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1. UVOD

1. 1. ASEPTICNI MENINGITIS

Asepti¢ni meningitis (AM) je definiran kao febrilna bolest s kliniCkim znakovima
iritacije leptomeningi, a iako je naj¢eS¢e uzrokovan virusima, ukljuCuje sve tipove
meningitisa s negativnim bakterioloskim kulturama cerebrospinalnog likvora (CSL) u
bolesnika koji nisu prethodno primali antibiotike i koji nemaju pridruzeni neuroloSki
deficit.1234 Wallgren je jo§ 1925. godine opisao sindrom AM i tada postavio
dijagnosticke kriterije: (1) akutni pocCetak bolesti s jasno prisutnim simptomima
meningealnog podrazaja; (2) pleocitoza u CSL-u; (3) negativna bakterioloSka kultura
CSL-a; (4) kratko trajanje i benigni tijek bolesti i (5) odsutnost lokalnih
parameningealnih infekcija (otitis, sinuitis) ili generalizirane bolesti u kojoj se
meningitis razvija kao sekundarna manifestacija.?® lako moze biti uzrokovan brojnim
virusima, AM je danas naj¢esc¢e posljedica infekcije tzv. non-polio enterovirusima
(NPEV).167

1.1.1. Asepti€ni meningitis uzrokovan non-polio enterovirusima

NPEV su mali, neinkapsulirani virusi promjera oko 30 nm, kojima je genetski materijal
jednostruka, pozitivho orijentirana ribonukleinska kiselina (RNK), a pripadaju porodici
Picornaviridae.®® 1zvorno su podijeljeni u 4 podgrupe: Coxsackie A (serotipovi 1-24),
Coxsackie B (serotipovi 1-6), Echovirusi (1-34) i tzv. ostale Enteroviruse (Enterovirusi
A-J, te Rhinovirusi A-C). 10 Prema najnovijoj klasifikaciji (iz 2013.g.) prijasnji naziv
Humani enterovirusi (HeV) je promijenjen u Enterovirusi (EV) te su podijeljeni u 4
grupe; EV A (25 serotipa), EV B (61 serotip), EV C (23 serotipa), EV D (5
serotipova).* Neurovirulenciju pokazuju samo neki NPEV; echovirusi (E 4, E5, E 6, E
7,E9, E 11, E 13, E 18, E 30) i coxsackievirusi (CV A9, CV B2, CV B4, CV B5).411
Od svih AM u djecjoj dobi kojima se uspije utvrditi etiologija, 85-95% uzrokovano je
NPEV, i to najCeSce serotipovima Coxackie A9, B5 i B1 te echovirusima 6, 9, 13, 18 i
30.1 NPEV su endemi¢ni u svim krajevima svijeta. U umjerenom klimatskom

podrucju, bolesti koje izazivaju NPEV, pa tako i AM, najCeSce se javljaju u toplijem



dijelu godine, tijekom ljeta i rane jeseni (od srpnja do listopada) i to sporadi¢no ili u
obliku manijih i vecih epidemija. U poCetku epidemija kliniCke slike bolesti su teZe, no
s vremenom se stvara kolektivni imunitet populacije te se bolest prezentira lakSim
tijiekom.1? Za izdvojiti su enterovirusne epidemije uzrokovane enterovirusom 71
(EV71) u Europi (Bugarska 1975., Madarska 1978.) te u posljednjih desetak godina u
zemljama Azije i Pacifika, obiljezene brojnim kronicnim sekvelama i smrtnim
ishodima.'3'4 Tezina i ucestalost infekcije ne ovise samo o socioekonomskom
statusu, godisnjem dobu ili klimatskim uvjetima, ve¢ i o karakteristikama oboljele
osobe.*?1415 | judi su jedini poznati rezervoari EV, a prijenos je uglavnom fekooralnim
te, znacCajno rjede, kapljicnim putem. Inkubacija bolesti traje od dva dana do dva
tiedna, najCeS¢e 3 do 5 dana. lako se dio replikacije virusa odvija u epitelu
nazofarinksa i lokalnim limfnim ¢&vorovima, najveéi se dio infekcijskog inokuluma
proguta. Kako su NPEV acidorezistentni mikroorganizmi, oni prolaze ZeluCanu
barijeru i dospijevaju u crijevo.! PreSavsi enterocitnu barijeru dolaze do Peyerovih
plo¢a gdje se pocinje odvijati znacajna virusna replikacija. Posljedica replikacije je
primarna viremija kojom virus dolazi u sekundarna sijela ukljuujuci sredisnji ziv€ani
sustav (SZS), srce, pluéa i jetru. Slijedi lokalno umnaZanje virusa praéeno
intenzivnijom i dugotrajnijom sekundarnom viremijom, tijekom koje su kod oboljeloga
prisutni i klinicki simptomi bolesti organa.l81¢ Infekcija SZS-a uzrokovana NPEV
moze nastati tijekom primarne, ali i tijekom sekundarne viremije, filtracijom kroz
kapilarni zid, ali i prijelazom inficiranih mononukleara kroz krvno-likvorsku barijeru
(KLB), odnosno krvno-mozdanu barijeru (KMB).2'" Imunost kod EV je tipno
specifiCna. Specificna se protutijela u serumu bolesnika mogu detektirati ve¢ dan
nakon pojave klini¢kih simptoma bolesti, a koncentracija protutijela nije povezana s
teZinom bolesti.1*17 AM je najéescéa klinicka manifestacija EV infekcije SZS-a.287 Od
AM uzrokovanog NPEV obolijevaju najéesce dojencad, osobito mlada od 3 mjeseca
i djeca predskolske dobi i rane $kolske dobi (5-10 godina).'81® NPEV (CV B2-5; E 4,
ES5 EG6,E7,E9 E11, E 13, E 16, E 18, E 30; EV 70, EV 71) su najces¢i (>90%)
uzrocnici AM, dok su ostale neuroloSke manifestacije u  obliku
meningoencefalomijelitisa, = mlohave  klijenuti,  Guillain-Barréova  sindroma,
transverzalnog mijelitisa i rombencefalitisa, ataksije i benigne kranijalne hipertenzije
najée$ce uzrokovane EV 71.14 AM uzrokovan NPEV u pravilu je blaga bolest.2?0

Znaci afekcije SZS-a mogu u mlade djece, osobito dojendéadi, biti i posve odsutni pa
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se upala leptomeningi otkrije slucajno tijekom kliniCko-laboratorijske evaluacije
djeteta s akutno nastalim febrilitetom bez vodecega simptoma, ili pak u sklopu
obrade febrilnoga djeteta s osipom.?! Pocetak je bolesti nagao s umjereno poviS§enom
tielesnom temperaturom, a u ¢ak 25% bolesnika vruéica nije prisutna.® U tipi¢nom
slucaju AM, temperaturna krivulja ima bifazi¢ni obrazac, tj. AM, prethodi kratkotrajna,
tzv. «mala bolest» u kojoj takoder postoji blago poviSenje tjelesne temperature
praéeno nespecificnim simptomima.?? U 25% oboljelih javljaju se proljev ili osip, dok
su kod 15% oboljelih prisutni i respiratorni simptomi (rinitis, konjuktivitis, a u mlade
dojencadi i upala srednjeg uha).?° Iritabilnost i odbijanje hrane najées¢i su simptomi
AM u dojencadi i male djece, dok se starija djeca zZale na glavobolju i fotofobiju.
Zakocenost vrata kao klini¢ki znak javlja se u djece starije od 2 godine.®2! Klinicki
simptomi AM uzrokovanoga NPEV iS€ezavaju unutar tjiedan dana od pocetka bolesti,
s tim da vecina bolesnika boluje i znatno krace.?®> Oko 10% djece oboljele od AM
moze razviti komplikacije bolesti u obliku sloZenih i jednostavnih konvulzivnih
napada, poviSenog intrakranijskog tlaka (napeta i izboCena fontanela, povraéanje,
somnolencija), sindroma neprikladne sekrecije antidiuretskog hormona ili kome.2%.24
Neovisno o tijeku bolesti i moguéim komplikacijama, prognoza AM je povoljna, te
bolest izvan novorodenacke dobi ne ostavlja trajnih neurologkih sekvela.?526 Cak i
bolesnici koji obolijevaju od fokalnog encefalitisa ozdrave bez posljedica. 1znimku
predstavlja rombencefalitis, bolest uzrokovana EV71, koja mozZe zavrsiti letalno.?®
lako infekcija NPEV kod starije djece uglavnom prolazi spontano kao blaga bolest,
perinatalno steCena infekcija kod novorodenadi moze uzrokovati teSke infekcije u
obliku meningitisa, encefalitisa ili generalizirane bolesti novorodenceta.?’ Klinicka
slika enterovirusnog meningitisa se kod novorodencadi prezentira simptomima koji
nalikuju na simptome neonatalne sepse te je EV infekcija u toj dobi jedan od
diferencijalnodijagnosti¢kih izazova. U slu€aju razvoja meningoencefalitickog oblika
bolesti javljaju se poremecaj svijesti, konvulzije i Zari$ni neurolo$ki ispadi.?*2’
Dijagnosticki pristup kod sindroma AM fokusira se na identifikaciji stanja ili
patogena koji zahtijevaju specificnu terapiju. Dijagnoza AM uzrokovanoga NPEV
postavlja se pretragom CSL-a.2 U viSe od polovice bolesnika u kojih se lumbalna
punkcija (LP) ucini unutar prvih 48 sati bolesti, u CSL-u postoji predominacija
neutrofilnih granulocita.?® lako su u pojedinih bolesnika zabiljeZzene pleocitoze i od
nekoliko tisu¢a stanica, u oko 80% bolesnika pleocitoza ne prelazi 500 leukocita u

jednom mm3.82! Rutinski biokemijski nalazi likvora, tj. koncentracija bjelancevina i
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glukoze u vecCine su bolesnika uredni. Kod bolesnika s virusnim meningitisom,
lumbalna punkcija ¢esto uzrokuje olak$anje simptoma.?® EtioloSka dijagnoza NPEV
AM moze se postaviti izolacijom virusa iz CSL-a bolesnika.®?! Osim iz likvora, virus
se moze izolirati iz stolice, obriska zdrijela ili urina bolesnika. Vjerojatnost izolacije
virusa iz likvora direktno ovisi o visini pleocitoze.*?%-21 Osjetljivost je metode oko
65%, a bolji se rezultati postizu ukoliko se uzorak inokulira na nekoliko razli€itih
stani¢nih kultura.820-21.29 Osim relativno niske osjetljivosti, izolacija iz CSL-a je
dugotrajan postupak i u slu¢aju pozitivhog rezultata traje od 4 do 8 dana.?®* Metoda
lanCane reakcije polimerazom u realnom vremenu (engl. real time polymerase chain
reaction, RT-PCR) omoguc¢ava direktan dokaz virusnog genoma u CSL-u i danas se
smatra zlatnim standardom kliniCke dijagnostike EV meningitisa. U kliniCkim
laboratorijima za potrebe rutinske dijagnostike koriste se pan-enterovirusni PCR
testovi koji se temelje na dokazivanju vrlo konzervirane regije 5'UTR koja je
zajedniCka svim enterovirusima.?33%-31 RT-PCR je znacajno brza metoda u odnosu na
metodu kultivacije pa je osobito pogodna za brzu dijagnostiku nejasnih upalnih
bolesti SZS-a.32 Osjetljivost metode kreée se od 86% do 100%, a specifiénost od
92% do 100%.232931 Rezultati ostalih pretraga, kako hematoloskih i biokemijskih
pretraga krvi, tako i aparaturnih, od male su vrijednosti za dijagnosticiranje NPEV
AM_8,33-34

Sto se tiée lijedenja, a obzirom da EV najéesée uzrokuju bolest blagog tijeka, u
vecdini je sluCajeva dovoljna simptomatska terapija koja ukljuCuje mirovanje u
zatamnjenoj prostoriji, analgetike i intravensku nadoknadu tekuéine ukoliko je
potrebno. Novorodencad s tezim tijekom bolesti, dojencad i djeca s miokarditisom ili
neuroloSkim manifestacijama mogu zahtjevati mjere intenzivnog lije€enja. Specificno
lijeGenje infekcija uzrokovanih EV ne postoji.'® Kod imunokompromitirane djece s
perzistiraju¢im enterovirusnim infekcijama, dobri, ali ipak ograni¢eni rezultati uoceni
su nakon intravenske primjene imunoglobulina (IVIlg), osobito ako je rije¢ o skupini
novorodencadi (u smislu kraceg trajanja viremije i virurije) ili bolesnicima s
hipogamaglobulinemijom ili agamaglobulinemijom, gdje je redovita primjena
imunoglobulina povezana s manjom incidencijom kroni¢nih enterovirusnih infekcija.*
Unato€¢ mnostvu epidemija, nije pronaden ucinkoviti antivirusni lijek. Novija
istraZivanja usmjerena su prema antivirusnim i imunomoduliraju¢im lijekovima koji su
pokazali zadovoljavaju¢e in vitro djelovanje na EV. Jedan od takvih lijekova je

plekonaril (kod EV meningoencefalitisa) koji stabilizira enterovirusnu kapsidu te
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nakon peroralne primjene smanjuje tezinu i trajanje bolesti.3®>3¢ Prema nekim
studijama na terapiju plekonarilom pozitivno je odgovorilo ¢ak 78% oboljelih od
kroni¢énog meningoencefalitisa.3’

Plekonaril pokazuje antivirusni u€inak prema 90% poznatih NPEV, no pitanje je
opravdanosti njegove primjene u nekompliciranom AM, s obzirom da je u
kontroliranim pokusima u kojima su sudjelovali odrasli bolesnici pokazano tek
skracenje trajanja kliniCkih simptoma za 1 do 2 dana, dok u djece mlade od 12
mjeseci nije bilo uc¢inka.>® U ovom trenu ne postoji moguénost ucinkovite aktivne
imunoprofilakse za infekcije uzorkovane EV, osim za EV 71 za koji se intenzivno
provode istrazivanja u svrhu razvoja adekvatnog cjepiva. Neka od njih su u visokim
stadijima klini¢kih ispitivanja u Azijsko-Pacifickim zemljama, gdje su pobol i

posljedice uzrokovane infekcijom EV 71 najteze.38

1.2. LYME NEUROBORELIOZA

Lyme borelioza ili lajmska bolest (LB) je naj¢esc¢a krpeljom prenosiva zoonoza
na sjevernoj hemisferi, a uzrokuju je gram-negativne, mikroaerofilne bakterije iz
kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato.®® Ovaj kompleks ¢ini 15 genospecijesa od
¢ega su najmanje 3 patogena za Covjeka: B. burgdorferi sensu stricto (najcesci
humani patogen u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), prisutan i u Europi), B.
afzelli i B.garinii (Europa, Azija).>® Posljednjih godina u Europi se opisuju i slu¢ajevi
bolesti izazvani s B. spielmanii te pojedinacna izvjeS¢a o B. bissettii i B. lusitaniae
kao uzro€nicima bolesti u ljudi, a nedavno otkriven specijes A14S moze takoder imati
ulogu u koznim manifestacijama.3®%* Genospecijesi se razlikuju i po sklonosti za
izazivanje odredenih kliniCkih manifestacija bolesti (B. burgdorferi sensu stricto -
reumatske, B. afzelii - koZne, B. garinii — neuroloSke). Bolest se endemski javlja na
prostorima sjeverne Amerike, Europe, Azije, Sto je uvjetovano rasprostranjenosc¢u
vektora, no opisuju se neimportirani slucajevi i iz Juzne Amerike i Afrike.*>#® Na
podrucju Europe je najucestalija u Centralnoj Europi i Skandinaviji (incidencija ¢ak do
155 slucajeva na 100 000 stanovnika).3® LB u Europi na Covjeka prenosi Sumski
krpelj (Ixodes ricinus) za vrijeme krvnog obroka. Zivotni ciklus navedenog vektora
traje 2-3 (1-6) godine, a odvija se preko 3 razvojna oblika (larva, nimfa, odrasli krpelj)

i 3 domadina (ptice, mali Sumski glodavci, veliki sisavci) na kojima se krpelj, u



prosjeku, jednom godidnje hrani.#’” Covjek moZe postati slu¢ajni domaéin za sva 3
razvojna oblika, no bolest ipak najceS¢e prenose nimfe koje su brojnije tijekom toplijin
mjeseci kad je i boravak ljudi u prirodi ¢eS¢i. One zbog svoje veliCine dulje ostaju
neprimijecene (Cime se povecava vjerojatnost za prijenos putem sline), a vrijeme
potrebno za prijenos bakterije s nimfe je u prosjeku 12-24 h krace nego kod odraslog
krpelja.*®-49 Istrazivanje provedeno na podrudju sjeverozapadne Hrvatske dokazalo je
da je 45% krpelja zarazeno ovom spirohetom.> Usprkos visokom postotku zaraZenih
krpelja, transmisija bolesti prili¢no je rijetka; svega oko 1-2% uocenih ugriza rezultira
LB, pa antibiotska profilaksa nije opravdana.®2 Prema jednoj americkoj studiji
dokazano je 87% smanjenje incidencije erythema migrans (EM) kod bolesnika
ujedenih od Ixodes scapularis-a koji su unutar 3 dana dobili jednokratno 200 mg
doksiciklina.>® Za djecu i odrasle u drugim endemskim podrucjima takva istrazivanja
nisu provodena. Prema podacima mreze European Union Concerted Action on Lyme
Borreliosis (EUCALB), posljednjih je godina pojavnost i uCestalost LB u europskim
zemljama u porastu. Struénjaci smatraju da je ta bolest na svojevrstan nacin
podregistrirana te da se na svakih deset prepozna i prijavi jedan sluc¢aj. Osobito visok
porast obolijevanja posljednjih je godina zabiljeZzen u Belgiji, Norveskoj, Finskoj i
Bugarskoj. Razlog bi mogao lezati u ¢eS¢em i duljem kontaktu ljudi i vektora ili u
globalnom zatopljenju.>* U krpelju tijekom krvnog obroka Borrelia burgdorferi migrira
iz crijeva u Zlijezde slinovnice. Tamo dolazi do promjena u genskoj ekspresiji
odredenih lipoproteina na povrSini bakterije, od kojih je najvazniji "outer surface
protein C (OspC)" koji u suradnji sa Salp15, tvari iz sline krpelja, pomaze bakteriji u
inhibiciji prirodene kozne imunosti na mjestu inokulacije, ¢ime se stvaraju povoljne
okolnosti za inicijalno prezivljenje borelije.>>>¢ Lokalno se Sirenje bakterije u
ekstracelularnom matriksu na mjestu inokulacije (potpomognuto vezanjem borelije na
plazminogen, koji aktiviran djeluje kao humana proteaza) moze (ali i ne mora) klinicki
manifestirati kao EM, koji ¢ini najée$éu manifestaciju LB u djece i odraslin.3%57
Ulaskom spirohete u krv zapo€inje druga faza bolesti. Mjesta hematogene
diseminacije uvjetovana su organotropizmom B. burgdorferi za tkiva koze, zglobova,
Zivéanog sustava, srca, oka.>® Usprkos razvoju adekvatnog T-stani¢nog (na pocetku)
i humoralnog (kasnije) odgovora unutar nekoliko tjedana od inokulacije, borelije u
ljudskom organizmu uspijevaju prezivjeti godinama. PreZivljavanje se dogada zbog
smanjene produkcije povrSinskih proteina na koje djeluju protutijela (tzv. antigenske

varijacije), skrivanja u membranskim niSama u ekstracelularnom matriksu i stvaranja
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za komplement neutralizirajuéih proteina.®® U SZS borelije mogu dospjeti
hematogeno ili Sirenjem duz perifernog Zivca.®® Ulaskom u SZS, bakteriju prepoznaju
monociti, koji proizvode B-stanicne kemokine, od kojih je jedan (CXCL13) u
ispitivanjima kao potencijalni dijagnosticki marker neuroborelioze (NB).60-62
Kemokinski gradijent u SZS priviadi B-limfocite koji potom sazrijevaju u plazma
stanice odgovorne za produkciju specificnih intratekalnih protutijela. Tri osnovna
mehanizma dovode do osSteCenja neurona u NB: sekrecija citotoksicnih tvari od
strane leukocita i glija stanica, direktna citotoksi¢nost i autoimuno potaknuti procesi
(molekularna mimikrija).%® LB se dijeli u dvije faze infekcije: ranu (trajanja kraceg od 6
mjeseci) i kasnu (trajanja duljeg od 6 mjeseci). Rana faza obuhvaca dva stadija:
lokalizirani EM koji u oko 30% europske djece nastaje 1-32 dana nakon inokulacije
borelije te drugi stadij tj. stadij diseminirane infekcije u sklopu kojeg se mozZe u
slu€aju zahvacéanja srediSnjeg ili perifernog Ziv€anog sustava nakon nekoliko dana,
tiedana ili mjeseci razviti lajmska NB.%? Pojam NB obuhvaca i neurolo$ke simptome
kasne infekcije tj. treceg stadija (mononeuropatiju, radikulopatiju, polineuropatiju,
acrodermatitis chronica atrophicans, cerebralni vaskulitis, kroni¢ni progresivni lajmski
encefalitis ili encefalomijelitis s tetraspastiCkim sindromom, spasticko-atakticki
poremecaj ili poremecaj mokrenja). Unutar NB takoder postoji podjela na ranu
(simptomi koji traju manje od 6 mjeseci, a mogu obuhvacati simptome od strane
srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava) koja €ini 95% klinicke kazuistike i kasnu
(neuroloski simptomi traju viSe od 6 mjeseci, a takoder se moze prezentirati u obliku
poremecaja srediSnjeg i perifernog Ziv€anog sustava), koja €ini 5% sluCajeva.
Neuroloski se simptomi veéinom javljaju 1-12 (naj¢es¢e 4-6) tjedana nakon ujeda
krpelja, a ve¢inom pokazuju sezonsku raspodjelu od srpnja do prosinca. Samo 40-
50% bolesnika s NB zna za prethodni ujed krpelja, a 20-30% zna za prethodno
postojanje lokalne kozne infecije (EM). NajceS¢a manifestacija NB u europske djece
je akutna paraliza li€nog Zivca (55-71%) koju slijedi limfocitni meningitis (u 27-
75%).39-62-65 NB je po nekim studijama uzrok ¢ak svake druge akutne periferne
pareze facijalisa za vrijeme ljetnih i jesenskih mjeseci te treéi najéeSc¢i uzroCnik
limfocitnog meningitisa u djece.’® U drugim su studijama najée$¢i simptomi bili
slabost, glavobolja, umor, vruéica i bolovi u vratu. Slicne podatke o kliniCkim
prezentacijama NB kod djece objavljuju i ostali europski autori, s varijacijama u
postocima pojedine kliniCke prezentacije. U male djece bolest se mozZe prezentirati

nespecificnim simptomima poput gubitka apetita i umora. S obzirom da je periferna
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pareza (jednostrana ili dipareza) licnog zivca toliko patognomoni¢na za NB, u svakog
bi djeteta iz endemskog podru¢ja s ovom simptomatologijom trebalo potvrdili ili
iskljuciti infekciju s B.burgdorferi, posebice ako se pareza javi za vrijeme ljeta ili
jeseni 6669 |ako rijetko, rana NB se u djece mozZe prezentirati i slikom akutnog
mijelitisa, akutne hemipareze, sindromom opsoklonusa-mioklonusa ili ataksijom.
Rjede manifestacije bolesti ukljuCuju pareze ostalih kranijskih Zivaca, edem papile
optickog Zivca povezan s poviSenim intrakranijskim tlakom (eng. pseudotumor
cerebri like syndrome - znatno ¢e&¢i u SAD-u), periferne neuropatije, Bannwarthov
sindrom (najCeSc¢a klinicka manifestacija kod odraslih koju Cini trijas limfocitnog
meningitisa, bolne radikulopatije i pareze kranijalnog Zivca-najces¢e licnog Zivca),
konvulzije, cerebelitis, apraksija, ekstrapiramidni simptomi, encefalopatija (poremecaj
sha, kognitivni poremecaji (u SAD-u), depresija, ostali psihijatrijski poremecaiji),
kroni¢na hemipareza koja se obi¢no javlja u treCem stadiju bolesti te brojni drugi o
kojima postoje posebna izvjeS¢a. Simptomi druge faze bolesti su, za razliku od onih u
trecoj fazi, reverzibilni neovisno o terapiji, iako mogu i rekurirati.?6-6% Usprkos visokoj
incidenciji NB u djecjoj populaciji, klinicki tijek bolesti u vecini slu€ajeva je blazi i kraci
nego kod odraslih.5570 11-22% (u vecini studija oko 12%) djece ima neuroloske
sekvele nakon antibiotske terapije (uglavnom perzistenciju periferne pareze licnog
zivca, no i poremecaj finih motori€ih funkcija, poremecaj ravnoteze, perzistentnu bol),
a one su &edce kod bolesnika s manifestacijama od strane SZS-a ili duljim trajanjema
simptoma prije zapocinjanja lije¢enja.”* Povremeno i nakon standardno provedenog
antimikrobnog lijeCenja perzistiraju mialgije, artralgije, radikularni bolovi, parestezije ili
neurokognitivni simptomi praceni kroni¢nim umorom, no u nekim su radovima bili
prisutni u istom opsegu kao i kod kontrola.”?> Ako navedeni simptomi traju dulje od 6
mjeseci - govori se o0 "post-Lyme disease syndrome" (PLDS) kod kojeg daljnja
antibiotska terapija nije opravdana. "Sre¢om", PLDS se uglavnom vida kod odraslih.
Ucinkovito cjepivo protiv LB aktualno ne postoji. Dok se ne proizvede adekvatno
cjepivo, temeljiti pregledi i pravilno uklanjanje vektora unutar 24h ostaju najvaznije
metode prevencije bolesti.”*"> NB-u u vedini slu¢jeva prati pleocitoza u CSL-u, tipicno
10-1000 leukocita/mm?3, kojih vecinu Cine limfociti i plazma stanice. Odredeni broj
bolesnika ima poviSenu koncentraciju proteina te detektabilne oligoklonske zone u
CSL-u. Treba istaknuti da pleocitoza ponekad ne mora biti prisutna (u ranoj fazi
bolesti, kod imunosuprimiranih te u pojedina¢nim slu€ajevima infekcije s Borreliom

afzelii gdje je dijagnoza definitivno potvrdena izolacijom bakterije iz likvora ili
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pozitivnim PCR-om).%® Izolacija uzro¢nika je dugotrajna i rijetko rabljena metoda za
dokaz bolesti, slicno kao i PCR kojemu je osjetljivost niska (10-30% u ranoj NB, u
kasnoj izuzetno niska). PCR iz CSL-a moze biti koristan u vrlo ranim stadijima NB s
negativnim seroloskim nalazom ili u pacijenata s imunodeficijencijom.®>72-73 Danas je
serologija standardna laboratorijska metoda za potvrdu dijagnoze NB (upotrebom
engl. enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)) s dokazom intratekalne sinteze
IgM i/ili 1IgG protutijela. Treba imati na umu da istovremeno analizirana serumska
protutijela na Borreliu burgdorferi mogu biti i negativna.’>?® U mnogim se
laboratorijima koristi pristup u dva koraka kada se nakon reaktivhe prve ELISA-e
ucini Western-blot (WB) IgM i I1gG potvrdni test. Osjetljivost ovog testa je 70-90% za
ranu NB i >90-100% za kasnu NB (tada je samo IgG pozitivan). Osjetljivost samo
serumskih protutijela u dijagnostici je niska s obzirom da je seropozitivhost populacije
od 5% do €ak viSe od 20%. Da bi se dokazala intratekalna produkcija B.burgdorferi
specifiCnih protutijela, potrebno je uciniti indeks protutijela (engl. antibody index (Al))
na temelju B.burgdorferi protutijela u CSL-u i serumu. IgM mozZe biti laZzno pozitivan
kao rezultat oligoklonalne stimulacije, krizne reaktivnosti s nekim drugim patogenima
(treponema, Epstein-Barr virus (EBV), citomegalovirus (CMV)), zbog prisutnosti
pozitivhog reumatoidnog faktora ili anti-nuklearnih protutijela u serumu, a 1gG i IgM,
kao i pozitivan Al mogu perzistirati godinama nakon uspjesnog lijeCenja. Intratekalna
produkcija IgM pokazuje visoku osjetljivost za NB kratkog trajanja, posebno u djece.
Dijagnosti¢ka osjetljivost Al je oko 80% za NB kratkog trajanja (<6 tjedana) i gotovo
100% za NB duljeg trajanja. Specifi¢nost je oko 63%.557374



Dijagnosticki kriteriji za NB (Tablica 1): %°

Definitivna NB 2 Moguca NBP

Sva tri kriterija ispunjena Dva kriterija ispunjena

1. Neuroloski simptomi sugestivni za NB bez drugog oc€itog razloga
2. Pleocitoza u CSL-u

3. Intratekalna produkcija B.burgdorferi protutijela

aQvi se kriteriji odnose na sve podrazrede NB osim na kasnu NB s polineuropatijom
kada sljedece mora biti ispunjeno za definitivhu dijagnozu:

() periferna neuropatija (I1) acrodermatitis chronic atrophicans (lll) Bb-specificna
protutijela u serumu

b Ako nedostaje kriterij Ill; nakon 6 tiedana trajanja bolesti moraju biti prisutna Bb-

specifiCna IgG protutijela u serumu

LijeCenje bolesnika sa sigurnom ili mogu¢om dijagnozom rane NB bi se trebalo
sastojati od 14-dnevne kure s nekim od nabrojanih antibiotika: doksiciklinom za
starije od 8 godina (2x100 mg/dan, tj. 2x2.2 mg/kg za lak8e od 45 kg, maksimalno
200 mg/dan); parenteralno penicilinom (300000 jed./kg/dan u 4 doze, maksimalno 20
mil. jed./dan); ceftriaksonom (2 g/dan; 75-100 mg/kg/dan) ili cefotaksimom (3x50
mg/kg/dan, max 6 g/dan). Nema razlike u uspjeSnosti u odnosu na nacin primjene.
Antibiotik izbora za bolesnike s encefalitisom, mijelitisom, vaskulitisom trebao bi biti
ceftriakson u gore navedenoj dozi, takoder kroz 2 tjedna. Nema komparativhe
kontrolirane studije u lije€enju europskih bolesnika od kasne NB (osobito ne kod
djece) te se za sada prema ameriCkim smjernicama preporucuje lije€enje

ceftriaksonom u trajanju od 2-4 tjedna.%> 747>
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1.3. AKUTNI DISEMINIRANI ENCEFALOMIJELITIS

Akutni diseminirani encefalomijelitis (ADEM) je upalna demijeliniziraju¢a bolest
SZS-a kojoj veéinom prethodi infekcija, a predominantno zahvaca bijelu tvar mozga
i/ili kralje$nicke mozdine.’® Uglavnom se smatra monofazi¢nom, iako je prepoznata i
relapsirajuca varijanta razliita od multiple skleroze (MS) - multifaziCni diseminirani
encefalomijelitis (MDEM). Postinfekcijski i postimunizacijski encefalomijelitis ¢ine oko
% sluCajeva. lako se moZe pojaviti u svakoj zZivotnoj dobi, ADEM je najces¢i u djece.
Incidencija je procijenjena na oko 0.4-0.8 na 100 000 djece godiSnje u prosjecnoj
dobi od 5 do 8 godina (6.5 godina). lako se €ini da podjednako zahvaca oba spola,
dvije pedijatrijske kohorte su ukazale na blagu predominaciju muskog spola, sto je u
suprotnosti s predominacijom zenskog spola kod MS. NajCesc¢e se javlja u zimi i
prolie¢e.’® Pretpostavljena patogeneza je imunolo$ki posredovana demijelinizacija,
iako se pretpostavlja kako i vaskulopatija posredovana imunokompleksima moze biti
patogenetski mehanizam nastanka.’’

