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Infekcijska mononukleoza uzrokovana virusom Epstein-Barr (EBV) u veéine
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1. UVOD

1.1. Imunosni sustav

Imunologija je biomedicinska znanost koja prouc¢ava imunost, tj. sposobnost organizma da se
odupre djelovanju stranih tvari (antigena). Antigeni su slozene molekule Sto ih imunosni
sustav prepoznaje kao strane. Temeljna uloga imunosnog sustava je obrana od infekcije,
obrana od tumora i odrzavanje antigenske i genske homeostaze organizma. Dva temeljna
mehanizma obrane organizma od Stetnih tvari su nespecificni (urodeni) i specificni (steceni).
Nespecificna (urodena) imunost predstavlja prvu liniju obrane organizma od stranoga i
neovisna je o antigenu, ali njime potaknuta reagira brzo. Ukljucuje anatomske, fizioloske,
stani¢ne i1 upalne zapreke (Kindt i sur., 2007). Anatomske zapreke su fizicka i kemijska
obrana koju ¢ine koza 1 sluznice. Fizioloske zapreke prepoznaju patogene i djeluju kao
izvr$ne molekule: sustav komplementa, interferon a i B, bjelan¢evine akutne faze upale — C-
reaktivni protein, lizozim, B-lizin te prirodna protutijela koja proizvode limfociti B1 bez
vidljiva dodira s odredenim antigenima. Stani¢ne se zapreke temelje na djelovanju fagocitnih
stanica: mononuklearnih fagocita (makrofagi, neutrofili, eozinofili) i polimorfonuklearnih
leukocita — urodeno ubilacke stanice (engl. natural killer cells, NK stanice) (Andreis i sur.,
2010).

Specificna (steCena) imunost se stjeCe u izravnom doticaju s antigenom, a njeni posrednici
djeluju usmjereno 1 specificno protiv antigena koji je naruSio cjelovitost organizma.
Sekundarna reakcija nastaje brze i u¢inkovitija je u odstranjivanju antigena. Temeljni princip
mehanizma imunosne reakcije ¢ine sposobnost prepoznavanja, specifi¢nost i paméenje, $to je
pod kontrolom gena glavnog sustava tkivne snoSljivosti (engl. Major histocompatibility
complex, MHC). U steenom imunoloskom odgovoru, antigen-specificni limfociti
proliferiraju i diferenciraju u klonove efektorskih limfocita koji eliminiraju patogen (Murphy i
sur., 2012). Na temelju efektorskih mehanizama razlikujemo dva oblika specifiéne imunosti:
humoralnu imunost (posredovanu protutijelima) i stani¢énu imunost (posredovanu stanicama).
Humoralna imunost nastaje nakon podrazaja limfocita B antigenom, uz pomo¢ pomo¢nickih
limfocita T. Diferencijacijom nastaju plazma-stanice koje izlucuju protutijela koja pomazu u
uklanjanju antigena. Stani¢na imunost nastaje u reakciji organizma na mikroorganizme koji
Zive u stanicama, na kemijski izmijenjene vlastite stanice, na presatke tkiva i organa i na
zlo¢udne tumore. U Stani¢nom tipu imunosti pomo¢nicki limfociti T stimulirani prepoznatim

antigenom, otpuStaju u svoj okoli§ interleukin 2, limfokin koji podrazuje citotoksic¢ne



limfocite T. Stimulirani citotoksi¢ni limfociti T ubijaju promijenjene stanice vlastitog

organizma — nositelje stranog antigena (Andreis i sur., 2010).

1.2. Dijelovi imunosnog sustava

1.2.1. Limfni organi

Imunosni sustav u kraljeZznjaka nije lokaliziran ve¢ se sastoji od limforetikularnih organa,
stanica, molekula i gena. Primarni limfni organi (timus i1 koStana srz), imaju sredi$nju ulogu u
razvoju 1 kasnijem odrzavanju limfnog sustava. U njima pluripotentne mati¢ne stanice
sazrijevaju u limfocite. Sekundarni limfni organi (limfni ¢vorovi, slezena i limfno tkivo
sluznica) specijalizirani su za prikupljanje i koncentriranje antigena, odnosno za pokretanje

specifi¢ne imunoreakcije (Andreis i sur., 2010).

1.2.2. Stanice

Stanice koje sudjeluju u imunoreakciji nastaju iz pluripotentnih krvotvornih mati¢nih stanica
dvama diferencijacijskim putovima: diferencijacijskim putem limfopoeze, pri ¢emu nastaju
sve vrste limfocita (limfociti T — pomo¢nicki, citotoksi¢ni, regulacijski, limfociti B i urodeno
ubilacke stanice) 1 diferencijacijskim putem mijelopoeze, pri ¢emu nastaju fagociti,
dendriti¢ne stanice i razli¢ite posrednicke stanice (Kindt i sur., 2007). Fagociti (neutrofilni i
eozinofilni granulociti, predo¢ne stanice, makrofagi) prozdiranjem stranih cCestica
(fagocitozom) sudjeluju u nespecificnoj obrani organizma. Uz to, oni preraduju antigen,
predocuju ga limfocitima, a uklju€uju se i u izvr$nu fazu specificne imunoreakcije. Predocne
stanice imaju zadacu da na svojoj membrani izloze antigen i time omoguce limfocitima T
njegovo prepoznavanje. Stanice koje predoCuju antigene pomagackim limfocitima T nazivaju
se profesionalne predocne stanice i dijele se na tri glavne skupine: dendriticne stanice,
makrofage i limfocite B. Tu zadac¢u ostvaruju tako Sto hvataju i upijaju antigene, razgraduju ih
u svojim endosomima na male peptide, vezu za vlastite molekule MHC-II i potom prenose na
povrSinu stanice (Andreis 1 sur., 2010). Dendriticne stanice predo¢uju antigene
mikroorganizama, ukljucujuci gljivice, bakterije i viruse, a posebice su vazne u predo¢avanju
virusnih antigena koji ne poti¢u kostimulacijsku aktivnost drugih predo¢nih stanica.

Vezanjem za razliite membranske receptore virus, nakon $to prodre u stanicu, koristi



biosinteticke mehanizme zaraZene stanice za sintezu virusnih bjelancevina. Citosolne proteaze
razgraduju virusne bjelancevine, a virusni peptidi se predocuju u sklopu molekula MHC-I. Za
razliku od zrelih, nezrele dendriticne stanice mogu hvatati viruse fagocitozom i
mikropinocitozom, preradivati virusne bjelan¢evine i predocCivati virusne peptide u sklopu
molekula MHC-II. Stoga dendriti¢ne stanice mogu predocavati velik broj virusnih antigena u
sklopu molekula MHC-1 i MHC-II, pa podrazuju i pomo¢nicke i citotoksi¢ne limfocite T
(Reis e Sousa, 2004). Makrofagi predoCuju antigene podrijetlom od fagocitiranih Cestica i
mikroba. Fagocitoza u makrofagima poti¢e sintezu molekula MHC-II i kostimulacijskih
molekula i tako aktivirani makrofagi postaju prave predocne stanice. Limfociti B kao
predo¢ne stanice ucinkovito predoCuju topljive antigene, koje vezu specificnim
imunoglobulinskim receptorom. Taj kompleks antigena i imunoglobulinskog receptora
limfocit B upije, razgradi na peptide u endosomima i predoc¢i na svojoj povrsini u sklopu
molekula MHC-II. Limfociti T prepoznaju kompleks peptida i molekula MHC, aktiviraju se i
luce citokine koji u povratnoj vezi poticu sazrijevanje limfocita B i1 proizvodnju protutijela
(Andreis 1 sur., 2010). Posrednicke stanice (bazofilni leukociti, mastociti) izluuju razlicite
topljive tvari (posrednike ili medijatore) kojima pojacavaju upalu, a sudjeluju i kao izvrsne
stanice u nekim oblicima specifi¢ne imunoreakcije (npr. u reakciji na parazite ili u alergijskim
reakcijama).

