES-a
nakon infekcije M. pneumoniae.'”’ S druge strane, ista skupina autora utvrdila je da
mononuklearne stanice periferne krvi u zdravih osoba inficiranih mikoplazmom oslobadaju
znacajnu koncetraciju IL-2, IL-6 i TNF-oa.

Narita i sur. su istrazivali ulogu IL-8 i TGF-B1 (od engl. transforming growth factor 1) u
djece s pneumonijom koju uzrokuje M. pneumoniae u tijeku koje se razvio pleuralni izljev.'
Uzimali su spomenute kemokine sekvencijski u uzorcima seruma svakih 4 do 7 dana, te u
pleuralnom izljevu. U uzorcima seruma 11 djece (1-15 godina) s mikoplazmatskom

infekcijom nisu nadene povisene vrijednosti IL-8 iako su neka djeca uz pneumoniju imala i

encefalitis. To ukazuje da IL-8 u sistemskoj cirkulaciji ne igra bitnu ulogu u patogenezi
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infekcije koju uzrokuje M. pneumoniae, odnosno sistemski i lokalni imunoloski odgovor se
medusobno razlikuju U uzorcima pleuralnog izljeva IL-8 je bio registriran u 9 od 11 uzoraka,
a najviSa razina je bila u djece s fibroznim promjenama koje su se mogle otkriti na
rendgenskoj snimci pluc¢a duze od cetiri tjedna. TGF-B1 je takoder bio otkriven u pleuralnoj
tekucini, no razina nije bila u korelaciji s promjenama na plu¢ima i bila je niza nego u serumu.
Naime, IL-8 se specificno moze producirati u plu¢ima i igrati vaznu ulogu u patomehanizmu
trajnih fibroznih promjena u plué¢ima i posljediéno intraluminalnoj organizaciji.'*® Patoloske
promjene pneumonije koju uzrokuje M. pneumoniae su karakterizirane infiltracijom
mononuklearnih stanica na mjesto upale. Rollins i sur. su otkrili da se infiltracija bronhiola
sastoji uglavnom od plazma stanica i limfocita dok se u alevolama nalaze pretezno

18 Uloga IL-8, neutrofilnog kemokina, je osobito interesantna u

polimorfonuklearni leukociti.
tijeku mikoplazmatske pneumonije obzirom da na mjestu upale dominira infiltracija
mononuklearima, iako se registriraju i polimorfonuklearni leukociti u BAL-u i
intraalveolarnom eksudatu tijekom infekcije. To nam jasno sugerira da je IL-8 ukljucen u
patomehanizme pneumonije uzrokovane M. pneumoniae.

Ekspresija gena za CMP-1 bila je snizena u vec¢ine nasih bolesnika u akutnoj fazi bolesti, kao i
u rekonvalescenciji. Slican rezultat ekspresije je zabiljezen o kontrolnih ispitanika.
Koncentracija MCP-1 u perifernoj krvi je znacajno viSa u kontrolnoj skupini nego u akutnoj
stadiju bolesti dok u rekonvalescenciji postupno raste razina MCP-1.

Ekspresija gena za MIP-1B bila je znacajno povecana u akutnih bolesnika u odnosu na
kontrolnu skupinu. U rekonvalescencioji dolazi do postupnog smanjenja ekspresije, no
vrijednosti su jo$ uvijek statisticki znacajno viSe nego u kontrolnih ispitanika. Koncentracija
MIP-1B se bitno ne razlikuje izmedu isptivanih bolesnika u akutnoj fazi bolesti i
rekonvalescenciji, odnosno kontrolne skupine. Spearmanovim test korelacije nalazi se
statistiCki znaCajna korelacija iznedu genske ekspresije MIP-1f na mononuklearnim
stanicama s jedne strane i postotka neutrofila u serumu bolesnika s druge strane.

