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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Infekcije su vodeci uzrok pobola i smrtnosti bolesnika s teSkom ozljedom
mozga. Do danas jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen mehanizam odgovoran za povecanu
sklonost infekcijama u ovih bolesnika. Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi naj¢esce infekcije
1 njihove uzrocnike u bolesnika s teSkom ozljedom mozga, ispitati promjene stanicne
imunosti, poglavito udjela leukocitnih subpopulacija, izrazavanje citotoksi¢nog posrednika
perforina, aktivnost stanica NK i izrazaj pojedinih citokina u razli¢itim imunokompetentnim
stanicama periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ranom razdoblju nakon
ozljede.

Ispitanici, materijal i metode: U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 40 bolesnika s teSkom
ozljedom mozga u dobi od 18. do 75. godine Zivota. Zdravi i dobrovoljni davaoci krvi su bili
kontrolna skupina. Demografski, klini¢ki i laboratorijski podatci sakupljani su i analizirani su
za svakog bolesnika. Svakom bolesniku s teskom ozljedom mozga 1., 4., 7. i 10. dana nakon
ozljede uzimali smo uzorak trahealnog aspirata, krvi i mokrace te slali na mikrobiolosku
analizu. Prvog, 4. i 7. dana nakon ozljede svakom bolesniku uzimali smo 20 ml heparinizirane
venske krvi za imunoloska istrazivanja. Mononuklearne stanice periferne krvi izdvojili smo
centrifugiranjem na gradijentu gustoce, te viSestrukim obiljeZavanjem povrSinskih biljega
metodom izravne imunofluorescencije analizirali njihov fenotip i stupanj aktivacije
proto¢nom citometrijom. Izdvojene mononuklearne stanice obiljezavali smo istovremeno
protutijelima na povrsinske biljege kako bi utvrdili njihovu pripadnost pojedinim leukocitnim
populacijama, permeabilizirali njihovu membranu te metodom izravne i neizravne
imunofluorescencije unutarstaniéno obiljezavali perforin, interleukin (IL)-4, IL-15, IFNy
(interferon gama), TNFa (engl. tumor necrosis factor alpha, ¢imbenik tumorske nekroze alfa)
koriStenjem odgovaraju¢ih monoklonskih protutijela, te smo stanice analizirali na protocnom
citometru. Uzorci koji su bili predvideni za unutarstani¢no obiljezavanje citokina prethodno
smo stimulirali s PMA (engl. phorbol myristate acetat), ionomicinom i monenzinom radi
prikazivanja citokina u stanici. Imunocitokemiju smo Kkoristili za prikazivanje molekule
perforina i citokina IL-15 u preparatima svjeze izdvojenih mononuklearnih stanica periferne
krvi. Metodom pozitivne i negativne magnetske separacije iz mononuklearnih stanica
periferne krvi izdvojili smo stanice NK i odredivali njihovu citotoksi¢nu aktivnost prema K-
562 NK osjetljivoj stanicnoj liniji koriStenjem PKH-26 (red) dvosatnog testa citotoksi¢nosti

uz ocitavanje proto¢nim citometrom.



Rezultati: U 55% bolesnika s teSkom ozljedom mozga doSlo je do razvoja infekcije
(pneumonije, sepse i infekcije mokraénih putova) s najve¢om ucestalosti pojave 4. dana
nakon ozljede. Najces$¢i uzro¢nici pneumonije bili su Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa i Escherichia colli. Sepsa je bila najcesce uzrokovana bakterijom Straphylococcus
aureus, dok su najéesci uzrocnici infekcije mokraénih putova bili bakterije Enterococcus
faecalis i Escherichia colli, te gljivca Candida albicans. Cetvtog dana nakon ozljede u
perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga zabiljezili smo statisticki zna¢ajano
smanjenje postotka limfocita T, osobito CD3*CD8*CD56" subpopulacije, smanjenje udjela
stanica NK-T, stanica NK i njihovih CD3'CD56*™ i CD3"CD56*""" subpopulacija. Postotak
limfocita B nije se znacajno mijenjao u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga,
dok je udio monocita znacajno porastao 1. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu
i smanjio se 7. dana. Inficirani bolesnici s teSkom ozljedom mozga imali su statisticki
znacajno smanjenje udjela limfocita T i stanica NK 4. dana nakon ozljede u odnosu na 1. dan
i kontrolnu skupinu. U bolesnika s teSkom ozljedom mozga zabiljezili smo vrlo niski udio
proupalnih citokina (IFNy, TNFa, IL-15) i prevlast IL-4 nad IFNy u svim leukocitnim
subpopulacijama. Stimulacija monocita periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga s
razli¢itim koncentracijama lipopolisaharida (LPS) poti¢e stvaranje IFNy 1. i 7. dana nakon
ozljede kao 1 u kontrolnoj skupini, ali nema ucinka 4. dana nakon ozljede. Statisticki znacajno
smanjenje postotka perforin pozitivnih limfocita, ukljucujuéi limfocite T, stanice NK i stanice
NK-T, zabiljezeno je u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga 4. dana nakon
ozljede. Sedmog dana nakon ozljede povecéao se udio perforin pozitivnih limfocita s
citotoksi¢nim fenotipom (CD3*CD8"CD56 limfociti T, stanice NK i stanice NK-T) u odnosu
na 1. dan. 1zdvojene stanice NK iz periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga imaju
statisti¢ki znac¢ajno manju citotoksi¢nost prema NK osjetljivoj stani¢noj liniji K-562 4. i 7.
dana nakon ozljede u odnosu na 1. dan i kontrolnu skupinu. Cetvrtog dana nakon ozljede u
bolesnika s teskom ozljedom mozga nadena je pozitivna korelacija izmedu GCS, kao
pokazatelja tezine ozljede mozga, te postotka limfocita T i1 stanica NK, kao 1 izmedu GCS 1
postotka perforin pozitivnih stanica, uklju¢uju¢i CD3" perforin® i CD56" perforin® stanice.

Zakljuc€ak: Visoka ucestalost infekcija u bolesnika s teskom ozljedom mozga u ranom
razdoblju nakon ozljede mogla bi se objasniti smanjenjem postotka stanica s citotoksi¢nim
fenotipom, smanjenim udjelom perforina u limfocitnih subpopulacijama i njihove citotoksi¢ne

aktivnosti, te stvaranja proupalnih citokina.
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Klju¢ne rije¢i: Perforin; Pneumonije uzrokovane strojnom ventilacijom; Stanice NK; Stanice

NKT; Stani¢na imunost; Teska ozljeda mozga.
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SUMMARY

Objectives: Infections are leading causes of increased morbidity and mortality of severe brain
injured patients. The mechanism underlying the susceptibility to the infections is still
unexplained. The purpose of the study was to identify the most common infection and their
infection agents in severe brain injured patients, and to analyze the changes in cell-mediated
immunity, especially the frequency of leukocytes subpopulations, expression of cytotoxic
mediator perforin, activity of NK cells and expression of cytokines in different immune cells
in peripheral blood of severe brain injured patients.

Patients, material and methods: Forty severe brain injured patients between age of 18 and
75 years we included in the study. Healthy volunteers served as controls. Demographic,
clinical and laboratory data were collected and analyzed for each patient. The sample of
endothacheal aspirate, blood and urine were taken for each severe brain injured patient and
sent for further microbiologic analysis on day 1, 4, 7 and 10 after the injury. The sample of 20
ml of heparinised peripheral blood was taken form each severe brain injured patient on day 1,
4 and 7 after the injury and used for further immunological investigations. Peripheral blood
mononuclear cells were obtained after gradient centrifugation and their phenotype and
activation levels were analyzed by simultaneous multiple staining of surface antigens using
direct immunoflourescency and flow cytometry analyzes. Isolated mononuclear cells were
stained simultaneously by monoclonal antibody against surface antigens, specific for different
leukocyte populations, and were further permeabilised for intracellular staining of perforin,
interleukin (IL)-4, IL-15, IFNy (interferon gamma), TNFa (tumor necrosis factor alpha). The
labelled cells were analysed by flow cytometry. Cell samples that were scheduled for
intracellular cytokine staining, were previously stimulated with PMA, ionomycine and
monensim which are necessary for cytokine visualisation. Immunocytochemitstry was used
for visualisation of perforin molecule and IL-15 cytokine in the samples of freshly isolated
peripheral blood mononuclear cells. CD56" NK cells were isolated from peripheral blood
mononuclear cells by positive and negative magnetic cell separation method. The cytotoxic
activity of separated CD56" NK cells against NK sensitive cell K-562 cell line was analysed
by PKH-26 (red) cell linker kit and flow cytometry.

Results: Infection (pneumonia, sepsis, uroinfection) occurred in 55% of severe brain injured
patients with the highest incidence on day 4 after the injury. The most common infection
agents of pneumonia were Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia
colli. Sepsis was caused by bacteria Staphylococcus aureus, while uroinfection was caused by
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bacteria Enterococcus faecalis and Escherichia colli, and fungus Candida albicans. On day 4
after the injury statistically significant decrease of peripheral blood lymphocyte T, their
CD3*CD8*CD56" subpopulation, as well as percentage of NK-T cell, NK cells including their
CD3'CD56*™M and CD3 CD56*"9" subpopulation in peripheral blood of severe brain injured
patients was observed. The frequency of B lymphocytes in peripheral blood of severe brain
injured patients did not change basically during the investigated period, while the frequency
of monocytes increased on day 1 in comparison to healthy controls and decreased on day 7.
Infected patients with severe brain injury had statistically significant decrease of T
lymphocytes and NK cell on day 4 after the injury. Low frequency of proinflammatry
cytokines (IFNy, TNFa, IL-15), as well as domination of IL-4 over IFNy were observed in all
leukocytes populations in severe brain injured patients. LPS stimulate IFNy production by
monocytes in peripheral blood of healthy controls and severe bran injured patients on day 1
and 7, but not on day 4 after the injury. Statistically significant decrease of perforin-positive
lymphocytes including T, natural killer (NK) and NKT cells was observed in peripheral blood
of severe brain injured patients on day 4 after the injury. On day 7, perforin expression was
restored in lymphocyte of cytotoxic phenotype (CD8" T lymphocytes, NK cells, and NKT
cells) compared with day 1. Isolated CD56" NK cells for peripheral blood of severe brain
injured patients showed statistically significant lower cytotoxic activity against NK sensitive
cells line K-562 on day 4 and 7 when compared to day 1 and healthy controls. On day 4 after
the injury positive correlation was found between GCS, as a measure of severity of brain
injury, and percentage of T lymphocytes, and NK cells, as well as between GCS and all
perforin positive cells, including CD3* perforin® and CD56" perforin® cells.

Conclusion: High incidence of infection in severe brain injured patients in early
posttraumatic period could be explained by diminished percentage of cells with cytotoxic
phenotype, decrease in frequency in their perforin expression and cytotoxic activity as well as
proinflammatory cytokine production.

Key words: Cellular Immunity; NK Cells; NKT Cells; Perforin; Severe Brain Injury;
Ventilator Associated Pneumonia.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA



1.1. OZLJEDA MOZGA

1.1.1. Povijest ozljede mozga

Ozljede glave i mozga se spominju jo§ od antickog perioda. O tome svjedoCe lubanje na
kojima su nadeni brojni prijelomi ukljucujuci i znakove trepanacije. Drevni Mezopotamci su
poznavali Sto znaci ozljeda glave i1 njezine posljedice kao Sto su paraliza, gubitak vida, sluha
te spoznaje dolaze na osnovu ozljeda glave (2). Tijekom srednjega vijeka i razdoblja
renesanse trepanacija se ¢esto izvodila u bolesnika s ozljedom glave. U 16. stoljecu prvi puta
se opisuju stupnjevi stanja svijesti. U 18. stoljecu je pretpostavljeno da je ICP (ICP, engl.
intracranial pressure) posljedica patofizioloskih mehanizama ozljede mozga. U 19. stoljecu
otvaranje lubanje se opisuje kao nacin lijeCenja teske ozljede mozga (3). Dvadeseto stoljece je
obiljezeno napretkom tehnologije koja je unaprijedila dijagnostiku i lijjecenje bolesnika s
ozljedom mozga. Bilo je to doba otkrica kompjuterizirane tomografije (CT) i nuklearne
magnetske rezonancije (NMR). Uvodenje sustava za mjerenje unutar-mozdanog tlaka 1950.
godine oznacilo je ,,novo razdoblje” lijecenja teske ozljede mozga. Od 1970. godine teska
ozljeda mozga se opisuje kao javno-zdravstveni problem (4). Kraj 20. stoljeca obiljezen je
ekspanzijom znanstvenog istraZivanja u podrucju ozljede mozga i to je doba otkrica primarne
i sekundarne ozljede mozga. Od 1990. godine uvode se standardizirani protokoli za

dijagnostiku i lijeCenje teske ozljede mozga.

1.1.2. Definicija i razradba ozljede mozga

Ozljeda mozga je oStecenje mozdanog tkiva uzrokovana djelovanjem vanjske sile. Posljedica
su prolazna ili trajna oStecenja strukture i funkcije mozga. Ozljeda mozga moze se javiti kao
izolirana ozljeda ili u sklopu viSestrukih ozljeda tijela. Najcesce se ozljeda mozga dijeli na

osnovi tezine klinicke slike, patoloskih osobitosti i mehanizma nastanka ozljede.

1.1.2.1. Klini¢ka razradba ozljede mozga

Glasgov koma ljestvica (GCS, od engl. Glasgow Coma Scale) je najcesce koriSteni sustav u
klinickoj procjeni i razradbi ozljede mozga. Prvi puta su GCS u klinicku praksu uveli
Teasdale i Janett (5). Ovaj sustav bodovanja ocjenjuje stanje svijesti na osnovu zbroja triju

sastavnica: otvaranje ociju, verbalni odgovor i motoric¢ki odgovor bolesnika (Tablica 1).



Tablica 1. Glasgov koma ljestvica

o¢ni odgovor (O)

spontano otvara oci

oCi otvara na glasovnu naredbu

o¢i otvara na bolni podrazaj

N W b

ne otvara oci

verbalni (govorni) odgovor (V)

odgovara orijentirano

odgovara konfuzno

odgovara besmislenim rije¢ima

odgovara nerazumljivim zvukovima

= N W B~ ol

nema glasovnog odgovara

motoricki odgovor (M)

prati naredbe

lokalizira bolni podrazaj

odmice se od bolnog podrazaja

odgovara fleksijom na bolni podrazaj

odgovara ekstenzijom na bolni podrazaj

N W B~ O] O

nema motorickog odgovora

Prema GCS tezina ozljede mozga se dijeli na blagu, umjerena 1 teSku ozljedu mozga. Opce je
prihvaceno misljenje da se ozljeda mozga definirana kao GCS 13 i viSe oznacava kao blaga,
umjerena kao GCS od 9-12, a teSka ozljeda mozga kao GCS 8 i manje (6-8). lako jednostavan
u svojoj primjeni, ovaj sustav je ograni¢avajuci u predvidanju ishoda lije¢enja bolesnika s
ozljedom mozga. Dodatni kriteriji, kao $to su trajanje post-traumatske anmenzije, duljina
trajanja gubitka svijesti uz GCS primjenjuju se kao bolja procjena i razradba ozljede mozga
(Tablica 2).



Tablica 2. Klini¢ka razradba ozljede mozga

Ozljeda mozga GCS PTA GS
Umjerena 13-15 <1 sat <30 min
Blaga 9-12 30 min - 24 sata 30 min - 24 sata
Teska S >24 sata >24 sata

GCS = Glasgov koma ljestvica (od engl. Glasgow Coma Scale); PTA = poslijetraumatska
amnezija; GS = gubitak svijesti

1.1.2.2. NeuropatoloSka razradba ozljede mozga

Na osnovu patoloskih promjena koje su uoc¢avaju na CT, NMR i obdukcijom ozljeda mozga
moze biti fokalna ili difuzna. Fokalna ozljeda nastaje kao posljedica udarca, laceracije ili
unutarlubanjskog krvarenja i ocituje se simptomima vezanim za funkciju oStecenog dijela
mozga (9). Fokalna ozljeda mozga se obi¢no javlja u orbiti, ¢eonom i prednjem sljepoocnom
reznju moga, rjede u malome mozgu, a vrlo rijetko u tjemenom ili zatiljnom dijelu mozga.
Morfoloski se fokalna ozljeda mozga ocituje degeneracijom ziv€anih stanica na ¢ijem mjestu
dolazi do stvaranja glijalnog oziljka te demijelinizacijom na mjestu krvarenja (9).

Difuzna ozljeda mozga najcesce je posljedica akceleracijsko/deceleracijske ozljede mozga,
ocituje se kao difuzna aksonalna ozljeda i moze se utvrditi obdukcijom ili NMR (10).

Nadalje, ozljeda mozga se mogu ocitovati kao unutar-aksijalne, koje se javljaju u mozdanom
tkivu i izvan-aksijalne koje se javljaju unutar lubanje, ali izvan mozdanog tkiva no svojim
polozajem oS$te¢uju mozdano tkivo (11). Unutar-aksijalna ozljeda je unutar-mozdano
(intracerebralno) krvarenje. Ono predstavlja krvarenje u mozdano tkivo, obi¢no je
mnogostruko i naj¢esce se javlja u ¢eonom i zatiljnom reznju mozga. Izvan-aksijalne ozljede
su: epiduralni hematom, subduralni hematom, subarahnoidalno i intraventrikularno krvarenje
(12). Epiduralni hematom oznacava krvarenje izmedu kosti lubanje i1 tvrde mozdane ovojnice.
Najcesci je uzrok oStecenje grane meningealne arterije, ali moze nastati zbog oStecenja sinusa
tvrde mozdane ovojnice. Obi¢no zahvaca lateralnu povrSinu mozdane polutke. Ukoliko
nastane zbog oStecenja arterije vrlo brzo se S$iri i uzrokuje neuroloske ispade (6). Kod
subduralnog hematoma krvarenje se javlja izmedu tvrde i paucaste mozdane ovojnice i obi¢no
je posljedica kidanja vena koje povezuju subarahnoidalni prostor (13). Subduralno krvarenje
se ocituje akutno, subakutno i kroni¢no. Akutno krvarenje se javlja 48 sati od ozljede i sastoji
se od krvi i krvnih ugrusaka. Subakutno krvarenje se razvija izmedu 2 i 14 dana od ozljede i

sadrzi krvne ugruske i tekucu krv. Kroni¢no krvarenje se razvija 14 dana od ozljede i sastoji



se od tekuceg ugruska (13). Subarahnoidalni hematom oznacava krvarenje u prostor izmedu
meke 1 paucaste mozdane ovojnice. Intraventrikularno krvarenje obiljezava krvarenje u

mozdane komore (13).

1.1.2.3. Razradba ozljede mozga na osnovu mehanizma nastanka ozljede

Opce je prihvaéeno misljenje da postoje dva osnovna mehanizma ozljede mozga: izravni
udarac i akceleracijsko/deceleracijska ozljeda (14,15).

Ozljede mozga uzrokovane direktnim udarcem je posljedica udarca predmeta u glavu i dodira
kostiju glave 1 mozga. Direktni udarac koji dovodi do ozljede mozga moze imati razli¢iti
smjer djelovanja (izravni, kutni, rotacijski), jakost i trajanje. Ovisno 0 navedenim
¢imbenicima nastaju i razli¢ita oStecenja mozga. Osteéenje mozdanog tkiva obicno se javlja
ispod mjesta udarca, ali i na suprotnoj strani od udarca. Ovakva ozljeda se naziva
coup/coutercoup (udarac/protuudarac). Ozljede izravnog udarca svojstvene su u okolnostima
kada predmet udara u glavu koja se ne mice, dok ozljeda koja nastaje zbog protuudara nastaje
kada glava udara u stacionarni predmet. Izravni udarci u glavu naj¢es¢e dovode do fokalne
ozljede. Ozljeda mozga koja nastaje zbog akceleracije/deceleracije glave nije posljedica
izravnog udarca ve¢ nastaje uslijed neograni¢enog gibanja glave §to dovodi naprezanja i
oSte¢enja mozdanog tkiva i krvozilja (15). Ovakav mehanizam ozljede naj¢esé¢e dovodi do
difuzne ozljede mozga (10). I izravni udarac i akceleracijsko/deceleracijska ozljeda mozga
naj¢es$¢i su mehanizmi zatvorenih ozljeda glave, dok metak, projektil ili neki drugi oStri
predmet probijaju lubanju i mozdane ovojnice te dovode do nastanka otvorenih

(penetriraju¢ih) ozljeda mozga (13).

1.1.3. Patofiziologija teSke ozljede mozga

S obzirom na patofizioloska zbivanja teska ozljeda mozga se dijeli na primarnu i sekundarnu
ozljedu mozga (16,17,18). Primarna ozljeda mozga je oSte¢enje mozdanog tkiva i mozdanih
krvnih zila u trenutku djelovanja vanjske sile koja dovodi do njihovog potiskivanja, istezanja i
cijepanja. Suprotno primarnoj ozljedi, koja nastaje u trenutku izravnog djelovanja vanjske
sile, sekundarna ozljeda mozga se razvija satima i danima nakon ozljede. Sekundarna ozljeda
je posljedica mozdane hipertenzije, ishemije, poviSenja unutar-mozdanog tlaka, oSte¢enja
krvno-mozdane zapreke, stvaranja mozdanog edema te oslobadanja brojnih posrednika upale
(17,18).
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Slika 1. Patofiziolo$ki mehanizam primarne i sekundarne ozljede mozga (objasnjenje u
tekstus slika prilagodena iz Beauchamp K, Mutlak H, Smith WR, Shohami E, Stahel PF.
Pharmacology of traumatic brain injury: where is the ,,golden bullet“? Mol Med
2008;14:731-40.)

1.1.3.1. Ionska neravnoteZa u patofiziologiji teSke ozljede mozga

Najraniju fazu teske ozljede mozga obiljezava kidanje staniéne membrane, nedostatna
regulacija protoka cerebrospinalne tekuéine i poremecaj metabolizma mozga (19). Ove
promjene dovode do hipoperfuzije i prijelaza na anaerobni metabolizam s posljedi¢nim
stvaranjem mlije¢ne kiseline, smanjenim stvaranjem adenozin-fosfata (ATP) te zakazivanjem
membranske ionske crpke. Zbog membranske depolarizacije oslobada se velika koli¢ina
podrazivaju¢ih zivcanih prijenosnika, glutamata i aspartata. Ovi prijenosnici aktiviraju N-
metil-D-aspartatne (NMDA) i alfa-amino-3-hidroksi-metil-4-izopropionatne i glutaminske
receptore koji dovode do otvaranja kalcijevih i natrijevih kanala. Rezultat ovih promjena je
ulazak velike koli¢ine iona kalcija i natrija u stanicu te oSteCenje, bubrenje i konac¢nici smrt
stanice nekrozom (20). Ulazak kalcijevih i natrijevih iona u stanicu dovodi do aktivacije
unutarstaniénih enzima koji cijepaju bjelancevine citoskeleta. Aktiviraju se lipidne

peroksidaze, proteaze i fosfolipaze koje dovode do povecanja unutarstani¢ne koncentracije

6



slobodnih masnih kiselina i slobodnih kisikovih radikala (19,20). Dodatno, ulazak kalcija u
mitohondrije uzrokuje prekid lanca stvaranje energije i oslobadanje slobodnih kisikovih
radikala. Prekomjerno stvaranje slobodnih kisikovih radikala i iscrpljivanje untarstani¢nog
antioksidativnog sustava (superoksidne dismutaze, glutation peroksidaze, katalaze) dovode do
perkosidacije stani¢nih i1 krvozilnih struktura, oksidacije bjelancevina, cijepanja DNK 1
sprjeCavanja prijenosa iona u mitohondrijima. Posljedica ovih promjena je smrt stanice i
poticanje upalnog odgovora (21). Iz ostecenih stanica oslobada se velika koli¢ina kalija koji
dodatno dovodi do poremecaja transmembranskog prijenosa iona (20). SuviSak
izvanstani¢nog Kalija apsorbiraju astrociti §to ima za posljedicu njihovo bubrenje i smrt (20).
Dodatna ionska neravnoteza koja se javlja kod teske ozljede mozga ukljucuje i smanjenu
koncentraciju magnezija. S obzirom da magnezij ima vaznu ulogu u regulaciji transporta i
kalcija, promjene koncentracije magnezija doprinose neurotoksi¢nom ucinku kalcija u

o$te¢enom mozdanom tkivu (22).

1.1.3.2. Citokini i kemokini u patofiziologiji teSke ozljede mozga

Osim ionske neravnoteze teska ozljeda mozga je obiljezena oslobadanjem brojnih posrednika
upale kao $to su citokini 1 kemokini koje lu¢e stanice mozdanog tkiva (astrociti, glija stanice)
i polimorfonuklearni leukociti za koje se vjeruje da su iz krvi u mozdano tkivo stigli preko
oste¢ene krvno-mozdane zapreke. Prijelaz polimorfonuklearnih stanica U mozdano tkivo
posredovana je i izrazajem intracelularne adhezijske molekule (ICAM, engl. intracellular
adhesion molecule) na zZilnom endotelu mozdanih krvnih Zila, koja se ushodno regulira u
nekoliko pokusnih Zivotinjskih modela s teSkom ozljedom mozga (23,24). Makrofagi, stanice
NK 1 limfociti T nadeni su u lezijama kore mozga pokusnih zivotinja s teSkom ozljedom
mozga (25). Citokini kao $to su ¢imbenik tumorske nekroze alfa (TNFa, engl. Tumor necrosis
factor alpha), interleukin (IL)-1, IL-6, IL-18 vazni su posrednici upalnog odgovora i luce se
kao odgovor na akutnu ozljedu mozga (26-30). Pokusima na zivotinjskim modelima teske
ozljede mozga utvrdeno je da ove citokini proizvode i lu¢e astrociti, glija stanice, Ziv€ane
stanice te endotelne stanice krvnih zila mozga (25). Interleukin-1 ¢ine tri molekule IL-1a, IL-
1B i IL1 receptor (R) agonist. Sva tri njegova oblika opsezno su proucavana na zivotinjskim
modelima teske ozljede mozga, te je pokazano da je IL-1 glavni pokreta¢ upalnog odgovora
mozga. Snazan izrazaj IL-1R naden je u glija stanicama kod fokalne ozljede mozga te u
zivéanim stanicama i astrocitima kod difuzne aksonalne ozljede mozga (31-33). Interlukin-1

zajedno s drugim proupalnim ¢imbenicima kao $to su TNFa, fosfolipaza A, prostagladini,



ciklooksigenaza (COX)-2, doprinosi sekundarnoj ozljedi mozga. | kod fokalne i kod difuzne
ozljede mozga povisena koncentracija IL-1 vidljiva je u mozdanome tkivu ve¢ nekoliko sati
nakon ozljede. Slicno se ponasa i IL-18, proupalni citokin, ¢ije je koncentracija znatno
poviSena u cerebrospinalnoj tekucini pokusnih Zivotinja i bolesnika s teSkom ozljedom mozga
(29). TNFa je proupalni citokin za kojeg je pokazano pokusima in vitro i in vivo da uzrokuje
apopotozu zivéanih stanica, glija stanica te endotelnih stanica krvnih zila mozga. TNFa potice
ulazak leukocita iz periferne krvi u oSteCeno mozdano tkivo, uzrokuje oslobadanje
proteolitiCkih enzima koji oSte¢uju krvno-mozdanu zapreku. Noviji radovi su pokazali da
TNFa ima i protuupalni i neuroprotektivni u¢inak u zivotinja i bolesnika s teSkom ozljedom
mozga koji se o€ituju u sprje¢avanju ishemickog oSteCenja mozdanih stanica te njegovoj ulozi
u stvaranju oziljka u o$te¢enom mozdanom tkivu (34).

Interleukin-6 je citokin koji lu¢e brojne stanice ukljuéujuci zivéane i endotelne stanice mozga.
Pokusi u zivotinjskim modelima te u bolesnika s teSkom ozljedom mozga su pokazali da se
interleukin-6 pocinje luciti odmah nakon ozljede mozga i najvisu razinu u cerebrospinalnoj
tekucini doseze 2 do 8 sati u zivotinjskom modelu, a 3 do 6 dana u bolesnika s teSkom
ozljedom mozga (25). Interleukin-6 pokazuje i pro- i protu-upalni u¢inak. Protuupalni u¢inak
IL-6 se oCituje sprjeCavanjem lucenja TNFa, poticanjem lucCenja ziv€anog ¢imbenika rasta
(NGF, engl. Nerve growth factor), sudjelovanjem u obrani od toksi¢nog uéinka gultamata i
slobodnih kisikovih radikala. Pro-upalni ucinak IL-6 ocituje se poticanjem kemotaksije,
uzhodnoj regulaciji kemokina i adhezijskih molekula (35). Glavni izvori lucenja IL-6 u
patofiziologiji teSke ozljede mozga su ziv¢ane stanice, astrociti i glija stanice (36).

I IL-10 i transformiraju¢i ¢Cimbenik rasta beta (TGF[, engl. transforming growth factor beta)
su protuupalni citokini 1 svoj protuupalni uc¢inak ostvaruju sprjecavanjem lucenja proupalnih
citokina kao §to su TNFa, IL-1, interferona gama (IFNy) (37). Pokusi su pokazali da
egzogeno davanje IL-10 ima za posljedicu povoljan u¢inak ne neuroloski oporavak zivotinja s
teSkom ozljedom mozga (37). Interleukin-10 i TGFB su nadeni u cerebrospinalnoj tekuéini i
serumu zivotinja i bolesnika s teSkom ozljedom mozga te se pretpostavlja da ovi citokini
smanjuju upalni odgovor u mozgu, ali pri tome uzrokuju sustavnu imuodepresiju (25).

Osim citokina, u zivotinja i bolesnika s teSkom ozljedom mozga dolazi do lu¢enja kemokina u
mozgu koji imaju ulogu privlacenja stanica periferne krvi u oste¢eno mozdano tkivo. Za IL-8,
poznat kao i upalni protein makrofaga (MIP-2, engl. macrophage inflamatory protein-2), je
utvrdeno da se pojacano luci u cerebrospinalnoj tekuéini bolesnika s teSkom ozljedom mozga

u prvih 6 sati nakon ozljede mozga (38). Morganti-Kossmann i sur. su u svojim radovima



pokazali da IL-8 sudjeluje u poremecaju funkcije krvno-mozdane zapreke, potiCe stvaranje
NGF iz astrocita u misa (39). Protein kemoatrakcije monocita 1 (MCP-1, engl. monocyte
chemoattractant protein-1) naden je u mozgu Zivotinja sa zatvorenom ozljedom mozga 4 sata
poslije ozljede, te u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4 do 16 sati nakon difuzne ozljede
mozga ukazuju¢i na njegovu znacajnu ulogu u prijelazu monocita/makrofaga u oste¢eno

mozdano tkivo gdje ove stanice poticu upalni odgovor (40).

1.1.3.3. Promjene moZdanog krvnog protoka u patofiziologiji teske ozljede mozga

Brojni pokusi na zivotinjama i mnoga klini¢ka istraZivanja su pokazala da teska ozljeda
mozga dovodi do fokalne ili opée mozdane ishemije (41-43). lako samo 10% mozdanog tkiva
moze biti zahvaceno ishemijom, mozdana ishemija obi¢no dovodi do loseg ishoda bolesnika
ili pokusne Zivotinje. Ishemija koja se javlja u Zivotinja ili bolesnika s teSkom ozljedom
mozga posljedica je oSteCenja ziv€anih stanica, astrocita, glija stanica te mozdanih
mikrovaskulanih i endotelnih stanica (44-46). Oste¢enje mozdanog tkiva i krvnih Zila mozga
dovodi do poremecaja mozdane autoregulacije, hipoperfuzije i prostagladinima potaknutog
suzenja mozdanih krvnih zila (16). Vrlo Cesto bolesnik s teSkom ozljedom mozga u ranom
razdoblju nakon ozljede moze razviti mozdanu hiperperfuziju nakon koje obi¢no slijedi
razdoblje hipoperfuzije 1 posljedi¢ne ishemije.

U zivotinja i bolesnika s teSkom ozljedom mozga znacajno je poremeéen mehanizam
mozdane autoregulacije koji je kljuCan za regulaciju mozdano-krvnog protoka (suZenje ili
prosirenje moZdanih krvnih Zila kao odgovor na povecanje ili snizenje mozdanog perfuzijskog
tlaka). Poremecaj mozdane autoregulacije se moze javiti odmah nakon ozljede ili se razviti
tijekom vremena, a moze biti prolazi ili trajni (16).

U bolesnika s teSkom ozljedom mozga dolazi do poremecaja odgovora mozdanih krvnih Zila
na koncentraciju CO> (suzenje ili proSirenje mozdanih krvnih Zila kao odgovor na hipo ili
hiperkapniju) i obi¢no se javlja odmah nakon ozljede (16). U vrlo ranom razdoblju nakon
ozljede mozdanog tkiva dolazi do razvoja post-traumatskog suzenja krvnih zila. Post-
traumatsko suzenje mozdanih krvnih zila je posljedica trajne depolarizacije membrane glatkih
miSi¢nih stanica mozdanih krvnih zila, a rezultat je smanjene aktivnosti kalijevih kanala,

smanjenog stvaranja ATP i oslobadanja prostagladina i slobodnih kisikovih radikala (16,45).

1.1.3.4. Promjene oksigenacije i metabolizma mozga u patofiziologiji teske ozljede mozga
Tesku ozljedu mozga obiljezava neravnoteza izmedu dostave i potroS$nje kisika §to ima za

posljedicu razvoj tkivne hipoksije. Duzina trajanja hipoksije izravno se odrazava na stupanj
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oSte¢enja mozdanog tkiva te vodi loSem ishodu. Smanjena dostava i potrosnja kisika dovodi
do razvoja hipoperfuzije i mozdane ishemije i prijelaza s aerobnog u anaerobni metabolizam
uz povecano stvaranje energijom siromasnog laktata. Poremecaj metabolizma mozga u
bolesnika s teSkom ozljedom mozga rezultat je i velike koncentracije kalcija u mitohondrijima
koja dovodi do poremecaja funkcije mitohondrija i nedostatnog stvaranja energijom bogatog
ATP. Alternativno, kod bolesnika s teSkom ozljedom mozga moze se pojaviti
hipermetabolizam glukoze koji je posljedica prolaznog masovnog transmembranog ulaska

iona kalcija i natrija u stanicu koji dovode do sekundarne ozljede mozga (16,22).

1.1.3.5. Patofiziologija moZdanog edema

Edem mozga se Cesto javlja u Zivotinja i bolesnika s teSkom ozljedom mozga. S obzirom na
primarni mehanizam nastanka mozdani edem se dijeli na vazogeni i citotoksi¢ni mozdani
edem (47,48). Vazogeni mozdani edem je uzrokovan mehani¢kim oSteCenjem endotelne
membrane mozdanih krvnih zila. OStec¢enje endotelne membrane mozdanih krvnih zila dovodi
do nekontroliranog ulaska iona i bjelan¢evina iz vaskularnog u intestinalni prostor mozdanog
tkiva. Anatomski, ove promjene dovode do povecanja volumena izvanstani¢nog prostora
(45,47). Citotoksi¢ni mozdani edem je obiljezen unutarstani¢énim nakupljanjem vode u
ziv€anim stanicama, astrocitima i1 glija stanicama, a zbog povecane propusnosti njihove
staniéne membrane i zatajivanja ionske pumpe. | vazogeni i citotoksi¢ni mozdani edem

dovodi do poveéanja unutarmozdanog tlaka i razvoja sekundarne ozljede (48,49).

1.1.4. Epidemiologija bolesnika s teskom ozljedom mozga

TeSka ozljeda srediSnjeg Ziv€anog sustava vodeci je uzrok smrtnosti i1 trajnih neuroloskih
oSte¢enja u mladih ljudi, u dobi izmedu 18. i 45. godine Zivota, u industrijaliziranim zemljama
(25). Svjetska zdravstvena organizacija u svojem izvjestaju iz 2004. godine o prevenciji
ozljeda uzrokovanim prometnim nesreCama utvrdila je da ¢e do 2020. godine ozljede
zadobivene u prometnim nesre¢ama, 0s0bito teska ozljeda srediSnjeg zivéanog sustava, biti
medu tri najceS¢e bolesti suvremenog svijeta i uzroka invalidnoOsti i smrtnosti stanovnistva
(50). Ucestalost bolesnika s teSkom ozljedom mozga varira s obzirom na dob, spol,
zemljopisno podneblje i druge ¢imbenike. Iako su epidemioloski podatci o ucestalosti
bolesnika s teSkom ozljedom mozga u razli¢itim zemljama razli¢iti, procjenjuje se da se
ozljeda mozga javlja u oko 100 do 600 osoba na 100 000 stanovnika, a od toga su 10%
bolesnici s teSkom ozljedom mozga (51). Najcesci uzrok ozljede mozga su prometne nesrece

(34-50%), padovi (10%), ranjavanja hladnim ili vatrenim oruzjem (9-39%) te ostali uzorci,
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kao npr. zlostavljanje djece (17%) (52). S obzirom na povecani broj prometnih nesreca
ucestalost bolesnika s ozljedom mozga znacajno je porasla u posljednjih nekoliko desetlje¢a
(53). Procjenjuje se da godisnje oko 180 do 250 osoba na 100 000 stanovnika zadobije
ozljedu mozga u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD), u Francuskoj 281, u Juznoj Africi
361 osoba, u Australiji 322, a u Velikoj Britaniji 430 osoba na 100 000 stanovnika (54,55). U
Europskoj Uniji godisnje se bolnicki zbrinjava oko 230 osoba s ozljedom mozga na 100 000
stanovnika (53). Najveca ucestalost bolesnika s ozljedom mozga je u dobi izmedu 18. i 45.
godine zivota. Djeca u dobi do 5. godina te starija populacija od 80. godina Zivota takoder
predstavljaju rizi¢nu skupinu za ozljedu mozga koja je 1 najucestaliji uzrok hospitalizacije 1
smrtnosti ovih bolesnika (56). S obzirom na spol, najvecéa ucestalost ozljede mozga su mladi
muskarci i procjenjuje se da dvostruko vise muskaraca nego zena ima teSku ozljedu mozga i
Cetiri puta veéi rizik od smrtnog ishoda (56). Socijalno-ekonomski status takoder znatno
utjeCe na ucestalost osoba s ozljedom mozga, te se pokazalo da zemlje nizeg socijalno-
ekonomskog statusa imaju vecu ucestalost bolesnika s ozljedom mozga nego visoko razvijene
zemlje (57). Teska ozljeda mozga je uzrok smrtnosti u jedne tre¢ine do jedne polovice svih
smrtnosti uzrokovanih vanjskom ozljedom (54). Oko polovice bolesnika s teskom ozljedom
Mozga umire na mjestu nesrece (54). Prema epidemioloskim podatcima SAD, procjenjuje se
da ¢e 21% bolesnika s teSkom ozljedom mozga umrijeti unutar 39 dana od ozljede (58).
Smrtnost bolesnika s teSkom ozljedom mozga ovisi o mehanizmu ozljede, nacinu lijecenja 1
bioloSkim osobitostima bolesnika. IstraZzivanja u SAD su pokazala da bolesnici s teSkom
ozljedom mozga koja je zadobivena vatrenim oruZjem imaju vecu smrtnost (38-91%), nego

bolesnici s teSkom ozljedom mozga zadobivenom u prometnoj nesredi ili pri padu (10%) (54).