Limfociti su srediSnje stanice u specificnoj imunoreakciji. Na temelju funkcije 1 povrSinskih
biljega razlikuju se tri populacije limfocita: limfociti B, limfociti T i urodeno ubilacke stanice
(engl. natural killer cells, stanice NK). Limfociti sadrZe brojne povrSinske molekule - biljege
na temelju kojih mozemo razlikovati njihove pojedine skupine. Vec¢ina limfocitnih biljega
svrstana je u CD-klasifikaciju (engl. clusters of differentiation) kako bi se kategorizirala
monoklonska protutijela proizvedena na ljudske leukocitne antigene (engl. human leukocyte
differentiation antigens, LDA). Pored CD-biljega, limfociti T i B izrazavaju receptore za
antigen. Antigenski receptor limfocita T (engl. T-cell receptor, TCR) je heterodimer graden
od dva razlicita polipeptidna lanca. Izvanstanicni dio svakog lanca razlikuje varijabilna regija,
odgovorna za vezanje antigena i konstantna regija. Antigenski receptor limfocita B (engl. B-
cell receptor, BCR) membranski je imunoglobulin. Receptor je sloZzena molekula koja se
sastoji od dva istovjetno teSka i dva istovjetno laka lanca, a u njoj se razlikuju dva funkcijska
dijela: dio odgovoran za vezanje antigena (Fab-ulomak) i dio koji nije specifi¢an za antigen
(Fc-ulomak). BCR se od protutijela razlikuje samo po zavrsnom dijelu teskog lanca kojim je

vezan za membranu limfocita B (Andreis i sur., 2010).



Limfociti T sazrijevaju i diferenciraju se u timusu, nositelji su stani¢ne imunosti. Njihova
osnovna funkcija je prepoznati antigene koje im predoCuju druge stanice imunosnog sustava.
Nakon prepoznavanja antigena, preko TCR-a, pomo¢nicke stanice luce citokine kojima poti¢u
vise razli¢itih oblika imunosnog odgovora, dok citotoksi¢ne stanice izravno uniStavaju stanicu
koja stvara strane antigene (Abbas i sur., 2000, Andreis i sur., 2010). Sazrijevanjem limfocita
dolazi do promjena u izrazavanju biljega na povrsini stanice. Najvazniji povrSinski biljezi
timocitne populacije su T-signalna molekula CD3 i koreceptorske molekule CD4 i CD8
(Murphy i sur., 2012). S obzirom na razliCite povrSinske biljege dobivene procesom
sazrijevanja razlikuju se pomoc¢nicki, citotoksi¢ni i regulacijski limfociti T. Pomoénicki
limfociti T pomazu limfocitima B u proizvodnji protutijela na antigene ovisne o timusu te
potiu sazrijevanje precitotoksicnih limfocita T stimuliranih antigenom u citotoksi¢ne
limfocite T. Na ljudskim pomo¢nic¢kim limfocitima T izraZen je diferencijacijski biljeg CDA4.
Limfociti CD4" prepoznaju tudi antigen, tj. peptid vezan za molekulu MHC-II na membrani
profesionalnih predoc¢nih stanica. Citotoksi¢ni limfociti T se nakon dodira s antigenom
diferenciraju u efektorske citotoksi¢ne limfocite T koji u izravnom dodiru razaraju ciljne
stanice (vlastite stanice zarazene virusom 1 stanice transplantata ili tumora). Imaju izraZen
diferencijacijski biljeg CD8 (Andreis i sur., 2010). Aktivirani limfociti CD8+ eliminiraju
virusom zarazene stanice, koje predoCavajuéi na svojoj povrsini peptide nastale iz stani¢nih
viralnih proteina, oznace same sebe kao metu. Takoder, aktivirani limfociti CD8+ luce brojne
citokine ukljucujuéi interferon-y (IFN-y) i ¢imbenik tumorske nekroze (engl. Tumor necrosis
factor, TNF-a) (Wiesel i sur., 2009). Imaju sposobnost liziranja ciljnih stanica, citotoksi¢ni su
za aloantigene, te imaju pomoc¢nicki i supresorski ucinak na stvaranje protutijela od strane
limfocita B. Poti¢u nastanak kasne upalne reakcije i reakciju transplantata protiv primatelja
(engl. graft versus host disease — GvHD). Regulacijski limfociti T (Tr) izlu¢ivanjem topljivih
molekula potiskuju imunosnu reakciju, pogotovo proizvodnju protutijela. Koce imunosni

odgovor djelujuci na limfocite T ili izravno limfocite B (Andreis i sur., 2010).

Limfociti B sazrijevaju u kostanoj srzi i nositelji su humoralne imunosti. Kada receptori
antigena vezani za membranu limfocita B dodu u doticaj s antigenom aktiviraju niz procesa
unutar stanice koji rezultiraju aktivnim stvaranjem protutijela (Abbas i sur., 2000).
Imunoglobulini su specifi¢ni receptori za antigen (BCR). Vecina ljudskih limfocita nosi
membranski IgM i IgD, a manji broj imunoglobuline preostalih razreda: 19G, IgA i IgE.

Limfociti B imaju izraZene povrsinske biljege CD19, CD21 i CD81 koji ¢ine B-stani¢ni



koreceptorski kompleks. Povezanost tih molekula s receptorom osigurava dodatni signal za
aktivaciju limfocita B (Andreis i sur., 2010).

Stanice NK (limfociti 0) imaju sposobnost ubijanja ciljnih stanica, ali nemaju izrazene
specificne receptore za antigen. Dio su urodene imunosti. S limfocitima T dijele adhezijsku
molekulu CD2 (vec¢ina stanica NK) 1 biljeg CD8 (oko 50% stanica NK). Od povrSinskih
biljega obiljezava ih prvenstveno prisutnost biljega CD16 (receptor za Fc fragment IgG,
FcgRIIl) i CD56 (neuralna adhezijsku molekulu, N-CAM). Glavna funkcija stanica NK jest
izluCivanje citokina kojima reguliraju upalni odgovor na zarazu 1 razaranje vlastitih

promijenjenih stanica (Murphy i sur., 2012).