MCP-1, poznato je da uz jo$ neke kemokine igra vaznu ulogu u transportu monocita u alveole
tijekom pneumonije.'® Jedan od vaznih proizvodaéa MCP-1 su endotelne stanice, a MCP-1
snazno kemotaksijski djeluje na migraciju monocita/makrofaga, memorijskih T-stanica i
dendriti¢kih stanica.'” Do sada nisu opisana istraZivanja o ulozi MCP-1 i MIP-1p u
pneumoniji koju uzrokuje M. pneumoniae u Covjeka. Postoji tek nekoliko studija na miSeva
koja govore mogucoj ulozi tih kemokina u patogenezi mikoplazmatske infekcije. Hardy i sur.
nalaze povisene vrijednosti MCP-1 u BAL-u miSeva nakon eksperimentalne infekcije M.

pneumoniae.'” Rios i sur. otkrivaju povisene koncentracije IL-8 i MCP-1, uz jo§ neke druge
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kemokine, u BAL-u BALB miSeva nakon eksperimentalne M. pneumoniae infekcije.””® U
miSeva koji su bili tretirani cethromycinom koncentracija kemokina je bila znacajno snizena
od cetvrtog dana terapije. U radu Jonesa i sur. opisuje se pojacana ekspresija MIP-1a, MIP-
1B, MCP-1, ali ne i RANTES-a u miSeva inficiranim M. pulmonis."”® Analizirajuéi nase
dobivene rezultate razine MCP-1 u nasih bolesnika, potrebni bi bili dodatni in vitro 1 ex vivo
pokusi da bi se shvatilo, radi 1i se o smanjenju produkcije kao rezultatu mehanizama obrane
organizma od migracije zaraznih stanica ili samog imunomodulatornog djelovanja
mikoplazmi. S druge strane, ostaje upitno na kojoj je razini doslo do pojacane ekspresije MIP-
1B. Moguca je autokrina uloga MIP-1 na monocitno/makrofagnu komponentu u perifernim
mononuklearima. Poznato je MIP-1B produciraju brojne vrste stanice, poglavito makrofagi i
limfociti, a njegova bita uloga je kemotaksija T-limfocita iz cirkulacije na mjesto upale.
Pozitivna korelacija s postotkom neutrofila u perifernoj krvi sugerira najvjerojatniju ulogu u
privlaéenju mononuklearnih stanica u plu¢a i smanjenju njihova broja u perifernoj cirkulaciji i
time povecanju udjela neutrofila u ukupnom broju leukocita.

Pneumonija je karakterizirana masivnim ulaskom neutrofila na mjesto upale koji dovode do
ostecenja tkiva plu¢a. U tim procesima MMP oslobodenje iz neutrofila igraju znac¢ajnu ulogu.
U fizioloskim uvjetima leukociti se nalaze u vaskularnom sustavu plu¢a. Tijekom pneumonije
oni ulaze u alveolarne prostore 1 izluCuju razliite enzime koji su pothranjeni u granulama i
vezikulama, ukljuéujuéi i MMP.** Oslobodenje MMP mogu olaksati migraciju neutrofila i
limfocita u alveolarne prostore gdje pored njih i neki sastojci leukocitnih granula i reaktivni
kisikovi radikali mogu pokazati svoju antimikrobijalnu funkciju. Gelatinaze (MMP-2, MMP-
9) su od osobitog znacaja u upalnim bolestima plu¢a zbog njihovog djelovanja na pojedine
komponente bazalne membrane koja onda diktira migraciju razliitih populacija limfocita,

kao §to su T-limfociti i neutrofili.?!

Potvrdeno da neutrofili izlucuju uglavnom MMP-8 i
MMP-9, te razina tih MMP-a kolerira s tezinom klinicke i postotkom neutrofila u BAL-u
bolesnika s pneumonijom (Hartog). Uz to izvor MMP-9 u diSnim putovima mogu biti
magrofagi, eozinofili, a neki autori navode da su i T-limfociti znagajan izvor MMP-9. %>

Analiziraju¢i ekspresiju gena u naSih ispitanika nije se u nijednom uzorku registrirala
ekspresija gena za MMP-2. Mala je vjerojatnost da radi o lazno negativnim rezultatima buduci
da se radilo precizno po uputama proizvodaca, a koji su uz to nakon prvih negativnih rezultata
1 usmeno konzultirani. Stoga mozemo zakljuciti da tijekom upale plu¢a uzrokovane M.
pneumoniae ne dolazi do ekspresije gena za MMP-2. Isto tako, analiza koncentracije MMP-2

u serumu mjerene ELISA metodom otkriva njene nize vrijednosti u bolesnika u akutnoj fazi u