U oko 70 do 77% bolesnika razvoju ADEM-a prethodi Klini¢ki evidentna infekcija ili
pak postoji podatak o cijeplienju unutar nekoliko tjedana prije pojave bolesti.”677
Postvakcinalni ADEM C¢ini manje od 5% svih sluCajeva ADEM-a, a povezuje se sa
cijeplienjem protiv bjesnoce, difterije-tetanusa-hripavca, vodenih kozica, morbila,
mumpsa, rubele, Japanskog B encefalitisa, hepatitisa B i svinjske gripe. Za veéinu
cjepiva je incidencija postvakcinalnog ADEM-a niska (0.1 do 0.2 na 100 000
cijepljenih). Postvakcinalni se ADEM ceSce javlja nakon primovakcinacije nego
nakon revakcinacije. Incidencija postvakcinalnog ADEM-a je smanjena nakon §to je
reducirana primjena cjepiva razvijenih na neuralnim tkivima. Naj¢eSée cjepivo
povezivano s ADEM-om je cjepivo protiv morbila-parotitisa-rubele s incidencijom 1-2
na milijun za zivo cjepivo. Sama infekcija morbilima trigerira ADEM u 1 na 1000
oboljelih od ospica, $to ukazuje kako je cijepljenje protiv ospica zna€ajno smanijilo
incidenciju ADEM-a, a isto vrijedi i za druga cjepiva. Postinfekcijski ADEM povezan je
s prethodnom ili konkomitantnom infekcijom, vecéinom virusne etiologije (morbili,
mumps, rubela, varicela-zoster virus (VZV), EBV, CMV, herpes-simplex virus (HSV),
hepatitis A ili B, Coxackie A, influenza A i B, virus humane imunodeficijencije (HIV),
humani T-limfotropni virus tip 1 (HTLV-1), humani herpes virus 6 (HHV-6), virus
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pjegave groznice Stjenjaka i ljudski virus corona). Bakterijski patogeni su takoder
povezivani s nastankom ADEM-a, narocito Mycoplasma pneumoniae, no i borelija,
kampilobakter, leptospira, legionela i B-hemoliticki streptokok skupine A (BHS-A).76-77
NajCeSca teorija o patogenezi ADEM-a je teorija molekularne mimikrije.
Patogen/cjepivo dijele antigenske epitope s proteinima SZS-a, pa nastaju
autoreaktivne imunoloske stanice Sto rezultira destruktivnim autoimunim procesom u
SZS-u. Druga teorija je teorija re-infekcije po kojoj je demijelinizacija rezultat direktne
neurotoksicnosti neurotropnih virusa, a cijepljenje s atenuiranim virusom moze
uzrokovati bolest samo ukoliko je primijenjeno za vrijeme prethodne infekcije te tako
uzrokovati reaktivaciju virus-specifiénih T-limfocita. Post-infekcijska etiologija ukazuje
na poremeéaj KMB nakon infekcije SZS-a neurotropnim virusima i to uzrokuje
“curenje” autoantigena SZS-a u sistemsku cirkulaciju. Te antigene preraduju
sistemski limfni organi s posljedi€nim slomom imunotolerancije i nastankom auto-
destruktivnog encefalitogenog T-stanichog odgovora. Imuno-inflamatorni model
navodi “dva udarca” potrebna za nastanak autoimunosti; primoinfekciju s nekim
virusom koji ima antigene pogodne za nastanak molekularne mimikrije s proteinima
SZS-a; druga infekcija s nepovezanim virusom rezultira reaktivacijom autoreaktivnih
T-limfocita koji sudjeluju u demijelinizaciji SZS-a. Nedavno su u 40% djece s
akutnom demijelinizacijom SZS-a pronadena cirkulirajuéa protutijela na nativni
mijelinski oligodendrocitni protein. Histopatoloski je u ADEM-u jasno vidljiva
perivenska upala oko malih krvnih Zila u sivoj i bijeloj tvari s infiltracijom limfocita,
makrofaga te, u manjoj mjeri, neutrofila.””-"8 Klinicki se ADEM ocituje u vremenskom
intervalu ovisnom o poticajnom Cimbeniku, naj¢esS¢e nakon perioda latencije od 2 do
30 dana, a opisivani su i dulji intervali. Simptomi imaju brzu progresiju s postizanjem
maksimuma za nekoliko dana (prosje¢no 4.5 dana). Nema karakteristiCne klini¢ke
slike, no kombinacija poremecaja svijesti ili ponaSanja i multifokalni neuroloski
deficiti,  posebice u bliskom vremenskom intervalu s  prethodnom
infekcijom/imunizacijom, moraju pobuditi sumnju na ADEM kao mogucu dijagnozu.
Cesto prisutni neurolodki simptomi ukljuduju unilateralne ili bilateralne piramidalne
znakove (60-95%), akutnu hemiplegiju (76%), ataksiju (18-65%), paralizu kranijalnih
Zivaca (22-45%), gubitak vida zbog opti¢kog neuritisa (7-23%), epilepticke napadaje
(13-35%), zahvacenost kraljeSniCke mozdine (24%), poremecaj govora (5-21%),
hemiparesteziju (2-3%) te kvantitativni poremecaj svijesti.’®’8 U nekim je studijama

pokazano kako su poremecaji od strane kraljeSni¢ke mozdine €e&¢i u odraslih

12



pacijenata s ADEM-om u kod djece. Epilepticki napadi su €eSc¢i u post-infekcijskom
nego post-vakcinalnom ADEM-u, a mogu biti od fokalnih motornih do epileptickog
statusa. Encefalopatija, vrucica i epileptiCki napadi iznimno su rijetki kod MS koja je,
kod bolesnika s ADEM-om, najceS¢a diferencijalnodijagnostiCka dvojba. Fokalna
prezentacija u ADEM-u je heterogena i ovisi o lokalizaciji i stupnju demijelinizirajucih
promjena u SZS-u. Respiratorno zatajenje zbog zahvaéenosti produljene mozdine ili
teSkog poremecaja svijesti prisutno je u 11-16% bolesnika.’®"® Potpuni je oporavak
oCekivan u vedini sluCajeva (50-75%, €ak i izmedu 70 i 90% ako su minimalni
rezidualni deficiti smatrani izljeCenjem), a nije rijetko ni spontano poboljSanje
neovisno o lijecenju. Prosjecno vrijeme oporavka varira od 1 do 6 mjeseci. Prediktori
loSeg ishoda su starija dob, Zenski spol, teza klinicka slika kod nastupa bolesti, visa
proteinorahija, zahvacenost kraljeSnicke mozdine i perifernog ziv€anog sustava
(PZS) te lo$ odgovor na kortikosteroide. Rizik za nastanak MS nakon ADEM-a je
procijenjen na 0%, 9.5%, 27% te 28% u razli¢itim studijama.’®79-83 Dijagnoza ADEM-
a postavlja se na temelju isklju¢enja drugih mogucih uzro€nika akutnog encefalitisa,
uz prisutnost karakteristiCnih klinicko-laboratorijskih pokazatelja, a moze se postauviti

s odredenom razinom dijagnosti¢ke sigurnosti.

Dijagnosticki kriteriji za ADEM (Tablica 2): 8

Razina 1 dijagnosti¢ke sigurnosti:

Difuzni ili multifokalni areali demijelinizacije detektirani histopatoloSki

ili

Fokalni ili multifokalni nalaz u SZS-u koiji ukljuduje:

Encafalopatiju

Fokalne kortikalne znakove (uklju€ivo ali ne isklju€ivo afazija, aleksija, agrafija,
kortikalna sljepoca)

Abnormalnosti kranijalnih Zivaca

Ispadi u vidnom polju

Prisutnost primitivnih refleksa (Babinski, glabelarni, refleks sisanja)
Motorna slabost (difuzna ili fokalna; ve¢inom fokalna)

Senzorni poremecaji (pojacani/snizeni)

Poremeceni duboki refleksi (hipo ili hiperrefleksija, asimetrija refleksa) ili
Cereberalna disfunkcija

[
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Nalaz magnetske rezonance (MR) — difuzne ili multifokalne lezije bijele tvari na T2
DWI ili FLAIR sekvencama (s/bez pojacanja gadolinija na T1 sekvencama) |
Monofazicni tijek bolesti (bez pojave relapsa unutar najmanje 3 mjeseca od nestanka

simptoma)

Stupanj 2 dijagnosti¢ke sigurnosti:

Fokalni ili multifokalni znakovi SZS-a

[

MR nalaz karakteristiCan za bolest

[

Nedovoljno dugo vrijeme pracenja kako bi se dokumentirao nedostatak relapsa

unutar 3 mjeseca nakon nestanka simptoma.

Kriteriji za iskljuenje:

Prisutnost jasne druge akutne infekcije ili dijagnoze bolesti
ili

Recidiv unutar 3 mjeseca od nestanka simptoma bolesti

ili

MR/histopatoloski nalaz proturje€an ADEM-u

Nalaz CSL-a je u bolesnika s ADEM-om nespecifiCan, a u veéine se nalazi limfocitha
pleocitoza, proteinorahija i normalna razina glukoze. Oligoklonske zone u CSL-u su
riede nego u MS, a kada su prisutne (u 0-58%), ve¢inom su prolaznog karaktera.’®7®
Kompjutorizirana tomografija (CT) mozga je vec¢inom uredna ili pokazuje
nespecificne lezije subkortikalne bijele tvari. MR se smatra radioloSkom metodom
izbora. Inicijalno moze biti uredna i ponekad je potrebno 5 do 14 dana od nastupa
simptoma do radiolo$ki vidljivih promjena na MR. Cerebralne lezije su vecinom
diseminirane, no solitarne se lezije pojavijuju u 10 do 30% sluCajeva. Lezije su
najceS¢e multifokalne, ekstenzivne u bijeloj tvari (ve¢inom zahvaéaju vise od 50%
cjelokupne bijele tvari), tipicno u subkortikalnoj regiji i na spojevima sa sivom tvari u
obje hemisfere, malom mozgu, mozdanom deblu i kraljesSnickoj mozdini te u
periventrikularnom podru¢ju (30 do 60%). Duboka siva tvar (talamus i bazalni

gangliji) je takoder Cesto zahvacéena, vecinom simetricno. Varijante ADEM-a s
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hemoragijama unutar lezija bijele tvari i hiperakutnim, brzoprogresivnim tijekom se
nazivaju akutni hemoragijski encefalomijelitis (AHEM) 1 akutni nekrotizirajuci
hemoragijski leukoencefalitis (ANHLE), a €ine 2% ADEM-a i ve¢inom su trigerirani
infekcijom gornjeg respiratornog trakta (¢esto virusom influence).”®’8 Kontrolna MR-a
nakon proteka najmanje 6 mjeseci od akutne bolesti je preporucljiva za potvrdu
dijagnoze ADEM-a, jer bi se u tom vremenskom periodu trebala vidjeti parcijalna ili
totalna rezolucija lezija bez nastanka novih.

S obzirom na nedostatak kontroliranih kliniCkih studija, u ovom trenutku nema
standardiziranog protokola lijeCenja ADEM-a. Suvremeno je lijeCenje usmjereno na
imunosupresiju i imunomodulaciju. Opcije ukljuCuju kortikosteroide, plazmaferezu
(PF) i IVlg. Kortikosteroidi su prihvaceni kao prva linija lijeCenja ADEM-a.
Preporuceni protokol lije¢enja ukljuCuje intravenski metilprednizolon (20-30
mg/kg/dan; maksimala doza 1g dnevno) kroz 3 do 5 dana uz nastavak oralnog
prednizolona (poCevsi od 1-2 mg/kg/dan) uz postupno smanjivanje doze kroz 1-2
mjeseca. PF se preporuCuje za bolesnike s nezadovoljavajuéim terapijskim
odgovorom na kortikosteroide. Uobicajeni protokol se sastoji od 7 PF kroz 14 dana, a
poboljSanje se uglavnom vidi ve¢ nakon prvog postupka. IVIg (2g/kg u podijeljenim
dozama kroz 3-5 dana) su rezervirani za sluCajeve koji ne odgovore na
kortikosteroidnu terapiju, a kod kojih je PF kontraindicirana ili nemoguca za
izvodenje. Neke studije navode bolje rezultate nakon upotrebe IVIg-a u odnosu na
PF kod postvakcinalnih ADEM-a. Drugi autori smatraju da kod bolesnika sa
zahvacéenosti PZS-a i poliradikulopatijom 1VIg trebaju biti prva linija lije¢enja. Kod
neuspjeha svih do sada navedenih modaliteta lije€enja, primijenjivana je terapija
ciklofosfamidom i mitoksantronom s anegdotalnim uspjehom. Vise od polovice
lijeCenih bolesnika ima dobar oporavak bez ili s minimalnim neuroloskim deficitima.

NajceSce sekvele nakon ADEM-a ukljuéuju fokalne motoricke deficite.”6 78-82, 84
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1.4. IMUNOLOSKO PREPOZNAVANJE

1.4.1. Citokini

Citokini su niskomolekularni glikoproteini molekularne mase od 15 do 25 kD
koji posreduju medustanicnu komunikaciju. LuCe ih mnogobrojne stanice u
organizmu, a posreduju u medustani¢nim interakcijama i imaju vaznu ulogu u
procesu rasta, diferencijacije i sazrijevanja stanica imunoloSkog sustava, kao i u
efektorskoj fazi imunoreakcije, posebice u kontekstu aktivacije i migracije stanica
imunolo$kog sustava.?-8” Citokini djeluju na hematopoetske stanice, ali i razli¢ite
druge poput fibroblasta, hepatocita, keratinocita (parakrino djelovanje), a katkad
djeluju i na iste stanice koje ih lu€e (autokrino djelovanje). Djeluju lokalno na mjestu
luenja, a uc€inak im brzo nestaje (poluvijek im je nekoliko minuta), pa ih mnogi
smatraju lokalnim hormonima. Medutim, maniji se broj citokina IuCi u krv i djeluje na
udaljena tkiva, neki u fizioloSkim, a neki u patoloSkim stanjima (poput sepse). Ipak,
vecina se luci tek nakon podrazaja, a samo rijetki konstitutivno. Da bi citokin djelovao
na neku stanicu, ona mora izraZavati odgovarajuci receptor. Receptor na stanici
moze biti izloZzen a priori ili tek nakon podrazaja antigenom, mitogenom ili nekim
drugim citokinom, a moze se pojaviti i spontano tijekom stani¢nog ciklusa. Nakon
interakcije citokina i receptora prenosi se unutarstanicni signal preko drugih glasnika,
nakon Cega dolazi do aktivacije gena u ciljnim stanicama. Citokinima-inducibilni
proteini moduliraju bioloSke procese u stanici koje u konacnici prepoznajemo kao
bioloski u€inak odredenog citokina. BioloSko djelovanje citokina ostvaruje se kroz
brojne interakcije s drugim citokinima koje mogu biti sinergisticke, aditivne ili
antagonisticke. Vazna obiljezja bioloSkih ucinaka citokina su pleiotropizam (jedan
citokin djeluje na razli€ite stanice) i redundancija (viSe citokina ima jednak ucinak na
odredenu stanicu).® Citokini se mogu svrstati u pojedine skupine na klasi¢an nadin,
na temelju njihove grade ili na temelju grade njihovih receptora. Citokini se najcesc¢e
dijele na interleukine (IL), interferone (IFN), citoksine i CcCimbenike rasta
hematopoetskih kolonija.8® Interleukine proizvode leukociti i makrofagi, dok interferoni
imaju antivirusni u€inak. Citoksini mogu ubiti ciljne stanice, dok ¢imbenici stimulacije
kolonija (engl. colony stimulating factors (CSF)) poti€u rast i diferencijaciju kolonija

hematopoetskih stanica.8687 Po funkciji se citokini svrstavaju u Cetiri skupine:
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citokini urodene imunosti (proupalni citokini), citokini steCene (specificne) imunosti,
cimbenici rasta kolonija te imunosupresijski (inhibicijski) citokini. Citokine urodene
imunosti proizvode prvenstveno makrofagi i druge akcesorne imunoloske stanice kao
odgovor na nespecificne upalne podrazaje. Citokine specificne (adaptivne) imunosti

koji djeluju u razli¢itim reakcijama specificne imunosti, stvaraju primarno limfociti.2¢

1.4.1.1. Kemokini

Kemokini (kemotakti¢ni citokini) su strukturalno i funkcionalno heterogena
grupa niskomolekularnih citokina (veliCine 8-10 kDa) koji djeluju kemotakticki na
upalne stanice i uzrokuju njihovu migraciju u upalom zahvacena tkiva. Osim
priviatenja upalnih stanica, ¢esto uzrokuju i aktivaciju tih stanica, poti€u sekreciju
proupalnih citokina i njihovo vezanje za endotelne stanice. Luce ih upalne i imunosne
stanice, u prvom redu makrofagi i dendritiCcke stanice nakon poticaja produktima
mikroorganizama, ili bilo kojeg upalnog podrazaja tkiva, ali ih mogu lugiti gotovo sve
stanice u organizmu. Vec izluCeni proupalni citokini potiCu stvaranje kemokina i ta
medusobna interakcija (kaskada) ima vaznu ulogu u nespecificnoj otpornosti
organizma na mikroorganizme. Kemokini posreduju u mnoStvu bioloSkih procesa
uklju€ujuci neurolo$ki razvoj, prijenose izmedu sinapsi, diferencijaciju i aktivaciju T-
limfocita, apoptozu, angiogenezu, u reakcijama odbacivanja transplantata, no njihova
najvaznija uloga odrazava se u upalnim procesima jer poti¢u aktivaciju i migraciju
leukocita (u smjeru gradijenta kemokina) na mjesto upale Sto omogucava
zaustavljanje invazije patogena.t®889 Kemokini iskazuju kemotakticnu aktivnost na
razliite vrste stanica, ovisno o distribuciji ekspresije njihovih receptora. Otkriveno je
da se neki kemokini lu¢e konstitutivno u limfnim organima (lue ih stromalne ili
endotelne stanice) i reguliraju limfocitnu cirkulaciju i usmjerenu migraciju limfocita i
dendritickih stanica u limfne organe, tj. vazni su za naseljavanje tih stanica na njihovo
pravo odrediste. Ovisno o njihovoj regulaciji i produkciji, kemokini se mogu podijeliti
na ,homeostatske®, koji reguliraju recirkulaciju leukocita u normalnim uvjetima, i
Jnflamatorne“ kemokine koji se produciraju kao odgovor na upalne podrazaje.
Kemokini se vezu na specificne receptore koji pripadaju kemokinskoj porodici, a za
koje je svojstveno da je glavnina receptora smjestena u membrani kroz koju prolazi 7
puta u obliku petlje. Ti se receptori veZu za velike proteine G koji vrlo brzo (u nekoliko

sekundi) potiCu prijenos signala putem sekundarnih glasnika (ciklicki adenozin-
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monofosfat (CAMP), inozitol-fosfat, Ca?*). To poti¢e kemotaksiju leukocita prema
upalom zahvac¢enom podrucju te njihovu aktivaciju.®'°?> Dobro je upoznato 20
kemokinskih receptora (CR) koje, prema kemokinima koje vezu, razvrstavamo u 4
skupine: CXCR1-CXCR6, CCR1-CCR10, CR1 i CXXXCRL1. Sli¢nost u gradi je velika
pa je pleotropizam u djelovanju posljedica prisutnosti razli€itih receptora na istoj
stanici i sposobnosti pojedinog receptora da veze vise kemokina. Vjeruje se da
kemokini, odnosno njihovi receptori privlaCe razli€ite podvrste T-limocita na mjesto
ulaska antigena i time sudjeluju u usmjeravanju (polarizaciji) imunosnog odgovora u
smislu staniche (Thl), odnosno humoralne (Th2) imunosti. Prema slijedu
aminokiselina nakon pojave prvog cisteina (C) kemokini se dijele u Cetiri skupine:
CXC, CX3C, CC i C (X je bilo koja aminokiselina). Jedini poznati predstavnik grupe
CX3C je fraktalkin s kemotaktickm i adhezijskim djelovanjem na T-limfocite i NK-
stanice (engl. natural killer) stanice.8-°° Kemokini CXC djeluju kemotakticki na
neutrofilne leukocite. Najpoznatiji predstavnik i prvi otkriveni kemokin, CXCLS,
sintetizira se u makrofagima i endotelnim stanicama. Kemokini CXCL9 (engl.
monokine induced by interferon gamma, MIG), CXCL10 (engl. interferon-gamma
inducible protein, 1P-10), CXCL11 (engl. interferon-inducible T-cell alpha
chemoattractant, I-TAC) i CXCL12 (engl. stromal cell-derived factor 1, SDF-1,) su
non-ELR CXC kemokini (nemaju tripeptidni motiv Glu-Leu-Arg), a proizvode ih
stanice poput monocita, neutrofila, endotelnih stanica, fibroblasta, dendrita ili
astrocita nakon stimulacije gama interferonom (IFN-y). Sva Cetri kemokina sudjeluju
u reakcijama stani¢ne imunosti, zahvaljuju¢i kemokinskom receptoru CXCR3, koji
pripada obitelji G proteinskih receptora, a eksprimiran je na aktiviranim Thl
limfocitima te u manjem broju na podrazredima B-limfocita i NK-stanicama.
Vezanjem na CXCR3 receptor kemokini poti€u migraciju aktiviranih memorijskih (ali
ne i naivnih) T-limfocita te samim time postaju vazni ¢imbenici u razvoju i odrzavanju
protektivnog Th1 odgovora u obrani domacina od virusne infekcije SZS-a.86:9
CXCL13 (engl. B-lymphocyte chemoattractant, BLC) je konstitutivno eksprimiran u
sekundarnim limfnim organima (slezena, limfni ¢vorovi, Peyerove ploCe) od strane
folikularnih dendritiCkih stanica i makrofaga. Selektivno je kemotakti¢an za B-limfocite
i sudjeluje u kontroli organizacije B-limfocita unutar folikula u limfnim tkivima.
CXCL13 primarno djeluje preko receptora CXCR5 vec¢inom izrazenog na zrelim B-
limfocitima, a u manjoj mjeri i na pomocénic¢kim i citotoksiénim T-limfocitima.86.90-91

Kemokini C (najpoznatiji predstavnik limfotaktin) priviae T-limfocite i NK-stanice.
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Kemokini CC privlae monocite-makrofage i limfocite, a u razli¢itom stupnju i druge

fagocitne stanice,

NK-stanice i

bazofile.8®

Najpoznatiji predstavnik je CCL5

(Regulated Upon Activation Normal T Cell Expressed and Secreted, RANTES) kojeg

sintetiziraju aktivirani T-limfociti, a kemotakti¢ni ucinak iskazuje na T-limfocite,

makrofage, bazofilne granulocite i dendriticke stanice.%?-%3
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1.4.1.1.1. CXCL10