1.2.3. Molekule i geni

Najvaznije molekule i geni ukljuéeni u sloZzene mehanizme specificne imunosti su
imunoglobulini, antigenski receptori limfocita T, glavni kompleks gena tkivne podudarnosti
(MHC), limfocitni biljezi CD, sustav komplementa te posrednici stani¢ne imunosti i
anafilakticke preosjetljivosti. Jaki antigeni tkivne podudarnosti odredeni su kompleksom
polimorfnih gena. Ti su geni nazvani MHC, a njihovi produkti molekule MHC. Molekule
MHC skupine I gradene su od jednog a-lanca i jednog B, lanca. Pri prepoznavanju tudih
antigena, citotoksi¢ni (CD8) limfociti T prepoznaju molekule MHC skupine I vlastita
organizma. Molekule MHC skupine II. gradene su od jednog a-lanca i B-lanca. Pri
prepoznavanju tudih antigena, pomoénic¢ki (CD4) limfociti T prepoznaju molekule MHC
skupine II vlastita organizma (Andreis i sur., 2010). Geni MHC ¢ine kompleks na kratkom
kraku 6. kromosoma. Dijele se u tri funkcionalne skupine, od kojih skupine I i Il kodiraju
klasi¢ne molekule MHC. U ¢ovjeka se taj sustav naziva HLA (prema engl. Human Leukocyte
Antigens), pa skupinu I ¢ine geni HLA-A, HLA-B i HLA-C, a skupinu Il HLA-DP, HLA-DQ
i HLA-DR (Murphy i sur., 2012). Polimorfizam (raznolikost alelnih oblika) i poligenija (veci
broj gena u haplotipu) vazne su znacajke sustava gena MHC. Regulacija izraZzaja molekula
MHC zbiva se na razini prepisivanja gena. Antigeni MHC-I predoc¢uju ulomke tudih antigena
limfocitima T CD8", a MHC-II limfocitima T CD4" (Andreis i sur., 2010). Diferencijacijski
biljezi CD (engl. clusters of differentiation) skupine su povrsinskih molekula na limfocitima i
drugim stanicama koje imaju razli¢ite bioloske funkcije. Cesto igraju vaznu ulogu u stani¢noj
signalizaciji djeluju¢i kao receptori ili ligandi (molekule koje aktiviraju receptore) te kao

signalne i adhezijske molekule limfocita koje omogucéuju prijanjanje (adheziju) za druge



limfocite i predo¢ne stanice (Zola i sur., 2007). Molekula CD45 predstavlja leukocitni
zajednicki antigen koja se nalazi u membrani svih leukocita (panleukocitni biljeg) i djeluje
kao transmembranska tirozin-fosfataza (Altin i Sloan, 1997). Molekula CD38 je
multifunkcionalni enzim kojeg na svojoj povrsini ekprimiraju aktivirani limfociti T, limfociti
B, stanice NK, granulociti, monociti/makrofagi i dendriticke stanice (Fedele i sur., 2004).
CD38 na imunosnim stanicama djeluje kao signalna molekula, prenoseci aktivacijski signal
limfocitima T 1 limfocitima B kao i1 stanicama NK i monocitima, §to rezultira pove¢anom
produkcijom i sekrecijom citokina (Morra i Malavasi, 1998) i poja¢avanjem citotoksi¢nog
odgovora (Deaglio i sur., 2002). Diferencijacijski biljezi CD mogu se odrediti monoklonskim
protutijelima, $to omogucuje razlikovanje pojedinih limfocitnih populacija. Svaka CD-
skupina oznacena je rednim brojem, tradicionalnim nazivom za biljeg, odnosno protutijelo,
funkcijom CD-biljega (ako je poznata), izrazajem biljega na krvotvornim i drugim stanicama,

kao i poznatim ligandima za odredeni CD-biljeg. (Tablica 1.) (Murphy i sur., 2012)



Tablica 1. Popis CD-biljega izrazenih na razli¢itim limfocitnim subpopulacijama u perifernoj
krvi ¢ovjeka (Murphy i sur., 2012).

CD Sinonim Funkcija Izrazaj Ligand
CD3 | signalna aktivacija limfocita T timociti, limfociti T -
molekula TCR
CD4 | T4,L3T4 koreceptor limfocita T | timociti, limfociti T MHC/HLA-II,
(dio), monociti HIV gp120
CD8 | T8 koreceptor limfocita T | timociti (dio), limfociti | MHC/HLA-I
T (dio)
CD19 | B4 dio signalnog limfociti B, folikularna | IgM, heparin
kompleksa BCR, dendriti¢na stanica
aktivacija limfocita T
CD38 | ADPRC 1, T10 | adhezija, prijenos limfociti T i B, stanice | CD31, CD16,
signala, aktivacija NK, dendriti¢ne st., MHC/HLA-II
limfocita T monociti/makrofagi
CD45 | B220 signalizacija limfocita | svi leukociti CD22
CD56 | NCAM adhezija stanice NK, limfociti T | CD56,

(dio), mozak

heparan-sulfat




1.3. Virus Epstein-Barr

Virus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus, EBV) pripada porodici Herpesviridae, podporodici
Gammabherpesvirinae i rodu Lymphocryptovirus (prema International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV). EBV, poznat i kao ljudski herpes virus 4 (Human herpes virus-
4, HHV-4) je gama herpesvirus kojeg su 1964. godine prvi put izolirali Epstein i suradnici iz
kultiviranih stanica Burkittova limfoma (Epstein i sur., 1964). Suvremena virologija razlikuje
dva genotipa virusa: EBV-1 i EBV-2 (A i B tip). Oba su tipa virusa rasprostranjena po
¢itavom svijetu, ali je tip 1 ¢es¢i u Europi 1 Aziji, dok je tip 2 dominantan u Africi. Virusni
genom ¢ini linearna dvolan¢ana molekula DNA. Homologija sekvence DNA izmedu tipova
EBV-a je 75 %, a glavne su razlike u nukleotidnoj sekvenci Epstein-Barr nuklearnih antigena
(engl. Epstein-Barr nuclear antigen, EBNA) i Epstein-Barr nekodiraju¢ih RNA (engl.
Epstein-Barr encoded RNA, EBER) (Begovac i sur., 2008). Kao i ostali herpesvirusi, EBV
ima latentnu i produktivnu (i to liticku) fazu zivotnog ciklusa. Liti¢ka faza je odgovorna za
virusnu produkciju i transmisiju nakon primarne infekcije. Smatra se da je virusom Epstein-
Barr do dobi od cetrdeset godina zaraZeno otprilike 95% populacije (Luzuriaga, Sullivan,
2010). Asimptomatski nosioci virusa vrlo su Cesti (Sitki-Green i sur., 2003). EBV je glavni
uzro¢nik infektivne mononukleoze (u 90% slucajeva), ali se povezuje i sa nekoliko malignih
oboljenja poput Burkittovog limfoma, Hodgkinova limfoma i nazofaringealnog karcinoma
kod imunosuprimiranih ili imunokompromitiranih osoba ukljucuju¢i  primatelje
transplantiranih organa, HIV-pozitivne osobe i osobe starije Zivotne dobi (Hatton i sur.,
2014). Primarna infekcija u djecjoj dobi najcesée prolazi subklini¢ki, a u adolescentnoj dobi u
50-75% slucajeva manifestira se kao infekcijska mononukleoza. Mnoge okolnosti mogu
poremetiti osjetljivu ravnotezu EBV - domacdin i uzrokovati krajnje patogeni potencijal virusa.
Primarna infekcija moze se manifestirati kao infekcijska mononukleoza, ali moze imati i
smrtonosan ishod. U djecaka s X-vezanim limfoproliferativnim sindromom (Duncanov
sindrom) nakon infekcije virusom Epstein—Barr dolazi do abnormalnog odgovora na infekciju
koji vodi zatajenju funkcije jetre (uzrok su citotoksi¢ni limfociti T koji reagiraju s limfocitima
B ili drugim tkivnim stanicama zarazenim s EBV-om), imunodeficijenciji, limfomu,
smrtonosnoj limfoproliferativnoj bolesti i aplaziji kostane srzi (Taylor i sur., 2015). Covijek je
jedini domacdin i prijenosnik infekcije. Za prijenos virusa potreban je neposredan kontakt s
tjelesnom tekucinom (najcesce slinom) koja sadrzava aktivno repliciraju¢i virus. Virus se

razmnozava u limfocitima B, stanicama viSeslojnog plocastog epitela Zdrijela, u cervikalnim



epitelnim stanicama, a dokazan je i u genitalnim sekretima muskaraca i zena $to upucuje na

mogucénost spolnog nacina prijenosa (Johansenn i sur., 2005).
1.4. Struktura i genom EBV-a

