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SAŽETAK 

Hepatitis je komplikacija u bolesnika s citomegalovirusnom 

(CMV) infekcijom. U radu smo ispitivali patogenezu hepatitisa izazvanog mišjim 

CMV nakon infekcije izazvane letalnom i subletalnom dozom virusa. Iako virus 

replicira u mnogim organima i tkivima, najviši titar i morfološke 

promjene smo u jetri i slezeni. Infekcija s letalnom dozom virusa dovela je do 

konfluentne nekroze u jetri i jetrene funkcije, što je bilo visokim 

stupnjem replikacije virusa u tom organu. U miševa koji su inficirani subletalnom 

dozom virusa, mehanizmi imunološke kontrole uspjeli su zaustaviti replikaciju virusa 

u jetri petog dana nakon infekcije, što je dovelo do oporavka jetrene funkcije. 

Deplecija limfocita T uzrokovala je u miševa koji su primili subletalnu dozu virusa 

teško jetrene funkcije i smrt životinja. Virusna infekcija uzrokovala je i 

izrazitu, o dozi ovisnu, depleciju T i B limfocita u slezeni. Osim toga dovela je i do 

supresije odgovora kasnog tipa preosjetljivosti, na imunosupresiju izazvanu 

virusom, kao važanog u patogenezi CMV hepatitisa. Utvrdili smo, 

da uz direktno jetre izazvano virusom i drugi kao što su citokini 

(TNFa i IFNy), imaju utjecaja na jetrenu bolest. pojedinih limfocitnih T 

subpopulacija u progresiji bolesti, ispitivali smo u eksperimentima s adoptivnim 

prijenosom stanica. Subpopulacija CD8+ limfocita T pokazala se u kontroli 

virusne replikacije u jetri te oporavku jetrene funkcije i histopatololoških promjena, 

dok su CD4+ limfociti T samo utjecali na povratak jetrene funkcije i 

umanjenje histopatoloških promjena. Iz navedenog proizlazi da virusom izazvana 

supres1Ja 1munog odgovora ima središnju ulogu u etiologiji CMV izazvanog 

hepatitisa. 



--

SUMMARY 

Hepatitis is a major clinical complication of human cytomegalovirus (CMV) 

infection. We have investigated the pathogenesis of murine CMV-induced hepatitis 

during lethal and sublethal infection. While numerous organs and tissues were capable 

of supporting virus replication, the highest virus titers and most significant 

morphological changes occurred in liver and spleen. Lethal dose infection resulted in 

confluent necrosis of the liver and loss of liver function, which correlated with high 

levels of virus replication in this organ. In mice given a sublethal dose, immune 

control mechanisms could limit virus replication in the liver by the fifth postinfection 

day and liver function recovered. Depletion of T cells led severe loss of liver function 

and death in mice given an otherwise sublethal dose. Virus infection also resulted in a 

profound, dose dependent depletion of T and B spleen cell populations. Furthermore, 

virus infection led to suppression of delayed-type hypersensitivity responses, 

indicating that virus induced immunosuppression is an important aspect of CMV 

pathogenesis. We have found also that an effect due to cytokines (TNF a and IFNy) in 

addition to direct damage due to virus replication, contribute to liver disease. An 

adoptive transfer protocol was employed to investigate the selective role of T cell 

subsets in disease progression. The CD8+ subset of T cells were essential to control of 

virus replication in liver, recovery of liver function, and resolution of 

histopathological changes, whereas the CD4+ subset could only partially restore liver 

function and rescue tissue damage. Taken together, we propose that virus induced 

suppression of immune responses play a crucial role in the etiology of CMV-induced 

hepatitis. 



POPIS KRATICA 

ADCC-antibody dependent cell citotoxicity ( ovisna o protutijelima) 
ALP - alkalna fosfataza 
ALT - alanin aminotransferaza 
AST - aspartat aminotransferaza 
BSA - bovine serum albumin serumski albumin) 
CMV - citomegalovirus 
DNFB - dinitrofluorbenzen 
EBV - Epstein-Barr virus 
ELISA - enzyme linked immunosorbent assay ( enzimatski imunosorbentni test) 
FCS - fetal calf serum (fetalni serum) 
FITC - fluorescein izotiocijanat 
GGT - gama glutamil transpeptidaza 
GM-CSF - granulocyte-macrophage colony stimulating factor 
HAV - hepatitis A virus 
HBcAg - hepatitis B core antigen 
HBeAg - hepatitis B envelope antigen 
HBL V - limfotropni virus za stanice B 
HB5Ag - hepatitis B surface antigen 
HBV - hepatitis B virus 
HCMV - humani citomegalovirus 
HCV - hepatitis C virus 
HDV - hepatitis D virus 
HEV - hepatitis E virus 
HHV - humani herpes virus 
HSV - herpes simplex virus 
IE - immediate early (najranije razdoblje ciklusa umnažanja virusa) 
IFCC - International Federation of Clinical Chemistry 
IFN - interferon 
IL - interleukin 
LDH - laktat dehidrogenaza 
MCMV - mišji citomegalovirus 
MEF - mišji embrionalni fibroblasti 
MHC - major histocompatibility complex (glavni kompleks tkivne podudarnosti) 
mIFN - mišji interferon 
NK - natural killer 
PCR - polymerase chain reaction reakcija DNA polimeraze) 
PE - phycoerithrin (fikoeritrin) 
PFU - plaque forming unit Gedinica virusa koja uzrokuje citopatogenim 

RIA - radioimmunoassay 
SŽS - središnji sustav 
SGV - salivary gland virus (izolat virusa iz žlijezda slinovnica) 
TNF - tumour necrosis factor (tumor faktor) 
VZV - varicella zoster virus 
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1. UVOD I OBRAZLOŽENJE TEME 

Citomegalovirus (CMV) pripada beta podskupini obitelji herpes virusa. To 

Je DNA virus široko rasprostranjen jedinkama i za vrstu. 

Odlikuju ga dug reproduktivni ciklus, spor razvoj u kulturi, replikacija 

samo na neke vrste stanica te inficiranih stanica (citomegalija) uz 

stvaranje inkluzija ujezgri i citoplazmi (126,143). 

CMV je ubikvitaran virus i ljudi (40-100%) je njime inficirana do 

rane odrasle dobi (77). Primarna infekcija je asimptomatska ili se 

manifestira kao blago febrilno oboljenje, no virus ostaje latentno prisutan u 

Za razliku od perzistentne virusne infekcije, koja je 

produktivna infekcija i ovisna je o virusnim mehanizmima ometanja imunološkog 

nadzora, tipu inficiranih stanica, te širenju virusa populacijom, latentna 

infekcija je potpuni izostanak produktivne infekcije u tkivima, pri virusni 

genom ostaje trajno prisutan u pojedinim stanicama (126,141,193). O stanju 

imunog sustava ovisi da li infekcija nezapaženo ili 

rezultirati izraženom Imunokompetentan uspješno 

kontrolira infekciju pa nakon replikacije u tkivima virus ostaje u latentnoj 

fazi. Reaktivacija latentnog virusnog genoma dovodi, u uvjetima 

nedostatnosti imunološkog sustava, do rekurentnih -infekcija koje uzrokuju 

bolest s teškom slikom (1 O 1 ). 

CMV infekcija je od posebnog u djece i 

imunosuprimiranih osoba (83,105). Kako je broj imunonedostatnih bolesnika u 

porastu uslijed agresivnih imunosupresivnih postupaka u suvremenoj medicini, 

sve broja transplantiranih bolesnika i porasta oboljelih od AIDS-a, 

razumijevanja patogenetskih mehanizama u ovoj infekciji je predmet brojnih 

i medicinskih istraživanja. praksa pokazuje upravo 

jetre kao najizraženiju komplikaciju CMV infekcije u Posebno 

su osjetljivi bolesnici s jetrenim transplantatom od kojih 17 do 50% razvija 

manifestan hepatitis (90). Težina i tijek bolesti u imunodeficijentnih 

1 



bolesnika razlikuju se ovisno o prirodi infekcije (primama, superinfekcija, 

reaktivacija iz stanja latencije), kao i imunološkom i serološkom statusu 

bolesnika. Primjetno je da posljednjih nekoliko godina, posebno od kada je 

postojanje virusa hepatitisa C, virusno jetre postaje predmet 

središnjeg u hepatologiji. 

U otkrivanje mehanizama imunološkog nadzora, kao i bioloških osobitosti 

virusa, posljednjih su uloženi veliki napori, a je korišten model 

infekcije mišjim CMV (MCMV), koji ima biološke osobine i odnos 

prema imunološkom sustavu kao humani CMV (HCMV) (94, 99). 

Nakon infekcije imunokompetentnog s CMV dolazi do aktivacije 

humoralnog i celulamog imunog odgovora, kao i 

obrambenih mehanizama (20). Humoralni imunološki odgovor nije od 

u kontroli primame CMV infekcije. Inficirani miševi kojima su 

depletirani CD4+ limfociti T, je neophodna u nastanku i sazrijevanju 

humoralnog odgovora, dobro kontroliraju virusnu infekciju u svim 

tkivima osim žlijezdama slinovnicama u kojima se razvija perzistencija. To 

ukazuje na celulamu kontrolu CMV infekcije CD8+ limfocitima T (85, 101), a 

je i u eksperimentima na miševima koji ne proizvode protutijela. 

Pokazano je da protutijela nemaju u nadzoru primame CMV infekcije, no 

da širenje virusa u rekurentnoj infekciji (87). Iako rezultati 

ne pokazuju povezanost remisije bolesti i titra protutijela za CMV, 

intravensko injiciranje CMV hiperimunoglobulina smanjuje pojavu i 

težinu bolesti tijekom primame infekcije, a injiciranjem monoklonskog protutijela 

na strukturne proteine MCMV 24 sata prije infekcije se smanjuje nivo 

replikacije MCMV u jetri miševa tijekom akutne CMV infekcije i pruža zaštitu 

protiv letalne infekcije (190). Nezavisnost funkcije i indukcije CD8+ limfocita T 

od CD4+ limfocita T razlikuje se kod pojedinih virusnih infekcija. 

uklanjanjem CD8+ limfocita T u miševa inficiranih MCMV, CD4+ 

limfociti T preuzimaju kontrolu infekcije i to ne samo u slinovnicama, i u 

drugim tkivima (86,164). Spomenuti kompenzacijski CD4+ limfocita T, 

može se objasniti djelovanjem ovih stanica preko citokina kao što su tumor 
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faktor alfa (TNFa) i interferon gama (IFNy), indukcijom aktivnosti 

drugih stanica ("natural killer" /NK/ stanice, makrofagi) ili podržavanjem 

ovisne o protutijelima. U prvim danima infekcije NK stanice imaju 

ulogu u antivirusnom odgovoru a krivulja njihove aktivnosti 

usporedna je krivulji koncentracije IFNy kojeg u infekcije one uglavnom 

i (7,75). Protuvirusni NK stanica se ostvaruje neposrednim 

djelovanjem (116) i posredno preko citokina ili protuvirusnih 

protutijela (38,123). Neutralizacija TNFa i IFNy monoklonskim protutijelima 

umanjuje antivirusne ne samo CD4+, i CD8+ stanica, što ukazuje na 

njihovu funkcijsku povezanost (114). TNFa i IFNy pokazuju sinergizam u 

inhibiciji replikacije CMV (113). 

U okviru eksperimenata u ovom radu željeli smo pojasniti 

patogenezu CMV infekcije jetre, a posebno mehanizme njenog imunološkog 

nadzora. U tu svrhu koristili smo model infekcije miša s MCMV, a promjene u 

funkciji i morfologiji jetre pratili smo biokemijskim laboratorijskim parametrima, 

titra virusa u organima, patohistologijom i imunohistokemijom. 

U istraživanjima smo pratili MCMV infekciju u imunokompetentnih 1 

imunosuprimiranih BALB/c životinja. Naglasak istraživanja bio je na 

promjenama u jetri, no obzirom da su manifestacije bolesti bile sistemske, pratili 

smo i jetre u odnosu prema drugim organima. Osobitu pažnju posvetili 

smo subpopulacija limfocita T u imunom odgovoru pri CMV infekciji, a 

posebno hepatitisu, kao njenoj manifestaciji. smo i brojne 

patološke promjene u slezeni koje prati deplecija limfocita T i B, smo 

objasnili snažnu imunosupresiju tijekom infekcije. Analizom vrijednosti citokina 

(TNFa i IFNy), uvidjeli smo njihov u kontroli CMV infekcije, a modelima 

adoptivnog prijenosa dokazali smo i terapeutskog 

senzibiliziranih limfocita T. 

3 



2. DIO 

2.1. HEPATITIS 

2.1.1. Povijest 

Epidemijska žutica spommJe se u babilonskom Talmudu, 

kineskoj literaturi i Hipokratovim spisima, a prvi opis bolesti datira iz pisma 

kojim papa Zaharija 781. godine opisuje bolest vojnicima. U Napoleonovim 

ratovima ili za rata Sjever-Jug u Americi, opisane su epidemije koje su zahvatile 

preko pedeset ljudi, a u prvom svjetskom ratu broj oboljelih izražavao se u 

milijunima (181). godina ovog se da su fekalno oralni 

put i transfuzije krvi i plazme odgovorne za dio epidemija. Pojmovi 

hepatitis A, odnosno B uvode se 1947., a 1955. otkrivanje testa za 

transaminaza u serumu jasnije dijagnosticiranje jetrenog 

(219). Blumberg otkriva tzv. Australia antigen 1964. godine, povezuje ga s 

hepatitisom B i na taj otvara eru serologije u dijagnosticiranju hepatitisa 

(11 ). Nije se moglo dokazati da su svi hepatitisa uzrokovani virusima 

A ili B, pa je uveden pojam non A, non B hepatitisa. Daljnjim napretkom 

serologije i drugih sofisticiranijih testova otkrivaju se i drugi 

hepatotropni virusi. Iako se danas u · hepatitisa može 

dijagnosticirati da se prevenira bolest, njezino 

širenje i posebno posljedice, još uvijek su vrlo te stoga 

predstavljaju jedan od najintrigantnijih problema suvremene medicine. 

2.1.2. Etiologija 

Etiološke uzroke svih hepatitisa možemo podijeliti u infektivne i 

neinfektivne. Infektivni su virusi, no mogu biti i bakterije, 
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mikobakterije, rikecije, mikoplazme i protozoi. Od neinfektivnih 

su lijekovi i (109). 

Posebno mjesto u hepatologiji zauzimaju tzv. primami virusi hepatitisa, 

koji bez obzira što ne pripadaju istoj porodici, imaju sposobnost umnožavanja u 

jetri i to u asimptomatskom (s jedinim dokazom o infekciji na temelju serološke 

dijagnostike protutijela), odnosno simptomatskom obliku sa žuticom 

kao simptomom, ali i temperaturom, 

tegobama i drugim simptomima (120). U 

primame viruse ubrajamo virus hepatitisa A (71, 82, 122), B (78, 175), C (36, 43, 

128,218), D (155,215), E (103, 104, 131) i posljednji otkriveni virus hepatitisa G 

(92, 112, 120, 183, 184). Brojni drugi virusi tzv. sekundarni virusi hepatitisa: 

Epstein-Barr (EBV), CMV, herpes simplex virus (HSV), varicella zoster virus 

(VZV), virus morbilla, parotitisa, adenovirusi, coxsackie B virusi mogu se uz 

simptome generalizirane bolesti i u jetri (118). Jetra je i u 

infekcijama virusima, kao što su virus žute groznice, groznice Lassa, 

Ebole, hemoragijske groznice (80). Uz viruse u infektivne ubrajamo 

sifilisa, tularemije, legioneloze, salmoneloze, leptospiroze, bruceloze i 

gram negativnih sepsi te mikobakterije, rikecije i protozoe (toksoplazmoza, 

malarija) (181). 

Neinfektivni uzroci hepatitisa su lijekovi i to analgetici 

(paracetamol, aspirin), anestetici (halotan, metoksifloran), antineoplastici (6-

merkaptopurin), antituberkulotici (isoniasid, rifampicin), kardiovaskularni 

(metildopa), psihofarmaci (fenitoin), blage droge kao što je "ecstasy" (50). 

Hepatitis mogu uzrokovati i kardiopulmonalni arest, teško zatajenje srca, akutno 

alkoholno i patološka stanja 

hepatobilijarnog sustava koja dovode do akutne bilijame opstrukcije (109, 127). 

Akutno zatajenje jetre, odnosno fulminantni hepatitis je rijetka bolest s 

fatalnim ishodom (52), a definira se pojavom encefalopatije unutar osam 

tjedana od bolesti, u bolesnika bez ranije poznatog jetrenog (79, 

138). Potrebno je napomenuti da fulminantni hepatitis nastaje kao 

posljedica B hepatitisa, osobito pri koinfekciji s virusom D. Javlja se i u oboljelih 
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od hepatitisa A i E (119), a vrlo je rijedak u hepatitisa C (206). Može se javiti i u 

okviru HSV, EBV i CMV hepatitisa. Lijekovi ga uzrokuju u oko 5% a 

posebno je opasan oblik nakon trovanja gljivom Amanita phalloides (47, 52). 

2.1.3. Epidemiologija 

S epidemiološkog stanovišta razlikujemo viruse hepatitisa A i E kod kojih 

je put prijenosa uglavnom fekalno oralni te viruse B, C, D i novootkriveni G koji 

se u mjeri prenose krvlju. Analiza studija koje prate epidemiološke 

karakteristike ovih infekcija kao i hepatitisa uzrokovanih drugim 

uveliko nadilazi potrebe ovog rada (54, 120). 

2.1.4. Patologija 

Morfološke promjene, pri jetre, bez obzira na uzrok 

mogu se podijeliti u pet temeljnih reakcija jetrenog tkiva: nekrozu, degeneraciju, 

upalu, regeneraciju i fibrozu. Hepatitis se definira pojavom akutnih ili 

upalnih stanica u jetri. Iako upala može uslijediti nakon hepatocelularne nekroze, 

limfocitni atak na jetrene stanice s eksprimiranim antigenima je uzrok 

jetrenog Upalne stanice mogu biti na mjestu ulaska (portalni 

prostori) ili razasute po parenhimu (37). 