odnosu na kontrolnu skupinu. U rekonvalescenciji dolazi do postupnog porasta razine MMP-2
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1 dosize vrijednosti viSe nego u kontrolnoj skupini, no bez statisticke znacajnosti. S druge
strane, biljezi se pojacana ekspresija MMP-9 u bolesnika u akutnoj fazi bolesti u odnosu na
kontrolnu skupinu uz statisticku znacajnost. U rekonvalescenciji dolazi do smanjenja
ekspresije MMP-9 tako da se ne razlikuje od kontrolnih ispitanika. Koncentracija MMP-9
mjerene ELISA metodom u serumu akutnih bolesnika visa je u odnosu na kontrolnu skupinu,
a u rekonvalescenciji dolazi do pada razine MMP-9, no ona je jo$ uvijek viSa nego u
kontrolnih ispitanika. Nasi rezultati jasno pokazuju da MMP-9 ima ulogu tijekom akutne faze
bolesti u nasih bolesnika, ali 1 da je njezino djelovanje relativno kratko. Iako su po strukturi
MMP i MMP-9 vrlo sli¢ne, te u nekim procesima djeluju sinergistic¢ki, u nasih bolesnika smo
naSli znacajno snizene serumske razine MMP-2 u akutnoj fazi bolesti, slicno kao 1 kod
vrijednosti MCP-1. To snizenje je takoder kratko trajalo u akutnoj fazi bolesti, da bi se u fazi
rekonvalescencije vratilo na razinu MMP-2 izmjerenu u zdravih kontrola. Razli¢ite molekule
(npr. trombin) mogu utjecati na snizenje razine MMP-2. Daljnja istrazivanja su potrebna da bi
se potvrdilo koji su mehanizmi sniZzenja vrijednosti MMP-2 u naSih bolesnika. Spearmanov
test korelacije ne otkriva statisticku znacajnu povezanost genske ekspresije MMP-9 na
mononuklearnim stanicama sa sedimentacijom eritrocita, C-reaktivnim proteinom, brojem
leukocita i neutrofila. Medutim, registrira se statisticki znacajna korelacija izmedu serumske
razine MMP-9 1 broja lueukocita u perifernoj cirkulaciji.

MMP su regulirane na viSe razina: genskom ekspresijom i sekrecijom proteina, aktivacijom

latentne forme MMP-a i inhibicijom aktivirane MMP-a.'*

Uobicajeno, ne postoji ekspresija
metaloproteinaza u normalnom zdravom tkivu. Za razliku od toga, njihova ekspresija se moze
otkriti u mnogim bolesnim tkivima, kao 1 onima koji su prosli procese ozdravljenja.
Eekspresija metaloproteinaza varira izmedu tkiva, bolesti i upalnih stanja, a ekspresiju im
poticu aktivirane stanice. MMP se izlucuju u inaktivnoj formi proenzima te se same aktiviraju
ili ih aktiviraju drugi proteoliticki enzimi na mjestu sekrecije Sto rezultira u degradaciji ECM.
Tijekom pneumonje dolazi do destrukcije ECM koji moze biti uzrokovan intezivhom
aktivno§¢u MMP-a. Isto tako dolazi do masovnom ulaska neutrofila na mjesto upale koji isto
tako u teZoj pneumoniji oStecuju tkivo.

Poznata je uloga MMP u migraciji T-limfocita preko struktura bazalne membrane. Leppert i
sur. opisuju da in vitro da ekspresija MMP-2 i MMP-9 u T-limfocitima tijekom migracije
preko bazalne membrane jednaka.””’ Dok je ekspresija MMP-2 inducibilna, MMP-9 je
konstitutivna. Jedno drugo istrazivanje pokazuju da je ekspresija MMP-2 i MMP-9 u T-
limfocitima ovisna o aktivaciji nakon izlaganja kemotaksijskim faktorima ili citokinima, te da

adhezija posredovana integrinom inducira ekspresiju MMP-2.2%
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Aktivnost MMP-2 i MMP-9 u malim koli¢inama prisutna je u uzorcima donjeg dijela diSnog

, o o . 0 159
sustava u zdrave djece, a znatno vise u razli¢itim bolestima pluca.