Virusi iz porodice Herpesviridae dijele niz temeljnih i strukturnih obiljezja. Nukleokapsida je
heksagonske strukture obavijena lipidnom ovojnicom na kojoj se nalaze glikoproteinski
izdanci. Virioni EBV-a imaju promjer od 180 do 200 nm (Chiu i Rixon, 2002). Lipidnu
ovojnicu virus je preuzeo od membrane stanice domacina (Slika 1.). 1zdanci glikoproteina u
njoj (primjerice gp350) bitni su za vezanje virusa na ciljnu stanicu. Prostor izmedu ovojnice i
kapside je ¢vrsta ispuna, tzv. matriks. On sadrzava proteine virusa i domacina §to ukljucuje i
enzime koji su u interakciji sa stanicama domacina i ometaju obrambeni odgovor stanica
tijekom infekcije (Mettenleiter, 2002). Nukleokapsida ima 162 kapsomere rasporedene u
promjeru od 100 nm unutar kojih se nalazi linearna dvolan¢ana molekula DNA koja ¢ini
virusni genom (Morissete i Flamand, 2010).
lipidna ovojnica

DNK

amorfni sloj proteina (matriks) -

heksagonalna 1%5‘:(\(’ )/ P

29 ‘ nukleokapsldn_'“ k/

Slika 1. Shematski prikaz viriona EBV-a (obradeno s

https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/The Role of Epstein-

Barr Virus in Burkitt's Lymphoma).

Genom EBV-a veli¢ine je oko 172 tisu¢e parova baza i kodira stotinjak razlicitih proteina
(Luzuriaga, Sullivan, 2009). Prema funkciji koju njihovi produkti imaju u virusnom ciklusu,
razlikuju se geni zaduzeni za latenciju i lizu. Prvo se pocinju prepisivati geni zaduzeni za
latenciju i to EBNA-2, koji svojim djelovanjem na genom omogucuje prepisivanje svih

ostalihn EBNA proteina (EBNA-1, EBNA-3A/3, EBNA-3B/4, EBNA-3C/5 i EBNA-LP), a
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nakon toga i ,latentnih® membranskih proteina, LMP1 i LMP2 (engl. Latent membrane
protein, LMP), tako da je unutar 48-72 sata nakon infekcije dovrSena kompletna ekspresija
gena zaduzenih za latenciju (Slika 2.) (Young i sur., 2007). Aktivacija i blastna transformacija
limfocita B pocinje 48 sati nakon infekcije 1 posljedica je djelovanja LMP-a. Unutar 72 sata,
stanica prolazi kroz G1, S i G2-fazu stani¢nog ciklusa i ulazi u mitozu te se taj ciklus
beskonacno ponavlja u zarazenim limfocitima B, pa se ta pojava oznacava kao imortalizacija
limfocita B. Imortalizacija, odnosno transformacija limfocita B je proces koji nastaje kao
posljedica djelovanja EBV genskih produkata zaduzenih za latenciju, ¢ija je funkcija
odrzavanje virusnog genoma u stanici, te aktivacija ekspresije virusnih i stani¢nih gena
nuznih za rast limfocita B i prevenciju stani¢ne smrti. Samo u malom postotku imortaliziranih
limfocita B (0-5 %) dolazi do liticke faze infekcije, kao posljedica ekspresije gena zaduzenih
za replikaciju (Begovac i sur., 2008). Geni zaduzeni za replikaciju kodiraju proteine bitne za
umnazanje i nastanak kompletnih virusnih ¢estica. Prema redoslijedu prepisivanja u virusnom
ciklusu razlikuje se nekoliko skupina gena zaduzenih za replikaciju: neposredno rani, rani i
kasni (Knipe i Howley, 2007). Neposredno rani genski produkti bitni su za pocetak
prepisivanja genoma, npr. ZEBRA protein (engl. Z EBV replication activator) koji dovodi do
transaktivacije drugih ranih gena. Rani genski produkti predstavljaju proteinske komplekse
koji se sastoje od tridesetak enzima bitnih u replikaciji virusne DNA, kao §to su DNA-
polimeraza 1 timidin kinaza. Produkti ranih gena omogucuju prepisivanje kasnih gena ¢iji su
produkti strukturni proteini virusa poput VCP (engl. viral capsid protein) i gp350, koji

predstavlja glavni glikoprotein virusne ovojnice (Begovac i sur., 2008).
EBER1

— . EBER2
N,

Cp or Wp

__ DVOLANCANA DNA

EBNAT
EBNA-LP

EBNA2

EBNA3B
EBNAGA

Slika 2. Genom EBV-a (obradeno s

http://www.nature.com/nrc/journal/v4/n10/fig tab/nrc1452 F1.html).
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1.5. Zivotni ciklus EBV-a

EBV se prenosi neposrednim kontaktom s tjelesnom teku¢inom koja sadrzi aktivno
repliciraju¢i virus, poglavito slinom, 1 zarazava epitelne stanice orofarinksa gdje se virus
umnozava te inficira sve viSe naivnih limfocita B, §to pokrece njihovu aktivaciju i
transformaciju u limfoblaste (Hatton i sur., 2014) (Slika 3.). Nakon primarne infekcije, liticka
faza je odgovorna za virusnu produkciju i transmisiju. Receptor za EBV na limfocitima B je
molekula CD21, ujedno i receptor za 3d-regiju C-komponente komplementa. Vezno mjesto za
molekulu CD21 nalazi se na virusnom glikoproteinu gp350. Ulazak EBV-a u limfocit B
odvija se interakcijom virusnog povrSinskog glikoproteina gp350/220 i stani¢nog receptora
CD21 (Janz i sur., 2000). Nakon primarne reakcije gp350/220-CD21, gp42 se veze za
povrSinske molekule HLA-II kao koreceptore, §to je praceno reguliranom fuzijom virusa i
stanice od strane gH/gL kompleksa (Hutt-Fletcher i Lake, 2001). Virus ulazi u stanicu
stapanjem ovojnice s ovojnicom ciljne stanice, nakon ¢ega se nukleokapsida ubacuje u
citoplazmu, a virusna DNA ostaje u jezgri stanice u zasebnom episomu i rijetko se ugraduje u
genom domacina. Zbog sposobnosti recirkulacije izmedu pojedinih limfnih organa, zarazeni
limfociti B ubrzo se nadu posvuda u limfnom tkivu i ondje nastavljaju proliferirati (Begovac i
sur., 2008). Virus se dugotrajno zadrzava u domacinu u latentnoj fazi. EBV uspostavlja tri
razlicita tipa latentne faze infekcije. U aktiviranim limfoblastima dolazi do ekspresije Citavog
seta proteina zaduzenih za latenciju (LMP1, LMP-2A, -2B, EBNA-1, -2, -3, -4, -5, -6) te se
uspostavlja tip 11l latencije. Zarazeni limfoblasti jako su imunogeni te zbog toga vrlo brzo
bivaju unisteni citotoksi¢nim CDS8" limfocitima T koji na taj nacin eliminiraju akutnu
infekciju (Myung-Soo i Kieff, 2015). Virus prezivljava u limfocitima B zahvaljujuéi
suprimiranju imunogenih proteina limfocita u dvije faze. ZaraZeni limfociti B se transportiraju
do limfoidnih folikula gdje proliferiraju eksprimiraju¢i samo 3 virusna proteina: EBNA-1,
LMP1 i LMP2 (tip Il latencije). U iducoj fazi, limfociti napustaju limfni ¢vor diferencirani u
memorijske limfocite B bez eksprimiranja virusnih proteina (tip latencije 0) zbog cega su
postali nevidljivi za imunosno prepoznavanje. Ako cirkulirajuéi memorijski limfociti B
ponovno aktiviraju transkripciju, stanice se dijele i eksprimiraju protein EBNA-1 (tip |
latencije), Sto osigurava da se sa genomom limfocita podijeli i virusni genom (Raab-Traub,
2002). Zarazeni memorijski limfociti B se cirkuliraju¢i mogu vratiti u orofarinks gdje prenose
virus na epitelne stanice. Tada dolazi do diferencijacije u plazma stanice i pokretanja liticke
faze infekcije sa kompletnom virusnom replikacijom i izlu¢ivanjem virusa putem sline. Na taj

nacin, virus se moze prenijeti na novog domacina (Bollard i sur., 2012). Navedeni tipovi