1.1.5. Mjere sprjecavanja ozljede mozga

S obzirom da se ozljede mozga vrlo Cesto javljaju pri stradavanju osoba u prometnim
nesreCama, unapredenje 1 pridrzavanje mjera zaStite u prometu su najvaznije mjere u
sprjeCavanju ozljede mozga. Ove mjere ukljuCuju noSenje =zaStitnih kaciga, vezanje
sigurnosnim pojasevima, voznja djece u sigurnosnim stolicama, prilagodavanje brzine vozila
uvjetima u prometu i sli¢no. Padovi se mogu sprijeciti postavljanjem rukohvata na stubiStima,
micanju klizavih tepiha, postavljanjem sigurnosne zastite na podove, vrata i slicne mjere.
Ozljede na sportskim i djecjim igralistima potrebno je sprijediti provodenjem sigurnosnih
mjera kao Sto su ogradivanje igraliSta, postavljanje podloge koja ublazava udarce i slicno.
Ucinkovito obrazovanje i provodenje sigurnosnih mjera pri nosenju i uporabi oruzja postupci

su kojima se moze sprijeciti ranjavanje (59,60).
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1.1.6. Dijagnostika bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Dijagnoza bolesnika s teSkom ozljedom mozga postavlja se na osnovi klinickog pregleda,
nalaza CT i NMR. Klinicki pregled podrazumijeva neurolosku procjenu stanja svijesti
bolesnika koriStenjem GCS. Na osnovu GCS bolesnici s teSkom ozljedom mozga su oni kod
kojih je GCS manja ili jednaka 8. NeuroloSki pregled procjenjuje tezinu ozljede mozga
ispitivanjem oblika 1 veliine zjenica te njihovog odgovora na svjetlost. Suzavanje zjenica
posredovano je parasimpatickim podrazajem tre¢eg mozdanog zivca i njegovih jezgara u
mozgu. Jednostrano Siroka zjenica je rezultat pritiska na tre¢i mozdani Zivac, oStecenja
njegovih jezgri ili samoga Zivca. OStecenje optickog Zivca, koji se obi¢no javlja kod ozljeda
prednjeg mozdanog reznja, ocituje se ukoCenim i tromim zjenicama. Obostrano ukocene
zjenice se javljaju u oko 20% do 30% bolesnika s teskom ozljedom mozga i obi¢no ukazuje
na lo§ ishod lijecenja (58). Nereaktivne zjenice su obi¢no povezane s nikim GCS, loSim
nalazom CT na kojem se vide zatvorene bazalne cisterne (58). Detaljna dijagnoza teske
ozljede mozga postavlja se radioloskim tehnikama: CT i NMR. Pokazalo se da 68% do 94%
bolesnika s teSkom ozljedom mozga ima patoloski nalaz CT koji se najcesée ocituje kao
pritisak na bazalne cisterne, traumatsko subarahnoidalno krvarenje, subduralni hematom,
unutarmozdano Kkrvarenje, pomak srednje mozdane crte (58). Na osnovi CT nalaza ozljeda

mozga se najcesce dijeli na Sest razreda koristenjem Marshallove razradbe (Tablica 3) (61).

Tablica 3. Marshallova razradba ozljede mozga

razina 1 normalni nalaz CT (smrtnost 9,6%)

razina 2 cisterne otvorene, pomak <5 mm (smrtnost 13,5%)
razina 3 cisterne potisnute, pomak <5 mm (smrtnost 34%)
razina 4 pomak > 5 mm (smrtnost 56,2%)

Kompjuterizirana tomografija je brza, visoko pouzdana i Siroko primjenjivana tehnika u
dijagnostici i pracenju tijeka lijeCenja bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Uz CT i NMR se
koristi u dijagnostici ozljede mozga, a njezina je prednost u detaljnijem prikazu mozdanih
struktura i njihovih oStecenja. Nuklearna magnetska rezonancija je vrlo uéinkovita tehnika u

dijagnostici difuzne aksonalne ozljede (10).
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1.1.7. Lijecenje bolesnika s teSkom ozljedom mozga

1.1.7.1. Opéa nacela lijecenja bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Opca nacela lijeCenja bolesnika s teskom ozljedom mozga Cine odrzavanje prikladnog i
stabilnog mozdanog perfuzijskog tlaka, odrzavanje prikladne mozdane i tkivne oksigenacije,
izbjegavanje hipo- i hiperkapnije, hipo- i hiperglikemije te sekundarne ozljede mozga.
Uvodenje ovih nacela u klinicku praksu razlikuje se izmedu razli¢itih centara za zbrinjavanje
ozljede mozga. Uzrok ove razli€itosti je u razli€itoj povijesnoj praksi, lokalnim nacelima te
nedostatku jasnih dokaza o koristi pojedinih terapijskih postupaka u lijeCenju bolesnika s
teSkom ozljedom mozga. Vecina centara danas primjenjuje Smjernice za lijeenje teSke
ozljede mozga donijete od strane Zaklade za ozljedu mozga (BTF engl. Brain Trauma
Foundation), Ameri¢kog udruzenja neurokirurga (AANS, engl. American Association of
Neurological Suregons) i Kongresa neurokirurga (CNS, engl. Congress of Neurological
Surgeons) koje su prvi puta donijete 1995., preradene 2001. te kona¢no dopunjene 2007.
godine (67).

1.1.7.1.1. Smjernice za lijecenje bolesnika s teSkom ozljedom mozga

1.1.7.1.1.1. Lije€enje hipoksije 1 hipertenzije

U bolesnika s teSkom ozljedom mozga hipoksija i hipotenzija uzrokuju sekundarnu ozljedu
mozga, te povecavaju postotak razvoja komplikacija i smrtnosti (16,18). Cilj lijeCenja
bolesnika s teSkom ozljedom mozga je izbjegavati 1 lijeCiti hipotenziju tj. odrzavati
hemodinamsku stabilnost ovih bolesnika. Potrebno je sprijeciti pad stistolickog tlaka ispod 90
mmHg, odrzavati srednji arterijski tlak izmedu 90 do 110 mmHg, a puls odrZavati izmedu 60 1
100 otkucaja u minuti. Ovi ciljevi se postizu prikladnom volumskom nadoknadom i
primjenom vazoaktivnih lijekova. Odrzavanje prikladnog sustavnog krvnog tlaka preduvjet je
zadovoljavaju¢e mozdane cirkulacije. Uz hemodinamsku stabilnost bolesnika s teskom
ozljedom mozga potrebno je izbjegavati hiposkiju tj. smanjenje parcijalnog tlaka ugljikovog
dioksida u arterijskoj krvi (PaCO>) ispod 60 mmHg ili saturacije arterijske krvi (sO2) ispod
90%, a to se postize prikladnom strojnom ventilacijom. Bolesnike s teSkom ozljedom mozga
potrebno je endotrahealno intubirati i strojno ventilirati da bi se postigli ciljni respiracijski
parametri, a to su: sO2 > 95%, PaCO- 4,5-5,0 kPa. Ove vrijednosti se postizu podeSavanjem
parametara strojne ventilacije, a oni ukljucuju: udisajni volumen 6-8 ml/kg tjelesne tezine uz
udahnutu frakciju kisika (FiO2) < 0,6, podesavanje pozitivnog tlaka na kraju izdaha (PEEP,

engl. positive end expiratory pressure) od 4 cmHO do razine potrebne za primjerenu
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oksigenaciju, inspiracijski plato oko 0,2 sekunde, vr$ni tlak u disnim putovima < 30 cm H20,

odnos udisaja i izdisaja 1:2 (63).

1.1.7.1.1.2. Hiperosmolarno lijecenje

Hiperoslolarne tekucine koje se danas koriste u klinickoj praksi bolesnika s teSkom ozljedom
mozga su mantiol i hipertonicna otopina. Manitol se koristi za snizavanje poviSenog
unutarmozdanog tlaka zbog povoljnog uc¢inka na ICP, mozdani perfuzijski tlak (CPP, engl.
cerebral perfusion pressure) te metabolizam mozga. Jo$ uvijek postoje nesuglasice o to¢nom
mehanizmu djelovanja manitola. Smatra se da manitol djeluje putem dva razli¢ita mehanizma.
Jedan je da manitol djeluje kao plazma ekspander, smanjuje hematokrit, povecava elasti¢nost
eritrocita smanjujuci time viskoznost krvi, §to povecava protok krvi kroz mozak i dostavu
kisika u mozdano tkivo (64-65). Ovaj u¢inak manitola se ostvaruje unutar nekoliko minuta od
primjene te se smatra da se ovim mehanizmom moZe objasniti brzi u¢inak manitola na
smanjenje ICP. Drugi mehanizam djelovanja manitola je njegov osmotski ucinak tj.
povlacenje vode iz stanica u medustanicni i unutarzilni prostor. Za ovaj ucinak je potrebno
oko 15 do 30 minuta, a traje od 90 minuta do 6 sati. Osim manitola, za snizavanje ICP
ograni¢eno se preporuc¢a KoriStenje hepertoni¢nih otopina. Pretpostavljeni mehanizam
djelovanja hipertoni¢nih otopina na ICP je osmotski prijelaz vode preko krvno-mozdane
zapreke | smanjenje tekucine unutar mozdanog tkiva. Drugi mehanizam je da hipertoni¢ne
otopine ,,dehidriraju” endotelne stanice i eritrocite povecavajuéi promjer krvnih zila dovode¢i
do povecanja volumena plaze i povecanog protoka krvi kroz mozdano tkivo. Negativni uc¢inak
hipertoni¢nih otopina je povecéani rizik razvoja plu¢noga edema kod bolesnika u kojih

dodatno postoje sréana ili plu¢na patologija (66).

1.1.7.1.1.3. Postavljanje sustava za mjerenje untarmozdanog tlaka

Postavljanje sustava za mjerenje ICP podrazumijeva postavljanje katetera za mjerenje ICP u
epiduralni, subduralni, subarahnoidalni, tkivni ili ventrikularni prostor. Ventrikularni sustav
za mjerenje ICP se najceSce koristi 1 predstavlja standard za mjerene ICP. Unutarmozdani tlak
oznacava tlak unutar lubanje, a time i mozdanog tkiva i cerebrospinalne tekucine i normalno
iznosi od 7 do 15 mmHg. Unutarmozdani tlak znatno utjeCe na CPP Kkoji predstavlja razliku
izmedu srednjeg arterijskog tlaka (MAP, engl. mean arterial pressure) i ICP i najvazniji je
¢imbenik o kojemu ovisi funkcionalna sposobnost i cjelovitost mozdanih stanica. U bolesnika
s teSkom ozljedom mozga dolazi do povisenja ICP i razvoja intrakranijalne hipertenzije koje

nepovoljno utjeCe na ishod lijecenja ovih bolesnika. Postavljanje sustava za mjerenje ICP te
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stalno mjerenje ICP se preporuca u bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Ciljevi lijecenja
bolesnika s teSkom ozljedom mozga je odrzavanje ICP < 15 mmHg i CPP 60 do 70 mmHg.
To se moze posti¢i prikladnom ventilacijom, analgosedacijom, drenazom cerebrospinalne

tekucine i primjenom hiperosmolarnih otopina (67).

1.1.7.1.1.4. Analgezija i sedacija

Brojni analgetici i sedativi se koriste u lije¢enju bolesnika s teSkom ozljedom mozga zbog
svojih povoljnih ucinaka (68). Oni smanjuju lokalne i druge Stetne podrazaje koji mogu
dovesti do povecanja ICP, sustavnog arterijskog tlaka i tjelesne temperature koji dodatno
kompliciraju tijek lijeCenja bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Najces¢i koriSteni sedativi u
lijeCenju bolesnika s teSkom ozljedom mozga su barbiturati, propofol i benzodijazepini. Od
1930.-tih godina prosloga stoljeca zna se da visoke doze barbiturata smanjuju ICP na nacin da
smanjuju tonus i otpor krvnih zila mozga, metabolizam mozga, sprjeavaju stvaranje
slobodnih kisikovih radikala posredovano aktivacijom lipidne peroksidaze te sprjeCavaju
aminokiselinama posredovano oste¢enje mozdanog tkiva (69,70). Propofol smanjuje mozdani
metabolizam i mozdanu potro$nju kisika te se ¢esto primjenjuje za smanjenje i kontrolu ICP
(71). Medutim zbog moguceg razvoja tzv. sindroma infuzije propofolom (hiperkalijemija,
hepatomegalija, lipemija, metabolicka acidoza, popusStanje srca, ramdomioliza, bubrezno
zatajivanje) uporabu propofola u bolesnika s teSkom ozljedom mozga treba ograniciti na kraci
vremenski period (72). Tradicionalno, benzodijazepini su se dugo vremena izbjegavali
primjenjivati u bolesnika s teSkom ozljedom mozga zbog svojeg depresivnog ucinka na
srediS$nji Ziv€ani sustav 1 dugotrajnog djelovanja. Medutim, otkri¢em midazolam zapocela je
Siroka primjena benzodijazepina u bolesnika s teSkom ozljedom mozga zbog kraceg
djelovanja i dobre kontrole agitacije uzrokovane strojnom ventilacijom (73). Uz sedative,
analgezija opijatima (morfin) i opioidima (fentanil, sufentanil, alfentanil, remifentanil) se
primjenjuje u lijecenju bolesnika s teSkom ozljedom mozga. lako su brojne studije pokazale
malo, ali zna¢ajno povecanje ICP nakon davanja fentanila i sufentanila, istrazivanje Lavera i

sur. je pokazalo da sporo davanje opioida ne dovodi do povecanja ICP (74).

1.1.7.1.1.5. Nadzor mozdane oksigenacije

LijeCenje teske ozljede mozga je usmjereno sprjecavanju sekundarne ozljede mozga. Da bi se
ovaj cilj postigao potrebno je osigurati dostatnu dostavu kisika i glukoze u mozdano tkivo.
Dostava kisika u mozak je rezultat sadrzaja kisika u krvi mozdanog krvnog protoka. Dostava

glukoze u mozak takoder ovisi 0 mozdanom krvnom protoku. Da bi se omoguc¢io nadzor
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dostave kisika i drugih tvari mozdanom tkivu, posljednjih nekoliko godina razvile se su
metode stalnog nadzora mozdanog krvnog protoka. Ove metode nadziru mozdani krvi protok
izravno (trans-kranijalni dopler, termalne difuzijske probe) ili neizravno (nadzor saturacije
jugularne vene, infracrvena spektrometrija) ili procjenjuju metabolicko stanje mozga
(mozdana mikrodijaliza). Brojna su istrazivanja koja preporucuju njihovu uporabu u klini¢koj
praksi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga, ali do sada nema dovoljno ¢vrstih dokaza koji
bi ukazali da su podatci, koje ove metode donose, korisni u lije¢enju i prognozi ovih bolesnika
(75).

1.1.7.1.1.6. Hiperventilacija

Agresivna hiperventilacija (PaCO2 < 25 mmHg) se dugo vremena koristila za lijeCenje
bolesnika s teSkom ozljedom mozga zbog svojeg ucinka u snizavanju ICP. Hiperventilacija
smanjuje ICP uzrokujuéi suZenje mozdanih krvnih zila 1 posljedicno smanjenje mozdanog
krvnog protoka. Zadnjih 20 godina istrazivanja su pokazala da je mozdani krvni protok
znacajno smanjen prvog dana nakon ozljede mozga te postoji moguénost mozdane ishemije
primjenom agresivne hiperventilacije u prvim danima nakon ozljede. Stoga se preporuca da se
agresivna hiperventilacija izbjegava 24 sata nakon teSke ozljede mozga, a ako se i koristi
tijekom daljnjeg lije¢enja preporuca se nadzor jugularne venske saturacije i mozdane tkivne

oksigenacije (76).

1.1.7.1.1.7. Profilakti¢na hipotermija

lako se hipotermija (snizavanje tjelesne temperature) Cesto profilakticki primjenjuje za
snizavanje ICP u bolesnika s teSkom ozljedom mozga, znanstvena literatura je nedostatna da
podrzi Cinjenicu da hipotermija povoljno djeluje na ishod lijecenja bolesnika s teskom
ozljedom mozga. Preliminarni rezultati ukazuju da bi hipotermija mogla smanjiti smrtnost s

teSkom ozljedom mozga ako se primjenjuje vise od 48 sati (77).

1.1.7.1.1.8. Sprjecavanje epileptickih napadaja

Procjenjuje se da u 4 do 42% bolesnika s teSkom ozljedom mozga dolazi do pojave
epileptickih napadaja. Oni mogu biti rani i pojavljuju se unutar 7 dana od ozljede ili kasni koji
se javljaju nakon 7 dana. Epilepti¢ki napadaji mogu dovesti do povecanja ICP, sustavnog
arterijskog tlaka, smanjene dostave kisika mozdanome tkivu te oslobadanja velike koliCine

ziv€anih prijenosnika. S druge strane, antikonvulzivni lijekovi mogu uzrokovati osip, ataksije,
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Steven-Johnsonov sindrom pa se stoga profilakti¢éna uporaba antikonvulzivnih lijekova ne

preporuca. Njihovu primjenu treba procijeniti individualno ovisno o bolesniku (78).

1.1.7.1.1.9. Sprjecavanje duboke venske tromboze

Bolesnici s teSkom ozljedom mozga imaju veliki rizik za razvoj duboke venske tromboze.
Vecina dubokih venskih tromboza je tiha bez znacajnih nepovoljnih ucinaka (79). Studija
Page i sur. je pokazala da se u 0,38% bolesnika s teSkom ozljedom mozga javlja pluéna
embolija kao posljedica tromboze dubokih vena nogu (80). Plu¢na embolija je povezana s
visokim stupnjem smrtnosti u ovih bolesnika. Stoga je sprjecavanje duboke venske tromboze
u bolesnika s teSkom ozljedom mozga vazna mjera njihovog lijeCenja. Mjere sprjeCavanja
duboke venske tromboze ukljucuju bandazu nogu i davanje niskomolekularnog heparina.
Davanje niskomolekularnog heparina moze uzrokovati unutarmozdano i sustavno krvarenje
koje moze biti tek neznatno, ali i smrtonosno. lako Smjernice za lije¢enje bolesnika s teSkom
ozljedom mozga preporucuju davanje niskomolekularnog heparina, izbor i nacin davanje

lijeka ovisi 0 osobinama samog bolesnika (81)

1.1.7.1.1.10. Prehrana

Do 80-tih godina prosloga stolje¢a opée je bilo prihva¢eno misljenje da su kod bolesnika s
teSkom ozljedom mozga smanjene energetske potrebe. Medutim zadnjih 25 godina brojne
studije su pokazale da u bolesnika s teSkom ozljedom mozga postoji stanje hipermetabolizma
1 povecano stvaranje dusikovih spojeva (83,83). Mjerenja su pokazala da se utroSak energije u
bolesnika s teSkom ozljedom mozga kreé¢e od 120% do 250% od ocekivanog (83). Stoga je u
bolesnika s teSkom ozljedom mozga potrebno ostvariti potpunu kalorijsku nadoknadu unutar
tjedan dana od ozljede. Kalorijsku nadoknadu treba zapoceti za ne dulje od 72 sata od ozljede.
Ona se ostvaruje bilo parenteralnim, bilo enteralnim putem te njihovom kombinacijom.
Najcesc¢i nadin prehrane je enteralni putem oro- ili nazo-gastricne sonde. Ne postoje posebne
formule za prehranu bolesnika s teSkom ozljedom mozga ve¢ se daju one formule koje sadrze
i ugljikohidrate i lipide i bjelancevine, cesto uz dodatak glutamina, arginina, omega-3-masnih
kiselina, vitamina i drugih tvari. S obzirom da hiperglikemija pogorSava hiposki¢no-
ishemijsko osStecenje mozga preporuca se odrzavati normoglikemiju u bolesnika s teskom

ozljedom mozga (84).
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1.1.7.1.1.11. Kortikosteroidi

Kortikosteroidi su prvi puta uvedeni u lije¢enje mozdanog edema ranih 60-tih godina prosloga
stoljea. Pokusi su pokazali da su kortikosteroidi vrlo korisni u obnovi povecane
popustljivosti krvnih zila mozga kod mozdanog edema, smanjenja lu¢enja cerebrospinale
tekuc¢ine 1 sprjeCavanju stvaranja slobodnih kisikovih radikala (98). Povoljan ucinak
kortikosteroida ocituje se u smanjenju mozdanog edema, 0sobito u bolesnika s tumorom
mozga (86). Kortikosteroidi su se koristili u Sirokoj praksi u razli¢itim neurokirur§kim
zahvatima te su se 70-tih godina prosloga stoljec¢a poceli primjenjivati i u lijeCenju bolesnika s
teSkom ozljedom mozga. Medutim, istrazivanja u 80-tim i 90-tim godinama prosloga stoljeca
nisu uspjela pokazati povoljan ucinak koritikosteroida u lijecenju bolesnika s teskom
ozljedom mozga (87-90). Da bi se ispitao ucinak kortikosteroida na ishod lije¢enja bolesnika s
teSkom ozljedom mozga pocetkom ovoga stoljeca provedena je velika prospektivna
randomizirana placebo kontrolirana multicentri¢na studija (CRASH trail, engl. Corticosteroid
Randomization after Significant Head Injury) koja je ukljuc¢ila 10 008 bolesnika s teskom
ozljedom mozga (91). Ova studija je pokazala nepovoljan u¢inak visoke doze kortikosteroida
na ishod lijeCenja bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Ovi rezultati su ukazali na
imunosupresivni uc¢inak kortikosteroida u bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Stoga
danasnje Smjernice za lijeCenje bolesnika s teSkom ozljedom mozga ne preporucuju primjenu

kortikosteroida ve¢ ih smatraju potencijalno stetnima (92).

1.1.7.1.2. Specificno lijecenje bolesnika s teskom ozljedom mozga

Razumijevanje patofiziologije teSke ozljede mozga dovelo je do wuvodenja brojnih
farmakoloskih tvari u lijeCenju bolesnika s teSkom ozljedom mozga. lako se ciljana
farmakoloSka terapija pokazala ufinkovitom u zivotinjskim pokusnim modelima, njihova

primjena u klinicku praksu nije polucila zadovoljavajuce rezultate.

1.1.7.1.2.1. Antagonisti kalcijevih kanala

Antagnosti kalcijevih kanala smanjuju ulazak kalcija u stanicu na nac¢in da blokiraju kalcijeve
kanale. S obzirom da je teska ozljeda mozga obiljezena brzim ulaskom velike koli¢ine kalcija
u stanicu s posljedi¢nom stani¢nom disfunkcijom, antagonisti kalcijevih kanala koristeni su u
zivotinjskim pokusnim modelima teSke ozljede mozga i pokazali su se vrlo uéinkovitim u
ishodu njihovog lijecenja (93). Primjena antagonista kalcijevih kanala, osobito nimodipina,
pokazala se u¢inkovita u lijeCenju bolesnika s aneurizmatskim subarahnoidalnim krvarenjem

(94), pa je stoga bilo logi¢no ocekivati da ¢e njihova primjena biti uéinkovita i u bolesnika s
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teSkom ozljedom mozga. Medutim, provedena klinic¢ka istrazivanja su pokazala da primjena
antagonista kalcijevih kanala, ukljucuju¢i i nimodipin, u lijeCenju bolesnika s teSkom

ozljedom mozga znacajno ne pridonose boljem ishodu lijeenja ovih bolesnika (95).

1.1.7.1.2.2. Aminosteroidi

Teska ozljeda mozga dovodi do disfunkcije mitohondrija, aktivacije lipidne peroksidaze,
oslobadanja slobodnih kisikovih radikala i u konacnici smrti stanice (16). Predklinicka
istrazivanja u pokusnim Zivotinjskim modelima teSke ozljede mozga su pokazala da inhibitori
lipidne perkosdaze, kao $to je tirilazad mesilat, smanjuje razvoj komplikacija i smrtnog ishoda
ovih zivotinja (96). Medutim, klini¢ka primjena aminosteroida kao §to je tirilazad mesilat, nije

bila u¢inkovita u lije¢enju bolesnika s teSkom ozljedom mozga (97).

1.1.7.1.2.3. Antagonisti NMDA receptora

U pokusnim i klinickim istrazivanjima jasno je dokazano da u zivotinja i bolesnika s teSkom
ozljedom mozga dolazi do oslobadanja velike koli¢ine glutamata koji aktivacijom svojim
NMDA receptora uzrokuje ionsku neravnotezu s posljediénim bubrenjem i u konacnici smrti
stanice (18). Iako su istrazivanja na pokusnim zivotinjskim modelima pokazala povoljan
ucinak antagonista NMDA receptora (npr. selfotel, traxoprodil, D-CCP-ene) na prezivljavanje
zivotinja s teSkom ozljedom mozga, njihova primjena u klini¢koj praksi nije bila ucinkovita

(98-100).

1.1.7.1.2.4. Magnezij

Magnezij djeluje kao antagonist kalcijevim kanala i NMDA receptora, a utvrdeno je i da
povecava mozdani krvi protok (101). S obzirom na navedena svojstva, o¢ekivalo bi se da
magnezij ima povoljan u¢inak na ishod lijeCenja bolesnika s teskom ozljedom mozga.
Davanje magnezija u zivotinjskim pokusnim modelima s teSkom ozljedom mozga pokazalo se

ucinkovitim, medutim klinicka istraZivanja nisu polucila ovakve rezultate (102-106).

1.1.7.1.2.5. Sintetski kanabinoidi

Zadnjih nekoliko godina intenzivno se istrazuje endokanabinoidni sustav za koji vjeruje da
moze imati potencijalno zastitnu ulogu u srediSnjem zivéanog sustavu. Ovaj se sustav sastoji
od dva receptora, CB1 i CB2 i tri tipa ednokanabinodinih liganada te endogenih kanabionida
koji su derivati arahidonske kiseline (107). CB1 receptor se nalazi na sredi$njem ziv€anom

sustavu 1 brojnim perifernim tkivima dok je CB2 receptor naden na stanicama imunoloskog
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sustava, ali ne i u mozgu (107-109).Vezujuéi se na svoj receptor kanabionidi, medu ostalim
ucincima, smanjuju oslobadanja glutamata i proupalnih citokina te sprjecavaju oslobadanje
slobodnih kisikovih radikala za koje se zna da imaju nepovoljan ucinak u patofizioloSkim
zbivanjima ozljede mozdanog tkiva (111,112). Primjena sintetskog kanabionoida HV-211
(dexanabinola) pokazala je povoljan u¢inak u smanjenju smrtnosti pokusnih Zivotinja i
bolesnika s teskom ozljedom mozga u fazi | i fazi II klinickog ispitivanja (112). Medutim,
velika multicentricna placebo-kontrolirana faza III klinickog ispitivanja primjene
dexanabinola u bolesnika s teSkom ozljedom mozga je pokazala da njegova primjena nema

povoljan u¢inak na ishod lije¢enja ovih bolesnika (113).

1.1.7.1.2.6. Modulatori kinin/kalikreinskog sustava

Ostec¢enje mozdanih struktura dovodi do aktivacije kinin/kalikerinskog sustava Kkoji
pojac¢avanja upalni odgovor oslobadanjem dusi¢nog oksida, citokina, slobodnih kisikovih
radikala i glutamata (114). Ove ucinke bradikinin, tvar kininskog/kalikreinskog sustava,
ostvaruje vezivanje za receptore B1 i B2 (115,116). Davanje antagonista receptora B1 i B2
testirano je u nekoliko zivotinjskih modela i u Klinickim studijama bolesnika s teSkom
ozljedom mozga (117,119). Iako su se rezultati ¢inili obe¢avajuci, osobito u istrazivanjima na
zivotinjskim modelima, niti jedna studija nije pokazala povoljan u¢inak njihove primjene na

ishod lijecenja u bolesnika s teSkom ozljedom mozga (118).

1.1.7.1.2.7. Progesteron

Znacajan broj radova je pokazao da se progesteron nalazi u mozgu ¢ovjeka i zivotinja i da ima
potencijalno zastitni ucinak na mozak (120,121). U pokusima u Zivotinjama s teSkom
ozljedom mozga se pokazalo da progesteron znafajno smanjuje mozdani edem, gubitak
zivCanih stanica te sprjecava razvoj sekundarne ozljede mozga (120,). Rezultati predklinickih
studija doveli su do klinicke primjene progesterona u lijecenje bolesnika s teSkom ozljedom
mozga. | faza 1 i faza II klinickog ispitivanja su pokazale da bolesnici s teSkom ozljedom
mozga koji su lijeCeni progesteronom imaju manju smrtnost i bolji ishod lijecenja (124). Ovi
rezultati ukazuju da bi progesteron mogao biti jedan od znacajnih specificnih farmakoloskih

tvari u lijecenju bolesnika s teSkom ozljedom mozga.

1.1.8. Komplikacije u bolesnika s teSkom ozljedom mozga
Komplikacije koje se javljaju u bolesnika s teskom ozljedom mozga su brojne i predstavljaju

znacajan medicinski i socijalno-ekonomski problem. Ovisno o osobitostima i duljini trajanja
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ozljede mozga, komplikacije mogu biti fizicke, kognitivne, emocionalne i bihevioralne.
Teska ozljeda mozga moze uzrokovati prolazni ili trajni poremecaj stanja svijesti kao $to je
mozdana koma, trajno vegetativno stanje ili mozdana smrt (125,126). Cesto se u bolesnika s
teSkom ozljedom mozga javljaju poremecaji motorike kao Sto je tremor, ataksija, mioklonusi
ili Parkinsonova bolest (125,126). Rizik pojave post-traumatskih epileptickih napadaja je
izrazito velik u ovih bolesnika (127). Gubitak vida, sluha ili okusa se javlja kada je oSte¢en
onaj dio mozga gdje se nalazi centar za pojedini osjet (6). Dijabetes insipidus s posljedi¢cnom
elektrolitnom neravnoteZom dodatna je komplikacija teSke ozljede mozga koja zahtijeva brzo
i ucinkovito lije¢enje. Poremecaji u ponasanju Cesto se javljaju u prezivjelih bolesnika s
teSkom ozljedom mozga, a o€ituju se kao nedostatak paznje, amnezija, poremecaj rasudivanja
i misljenja, smanjenje brzine obradivanja informacija, nedostatak izvr$nih funkcija kao §to su
planiranje, procjenjivanje, rjesavanje zadanih problema (125). Bolesnici koji prezive teSku
ozljedu mozga mogu imati problema u shvacanju ili izgovaranju izgovorenih i napisanih rijeci
i reCenica. Oni Cesto pate od depresije, anksioznosti, manije, apatije, agresije, bipolarnog
poremecaja, shizofrenije te ovisnosti o alkoholu ili drogama (128).

Tijek lije¢enja ovih bolesnika ¢esto se dodatno komplicira razvojem tzv. nozokomijalnih
infekcija. Nozokomijalne infekcije su infekcije koje se javljaju 48-72 sata nakon primitka
bolesnika u bolnicu, a ocituju se kao upala pluca, infekcija mokraénog sustava i/ili sepsa.
Najces¢i uzro€nici nozokomijalnih infekcija ovise o podneblju, o putu ulaska uzro¢nika
infekcije, o karakteristikama svakog pojedinog bolesnika, te brojnim ostalim ¢imbenicima.
Nozokomijalne infekcije zahvacaju oko 30% svih bolesnika lijeCenih u jedinicama
intenzivnog lijeCenja (129). Bolesnici s ozljedom srediSnjeg Zziv€anog sustava razliCite
etiologije najpodloZniji su pojavi nozokomijalnih infekcija s ucestalos¢u od 21-60%.
Nozokomijalne infekcije u ovih bolesnika predstavljaju najces¢u ekstrakranijalnu
komplikaciju koja produljuje tijek i negativnho utje¢e na ishod njihovog lijecenja (130).
Moguc¢i uzroci razvoja infekcija u bolesnika s teSkom ozljedom mozga su mnogostruki, a
ukljuuju primjenu invazivnih mjera intenzivnog lijeCenja. Danas se zna da je ozljeda
srediSnjeg zZiv€anog sustava neovisni ¢imbenik koji nepovoljno utjece na imunoloski sustav

¢ineci bolesnike s ozljedom srediSnjeg ziv€anog sustava sklonim k razvoju infekcija.
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1.2. STANICE KOJE SUDJELUJU U IMUNOLOSKOJ REAKCIJI

1.2.1. Limfociti B

Limfociti B su populacija stanica koja na svojoj povrsini izrazava B stani¢ni receptor (BCR,
engl. B cell receptor) tj. molekulu imunoglobulina (Ig) koja predstavlja receptor za specificne
antigenske epitope (131). Limfociti B su nosioci protutijelima posredovane imunosti. Naziv
im potjece od kratice za limfni organ gdje nastaju, a to je koStana srz u sisavaca (engl. bone
marrow) ili Fabriciusova burze u ptica (engl. bursa of Fabricius). Glavna funkcija limfocita B
je stvaranje protutijela, sluze kao antigen predo¢ne stanice (APS), mogu luditi i citokine te

sudjelovati u regulaciji imunoloskog odgovora.

1.2.1.1. Biljezi limfocita B

Receptor za antigen za limfocite B (BCR) je molekula protutijela (Ig) i integralni je dio
stanicne membrane. Molekula Ig se sastoji od dva jednaka laka i teSka lanca na kojim se
razlikuje varijabilna (V) i konstantna (C) regija. Varijabilna regija teSkog lanca sadrzi tri
dijela V, D i J koji se nasumice rekombiniraju u procesu zvanom VDJ rekombinacija i
stvaraju jedinstvenu varijabilnu domenu Ig za svaki limfocit B (132). Na osnovi grade teSkog
lanca Ig se dijele u klase ili razrede te se razlikuje pet osnovnih protutijela: IgA, IgD, IgE, 1gG
i IgM. Membranski odsje¢ak molekule Ig je kratak pa se nakon vezivanja s antitijelom ne
moze prenijeti signal u stanicu. Za to dodatno sluzi heterodimerna molekula gradena od dvaju
polipeptidnih lanaca Igo/B (CD79a i CD79p). Zajedno s receptorom Ig ove molekule ¢ine B
stani¢ni receptorski kompleks. Molekule Igo/p imaju citoplazmatski rep na kojem su ITAM
sekvencije (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) preko kojih se pokrece
unutarstanicno signaliranje (131). Limfociti B na svojoj povrSini izraZzavaju molekule koje se
nazivaju koreceptorskim molekulama i ¢ine B stani¢ni koreceptorski kompleks (132). Taj
kompleks ¢ine molekule CD19, CD21, CD81. Citoplazmatski dijelovi ovih molekula su
povezani citoplazmatskim dijelovima molekula Iga/p i pojacavaju prijenos signala u stanicu.
Na povrsini limfociti B izraZeni su 1 receptori koji vezu nespecifi¢ni dio molekule protutijela
(Fc ulomak), a to su CD23 i CD32. CD23 je receptor slabog afiniteta za Fc ulomak IgE te se
smatra da mu je glavna funkcija endocitoza imunokompleska sastavljenih od IgE i antigena.
CD32 je receptor za Fc ulomak IgG i izraZen je na povrsini svih limfocita B, a odgovoran je
prijenos inhibicijskog signala u stanicu (132). Na povrsini limfocita B nalaze se molekule ili
antigeni MHC-11 i kostimulacijska molekule B7 koje osposobljavaju limfocite B da djeluju

kao APC. Aktivirani limfocit B izrazavaju molekulu CD40 koja se veze za CD40 ligand na
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aktiviranom limfocitu T Sto je kljucno za daljnju aktivaciju i1 diferencijaciju limfocita B nakon
prepoznavanja antigena. Aktivirani biljezi na limfocitima B ukljucuju i receptore za razlicite
citokine kao $to su receptor za IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 1L-6 (131,132).

1.2.1.2. Sazrijevanje limfocita B

Limfociti B u veéine sisavaca nastaju u kostanoj srzi, zatim prolaze nekoliko stadija razvoja
koji se dijelom dogadaju u koS$tanoj srzi, a dijelom u sekundarnim limfnim organima.
Sazrijevanje limfocita B u koStanoj srzi unaprijed je programiran slijed dogadaja, dok se
sazrijevanje u sekundarnim limfnim organima dogada pod utjecajem tudeg antigena i
podlozno je djelovanju limfocita T. Glavna zbivanja u sazrijevanju limfocita B odnose se na
preuredenje gena za molekulu protutijela (membranski imunoglobulin). S obzirom na vrijeme
I mjesto pojave imunoglobulina na povr$ini stanice, moze se razlikovati nekoliko stadija u
sazrijevanju limfocita B: prastanice limfocita B, stanice pro-B, stanice pre-B, nezreli limfociti
B, zreli naivni limfociti B, memorijski limfocit B i plazma stanice (132). Prastanice limfocita
B izrazavaju molekulu CD34, biljeg mati¢nih stanica, ali ne i biljeg svojstven limfocitima B.
U stadiju pro-B buduci limfocit B zapocinje preuredivanje gena za varijabilnu regiju teskog
lanca Ig razreda IgM za koji je nuzna aktivnost proteina RAG-1 i RAG-2 (engl. recombinant
activatory genes) i koji su odgovorni za aktivaciju procesa genetske rekombinacije. Slijedi
rekombinacija, a na stanici se pocinju izraZzavati molekule glavnog sustava tkivne srodnosti
(MHC, engl. major histocompatibility complex) razreda Il, signalne molekule CD79a i
CD798 i koreceptorske molekule CD19, te molekule CD10 i CD20. Zatim slijede stanice pre-
B u kojih dolazi do preuredenja gena i aktivnog stvaranja lanca p. Stanice pre-B udruzuju
teSki lanac p s laznim lakim lancem tvoreci pro-B stanicni receptor koji je vazan za daljnje
sazrijevanje limfocita B. U daljnjem stadiju, stanica preureduje gene i za laki lanac pa nastaju
pravi Ig koji se izrazavaju na povrSini stanice zajedno sa signalnim 1 koreceptorskim
molekulama. Tako nastaje nezreli limfocit B koji iz koStane srzi prelazi u periferne limfaticne
organe (131). Poslije odlaska u periferiju nezreli limfocit B podlijeze odabiru (selekciji) na
osnovi prilagodbe receptora za vlastite molekule. Ako prilagodba receptora ne uspije limfocit
B ¢e biti uklonjen klonalnom delecijom (132). Nezreli limfocit B uz IgM na svojoj povrsini
izrazava i IgG te koreceptorski kompleks CD21. Ovaj limfocit se naziva zrelim naivnim ili
djevicanskim. Kada zreli naivni limfocit B dode u kontakt s tudim antigenom zapocinje
proces sekundarne diferencijacije koji se odvija uz pomo¢ CD3*CD4" limfocita T i pod

utjecajem citokina (132). Pod utjecajem limfocita T i citokina dolazi do genskog prekapcanja
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1 izrazaja molekula Ig (IgM, IgG, IgA, IgE) na povrSini limfocita B. Kona¢no limfociti B se
diferenciraju u plazma stanice, koje luce protutijela, ili memorijske stanice. Plazma stanice su
vrlo kratkoga vijeka i gube vecéinu biljega limfocita B. Memorijske stanice su dugoga vijeka i

imaju sposobnost recirkulacije.