IP-10, poznat i kao CXCL10, lu€e razliCite stanice, uklju€ujuéi monocite,
endotelne stanice i fibroblaste kao odgovor na stimulaciju IFN i lipopolisaharidom
(LPS) u razligitim proinflamatornim stanjima. Clan je porodice a-kemokina, inhibira
stvaranje kolonija u kostanoj srzi, ima in vivo antitumorsku aktivnost, kemoatraktant
je za monocite i T-limfocite i potiCe adheziju T-limfocita za endotelne stanice.
Takoder, moguce je da sudjeluje u regulaciji angiogeneze za vrijeme upale ili
tumorogeneze. CXCL10 pripada CXC porodici kemokina koja sadrzi jednu,
varijabilnu aminokiselinu izmedu prvog od Cetiri visoko konzerviranih cisteinskih
ostataka. Gen za CXCL10 je lokaliziran na kromosomu 4g21, a po prvi puta su ga
opisali 1985. Lustera i sur. CXCL10 cDNA nastaje od 4 egzona koji kodiraju 12 kDa
veliki protein. Transkripcija CXCL10 je inducirana od mnoStva podrazaja urodene i
ste€ene imunosti koji induciraju produkciju IFN tipa 1 i 2. Upalni stimulusi poput engl.
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) takoder induciraju ekspresiju ovog kemokina.
CXCL10 mRNK je stabilizirana sa S100b proteinom na 3-UTR regijama. Sekvence
gena koji kodiraju CXCL10 svinja, ljudi, miSeva koza i ovaca iskazuju homologiju od
86, 74, 72, 82 i 83%. Primarni translacijski produkt je protein od 12kDa koji se kasnije
parcijalno cijepa na protein od 98 aminokiselina i 10kDa nakon otpustanja signalnog
peptida. Aktivnost mu je vezana uz strukturu i CciS¢enje putem matriks-
metaloproteinaza i peptidaza. Redukcijom N-terminalnog dijela molekule nastaje
negativni antagonist molekule. CXCL10 sintetiziraju T-limfociti, neutrofili, monociti,
splenociti, endotelne stanice, fibroblasti, keratinociti, osteoblasti, astrociti i glatke
miSi¢ne stanice. CXCL10 je protein koji se nalazi u tkivnim teku¢inama i tkivima. To
je pleiotropna molekula koja iskazuje nekoliko funkcija ovisno o stani¢nom tipu i
izoformi receptora koji stanice eksprimiraju. Svoju funkciju ostvaruje preko vezanja
na receptor CXCR3, 7-transmembranski receptor vezan na G-proteine. Upotrebom
nuklearne magnetne rezonantne spektroskopije, pokazano je kako CXCL10 reagira
sa N-terminalnim krajem CXCRS3 preko hidrofobne veze koju formira N-petlja i 40s-
petlja regije CXCL10. VeZe se s viSim afinitetom za CXCR3A nego CXCR3B
izoformu CXCR3 receptora. Ovisno o vrsti stanice i izoformi receptora, nekoliko
signalnih puteva moze biti aktivirano (CXCR3A aktivira puteve izvanstani¢nim
signalom-regulirane kinaze 1/2 (Erk1/2), c-JUN amini-terminalnu kinazu (JNK) i
fosfaditilinozitol 3-kinazu/serin/treonin kinazu (PI3K/AKT), dok CXCR3B stimulira
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adenilat-ciklazu i p38/MAPK). CXCL10 je strukturno i funkcionalno povezan s
monokinom induciranim s IFN-y (CXCL9) i IFN-inducibilnim T-stani¢nim
kemoatraktantom (I-TAC, CXCL11). Ova tri kemokina usmjeravaju migraciju i
stimuliraju adheziju aktiviranih T-limfocita i NK-stanica vezanjem na CXCR3. CXCR3
je izrazen na aktiviranim T-limfocitima, poglavito onima Thl fenotipa, na NK-
stanicama i na znacajnom postotku cirkuliraju¢ih CD4+ i CD8+ T-limfocita (cca 20-
40%). Vecina perifernih CXCR3+ T-limfocita izrazava CD45RO (memorijski T-
limfociti) kao i B1-integrine, koji su uklju¢eni u vezanje limfocita na endotelne stanice i
ekstracelularni matriks. CXCR3 je takoder izrazen na plazmacitoidnim i mijeloidnim
dendritiCkim stanicama, leukemijskim B-limfocitima, eozinofilima, mikrovaskularnim
endotelnim stanicama, timocitima i granulocitno-makrofagnim faktorom stimulacije
kolonija (GM-CSF) tretiranim CD34+ stanicama krvi iz pupkovine. Medu CXC
kemokinima, IP-10, Mig i I-TAC su jedinstveni po tome Sto ih inducira IFN-y u velikom
broju stanicnih vrsta, a djeluju preko kemokinskog receptora CXCR3. lako aktiviraju
isti receptor, imaju razliCitu ekspresiju in vivo, a eksperimenti koji upotrebljavaju
neutraliziraju¢a protutijela i “knock-out” miSeve potvrduju da imaju neredundantne
funkcije in vivo. U usporedbi s CXCL9 i CXCL11, ekspresija CXCL10 se javlja ranije
u infekciji s razli€itim patogenima i kod odgovora na injekciju LPS. Neutralizacijska
monoklonska protutijela su pokazala kako je CXCL10 neophodan za prezivljavanje
nakon infekcije miSa s Toxoplasmom gondii i ne moZe se zamijeniti s ostalim CXCR3
ligandima. Neutralizacija CXCL10 putem monoklonskim protutijela blokira regrutaciju
efektorskih T-limfocita u SZS-u u modelu eksperimentalnog autoimunog
encefalomijelitisa (EAE), a povecava i mortalitet u akutnoj fazi modela. U kroni¢noj
fazi EAE lijeCenje s anti-CXCL10 inhibira progresiju demijelinizacije, povecéava
remijelinizaciju i poboljSava neuroloSku funkciju. CXCL10 pojaCava otpustanje IFN-y
iz polimorfonukleara nakon stimulacije antigenima. Takoder ima i ulogu u generaciji
efektorskih T-limfocita u zastitnoj imunosti protiv tumora. MiSevi s deficijencijom
CXCL10 imaju slabiji odgovor na stimulaciju aloantigenom i smanjeni T-stani¢ni
odgovor nakon primoimunizacije. CXCL10 moze stimulirati migraciju NK-stanica i T-
limfocita, regulirati sazrijevanje T-limfocita i modulirati ekspresiju adhezijskih
molekula. CXCL10 je konstitutivno eksprimiran u niskim razinama u timusnoj,
spleni¢noj i stromi limfnog C€vora. Ekspresija moze biti inducirana u endotelnim
stanicama, keratinocitima, fibroblastnim mezangijskim stanicama, astrocitima,

monocitima i neutrofilima preko stimulacije s IFN-a, IFN-B, IFN-y ili LPS. CXCL10 je
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takoder eksprimiran u mnogim Th1-humanim upalnim bolestima ukljuCujuéi kozne
(npr. psorijaza), MS, ateroskleroza, reumatoidni artritis (RA), kod odbacivanja
transplantata i u upalnim bolestima crijeva. PoviSene razine CXCL10 su nadene u
CSL-u pacijenata s virusnim meningitisima i MS, u bronhoalveolarnom lavatu
pacijenata s plu¢nom sarkoidozom i odbacivanjem plu¢nog transplantata te u serumu
u virusim bolestima jetre. U tim tkivima, razina CXCL10 korelira s tkivnom infiltracijom
T-limfocita, Sto sugerira da CXCL10 ima vaznu ulogu u usmijeravanju T-limfocita na
mjesto upale. U pokusima s CXCL10-deficijentnim miSem koji je bio zarazen s
neurotropnim sojem virusa misjeg hepatitisa je pokazano kako nedostatak ovog
citokina onemogucuje kontrolu virusne replikacije u mozgu, te je zaklju¢eno kako
CXCL10 ima vaznu ulogu u efektorskom T-stani€chom odgovoru. Na temelju pokusa
na B-Langerhansovim stanicama gusteraCe, Rhode i sur. (2005.) su uocili kako
ekspresija CXCL10 ubrzava autoimuni proces putem pojacanja migracije antigen-
specifiCnih limfocita na ciljno mjesto, dok su Wuest i Carr (2008.) zaklju€ili kako su
antigen-specificni CD8+ T limfociti, regrutirani putem CXCL10, vazni u antivirusnom
odgovoru u mozdanom deblu. UoCena je i njegova uloga u patogenezi cerebralnog
glioma, karcinoma dojke, kolorektalnog karcinoma, hepatocelularnog karcinoma,
karcinoma plu¢a i mezotelioma, limfoma, melanoma, tumora jajnika i prostate itd.
Visoke razine CXCL10 u plazmi mogu biti marker imunoloSkog odgovora domacina,
posebice Thl limfocita, S$to je povezano s boljom prognozom za mnoge tumore
(mozga, jetre, debelog crijeva, melanom). Povecana ekspresija CXCL10 na mjestu
ozljede moZe potaknuti usmjeravanje imunoloskih stanica koje eksprimiraju CXCR3
receptor. Regrutirane Th1 stanice mogu pojacati produkciju IFN-y i TNF-a Sto opet
stimulira sekreciju CXCL10 i stvara pozitivnu povratnu spregu. lako takav imunoloski
odgovor mozZe pogodovati smanjenju progresije tumora, moze voditi i u autoimunost.
CXCL10 izrazava angiostaticke efekte vezanjem na CXCR3B receptor preko
inhibicije proliferacije i indukcije apoptoze endotelnih stanica. Ekspresija CXCL10
moze sudjelovati i u akumulaciji aktiviranih T-limfocita u CSL-u u HIV-pozitivnih
osoba. Ekspresija CXCL10 je takoder pove¢ana u mozgovima pacijenata s
Alzheimerovom boleS¢u; astrociti koji izrazavaju CXCL10 su povezani sa senilnim
plakovima. Receptor za CXCL10, CXCR3, moze biti konstitutivno izrazen na
neuronima i neuronskim nastavcima u razli€itim kortikalnim i subkortikalnim regijama

mozga_86,91-95
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1.4.1.1.2. CXCL11

Interferonom-inducibilni T-stani¢ni kemoatraktant (I-TAC ili CXCL11) je CXC
kemokin Cija je ekspresija znacCajno pove¢ana u odgovoru na IFN-B ili IFN-y, a
pretpostavlja se da je ukljuéen u patologiju karakteriziranu prisutnoScu aktiviranih T-
limfocita. Sekvenciranjem gena za CXCL11 dokazana su 4 egzona, a nalazi se na
kromosomu 4g21.2. CXCL11 je ne-ELR CXC citokin koji sadrzi 954 aminokiselina uz
signalni peptid od 21 aminokiselinu. Njegov 1.4kb SCYB11 transkript je u visokim
razinama eksprimiran u leukocitima periferne krvi, pankreasu i jetri; srednje je
eksprimiran u timusu, slezeni i plu¢ima, a nisku ekspresiju pokazuje u tankom crijevu,
prostati i placenti. Primarna struktura I-TAC identi¢na je s 36% i 37% primarne
strukture drugih-ELR CXC kemokinima poput CXCL9 i CXCL10. Genska ekspresija
CXCL11 moze se potaknuti s IFN-y i IFN-B, a slabije s IFN-a. Ovaj kemokin ostvaruje
svoje uCinke na ciljne stanice preko receptora CXCRS3, s viSim afinitetom za ovaj
receptor od njegovih drugih liganda (CXCL9 i CXCL10). CXCL11 inducira
kemotaktiCki odgovor u aktiviranim T-limfocitima, ali ne i u naivnim T-limfocitima,
monocitima ili granulocitima. IFN-y, zajedno s IL-1 pojaCava ekspresiju CXCL11 u
astrocitima, monocitima i mikrogliji. Ovaj je kemokin potentniji od CXCL9 i CXCL10 u
induciranju povecanja intracelularne razine kalcija. I-TAC koristi iskljuCivo CXCRS,
receptor povezan s G-proteinom koji je izrazen primarno na aktiviranim T-limfocitima,
a pronaden je i na endotelnim stanicama. Medu aktiviranim T-limfocitima CXCR3 je
jae eksprimiran na Th1 stanicama. CXCL9 i CXCL10 takoder vezu CXCR3, ali s
manjim afinitetom. CXCL11 mRNK moze biti inducirana i u astrocitima, monocitima,
stanicama bronhalnog epitela, crijevnog epitela, endotelnim stanicama,
keratinocitima, makrofagima i neutrofilima. Ekspresija CXCL11 je suprimirana s Th2
citokinima IL-4 i IL-10. CXCL11 regrutira aktivirane Thl limfocite na mjesto upale.
Antagonist je CC kemokinskog receptora 3 (CCR3), kemokinskog receptora
eksprimiranog na eozinofilima i Th2 limfocitima, $to upuéuje na to da CXCL11 moze
polarizirati T-staniCni odgovor na mjestu ekspresije. Takoder postoje dokazi kako
CXCL11 moze sudjelovati u migraciji razli€itih podtipova zrelih timocita za vrijeme
timusne limfopoeze. Takoder izraZzava angiostatski efekt, najvjerojatnije takoder
preko CXCR3 eksprimiranog na endotelnim stanicama. RT-PCR analiza je
detektirala ekspresiju CXCL11 u tkivu mozga pacijenata s AIDS demencijom i MS. S

obzirom da je pronadeno kako inhibira diferencijaciju osteoklasta, smatra se kako bi
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mogao imati vaznosti i u prevenciji osteolize. CXCL11 sudjeluje u patogenezi
alergijskog kontaktnog dermatitisa, ateroskleroze, mycosis fungoides (tip T-stani¢nog

limfoma) i imunolo$ki-posredovanim poremeéajima SZS-a poput MS.86.91-94.96

1.4.1.1.3. CXCL13

B-limfocitni kemoatraktant (BLC), poznat kao BCA-1 (engl. B-Cell Attracting
chemokine 1) ili CXCL13 je ¢lan CXC subtipa kemokinske superporodice. BCA-1
peptid ima 109 aminokiselina i sadrzi 22 aminokiselinska ostatka na argininskom
kraju prije prva 4 cisteinska ostatka, Sto potvrduje da je to CXC kemokin. Northern
blot i RNK dot blot analizom je detektirana konstitutivna ekspresija 1.4kb BCA-1
transkripta s najviSsom razinom ekspresije u jetri, zatim u slezeni, limfnim &vorovima,
crvuljku i Zelucu. Niza ekspresija je verificirana u slinovnicama i dojkama, dok u
drugim tkivima nije dokazana ekspresija. Ljudski BLC dijeli 64% aminokiselinske
slicnosti s misjim Blc-om. Gen za CXCL13 se nalazi na 4921, blizu gena za vecinu
ostalih CXC kemokina. Primarni receptor za CXCL13 je 7-transmembranski receptor
povezan s G-proteinom, CXCRS5, poznat kao i receptor Burkittovog limfoma 1 (engl.
Burkitt's lymphoma receptor 1, BLR-1). Stanice koje izrazavaju CXCRS5 i odgovaraju
na CXCL13 ukljuuju B-limfocite, folikularne pomoc¢nicke T-limfocite (Tfh),
osteoblaste, podocite, kao i kozne dendriticke stanice. Podrucje funkcije CXCL13
stalno raste od otkri¢a 1998. Inicijalno se vidjelo da mu je glavna uloga u stvaranju i
odrzavanju mikroarhitekture limfnog tkiva, pa tako CXCL13 deficijentni miSevi nisu
razvijali limfne ¢vorove. CXCL13 je kemoatraktant za B-limfocite in vitro. Kasnije je
otkriveno kako ovaj kemokin ima i ulogu u formiranju ektopi¢nog limfnog tkiva u
uvjetima kroni¢ne upale poput one u MS ili RA. Dokaz ekspresije CXCL13 u H.pylori
gastritisu, pluénoj tuberkulozi ili infekciji s Bartonellom henselae je ukazao na
njegovu potencijalnu ulogu u kroni¢nim bakterijskim infekcijama. CXCL13 je vazan za
razvoj sekundarnog limfnog tkiva i usmjeravanje limfocita unutar mikroodjeljaka tih
tkiva. Konstitutivno je izrazen na B stani¢nim folikulima sekundarnih limfnih organa, a
njegova ekspresija u tim tkivima je ovisna o aktivnosti limfotoksina a/B. CXCL13 ima
kompleksnu ulogu u antigenima induciranoj migraciji B-limfocita u sekundarna limfna
tkiva. Nakon vezanja antigena, B-limfociti migriraju iz folikula na granicu T zone gdje
ulaze u medudjelovanje s pomoc¢nic¢kim T-limfocitima. Osim privlaCenja B-limfocita,

ovaj kemokin inducira i B-limfocite na poticanje stvaranja membranskog limfotoksin-

24



al-B2, citokina koji potiCe razvoj folikularnih dendritiCkih stanica i ekspresiju CXCL13,
Sto stvara pozitivhu povratnu spregu. Folikularne pomoc¢nicke CD4+ T stanice (Tfh),
kao i tonzilarne memorijske T-limfocite, takoder izrazavaju CXCR5 i migriraju na
stimulaciju CXCL13. CXCL13 -/- i CXCR5 -/- “knock-out” miSevi izrazavaju slicne
abnormalnosti ukljuCujuci deficijencije u razvoju vecine perifernih limfnih organa.
Obje vrste miSeva imaju smanjen broj perifernih limfnih ¢vorova i Peyerovih plo€a,
kao i poremecaj u polarizaciji B i T-stani¢nih folikula u slezeni i Peyerovim ploama.
Upotrebom proto¢ne citometrije i imunohistokemije, pronadeno je kako bolesnici s
HIV-1 boleScu, posebice oni s niskim CD4+ T-limfocitima imaju smanjenu ekspresiju
CCR5 na B-limfocitima dok je ekspresija CXCL13 u takvih pacijenata povisena zbog
aktivacije B-limfocita. CXCL13-pozitivni B-limfociti prisutni su u limfnim &vorovima
pacijenata s HIV-infekcijom/boleS¢éu, Sto bi moglo biti povezano s B-stani¢nom
disfunkcijom za vrijeme HIV-1 infekcije. CXCL13 je takoder eksprimiran u pleuralnoj i
peritonejskoj Supljini. Ansel i sur. (2002.) su pokazali kako miSevi koji nemaju
CXCL13 ne mogu regrutirati B1 podtip B- limfocita koji sluze za stvaranje
niskoafinitetnih IgM protutijela u peritoneumu i pleuri. Mnogi su radovi uocili jaki
poticaj ekspresije CXCL13 u NB. Intratekalna akumulacija limfocita, poglavito B-
limfocita i plazma stanica potaknuta je ovim kemokinom ¢iju su povecanu
koncentraciju uocCili u mnogim radovima koji su istrazivali tu problematiku, ¢ak i prije
produkcije Bb specificnih protutijela. Eksperimenti na stani¢nim kulturama su
pokazali kako polimorfonukleari produciraju CXCL13 nakon inkubacije s
B.burgdorferi preko interakcije s TLR2 receptorima urodene imunosti s proteinom
vanjske membrane borelije. Na temelju ovih istrazivanja se spekulira kako in vivo,
visoke intratekalne koncentracije CXCL13 u NB usmjeravaju B-limfocite u CSL,

stvarajuci pleocitozu bogatu B-limfocitima. 86:91-94.97
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1.4.2. Znac€ajke i fizioloski tijek imunoreakcije

Pod pojmom imunosti podrazumijevamo Siroki spektar obrambenih reakcija na
prisutnost antigena u organizmu. Nespecificna (urodena) imunost od rodenja djeluje
kao primarni obrambeni mehanizam protiv svih antigena koji ulaze u organizam, a
postoji i bez prethodnog dodira s antigenom. Cimbenici koji sudjeluju u reakcijama
nespecificne imunosti su zapreke poput anatomskih (koza i sluznica), fizioloskih
(vrucica, pH ili sadrzaj kisika u tkivima, kemijske tvari-lizozim, interferon,
komplement, B-lizin), upalnih i stani¢nih. Kad je rije¢ o imunoloskom odgovoru na
infektivni antigen, vazna uloga pripada stanicama nespecifi¢ne imunosti (fagociti, NK-
stanice).®%87 Fagociti (monociti, makrofagi i stanice mononuklearnog fagocitnog
sustava) zbog mogucnosti fagocitoze s posljedichom enzimskom razgradnjom i
liziranjem mikroorganizama zauzimaju vazno mjesto u temeljnoj nespecificnoj obrani
organizma. Takoder se uklju€uju u reakcije specificne imunosti neovisno o tome da li
u aferentnoj fazi djeluju kao stanice koje predocuju antigen T-limfocitima, ili pod
utjecajem citokina i kemokina sudjeluju u eferentnoj fazi kao efektorske stanice pri
razgradnji unutarstani¢nih patogena.®87.9 NK-stanice su limfociti koji mogu
nespecificno prepoznati i vrlo brzo lizirati tumorske stanice ili stanice zarazene
virusima, neovisno o tome radi li se o razaranju ciljne stanice izravnim dodirom ili 0
stani¢noj citotoksi¢nosti ovisnoj o protutijelima (engl. Antibody-dependent Cellular
Cytotoxicity (ADCC)). Pri tome lu€e citokine kojima reguliraju upalni odgovor na
infekciju.8587 Specificna imunost (adaptivna, ste¢ena) podrazumijeva imunolo$ku
reakciju usmjerenu na to¢no odredeni antigen. U nizu dogadaja koje nazivamo
primarnom reakcijom, stvaraju se specifi¢ni efektori imunosti - humoralni (protutijela) i
stani¢ni (limfociti). Stoga su humoralna i stani¢na imunost osnovni oblici specificne
imunosti koje razlikujemo prema izvr$nim mehanizmima.8” Glavni posrednici u
reakcijama humoralne imunosti su B-limfociti, ali i sustav komplementa Kkoji
kaskadnim nizom aktivacije enzima (klasi¢nim, lektinskim ili alternativnim putem)
omogucuije izravno ubijanje antigena.®’” Reakcije stani¢ne imunosti djeluju najc¢esce u
prisutnosti unutarstani¢nih bakterija, virusa, stanica transplantata ili tumora. lzvrSni
mehanizmi stani¢ne imunosti posredovani su stanicama: T-limfocitima (pomagackim
CD4+ i citotoksiCnim CD8+), makrofagima te stanicama koje obavljaju citotoksiCnost

ovisnu o protutijelima.®® Pomagacki T-limfociti (CD4+) usmjeravaju odgovor prema
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humoralnom (pomazu B-limfocitima u proizvodnji protutijela) ili stani€énom tipu
(omogucuju sazrijevanje citotoksi¢nih limfocita CD8+ i aktivaciju makrofaga).
Citotoksi¢ni T-limfociti (CD8+) ciljne stanice mogu ubiti u izravnom dodiru.86-87.98
Slijed dogadaja od ulaska antigena u organizam do njegova uklanjanja jest slozeni
proces u kojem se medusobno izmjenjuju i nadopunjuju usko vezane reakcije
nespecificne i specificne imunosti. U pocetnoj fazi infekcije kao prva linija obrane,
aktiviraju se razli€iti mehanizmi nespecificne imunosti kako bi odstranili infektivni
antigen. U slu¢aju daljnjeg napredovanja infekcije, razvijaju se mehanizmi specificne
imunosti, ukljucujuéi proliferaciju i diferencijaciju limfocita u specificne izvrSne stanice
(efektore) uz pomo¢ citokina i kemokina.8”: %8 Specificnu imunoreakciju mozemo
podijeliti na aferentni, eferentni i sredisnji dio. Aferentni dio podrazumijeva hvatanje,
preradbu i predoCivanje antigena. U srediSnjem dijelu imunoreakcije odvija se
medusobna interakcija imunosnih stanica, dok se antigen izvrSnim mehanizmima
uklanja u eferentnom dijelu. Antigeni se preraduju u antigen prezentirajuc¢im
stanicama (APC) te se predocCuju naivnim T-limfocitima koji prepoznaju kompleks
odgovaraju¢im (engl. T-cell receptor (TCR)) receptorom.®® Prepoznavanje antigena i
aktivacijski signal pretvara naivni T-limfocit u nezreli pomagacki limfocit THO. U
daljnjem tijeku THO se pod utjecajem citokina nastalih u reakciji limfnih stanica na
antigen, moze diferencirati u dvije podvrste Tul ili T2, ovisno o vrsti antigena.
Limfociti Tu1 diferenciraju se pri infekciji unutarstani¢nim bakterijama (listerije i
mikobakterije), nekim parazitima (liSmenije) i virusima te luCe citokine IFN-y, TNF-q,
TNF-B, IL-2, razvijajuCi daljnje reakcije staniCne imunosti u smislu aktivacije
makrofaga i NK-stanica, poticanja citotoksi¢nosti posredovane protutijelima, kao i
reakcije odgodene preosjetljivosti.®®*°® U meduvremenu se zahvaljujuéi lucenju
citokina IL-2 odvija proces proliferacije i sazrijevanja citotoksi¢nih limfocita i njegove
pretvorbe iz naivnog u efektorski. Limfociti Th2 direktno sudjeluju u reakcijama
humoralne imunosti proizvodecéi citokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-13 Kkoji
aktiviraju B-limfocite i poti€u njihovu pretvorbu u plazma stanice Cija je osnovna
zadaca proizvodnja protutiiela u svrhu uklanjanja antigena.®® lako nemaju
sposobnost izravne destrukcije antigena, protutijela se u ovaj proces ukljuCuju
neizravno. Naime, veZu se Fab ulomkom specifi¢no i reverzibilno za antigen tvoredi
imunokomplekse, dok Fc ulomkom aktiviraju obrambene mehanizme (sustav
komplementa, makrofage, NK-stanice).2” Nakon uklanjanja antigena imunoreakcija se

obuzdava, a neki T-limfociti koji lu¢e male koli€ine IL-2, preostaju kao dugovje¢ne
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memorijske stanice koje pamte dodir s antigenom, pa pri ponovhom izlaganju

razvijaju sekundarni tip imunoreakcije.®®

1.4.3. Imunoloski nadzor krvno mozdane barijere

Pretpostavku o SZS-u kao mjestu bez ikakvog imunoloskog nadzora
promijenile su brojne novije studije dokazujuéi kako memorijski T-limfociti mogu
migrirati kroz KMB.101.103-104 ynytar zdravog organizma, ulazak limfocita u SZS je
zahvaljujuéi intaktnoj KMB primjereno kontroliran, no u slu¢aju upalnih zbivanja
leukociti prolaze kroz oste¢enu KMB, nakupljaju se u perivaskularnim prostorima te
kroz glija stanice prolaze u parenhim mozga uniStavaju¢i mozdano tkivo s
posljedi¢nim edemom, upalom i demijelinizacijom.00-102
Do sada su poznata tri razli¢ita puta ulaska leukocita u SZS.

(1) Leukociti mogu migrirati iz krvi u CSL kroz koroidni pleksus ili meningealne krvne
Zile u subarahnoidni prostor, a to je put ulaska u fizioloSkim uvjetima. Leukociti
prisutni u CSL-u su uglavnom T-limfociti koje ¢ine 80% stanica CSL-a (ali ne viSe od
45% krvnih). Omjer CD4+T-limfocita i CD8+T-limfocita je poviSen. Monociti €ine 5%,
a manje od 1% su B-limfociti. CD4+T-limfociti su ve¢inom centralni memorijski T-
limfociti (CD27 i CD45R0O). Te stanice eksprimiraju viSe razine CXCR3 receptora u
odnosu na krvne, a odgovorne su za stvaranje lokalnog imunog odgovora kod
bolesnika s upalnim bolestima SZS-a.101103 Nakon prolaska kroz KMB ili KLB,
memorijski CD4+ T-limfociti mogu sresti i prepoznati specifi¢ni antigen predstavljen
od strane APC. Tada se T-limfocit aktivira i zapoc€inje upalni odgovor i aktivaciju KMB
koja proizvodi specificne signale potrebne za ulazak upalnih stanica kroz
perivaskularne prostore u parenhim mozga.'%* Aktivirani CD4+T-limfociti diferenciraju
se u 2 razliCita fenotipa. Th1 produciraju visoke razine IFN-y, TNF i limfotoksina i
povezani su sa stani€énom imuno$c¢u, dok Th2 limfociti produciraju visoke razine IL-4,
IL-51IL-13 i povezane su s humoralnom imunoScu.

(2) Drugi put ulaska leukocita u SZS je iz krvi u subarahnoidalni prostor (tzv.
Virchow-Robinove prostore) gdje leukociti reagiraju s APC.103

(3) Tredi naCin podrazumijeva prelazak leukocita iz krvi u parenhimni perivaskularni

prostor mozga i/ili ledne moZzdine kroz postkapilarne venule.1%3
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Ulazak leukocita u SZS odvija se u &etri koraka (u literaturi na engleskom jeziku
oznaceni kao “tethering, rolling, activation, diapedesis”). Proces pocinje inicijalnim
kontaktom leukocita i povrSine endotelne stanice. Zatim se leukociti kotrljaju po
stijenci krvne Zile i, pomocéu vlastitog G-proteinskog receptora, vezu za kemokine
smjeStene na membrani endotelnih stanica, Sto omogucava pozicioniranje leukocita
na mjesto u endotelu najprikladnije za posljednji korak ekstravazacije leukocita -

dijapedezu koja rezultira infiltracijom tkiva upalnim stanicama.9% 103

1.4.4. Uloga kemokina u upalnim bolestima srediSnjeg

zivéanog sustava

Upalne reakcije u SZS-u se dogadaju u jedinstvenom anatomskom prostoru
odijellenom KMB-om i nedostatkom potpuno razvijenih limfatiCkih antigen-
prezentirajuéih mjesta. Regrutacija upalnih stanica u SZS je kritiéni moment u razvoju
patoloSkog procesa kao i obrane od razliCitih noksi poput traume, vaskularnog
incidenta, encefalitisa, MS. Migracija limfocita kroz KMB u CSL kao odgovor na
infekciju, posredovana je kemokinima i njihovim odgovaraju¢im receptorima.
Kemokini takoder reverzibilno aktiviraju leukocitne integrine ¢ime moduliraju
leukocitno-endotelnu interakciju.1% U SZS-u su kemokini konstitutivno eksprimirani
od strane mikroglije, astrocita i neurona, a njihova ekspresija moze biti povecana
nakon indukcije pomoc¢u medijatora upale. Konstitutivha ekspresija je prepoznata u
odraslom i u mozgu u razvoju. Kemokini su ukljueni u razvoj i u odrZavanje
homeostaze mozga; imaju ulogu u migraciji, diferencijaciji i proliferaciji glije i neurona
te modulaciji sinaptiCke aktivnosti u mozgu, no njihova najvaznija uloga odrazava se
u upalnim procesima jer potiCu aktivaciju i migraciju leukocita na mjesto upale Sto
omogucava zaustavljanje invazije patogena. Pretjerana ekspresija je povezana s
raznim neurolo8kih bolestima poput MS, Alzheimerove demencije, HIV demencije,
progresije tumora i sl. 86:88-90.106 Kemokini imaju neka djelovanja poput hormona,
posebice regulirajuci patofiziologiju vrucice i apetita. Funkcija im nije ograniCena
samo na upalu, ve¢ su vazni regulatori stanicne komunikacije u fizioloSkim i
razvojnim procesima.'® Sinteza kemokina u endotelnim stanicama KMB vazna je
komponenta imunoreakcije na razliSite patogene u SZS. Vezanje kemokina na

glikozaminoglikane koji se nalaze na membrani endotelnih stanica omogucuje
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stvaranje kemotakticnog gradijenta koji omogucava migraciju efektorskih stanica
imunolokog sustava kroz endotel u SZS. 92102107108 |y S7S-y su specifiéni
kemokinski receptori pronadeni na mikrogliji, astrocitima, oligodendrocitima,
neuronima i mikrovaskulaturi mozga.l®® CXCR3 je konstitutivno eksprimiran na
subpopulaciji neurona u razli€itim kortikalnim i subkortikalnim regijama, a jedan od
liganda, CXCL10, detektiran je u zdravih ljudi i onih oboljelih od Alzheimerove bolesti.
CXCR4 je eksprimiran u visokim razinama na vaskularnom endotelu, mikrogliji,
astrocitima i neuronima centralnog i perifernog ziv€anog sustava. Ekspresija CC
kemokinskih receptora je zamijeCena u normalnim mozgovima kao i u nekoliko
upalnih i neurodegenerativnih bolesti. Suprotno tome, B-stani¢ni kemokini slabo su
eksprimirani u normalnom mozgu, dok je njihova produkcija povisena u upaljenom i
aktiviranom mozgovnom tkivu. Fraktalkin, najée$éi citokin u SZS-u je jedini citokin

eksprimiran u SZS-u u veéem udjelu nego u perifernim tkivima, 102-103,106,108
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2. HIPOTEZA

Koncentracije kemokina CXCL10, CXCL11 i CXCL13 znacajno se medusobno
razlikuju u CSL-u i serumu bolesnika s NPEV AM, NB i ADEM-om, kao i u odnosu na
bolesnike bez upalne bolesti SZS-a, a njihov koncentracijski gradijent potice
migraciju efektorskih stanica imunosnog sustava u SZS.

Odredena koncentracija jednog ili viSe kemokina u CSL-u i/ili serumu ili neki drugi
laboratorijski billeg moze posluziti u brzom razvrstavanju ovih bolesnika i prije

postavljanja etioloSke/konacne dijagnoze.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

OPCI CILJ: Istraziti ulogu kemokina CXCL10, CXCL11 i CXCL13 u NPEV AM, NB i
ADEM-u u bolesnika djecje dobi.