11



latencije zamjeceni su i kod specifi¢nih vrsta limfoma: tip I latencije kod Burkittova limfoma,
tip I u Hodgkinovoj bolesti i u nazofarinegealnom karcinomu te tip III koji je karakteristican
za infektivnu mononukleozu i limfoblasticne limfome pronadene kod transplantiranih

pacijenata i HIV-pozitivnih pacijenata (Hatton i sur., 2014).

Usna Mukoza Limfni évor (germinalni centar) P.erifern..-n.
supljina orofarinksa cirkulaciia
EBNA1/LMP2 l

Diferencijacija Perzistencija

Slika 3. Zivotni ciklus EBV-a (obradeno s

http://www.nature.com /nrclinonc/journal/v9/n9 /fig tab/nrclinonc.2012.111 F1.html).

1.6. Imunopatogeneza infekcije EBV-om

Sedamdesetih godina proslog stoljeca, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. The
International Agency for Research on Cancer, IARC) objavila je da je vise od 90% odraslih
ljudi u svijetu zarazeno virusom Epstein-Barr, temeljeno na podacima o detekciji specifi¢nih
protutijela za EBV: protutijela IgM na EBV-kapsidni antigen (engl. viral capsid antigen,
VCA) (de Thé i sur., 1975). Dob u kojoj se javlja primarna infekcija EBV-om razlikuje se te
ovisi o socioekonomskom standardu zemlje. U zemljama s niZim socioekonomskim
standardom, primarna infekcija dogada se u ranoj dobi. Za razliku od nerazvijenih i zemalja u
razvoju, u razvijenim zemljama cesca je infekcija kod starije djece, adolescenata i mladih
odraslih ljudi. Primarna infekcija kod male djece najceSc¢e prolazi asimptomatski, dok se kod
adolescenata i mladih odraslih ljudi manifestira kao infekcijska mononukleoza (u 25-75%
sluCajeva zaraze EBV-om) (Hsu i Glaser, 2000). Infekcijska mononukleoza je

samoogranic¢avajuca limfoproliferativna bolest ¢iji inkubacijski period traje izmedu 4 do 6

12


http://www.nature.com/nrclinonc/journal/v9/n9/fig_tab/nrclinonc.2012.111_F1.html

tjedana nakon infekcije. Klinicka slika oboljelih se razlikuje, a bolest se naj¢eS¢e manifestira
grloboljom, temperaturom, jakim osjeajem umora, povecanim limfnim c¢vorovima i
splenomegalijom. Na proliferaciju zarazenih limfocita B ubrzo se javlja odgovor stanica NK,
stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima (engl. antibody dependent cell-mediated
cytotoxicity, ADCC) te specifi¢ni T-stani¢ni citotoksi¢ni odgovor, §to dovodi do jo§ snaznije
poliklonske limfoproliferacije. Nekoliko dana od pocetka infekcije u imunokompetentnih
osoba dolazi do jake specificne aktivacije T-limfatiCkog sustava, pa glavnu ulogu u
svladavanju infekcije imaju izvrsni citotoksi¢ni limfociti (CTL). Oni prepoznaju epitope u
sprezi s molekulama MHC-I, a naj¢es¢e su usmjereni protiv proteina LMP-1. Simptomi Kkoji
se pocinju javljati posljedica su liticke infekcije i umnazanja litickih stanica (Vince, Dusek,
2006). U primarnoj infekciji po€inju se stvarati protutijela IgM i1 IgG na virusni kapsidni
antigen (VCA). Kod pacijenata s akutnom primarnom EBV infekcijom ili reaktivacijom
EBV-a mogu se detektirati IgG protutijela za rasprSenu komponentu ranih antigena (engl.
early antigen (diffuse), EA(D)). Protutijela IgG za EBNA pojavljuju se u cirkulaciji nekoliko
tjedana ili mjeseci nakon pocetka bolesti i perzistiraju u vecine zarazenih dozivotno. Akutnu
EBV infekciju karakterizira samoograni¢avajuéa proliferacija pomoénickin CD4" i
citotoksi¢nih CD8" limfocita T. Citotoksi¢ni CD8" limfociti T unistavaju EBV-om zaraZene
limfocite B i na taj nacin eliminiraju akutnu infekciju nakon Cega slijedi dozivotna latentna
infekcija (Pakovi¢-Rode i sur., 2005). Kod imunokompetentnih osoba unutar dva do tri tjedna
dolazi do eliminacije vecine zaraZenih limfocita B te do smirivanja limfoproliferacije 1
postupnog nestanka simptoma. Stanovit broj limfocita B i epitelnih stanica Zdrijela ostaje

dozivotno zarazen virusom u latentnom obliku (Vince i Dusek, 2006).

1.7. Dijagnostika i lijeenje infekcije EBV-om

Za potvrdu dijagnoze infekcijske mononukleoze koriste se razli¢iti seroloski testovi. Paul i
Bunnell su 1932. godine razvili test heterofilnih protutijela (Paul-Bunnellov test) koji se jo$
uvijek koristi za postavljanje dijagnoze infekcijske mononukleoze (pozitivan kod 80-85 %
oboljelih). Test ima nedostatke jer su moguce lazno negativne reakcije kod djece ispod 4
godine (Horwitz i sur., 1981) i lazno pozitivne kod razli¢itih malignih i autoimunih oboljenja
(Fischer i Bhalara, 2004). Danas se etioloSka dijagnoza uglavnom postavlja dokazom
protutijela na odredene antigene virusa, naj¢eS¢e uz pomo¢ specificnih imunoenzimskih

testova (engl. The enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). ELISA je imunokemijski
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test u kojemu se antigen ili protutijela, vezani za netopljive Cestice ili plasticnu podlogu,
otkrivaju uz pomo¢ enzima koji oboji bezbojni supstrat. Enzim se nalazi na obiljezenim
antiimunoglobulinskim protutijelima (Andreis i sur., 2010). Tijekom infekcije EBV-om zbog
poliklonske stimulacije limfocita B ubrzo dolazi do sinteze velikih koli¢ina protutijela na
odredene virusne epitope i zbog toga se moze odrediti faza infekcije praéenjem pojave
pojedinih protutijela (Vince i Dusek, 2006) (Tablica 2.).