1.2.1.3. Subpopulacije limfocita B

Najbrojnija skupina limfocita B su limfociti B2. Oni su nosioci humoralne imunosti, nastaju u
kostanoj srZzi i razvijaju se na prethodno opisani na¢in. Oko 5% do 10% svih limfocita u krvi i
perifernim tkivima c¢ine limfociti B1. Veéina ih izrazava biljeg CDS5 koji je svojstven
limfocitima T (133). Molekula CD5 ublazava prijenos signala nakon aktivacije BCR tako da
limfociti B1 mogu biti aktivirani samo jakim antigenima kao $to je bakterijski polisaharidi.
Svojstvo limfocita B1 je da spontano izluc¢uju samo protutijela razreda IgM, ne suraduju s
limfocitima T, ne razvijaju imunolosko pamdenje te stoga predstavljaju stanice urodene
imunosti (134). Nedavno je utvrdeno da postoji jo§ jedna subpopulacija limfocita B tzv.
regulacijski limfociti B. Za njih je svojstveno da se diferenciraju tijekom upale kao $to je
autoimuni eksperimentalni encefalitis, reumatoidni artritis, sustavni eritematozni lupus (135).
Ove stanice smanjuju upalni odgovor lu¢enjem IL-10 i TGFpB i na taj nafin poti¢u proces

cijeljenja i oporavka (136).

1.2.1.4. Funkcija limfocita B

Funkcija limfocita B je prepoznavanje tudeg antigena, predocavanje antigena limfocitima T i
luCenje protutijela. Svaki limfocit B na svojoj povrsini izrazava BCR koji veze specifi¢ni
antigenski epitop. Limfociti B odgovorni su i za predo¢avanje antigena, osobito topljivih, koji
ne mogu predociti druge antigen predo¢ne stanice. Nakon §to se antigen veze za odgovarajuci
imunoglobulinski receptor na limfocitu B, on se internalizira, preradi i predo¢i CD3*CD4*
limfocitu T na povrSini stanice u sklopu molekule MHC-II. Medudjelovanjem receptora
limfocita Th2 i kompleksa MHC/antigen na limfocitu B, adhezijskih molekula
(CD40/CD40L) te citokina (IL-4, IL-5, IL-6) limfocit B proliferira i diferencira se u plazma
satnicu koja luéi protutijela (Slika 2) (137).
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Slika 2. Shematski prikaz funkcije limfocita B. (objasnjenje u tekstu; slika prilagodena
iz Culo F, Vi$nji¢ S. Stani¢na imunost. U: Culo I, Batini¢ D, ur. Imunologija. Zagreb:

Medicinska Naklada; 2010; str. 225-237.)

1.2.2. Limfocti T

Limfociti T su uz stanice NK, nosioci stani¢éne imunosti. Naziv im potje¢e od timusa,
limfaticnog organa gdje limfociti sazrijevaju. Limfociti T nastaju u koStanoj srzi iz
hematopoetskih mati¢nih stanica, sazrijevaju u timusu, a svoju funkciju vrse u krvi, limfi i

perifernim limfnim organima.

1.2.2.1. Biljezi limfocita T

Za limfocite T je svojstven receptor limfocita T (TCR, engl. T cell receptor) koji je izraZzen na
povrsini njihove membrane, a odgovoran je za prepoznavanje antigena vezanog za vlastite
molekule MHC na povrsini APS (132). Receptor limfocita T je heterodimer koji se sastoji od
o 1 B lanca (TCRaf) ili y i & lanca (TCRYyd). Oko 95% limfocita T izrazava TCRaf3, a samo
5% TCRyd. Grada obje vrste TCR je sli¢na. Svaki lanac TCR se sastoji od izvanstani¢nog
dijela kojeg ¢ine N-terminalne imunoglobulinske varijabilne domene i jedna Ig konstantna
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domena, zatim transmembranske regije i kratkog citoplazmatskog repa na C terminalnom
kraju lanca (138). U varijabilnoj izvanstrani¢noj domeni nalaze se hipervarijabilne regije koje
su drugacije za svaki pojedini klon limfocita T. Konstantni dio je isti unutar pojedine podvrste
lanaca. Lanci su medusobno povezani disulfidnim vezama. S obzirom da TCR ima vrlo kratke
unutarstani¢ne domene i signal se ne moze prenijeti u stanicu, za to je potreban T stani¢ni
receptorski kompleks. Njega ¢ine molekule CD3 i lanac zeta. Molekula CD3 sadrzi tri
razli¢ita polipeptidna lanca (y,0,€) koji su vrlo sliéni lancima Iga. i IgB u limfocitima B.
Njihov citoplazmatski dio sadrzi sekvenciju ITAM koja sudjeluje u aktivaciji tirozin kinaze i
prijenosu aktivacijskog signala u stanicu. Limfociti T na svojoj povrSini izraZavaju
kostimulacijske molekule CD4 i CD8. To su polipeptidi koji se vezu za molekule MHC izvan
mjesta vezivanja TCR i time ucvrSéuju vezu izmedu TCR na limfocitima T i sustava
MHC/antigen na APS (138). I molekulu CD4 i CD8 izrazavaju limfociti s TCRof3 i na osnovu
njihove izraZenosti razlikuju se pojedine subpopulacije. CD3*CD4" limfociti T prepoznaju
tudi antigen vezan za molekulu MHC-1I, dok CD3*CD8" limfociti T prepoznaju tudi peptid u
sklopu molekule MHC-1 (132). Za aktivaciju limfocita T, osim TCR i koreceptora, potreban
je i drugi kostimulacijski signal koji se ostvaruje vezivanjem nekoliko kostimulacijskih
molekula. Najpoznatiji kostimulacijski par ¢ine molekule CD28 na limfocitu T i molekule B7-
1 (CD80) i B7-2 (CD86) na APS. Vezivanjem ovih molekula dolazi do unutarstani¢nog
signaliranja i lucenja ¢imbenika rasta za limfocite T. Po aktivaciji limfociti T prestaju
izrazavati molekulu CD28, a izrazavaju molekulu CD152 (CTLA-4) koja prenosi negativni
signal 1 smanjuje aktivaciju limfocita T. Aktivirani limfociti T na svojoj povrSini izraZzavaju
CDA40L koja se veze za molekulu CD40 na povrSini limfocita B 1 pomaze njihovoj aktivaciji.
Tijekom prepoznavanja antigena i prijenosa signala limfociti T izraZzavaju molekulu CD2 ¢ija
je glavna uloga adhezija limfocita. Molekula CD45 je izraZzena na svim leukocitima i ima
aktivnost tirozin-fosfataze, a vazna je u prijenosu signala. Izoforma molekule CD45 na
aktiviranim limfocitima T (CD45RO) se udruzuje s receptorskim kompleksom limfocita T i
pospjesuje prijenos signal u stanicu, dok izoforma molekule CD45 na nepodrazenim
stanicama (CD45RA) ne stvara aktivacijski kompleks (132). Aktivacijski biljezi limfocita T
nogu biti rani i kasni. Rani aktivacijski biljezi se pojavljuju na povrsini stanice nekoliko sati
nakon aktivacije, a kasni mnogo kasnije. Rani aktivacijski biljezi limfocita T su molekula
CD25 (o lanac za receptor IL-2), receptor za transferin (CD71), kostimulacijska molekula
CD69 (132). Kasni aktivacijski biljezi limfocita T su molekula MHC-II i aktivacijski biljezi
integrinske obitelji adhezijskih molekula (VLA-1-5) (138).
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1.2.2.2. Sazrijevanje limfocita T

Prastanice limfocita T nastaju u ko$tanoj srzi i dolaze u timus gdje limfociti T sazrijevaju i
postaju spregnuti na vlastito tj. prepoznaju antigen samo kad je predoc¢en u sklopu molekule
MHC na povrsSini APS. Prastanice limfocita T kada dodu u timus jo§ nemaju biljege
svojstvene za limfocite T ve¢ izrazavaju samo adhezijske molekule CD34 i CD44 te receptor
za ¢imbenik rasta mati¢nih stanica (CD117) (139). U jezgri ovih stanica nalazi se enzim
terminalna-deoksinukletodil-transferaza (TdT) koja sudjeluje u preuredbi gena za antigenski
receptor limfocita. Dolaskom u timus, timociti sazrijevaju u kontaktu sa stromom timusa. Prvi
stadij timocita su dvostruko negativni (CD4°CD8) timociti koji ne izrazavaju ni TCR niti
molekulu CD3. Prva molekula koju izrazavaju timociti je CD25, a aktiviraju se RAG-1 i
RAG-2 nakon ¢ega slijedi preuredba gena za lanac B TCR, sinteza B TCR i sinteza CD3
kompleksa. Lanac B se izrazava na povr$ini timocita i udruzuje s laznim o lancem (pre-Ta).
Vecina dvostruko negativnih timocita razvit ¢e se u limfocite T s receptorom gradenim od o i
B lanca, a tek manji dio s receptorom koji su gradeni od y i & lanca. Uspje$na sinteza pre-T
receptora dovodi do sinteze molekula CD4 i CD8. Takvi timociti sada su dvostruko pozitivni
jer izrazavaju istovremeno biljege CD4 i CD8. U ovoj fazi stanice zapocinju sintezu o lanca i
stvaranje pravog TCRaf3. Istovremeno se sintetiziraju molekule CD3 kompleksa. Sazrijevanje
dvostruko pozitivnih stanica s TCR se zbiva u kortikomedularnoj granici, ali i srzi timusa gdje
timociti dolaze u dodir s APS. Ovdje se dogada pozitivna ili negativna selekcija §to znaci da
¢e prezivjeti samo one stanice koje slabim afinitetom vezu vlastite peptide u sklopu molekule
MHC. Nakon pozitivnog odabira dvostruko pozitivni timociti postaju intermedijarne stanice
(CD4*CD8'"%) koje se diferenciraju u jednostruko pozitivne (CD4*CD8 ili CD4'CD8") zrele
timocite. To¢an mehanizam kojim se dvostruko pozitivni timociti diferenciraju u CD4" ili
CD8" stanice nije u potpunosti razja$njen. Smatra se da u tome vaznu ulogu ima IL-7 i
transkripcijski ¢imbenici koji reguliraju prijenos gena Cd4 i Cd8, a to su Th-PKO (engl. T-
helper-inducing POK/Knupper-like factor) RUNX-3 (engl. run related transcritpion factor 3),
TOX (engl. thymus high- mobility group box protein) i GATA-3 (engl. GATA-3 binding
protein) (140). Prijenos signala putem TCR u dvostruko pozitivnih timocita dovodi do
uzhodne regulacije transkripcijskog ¢imbenika TOX koji odrzava ili povecava transkripciju
gena Cd4 i diferencira dvostruko pozitivne u intermedijarne timocite. Ako je prijenos signala
putem TCR ovisan o vezi s molekulom MHC-I11 i ako je to signal u trajanju u intermedijarnih
timocita dolazi do ushodne regulacije transkripcijskih ¢imbenika GATA-3 i Th-POK koji
poti¢u njihovu diferencijaciju u CD4" limfocite T. Suprotno tome, ako je TCR na
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intermedijarnom timocitu vezan za molekulu MHC-I i ako nema trajanja signala putem TCR,
zakocCena je aktivacija transkripcijskim ¢imbenika GATA-3 i Th-POK, a ushodno reguliran
izrazaj transkripcijskog ¢imbenika RUNX-3. Transkripcijski ¢imbenik RUNX-3 uzrokuje
izrazaj gena CdS8 i diferencijaciju intermedijarnih timocita u CD8" limfocite T. Smatra se da je
za diferencijaciju CD8" limfocita T potrebna nazo¢nost IL-7 (141). Od sveukupnog broja
timocita samo 5% odlazi na periferiju kao zreli limfociti T, a 95% ih umire u timusu
procesom apoptoze. Nakon sazrijevanja u timusu, zreli limfociti T odlaze u cirkulaciju i
periferne limfaticne organe. Limfociti T koji nisu u dodiru s antigenom nazivaju se naivni ili

djevicanski limfociti T, a nakon dodira s antigenom prelaze u izvrSne ili memorijske stanice.

1.2.2.3. Subpopulacije limfocita T

1.2.2.3.1. Obiljezja i funkcija CD4" limfocita T

CD4" limfociti T izraZavaju karakteristi¢an fenotip TCRaCD3*CD4*CD8". Ove stanice su
srediSnje stanice imunoloSkih zbivanja jer povezuju i uskladuju humoralni i stani¢ni
imunoloski odgovor. CD4" limfociti T pomaZu limfocitima B u stvaranju protutijela, poti¢u
makrofage u pojacavanju njihove antimikrobne aktivnosti i pomazu u sazrijevanju CD8"
limfocita T. Aktivacija CD4" limfocita T zapo€inje prepoznavanjem tudeg antigena u sklopu
molekule MHC-II na povrsini APS. Medudjelovanje CD4" limfocita T i APS ostvaruje se
putem receptorskih, koreceptorskih, adhezijskih i kostimulacijskih molekula s posljedi¢nim
prenoSenjem aktivacijskog signala u stanicu. Prvi signal prenosi specifini receptor limfocita
T (TCR) i kompleks molekula MHC-Il/antigen te koreceptorska molekula CD4, dok drugi
signal posreduju kostimulacijske molekule CD28 na limfocitu T i CD80/CD86 na APS te
kompleks CD40/CD40L (132,142). Aktivacijski signal dovodi do proliferacije limfocita T
pod utjecajem IL-2 koje luce i same stanice T. Aktivirani CD4" limfociti T se potom
diferenciraju u nekoliko subpopulacija: Thl, Th2, Thl7 i regulacijske limfocite T (iTreQ)
(Slika 3) (142).
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Slika 3. ObiljeZlja i funkcija CD4* limfocita T (obrazloZenje u tekstu; slika prilagodena
iz Zhu J, Paul WE. CD4 T cells: fates, function, and faults. Blood 2008;112:1557-69.)

Postoje jos i regulacijski CD4" limfociti T kao stanice Th3 ili TR1. Stanice Th3 su CD4*
limfociti T koji proizvode i lu¢e TGFP i imaju znacajni imunosupresivni ucinak (143).
Glavno obiljezje stanica TR1 je lucenje IL-10. S obzirom da stanice Th1l, Th2 i Thl7 te Treg
mogu u odredenim uvjetima luciti IL-10, smatra se da stanice TR1 nisu posebna
subpopulacija CD4" limfocita T ve¢ samo stadij u diferencijaciji pojedinih CD4" limfocitnih
subpopulacija (144-146).

Limfociti Thl izlu¢uju IFNy, IL-2 i TNFa, a najvaznija im je uloga aktivacija citotoksi¢nih
limfocita i makrofaga. Nastaju iz naivnih CD4" limfocita T pod utjecajem IFNy, IL-12 i IL-18
koji putem transkripcijskih ¢cimbenika T-bet i Stat-4 dovode do Th1l diferencijacije (147-150).
Suprotno tome, aktivacija transkripcijskih ¢imbenika GATA-3 i Stat-5 pod utjecajem IL-4 i i
IL-2 naivni CD4" limfociti T se diferenciraju u stanice Th2 koje izlu¢uju IL-4, IL-5, IL-10,
IL-13, IL-25, a glavna im je zada¢a pomaganje limfocitima B u njihovoj diferencijaciji i
proizvodnji protutijela (151,152). Limfociti Th17 posebna su subpopulacija CD4" limfocita T.
Za ove stanice je svojstveno da nastaju iz naivnih CD4" limfocita T pod utjecajem TGF, IL-
6, IL-17, 1L-21, IL-23, luce IL-10, IL-17a, IL-17f, IL-21, IL-22 i posreduju u imunolo§kom

odgovoru protiv izvanstani¢nih bakterija i gljivica (153). Th17 limfociti T imaju znacajnu
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ulogu u autoimunim bolestima. Stanice Treg izrazavaju svojstven fenotip
CD4*CD25"FoxP3*. Tako aktivirani limfociti T izrazavaju CD25, najveci izrazaj ovog biljega
je zabiljezen na stanicama Treg. Transkripcijski ¢imbenik FoxP3 je glavni transkripcijski
regulator za stanice Treg (154,155). Diferencijacija stanica Treg nastaje iz naivnih CD4*
limfocita T pod utjecajem TGFp i IL-2, a putem transkripcijskih ¢imbenika FoxP3 i Stat-5.
Ove stanice lu¢e TGFp, IL-10, IL-35, a zada¢a im je odrzavanje imunoloske tolerancije,
limfocitne ravnoteze i regulacije imunoloskog sustava. I limfociti Thl 1 Th2 1 Treg luCenjem
njima svojstvenih citokina ograni¢avaju svoje funkcije ¢ime se osigurava razvoj imunoloske

reakcije u smjeru koji ¢e najbolje sprije€iti zarazu i odrzati u¢inkovitu imunolosku ravnotezu
(142).

1.2.2.3.2. Obiljezja i funkcija CD8" limfocita T

Fenotip svojstven CD8* limfocita T je TCRaCD3*CD4 CD8". Nakon dodira s antigenom
koji prepoznaje u sklopu molekule MHC-1 na APS CD8" limfociti T se diferenciraju u izvr§ne
citotoksi¢ne stanice koje u izravhom dodiru ubijaju ciljnu stanicu. Za njihovu aktivaciju
potrebno je istovremeno vezivanje TCR i kompleksa antigen/MHC-I te kostimulacijskih
molekula CD28 na limfocitu T i CD80 i CD86 na ciljnoj stanici. Nadalje, za aktivaciju CD8*
limfocita T potrebni su i CD4" limfociti T koji prepoznaju antigene na istoj predo¢noj stanici
u sklopu molekule MHC-II i diferenciraju se u stanice Thl. Stanice Thl potom luée IL-2 koji
se veze za visoko afinitetni IL-2R na CD8" limfocitu T. Pod utjecajem IL-2 CD8" limfocit T
se umnaza i nastaju CD8" citotoksi¢ni limfociti T. Ove stanice izravno ubijaju ciljnu stanicu
lu¢enjem citotoksi¢nih posrednika iz svojih granula (perforin, granulizin, granzimi) ili
pojacavanjem izrazaja smrtnonosnih liganada (FasL, TNF, TWEAK, TRAIL) koji se vezu za
smrtonosne receptore na ciljnoj stanici (FasR, TNFR, DR3, DR4, DR5) uzrokujuéi smrt

ciljne stanice (132).

1.2.2.3.3. Obiljezja i funkcija /o limfocita T

v/ limfociti T, kao i o/p limfociti T, razvijaju se u timusu i potjecu od zajednickih timocita.
Za razliku od o/ limfocita T, v/ limfociti T imaju TCRyd koji je graden od jednog v i
jednog 6 lanca i pokazuje manju varijabilnost nego TCRap. Ova subpopulacija limfocita ¢ini
oko 5% svih limfocita T i najbrojnija je u sluznici probavnog trakta i epitelnom sloju koze. v/
limfociti T nisu ovisni 0 prepoznavanju antigena u sklopu molekule MHC, ve¢ antigene

prepoznaju izravno bez APS (132). Ove stanice uglavnom prepoznaju bakterijske glikolipide i
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fospolipide, ali i proteine toplinskog stresa. Nedavno je pokazano da y/6 limfociti T mogu
izravno fagocitirati antigene te ih mogu predociti na svojoj povrsini u sklopu molekula MHC
(156). Smatra se da je jedna od glavnih uloga y/6 limfocita T u ranoj obrani od prodiranja
patogenih mikroorganizama s obzirom da im se broj jako povecava u akutnoj fazi upale. Ove
stanice luce i brojne citokine koji poticu citotoksi¢nu aktivnost i prema patogenima, ali prema

tumorskim stanicama (156).

1.2.3. Stanice NK-T

Stanice NK-T su populacija limfocita T koje posjeduju neke osobine stanica NK. Za njih je
svojstveno da svojim receptorom prepoznavanju glikolipidne antigene vezane s molekulom
CD1d na APS. Stanice NK-T ¢ine oko 0,2% svih limfocita T u perifernoj krvi (157). Za
razliku od misa gdje su stanice NK-T nalaze u jetri (30-50%), kostanoj srzi (20-30%), timusu
(10-20%), u Covjeka su stanice NK-T osim u krvi nadene i jetri (4%), ali ne i u limfnim

¢vorovima (158).

1.2.3.1. Biljezi stanica NK-T

lako se naziv stanice NK-T koristiti tek odnedavno, ove stanice su prvi puta opisane jo§ 1987.
godine kao subpopulacija limfocita T koja na svojoj povrSini izrazava biljeg NK1.1 (CD161)
u misa tj. CD56 u ovjeka tj. biljeg svojstven stanicama NK. One ¢ine most izmedu urodene 1
steCene imunosti. Ta razliku od ,klasi¢nih® afy limfocita T koje tudi antigen prepoznaju u
sklopu vlastite molekule MHC, TCR izrazen na stanicama NK-T prepoznaje glikoproteine u
sklopu molekule CD1d. Uz molekule CD3, stanice NK-T mogu biti CD4", CD4", CD8" ili
CD8". Aktivacijom stanice NK-T na svojoj povrsini izraZavaju aktivacije biljege CD44 i
CD69. Stanice NK-T posjeduju i druge znacajke stanica NK kao $to je izrazavanje molekula
CD16 i CD56 (158).

1.2.3.2. Sazrijevanje stanica NK-T

Kao i ,.klasi¢ni* limfociti T, stanice NK-T sazrijevaju u timusu. One nastaju iz male frakcije
timocita koji na svojoj povrsini tijekom razvoja dobivaju TCR koji prepoznaje molekulu
CDI1d. Tipi¢ni TCR u stanica NK-T u misa ¢ine medusobno povezani lanci Val4Jal8, te
V8.2 VA7 ili VB2, a u Covjeka lanci Va24JaQ i VP11 (159). Vezivanjem male skupine
timocita s molekulom CDI1d na povrsini dvostruko pozitivnih timocita dolazi do

intertimusnog odabira i razvoja stanica NK-T. Uz molekulu CD1d koja je klju¢na u razvoju
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stanica NK-T na njihovu diferencijaciju utjecu i IL-15, IL-7, ¢imbenik stimulacije kolonija
granulocita i monocita (GM-CSF, engl. granulocyte-monocyte-colony stimulatory factor) te
transkripcijski ¢imbenici (Ty, NFxf) (160). Istrazivanja su pokazala manjkavost u razvoju
stanica NK-T u ljudi i zivotinja koji nemaju adaptorsku molekulu SLAM koje je odgovorna
za prijenos signala putem transkripcijskih ¢imbenika Ty, PKO i NFxf (161). Takoder s
pokazalo da manjkavost u lu¢enju IL-7 i IL-15 ili GM-CSF dovodi do razvoja neucinkovitih
stanica NK-T (161,162).

1.2.3.3. Subpopulacije i funkcija stanica NK-T

Opisane su dvije subpopulacije stanica NK-T; tip I i tip 11 (158). Tip I stanica NK-T se naziva
nepromjenjive (invarijabilne) stanice NK-T koje imaju nepromjenjivi TCR (TCRVal14Jal18 i
Vf8.2-7 u misa, TCR Va24Jal8 i VP11 u covjeka). Tip Il stanica NK-T su promjenjive
stanice NK-T koje izrazavaju promjenjivi receptor TCR (161). Vecina istrazivanja se odnosi
na tip | stanica NK-T. Utvrdene su i druge subpopulacije nepromjenjivih stanica NK-T: CD4*
i CD4CD8 stanice NK-T. Medutim razlike u njihovoj funkciji jo§ uvijek su predmet
istrazivanja (163). Senio i sur. su u svojim istrazivanjima pokazali da CD4" stanice NK-T luce
citokine Thl i Th2 dok CD4 CD8 stanice NK-T lu¢e samo Thl citokine (163). Takoder je
pokazano da se CD4" stanice nakupljaju u plu¢nom tkivu bolesnika s astmom i lu¢e IL-4 i IL-
13 (164,165). Subpopulacija CD4* stanica NK-T igra klju¢nu ulogu u poticanju tkivne
tolerancije (166).

Za stanice NK-T je svojstveno da odgovaraju na podrazaj s glikolipidom a-galaktoceramidom
koje ove stanice prepoznaju u sklopu molekule CD1d na povrsini APS (hepatocita, limfocita
B, makrofaga, dendritickih stanica). Stanice NK-T mogu Iu¢iti Th1 (IFNy, TNGa) i Th2 (IL-
4, IL-10, IL-13) citokine koji imaju imunomodulacijsko djelovanje. Za stanice NK-T je
pokazano da imaju vaznu ulogu u diferencijaciji CD4" limfocita T u smjeru Thl ili Th2,
odrzavanju tolerancije na vlastite i tude antigene (sprjeCavanje autoimunosti) te u kontroli
tumorskog rasta (161). Takoder se smatra da stanice NK-T sudjeluju u regulaciji hemotopoeze
i u obrani od infektivnih ¢imbenika kao $to su mikobakterija, plazmodij, listerija (161).

1.2.4. Stanice NK
Stanice NK su otkrivene ranih 70-tih godina prosloga stoljeca, a ime su dobile od engleskog
naziva natural killer §to znaci prirodnoubilacku stanicu. Donedavno uvrijeZeno misljenje da

stanice NK pripadaju stanicama prirodene tj. nespecifiéne imunosti, zamijenjeno ne novim
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saznanjima da NK stanice u ponovnom dodiru s ciljnim stanicama luce vise i brze IFNy, i §to
dokazuje da one posreduju svojstvo imunoloskog pamcenja. U najmanju ruku danas se drzi
dan stanice NK imaju regulacijska svojstva i nadziru funkcije limfocita T prema specificnom
antigenu (167,168). Za razliku od limfocita T, stanice NK ne izrazavaju specifican receptor
za antigen i stoga ne prepoznaju antigene u sklopu molekule MHC. Stanice NK se razlikuju
feotipski od ostalih limfocita prema izrazavanju adhezijske molekule CD56 i dvaju receptora
koji su zajednicki stanicama NK i monocita: receptor Fcy III (CD16) i receptor za C3b
ulomak komplementa (CR3/CD11G). Smatra se da je NKp46 pravi biljeg stanica NK jer je ta
molekula izraZena iskljuc¢ivo na njihovoj povrsini. S limfocitima T dijele adhezijsku molekulu
CD2 i biljeg CD8. Tradicionalan fenotip stanica NK u ¢ovjeka je CD3"CD16"CD56".
Dodatno stanice NK izrazavaju adhezije molekule CD44, CD49a, LF-3, ICAM, citokinske i
kemokinske receptore (IL-2R, IL-1R, IL-18R, CCR7) (169).

1.2.4.1. Receptori stanica NK

Lyngerrer 1 Karre su 1990. godine predlozili hipotezu ,,missing self*“ koja govori da stanice
NK prepoznaju sve vlastite stanice koje ubikvitarno izrazavaju molekulu MHC-I1 i ne ubijaju
ih, ali zato ubijaju stanice koje nemaju ili imaju promijenjenu molekulu MHC-1 (170). Ova je
hipoteza zadnjih nekoliko godina dopunjena saznanjima da stanice NK imaju inhibicijske i
aktivacijske receptore. Aktivnost inhibicijskih receptora prevladava nad aktivnosti
aktivacijskih u vrijeme kada stanica miruje (171). Medutim, u odredenim uvjetima kao $to je
infekcija ili tumorski rast aktivacijski signali prevladavaju nad inhibicijskim i aktiviraju
stanice NK $to u konacnici dovodi do razaranje ciljne stanice. Receptori na stanicama NK
mogu imati i inhibicijski i aktivacijski u€inak na stanice NK. Oni pripadaju jednoj od tri
glavne superobitelji. To su receptori skupine KIR (engl. killer cell-Ig-like-receptor), zatim
receptori CD94 i NKG2 koji pripadaju superobitelji C-tipu lektina te receptori ILT (engl.
immunoglobulin-like trasncripts) (172). Receptori iz skupine KIR pripadaju velikoj obitelji
imunoglobulina koji specifi¢no prepoznaju molekule HLA-A, B, C. Oni su kodirani genima
koji su smjesteni na kromosomu 19p13.4 (173). KIR receptori su jednolancani, a mogu
sadrzavati dvije (KIR2D) ili tri (KIR3D) imunoglobulinske domene. Oba oblika mogu imati
krac¢e (KIR2DS, KIR3DS) ili duze (KIR2D2, KIR3D2) citoplazmatske dijelove. Dugacki
citplazmatski dio KIR receptora prenosi inhibicijski signal u stanicu NK, dok kratki
citoplazmatski rep djeluje aktivacijski na stanicu NK. Inhibicijski signal je rezultat
nazocnosti ITIM sekvencija (engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) koju

nakon fosforilacije privlace inhibicijske tirozin fosfataze SHP1 i SHP2 (engl. SH2-domain
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containing tyrosyn phosphatase 1 i 2) te SHIP1 fosfataze (engl. SH2-domain containing
inositol phosphate 5 phosphatase). Ove fosfataze defosforiliraju tirozinske ostatke i koce
signale putove koji nastavaju aktivacijom stanica NK (174). Suprotno tome, kratki
citoplazmatski dio sadrzava ITAM sekvenciju (engl. immunoreceptor tyrosine-based
acivatory motif) ¢ijom fosforilacijom dolazi do niza lan¢anih signalnih zbivanja koji imaju za
posljedicu aktivaciju stanica NK (173). Drugu skupinu receptora na stanicama NK ¢ini
molekula CD94 koja se kvalitativno veze s jednom od molekula iz obitelji NKG2 (NKG2A-
NKG2F). Geni koji kodiraju ove molekule se nalaze na kromosomu 12p12.3-p13.1 (175).
Molekule NKG2 odreduju da li ¢e receptor CD94 imati inhibicijski ili aktivacijski ucinak.
Jedino kompleks CD94/NKG2A prenosi inhibicijski signal u stanicu NK jer sadrzi ITIM
sekvenciju, dok su ostali heterodimerni aktivacijski receptori (173). Ligandi za dimere
CD94/NKG2A i CD94/NKG2C su molekule HLA-A, B, C, D i dobri su pokazatelji njihove
sinteze na APS. Suprotno ostalim molekulama iz obitelji NKG2, molekula NKG2D je
izrazena na povrsini stanica NK, NK-T i CD8" limfocita T kao homodimer i ne veZe se s
receptorom CD94 (175). NKG2D je aktivacijski receptor, a svoj ucinak ostvaruje vezivanjem
s adaptorskim molekulama (DAP 10, KAP 10) (176,177). S obzirom na unutarstani¢ne
domene molekule NKG2D nema signalnu sekvenciju, prijenos podrazaja u stanicu ide putem
molekule DAP 10. DAP 10 sadrzi sekvenciju koja poti¢e faofatidil-inozitol kinazu na
fosforilaciju i poticanje citotoski¢nosti stanice NK (178). Jo$ jedan skupina receptora je
svojstvena stanicama NK. Nazivaju se receptori ILT ili LIR (engl. leukocyte immunoglobulin
like receptors). Ovi receptori su kodirani genima na kromosomu 19 u blizini gena za receptore
obitelji KIR. Primarno su ovi receptori izrazeni na mijeloidnim stanicama, dendriticnim
stanicama i limfocitima B. Receptor ILT-2 (LIR-1) je svojstven stanicama NK i veZe se s
molekulama HLA-I ukljucuju¢i i HLA-C (179-181).

1.2.4.2. Sazrijevanje stanica NK

Tocan put sazrijevanja stanica NK do danas nije u potpunosti razjasnjen. Brojni radovi su
pokazali da stanice NK nastaju u kostanoj srzi iz hematopoetskih progenitorskih CD34"
stanica pod utjecajem IL-15 (182-184). Caliguri i sur. podijelili su razvoj stanica NK u dvije
faze (185). U ranoj fazi progentorske CD34" stanice iz kojih ¢e nastati stanice NK izrazavaju
receptore za tirozin kinazu flt-3 i c-kit, odgovaraju na njihove ligande te se diferenciraju u
intermedijarne stanice pre-NK (CD34°IL-15R*). U drugoj fazi IL-15 poti¢e razvoj zrelih
CD56"9" stanica NK. Ovi autori smatraju da se razvoj stanica NK odvija i izvan kostane srzi

I to u sekundarnim limfnim organima (limfni ¢vorovi, slezena). Na to upuéuje nazoc¢nost
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stanica CD34"CD45RA" pre-NK u sekundarnim limfnim organima (185). Smatra se da
hematopoetske progenitorske stanice (CD34"CD45RAY) iz kostane srzi dolaze u krv, dolaze u
sekundarne limfne organe (limfni ¢vorovi) procesom ekstravazacije te se naseljavaju u
parafolikularni prostor. Pod utjecajem APS i topljivih ¢imbenika (IL-15, IL-21) prelaze faze
sazrijevanja do zrelih stanica CD56*P"9" j CD56*Y™ . Zrele stanice CD56"™ odlaze u
cirkulaciju eferentnim limfnim putem, dok stanice CD56"°"9" ostaju u sekundarnim limfnim
organima (186-188). Pretpostavlja se da stanice CD56*"™ nastaju iz stanica CD56°"9" (189).
DiSanto i sur. pak smatraju da u dovjeka stanice CD56°"9" | sli¢no kao i u mi$a, mogu nastati
u timusu iz limfatickih prekurskorskih stanica pod utjecajem aktiviranog NOTCH gena i
transkripcijskih ¢imbenika GATA-3 i IL-7 (184). GATA-3 potice izrazavanje receptora za IL-
7 ili CD127 koji je svojstven samo timi¢kim stanicama NK jer osigurava njihov razvoj pod
utjecajem IL-7. Moguce je da timicke stanice nastaju samo u fetalno doba i da se iz timusa

aktivno Sire cirukulacijom u sekundarne limfati¢ne organe (190).

1.2.4.3. Subpopulacije i funkcije stanica NK

U covjeka stanice NK ¢ine oko 15% svih limfocita, a mogu se podijeliti s obzirom na gustocu
molekule CD56 na njihovoj povrsini. Oko 90% stanica NK ¢&ine stanice CD56™ koje
izrazavaju visoku razinu receptora CD16, dok samo 10% stanica ¢ine CD56*°"9" koje ne
izrazavaju ili tek neznatno izraZzavaju molekulu CD16 (172). Poznato je da se molekula CD16
veze s protutijelima vezanim na ciljnoj stanici i posreduje u procesu stani¢ne citotoksi¢nosti
ovisne o protutijelima. Subpopulacije stanica NK medusobno se razlikuju po nacinu
sazrijevanja i funkcijskim obiljezjima. Za stanice CD56'™9" je svojstveno da imaju
sposobnost lu¢enja brojnih citokina (IFNy, TNFa, GM-CSF, IL-15, IL-12, IL-23, IL-13), ali
pokazuju malu citotoksi¢nu aktivnost. Za razliku od njih, stanice CD56%™ pokazuju znaéajnu
citotoksi¢nost prema ciljnim stanicama, lu¢e tek neznatnu koli¢inu citokina i imaju malu
sposobnost proliferacije (172,173). Ove dvije subpopulacije stanica NK medusobno se
razlikuju u izrazavanju adhezijskih molekula. Stanice CD56™"9" izrazavaju visoku razinu
biljega CD62 za koji se vjeruje da uzrokuije prijelaz stanica CD56*19" y limfne ¢vorove i na
mjesto upale gdje one zapo¢inju ili poti¢u imunolodki odgovor (191). Stanice CD56*ProM
konstitutivno izrazavaju visoko ili intermedijarno afinitetni receptor za IL-2 te proliferiraju i
na male doze IL-2 (185). Nasuprot tome, stanice CD56%%™ izrazavaju intemedijarno afinitetni
receptor za IL-2 pa su potrebne velike doze IL-2 za njihovu proliferaciju. IL-2 potaknuta
aktivacija stanica CD56*9" rezultira lu¢enjem velike koli¢ine citokina osobito IFNy (192).

Jednom aktivirane stanice CD56*"9" mogu ubijati ciljne stanice jednakom uéinkovitosti kao i
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stanice CD56*%™, Stanice CD56*"™" sy veliki agranulirani limfociti i izraZavaju visoku
razinu receptora KIR (185). Suprotno, stanice CD56*4™ izrazavaju i receptore KIR i receptore
C-lektinskog tipa, granulirani su i u svojim granulama sadrze citotoski¢ne posrednike (185).
Fan i sur. su u svojim istrazivanjima pokazali da obje subpopulacije svjeze izoliranih stanica
NK malo izrazavaju aktivacijske biljege CD69 i CD25 ukazujuci da bi ove stanice mogle biti
aktivirane in vivo (193). Subpopulacije stanica NK medusobno se razliku u broju gena I
izrazaju pojedinih molekula. Genski izrazaj za citotoksi¢ne molekule znatno je veéi u stanica
CD56%%M nego li u stanica CD56*9" dok je genski izraZaj za stvaranje citokina znatno ja¢i u
subpopulaciji CD56*9" (192). Obje subpopulacije stanica NK svojom citotoski¢nom
aktivnosti i lu¢enjem citokina reguliraju imuni odgovor na patogene mikroorganizme te imaju

vaznu ulogu u borbi protiv virusom inficiranih i tumorskih stanica (178).