SPECIFICNI CILJEVI:
1. Istraziti kliniCke i laboratorijske osobitosti u bolesnika oboljelih od NPEV AM, NB i

ADEM-a te ih usporediti medusobno i s istim u bolesnika bez upalne bolesti
sredi$njeg ziv€anog sustava (kontrolna skupina).

2. Utvrditi direktnu povezanost selektivnhog kemokinskog odgovora u krvi i CSL-u
djece oboljele od NPEV AM, NB i ADEM-a.

3. Utvrditi profil kemokina i analizirati postojeéi kemokinski gradijent u krvi i CSL-u
oboljelih od NPEV AM, NB i ADEM-a te ga usporediti medusobno i s onim u
bolesnika iz kontrolne skupine kod kojih je upala SZS-a iskljuéena.

4. Utvrditi koncentraciju kemokina ili neki drugi laboratorijski biljeg koji bi sluZio za

inicijalno razvrstavanje i brzo postavljanje dijagnoze navedenih bolesti.
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4. ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Ispitanici

Ova presjecna (,cross-sectional®) studija obuhvaéa analizu anamnestickih,
klini¢kih i laboratorijskih podataka bolesnika s NPEV AM, NB i ADEM-om. U studiju
smo ukljucili 84 bolesnika mlada od 18 godina koji su u razdoblju od 1. sije¢nja 2009.
do 31. prosinca 2014. lije€eni u Zavodu za infektivne bolesti djece Klinike za
infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢” (KZIB) u Zagrebu. Skupini oboljelih od NPEV
AM pripada 20 ispitanika, dok 21 ispitanik pripada skupini oboljelih od NB, a 23
ispitanika skupini oboljelih od ADEM-a. Kontrolnu skupinu €ini 20 bolesnika u kojih je
LP uginjena zbog opravdane klinike sumnje na upalnu bolest SZS-a, ali je ista
isklju€ena na temelju urednog citoloSkog i biokemijskog te negativnog mikrobioloskog
nalaza CSL-a i negativnih nalaza ostalih pretraga koje se smatraju pouzdanima kod

postavljanja dijagnoze bolesti od kojih boluju bolesnici uklju€eni u skupinu ispitanika.

Kriteriji za uklju€ivanje u studiju su:
e dob mlada od 18 godina
e uredna perinatalna anamneza i psihomotorni razvoj prije aktualne bolesti
e nedvojbena klinicka/laboratorijska/radioloSka dijagnoza NPEV AM, NB i
ADEM

Dijagnoza AM postavljena je na temelju sljedec¢ih dijagnostickih kriterija: (1)
akutni pocetak bolesti s jasno prisutnim simptomima meningealnog podrazaja; (2)
pleocitoza u CSL-u; (3) negativha bakterioloSka kultura CSL-a; (4) kratko trajanje i
benigni tijek bolesti i (5) odsutnost lokalnih parameningealnih infekcija (otitis, sinuitis)
ili generalizirane bolesti u kojoj se meningitis razvija kao sekundarna manifestacija.’
25 Pleocitoza je definirana kao prisutnost > 5 leukocita u 1 mm?3 lumbalnog CSL-a.
EtioloSka dijagnoza NPEV AM temelji se na detekciji enterovirusne RNK u CSL-u
primjenom standardiziranog RT-PCR (Cepheid Enterovirus ASR (Cepheid, SAD)).
Svi bolesnici uklju€eni u skupinu s NPEV AM imali su na taj nacCin nedvojbeno
dokazanu etiologiju AM (pozitivan PCR na NPEV iz CSL-a).
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U skupinu ispitanika s NB ukljucili smo bolesnike koji prema smjernicama
European Federation of Neurological Societies (EFNS) iz 2009. godine zadovoljavaju
kriterije za sigurnu, odnosno vjerojatnu dijagnozu NB. Navedeni kriteriji su: neurolosKi
simptom(i), pleocitoza likvora i intratekalna produkcija specifiCnih protutijela na
B.burgdorferi. Sigurnom dijagnozom oznaava se ispunjenje sva 3 kriterija, a
vjerojatnom ispunjenje bilo koja 2 od navedenih.®® U nasu smo studiju ukljucili 17
bolesnika sa sigurnom i 4 s vjerojathom NB. Kao pozitivitet neuroloskih simptoma
uzeli smo u obzir anamnestiCke podatke bolesnika i/ili neuroloSke ispade utvrdene
ispitivanjem neuroloskog statusa tijekom hospitalizacije. Pleocitoza (>5 stanica/mm?)
je dokazana citoloSkom analizom CSL - brojenjem stanica u Fuchs-Rosenthalovoj
komorici. U svih je bolesnika rabljena seroloSka metoda kemiluminiscencije za dokaz
serumskih i likvorskih protutijela na B. burgdorferi, a svi reaktivni rezultati u serumu
provjereni su/potvrdeni WB-om. Likvori s reaktivnim protutijelima dodatno su testirani
s istovremeno uzetim serumima ELISA metodom kod koje se uz pomo¢ hvatanja
specifiCnih protutijela, odredivanja njihove opti¢ke gustoce i kasnijeg preraCunavanja
dokazuje specificni indeks protutijela (od engl. ”“Antibody Index”, Al), tj.
neuroboreliozna-intratekalno proizvedena protutijela IgM i 1gG. Svi bolesnici oboljeli
od NB imali su negativan PCR na NPEV iz CSL-a.

Dijagnoza ADEM-a je postavljena prema medunarodnom konsenzusu iz 2007.
koji ADEM definira kao prvu epizodu upalne demijelinizacije s polifokalnim
neuroloskim deficitima pracenu encefalopatijom (poremecaj svijesti/ponasanja) uz
isklju€enje mogucih infektivnih uzro€nika bolesti. Nalaz MR mozga u FLAIR (engl.
Fluid-attenuated inversion recovery) i T2 mjernoj sekvenci je sugestivan, ali ne i
presudan za dijagnozu a pokazuje rjede fokalne, a veéinom multifokalne lezije
(uglavnhom >1 do 2 cm u promjeru) koje su hiperintenzivne, bilateralne, asimetri¢ne i
lokalizirane uglavnom u supratentorijalnoj ili infratentorijalnoj bijeloj tvari ili u sivoj
tvari bazalnih ganglija ili talamusa. " Svi bolesnici s ADEM-om uklju¢eni u
istrazivanje imali su nalaz MR sugestivan za ADEM, negativan nalaz PCR-a na
NPEV iz CSL-a i negativnu serologiju na NB u CSL-u. Bolesnike s ADEM-om pratili
smo i radioloSki obradili (MR mozga i vratne kraljeSnicke mozdine) minimalno 6
mjeseci nakon otpusta iz bolnice, i u svih se verificirala regresija prethodno
opisivanih radioloskih promjena. Takoder, nitko od pacijenata nije imao recidiv
ADEM-a niti je kasnije dijagnosticiran kao MS.
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Kriteriji za ukljuCivanje u studiju za bolesnike iz kontrolne skupine:

. Uredan citolo$ki, biokemijski i mikrobioloSki nalaz CSL-a

. Dob mlada od 18 godina

. Uredna perinatalna anamneza i psihomotorni razvoj prije aktualne bolesti
. Provjereno negativan nalaz PCR-a na NPEV i serologije na NB u CSL-u
Specificni kriterij za iskljuCenje iz istrazivanja:

e Teska kroni¢na bolest nastala tijekom perioda pracenja bolesnika

4.2. Bioloski uzorci

U ovom su istrazivanju koristeni bioloSki uzorci CSL-a i seruma ispitanika. Svi
bioloSki uzorci prikupljeni su za potrebe uobiajene dijagnosticke obrade bolesnika
sa sumnjom na upalnu bolest CNS-a. Za potrebe kvantifikacije kemokina koriSteni su
ostatni uzorci CSL-a i seruma. Lumbalna punkcija u€injena je unutar 24 h od pocetka
hospitalizacije bolesnika. CSL je alikvotiran u tri uzorka za potrebe citoloSke,
biokemijske i mikrobioloSke dijagnostiCke obrade dok je ostatak CSL-a koristen za
kvantifikaciju kemokina pohranjen na -80°C do analize. Venska krv bolesnika
prikupliena je u Greiner Vacuette System epruvete (Greiner Bio-One GmBH,
Kremsmunster, Austrija) volumena 6 mL bez antikoagulansa. Epruvete su
centrifugirane na sobnoj temperaturi tijekom 15 min. na 1000 g. Uzorci seruma
koriSteni su za potrebe rutinske biokemijske i seroloSke dijagnostike a ostatni uzorci
su podijeljeni u alikvote volumena 400uL te pohranjeni na -80 °C do kvantifikacije

kemokina.
4.3. Metode istrazivanja
Tijekom ovog istrazivanja iz medicinske dokumentacije KZIB prikupljeni su
anamnesti¢ki i klinicki podaci o dobi, spolu, perinatalnom razdoblju, socijalnoj

anamnezi ispitanika, trajanju febriliteta te klinickim znacima afekcije SZS-a kao i

rezultati rutinskih citoloskih, biokemijskih i mikrobioloskih pretraga.
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4.3.1. Citoloska analiza likvora

CitoloSka analiza likvora je jednostavna, brza i jeftina pretraga visoke osjetljivosti i
senzitivnosti. CitoloSkom analizom procjenjujemo imamo |i u CSL-u normalan broj i
morfologiju stanica te tako odjeljujemo patoloSke od normalnih CSL-a. Normalan broj
stanica u CSL definiran je s manje od 15 stanica u 3 mm? uzorka, brojenih nativno u
Fuchs-Rosenthalovoj komorici. U sedimentima likvora obojenim po May-Grinwald-
Giemsa bojenju morfologija stanica treba biti uredna, a prisutne stanice su pretezno
mononuklearni leukociti. Treba uzeti u obzir manje razlike kod novorodenc¢adi i male
djece. PatoloSki broj stanica u CSL-u kao i abnormalna morfologija ovise o
patoloSkom procesu u CSL-u. Takoder su analizirani koncentracija proteina i glukoze
u CSL-u.

4.3.2. Biokemijske i hematoloske pretrage u serumu

Biokemijske i hematoloske pretrage uklju€ivale su broj eritrocita, koncentraciju
hemoglobina, broj leukocita i koncentraciju C-reaktivhog proteina (CRP) u serumu.
Kompletna krvna slika u Klinici za infektivne bolesti “Dr Fran Mihaljevi¢” radi se na
hematoloskim analizatorima LH-750 i DxH 800 proizvoda¢a Beckman Coulter®.
Analizator odreduje 22 hematoloSka parametra pri ¢emu se broj leukocita, broj
eritrocita, koncentracija hemoglobina, broj trombocita, srednji volumen eritrocita i
srednji volumen trombocita direktno mjere, dok se ostali parametri izraunavaju iz
podataka o izmjerenim parametrima. Metoda po Coulteru, na kojoj se temelji rad
Beckman-Coulter analizatora, omogucuje brojanje stanica po veli€¢ini metodom
impedancije i diferenciranje populacije leukocita VCS (engl. Volume, Conductivity,
Scattering) tehnologijom. Brojanje metodom impedancije provodi se tako da svaka
stanica suspendirana u vodljivoj tekucini (diluent) prolazi izmedu dviju elektroda i
izaziva porast otpora, sto se biljezi kao elektricni impuls. Broj impulsa odgovara broju
stanica, a veli€ina impulsa proporcionalna je volumenu stanica. Za brojanje eritrocita
I leukocita postoje dvije posebne komorice. Regulirani vakuum kontrolira ulaz
razrijedenog i liziranog uzorka u svaku od komorica. U svakoj komorici broji se po tri
puta i DMS (engl. Data Management System) obraduje rezultate izdajuéi srednju
vrijednost. U komorici za eritrocite kao eritrociti se klasificiraju stanice volumena 36-

360 fL. u istoj komorici se broje i trombociti koji se klasificiraju kao stanice manje od
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20 fL. U drugoj komorici se nakon liziranja eritrocita broje leukociti i istovremeno se
odreduje  koncentracija hemoglobina cijanmenthemoglobinskom  metodom.
Odredivanje CRP-a vrSi se na biokemijskom analizatoru Beckman Coulter AU 680,
metodom munoturbidimetrije (Beckman Coulter System Reagent CRP Turbidimetric
Fixed Time Method). Nacelo mjerenja: Nakon mijeSanja uzorka s puferom R1 i s
otopinom antiseruma R2, CRP specificno reagira s anti-humanim CRP antitijelima i
nastaju netopivi agregati. Apsorbancija tih netopivih agregata proporcionalna je

koncentraciji CRP-a u uzorku.

4.3.3. Mikrobioloska analiza likvora

MikrobioloSska analiza je uklju€ivala kultivaciju likvora u aerobnim i
mikroaerofilnim uvjetima (prisutnost 4-6% CO2) na temperaturi 37+1°C u trajanju od
4 dana (96 sati). U ispitivanim uzorcima trazena je prisutnost bakterija i/ili gljiva. Svi

ispitivani uzorci bili su negativni na prisutnost trazenih mikroorganizama.

4.3.4. Serologija na Borreliu burgdorferi

Protutijela na B.burgdorferi razreda IgM i IgG odredena su u serumu i likvoru
metodom kemiluminiscencije (CLIA; Liaison Borrelia IgM and IgG, DiaSorin, Italija).
Svi serumi s reaktivnim rezultatima dodatno su testirani metodom imunoblota
(Borrelia Europe LINE/plus TpN17 LINE, Sekisui, Njemacka). Uzorci likvora s
nalazom reaktivnih protutijela u probirnom testu CLIA dodatno su testirani zajedno s
usporednim serumom imunoenzimskim testom za procjenu intratekalne sinteze
protutijela (IDEIATM Lyme Neuroborreliosis IgM and IgG, Oxoid, Velika Britanija). Svi
testovi radeni su prema uputama proizvodaCa. Prema zadanoj formuli iz protokola
izraCunat je koeficijent intratekalne sinteze protutijela, tzv. indeks protutijela (Al;
antibody index). Vrijednosti indeksa 0.3 i veée ukazivale su na pozitivhu sintezu
likvorskih protutijela. Znacajnost nalaza reakitvnih protutijela na borelije u serumu i
likvoru interpretirana je u skladu s klinickim simptomima te nalazima citoloSke i

biokemijske analize likvora.
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4.3.5. Molekularna dijagnostika

Virusna RNK izolirana je iz uzoraka CSL-a primjenom standardiziranog
reagensa QlAampl Viral RNK mini kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) sukladno uputama
proizvodaca. Enterovirusna RNK u uzorcima CSL-a detektirana je standardiziranim
kvalitativnim PCR testom u stvarnom vremenu Cepheid Enterovirus ASR (Cepheid,
Sunnyvale, SAD) uz primjenu instrumenta Cepheid SmartCycler System (Cepheid)
prema uputama proizvodaCa. Ovaj kvalitativni test sadrzi pocetnice i probe koje
detektiraju regiju veliCine 115 parova baza u 5’UTR netranslatirajuc¢e regije genoma
enterovirusa. AnalitiCka osjetljivost Cepheid Enterovirus ASR testa iznosi 11.4 Tissue
Culture Infectious Dose ili TCID(50)/ml za Enterovirus A; 0.207 TCID(50)/ml za
Enterovirus B; 0.602 TCID(50)/ml za Enterovirus C i 0.970 TCID(50)/ml za
Enterovirus D. Test detektira razliCite serotipove enterovirusa ukljuCujuci
Enteroviruse (68, 69, 70, 71), Coxackieviruse (A2, A3, A5, A6, A7, A9, A10, Al1,
Al2, A13, Al4, Al7, A18, A19, A20, A21, A22, A24, B1, B3, B4, B5, B6) i
Echoviruse (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 25, 26, 27,
29, 30, 31, 32, 33).

4.3.6. Kvantifikacija kemokina u CSL-u i plazmi

Koncentracija kemokina u bioloSkim uzorcima ispitanika odredena je
standardiziranim kvantitativnim enzimskim imunotestovima Quantikine Human
CXCL10/IP-10 ELISA test, Quantikine Human CXCL11/I-TAC ELISA test i
Quantikine Human CXCL13/ BLC/BCA-1 ELISA test (R&D Systems, Minneapolis,
SAD) prema uputama proizvodaca. Rezultati testova ocitani su primjenom opti¢kog
Citaa mikrotitracijskih ploCica Captia Reader (Trinity Biotech, Wicklow, Irska).
Testovi se temelje na principu kvantitativnog enzimskog imunotesta u kojem su na
jazice mikrotitracijske plo€ice vezana monoklonska protutijela specificna za kemokin.
Ukoliko bioloSki uzorci sadrze molekule odredenog kemokina, one ¢e se vezati za
imobilizirana monoklonska protutijela. Nakon ispiranja nevezanih substanci, u jaZice
mikrotitracijske plo€ice dodaje se poliklonsko protutijela specificno za kemokin koje je
konjugirano s enzimom (peroksidaza iz hrena). Nakon ispiranja, dodaje se substrat te
enzimskom reakcijom nastaje obojeni produkt. Reakcija se zaustavlja kemijskim

putem a izmjerena opticka gustoca (absorbancija) proporcionalna je koncentraciji
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kemokina u uzorku koja se raCuna putem standardne krivulje. Medijan minimalne
mjerljive koncentracije (minimum detectable dose, MDD) humanog CXCL10
primjenom Quantikine testa iznosila je 1.67 pg/mL (raspon 0.41 — 4.46 pg/mL).
Medijan MMD humanog CXLC11 primjenom Quantikine testa iznosila je 13.9 pg/mL
(raspon 3.4 — 39.7 pg/mL). Medijan MMD humanog CXCL12 primjenom Qantikine
testa iznosio je 1.64 pg/mL (raspon 0.43 — 3.97 pg/mL).

4 4. Statisticka obrada

Svi izmjereni parametri sazeti su prikladnim metodama deskriptivne statistike
(medijani, rasponi; proporcije) za svaku od skupina (ispitanici oboljeli od ADEM-a,
NPEV AM i NB te kontrolni ispitanici). U pogledu temeljnih svojstava (demografski,
povijest bolesti, klinicke manifestacije bolesti), inicijalno skupine nisu usporedivane u
formalnim univarijatnim statistickim testovima iz razloga jer ispitanici nisu
randomizirani pa su sve usporedbe iz multivarijatnih modela.

Prikazane su:

1. Likvorske koncentracije kemokina — razlike izmedu skupina
A) Koncentracija kemokina te ,gradijenta“ (odnosno omjera) likvor/serum po
skupinama je prikazana u logaritmima (baza e) izmjerenih koncentracija
zbog izrazite interindividualne varijabilnosti. Kako su mnoge likvorske ali i
serumske koncentracije bile ispod granica detekcije (vrijednost=0),
transformacija je ucinjena na nacin: In(1+izmjerena vrijednost), ¢ime se
postize da logaritam izmjerene vrijednosti 0 iznosi 0. ,Gradijent* odnosno

omjer likvor /serum odreden je kao eksponent razlike

ko

. . Likw
logaritama: Omjer —

= = exp[ln(1+ konc. likvor) — In (1 + konc. serum)]

M

Za CXCL10 vrijednosti omjera su na logaritamskoj skali zbog izrazite
varijabilnosti. Za druga dva kemokina, skala je linearna. ToCke su
individualne vrijednosti, poprecne crte su medijani, kvadrati oznaCuju donju
i gornju kvartilu, a okomite crte oznacuju unutarnju ogradu (medijan 1.5 x

interkvartilni raspon).
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B) Razlike likvorskih koncentracija triju kemokina izmedu djece s ADEM-om,
NPEV AM ili NB i kontrola. Za svaki od kemokina, podaci su analizirani u
generalnom linearnom modelu uz podeSenje za dob, spol i dan trajanja
bolesti na dan prijema (zbog neujednacenosti tih varijabli izmedu skupina s
razliCitom dijagnozom, kao i zbog univarijatne zdruzenosti nekih od tih
varijabli s koncentracijama pojedinih citokina). Zbog iskrivljene distribucije,
analizirane su logaritmirane vrijednosti (baza e), a razlike su prikazane kao
omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti (engl. Geometric mean ratio,
GMR) s 95% granicama pouzdanosti (engl. Confidence interval, CI).
GMR = exp{Z[in(konc. A)] — Z[In(konc.B)},  P-vrijednosti i  granice
pouzdanosti podeSene su za viSestruke usporedbe simulacijskom

metodom.

2. Serumske koncentracije kemokina — razlike izmedu skupina
A) Razlike serumskih koncentracija triju kemokina izmedu djece s ADEM-om,
NPEV AM i NB i kontrola. Za svaki od kemokina, podaci su analizirani u
generalnom linearnom modelu uz podeSenje za dob, spol i dan trajanja
bolesti na dan prijema (zbog neujednacenosti tih varijabli izmedu skupina s
razliCitom dijagnozom, kao i zbog univarijatne zdruzenosti nekih od tih
varijabli s koncentracijama pojedinih citokina). Zbog iskrivljene distribucije,
analizirane su logaritmirane vrijednosti (baza e), a razlike su prikazane kao
omjeri geometrijskin srednjih vrijednosti (GMR) s 95% granicama
pouzdanosti (Cl). GMR=exp{x [In(konc.A)]-x [In(konc.B)}. P-vrijednosti i
granice pouzdanosti podeSene su za viSestruke usporedbe simulacijskom

metodom.

3. Likvor-serum kemokinski gradijenti po skupinama
Omijer likvorskih i serumskih koncentracija kemokina (,likvor-serum gradijent®)
u djece s ADEM-om, NPEV AM, NB i kontrolne djece.
Omijeri koji su zajedno s 95% intervalom pouzdanosti (Cl) >1.0 kazuju da je,
prosjecno, likvorska koncentracija viSa nego serumska, odnosno da postoji
,gradijent likvor-serum®. To ujedno znaci da je razlika likvor-serum statisticki

znaCajna s p<0.05. Gdje granice pouzdanosti oko omjera obuhvacéaju 1.0,
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razlika likvor-serum nije statistiCki znaCajna. Gdje su omjeri granicama
pouzdanosti posve <1.0, znali da su serumske koncentracije vise od
likvorskih uz p<0.05. Omjeri likvor/serum su omjeri geometrijskih srednjih
vrijednost (GMR), a odredeni su u generalnom linearnom modelu s mjeSovitim
efektima (dva bioloSka uzorka [serum, likvor] u istog ispitanika) kao

GMR=exp{x [In(konc.likvor)]-x [In(konc.serum)}.

4. Zdruzenost likvorskih koncentracija kemokina i broja stanica u likvoru i razlike

B)

C)

medu skupinama

A) Multivarijatna analiza zdruzenosti broja stanica u likvoru (u 3 mm?3) i
likvorske koncentracije triju kemokina. Koeficijenti su prikazani s 95%
granicama pouzdanosti. Zbog iskrivljenosti distribucije broja stanica u
likvoru, analizirane su logaritmirane vrijednosti (baza €). Najbolji fit imali su
modeli u kojima su i likvorske koncentracije kemokina logaritmirane.
Testirana su tri odvojena (po jedan za svaki kemokin) generalna linearna
modela u kojima su nezavisne varijable uvijek bile dob, spol i dan trajanja
bolesti na dan prilema, dijagnoza, In(koncentracija kemokina) i
dijagnoza*In(koncentracija kemokina) interakcija kako bi se zdruzenost
kemokinskih koncentracija i broja stanice testirala u svakoj skupini
bolesnika zasebno.

Nezavisna zdruzenost In(broja stanica u likvoru) i In(likvorske koncentracije
CXCL10) odnosno In(likvorske koncentracije CXCL13) ovisno o dijagnozi.
Regresijski pravci dobiveni su u multivarijatnom Modelu 1 i Modelu 3 u tablici
3: zavisna varijabla je In(broj stanica u likvoru) a nezavisne varijable su dob,
spol, trajanje bolesti u vrijeme prijema, dijagnoza, likvorska koncentracija
CXCL10 (ili CXCL13) i dijagnoza*likvorska koncentracija interakcija. Prikazani
su podeSeni regresijski pravci prema dijagnozi (iz interakcije) za djecu s
ADEM-om, NPEV AM, NB i djecu iz kontrolne skupine.

Multivarijatna analiza zdruZzenosti broja stanica u likvoru (n/mm3) i gradijenta
likvor-serume triju kemokina. Koeficijenti su prikazani s 95% granicama

pouzdanosti. Zbog iskrivljenosti distribucije broja stanica u likvoru, analizirane
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su logaritmirane vrijednosti (baza e). Najbolji fit imali su modeli u kojima su i
vrijednost gradijenata likvor-serum logaritmirane. Testirana su tri odvojena (po
jedan za svaki kemokin) generalna linearna modela u kojima su nezavisne
varijable uvijek bile dob, spol i dan trajanja bolesti na dan prijema, dijagnoza,
In(likvor-serum gradijent) i dijagnoza*In(gradijent) interakcija kako bi se
zdruZenost kemokinskih gradijenata i broja stanice testirala u svakoj skupini

bolesnika zasebno.

D) Nezavisna zdruzenost In(broja stanica u likvoru) i In(likvor-serum gradijent)
za CXCL10, odnosno In(likvor-serum gradijent) za CXCL11 ovisno o
dijagnozi. Regresijski pravci dobiveni su u multivarijathom Modelu 1 i
Modelu 2 u tablici 4: zavisna varijabla je In(broj stanica u likvoru) a
nezavisne varijable su dob, spol, trajanje bolesti u vrijeme prijema,
dijagnoza, likvor-serum gradijent CXCL10 (ili 11) i dijagnoza*gradijent
interakcija. Prikazani su podes$eni regresijski pravci prema dijagnozi (iz
interakcije) za djecu s ADEM-om, NPEV AM, NB i djecu iz kontrolne
skupine.

. Pokusali smo odgovoriti na pitanje mogu li likvorske koncentracije kemokina
CXCL10, CXCL11 i/ili CXCL13 pomoci u ranoj diferencijalnoj dijagnozi ADEM,
NPEV AM i NB — ,razlikuju® li te bolesti medusobno?

A) Svojstva ispitanika s ADEM-om, NPEV AM, NB i ispitanika iz kontrolne
skupine u kojih su serumske i likvorske koncentracije kemokina odredene
do 8. dana (uklju¢no) od pocetka simptoma bolesti. Vrijednosti su brojevi ili

medijani (najniza-najvisa vrijednost).

B) Individualne vrijednosti likvorskin nalaza - broja stanica, udjela
polimorfonukleara (PMNL), koncentracije CXCL10, CXCL11 i CXCL13. Za
broj stanica i koncentracije kemokina, prikazani su logaritmi izmjerenih
vrijednosti zbog izrazite inter-individualne varijabilnosti. To¢ke=individualne

vrijednosti, popreCne crte=medijani, kvadrati=donja i gornju kvartilu, a
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okomite crte=unutarnja ogradu (medijan [1 1.5 x interkvartilni raspon).

Izvan ograda su odstojece vrijednosti.

C) Razlike likvorskog nalaza odredenog do 8. dana od pocCetka simptoma
bolesti — broja stanica, udjela polimorfonukleara i koncentracija triju
kemokina — izmedu djece s ADEM-om, NPEV AM i NB. Podaci za svaki
parametar analizirani su u zasebnom generalnom linearnom modelu uz
podeSenje za dob, spol i duljinu trajanja simptoma prije uzimanja uzorka
(1-8 dana). Zbog iskrivljene distribucije, analizirane su logaritmirane
vrijednosti (baza e), a razlike su prikazane kao omjeri geometrijskih
srednjih  vrijednosti  (GMR) s 95% granicama pouzdanosti (CI).
GMR=exp{x [In(konc.A)]-x [In(konc.B)}. P-vrijednosti i granice pouzdanosti

podeSene su za viSestruke usporedbe simulacijskom metodom.

D) Univarijatna i nezavisna zdruzenost visih likvorskih koncentracija CXCL10 i
dijagnoze ,NPEV AM* (nasuprot ADEM ili NB, kumulativno). Zdruzenost je
prikazana kao omjer Sanse (OR) s 95% granicama pouzdanosti (ClI).
Prikazane su i povrSine ispod ROC krivulje (AU-ROC) za multivarijatni

model i samo za koncentracije CXCL10.

E) Univarijatni odnos likvorske koncentracije CXCL10 i dijagnoze non-polio
enterovirusnog asepticnog meningitisa (NPEV AM) — ROC (receiver-
operating characteristics) krivulja i vjerojatnost dijagnoze u odnosu na
vrijednosti CXCL10.

F) Svojstva likvorske koncentracije CXCL10 kao dijagnostickog testa za non-
polio enterovirusni asepticni meningitis (NPEV AM) (nasuprot ADEM/NB).

Razina statisticke znacajnosti definirana je s vrijednosti p<0.05. Koristen je statisticki

program SAS for Windows 9.3 (SAS Inc., Cary, NC) licenciran na Medicinskom

fakultetu Sveucilista u Zagrebu.
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5. REZULTATI

U ovu su studiju ukljucena 84 ispitanika, od kojih 23 ispitanika pripada skupini
oboljelih od ADEM-a, 20 ispitanika pripada skupini oboljelih od NPEV AM, 21
ispitanik skupini oboljelih od NB i 20 kontrolnoj skupini. Medu oboljelima od NB, 17
pacijenata (80.95%) je po kriterijima uslo u skupinu definitivnih, a 4 (19.04%) u
skupinu vjerojatnin NB. Kontrolnu skupinu su sacinjavali ispitanici kod kojih je u
sklopu inicijalne obrade udinjena LP kojom je upalna bolest SZS-a iskljuéena
(urednim citoloskim, biokemijskim i mikrobioloSkim nalazom likvora). Njihove
dijagnoze su bile: infekcija donjih diSnih putova (5 bolesnika), infekcija gornjih disnih
putova (5 bolesnika), nejasno febrilno stanje (4 bolesnika), sepsa/bakterijemija (2
bolesnika), enteroviroza bez afekcije SZS-a (2 bolesnika), poreme¢aj ponasanja (1

bolesnik) te humana granulocitna anaplazmoza (1 bolesnik).