Nekroza jetrenih stanica povezana Je s leukocitnom i histiocitnom 

reakcijom i infiltracijom. Nekroza se jasnije vidi u terminalnih jetrenih 

venula, dok je u portalnom vidljivija infiltracija. Sinusoide 

pokazuju infiltraciju mononuklearima, polimorfonuklearima i eozinofilima. 

Jetrene stanice u terminalne jetrene venule imaju acidofilna 

tjelešca, balonirane su i imaju aktivnost. Prisutna je i proliferacija 

vodova. U kasnijoj fazi bolesti upalne stanice se postupno a 

retikulinska mreža koja je uglavnom dobro predstavlja okvir pri 
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regeneraciji (111). Patološke promjene u jetri kod oboljelih od oblika 

akutnog virusnog hepatitisa su Jetra bolesnika s hepatitisom A, ima manje 

izražene parenhimne promjene (fokalna nekroza, proliferacija Kupferovih stanica, 

acidofilna tjelešca), no jetra bolesnika s hepatitisom C, ali je nekroza i infiltracija 

mononukleara u periportalnim izražena, no u bolesnika s B 

hepatitisom (199). 

U masivnoj fulminantnoj nekrozi, promijenjen je acmus. Jetra je 

makroskopski reducirane a nodularna regeneracija vidi se samo u onih 

koji prežive dulje od 2 tjedna (72). 

2.1.5. Patogeneza 

Etiološki faktori koji mogu dovesti do hepatitisa su i ne postoji 

jedinstven patogenetski mehanizam. Mehanizmi nastanka hepatitisa uzrokovanih 

lijekovima, zatajenjem, alkoholom ili virusnom 

infekcijom su kao što su i patogenetski mehanizmi kojima pojedini virusi 

akutno ili u jetrena tkivo (31 , 102, 151 ). Niti jedan od primarnih 

virusa hepatitisa nije citopatogen pa se smatra da je hepatocita 

bar dijelom uzrokovano imunološkim mehanizmima. Primarno mjesto replikacije 

hepatitis A virusa (HA V) su hepatociti, no priroda receptora odgovornih 

za taj tropizam nije razjašnjena. hepatocita uzrokovano ovim virusom 

se direktnom virusa, no pokazana je in vitro da virus 

može replicirati u kulturi stanica bez da ih ošteti. To je ukazalo na da 

je u HAV infekciji jetrena uzrokovano imunim mehanizmima. Studije 

in vitro pokazale su lizu HAV inficiranih stanica, stanicama NK i CD8+ 

limfocitima T, a interferon bio je prisutan u bolesnika s akutnom 

infekcijom. Tropizam hepatitis B virusa (HBV) za jetru ovisi o vezanju HBV 

proteina ovojnice za receptore na hepatocitima, ali precizan mehanizam 

vezanja i penetracije virusa nije razjašnjen (76, 110, 134). U ranom stadiju HBV 
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infekcije, prije nego je imuni sustav mobiliziranu cijelosti, prvu crtu obrane 

interferon a (152). Uništavanje virusa i hepatocita u akutnoj bolesti 

povezano je s CD8+ limfocitima T koji su usmjereni protiv HBV proteina 

ovojnice (HBcAg i HBeAg). U HBV inficiranih nailazimo i na aktivnost 

NK stanica, produkciju IFNy u mononuklearnim stanicama i 

aktivnost IL-2. Pokazano je da se celularni odgovor pri HBV infekciji javlja ranije 

od humoralnog, a da formiranje kompleksa antigena i protutijela može 

aktiviranjem komplementa dovesti do komplikacija ( 42). 

koji na razvoj perzistentne infekcije ostaju nejasni, a jedan od 

mehanizama je relativni manjak IFNy što dovodi do smanjene MHC 

ekspresije inficiranih hepatocita time njihovu šansu da budu 

stanicama. Visok stupanj kroniciteta nakon neonatalne infekcije 

vjerovatno je povezan s fiziološkom manjkom citokina, deficitom koji je 

u drugih grupa podložnih razvoju infekcije kao što su osobe s Down 

sindromom ili odrasli s deficijencijom limfocita T (130,212). 

Patogenetski mehanizam nastanka hepatitisa C je nejasan i pretpostavlja 

se da ulogu u jetrenog tkiva imaju uz virus i drugi koji 

stupanj jetrenog (18). Virusna RNA može se u 

hepatocitima drugog dana nakon infekcije (132), a pokazano je da hepatitis C 

virus (HCV) replicira i u mononuklearima i T stanicama (182). Oblik imunog 

odgovora koji se aktivirati tijekom HCV infekcije i ishod infekcije. 

Limfocitni T odgovor nalazi se u zdravih antiHCV pozitivnih osoba, dok je 

aktivacija B limfocitnog odgovora udružena s razvojem C hepatitisa 

(108). 

Virus hepatitisa D (HDV) je u prirodi jedino u ljudi, gdje je 

njegova replikacija samo pri koinfekciji s HBV (59). Opisan je 

infekcije prema hepatocitima, no nejasno je da li je on 

uzrokovan HDV, HBV ili imunim odgovorom (60). Za virus hepatitisa 

E (HEV) se pretpostavlja da primarno replicira u intestinalnom traktu, a potom 

putem portalne vene dolazi u jetru gdje replicira u citoplazmi hepatocita (104 ). 
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Vidi se da patogeneza mJe u potpunosti razjašnjena niti u 

hepatitisa pa su patogenetski mehanizmi, bez obzira na 

predmet brojnih istraživanja. 

2.1.6. slika 

Prema slici, bez obzira na uzrok, razlikujemo više oblika bolesti 

i to od asimptomatskog do fulminantnog hepatitisa. Možemo blage 

oblike bolesti bez simptoma i sa samo povišenim vrijednostima 

transaminaza u serumu. Postoje i bolesnici kod kojih se bolest 

gastrointestinalnim simptomima ili simptomima kao u oboljelih od gripe. Velik 

dio ovih bolesnika ostaje neprepoznat (77). hepatitis Je obilježen 

prodromalnim periodom u trajanju od tri, dana, do nekoliko tjedana za 

vrijeme kojeg se bolesnik ne dobro, uz gubitak apetita, 

glavobolju, subfebrilitet i nelagodu pod desnim rebranim lukom. Nakon 

prodromalnog perioda se tamniji urin i svjetlija stolica, na što se 

nadovezuje žutica, uz palpabilnu jetru mekanog ruba pod desnim rebranim lukom. 

Nakon razdoblja koje kod odraslih traje od jedan do tjedna, a kod 

djece i manje, slijedi period oporavka, u kojem se boja stolice i 

na normalu, slabost i malaksalost gube pa se slika i biokemijski nalazi 

normaliziraju u roku od oko šest mjeseci. Ukoliko se na bolest nadoveže 

hepatitis daljnji tijek prati progresija jetrenog (181 ). 

Fulminantni hepatitis je karakteriziran brzim razvojem jetrenog zatajenja. 

Ponekad se razvije tako brzo, da se bolest, još prije pojave žutice zamijeni za 

akutnu psihozu ili meningoencefalitis. slika se sastoji od teških znakova 

koagulopatije, kome, ascitesa, komplikacija, bubrežnog 

zatajenja, cerebralnog edema, sepse, hemoragije i hipoglikemije (139). 
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2.1.7. Dijagnoza 

Samo na temelju slike ne možemo postaviti dijagnozu te su nam 

od laboratorijske analize. Pod tim podrazumijevamo pregled urina i 

stolice, hematološke, imunološke, serološke i imunohistokemijske pretrage, 

biopsiju jetre, kao i eventualne dopunske radiološke i endoskopske pretrage. 

U urinu se bilirubin pojavljuje u fazi , a nestaje dok je u 

serumu još pozitivan, dok je urobilinogen pozitivan u urinu u kasnoj 

fazi, a gubi se u fazi, jer tada vrlo malo bilirubina dospijeva u crijevo. 

Javljanjem žutice stolica postaje svjetlija. Žuticu prati porast bilirubina u serumu, 

a porast konjugiranog bilirubina može se dok je ukupni još normalan. 

Aspartat aminotransferaza (AST) je enzim koji katalizira prijenos y-amino 

grupe aspartata na y-keto grupu ketoglutarata u sintezi oksalata. Nalazi se u 

mitohondrijima i citosolu hepatocita, no i u mnogim drugim tkivima (srce, glatka 

muskulatura, bubrezi, mozak) te stoga nije Enzim alanin 

aminotransferaza (ALT) katalizira prijenos y-amino grupe alanina na y-keto grupu 

piruvata, je i nalazi se u citosolu hepatocita. Serumske 

vrijednosti AST i ALT mogu se u oboljenjima, kao 

npr. infarktu miokarda i rabdomiolizi, no ipak najviše vrijednosti se nalaze pri 

nekrozi hepatocita u teškom akutnom virusnom hepatitisu, 

jetre i prolongiranom cirkulatornom zatajenju. Apsolutne vrijednosti transaminaza 

samo ponekad koreliraju s težinom i prognozom bolesti. U masivnoj jetrenoj 

nekrozi u prvih 24 do 48 sati serumske vrijednosti transaminaza su izrazito 

da bi se dana vrijednosti smanjile i bile malo do umjereno 

Poseban je ovih enzima u ranoj dijagnozi hepatitisa jer se povise 

prije pojave žutice, a od temeljnog su i u hepatitisu gdje 

njihove vrijednosti mogu višestruko nadilaziti normalne vrijednosti. Alkalna 

fosfataza (ALP), enzim je membrane hepatocita, a u hepatitisu ne prelazi 

vrijednosti više od tri puta iznad granice normale. Gama glutamil transpeptidaza 

(GGT), katalizira prijenos y-amino peptidne skupine peptida kao što je glutation, 

na druge aminokiseline. U parenhimnim jetrenim vrijednosti GGT 
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koreliraju s vrijednostima ALP, a odražavaju kompresiju malih intrahepatalnih 

vodova. Laktat dehidrogenaza (LDH) i njeni izoenzimi široko su 

rasprostranjeni u stanicama tijela tako da njihove vrijednosti imaju jedino 

u kontekstu ostalih nalaza. Pseudokolinesteraza je enzim koji se 

velikim dijelom sintetizira u jetri te je koristan u diferenciranju hepatocelulamog 

od opstruktivnog ikterusa jer u nekompliciranoj kolestazi ima normalne 

vrijednosti (181 ). 

Pri hepatitisu nalazimo povišene vrijednosti željeza i feritina. U 

fazi mogu se zamijetiti leukopenija, limfopenija i neutropenija koje 

se normaliziraju pojavom žutila. U težim produljena Je 

protrombinsko vrijeme. Vrijednosti albumina i globulina se kvantitativno ne 

mijenjaju, dok su serumski imunoglobulini G i M u bolesnika u akutnoj 

fazi bolesti ( 159). 

Rutinsku serološku obradu pri sumnji na jetre izazvana 

hepatotropnim virusima, treba parametra i to 

antiHAV, HBsAg, IgM antiHBc i antiHCV. Tek nakon te prvotne orijentacije u 

serumu se drugi viralni antigeni, odnosno antitijela. 

Jetrena biopsija rijetko je indicirana u akutnoj fazi bolesti pa se izvodi 

najmanje šest mjeseci kasnije radi patohistološkog razlikovanja ozdravljenog 

tkiva od onog u kojem se razvija hepatitis. Imunohistokemijska obrada 

služi za dokazivanje antigena u stanicama·i tkivima. Antigeni prisutni u 

tkivima mogu se vizualizirati direktno i indirektno, ako se njihova protutijela 

konjugiraju s fluorescentnim ( 181 ). 

Radiološke i endoskopske metode mogu se koristiti kako bi se 

druga patološka stanja koja mogu imati utjecaja na tijek bolesti . U dijagnostici 

hepatitisa ove metode nemaju 
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2.1.8. Terapija 

Na akutni hepatitis terapijski tretman nema velikog jer bolest ima 

svoj tijek, na koji do sada poznatim sredstvima ne možemo utjecati. 

tome, potrebno je bolesnika podvrgnuti higijensko dijetetskim mjerama. 

je cjelodnevno ležanje u krevetu, no nije neophodno u i ranije 

zdravih. Period rekonvalescencije trebao bi biti dvostruko duži od vremena 

provedenog u bolnici ili u krevetu kod U prehrani nisu 

posebna iako je poželjno smanjiti unos masti, a unos 

ugljikohidrata u fazi inapetencije, uz dostatnu opskrbu proteinima. Za vrijeme 

akutnog hepatitisa treba izbjegavati lijekove, a posebno narkotike, analgetike i 

trankvilizatore. Upotreba kortikosteroida, koja je ranije bila nema 

utjecaja na je pokazano da može umanjiti prirodan imunološki 

odgovor. U akutnog fulminantnog hepatitisa intenzivna njega je 

neophodna kako bi se nadoknadila funkcija jetrenih stanica, a je jedino 

rješenje za takve bolesnika transplantacijajetre (41, 46). 

Virusi hepatitisa B i C mogu dovesti do hepatitisa u se 

terapiji koristi prvenstveno interferon a i to s uspjehom. U 

novim studijama pokušava se uspješnost poboljšati antiviralnim 

lijekovima kao što je lamivudin kod B hepatitisa _ i ribavirin kod hepatitisa C 

(120). 

12 



2.2. CITOMEGALOVIRUS 

2.2.1. karakteristike 

CMV pripada uz HSV (HSV-1 i HSV-2), VZV, EBV i limfotropni virus 

za stanice B (HBL V) ili humani herpes virus 6 (HHV-6) skupini herpes virusa 

infektivnih za Svi navedeni herpes virusi su ubikvitarni, a infekcija se 

javlja u populaciji dobi i nižeg socioekonomskog statusa. S 

izuzetkom VZV, infekcija izazvanih ovom grupom virusa su 

asimptomatske (20, 126, 209) 

HCMV ili herpesvirus 5 (HHV-5) je DNA virus i prototip je grupe 

herpes virusa. Odlikuju ga dug replikacijski ciklus i tropizam prema 

stanicama te širenje sa stanice na stanicu in vitro. CMV uzrokuje 

inficiranih stanica s intranukleamim inkluzijama koje 

se mogu i prije no što je virus izoliran. Nakon primame infekcije, virusi 

perzistiraju u stanicama vrijeme u stanju što se 

naziva latencija (98). U stanjima, virusi mogu s replikacijom 

što dovodi do sekundarne bolesti ili asimptomatske eliminacije virusa. U 

imunokompromitiranih može se razviti potencijalno smrtonosna bolest zbog 

lokalnog, odnosno difuznog širenja virusa. 

Mogu se javiti tipovi interakcije i virusa. 

Primama infekcija je asimptomatska, iako transplacentarni prolaz virusa 

u vrijeme može proizvesti bolest s inkluzijama u fetusu. 

Mononukleoza je manifestacija infekcije citomegalovirusom u 

zdravih odraslih, dok se u imunokompromitiranih pojedinaca nailazi na 

intersticijalni pneumonitis, hepatitis, kolitis ili središnjeg 

sustava (SŽS) (77). 

Pri perzistentnoj infekciji se virusa asimptomatski 

odvija putem urina, sline, sjemena i cervikovaginalnog sekreta 
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humoralnom i celulamom odgovoru Ovaj oblik je zbog 

širenja bolesti zdravom populacijom. 

Pri latentnoj infekciji virus perzistira u obliku u 

stanicama Ipak i takav se virus tijekom transfuzija krvi ili 

transplantacija organa može prenijeti, a posljedice su teže ukoliko 

primalac nije ranije bio inficiran s CMV (157). 

Pri reaktivaciji virus se u aktivnu formu koja se može izraziti 

kao asimptomatsko virusa ili diseminirana bolest - što je posebno 

kod imunokompromitiranih bolesnika (AIDS, transplantirani). Reaktivacija 

se osim u imunonedostatnih može zbiti i u trudnica i dojilja. Smatra se da je to 

uzrok fetalne infekcije, no simptomatsku bolest razvijaju gotovo 

majki koje su tijekom primamo inficirane 

virusom (77). 

Humani CMV je za vrstu tako da se in vitro može širiti samo u 

stanicama humanog porijekla vjerovatno, stanicama primata. U 

eksperimentalnim istraživanjima mnogo se koriste CMV miša, štakora i zamorca 

koji uz mogu dati korisne informacije o patogenezi 

infekcije (99). 

2.2.2. Epidemiologija 

CMV infekcije su dijelom a prevalencija je 

povezana s nižim socioekonomskim statusom i lošim higijenskim uvjetima. 

Obzirom da je virus termo i higrolabilan, smatra se da je za njegovo horizontalno 

širenje potreban bliski kontakt, a kao izvori virusa navode se orofaringealni 

sekreti, krv, stolica, suze, sjeme, cervikalni i vaginalni sekreti (88). 

Vertikalan, odnosno intrauterini prijenos virusa najbolje je istražen pa se zna da 

je postotak primame infekcije oko 2-2,5% seronegativnim ženama. Glavni 

izvor infekcije su i djeca u okruženju trudnice. Postotak inficirane djece 

u prvih šest mjeseci života kao rezultat infekcije za vrijeme poroda ili tijekom 
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dojenja doseže od 10-60%, ovisno o sredini, a broj inficirane djece u populaciji 

prije puberteta varira od 40-80% u razvijenim zemljama, do 100% u 

slabije razvijenim (21 O, 217). U adolescenata i odraslih širenje se virusa povezuje 

sa seksualnim kontaktom putem sjemena, vaginalnog sekreta i sline. 

virus se može širiti i kao posljedica transfuzija krvi i transplantacije organa (133, 

185). 