1.2.5. Monociti

Monociti su stanice koje nastaju u kostanoj srzi, cirkuliraju u krvi 1 do 3 dana, a potom odlaze
u tkiva gdje postaju tkivni makrofagi. Oni ¢ine oko 3% do 8% leukocita periferne Kkrvi.
Zajedno sa srodnim stanicama retikuloendotelnog sustava i glija stanicama tvore tzv.
mononuklearne fagocite. Zeigler-Heitbrock i sur. su predlozili da se monociti u krvi ¢ovjeka

fenotipski obiljezavaju kao CD14" stanice (194).

1.2.5.1. Biljezi monocita

Monociti na svojoj povrsini izrazavaju brojne biljege koji igraju vaznu ulogu u procesu
fagocitoze. Monociti prepoznaju antigen pomocu posebnih receptora tzv. PRR (engl. pattern
recognition receptors) koji prepoznaju odredene molekule na povrsini patogenih
mikoorgnizama (195). Tako se cirkuliraju¢i bakterijski lipopolisaharid veze za bjelan¢evinu
koje veze lipopolisaharid (LBP, engl. lipopolisacharide binding protein), a potom za molekulu
CD14 na povrsini monocita te dolazi do aktivacije monocita i procesa fagocitoze. Jedna od
skupina PRR su c¢lanovi obitelji C-lektinskog tipa koje obiljezava nazo¢nost jedne ili vise
konzervirane ugljikohidratne lektinu slicne domene (CTLDS, engl. C-type lectine-like
domain) (196). Primarna funkcija ovih receptora je fagocitoza, ali mogu djelovati i kao
izravni ili neizravni opsonini i utjecati na izrazaj drugih receptora. Vrlo vazna skupina PRR je
obitelj TLR (engl. Toll-like receptors) koja prepoznaje Siroki spektar bakterijskih produkata
(195). Nakon vezivanja sa specifiécnim ligandom, signal putem TLR ide adaperskim
bjelancevinama MyD88 ili TRIF koje aktiviraju transkripcijski ¢imbenik NFxf $to ima za

posljedicu lucenje proupalnih citokina.
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Uz makrofage, dendriti¢ke stanice, fibroblaste, keratinocite, monociti izrazavaju i molekulu
CD91 koja predstavlja receptor za a2 makroglobulin, serumski glikoprotein koji istovremeno
vezuje 1 sprjecava ucéinke serumskih proteaza (197). Za CD91 se mogu vezati gp96,
bjelancevine toplinskog stresa, HSP 70 i 90, kalretikulin ¢ine¢i molekulu CD91 znacajnim
pokazateljem promjena u izvanstrani¢nom i unutarstani¢cnom okruZzenju. Naime, HSP su
unutarstani¢ne bjelancevine koje mogu izaci iz stanice nakon njezine smrti nekrozom. U ovim
okolnostima izrazavanje molekule CD91 predstavlja senzor nekrotine smrti stanice.
Pokazano je da aktivacija molekule CD91 na predo¢noj stanici rezultira povec¢anim izrazajem
molekula MHC-1i 1l te kostimulacijske molekule CD86, ako i lu¢enjem Th1 citokina (IL-12,
TNFa, IL1b), kemokina (MIP-1, MIP-1a), te dusi¢nog oksida (198-201).

1.2.5.2. Razvoj monocita

Monociti nastaju u kosStanoj srzi iz zajednicke mijelopoetske stanice koje se usmjerava U
prastanicu mijelocitne loze. 1z usmjerene stanice promonocitne loze nastaju promonociti koji
sazrijevaju u monocite i odlaze u krv. Za razvoj i sazrijevanje monocita potrebno je djelovanje
GM-CSG i c¢imbenika poticanja monocitnih kolonija (M-CSF engl. monocyte colony

stimulatory factor) (195).

1.2.5.3. Subpopulacije i funkcija monocita

Monociti su heterogna populacija stanica i razlikuju se dvije subpopulacije monocita u
perifernoj krvi Covjeka. Vecu subpopulaciju ¢ine klasi¢ni monociti koji na svojoj povrsini
snazno izrazavaju molekulu CD14, ali ne i biljeg CD16, te manja subpopulacija koju ¢ine
proupalni monociti CS14*CD16" (194,202). Klasi¢ni CD14*CD16™ monociti dodatno se mogu
podijeliti na CD33*™ j CD33*9" monocite, te subpopulacije koje izrazavaju biljeg CD56
(194). Klasi¢ni CD14™" monociti imaju znatno veéu fagocitnu aktivnost, vece lu¢enje citokina
i slobodnih kisikovih radikala, veliku o porututijelima ovisnu stani¢nu citotoksi¢nost, nego li
CD14*CD16" monociti za koje je svojstveno da luce velike koli¢ine IFNy i vrlo su snazne
APS (194). Thomas i sur. su pokazali da su klasi¢ni CD14™ monociti prethodnici dendriti¢kih
stanica Cije se sazrijevanje odvija pod utjecajem GM-CSF i IL-4 (203). Dendriticke stanice
imaju vaznu ulogu u obrani organizma kao vrlo ucinkovite APS tijekom aktivacije i
diferencijacije limfocita T (204). Za monocite je svojstveno da dolaze na mjesto upale mnogo
sporije nego li neutrofili, ali se zato puno duze zadrzavaju na mjestu upale. Monociti

fagocitiraju stani¢ni debris i patogene, sluze kao APS, ali stvaraju i broje citokine
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pojacavajuéi upalni odgovor. Aktvirani monociti luce IL-1, IL-6, TNFa, IFNy koji su vazni u
regulaciji upalnog odgovora ali i u procesu hematopoeze (195). Svoju imunomodulacijsku
ulogu monociti ostvaruju putem kemokina (MIP-1 i MIP-2, engl. monocyte chemoattractant

protein) koji ih privla¢e na mjesto upale i infekcije.

1.3. MEHANIZMI STANICNE CITOTOKSICNOSTI

Citotoksi¢nost je visoko organizirani proces koji ima za posljedicu smrt ciljne stanice.
Najznacajnije populacije stanice koje su nosioci stani¢ne citotoksi¢nosti su CD8" limfociti T,
stanice NK-T i stanice NK. Stanicama posredovana citotoksi¢nost moze se podijeliti na
citotoksi¢nost posredovanu molekulama koje uzrokuju nekrozu i citotoksi¢nost molekulama
koje uzrokuju apopotzu. Jedan od najbolje prouc¢enih mehanizama stanic¢ne citotoksi¢nosti je

perforinom posredovana citotoksi¢nost.

1.3.1. Stani¢na citotoksi¢nost posredovana perforinom

Perforin (citolizin ili protein koji stvara pore) je prvi puta izoliran iz citotoksi¢nih limfocita T
1985. godine kao molekula sa sposobnosti stvaranja karakteristi¢nih lezija u vidu pora na
stani¢noj membrani ciljne stanice (205). Zajedno s enzimima serinskih esteraza perforin se
¢uva u citoplazmatskim zrncima CD8" limfocita T, stanicama NK-T i stanicama NK.
Strukturno, perforin je glikoprotein molekularne mase koja varira od 66 do 70 kDa ovisno o
stupnju glikozilacije molekule. Perforin sadrzi N-termilanu domenu s litickom aktivnosti i
regiju koju ¢ine 150 aminokiselinskih ostataka ¢ija funkcija jo§ uvijek nije u potpunosti
razrijeSena. U sredini perforin nalazi se amfifilna (u vodi i mastima topljiva) domena u obliku
o uzvojnice koje je odgovorna za transmembransko umetanje i stabilizaciju molekule na
membrani ciljne stanice (206). Molekula perforina sadrzi i C-terminalnu domenu koja se
sastoji od oko 200 aminokiselina, a ¢ine ju dva dijela: domena sli¢ne ¢imbeniku epidermalnog
rasta i C2 domena. C-terminalna domena je odgovorna za o kalciju ovisno vezivanje perforina
za membranu ciljne stanice. Perforin se nalazi kao monomer u granulama citotoksi¢nih
stanica i njegova biosinteza i pohranjivanje su dobro kontrolirani procesi koji Cuvaju
citotoksi¢nu stanicu od njegovog potencijalno smrtonosnog ucinka. Nakon sinteze u
endoplazmatskoj mrezici, perforin preko trans-Golgijevog aparata ulazi u citotoksi¢na zrnca.
Citotoksic¢na zrnca su kisela (pH 5,1-5,4) §to je potrebno za inaktivaciju perforina. Zrnca uz
perforin sadrZe i granzime, kalretikulin i proteoglikan serglicin za koji se veze perforin. Po
aktivaciji citotoksi¢ne stanice, perforin se procesom egzocitoze izbacuje iz citotoksi¢nog
zrnca u imunolosku sinapsu, odvaja se od serglicina i veze za membranu ciljne stanice. Na
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membrani ciljne stanice perforin zapo¢inje proces polimerizacije u nazo¢nosti iona kalcija te
se stvaraju cilindri¢ne pore veli¢ine od 5 do 20 nm. Nastale pore dovoljno su velike do
omogucuju ulaz razli¢itih molekula u ciljnu stanicu $to ima za posljedicu koloidno-osmotsku
lizu, odnosno smrt ciljne stanice procesom nekroze. Kroz pore na membrani mogu u ciljnu
stanicu uci 1 granzimi te granulizin koji mogu dovesti do smrti ciljne stanice procesom
apoptoze, tj. do razgradnje DNK, kondenzacije kromatina, bubrenja jezgrine membrane (207-
209). lako je ova hipoteza ucinka perforina Siroko prihvacena jo§ uvijek nema dovoljno
dokaza koji je potvrduju. Motyke i sur. su u svojim istrazivanjima pokazali da u odsutnosti
perforina, granzim B ulazi u ciljnu stanicu stvaraju¢i kompleks s receptorom manoza-6-fosfat
koji se internalizira u stanicu procesom endocitoze, te zapocinje slijed dogadanja koji za
posljedicu imaju apoptozu ciljne stanice (210). Medutim, Trapani i sur. su pokazali da
manozni receptor nije neophodan za ulazak granzima u ciljnu stanicu (211). Keafe i sur. su
pokazali da se granzimi vezu za povrSinu ciljne stanice te se uz pomo¢ perforinskih pora, koje
omogucuju ulazak kalcija u stanicu, internaliziraju u ciljnu stanicu te poti¢u apoptozu (212).
Bez obzira na mehanizam djelovanja, perforin je neophodan za zapocinjanje apoptoze ciljne
stanice. Iako dokazi upuéuju da perforin nije nuzno potreban za ulazak proteaza u ciljnu
stanicu, sigurno je neophodno potreban za citolizu. Koncentracija perforina koja se oslobada u
imunolosku sinapsu jo§ uvijek nije utvrdena, iako se zna da perforin u velikim
koncentracijama uzrokuje nekrozu ciljne stanice, dok male koncentracije nisu dovoljne za
oslobadanje granzima (209). Perforin je nestabilna molekula, i vrlo brzo nestaje iz imunoloske
sinapse (209,212). Perforin pozitivne stanice se rijetko nadu u normalnome tkivu, ali su
utvrdene u podru¢jima inficiranim virusima, autoimunim bolestima te u decidui misa 1
Covjeka (208,209). Perforin se izrazava Konstitutivno u razli¢itim limfocitnim
subpopulacijama koji pokazuju citotoksi¢nu (stanice NK, CD8" limfociti T, /8 limfociti T)
ili regulacijsku (stanice NK-T, stanice Treg) funkciju. Funkcija perforin je mnogostruka.
Vaznost perforina je utvrdena na modelima perforin deficijentnih Zivotinja te u ljudi koji
boluju od razlicitih bolesti koje su pracene mutacijom gena za perforin. Perforin deficijentni
misevi spontano razvijaju limfome, a zbog kompromitirane stani¢ne citotoksi¢nosti vrlo su
podlozni razvoju infekcija (213). U bolesnika s obiteljskom hematofagocitnom
limfohistiocitozom koju obiljezava mutacija gena za perforin, znatno je smanjen imunoloski
odgovor na infekciju unutarstaniénim mikroorganizmima (214). S obzirom da Treg izrazavaju
perforin i granzime B, brojni radovi su pokazali da perforin ima vaznu ulogu u citotoksi¢noj

aktivnosti Treg prema autolognim aktiviranim CD4" i CD8" limfocima T, monocitima,
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nezrelim i zrelim dendritickim stanicama ukazujuc¢i da je perforin jedan od mehanizama
putem kojeg Treg kontroliraju imunoloski odgovor i moguéi razvoj autoimunosti (215-217)
Izrazavanje perforina pod utjecajem je brojnim ¢imbenika, medu kojima citokini zauzimaju
znacajno mjesto. Uzhodna regulacija perforina u stanicama NK, CD8" i y/8 limfocitima T
zabiljezena je pod djelovanjem IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 i IL-21 (218-222).

1.4. CITOKINI

Citokini su regulacijske bjelancevine, peptidi ili glikoproteini koje teorijski moze proizvesti
svaka stanica s jezgrom. Oni ostvaraju regulacijske ucinke na stanice endokrinog,
hematopoetskog, zivéanog i drugih sustava na autokrini ili parakrini nac¢in. Vezuju¢i se za
receptor citokini dovode do prijenosa unutarstani¢nog signala, a isto tako mogu biti izluceni u
cirkulaciju i djelovati kao endokrinoloski posrednici (223). lako postoji nekoliko razradbi,
citokini se najcesce dijele s obzirom na svoju funkciju na proupalne ili Thl citokine i

protuupalne ili Th2 citokine.

1.4.1. Interleukin-4

Interleukin-4 je prvi puta opisan u misa 1982. godine kao ¢imbenik rasta limfocita B (224).
Cetiri godine poslije izolirana je nukleotidna sekvencija ljudskog IL-4 koja je pokazivala
homologiju s mi§jim IL-4. Interleukin-4 je glikoprotein molekularne mase oko 15 do 19 kDa
ovisno o stupnju glikozilacije. Gen koji kodira IL-4 se nalazi na kromosomu 11'° u miga i
dugom kraku ljudskog kromosoma 5 (5023.3-31.2) i povezan je s genom za IL-15. U blizini
gena za IL-4 i IL-15 nalaze se i geni za IL-13 i GM-CSF. Gen koji kodira IL-4 se sastoji od
Cetiri eksona. Glavni izvori IL-4 su aktivirani limfociti T (Th2) i mastociti iako ga mogu luciti
i ostale stanice. Nakon sinteze IL-4 ostvaruje svoje ucinke vezivanjem za svoj receptor koji se
nalazi na limfocitima T 1 B, makrofagima, te razli¢itim stani¢nim populacijama (limfoidne
stanice, mast stanice, hematopoetske stanice, fibroblasti, stromalne stanice). Razlikuju se dva
tipa receptora za IL-4. Tip | receptor za IL-4 se sastoji od lanca IL4ARa i IL-2Ryc, a tip Il od
lanca IL-4Ra i IL-13Ral (225). Kada se IL-4 veze za svoj receptor dolazi do fosforilacije
citoplazamtskog C-terminalnog repa tirozin kinaze i do aktivacije signalnog prijenosnika
Stat6. Fosforilacija Stat6 aktivira transkripcijske ¢imbenike GATA-3, c-Maf koji su klju¢ni u
diferencijaciji naivnih CD4" limfocita T u stanice Th2 te nizhodnoj regulaciji stanica Thl

(226). Najvazniji ucinci IL-4 su poticaj za stvaranje stanica Th2, gensko prekapcanje na
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sintezu 1gG i IgE, aktivacija i rast limfocita B te inhibicija proizvodnje proupalnih citokina
(225).

1.4.2. Interferon-gama

Interferon-gama je interferon tipa | ili tzv. imuni inteferon. Kada je prvi puta otkriven
vjerovalo se da ga luée CD4" limfociti T (limfociti Thl), CD8" limfociti T i stanice NK.
Medutim, dokazalo se da ga proizvode i luc¢e druge stanice kao §to su limfociti B, stanice NK-
T i APS (monociti, makrofagi, dendriti¢ke stanice) (227). Interferon-gama koji luée stanice
NK i APS ima vaznu ulogu u ranoj fazi obrane organizma od patogena, dok IFNy koje
stvaraju limfociti T zauzima znacajno mjesto u adoptivnom imunoloskom odgovoru
(228,229). Proizvodnja IFNy je pod utjecajem IL-12 i IL-18 koji dominanto luce APS.
Prepoznavanje i fagocitoza brojnih patogena od strane makrofaga dovodi do luéenje brojnih
citokina (IL-12) i kemokina (MIP-1). Kemokini privlace stanice NK na mjesto upale, a 1L-12
potice lu¢enje IFNy u stanicama NK. Interleukin-12 i IL-18 djeluju na makrofage, stanice NK
i limfocite T da dodatno Iuc¢e IFNy. Suprotno tome, IL-4, IL-10, TGFp i glukokortikoidi
smanjuju upalni odgovor i lucenje IFNy. Da bi ostvario svoje ucinke IFNy se veZze za svoj
funkcionalni receptor koji se sastoji od dva lanca IFNGR1 (engl. interferon gamma receptor
1) koji veze ligand i koji je udruzen s sva lanca IFNGR2 koji su povezani sa signalnim
molekulama i prenose unutarstaniéni signal. Unutarstanicno signaliranje koje nastaje
vezivanjem IFNy za svoj receptor ide putem signalnih molekula JAK (engl. JANS tyrosine
kinase) i Statl. Najvaznije funkcije IFNy su aktivacija makrofaga, aktivacija stanica NK,
pojacavanje izrazavanja molekula MHC-1 i MHC-II te poticanje stanica imunoloskog
odgovora prema Thl fenotipu. Interferon gama potice specificnu stani¢nu citotoksi¢nost
neposrednim putem na naéin da sprjeCava diferencijaciju naivnih stanica CD4" prema
stanicama Th2 i na na¢in do ko¢i humoralnu imunost, dok posredno IFNy poti¢e naivne
stanica CD4" na diferencijaciji u Thl fenotip. Interferon gama i IL-2 se smatraju glavnim
citokinima koji usmjeravaju rani imunoloski odgovor prema Th1 fenotipu, dok IL-4 usmjeruje
njihovu diferencijaciju prema stanicama Th2 fenotipa. SnaZzan poticaj za lucenje IFNy je
endotoksin lipopolisaharid (LPS) koji se oslobada iz zida gram negativnih bakterija i aktivira
makrofage putem molekule CD14 i TLR S§to ima za posljedicu lucenje brojnih proupalnih
citokina, osobito IFNy. Interferon gama poveéava o porutijelima posredovanu stani¢nu
citotoksi¢nost, ushodno regulira lu¢enje brojnih kemokina (npr. MIP-1a, RANTES - engl.

regulated upon activation, normal T cell and secreted) i adhezijskih molekula (npr. ICAM-1,
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VCAM-1) koje privlace brojne imunokompetentne stanice na mjesto upale (227). Interferon
gama ima i protu-proliferacijsko djelovanje, koci replikaciju brojnih virusa i sprjecava rast

nekih tumorskih stanica, a potice i lucenje drugih citokina (230).

1.4.3. Cimbenik tumorske nekroze alfa

Cimbenik tumorske nekroze alfa (TNFa), kaheksin, je otkriven 1975. godine i opisan kao
snazan citotoski¢ni ¢imbenik kojeg lu¢e monociti/makrofagi (231). Cimbenik tumorske
nekroze alfa je citokin koji ima vaznu ulogu u sustavnom upalnom odgovoru i ¢lan je grupe
citokina koji potiéu aktivhu upalnu reakciju. Prvenstveno ga luce aktivirani
monociti/makrofagi, ali ga mogu stvarati i druge stanice kao Sto su limfociti, endotelne
stanice, sr€ane stanice, masne stanice, fibroblasti 1 zivcane stanice. Gen koji kodira TNFa se
nalazi na kromosomu 6 u &ovjeka, a na kromosomu 17 u misa (232). Cimbenik tumorske
nekroze alfa je bjelancevina koja se sintetizira kao 212-aminokiselina duga transmembranska
molekula tipa Il. Djelovanjem metaloproteinaze-konvertiraju¢eg enzima TNFao na
transmembranski oblik TNFa oslobada se 51 kDa teska molekula topljivog citokina
TNFa (STNFa). Cimbenik tumorske nekroze alfa svoje ucinke ostvaruje vezivanjem za
receptore obitelji TNF (TNFR, engl. tumor necrosis factor receptors). Razlikuju se TNFR1
(CD1204, p55/60) i TNFR2 (CD120b, p75/80). Kada se TNFa veze za svoj receptor dolazi do
stvaranja trimera. Citoplazmatski dijelovi receptora se vezu za adaptorske molekule putem
tzv. domene smrti. Adaptorske molekule aktiviraju proteoliticki enzim kaspazu 8 ili kaspazu
10 koje u kaskadnoj reakciji aktiviraju drugi enzim CAD (engl. caspase-aktivated DNAase)
na nacin da uklanjaju protein koji inhibira CAD (I-CAD), a CAD u konacnici razgraduje
DNK i uzrokuje smrt stanice procesom apoptoze. Receptor za TNFo mozZe se vezati i za
adaptorske molekule koje nemaju domenu smrti ve¢ aktiviraju citoplazmatske transkripcijske
¢imbenike kao §to su NF«B na naéin da ga odvaja od bjelan¢evine inhibitor kB (ikB), ili AP-
1 koji potom difundiraju u jezgru i aktiviraju razli¢ite gene za proupalne citokine i razli¢ite
posrednike upale (233). Najvazniji ucinak TNFa je poticanje proupalnog imunoloskog
odgovora. Cimbenik tumorske nekroze alfa aktivira endotelne stanice u upalnom podruéju
koje pojacano izrazavaju adhezijske molekule. Poja¢ano izrazavanje adhezijskih molekula na
endotelnim stanicama, ali i leukocitima pojacava njihov ulazak u upalno podrucje gdje
poja¢avaju upalni odgovor. Cimbenik tumorske nekroze alfa snazno djeluje na makrofage
pojacavajué¢i njihovu fagocitozu, proizvodnju IL-1 i prostagladina E2. Osim snaznog

proupalnog djelovanja, TNFo ima i protuupalni u¢inak najvjerojatnije posredovan njegovim
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imunomodulacijskim, a manje citotoski¢nim djelovanjem. Znacajno je da TNFa pojacava
izrazavanje molekule MHC-II na endotelnim stanicama i receptor za IL-2 na limfocitima, te
poti¢e citotoksi¢ne limfocite na pojatano lucenje drugih proupalnih citokina. Cimbenik
tumorske nekroze alfa ima i brojne nezeljene ucinke. On sprjecava sintezu lipoprotein-lipaze
Sto uzrokuje lipemiju, anoreksiju i kahekciju pri jakim infekcijama i zlo¢udnim tumorima. U

velikim dozama TNFa sprjecava rast mijelopoetskih 1 limfati¢nih kolonija (230).

1.4.4. Interleukin-15

Interleukin-15 je otkriven 1994. godine kao citokin koji pripada skupini citokina s Cetiri alfa
uzvojnice u koju spadaju IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 i IL-9 (234). Interleukin-15
pokazuje mnoge bioloske sli¢nosti i citokinima iz ove skupine, a posebno s IL-2. To se moze
objasniti time Sto ovi citokini dijele dvije podjedinice svojih receptora. Interleukin-15
ostvaruje svoje ucinke vezujuéi se za heterodimericki receptor koji ima iste podjedinice B i y
kao i IL-2. Medutim, a podjedinica za IL-2 i IL-15 su razliéite, te o njima ovisi specifi¢nost
receptora. Udruzena o podjedinica s i ylancima cini receptor visokog afiniteta za IL-2,
odnosno IL-15. a podjedinica za IL-15 pripada tipu I transmembranskih bjelan¢evina koja se
sastoji od signalnog peptida od 32 aminokiseline, izvanstanicne domene koju ¢ine 173
aminokiseline i citoplazmatskog repa od 37 aminokiselina. Unutarstani¢ni prijenos signala
koji nastaje vezivanjem IL-15 za svoj receptor ide putem tirozin kinaze Jans kinaze (JAK1 i
JAK3) i bjelancevina Stat3 i Statd te putem tirozin kinaze src, indukcije Bcl-2 i stimulacije
Ras/Raf/MAPK koji dovode do aktivacije transkripcijskih ¢imbenika fos/jun i NF«kB. Geni
koji kodiraju IL-15 nalaze se na kromosomu 8 u misa i kromosomu 4 u Covjeka (235).
Interleukin-15 je ubikvitarno izrazen u mnogim tkivima i stanicama. Tako je mRNK za IL-15
nadena u posteljici, skeletnim misi¢ima, stanicama bubrega, srca, monocitima i makrofagima
(236). Interleukin-15 proizvode i luce stromalne stanice, stanice kostane srzi, epitelne timusne
stanice, fetalne ednotelne intestinalne stanice, epitelne stanice bubrega, epidermalne stanice
koze i keratinociti, epitelne stanice mreznice, astrociti i glija stanice (237-241). Bjelancevina
za IL-15Ra je izrazena na aktiviranim makrofagima, limfocitima T 1 B, stanicama NK,
stanicama iz timusa i kostane srzi i decidualnim limfocitima (242,243). Ovakva raspodjela IL-
15 i njegovog receptora ukazuje na Siroki utjecaj IL-15 na brojne imunoloske funkcije.
Interleukin-15 je najsnazniji i najvazniji citokin u poticanju progenitorskih stanica koStane
srzi u zrele stanice NK i jedini je ¢imbenik koji potie stanice CD34*CD7" i stanice iz krvi

pupcanog tracka na diferencijaciju u stanice NK (244). Interleukin-15 ima znacajnu ulogu u
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prezivljavanju stanica NK in vito. Pokazalo se da dodan u kulturu ljudskih leukocita dovodi
do osmodnevnog prezivljavanja stanica NK uz dodatak seruma (245). Smatra se da je ovaj
ucinak IL-15 posljedica njegovog antiapoptoticnog djelovanja. Interleukin-15 potice
proliferaciju CD56*"9" stanica NK na doza ovisan nadin te pojadava o protutijelima ovisnu
stani¢nu citotoksi¢nost u obje subpopulacije stanica NK (235). U sinergizmu s IL-2, 1L-15
pojacava proizvodnju IFNy, TNFa, GM-CSF u stanicama NK i to u CD56*""9" vige nego li u
CD56%9M (246). Stanice NK stimulirane s IL-15 proizvode i kemokine kao §to su MIP-1c i
MIP-1B, IL-8, a njihovo luc¢enje se moze povecati dodatkom IL-2. S obzirom da ovi kemokini
privlace stanice NK, lu¢enje ovih kemokina stimulacijom s IL-15 i/ili IL-2 dodatno povecava
prijelaz stanica NK na mjesto upale (235). Utvrdeno je da je IL-15 ¢imbenik aktivacije Thl
subpopulacije limfocita T, ali i proizvodnje Th2 citokina iz limfocita T (247). Sli¢no IL-2, IL-
15 je citokin koji snazno potie sazrijevanje i diferencijaciju limfocita periferne krvi
(limfocita T i B, stanica NK). Dodatno, IL-15 snazno povecava citotoski¢nu aktivnost
limfocita T i stanica NK, te ushodno regulira izraZzavanje posrednika citotoksi¢nosti kao $to je

perforin, serinske esteraze i FasL (248).
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1.5. MEPUDJELOVANJE SREDISNJEG ZIVCANOG I IMUNOLOSKOG SUSTAVA

Citokini SZS

Ozljeda

Kortikotropni
oslobadajuéi hormon

Pituitarna Zlijezda

Adenokortikotropni
hgrmon

Nadbubrezna §%
Hijezda

Citokini
a9 a
o O

@ Stanice

Slezena
Imunolo$ki sustav
C Kostana srz
or

Limfni ¢v

-
.
-
P

Slika 4. Medudjelovanje srediSnjeg Ziv€anog i imunolo$kog sustava (objasnjenje u
tekstu; slika prilagodena iz Sternberg EM. Neural regulation of innate immunity: a

coordinated nonspecific host response to pathogens. Nat Rev Immunol 2006;6:318-28.)

Sredi$nji Ziv€ani i imunoloski sustav su medusobno povezani i svojom komunikacijom
odrzavaju cjelovitost ¢itavog organizma. Teorija o neovisnom djelovanju 1 regulaciji
imunoloskog sustava opovrgnuta je 70-tih i 80-tih godina prosloga stoljeca otkricem
povezanosti sredisnjeg zivcanog S endokrinoloskim i imunoloskim sustavom (249-251).
Poslije su uslijedila brojna istraZivanja koja su pokazala anatomske i funkcionalne veze medu
ovim sustavima. Bez obzira na razlicitost u njihovoj gradi, sredi$nji Ziv€ani i imunoloski
sustav posjeduju sposobnost primanja, prenosenja i reagiranja na razli¢ite podrazaje, stvaranja

pamcenja i djelovanja na druge stanice, tkiva ili organe (252). Sredi$nji zivcani,
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endokrinoloski 1 imunoloski sustavi dijele brojne zajednicke posrednike kao Sto su
neurotransmiteri, neuropeptidi, hormoni i citokini. Komunikacija izmedu sredi$njeg Ziv€anog
i imunoloskog sustava ostvaruje se trima glavnim putevima: simpaticki i parasimapaticki
ziv€éani sustav, osovina hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda (Slika 5) (253,254).
Simpaticke 1 parasimpaticke ziv€ane stanice inerviraju primarne limfaticne organe utjecuci na
diferencijaciju krvotvornih stanica te sekundarne limfaticne organe (slezena, timus, limfni
¢vorovi, tonzile, sluznica gastrointestinalnog sustava) reguliraju¢i njihovu funkciju.
Aktivacijom simpatickog Zzivéanog sustava oslobadaju se katekolamini (adrenalin i
noradrenalin) iz simpatickih Ziv€anih zavrSetaka 1 srzi nadbubrezne Zlijezde. Oslobodeni
katekolamini ostvaruju svoje ucinke vezivanjem za svoje adrenergi¢ne receptore (AR) koji su,
medu ostalim, izrazeni i na stanicama imunolo$kog sustava. Razlikuju se dvije glavne vrste
AR: a-AR i B-AR. a-adrenergi¢ni receptori se dalje dijele na a1, a2-AR, B-AR na B1, B2 i Bs3-
AR (254). B-adrenergi¢ni receptori su, u nacelu, izrazeni na svim leukocitima, ali s razli¢itom
gustoom 1 jaCinom izrazaja. Maisel i sur. su pokazali da stanice NK znatno jace
izrazavaju B2-AR nego li CD8" limfociti T, limfociti B i monociti, dok je najmanji izrazaj B2-
AR naden u populaciji CD4" limfocita T (255). Suprotno B-AR, o-AR nisu izrazeni na
leukocitima periferne krvi u ¢ovjeka, ali se pokazalo da mogu biti izrazeni na makrofagima i
hematopoetskim stanicama tijekom njihove diferencijacije ili u odredenim patoloskim
stanjima (254). Kada se katekolamini veZu za svoje receptore unutarstanicni signal se prenosi
putem G bjelancevine koja aktivira adenilat-ciklazu i fosfolipazu C koje poticu stvaranje
drugih glasnika kao $to je cikli¢ki adenozin-monofosfat (CAMP) ili inozitol-1,4,5-trifosfat,
diaciglicerol i kalcijevi ioni §to ima za posljedicu brojne bioloske uéinke. Tako je pokazano
da katekolamini poticu brzi, ali prolazni porast broja limfocita 1 granulocita u krvi na nacin da
mobiliziraju leukocite iz perifernih skladista kao $to su slezena ili pluca (256). Medutim,
dugotrajna izloZenost katekolaminima smanjuje broj cirkuliraju¢ih limfocita, osobito stanica
NK (255). Katekolamini sprjecavaju funkciju stanica Thl, poti¢u Th2 imunoloski odgovor.
Pokazalo se da katekolamini sprjecavaju lucenje proupalnih citokina IFNy, IL-2, 1L-12, a
povecavaju lucenje IL-4 (254). Katekolamini potiskuju sposobnost predo¢nih stanica da
potiéu Thl imunolo$ki odgovor i aktivacijom B2-AR sprjeCavaju diferencijaciju CD4"
limfocita u stanice Thl (257). Nekoliko istrazivanja je pokazalo da katekolamini smanjuju
lu¢enje TNFa, IL-1B i IL-12 iz LPS stimuliranih monocita i dendritickih stanica (257-259).
Katekolamini na doza ovisan nacin smanjuju citotoski¢nu aktivnost stanica NK S$to se

objasnjava visokim izrazajem [2-AR na stanicama NK (254). Suprotno, katekolamini
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pojaCavaju stvaranje protutijela djelujuéi na limfocite B te poti¢u lucenje IL-10 iz
nestimuliranih monocita (260). Osim putem simpatickog ziv€anog sustava, sredisnji ziv¢ani
sustav djeluje na imunoloSki putem parasimpatikusa. Lucenjem acetilkolina, glavnog
neurotransmitera parasimpatickog Ziv€anog sustava, dolazi do njegovog vezivanja za
nikotinske receptore koji su nadeni na aktiviranih makrofagima, a §to ima za posljedicu
smanjeno lucenje proupalnih citokina kao §to su TNFa, IL-1p i IL-18 (261). Uz simpaticki i
parasimpaticki ziv€ani sustav, srediSnji zivC€ani sustav i imunoloSki sustav medusobno
komuniciraju putem osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda. Pod utjecajem
brojnih ¢imbenika iz hipotalamusa se lu¢i hormon koji oslobada kortikotropin (CRH, engl.
corticotropin realising hormone) koji poti¢e sintezu adenokortikotropnog hormona (ACTH,
engl. adnocoritotropine hormone) iz hipofize koji se lu¢i i putem krvi dolazi do kore
nadbubrezne zlijezde gdje pobuduje sintezu i oslobadanje steroidnih hormona. Krajnji
proizvod su hormoni glukokortikoidi poznati po svojemu protu-upalnom i imunosupresivnom
ucinku. Oni potiskuju upalu na naéin da sprjecavaju lucenje proupalnih citokina (IL-1p,
TNFa), kemokina (IL-8), prostagladina i dusikovog oksida, a poti¢u lucenje protu-upalnih
posrednika (IL-10, TGFB) (262). Glukokoritkoidi pokazuju snazno protu-proliferacijsko
djelovanje. Oni smanjuju izrazaj molekule MHC-II na povrSini APS, sprjeCavaju
diferencijaciju naivnih CD4" limfocita T u stanice Thl, a poti¢u diferencijaciju u Th2 stanice
(263,264). Sredisnji zivéani i imunoloski sustav svoju komunikaciju ostvaruju i putem drugih
posrednika kao Sto su neuropeptidi (tvar P, neuropeptid P, vazoaktivni intestinalni paptid),
neurotransmiteri (serotonin, dopamin, gama-amino-maslacna kiselina, aspartat, glutamat),
opioidi koji se vezu za svoje specifi¢ne receptore (262). S druge strane, citokini (IL-1p, IL-6,
TNFa) koje na periferiji luce aktivirane stanice imunoloSkog sustava dolaze u sredi$nji
ziv€ani sustav izravno difuzijom iz izvanstani¢nog prostora u cerebeospinalnu tekucinu ili
neizravno putem krvnog optjecaja i ostvaruju brojne ucinke. Citokni mogu u mozgu aktivirati
endotelne stanice mozdanih krvnih zila i potaknuti lucenje prostagladina, a mogu utjecati na
stanice mozdanog tkiva (astrocite, glija satnice, oligodendrocite) na luéenje brojnih citokina

(IL-1, IL-6, TNFa, IL-18) i kemokina (IL-8) (25).
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lako postoje radovi koji opisuju promjene imunoloskog sustava u bolesnika s ozljedom

srediSnjeg ziv€anog sustava, mehanizam njihovog nastanka, te brojne promjene

imunokompetentnih stanica jo§ uvijek nisu u potpunosti poznate. U literaturi je tek neznatan

broj radova o =zastupljenosti citotoksicnih medijatora 1 ulozi citolitickog potencijala

limfocitnih subpopulacija u bolesnika s teSkom ozljedom mozga.

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su istraziti:

zastupljenost pojedinih leukocitnih subpopulacija u perifernoj krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga

stupanj aktivacije pojedinih leukocitnih subpopulacijama u bolesnika s teskom
ozljedom mozga

izrazavanje citoliticke molekule perforina u pojedinim limfocitnim subpopulacijama
bolesnika s teSkom ozljedom mozga

stupanj citotoksi¢ne aktivnosti stanica NK

izrazavanje pojedinih citokina (IL-4, IFNy, TNFa, IL-15) u razli¢itim
imunokompetentnim stanicama krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga

vrstu 1 u€estalost infekcija 1 njihovih uzro¢nika u bolesnika s teSkom ozljedom mozga
usporediti vrijednosti navedenih imunoloskih parametara s kontrolnom skupinom
usporediti vrijednosti navedenih klini¢kih i1 imunoloskih parametara izmedu inficirane

1 neinficirane skupine bolesnika s teSkom ozljedom mozga.
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3.1. ISPITANICI

Ovo istrazivanje je ukljucilo 40 bolesnika s teSkom ozljedom mozga definiranih kao GCS
jednaka ili manja od 9 koji su bili lije¢eni u Jedinici intenzivnog lijeCenja (lokalitet Susak)
Klinike za anesteziologiju i intenzivno lijeenje, Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Rijeka. 1z
studije su bile iskljucene osobe mlade od 18 godina i starije od 75 godina, osobe s
verificiranom ozljedom drugih organa i organskih sustava, osobito ozljedom prsnog kosa i/ili
pluca, oni kod kojih je postojao heteroanamnesticki podatak o bilo kakvoj drugoj imunoloskoj
bolesti ili lijeCenju koje moze utjecati na imunoloski odgovor, te oni koji su tijekom lijeCenja
dobili transfuziju krvi. U studiju je bilo ukljuc¢eno 40 zdravih dobrovoljnih davaoci krvi kao
kontrolna skupina ispitanika.