5.1. Svojstva ispitanika oboljelih od ADEM-a, NPEV AM,
NB i kontrolnih ispitanika

Analizirani su odabrani demografski, kliniCki i laboratorijski podaci ispitanika u

navedenim skupinama.
5.1.1. Analiza demografskih podataka

Prikupljeni su i obradeni demografski podaci o dobi, spolu, trajanju bolesti pri
prijemu (Tablica 3). Medijan dobi ispitanika u ADEM grupi bio je 58 mjeseci (raspon
10-198 mjesec), u NPEV AM grupi bio je 128 mjeseci (raspon 3-188 mjeseci), u NB
skupini 127 mjeseci (raspon 48-215 mjeseci) dok je medijan dobi kontrolne skupine
bio 21 mjesec (raspon 1-184 mjeseci). U skupinama NPEV AM, NB i kontrolnoj
skupini prevladavaju bolesnici muskog spola - u skupini oboljelih od NPEV AM 15
(75%), kod NB 12 (57.1%) bolesnika je muskog spola, a u kontrolnoj su skupini 12
(60%) ispitanika djeCaci. Za razliku od navedenog, ispitanici iz skupine ADEM-a su
veéinom Zenskog spola (14 djevojcica ili 60.9%). Medijan trajanja bolesti prije prijema
u Kliniku bio je 6 dana (raspon 1-23 dana) za oboljele od ADEM-a i NB (raspon 1-30
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dana) te 2 dana (raspon 1-3 dana) za oboljele od NPEV AM i za kontrolnu skupinu (s
rasponom 1-28 dana).

5.1.2. Analiza klini¢kih podataka

Prikupljeni su i obradeni klinicki podaci koji ukljuCuju prisustvo vrucice,
GCS (engl. Glasgow Coma Scale/Score) pri prijemu, postojanju cerebralnih napada
u toku bolesti, kao i ishod lije€enja. Kod prijema u Kliniku, u skupini ispitanika
oboljelih od ADEM-a, 17 bolesnika (73.9%) bilo je febrilno. U skupini NPEV AM je
cak 19 bolesnika imalo zabiljezen febrilitet (95%), isto kao i u kontrolnoj skupini
(19/20 ili 95%), dok je u skupini NB samo 4 bolesnika imalo poviSenu tjelesnu
temperaturu (19%). Konvulzije u akutnoj bolesti je imalo 12 bolesnika iz skupine
ADEM-a (52.2%) i 6 iz kontrolne skupine (30%). Pacijenti iz skupine oboljelih od
NPEV AM i NB nisu imali zabiljeZene konvulzije tijekom bolesti. Pri analizi podataka
o stanju svijesti, kod svih je bolesnika koriStena procjena (bodovanje) prema
pedijatrijskoj GCS. U skupinama oboljelih od NPEV AM i NB je srednja vrijednost,
kao i najniza vrijednost GCS iznosila 15, dok su bolesnici iz kontrolne skupine imali
srednju vrijednost 15, no najnizu 12. Ispitanici iz skupine oboljele od ADEM-a su imali
u prosjeku nize vrijednosti GCS; kod njih je srednja vrijednost iznosila 14, a raspon 8-
15. 1z ovih je podataka vidljivo da su bolesnici s NPEV AM kao i oni iz kontrolne
skupine c¢esée bili febrilni u odnosu na one s ADEM-om, dok su bolesnici s NB
veéinom bili afebrilni kod prijema. Konvulzije su gotovo iskljuCivo karakterizirale
bolesnike s ADEM-om, kao i poremecaj svijesti karakteriziran nizim vrijednostima
GCS-a.

5.1.3. Analiza laboratorijskih podataka

Izabrani laboratorijski nalazi seruma i CSL-a u ispitanika oboljelih od
ADEM-a, NPEV AM, NB i kontrolne skupine su prikazani u Tablici 3.
Bolesnici oboljeli od upalnih bolesti SZS-a su imali poviden broj stanica u CSL-u
(medijan 189 u 3 mm? kod ADEM-a, 703 u 3 mm?® kod NPEV AM, 672 u 3 mm? kod
NB) $to ih je razlikovalo od onih bez upalne bolesti SZS-a (medijan 6 u 3 mm3).
Medijan koncentracije proteina u CSL-u je bio nesto povisen u skupini NB (0.75

mg/L). Moze se primijetiti kako je potpuni oporavak postignut u svih pacijenata s
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NPEV AM, dok su neurolosSke sekvele zaostale kod 9 bolesnika s ADEM-om (39.1%)

I 7 bolesnika s NB (35%).

Tablica 3. Svojstva ispitanika s ADEM-om, NPEV AM-om, NB-om i ispitanika iz

kontrolne skupine. Vrijednosti su brojevi ili medijani (najniza-najviSa vrijednost).

ADEM NPEV-AM NB Kontrole!
Klinicka svojstva
N (M /2) 23 (9/14) 20 (15/5) 21 (12/9) 20 (12/8)
Dob (mjeseci) 58 (10-198) 128 (3-188) 127 (48-215) 1(1-184)
Dani od pocetka bolesti 6 (1-23) 2 (1-3) 6 (1-30) 2 (1-28)
Febrilni na prijemu 17 19 4 19
GCS na prijemu 14 (8-15) 15 (15-15) 15 (15-15) 15 (12-15)
Konvulzije (bilo kada) 12 0 0 6
Ishod (kraj intenzivne)
Potpuni oporavak 14 20 14 18
Nepromijenjeno 0 0 0 2
Sekvele 9 0 7
Krvna slika (prijem)
Eritrociti (x10%/L) 5(3.7-5.9) 4.7 (3.4-5.6) 4.7 (4.4-5.6) 4.3(3.1-5.2)
Hemoglobin (g/L) 123 (101-172) 132 (98-158) 140 (106-160) 118 (89-169)
Leukociti (x10%/L) 12.4 (5.8-29.7) 11.5(8.0-19.9) 7.2(3.5-17.5) 9.9(3.1-19.2)
Trombociti (x10%/L) 376 (249-835) 274 (194-407) 281 (40-577) 249 (92-555)
CRP (mg/L) 6(0.2-102) 5.7 (1.4-22.1) 0.5 (0.2-6.2) 18.3 (0.2-133)
Likvor (prijem)
Broj stanica/3mm? 189 (3-1056) 703 (120-5760) 672 (33-5599) 6 (1-15)
% polimorfonukleara 4 (0-91) 59 (8-94) 2 (0-24) 0(0-27)
% monocita 96 (9-100) 41 (6-92) 98 (76-100) 100 (73-100)
Proteini (mg/L) 0.40(0.14-2.41) 0.41 (0.2-0.89) 0.75(0.23-2.19) 0.31(0.17-0.73)

Glukoza likvor/serum
Kemokini (prijem)
CXCL 10 likvor (ug/L)
CXCL 10 serum (ug/L)
CXCL 11 likvor (ug/L)
CXCL 11 serum (ug/L)
CXCL 13 likvor (ug/L)
CXCL 13 serum (ug/L)

(0]
0.65 (0.52-0.89)

0.22 (0-42.0)
0.07 (0-2.35)
0(0-0.11)
0.02 (0-0.21)
0(0-0.27)
0.08 (0.02-0.17)

0.61 (0.54-0.76)

23.0 (1.55-73.9)
0.23(0.11-1.11)
0.15 (0-0.39)
0.02 (0-0.03)
0(0-0.17)
0.1 (0.07-0.24)

0.57 (0.31-0.77)

0.36 (0-5.78)
0.07 (0-2.34)
0 (0-0.02)
0 (0-0.08)
0.1(0-2.72)
0.02 (0-0.14)

0.63(0.41-0.93)

0.12 (0-2.39)
1.30 (0.03-34.2)
0 (0-0.08)
0.02 (0-0.25)
0 (0-0.09)
0.13 (0.07-2.47)

! Infekcije donjih di$nih putova (5), infekcije gornjih diSnih putova (5), nejasno febrilno stanje
(4), sepsa/bakterijemija (2), enteroviroza (2), poremecéaj ponasanja (1), humana granulocitna

anaplazmoza (1).

CRP — C-reaktivni protein
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5.2. Analiza koncentracije kemokina CXCL10, CXCL11 i CXCL13 u CSL-u i
serumu ispitanika oboljelih od ADEM-a, NPEV AM, NB i kontrolne skupine

Slika 2 dodatno prikazuje pojedinaéne izmjerene vrijednosti svih triju
kemokina u likvoru i serumu po dijagnozi kako bi ocrtala izrazitu interindividualnu
varijabilnost. Likvorske koncentracija CXCL13 u vecine su ispitanika bile ispod
granice detekcije (vrijednost=0), osim u djece s NB. ViSe razine CXCL10 u likvoru
nego u serumu opazene su samo za oboljele s NPEV AM (omijeri likvor/serum >1.0) i
to u svih ispitanika (Slika 2). Tendencija viSih likvorskih od serumskih koncentracija
opazena je i za CXCL11 i to samo u djece s NPEV AM (vecine) (Slika 2). ViSe razine
CXCL13 u likvoru nego u serumu opazene su samo u djece s NB, i to u vecine (Slika
2).
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Slika 2. Individualne vrijednosti likvorskih (gornji panel) i serumskih (srednji panel)
koncentracija triju kemokina, te ,gradijenta® (odnosno omjera) likvor / serum (donji
panel).
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5.2.1. Likvorske koncentracije kemokina — razlike izmedu skupina

U odnosu na kontrolnu skupinu (djeca s akutnom infektivnom boleS¢u, koja
medutim ne zahvaéa SZS) te uz pode$enje za dob, spol i dan trajanja bolesti na dan
prijema, viSe likvorske koncentracije CXCL10 opaZene su samo u djece NPEV AM —
bile su 16.6 puta viSe (Slika 3). Djeca s ADEM-om ili NB nisu se u tom pogledu
razlikovala od kontrolne djece (Slika 3). ViSe likvorske koncentracije CXCL11 (u
odnosu na kontrole), uoCene su samo u djece s NPEV AM, i to samo blago viSe
(16%) (Slika 3). Koncentracija CXCL13, pak, bila je blago visa od kontrolnih
vrijednosti samo u djece oboljele od neuroborelioze — 33% viSa (Slika 3). Dakle,
NPEV AM karakterizira izrazito poviSenje (u odnosu na kontrole) likvorskih
koncentracija CXCL10 i blago poviSenje CXCL11, a NB karakterizira blago poviSenje
CXCL13. ADEM nije zdruzen sa relevantnim poviSenje likvorskih koncentracija niti

jednog od navedenih citokina.

CXCL 10 ! GMR (95% CI); P
ADEM vs. Kont _::._ 1.15 (0.65, 2.02); 0.883
NPEV-AM vs. Kont ! — @—  16.6(8.97,30.9); <0.001
|
NB vs. Kont —— 1.18 (0.59, 2.32); 0.892
CXCL 11 i
ADEM vs. Kont ¢ 1.02 (0.98, 1.07); 0.507
|
NPEV-AM vs. Kont 3 1.16 (1.11, 1.22); <0.001
NB vs. Kont + 0.99 (0.94, 1.04): 0.894
CXCL 13 !
ADEM vs. Kont # 1.01 (0.88, 1.17); 0.990
NPEV-AM vs. Kont ’'S 1.04 (0.89, 1.21); 0.856
|
NB vs. Kont & 1.33 (1.12, 1.57); <0.001

I ] 1 I I | I T T 1

02 05 1 23 5 10 2030 50
GMR (95% Cl)

Slika 3. Razlike likvorskih koncentracija triju kemokina izmedu djece s ADEM-om ili
NPEV AM-om ili NB-om i kontrola.
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5.2.2. Serumske koncentracije kemokina - razlike izmedu skupina

Uz podeSenje za dob, spol i trajanje bolesti na dan prijema, sva djeca s
akutnim bolestima SZS-a imala su u odnosu na kontrole nize (dvostruko) serumske
koncentracije CXCL10 (Slika 4). Serumske koncentracije CXCL11 bile su blago nize
u djece s NPEV AM ili NB nego u kontrolne djece, dok se djeca s ADEM-om u tom
pogledu nisu razlikovala od kontrolne djece (Slika 4). Serumske koncentracije
CXCL13 u djece s ADEM-om i djece s NB bile su blago nize nego u kontrolne djece,
dok se djeca s NPEV AM nisu u tom pogledu razlikovala od kontrola (Slika 4). Dakle,
ADEM Kkarakteriziraju snizene serumske koncentracije CXCL10 i CXCL13, NPEV AM
karakteriziraju snizene serumske koncentracije CXCL10 i CXCL11, dok su u NB

snizene serumske koncentracije svih triju kemokina.
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CXCL 10 GMR (95% CI); P
ADEM vs. Kont — 0.47 (0.35, 0.64); <0.001
NPEV-AM vs. Kont 4 0.50 (0.34, 0.75); <0.001
NB vs. Kont ¢ 0.50 (0.33, 0.77); <0.001
CXCL 11

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
l
ADEM vs. Kont & 1.00 (0.96, 1.04); 0.999
I
NPEV-AM vs. Kont & 0.96 (0.92, 0.99); 0.032
NB vs. Kont Q: 0.96 (0.92, 0.99); 0.037
CXCL 13 |
I
ADEM vs. Kont é 0.95 (0.92, 0.97); <0.001
NPEV-AM vs. Kont 6| 0.98 (0.96, 1.01); 0.431
NB vs. Kont Y 0.91 (0.88, 0.94); <0.001
02 03 0.5 1 2

GMR (95% Cl)

Slika 4. Razlike serumskih koncentracija triju kemokina izmedu djece s ADEM-om ili
NPEV AM-om ili NB-om i kontrola.

5.2.3. Likvor-serum kemokinski gradijenti po skupinama

Kako je sazeto u Tablici 4, jasan kemokinski gradijent ,likvor-serum® opazen
je samo u djece s NPEV AM i to u pogledu CXCL10 (oko 18 puta viSe koncentracije
u likvoru nego u serumu, svi ispitanici s omjerima >1.0) i CXCL11 (oko 12 puta viSe
koncentracije u likvoru nego u serumu, 19/20 ispitanika s omjerima >1.0). U djece s
NB, uocCene su nesto vise koncentracije CXCL10 (1.49 puta viSe, 11/21 s omjerom
>1.0) i CXCL13 (3 puta viSe, 14/21 s omjerom >1.0) u likvoru nego u serumu

ukazujuéi na ,blagi gradijent.
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Tablica 4. Omijer likvorskih i serumskih koncentracija kemokina (,likvor-serum
gradijent®) u djece s ADEM-om, NPEV AM-om, NB-om i u djece iz kontrolne skupine.

ADEM NPEV AM NB Kontrole

CXCL 10

Likvor/ serum (95%Cl) 1.35 (0.98-1.86) 17.8 (12.7-25.2) 1.49 (1.06-2.08)  0.54(0.38-0.76)
Djeca s omjerom >1.0 13/23 20/20 11/21 2/20

CXCL 11

Likvor/ serum (95%Cl) 0.23(0.12-0.43) 11.6(5.8-22.9) 0.79 (0.41-1.55) 0.06 (0.03-0.11)
Djeca s omjerom >1.0 1/23 19/20 5/21 0/20

CXCL 13

Likvor/ serum (95%Cl) 0.02 (0.01-0.04) 0.01 (0.01-0.03) 3.0 (1.39-6.48) 0.01 (0.01-0.02)
Djeca s omjerom >1.0 1/23 1/20 14/21 0/20

5.2.4. Zdruzenost likvorskih koncentracija kemokina i broja stanica u likvoru i

razlike medu skupinama

Kako je sazeto u Tablici 5, uz podeSenje za dob, spol i trajanje bolesti u
vrijeme prijema, viSe likvorske koncentracije CXCL10 bile su nezavisno zdruzene s
vecim brojem stanica u likvoru u bolesnika s ADEM-om i u bolesnika s NB ali ne i u
bolesnika s NPEV AM ili u djece iz kontrolne skupine (Tablica 5, Model 1). Za
likvorske koncentracije CXCL11 nije opazena nezavisna zdruzenost s brojem stanica
u likvoru niti u jednoj skupini djece (Tablica 5, Model 2). Vise likvorske koncentracije
CXCL13 bile su zdruzene s viSim brojem stanica u djece s NB, ali ne i u drugih
skupina (Tablica 5, Model 3). Zanimljivo, muski je spol konzistentno bio zdruzen s
vi§im likvorskim koncentracijama kemokina a dulje vrijeme od pocCetka bolesti do
prijema s nizim koncentracijama (Tablica 5). Slika 5 prikazuje podeSene regresijske
pravce (iz Modela 1, Tablica 5) izmedu likvorskih koncentracija CXCL10 i broja
stanica u likvoru, te izmedu likvorskih koncentracija CXCL13 i broja stanica u likvoru

(iz Modela 3, Tablica 5) prema dijagnozi.
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Tablica 5. Multivarijatna analiza zdruzenosti broja stanica u likvoru (u 3 mm?3) i
likvorske koncentracije triju kemokina. Koeficijenti su prikazani s 95% granicama

pouzdanosti.

Koeficijent (95% Cl) P

Model 1 — likvorska koncentracija CXCL 10

Dob (za 1 godinu) -0.001 (-0.006, 0.004) 0.618
Djecaci (vs. djevojcice) 0.553 (-0.044, 1.153) 0.069
Dan trajanja bolesti na dan prijema (za 1 dan) -0.053 (-0.099, -0.007) 0.026
Ln(CXCL 10 u likvoru) u ADEM 0.763 (0.149, 1.377) 0.016
Ln(CXCL 10 u likvoru) u NPEV AM -0.094 (-0.707, 0.519) 0.760
Ln(CXCL 10 u likvoru) u NB 1.193 (0.245, 2.141) 0.014
Ln(CXCL 10 u likvoru) u Kontrola 0.095 (-1.457, 1.646) 0.904
Model 2 — likvorska koncentracija CXCL 11

Dob (za 1 godinu) -0.001 (-0.006, 0.004) 0.705
Djecaci (vs. djevojcice) 0.696 (0.092, 1.300) 0.025
Dan trajanja bolesti na dan prijema (za 1 dan) -0.049 (-0.097, -0.001) 0.047
Ln(CXCL 11 u likvoru) u ADEM 12.2 (-2.001, 26.4) 0.091
Ln(CXCL 11 u likvoru) u NPEV AM -0.327 (-0.590, 5.245) 0.907
Ln(CXCL 11 u likvoru) u NB 73.5(-0.147, 161.7) 0.101
Ln(CXCL 11 u likvoru) u Kontrola -12.56 (-45.92, 20.81) 0.455
Model 3 — likvorska koncentracija CXCL 13

Dob (za 1 godinu) 0.001 (-0.005, 0.005) 0.997
Djecaci (vs. djevojcice) 0.702 (0.078, 1.325) 0.028
Dan trajanja bolesti na dan prijema (za 1 dan) -0.060 (-0.108, -0.012) 0.015
Ln(CXCL 13 u likvoru) u ADEM -8.65 (-19.4, 2.08) 0.112
Ln(CXCL 13 u likvoru) u NPEV AM -2.85(-18.7, 13.0) 0.721
Ln(CXCL 13 u likvoru) u NB 1.801 (0.209, 3.394) 0.027
Ln(CXCL 13 u likvoru) u Kontrola 12.4 (-17.8, 42.5) 0.416

5.2.5. Zdruzenost kemokinskog gradijenta likvor-serum i broja stanicu likvoru i

razlike medu skupinama

Kako je saZeto u Tablici 6, uz podeSenje za dob, spol i trajanje bolesti u
vrijeme prijema, visi gradijent likvor-serum za CXCL10 bio je nezavisno zdruzen s
veéim brojem stanica u likvoru u bolesnika s ADEM-om i u bolesnika s NB-om ali ne i

u bolesnika s NPEV AM-om ili u djece iz kontrolne skupine (Tablica 6, Model 1). Visi
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gradijent za CXCL11 bio je zdruzen s veéim brojem stanica u djece s ADEM-om, ali
ne i djece iz drugih skupina (Tablica 6, Model 2). Broj stanica u likvoru i gradijent za
CXCLA13 nisu bili zdruzeni niti u jedne skupine djece (Tablica 6, Model 3). Muski je
spol konzistentno bio zdruzen s viSim gradijentom kemokina likvor-serum, a dulje
vrijeme od pocetka bolesti do prilema s nizim gardijentom (Tablica 6). Slika 6
prikazuje podeSene regresijske pravce iz Modela 1 i 2, Tablica 6, izmedu likvor-

serum gradijenata CXCL10 i CXCL11 i broja stanica u likvoru prema dijagnozi.

Tablica 6. Multivarijatna analiza zdruzenosti broja stanica u likvoru (u 3 mm?3) i
gradijenta likvor-serume triju kemokina. Koeficijenti su prikazani s 95% granicama

pouzdanosti.

Koeficijent (95% ClI) P

Model 1 — likvor-serum gradijent CXCL 10

Dob (za 1 godinu) -0.001 (-0.007, 0.003) 0.440
Djecaci (vs. djevojcice) 0.470 (-0.107, 1.047) 0.109
Dan trajanja bolesti na dan prijema (za 1 dan)  -0.058 (-0.104, -0.012) 0.014
Ln(gradijent CXCL10) u ADEM 0.936 (0.358, 1.514) 0.002
Ln(gradijent CXCL10) u NPEV AM -0.072 (-0.708, 0.563) 0.821
Ln(gradijent CXCL10) u NB 1.107 (0.228, 1.985) 0.014
Ln(gradijent CXCL10) u Kontrola 0.448 (-0.721, 1.067) 0.701
Model 2 — likvor-serum gradijent CXCL 11

Dob (za 1 godinu) -0.001 (-0.006, 0.004) 0.678
Djecaci (vs. djevojcice) 0.448 (-0.161, 1.056) 0.147
Dan trajanja bolesti na dan prijema (za 1 dan)  -0.050 (-0.097, -0.003) 0.037
Ln(gradijent CXCL11) u ADEM 0.527 (0.187, 0.867) 0.003
Ln(gradijent CXCL11) u NPEV AM 0.166 (-0.396, 0.267) 0.698
Ln(gradijent CXCL11) u NB 0.140 (-0.249, 0.528) 0.476
Ln(gradijent CXCL11) u Kontrola -0.091 (-0.542, 0.342) 0.676
Model 3 — likvor-serum gradijent CXCL 13

Dob (za 1 godinu) 0.000 (-0.005, 0.005) 0.977
Djecaci (vs. djevojcice) 0.734 (0.111, 1.356) 0.022
Dan trajanja bolesti na dan prijema (za 1 dan)  -0.049 (-0.099, 0.000) 0.048
Ln(gradijent CXCL13) u ADEM -0.121 (-0.553, 0.310) 0.577
Ln(gradijent CXCL13) u NPEV AM -0.026 (-0.456, 0.404) 0.906
Ln(gradijent CXCL13) u NB 0.136 (-0.097, 0.367) 0.246
Ln(gradijent CXCL13) u Kontrola 0.207 (-0.320, 0.734) 0.456
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Slika 6. Nezavisna zdruzenost In(broja stanica u likvoru) i In(likvor-serum gradijent)
za CXCL10 (lijevo), odnosno In(likvor-serum gradijent) za CXCL11 (desno) ovisno o
dijagnozi.

5.2.6. Mogu li likvorske koncentracije kemokina CXCL10, CXCL11 i/ili CXCL13
pomo¢i u ranoj diferencijalnoj dijagnozi ADEM, NPEV AM i NB - ,razlikuju“ li te

bolesti medusobno?

Obzirom na sli¢nost standardnih likvorskih nalaza ADEM-a, NPEV AM i NB u
ranim fazama bolesti, djeca koja su zaprimljena do 8. dana (ukljuéno) od pocetka
simptoma bolesti uzeta su u obzir za analizu dijagnostickih svojstava likvorskih
koncentracija citokina u smislu njihovog razlikovanja. Tablica 7 sazima njihova
temeljna svojstva. Jasno je da se standardni likvorski nalazi u sve tri bolesti
srediSnjeg ziv€anog sustava razlikuju od onih u kontrolne djece, prvenstveno po
broju stanica. Slika 7 preglednije prikazuje individualne vrijednosti ta dva standardna
nalaza i likvorskih koncentracija kemokina za skupinu djece u koje su uzorci uzeti do
8. dana od pocetka simptoma bolesti. Izvjesno je da se likvorski nalaz u djece s NB
razlikuje od likvorskog nalaza kontrolne djece brojem stanica, a postoji naznaka
nesto visih koncentracija CXCL13 (Slika 7). U djece s NPEV AM, likvorski se nalaz
razlikuje od kontrolnog i brojem stanica i viSim koncentracijama CXCL10 i CXCL11
(Slika 7), dok se u djece s ADEM-om, likvorski nalaz razlikuje od kontrolnog veéim

brojem stanica i naznakom nesto viSih koncentracija CXCL10 i CXCL11 (Slika 7).
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Multivarijatna analiza razlika likvorskih nalaza u djece s ADEM, NPEV AM i NB

medusobno sazeta je u Slici 8.

Tablica 7. Svojstva ispitanika s ADEM, NPEV AM, NB i kontrolnih ispitanika u kojih

su serumske i likvorske koncentracije kemokina odredene do 8. dana (ukljuéno) od

poCetka simptoma bolesti. Vrijednosti su brojevi ili medijani (najniza-najvisa

vrijednost).

ADEM NPEV AM NB Kontrole!
Klinicka svojstva
N (M /2) 17 (7/10) 20 (15/5) 11 (7/4) 18 (12/6)
Dob (mjeseci) 58 (10-198) 128 (3-188) 127 (48-215) 21 (1-184)
Dani od pocetka bolesti 4 (1-8) 2 (1-3) 4(1-7) 2 (1-8)
Likvor (prijem)
Broj stanica/3mm? 200 (3-1056) 703 (120-5760) 690 (148-5632) 6 (3-15)
% polimorfonukleara 10 (0-91) 59 (8-94) 2 (0-24) 0(0-27)
% monocita 90 (9-100) 41 (6-92) 98 (76-100) 100 (73-100)
Proteini (mg/L) 0.48 (0.14-2.41) 0.41 (0.2-0.89) 0.60 (0.26-2.19) 0.32 (0.17-0.73)
Glukoza likvor/serum 0.67 (0.52-0.89) 0.61 (0.54-0.76) 0.57 (0.31-0.70) 0.63 (0.42-0.93)
Kemokini (prijem)
CXCL 10 likvor (ug/L) 0.23 (0-41.9) 23.0(1.55-73.9) 0.36 (0-5.66) 0.18 (0-2.39)
CXCL 10 serum (ug/L) 0.07 (0-2.35) 0.23(0.11-1.11) 0.07 (0-2.34) 1.44 (0.19-34.1)
CXCL 11 likvor (ug/L) 0 (0-0.11) 0.15 (0-0.39) 0 (0-0.02) 0 (0-0.08)
CXCL 11 serum (ug/L) 0.01 (0-0.21) 0.02 (0-0.03) 0.01 (0-0.08) 0.02 (0.01-0.25)
CXCL 13 likvor (ug/L) 0 (0-0.26) 0 (0-0.16) 0.12 (0-2.01) 0 (0-0.09)
CXCL 13 serum (pg/L) 0.08 (0.02-0.17) 0.1 (0.07-0.24) 0.02 (0.0.14) 0.13 (0.09-0.25)

! Infekcije donjih di$nih putova (4), infekcije gornjih dinih putova (5), febrilni status (3),

enteroviroza (2), bakterijemija/sepsa (2) poremecaj ponaSanja (1), humana granulocitna

anaplazmoza (1).
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Slika 7. Individualne vrijednosti likvorskih nalaza (odozgo prema dolje) — broja

stanica, udjela polimorfonukleara, koncentracije CXCL10, 11 13.

Likvorski nalaz u djece oboljele od ADEM-a razlikuje se od onog u djece s NB po
znaCajno nizem broju stanica (oko 4 puta nizem) (Slika 8), te neSto nizoj
koncentraciji CXCL13 (oko 18% nizoj) (Slika 8). Likvorski nalaz djece s NPEV AM
razlikuje se od onog u djece s NB po znatno vecem udjelu polimorfonukleara medu
stanicama (oko 12 puta ve¢em) (Slika 8), te po izrazito viSoj koncentraciji CXCL10
(oko 14 puta visoj), te nesto visoj koncentraciji CXCL11 (oko 17% viSoj) i nesto niZoj
koncentraciji CXCL13 (oko 21% nizoj) (Slika 8). Likvorski nalaz u djece s ADEM-om
razlikuje se od onog u djece s NPEV AM po izrazito nizem broju stanica (oko 4 puta

nizem) (Slika 8), po izrazito nizem udjelu polimorfonukleara (oko 7 puta nizem)
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(Slika 8), po izrazito nizoj koncentraciji CXCL10 (oko 12 puta nizoj) (Slika 8), te
blago nizoj (za 11%) koncentraciji CXCL11 (Slika 8).