2.2.3. Patologija 

uzrokovana diseminiranom CMV infekcijom su u 

i u imunokompromitiranih. Inficirane stanice su 

s velikim inkluzijama okruženim svjetlim obrubom i manjim bazofilnim 

citoplazmatskim inkluzijama. Diseminirana CMV infekcija uzrokuje žarišnu 

nekrozu s minimalnom upalom u svim organima, no najizraženiju u 

žlijezdama slinovnicama, bubrezima, jetri, crijevu, 

nadbubrežnim žlijezdama i mozgu (8). inkluzije prisutne su u 

endotelnim i epitelnim stanicama, a najviše u bubrežnom tubularnom epitelu, 

hepatocitima i stanicama portalnih vodova (61). U su 

alveolarne epitelne stanice, makrofagi i endotelne stanice, javlja se intersticijski 

pneumonitis s intraalveolarnim edemom, eksudatom i fokalnim hijalinim 

membranama. CMV uzrokuje ulceracije u tankom i debelom crijevu. Encefalitis 

je u kongenitalnih infekcija s akutnim žarišnim upalnim promjenama. 

Korioretinitis se javlja izolirano ili u sklopu generalizirane bolesti (20). 
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2.2.4. oblici bolesti 

2.2.4.1. Kongenitalna infekcija 

manifestnu bolest sa žuticom, hepatosplenomegalijom, 

trombocitopenijom, petehijama i neurološkim simptomima razvit 1 O 

do 15% intrauterino inficiranih fetusa. Opisane su i mikrocefalije, motorni 

deficiti, korioretinitis, moždane kalcifikacije i krize. U preživjelih 

ostaju neurološke posljedice, mentalna zaostalost i dok se 

hepatosplenomegalija, žutica i problemi gube (16). 

2.2.4.2. Perinatalna infekcija 

Nastaje prolaskom ploda kroz inficirani kanal ili postnatalnim 

kontaktom s mlijekom i drugim sekretima (13). Nakon što se hrane 

mjesec dana mlijekom seropozitivnih majki u oko 50% 

biti inficirana (44). Infekcija se može razviti i nakon transfuzije krvi. 

dio imat asimptomatsku infekciju, dok 

simptomatsku karakterizirati intersticijski pneumonitis, slabo dobivanje na težini, 

adenopatija, hepatitis, anemija i limfocitoza (3, 162). 

2.2.4.3. Mononukleoza 

CMV je odgovoran za oko dvije heterofilno negativne 

infektivne mononukleoze koji odgovaraju konvencionalnim hematološkim i 

kriterijima. Bolest se može javiti 3 do 8 tjedana nakon transfuzije krvi . 

Manifestira se faringotonzilitisom i limfadenopatijom, a u laboratorijskim 

nalazima pozitivnim reuma faktorom, krioglobulinemijom, visokim vrijednostima 
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hladnih aglutinina, pozitivnim antinukleamim protutijela i lažno pozitivnim 

testom na sifilis (77). Bolest se može komplicirati Bellovom paralizom, 

sindromom Guillain Barre, trombocitopenijom, meningoencefalitisom, 

anemijom (88). 

2.2.4.4. Infekcija u imunonedostatnih osoba 

Izražena je u oboljelih od hematoloških tumora, bolesnika koji se 

podvrgavaju transplantaciji organa (2, 4) i osoba inficiranih AIDS-om. U ovih 

bolesnika, virus može zahvatiti jetru, debelo crijevo, nadbubrežne 

žlijezde, te strukture oka i SŽS-a (156). opasnost predstavlja 

intersticijska pneumonija s progresivnom hipoksemijom koja predstavlja glavni 

uzrok smrti bolesnika podvrgnutih transplantaciji koštane srži (198). U CMV 

seronegativnih primatelja organa, poseban je rizik primanje seropozitivnog 

organa. Infekcija u tom transplantirani organ, a 

bolest ovisi o stupnju imunosupresije (17,117,133). CMV infekcija razvija se u 

kasnom tijeku progresije AIDS-a (168). manifestacija je korioretinitis, a 

se nalaze ezofagitis i kolitis. Nalazi autopsija pokazali su kod tih bolesnika i 

perifernog i središnjeg sustava, pneumonitis, hepatitis te 

nekrozu nadbubrežnih žlijezda. 

2.2.5. Dijagnoza 

Za potvrdu dijagnoze potrebno je uz sliku izolirati virus iz 

materijala i potvrditi najmanje porast ili 

povišen titrar protutijela (CMV IgM) (194). metode kao što je imuna 

hemaglutinacij a, latex hemagl utinacij a, imunofluorescencija, virusna 

neutralizacija i radioimunoesej (radioimmunoassay /RIA/) upotrebljavaju se u 

IgG protutijela. Kultiviranjem na humanim fibroblastima citopatski 
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se može zamijetiti za nekoliko dana. Radi ranije dijagnoze uveden je 

tzv. "shell vial assay" kojeg se prisustvo HCMV može odrediti u roku od 

24 sata, jer se imunološki ekspresija skupine vrlo ranih gena 

(immediate-early t1E/) (20, 95). Polymerase chain reaction (PCR) metoda je s 

visokom za HCMV genoma u tkivima i 

postaje sve više standard za HCMV (137, 214). tome PCR 

pozitivni rezultat ne razlikuje infekciju od one koja ima izgleda 

progredirati u bolest posebno u seropozitivnih primalaca 

jetrenog transplantata koji imaju visoki stupanj CMV reaktivacije, a nizak stupanj 

manifestne CMV bolesti (15). i u antiviralne 

terapije nije sasvim djelotvoran, jer ostaje pozitivan više tjedana nakon 

CMV DNA "hybrid capture test" podjednako uspješno detektira infekciju, no 

osjetljiviji je i pri postavljanju dijagnoze bolesti i 

antiviralne terapije (115). Osim ovih metoda upotrebljavaju se monoklonska 

protutijela za CMV proteine kao što je detekcija reaktivnih polipeptida 

(pp65 pozitivne stanice) u polimorfonukleamim leukocitima (20). 

2.2.6. Terapija i profilaksa 

Brojni antiviralni preparati (leukocitni interferon, stimulatori interferona, 

nukleozidi, aciklovir) korišteni su u CMV bolesti bez uspjeha. U 

posljednje vrijeme pokazali su se korisni ganciklovir, derivat aciklovira i 

foscamet, inhibitor viralne DNA polimeraze (117, 187). 

Za prevenciju bolesti važno je pri transfuzijama davati seronegativnu krv, 

a pn transplantaciji organa upotrebljavati organe seronegativnih davalaca za 

seronegativne primaoce. U profilaksi viralnih infekcija kod transplantiranih 

pacijenata i aciklovir i ganciklovir pokazali su pozitivne rezultate 

posebno ako se kombiniraju s imunoglobulinima (12, 14, 48, 73, 133, 189, 205). 

Posljednja randomizirana studija pokazala je da ganciklovir davan intravenski u 
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visokim dozama tijekom sto dana dovodi do redukcije CMV serokonverzije tako 

da se bolest javila samo u 0,8% tako tretiranih bolesnika (213). 

lako su u tijeku studije s atenuiranim CMV, smatra se da ovakav tip 

vakcina nije dovoljno siguran, posebno radi opasnosti vakciniranja žena u 

generativnom razdoblju s potencijalno teratogenim virusom. 

Imunogenost glavnog proteina ovojnice gB usmjerila je novija istraživanja 

HCMV vakcina najviše prema glavnom proteinu ovojnice gB, ali i pp65 matrix 

proteinu i gH glikoproteinu ovojnice (40, 137). 

2.3. CITOMEGALOVIRUSNI HEPATITIS 

lako mnogi virusi mogu izazvati jetre toj se ne pridaje 

dovoljna pažnja u radu pa je dijagnosticiranje hepatitisa pretežita 

usmjereno k primamim hepatotropnim virusima. Porast broja bolesnika s AIDS-

om (6), transplantiranih (5) te imunonedostatnih iz drugih razloga doveo je i do 

porasta prevalencije hepatitisa uzrokovanog virusima. 

2.3.1. CMV hepatitis u 

U se CMV hepatitis rijetko a je posebno 

impresivna slika koja prati akutni respiratorni distres sindrom. Fulminantan tijek 

bolesti karakteriziraju žutica, purpura, hepatosplenomegalija i neurološka 

simptomatologija SŽS-a, unutrašnjeg uha, korioretinitis). Oni koji 

prežive, imaju dug oporavak s žuticom, hepatomegalijom i 

vodova (29, 51, 96). 
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2.3.2. CMV hepatitis u imunokompetentnih osoba 

U bolesnika s mononukleozom, uz ostale simptome, može 

se slika onoj uzrokovanoj primamim hepatotropnim 

virusima, no bez pada temperature u trenutku pojave žutice. Žutica traje 2 do 3 

tjedna, ponekad i 3 mjeseca, a je porastom alkalne fosfataze i 

transaminaza. Rijetko se javlja masivna jetrena nekroza (74, 188). 

Asimptomatski hepatitis može predstavljati CMV infekcije, dok 

se simptomatski rijetko Opisan Je 21-godišnjeg 

imunokompetentnog muškarca sa suspektnim infektivnim hepatitisom, koji je 

imao mekanu jetru i izoliran CMV iz urina (27). Posttransfuzijski CMV 

hepatitis je isto tako nerazjašnjen. Nakon transfuzija može se ponekad i u 

potpuno asimptomatskih bolesnika porast antiCMV titra i/ili ekskrecija 

virusa urinom ( 49). 

Nedavno publicirana japanska studija, sustavno analizira tijek i 

laboratorijske podatke u dvadeset ranije zdravih bolesnika (14 muškaraca i 6 žena 

u dobi od 14 do 59 godina) s CMV hepatitisom. Infekcija je visokim 

titrom IgM protutijela i/ili progresivnim porastom IgG titra u serumu za vrijeme 

bolesti. Bolest se manifestirala bolom, 

povišenom temperaturom u trajanju tri do pet dana, grloboljom, kašljem, 

glavoboljom, osipom i hepatosplenomegalijom (209). U laboratorijskim nalazima 

je da su vrijednosti ALT dosezale vrhunac oko 15. dana nakon javljanja 

prvih simptoma i bile vrškom vrijednosti perifernih 

mononukleara (8,1 ± 5,8%) u diferencijalnoj krvnoj slici. su i 

povišenja vrijednosti AST, LDH, GGT, ALP, a je i korelacija CMV IgM s 

ukupnim serumskim IgM. je niski broj CD4+ i visoki broj CD8+ 

stanica te niski CD4+/CD8+ perifernih limfocita. Histološki su 

upalna infiltracija portalnih zona te fokalnih nekroza, a limfociti 

su infiltrirali i parenhim uzduž sinusoidnog zida. su binuklearni 

hepatociti, ali ne i inkluzijska tjelešca u jezgri i citoplazmi (202). Svi 

bolesnici u potpunosti su se oporavili od bolesti. U inficiranih osoba može se 
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pojaviti i granulomatozni hepatitis, s dugom neobjašnjivom temperaturom, bez 

limfadenopatije. U tih bolesnika biopsija jetre pokazuje mononukleame infiltrate 

u portalnim i razasute nekazeozne granulome s gigantskim stanicama 

(74). 

2.3.3. CMV hepatitis u imunonedostatnih bolesnika 

U imunonedostatnih osoba bolest se može manifestirati kao hepatitis i to 

od blagih do letalnih oblika što ovisi o stupnju imunonedostatnosti. CMV 

infekcija je u svojoj blagoj simptomatskoj formi povišenim vrijednostima 

jetrenih enzima dok se hiperbilirubinemija i žutica rijetko javljaju. U letalnih 

oblika, infekcija može dovesti do akutnog zatajenja jetre. 

U bolesnika s AIDS-om, osim jetre, su i drugi dijelovi 

hepatobilijarnog trakta kao npr. vodovi, pa nailazimo na kolangitis, 

papilarnu stenozu i kolangitis (20). 

Posebno je problem CMV hepatitisa u bolesnika s 

transplantiranim organima (117, 150, 202, 205). Nakon transplantacije jetre 

hepatitis je opisan u djece i odraslih. Infekcija je primarna, a davalac 

seropozitivan. Ponekad se primarna infekcija razvija u primalaca CMV 

seronegativnih organa koji su primali višestruke transfuzije krvi. Takve su CMV 

infekcije odlikuju blažom slikom od onih koje se prenose CMV 

seropozitivnim organima ( 49). Infekcija se u nekih bolesnika dijagnosticira jer se 

protokolom jetrena biopsija (19, 21) radi odbacivanja tijekom prvih 

mjeseci nakon transplantacije, ali i zbog toga što inficirani imaju i 

prepoznatljiv hepatitis sa temperaturom, bilirubinemijom i povišenim enzimima 

(135, 149). Opisana su i jetrena zatajenja koja su iziskivala ponovnu 

transplantaciju. Potrebno je naglasiti da je važno razlikovati odbacivanje 

transplantata od CMV infekcije, jer odbacivanje treba tretirati 

imunosupresijom dok se CMV infekcija treba smanjenjem imunosupresije 

i antiviralne terapije (58,106). CMV hepatitis 
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se u bolesnika s transplantiranim bubrezima, no u onih s 

transplantiranom jetrom (30,56). U bolesnika s leukemijom, CMV može 

uzrokovati diseminiranu bolest s hepatitisom kao 

2.3.4. Dijagnoza i terapija 

Dijagnoza se postavlja na dakle izoliranjem virusa 1z 

sline ili su prisutni pozitivna reakcija vezanja komplementa i 

IgM protutijela (149). 

Virus se ne može prikazati nakon jetrene biopsije, ali se 

prikazom nuklearnih i citoplazmatskih inkluzija može indirektno dokazati 

monoklonskim protutijelima, imunoperoksidazom imunofluorescentnim 

tehnikama (196). Intranukleame viralne inkluzije se prikažu u epitelu 

vodova, no u hepatocitima (20, 202). Imunohistokemijska analiza bioptata 

je mnogo osjetljivija metoda, no dokazivanje inkluzijskih tjelešaca (34). 

Terapija i profilaksa opisane su u poglavlju o CMV. 

2.4. IMUNOLOŠKI MEHANIZMI U VIRUSNIM INFEKCIJAMA 

Poznato je da patogeni bivaju prepoznati, a potom i uništeni 

mehanizama. Limfociti B prepoznaju antigene 

kojima broj predstavljaju bakterije, dok limfociti T mogu prepoznati 

antigene unutar stanica kao što su virusni antigeni. 

Virusna replikacija unutar stanica ne može biti prepoznata 

protutijela koja cirkuliraju u ekstracelularnim prostorima. Limfociti T su 

nositelji stanicama posredovanog imunog odgovora koji se zasniva na reakciji 

njih i stanica koje nose njima prepoznatljiv antigen (84). Virusi repliciraju 

u citosolu ili bliskom nuklearnom prostoru i njima inficirane stanice bivaju 

uništene limfocitima T, koji nose na površini CD8 
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molekulu. Po tome se razlikuju od upalnih (Thl) i (Th2) T stanica 

koje na svojoj površini nose CD4 molekulu (57). 

Limfociti T posjeduju receptore koji mogu prepoznati peptidne fragmente 

intracelularnih patogena transportiranih na površinu 

glikoproteina glavnog sustava tkivne snošljivosti (major histocompatibility 

complex - MHC). Funkcionalno limfociti T prepoznaju razrede 

MHC molekula. Molekule razreda I MHC nose viralne peptide, a prepoznaju ih 

limfociti T koji kontroliraju infekciju inficirane stanice 

(216). Limfociti T ostaju nakon toga neinficirani i mogu nastaviti uništavati 

inficirane stanice. CD8+ limfociti T mogu prepoznati IE 

virusne antigene pa mogu uništiti inficiranu stanicu prije završetka virusnog 

ciklusa što na produkciju novih virusa. Molekule razreda II MHC bivaju 

prepoznate od upalnih (Thl) ili (Th2) limfocita T koji aktiviraju 

makrofage, odnosno limfocite B u obrani od infekcija. Preko molekula razreda II 

MHC, CD4+ limfociti T mogu prepoznati antigene (1 ). 

Da bi se neimune CD8+ stanice aktivirale u stanice, potrebne 

su antigen stanice kao što su npr. stanice. Te stanice 

mogu direktno stimulirati CD8+ stanice da sintetiziraju interleukin 2 (IL-2) koji 

na njihovu proliferaciju i diferencijaciju. U nekih virusa za 

odgovor potrebna je uz CD8+ stanice i prisutnost CD4+ stanica. 

Virusi pokušavaju imuni odgovor na 

Oni posjeduju vlastite gene kojima ometaju imunološki nadzor, odnosno 

izbjegavaju prezentaciju MHC i ostaju neprepoznati imunološkom 

sustavu MHC je poligenski (postoje geni koji kodiraju proteine 

i dovode do vezanja na peptide) i polimorfan (zbog multiplih alela za 

svaki gen), a MHC geni su najpolimorfnija poznata grupa gena (84). 

U imunološkom odgovoru prema virusnim infekcijama važna je i uloga 

citokina, polipeptida koje stanice u imunuloški odgovor, a 

na brojne druge stanice u taj odgovor (186). 

citokina je ovisno o ciljnoj stanici na koju djeluju ( 68,69). CD8+ limfociti 

T IFNy, koji može zaustaviti virusnu replikaciju direktno, ali i potaknuti 
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ekspresiju molekula MHC razreda I i molekula koje prenose peptide u 

inficiranim stanicama, time vjerovatnost da inficirane stanice 

postanu prepoznatljive za limfocite T. TNFa djeluje raznim 

mehanizmima u smislu olakšanja (144). Uz 

citokine koji djeluju na citokinske receptore na ciljnim stanicama i citotoksini 

iz CD8+ stanica upotpunjuju funkciju limfocita T. U 

citotoksine ubrajamo Fas ligand koji se veže na Fas receptor na ciljnoj stanici i 

perforin, protein koji stvara procjepe u u membrani ciljnih stanica (84). 

limfociti T mogu dakle, u borbi protiv virusne infekcije 

djelovati na dva prepoznavanjem i liziranjem virusom inficiranih stanica 

ili sekrecijom citokina kao što su TNFa i IFNy. Neke su studije pokazale da je 

za borbu protiv necitopatogenih virusa neophodan limfocita 

T, dok se infekcije citopatogenim virusima mogu kontrolirati i 

protutijelima i sekrecijom citokina u odsutnosti T odgovora (89). 