Protutijela IgM i 1gG na virusni kapsidni antigen (IgM anti-VCA i IgG anti-VCA) javljaju se
tijekom akutne faze infekcije. IgM anti-VCA su prisutna u 75 % pacijenata ve¢ u prvih
desetak dana primarne infekcije, a potpuno nestaju kroz dva-tri mjeseca. Za razliku od IgM
anti-VCA, 1gG anti-VCA perzistiraju dozivotno u nizem titru nego u akutnoj fazi infekcije
(Balfour i sur., 2013). Protutijela 1gG na citoplazmatske rane antigene (IgG anti-EA) nisu
dobar dijagnosticki pokazatelj primarne infekcije jer se javljaju samo kod 60-80 % oboljelih u
akutnoj fazi infekcije te se ta protutijela mogu detektirati i kod 20 % zdravih osoba (Hess,
2004). Protutijela na EBNA (IgG anti-EBNA) javljaju se u vremenu od 4 do 8 tjedana od
pocetka bolesti i odrzavaju se dozivotno, pa su kod prvog odredivanja najcesce negativna (De

Paschale i Clerici, 2012).

Tablica 2. Pojavljivenje specifi¢nih protutijela u razli¢itim fazama EBV infekcije (Balfour i
sur., 2015).

Faze infekcije Vrijeme od pojave Protutijela

simptoma bolesti

IgM 19G 19G 19G
anti-VCA | anti-VCA | anti-EA | anti-EBNA
Akutna infekcija 0-3 tjedna + + +/-
Subakutna infekcija 4 tjedna — 3 mjeseca + + +/- +/-
Prosla infekcija 4 — 6 mjeseci - + - +
Reaktivacija +/- + + +

Analiza distribucije razli¢itih limfocitnih subpopulacija moze se koristiti kao pomocna
metoda u dijagnosticiranju infekcijske mononukleoze. Imunofenotipizacijski profil limfocita
periferne krvi karakteristican je kod bolesnika s infekcijskom mononukleozom. Zabiljezeno je
povecanje postotka limfocita T i smanjenje postotka limfocita B. Postotci CD8" limfocita T u

krvi bolesnika su povecani, dok je postotak CD4" limfocita T i omjer CD4*/CD8" smanjen, uz
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odrzan apsolutni broj CD4" limfocita T (Rakusi¢ i sur., 2000). Povec¢ana ekspresija biljega
stanicne aktivacije (primjerice CD38 i HLA-DR) na limfocitima T takoder je uobicajena u
bolesnika s infekcijskom mononukleozom (Zidovec Lepej i sur., 2003).

Ucinkovitog antivirusnog lijeka jo§ nema. Aciklovir i famciklovir smanjuju replikaciju virusa,
ali ne utjeCu na pojavu simptoma, trajanje bolesti i pojavu komplikacija. Kratkotrajna
primjena kortikosteroida indicirana je u slucajevima akutne opstrukcije gornjih disnih putova,
teze autoimune hemoliticke anemije i trombocitopenije. Ostala simptomatska terapija
ukljucuje mirovanje dok postoji znac¢ajno povecanje slezene, primjenu sredstava za snizavanje
temperature, analgetika i nadoknadu teku¢ine. Antibiotici ne utjeCu na tijek infektivne
mononukleoze, osim u slucajevima bakterijske superinfekcije u zdrijelu (Begovac i sur.,
2008).
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1.8. Protocna citometrija

Proto¢na citometrija je metoda kojom se simultano mjere fizikalna 1 kemijska svojstva
stanica. Uzorak koji se analizira na proto¢nom citometru mora biti suspenzija pojedinacnih
stanica. Proto¢ni citometar se sastoji od tri medusobno povezana sustava: proto¢nog, optickog
i elektronskog (Shapiro, 2003). Proto¢ni dio omogucéuje da se uzorak pomocu izotoni¢ne
tekucine prenese do laserske zrake. Opticki dio ¢ine laseri i opticki filteri koji usmjeravaju
reflektirane zrake svjetlosti na detektore. Prolaskom stanice kroz lasersku zraku dolazi do
rasipanja svjetlosti, a stupanj rasprSenja svjetlosti iste valne duljine pokazatelj je fizickih
osobina stanica — veli¢ine (svjetlost koja se rasprsila pod malim kutom 0,5-10°, FS prema
engl. forward scatter- usmjereno rasipanje svjetlosti) i granuliranosti (svjetlost rasprsena pod
pravim kutom, SS prema engl. side scatter - bo¢no rasipanje svjetlosti). Ti se svjetlosni
signali uz pomo¢ elektronickog dijela pretvaraju u elektroni¢ke signale i obraduju uz pomo¢
posebnog programa. Kako bi mogli razlikovati pojedine stani¢ne populacije potrebno ih je
obiljeziti specificnim protutijelima koja na sebi imaju vezan fluorokrom. To je molekula koja
absorbira svjetlost odredene, njoj karakteristi¢ne, valne duljine 1 pri tome elektroni u
fluorokromu prelaze u pobudeno stanje. Prilikom njihovog povratka u osnovno stanje
elektroni emitiraju svjetlost manje energije, tj. vec¢e valne duljine, nego $to je bila pobudujuca
svjetlost. Svaki fluorokrom ima specifican absorpcijski 1 emisijski spektar Sto omogucuje
njihovu analizu, a time i1 prepoznavanje razli¢itih stani€nih populacija u uzorku. Najces¢i
fluorokormi koji se koriste su fikoeritrin (engl. phycoerythrin, PE) i fluorescein izotiocijanat
(engl. fluorescein-isothiocyanate, FITC).

Proto¢na citometrija je standardna metoda laboratorijske medicine koja se najéesce koristi u
dijagnostici brojnih zaraznih i malignih bolesti, ali ima i znacajnu ulogu u temeljnim
znanstvenim istrazivanjima. ImunoloSka fenotipizacija multiparametarskom analizom na
proto¢nom citometru je osnovna metoda za odredivanje broja 1 karakterizaciju imunoloskih
staniénih populacija u zdravlju i bolesti. Standardizirani postupci su neophodni kako bi se
omogucila usporedba dobivenih rezultata izmedu pojedinaca u kontekstu populacije ili na
temelju klinickih studija (Hasan 1 sur., 2015).