Stanice (n/3mm?) GMR (95% CI); P

1
1
ADEM vs. NB * E 0.23 (0.07, 0.73); 0.009
NPEV-AM vs. NB + 0.82 (0.27, 2.47); 0.899
ADEM vs. NPEV-AM —] 0.29 (0.09, 0.87); 0.024
% PMNL E
ADEM vs. NB E ¢ 1.74 (0.54, 5.62); 0.497
NPEV-AM vs. NB E * 12.3 (3.90, 39.1); <0.001
ADEM vs. NPEV-AM * | 0.14 (0.04, 0.45); <0.001
CXCL10 (ug/L i
ADEM vs. NB —'p— 1.10 (0.51, 2.40); 0.954
NPEV-AM vs. NB E —@—  14.2(6.67, 30.3); <0.001
ADEM vs. NPEV-AM ~ —@—— E 0.08 (0.04, 0.17); <0.001
CXCL11 (ug/L i
ADEM vs. NB " 1.04 (0.98, 1.11); 0.239
NPEV-AM vs. NB : 1.17 (1.10, 1.24); <0.001
ADEM vs. NPEV-AM 0: 0.89 (0.84, 0.95); <0.001
CXCL13 (uglL i
ADEM vs. NB E 0.82 (0.71, 0.94); 0.002

® e

NPEV-AM vs. NB 0.79 (0.69, 0.90); <0.001

ADEM vs. NPEV-AM 1.04 (0.91, 1.19); 0.758

I T T 1 T T T LI 1

T
002 00501 02 05 1 23 5 10 2030 50
GMR (95% Cl)

1o

Slika 8. Razlike likvorskog nalaza odredenog do 8. dana od pocCetka simptoma
bolesti — broja stanica, udjela polimorfonukleara i koncentracija triju kemokina izmedu
djece s ADEM-om, NPEV AM i NB.
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Shodno navedenom, za niti jedan od citokina nije vjerojatno da njegove likvorske
koncentracije mogu posluziti u smislu dijagnostickog razlikovanja ADEM od NB, vec¢

se kao izgledna pomo¢ u diferencijalnoj dijagnozi €ini broj stanica u likvoru.

Sukladno rezultatima na Slici 8, za “razlikovanje® NPEV AM od NB kao koristan

dijagnosticki test Cini se udio polimorfonukleara i likvorska koncentracija CXCL10.

Konacno, za razlikovanje ADEM od NPEV AM, kao korisni dijagnosticki testovi Cine

se broj stanica u likvoru, udio polimorfonukleara i likvorska koncentracija CXCL10.

Dakle, od likvorskih koncentracija citokina, jedino je koncentracija CXCL10
potencijalno dijagnosticki zanimljiva u smislu ,razlikovanja® NPEV AM od NB ili od
ADEM-a, a kako su likvorske koncentracije CXCL10 u djece s ADEM i djece s NB
praktiCno iste (Slika 8), to se likvorska koncentracija CXCL10 cini potencijalno

korisnom u razlikovanju NPEV AM od druge dvije bolesti ,kumulativno®.

U Tablici 8 sazZeti su rezultati logisticke regresije u kojoj je zavisna varijabla
,<dijagnoza“ (NPEV AM ili ,ostalo®, tj. kumulativno ADEM ili NB) i koja pokazuje u kojoj
je mjeri likvorska koncentracija CXCL10 prediktivha za dijagnozu ,NPEV AM®.

Tablica 8. Univarijatna i nezavisna zdruzenost viSih likvorskih koncentracija CXCL10
i dijagnoze ,NPEV AM* (nasuprot ADEM ili NB, kumulativno).

Univarijatni OR (95%Cl) Podeseni OR (95%Cl) Multivarijatna P-vrijednost
CXCL 10 (za 1 pg/L) 1.19 (1.09-1.38) 1.13(1.05-1.28) <0.001
Dob (za 1 mjesec) --- 1.02 (0.99-1.05) 0.263
Djecaci (vs. djevojcice) --- 2.67 (0.26-26.9) 0.399
Dan bolesti (za 1 dan) --- 0.28 (0.05-0.76) 0.005
AU-ROC (%) (95% ClI) 0.966 (0.914-1.000) 0.964 (0.916-1.000)

U univarijatnoj analizi (Tablica 8), za svaki porast likvorske koncentracije za jednu
jedinicu, Sansa da se radi o NPEV AM raste za 19% (OR=1.19). Uz podeSenje za
dob, spol i vrijeme trajanja bolesti u vrijeme uzimanja uzorka, viSe likvorske razine
CXCL10 i dalje su znacajno zdruzene s vecom Sansom da se radi o NPEV AM —
OR=1.13, p<0.001. Unato€ Cinjenici da se radi o djeci zaprimljenoj do 8. dana od
poCetka bolesti, dulje vrijeme proteklo od pofetka simptoma do uzimanja uzorka

likvora zdruzeno je s manjom Sansom da se radi o NPEV AM. Povrsina ispod ROC
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krivulje za sami CXCL10 vecCa je nesSto od povrSine za cijeli model (sa svim

varijablama) (Tablica 8). Shodno tome, sama vrijednost likvorske koncentracije
odli¢éno ,razlikuje“* NPEV AM od ADEM/NB (povrsina ispod krivulje u cijelosti >0.900).
Slika 9 prikazuje ROC krivulju za CXCL10 (Slika 9 A) i odnos likvorskih
koncentracija CXCL10 i vjerojatnosti da se radi o NPEV AM (a ne o ADEM/NB)
(Slika 9 B).
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Slika 9. Univarijatni odnos likvorske koncentracije CXCL10 i dijagnoze NPEV AM —

ROC krivulja (A) i vjerojatnost dijagnoze u odnosu na vrijednosti CXCL10 (B).

U ROC analizi detektirana je ,grani¢na vrijednost® likvorske koncentracije CXCL10 s

optimalnim odnosom senzitivnost i specifi¢nost u iznosu od 5.64 ug/L. Karakteristike

likvorske koncentracije CXCL10 kao dijagnostickog testa uz navedenu grani¢nu

vrijednost, saZete su u Tablici 9.
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Tablica 9. Svojstva likvorske koncentracije CXCL10 kao dijagnostickog testa za

NPEV AM (nasuprot ADEM/NB).

Ukupno djece

Prevalencija NPEV AM [n (%)]
Optimalna grani¢na vrijednost (ug/L)?
Senzitivnost (stvarno pozitivni) (%)
Specifi¢nost (stvarno negativni) (%)
1-specifi¢nost (lazno pozitivni) (%)
1-senzitivnost (lazno negativni) (%)
Pozitivna prediktivna vrijednost (%)
Negativna prediktivna vrijednost (%)

Vjerojatnost NPEV AM uz negativan test (%)

48
20 (41.7)
5.64
95.0 (78.4-99.7)
92.8(79.2-98.7)
7.2 (1.3-20.8)
5.0 (0.3-21.6)
90.5 (72.9-98.3)
96.3 (83.6-99.8)
3.7 (0.2-16.4)

2 Optimalna je vrijednost s optimalnim odnosom specifi¢nosti i senzitivnosti

Uz navedenu grani¢nu vrijednost, i senzitivhost (95%) i specificnost (92.8%) bile su

visoke pa su posljedi¢no bile visoke i pozitivna i negativnha prediktivna vrijednost:

pozitivha prediktivna vrijednost od 90.5% govori da je uz vrijednost likvorske
koncentracije CXCL10 =5.64 ug/L vjerojatnost da se radi o NPEV AM (a ne
ADEM/NB) — 90.5%, odnosno, ostaje 9.5% vjerojatnosti da se ipak ne radi o NPEV
AM. Negativna prediktivna vrijednost od 96.3% kazuje da je uz vrijednosti CXCL10

<5.64 pg/L, vjerojatnost da se radi o NPEV AM svega 3.7% (Tablica 9).

Sveukupno, u smislu ,razlikovanja“ NPEV AM od ADEM/NB, likvorske koncentracije

CXCL10 pokazuju odlicna dijagnosticka svojstva.
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6. RASPRAVA

Nebakterijske upale najéesée su akutne infekcijske bolesti SZS-a u djece. lako
je etioloska dijagnostika, narocCito u posljednjem desetlje¢u, zna€ajno napredovala, i
dalie se malo zna o imunoloskoj podlozi i procesima koji dovode do nastanka i
kontrole ovih bolesti. Zahvaljuju¢i brojnim, vecinom eksperimentalnim, studijama,
otkriveni su razli€iti imunoloSki obrasci, od presudne vaznosti za razumijevanje
dogadaja koji se odvijaju za vrijeme postojanja aktivhog upalnog zbivanja. Primjena
novih metoda laboratorijske dijagnostike, dovela je do znacajnih postignu¢a na polju
istrazivanja upalnih bolesti SZS-a.90100-1% Dygo se smatralo kako je SZS
imunoprivilegirano mjesto u kojem interakcija stanica nije moguca, prvenstveno zbog
nedostatka limfne drenaze i rezidentnih dendritickih stanica.l®® Specifi¢nost
imunoloSkog odgovora je i u KMB koja, uz &imbenike producirane od strane
rezidentnih neuroepitelnih stanica, ureduje promet, prezivljenje i funkcije efektorskih
leukocita za vrijeme upale.!® Medutim, ova se pretpostavka nije pokazala to¢nom.
Preko intravitalne fluorescentne videomikroskopije, omoguéena je in Vivo
vizualizacija prometa leukocita te direktno dokazano kako je interakcija cirkulirajucih
leukocita s endotelnim stanicama ostecene KMB i njihov prolaz u parenhim mozga
najvazniji korak u patogenezi upalnih bolesti SZS-a.190-101 |nterakcija leukocita i
endotelnih stanica posredovana je stani¢nim adhezijskim molekulama, kemokinima i
kemokinskim receptorima,100-103.105,107-108 Syoj uginak kemokini ostvaruju vezuéi se na
staniéne receptore koji pripadaju obitelji G-proteinskin receptora.1%-1%8 Citokini i
kemokini se produciraju od strane raznih stanica u fizioloSkim i patoloskim stanjima.
U SZS-u im je funkcija neuromodulatorna; reguliraju neurorazvoj, upalu i sinapti¢ku
transmisiju. Vazni su za imunolosko praéenje, transfer leukocita i regrutaciju ostalih
upalnih faktora. Studije su pokazale kako su glavni izvor kemokina u upalnim
bolestima upravo rezidentne stanice SZS-a. Nakon stimulusa od stane promijenjene
stanice ili nakon prepoznavanja virusnih nukleinskih kiselina, Toll-like receptori
aktiviraju intracelulanu signalnu kaskadu Sto inducira gene za sintezu raznih citokina
od strane stanica SZS-a poput mikroglije, astrocita, oligodendrocita, mijelinizirajuéih
stanica, endotelnih stanica te €ak i neurona koji mogu oslobadati citokine ili
odgovarati na njih pomoc¢u receptora.'''-112 Nakon sto su inducirani, tvore kemokinski

gradijent koji privlaCi imunosne stanice koje se onda kotrljaju i adheriraju na endotel
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te dijapedezom kroz endotel ulaze u tkiva.l%? Ranije studije pokazale su kako su
stanice koje se prenose u SZS memorijski CD4+T-limfociti iz krvi. Ti rezultati
podupiru hipotezu kako su aktivirani memorijski CD4+T-limfociti glavna stani¢na
subpopulacija odgovorna za imunolodki odgovor u upalnim bolestima SZS-a. Nakon
Sto predu KMB, memorijski CD4+-limfociti mogu prepoznati specificni antigen i
potaknuti lokalni upalni odgovor. Ukoliko ne prepoznaju antigen, vratit ¢e se natrag u
cirkulaciju. Ta limfocitha migracija preko KMB u CSL kao odgovor na infekciju
neurotropnim virusima je posredovana kemokinima i njihovim receptorima.12-113 Sto
se tie virusnih infekcija SZS-a uzrokovanih neurotropnim virusima (veéinom
ispitivano na infekcijama s virusom miSjeg hepatitisa (engl. JHM strain of mouse
hepatitis virus; JHMV), virusom limfocithog koriomeningitisa (engl. Lymphocytic
Choriomeningitis Virus; LCMV), HSV-1, HIV-a) pokazalo se kako su astrociti i
mikroglija glavni izvori citokina. Neuroni i endotelne stanice u odredenim slucajevima
takoder mogu producirati citokine. Kemokini su direktni medijatori neuropatologije u
virusnim infekcijama SZS-a; privlage¢i upalne stanice generiraju odgovor domaéina
ili, paradoksalno, posreduju neurotoksiCnost i stanichu smrt te tako sudjeluju u
nastanku autoimune bolesti. 102198 Osim $to povecéavaju propusnost KMB privlacedi
neutrofile i monocite u SZS, kemokini mogu biti i regulatori ulaska leukocita u
parenhim mozga. Ekspresija kemokina rano u toku bolesti kao odgovor na infekciju
virusima poboljSava odgovor na infekciju promicanjem vaskularne permeabilnosti i
regulacijom limfocitne infiltracije.’®® Nakon spoznaje o kemokinima kao
imunomodulatorima i glavnim sudionicima svih bioloSkih zbivanja, daljnja istrazivanja
nastoje na molekularnoj i stanic¢noj razini ispitati aktivnost i udio kemokina u uvjetima
infekcije neurotropnim virusom,101-102,107-111

S obzirom na oskudne literaturne podatke o ekspresiji kemokina u razvoju
ADEM-a, NPEV AM i NB smatrala sam kako bi bilo zna€ajno provesti studiju u kojoj
bi se na dovoljno velikom broju ispitanika istraZila uloga kemokina CXCL10, CXCL11
i CXCL13 u ovim bolestima u djece te time ujedno i upotpunila postoje¢a znanja o
ekspresiji kemokina u akutnim nebakterijskim upalama SZS-a. Pri odabiru kontrolne
skupine smatrala sam kako je za usporedbu najprikladnije izabrati bolesnike u kojih
je upalna bolest SZS-a isklju¢ena urednim citologkim, biokemijskim i mikrobioloskim
nalazom CSL-a. Takoder sam smatrala znacajnim usporediti ove skupine oboljele

djece iz razloga Sto im se Cesto rezultati klini¢ke i laboratorijske (uklju€ujuci citoloski i
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biokemijski nalaz likvora) dijagnostike preklapaju te su Cesto inicijalno tesko ili
nemoguce etioloski razlucive.

Usporedujuéi navedene skupine ispitanika prema dobi, vidljivo je kako su
ispitanici oboljeli od NPEV AM i NB nesto stariji (medijan dobi 128 i 127 mjesec) od
ispitanika oboljelih od ADEM-a i kontrolne skupine (medijan dobi 58 mjeseci i 21
mjesec).

ADEM obuhvac¢a 10-15% sluCajeva akutnih encefalitisa u djece u SAD-u, a
dijagnoza se vecinom postavlja na temelju iskljuCenja drugih mogucih etioloskih
faktora bolesti. U vecini studija je dob bolesnika oboljelih od ADEM-a usporediva s
onima iz naSe kohorte (5-8 godina).”’-’8114-116 U jednoj od najveéih studija na
pedijatrijskoj populaciji oboljeloj od ADEM-a (provedena na 45 djece) je medijan dobi
bio 6.5 godina (raspon: 10 mjeseci do 18 godina, 64% u dobi od 2-10 godina), a u toj
je studiji i ukazano na porast incidencije ove bolesti. Smatra se kako se oko 80%
slu¢ajeva javlja u djece mlade od 10 godina.'’

Najéeséa klinicka manifestacija NPEV infekcije SZS-a je AM.202526 Raspon dobi
nasih NPEV AM ispitanika (3-188 mjeseci) korelira s podacima drugih istrazivanja, od
kojih je jedno provedeno i u Hrvatskoj.263%38 S druge strane, neka su istrazivanja
pokazala kako vecina djece oboljele od NPEV AM pripada grupi bolesnika mladih od
24 mjeseca Zivota.816.19

Sto se tite djece oboljele od NB, i oni su bili nesto stariji od kontrola (medijan 127
mjeseci, raspon 48-215 mjeseci), $to je takoder u suglasju s prethodnim studijama te
sa studijom iz Hrvatske (medijan 11 godina i 8 mjeseci, raspon od 4 godine i 2
mjeseca do 14 godina i 2 mjeseca), a moze se objasniti s dobi u kojoj djeca najcesce
borave u prirodi, a jo§ ne provode mjere samozastite i preglede u svrhu
pravovremenog otklanjanja krpelja.’74118

Djeca uklju¢ena u kontrolnu skupinu bila su prosje¢no stara 21 mjesec (raspon 1-184
mjeseci).

Sukladno podacima kako u upalnim bolestima SZS-a u dje&joj dobi veéinom
obolijevaju muska djeca?®1'?j nasa je studija pokazala predominaciju muskog spola
u skupini oboljelih od NPEV AM (75%) i NB (57.1%).

U vecini objavljenih studija medu oboljelima od NPEV AM navodi se tek diskretna
prevaga bolesnika muskog spola, no postoje i radovi u kojima su vise od 60%
oboljelih upravo djecaci.?%-?133 Znanstvena istraZzivanja do sada provedena, ne nude

objasnjenja za ovakvu spolnu distribuciju.
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| u djece oboljele od NB uocili smo blagu predominaciju muskog spola, a ako
rezultate o omjeru spolova usporedimo sa studijom iz Hrvatske (u kojoj je izvijeSteno
o Cak i vecem postotku djeCaka, 71.43%) i drugih europskih zemalja, vidimo kako
nema bitne razlike (1:1 - 2:1 u korist djecaka) 6”74, a ima i studija kod kojih su oba
spola bila jednako zastupljena. 7211°

Zanimljivo, u nasoj smo studiji uocCili blagu predominaciju Zenskog spola kod djece
oboljele od ADEM-a (60.9%), dok vecina ostalih studija navodi blagu predominaciju
muskog spola (u oko 60% slucajeva) s omjerom od 1.3:1 u korist dje€aka, suprotno
od Zzenske predominantnosti kod MS.76.78.82,116

Trajanje bolesti prije prijema u bolnicu razlikuje se medu skupinama ispitanika.
Ispitanici s NPEV AM zaprimljeni su u bolnicu izmedu 1. i 3. dana bolesti (medijan 2
dana), isto kao i oni iz kontrolne skupine, koji su prosje¢no zaprimljeni takoder 2.dan
bolesti (raspon 1-28 dana). lako je medijan vremena do prijema u bolnicu bio nesto
veci za pacijente s ADEM-om i NB (6 dana za obje), ipak se stjeCe dojam o ukupno
dobro razvijenoj ,svijesti* ili bojazni o moguéem postojanju upalne bolesti SZS-a, kao
i dobroj dostupnosti zdravstvene zastite u sredini u kojoj je studija provedena. Ovi su
podaci slicni onima iz drugih studija, posebno za NB gdje je medijan kratak (Cak i
kra¢i od nekih studija iz europskih zemalja), kao i raspon od 1.-30. dana bolesti
62,71,120 g nesto dulji od onog u studiji Wutte i sur.*?! U vecini studija postoji veliki
raspon trajanja bolesti do prijema u bolnicu, vjerojatno iz razloga Sirokog spektra
klinickih manifestacija NB i ponekad nespecificne klinicke slike. Mi smo u nasu
studiju ukljucili bolesnike sa sindromom aseptichog meningitisa koji je “prominentnija”
simptomatologija.

Analizirala sam i klinicke podatke u ispitanika kod prijema u bolnicu, obraéajuéi
pozornost na podatke koji bi vjerodostojno mogli prezentirati tezinu akutnog
morbiditeta u smislu procjene intenziteta upalne bolesti SZS-a. Analizirani su stoga
postojanje febriliteta kod prijema, postojanje cerebralnih napada tijekom bolesti, kao i
stanje svijesti.

U bolesnika s ADEM-om je kod prijema u bolnicu vrucica, iako nije dijagnosticki
presudna i &esto prethodi klinicke znakove zahvaéanja SZS-a, bila prisutna u &ak
73.9% pacijenata. To je neSto viSe, ali usporedivo s do sada opisivanim u
literaturi.116-117

Vrucica je kod prijema prisutna u velike vecine ispitanika oboljelih od NPEV AM

(95%), isto kao i kod kontrolne skupine. Za razliku od naSe studije, znaCajan broj
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bolesnika u dosadasnjim istraZivanjima koja se bave AM uzrokovanim NPEV nema
vruéicu (12 do 49%).220-21.33 VVrugica je gotovo uvijek prisutna u dojen¢adi mlade od 3
mjeseca zivota, a u djece starije od 12 mjeseci izostaje i u viSe od polovice
oboljelih.22133 Cinjenicu kako vec¢ina nasih ispitanika ima vruéicu, mozemo, izmedu
ostalog, tumaciti i Cinjenicom da je u skupinu NPEV ispitanika ukljucen i veci broj
male dojencadi.
Nasi bolesnici s NB su bili febrilni u samo 19% slucajeva, Sto se podudara s drugim
objavljenim rezultatima.®? lako vrucica nije ¢esto prisutan simptom, neke studije ipak
opisuju nesto veéu pojavnost (41-50%).707411% Skogman je u svojoj disertaciji ¢ak
predvidjela prisutnost vrucice kao dijela , zbroja za predvidanje NB“ (uz parezu licnog
Zivca, umor, migratorni eritem i pleocitozu u CSL-u).119
Poseban je problem (iako rijedak) u literaturi opisan sindrom progresije AM u ADEM
(8to mi u naSem ispitivanju nismo zamijetili). Kad se usporeduje AM s AM koji kasnije
progredira u ADEM, glavobolja i vrucica su bili najces¢i kliniCki znaci u obje skupine,
ali su bolesnici s progresijom u ADEM imali zna¢ajno dulje trajanje vrucice. Bolesnici
s ADEM-om su u laboratorijskim parametrima imali statistiCki znaCajno nizu
koncentraciju natrija i klora kod prijema u usporedbi s AM, ali nije bilo razlike u broju
leukocita, CRP-u ili nalazima CSL-a medu grupama. 122

U bolesnika s upalnom bole$éu SZS-a vazno je procijeniti teZinu akutne
bolesti, ali i obratiti paznju na mogucCe postojanje simptoma koji ukazuju na
ekstenzivniju upalnu reakciju koja ne zahvaéa samo leptomeninge veé i parenhim
mozga. Stoga su u studiji analizirani i podaci o pojavi cerebralnih napada te
prisutnosti poremecaja svijesti.
Konvulzije se veéinom pojavljuju u bolesnika s ADEM-om koji su mladi od 5 godina, a
u odraslih se vidaju rijetko (u 4 do 30%). Neke su studije izvijestile o produljenim
fokalnim motornim napadajima u ¢ak do 70% bolesnika, od kojih se u ¢ak 82%
sluGajeva razvio epileptiCki status. 76123 U naSih bolesnika oboljelih od ADEM-a
cerebralni su napadaji primije¢eni u 52.2%, Sto je neSto ¢eSce nego u vecini od
studija (uCestalost od 21-34%). 78114-116
Cerebralni napadi nisu zabiljezeni u skupinama oboljelih od NPEV AM kao ni NB.
Rezultati nase studije sukladni su s podacima ostalih studija, koje navode kako se u
djece oboljele od NPEV AM, cerebralni napadi javljaju u manje od 3% bolesnika i to
uglavhom u male dojencadi mlade od 3 mijeseca.?%-2%:33 U oboljelih od NB su

cerebralni napadaji rijetkost. Mogu se pojaviti u do 4% bolesnika s lajmskim
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encefalitisom, koji obuhvaca 0.5-8% NB u Europi.’?* U kontrolnoj skupini je 30%
bolesnika imalo cerebralne napadaje, od kojih vec¢inom febrilne konvulzije, Sto je u
skladu i s nizom dobi bolesnika.

Pri procjeni stanja svijesti koristena je bodovna ljestvica - pedijatrijska GCS. Bolesnici
s ADEM-om su imali nize vrijednosti GCS-a (medijan 14, raspon 8-15), Sto ukazuje
da se ovi bolesnici prezentiraju tezom kliniCkom slikom. Ovi su podaci u suglasju i s
literaturnim podacima koji govore u prilog tome kako je ADEM samo iznimno blaga
bolest, a CeS¢e se prezentira brzoprogresivnim tijekom s neuroloSkom deterioracijom.
Leake je u svojoj studiji na 42 djece s ADEM-om izvijestio kako je ¢ak 83% imalo
poremecen neuroloSki status kod prijema (nije odreden GSC-om), a ostali u toku
hospitalizacije, dok je 66% imalo poremeca;j svijesti. 115117 Encefalopatija i poremecaj
svijesti su prisutni kod ovih bolesnika u razliCitom postotku (21-100%), ovisno o
studijj.”8:82.114-116

Prema zbrojenim bodovima niti jedan ispitanik u grupama oboljelih od NPEV AM, NB
i kontrolnoj grupi nije imao ozbiljniji poremeca;j svijesti (medijan GCS-a je 15).

Svi oboljeli od NPEV AM, kao i oni iz kontrolne skupine su se potpuno
oporavili, dok su u 9 bolesnika iz skupine ADEM (39.1%) i 7 iz NB (33.3%)
zabilieZzene komplikacije u smislu neuroloskih sekvela prisutnima i nakon otpusta iz
bolnice.

Na osnovi dobivenih rezultata za NPEV AM, mozemo se sloziti sa zaklju¢kom ranije
provedenih studija, kako je NPEV AM u djece blaga, nekomplicirana bolest kratkog
tijeka_2,8—9,20—21,112

Postoje izvjestaji o tome kako se €ak 2/3 bolesnika s ADEM-om u potpunosti oporavi
¢ak i bez specifiCnog lije€enja, iako su za oporavak potrebni tjedni. Preko polovice
lijeCenih ima dobar oporavak s minimalnim deficitom ili bez deficita. Vecinom
zaostaju fokalni motoriCki deficiti, od blage nespretnosti i ataksije do hemipareze ili
sliepoc¢e.t U literaturi se mogu pronaci podaci kako 17-29% djece s ADEM-om ima
rezidualne simptome nakon terapije ili dugotrajne neuroloske sekvele.®? U studiji
Leake i sur. je 36 od 42 bolesnika prezZivielo bez sekvela (vrijeme pracenja 1-5
godina, iako je 50% trebalo terapiju govora ili fizikalnu terapiju).!*” Nasi podaci
pokazuju malo vecu incidenciju sekvela vjerojatno iz razloga jer su analizirani podaci
kod otpusta iz bolnice, a ne nakon duljeg prac¢enja ovih bolesnika. Preporuca se da
djeca s ADEM-om budu ukljuéena u dugotrajni proces pracéenja kako bi se

66



pravovremeno uodili i rijesili mogucéi kognitivni nedostaci i emocionalne poteskoce.1®
U nasoj studiji nije bilo smrtnih ishoda.

Za razliku od odraslih bolesnika, dugotrajnim praéenjem pedijatrijskih bolesnika
oboljelih od NB je potvrdeno kako ispravno lijeCena djeca imaju izvrsnu prognozu za
uredno kognitivno funkcioniranje i kako je ishod isti kao i u onih koji nisu imali NB.12>
126 Potpuni oporavak je zamijeéen u 66.6% nasih bolesnika s NB, a rezidualni
simptomi (7/21, 33.3%), iako nesto eS¢ nego u nekima od studija (ve¢inom od 11-
22%), su karakterizirani kao blagi, $to je u skladu s literaturnim podacima.6271-72.74
Razlog nesto visoj incidenciji sekvela je vjerojatno slican kao i u pacijenata s ADEM-
om, a to je $to su nasi bolesnici evaluirani za postojanje sekvela samo kod otpusta iz
bolnice, a ne nakon duljeg pracenja.

Analiza laboratorijskih pretraga krvi i CSL-a provedena je s ciliem izdvajanja i
definiranja laboratorijskih parametara koji bi mogli imati utjecaja na lakSe i brze
inicijalno razvrstavanje navedenih sindroma i postavljanja dijagnoze ADEM-a, AM i
NB.

Usporedbom dobivenih vrijednosti laboratorijskin pretraga krvi, iako skupine nisu
randomizirane pa se ne mogu provesti adekvatni statistiCki testovi, moze se vidjeti
kako ne postoje znacCajnije razlike u broju leukocita, eritrocita, trombocita,
koncentraciji hemoglobina i CRP-a i drugim laboratorijskim parametrima medu
ispitivanim skupinama. Pripadnici kontrolne skupine su imali inicijalno nesto visi broj
leukocita i CRP-a, no ne znacajno. Vrijednosti pojedinih pretraga se znacajno
preklapaju medu grupama, tako da se niti jedna pretraga ne moZze iskoristiti kao
nespecifiéni bilieg koji omoguéuje brzo razlikovanje oboljelih od upalnih bolesti SZS-a
medusobno i u odnosu na kontrolnu skupinu.

Za sada u literaturi postoji samo jedna sli€no koncipirana studija koja je pokuSala
izdvojiti ,tzv. rutinske laboratorijske parametre® specificne za brzu detekciju i
diferenciranje etiologije u sindromu aseptichog meningitisa, no nije pronaSla
adekvatan parameter za diferencijaciju.*?’