U normalnim plu¢ima
pod razli¢itim vrstama stimulacije MMP-9 produciraju epitelne stanice bronha, klara stanice,
pneumociti tipa II, fibroblasti, glatke miSi¢ne stanice i endotelne stanice. Uz to u plu¢ima
leukociti mogu biti izvor MMP-9. Njena uloga u plu¢ima je najvecim dijelom nepoznata.
Poznato je da izaziva migraciju bazalnih stanica i epitelnih stanica nakon oSteCenja traheje.
MMP-2 i MMP-9 kao supstrat preferiraju tip IV kolagena, laminin i fibronektin koji su

znacajni sastojci bazalnih membrana.*®*

Budu¢i da cijepa kolagen tip IV, moze biti uklju¢ena
u migraciju epitelnih stanica duz i preko bazalne membrane. Aktivnost MMP-2 i MMP-9 je
poja¢ana u di$nim putovima miSeva inficiranih M. pulmonis.'” Porijeklo MMP-2 je endogeno
1 potjece iz epitelnih stanica, dok ve¢ina MMP-9 je egzogenog porijekla, od infiltriraju¢ih
neutrofila. Osim toga mala koli¢ina MMP-9 potjece od bazalnih membrana krvnih zila ili
drugih stanica.

Hartog 1 sur. su istrazivali koncentraciju MMP-8, MMP-9 i TIMP-1 u BAL-u i plazmi
bolesnika s pneumonijom.'”” Razina MMP-8 i MMP-9 je bila 13 puta viia nego u zdravih
ispitanika, a u plazmi je MMP-8 bila 12, a MMP.9 ¢etiri puta poviSena u odnosu na kontrolu.
Rezultat istrazivanja sugerira da su neutrofili glavni izvor MMP-8 i MMP-9 s razlikama u
odnosu na lokaciju neutrofila. Bazalno oslobadanje MMP u pluénim neutrofilima je znatno
vece nego onih iz periferije. Nakon stimulacije pluéni neutrofili ne oslobadaju visSe MMP, za
razliku onih u perifernoj krvi §to sugerira da su pluéni neutrofili ve¢ aktivirani.

Yang i sur. su usporedivali koncentracije i aktivnost MMP-2 i MMP-9 u bolesnika s

pneumonijom iz opée populacije.'®

Aktivnost 1 razina MMP-2 se ne razlikuje signifikannto
izmedu bolesnika 1 kontrolne skupine. S druge strane, aktivnost i koncentracija MMP-9 u
bolesnika s pneumonijom je statisticko znacajno veca nego kontrolne skupine. Analiza
linearnom regresijom nalazi da razina MMP-9 kolerira s brojem leukocita u bolesnika s
pneumonijom prije lijeenja, kao i1 brojem neutrofila prije i poslije lijeCenja, ali ne i s brojem
limfocita 1 monocita. I u nasih bolesnika se registrira korelacija broja leukocita i razine
MMP-9 u serumu bolesnika.

Zakljucno, za M. pneumoniae bi se moglo re¢i da izaziva sve veci interes istrazivaca zbog
svojeg potencijala izvanpluéne diseminacije. Mnogo napora je ulozeno da se rasvjetli
mehanizam mikoplazmatske patogeneze i1 veliki broj istrazivanja sugerira da citokini,
kemokini, metaloproteinaze, kao i jo§ neki drugi medijatori upale koji se izluuju od velikog

broja razli¢itih stanica tijekom infekcije igraju srediSnju ulogu u tome. Dosadasnja

istrazivanja su potvrdila da M. pneumoniae moze inducirati razlicite citokine i1 kemokine u
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bilo kojoj fazi infekcije. U ranoj fazi infekcije oni poti¢u migraciju imunoloskih stanica na
mjesto infekcije. Kolagenaze u tome isto tako igraju vaznu ulogu tako da degradacijom
komponenata ECM, poglavito bazalnih membrana olakSava stanicama imunoloskog sustava
daljnju migraciju.