Za tu svrhu se koriste monoklonska protutijela koja se vezu za specificne stani¢ne molekule
(CD-biljege) izrazene na membrani ili u citoplazmi stanica. Dio molekula eksprimiran je
konstitutivno na stanicnoj membrani dok se dio molekula pojavljuje iskljucivo tijekom
stani¢ne aktivacije. Panel za fenotipizaciju limfocita ukljucuje biljege leukocita (CDA45),
limfocita T (CD3, CD4 i CD8), limfocita B (CD19) i stanica NK (CD16, CD56). Za
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tumacenje 1 prikazivanje rezultata limfocitnih subpopulacija periferne krvi koriste se
referentne vrijednosti. Udio i apsolutni broj limfocitnih subpopulacija u krvi ovisi o dobi i
spolu, pa za djecu 1 starije osobe uvijek se koriste primjereni referentni rasponi (Batini¢ i sur.,
2006). Zbog sazrijevanja i napredovanja imunosnog sustava u prvim godinama zivota, udio i
apsolutni broj limfocitnih subpopulacija variraju tijekom djetinjstva. Stoga su Comans-Bitter i
suradnici 1997. godine proveli istrazivanje kako bi dobili referentne vrijednosti za relativan i
apsolutan broj svih relevantnih subpopulacija limfocita u krvi u djetinjstvu. Koristili su 378
uzoraka pune Kkrvi koje su podijelili u osam dobnih skupina: od jednog tjedna do dva mjeseca,
od dva do pet mjeseci, od pet do devet mjeseci, od devet do 15 mjeseci, od 15 do 24 mjeseca,
od dvije do pet godina, pet do deset godina i od deset do 16 godina. Pokazali su da promjene
u apsolutnom broju limfocitnih subpopulacija nisu uvijek u skladu sa relativnim brojem te da
se dijagnosticiranje hematoloskih i imunoloskih poremecaja treba temeljiti na apsolutnom
prije nego na relativnom broju limfocitnih subpopulacija (Comans-Bitter i sur., 1997).
Odredivanje referentnih vrijednosti vazno je kako bi se dobili podaci koji su §to blize
stvarnim vrijednostima u zdravih osoba s ciljem da se ispitanik proglasi zdravim ili da se
postavi dijagnoza odredene bolesti. Hasan i suradnici su 2015. godine optimizirali panel za
imunofenotipizaciju uzoraka pune krvi isti¢u¢i standardizirane i automatizirane postupke koje
su pritom koristili. Dizajnirali su cetiri panela za odredivanje fenotipa i broja glavnih
imunoloskih stani¢nih populacija (polimorfonuklearnih leukocita, limfocita T, limfocita B,
NK stanica, monocita i dendritickih stanica). Za optimizaciju istrazivanja i razvoj panela
prikupili su uzorke pune krvi od 600 zdravih donora volontera na Institutu Pasteur u Parizu.
Tim istrazivanjem uspostavili su temelj za definiranje referentnih vrijednosti u zdravih donora
koje se mogu koristiti u kontekstu istrazivanja populacije ili klini¢kih studija. Takoder, Melzer
1 suradnici su 2015. godine odredili imunofenotipizacijski profil 608 zdravih osoba s podrucja
Leipziga (Njemacka) u dobi od 40 do 79 godina metodom proto¢ne citometrije kako bi dobili
referentne podatke za razliCite subpopulacije leukocita ukljucuju¢i granulocite, monocite i
limfocite. Istrazivali su i utjecaj spola i dobi na leukocitne subpopulacije. Dobiveni referentni
intervali za subpopulacije leukocita iz periferne krvi korisni su za razumijevanje stadija
bolesti i u¢inaka terapije (Melzer i sur., 2015).

Neke od primjena proto¢ne citometrije u dijagnosticke svrhe su analiza limfocita periferne
krvi u cilju procjene imunoloskog statusa, imunofenotipizacija leukemija i limfoma te
pracdenje ostatnih malignih stanica (minimalne rezidualne bolesti), mjerenje broja CD34+
krvotvornih mati¢nih stanica u perifernoj krvi i leukocitnom koncentratu za potrebe

transplantacije  krvotvornth  mati¢nih  stanica, dijagnostika paroksizmalne noc¢ne
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hemoglobinurije (PNH), mjerenje sadrzaja stanicne DNA u cilju otkrivanja aneuploidija
(najc¢esce u leukemijama) i proliferacijske aktivnosti stanica (za funkcijske testove limfocita
ili procjenu proliferacije tumorskih stanica) (Batini¢ i sur., 2006). Praenje limfocitnih
subpopulacija ima velik znacaj u dijagnostici specificnih imunodeficijencija, primjerice

parcijalnog Di Georgeovog sindroma (Chinen i sur., 2003).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je proto¢nom citometrijom periferne krvi odrediti imunofenotipizacijski
profil uzoraka ispitanika s klinickom dijagnozom infekcijske mononukleoze. Ispitanicima
uklju¢enima u ovo istrazivanje odredeni su postotci pojedinih limfocitnih subpopulacija i

usporedeni s referentnim vrijednostima za zdrave osobe.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici
Istrazivanje je provedeno u Odjelu za proto¢nu citometriju i molekularnu dijagnostiku Klinike

za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu, od pocetka sije¢nja do kraja lipnja
2015. U istrazivanje je ukljucena 31 odrasla osoba (osobe starije od 16 godina) s klinickom
dijagnozom infekcijske mononukleoze uzrokovane EBV-om, uz dokaz seroloske i
molekularne dijagnostike (mjerljiva EBV DNA u krvi ispitanika). Uzorci zaraZenih osoba

prikupljeni su u okviru rutinskih dijagnostic¢kih postupaka.

3.2. Biolo$ki uzoreci
Za potrebe odredivanja postotka pojedinih limfocitnih subpopulacija metodom protoc¢ne

citometrije uzimana je periferna krv venepunkcijom u sterilnu Vacutainer epruvetu s
antikoagulansom K3;EDTA (etildiamintetraoctena kiselina) od 7 ml. Uzorke za proto¢nu

citometriju sam pohranila na sobnoj temperaturi do analize.

3.3. Reagensi i otopine za proto¢nu citometriju
» Reagens koji sadrzi kombinaciju monoklonskih protutijela specifi¢nih za molekule

CD45, CD4, CD8 i CD3. CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD4-RD-1/CD8-
ECD/CD-3PC-5 Monoclonal Antibody Reagents for use with tetraONE SYSTEM
software (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA).

= Reagens koji sadrzi kombinaciju monoklonskih protutijela specificnih za molekule
CD45, CD56, CD19 i CD3. CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD56-RD-
1/CD19-ECD/CD3-PC-5 Monoclonal Antibody Reagents for use with tetraONE
SYSTEM software (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA).

* Monoklonsko protutijelo specificno za molekulu HLA-DR. HLA-DR-PC-7 (Beckman
Coulter, Inc., Brea, CA, USA).

* Monoklonsko protutijelo specifiéno za molekulu CD38. CD38-PC-7 (Beckman
Coulter, Inc., Brea, CA, USA).

= Reagens Kkoji se sastoji od tri otopine za pripremu stanica za analizu na proto¢nom
citometru. Immunoprep A sadrzi mravlju kiselinu (1,2 mL/L) i stabilizator,
Immunoprep B otopinu soli Na2CO3 (6,0 g¢/L), NaCl (14,5 ¢/L), Na2SO4 i
stabilizator, te Immunoprep C paraformaldehid (10,0 g/L) i pufer. ImmunoPrep
Reagent System Whole Blood lysing reagent (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
USA).
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Otopina fluorosfera poznate koncentracije na koje je vezana boja s emisijskim
spektrom od 525 nm do 700 nm nakon ekscitacije na 488 nm, te omogucuje direktno
odredivanje apsolutnog broja limfocitnih subpopulacija na protonom citometru.
Flow-Count™ Fluorospheres absolute count determination on CXP Flow Cytometry
System (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA).

Reagens koji sadrzi polistirenske fluorescentne mikrosfere promjera 10 um u
koncentraciji od 1x10° fluorosfera/mL, te emisijskim spektrom valnih duljina od 525
nm do 700 nm nakon ekscitacije na 488 nm. Sluzi za provjeru optickog i protocnog
dijela citometra. Flow-Check™ Fluorospheres, Flow Cytometer Alignment
Verification (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA).

Izotoni¢na otopina koja se u citometru mijesa s uzorkom. IsoFlow™ Sheath Fluid
Azide free balanced electrolyte solution (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA).
Otopina proteolitickih enzima koja sluzi za ¢iSéenje citometra. AC-T Rinse™

Shutdown Diluent (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA).