Razlika u broju stanica, kao i u diferencijalnoj citologiji CSL-a u kontrolne skupine
(medijan broja stanica u CSL-u 6, raspon 1-15 u 3 mm?) je oCekivana s obzirom da je
upravo pleocitoza CSL-a jedan od kriterija za postavljanje dijagnoze upalne bolesti
SZS-a. S druge strane, pleocitoza je bila iskljuéni kriterij pri odabiru ispitanika
kontrolne skupine pa je oCekovano da ni u jednog bolesnika kontrolne skupine nije

verificirana. U bolesnika oboljelih od ADEM-a broj stanica u 3 mm?® CSL-a je bio
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nesto nizi (medijan 189 stanica, raspon 3-1056) nego u skupinama NPEV AM i NB
(medijan 703 stanice, raspon 120-5760 i medijan 672 stanice, raspon 33-5599).
Pretraga CSL-a u pacienata s ADEM-om je vec¢inom nespecificna i ukljuuje
limfocitnu pleocitozu od nekoliko desetaka do stotina stanica u mm?3, no isto tako broj
stanica u likvoru moze biti uredan u do €ak trecine pacijenata, o Cemu je izvijestio i
Jayakrishnan u svojoj studiji gdje ni jedan pacijent nije imao pleocitozu u likvoru.
116,128 Nasi su bolesnici s ADEM-om imali pleocitozu u 78.3% sluc¢ajeva (medijan 189,
raspon 3-1056) koja je u 96% bila mononuklearna. To je nesto viSe, ali usporedivo s
rezultatima ostalih studija gdje se pleocitoza opisuje u 28-65% slucajeva.’®82114-115
Prema do sada objavljenim rezultatima raznih studija, pleocitoza u CSL-u bolesnika s
AM uzrokovanim NPEV ne bi trebala prelaziti 300-500 stanica u 1 mm?3.8.16.21 Ako se
uzme u obzir podatak da u viSe od polovice bolesnika u kojih se LP ucini unutar prvih
48 sati bolesti, u CSL-u postoji predominacija neutrofilnih granulocita, a broj stanica
mozZe biti i veéi od 1000 stanica u 1Tmm?3, tada nasi rezultati (prosje¢no mononukleara
41%, polinukleara 59%) potvrduju one objavljene u dosadasnjim studijama.?8-°

U svih nasih bolesnika s NB je zabiljeZzena limfocitna pleocitoza (mononukleara 98%)
od nekoliko stotina stanica (medijan 672, raspon 33-5599) Sto je takoder usporedivo
s drugim studijama, ukljucivo i studiju provedenu u Republici Hrvatskoj.6%74.129

Sto se tite biokemijskih nalaza CSL-a, koncentracija proteina je ne$to via u
ispitanika oboljelih od NB (0.75 mg/L) nego u ostalim skupinama, a $to je u skladu sa
prethodnom studijom provedenoj na djeci oboljeloj od NB u Hrvatskoj.’*

U literaturi je dostupno tek nekoliko studija kreiranih u svrhu stvaranja
dijagnosti¢kog algoritma kao pomocnog sredstva za brzo i jednostavno razvrstavanje
bolesnika oboljelih od akutnog meningitisa razli€itih etiologija i odnose se na razlike
izmedu virusnog i bakterijskog meningitisa, a samo jedna na diferenciranje medu
razli¢itim uzrocima sindroma AM.27:130 Ukoliko se usporeduju laboratorijski parametri
u djece s bakterijskim meningitisom u odnosu na one s AM i bez upalne bolesti SZS-
a, serumski CRP je bio viSi u skupini bakterijskih meningitisa nego AM i onih bez
upale SZS-a.13! Druga je studija pokazala kako serumski PCT (0.5 ng/mL) i likvorska
koncentracija proteina (0.5 g/L) imaju najbolju neovisnu prediktivhu vrijednost za
bakterijski meningitis.**? Nasu studiju djelomi¢no moZemo konceptualno usporediti sa
studijom Asano i sur. koja je usporedila podatke bolesnika oboljelih od mumps
meningitisa i ostalih virusnih meningitisa (nedefinirani) u djece medusobno te s

kontrolnom skupinom djece s vru¢icom bez neuroloSkih manifestacija. U ovoj studiji
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nije pronadena razlika u skupinama medu dobi, spolu i broju stanica, proteinima i
glukozi u CSL-u.'?” Mi smo usporedili nalaze CSL-a kod nasih bolesnika primljenih u
prvih 8 dana bolesti, te pokazali da se likvorski nalaz u djece oboljele od ADEM-a
razlikuje od onog u djece s NB-om po znacajno nizem broju stanica (oko 4 puta
nizem), a CSL nalaz djece s NPEV AM se od onog u djece s NB-om razlikuje po
znatno vec¢em udjelu polimorfonukleara medu stanicama (oko 12 puta vecem).
Likvorski nalaz u djece s ADEM razlikuje se od onog u djece s NPEV AM po izrazito
nizem broju stanica (oko 4 puta nizem) i po izrazito nizem udjelu polimorfonukleara
(oko 7 puta nizem).

U cilju definiranja pojedinih imunoloskih parametara kao potencijalnih
biomarkera upalne bolesti SZS-a, smatrali smo znadajnim u studiji ispitati profil
kemokina i analizirati postoje¢i kemokinski gradijent u krvi i CSL-u oboljelih od
ADEM-a, NPEV AM i NB te ga usporediti medusobno i s onim u bolesnika u kojih je
upalna bolest SZS-a iskljuéena.

U literaturi su dostupne tek eksperimentalne studije provedene na animalnim
modelima, u kojima je stvoren model EAE s namjerom proucavanja patogeneze
akutnih i kroni¢nih upalnih demijelinizirajuCih bolesti (posebice MS i ADEM-a).
Posebna paznja poklonjena je non-ELR kemokinima, tj. IFN-y inducibilnim
kemokinima CXCL9, CXCL10 i CXCL11. Koriste¢i metode imunolosSke dijagnostike
autori su potvrdili diferentnu ulogu kemokina ovisno o tijeku i fazi bolesti. U akutnoj
fazi infekcije CXCL10 ne samo da inhibira replikaciju virusa, vec¢ potiCe i odrzava
protektivni imunoloSki Th1 odgovor u smislu generiranja proizvodnje visokih
koncentracija antivirusnog Thl citokina IFN-y. Medutim, u slu€aju kroni¢nog
perzistiranja virusa u tkivu mozga kontinuirana ekspresija kemokina potiCe trajno
stvaranje i infiltraciju parenhima mozga stanicama imunolo$kog sustava (efektorima),
direktno posredujuc¢i u neurotoksi¢nosti, demijelinizaciji i stani€noj smrti. Trajna
ekspresija kemokina jedan je od najvaznijih Cimbenika u razvoju autoimunih i
kroniénih upalnih bolesti, osobito ako je rije¢ o demijeliniziraju¢im bolestima SZS-
a_90,102,107-108,l33-136

Kada je rije€ o razvoju eksperimentalne terapije u smislu neutralizirajuceg
monoklonskog protutijela za CXCL10, rezultati istrazivanja su kontradiktorni. Dok
prema nekim izvjeS¢ima primjena monoklonskog protutijela intenzivira manifestacije
bolesti, prema drugim rezultatima upravo je inhibicija interakcije ligand-receptor

putem anti-CXCL10 protutijela uzrok klinickom i histolo§kom poboljSanju EAE.8386
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Miuiller i sur. su u studiji provedenoj 2010.g. naveli kako primjena monoklonskog anti-
CXCL10 protutijela u ranoj, akutnoj fazi bolesti Stetno djeluje na konacni ishod bolesti
uzrokujuci viSu stopu mortaliteta zbog izostanka protektivnog Th1 odgovora (vaznog
za savladavanje viralne replikacije), no blokiranje CXCL10 specifiCnim protutijelom u
kronicnoj fazi demijelinizirajuce bolesti pokazalo se iznimno korisnim te je rezultiralo
znacajnim klinickim pobolj$anjem.®°

Za CXCL11 je pokazano kako je eksprimiran u SZS-u u akutnoj fazi EAE, dok su
neke studije pokazale kako je pojacano eksprimiran i u mozgu CXCL10 deficijentnog
mi$a i kako nije esencijalan za inicijalnu migraciju CXCR3 pozitivnih stanica u SZS.
134,137

Kemokin CXCL13 je joS od prvog opisa 1998. godine najvise od svih kemokina
povezivan s MS.138-140 Khademi i sur. su pokazali da bolesnici s MS imaju statisticki
znacajno poviSene razine CXCL13 u odnosu na kontrolnu skupinu i bolesnike s
klini¢ki izoliranim sindromom (engl. clinically isolated syndrome (CIS)), a pokazana je
i korelacija sa stopom relapsa, prisutnosti oligoklonskih vrpca i brojem lezija na MR,
kao i vjerojatno$c¢u konverzije CIS-a u MS.140-141 No, CXCL13 nije specifican za MS
jer i pacijenti s virusnim/bakterijskim infekcijama imaju ¢ak i viSe koncentracije tog
kemokina, a njegova poviSena koncentracija je zamijeCena i u razliCitim malignim,
autoimunim i kroni¢nim upalnim bolestima.122.138-139.142 Ng studijama s MS i EAE je
pokazano kako su CXCL13 deficijentni miSevi eksprimirali blazu formu MS sa
smanjenim brojem relapsa, a blokiranje CXCL13 s anti-CXCL13 protutijelima je
uzrokovalo smanjenje EAE, pa je zaklju¢eno kako ovo protutijelo ima potencijal za
lijeGenje autoimunih poremecaja poput MS i RA 142-144

U nasoj su studiji viSe razine CXCL10 u likvoru (23.0 (1.55-73.9) upg/L) nego u
serumu (0.23 (0.11-1.11) ug/L) opazene samo za oboljele s NPEV AM (omjeri
likvor/serum >1.0) i to u svih ispitanika. Tendencija viSih likvorskih (0.15 (0-0.39)
Mog/L) od serumskih (0.02 (0-0.03) ug/L) koncentracija opazena je i za CXCL11 i to
samo u djece s NPEV AM (vecine njih). Likvorske koncentracija CXCL13 u veéine su
ispitanika bile ispod granice detekcije (vrijednost=0), osim u djece s NB. ViSe razine
CXCL 13 u likvoru (0.1 (0-2.72) pg/L) nego u serumu (0.02 (0-0.14) pg/L) opaZene su
samo u djece s NB, i to u vecine.

Malo je studija koje analiziraju kemokinski profil u ADEM-u.”8145-147 |chiyama i sur. su
ukazali na IL-6 i TNF-a kao posrednike upale SZS-a u ADEM-u.148 Studija Franciotta

i sur. je pokazala kako i Thl i Th2 citokini sudjeluju u imunopatogenezi ove bolesti, a
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kemokini koji aktiviraju neutrofile i Th2 stanice razlikuju ADEM od MS.'*° Kadhim i
sur. su potvrdili koncept da je T-stani¢no posredovana autoimunost bar djelomi¢no
odgovorna za ADEM.148150 gtydija je pokazala kako su citokini koji aktiviraju
makrofage/mikrogliju (IL-1B, IL-6, MIP-1a), kao i oni koji djeluju na eozinofile (IL-5) i
granulocite (IL-8, G-CSF) poviSeni u ADEM-u.'*” Nasi pacijenti s ADEM-om nisu imali
relevantno poviSenje ni jednog kemokina u CSL-u, uz tek blagu naznaku poviSenja
CXCL10 i CXCL11 u odnosu na kontrole. Takoder je primijeéeno kako su serumske
koncentracije CXCL10 i CXCL13 snizene u odnosu na kontrolnu skupinu, tj. one bez
upale SZS-a. Pronadena je i korelacija povisene CSL koncentraciie CXCL10 u
odnosu na broj stanica u CSL-u te gradijenta CSL/serum za CXCL10 i CXCL11 s
brojem stanica u likvoru. Nasa je studija (Sto se tiCe pacijenata s ADEM-om)
djelomi¢no usporediva sa studijom na odraslim bolesnicima s ADEM-om (17
pacijenata) u kojoj su ispitivane i koncentracije CXCL10 i CXCL11. Razina CXCL11 u
CSL-u se nije znacajno razlikovala od zdravih (kao i u nasoj studiji), dok su vise
razine CXCL10 u likvoru bile prisutne u pacijenata oboljelih od ADEM-a u usporedbi
sa zdravim kontrolama, $to je u na$oj studiji naznaceno ali nije postiglo statistiCku
znacajnost.'*® Pleocitoza je u ovoj studiji korelirala s likvorskom koncentracijom
kemokina koji privlace neutrofile i T-limfocite (izmedu ostalih i CXCL10), Sto se
poklapa i s naSim rezultatima, no u spomenutoj studiji nije ispitivan gradijent
koncentracija kemokina.l#® U literaturi su pozitivno s brojem stanica u ADEM-u
korelirali i IL-6 i IFN-y, a IL-8 s koncentracijom proteina. Dob, spol i dani od nastupa
simptoma do LP nisu korelirali s koncentracijom citokina.'4” Za razliku od nasih
rezultata, ovi autori nisu pronasli razlike u serumskim koncentracijama kemokina
medu grupama.#”149Vvan Burgel i sur su pokazali da pacijenti s ADEM-om i Henoch-
Shonleinovom purpurom (HSP) nakon enterovirusne infekcije mogu imati visoke
vrijednosti kemokina CXCL13 u CSL-u. Unato¢ tome $to je u ovu studiju uklju¢en
mali broj ispitanika s navedenim bolestima i nije odredivan koncentracijski gradijent
kemokina izmedu CSL-a i seruma, ovaj podatak, zajedno s ranijim saznanjima o
poviSenim vrijednostima kod MS i sistemskog eritematoznog lupusa (SLE) vodi do
zaklju€ka da koncentracija CXCL13 moZze biti poviSena u bolesnika s autoimunim
bolestima.!®! Za razliku od nas, Bagaeva i sur. su u svojoj studiji pokazali kako CSL
CXCL13 moze biti povisen z ADEM-u (na samo 1 pacijentu!), a isto su pokazali i

Fujimori i sur. na 5 pacijenata s ADEM-om.122.144
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Djelomi¢no usporediva s nasom je studija koja je istrazivala ulogu CXCL13 i
usporedivala je bolesnike s NB-om, ADEM-om i meningitisom/meningoencefalitisom.
U usporedbi s NB, bolesnici s ADEM-om nisu imali poviSen CXCL13 u CSL-u (CSL
CXCL13 razine 0-574 pg/mL (medijan 61 pg/mL) i 0-2,030 pg/mL (medijan 207
pg/mL) Sto je u skladu i s naSim rezultatima. U spomenutoj se studiji koncentracija
CXCL13 u serumu nije razlikovala medu grupama, dok je u nasoj snizena serumska
koncentracija CXCL13 (i CXCL10) verificirana u bolesnika s ADEM-om i NB.138
Fujimori i sur. su u studiji na odraslim bolesnicima (5 AM koji su razvili ADEM, 8 AM i
8 ne-upalnih neuroloskih bolesti (kontrole)) htjeli pronaci faktore za diskriminaciju AM
I AM koji se razvije u ADEM u ranoj fazi bolesti. Istrazili su 10 Th1/Th2 citokina (IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17A i IFN-y) u CSL-u te kemokine IL-8
i CXCL13. Izmedu ostalog su pronasli kako je likvorska koncentracija CXCL13 bila
znacajno viSa u grupi ADEM nego u kontrola, ali ne i u AM u odnosu na kontrole te
znacajno poviSena u grupi ADEM-a odnosu na AM. Odredili su €ak i cut-off za
CXCL13 koji bi diskriminirao AM od ADEM-a u ranoj fazi (za vrijednost 197.84 pg/mi
ima 100% osjetljivost i specifiCnost). Nasi rezultati nisu potvrdili prethodne studije u
kojima je koncentracija CXCL13 korelirala s brojem stanica i koncentracijom proteina
u AM grupi te s koncentracijom proteina ali ne i brojem stanica u ADEM grupi. U
nasoj je studiji likvorska razina CXCL13 u AM i ADEM-u bila nedektabilna. U ovoj
studiji nisu ispitivane serumske razine CXCL13 kao ni gradijent. Ovi su autori
zakljucili kako odrasli bolesnici koji imaju poviSene koncentracije CXCL13 (i IL-12) u
CSL-u mogu razviti ADEM, iako su se inicijalno prezentirali kao AM, te kako
odredivanje koncentracije CXCL13 mozZe biti pogodno za prognozu ishoda AM.1?2

Mi smo pokazali kako je u ispitanika oboljelih od NPEV AM koncentracija kemokina
CXCL10 i CXCL11 viSa u CSL-u nego u serumu, te kako oboljeli imaju mnogostruko
vi§i CXCL10 u likvoru od kontrola (bez upalne bolesti SZS-a) te malo vi§i CXCL11 u
likvoru u odnosu na kontrole (za 16%). Takoder smo dokazali postojeci
koncentracijski gradijent CSL/serum za oba kemokina (CXCL10 i CXCL11), no nismo
uspjeli naci korelaciju izmedu koncentracije kemokina ili koncentracijskog gradijenta i
broja stanica u CSL-u oboljelih. Usporedili smo i serumske koncentracije navedenih
kemokina i pokazali kako su u bolesnika s NPEV AM snizene serumske
koncentracije CXCL10 i CXCL11 u odnosu na kontrole. Studija na bolesnicima djecje
dobi koju su proveli Asano i sur. pokuSala je dokazati da se profil citokina razlikuje u

razliCitim virusnim meningitisima ovisno o uzroénom virusu te u odnosu na kontrole.
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Pokazali su kako su IL-8, IL-10, IL-12, IL-13 i INF-y bili statisticki znac¢ajno visi kod
bolesnika s meningitisom uzrokovanim virusom mumpsa te kako je poviSen IFN-y
uoCen U meningitisu uzrokovanim virusom mumpsa u odnosu na meningitis
uzrokovan Echovirusom 30.127 PoviSena likvorska koncentracija CXCL10 utvrdena je
u viSe studija koje su ispitivale kemokinski profil kod sindroma AM (Parvovirusni, EV,
KME).112113.152 stydija na bolesnicima s krpeljnim meningoencefalitisom (KME)
utvrdila je da su CSL koncentracije CXCL10,11,12 i 13 bile malo viSe nego u serumu,
a samo je koncentracija CXCL10 bila zna¢ajno visa. | u ovoj je studiji CXCL10, kao i
u nasoj, verificiran kao glavni kemokin uklju¢en u patogenezu virusne infekcije SZS-
a. U istom su istrazivanju pokazali i kako se koncentracije CXCL10 u CSL-u,
CXCL13 u serumu i CXCL11 u CSL-u statistiCki znacajno razlikuju u akutnoj i
rekonvalescentnoj fazi KME. Koncentacije svih ispitivanih  kemokina
(CXCL10,11,12,13) su u CSL-u oboljelih bile vise nego u kontrola, sto djelomi¢no
potvrduje nasSe rezultate (povisen samo CXCL10 i CXCL11 dok za CXCL13 nismo
pronasli poviSene vrijednosti kod NPEV AM u odnosu na kontrolnu skupinu).
Zaklju€ak studije je kako koncentracije CXCL10, CXCL11, CXCL12 i CXCL13 u CSL-
u i CXCL10 i CXCL13 u serumu mogu biti dobri biomarkeri upale SZS-a uzrokovane
s virusom KME i jasno diskriminiraju pacijente oboljele od KME od kontrola te kako bi
se likvorska vrijednost CXCL10 i serumska CXCL13 mogla upotrijebiti za
monitoriranje oporavka.'®® U nasih je bolesnika s AM koncentracija CXCL13 bila
niska odnosno gotovo nemjerljiva i usporediva s koncentracijom u kontrola, kao i u
studiji Fujimori i sur. 122 Sto se ti¢e bolesnika s NPEV AM, rezultati sli¢ni nasima (iako
nije ispitivana koncentracija CXCL13) dobiveni su u studiji provedenoj na skupini
pedijatrijskih bolesnika oboljelih od NPEV AM.''? Prema rezultatima ove studije,
CXCL10 i CXCL11 pronadeni su u CSL-u oboljelih u viS§im koncentracijama u odnosu
na koncentracije u serumu, $to je sukladno nasSim rezultatima. U kontrolnoj skupini
CXCL10 nije bio znac€ajno poviSsen ni u CSL-u ni u serumu, dok je CXCL11
pokazivao drukdiji obrazac ekspresije (nize koncentracije u CSL-u u odnosu na
serum).'2 Ovo je bhila i prva studija koja je otkrila kako CSL djece s AM sadrzZi
CXCL10 i CXCL11 te njihov koncentracijski gradijent prema plazmi. Taj gradijent je
potreban za migraciju CXCR3 pozitivnih T-limfocita, a mi smo ga u nasoj studiji
potvrdili.'1? Rezultati sli¢ni nasima mogu se pronadi i u studiji Lepej i sur. u oboljelih
od KME.'3 | u ovoj se studiji kemokini CXCL10 i CXCL11 detektiraju u povisenim

koncentracijama u CSL-u oboljelih, a postojanje CXCR3 stani¢nog receptora i
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kemokinskog gradijenta autori smatraju odgovornim za migraciju upalnih stanica u
CSL. 11315 U studiji Wang i sur. u djece oboljele od EV71 encefalitisa je takoder
pronadena viSsa koncentracia CXCL10 u CSL-u u odnosu na serumske
koncentracije, kao i u nasoj studiji.’>> Oni su ispitivali koncentraciju CXCL10 i u
usporedbi s tezinom bolesti te pokazali kako serumske i likvorske koncentracije nekih
citokina rastu s progresijom bolesti, za razliku od nekih drugih studija (na odraslim
pacijentima s virusnim encefalitisom) koje to nisu uspjele dokazati.'*® No, suprotno
nekim!12-113154 j nagoj studiji, Wang i sur. nisu uocili koncentracijski gradijent
CXCL10. S obzirom da EV71 uzrokuje multisistemsku bolest i nije ograniéen na SZS,
moguce je da je to razlog nedostatka CSL/serum gradijenta i poviSene serumske
vrijednosti ovog kemokina u pacijenata s plu¢nim edemom kao komplikacijom EV71
infekcije.1%°

Sto se ti¢e serumskih koncentracija, suprotno na$im rezultatima, studija koja je
ukljuCila bolesnike oboljele od KME-a je ukazala na znaCajno poviSene serumske
koncentracije CXCL10 i CXCL13 u usporedbi s kontrolama.*>3

ViSe je studija pokazalo pozitivhu povezanost koncentracije CXCL10 i pleocitoze u
virusnim upalnim bolestima SZS-a, no osim one Cavéié i sur. niti jedna ne obuhvaca
pedijatrijsku populaciju. 122157 |strazivanje slicno naSem proveli su Lopes-Cortes,'®’ a
nekoliko godina kasnije i Lahrtz,'%? analiziraju¢i koncentracije IL-8 u AM-u i akutnom
bakterijskom meningitisu (ABM), ovisno o fazi bolesti. Autori studija slazu se kako u
virusnom meningitisu IL-8 moZe biti predominantni kemokin samo u inicijalnoj fazi
bolesti i tada broj neutrofila u CSL-u korelira s njegovom ekspresijom.''?2 U nasoj
studiji, kao ni kod Cavéié i sur., pleocitoza nije korelirala s koncentracijom CXCL10 ni
CXCL11 pa je zakljuCeno kako tezina lokalne upale i stupanj poremecaja KMB
vjerojatno nemaju utjecaj na gradijent.?

Studije provedene u odraslih bolesnika oboljelih od MS takoder opisuju korelaciju
pleocitoze s poviSsenom koncentracijom odredenih kemokina. U ovom slucaju
kemokini su izolirani kao glavni prediktori relapsa i remisije bolesti. 141158 U studiji
Mahada i sur. CXCL10 je izoliran u viSim, a CCL2 u nizim koncentracijama u CSL-u
bolesnika s relapsom bolesti. Koncentracija CXCL10 je pozitivho korelirala ne samo s
pleocitozom, vec i s ekspresijom CXCR3 receptora na CD4+ T-limfocitima u CSL-u,
te je tako joS jednom dokazana vazna uloga CXCR3 receptora u privliacenju stanica
u CSL.'® Khademi i sur. su dokazali korelaciju i koncentracije CXCL13 s brojem

stanica u likvoru, aktivno$¢u bolesti i stupnjem progresije MS i stupnjem relapsa te

74



brojem lezija na MR-u, a isto je pronadeno i za NB, EBV encefalitis i HSV
encefalitis.’® Suprotno nasim rezultatima, u studiji Fujimori i sur. je koncentracija
CXCL13 korelirala s brojem stanica i koncentracijom proteina u odraslih bolesnika
obolielih od AM,*?? dok je u drugim studijama (sukladnima na$oj) koncentracija
CXCL13 u CSL-u bila zanemarivo mala kod AM.12!

NB je bolest s najve¢im postotkom B-limfocita u CSL-u. Mnoge retrospektivne studije
su ukazale na povisenu razinu CXCL13 u akutnoj NB u usporedbi sa drugim
neuroloskim bolestima.56: 61.138.159-161 Njje pronadena korelacija izmedu koncentracije
CXCL13 u CSL i serumu i mjera poremecaja KMB, Sto upucuje da je kemokin
proizveden intratekalno.62162  Spirohete invadiraju SZS i induciraju produkciju
CXCL13 u monocitima/makrofagima i dendritickim stanicama §to privla¢i aktivirane
B-limfocite u CSL koje zatim poti€u intratekalnu sintezu protutijela specificnih za
B.burgdorferi. Ovaj mehanizam objasnjava rani porast koncentracije CXCL13 u CSL-
u u pacijenata kojima specifi¢ni Al jo$ nije pozitivan. 138140

Neke su studije ¢ak pokazale kako je poviSena koncentracija CXCL13 specificniji
marker za dijagnozu NB od Al.%¢61 Druge su, pak, studije pokazale kako je CXCL13
poviSen i u CSL-u nekih virusnih meningitisa i encefalitisa (EBV encefalitisu, HSV
encefalitisu), kao i u neupalnim bolestima poput B-staniénog limfoma SZS-a.140.163
Drugi su pronasli kako je CXCL13 u virusnih i bakterijskih meningitisa ve¢inom ispod
cut-offa (kao i mi u nasoj studiji), dok maligni tumori SZS-a, kriptokokni meningitis i
kongenitalna toksoplazmoza mogu uzrokovati poviSenje vrijednosti ovog kemokina u
CSL-u.164 CXCL13 je pronaden i u aktivnim MS lezijama, kao i u likvoru (ali ne i u
serumu) bolesnika s CIS-om i MS-om, a korelira s aktivno$¢u bolesti, stupnjem
progresije i relapsa MS te s brojem lezija na MR.**® Koncentracija CXCL13 u CSL-u u
NB brzo opada tijekom antibiotske terapije $to ukazuje na eliminaciju stimulusa
intratekalne proizvodnje ovog kemokina.>® Najvjerojatnije nije slu¢ajno da su dvije
bolesti koje su najvise povezivane s CXCL13 (MS i NB) karakterizirane intratekalnom
produkcijom protutijela.6®

Sto se ti¢e nasih pacijenata s NB, mi smo pokazali kako ovi pacijenti imaju nesto visi
CXCL10 u CSL-u nego u serumu, kako imaju tek blago (za 33%) povisen CXCL13 u
likvoru u odnosu na kontrole, te kako postoji blagi gradijent CSL/serum za CXCL10 i
CXCL13. Serumske koncentracije CXCL10, CXCL11 i CXCL13 su bile snizene u

odnosu na one u kontrolnoj skupini ispitanika. Povisene koncentracije CXCL10 i
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CXCL13 u CSL-u su korelirale s pleocitozom u likvoru oboljelih pacijenata, kao i
gradijent CSL/serum za CXCL10, ali ne i CXCL13. lako je i u nasoj studiji pronadena
povisena koncentracija CXCL13 u CSL-u pacijenata s NB, moramo primijetiti kako
nije tako impresivna kao u vecini ostalih studija.120-122,129,138-139,160-161,164 Nema puno
studija koje ispituju kemokine kod oboljelih od NB u pedijatrijskoj populaciji, 1?1:12° ali
sve izvjeStavaju o povisenoj vrijednosti CXCL13 u likvoru. Sillanp&éa i sur. su ¢ak
odredili prijelomnu (engl. ,cut-off”) likvorsku koncentraciju ovog kemokina s visokom
osjetljivosti i specifiCnosti za postavljanje dijagnoze definitivne i moguc¢e NB u djecjoj
dobi.t?® Kada bismo ovu vrijednost CXCL13 upotrijebili za dijagnostiku nasih
bolesnika, u ¢ak se osam bolesnika s NB (40% djece iz naSe kohorte!) ne bi
postavila ispravna dijagnoza na temelju navedene prijelomne vrijednosti. Rijetke su
studije pokuSale utvrditi koncentraciju drugih kemokina (osim CXCL13) u CSL-u u
NB.1%4166 Za razliku od nase studije, studija Moniuszko i sur. koja je ispitivala
koncentraciju CXCL8, CXCL10, CXCL11, CXCL12 i CXCL13 u serumu i likvoru
odraslih bolesnika s NB je pokazala kako je CXCL10 u serumu ali ne i u likvoru bio
viSi u bolesnika s NB u odnosu na kontrole. Takoder je, suprotno nasim zapazanjima,
u ovoj studiji koncentracija CXCL11 u CSL-u u NB je bila cca 35x viSa nego u
kontrola i znacCajno je pala nakon lije€enja. S naSom se studijom podudara u
rezultatima likvorske koncentracije CXCL13 koja je prije lije€enja bila visa u oboljelih
od NB u usporedbi s kontrolama gdje je bila nedektabilna. Mi nismo ispitivali
koncentracije nakon lije€enja, a spomenuti autori nisu odredivali gradijent CSL/serum
ispitivanih citokina kao ni korelaciju s pleocitozom u likvoru.*®® Lepej i sur. su po prvi
puta u svojoj studiji u odraslih bolesnika pokazali kako je CXCL10 bio statisticki
znacajno viSi u CSL-u bolesnika s NB (medijan 733.3 pg/ml) u odnosu na serumsku
koncentraciju (medijan 155.4 pg/ml), $to smo i mi u svojoj studiji potvrdili. U ovoj su
studiji likvorske koncentracije CXCL10 bile statistiCki znacajno vise u NB u odnosu na
kontrole. | razina CXCL11 je znacajno poviSena u CSL-u (medijan 17.3 pg/ml) u
odnosu na serumsku koncentraciju (medijan 6.8 pg/ml) u NB, §to mi nismo
dokazali.*>* Dok su neke studije, poput nase, ukazale na korelaciju razine CXCL13 u
likvoru i pleocitoze, 196 druge nisu uspjele dokazati tu povezanost. 12%161 Studija Lepej
I sur. nije, za razliku od naSe, uspjela pokazati povezanost razine likvorskog CXCL10
i pleocitoze.’® Sto se tite serumskih koncentracija, u na$oj je studiji pronadena
snizena koncentracija CXCL13, kao i u nekim studijama,'®’ za razliku od veéine

drugih koje navode povisenu serumsku vrijednost CXCL13 u NB.12%159.166 Jnatog
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tome se veCina autora slaze kako serumska razina nije indikativna za aktivnu
infekciju SZS-a s borelijom poput likvorske razine CXCL13, a navodi se i da je
serumska koncentracija CXCL13 mogucée povisena u autoimunim bolestima poput
lupusa i dermatomiozitisa i ne moze biti upotrebljena kao marker NB.1?1.169 U studiji u
odraslih bolesnika, serumske koncentracije citokina CXCL11 se nisu razlikovale
medu grupama (NB i kontrole), dok je serumski CXCL10 bio viSi u bolesnika s NB, za
razliku od nasSih rezultata koji su pokazali snizene serumske koncentracije oba
citokina u bolesnika s NB.'® U vedini studija koje su ga ispitivale, pronaden je
gradijent CSL/serum za CXCL13 (Cak i do vrijednosti 143!) te je zaklju€eno kako je
CXCL13 glavni kandidat za funkcionalnu ulogu priviacenja B-stanica u CSL u
NB.160.170 postojanje gradijenta CSL/serum za CXCL13 je potvrden i u nasoj studiji,
iako u znacajno manjoj mjeri, a mi smo, uz CXCL13, uocili i gradijent za CXCL10 koji
je pokazan do sada samo u jednoj studiji i to na odraslim ispitanicima oboljelima od
NB.1®* Za CXCL13 su u literaturi predloZzeni mnoge prijelomne vrijednosti koje bi s
visokom osjetljivosti i specifiénosti diferencirali NB od ostalih bolesti SZS-a.
PredloZene vrijednosti variraju od 15.6 pg/ml do 1,229 pg/mL. 138151168 Razlike u
koncentracijama izmedu studija su objasnjene razlikama u analitiCkom kitu koji je
upotrebljen za analizu.15%-160

Na tragu toga je studija Hyténen i sur. *®' zakljuéila kako je CXCL13 izvrstan
biomarker za diskriminaciju NB od virusnih infekcija SZS-a i ostalih neuroupalnih
zbivanja kad se upotrebljavaju lokalni “cut-offovi” — za razliku od naSih rezultata koji
nisu pokazali tako ,impresivnu“ prevagu CXCL13 u bolesnika djecje dobi s NB u
uspredbi s onima koji boluju od ADEM-a i AM.