Iz navedenih rezultata mozemo =zakljuciti kako IL-8, MIP-1B i MMP-9 sudjeluju u
imunopatogenetskim promjenama tijekom pneumonije koju uzrokuje M. prneumoniae.
Medutim, vazno je naznaciti da kemokini, kao i metaloproteinaze tvore vrlo kompleksnu
stani¢nu mrezu koja izvrSava brojne funkcije, a koje ne ovise samo o interakciji izmedu
razli¢itih upalnih medijatora, nego i o mikrookolini. Stoga, koli¢ina i priroda kemokina i
metaloproteinaze, njihove ciljne stanice, priroda aktivirajuéeg signala, vrijeme, njihov slijed
djelovanja, kao i eksperimentalni model mogu imati u€inka na rezultat specificnog kemokina,
odnosno metaloproteinaze. Isto tako, razlike u tipovima stanica i animalnim modelima mogu
dijelom objasniti razliku u profilu kemokina i metaloproteinaza koje je inducirala M.
pneumoniae. U radu s ljudima, vece varijacije kao §to su, dob, spol, prehrana, zdravstveno
stanje, zivotni stil 1 faktori okoliSa mogu utjecati na dobivene rezultate. lako je mreza
citokina, kao 1 metaloproteinaza kompleksna, napredak nauke i sistematska istrazivanja nam
omogucuje bolje poznavanje cjelokupne mreze i u velikoj mjeri poboljSava naSe

razumijevanje imunoloskog odgovora domacina na infekciju uzrokovanu M. pneumoniae.
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6.ZAKLJUCCI

Na osnovu provedenih klinickih i imunopatogenetskih istrazivanja u bolesnika s upalom

pluca koju uzrokuje M. pneumoniae, moze se utvrditi slijedece:

— Nasi bolesnici su bili uglavnom mlade dobi, tezina klinicke slike je bila blaga do
srednje teska, a nisu zabiljeZzene komplikacije tijekom lijecenja.

— Potvrdena je znacajna uloga IL-8 u imunopatogenezi pneumonije uzrokovane M.
pneumonaie, a po prvi put je pokazana znacajno poviSena ekspresija na razini
perifernih  mnonukleara, kao 1 serumu bolesnika, kako u akutnoj, tako i u
rekonvalescentnoj fazi bolesti.

— lako je ekspresija gena za MIP-1B bila znacajno pojaana u bolesnika u akutnoj 1
rekonvalescentnoj fazi bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu s dinamikom pada prema
kraju bolesti, nije detektirana znacajna razina ovog kemokina u serumu bolesnika.

— Genska ekspresija MIP-1B bila je u korelaciji s brojem neutrofila u perifernoj
cirkulaciji bolesnika.

— Zanimljivo je da je serumska razina MCP-1 bila znacajno snizena u akutnoj fazi
bolesti.

— Po prvi put smo pokazali u klinickoj studiji da metaloproteinaze imaju ulogu u
imunopatogenezi pneumonija koje uzrokuje M. pneumoniae.

— Vrijednosti MMP-9 su bile kratko poviSene u akutnoj fazi bolesti s normalizacijom u
fazi rekonvalescencije, dok nasuprot tomu, za MMP-2 nalazimo snizene serumske
razine u akutnoj fazi bolesti, s povratkom na normalne vrijednosti u fazi
rekonvalesencije.

— Registrirana je korelacija izmedu serumske razine MMP-9 i broja leukocita u perifenoj
cirkulaciji.

— Iako nisu nadene korelacije imunoloskih parametara s nekim drugim laboratorijskim
nalazom ili klinickim pokazateljom, moguce da bi jo§ neke korelacije bile pokazane u
bolesnika s tezim oblikom bolesti, te u ve¢oj skupini ispitanika.

— Iz na$ih istraZivanja je jasno da analizirani kemokini i metaloproteinaze imaju vaznu
ulogu u imunopatogenezi pneumonija koje uzrokuje M. pneumoniae. Jasno je pri tome

da znaCajan izvor ovih molekula u perifernoj cirkulaciji predstavljaju periferni
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mononukleari, no indirektno mozemo zakljuciti da bi vazan izvor mogle imati u prvom
redu endotelne stanice, a moguce i neke druge molekule.

Vecina dosadaSnjih istrazivanja fokusirana su na lokalne imunoreakcije u plu¢ima.
NaSe istrazivanje jasno pokazuje znafajne promjene 1 vaznost kemokina 1
metaloproteinaza u perifernoj cirkulaciji i imuoreakcijama vaznim za regrutaciju
stanica i druge vazne imunoreakcije.