Posljednje su studije na hepatitis B virusu, necitopatogenom virusu 

postavile nove dileme, je dosad bilo uvriježeno mišljenje da 

limfocita uništava virusom inficirane stanice do njihove 

smrti. Guidotti i Chisari smatraju da je to jer broj potencijalno 

inficiranih hepatocita obilato nadmašuje broj limfocita koji se mogu 

suprostaviti infekciji (32,64). Osim toga nadzor doveo bi do 

masivnog uništenja jetrenog parenhima što se u akutnih jetrenih infekcija 

ne (63,66). Dokazano je da se antivirusni limfocita 

može umanjiti protutijelima protiv IFNy i TNFa (65, 67, 204). To ukazuje da 

inficirane stanice mogu biti aktivni sudionici u antivirusnoj obrana 

na citokinske signale i mehanizme koji 

mogu prekinuti životni ciklus virusa. Tome u prilog govore i izolirani opisi 

u kojima se infekcija virusom B izgubila u vrijeme 

infekcije virusom A ili C (39, 179). Navedeno ukazuje da bismo u objašnjenju 

patogeneze virusnih hepatitisa trebali uzimati u obzir dva kooperativna 

mehanizma, koji prepoznaje i uništava mali dio inficiranih hepatocita 

i citokinski, koji direktno ili indirektno (preko aktivacije makrofaga) spašava 
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dio inficiranih hepatocita intracelularnom aktivacijom opisanih 

mehanizama. 

2.5. IMUNOLOŠKI NADZOR CMV INFEKCIJE 

Imunološki sustav glavni je u obrani od CMV 

infekcije. Iako imunost na osjetljivost prema CMV (180), NK 

stanice, polimorfonuklearni limfociti i monociti/makrofagi, bez 

imunog odgovora nisu dovoljni za uspješnu kontrolu infekcije (195, 211 ). CMV 

infekcija dovodi kod imunokompetentnog do stvaranja 

protuvirusnih protutijela i aktivacije limfocita T. Perzistentna virusna 

infekcija je produktivna infekcija, koja se zadržava u vrstama 

stanica imunološkom nadzoru (141). Osnovni mehanizmi 

perzistencije u CMV infekciji su ometanje imunološkog prepoznavanja i 

imunosupresivno djelovanje CMV. Ometanje imunološkog prepoznavanja 

virusnih antigena povezano je s molekulama razreda I MHC, obzirom na ulogu 

CD8+ limfocita T u nadzoru infekcije. Pokazano je da postoje virusni mehanizmi 

koji ometaju prezentaciju antigena ( 40), kao i da samo pet sati nakon 

infekcije dolazi do gotovo potpunog nestajanja MHC molekula razreda I sa 

površine (100). CMV proteina, koji se ponaša kao receptor za 

Fc fragment imunoglobulina G, u stanicama inficiranim s HCMV i MCMV (53, 

201) je još jedna ometanja imunološkog prepoznavanja. 

Prisutnost proteina na površini inficiranih stanica i ovojnicama virusa, 

maskiranje stanica vezanjem IgG i lize posredovane 

protutijelima (191). Imunosupresivno djelovanje CMV je posljedica djelovanja 

virusa na sazrijevanje stanica u primamim organima (129, 158) ili 

inhibicije zrelih stanica (81 ). 

Iako imunološki sustav djelotvorno nadzire produktivnu infekciju u 

organima i tkivima, ne može potpuno ukloniti virusni genom pa se uspostavlja 
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trajna latentna infekcija. Latencija je potpuni izostanak produktivne infekcije u 

tkivima uz reaktivacije latentno prisutnog virusnog genoma (193). 

iskustva s imunosuprimiranim bolesnicima (AIDS, imunosupresivni 

lijekovi), kao i brojna istraživanja pokazala su da se u uvjetima nedostatnosti 

imunološkog sustava javljaju rekurentne infekcije. ulozi 

protutijela najvažniju ulogu u nadzoru CMV infekcije i uspostavi 

latencije imaju imunološki mehanizmi (192). To najbolje 

bolesnici s nedostatkom imunosti kod kojih i uz normalnu razmu 

protutijela dolazi do manifestne CMV bolesti (56). 

2.5.1. Uloga limfocita T u nadzoru CMV infekcije 

Glavnu ulogu u nadzoru CMV infekcije imaju limfociti T i to prvenstveno 

CD8+ subpopulacija s direktnim potencijalom i 

citokina, što je razumljivo, jer se virusni antigeni citosolnim putem i 

prezentiraju preko molekula razreda I MHC (146, 165, 166). Eksperimentalna 

istraživanja su pokazala da CD8+ limfociti T nadziru CMV infekciju i da je taj 

neovisan o CD4+ limfocita T (101, 166). To je dovelo i do 

pokušaja da se bolesnicima u postransplantacijskom periodu pasivno 

prenesu HCMV CD8+ limfociti T. Rezultat je bio uspješan i doveo do 

smanjenja teške CMV infekcije nakon transplantacije (170). U 

kada je životinjama eksperimentalno odstranjena CD8+ limfocitna T 

subpopulacija, mehanizmi ovisni o CD4+ limfocitima T u potpunosti su 

kontrolirali virusnu infekciju (86). Zanimljivo je da nadzor infekcije u žlijezdama 

slinovnicama nije ovisan o CD8+ limfocitima T, je potpuno pod nadzorom 

CD4+ ovisnih mehanizama. Pri CD4+ limfocitnoj T depleciji dolazi u ovom 

organu do uspostave perzistentne infekcije prisutnosti CD8+ 

stanica u tkivu (85). Neutralizacijom IFNy i TNFa protutijelima ustanovljeno je 

da CD4+ i CD8+ limfociti T ostvaruju posredstvom citokina (114, 148). 
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mehanizmi imunološkog nadzora neophodni su za uspostavu 1 

održavanje latencije (1 53). 

2.5.2. Uloga stanica NK u nadzoru CMV infekcije 

Stanice NK doprinose imunom odgovoru iako su same 

nedovoljne za potpunu eliminaciju CMV (25). Osnovni djelovanja stanica 

NK je ubijanje ciljnih stanica. je posljedica neposrednog 

prepoznavanja receptora na stanici ili je posredovan protutijelima (antibody 

dependent cell citotoxicity - ADCC) (140, 147, 174). Stanice NK su i izvor 

citokina IFNy i TNFa koji imaju protuvirusno djelovanje. Najaktivnije su u 

ranom postinfekcijskom tijeku, i petog postinfekcijskog dana, 

nakon im se aktivnost smanjuje, a se aktivnost 

limfocita T (10, 121, 197, 211). Adoptivnim prijenosom stanica NK u miševe 

dobi kao i u inficirane odrasle miševe može se smanjiti 

smrtnost životinja MCMV replikacije (23). U nadzoru 

rekurentnog virusa stanice NK imaju ulogu u svim organima osim 

slezene, gdje mogu samostalno kontrolirati virus (153). 

2.5.3. Uloga citokina u nadzoru CMV infekcije 

Citokini pridonose uklanjanju virusa nakon što se lokalne oslobode iz 

limfocita T. Mehanizam je dvojak, izravni protuvirusni kao i mobilizacija 

i imunih mehanizama. U obrani od virusnih infekcija 

ulogu zauzimaju citokini koji se po Thl obrascu kao što su TNFa, 

IFNy i IL-2 (70, 93 , 144). Pri CMV infekciji IFNy djeluje neposredno na ciklus 

umnožavanja virusa, a TNFa spomenuti (113). 

27 



Imunoregulacijski IFNy su posljedica djelovanja ovog citokina na 

sazrijevanje efektorskih mehanizama u nadzoru virusne infekcije (NK 

stanica, CD8+ limfocita T, CD4+ limfocita T i drugih) te boljeg imunološkog 

prepoznavanje djelovanjem na postupak prerade virusnih antigena i 

ekspresije MHC molekula razreda I i II (121 ). Pokazana je osim toga da IFNy ima 

ulogu u nadzoru rekurentnog virusa (153). 

2.5.4. Uloga protutijela u nadzoru CMV infekcije 

Uloga protutijela u obrani od CMV infekcije dokazana je u nekoliko 

studija (107, 160). Pokazana je da protutijela nisu esencijalna u primarnoj CMV 

infekciji, ali da rekurentnu virusnu infekciju (87). Transplacentamo 

prenesena HCMV protutijela u prematurne djece koja su infekciju stekla 

transfuzijom pokazala su protektivnu ulogu, kao i pasivna imunizacija 

imunoglobulinima u primalaca alograftova. 

2.6. MIŠJI MODEL CMV INFEKCIJE 

MCMV je kao i HCMV pripadnik P-herpesviridae porodice i visoko je 

za vrstu. Kao i kod ostalih herpesvirusa, nakon primarne infekcije, 

slijedi perzistentna infekcija ili latentna infekcija iz koje se može 

razviti simptomatska reaktivacija u imunološkog nadzora 

(35). 

MCMV ima biološke karakteristike kao i HCMV pa se stoga, 

infekcija na mišjem modelu pokazala vrlo korisnom pri bolesti od 

kojih obolijevaju ljudi, a koje su povezane s ovom klasom virusa. U prednosti 

mišjeg modela možemo ubrojiti olakšan eksperimentalni pristup, 

manipulacije mišjim genima i korištenja virusnih mutanti. U miševa inficiranih 
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CMV izolatom iz žlijezdi slinovnica hepatitis je pretpostavljen kao primarni 

uzrok smrti. Pokazana je da intravenska ili intraperitonealna inokulacija virusa 

dovodi do znatno izraženije bolesti, no inokulacija istom dozom subkutanim ili 

intranazalnim putem. Težina bolesti i mortalitet životinja pokazali su se ovisni 0 

mnogobrojnim kao što su mjesto inokulacije, doza virusa, stupanj 

virusne atenuacije, imunokompetentnost, genetska osnova (28, 62, 142, 145, 178 
' 

192). 

Ishod CMV infekcije u životinja prvenstveno je povezan sa 

da se uspostavi imuni odgovor. To se odnosi na kontrolu 

primarne infekcije, ali i na virusne reaktivacije u latentno inficiranih 

životinja (154, 167). Osim navedenog, kvalitativne i kvantitativne razlike u 

upalnim infiltratima jetre ovisne su o osjetljivosti, odnosno 

rezistentnosti sojeva životinja inficiranih s MCMV (124, 178). Virusna 

replikacija je u miševa s proteinskim deficitom (200) te u NK 

deficijentnih životinja inficiranih s MCMV, što ukazuje na ulogu upalnog 

odgovora u obrani od infekcije. C57B 1 /6 miševi depletirani stanice NK in vivo 

razvijaju težak hepatitis s visokim letalitetom (24, 177). 

je da se virus u akutnoj letalnoj infekciji rano pojavljuje u jetri i 

i dovodi do biokemijskih abnormalnosti (178). U BALB/c životinja je 

pokazana da upalni eksudati u jetri dijelom CD8+ stanice i 

perzistiraju najmanje 32 tjedna nakon što su antigen pozitivne stanice nestale 

(142). U BALB/c je životinja dokazana virusna replikacija u slezeni (173), te 

atrofija koštane srži i timusa ( 5 5, 161 ), kao i da CD8+ stanice mogu kontrolirati 

replikaciju u jetri, slezeni, nadbubrežnim žlijezdama i (164, 142). 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. MATERIJAL 

3.1.1. Mediji 

1. Kompletan RPMI 1640 medij 

2mM L-glutamin, 5x10-5 M 2-merkaptoetanol, 10 mM Hepes (pH 7,2), lx105 U/1 

Penicillin, O, 1 g/1 Streptomycin sulfat, 0,05g/l Gentamycin sulfat, 5-10% fetalnog 

seruma (FCS), RPMI 1640 medij 

2. Kompletan MEM 

2mM L-Glutamin, lxl05 U/L Penicilin, 0,lg/1 Streptomicin sulfat, 0,05 g/1 

Gentamycin sulfat, 10% FCS, DMEM 

3. Medij za smrzavanje stanica 

70% RPMI 1640 medij, 20% FCS, 10% Dimetilsulfoksid (DMSO) 

4. Medij za FACS 

10 mM EDTA, 20mM Hepes (pH 7,2), 2% FCS, 0,1% 

Natrij azid (NaN3), PBS 

5. Medij s metilcelulozom 

2,2% metilceluloza, 10% FCS 
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3.1.2. Puferi 

1. PBS (fosfatima puferirana fiziološka otopina) pH 7,2 

140 mM Natrij klorid (NaCl), 2,7 mM Kalij klorid (KCl), 7,5 mM Natrij 

hidrogenfosfat-2hidrat (Na2HPO4 x 2H2O), 1,5 mM Kalij dihidrogenfosfat 

(KH2PO4), O, 7 mM Kalcij klorid CaCb) O, 7mM Magnezij klorid-6-hidrat (MgCb 

X 6H20). 

2. Bikarbonatni pufer, pH 9,6 

0,5 mM Natrij karbonat (Na2CO3), 45 mM Natrij hidrogenkarbonat (NaHCO3) 

3. Citratni pufer, pH 5,0 

50 mM Limunska kiselina (C6HsO1 x H2O), 50 mM Natrij hidrogenfosfat-2-

hidrat (Na2HPO4 x 2H2O) 

3.1.3. Kemikalije 

Amonij sulfat, (NH4)2SO4, Kemika 

reagens za ELISA, Boerhinger Mannheim 

Dimetilsulfoksid (DMSO), Merck 

Etilendiamintetraacetat-Na2-sol (EDTA), Merck 

Fetalni serum (FCS), Gibco 

Gentarnycin sulfat, Serva 

L-Glutarnin, Merck 

Hepes, Serva 

Kalcij-klorid, CaCb, Kemika 

Kalcij fericijanid, KFe (CN)4, Sigma 

Kalij ferocijanid, KFe (CN)3, Sigma 

Limunska kiselina, C6HsO7 x H2O, Kemika 

Magnezij klorid, MgCb x 6 H2O, Merck 
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Merkaptoetanol, Merck 

MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid, Sigma 

Natrij azid, Na N3, Difco 

Natrij-dihidrogenfosfat-2-hidrat, NaH2PO4 x 2 H2O, Kemika 

Di-natrij-hidrogenfosfat-12-hidrat, Na2HPO4 x 12H2O, Kemika 

Natrij hidrogenkarbonat, NaHCO3, Kemika 

Natrij hidroksid, NaOH, Kemika 

Natrij klorid, NaCl, Kemika 

Nondient P-40 (NP-40), Sigma 

O-fenildiamin (OPD), Sigma 

Penicilin, Grunenthal, Stolberg 

Propidij jodid, Serva 

Streptomicin sulfat, Merck 

Sukroza, Merck 

Tripansko modrilo, Serva 

Tris-hidroksimetil-aminometan, Boehringer Mannheim 

Tween-20 (polioksietilen-sorbitan monolaureat), Sigma 

Vodikov peroksid (30%), H2O2, Kemika 

3.1.4. laboratorijsko 

Petrijeve posude za kulturu stanica (f 90 i 145 mm), Greiner 

za kulturu stanica s 24 rupice, Greiner 

za kulturu stanica s 48 rupica, Costar 

za kulturu stanica od 50 i 250 ml 

Kontejneri od 1,8 ml (Eppendorf) 

Epruvete za citometar, Falcon Becton Dickinson 
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3.1.5. Reagencije za citometriju 

1. Štakorski anti mišji Lyt-5 (B-220), klon RA3-6B2, izotip IgG-2S, konjugiran 

fikoeritinom (PE), Code RM 2604-3 , Medac 

2. Štakorski anti mišji Lyt-2 (CD8) (IgG-2a), klon YTS 169.4.2. FITC konjugiran, 

Code RM 2201-3, Medac 

3. Anti mišji L3T4 (CD4), konjugiran fikoeritinom (PE), kataloški broj 1447, 

Becton Dickinson 

4. Anti mišji Lyt-1 (CD5), biotinom konjugiran, LOT MO925 

5. S treptavi din FITC, kataloški broj 349011, Becton Dickinson 

3.1.6. Laboratorijske životinje 

U pokusima su korišteni miševi soja BALB/c (H2
d) starosti i 

osam tjedana, uzgojeni u vlastitoj koloniji vivarija Medicinskog fakulteta u Rijeci, 

u umjetno stvorenim uvjetima i izolirani od vanjske okoline. 

3.1.7. Virusi 

U eksperimentima je korišten MCMV soj Smith, American Type Culture 

Collection (VR-194, RockWille, MD). Virus smo proizvodili na kulturi mišjih 

embrionalnih fibroblasta (MEF) i ga sedimentacijom kroz sloj 15% 

sukroze ultracentrifugiranjem (25000x, 90 min). Virus je filtriran i raspodijeljen 

po 25 µl u Eppendorf epruvete te do upotrebe na -70°C. 
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Izolat virusa iz žlijezda slinovnica (salivary gland virus /SGV I) dobiven je 

nakon tri MCMV "pasaže" u tjedna starih ženki miša. Prva "pasaža" 

je sa 2 x 105 na sloju fibroblasta (plaques forming units/PFU/) 

injiciranih u lijevo stražnje stopalo životinja. U prvom i drugom tjednu nakon 

infekcije životinje su primile aCD4+. Žrtvovane su 14. dana nakon infekcije. 

Druga "pasaža" je s 2 x 105 SGV homogenata injiciranog 

intraperitonealno. CD4+ limfocitna T deplecija je samo jednom i to u 

drugom tjednu nakon infekcije, a životinje su žrtvovane 14. dana nakon infekcije. 

U pasaži 5 x 104 PFU SGV-a injicirano je intraperitonealno, a CD4+ 

limfocitna T deplecija nije Životinje su žrtvovane 11. dana nakon 

infekcije. SGV homogeniziranje u 1 mi MEM-a i pohranjen na -70°C. 

Homogenati žlijezda slinovnica pripremljeni su od neinficiranih životinja i 

upotrebljeni da bi se inokulirale kontrolne životinje u svim eksperimentima. 