Po prijemu u Jedinicu intenzivnog lijeCenja (lokalitet Susak) Klinike za anesteziologiju i
intenzivno lijecenje, KBC Rijeka bolesnici s teSkom ozljedom mozga lijecili su se prema
uobic¢ajenom protokolu za teSku ozljedu mozga. Svi bolesnici s teSkom ozljedom mozga su
bili orotrahealno intubirani i protektivno strojno ventilirani na nacin da im se parcijalni tlak
ugljik-dioksida (PaCO.) odrzavao na vrijednosti od 4,2 do 5 kPa, saturacija periferne
arterijske krvi (SaOz) veca od 95% uz udahnutu frakciju kisika (FiO2) od 0.4 ili viSom.
Protektivna ventilacija se odrzavala strojevima za umjetnu ventilaciju (Evita, Driger, Labeck,
Njemacka) koji su bili podeseni tako da je udahnuti volumen bio od 6 do 8 ml/kg prediktivne
tjelesne tezine bolesnika, pozitivan tlak na kraju izdisaja (PEEP, engl. positive end expiratoy
pressure) +4 kPa i vise do razine potrebne za primjerenu oksigenaciju, inspiracijski plato od
oko 0,2 sekunde, vr$ni tlak u disnim putovima manji od 30 cmH0, odnos udisaja i izdisaja
1:2. Svim bolesnicima s teSkom ozljedom mozga odrzavana je hemodinamska stabilnost,
normovolemija, volumskom nadoknadom kristaloidnim i koloidnim otopinama. Centralni
venski tlak se odrzavao u vrijednostima od 8 do 12 mmHg, srednji arterijski tlak od 85 do 110
mmHg, a diureza od 0,5 ml/kg/sat. Svi bolesnici su bili sedirani intravenskom primjenom
beznodijazepinima (midazolam, Hoffman LaRoche Ltd, Basel, Svicarska; u koncentraciji od
2-5 mg/kg/h). Analgezija je postignuta kontinuiranom intravenskom primjenom opioida
sufentanila (Torrex Chiesi Pharma, Be¢, Austrija) u koncentraciji od 0,2 do 0,5 ug/kg/sat.
Stalan 24-nadzor vitalnih funkcija ukljucivao je pracenje centralnog venskog tlaka, invazivno
mjerenje arterijskog tlaka, mjerenje tjelesne temperature, stalno pra¢enje ICP. Povecanje ICP
iznad 15 mmHg lije¢eno je konvencionalnim metodama kao $to su dodatna sedacija, blaga
hipervenitlacije te drenaza cerebrospinale tekucine. Svi bolesnici s teSkom ozljedom mozga
dobili su gastroprotektivnu terapiju inhibitorima protonske pumpe (pantoprazol, 40 mg

intravenski, Nycomed, Konstanz, Njemacka). Svim bolesnicama s teSkom ozljedom mozga je
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postavljena orogastri¢na ili nazogastricna sonda, a glava im je bila podignuta za 30 stupnjeva.

Svi su bolesnici enteralno hranjeni 24 sata nakon prijema u Jedinicu intenzivnog lijecenja.

3.1.1. Klinicke znacajke bolesnika

Standardiziranim protokolom utvrdili su se op¢i podaci o ispitaniku — mati¢ni broj, dob, spol.
Svakom bolesniku pratili su se slijede¢i klinicki parametri: GCS, vrijednosti srednjeg
arterijskog tlaka (mmHg), vrijednosti intrakranijalnog tlaka (mmHg), vrijednosti centralnog
perfuzijskog tlaka (mmHg), tjelesna temperatura (°C).

RendgenoloSkom obradom svakom su se bolesniku utvrdila pojava infiltrata u pluénome
parenhimu.

Svakom bolesniku se je utvrdila duljina strojne ventilacije, duljina lijeCenja u Jedinici

intenzivnog lijeenja te ishod lijecenja.

3.1.2. Eti¢nost istraZivanja i informirani pristanak

Prije ukljucivanja u studiju ¢lan obitelji ili skrbnik bili su upoznati s protokolom istrazivanja i
s time su medicinski podaci ispitanika biti koristeni isklju¢ivo za navedeno istrazivanje.
Pristanak za sudjelovanje ispitanika u istraZivanju potvrdeno je potpisivanjem informirane
suglasnosti od strane ¢lana obitelji ili skrbnika. Informirana suglasnost je odobrena od strane
Etickog povjerenstva KBC Rijeka i Povjerenstva za eticka pitanja Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Rijeci. Ovim istrazivanjem bilo je osigurano poStivanje temeljnih etickih i
bioetic¢kih principa — osobni integritet, pravednost, dobro¢instvo i neSkodljivost za ispitanika.
U prikupljanju 1 prikazivanju podataka ocuvani su privatnost ispitanika 1 zastien je njihov

identitet.

3.2. MATERIJAL

3.2.1. Bioloski materijal

Svakom bolesniku uklju¢enom u studiju uzimalo se 2 ml urina, 1-2 ml endotrahelnog aspirata,
1 5 ml periferne venske krvi prvog, cetvrtog, sedmog i desetog dana boravka te su se uzorci
slali na mikrobioloSku analizu Mikrobioloskog laboratorija Zavoda za javno zdravstvo
Primorsko goranske Zzupanije i Mikrobioloski laboratorij KBC Rijeka. Prvog, cetvrtog i
sedmog dana boravka svakom bolesniku uzimalo se po 20 ml heparinizirane periferne venske
krvi koja se je slala na Zavod za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Rijeci gdje su se radile imunoloske analize.
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3.2.2. Stanicne linije

K-562, stani¢na linija humane eritroleukemije.

3.2.3. Kemikalije

Aceton, Kemika, Zagreb Hrvatska

Govedi serumski albumin (BSA, engl. bovine serum albumine), Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Njemacka

Diaminobenzidin (DAB), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka
Ethilen-daimin-tetra-acetat (EDTA), Merck, Darmstadt, Njemacka
Fetalni tele¢i serum (FSC, engl. fetal calf serum), Gibco, Carlsbad, SAD
Gelatin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Gentamicin sulfat, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Glukoza, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Glicerin, Alkaloid, Skopje, Makedonija

Hematoksilin, Merck, Darmstadt, Njemacka

Hepes, Serva, Heidelberg, Njemacka

lonomicin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Kalcij-klorid (CaCl,), Kemika, Zagreb, Hravatska
Kalij-dihidrogenfosfat (KH2PO4), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Kalij-klorid (KCI), Kemika, Zagreb, Hrvatska

L-glutamin, Merck, Darmstadt, Njemacka

Lipopolisaharid (LPS), Fluka BioChemica, Buch, Svicarska

Limfoprep, Nycomed Pharma, Oslo, Norveska
Magnezij-klorid-6-hidrat (MgCl. x 6 H20), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Monenzim, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Natrij-azid (NaNs), Difco, Detroit, SAD
Natrij-hidrogenfosfat-2-heksahidrat, NaH.PO4 x 2H,0, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Natrij-hidroksid, NaOH, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrij-klorid, NaCl, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Nikal-sulfat-heksahidrat, NiSO46H.0, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Octena kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Paraformaldehid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Penicilin, Grunenthal, Stolberg, Njemacka

Phorbol-miristate-acetate (PMA), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka
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Propidium iodid, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Saponin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Streptomicin sulfat, Merck, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka
Tripansko modrilo (Tripan blue), Serva, Heidelberg, Njemacka
Tirkova otopina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Tris base, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Tween 20, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

Vodikov peroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Ksilol, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

3.2.4. Mediji i puferi

1. Puferirana fizioloska otopina (PBS)

Natrij-klorid (NaCl) 140 mM, Kalij-klorid (KCI) 2,7 mM, Natrij-hidrogenfosfat-2-heksahidrat
(NaH2PO4 x 2H20) 6,5 mM, Kalij-dihidrogenfosfat (KH2PO4) 1,5 mM, Kalcij-klorid (CaCl)
0,7 mM, Magnezij-klorid-6-hidrat (MgCl. x 6 H.0) 0,7 mM.

2. Medij za kulturu tkiva

RPMI 1640 (GIBCO), L-glutamin 2 mM, Hepes (pH 7,2), 10 mM, Penicilin 1x10° i.j/,
Streptomycin sulfat 0,1 g/l, Gentamycin sulfat 0,05 g/l, Serum govedeg fetusa (FCS) 10%.

3. Medij za protocni citometar

PBS 1 I, EDTA 10 mM, Hepes (pH 7,2) 20 mM, Serum govedeg fetusa 2%, natrij-azid
(NaNs) 0,1%.

4. 4% Paraformaldehid (pH 7,4)

Paraformaldehid 40 g¢/l, Natrij-hidrogenfosfat-2-heksahidrat (NaH-PO4 x 2H,0) 16,83 glI,
Natrij-hidroksid (NaOH) 3,85 g/l, Glukoza 5,4 g/I.

5. Saponinski pufer

PBS, Saponin 0,1%, Serum govedeg fetusa 2%, EDTA 1 mM.

6. Otopina za magnetsku separaciju

PBS pH 7,2, 0,5% BSA, EDTA 2mM.

7. LSAB-HRPO Kit za imuocitokemiju, DAKO, Glostrup, Danska

7.1. Otopina za blokiranje:

PBS koji sadrzava nosa¢ bjenacevina, Natrij-azid 15 mM.

7.2. Otopina sekundarnih protutijela:

Biotinilirana protu-zecja i protu-misja protutijela, PBS koji sadrzava nosa¢ bjelancevina,

Natrij-azid 15 mM.
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7.3. Otopina za razrjedivanje streptavidina:

Tris-HCI pufer

7.4. Koncentrat streptavidina:

Streptavidin konjugirani s horseradish peroksidazom u Tris-HCI puferu, Natrij-azid 15 mM.
8. Acetatni pufer

21 ml otpine A + 79 ml otopine B

Otopina A

Octena kiselina 96% 5,75 ml, destilirana voda 1000 ml

Otopina B

Natrij-acetat-trihidrat 13,61 g, destilirana voda 1000 ml

9. Otopina trisma base pH 7,5 (TB)

Destilirana voda 1 I, trisma base 6 g/l, podesiti na pH 7,5 s HCI (5 M).

10. Puferirana otopina trisma base (TBS)

Otopina trisma base 900 ml, NaCl 8,1 g.

10. Radna otopina diaminobenzidina (DAB)

Otopina trisma base, pH 7,5, 25 ml, DAB 5 mg, nikal-sulfat-heksahidrat 14 mg, vodikov
peroksid 30% 2 pl.

11. Glicerin zelatina

Destilirana voda 40 ml, glicerol 50 ml, Zelatina 7 g.

12. Kit za odredivanje citotoksicnosti protocnim citometrom (PKH-26 Red Fluorescent Cell
Linker Kit), Sigma Bioscience, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka

PKH-26 lipofilna boja

Diluent C

3.2.5. Protutijela

Tablica 4. Koristena protutijela

PROTUTIJELO KLON/IZOTIP SPECIFICNOST PROIZVOPAC
Protutijela kori$tena u izravnoj i neizravnoj imunofluorescenciji
Protu-humano protu- | UCHT1/misji IgG1 Biljeg CD3 BD Pharmingen, San

CD3 protutijelo Jose, SAD

FITC!

Protu-humano protu- | SP34-2/misji IgG1 Biljeg CD3 BD Pharmingen, San
CD3 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-CD3 UCHT1/misji 1gG1 Biljeg CD3 BD Pharmingen, San
protutijelo Cy-PE5® Jose, SAD
Protu-humano protu- | RPA-T4/misji IgG1 | Biljeg CD4 BD Pharmingen, San
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CDA4 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | RPA-T8/misji IgG1 | Biljeg CD8 BD Pharmingen, San
CDS8 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | M5E2/misji 1IgG1 Biljeg CD14 BD Pharmingen, San
CD14 protutijelo Jose, SAD

FITC!

Protu-humano protu- | 3G8/misji IgG1 Biljeg CD16 BD Pharmingen, San
CD16 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | M-A251/misji IgG1 | Biljeg CD25 BD Pharmingen, San
CD25 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | NCAM 16.2/misji Biljeg CD56 BD Pharmingen, San
CD56 protutijelo lgG1 Jose, SAD

FITC!

Protu-humano protu- | B159/misji 1gG1 Biljeg CD56 BD Pharmingen, San
CD56 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- Biljeg CD56 BD Pharmingen, San
humano protu-CD56 | B156/misji 1gG1 Jose, SAD
protutijelo Cy-PE5®

Protu-humano protu- | FN50/misji 1gG1 Biljeg CD69 BD Pharmingen San
CD69 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | L307.4/misji IgG1 Biljeg CD80 BD Pharmingen, San
CD80 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | 1T2.2/misji IgG2b Biljeg CD86 BD Pharmingen, San
CD86 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | A2MR-B1/misji IgG1 | Biljeg CD91 BD Pharmingen, San
CD91 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | L234/stakorski 1gG2a | Biljeg HLA-DR BD Pharmingen, San

HLA-DR protutijelo
PE?

Jose, SAD

Protu-humano protu

L17F12/SJ25CJ

Biljezi CD5i CD19

BD Pharmingen, San

CD5/CD19 misji 19G2a/1gG1 Jose, SAD
protutijelo

Protu-humano protu- | 8D4-8/misji IlgG1 IL-4 BD Pharmingen, San
IL-4 protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | B27/misji 1IgG1 IFNy BD Pharmingen, San
IFNy protutijelo PE? Jose, SAD
Protu-humano protu- | Mab11/misji IgG1 TNFa BD Pharmingen, San
TNFa protutijelo Jose, SAD

PE2

Protu-humano protu - | 34559/misji 1gG1 IL-15 R&D Systems,

IL-15 protutijelo PE?

Minneapolis, SAD

Protu-humano protu-
perforinsko
protutijelo

8G9/mis;ji 1gG2b

Humani perforin

Dobiveno iz ascitesa
misa Balb/c, Zavod
za mikrobilogiju i
imunologiju,
Medicinski fakultet,
Sveuciliste u
Miamiu, Miami,
SAD
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Misji IgG1 FITC?

MOPC-21/migji 1gG1

Specificno proutijelo
istog podrazreda

BD Pharmingen, San
Jose, SAD

Misji IgG1 PE?

MOPC-21/migji IgG1

Specificno proutijelo
istog podrazreda

BD Pharmingen, San
Jose, SAD

Misji IgG1 Cy-PE5®

MOPC-21/migji 1gG1

Specificno proutijelo
istog podrazreda

BD Pharmingen, San
Jose, SAD

Misji IgG2a PE? G-155-178/mis;ji Specifi¢no proutijelo | BD Pharmingen San
lgG2a istog podrazreda Jose, SAD

Misji IgG2b PE? MPC-11/misji 1gG2b | Specifi¢no proutijelo | BD Pharmingen, San
istog podrazreda Jose, SAD

Stakorski IgG2a PE? | R35-95/5takorski Specifi¢no proutijelo | BD Pharmingen San

lgG2a

istog podrazreda

Jose, SAD

Simultest Control,
misji [gG2a
FITC/IgG1 PE?

X39/X49
misji 1gG2a/1gG1

Specifi¢no proutijelo
istog podrazreda

BD Pharmingen, San
Jose, SAD

Supernatant IgG2b

MA-215/misji [gG2b

Specifi¢no proutijelo
istog podrazreda

Dobiveno iz ascitesa
misa Balb/c, Zavod
za fiziologiju i
imunologiju,
Medicinski fakultet
Sveuciliste u Rijeci,
Rijeka, Hrvatska

Kozje protu-misje
IgG FITC!

Polilkonsko/misji
IgG

Sekundrano
protutijelo obiljezeno
fluorescein-
izotijocijanatom

BD Pharmingen, San
Jose, SAD

Protu

tijela koriStena u magnetskoj separaciji stanica NK

Koktel bitonom
konjugiranih
monoklonlanih
misjih protu-humanih
protu-CD3, protu-
CD4, protu-CD14,
protu-CD15, protu-
CD19, protu-CD36,
protu-CD123, protu-
glikoforin A
Magnetskim
kuglicama obiljeZena
misja protu-biotin

Bi03-18E7.2/miji
IgG1

Kit za izolaciju
stanica NK

Miltenyil Biotec,
Auburn, SAD

protutijela
Magnetskim Bi03-18E7.2/misji Pozitivna selekcija Miltenyil Biotec,
kuglicama obiljezena | IgG1 stanica NK Auburn, SAD
misja protu-humana
protu-CD56
protutijela
Protutijela koristena u imunocitokemiji
Protu-humano protu- | 34559/misji IgG1 IL-15 R&D Systems,

IL-15 protutijelo

Minneapolis, SAD

Protu-humano protu-

5G9/miji gG2b

Humani perforin

Dobiveno iz ascitesa
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perforinsko
protutijelo

miSa Balb/c, Zavod
za mikrobilogiju i
imunologiju,
Medicinski fakultet,
SveuciliSte u
Miamiu, Miami,
SAD

Misji IgG1

X40/migji 1gG1

Specifi¢no proutijelo
istog podrazreda

BD Pharmingen, San
Jose, SAD

Misji IgG2b

MA-215/misji IgG2b

Specifi¢no proutijelo
istog podrazreda

Dobiveno iz ascitesa
misSa Balb/c, Zavod

za fiziologiju i
imunologiju,
Medicinski fakultet
Sveucilista u Rijeci,
Rijeka, Hrvatska

'FITC — engl. fluoresceine-isothyocianate

2PE — engl. phycoerithryn

3Cy-PE5 — engl. Cy-Chrome Phycoerithryn

3.2.6. Laboratorijski materijal

Filter 30 mm, Mylteni Biotec, Auburn, SAD

Epruvete, Eppendorf, TPP, Hambourg, Njemacka

Kolumne za magnetsku separaciju, MS i LS, Mylteni Biotec, Auburn, SAD
Kromogeni hranjivi agar, Becton Dickinson, Heidelberg, Njemacka

Krvni agar, Becton Dickinson, Heidelberg, Njemacka

Neubauerova komorica za brojenje stanica

Pasteurova pipeta, Kartell, Noviglio, Italija

Plasti¢ni nastavci za pipete, 0-1000 ul, Kartell, Noviglio, Italija

Plasti¢na kuSalica sa zatvarac¢em, 50 ml, Falcon, Lawrence, SAD

Plasti¢ne kusalice za protoé¢ni citometar 12 x 70 mm, Falcon, Lawrence, SAD
Plasti¢ne pipete, Greiner, Taufkirchen, Njemacka

Predmetno i pokrovno stakalce, Tlos, Zagreb, Hrvatska

Tekuéi hranjivi bujon, BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francuska

3.2.7. Uredaji

Automatski analizator za odredivanje biokemijskih sastojaka u serumu, Olympus, Tokyo,
Japan

BacT/Alert 3D uredaj za mikrobiolosku analizu, BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francuska

Centrifuga, Juan, Sorvall, Bohemia, SAD
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Citospin centrifuga, Shandon, Pittsbourg, SAD

Elektronicki broja¢ Technicom H-1 system, Technicom, San Jose, SAD
FACScan, FACS Calibur, protocni citometar, Becton Dickinson, , Heidelberg, Njemacka
Fluorescentni mikroskop, Olympus, Tokyo, Japan

Hladnjak -80, Snijders Scientific, Tilburg, Nizozemska

Inkubator, Shel Lab, Cornelius, SAD

Komora za rad u sterilnim uvjetima, Elhert, Gutersloh, Njemacka
Mikroskop, Olympus, Tokyo, Japan

Mjesalica, Asid, Massachussets, SAD

Pipete, Eppendorf, Hambourg, Njemacka

Vaga, Mettler, Zagreb, Hrvatska

VarioMACS magnetski separator, Mylteni Biotec, Auburn, SAD

Vodena kupelj, Koettermann, Uetze/Hanigsen, Njemacka

3.3. METODE

3.3.1. Metode odredivanja biokemijskih sastojaka u serumu

Analiza laboratorijskih nalaza iz periferne krvi je obavljena u Zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Rijeka. Vrijednosti hemoglobina, hematokrita,
odredivan je na elektroni¢kom brojacu Technicom H-1 system, metodom heoglobincijanidom,
a broj leukocita opti¢kim principom tamnih boja. Vrijednosti natrija, kalija, glukoze u krvi,
acidobazni status, te vrijednost C reaktivnog proteina su se odredivane na automatskom

analizatoru Olympus metodom po principu ion-selektivnih elektroda.

3.3.2. Metode bakterioloSke analize

Mikrobioloska analiza trahealnog aspirata, urina i krvi izvedena je u Mikrobioloskom
laboratoriju Zavoda za javno zdravstvo Primorsko goranske zupanije i Mikrobioloskom
laboratoriju Klinickog bolni¢kog centra Rijeka. Mikrobioloska hraniliSta i uvijeti rasta za
razli¢ite sojeve bakterija ukljucivali su nasadivanje uzoraka trahealnog aspirata i urina na
kromogeni hranjivi i krvni agar te krvi na tekuéi hranjivi bujon uz aerobnu inkubaciju na
temperaturi od 37°C tijekom 24 ili 48 sati. Izolati su identificirani uobi¢ajenim kvantitativnim

bakterioloskim tehnikama te kvalitativnim metodama koriStenjem aparata BacT/Alert 3D.
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3.3.3. Imunolo$ke metode

3.3.3.1. lzdvajanje mononuklearnih stanica

Svakom ispitaniku uzimao se uzorak od 20 ml heparinizirane periferne venske krvi i
naslojavao na jednaki volumen gradijenta gustoce, a potom centrifugirao 20 minuta na 600 g.
Prsten mononuklearnih stanica smo pokupili Pasteuerovom pipetom, stanice isprali dva puta u
RPMI 1640 mediju, a potom resuspendirali u RPMI mediju za kulturu tkiva. Stanice smo
brojali u Neubauerovoj komorici koristenjem Tiirkove otopine za mikroskopiju leukocita.
Dobivene mononuklearne stanice smo odmah Koristili u daljnjim pokusima. Vijabilnost
stanica smo odredivali koristenjem tripanskog modrila i/ili propidium jodidia u koncentraciji

od 0,5 pg/ml/108 stanica uz ocitavanje na protoénom citometru.

3.3.3.2. ViSestruko obiljeZavanje povrSinskih biljega metodom imunofluorescencije

Izdvojene mononuklearne stanice podesili smo na koncentraciju od 3 x 10° stanica po uzorku
u plasti¢noj kusalici s okruglim dnom te koriStenjem metode direktne imunofluorescencije
viSestruko obiljezavali povrSinske biljege pomocu protutijela navedenim u Tablici 2. Stanice
smo najprije isprali u mediju za protocni citometar 5 minuta brzinom 350 g. Nespecifi¢no
vezivanje protutijela sprijecili smo inkubacijom uzoraka s 1% humanim serumom krvne grupe
AB tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi. Potom smo stanice inkubirali s pojedinim
protutijelom ili specifi¢nim misjim protutijelom istog podrazreda 30 minuta na temperaturi od
4°C i dva puta isprali u mediju za proto¢nu citometriju da bi uklonili nevezana protutijela.
Nakon centrifugiranja, u svaki uzorak smo dodali 400 pul FACS 2% paraformaldehida.

ObiljeZene stanice smo pohranjivali na 4°C do o¢itavanja na proto¢nome citometru.

3.3.3.3. Istovremeno obiljeZavanje povrSinskih i unutarstanicnih biljega u razlicitim
limfocitinim subpopulacijama i monocitima

3.3.3.3.1. Istovremeno obiljezavanje povrsinskih biljega i unutarstanicne molekule perforina
u razlicitim limfocitmim subpopulacijama

Za postupak unutarstani¢nog obiljezavanja perforina izdvojene mononuklearne stanice
periferne krvi podesili smo na koncentraciju od 3 x 10° stanica po uzorku i centrifugirali u
mediju za proto¢nu citometriju (5 min/350 g). Talog stanica smo fiksirali 4% otopinom
paraformaldehida (100 pl) tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Potom smo stanice
isprali dva puta u mediju za proto¢nu citometriju i resuspendirali u 100 pl saponinskog pufera

zbog permeabilizacije stanicne membrane. Po isteku inkubacije od 20 minuta na sobnoj
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temperaturi dodana su protu-perforinska antitijela (3 ul po uzorku razrijedena u 100 ul
saponinskog pufera) te su uzorci inkubirani 30 minuta na 4°C. Nakon isteka inkubacije stanice
su dva puta isprane u saponinskom puferu da bi se uklonila nevezana primarna protutijela.
Zatim smo na talog dodali sekundarno protutijelo GAM-FITC (engl. Goat-Anti-Mouse)
obiljezeno fluorescentnom bojom fluorescein-izotiocijanat (1 ul po uzorku razrijedeno u 100
ul saponinskog pufera) te inkubirali 30 minuta na 4°C. Nakon isteka inkubacije uzorke smo
ponovno dva puta isprali u saponinskom puferu. Zatim smo na talog dodali 500 ul medija za
protocnu citometriju koji ima zadacu zatvoriti saponinom permeabiliziranu stani¢nu
membranu. Nakon zatvaranja stanicne membrane, nespecifi¢no vezivanje protutijela sprijecili
smo inkubacijom uzoraka s 1% humanim serumom krvne grupe AB tijekom 20 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u mediju za proto¢nu citometriju stanice smo dvostruko
obiljezavali kombinacijom izravno konjugiranim protutijelima za povrSinske biljege u
koncentraciji 6ul/uzorku (FITC ili Cy-PE5 konjugirano protu-CD3 protutijelo, PE
konjugirano protu-CD4 protutijelo, PE konjugirano protu-CD8 protutijelo, PE protu-CD16
protutijelo, FITC ili Cy-Pe5 konjugirano protu-CD56 protutijelo) i inkubirali tijekom 30
minuta na 4°C. Izravno konjugirana specifi¢na protutijela istog podrazreda Koristili smo kao
negativne kontrole. Po isteku inkubacije, stanice smo dva puta isprali u mediju za proto¢nu
citometriju, na talog dodali 400 ul 2% paraformaldehida, te smo ih pohranjivali na 4°C do

ocitavanja na proto¢nome citometru.

3.3.3.3.2. Istovremeno obiljezavanje povrsinskih biljega i unutarstanicnih citokina u
razlicitim limfocitinim subpopulacijama i monocitima

Mononuklearne stanice periferne krvi, podesene u koncentraciji 3 x 10° po uzorku,
stimulirane su u sterilnim uvjetima na 37°C i atmosferi 5% CO; uz dodatak PMA (6 uM),
ionomicina (1 uM) i monenzima (3 uM) tijekom 4 sata. Po isteku inkubacije nespecifi¢no
vezanje je sprijeceno inkubacijom uzoraka s 1% humanim serumom krvne grupe AB tijekom
20 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim smo stanice dvostruko isprali u mediju za proto¢nu
citometriju, obiljezili izravno konjugiranim protutijelima protiv povrsinskih biljega (Cy-PE5
konjugirano protu-CD3 protutijelo, FITC konjugirano protu-CD56 protutijelo ili FITC
konjugirano protu-CD14 protutijelo) tijekom 30 minuta na 4°C. lzravno Kkonjugirana
specifi¢na protutijela istog podrazreda smo koristili kao negativne kontrole. Potom smo
stanice dva puta isprali u mediju za proto¢nu citometriju i fiksirali 4% otopinom

paraformaldehida. Nakon dvostrukog ispiranja u mediju za proto¢nu citometriju, stanice su
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resuspendirane u 100 ul saponinskog pufera. Nakon 20 minuta inkubacije na sobnoj
temperaturi dodana su PE direktno konjugirana protu-IL-4, protu-IFNy, protu-TNFa i protu-
IL-15 protutijela, te su stanice inkubirane 30 minuta na 4°C. Po isteku inkubacije uzorke smo
dva puta isprali u saponinskom puferu da bi se uklonio visak nevezanih protutijela, a stani¢na
membrana je zatvorena dodatkom 500 ul medija za proto¢nu citometriju. Do oc€itavanja na
proto¢nom citometru, U uzorke smo dodali 400 pl 2% paraformaldehida i ¢uvali ih u
hladnjaku na 4°C.

3.3.3.3.3. Stimulacija monocita s lipopolisaharidom i unutarstanicno obiljezavanje IFNy

U naSim istrazivanjima smo analizirali unutarstani¢énu koncentraciju IFNy u monocitima
periferne krvi nakon stimulacije s LPS u razli¢itim koncentracijama. Pokus je izveden tako da
smo mononuklearne stanice periferne krvi podesili na koncentraciju od 3 x 10° po uzorku te
ih kultivirali u sterilnim uvjetima na 37°C i atmosferi 5% CO- tijekom 4 sata:

- same tj. samo stanice resuspendirane u mediju,

- uz dodatak LPS u koncentraciji od 1 ng/ml,

- uz dodatak LPS u koncentraciji od 10 ng/ml,

- uz dodatak LPS u koncentraciji od 100 ng/ml.

Nakon 4 sata inkubacije u svaki uzorak je dodat PMA (6 uM), ionomicin (1 uM) i monenzim
(3 uM) tijekom slijedecih 5 sati. Po isteku inkubacije, stanice su isprane u mediju za proto¢nu
citometriju, a nespecifiéno vezivanje je sprijeceno inkubacijom uzoraka serumom krvne grupe
AB tijjekom 20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u mediju za proto¢nu
citometriju, stanice su povrsSinski obiljezavane FITC konjugiranim protu-CD14 biljegom ili
specifi¢nim protutijelima istog podrazreda tijekom 30 minuta na 4°C. Po isteku inkubacije,
uzorci su dva puta isprani u mediju za proto¢nu citometriju, fiksirani 4% otopinom
paraformaldehida i resuspednirani u 100 ul saponinskog pufera. Nakon inkubacije od 20
minuta na sobnoj temperaturi u svaki uzorak su dodana PE konjugirana protu-IFNy
protutijela. Po isteku inkubacije od 30 minuta na 4°C, stanice su dva puta isprane u
saponinskom puferu i inkubirane 10 minuta na sobnoj temperaturi u 500 ul medija za
proto¢nu citometriju. Po isteku inkubacije stanice su centrifugirane, a na talog smo dodali 400

ul 2% paraformaldehida, te uzorke ¢uvali na 4°C do ocitavanja na proto¢nom citometru.
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3.3.3.4. Magnetska separacija stanica NK

3.3.3.4.1. lzdvajanje stanica iz suspenzije mononuklearnih stanica periferne krvi pomocu
magnetskih kuglica

Stanice NK su iz suspenzije mononuklearnih stanica periferne krvi izdvojene negativnom i
pozitivnom separacijom. Negativnu separaciju smo izveli uz pomo¢ Kita za izolaciju humanih
stanica NK, prema uputama proizvodaca. Ukratko, nakon izdvajanja i odredivanja broja
mononuklearnih stanica periferne krvi, na talog smo dodali 40 ul hladnog medija za
magnetsku separaciju na svakih 107 stanica. Zatim smo na svakih 107 stanica dodali 10 pl
koktela biotiniliranih protutijela i stanice inkubirali 10 minuta na 4°C. Nakon inkubacije
dodali smo dodatnih 30 pl hladnog medija za magnetsku separaciju i 20 ul koktela
magnetskih kuglica za separaciju stanica NK na svakih 10" stanica. Suspenziju smo njezno
promijesali i inkubirali daljnjih 15 minuta na 4°C. Po isteku inkubacije stanice smo isprali u
hladnom mediju za magnetsku separaciju ¢iji je volumen bio dvadeset puta veci od volumena
koristenog pri obiljezavanju stanica. Suspenziju stanica smo centrifugirali 10 minuta na 350 g,
odlili supernatant i na talog dodali 1 ml hladnog medija. Potom smo stanice brojili i podesili
u slijedeéem volumenu: ako je u suspenziji bilo manje od 107 stanica dodali smo 500 pl
medija, a ako je bio vise od 108, a manje od 5 x 108 stanica dodali smo 500 do 1000 pl medija.
Pozitivnu selekciju stanica NK samo napravili koristenjem magnetskih kuglica konjugiranim
s monoklonskim protu-CD56 protutijelima. Na talog izoliranin mononuklearnih stanica
periferne krvi smo dodali 20 ul CD56 magnetskih kuglica, pomijesali i inkubirali tijekom 15
minuta na 4°C. Nakon isteka inkubacije suspenziju stanica smo isprali u hladnom mediju za

magnetsku separaciju i podesili u gore navedenom volumenu.

3.3.3.4.2. Negativna i pozitivna magnetska selekcija stanica NK

Za odvajanje stanica NK iz suspenzije mononuklearnih stanica periferne krivi koristili smo
magnetski separator VarioMACS te LS (za izdvajanje do 102 stanica) ili MS kolumne (za
izdvajanje 107 stanica). Prvo smo kolumne stavili u magnetsko polje VarioMACS separatora.
LS kolumne smo isprali s 3 ml, a MS kolumne s 500 pl hladnoga medija za separaciju. Potom
smo u kolumne stavili prethodno magnetskim kuglicama obojane stanice u odgovaraju¢em
volumenu (500 do 1000 pl) i pustili da negativne stanice tj. one stanice koje nisu obiljezene
protutijelima vezanim na magnetske kuglice, ,,produ* kroz kolumnu u kusalicu. LS kolumnu
samo nakon toga isprali tri puta s 5 ml, a MS kolumnu tri puta s 1 ml hladnoga medija.

Stanice koje su ,,prosle” kolumnu kao i stanice koje smo isprali iz kolumne smo centrifugirali,
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dva puta isprali u mediju za separaciju stanica, izbrojili i odredili ¢istocu tj. postotak CD56
pozitivnih stanica proto¢nom citometrijom. Ovako dobivene stanice NK dalje smo Koristili u

testu citotoksi¢nosti prema NK osjetljivoj stani¢noj liniji K-562.

3.3.3.5. Test citotoksic¢nosti stanica NK

Magnetskom separacijom dobivene stanice NK smo izbrojili, odredili njihovu vijabilnost te
podesili na koncentraciju 5 x 10%ml RPMI medija za kulturu. Ovako podesene stanice smo
Cuvali na ledu do postavljanja u izravni kontakt s stanicama K-562.

Priprema stanica K-562 zapocinje ispiranjem stanica u RPMI koji nije obogacen serumom.
Stanice K-562 smo isprali tri puta, te njihov broj podesili na 2,5 x 10%/ml. Potom smo 1,5 pl
PKH-26 boje otopili u 250 ul diluenta C. Na talog stanica K-562 samo dodali 250 ul diluenta
C te pomijesali s prethodno pripremljenom bojom. PaZljivo smo mijesali stanice i boju u
trajanju od 4 minute, a reakciju smo zaustavili dodavanjem 500 ul FCS tijekom 1 minute.
Obojene stanice smo potom isprali tri puta u mediju za kulturu tkiva. Nakon zadnjeg ispiranja
stanice smo pobrojili i njihov broj podesili na 1 x 105/ml medija za kulturu tkiva. Citav
postupak smo izvodili na ledu. U prethodno oznacene epruvete stavljali smo obojene stanice

NK, ciljne stanice K-562 i medij na nacin prikazan u Tablici 4.

Tablica 5. Protokol postavljanja izvrsnih i ciljnih stanica te medija za kulturu tkiva u

test citotoksi¢nosti

Epruveta Medij za kulturu tkiva Stanice NK Stanice K-562
(5 x 108/ml) (1 x 10%/ml)

1 100 pl 100 pl

2 100 pl 100 pl
3 100 pl 100 pl
4 50 ul 50 ul 100 pl
5 75 ul 25 ul 100 pl
6 88 ul 12 ul 100 pl

Nakon postavljanja testa citotoksi¢nosti, epruvete smo lagano centrifugirali da bi postigli bolji
kontakt medu stanicama. Potom smo epruvete stavili u inkubator na 37°C tijekom 2 sata. Po

isteku inkubacije stanice smo istalozili centrifugiranjem, na talog dodali 300 ul medija za
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proto¢nu citometriju i 200 ul propidium jodida koncentracije 10 pg/ml. Ovako pripremljene

stanice smo ocCitavali na protocnome citometru.

3.3.3.6. O¢itavanje na protoénome citometru i analiza rezultata

Proto¢nom citometrijom smo ocitavali prethodno obiljezene mononuklerane stanice periferne
krvi metodama izravne i neizravne imunofluoresencije te postotak ubijenih stanica K-562 u
testu citotoksi¢nosti. Koristili smo aparat FACSCalibur i Cell Quest racunalni program
proto¢nog citometra (Becton Dickinson, Heidelberg, Njemacka) uz standardne parametre za
FCS (parametar veli¢ine stanica, engl. foward scater), SSC (parametar slozenosti stanice,
engl. side scater), FL1 (intenzitet zelene fluorescencije), FL2 (intenzitet narancaste
fluorescencije) i FL3 (intenzitet crvene fluorescencije). FITC boja se uofava na FLI1
fluorescenciji, PE u FL2 fluorescenciji, a CyPE5 u FL3 fluorescenciji. U testu citotoksi¢nosti
ciljne stanice obojene PKH-26 bojom se uoc¢avaju u FL2 fluorescenciji, dok se izvr$ne stanice
ne bojaju. Propidij jodid ulazi samo u mrtve stanice, boji ih crveno te se one vide u FL3
fluorescenciji. Postotak mrtvih ciljnih stanica se vidi kao vrijednost dvostruko pozitivnih FL2
i FL3.

Nakon ocitavanja na protocnome citometru rezultate smo analizirali koriStenjem racunalnog

programa WinMDI version 2.9.

3.3.3.7. Imunocitokemija

Izdvojene mononuklearne stanice periferne krvi smo isprali u PBS otopini i podesili na
koncentraciju 1 x 10%ml. Uzorak od 100 pl suspenzije stanica smo nanijeli na predmetno
stakalce i centrifugirali u citospin centrifugi brzinom od 500 okretaja/minuti tijekom 5 minuta.
Ovako dobivene preparate smo susili na sobnoj temperaturi dva sata i fiksirali u hladnom
acetonu 10 minuta te pohranili u hladnjak na -20°C do obiljezavanja. Prije postupka
obiljezavanja, preparate smo isprali u TBS otopini tri puta po tri minute. Zatim smo preparate
isprali u destiliranoj vodi tri puta po tri minute i uronili ih u TBS otopinu uz dodatak 0,5%
Tween 20 tijekom tri minute. Za obiljezavanja perforina i IL-15 Koristili smo LSAB-HRP Kkit.
Nespecificno bojanje smo sprijecili otopinom za blokiranje iz navedenog kita tijekom 5
minuta u tamnoj i vlaznoj komori na sobnoj temperaturi. Sve daljnje inkubacije smo izvodili u
istim uvjetima. Nakon inkubacije preparate smo isprali u TBS 0,5% Tween 20 otopini i
inkubirali primarnim protutijelima te njihovim specificnim protutijelima istog podrazreda
tijekom 30 minuta, a zatim isprali u TBS 0,5% Tween 20 otopini. Nadalje smo preparate

inkubirali sa sekundarnim protutijelima obiljezenim biotinom tijekom daljnjim 30 minuta.
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Ponovno smo preparate isprali 3 puta po 3 minute u TBS 0,5% Tween 20 otopini. Potom smo
dodali kompleks streptavidin horseradish peroksidaze. Reakciju specifi¢nog vezanja smo
razvili s DAB-om tijekom cetiri minute. Reakciju smo zaustavili ispiranjem preparata u
destiliranoj vodi. Jezgre stanica smo obojili inkubacijom s hematoksilinom tijekom dvije
minute. Zatim smo preparate isprali kratko u destiliranoj vodi, te nastavili ispirati u mlakoj
tekucoj vodi tijekom 15 minuta. Na kraju smo preparate osusili pritiskom na stani¢evinu,
prekrili sredstvom za ukapanje ili glicerol Zelatinom i pokrili pokrovnim stakalcem. Ovako

pripremljene preparate smo analizirali na fluorescentnom mikroskopu.