Daljnja ex vivo i in vitro istrazivanja s humanim stanicama su potrebna da bi se
odredila uloga pojedinih ispitivanih molekula u imunopatogenzi pneumonija koje

uzrokuje M. pneumoniae.
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7.SAZETAK

Ovaj rad obuhvaca rezultate uloge beta kemokina i metaloproteinaza u imunopatogenezi
pneumonije koju uzrokuje mikoplazma pneumonije. Svi bolesnici ukljuceni u istrazivanje
lije€eni su u Klinici za infektivne bolesti (KIB) «Dr. Fran Mihaljevi¢» u Zagrebu. U
ispitivanje je ukupno uklju¢eno 40 bolesnika muskog spola s atipicnom pneumonijom koju
je uzrokovala mikoplazma pneumonije. Klinicka dijagnoza pneumonije iz opée populacije
definirana je akutnim pocetkom s povisSenom temperaturom i rendgenskom potvrdom
pluénog infiltrata. EtioloSka dijagnoza bolesti potvrdena je seroloSkim testiranjem.
Kontrolna skupina obuhvaca 20 zdravih muskih ispitanika slicne dobi kao bolesnici.
Prosje¢na zivotna dob nasih bolesnika bila je 19 godina. Bolesnici su hospitalizirani
najcesce petog dana bolesti. Klinicka slika u nasih bolesnika je bila blaga do srednje teska,
Sto odgovara laboratorijskim nalazima kod prijema. Rendgenska snimka pluc¢a registrira
intersticijske upalne infiltrate u jednom (28 ili 70%), odnosno vise reznjeva (12 ili 30%), a
pleuralni izljev se biljezi u 6 ili 15% bolesnika. Na primjenjenu antibiotsku terapiju u svih
bolesnika polucio se vrlo dobar klini¢ki uc¢inak. Tijekom hospitalizacije nisu zabiljezene
ozbiljnije komplikacije bolesti.

Niti u jednom od ispitivanih uzoraka bolesnika, kao niti kontrolne skupine nije se
registrirala ekspresija gena za MMP-2. U 31 bolesnika u akutbnom stadiju bolesti, 30
rekonvalescenata, odnosno 19 kontrolnih ispitanika biljezi se ekspresija gena za IL-8,
MCP-1, MIP-18 1 MMP-9. Ekspresija gena za MCP-1 bila je smanjena u vecine bolesnika i
nije se bitno razlikovala izmedu naSih bolesnika i kontrolne skupine. Ekspresija gena za
IL-8 bila je statisticki znacajno povisSena u bolesnika u akutnoj fazi bolesti i
rekonvalescenciji u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann-Whitney test; p=0,013; p=0,001).
Isto tako, espresija gena za MIP-1 bila je statisticki znacCajno poviSena u bolesnika u
akutnoj fazi bolesti i rekonvalescenciji u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann-Whitney
test; p<0,001; p=0,001). Ekspresija gena za MMP-9 bila je statisticki znacajno povisena u
akutnoj fazi bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu i1 rekonvalescente (Mann-Whitney;
p=0,001; p=0,016).

Spearmanovim testom korelacije u naSih bolesnika nade se znaCajna korelacija izmedu
genske ekspresije MIP-1p i broja neutrofila u perifernoj cirkulaciji.

Koncentracija IL-8, MCP-1, MIP-1, MMP-2 i MMP-9 u serumu ucinjena je u 39

bolesnika u akutnoj fazi bolesti, 36 rekonvalescenata 1 12 kontrolnih ispitanika.
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Analizirajuéi razinu ispitivanih kemokina i metaloproteinaza registrira se statisticki viSa
razina IL-8 u bolesnika u akutnoj fazi u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann-Whitney test;
p=0,033). Isto tako, razina MMP-9 bila je viSa u odnosu na kontrolne ispitanike, no bez
statisticke znacajnosti (Mann-Whitney test; p=0,062). Vrijednosti MCP-1 i MMP-2 su u
akutnih bolesnika bile statisticke znacajno niZze nego u kontrolnoj skupini (Mann-Whitney
test; p=0,012; p=0,001) dok se razina MIP-1p nije bitno razlikovala izmedu bolesnika i
zdravih ispitanika.