Pretrazuju¢i opseznu literaturu, kada je o pedijatrijskoj populaciji rije€, nisam
pronasla studiju koja bi usporedivala postojanje ovisnosti kemokinskih koncentracija
sa spolom ili vremenom trajanja bolesti prije prijema u bolnicu. Mi smo primijetili kako
je muski spol povezan s poviSenom koncentracijom svih kemokina kao i povisenim
gradijentom CSL/serum, $to nije do sada opisano ni u jednoj studiji.’*’ Dulje
razdoblje od pocCetka bolesti do hospitalizacije je u studiji u nasih bolesnika bilo
povezano s nizom koncentracijom svih kemokina kao i njihovim gradijentom, dok
koncentracija kemokina nije bila povezana s trajanjem simptoma prije prijema u
bolnicu u drugim radovima,4%163 osim u studiji Senel i sur.'?° u kojoj je kraée trajanje
bolesti prije dijagnoze (manje od 8 dana) bilo povezano s viSim vrijednostima
CXCL13 u odnosu na one s duljim trajanjem bolesti. Ovaj podatak se moze pokusati
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objasniti Cinjenicom da se glavni upalni odgovor i ograniCenje infekcije (privlacenje
stanica u CSL) dogada rano tijekom infekcije, a to je uzrono povezano i s viSom
koncentracijom kemokina koji sudjeluju u tim procesima. Takoder, Th1 citokini imaju
kratki poluvijek pa ih je Cesto teSko dokazati, Cime se mozda djelomi¢no mogu
objasniti snizene koncentracije kemokina kod duljeg vremena proteklog do prijema,
odnosno LP. lako su potrebna daljnja istraZivanja, s obzirom na navedeno, razina
kemokina bi mogla posluziti i kao marker trajanja bolesti.

U daljnjim smo analizama pokusali pronaci najbolji parametar za inicijalnu
diskriminaciju djece oboljele od ADEM-a, NPEV AM i NB. Pokazali smo kako se
ADEM od NB razlikuje po 4x manjem broju stanica u CSL-u kod inicijalne LP te
minimalno nizoj likvorskoj koncentraciji CXCL13. NPEV AM se od NB moze najbolje
diskriminirati po ¢ak 12x vecem broju polimorfonukleara u citoloSkom nalazu CSL-a,
14x visoj koncentraciji CXCL10 i nesto viSoj CXCL11 (17%) u CSL-u. U odnosu na
NPEV AM, ADEM se razlikuje po 4x manjem broju stanica, 7x manjem broju
polimorfonukleara, 12x nizoj koncentraciji CXCL10 i nesto nizoj (11%) koncentraciji
CXCL11 u CSL-u. LogistiCka regresija je utvrdila kako je likvorska koncentracija
CXCL10 najbolja za diskriminiranje NPEV AM u odnosu na ADEM i NB.

Utvrdena je grani¢na vrijednost likvorske koncentracije CXCL10 od 5.64 ug/L koja uz
osjetljivost od 95%, specificnost 92.8%, PPV od 90.5% i NPV 96.3% pokazuje
odli¢éna dijagnosti¢ka svojstva u smislu ,razlikovanja“ NPEV AM od ADEM/NB.

Ovo je, po naSim saznanjima, prvi put da je netko opisao prijelomnu vrijednost

citokina CXCL10 za razlikovanje ovih triju bolesti.

Kod ADEM-a, na osnovi dobivenih rezultata mozemo zakljuditi kako za vrijeme
razvoja bolesti kemokin CXCL10 i vjerojatno (iako u manjoj mjeri) CXCL11 potiCe
migraciju upalnih stanica u SZS (korelacija CXCL10 i CXCL11 gradijenta s brojem
stanica). No, s obzirom na njihovu relativno malu koncentraciju u CSL-u oboljelih (u
odnosu na kontrole), zasigurno pri tome procesu nisu jedini, a niti odluCujudi
C¢imbenik, ve¢ samo jedan od mehanizama ukljuéenih u povecanje broja stanica u
CSL-u oboljelih (druge mehanizme nismo ispitivali). Takoder, podaci ukazuju da u
patogenezi ADEM-a prevladava T-staniéni odgovor, a velika varijabilnost
koncentracija medu ispitanicima iz ove skupine govori u prilog tome da je ADEM

vjerojatno patogenetski heterogena bolest.
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Na osnovi dobivenih rezultata mozemo zaklju€iti kako CXCL10 i (u manjoj
mjeri) CXCL11 sudjeluju u patogenezi NPEV AM (viSe koncentracije u odnosu na
kontrole), a s obzirom na viSu koncentraciju u CSL-u u odnosu na serum,
pretpostavljamo da je vecina kemokina sintetizirana intratekalno. Zanimljivo je sto je
kod NPEV AM bio izuzetno velik kemokinski gradijent CSL/serum za CXCL10 (i
nesto manji za CXCL11), a nije pronadena korelacija s brojem stanica u CSL-u, pa
uloga ovih citokina kao odlu€uju¢ih u migraciji stanica u CSL nije sa sigurno$c¢u
potvrdena. Takoder, s obzirom na navedeno, tezina lokalne upale i stupanj

poremecaja KMB vjerojatno nemaju utjecaj na gradijent.

U bolesnika s NB mozemo zakljuciti da kemokini CXCL10 i CXCL13 sudjeluju
u patogenezi bolesti (CXCL10 visi u CSL-u nego u serumu oboljelih; CXCL13 visi u
CSL-u nego kontrola, blagi gradijent CSL/serum za oba kemokina). Pretpostavljamo
kako za vrijeme razvoja NB kemokini CXCL10 i CXCL13 poti€u migraciju i
akumulaciju T-(CXCL10) i B-(CXCL13) limfocita u SZS (korelacija CXCL10 i CXCL13
kao i njihovog gradijenta CSL/serum s brojem stanica). Ovi podaci sugeriraju kako u
patogenezi NB sudjeluju i Th1 i Th2 stanicni citokini.

Varijabilnost koncentracije kemokina u CSL-u moZe biti rezultat razliCite
sposobnosti zarazenog domacina u stvaranju dostatnog imunoloskog odgovora i/ili
trajanja tog odgovora. Ako uzmemo u obzir kako je uloga kemokina u upalnim
bolestima SZS-a usmjeravanje stanica u CSL i eliminacija antigena, vise
koncentracije kemokina u likvoru mozda mogu biti prediktor boljeg ishoda bolesti (5to
mi u ovoj studiji nismo ispitivali). Takoder, obzirom na dobivene rezultate, mozemo
zakljuciti kako je funkcija ispitivanih kemokina u cjelokupnom razvoju i tijeku upalne

bolesti SZS-a vide sinergistitka nego odludujuca.

Izrada disertacije zapocCeta je s hipotezom da kemokini CXCL10 i/ili CXCL11
i/ili CXCL13, poti¢u migraciju imunoloskih stanica u CSL kao odgovor na infekciju. S
obzirom da se rezultati istraZivanja u smislu koncentracija kemokina razlikuju u
odnosu na kontrolnu skupinu, tj. da su zamije€ene viSe koncentracije kemokina
CXCL10 i CXCL11, kao i njihovih gradijenata u CSL-u oboljelih od NPEV AM te
CXCL13 i gradijenta CXCL10 u oboljelih od NB, mozemo pretpostaviti da ispitivani
kemokini mogu utjecati na kemotaksiju, migraciju i akumulaciju upalnih stanica. lako

je kod ADEM-a postojala naznaka poviSenih koncentracija CXCL10 i CXCL11 u
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odnosu na kontrole, rezultati nisu postigli statisticku znacajnost, Sto potvrduje da je
etiologija ADEM-a heterogena i da patogenetski mehanizmi i uzroci nastanka tek
moraju biti utvrdeni.

Ostaje nejasna Cinjenica zasto su koncentracije kemokina bile snizene u serumu svih
bolesnika oboljelih od upalnih bolesti SZS-a u odnosu na kontrolnu skupinu, te ovi

rezlutati zahtijevaju daljnja istrazivanja.
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ZAKLJUCCI

. Upalne bolesti SZS-a ispitivane u na$oj studiji (ADEM, NPEV AM, NB) su
Cesto inicijalno nerazlucive na temelju klini€kih i laboratorijskih pretraga krvi i
CSL-a.

. CXCL10 i (u manjoj mjeri) CXCL11 sudjeluju u patogenezi NPEV AM (viSe
koncentracije u likvoru u odnosu na kontrole), a s obzirom na viSu
koncentraciju u CSL u odnosu na serum, pretpostavljamo da je vecina
kemokina sintetizirana intratekalno. Ipak, wunato€ izuzetno velikom
kemokinskom gradijentu CSL/serum za CXCL10 (i neSto manjem za
CXCL11), nije pronadena korelacija s brojem stanica u CSL-u, pa uloga ovih
citokina kao odlucujuéih u migraciji stanica u CSL nije sa sigurno$c¢u utvrdena,
a tezina lokalne upale i stupanj poremec¢aja KMB vjerojatno nemaju znacajan

utjecaj na gradijent.

. Podaci ukazuju da je tijekom razvoja ADEM-a moguce da kemokinski gradijent
CXCL10 i CXCL11 sudjeluje u poticanju migracije upalnih stanica u SZS
(korelacija CSL koncentracije CXCL10 i gradijenta CSL/serum kemokina
CXCL10 i CXCL11 s pleocitozom), no u tom procesu svakako nisu ni jedini, ni
odluCujuc¢i C¢imbenik (razine kemokina u likvoru nisu znacajno viSe nego u
kontrola), ve¢ samo jedan od mehanizama. Ti ,ostali“ mehanizmi u ovoj studiji
nisu ispitivani. Velika varijabilnost koncentracija ispitivanih kemokina medu
ispitanicima iz ove skupine govori u prilog tome da je ADEM patogenetski

heterogena bolest.

. Kemokini CXCL10 i CXCL13 sudjeluju u patogenezi NB (CXCL10 visi u CSL-u
nego u serumu oboljelih; CXCL13 viSi u CSL-u nego kontrola, blagi
CSL/serum gradijent za oba kemokina). Mozemo zakljuciti kako za vrijeme
razvoja NB kemokini CXCL10 i CXCL13 sudjeluju u poticanju migracije i
akumulacije upalnih stanica u SZS (korelacija CXCL10 i CXCL13 kao i
gradijenta s brojem stanica). Ovi podaci sugeriraju kako u patogenezi NB

sudjeluju i Th1 i Th2 stani¢ni citokini.
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5. Serumska koncentracija kemokina bila je zna€ajno snizena u grupama djece s
upalnom bolesti SZS-a u odnosu na kontrolnu skupinu koja nema upalnu
bolest SZS-a.

6. Ustanovljena je zdruzenost poviSene koncentracije svih triju ispitivanih
kemokina i njihovog gradijenta CSL/serum s muskim spolom, §to do sada nije

opisano u literaturi.

7. Dulje trajanje bolesti do hospitalizacije je bilo zdruZzeno sa snizenom
koncentracijom svih ispitivanih kemokina i njihovog gradijenta CSL/serum, $to
moze posluziti za buduca istraZivanja koncentracije kemokina kao markera

trajanja bolesti.

8. Citokini CXCL10, CXCL11 i CXCL13 sudjeluju u razvoju i tijeku upalnih bolesti
SZS-a.

9. Skupine djece s ispitivanim upalnim bolestima SZS-a (ADEM, NPEV AM, NB)

mozemo medusobno razlikovati po navedenim laboratorijskim parametrima:

broju stanica u CSL-u: ADEM ima manji broj stanica od NPEV AM/NB
postotku polimorfonukleara u CSL-u: NPEV AM ima puno viSi postotak u
odnosu na ADEM/NB

koncentraciji CXCL10 i CXCL11 u CSL-u: NPEV AM ima viSu u odnosu na
ADEM/NB

10.Koncentracija CXCL10 u CSL-u pokazuje odliéna dijagnosticka svojstva u
smislu ,razlikovanja“ NPEV AM od ADEM/NB - cut-off CXCL10 od 5.64 ug/L
ima osjetljivost od 95%, specificnost 92.8%, PPV od 90.5% i NPV 96.3%
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8. SAZETAK

KEMOKINI CXCL10, CXCL11 i CXCL13 U ASEPTICNOM MENINGITISU,
NEUROBORELIOZ| | AKUTNOM DISEMINIRANOM ENCEFALOMIJELITISU U
DJECE

Cilj istrazivanja: Glavni cilj studije je bio istraZiti ulogu kemokina CXCL10, CXCL11 i
CXCL13 u AM, NB i ADEM-u djece. Ispitali smo klinicke i laboratorijske osobitosti u
bolesnika iz ovih skupina te ih usporedili medusobno i s istim u bolesnika bez upalne
bolesti SZS-a koji &ine kontrolnu skupinu. Takoder smo poku$ali utvrditi povezanost
kemokinskog odgovora u krvi i likvoru, odredili smo profil kemokina i analizirali
postojeci kemokinski gradijent te ga usporedili medu grupama ispitanika. Pokusali smo
utvrditi laboratorijski parametar i/ili koncentraciju kemokina koja je najbolji laboratorijski
bilieg za inicijalno razlikovanje i postavljanje dijagnoze navedenih bolesti, s obzirom da
su ovi bolesnici Cesto inicijalno nerazlu€ivi na temelju Klinickih te laboratorijskih

pretraga krvi i CSL-a.

Ispitanici i metode:

Istrazivanje je kreirano kao presje¢na (,cross-sectional®) studija koja obuhvaca analizu
anamnestiCkih, kliniCkih i laboratorijskih karakteristika bolesnika s ADEM-om, AM
uzrokovanim NPEV i NB-om te kontrolne skupine (upalna bolest SZS-a isklju¢ena na
temelju urednog citoloSkog, biokemijskog i mikrobioloskog nalaza CSL-a). U studiju je
uklju¢eno 84 bolesnika: 23 iz skupine ADEM, 20 bolesnika s dokazanim NPEV AM, 21
oboljelih od NB te 20 kontrolnih bolesnika. Svi su bolesnici djecje dobi, a lijeceni su u
Klinici za infektivhe bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu u razdoblju od 1.1.2009.-
31.12.2014. god. EtioloSka dijagnoza NPEV AM dokazana je detekcijom enterovirusne
RNK u CSL-u PCR metodom. U skupinu oboljelih od NB smo ukljucili pacijente koji
prema smjernicama European Federation of Neurological Societies zadovoljavaju
kriterije za sigurnu, odnosno vjerojatnu dijagnozu NB. U svih je bolesnika rabljena
seroloSka metoda kemiluminiscencije za dokaz serumskih i likvorskih protutijela na
Borreliu burgdorferi; svi reaktivni rezultati u serumu potvrdeni su Western blot-om.

Dijagnoza ADEM-a je postavljena prema medunarodnom konsenzusu iz 2007. uz
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iskljuCenje mogucih infektivnih uzro€nika bolesti. Koncentracija kemokina u CSL-u i
serumu odredena je standardiziranim kvantitativnim enzimskim imunotestovima. U
statistiCkoj analizi koriStene su uobiCajene statistiCke metode, a ucinjeni su univarijatni i

multivarijatni testovi s podesenjima varijabli.

Rezultati: Utvrdeno je da bolesnici s NPEV AM i NB imaju visu likvorsku koncentraciju
CXCL10 u odnosu na koncentraciju u serumu. Kod NPEV AM je i koncentracija
CXCL11 bila nesto visa nego u serumu, dok kod ADEM-a nije pronadeno znacajno
poviSenje koncentracije ni jednog likvorskog kemokina. U usporedbi s kontrolama (bez
upalne bolesti SZS-a), bolesnici s NPEV AM su imali mnogostruko vii CXCL10 i ne$to
vi§Si CXCL11, a bolesnici s NB nesto visu likvorsku koncentraciju CXCL13. Gradijent
CSL/serum za CXCL10 i CXCL11 je utvrden u bolesnika s NPEV AM, dok je u
bolesnika s NB uofen blagi gradijent za CXCL10 i CXCL13. Korelacija poviSene
koncentracije kemokina i pleocitoze u likvoru je uocena u bolesnika s ADEM-om (za
CXCL10) i NB-om (za CXCL10 i CXCL13). Kod istih je dijagnoza uocena korelacija i
pleocitoze s gradijentom CSL/serum, i to za CXCL10 i CXCL11 u ADEM-u i CXCL10 u
NB. U bolesnika s NPEV AM nije uoCena zdruzenost koncentracije kemokina kao ni
koncentracijskog gradijenta s brojem stanica. Serumske koncentracije svih ispitivanih
kemokina su bile sniZzene u skupini bolesnika u odnosu na kontrole (CXCL10 i CXCL13
kod ADEM-a, CXCL10 i CXCL11 kod NPEV AM, CXCL10, CXCL11 i CXCL13 kod
NB).

Koncentracije svih kemokina kao i njihov gradijent su bili poviSeni u ispitanika muskog
spola. Takoder, dulje trajanje bolesti do hospitalizacije je koreliralo sa shizenom
koncentracijom svih kemokina i njihovim gradijentom.

Usporedujuéi skupine bolesnika medusobno, pokazali smo kako se ADEM od NB
razlikuje po 4x manjem broju stanica u CSL-u kod inicijalne LP te vrlo blago sniZzenoj
koncentraciji CXCL13. NPEV AM se od NB moze najbolje diskriminirati po ¢ak 12x
ve¢em broju polimorfonukleara, 14x viSoj koncentraciji CXCL10 i malo viSoj CXCL11
(17%) u CSL-u.

U odnosu na NPEV AM se ADEM razlikuje po 4x manjem broju stanica, 7x manjem
broju polimorfonukleara, 12x nizoj koncentraciji CXCL10 i neSto nizoj (11%)
koncentraciji CXCL11.

Logisticka regresija je utvrdila kako je likvorska koncentracija CXCL10 najbolja za

diskriminiranje NPEV AM u odnosu na ADEM i NB. Utvrdena je i grani¢na vrijednost
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ovog kemokina od 5.64 pg/L koja uz osjetljivost od 95%, specificnost 92.8%, PPV od
90.5% i NPV 96.3% pokazuje odli¢na dijagnosti¢ka diskriminativha svojstva u smislu
srazlikovanja“ NPEV AM od ADEM/NB.

Zakljuéak: Upalne bolesti SZS-a inicijalno se &esto prezentiraju preklapajuéom
simptomatologijom i usporedivim laboratorijskim parametrima te je od izrazitog znaCaja
njihovo brzo etioloSko razvrstavanje. Za vrijeme razvoja ADEM-a kemokin CXCL10 i
vjerojatno (iako u manjoj mjeri) CXCL11 potiée migraciju upalnih stanica u SZS. No,
zasigurno pri tome procesu nije ni jedini ni odluCujuci faktor, ve¢ samo jedan od
mehanizama uklju€enih u povecanje broja stanica u CSL-u oboljelih. MoZzemo zakljuciti
kako CXCL10 i (u manjoj mjeri) CXCL11 sudjeluju u patogenezi NPEV AM, a
pretpostavljamo da je vecina kemokina sintetizirana intratekalno. Uloga ovih citokina
kao odlucuju¢ih u migraciji stanica u CSL nije sa sigurnoScu potvrdena, a tezZina
lokalne upale i stupanj poremecaja KMB vjerojatno nemaju utjecaj na gradijent. Kod
bolesnika s NB mozemo pretpostaviti kako u patogenezi sudjeluju i Thl i Th2 stani¢ni
citokini (CXCL10 i CXCL13), vjerojatno potiCuci migraciju i akumulaciju T i B-limfocita u
SZS. lIspitivani kemokini su samo jedan od mnostva faktora koji, u obliku lokalnog
imunologkog odgovora, utjedu na migraciju upalnih stanica u SZS | tako sudjeluju u

povecanju broja stanica u CSL-u oboljelih.
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9. SUMMARY

CHEMOKINES CXCL10, CXCL11 AND CXCL13 IN ASEPTIC MENINGITIS,
NEUROBORRELIOSIS AND ACUTE DISSEMINATED
ENCEPHALOMYELITIS IN CHILDREN

Lorna Stemberger Mari¢

PhD Thesis 2017.

Aim: To define the role of CXCL10, CXCL11 and CXCL13 and CSL/serum
chemokine concentration gradient in NPEV AM, NB and ADEM in children and to find
laboratory marker or a cut-off concentration of specific chemokine to differentiate
between these groups.

Patients and methods: Study included 84 pediatric patients; 23 with ADEM, 20 with
NPEV AM, 21 with NB and 20 controls (CNS infection excluded).

Results: CXCL10 and CXCL11 concentrations in CSF of children with NPEV AM
were higher from serum values and when compared to control group. CSF CXCL10
and CXCL13 were higher in patients with NB. CSF/serum gradient of CXCL10 and
CXCL11 in NPEV AM and CXCL10 and CXCL13 in NB was determined. Positive
correlation was found between CSF CXCL10 and CXCL13 concentration and
CXCL10 CSF/plasma gradient and CSF pleocytosis in NB, as well as CSF CXCL10
concentration and CXCL10 and CXCL11 CSF/plasma gradient in ADEM. Serum
concentrations of chemokines were lower in patients with CNS involvement. Males
were shown to had higher concentrations and CSF/serum gradient of all chemokines.
Longer preadmission period was associated with lower chemokines level. ADEM
patients had lower CSF cell count number. Higher amount of polymorphonuclears
and elevated level of CXCL10 and CXCL11 was found in CSF of NPEV AM patients.
CSF CXCL10 cut-off level of 5.64 pg/L was determined as excellent in discrimination

between these groups of patients.
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Conclusion: Chemokines CXCL10, CXCL11 and CXCL13 participate in
pathogenesis of NPEV AM, NB and ADEM in children. Most prominent correlation
was found between CXCL10 and NPEV AM. The existence of chemokine
CSF/plasma gradient is one of many factors involved in the recruitment of T and B-
cells into the CNS.
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POPIS KRATICA

ABM
ADCC

ADEM
AHEM
Al

AM
ANHLE
APC

BCA-1
BHS-A
BLC
BLR-1

cAMP

CIS

CMV
CR

CRP
CSF

CSL
CT

CVv
DWI

Akutni bakterijski meningitis

Stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima
engl. Antibody-dependent Cellular Cytotoxicity
Akutni diseminirani encefalomijelitis

Akutni hemoragi¢ni encefalomijelitis

Indeks protutijela

engl. Antibody index

Asepti¢ni meningitis

Akutni nekrotiziraju¢i hemoragijski leukoencefalitis
Antigen-prezentirajuce stanice

engl. Antigen-presenting cells

engl. B-Cell Attracting chemokine 1 (B-stani¢ni kemoatraktant 1)
B-hemolitiCki streptokok skupine A

B-limfocitni kemoatraktant

receptor Burkittovog limfoma 1

engl. Burkitt's lymphoma receptor 1

Cistein

Ciklicki adenozin-monofosfat

Klini€ki izolirani sindrom

engl. Clinically isolated syndrome
Citomegalovirus

Kemokinski receptor

engl. Chemokine receptor

C-reaktivni protein

Cimbenik stimulacije kolonija

engl. Colony stimulating factor
Cerebrospinalni likvor

Kompjutorizirana tomografija

engl. Computed tomography

Coxsackie virus

engl. Diffusion weighted imaging
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E Echovirus

EAE Eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis
EBV Epstein-Barr virus
EFNS Europsko drustvo neuroloskih znanosti

engl. European Federation of Neurological Societies
ELISA Enzimski imunotest

engl. Enzyme-linked immunosorbent assay
EM Migratorni eritem

engl. Erythema migrans

EUCALB engl. European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis
EV Enterovirus

FLAIR engl. Fluid-attenuated inversion recovery

GCS Glasgowska skala kome

engl. Glasgow Coma Scale/Score

HeV Humani enterovirusi
HHV-6 Humani herpes virus tip 6
HIV Virus humane imunodeficijencije

engl. Human Immunodeficiency Virus

HSP Henoch-Schonlein purpura
HSV Herpes simplex virus
HTLV-1 Humani T-limfotropni virus tip 1
engl. Human T-Lymphotropic Virus type |
IFN Interferon
IL Interleukin
IP-10 Kemokin CXCL10

engl. Interferon-gamma inducible protein (za interferon gama
inducibilni protein)

I-TAC Kemokin CXCL11
engl. Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant
(interferonom inducibilni alfa kemoatraktant za T-stanice)

IVig Intravenski imunoglobulini

JHMV Virus misjeg hepatitisa
engl. JHM strain of mouse hepatitis virus

KLB Krvno-likvorska barijera
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KMB
KZIB
LB
LCMV

LP
LPS
MIG

MS
MDEM
MR
NB

NK
NPEV
OspC
PF
PLDS
PZS
RA
RANTES

RNK

RT-PCR

SAD
SDF-1

SLE

SZS
TCR

Krvno-mozdana barijera

Klinika za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevic®

Lajmska bolest/borelioza

Virus limfocitnog koriomeningitisa

engl. Lymphocytic Choriomeningitis Virus

Lumbalna punkcija

Lipopolisaharid

Kemokin CXCL9

engl. Monokine induced by interferon gamma (monokin induciran
interefronom gama)

Multipla skleroza

Multifazi€ni diseminirani encefalomijelitis

Magnetska rezonanca

Neuroborelioza

engl. Natural killer (prirodne ubilacke stanice)

Non-polio enterovirusi

Outer-surface protein C (povrsinski protein C)
Plazmafereza

engl. Post-Lyme disease syndrome (postlajmski sindrom)
Periferni Ziv€ani sustav

Reumatoidni artritis

Kemokin CCL5

engl. Regulated Upon Activation Normal T Cell Expressed and
Secreted

Ribonukleinska kiselina

Lan€ana reakcija polimerazom u realnom vremenu

engl. Real time polymerase chain reaction

Sjedinjene Americke Drzave

Kemokin CXCL12

engl. Stromal cell-derived factor 1 (stani¢ni stromalni faktor 1)
Sistemski eritematozni lupus

engl. Systemic lupus erythematosus

Sredisnji ziv€ani sustav

T-stani¢ni receptor
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TNF

\/AY
WB

engl. T-cell receptor
Cimbenik nekroze tumora
engl. Tumor necrosis factor
Varicela-zoster virus

Western-blot
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