3.3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka radena je u racunalnom programu Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, SAD). Pri izraCunavanju razlika izmedu eksperimentalnih skupina koristili smo
Kruskal Walis ANOVA neparametrijski test za male nezavisne uzorke. Promjene su se
smatrane statisticki znacajnim uz p<0,05. Mann-Whitney U test koristio se naknadno da
bismo utvrdili izmedu kojih dviju od viSe medusobno usporedivanih skupina postoji
statistiCka znaCajnost. Statisticka znaajnost se je izraCunavala prema broju medusobnih
usporedbi. Korelacija izmedu pojedinih parametara je izraCunavana koriStenjem
Spearmanovog koeficijenta korelacije ranga. Slikovni i tabelarni prikazi rezultata napravljeni

su u racunalnom programu Microsoft Excel 1 Statistica 8.0.
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4. REZULTATI
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4.1. Klinicke znacajke i ishod lije¢enja bolesnika s teSkom ozljedom mozga

IstraZivanjem je ukljuceno 40 bolesnika s teSkom ozljedom mozga koji su lijeCeni u Jednici
intenzivnog lijecenja (lokalitet Susak) Klinike za anesteziologiju i intenzivno lije¢enje, KBC
Rijeka. Cetrnaest bolesnika s te§kom ozljedom mozga bilo je Zivotnoj dobi od 18 — 30 godina,
12 u dobi od 51 — 60 godina, 6 bolesnika u dobi od 31 — 40, 5 u dobi od 61 — 75, a 3 u dobi od
41 — 50 godina zivot (Slika 5).
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Slika 5. Raspodjela bolesnika s teSkom ozljedom mozga prema Zivotnoj dobi

Od ukupno 40 bolesnika s teSkom ozljedom mozga 35 (87%) su bili muskarci, a 5 (13%) Zene
(Slika 6). Statisticki je bilo mnogo vise bolesnika muskog spola (p<0,0001).

35 (87%)

[ muski spol

[ Zenski spol

5 (13%)

Slika 6. Raspodjela bolesnika s teSkom ozljedom mozga prema spolu
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U 17 (42,5%) bolesnika s teSkom ozljedom mozga dosSlo je do stradavanja u prometnoj
nesreci. U istog broja bolesnika (17; 42,5%) teska ozljeda mozga bila je posljedica pada, dok
je u 6 bolesnika (15%) teSka ozljeda mozga nastala uslijed nasilja (ozljedivanja ili

samoozljedivanja vatrenim oruzjem) (Slika 7).

6 (15%)

17 (42,5%)

Il prometna nesreca
17 (42,5%) O pad

O nasilje (ozljedivanje i
samoozljedivanje)

Slika 7. Na¢in nastanka teSke ozljede mozga

Na osnovu rendgenoloske (CT) dijagnostike u 15 (37%) bolesnika dijagnosticirano je
subarahnoidalno krvarenje, u 14 (35%) bolesnika subduralni hematom, u 8 (20) bolesnika

unutarmozdano krvarenje, a u 2 (5%) bolesnika epiduralni hematom (Slika 8).

8 (20%)

14 (35%)

2 (5%) subduralni hematom

W‘
///////////////// S 2 trmoicain kvt

B intraventrikularmo krvarenje

O unutarmoZdano krvarenje

g (3%)

15 (37%)

Slika 8. Ucdestalost pojedinog tipa teSke ozljede mozga na osnovu neuropatoloske

razradbe
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U Tablici 6. prikazani su ispitivani klini¢ki parametri (GCS, MAP, ICP, CPP, tjelesna
temperatura) u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1., 4. 1 7. dana boravka. Za razliku od
vrijednosti MAP, ICP, CPP Kkoji Se nisu statisticki zna¢ajno mijenjale u bolesnika s teSkom
ozljedom mozga u ispitivanim vremenskim razdobljima, vrijednosti GCS su bile znatno vise
4. 1 7. dana nakon ozljede u odnosu na 1. dan (p<0,001). Tjelesna temperatura je bila
statistiCki znacajno visa u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. i 7. dana boravka u odnosu

na 1. dan, te 7. dana u odnosu na 4. dan intenzivnog lije¢enja.

Tablica 6. Ispitivani klini¢ki parametri

ispitivana 1. dan 4. dan 7. dan p vrijednost
vrijednost

GCS 6 (4-8) 7 (4-10) 10 (3-15) b¢ n<0,001
MAP (mmHg) 82 (72-89) 84 (78-95) 87 (75-99) p=0,76
ICP (mmHg) 14 (9-19) 15 (10-20) 10 (7-14) p=0,09
CPP(mmHg) 70 (63-86) 67 (61-72) 65 (59-80) p=0,49
tjelesna 36,6 37,7 38,5

temperatura (36,3-37,3) (37,0-38,5) (37,7-38,9) ab¢ n<0,001
{®)

GCS-Glasgov koma ljestvica; MAP-srednji arterijski tlak; ICP- unutramozdani tlak; CPP-
srediSnji perfuzijski tlak

Rezultati su prikazani kao median (25. — 75. percentila)

p vrijednost pokazuje razliku izmedu bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. i 4 dana (a),
izmedu 4. 1 7. dana (b), izmedu 1. 1 7. dana (c)

Svi bolesnici s teSkom ozljedom mozga su lijeCeni prema suvremenim smjernicama za
lijecenje teSke ozljede mozga, koje, izmedu ostalog ukljucuju, analgosedaciju 1 strojnu
ventilaciju bolesnika. Prosje¢na duljina trajanja strojne ventilacije u svih ispitivanih bolesnika
s teSkom ozljedom mozga je iznosila 8 (2-22) dana [medijan (25. — 75. percentila)] (Slika
9A). U bolesnika s teSkom ozljedom mozga u kojih je doslo do razvoja infekcije trajanje
strojne ventilacije bilo je statisticki dulje nego u bolesnika u kojih infekcija nije
dijagnosticirana (p<0,001) (Slika 9A). Prosje¢na duljina lijeCenja bolesnika s teskom
ozljedom mozga bila je 9 (7 — 15) dana, s time da su inficirani bolesnici s teskom ozljedom
mozga statisticki znacajno duze lijeCeni u Jedinici intenzivnog lijeCenja od neinficiranih

bolesnika s teskom ozljedom mozga (p<0,001) (Slika 9B).
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Slika 9. Duljina trajanja strojne ventilacije (A) i duljina lije¢enja bolesnika s teSkom

ozljedom mozga u jedinici intenzivnog lijecenja (B)

Od ukupno 40 bolesnika s teskom ozljedom mozga 9 (22,5%) bolesnika je umrlo tijekom
lijeCenja u Jedinici intenzivnog lijecenja, dok ih je 31 (77,5%) otpusteno na Kliniku za

neurokirurgiju na daljnje lijecenje (Slika 10).
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9 (22,5%)

Ourmli

W otpust

31(775%)

Slika 10. Ishod lijecenja bolesnika s teSkom ozljedom mozga

4.2. Pradenje promjena laboratorijskih parametara u bolesnika s teSkom ozljedom

mozga

Tijekom istrazivanja u svih bolesnika s teSkom ozljedom mozga te u zdravih dobrovoljnih
davaoca Kkrvi pratili smo i medusobno usporedivali promjene laboratorijskih parametara koji
su prikazani u Tablici 7. Vrijednosti hemoglobina i hematokrita u bolesnika s teskom
ozljedom mozga su se postepeno snizavale, dok su se vrijednosti CRP postupno povecavale
tijekom istrazivanog razdoblja. Apsolutni broj leukocita u bolesnika s teskom ozljedom
mozga je bio iznad referentnih vrijednosti. U svih bolesnika s teskom ozljedom mozga
vrijednosti elektrolita (Na*, K") su se odrzavale u granicama normanog raspona kao i
koncentracija glukoze u krvi Cije su se poviSene vrijednosti korigirane tijekom lijeenja. Niti u
jednog bolesnika s teSkom ozljedom mozga nije doslo do razvoja akutnog bubreznog
zatajenja Sto je vidljivo iz vrijednosti ureje i Kreatinina u serumu. Svi bolesnici s teskom
ozljedom mozga su prema nalazima acido-baznog statusa imali metabolicku acidozu koja se

tijekom lijecenja uspjeSno korigirala.
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Tablica 7. Laboratorijski parametri u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim

danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi

laboratorijski kontrolna Bolesnici s teSkom ozljedom mozga SN

parametar skupina 1 dan 4. dan 7 dan
141 114,5 100 99 abcde,

Hb (g/L) (137-148) | (1045-121,5) (98-105) (92-102) n4#1p<0,001
043 0,34 0,30 0,29 soder

Htc (L/L) (0,40-0.48) |  (0,32-0,39) (0,29-0,32) (0,26-0,31) p<0,001

. 6.3 93 10,9 9.1

L (x10°/L) (5.1-7.2) (7,6-11.8) (8,3-13,6) (7,8-12.2) **p <0,001
23 123 103 110,3

CRP (mg/L) (1-32) (8,9-27,7) (80,4-164.6) (52-170) *#'p <0,001
55 7,25 6.2 6.45 cdof -

GUK (mmol/L) | 5y (5,95-9,05) (5,5-7.8) (5,6-7,05) *'p =0,02
142 138 143 138 _

Na* (mmol/L) | (139.146) (136-145) (140-149) (135-144) p=0.051
42 3.9 38 38 _

K*(mmol/L) (3,9-4.5) (3,6-4.3) (3.4-4,2) (3,5-4.3) p=0.20
37 4.4 32 5.1 _

urea (mmol/L) | (354 7) (34-5.2) (2,3-4,5) (4,5-6,7) p=0,053

Kreatinin 100 73 72 60,5 cdefne0 001

(mmol/L) (92-111) (60-97) (55-86) (48-76) p<0.
7,40 732 736 7.40 e

pH (7,35-7,45) |  (7:30-7,39) (7,32-7,40) (736742) | <0001
57 5.2 48 4,9 _

PaCO: (kPa) (5.1-6,1) (4,9-5,5) (4,5-5,7) (4,3-5,4) p=0.06
103 178 17,7 14,9 e,

Pa02 (kPa) 04-12,0) | (148-22.2) (12,1-21,1) (12,4-18,0) **p <0,001

HCO3 20 215 23 23 ab,cef

(mmol/L) (19-22) (18-23) (20-25) (22-26) p<0.001

uCo2 26 22 24 26 acdn <0 01

(mmol/L) (25-28) (19-24) (21-27) (23-27) P<5
0,6 -2,9 0,2 1 ac,d

BE (-0,7-1,6) (-5,2--1) (-2,8-1) (-1-2,5) p<0,001
98 97 08 97 _

sO2 (%) (97-99) (94-98) (98-99) (97-98) p=0,55

Hb-vrijednost hemoglobina (normalni raspon: 138-158 g/L); Htc-vrijednost hematokrita
(normalni raspon: 0,415-0,53 g/L); L-broj leukocita (normalni raspon: 3,4-9,7 x 10%L); CRP-
vrijednost C-reaktivnog proteina (normalni raspon: 0-5 mg/L); GUK-koncentracija glukoze u
krvi (normalni raspon: 4,4-6,4 mmol/L); Na*-vrijednost natrija (normalni raspon: 137-146
mmol/L); K™-vrijednost kalija (normalni raspon: 3,9-5,1 mmol/L); urea-vrijednost ureje u krvi
(normalni raspon: 2,8-8,3 mmol/L); kreatinin-vrijednost kreatinina u krvi (normalni raspon:
79-125 pmol/L); pH-vrijednost pH arterijske krvi (normalni raspon: 7,35-7,45); PaCO--
vrijednost parcijalnog tlaka ugljikovog-dioksida u arterijskoj krvi (normalni raspon: 4,7-6,4
kPa); PaO.-vrijednost parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi (normalni raspon: 7,2-12,6
kPa); HCOs-vrijednost bikarbonatnih iona (normalni raspon: 18-23 mmol/L); uCOz-vrijednost
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ukupnog tlaka ugljkovog-dioksida u arterijskoj krvi (normalni raspon: 23-31 mmol/L): BE-
pomak baza (normalni raspon: -2-3 mmol/L); sO2-saturacija arterijske krvi kisikom (normalni
raspon: 94-95%).

Rezultati su prikazani kao median (25. — 75. percentila)

p vrijednost pokazuje statisti¢ki znacajnu razliku izmedu bolesnika s teSkom ozljedom mozga
1.1 4. dana (a), 4. i 7. dana (b), 1. i 7. dana (c), kontrolne skupine i bolesnika s teskom
ozljedom mozga 1. dana (d), kontrolne skupine i bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana
(e), kontrolne skupine i bolesnika s teSkom ozljedom mozga 7. dana (f)

Usporeduju¢i apsolutni broj leukocita 1 vrijednosti CRP u perifernoj krvi inficiranih i
neinficiranih bolesnika s teskom ozljedom mozga uocili smo statisticki znacajni porast
apsolutnog broja leukocita u inficiranih bolesnika s teskom ozljedom mozga 4. dana nakon
ozljede (Slika 11A), dok se vrijednosti CRP nisu statisticki razlikovale izmedu inficirane 1

neinficirane grupe bolesnika u ispitivanih danima (Slika 11B).
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Slika 11. Apsolutni broj leukocita (A) i vrijednost CRP (B) u inficiranih i neinficiranih

bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.3. Rezultati mikrobioloske analize

Svakom bolesniku s teskom ozljedom mozga 1., 4., 7. i 10. dana nakon ozljede uzimali smo

uzorak trahealnog aspirata, uzorak urina i uzorak periferne venske krvi te slali na

mikrobioloSku analizu. Ucestalost pojavljivanja pojedinih bakterija u trahelanom aspiratu,

urinu i krvi 1., 4., 7., 1 10. nakon ozljede mozga prikazuju Tablice 8., 9. i 10.

Tablica 8. Pregled sojeva bakterija izoliranih iz trahealnog aspirata bolesnika s teSkom

ozljedom mozga po danima

vrsta bakterije 1. dan 4. dan 7. dan 10. dan
Acinetobacter baumanii 1 2 1
Enterobacter aerogenes 1 1
Escherichia colli 1 4 1
Heamophilus influenze 2
Klebsiella pneumoniae 1 3 4
Proteus mirabilis 2 1 3
Pseudomonas aeruginosa 1 8 8 4
Serratia liquefaciens 1
Serratia marscescens 1 2 3 2
Staphylococcus aureus 1 9 4 3
Staphylococcus capitis 1
Streptococcus constelans 2
Streptococcus mitis 1
Streptococcus pneumoniae 2
Ukupno 5 36 22 18

Tablica 9. Pregled sojeva bakterija izoliranih iz urina bolesnika s teSkom ozljedom

mozga po danima

vrsta bakterije 1. dan 4. dan 7. dan 10. dan
Enterococcus faecalis 2 1 1
Escherichia colli 1 1
Proteus mirabilis 1 1
Pseudomonas aeruginosa 1
Staphylococcus capitis 1
Ukupno 5

vrsta gljivice 1. dan 4. dan 7. dan 10. dan

Candida albicans 1 1 1
Ukupno 1 1 1
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Tablica 10. Pregled sojeva bakterija izoliranih iz krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga po danima

vrsta bakterije 1. dan 4. dan 7. dan 10. dan
Escherichia colli 1
Pseudomonas aeruginosa 1
Staphylococcus aureus 2
Staphylococcus epidermidis 1 1
Ukupno 4 2 1

Prvoga dana nakon ozljede izolirano je 5 sojeva bakterija iz trahealnog aspirata, dok iz uzorka
urina i krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga nije izolirana niti jedna bakterija ili gljivica.
Cetvrtog dana boravka izolirano je u trahealnom aspiratu 36 bakterija redom ugestalosti: 9
Staphylococcus aureus, 8 Pseudomonas aeruginosa, 4 Escherichia colli, po dvije izolirane
bakterije Heamophilus influenze i Proteus mirabilis, Serratia marscescens, Streptococcus
constelans, Streptococcus pneumoniae, te po jedan izolat Acinetobacter baumanii,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Serratia liquefaciens, Staphylococcus
capitis. Cetvrtog dana iz urina bolesnika s teSkom ozljedom mozga izolirano je 5 bakterija
(Enterococcus faecalis, Escherichia colli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus capitis) i jedna gljivica (Candida albicans), a u krvi 4 bakterije (Escherichia
colli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis).
Sedmog dana boravka izolirano je 22 bakterije iz trahealnog aspirata bolesnika s teSkom
ozljedom mozga, 3 bakterije i jedna gljivica iz urina te dvije bakterije iz krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga. Desetog dana u bolesnika s teskom ozljedom mozga
mikrobioloSkom analizom izolirano je 18 bakterija iz trahealnog aspirata, dvije bakterije 1

jedna gljivica iz urina, dok su nalazi hemokulture bili sterilni.

4.4. Ucestalost infekcija u bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Na osnovu klinickih, laboratorijskih 1 mikrobioloskih pokazatelja u bolesnika s teSkom
ozljedom mozga utvrdivali smo 1 ucestalost pojedinih vrsta infekcije. U dijagnostici
pneumonije uzrokovane strojnom ventilacijom primijenili smo slijedece kriterije: pojava
novog ili progresija postojeceg infiltrata vidljivog na rendgenoloskoj snimci pluéa, tjelesna
temperatura visa od 38°C, leukocitoza u krvi, pojava gnojnog sekreta u disnim putevima, te
bakterioloski pozitivan nalaz trahealnog aspirata i bronhoalveolarnog lavata (265). Za
dijagnozu sepse primjenjivali smo slijedece kriterije: tjelesna temperatura visa od 38°C ili
niza od 36°C, frekvencija pulsa visa od 90 u minuti, povecanje apsolutnog broja leukocita u

krvi (> 12 x 10° u litri) i dokaz bakterijemije u hemokulturi (266). Infekcija mokraénih putova
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je dijagnosticirana u bolesnika u koji su imali povisenu tjelesnu temperaturu i povecani
apsolutni broj leukocita u krvi, porast bakterije u urinu vise od 10° bakterija u 1 ml mokraée
(267). Na osnovu navedenih kriterija u 12 (30%) bolesnika s teskom ozljedom mozga
dijagnosticirana je pneumonija uzorkovana strojnom ventilacijom, u 6 (15%) bolesnika se je
razvila sepsa, dok su 4 (10%) bolesnika s teskom ozljedom mozga imali infekciju mokra¢nih
putova (Slika 12).

6 (15%)
18 (45%)

12 (30%)

O sepsa

O pneumonija
4 (10%
( 0 0) Oinfekcija mokraénim putova

B neinficirani bolesnici

Slika 12. U¢estalost infekcija u bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Najcesci izolirani uzroénici pneumonije bili su redom Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa i Escherichia colli. U bolesnika kod kojih je doSlo do razvoja sepse najcesce
izolirana bakterija bila je Straphylococcus aureus, dok je najées$¢i uzorcnik infekcije
mokracnih putova bila bakterija Enterococcus faecalis i Escherichia colli, te gljivca Candida
albicans.

S obzirom na razdoblje pojave pojedine vrste infekcije u bolesnika s teskom ozljedom mozga,
najveca ucestalost biljezi se 4. dana boravka. U 6 bolesnika s teSkom ozljedom mozga doslo je
do razvoja pneumonije (Slika 13A), u 4 bolesnika do razvoja sepse (Slika 13 B), dok je u 2
bolesnika dijagnosticirana infekcija mokra¢nih putova (Slika 13C) 4. dana nakon ozljede. Za
razliku od 1. dana boravka kada niti u jednog bolesnika nije utvrdena infekcija, 7. 1 10. dana
nakon ozljede utvrden je manji broj pojave pneumonije, infekcije mokraénih putova i sepse u
odnosu na 4. dan (Slika 13).
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broj bolesnika
N

1. dan 4. dan 7. dan 10. dan

broj bolesnika
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broj bolesnika

0
1. dan 4. dan 7. dan 10. dan

Slika 13. Razdoblje pojave pneumonije (A), sepse (B) i infekcije mokra¢nih putova (C) u

bolesnika s teSkom ozljedom mozga

79



4.5. Rezultati imunoloskih istrazivanja

4.5.1. Zastupljenost, promjene ucestalosti i stupanj aktivacije mononuklearnih stanica

periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Svakom bolesniku s teskom ozljedom mozga uklju¢enom u istrazivanje uzimali smo 1., 4.1 7.
dana nakon ozljede 20 ml heparinizirane periferne krvi, naslojavali na gradijent gustoce te
obiljezavali monoklonskim protutijelima koji su se vezali za biljege na povrsini ili u
unutrasnjosti stanica koje su bile od interesa u ovom istrazivanju. Zdravi dobrovoljni davaoci
krvi predstavljali su kontrolnu skupinu.

Slika 14. pokazuje reprezentativni uzorak limfocita analiziranih na proto¢nome citometru.
Elektronic¢ka ogradu R1 postavljali smo na kontrolne, neobiljeZene stanice koje su veli¢inom i
granulirano$¢u odgovarali limfocitima (Slika 14A). Stanice koje ulaze u elektronicku ogradu
R1 zatim su prikazivane na dijagramu fluorescencije FL1 (FITC) i FL-3 (Cy-PE5) (Slika
14B). Za povrsinsko obiljezavanje molekule CD3 koristili smo protu-CD3 protutijelo, a za
obiljezavanje molekule CD56 protu-CD56 protutijelo koji su bili izravno konjugirani s
fluorescencijom FITC ili Cy-PE5. Ukoliko je protu-CD3 proutijelom bilo konjugirano s FITC
fluorescencijom tada smo molekulu CD56 biljezili protu-CD56 protutijelom izravno
konjugiranim s Cy-PE5 fluorescencijom i obrnuto. Analizom na proto¢nome citometru
limfocite T smo fenotipizirali kao CD3*CD56" stanice, stanice NK kao CD3'CD56%, a stanice
NK-T kao CD3"CD56" stanice. Unutar stanica NK razlikovali smo i dvoje subpopulacije
CD3'CD56*™M j CD3'CD56*9" stanice s obzirom na prosje¢an broj molekule CD56 na
povrsini stanice. Postavljanjem elektronicke ograde (R2 ili R3) na pojedinim subpopulacijama
limfocita pratili smo promjene njihovog udjela te izrazavanje pojedinih biljega na njihovoj
povrsini ili unutar stanice. Specifi¢na protutijela istog podrazreda koristila su se kao negativna
kontrola (Slika 14 C).
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Slika 14. Primjer analize proto¢nim citometrom limfocita periferne krvi prikazanih
unutar ograde R1 (A) obiljeZenih monoklonskim protutijelima (B). Specifi¢na

protutijela istog podrazreda koristila su se kao negativna kontrola (C).

Monocite periferne krvi analizirali smo na proto¢nome citometru na nacin da smo
elektronicku ogradu R1 postavili na stanice koje su vece i slozenije grade od limfocita
procjenjeno temeljem vrijednosti FSC i SSC parametara (Slika 15A). Stanice koje su usle u
R1 ogradu zatim smo prikazali na tockastom grafu s parametrima veli¢ine i fluorescencije FL-
1 (FITC) (Slika 15B). Postavljanjem elektronicke ograde R2 na stanice obiljezene protu-
CDI14 konjugiranim FITC protutijelima oznacavao je udio CDI14" monocita koji je u
prikazanom primjeru iznosio 74% (Slika 15B). Daljnja analiza ukljuéivala je samo CDI14"
stanice na ¢ijoj Smo povrSini i unutar stanice pratili izrazavanje pojedinih biljega. Specificna

protutijela istog podrazreda koristili smo kao negativnu kontrolu (Slika 15C).
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Slika 15. Primjer analize proto¢nim citometrom monocita periferne krvi zdrave osobe
prikazanih unutar ograde R1 (A) i obiljeZenih protu-CD14 FITC monoklonskim
protutijelom unutar ograde R2 (B). Specifi¢na protutijela istog podrazreda koristila su

se kao negativna kontrola (C).
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4.5.1.1. Zastupljenost, promjene ucestalosti i stupanj aktivacije limfocita T i njihovih

subpopulacija u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

U slikama koje slijede rezultati su prikazani kao medijan (=), 25. — 75. percentila (0), rezultati
koji su unutar raspona (1), rezultati koji su izvan raspona (°) i ekstremni rezultati (=).

Udio CD3*CD56" limfocita T u perifernoj krvi zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna
skupina) bio je 70,8% (66,96% - 74,15%) (Slika 16A). Progresivno smanjenje postotka
limfocita T naden je u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga 1. (p<0,01) i 4.
(p<0,0001) dana nakon ozljede u usporedbi s kontrolnom skupinom. Sedam dana nakon
ozljede postotak CD3*CD56  limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom
mozga je porastao do razine kontrolne skupine (Slika 16A). Slicne promjene u postotku
CD3*CD56 limfocita T zabiljezene su medu CD3*CD8*CD56" stanicama (Slika 16C), dok se
postotak CD3"CD4"CD56" limfocita T u bolesnika s teSkom ozljedom mozga nije znacajno
mijenjao 1., 4. i 7. dana nakon ozljede (Slika 16B).
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Slika 16. Promjene ucestalosti CD3*CD56" limfocita T (A) te njihovih CD3*CD4*CD56
(B) 1 CD3*CD8*CD56" (C) subpopulacija u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD3 na povrSini limfocita T u bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 1. 4. 1 7. dan nakon ozljede bio je statisti¢ki zna¢ajno nizi u odnosu

na kontrolnu skupinu (p<0,0001) (Slika 17).
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Slika 17. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za molekulu CD3 na povrSini
limfocita T periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u

zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)

Usporedujuc¢i promjene CD3*CD56 limfocita T (Slika 18A) i njihovih CD3*CD4"CD56
(Slika 18B) i CD3*CD8"CD56" (Slika 18C) subpopulacija izmedu inficiranih i neinficiranih
bolesnika s teSkom ozljedom mozga utvrdili smo da je u inficiranih bolesnika postotak
limfocita T (Slika 18A) te njihovih CD3*CD4"CD56 (Slika 18B) i CD3*CD8'CD56 (Slika
18C) subpopulacija statisticki znacajno nizi u odnosu na neinficirane bolesnike samo 4. dana

nakon ozljede (p<0,01).
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Slika 18. Promjene ucestalosti CD3*CD56" limfocita T (A) te njihovih CD3*CD4*CD56
(B) i CD3*CD8*CD56" (C) subpopulacija u perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih

bolesnika s te§kom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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U daljnjim pokusima ispitivali smo izrazavanje udjela limfocita T koji izrazavaju na stani¢noj
membrani aktivacijske biljege CD25, CD69, HLA-DR i utvrdili statisti¢ki znacajno smanjenje
udjela CD25" (slika 19A) i HLA-DR* (Slika 19C) limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede u odnosu na 1. dan. Udio CD25" limfocta T
(Slika 19A), ali ne i HLA-DR" limfocita T (Slika 19C) u perifernoj krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga statisticki je znacajno porastao 7. dana u odnosu na 4. dan nakon ozljede.
Udio CD69" limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga nije se
znacajno mijenjao tijekom ispitivanog razdoblja (Slika 19B).

Srednji intenzitet fluorescencije pojedinog biljega analiziranog proto¢nim citometrom je
mjera za prosjec¢an broj molekula biljega po pojedinoj stanici. Srednji intenzitet fluorescencije
za molekule CD25 i HLA-DR na povrsini limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga se statisti¢ki znacajno smanjio 4. dana nakon ozljede u odnosu na 1. dan i
kontrolnu skupinu, ali je i porastao 7. dana u odnosu na 4. dan (Slika 20A i1 C). Srednji
intenzitet fluorescencije za molekulu CD69 na povrsini limfocita T u perifernoj krvi bolesnika
s teSkom ozljedom mozga nije se zna¢ajno mijenjao u ispitivanim danima (Slika 20B).

Kada smo usporedili udjele limfocita T koji izrazavaju molekule CD25 (Slika 21A), CD69
(Slika 21B) i HLA-DR (Slika 21C) u inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom
mozga utvrdili smo statisticki zna¢ajno smanjenje udjela CD25" limfocita T u neinficiranih
bolesnika u odnosu na inficirane bolesnike samo 4. dana nakon ozljede mozga (Slika 21A),
dok su se udjeli CD69* i HLA-DR* limfocita T nisu bitnije mijenjali (Slika 21B i C).
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Slika 19. Udio limfocita T koji izraZzavaju aktivacijske biljege CD25 (A), CD69 (B) i
HLA-DR (C) u cjelokupnoj populaciji limfocita periferne krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna

skupina)
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Slika 20. Srednji intenzitet fluorescencije za molekule CD25 (A), CD69 (B) i HLA-DR

(C) na povrsini limfocita T periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u

ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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4.5.1.2. Zastupljenost, promjene ucestalosti i stupanj aktivacije stanica NK i njihovih

subpopulacija u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Stanice NK smo definirani kao CD3'CD56" stanice. Njihov prosje¢ni udio u perifernoj krvi
kontrolne skupine i bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon ozljede bio je oko
20% (Slika 22A). Cetvrtog dana nakon ozljede biljezi se statistiki zna¢ajno smanjenje
postotka stanica NK u odnosu na 1. dan nakon ozljede i kontrolnu skupinu (p<0,001) (Slika
22A). Sedmog dana nakon ozljede postotak stanica NK u perifernoj krvi bolesnika s teskom
ozljedom mozga nije se vratio na postotak zabiljezen u kontrolnoj skupini i 1. dana nakon
ozljede. Cini se da su ove promjene u udjelu stanica NK u perifernoj krvi bolesnika s teskom
ozljedom mozga posljedica promjena postotaka CD3'CD56%™ subpopulacije koje su
pokazale istu dinamiku promjena (Slika 22B). Udio CD3'CD56""9"* stanica NK nije se
znacajno mijenjao u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
(Slika 22C).
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Slika 22. Promjene uéestalosti CD3-CD56" stanica NK (A) te njihovih CD3-CD56*4™ (B)
i CD3-CD56*P119"t (C) subpopulacija u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Analizirajuéi srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD56 na povrsini stanica NK u
bolesnika s teSkom ozljedom mozga i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi, utvrdili smo
statistiCki znacajno vece vrijednosti u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon

ozljede u odnosu na 4. dan nakon ozljede i kontrolnu skupinu (Slika 23).
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Slika 23. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za molekulu CD56 na povrSini
stanica NK periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danimaiu

zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)

Usporedujuci udio stanica NK u perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom
ozljedom mozga uocili smo znacajano smanjenje udjela CD3'CD56 stanica NK u inficiranih
bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede u odnosu na neinficiranu skupinu
(Slika 24A). Znacajne razlike izmedu udjela CD3°CD56%™ (Slika 24B) CD3 CD56*ridn
(Slika 24C) subpopulacija stanica NK nisu uo¢ene izmedu inficirane i neinficirane skupine

bolesnika s teSkom ozljedom mozga.
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Slika 24. Promjene udestalosti CD3-CD56" stanica NK (A) te njihovih CD3-CD56%™ (B) i
CD3-CD56P"9t (C) subpopulacija u perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s

teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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U pokusima u kojima smo pratili promjene udjela CD25" (Slika 25A), CD69" (Slika 25B) i
HLA-DR" (Slika 25C) stanica NK zabiljezili smo statisti¢ki znacajan porast udjela HLA-DR*
stanica NK u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1., 4. 1 7. dan nakon ozljede
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,0001) (Slika 25C), dok se udio CD25" stanika (Slika
25A) i udio CD69" stanica NK (Slika 25B) nije bitnije mijenjao.

Srednji intenzitet fluorescencije za molekule CD25 (Slika 26A) i CD69 (Slika 26B) na
povrsini stanica NK nije se statistiCki znacajno mijenjao u bolesnika s teSkom ozljedom
mozga u ispitivanim danima. Suprotno tome, srednji intenzitet fluorescencije za molekulu
HLA-DR na povrsini stanica NK bio je statistiCki znacajno nizi u bolesnika s teSkom
ozljedom mozga 4. dan nakon ozljede u odnosu na 1. dan i kontrolnu skupinu (p<0,0001) i
pokazao statisticki znacajni porast 7. dana nakon ozljede u odnosu na 4. dan (Slika 26C).

Udio CD25" stanica NK u neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga bio je statistic¢ki
znacajno nizi u odnosu na inficirane bolesnike 4. dana nakon ozljede (Slika 27A), dok se
promjene ostalih aktivacijskih biljega nisu razlikovale izmedu inficiranih i neinficiranih

bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima (Slika 27 B 1 C).
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Slika 25. Udio stanica NK koje izrazavaju aktivacijske biljege CD25 (A), CD69 (B) i
HLA-DR (C) cjelokupnoj populaciji stanica NK periferne krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna

skupina)
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Slika 26. Srednji intenzitet fluorescencije za molekule CD25 (A), CD69 (B) i HLA-DR
(C) na povrsini stanica NK periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u

ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 27. Usporedba udjela stanica NK koje izrazavaju aktivacijske biljege CD25 (A),
CD69 (B) i HLA-DR (C) u ukupnoj populaciji stanica NK periferne krvi inficiranih i

neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.5.1.3. Zastupljenost, promjene ucestalosti i stupanj aktivacije stanica NK-T u perifernoj

krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Stanice NK-T smo definirali kao dvostruko pozitivne, CD3"CD56" stanice. Promjene udjela
stanica NK-T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga i u zdravih dobrovoljnih
davaoca krvi pokazali smo na Slici 28. Postotak stanica NK-T statisticki se zna¢ajno smanjuje
u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede u odnosu na 1.
dan i kontrolnu skupinu. Sedmog dana nakon ozljede udio stanica NK-T u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga statisticki je znacajno veci u odnosu na 4. dan i vraca se

na vrijednost 1. dana (p<0,01).
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Slika 28. Promjene ucestalosti stanica NK-T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna

skupina)
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Promjene srednjeg intenzitet fluorescencije za molekule CD3 i CD56 na povrsini stanica NK-
T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 7. dana nakon ozljede statisticki se

znacajno smanjuju U odnosu na 1. dan i kontrolnu skupinu (p<0,01) (Slika 29 Ai B).
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Slika 29. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za molekule CD3 (A) i CD56 (B)
na povrsini stanica NK-T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u

ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Usporedujuci udio stanica NK-T u perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s

teSkom ozljedom mozga nismo nasli statisticki znacajnu razliku (Slika 30).
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Slika 30. Usporedba promjena ucestalosti stanica NK-T u perifernoj krvi inficiranih i

neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima

Analizirajuéi udio stanica NK-T koje izrazavaju aktivacijske biljege CD25, CD69 i HLA-DR
u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga uocili smo statisticki znacajni porast
izrazaja molekule CD25 7. dana nakon ozljede u odnosu na 1. i 4. dan te kontrolnu skupinu
(p<0,01) (Slika 31A). Udio CD69" stanica NK-T bio je statisti¢ki zna¢ajno veci u bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 1. 1 7. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je 4.
dana pokazao statisticki znacajno nizu vrijednost u odnosu na 1. i 7. dan (Slika 31B). Udio
HLA-DR" stanica NK-T bio je statisticki znacajno visi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga

1. dan nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,01) (Slika 31C).
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Slika 31. Udio stanica NK-T koje izraZzavaju aktivacijske biljege CD25 (A), CD69 (B) i

HLA-DR (C) u ukupnoj populaciji stanica NK-T periferne krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna
skupina)
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Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD25 na povrsini stanica NK-T bio je statisticki
znacajno visi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 7. dana nakon ozljede u odnosu na
kontrolnu skupinu (Slika 32A). Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD69 na
povrsini stanica NK-T nije se mijenjao u bolesnika s teSkom ozljedom mozga istrazivanim
danima (Slika 32B). Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu HLA-DR na povrsini
stanica NK-T bio je statisti¢ki znac¢ajno nizi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u odnosu
na kontrolnu skupinu 1., 4. i 7. dana nakon ozljede (Slika 32C). najniza vrijednost uo¢ena je
4. dana nakon ozljede kao dodatno smanjenje u odnosu na 1. i 7. dan nakon ozljede mozga
(Slika 32C).

Usporedujuci prosje¢an broj aktivacijskih biljega CD25 (Slika 33A), CD69 (Slika 33B) i
HLA-DR (Slika 33C) na povrSini pojedine stanice NK-T u inficiranih i neinficiranih
bolesnika s teskom ozljedom mozga uocili smo statisti¢ki znacajan porast udjela molekule

CD25 u inficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede (p<0,05).
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Slika 32. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za molekule CD25 (A), CD69 (B) i
HLA-DR (C) na povrSini stanica NK-T periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 33. Usporedba udjela stanica NK-T koje izrazavaju aktivacijske biljege CD25 (A),
CD69 (B) i HLA-DR (C) u ukupnoj populaciji stanica NK-T periferne krvi inficiranih i

neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.5.1.4. Zastupljenost i dinamicke promjene limfocita B u bolesnika s teSkom ozljedom

mozga

Analizom ugestalosti CD5*CD19"* limfocita B u perifernoj krvi bolesnika s tesSkom ozljedom
mozga nismo uocili znacajne promjene u ispitavnim danima, kao niti znacajna odstupanja u
odnosu na vrijednosti u kontrolnoj skupini (Slika 34). Suprotno tome, srednji intenzitet
fluorescencije za molekulu CDI19 na povrsini limfocita B pokazao je statisticki znacajno
smanjenje 1., 4. i 7. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 35).