3.2.METODE 

3.2.1. Deplecija limfocitnih T subpopulacija 

Jn vivo deplecija CD4+ i CD8+ limfocitnih T subpopulacija je 

intraperitonealnim injiciranjem 1 mg monoklonalnih protutijela za 

CD4 (YTS 191.1) i/ili CD8 (YTS 169.4) biljeg (33). Prva deplecija je 

protulimfocitnim protutijelima sat vremena nakon infekcije, a svakih šest 

dana. deplecije limfocita T testirana je citometrijskom 

analizom za CD4+ i CD8+ stanice, a u pravilu je bila od 95%. Analiza 

stanica slezene je FITC (fluorescein izotiocijanat) ili PE 

(phycoerithrin) konjugiranih protutijela (Becton Dickinson, cat.# 1333 i 1447). 
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3.2.2. Priprema suspenzije splenocita 

Nakon što su žrtvovani cervikalnom dislokacijom, miševima su sterilno 

slezene. slezene razderana je dvije sterilne igle, a 

stanice su isprane 5 ml hladnog RPMI s 5% FCS-a kroz 

sterilnu mrežicu. Eritrociti su razarani inkubiranjem suspenzije u 0,85% 

otopini amonijeva klorida ili Geyevoj otopini tijekom 1 O minuta. Potom je 

suspenzija isprana sa po 5 ml hladnog medija (3 x 5 min na 400 x g). Stanice su 

resuspendirane u kompletnom RPMI s 5% FCS, izbrojene te podešene na 

potreban broj. Vijabilnostje u 0,5% otopini tripanskog modrila. 

3.2.3. Priprema mišjih embrionalnih fibroblasta 

Embriji su sterilno iz gravidnih ženki 17. ili 18. dana graviditeta. 

Nakon što je od sadržaja trbušne šupljine, tkivo je usitnjeno i isprano 

PBS-om. Tkivo je stavljano u Petrijeve s tripsinskim medijem iz kojih je, 

nakon daljnjeg usitnjavanja, prebacivano izravno u Erlenmayerove tikvicu. U nju 

je stavljen sterilni magnet za elektromagnetsku mješalicu i 1 O ml tripsinskog 

medija prethodno zagrijanog na 37°C. Tkivo je inkubirano na 37°C kroz 30 

minuta uz stalno miješanje na elektromagnetskoj mješalici. Nakon toga je 

pridodano još 10 ml tripsinskog medija i nastavljena inkubacija uz stalno 

miješanje. postupak ponovljen je još jednom, do volumena 

tripsinskog medija od 30 ml i inkubacije od 90 min. Nakon tako napravljene 

enzimske digestije tkiva mišjih embrija, pipetom je sakupljen supematant iz 

Erlenmayerove tikvice i propušten kroz mrežicu, zatim u 

epruvetu i centrifugiran na 200 x g tijekom pet do deset minuta. Nakon 

centrifugiranja, supematant je uklonjen vakum aspiracijom, a talog resuspendiran 

u 1 O ml 3% MEM-a te suspenzija propuštena još jednom kroz mrežicu. 

Stanice su izbrojene, a vijabilnost je provjerena uz tripanskog modrila. 

Preneseno je 5 x 107 stanica mišjih embrionalnih fibroblasta (MEF) na svaku 
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Roux bocu i dodano 70 do 100 ml 3% MEM-a (bez merkaptoetanola). Boca je 

inkubirana vodoravno položena 3 do 5 dana na 37°C uz 5% CO2. Nakon 

prvog dana inkubacije odliven je sav medij iz boce, smo se oslobodili 

detritusa i neadherentnih stanica, i zamijenjen je novim. Kada je dno boce 

prekriveno stanicama MEF-a (3 do 5 dana inkubacije) one su ekspandirane u tri 

boce i dalje jednako inkubirane. Nakon propuštanja dobivene su željene 

stanice koje smo prenijeli na s 48 rupica. U svaku rupicu prenijeli smo po 5 

x 104 MEF-a u volumenu od 0,5 ml medija. Nakon 24 sata dobili smo konfluentan 

sloj stanica koji nam je poslužio kao podloga za titra virusa u 

homogenatu organa. 

3.2.4. virusa u organima 

Titar virusa u organima je metodom brojenja virusnih 

(plakova) nastalih citopatogenim virusa na podlozi prekrivenoj MEF-

om. Organi (jetra, slezena, timus, mozak, crijevo, 

su propuštani kroz metalne mrežice u 2 ml hladnog MEM-a s 3% FCS. Dobiveni 

homogenati su resuspendirani u Eppendorf epruvetama s po 1 ml hladnog medija 

u od 1 O puta i zatim tako da je svako 

bilo deset puta od prethodnog.' Nakon titracije 

homogenatje na pripremljenu s mišjim fibroblastima. Neposredno 

prije ukapavanja homogenata odstranjenje višak medija u 

tako da je u svakoj rupici ostalo oko 150µ1 medija. Nakon toga je u svaku rupicu 

po 100 µl prethodno homogenata (1 O, 100 i 1000 puta) 

tako da je rupica s najmanjim sadržavala 1/100 ukupnog 

homogenata. Prilikom virusa mijenjani su nastavci, kako bi se 

izbjeglo dobivanje lažno visokog titra virusa. 

Nakon prenošenja homogenata organa na s MEF-om, 

one su inkubirane pola sata na 37°C, uz 5% CO2, a potom centrifugirane 30 

minuta na 2100 okretaja (800xg) je infekcije 
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fibroblasta, odnosno osjetljivost testa za 10-20 puta (172). Po 

centrifugiranju su još jednom stavljane u inkubator, a nakon jednoga sata 

dodan je viskozni metilcelulozni medij (1 ml po rupici) radi 

vertikalnog širenja infekcije u kulturi. Plakovi virusa nastali su radijalnim 

širenjem virusa iz inficirane stanice, a brojeni su nakon tri do pet dana inkubacije 

na 37°C uz 5% dioksid. Broj virusnih plakova nastalih u kulturi 

pomnožen je s homogenata organa, a rezultat je izražen kao broj 

virusnih (PFU) po organu. 

3.2.5. lmunosupresija i prijenos imunih stanica (adoptivni T prijenos) 

Ispitivanje protuvirusnog limfocita Je uz 

adoptivnog prijenosa limfocita T u primaoce jednokratno 

subletalnom dozom y zraka (6,5 Gy). Gama tijela 

eksperimentalnih miševa uzrokovalo je imunonedostatnost primatelja stanica 

smo ukinuli njihov udio u imunom odgovoru tijekom trajanja 

eksperimenta. Životinjama preneseni limfociti T su iz suspenzije 

splenocita propuštanjem kroz kolone najlonske vune sa od 95%. 

Limfociti T su u pojedinim grupama depletirani in vivo monoklonskim 

protutijelima na CD4 (YTS 191.1.2) i/ili CD8 (YTS 169.4.2) molekulu (33). 

Pri adoptivnom prijenosu primaocima je simultano s 

infekcijom u stražnju šapicu (2 x 105 PFU MCMV iz kulture tkiva) injicirano u 

repnu venu 105 imunih limfocita T. 

Pri terapijskom adoptivnom pnJenosu 5 x 106 imunih limfocita T je 

preneseno u primaoce s diseminiranom infekcijom sedmi dan nakon infekcije s 2 

x 105 PFU MCMV. 
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3.2.6. Dokazivanje limfocitnih podvrsta citometrijom 

Postupak pripremanja stanica za citometriju je na ledu u 

Eppendorf epruvetama od 1,5 ml. Suspenzija stanica dobivena je iz slezene. 

Eritrociti su razoreni s amonijevim kloridom, a tripansko modrilo je korišteno za 

vijabilnosti stanica nakon odstranjenja eritrocita. Stanice su dva puta 

isprane u hladnome FACS mediju i raspodijeljene u Eppendorf epruvete (106 

stanica po uzorku). Zatim je suspenzija stanica centrifugirana na 4000 okretaja tri 

minute u mini centrifugi (Eppendorf) i na talog su stavljena protutijela prema 

preporuci Poslije inkubacije na ledu (0°C) u trajanju od trideset 

minuta stanice su isprane dva puta s 1 ml F ACS medija, u epruvete za 

citometriju i analizirane. Sve inkubacije izvedene su u ukupnom 

volumenu od 0,2 ml, a sva ispiranja s 1 ml hladnog F ACS medija. 

Stanice su analizirane s obzirom na ekspresiju CD4, CD8, CD5, B220 i 

TCRap biljege. 

Fluorescencija je analizirana na Becton Dickinson citometru, a 

podaci su analizirani uz WinMDI (verzija 2.4) softvera. 

3.2.7. krvi i pohranjivanje seruma 

Krv je životinjama retroorbitalnom punkcijom u eterskoj narkozi 

ili je uzimana iz repne vene. Nakon toga je inkubirana na 37°C najmanje 60 

minuta. Serumi su dobiveni odvajanjem krvnih stanica i fibrinogena u prirodnom 

procesu zgrušavanja te centrifugiranjem 1 O minuta na 3000 okretaja. Tako 

pripremljeni serumi su zamrznuti i do uporabe. 
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3.2.8. biokemijskih parametara u serumu 

Vrijednosti biokemijskih parametara u mišjim serumima su 

višekanalnim automatskim analizatorom Technicon RA 1000. Pojedini parametri 

su tijekom trajanja eksperimenata za grupirane serume tri do 

životinje ili po žrtvovanju životinja za svaku posebno. 

Vrijednosti ALT i AST su optimiranom UV metodom na 

30°C (Trace, Melboume, Australia). 

Vrijednosti LDH su piruvat optimiranom metodom na 30°C 

(Chronolab, Switzerland). 

Vrijednosti glukoze su glukoza oksidaza metodom (GOD-

p AP) (Chronolab, Switzerland). 

Vrijednosti ALP, su po IFCC (International Federation of 

Clinical Chemistry) s paranitrofenilen fosfatom (pnPP) uz AMP pufer na 30°C 

(reagensi u vlastitom laboratoriju KBC Rijeka). 

Vrijednosti GGT su Szasz metodom na 30°C (Trace, 

Melboume, Australia). 

Vrijednosti kreatinina su Jaffeovom metodom 

(reagens vlastitom laboratoriju KBC Rijeka). 

Vrijednosti ureje su ureaza-glukoza dehidrogenaza metodom 

(Chronolab, Switzerland). 

3.2.9 Testiranje imunološkog odgovora reakcijom kasnog tipa 

preosjetljivosti 

Lokalno, na obrijanu kožu abdomena, životinjama je dan prije injiciranja 

SGV virusa stavljeno 25µ1 0,5% dinitrofluorbenzena (DNFB) ili 25µ1 otopine za 

(aceton: maslinovo ulje; 4:1). Nakon injiciranja 2,5x 104 PFU, 105 
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PFU ili kontrolnog homogenata žlijezde slinovnice miševi su podvrgnuti drugi 

puta dinitrofluorbenzenu ili otopini za Tri dana nakon infekcije 

svim je životinjama aplicirano 10µ1 0,2% DNFB na svaku stranu oba uha. 24 sata 

kasnije otok uške mjerenje mikrometrom. otjecanje uške je 

oduzimanjem vrijednosti debljine uške prije lokalnog izlaganja otopini 

od vrijednosti izmjerene 24 sati nakon izlaganja kod iste životinje. 

3.2.10. mišjeg IFNy u serumu 

Mišji interferon gama (mlFNy) kvantitativno ELISA testom 

(Endogen, USA). Postupak je stavljanjem 50µ1 reagensa u 96 rupica na 

Nakon toga dodano je 50µ1 standarda u rupice i pokrivena 

inkubirana dva sata pri sobnoj temperaturi 20-25°C. Zatim je isprana 

tri puta i posušena. Nakon toga je streptavidin HRP koncentrat u puferu 

za i dodano 100µ1 takve otopine u svaku rupicu. Pokrivena 

inkubirana je jedan sat na 4°C, a nakon toga ponovno oprana, potopljena u vodi i 

posušena. U svaku je rupicu potom dodano 100µ1 otopine TMB supstrata. Zatim 

je ostavljena na sobnoj temperaturi u mraku 30 minuta. Reakcija je 

prekinuta dodavanjem 100µ1 Stop otopine u svaku rupicu. Nakon toga je 

na spektrofotometru (valne duljine od 450 do 550 nm) najkasnije 30 

minuta nakon prestanka reakcije i su rezultati. 

Test je detektirao< 15 pg/ml mišjeg IFNy. 
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3.2.11. mišjeg TNFa u serumu 

Mišji TNFa (mTNFa) kvantitativno in vitro ELISA testom 

(Endogen, USA). 

se sastojalo od postupaka koji su opisani u prethodnom 

odjeljku. Test je za prirodnog i rekombinantnog mišjeg 

TNFa. Nema križne reakcije s mišjim IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF 

(granulocyte-macrofage colony stimulating factor), IFNy ili humanim TNFa. 

Test je detektirao < lOpg/ml mišjeg TNFa. 

3.2.12. Patohistologija 

Životinje su žrtvovane cervikalnom dislokacijom nakon su im 

organi i stavljeni u 10% puferirani formalin ili 4% paraformaldehid u 

fosfatima puferiranoj soli (Phosphate buffered saline - PBS) s pH 7,4. U 

eksperimentima dvije do tri životinje žrtvovane su u svakoj grupi 

svakih nekoliko dana ili na kraju eksperimenta, ovisno o protokolu. 

U eksperimentima sa SGV životinje su žrtvovane od drugog do petog dana nakon 

infekcije i analizirani su jetra, slezena, crijevo, srce, skeletni 

mozak i žlijezde slinovnice. 

Rezovi bojeni hematoksilinom i eozinom analizirani su pod svjetlosnim 

mikroskopom. 

3.2.13. Imunohistokemijske metode 

Parafinski rezovi su deparafinizirani i pripremljeni za imunohistokemijsku 

analizu. Kao primama protutijela upotrebljavana su monoklonska protutijela 
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Chroma 1 O 1, pripremljena kao što je ranije prikazano (95). Ova protutijela 

reagiraju s pp89 IE proteinom što rezultira bojenjem jezgri inficiranih stanica. 

Sekundarna protutijela bila su biotinizirana kozja antimišja Fab (Sigma # B0529). 

Nakon deparafiniziranja kroz ksilol i postupne rehidracije alkoholom (100% 

prema 50% etanol) histološki rezovi su inkubirani u tripsinu (0,01 %) kroz 15 

minuta na 37°C. Iza blokiranja aktivnosti peroksidaze (5% H20 2, 50% metanol, 

50% PBS), rezovi su inkubirani na 0,01 % NP-40 i blokirani sa normalnim 

serumom (1: 100) u 1 % serumskom albuminu (BSA). Rezovi su 

zatim inkubirani s chroma 1 OJ (I :500, 1 sat na 37°C) i sekundarnim protutijelom 

(1 :200, 30 minuta). Vizualizaciju vezanja protutijela postigli smo sa 

DAB - niklom (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories) koji je pokazivao crnu 

boju kao pozitivan rezultat. PBS, TBS (0,1 M Tris-HCl, 0,15M Na Cl, pH 7,5) ili 

voda upotrebljavani su pri ispiranju. Sve su inkubacije na sobnoj 

temperaturi. Rezovi su kontrabojani hematoksilinom i eozinom. 

U pokusima adoptivnog prijenosa jedna je grupa životinja inficirana sa 

rekombinantnim MCMV koji ima gen za galaktozidazu (E.Coli - lac z gen). 

Tkivo je fiksirano u 3% otopini paraformaldehida 1 sat, saturirano u 30% otopini 

sukroze i brzo smrznuta u dušiku. Rezovi tkiva su permeabilizirani i 

bojani u otopini kalij ferocijanida i kalij fericijanida koja sadrži O, 1 % X gal. Na 

kraju rezovi tkiva su kontrabojeni s Meyerovim hematoksilinom. 

3.2.14. metode 

razlika vrijednosti titra virusa grupama Je 

Man Whitney testom. Titrovi virusa bili su 

ukoliko je p < 0,05. Osim toga korišten je i Student t test. 
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4. REZULTATI 

4.1. INFEKCI.JA S MCMV IZOLIRANIM IZ ŽLIJEZDA SLINOVNICA 

(SGV) 

4.1.1. Virulentnost SGV ovisna je o dozi virusa i imunološkom statusu 

MCMV izoliran iz žlijezda slinovnica inficiranih miševa pokazuje 

virulentnost u odnosu na virus izoliran iz kulture tkiva. U prvoj smo 

grupi eksperimenata testirali virulentnost SGV izolata na BALB/c miševima i to u 

dozama od 2,5x104 PFU (subletalna doza /sLD/) i 105 PFU (letalna doza /LD/). 

Željeli smo ustanoviti u kojoj mjeri virulentnost SGV ovisi o dozi virusa koju 

injiciramo ispitivanim životinjama, kao i da li, i koliko, imuni status životinja 

na tijek infekcije. 
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Slika 1. Preživljavanje BALB/c miševa nakon SGV infekcije 

Postotak preživljavanja miševa inficiranih intraperitonealno sa subletalnom 

(sLD) ili fetalnom dozom (LD) SGV (2,5x104 ili 105 PFU), sa ili bez deplecije 
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CD4 (mAb 191.1) i CD8 (mAb 169.4) limfocita T Protulimfocitna protutijela 

injicirana su životinjama intraperitonealno u vrijeme infekcije. 

Iz slike 1 vidljivo je da su sve životinje inficirane subletalnom dozom 

preživjele infekciju, dok su životinje inficirane letalnom dozom uginule 

petog i sedmog dana nakon infekcije. 

Obzirom na limfocita T u obrani od virusnih infekcija depletirali 

smo CD4+ i CD8+ subpopulacije limfocita T letalno i subletalno inficiranim 

životinjama kako bismo utvrdili ulogu ovih stanica u nadzoru SGV infekcije. Sve 

depletirane životinje inficirane letalnom dozom uginule su i petog 

dana nakon infekcije. U subletalno inficiranih životinja deplecija limfocitnih T 

subpopulacija dovela je do toga da su i sve životinje inficirane subletalnom 

dozom virusa uginule i to šestog i devetog dana. životinje 

tijekom trajanja eksperimenta smo da su jedan do dva dana prije ugibanja 

bile izrazito malaksale, imale nisku tjelesnu temperaturu, nakostriješenu dlaku, 

tjelesnu težinu reduciranu i do 50% u odnosu na onu prije infekcije, povremena 

krvarenja iz probavnog trakta, dakle simptomatologiju koja se može vidjeti u 

životinja s šokom. 