Spearmanovim testom korelacije nade se statisticka znacajna korelacija izmedu broja
leukocita u perifernoj cirkulaciji i serumske razine IL-8 u naSih bolesnika. Nije se nasla
statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji IL-8 1 MMP-9 u bolesnika koji su imali pleuralni
izljev (Mann-Whitney test; p=0,613; p=0,726). Takoder nije nadena statisti¢ki znacjna
razlika u koncentraciji IL-8 i MMP-9 izmedu bolesnika koji su imali zahvacena dva ili vise
pluénih reznjeva (Mann-Whitney test; p=0,228; p=0,403).

Ovi rezultati mogli bi pridonijeti daljnjim istrazivanjima koja bi trebala objasniti
imunopatogenetske mehanizme koji stoje u pozadini pneumonije uzrokovane

mikoplazmom pneumonije.
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8. SUMMARY

The results of research on the role of beta-chemokines and metalloproteinases in the
immunopathogenesis of pneumonia caused by mycoplasma pneumoniae are presented in
the dissertation. All patients included in the research were treated at the University
Hospital for Infectious Diseases "Dr Fran Mihaljevic" in Zagreb. A total of 40 male
patients with atypical pneumonia caused by mycoplasma pneumoniae were included in this
research. Clinical diagnosis of community acquired pneumonia was defined as acute
infection with increased temperature and roentgenological finding of pulmonary infiltrate.
Etiological diagnosis of disease was confirmed with serological testing. A control group
included 20 healthy male examinees of similar age as the patients.

The average age of our patients was 19 years. The patients were most commonly
hospitalized on the fifth day of illness. Clinical presentation of disease was mild up to
moderately severe, in accordance with laboratory results on admission. Chest X-ray
recorded interstitial inflammatory infiltrates in one (28 or 70%), or multiple lobes (12 or
30%), and pleural effusion was recorded in 6 or 15% of patients. Favorable clinical
response to administered antibiotic therapy was recorded in all patients. More severe
disease complications were not recorded during hospitalization.

MMP-2 gene expression was not recorded in any sample obtained from patients, nor from
the control group of examinees. In 31 patients with acute stage of disease, 30
reconvalescents, i.e. 19 control examinees we recorded gene expression of IL-8, MCP-1,
MIP-1B and MMP-9. MCP-1 gene expression was decreased in the majority of patients and
did not significantly differ between the patients and the control group. IL-8 gene
expression statistically significantly increased in patients in the acute phase of disease and
during reconvalescence compared to the control group (Mann-Whitney test; p=0,013;
p=0,001). Similarly, gene expression of MIP-1f3 was statistically significantly increased in
patients in the acute phase of disease and in reconvalescence compared to control group
(Mann-Whitney test; p<0,001; p=0,001). MMP-9 gene expression was statistically
significantly increased in the acute phase of illness compared to control group and
reconvalescents (Mann-Whitney; p=0,001; p=0,016).

Spearman'’s correlation test in our patients showed correlation between gene expression of

MIP-1p and neutrophils count in peripheral circulation.
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The concentration of IL-8, MCP-1, MIP-13, MMP-2 and MMP-9 was measured in the
serum of 30 patients in the acute phase of disease, 36 reconvalescents and 12 control
examinees. By analyzing the level of examined chemokines and metalloproteinases, we
recorded a statistically higher level of IL-8 in patients in the acute phase of illness than
among those in the control group (Mann-Whitney test; p=0,033). Similarly, the level of
MMP-9 was higher compared to control examinees, but without statistical significance
(Mann-Whitney test; p=0,062). The levels of MCP-1 and MMP-2 in acute patients were
statistically significantly lower than in the control group of patients (Mann-Whitney test;
p=0,012; p=0,001) while the level of MIP-1p did not significantly differed between the
patients and healthy examinees.

Spearman'’s correlation test showed statistical significance correlation between leukocytes
count in peripheral circulation and IL-8 levels in the patients's sera. No statistically
significant difference was found in IL-8 and MMP-9 concentration in patients with pleural
effusion (Mann-Whitney test; p=0,613; p=0,726). Also, no statistically significant
difference was detected in IL-8 and MMP-9 concentration between patients with two or
more pulmonary lobes affected (Mann-Whitney test; p=0,228; p=0,403).

These results could contribute to further research that should explain immunopathogenic

mechanisms in pneumonia caused by mycoplasma pneumoniae.
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