I u inficiranih i u neinficiranih bolesnika s teskom ozljedom mozga nije doslo do statisticki

znacajnih odstupanja udjela limfocita B u ispitivanim danima (Slika 36).
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Slika 34. Promjene ucestalosti limfocita B u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 35. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za molekulu CD19 na povrSini
limfocita B u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i

u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 36. Usporedba promjene ucestalosti limfocita B u perifernoj krvi inficiranih i

neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.5.1.5. Zastupljenost, promjene ucestalosti i stupanj aktivacije monocita u perifernoj krvi

bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Postavljaju¢i elektronicku ogradu pri analizi stanica protocnim citometrom na stanice koje
veli¢inom i granulirano$¢u odgovaraju monocitama te njihovim obiljezavanjem s protu-CD14
protutijelom uodili smo da se njihov postotak mijenja u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u
ispitivanim danima. Naime, 1. dana nakon ozljede postotak monocita u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga bio je veci u odnosu na kontrolnu skupinu i 7. dan nakon
ozljede (Slika 37). Ugestalost CD14" stanica 7. dana nakon ozljede bila je niza nego li 4. dana
(Slika 37).
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Slika 37. Promjene ucestalosti monocita u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)

Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD14 na povrSini monocita nije se statisti¢ki
znacajnije mijenjao (Slika 38). Statisticki znaCajne promjene postotka monocita u perifernoj
krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga nisu uocene u ispitivanim

danima (Slika 39).
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Slika 38. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za molekulu CD14 na povrSini
monocita u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih

dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 39. Usporedba promjena ucestalosti monocita u perifernoj krvi inficiranih i

neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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Poznato je da je aktivacija monocita pra¢ena ushodnim izrazajem aktivacijskih biljega,
molekule MHC razreda Il (HLA-DR), kostimulacijskin molekula (CD80, CD86) i drugih
biljega (CD91). Proucavajuéi izrazaj aktivacijskih biljega na povrSini monocita u perifernoj
krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga uodili smo statisti¢ki znacajni porast udjela CD80*
(Slika 40A) i CD91" monocita (Slika 40C) 1., 4. i 7. dana nakon ozljede u odnosu na
kontrolnu skupinu. Udio CD86" monocita (Slika 40B) i HLA-DR™ monocita (Slika 40D)
znacajno se smanjio u odnosu na kontrolnu skupinu. Dodatno snizenje udjela CD86*CD14*
stanica zabiljeZili smo 4. dana nakon ozljede u odnosu na 1. i 7. dan (Slika 40B).

Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD80 na povrsini monocita u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga nije se statisticki znacajnije mijenjao (Slika 41A).
Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD86 na povrsini monocita statisticki je bio
znacajno viSi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dan nakon ozljede u odnosu na
kontrolnu skupinu (Slika 41B), a statisti¢ki znacajno nizi za molekulu HLA-DR istoga dana
(Slika 41D). Srednji intenzitet fluorescencije za molekulu CD91 na povrSini monocita u
perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga bio je statisticki znac¢ajno visi u odnosu na
kontrolnu skupinu (Slika 41C).

Analizom udjela aktivacijskih biljega CD80 (Slika 42A), CD86 (Slika 42B), CD91 (Slika
42C) i HLA-DR (Slika 42D) na povrsini monocita u perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih
bolesnika s teSkom ozljedom mozga statisti¢ki znacajni porast u inficiranih bolesnika uocili

smo za molekulu CD80 (Slika 42A) i HLA-DR (Slika 42D) 4. dana nakon ozljede.
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Slika 40. Udio monocita koji izrazavaju aktivacijske biljege CD80 (A), CD86 (B), CD91

(C) i HLA-DR (D) u ukupnoj populaciji monocita periferne krvi bolesnika s teSkom

ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna

skupina)
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Slika 41. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za molekule CD80 (A), CD86 (B),

CD91 (C) i HLA-DR (D) na povrsini monocita u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u

ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 42. Usporedba udijela monocita koji izraZavaju aktivacijske biljege CD80 (A),
CD86 (B), CD91 (C) i HLA-DR (D) u ukupnoj populaciji monocita periferne krvi

inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.5.2. Izrazavanje citokina u pojedinim limfocitnim subpopulacijama i monocitama

periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

4.5.2.1. IzraZavanje IL-4 u razlic¢itim limfocitnim subpopulacijama i monocitima periferne

krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Interleukin-4 protuupalni imunoloski odgovor i usmjeruje stanice k Iu¢enju Th2 citokina, te
nas je u naSem istrazivanju zanimao izrazaj ovog citokina u pojedinim limfocitnim
subpopulacijama i monocitima u perifernoj krvi bolesnika s teSskom ozljedom mozga.
Proucavajuéi izrazaj IL-4 u navedenim stani¢nim subpopulacijama uocili smo statisticki
znacajno manji izrazaj IL-4 u CD3"CD56" limfocitima T (Slika 43A), CD3"CD56" stanicama
NK (Slika 43C) i monocitima (Slika 43D) u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom
mozga u odnosu na kontrolnu skupinu. Dodatni smanjeni izrazaj IL-4 biljezi se u bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 7. dana nakon ozljede u limfocitima T u odnosu na 1. dan (Slika
43A), dok znacajne promjene izraZzaja IL-4 nisu zabiljeZene na populaciji CD3'CD56" stanica
NK (Slika 43B).

Srednji intenzitet fluorescencije za IL-4 u limfocitima T je bio visi u bolesnika s teskom
ozljedom mozga 1. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 44A i D). 1 u
limfocitima T (Slika 44A) i monocitima (Slika 44D) periferne krvi bolesnika s teskom
ozljedom mozga uocljiv je statisti¢ki zna¢ajno sSmanjenje srednjeg intenziteta fluorescencije u
odnosu na 1. dan. Za razliku od srednjeg intenziteta fluorescencije za IL-4 u stanicama NK
(Slika 44B) gdje nisu uocene nikakve promjene, srednji intenzitet fluorescencije za IL-4 u
stanicama NK-T pokazao je statisticki zna¢ajno smanjenje u bolesnika s teskom ozljedom
mozga 1. i 4. dana u odnosu na kontrolnu skupinu, te poveéanje izrazaja 7. dana u usporedbi
s 1.1 4. danom (Slika 44C).

Znacajne promjene udjela IL-4 izmedu inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom
mozga nisu nadene niti u jednoj od ispitivanih stani¢nih populacija u ispitivanim danima
(Slika 45).
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Slika 43. Dinamicke promjene udjela IL-4" stanica u limfocitima T (A), stanicama NK

(B), stanicama NK-T (C) i monocitima (D) periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 44. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za IL-4 u limfocitima T (A),
stanicama NK (B), stanicama NK-T (C) i monocitima (D) periferne krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi

(kontrolna skupina)
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Slika 45. Usporedba udjela IL-4* limfocita T (A), stanica NK (B), stanica NK-T (C) i

monocita (D) periferne krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima
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4.5.2.2. IzraZavanje IFNy u razli¢itim limfocitnim subpopulacijama i monocitima periferne

krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Za IFNy je svojstveno poticanje i odrzavanje upalnog odgovora, stoga nas je zanimao njegov
izrazaj u razlic¢itim limfocitnim subpopulacijama i monocitima periferne krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga. Analizirajuéi unutarstani¢ni izrazaj IFNy, utrdili smo da se udio
IFNy u stanicama NK (Slika 46B), stanicama NK-T (Slika 46C) i monocitima (Slika 46D) u
perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga statisti¢ki znacajno ne mijenja. Medutim,
u limfocitima T izrazaj IFNy statisticki je znacajno nizi u bolesnika s teskom ozljedom mozga
4.1 7. dana nakon ozljede mozga u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,01) (Slika 46A).

Srednji intenzitet fluorescencije za IFNy u limfocitima T (Slika 47A), stanicama NK (Slika
47B), stanicama NK-T (Slika 47C) i monocitima (Slika 47D) nije se statisticki znacajno
mijenjao u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima.

Znacajnije promjene udjela IFNy*stanica u populaciji limfocita T (Slika 48A), stanica NK
(Slika 48B), stanica NK-T (Slika 48C) i monocita (Slika 48D) nisu uo¢ene izmedu inficiranih

1 neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima.
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Slika 46. Dinamicke promjene udjela IFNy* stanica u populaciji limfocita T (A), stanica

NK (B), stanica NK-T (C) i monocita (D) periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 47. Srednji intenzitet fluorescencije za IFNy u limfocitima T (A), stanicama NK
(B), stanicama NK-T (C) i monocitima (D) periferne krvi bolesnika s te§Skom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 48. Usporedba udjela IFNy* stanica u populaciji limfocita T (A), stanica NK (B),

stanica NK-T (C) i monocita (D) periferne krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s

teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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45.23. Odnos IL-4 i IFNyu razli¢itim limfocitnim subpopulacijama i monocitima

periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

S obzirom da se IL-4 i IFNy smatraju glavnim citokinima u polarizaciji stanicnog odgovora
ispitali smo odnos IL-4 i IFNy u razli¢itim limfocitnim subpopulacijama i monocitima
periferne krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga te zdravih dobrovoljnih davaoca krvi, a
rezultate prikazali na Slici 49A-D.

Za razliku od limfocita T u perifernoj krvi zdravih dobrovoljnih davaoca krvi, gdje ne postoji
prevlast jednog nad drugim citokinom, u limfocitima T bolesnika s teSkom ozljedom mozga
statisti¢ki je znacajno veca ucestalost IL-4 nego li IFNy 1., 4. i 7. dana nakon ozljede (Slika
49A). Ucestalost IL-4 znatno je veca nego li [FNy u stanicama NK i stanicama NK-T te
monocitima zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (Slika 49B-D). Cetvrtog dana poslije ozljede
prevlast IL-4 nad IFNy uocljiva je i u stanicama NK i stanicama NK-T i monocitima
bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Ista prevlast IL-4 uocljiva je jo§ u monocitima periferne

krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga, te 7. dana u stanicama NK ovih bolesnika (Slika

49B i D).
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Slika 49. Odnos IL-4 i IFNy u limfocitima T (A), stanicama NK (B), stanicama NK-T (C)

i monocitima (D) periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim

danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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4.5.2.4. Stvaranje IFNy u monocitima periferne krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga na

stimulaciju s LPS

Lipopolisaharid je sastavni dio vanjskog lipidnog dvosloja gram-negativnih bakterija i potice
aktivaciju monocita/makrofaga i lucenje proupalnih citokina, osobito IFNy. U nasem
istrazivanju ispitali smo da li i u kojoj mjeri monociti periferne krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga lu¢e IFNy kao odgovor na LPS u razli¢itim koncentracijama (1, 10 i 100 ng
/ml). U zdravih dobrovoljnih davaoca krvi monociti stimulirani s razli¢itim koncentracijama
LPS povecavaju udio IFNy na doza ovisan nacin (Slika 50D). U bolesnika s teskom ozljedom
mozga stimulacija monocita s LPS poveéava udio IFNy, ali ne na doza ovisan na¢inito 1.17
dana nakon ozljede (Slika 50 A i C). Suprotno tome, 4. dana nakon ozljede stimulacija

monocita periferne krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga ne utjeCe na stvaranje IFNy

(Slika 50B).
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zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (D) (kontrolna skupina)
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4.5.2.5. IzraZavanje TNFa u razlicitim limfocitnim subpopulacijama i monocitima

periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Cimbenik tumorske nekroze (TNFa) je vrlo snaZan proupalni citokin te smo u nasim
istrazivanjima ispitali njegov izrazaj u pojedinim limfocitnim subpopulacijama i monocitima
periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Analizom unutarstani¢nog izrazaja TNFa.
pokazali smo da je udio TNFa* stanica u ispitivanim stani¢énim populacijama u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga vrlo nizak i ne mijenja se u ispitivanim danima (Slika
51A-D).

Srednji intenzitet fluorescencije za TNFa nije pokazivao znacajnije promjene niti u jednoj
ispitivanoj stani¢noj populaciji (Slika 52 A-D).

Usporedujuci postotak TNFo u limfocitima T (Slika 53A), stanicama NK (Slika 53B),
stanicama NK-T (Slika 53C) i monocitima (Slika 53D) periferne krvi inficiranih i
neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga nismo nasli statisticki znacajne razlike 1. 4.

I 7. dana nakon ozljede.
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Slika 51. Dinamicke promjene udjela TNFa* stanica u populaciji limfocita T (A), stanica
NK (B), stanica NK-T (C) i monocita (D) periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 52. Srednji intenzitet fluorescencije za TNFa u limfocitima T (A), stanicama NK
(B), stanicama NK-T (C) i monocitima (D) periferne krvi bolesnika s te§kom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 53. Usporedba udjela TNFa* stanica u populaciji limfocita T (A), stanica NK (B),

stanica NK-T (C) i monocita (D) periferne krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s

teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.5.2.6. IzraZavanje IL-15 u razlic¢itim limfocitnim subpopulacijama i monocitima periferne

krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Interleukin-15 ima vaznu ulogu u proliferaciji stanica NK i izrazen u¢inak na reakcije urodene
imunosti. Zanimao nas je njegov izrazaj u limfocitima T, stanicama NK, stanicama NK-T i
monocitima periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Na Slici 54. pokazali smo
dinami¢ke promjene udjela 1L-15" stanica i utvrdili statisti¢ki znacajni pad udjela IL-15"
stanica u populaciji limfocita T (Slika 54A) i monocita (Slika 54 D) periferne krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 1., 4. i 7. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu. Udio
IL-15" stanica u populaciji stanica NK i NK-T nije se zna¢ajno mijenjao (Slika 54 B i C).
Znacajnije promjene nismo utvrdili za srednji intenzitet fluorescencije za IL-15 u limfocitima
T (Slika 55A), stanicama NK (Slika 55B), stanicama NK-T (Slika 55C) i monocitima (Slika
55D) periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. 4. i 7. dana nakon ozljede kao ni u
zdravih dobrovoljnih davaoca krvi.

Usporedbom izrazaja 1L-15 u limfocitima T (Slika 56A), stanicama NK (Slika 56B),
stanicama NK-T (Slika 56C) i monocitima (Slika 56D) u perifernoj krvi inficiranih i
neinficiranih bolesnika s teskom ozljedom mozga 1., 4. i 7. dana nakon ozljede nismo nasli

statisticki znacajne razlike u izrazaju IL-15.
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Slika 54. Dinamicke promjene udjela IL-15* stanica u populaciji limfocita T (A), stanica
NK (B), stanica NK-T (C) i monocita (D) periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 55. Srednji intenzitet fluorescencije za IL-15 u limfocitima T (A), stanicama NK

(B), stanicama NK-T (C) i monocitima (D) periferne krvi bolesnika s te§Skom ozljedom

mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 56. Usporedba udjela IL-15* stanica u populaciji limfocita T (A), stanica NK (B),

stanica NK-T (C) i monocita (D) periferne krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s

teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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A kontrola (1gG1 IL-15* stanice

Slika 57. Imunocitokemijsko unutarstani¢no obiljezavanje IL-15 u limfocitima periferne
krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga prvog (A), ¢etvrtog (B) i sedmog (C) dana
poslije ozljede te u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (D) (kontrolna skupina) protu IL-
15 protutijelima (desni stupac) i specificnim protutijelima istog podrazreda (lijevi
stupac). Strelice pokazuju citoplazmatska zrnca obiljeZena protu -1L-15 protutijelima

(povecanje 1000x)
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4.5.3. Izrazavanje perforina u pojedinim limfocitnim subpopulacijama bolesnika s

teSkom ozljedom mozga

S obzirom da postoji vrlo malo podataka o mehanizmima stanicama posredovane
citotoksi¢nosti u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u nizu pokusa istrazivali samo
izrazavanje citotoksicne molekule perforina u razli¢itim limfocitnim subpopulacijama
periferne krvi ovih bolesnika.

Slika 58A pokazuje reprezentativni primjer analize protocnim citometrom postotak perforin
pozitivnih stanica u perifernoj krvi kontrolne skupine i u bolesnika s teskom ozljedom
mozga 1., 4. i 7 dana nakon ozljede. Na Slici 58B uocava se statisticki znacajno smanjenje
perforin pozitivnih stanica u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana
nakon ozljede u odnosu na 1. i 7. dan te u odnosu prema zdraviim dobrovoljnim davaocima
krvi (kontrolna skupina) (p<0,0001).

Srednji intenzitet fluorescencije za perforin u limfocitima periferne krvi bolesnika s teskom
ozljedom mozga bio je statistic¢ki znacajno vizi 1. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu
skupinu (p<0,01) (Slika 59). Cetvrtog dana nakon ozljede srednji intenzitet fluorescencije za
perforin u limfocitima periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga pokazuje
statisticki znacajno smanjenje u odnosu na 1. i 7. dan nakon ozljede (Slika 59). Sedmog
dana nakon ozljede postotak perforin pozitivnih stanica je statisticki znacajno nizi 7. dana u
odnosu na 1. dan, ali se bitno ne rezlikuje od kontrolne skupine (Slika 59).

Statisti¢ki znacajne razlike u postotku perforin pozitivnih stanica u perifernoj krvi nismo
nasli izmedu inficiranih 1 neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1., 4. 1 7. dana
nakon ozljede (Slika 60).

Rezultate dinamickih promjena izraZaja perforina u limfocitima periferne krvi dobivene
analizom na proto¢nim citometrom pokazali smo i imunocitokemijskim unutarstani¢nim
obiljezavanjem perforina u limfocitima periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1.
dana (Slika 61A), 4. dana (Slika 61B), 7. dana (Slika 61D) nakon ozljede i u zdravih
dobrovoljnih davaoca krvi (Slika 61D). Perforin se pokazuje kao crveno obiljeZzena zrnca

unutar citoplazme (prikazano strelicom).
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Slika 58. Reprezentativni primjer analize proto¢nim citometrom (A) i grafi¢ki prikaz
(B) dinamickih promjena perforin pozitivnih stanica u perifernoj krvi u bolesnika s
teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi

(kontrolna skupina)
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Slika 59. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za perforin u limfocitima
periferne krvi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih

dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 60. Usporedba promjene ucestalosti perforin pozitivnih stanica u perifernoj krvi

inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima
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A kontrola (1gG2b perforin® stanice

Slika 61. Imunocitokemijsko unutarstani¢no obiljeZavanje perforina u limfocitima
periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga prvog (A), cetvrtog (B) i sedmog (C)
dana poslije ozljede te u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (D) (kontrolna skupina)
protu-perforinskim protutijelima (desni stupac) i specificnim protutijelima istog
podrazreda (lijevi stupac). Strelice pokazuju citoplazmatska zrnca obiljeZena protu-

perforinskim protutijelima (povecanje 1000x)
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4.5.3.1. IzraZavanje perforina u limfocitima T i njihovim subpopulacijama u bolesnika s

teSkom ozljedom mozga

Slika 62 pokazuje promjene udjela perforina u CD3*CD56" limfocitima T (Slika 62A) i
njihovim CD3"CD4"CD56 (Slika 62B) i CD3"CD8*CD56 (Slika 62C) subpopulacijama u
perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. 4. i 7. dana nakon ozljede te u
kontrolnoj skupini. Postotak perforina u limfocitima T u perifernoj krvi statisticki znacajno
pada u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede u odnosu na 1. 1 7. dan te
kontrolnu skupinu (p<0,0001) (Slika 62A). Vrlo slican obrazac promjena udjela perforina
zabiljezen je u CD3"CD8"CD56" subpopulaciji limfocita T (Slika 62C). Statisti¢ki znacajno
manji postotak perforina unutar CD3*CD8*CD56" stanica u bolesnika s teSkom ozljedom
mozga uocen je 4. dana nakon ozljede u odnosu na 1. i 7. dan te kontrolnu skupinu (p<0,01)
(Slika 62C). Sedmog dana nakon ozljede udio perforina unutar CD3*CD8*CD56" limfocita
T bio je statisticki znac¢ajno ve¢i u odnosu na 4. dan, ali nije dosegao razinu uocenu u
kontrolnoj skupini. Postotak perforina u CD3*CD4*CD56" limfocitima T periferne krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1., 4. i 7. dana nakon ozljede bio je pet puta nizi od
perforin pozitivnih CD3*CD4"CD56" stanica u kontrolnoj skupini (p<0,01) (Slika 62B).
Srednji intenzitet fluorescencije za perforin unutar cjelokupne populacije CD3"CD56
limfocita T bio je statisticki znac¢ajno niZi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. 1 7. dana
nakon ozljede u odnosu na 1. dan, te 7. dana u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 63A).
Sedmoga dana nakon ozljede zabiljeZen je znacajan pad srednjeg intenziteta fluorescencije
za perforin unutar CD3"CD4"CD56 subpopulacije limfocita T u odnosu na 1. i 4. da te
kontrolnu skupinu (p<0,01) (Slika 63B). Srednji intenzitet fluorescencije za perforin unutar
CD3*CD8'CD56" limfocita T bio je statisti¢ki zna¢ajno nizi u bolesnika s teSkom ozljedom
mozga 4. dana u odnosu na kontrolnu skupinu i 1. dan, te 7. dana u odnosu na 1. dana nakon
ozljede (p<0,0001) (Slika 63C).

Usporedujuci postotak perforin pozitivnih stanica u CD3+CD56- limfocitima T (Slika 64A),
i njegovim CD3"CD4*CD56" (Slika 64B) i CD3"CD8*CD56" (Slika 64C) subpopulacijama
u perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga nismo nasli

statisticki znacajne razlike 1. 4.1 7. dana nakon ozljede.
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Slika 62. Promjene ucestalosti perforin pozitivnih stanica u CD3*CD56" stanicama (A)
te njihovim CD3*CD4*CD56" (B) i CD3*CD8*CD56" (C) subpopulacijama u perifernoj
krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih

dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 63. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za perforin unutar cjelokupne
populacije CD3*CD56" stanica (A) te njihovim CD3*CD4*CD56" (B) i CD3*CD8*CD56"

(C) subpopulacijama u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u

ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 64. Usporedba promjena ucestalosti perforin pozitivnih stanica u CD3*CD56
stanicama (A) te njihovim CD3*CD4*CD56" (B) i CD3*CD8*CD56 (C)
subpopulacijama u perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom

ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.5.3.2. IzraZavanje perforina u stanicama NK i njihovim subpopulacijama u bolesnika s

teSkom ozljedom mozga

Slika 65 pokazuje promjene u postotku perforin pozitivnih stanica u CD3"CD56" stanicama
NK (Slika 65A) i njihovim CD3CD56%™ (Slika 65B) i CD3'CD56""* (Slika 65C)
subpopulacijama u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1., 4., i 7. dana nakon ozljede te u
zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina). Udio perforina u stanicama NK i
njihovim CD3'CD56%™ j CD3'CD56""9"* subpopulacijama statisticki je znacajno vi§i u
bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon ozljede nego li u kontrolnoj skupini.
Ovaj postotak perforin pozitivnih stanica unutar cjelokupne populacije stanica NK (Slika
65A), te CD3'CD569™ (Slika 65B) i CD3"CD56""9"* (Slika 65C) subpoupulacije statisticki
znacajno pada u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede. Ovaj pad
perforin pozitivnih stanica poveéava se 7. dana nakon ozljede u bolesnika s teSkom
ozljedom mozga i to unutar CD3'CD56* stanica NK (Slika 65A) i CD3CD56°9*
subpopulacija (Slika 65C), ali ne i CD3"CD56%™* stanica (Slika 65B).

Srednji intenzitet fluorescencije za perforin unutar cjelokupne populacije stanica NK znatno
je visi u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon ozljede nego li u kontrolnoj
skupini, i 7. dana je nizi u odnosu na 1. dan i kontrolnu skupinu (Slika 66A). Sli¢an obrazac
promjena srednjeg intenziteta fluorescencije za perforin uo¢en je unutar CD3 CD56™*
stanica (Slika 66B). Srednji intenzitet fluorescencije za perforin unutar CD3 CD56°"9"*
stanica statisti¢ki znacajno pada u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. i 7. dana nakon
ozljede u odnosu na 1. dan (Slika 66C).

Usporedujuéi promjene postotaka perforin pozitivnih stanica unutar CD3"CD56" stanica NK
(Slika 67A) i njihovim CD3CD56%™ (Slika 67B) i CD3CD56”"* (Slika 67C)
subpopulacijama izmedu inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga
utvrdili smo statisticki znacajno nizi udio perforina u CD3'CD56" stanicama NK (p<0,01)
(Slika 67A) i CD3'CD56%™ stanicama (Slika 75B) inficiranih nego li u neinficiranih

bolesnika.
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Slika 65. Promjene udjela perforin pozitivnih stanica u CD3-CD56" stanicama (A) te
njihovim CD3-CD56%™ (B) i CD3-CD56P"9"t (C) subpopulacijama u perifernoj krvi

bolesnika s te§kom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih dobrovoljnih

davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 66. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za perforin unutar cjelokupne
populacije CD3-CD56" stanica (A) te njihovim CD3-CD569™ (B) i CD3-CD56Pr 9t (C)
subpopulacijama u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim

danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)

144



133 ? @ Cxe [ E

80
70
60 i
50 :
40
30
20
10

CD3-CD56*perforin* stanice (%)

1. dan 4. dan 7. dan

100 == | ______
" ] e Eﬂ

CD3-CD56%m*perforin* stanice
g1 o
o O
-

1. dan 4, dan 7. dan

100 el ] E
9| © E

80 L

70
60
50
40
30
20
10

CD3-CD56Pright*perforin* stanice (%)

1. dan 4, dan 7. dan

I inficirani bolesnici
1 neinficirani bolesnici *p<0,05; **p>0,01

Slika 67. Usporedba promjena udjela perforin pozitivnih stanica u CD3-CD56*
stanicama (A) te njihovim CD3-CD564™ (B) i CD3-CD56°"9"t (C) subpopulacijama u
perifernoj krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u
ispitivanim danima
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4.5.3.3. IzraZavanje perforina u stanicama NK-T u bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Dinamicke promjene izrazavanja perforina istrazivali smo i unutar stanica NK-T u perifernoj
krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga i1 zdravih dobrovoljnih davaoca krvi. Sli¢no
promjenama udjela perforina u limfocitima T, najnizi postotak perforina unutar stanica NK-
T utvrdili smo u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede koja je iznosila
11,23% (5,7%-23,18%) i statisticki se znacajno razlikovao od udjela perforin pozitivnih

stanica NK 1. i 7. dana nakon ozljede te u kontrolnoj skupini (p<0,01) (Slika 68).
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Slika 68. Promjene udjela perforin pozitivnih stanica unutar CD3*CD56* stanica NK-T
u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i zdravih

dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)

Analizirajuéi srednji intenzitet fluorescencije za perforin unutar stanica NK-T utvrdili smo
njegov statisticki znacajan porast u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon
ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu, smanjenje 4. dana nakon ozljede i ponovni porast 7.
dana u odnosu na 4. dan, ali 1 statisticki zna¢ajno manju vrijednost u odnosu na 1. dan
nakon ozljede (Slika 69).

Statisticki znacajne razlike nismo nasli u udjelu perforina unutar stanica NK-T u perifernoj
krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. 4. i 7. dana nakon
ozljede (Slika 70).
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Slika 69. Promjene srednjeg intenziteta fluorescencije za perforin unutar stanica NK-T
u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima i u zdravih

dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Slika 70. Usporedba promjena udjela perforin pozitivnih stanica u populaciji
CD3*CD56* stanica NK-T periferne krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom

ozljedom mozga u ispitivanim danima
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4.5.4. Citotoksi¢na aktivnost stanica NK u bolesnika s teSkom ozljedom mozga

Stanice NK su vrlo vazne za regulaciju imunoreakcije u infekcijama i pri tome ostvaruju
svoj citotoksi¢ni uéinak. Svoju citotoksi¢nu aktivnost ostvaruju na nekoliko nacina, a medu
ostalim i oslobadanjem citotoksi¢ne molekule perforina iz svojih zrnaca. U nizu pokusa koje
smo izveli ispitali smo funkcijsku sposobnost stanica NK periferne krvi bolesnika s teskom
ozljedom mozga i usporedili s citotoksi¢énim ucinkom stanica NK zdravih dobrovoljnih
davaoca krvi. Najprije smo izolirali mononuklearne stanice iz periferne krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 1. 4. i 7. dana nakon ozljede i zdravih pojedinaca, te smo metodom
pozitivne magnetske separacije prema protokolu izdvojili CD56" stanice. Uspjes$nost
proc¢is¢avanja provjeravali smo prije i poslije magnetske separacije i to metodom izravne
fluorescencije, tj. obiljezavanjem povrSinskih biljega CD3 1 CDS56 s protutijelima
specificnim za navedene biljege i izravno konjugiranim s fluorescentnim bojama (FITC,
PE). Na proto¢nome citometru smo analizirani udio CD56" stanica prije (Slika 71A) i poslije
(Slika 71B) magnetske separacije. Prema naSim rezultatima udio CD56" stanica prije
magnetske separacije bio je od 5% do 17% Sto pokazuje Slika 71A s udjelom stanica NK od
13,3%. Poslije magnetske separacije udio stanica NK bio je od 83% do 98% $to pokazuje
Slika 71B s udjelom stanica NK od 97,9%.. Kao kontrolu smo Koristili izravno konjugirana

specifi¢na protutijela 1gG1 podrazreda (Slika 71 A i B).

A B

=
=)

=

I 97,9%

M1

13,3%

Events
Events

s
0% o 7 i o
FL2-H FL2H

--------------------- Specifi¢na protutijela 19gG1 podrazreda

CD56* stanice (%)

Slika 71. Analiza proto¢nim citometrom CD56" stanica iz suspenzije mononuklearnih

stanica periferne krvi prije (A) i poslije (B) magnetske separacije
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Stanice NK izdvojene nakon magnetske separacije stavili smo u dvosatni test citotoksi¢nosti
prema K-562 humanoj eritroleukemijskoj liniji. Nakon isteka testa citotoksi¢nosti postotak
ubijenih K-562 stanica smo odredivali na proto¢nom citometru. Rezultate smo prikazali
grafi¢ki na nacin da smo na apscisu nanijeli omjer izvr$nih (CD56%) i ciljnih (K-562) stanica
6:1,12,5:1, 25:11 50:1, a na ordinatu postotak ubijenih K-562 stanica. Statistickom obradom
podataka vidjeli smo da CD56" stanice periferne krvi bolesnika s tesSkom ozljedom mozga 4.
1 7. dana nakon ozljede imaju statisticki zna¢ajno manju citotoksSi¢nu aktivnost u odnosu na
citotoksi¢nu aktivnost CD56" stanica bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon

ozljede i zdravih dobrovoljnih davaoca krvi u svim omjerima izvr$nih i ciljnih stanica

(p<0,01) (Slika 72).
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Slika 72. Citotoksi¢nost stanica NK periferne krvi prema K-562 stani¢noj liniji u
dvosatnom testu citotoksi¢nosti u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim

danima i u zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (kontrolna skupina)
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Da bi utvrdili da li stanice NK ubijaju K-562 stani¢nu liniju putem perforina, prije izvodenja
testa citotoksi¢nosti u suspenziju izvr$nih i ciljnih stanica smo dodali protu-perforinska
protutijela i vidjeli da dodatak protu-perforinskih protutijela smanjuje citotoski¢nu aktivnost
stanica NK periferne krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga 1. (Slika 73A) 4. (Slika 73B)
I 7. (Slika 73C) dana te zdravih dobrovoljnih davaoca krvi (Slika 73D) u svim omjerima

izvr$nih i ciljnih stanica.
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Slika 73. Citotoksi¢nost stanica NK prema K-562 stani¢noj liniji u dvosatnom testu
citotoksi¢nosti uz dodatak protu-perforinskih protutijela u bolesnika s teSkom
ozljedom mozga 1. (A), 4. (B) i 7. (C) dana nakon ozljede te u zdravih dobrovoljnih

davaoca krvi (kontrolna skupina) (D)
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4.5.5. Korelacija izmedu tezZina ozljede mozga i imunoloskih parametara

455.1. Korelacija izmedu teZine ozljede mozga i postotka pojedinih limfocitnih

subpopulacija

S obzirom da smo tijekom naseg istrazivanja uocili znacajnu nishodnu regulaciju postotaka
imunokompetentnih stanica u bolesnika s teSkom ozljedom mozga, osobito 4. dana nakon
ozljede, ispitivali smo da li postoji korelacija izmedu tezine ozljede mozga i postotka
pojedinih limfocitnih subpopulacija u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga 1.,
4.1 7. dana nakon ozljede. Kao pokazatelj tezine ozljede mozga pratili smo vrijednost GCS 1
pokazali da postoji pozitivna korelacija izmedu GCS i postotka CD3"CD56° limfocita T
(p=0,003, r=+0,594) (Slika 74) te GCS i postotka CD3'CD56" stanica NK (p=0,041,
r=+0,429) (Slika 75) u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede. Statisticki
znalajnu korelaciju nismo utvrdili izmedu vrijednosti GCS i postotka CD3"CD56" stanica
NK-T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga u ispitivanim danima (Slika 76).

S obzirom da je perforin jedan od najvaznijih posrednika brzog mehanizma citotoksi¢nosti,
vaznog u odrzavanju imunoloske hemostaze, nastojali smo utvrditi da li postoji korelacija
izmedu tezine ozljede mozga i postotka perforin pozitivnih stanica u perifernoj krvi bolesnika
s teSkom ozljedom mozga. Statistickom analizom smo utvrdili da postoji pozitivna korelacija
izmedu vrijednosti GCS i postotaka perforin pozitivnih stanica u perifernoj krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede (p=0,0001, r=+0,86) (Slika 77). Ova pozitivha
korelacija izmedu vrijednosti GCS i perforin pozitivnih stanica utvrdena je u CD3™ (p=0,002,
r=+0,64) (Slika 78) i CD56* stanicama (p=0,0001, r=+0,86) (Slika 79) periferne krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede. Prvog i 7. dana nakon ozljede
nismo nasli korelaciju izmedu GCS 1 ucestalosti limfocitnih subpopulacija, ako niti postotak

perforin pozitivnih stanica.
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4.5.5.2. Korelacija izmedu teZine ozljede mozga i postotka perforin pozitivnih stanica
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Slika 77. Korelacija izmedu perforin pozitivnih stanica i GCS kao mjere tezine ozljede

mozga u ispitivanim danima
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5. RASPRAVA
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Bolesnici s teSkom ozljedom mozga predstavljaju veliki zdravstveni, socijalni i ekonomski
problem zbog visoke stope smrtnosti i trajne invalidnosti. Uglavnom se radi o mladim ljudima
u dobi izmedu 18. i 45. godine (25) $to smo pokazali i u naSem istrazivanju (Slika 5).

Bruns i sur. su u svojoj epidemioloSkoj analizi ozljede mozga utvrdili vrlo visoku stopu
ucestalosti ozljede mozga u SAD, ¢ak 180 do 250 na 100 000 stanovnika godisnje (54). Ova
stopa ucestalosti bolesnika s teSkom ozljedom mozga jo$ je veca u Juznoj Africi, Australiji i
Europi (54,55). Od ukupnog broja bolesnika s ozljedom mozga ¢ak 10% su bolesnici s teSkom
ozljedom mozga (52).

Ucestalost teske ozljede mozga znatno je veca u muskoj nego li u zenskoj populaciji (56). I u
nasem istrazivanju ¢ak 87% bolesnika s teSkom ozljedom mozga su bili muskarci , tek 13%
zene (odnos muskarci:zene=7:1) (Slika 6). Mogu¢i razlog ovako velike razlike izmedu
raspodjele bolesnika s teSkom ozljedom mozga s obzirom na Spol je 1 nacin nastanka ozljede.
Najces¢i nacin nastanka ozljede mozga u industrijaliziranim zemljama su prometne nesrece.
Procjenjuje se da u 34-50% bolesnika teska ozljeda mozga nastaje zbog stradavanja u
prometu. I doista, cak 42,5% bolesnika s teSkom ozljedom mozga uklju¢enim u naSe
istrazivanje je stradalo u prometnoj nesre¢i. TeSka ozljeda mozga cak u 10% bolesnika
posljedica je pada, a u 9-39% bolesnika ranjavanja hladnim ili vatrenim oruzjem (56). U
nasem istrazivanju u ¢ak 42,5% bolesnika teska ozljeda mozga bila je posljedica pada, a u
15% bolesnika je nastala kao rezultat ranjavanja vatrenim oruzjem (Slika 7).

Teska ozljeda mozga je posljedica primarnog izravnog osteCenja mozdanog tkiva i
unutarmozdanih vaskularnih struktura djelovanjem vanjske sile, te sekundarnog mozdanog
ostecenja koje je posljedica razvoja mozdane hipoperfruzije, ishemije i upale (20).

Tezina ozljede mozga procjenjuje se brojnim razradbama. Najc¢eS¢e upotrebljavana klinicka
razradba procjene tezine ozljede mozga je GCS (5,6). Rendgenoloska dijagnostika, osobito
CT i NMR, detaljnije opisuju patoanatomske abnormalnosti ozljede mozdanog tkiva. Na
osnovu rendgenoloske (CT) dijagnostike razlikuju se fokalne i difuzne ozljede mozga, te
unutar- (unutarmozdano krvarenje) i izvan- (epiduralni hematom, subduralni hematom,
subarahnoidalno krvarenje, intraventrikularno krvarenje) aksijalne ozljede mozga (9-13). U
nasem istraZivanju najucestalije teSke ozljede mozga, razradene na osnovu neuropatoloske
razradbe, bile su subarahnoidalno krvarenje koje je utvrdeno u ¢ak 37% bolesnika, potom
subduralni hematom (35%), unutarmozdano krvarenje (20%), intraventrikularno krvarenje
(5%) te epiduralni hematom koji je dijagnosticiran u samo 1 (3%) bolesnika (Slika 8). Sli¢nu
raspodjelu ucestalosti teSke ozljede mozga pokazali su, medu ostalima, i Mrlian i sur. u

svojim radovima (268).
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S obzirom na tezinu ozljede mozga, stopa smrtnosti u bolesnika s teSkom ozljedom mozga je
vrlo visoka. Cak 9 (22,5%) od ukupno 40 bolesnika s teskom ozljedom mozga uklju¢enim u
nase istrazivanje je umrlo (Slika 10).

Unato¢ znacajnom napretku u pocetnom zbrinjavanju i intenzivnom lijeCenju bolesnika s
teSkom ozljedom mozga, a koje ukljucuje primjenu suvremenih smjernica u lije¢enju teske
ozljede mozga (62), ovi bolesnici pokazuju veliku sklonost k razvoju infekcija, osobito
pneumonije, sepse i infekcije mokraénih putova.