U skladu s ranijim opažanjima drugih autora naši rezultati pokazuju da su 

osim doze virusa kojom su životinje inficirane, limfociti T koji 

na preživljavanje pri infekciji SGV (165,178). -, 

4.1.2. Hepatitis kao karakteristika SGV infekcije 

pokus je izveden s ciljem da se u životinja sa SGV infekcijom 

utvrde patohistološke promjene u organima te njihova veza s mortalitetom 

životinja u grupama. Životinje su inficirane sa subletalnom (2,5x104 

PFU), odnosno letalnom (105 PFU) dozom SGV i žrtvovane drugog, ili 

petog dana nakon infekcije. Patohistološke promjene su promatrane pod 
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svjetlosnim mikroskopom u hematoksilin i eozm bojenim rezovima tkiva, 

prethodno fiksiranim u formalinu i uloženim u parafinske kocke. Kako bi se 

mogao postaviti odnos tkivnog i virusne rasprostranjenosti u 

orgamma, rezovi organa promatrani patohistološki podvrgnuti su 

imunohistokemijskom ispitivanju monoklonska protutijela za 

VlfUS. 

Od organa su na ovaJ osim jetre, promatrani i slezena, 

srce, crijevo, timus i središnji sustav. Promjene su bile 

u jetri. U životinja inficiranih letalnom dozom, velika 

nekroze su drugog dana nakon infekcije. Lezije su do petog dana 

uznapredovale ka konfluentnoj nekrozi koja je zahvatila organ. Jetra je 

sadržavala razbacane stanice i eozinofilna tjelešca te raštrkana 

žarišta karakterizirana nuklearnim debrisom i promjenama koje 

odgovaraju akutnoj jetrenoj distrofiji (separacija jetrenih odvajanje 

stanica, homogena bazofilna citoplazma i jezgre) i 

nekrozi (velike nakupine stanica s citoplazmama). 

Infiltrati upalnih stanica bili su odsutni u ovim preparatima (slika 2a). 

promjene strogo su korelirale s imunohistokemijskim promjenama. drugog 

dana nakon infekcije u preparatima širom jetre mogla su se razbacana 

pozitivno obojenih jezgri na pp89 IE protein, koja su perzistirala i u 

rezovima tkiva životinja žrtvovanih i petog postinfekcijskog dana (slika 

2b). 

U životinja inficiranih subletalnom dozom SGV su 

promJene omma u životinja inficiranih letalnom dozom, no ipak 

obzirom na raširenost i vremensko razdoblje u kojem su Drugog i 

dana nakon infekcije prevladavala su u jetri razbacana žarišta nekroze i 

eozinofilna tjelešca s blagom žarišnom hipoksijom ili promjenama. 

Petog dana nakon infekcije, jetra je djelovala oporavljena s rijetkim žarištima 

nekroze i blagim upalnim infiltratima (2c). Imunohistokemijska analiza pokazala 

je u rasporedu pozitivno obojenih jezgara s onom u letalno 

inficiranih životinja drugog i dana nakon infekcije, dok su petog dana 
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nakon infekcije u subletalno inficiranih životinja samo rijetke 

imunohistokemijski pozitivno obojene stanice (2d). 

Od drugih analiziranih organa zanimljive su promjene u slezeni i 

timusu. Pri letalnoj dozi je involucija timusa s deplecijom 

korteksa i velikim žarištima nekroze u preostalim dijelovima korteksa. Pri 

subletalnoj dozi promjene u timusu bile su minimalne i obilježene blagom 

kortikalnom deplecijom. U slezeni je nekroza crvene pulpe 

koja se rasprostirala do rubnih bijele pulpe. Pri letalnoj dozi to je dovelo 

do gubitka normalne arhitekture slezene petog dana nakon infekcije, a 

istovremeno je i deplecija bijele pulpe. Lezije su odgovarale distribuciji 

virusa (2g). Imunohistokemijsko bojanje pokazalo je pozitivitet u crvenoj pulpi, 

uz rijetke pozitivne jezgre u bijeloj pulpi (2h). Iste lezije su i pri 

subletalno inficiranih životinja, no bile su manje rasprostranjene i kao u 

jetri slabije petog dana nakon infekcije s izuzetkom nekoliko rijetkih 

imunohistokemijski pozitivnih žarišta nekroze. 

Slika 2. Histopatološke i imunohistokemijske promjene u jetri i slezeni 

Histopatološke promjene i rasprostranjenost virusa petog dana nakon infekcije u 
' 

jetri i slezeni životinja inficiranih sa 2,5 x 10 5 PFU (sLDJ ili 105 PFU ( LDJ SGV 

intraperitonealno. Vide se histološki rezovi bojeni hemalaun eozinom i isti rezovi 

analizirani imunohistokemijski radi detekcije rasprostranjenosti virusnih 

antigena u tkivu. Vidljiva je konfluentna nekroza (AJ, izraženom 

virusnog antigena u je tri (BJ, odnosno slezeni (G i H), u životinja 

inficiranih fetalnom dozom virusa. Pri infekciji subletalnom dozom vidi se petog 

dana nakon infekcije oporavak histopatološkog (CJ i nestanak virusnog 

antigena iz jetre (DJ. Prikazani su i hemalaun eozinom bojani rezovi jetre (EJ i 

slezene (FJ kontrolnih životinja. 
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Slika 2. 
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4.1.3. Odnos replikacije virusa u tkivu i stupnja jetre 

Da bismo pokazali u kojoj je mjeri tkiva histopatološki i 

imunohistokemijski u odnosu sa stupnjem virusne replikacije u 

organu smo titar virusa u tim organima u letalno i subletalno inficiranih 

životinja. To smo drugog, i petog dana nakon infekcije (slika 3), 

odnosno iste dane kada smo tkivne rezove analizirali patohistološki i 

imunohistokemij ski. 

Pri letalnoj dozi virusa, drugog dana nakon infekcije smo srednji 

titar virusa od 7,41 log 10 PFU/g tkivajetre i taj je nivo perzistirao tijekom perioda 

životinja, odnosno i petog postinfekcijskog dana. Infekcija 

subletalnom dozom rezultirala je nižim titrom virusa od drugog dana nakon 

infekcije da bi petog postinfekcijskog dana srednji titar u jetri iznosio samo 4,72 

log1oPFU/g. Za razliku od vrijednosti u jetri, titar je ostao isti ili rastao u 

drugim analiziranim organima, npr. slezeni i bez obzira na to 

jesu li životinje bile subletalno ili letalno inficirane. Izuzeci su bili timus, u 

kojem su titrovi u obje doze varirali ili bili ispod granice detekcije te mozak gdje 

nije detektiran virus. Proizlazi da je sposobnost kontrole virusne replikacije u jetri 

preživljavanja. 

Virusna replikacija u slezeni mogla bi imati utjecaja na sposobnost 

inficirane životinje da pruži imunološki odgovor. Zanimljivo je 

da su pri letalnoj infekciji titrovi virusa u slezeni za više od dva logaritma 

viši, no u subletalnoj infekciji, drugog dana nakon infekcije. 
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Slika 3. Titar virusa u miševa inficiranih sa SGV 

Titrovi virusa u je tri, slezeni, pankreasu i timusu životinja inficiranih s 

2,5xl04 PFU (sLD), odnosno 105 PFU (LD) SGV drugog, i petog dana 

nakon infekcije. Stupci predstavljaju vrijednosti životinja. Razina 

detekcije razlikovala se ovisno o tkivu i varirala 102 do 104 P FU/g. 
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4.1.4. Biokemijski parametri kao pokazatelji jetre 

Visoki titar virusa u jetrenom tkivu pratili su i u vrijednostima 

laboratorijskih parametara povezanih s funkcijom jetre. U ispitivanih životinja 

smo serumske vrijednosti glukoze, AST, ALT, LDH, GGT, ALP, ureje 

i kreatinina. 
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Slika 4. Ureja i kreatinin u fetalno inficiranih životinja 

Vrijednosti ureje i kreatinina u serumu životinja inficiranih s 105 PFU (LD) SGV 

nultog te drugog i petog dana nakon infekcije. Prikazane su i vrijednosti u 

životinja inficiranih s LD SG V depletiranih za CD4+, CD8+, CD4+ i CD8+ 

limfocitne T subpopulacije, kao i vrijednosti u kontrolnih životinja. 
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Vrijednosti ureje, kreatinina (slika 4) i GGT (slika 5) nisu se razlikovale u 

odnosu na kontrolne vrijednosti drugog, i petog dana nakon infekcije 

niti u letalno inficiranih životinja. Vrijednosti ALP pokazale su diskretno 

povišenje petog dana u letalno inficiranih životinja depletiranih za CD4\ CD8+ ili 

obje subpopulacije T limfocita (slika 5). 

400 

300 
,..-..,_ 
::::::: 
;:::i -..__, 

200 ci.. 

<i:: 
100 

o o 2 5 Dani 

o 2 5 Dani 
neinficirana kontrola 

LD LD+aCD4 

LD+aCD8 ra LD + aCD4 + aCD8 

Slika 5. ALP i GGT u fetalno inficiranih životinja 

Vrijednosti ALP i GGT u serumu životinja inficiranih s 105 PFU (LD) SGV 

nultog, drugog i petog dana nakon infekcije. Prikazane su vrijednosti u životinja 

inficiranih s LD SG V depletiranih za CD4+, CD8+, CD4+ i CD8+ limfocitne T 

subpopulacije, kao i vrijednosti u kontrolnih životinja. 
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Vrijednosti glukoze ukazivale su na hipoglikemiju, ne samo u životinja 

inficiranih letalnom dozom virusa, i u subletalno inficiranih životinja. Razina 

glikemije u letalno inficiranih životinja bila je niska za tijeka infekcije, a 

petog postinfekcijskog dana je 29% vrijednosti glikemije u kontrolnih 

životinja. U subletalno inficiranih životinja vrijednosti glukoze bile su niže u 

odnosu na kontrolnu grupu drugog i postinfekcijskog dana da bi se petog 

dana nivo glikemije povisio na 97% kontrolnih vrijednosti (slika 6). Vrijednosti 

AST, ALT i LDH bile su povišene tijekom infekcije i u subletalno i u letalno 

inficiranih životinja, no dok su pri subletalnoj dozi vrijednosti padale petog dana, 

u letalno inficiranih životinja su bile petog dana više, no ranijih dana (slika 6). 

Važno je napomenuti da su životinje inficirane letalnom dozom pretežita ugibale 

šestog postinfekcijskog dana, dok su subletalno inficirane životinje preživjele 

infekciju (slika 1). 

je da pad glikemije i porast vrijednosti AST, ALT i LDH (slika 

6), kao pokazatelji jetrene disfunkcije, koreliraju s visokim titrom virusa u jetri 

(slika 3) i ugibanjem životinja (slika 1), što da direktno 

hepatocita virusom ima ulogu u etiologiji SGV izazvanog hepatitisa. 
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Slika 6. jetrene funkcije u SGV infekciji 

GLUKOZA 

AST 

ALT 

LDH 

Vrijednosti glukoze, AST, ALT i LDH u serumu životinja inficiranih subletalnom 

(sLD), odnosno fetalnom (LD) dozom SGV drugi, i peti dan nakon 

infekcije. Svaki stupac predstavlja rezutate seruma sakupljenih od pet do šest 

životinja. Vrijednosti glukoze izražene su kao postotak kontrolnih vrijednosti. 

Vrijednosti AST, ALT i LDH izražene su kao relativno u odnosu na 

kontrolne vrijednosti (0-50x). 
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4.1.S. Uloga limfocita T u kontroli SGV infekcije 

Prikazana histopatološka analiza, kao i vrijednosti virusnih titrova ukazuju 

na ulogu imunološkog odgovora u preživljavanju životinja inficiranih 

SGV. Pri infekciji životinja subletalnom dozom, imunološki sustav djelotvorno 

kontrolira replikaciju virusa u jetri, što dovodi do jetrene 

funkcije petog dana nakon infekcije. Nasuprot tome, replikacija virusa u jetri pri 

infekciji letalnom dozom ukazuje da te životinje ne stvaraju dostatni imuni 

odgovor za s visokim stupnjem virusne replikacije u jetri. Da 

bismo ustanovili ulogu imunološkog odgovora u kontroli hepatitisa izazvanog 

SGV, životinjama inficiranim subletalnom dozom SGV depletirali smo CD4+ i 

CD8+ limfocitne T subpopulacije i promatrali jetrenu funkciju u takvih životinja. 

Deplecija je rezultirala 100% mortalitetom životinja u toj grupi. Sve su životinje 

uginule u periodu šestog i devetog dana, kao i ranije prikazane 

životinje inficirane letalnom dozom virusa (slika 1). Osim preživljavanja u 

životinja smo pratili parametre koji su u ranijim eksperimentima bili pokazatelji 

jetrenog a to su glukoza, ALT, AST i LDH. 

Vrijednosti enzima za jetre pokazali su prolazno 

vrijednosti s vrškom u periodu petog i sedmog postinfekcijskog 

dana u grupi nedepletiranih životinja. Nakon toga su se vrijednosti AST, ALT i 

LDH vratile u raspon normalnih vrijednosti · najkasnije do šesnaestog 

postinfekcijskog dana. U depletiranih životinja vrijednosti enzima su tijekom 

sedam postinfekcijskih dana rasle (slika 7), a nakon toga su životinje uginule. 

Vrijednosti glukoze u serumu životinja snizile su se do razine hipoglikemije u 

obje grupe tijekom prvih sedam postinfekcijskih dana. Nakon toga su životinje u 

depletiranoj grupi uginule, dok su nedepletirane, subletalno inficirane životinje 

postale ponovno Iz prikazanog se vidi da su jetrena funkcija i 

duljina preživljavanja u subletalno inficiranih i depletiranih životinja ovisni o 

imunološkom nadzoru posredovanom limfocitima T. 
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Slika 7. deplecije limfocita T najetrenufunkciju 

Vrijednosti glukoze, ALT, AST i LDH u životinja inficiranih sa subletalnom 

dozom SGV s ili bez deplecije CD4 (mAb 191.1) i CD8 (mAb 169.4) limfocita T. 

ploha predstavlja raspon vrijednosti za pojedini parametar u 

kontrolnih životinja. Svaka predstavlja vrijednost pojedinog 

parametra u serumu sakupljenom od šest životinja. t ugibanje životinja. 
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Kao što smo prikazali na slici 1. životinje inficirane letalnom dozom 

virusa ugibaju nešto ranije ukoliko su im depletirane subpopulacije limfocita T. 

titra virusa u organima tako inficiranih životinja petog 

postinfekcijskog dana, pokušali smo utvrditi ulogu limfocita T u letalnoj MCMV 

infekciji. 

rezultatima prikazanim u tablici 1. se da su vrijednosti titra 

virusa u slezeni za 1,78 log10 PFU/g niže u depletiranih životinja u usporedbi sa 

nedepletiranim životinjama. 

Titar virusa (log1o PFU/g) 

organ LD LD+ 

aCD4aCD8 

jetra 7.41 8,21 

slezena 7.40 5,62 

4.74 5.31 

5.15 5.38 

timus 4.12 5.47 

Tablica 1. Utjecaj deplecije limfocita T na titar virusa tijekom letalne SGV 

infekcije 

Vrijednosti virusnog titra u miševa inficiranih fetalnom dozom SGV, s ili bez 

deplecije CD4+ i CD8+ limfocita T, petog dana nakon infekcije. Podaci prikazuju 

srednju vrijednost na temelju izmjerenih titrava u pojedinim 

organima kod dvije do tri životinje u svakoj grupi. 
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U jetri, i deplecija limfocita T dovela je do porasta 

virusnog titra, no za manje od jednog log1o PFU/g u usporedbi s nedepletiranim 

životinjama. Osim toga deplecija limfocita T nije utjecala na razinu 

jetrenih enzima i glukoze. Nasuprot subletalne infekcije gdje deplecija limfocita 

T mijenja tijek bolesti, u letalnoj infekciji ona samo dovodi do neznatnog 

virusnog titra u nekim organima. 

Navedeni rezultati sugeriraju da bi T stanice mogle biti ciljne stanice za 

virusnu replikaciju u slezeni. Osim toga, je da letalna infekcija 

odgovor limfocita T nedostatnim za s visokim titrom virusa u ranom 

tijeku infekcije. 

4.1.6. Reakcija kasnog tipa preosjetljivosti u SGV inficiranih životinja 

Prikazani rezultati nametnuli su nam pitanje ne izaziva li virusna infekcija 

imunosupresiju i time dovodi do razvoja teške slike s 

letalnim ishodom. 

Pri procjeni funkcije limfocita T upotrijebili smo u inficiranih životinja 

tip kasne preosjetljivosti prema heterolognom T ovisnom antigenu. 

promjer uške mjeren je postinfekcijskog dana nakon 

senzibilizacije i ponovnog lokalnog davanja antigena (DNFB) kontrolnim 

inficiranim životinjama. Kao što je prikazano na slici 8. miševi inficirani s 

letalnom ili subletalnom dozom virusa pokazali su manju 

sposobnost odgovora prema DNFB u odnosu na kontrolne životinje (p < O.O 1) što 

je dokaz uloge virusom potaknute imunosupresije u patogenezi bolesti. 
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Slika 8. Reakcija kasnog tipa preosjetljivosti u SGV inficiranih životinja 

promjer uške u kontrolnih te subletalno i leta/no inficiranih životinja 

nakon izlaganja DNFB u ranije imuniziranih, odnosno neimuniziranih životinja. 

Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti izmjerene u tri do životinje. 

4.1.7. Deplecija stanica slezene miševa inficiranih sa SGV 

Promjene u histopatološkoj slici slezene pri infekciji SGV 

ukazale su na njihovu povezanost s imunodeficijentnim odgovorom 

inficiranih životinja. Uslijed toga životinjama inficiranim s dozama 

virusa su slezene i analiziranje infekcije na populaciju stanica u 

organu. Pri infekciji letalnom dozom došlo je do brze i obimne deplecije 

splenocita. Broj živih stanica iznosio je drugog postinfekcijskog dana 46%, a 

postinfekcijskog dana 1,6% u odnosu na kontrolnu skupinu. U subletalno 

inficiranih životinja broj je živih stanica bio drugog postinfekcijskog dana 74%, a 

9,2% kontrolnih vrijednosti što možemo objasniti kao doza ovisan 

odgovor (tablica 2, slika 9). 
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Dan nakon infekcije Grupa Žive stanice/slezena 

kontrola 1.68 X 108 

2 sLD 1.24 X 108 

LD 7.75 X 107 

kontrola 1.26 X 108 

4 sLD 1.16x107 

LD 2.12x 106 

Tablica 2. Broj živih stanica u slezeni nakon infekcije 

Broj živih stanica u slezeni drugog i dana nakon infekcije u kontrolnih te 

u životinja inficiranih fetalnom i subletalnom dozom virusa. 
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Slika 9. SGV infekcija izaziva depleciju stanica u slezeni 

Prikaz postotka ukupnog broja stanica te broja živih stanica u slezeni drugog i 

dana nakon infekcije u životinja inficiranih fetalnom i subletalnom 

dozom SGV u odnosu na kontrolne životinje. 
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Populacije limfocita B i T analizirali smo drugog i 

postinfekcijskog dana citometrom (slika 1 O). populacije su 

analizirane na temelju biljega B220\ TCRaf, MAC-1 +, CD4\ CD8+. Drugog 

dana nakon infekcije B220+ populacija stanica u miševa inficiranih SGV bila je 

održana kao i u kontrolnih životinja, dok su TCRap+ stanice bile 

reducirane na 75% kontrolnih vrijednosti u subletalno, odnosno 70% u letalno 

inficiranih životinja. dana smo promjene u obje 

populacije, s izraženijim promjenama u populaciji limfocita T. Pri infekciji 

letalnom dozom populacije B220+ bile su reducirane na 22%, dok su 

TCRaf bile reducirane na 6% u odnosu na kontrolnu grupu, a pri infekciji 

subletalnom dozom B220+ na 87%, a TCRaf na 33%. Analizom CD4+ i CD8+ 

subpopulacija limfocita T je da su obje podjednako smanjene (slika 11). 

Navedeni rezultati dobiveni citometrijom ukazuju da i u 

letalno i u subletalno inficiranih životinja postoji deplecija ukupnog broja 

splenocita kao i deplecija limfocita T i u nešto manjoj mjeri limfocita B te 

relativni porast makrofaga. Snažna imunosupresija tijekom infekcije sa SGV 

vjerojatno je izravna posljedica deplecije Ti B limfocita. 
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Slika 1 O. Stanice slezene analizirane citometrijom 

Rezultati analize stanica slezene citometrom u kontrolnih te subletalno 

i fetalno inficiranih životinja drugog i dana nakon infekcije sa SGV 
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Slika 11 a i b. SGV infekcija izaziva promjenu broja limfocita i makro/aga u 

slezeni 

a. Ukupan broj stanica kao i njihovih populacija u slezeni životinja inficiranih 

subletalnom i fetalnom dozom SGV, analiziran citometrijom, drugog i 

dana nakon infekcije. Svi stupci predstavljaju srednje vrijednosti u dvije 

životinje, osim stupaca s ukupnim brojem limfocita, koji predstavljaju srednje 

vrijednosti u životinje. Vrijednosti su izražene kao postotak kontrolnih 

vrijednosti. 

b. citometrijom izdvojene odnosno limfocitne 

subpopulacije u slezeni drugog i postinfekcijskog dana u životinja 

inficiranih subletalnom i fetalnom dozom SG V virusa izražene kao postotak 

kontrolnih vrijednosti. 
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4.1.8. Glikemija u SGV infekciji 

U dosadašnjim eksperimentima smo pad vrijednosti glukoze u 

serumu životinja s teškim tijekom bolesti . Pokušali smo stoga, u 

eksperimentu, subletalno inficiranim životinjama umjesto vode za 

davati 5% otopinu glukoze. Pratili smo u kojoj mjeri davanje glukoze na 

tijek bolesti, preživljavanje te vrijednosti laboratorijskih parametara koji su bili 

u ranijim eksperimentima uz razvoj jetrenog 
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Slika 12. Peroralna terapija 5% glukozom ne na preživljavanje 

Preživljavanje životinja nakon infekcije subletalnom dozom SGV te subletalnom 

dozom sa deplecijom CD4+ i CD8+ limfocitnih T subpopulacija uz primanje ili 

bez primanja 5% glukoze u vodi za je i preživljavanje kontrolnih 

životinja. 

Na slici 12 se da u životinja inficiranih subletalnom dozom SGV i 

depletiranih za CD4+ i CD8+ limfocitne T subpopulacije, davanje glukoze u 

otopini za nije utjecalo na preživljavanje. Obje grupe životinja nisu se 

razlikovale ni po tijeku bolesti niti po vrijednostima laboratorijskih 

parametara. 
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4.1.9. IFNy i TNFa u SGV infekciji 

Kao što smo ranije napomenuli, životinje inficirane SGV ugibale su pod 

slikom šaka pa nas je to navelo da u inficiranih 

životinja pratimo vrijednosti IFNy i TNFa koje su povišene u takvim 

stanjima. Pratili smo vrijednosti tih citokina drugog, 1 petog 

postinfekcijskog dana u letalno i subletalno inficiranih životinja te petog 

postinfekcijskog dana u letalno inficiranih CD4+ i CD8+ depletiranih životinja i 

ih s kontrolnom grupom. 
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Slika 13. TNF a u MCMV infekciji 

Vrijednosti TNFa u serumu životinja nakon infekcije subletalnom (2,5x104 PFU) i 

fetalnom dozom (I 05 P FUJ SG V virusa te u kontrolnih životinja, drugog, 

i petog dana nakon irifekcije. Prikazane su i vrijednosti u fetalno inficiranih 

CD4+ i CD8+ depletiranih životinja petog dana nakon infekdje. Zvjezdica (*) 

dane kada vrijednosti nisu 
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Visoke vrijednosti TNFa petog postinfekcijskog dana u letalno inficiranih 

životinja ukazale su nam na povezanost ove pojave s limfocitima T da su 

u grupi depletiranoj za obje subpopulacije limfocita T vrijednosti ovog citokina 

bile niže (slika 13). Zamjetan je porast vrijednosti IFNy, od drugog do 

petog postinfekcijskog dana u životinja inficiranih letalnom dozom virusa. 

smo isto tako i veliku razliku u vrijednostima IFNy životinja inficiranih 

letalnom dozom u odnosu na životinje inficirane letalnom dozom i depletirane za 

limfocitne T subpopulacije (slika 14). 
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Slika 14. IFNyu MCMVinfekciji 

Vrijednosti IFNy u serumu životinja nakon infekcije subletalnom i fetalnom 

dozom SGV virusa drugog, i petog dana nakon infekcije. Prikazane su i 

vrijednosti IFNy u fetalno inficiranih i CD4+ i CD8+ depletiranih životinja petog 

dana nakon infekcije. Vrijednosti IFNy bile su ispod razine detekcije (RD). 
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Prikazani rezultati ukazuju da su limfociti T odgovorni za porast 

vrijednosti 1NFa i IFNy petog dana nakon infekcije letalnom dozom virusa 

Deplecija limfocitnih T subpopulacija rezultirala je nižim vrijednostima 

ovih citokina u letalno inficiranih životinja petog postinfekcijskog dana. Tada se 

vrijednosti citokina u letalno inficiranih i depletiranih životinja nisu razlikovale 

od vrijednosti u subletalno inficiranih životinja. Vrijednosti oba citokina u letalno 

inficiranih životinja rastu od drugog do petog dana nakon infekcije, dok se pri 

subletalnoj infekciji nakon dana vrijednosti TNFa samo neznatno povise, 

a vrijednosti IFNy i snize. Prikazano ukazuje na da ovi citokini 

imaju zaštitnu ulogu pri infekciji subletalnom dozom, a agresivnu pri infekciji 

letalnom dozom. da vrijednosti TNFa pri letalnoj infekciji dosežu nivo 

koji se vidi u životinja kojima je induciran sindrom šoka za 

pretpostaviti je da ovaj citokin igra važnu ulogu u jetre, odnosno 

ekspresiji bolesti. 

4.2. INFEKCIJA S MCMV IZOLIRANIM IZ KULTURE TKIVA 

4.2.1. CD8+ limfocita T u nadzoru MCMV hepatitisa 

Eksperimenti sa SGV izolatoru MCMV potvrdili su ulogu 

limfocita T u nadzoru infekcije, a samim time i jetrene funkcije 

inficiranih životinja. U grupi eksperimenata adoptivno smo prenosili 

subpopulacije limfocita T u imunonedostatne životinje kako bismo 

odredili koja je limfocitna T subpopulacija sposobna kontrolirati MCMV 

izazvano jetre. 

Koristili smo BALB/c miševe koje smo prethodno y sa 6.5 Gy, a 

nakon toga podvrgnuli adoptivnom prijenosu 105 neimunih ili MCMV 

senzibiliziranih limfocita T. Potom je životinjama subkutano injiciran izolat 
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MCMV iz kulture tkiva (2 x 105 PFU intraplantarno ), a u svim grupama 

su titrovi virusa, biokemijski parametri koji ukazuju na jetre i 

histopatološke promjene te dokazivani virusni antigeni imunohistokemijskim 

tehnikama. Infekcija y životinja s izolatoru MCMV iz kulture tkiva 

rezultirala je raširenom po organa i organskih sustava. Od 

analiziranih organa dvanaestog dana nakon infekcije stupanj virusne 

replikacije je u jetri, i slezeni životinja kojima nisu adoptivno 

prenesene stanice (grupa I) ili su im prenesene neimune stanice (grupa II ) (slika 

15). Virusni titrovi u timusu i pankreasu u istim grupama životinja bili su 

povišeni, no manJe izraženo, dok u mozgu nismo uspjeli detektirati virusnu 

replikaciju. Životinje kojima su adoptivno prenešeni MCMV senzibilizirani 

limfociti T bez (grupa III) ili s deplecijom CD4+ limfocitne T subpopulacije 

(grupa IV) mogle su uspješno kontrolirati virusnu replikaciju u organima u kojima 

smo virusni titar (slike 15 i 15a). Virusni titar bio je u jetri ispod razine 

detekcije u svih životinja koje su primile CD8+ limfocitnu T subpopulaciju (grupe 

III i IV) (slika 15). Nasuprot tome visoki titar virusa dokazan je u grupama I i II 

koje nisu primile MCMV senzibilizirane limfocite T (slika 15). Životinje koje su 

primile adoptivni transfer imunih stanica depletiranih za CD8+ limfocitnu T 

subpopulaciju (grupa V) nisu mogle uspješno kontrolirati virusnu replikaciju u 

jetri (slika 15). 
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Slika 15. Uloga limfocita Tu kontroli virusne replikacije 

Prikazani su virusni titrovi u jetri, i slezeni u životinja nakon adoptivnog 

prijenosa imunih, odnosno neimunih stanica. životinje inficirane su u 

stražnju šapicu sa 2xl 05 P FU MCMV izoliranog iz kulture tkiva. Dva sata nakon 

infekcije životinjama su adaptivno prenesene neimune stanice T (grupa 11), imune 

MCMV stanice T iz latentno inficiranih životinja (grupa III) ili imune MCMV 

stanice T uz depleciju CD4+ (grupa IV) ili CD8+ (grupa V) limfocita T Životinje 

kojima nisu prenesene stanice upotrijebljene su kao negativna kontrola (grupa I) . 

Životinje su žrtvovane 12 dana nakon infekcije i virusni titrovi su u 

je tri, i slezeni. Svaka predstavlja vrijednosti titra u jedne životinje. 

Postoji razlika u virusa u grupama III i IV u odnosu 

na grupu I (p<0.01), grupu II (p<0.01) i grupu V (p<0.01) u jetri, i 

slezeni. 
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Slika 15a. Uloga limfocita Tu kontroli virusne replikacije 

Prikazani su virusni titrovi u timusu, i mozgu nakon adoptivnog 

prijenosa (popis grupa pod slikom 15). U timusu i slezeni postoji 

razlika u titru virusa grupa IV i V (p<O, 05), dok je u mozgu 

virusni titar u svim grupama ispod RD. 

Povišene vrijednosti jetrenih enzima i pad vrijednosti glukoze ukazali su 

nam na jetrene funkcije, a pratili su visok stupanj virusne replikacije u 

jetri (slika 16). Šestog dana nakon infekcije su neznatne promjene u 

vrijednostima glukoze i LDH u grupama životinja kojima nisu adoptivno 

prenesene imune stanice. Izrazit pad vrijednosti glikemije i porast jetrenih enzima 

u serumu je dvanaestog postinfekcijskog dana u grupama I i II. Prisutnost 

CD8+ limfocita Tu grupama III i IV, utjecala je na zadržavanje normalne jetrene 

funkcije , dok je u grupi V CD4+ subpopulacija limfocita T mogla samo 

održati jetrenu funkciju ( slika 16). 
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Slika 16. Uloga limfocita Tu kontroli jetrene funkcije 

Vrijednosti glukoze, AST, ALT i LDH su šestog i dvanaestog dana 

nakon adoptivnog prijenosa (opis pod slikom I 5). Svaki stupac predstavlja 

vrijednosti sakupljenih seruma tri do pet životinja. 
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Histopatološka analiza organa u ovako inficiranih životinja pomogla nam 

je u objašnjenju imunoloških mehanizama u nadzoru MCMV izazvane bolesti. 

Vidljivo je da u imunonedostatnih životinja virusna infekcija uzrokuje 

mnogih organa i organskih sustava, a osobito jetre, slezene i U 

je masivna koagulacijska nekroza koja je 

no bez upalnih promjena. Osim toga zamijetili smo i vrlo impresivnu 

koagulacijsku nekrozu intersticija. lezije bile su udružene s 

lezijama. Virusni titar u bio je u skladu s opisanim promjenama, dakle 

vrlo visok (slika 15). U slezeni smo zamijetili tešku nekrozu crvene 

pulpe oko 90% crvene pulpe). Rijetka žarišta koagulacijske nekroze 

su u ostacima bijele pulpe. Promjene su bile visokim 

titrom virusa (slika 15). U je globalna degeneracija, s 

razbacanim difuznim i fokalnim lezijama koje su pretežito zahvatile aciname 

stanice, dok su jednim dijelom bili Upalne promjene su jedva 

zamjetljive. su i stanice. Titar virusa u bio je 

niži, no u drugim ranije opisanim organima (slika 15a). U mozgu nisu 

patološke promjene, to je u skladu s niskim titrom virusa (slika 15a). 

u životinja kojima nisu prenesene imune stanice bila su 

neupalne naravi i povezana s pp89 što ukazuje na 

citopatogenu virusnu replikaciju kao primami uzrok tkivnog 

Dvanaestog dana nakon infekcije histopatol'ogija je pokazala u jetri 

zaraženih životinja teška multifokalna s koagulacijskom nekrozom, ali 

bez upalnih promjena. Imunohistokemija je pokazala jasnu povezanost žarišta 

koagulacijske nekroze s P-galaktozidaza (slika 17) i pp89 (slika 18) pozitivnim 

stanicama. Zanimljivo je da globalno jetre kakvo smo u 

SGV infekciji (slika 2), nije prisutno u infekciji imunonedostatnih životinja s 

MCMV izolatom iz kulture tkiva. Osim toga adoptivni prijenos CD8+ limfocita T 

(grupe III i IV) nije samo kvantitativno smanjio u jetri, su se ona i 

kvalitativno razlikovala se od rijetkih, malih, upalnih žarišta (18b ). U 

tim grupama pozitivna imunoreaktivnost prema pp89 bila je izuzetno rijetka i 

samo (slika 18e). U grupi V, CD4+ limfociti T su 
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teško jetre, a može se da su patohistološka 

morfološki onima u grupama I i II (slika 18c). 

Imunohistokemija se pokazala pozitivnom u manJ1m nakupinama stanica i 

rijetkim individualnim stanicama (slika 18f). 

Navedeno osjetljivost jetre za MCMV replikaciju i 

jetrena kao i kontrolu virusne replikacije imunološkim mehanizmima. 

Rezultati eksperimenta pokazuju CD8+ limfocitne T subpopulacije pri 

kontroli virusne replikacije u jetri i jetrene funkcije. 

Slika 17. Lokalizacija virusa u jetri /3-galaktozidaze 

Prikazana je lokalizacija virusa u jetrenom tkivu uz detekcije /3-
galaktozidaze u inficiranim stanicama. Na slici su prikazani histološki rezovi 

jetrenog tkiva u inficiranih životinja koje nisu primile prenesene stanice (gornja 

slika), koje su primile imune T stanice (srednja slika ) i koje su primile imune 

stanice depletirane za CD8+ limfocitnu T subpopulaciju. 

Slika 18. Limfociti T umanjuju patohistološko jetre 

Prikazane su morfološke promjene u histopatološkim rezovima jetrenog tkiva 

bojanog hemalaun eozinom (A,B, C) te rasprostranjenost virusa u je tri u 

imunohistološkim rezovima (D,E,F) Jetrene lezije su debelim 

strelicama. Prijenos neimunih limfocita T (grupa 11) doveo je do velikih, teških 

multifokalnih lezija s koagulacijskom nekrozom - prikazane debelim strelicama 

(A) . Pozitivna imunoreaktivnost je imunohistokemijskom analizom (D). 