S obzirom da bolesnici s teSkom ozljedom mozga vrlo Cesto zahtijevaju dugotrajnu strojnu
ventilaciju, ucestalost pneumonije uzrokovane strojnom ventilacijom u ovih bolesnika se
povecava i do 60% (130). U populaciji ostalih bolesnika lijecenih u jedinicama intenzivnog
lijeenja koji su na strojnoj potpori zabiljeZena je uestalost pneumonije uzrokovane strojnom
ventilacijom u 8-28% (269-271).

Uzroci infekcija u bolesnika s teSkom ozljedom mozga su mnogostruki. Primjena invazivnih
medicinskih postupaka, ako §to su strojna ventilacija, invazivno mjerenje krvnog tlaka,
postavljanje sustava za mjerenje unutarmozdanog tlaka, postavljanje centralnog venskog
katetera, potom disfagije, aspiracija, disfunkcija mokra¢nog mjehura dugo su poznati kao
mehanizmi u razvoju infekcije u bolesnika s teSkom ozljedom mozga (272). Pojava infekcije
u bolesnika s teskom ozljedom mozga dodatno produzuje trajanje strojne ventilacije, duljinu
boravka u jedinicama intenzivnog lijecenja, povecava troskove lijeCenja i smrtnost (273,274).

U nasem smo istrazivanju pokazali da inficirani bolesnici s teSkom ozljedom mozga statisticki
znacajno imaju dulje trajanje strojne ventilacije i boravak u jedinicama intenzivnog lijecenja
(Slika 9).

Prac¢enjem klinic¢kih 1 laboratorijskih parametara utvrdili smo povecanje tjelesne temperature,
apsolutnog broja leukocita i CRP u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u svim ispitivanim
danima (Tablice 6 i 7). Dodatno povecanje apsolutnog broja leukocita zabiljezili smo u
inficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede (Slika 11). Na osnovu
navedenih klinickih i laboratorijskih parametara te dodatnom mikrobioloskom analizom
utvrdili smo da su pneumonija, sepsa i infekcije mokraénih putova najucestalije infekcije u
nasoj skupini bolesnika s teSkom ozljedom mozga (Slika 12), a najveéi ih je broj
dijagnosticiran 4. dana nakon ozljede (Slika 13). Najc¢e$¢i uzroCnici pneumonije bili su
Staphilococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia colli. U bolesnika u kojih je
doslo do razvoja sepse najcesci izolirani uzrocnik bila je bakterija Staphylococcus auresu, dok
je infekcija mokraénih putova bila posljedica razmnozavanja bakterije Enterococcus faecalis i

Escherichiae colli te gljivice Candide albicans u mokra¢i. Smatra se da je za ovakvu
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ucestalost pojedinih vrsta bakterija u razvoju pneumonije odgovorna kolonizacija potencijalno
patogenih bakterija iz gornjih u donje diSne putove, te aspiracija ZeluCanog sadrzaja
(275,276). Kolonizaciji bakterija u donje disne putove dodatno doprinosi orotrahealna
intubacija koja narusava prirodnu zapreku izmedu orofarinksa 1 duSnika pri ¢emu se
kontaminirani sekret usne Supljine potiskuje u donje diSne putove. Za razvoj sepse smatra se
odgovornim kolonizacija krvi potencijalno patogenim bakterijama preko unutarzilnih katetera
i inficiranih rana, dok je infekcija mokraénih putova posljedica poremecaja funkcije
mokra¢nog mjehura i stavljanja urinarnog katetera (262).

Medutim, danas se zna da je ozljeda sredisnjeg ziv€anog sustava neovisni ¢imbenik koji sam
po sebi znacajno povecava podloznost razvoju infekcija (272).

Teorija da je mozak “imunoloski privilegirano mjesto” zbog nedostatka limfati¢nog sustava u
svojoj strukturi i zaStite koju ¢ini krvno-mozdana barijera tek nedavno se pokazala
neopravdanom. Noviji znanstveni radovi su pokazali da sredi$nji ziv€ani sustav znacajno
imunoloski reagira na vanjske podrazaje (25). Ozljeda sredisnjeg ziv€anog sustava dovodi do
poremecaja dobro uravnotezenog meduodnosa izmedu dva integracijska sustava organizma:
imunoloskog 1 ziv€anog. Posljedica te neravnoteZa je slabljenje funkcije imunoloskog sustava
¢ime se objaSnjava nacin na koji ozljeda srediSnjeg Ziv€anog sustava dovodi do razvoja
sekundarne infekcije. Miesel i sur. te Klehmet i sur. su u svojim radovima 2005. i 2009.
godine opisali ovo stanje kao imunodepresija uzrokovana ozljedom srediSnjeg Zivcanog
sustava (od engl. Central nervous system injury-induced immunodeficiency syndrome)
(262,277). To je skup imunoloskih mehanizama koji u konacnici dovode do nishodne
regulacije imunoloskog odgovora. Tako su 1991. godine Quattrocchi i sur. u svojim
istrazivanjima uocili manjkavost funkcije pomagackih T limfocita nakon stimulacije
mitogenima i citotoksi¢nost limfokinima-aktivirane ubilacke aktivnosti u bolesnika s teskom
ozljedom mozga (278). U ovih bolesnika uocili su nedostatak odgodene reakcije
preosjetljivosti §to ukazuje na oSteCenje stanicama posredovane imunosti (279). Nakon ovih
slijedilo je nekoliko istrazivanja u kojima su istraziva¢i ukazali na poremecaj funkcije
imunoloskog odgovora nakon ozljede srediSnjeg ziv€anog sustava i time nastojali objasniti
visoku ucestalost infekcija u bolesnika s ozljedom sredisnjeg zivcanog sustava (280,281).
Meert 1 sur. su u svojim istraZzivanjima pokazali smanjeni odgovor cirkulirajuc¢ih limfocita T
na stimulaciju mitogenima u djece s teSkom ozljedom mozga (282). Wolach i sur. su pokazali
smanjeni odgovor limfocita T i stanica NK, nosioca stani¢éne imunosti, na stimulaciju

mitogenima, ali i manjkavost u humoralnoj imunosti u bolesnika s teskom ozljedom mozga
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koja se je ocitovala u smanjenom lucenju imunoglobulina (IgG i IgM) i proizvodnji
superoksida iz granulocita (280,281).

Smrcka i sur. su u svojim istrazivanjima potvrdili nishodnu regulaciju CD3" limfocita T,
pomagackih CD4" limfocita T i citotoksi¢nih/supresorskih CD8" stanica u krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga neposredno nakon ozljede i njihov postepeni rast tijekom lijecenja
(283). U njihovom istrazivanju koristili su metodu izravne imunofluorescencije s
jednostrukim obiljezavanjem biljega na povrsini limfocita. U naSem istrazivanju pokazali smo
rezultate dobivene istovremenim viSestrukim obiljezavanjem i analizom na proto¢nom
citometru biljega na povrsini razli¢itih imunokompetentnih stanica periferne krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga u ranom razdoblju nakon ozljede mozga. Na ovaj nacin smo mnogo
detaljnije pokazali promjene pojedinih limfocitih subpopulacija i monocita u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga, te dodatno ukazali na razlike njihovog udjela izmedu
inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga.

Smanjenje postotka CD3"CD56" limfocita T u krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4.
dana nakon ozljede izgleda da je rezultat smanjenja udjela CD3*CD8"CD56°, a ne
CD3*CD4*CD56" subpopulacije limfocita T (Slika 16). Ove promjene podudaraju se s
pojavom infekcija u bolesnika s teSkom ozljedom mozga Sto ukazuje da bi nishodna
regulacija limfocita T, osobito CD3*CD8*CD56" subpupulacije, za koju je svojstveno da
posjeduje citotoksi¢nu aktivnost, bila odgovorna za pojavu infekcije u ovih bolesnika. To
potvrduje i nalaz da inficirani bolesnici s teSkom ozljedom mozga imaju manji postotak
limfocita T i njihovih CD3"CD4"CD56" i CD3*CD8*CD56  subpopulacija u odnosu na
neinficirane bolesnike 4. dana nakon ozljede (Slika 16), u vrijeme kada je ucestalost infekcija
u ovih bolesnika najveca (Slika 13). Razlike u udjelu limfocita T i njihovih subpopulacija
nismo uocili izmedu inficiranih i neinficiranih bolesnika s teskom ozljedom mozga 1. dana
nakon ozljede, jer se infekcija jo$ nije razvila, ali niti 7. dana §to objasnjava da je antibiotska
terapija bila u¢inkovita. Smanjenje izrazaja srednjeg intenziteta fluorescencije za molekulu
CD3 na povrSini limfocita T u bolesnika s teSkom ozljedom mozga u odnosu na kontrolnu
skupinu (Slika 17) ukazuje na smanjenu sposobnost aktivacije limfocita T u bolesnika s
teSkom ozljedom mozga. Dodatno, smanjenje udjela i srednjeg intenzitet fluorescencije ranog
(CD25) i kasnog (HLA-DR) aktivacijskog biljega na povrsini limfocita T u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede (Slika 19), ukazuje na nishodnu
regulaciju limfocita T koja se ocituje odgodenom proliferacijom i diferencijacijom limfocita T
u izvr$ne stranice. Ovime se moze objasniti povecana sklonost infekcijama bolesnika s

teSkom ozljedom mozga, osobito infekcijama bakterijske etiologije s obzirom da bakterije
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prvenstveno poticu stani¢nu imunost posredovanu limfocitima T (284). Povecani izrazaj
molekule CD25 na povrsini limfocita T 4. dana nakon ozljede u inficiranih bolesnika s
teSkom ozljedom mozga u odnosu na neinficiranu skupinu te povecanje njezinog udjela 7.
dana lije¢enja ukazuje na oCuvanu aktivacijsku sposobnost limfocita T periferne Krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga (Slika 191 21).

Osim smanjenja udjela limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4.
dana nakon ozljede zabiljezili smo i zna¢ajno smanjenje postotka CD3CD56" stanica NK i
njihove CD3"CD56™ subpopulacije (Slika 22) za koje je svojstvena snazna citotoksi¢na
aktivnost prema inficiranim ciljnim stanicama (172,173). Ovo smanjenje stanica NK dodatno
objasnjava pojavu infekcije u bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Doista, statisti¢ki znac¢ajno
manji postotak stanica NK nasli smo u perifernoj krvi inficiranih bolesnika s teSkom ozljedom
mozga u odnosu na neinficirane bolesnike 4. dana nakon ozljede (Slika 24) u vrijeme pojave
infekcija. Iako u naSem istrazivanju nismo nasli promjene udjela, kao niti promjene srednjeg
intenziteta fluorescencije, ranih aktivacijskih biljega (CD25 i CD69) na povrsini stanica NK,
udio molekule HLA-DR na povrsini stanica NK je bio ve¢i u bolesnika s teSkom ozljedom
mozga nego li u kontrolnoj skupini, §to ukazuje da stanice NK u ovih bolesnika ipak
zadrzavaju sposobnost kasne aktivacije.

Sliéno promjenama udjela limfocita T 1 stanica NK u perifernoj krvi bolesnika s teSkom
ozljedom mozga i stanice NK-T su pokazale smanjenje udjela 4. dana nakon ozljede, ali i
postepeni porast 7. dana intenzivnog lijeCenja (Slika 28) kada smo zabiljezili i porast ranih
aktivacijskih biljega CD25 1 CD69 na povrSini ovih stanica (Slika 31). Ove promjene ukazuju
na nishodnu regulaciju stanica NK-T bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon
ozljede S§to doprinosi smanjenju otpornosti organizma na infekciju. Nadalje, povecanje
postotka stanica NK-T i ushodna regulacija ranih aktivacijskih biljega na povrsini ovih stanica
7. dana nakon ozljede, kada se smanjuje ucestalost infekcija u bolesnika s teSkom ozljedom
mozga, ukazuju na njihovu vaznu ulogu u obrani od infekcija u ovih bolesnika (161).

Za razliku od udjela limfocita B u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga koji se
nije mijenjao u istrazivanom razdoblju (Slika 34), postotak monocita bio je visi u bolesnika s
teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu i pokazao
znaCajni pad 7. dana nakon ozljede (Slika 37). Ovakva dinamika promjena ucestalosti
monocita ukazuje na njihov klasi¢ni nespecifi¢ni rani imunoloski odgovor na endogeno ili
egzogeno izazvanu noksu. Zanimljivo je da se srednji intenzitet fluorescencije za molekulu
CD14 na povrsini monocita u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga nije

znaCajnije mijenjao, a nismo nasli ni znacajnije promjene udjela monocita u inficiranih i
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neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Ovi rezultati ukazuju na svojevrsni oblik
anergije monocita na infektivne ¢imbenike u bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Tek
neznatni porast molekule CD80 i smanjenje molekula izrazaja molekula CD86, CD91 i HLA-
DR zabiljezili smo na povrsini monocita u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga
u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 40). Ove promjene udjela aktivacijskih biljega na
povrsini monocita ukazuju na njihov spor proces aktivacije u bolesnika s teSkom ozljedom
mozga, a time i smanjeni odgovor imunolo§kog sustava na patogene.

Mehanizam promjena udjela pojedinih subpopulacija limfocita i monocita u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga jo$ nije u potpunosti razjaSnjen. Smatra se da u tome
vaznu ulogu ima medudjelovanje srediSnjeg ziv€anog i imunoloskog sustava putem brojnih
topljivih ¢imbenika (npr. hormona, citokina). IstraZivanja in vitro su pokazala da oslobadanje
katekolamina u akutnom stresu ili nakon ozljede srediSnjeg Ziv€anog sustava selektivno koci
funkciju Th1 imunolos§kog odgovora i poti¢e protuupalna Th2 imunoloska zbivanja (254).
Poznato je da katekolamini ostvaruju svoj ucinak na limfocite i monocite vezujuéi se na [3-
adrenergi¢ne, ali ne i a-adrenergi¢ne receptore Koji nisu svojstveni limfocitima (285). Za
razliku od CD3*CD8'CD56  limfocita T koji na svojoj povrSini snazno izrazavaju [o-
adrenergicne receptore, tek neznatan broj Pz-adrenergi¢nih receptora naden je na povrSini
CD3'CD4*CD56 limfocita T (255). Ovako mali izraZaj Po-adrenergi¢nih receptora na
povr§ini CD3*CD4'CD56 limfocita T mogao bi objasniti relativno stabilni udio
CD3*CD4"CD56" limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga tijekom
intenzivnog lijeCenja. Iako se jo§ uvijek ne zna izrazaj B2-adrenergi¢nih receptora na povrsini
stanica NK-T, ove stanice pokazuju sli¢ne dinami¢ke promjene kao i CD3*CD8"CD56
limfociti T u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga. Jedno od mogucih
objasnjenja smanjenog broja stanica NK, limfocita T, stanica NK-T i monocita u perifernoj
krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga mogao bi biti snazan ucinak katekolamina na
nishodnu regulaciju ovih stanica, ali njihov prijelaz iz periferne krvi u oSte¢eno mozdano
tkivo (254,286).

Moguénost da benzodiazepini 1 opiodi koji su koriSteni u analgosedaciji bolesnika s teSkom
ozljedom mozga, smanjuju broj stanica NK u perifernoj krvi ovih bolesnika ne moze se sa
sigurnoS¢u dokazati, s obzirom da je poznato dugotrajno davanje benzodiazepina 1 opioda
smanjuju citotoksi¢nost stanica NK (287,288). Smatramo da ovi lijekovi ne utje¢u na funkciju
CD3°CD56""9" stanica NK ili CD3*CD4*CD56" limfocita T s obzirom da se njihov postotak
nije bitnije mijenjao u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga tijekom

intenzivnog lijecenja. Sli¢no tome, ¢ini se da benzodiazepini i opiodi bitno ne utjecu na broj
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CD3*CD8*CD56 limfocita T i stanica NK-T, s obzirom da im se postotak postupno povecao
7. dana poslije ozljede.

Ostecenje mozdanog tkiva predstavlja jaki upalni odgovor kojeg obiljezava stvaranje i lucenje
brojnih imunomodulatora, osobito proupalnih citokina kao Sto su IL-1, IL-6, TNFa, IL-18,
kemokina (IL-8), citolitickih proteaza i slobodnih kisikovih radikala (25). Za TNFa i IL-1 se
pokazalo da pojacavaju izrazaj i aktivaciju endotelnih adhezijskih molekula, poveéavaju
propusnost krvno-mozdane zapreke olakSavajuéi time ekstravazaciju stanica, o0sobito
leukocita u oSteteno mozdano tkivo (289). I TNFa i IL-1 dodatno aktiviraju
imunokompetentne stanice mozga (astrociti i mikroglija) na stvaranje i lucenje kemokina kao
Sto su beta-kemokin RANTES (engl. regulated upon activation, normal T cell and secreted,
CCL5) (291), MIP-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1) (R) i IL-8 (CXCLS)
(290,292).

Kemokin RANTES privlaci neutrofile, monocite i limfocite T, MIP-1 je snazan kemotakti¢ni
¢imbenik za monocite, dok IL-8 privlaci neutrofile i limfocite T (290,291). Posljedica ovih
zbivanja je prijelaz imunokompetentnih stanica iz periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom
mozga u oSte¢eno mozdano tkivo gdje bi imale ulogu u stiSavanju i ograni¢avanju daljnjeg
upalnog odgovora nastalog oStecenjem mozga i njegovih struktura. Posljedica prijelaza
imunokompetentnih stanica u o$te¢eno mozdano tkivo bila bi njihova nishodna regulacija i
povecana sklonost razvoju infekcija (Slika 80).

Sto je veée ostecenje mozdanog tkiva veéi je i smanjenje postotka limfocita T i stanica NK u
perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga ukazuju¢i da opseznije oSteCenje
mozdanog tkiva zahtjeva snazni nadzor njegove kontrole. Ovu pretpostavku smo dokazali
statistiCki znacajnom pozitivnom korelacijom izmedu GCS, kao pokazatelja teZine ozljede
mozga i udjela limfocita T i stanica NK u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga
4. dana nakon ozljede (Slika 741 75).
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Slika 80. Pretpostavljeni nacin ulaska leukocita iz periferne krvi bolesnika s teSkom

ozljedom mozga u oSte¢eno moZdano tkivo (objasnjenje u tekstu)

Nadalje, smatra se da lucenje glukokortikoida, kao krajnjeg produkta osovine hipotalamus-
hipofiza-kora  nadbubrezne  zlijezde, dodatno  doprinosi  nishodnoj  regulaciji
imunokompetentnih stanica periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga. Ovaj
imunosupresivni u€inak glukokortikoida ocituje se potiskivanjem lucenja proupalnih
posrednika kao Sto su citokini (IL-1f3, TNFa), kemokini (IL-8), prostagladini i dusi¢ni oksid
(293-295). Slican u¢inak na nishodnu regulaciju imunolos§kog odgovora u perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga ostvaruje 1 parasimpaticki Ziv€ani sustav putem svojeg
posrednika acetilkolina za kojeg je utvrdeno da smanjuje stvaranje i lucenje proupalnih
citokina TNFa, IL-1p i IL-18 iz makrofaga (261). Ove ucinke acetilkolin ostvaruje
vezivanjem za o-7 nikotinske kolinergi€ne receptore koji su izrazeni na povrSini
monocita/makrofaga (296).

U pokusima unutarstani¢nog obiljeZavanja citokina u razli¢itim subpopulacijama limfocita 1
monocita periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga utvrdili smo vrlo niski izrazaj
proupalnih citokina IFNy, TNFa 1 IL-15 u ispitivanim staniénim populacijama (Slika 46, 51 1
54) bez znatnije ushodne regulacije u inficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga (Slika
48, 53 i 56). Ovi rezultati vjerojatno su posljedica imunosupresivnog ucinka topljivih tvari

kao Sto su glukokortikoidi ili acetilkolin koji se oslabadaju iz oSte¢enog i noksom aktiviranog
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srediSnjeg ziv€anog sustava. Niski izrazaj proupalnih citokina u limfocitima T, stanicama NK,
stanicama NK-T i monocitima periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga pracen je i
vrlo niskim srednjim intenzitetom fluorescencije za IFNy (Slika 47), TNFa (Slika 52) i IL-15
(Slika 55). Ovakav niski izraZzaj i stvaranje proupalnih citokina, osobita IFNy i TNFa, u
bolesnika s teSkom ozljedom mozga mogao bi objasniti smanjenu aktivaciju i nishodnu
regulaciju izvrs$nih stanica (limfocita T, stanica NK, stanica NK-T) i posljedi¢no povecanu
sklonost k razvoju infekcija u ovih bolesnika. S obzirom da je IL-15 vazan citokin koji potice
proliferaciju, diferencijaciju i citotoksi¢nu aktivnost stanica NK i limfocita T periferne krvi
(245), smanjeno stvaranje i IL-15 u krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga objasnjava
smanjenje postotka ovih stanica i poveéanu sklonost infekcijama. Za razliku od IFNy koji
potice diferencijaciju limfocita Thl koji posjeduju snazno proupalno i -citotoksicno
djelovanje, IL-4 poti¢e diferencijaciju protuupalnog Th2 imunoloskog odgovora (225). U
nasem istrazivanju sSmo pokazali dominaciju IL-4 nad IFNy u svim limfocitnim
subpopulacijama i monocitima periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga (Slika 49),
S§to upucuje na posijetraumatsko usmjeravanje prema Th2 obrascu lucenja citokina i obrane
organizma (254). Ovi rezultati podupiru hipotezu koja opisuje ozljedu sredi$njeg ziv€anog
sustava kao snazni upalni odgovor s oslobadanjem proupalnih posrednika u cirkulaciju gdje
uzrokuju snaznu upalnu reakciju s obiljezjima sindroma sustavnog upalnog odgovora (SIRS,
engl. systemic inflammatory response syndrome). S druge strane, da bi se obuzdala snazna
proupalna reakcija, imunokompetentne stanice periferne krvi bolesnika s ozljedom srediSnjeg
zivéanog sustava luCe brojne protuupalne tvari (IL-10, IL-1 receptor antagonist, topljivi
¢imbenik TNFa). Na taj nacin se ostvaruje protuteza protuupalnom sindromu poznatom pod

nazivom CARS (engl. compesatory anti-inflammatory response syndrome) (Slika 81) (262).
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Slika 81. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja teSke ozljede mozga na nishodu

regulaciju imunoloSkog odgovora (objasnjenje u tekstu).
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ToCan mehanizam kojim ozljeda srediSnjeg Ziv€anog sustava dovodi do sustavnog
protuupalnog odgovora jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Nekoliko laboratorijskih i
klinickih studija su pokazale da proupalne tvari oslobodene iz oSte¢enog mozdanog tkiva
izazivaju stimulaciju simpati¢kog 1 parasimpatickog ziv€anog sustava te osovinu hipotalamus-
hipofiza-kora nadbubrezne zlijezde koji putem svojih posrednika (katekolamini, acetilkolin,
glukokortikoidi) izravno uzrokuju nishodnu regulaciju imunokompetentnih stanica koja se
o¢ituje smanjenjem postotka limfocita T, stanica NK, stanica NK-T, monocita (Slika 16, 22,
28 i1 37), smanjenju proliferacije limfocita T na stimulaciju mitogenima (278,279), smanjenju
fagocitoze neutrofila i monocita (281), smanjenju stvaranja i lu¢enja proupalnih citokina i
dusi¢nog oksida (279), te smanjenju lu¢enja IFNy u monocitima kao odgovor na stimulaciju s
LPS (Slika 50). Stanje CARDS je 0sobito izrazeno u bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4.
dan nakon ozljede kada je zabiljeZena i najveca ucestalost infekcija u ovih bolesnika.
Najvaznija funkcija imunoloSkog sustava je prepoznavanje i uniStavanje promijenjenih i
inficiranih stanica te odrzavanje homeostaze. Taj cilj se postize citotoksicnom aktivnosti
limfocita koji uklju¢uju CD3*CD8*CD56" limfocite T, stanice NK, stanice NK-T te Thl i
Treg CD4" stanice. Ove stanice svoj citotoksi¢ni uéinak ostvaruju putem nekoliko
mehanizama citotoksi¢nosti kao $to je o perforinu ovisan ili o smrtonosnim receptorima
ovisan mehanizam citotoksi¢nosti (209). Jedan od najvaznijih brzih mehanizama citotoksi¢ne
aktivnosti ostvaruje se putem perforina za kojeg je svojstveno da se oslobada iz citotoksi¢ne
stanice, veZe i ovisno o ionima Ca** polimerizira na povrsini ciljne stanice stvaraju¢i pore na
njenoj povrSini kroz koje ulaze pro-apoptoticke molekule (granzimi, granulizin) ili
izvanstani¢na tekucina uzrokujuéi apoptozu ili nekrozu ciljne stanice (207-209).

U naSem istraZivanju smo pokazali zna¢ajno smanjenje perforin pozitivnih stanica i srednji
intenzitet fluorescencije za perforin u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4.
NK, stanica NK-T koje konstitucijski i u velikom postotku sadrZe perforin u svojim zrncima
(Slika 58, 59, 62A, 62C, 63A, 63C, 65A, 66, 68 1 69). Jedan od mogucih razloga ove nishodne
regulacije perforina u perifernoj krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga je prijelaz
imunokompetentnih stanica u oste¢eno mozdano tkivo gdje bi perforin mogao biti uklju¢en u
ogranicavanje snazne upalne reakcije koja se razvija nakon ozljede mozga.

Ovo dodatno potvrduje nalaz znacajnog smanjenja perforin pozitivnih stanica u perifernoj
krvi inficiranih i neinficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga (Slika 60).

Moguénost da je pad perforina perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga uzrokovan

njegovom fizioloSkom nishodnom regulacijom koja je svojstvena populaciji starijom od 73
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godine zivota (297) nije opravdana, s obzirom da su bolesnici s teSkom ozljedom mozga
uklju¢eni u ovu studiju bili mladi od 73 godine.

Sedmog dana nakon ozljede zabiljezili smo porast ukupnog postotka perforin pozitivnih
stanica u perifernoj krvi te udjela perforin pozitivnih stanica u svim ispitivanim limfocitnih
subpopulacijama (Slika 62, 65 i 68). Zanimljiv je rezultat povecanja udjela perforina u
stanicama NK u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 1. dana nakon ozljede u
odnosu na kontrolnu skupinu. Ovo povecanje udjela perforina u stanicama NK moglo bi biti
rezultat djelovanja proupalnih citokina (IL-1, TNFa, IL-6) koji se lu¢e iz oSte¢enog mozdanog
tkiva, ulaze u cirkulaciju i poti¢u snazan proupalni odgovor. Pad udjela perforina u stanicama
NK periferne krvi inficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede
doprinosi razvoju infekcije. Porast udjela perforina u stanicama s citotoksi¢nim fenotipom
(CD3*CD8*CD56 limfocita T, stanica NK, stanica NK-T) 7. dana nakon ozljede doprinosi uz
primjenu antibiotika smanjenju pojave infekcije.

To potvrduje visoka pozitivna korelacija izmedu GCS, kao pokazatelja tezine ozljede mozga,
i postotka perforin pozitivnih stanica u krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana
nakon ozljede. Niske vrijednosti GCS su bile povezane s niskim postotkom svih perforin
pozitivnih stanica kao i postotkom dvostruko pozitivnih CD3*perforin® i CD56"perforin®
stanica (Slika 77 1 78).

Cetvrtog dana nakon ozljede utvrdili smo statisticki znaCajno smanjenje citotoksiéne
aktivnosti stanica NK posredovane perforinom u in vitro modelu za ispitivanje citotoksi¢nosti
stanica NK (Slika 72 i 73). To govori u prilog smanjenju sposobnosti obrane od infekcija,
poglavito uzrokovanih unutarstani¢nim patogenima. S obzirom da je perforin prototip
citotoksicne molekule, koji pored smrti ciljne stanice nekrozom, osigurava ucinak
apoptotickih molekula na ciljnu (inficiranu) stanicu, smanjenje perforinom posredovane
citotoksi¢nosti utjee i na ubijanje ciljnih stanica patofizioloSkim putovima apoptoze
(208,209). Iako se udio perforin pozitivnih stanica obnovio 7. dana nakon ozljede prosjecan
broj molekula perforina po pojedinoj stanici NK dodatno se smanjio u bolesnika s teSkom
ozljedom mozga sto se odrazava na nisku razinu citotoski¢nosti prema NK osjetljivim K-562
stanicama.

Spoznaje dobivene ovim istraZzivanjem jasno ukazuju da je povecana ucestalost infekcija u
bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede posljedica sloZenih zbivanja koje,
medu ostalim, uklju¢uju smanjenje broja stanica s citotoksi¢nim fenotipom (CD3*CD8*CD56
limfociti T, stanice NK, stanice NK-T), smanjenje udjela citotoksi¢nog proteina perforina u

njihovim granulama i smanjenje njihove citotoksi¢ne aktivnosti. Ove promjene su posljedica
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slozenog medudjelovanja srediSnjeg ziv€anog i imunoloskog sustava s ciljem ograni¢avanja
snazne upalne reakcije nastale ozljedom srediSnjeg zivéanog sustava. SredisSnji zivCani sustav,
kao najvazniji sustav u organizmu u trenutku svojeg oStecenja nastoji ograniCiti daljnje
oStecenje 1 potaknuti svoj oporavak mobilizirajuci sve raspolozive snage, osobito imunoloski
sustav, ¢ak 1 pod cijenu nedostatka obrane protiv vanjskih ¢imbenika u perifernim tkivima.
Daljnje rasvjetljavanje slozenih imunoloskih zbivanja nakon ozljede mozga sigurno ce
doprinijeti stvaranju novih smjernica u u¢inkovitijem lijeGenju bolesnika s teSkom ozljedom

mozga.
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6. ZAKLJUCCI
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. U 55% bolesnika s teSkom ozljedom mozga doslo je do razvoja infekcije. U 30%
bolesnika dijagnosticirana je pneumonija, u 15% sepsa, dok se u 10% bolesnika s
teSkom ozljedom mozga razvila infekcija mokraénih putova.

. Najcéesce izolirani uzro¢nici pneumonije bili su Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa 1 Escherichia colli. U bolesnika kod kojih je doSlo do razvoja sepse
najéescée izolirana bakterija bila je Straphylococcus aureus, dok su najces¢i uzrocnici
uroinfekcije bili bakterije Enterococcus faecalis i Escherichia colli, te gljivca Candida
albicans.

. Najvecéa ucestalost pojave pojedine vrste infekcija u bolesnika s teSkom ozljedom
mozga je bila 4. dana nakon ozljede.

. Statisticki znac¢ajno smanjenje CD3*CD56 limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s
teSkom ozljedom mozga uoceno je 4. dana nakon ozljede. Ove promjene su posljedica
smanjenja njegove CD3"CD8*CD56 subpopulacije. Udio CD3"CD4*CD56" limfocta
T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga se nije znacajnije mijenjao u
ispitivanim danima. Inficirani bolesnici s teSkom ozljedom mozga imali su statisticki
znafajno smanjenje CD3*CD56" limfocita T i njihovih CD3*CD4*CD56 i
CD3*CD8*CD56" subpopulacija 4. dana nakon ozljede u odnosu na neinficirane
bolesnike.

. Statisti¢ki znacajno smanjenje udjela CD3"CD56" stanica NK zabiljeZen je u perifernoj
krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede. Ove promjene su
posljedica smanjenja CD3'CD56*Y™ subpopulacije. Cetvrtoga dana nakon ozljede
biljezi se statisticki znacajno smanjenje udjela CD3°'CD56" stanica NK u inficiranih
bolesnika s teSkom ozljedom mozga u odnosu na neinficirane.

. Postotak CD3*CD56" stanica NK-T u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom
mozga statisticki Se znacajno smanjuje 4. dana nakon ozljede i pokazuje ushodnu
regulaciju 7. dana.

. Postotak CD5'CD19" limfocita B u perifernoj krvi bolesnika s te§kom ozljedom
mozga nije se statisti¢ki znacajnije mijenjao u istrazivanim danima.

. Udio CD14" monocita u perifernoj krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga pokazao
je statisti¢ki znacajan porast 1. dana nakon ozljede u odnosu na kontrolnu skupinu, a
smanjenje 7. dana u odnosu na 1. dan.

. U bolesnika s teSkom ozljedom mozga zabiljeZili smo niski postotak udjela proupalnih
citokina (IFNy, TNFa, IL-15) u svim leukocitnim subpopulacijama (limfocitima T,

stanicama NK, stanicama NK-T, monocitima) 1., 4. i 7. dana nakon ozljede.
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10.

11.

12.

13.

14.

Prevlast IL-4 nad IFNy zabiljezena je u svim leukocitnim subpopulacijama periferne
krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga (limfocitima T, stanicama NK, stanicama
NK-T, monocitima) 1., 4. i 7. dana nakon ozljede.

Stimulacija monocita periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga s razli¢itim
koncentracijama LPS potic¢e stvaranje IFNy 1. i 7. dana nakon ozljede i u kontrolnoj
skupini, ali nema uc¢inka 4. dana nakon ozljede.

Statisti¢ki znac¢ajno smanjenje perforin pozitivnih stanica zabiljezeno je perifernoj krvi
bolesnika s teSkom ozljedom mozga 4. dana nakon ozljede. Pad udjela perforina uocen
je u CD3'CD56  limfocitima T ukljuéuju¢i i CD3"CD8'CD56" subpopulaciju,
stanicama NK i njihovim CD3CD56'™ i CD3CD56™"9" subpopulacijama te
stanicama NK-T. Dodatno smanjenje udjela perforina u CD3-CD56+ i CD3"CD56%™
stanicama NK zabiljezeno je u inficiranih bolesnika s teSkom ozljedom mozga u
odnosu na bolesnike koji nisu razvili infekciju 4. dana nakon ozljede.

Stanice NK periferne krvi bolesnika s teskom ozljedom mozga pokazuju statisticki
znacajn0 manju citotoksi¢nu aktivnost prema NK osjetljivoj stani¢noj liniji K-562 4. i
7. dana nakon ozljede u odnosu na 1. dan i kontrolnu skupinu. Citotoksi¢ni u¢inak
stanica NK iz periferne krvi bolesnika s teSkom ozljedom mozga prema K-562
stani¢noj liniji posredovan je perforinom s obzirom da dodatak protu-perforinskih
protutijela uklanja njihovu citotoksi¢nost prema ciljnim stanicama.

Cetvrtog dana nakon ozljede u bolesnika s tekom ozljedom mozga utvrdena je
pozitivna korelacija izmedu GCS, kao pokazatelja tezine ozljede mozga, 1 postotka
CD3*CD56 limfocita T, kao i izmedu GCS i CD3CD56" stanica NK. Pozitivna
korelacija nadena je izmedu GCS i postotka svih perforin pozitivnih stanica,
ukljucuju¢i CD3" perforin® i CD56" perforin® stanice u bolesnika s teskom ozljedom
mozga 4. dana nakon ozljede. Znacajna korelacija nije utvrdena 1. i 7. dana nakon

ozljede.
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2.1. Aktivno sudjelovanje u realizaciji znanstvenih projekata
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B. NASTAVNA DJELATNOST

1993. - 1997. Student-demonstrator na Zavodu za fiziologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci

Od 1998. aktivno sudjelovanje u izvodenju seminara i vjezbi iz Fiziologije, patofiziologije,
imunologije te neurofiziologije na Zavodu za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Rijeci.

Od 2005. aktivno sudjelovanje u izvodenju vjezbi iz Anesteziolologije, reanimatologije 1

intenzivnog lijecenja Katedre za anesteziologiju, reanimatologiju i intezivno lijecenje
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»Prirucnik za vjezbe iz fiziologije I.dio“, Katedra za fiziologiju, imunologiju i patolosku
fiziologiju, Medicinski fakultet Rijeka, Sveuciliste u Rijeci (ozujak 1999.)
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2. Dodiplomska nastava
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0Od 2005. godine aktivno sudjelujem u nastavi 1 izvodenju vjezbi iz predmeta Anesteziologija,
reanimatologija i intenzivno lijeCenje za studente sveudiliSnih studija opée medicine i

dentalne medicine te stru¢nih studija.

3. Ostale nastavne djelatnosti
3.1. Otvaranje, ustrojstvo i organizacija novih laboratorija, vjezbaliSta, praktikuma i sl.

Sudjelovala sam u organizaciji novog programa vjezbi iz Fiziologije (BIOPAC program).

C. STRUCNA DJELATNOST

Od 1998. do 2003. godine sudjelovala sam u stru¢nom radu Zavoda za fiziologiju i
imunologiju, koji se provodi u suradnji s Klini¢kim bolnickim centrom Rijeka u obliku
struénih usluga, konzultacija iz podrucja dijagnostike imunoloskih oboljenja.

Od 2004. godine sudjelujem u ostvarivanju strucne djelatnosti Klinike za anesteziologiju i

intenzivno lijjecenje KBC Rijeka.
D. CLANSTVA

- 1999. - 2003. godine c¢lanica Alps Adria Society for Immunology of Reproduction
(AASIR)
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Clanica Lokalnog Organizacijskog odbora za organizaciju medunarodnog skupa Fourth
International Meeting " Mechanisms in Local Immunity", koji se odrzao od 16. do 28.
rujna 1998. godine u Opatiji

Od 1999. godine ¢lanica Hrvatskog drustva fiziologa

Od 1999. - 2003. tajnica Hrvatskog drustva fiziologa

0Od 1999. godine ¢lanica Hrvatskog imunoloskog drustva

Od 1999. ¢lanica Hrvatskog lije¢nickog zbora

0Od 1999. ¢lanica Hrvatske lije¢nicke komore

Clanica Lokalnog organizacijskog odbora za organizaciju VIII International Congress of
Reproductive Immunology koji se je odrzao 02. do 06. lipnja 2001. godine u Opatiji.
Clanica Lokalnog organizacijskog odbora za organizaciju XXI Alpe-Adria symposium
(AAAS) and current topics in anestehsia and critical care (CTACC): USA-Croatian joint
meeting koji se je odrzao 14-16. rujna 2006. u Opatiji.

0d 2009. ¢lanica Europskog udruzenja intenzivne medicine

0d 2010. ¢lanica Hrvatskog drustva za anesteziologiju i intenzivno lijeenje
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