Prijenos imunih stanica depletiranih za CD4+ limfocitnu T subpopulaciju (grupa 

IV) doveo je do rijetkih injlamatornih žarišta (B) uz slabo pozitivnu 

imunohistokemiju (E). Prijenos imunih stanica depletiranih za CD8+ limfocitnu T 

subpopulaciju (grupa V) doveo je do rijetkih žarišta nekroze (C) i nakupina 

imunoreaktivnih stanica (F). 

72 



Slika 17. 
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4.2.2. Adoptivni prijenos u terapiji MCMV izazvanog hepatitisa 

U praksi bila bi pnmJenJIVIJa terapeutska, no 

primjena citoimunoterapije adoptivnim prijenosom pa smo proveli eksperiment u 

kojem smo postavili takav model. Grupe životinja nisu se razlikovale od onih u 

prethodno opisanom eksperimentu, a adoptivni prijenos je sedmog dana 

nakon infekcije, dakle kada su životinje imale manifestnu bolest. Broj 

stanica koje smo prenosili bio je 5 x 106
, dakle no pri 

pnJenosu. 

U kontrolnoj grupi životinja (grupa I), kao i u grupi životinja koje su 

primile neimune stanice (grupa II) virusni titrovi su dvanaestog dana bili približno 

visoki kao i u tretiranih životinja (slika 19). Visok titar virusa, bio je 

povišenim vrijednostima jetrenih enzima u serumu, kao i niskom razinom 

glikemije. U grupama u kojima su životinjama adoptivno preneseni limfociti T 

titrovi virusa bili su niži. To je, kao i pri prijenosu, bilo posebno 

izraženo u grupi bez deplecije prenesenih stanica (grupa III) i grupi sa deplecijom 

CD4+ limfocita T (grupa IV), a slabije u grupi s deplecijom CD8+ limfocita T 

(grupa V). Titar virusa bio je -vrijednostima laboratorijskih 

parametara u serumu kao i pri tretmanu (slika 19). 
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Slika 19. Adoptivni prijenos u terapiji MCMV hepatitisa 

RD 

V 

Virusni titar u jetri i vrijednosti glukoze, AST, ALT i LDH u životinja 

dvanaestog dana nakon infekcije s MCMV iz kulture tkiva. Životinjama j e sedmi 

dan nakon infekcije preneseno 5 x 106 ne imunih (grupa li), odnosno imunih 

stanica (grupe Ill,IV, V). U grupi IV životinjama je depletirana CD4+, a u grupi V 

CD8+ limfocitna T subpopulacija. Svaka predstavlja virusni titar u j edne 

životinje, dok stupci predstavljaju vrijednosti sakupljenih seruma svih 

životinja u grupi. Postoji razlika u virusa u jetri 

grupa I i Ili (p<O. 001), I i IV (p<O. 05) i I i V (p<O. OJ) . 
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S.RASPRAVA 

CMV infekcija je vrlo rasprostranjena u ljudskoj populaciji. U 

imunokompetentnih je asimptomatska, a virus nakon 

replikacije u tkivima ostaje u stanju latencije. Za razliku od toga u 

imunonedostatnih ljudi i životinja CMV predstavlja jedan od uzroka 

morbiditeta i mortaliteta, bilo u obliku primame infekcije, bilo zbog reaktivacije 

latentnog virusa (20, 77, 88). imuni odgovor temelj je u 

borbi protiv primame infekcije, kao i u reaktivacije tijekom latencije 

(87, 167). Jetra je pogodan organ za virusnu replikaciju pa je hepatitis 

komplikacija u imunokompromitiranih bolesnika s CMV infekcijom. 

da je CMV za vrstu koristili smo mišji CMV kao model za 

CMV infekcije u ljudi (142, 178). Istraživanja smo provodili na dva 

MCMV modela s namjerom da razjasnimo patofiziološke mehanizme 

jetrenog pri CMV infekciji. 

U eksperimentima provedenim na modelu infekcije s MCMV izoliranim 

iz žlijezda slinovnica ustanovili smo temeljni limfocita T u borbi protiv 

virusnog hepatitisa. uspjeli smo dokazati da je patogenetski mehanizam 

infekcije povezan s imunosupresijom koju direktnim djelovanjem na imunološki 

aktivne stanice u slezeni izaziva virus. Na drugom eksperimentalnom modelu 

adaptivnim smo prijenosom limfocita T u imunodeficijentne životinje inficirane 

tkivnim izolatoru MCMV pokazali da je CD8+ subpopulacija limfocita T 

u kontroli virusne replikacije i tome jetrenog 

Ranije studije na mišjem modelu pokazale su da je jetre 

vjerovatno, primami uzrok smrti u životinja inficiranih s MCMV izoliranim iz 

žlijezda slinovnica (178). Na istom smo modelu potvrdili te pretpostavke i 

proširili ih saznanjima o ulozi imunosupresije izazvane virusom u 

razvoju jetrene bolesti. Nakon intraperitonealnog injiciranja virusa u se 

tkiva, organa i organskih sustava odvija replikacija virusa, no ipak je to u 

mjeri izražena u jetri i slezeni, organima u kojima smo i 

najizrazitije morfološke promjene. Potvrdili smo da su histopatološke promjene u 
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jetri te povišene vrijednosti jetrenih enzima i hipoglikemija, izrazito 

visokim stupnjem replikacije virusa u jetri, što ukazuje na direktan citopatogeni 

virusa u nastajanju jetrene bolesti. 

Pri letalnoj MCMV infekciji, je jetra konfluentnim 

koja su po histopatološkim karakteristikama onima u stanjima 

pri kojima se nailazi na visoke vrijednosti TNFa (169). To nas je navelo na 

razmišljanje o ulozi citokina i drugih medijatora kao dodatnih u CMV 

izazvanom jetre. Naša daljnja istraživanja su potvrdila da su povišene 

vrijednosti TNFa izazvane letalnom dozom SGV dovoljno visoke da imaju 

utjecaja na patofiziološke promjene u jetri. Petog postinfekcijskog dana 

smo izrazito visoke vrijednosti IFNy u letalno inficiranih životinja. 

Intenzitet bolesti i patohistološke promjene u inficiranih životinja bili su u 

korelaciji s vrijednostima TNFa i IFNy. Životinje koje smo koristili u našim 

eksperimentima pokazivale su u dane pred ugibanje izrazitu adinamiju, gubitak na 

težini, hipotermiju i krvarenja iz probavne cijevi. Vrijednosti TNFa dosezale su 

vrijednosti koje se vide u životinja sa sindromom šoka (203). 

Može se pretpostaviti da ovaj citokin ima važnu ulogu u jetre, odnosno 

ekspresiji bolesti koja na šok. Naši rezultati ukazuju da bi 

T stanice mogle biti odgovorne za porast vrijednosti TNFa i IFNy koje se javljaju 

petog dana nakon infekcije letalnom dozom SGV, jer deplecija CD4+ i CD8+ 

limfocitnih T subpopulacija pri infekciji letalnom dozom, rezultira nižim 

vrijednostima ovih citokina. Vrijednosti TNFa najviše su u miševa inficiranih 

letalnom dozom, neposredno pred njihovo ugibanje, što govori u prilog tezi da bi 

TNFa mogao biti uz direktno jetre virusom primami uzrok smrti u tih 

životinja. 

smo daje virusne replikacije ujetri dobar pokazatelj tijeka 

i ishoda bolesti. Pri infekciji subletalnom dozom virusni titar je bio zamjetno niži 

petog dana nakon infekcije (što je odgovaralo gubitku pp 89 imunoreaktivnosti) 

dok je pri infekciji letalnom dozom virusni antigen, odnosno virusni titar, za 
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tijeka bolesti perzistirao u jetri. smo da je preživljavanje životinja u 

direktnoj korelaciji s virusnom replikacijom u jetri, ali ne i u drugim organima. 

Naši rezultati ukazuju da se pri izlaganju subletalnoj dozi virusa limfociti 

T mogu suprostaviti infekciji i kontrolirati replikaciju virusa u jetri te 

dovesti do normalizacije jetrenih funkcija i preživljavanja inficiranih 

životinja. Potvrda za to je i teška jetrena disfunkcija i smrt subletalno inficiranih 

životinja kojima smo depletirali limfocite T. Pri infekciji letalnom dozom 

izražena replikacija virusa dovodi do imunodeficijencije pa je dodatna deplecija 

limfocita T od manjeg To je da pri infekciji 

letalnom dozom imamo teško limfoidnih organa, izraženu depleciju 

stanica u slezeni i suprimiran imuni odgovor. Iako i subletalno inficirane životinje 

pokazuju suprimiran imuni odgovor u reakciji kasne preosjetljivosti , 

histopatološke promjene ukazuju na oporavak imunih stanica petog dana nakon 

infekcije. Ishod infekcije nedvojbeno je povezan s limfocita T koji su 

depletirani u slezeni. Pokazali smo da su vrijednosti titra virusa u slezeni kod 

letalne inficiranih životinja niže u depletiranih životinja, no u 

nedepletiranih. Možda bi upravo T stanice u slezeni mogle biti ciljne stanice za 

virusnu replikaciju u tom organu. je da odsustvo T stanica 

dovodi do replikacije u ranim danima infekcije i uništenja ciljnih stanica 

prije petog postinfekcijskog dana. 

Zbog posebnog koji CMV infekcija ima u 

imunonedostatnih bolesnika bilo je zanimljivo vidjeti kako se infekcija 

razvijati u životinja imunosuprimiranih subletalnom dozom y U takvih 

imunodeficijentnih životinja inficiranih s manje virulentnim MCMV (virus 

pasiran u kulturi tkiva) smo jetre s multiplom koagulativnom 

nekrozom bez upalnih promjena, a uz stanice udružene s fokalnim 

lezijama. U našim eksperimentima na ovom modelu pokazali smo da je 

životinjama potrebno adoptivno prenijeti samo 105 imunih stanica da 

bismo kontrolirali virusnu replikaciju u jetri. Ovaj broj stanica ne kontrolira 

virusnu replikaciju u drugim organima što je u skladu s jednom ranijom studijom 

u kojoj je isti broj adoptivno prenesenih stanica osam dana nakon infekcije 
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kontrolirao virusnu replikaciju ujetri, ali ne i u drugim organima (167). U 

terapijskog adoptivnog prijenosa sedmog dana nakon infekcije, smo 

uspjeli s imunih stanica (5x106
), no važno je primijetiti 

da su životinje primile stanice kada su pokazivale znakove izrazite 

iscrpljenosti i organa. 

Naši rezultati da su za kontrolu virusne infekcije u jetri posebno 

važni CD8_,_ limfociti T. da se infekcija u jetri kontrolira uz 

malog broja CD8+ limfocita T ukazuje da su uz mehanizme u kontrolu 

virusne replikacije i mehanizmi. Ranije su studije pokazale 

da su TNFa i IFNy kao produkti imunih stanica važni medijatori u kontroli 

replikacije MCMV (68, 69, 114, 148). Osim toga i u kontroli virusnog hepatitisa 

B nedavno je pokazano da su mehanizmi od temeljnog 

osobito kada je velik broj jetrenih stanica infekcijom (32). Postavlja se 

ipak, pitanje, zašto bi upravo jetra, bila tako osjetljiva na citokinima posredovanu 

kontrolu virusnih infekcija? Razlozi najvjerovatnije leže u razgranatoj vaskularnoj 

mreži jetre, koja uspješno i brzo prenošenje humoralnih medijatora, 

od mjesta stvaranja, do mjesta djelovanja. Takva uspješna imunološka kontrola u 

jetri može objasniti zašto virusni titar pri subletalnoj dozi u inficiranoj jetri pada 

petog postinfekcijskog dana, dok je u drugim organima istodobno u porastu. 

Na osnovi navedenih postavili smo hipotezu koja objašnjava 

patogenezu infekcije SGV u imunokompetentnih životinja. Pri infekciji 

subletalnom dozom SGV replicira u brojnim tkivima i organima, a osobito u jetri 

i slezeni. Virusna replikacija i/ili humoralnih faktora dovodi do 

deplecije limfocitnih subpopulacija u slezeni i tranzitorne 

imunosupresije u ovih životinja. Ipak, dovoljna CD8+ limfocita T 

izbjegne uništenje i postaje medijator u kontroli virusne infekcije petog dana 

nakon infekcije, dakle istodobno kada se i pad virusnog titra u jetri. Iako 

je jetra od posljedica infekcije, mehanizmi imune kontrole 

ovo dovode do oporavljanja jetrene funkcije i 

preživljavanje životinja. Nasuprot subletalnoj infekciji, pri letalnoj infekciji 

je broj stanica u ranoj fazi infekcije, a istodobno su i mnogo 
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organa. Viši stupanj vuusne replikacije i potencijalno 

štetnih citokina i /ili drugih humoralnih medijatora dovodi do kompletne 

destrukcije jetre i slezene. Masivna deplecija limfocita životinje u 

pružanju imunog odgovora tako da se ne može ponovno 

uspostaviti jetrena funkcija pa životinje ugibaju oko petog dana nakon infekcije. 

Iz navedenih rezultata proizlazi da je imunosupresija faktor o 

kojem ovisi ishod bolesti. To je u skladu i s ishodom bolesti kod ljudi, jer je 

fatalni ishod CMV infekcije gotovo uvijek povezan s imunog 

sustava, dok u imunokompetentnih nemamo manifestnu bolest 

(26, 91, 208). Osim toga CMV infekcija je zbog imunonedostatnosti 

dopunski faktor rizika za razvoj sekundarnih infekcija u bolesnika koji su primili 

transplantat ili boluju od AIDS-a (30, 45, 163). CMV infekcija povezana je s 

imunosupresijom preko mehanizama kao što su osjetljivosti 

nezrelih timocita prema apoptozi (97), indukcija TGF-~1(125) IFNa (136), 

interleukina 1 i 2 (91) inhibicija monocita (22, 171 ), NK stanica i T 

funkcije (176). Mehanizam imunosupresije nakon infekcije SGV je nepotpuno 

razjašnjen, ali smatramo da je masivna deplecija limfocita u slezeni barem jednim 

dijelom odgovorna za taj fenomen. U ljudi je CMV infekcija od 

pretežito kao infekcija koja se javlja u 

imunokompromitiranih ili imunodeficijentnih bolesnika. To ukazuje na 

da se manifestan CMV hepatitis može javiti u svakog 

bolesnika kod kojeg virus izazove imunosupresiju ili 

Našim istraživanjima na mišjem modelu smo potvrdili ulogu 

imunosti u nadzoru CMV infekcije, s posebnim naglaskom na kontrolu 

jetrenog Pokazali smo osim toga da su u patogenezi ove bolesti 

dva do sada nedovoljno poznata mehanizma kojima virus može dovesti 

do To su virusom izazvana deplecija limfocita T i B s 

imunosupresijom te visoka razina citokina (TNFa i IFNy). U 

vremenima kada se broj imunonedostatnih bolesnika dijelom zbog 

uspjeha, a dijelom zbog suvremene medicine pojašnjavanje patogenetskih 
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mehanizama CMV infekcije i njenih komplikacija olakšava pravilan medicinski 

pristup ovoj grupi bolesnika. 
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1. Jetra je vrlo osjetljiva na CMV infekciju izazvanu letalnom dozom ovog virusa 

izoliranog iz žlijezda slinovnica, što se jetrenih funkcija i 

uništenjem normalne jetrene strukture. Visoki titar virusa u jetri je i u 

miševa inficiranih subletalnom dozom. Petog dana nakon infekcije titar virusa u 

jetri padati, za razliku od drugih organa u kojima istovremeno raste. 

Sposobnost kontrole virusne replikacije u jetri povezana je s preživljavanjem, što 

ukazuje na hepatitis kao primami uzrok smrti u miševa inficiranih sa SGV. 

2. Deplecija limfocita T rezultira kod miševa inficiranih subletalnom dozom 

brzim razvojem bolesti i teškim jetrenim onome pri letalnoj 

infekciji . 

3. U slezeni, infekcija letalnom dozom dovodi do višeg stupnja 

replikacije virusa i tkivnog no infekcija subletalnom dozom. Involucija 

timusa je pri infekciji letalnom dozom, iako titar virusa nije bio visok. 

slezene i ostalih limfoidnih organa može 

imunog odgovora i dovesti do nekontrolirane virusne replikacije u jetri i drugim 

orgamma. 

4. Imunohistokemijskim tehnikama i citometrijom je u 

inficiranim slezenama deplecija limfocita T i u nešto manjoj mjeri limfocita B te 

relativni porast makrofaga. Snažna imunosupresija tijekom infekcije sa SGV, 

vjerovatno je izravna posljedica deplecije limfocita Ti B. 

5. Visoke vrijednosti TNFa i IFNy povezane su s limfocita T i 

predstavljaju dopunski u kontroli virusne infekcije u jetri. da su 

vrijednosti TNFa dosezale razine koje su opisane u životinja kojima je induciran 
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sindrom šaka, pretpostavljamo da ovaj citokin igra važnu ulogu u 

jetre. 

6. Infekcija y miševa (6,5 Gy) s MCMV iz kulture tkiva rezultirala je 

jetre s multiplom koagulativnom nekrozom, ali bez upalnih promjena, 

uz stanice udružene s fokalnim lezijama. 

7. Prenošenjem imunih limfocita T može se djelotvorno kontrolirati CMV 

replikacija u jetri i održavati mvo virusa ispod praga detekcije do dvanaestog 

postinfekcijskog dana. Jetra mJe samo jedan od najosjetljivijih organa za 

replikaciju virusa, je i najosjetljiviji organ u kontroli virusne infekcije 

imunih stanica. 

8. Imune stanice dovode do pada virusnog titra i oporavka jetrene funkcije i kada 

se prenesu životinjama koje su razvile bolest, no tada je potrebno prenijeti 

znatno više imunih stanica. 

9. U tkivnog izazvanog vuusom najvažniji su CD8+ 

limfociti T. Histopatološke promjene u obliku rijetkih žarišta bile su 

prisutne u životinja koje su primile imune stanice depletirane za jednu od T 

limfocitnih subpopulacija. CD4+ stanice mogu umanjiti teške histopatološke 

promjene i spasiti jetrenu funkciju, mada ne mogu djelotvorno utjecati 

na virusnu replikaciju. 
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