3.4. Oprema, racunalni programi i potro$ni materijal

aparat za pipetiranje uzoraka za proto¢nu citometriju Coulter PrepPlus 2 (Beckman
Coulter, Brea, CA, SAD)

aparat za pripremu uzoraka za proto¢nu citometriju Coulter TQ-Prep (Beckman
Coulter, Brea, CA, SAD)

proto¢ni citometar CYTOMICS FC 500 (Beckman Coulter, Brea, CA, SAD) s
pripadaju¢im CXP softverom povezan s raCunalom Pentium (IBM, Armonk, NY,
SAD) i laserskim $tampacem Business inkjet 2300 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA,
SAD)

Epruvete za uzimanje krvi KsEDTA VACUTAINER (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ SAD)

Polistirenske epruvete 12x75 mm (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, SAD)

3.5. Metode

3.5.1. Imunofenotipizacija limfocita periferne krvi
Uzorke periferne krvi za analizu metodom protocne citometrije pripremila sam pomocu

aparata PrepPlus 2 (Beckman Coulter, Brea, California, SAD) koji je programiran da u

silikonizirane polistirenske epruvete (12x75 mm) dodaje po 10 uL odabrane kombinacije

monoklonskih protutijela obiljezenih fluorokromima, te 100 pL periferne krvi. Za svaki

uzorak potrebne su dvije epruvete. U jednoj je kombinacija slijede¢ih monoklonskih
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protutijela (peterostruko bojanje): CD45-FITC/CD4-RD-1/CD8-ECD/CD3-PC-5 i CD38-
PC7, a u drugoj: CD45-FITC/CD56-RD-1/CD19-ECD/CD3-PC-5 i HLA-DR PC7. Tako
pripremljene uzorke inkubirala sam 10 minuta u mraku u aparatu TQ-Prep (Beckman Coulter,
Brea, California, SAD) koji po isteku vremena automatski zapocinje lizu eritrocita i fiksiranje
limfocitne membrane dodavanjem otopina ImmunoPrep A, B i C. ImmunoPrep A je otopina
mravlje kiseline koja uzrokuje lizu eritrocita bez narusavanja integriteta membrana limfocita.
ImmunoPrep B zaustavlja djelovanje reagensa ImmunoPrep A i djeluje kao stabilizator, dok
ImmunoPrep C fiksira membrane limfocita. Prije analize uzoraka citometar sam
standardizirala otopinom Flow-Check™ koja sadrzi polistirenske fluorescentne mikrosfere
promjera 10 um u koncentraciji od 1x10° fluorosfera/mL, te emisijskim spektrom valnih
duljina od 525 nm do 700 nm nakon ekscitacije na 488 nm koja sluzi za provjeru optickog i
proto¢nog dijela citometra. U pripremljeni uzorak pomocu aparata PrepPlus 2, neposredno
prije analize na proto¢nom citometru, dodala sam 100 pL kvantifikacijskog reagensa Flow
Count™ fluorosfera (Beckman Coulter, Brea, California, SAD) kako bi mogla odrediti
apsolutni broj CD4+ limfocita T. Pripremljene uzorke sam analizirala na proto¢nom citometru
CYTOMIX FC 500 (Beckman Coulter, Brea, California, SAD), a dobivene podatke obradila
pomoc¢u CXP softvera samog aparata. Kako bih odvojila limfocite od ostalih stanica krvi
koristila sam biljeg CD45 koji se jo§ naziva i leukocitni zajednicki antigen jer se nalazi na
membrani svih leukocita i parametar bo¢nog rasprSenja svjetlosti (engl. side scatter, SS) na
jednom histogramskom prikazu, te parametre prednjeg (engl. forward scatter, FS) i bo¢nog
rasprSenja svjetlosti na drugom histogramu. Ovom metodom odredila sam zastupljenost
pojedinih limfocitnih subpopulacija u perifernoj krvi i to postotke limfocita T, limfocita B,
CD4+ limfocita T, CD8+ limfocita T, NK stanica, aktiviranih limfocita T (pomocu biljega
HLA-DR), aktiviranih CD8+CD38+ limfocita T, te apsolutni broj CD4+ limfocita T. Za
direktno odredivanje apsolutnog broja CD4+ limfocita T na protocnom citometru koristila
sam suspenziju fluorosfera poznate koncentracije na koje je vezana boja s emisijskim
spektrom od 525 nm do 700 nm nakon ekscitacije na 488 nm (Flow-Count™ Flourospheres).
Fluorosfere imaju jedinstvenu veli¢inu i intenzitet fluorescencije, a poznata koncentracija

omogucuje odredivanje apsolutnog broja ispitivanih stanica.

Referentne vrijednosti za zdrave odrasle osobe, za sve limfocitne subpopulacije osim
CD8+CD38+ limfocite, koje sam koristila za usporedbu vrijednosti postotaka i apsolutnog
broja limfocitnih subpopulacija ispitanika uklju¢enih u ovo istrazivanje preuzela sam iz

Beckman-Coulter analize. Bisset i suradnici su 2004. godine odredili referentnu vrijednost za
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aktivirane CD8+CD38+ limfocite T (Tablica 3.). Prema tim vrijednostima sam odredila

statisticku znac¢ajnost dobivenih rezultata.

Tablica 3. Referentne vrijednosti za imunofenotipizaciju limfocitnih subpopulacija (studija
Beckman-Coulter, 2015; Bisset i sur., 2004).

Referentne

vrijednosti za

Subpopulacije limfocita zdrave odrasle

osobe (%)

Limfociti T (CD3+) 60,0-85,0

Limfociti B (CD19+) 5,0-20,0

Pomoc¢nicki limfociti T 35,0-60,0

(CD3+/CD4+)

Apsolutni broj CD4+ limfocita T 500-1500/puL krvi

(stanica/pL krvi)

Citotoksic¢ni limfociti T 10,0-30,0

(CD3+/CD8+)

Stanice NK 0,0-15,0

(CD3-/CD56+)

CD8+/CD38+ 0,9-7,0

Aktivirani limfociti T 0,0-10,0

(CD3+/HLA-DR+)

3.6. Statisticke metode

Za statisticku obradu podataka koriSteni su programi Microsoft Excel (Microsoft) i Statistica
(Microsoft). Koristen je Fisherov egzaktni test za ispitivanje razine znacajnosti izmedu dvije
skupine nezavisnih kategorickih podataka. Razina statisticke znacajnosti definirana je s

vrijednosti p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Podaci o ispitanicima

Istrazivanje je obuhvatilo 31 osobu s klinickom dijagnozom infekcijske mononukleoze
uzrokovane virusom Epstein-Barr. Raspon dobi ispitanika bio je od 17 do 67 godina. Medijan
dobi ispitanika iznosi 32 godine. U ukupnom uzorku bilo je 20 (64,5%) muskih ispitanika.

4.2. Rezultati imunofenotipizacijskog profila limfocita periferne krvi ispitanika

4.2.1. Histogrami

Podaci dobiveni analizom uzoraka na proto¢nom citometru analizirani su CXP softverom te
prikazani pomoc¢u dvoparametarskih histograma. Na prvom dvoparametarskom histogramu,
koji prikazuje odnos razli¢itih stani¢nih populacija u krvi (neutrofili, monociti, limfociti)
prema zrnatosti (SS, engl. side scatter) i panleukocitnom biljegu CD45, postavila sam ogradu
oko populacije limfocita (Slika 4a.). Zatim sam postavila ogradu oko limfocitne populacije na
novom dvoparametarskom histogramu koji prikazuje odnos stanica prema veli¢ini (FS) i
zrnatosti (SS) (Slika 4b.). Kada sam tu istu limfocitnu ogradu na prvom histogramu (SS-
CD45) pomaknula u smjeru limfocita koji sadrze vise granula (Slika 5a.), na
dvoparametarskom histogramu koji prikazuje odnos ekspresije biljega CD3 i CD8 jasno se
vidi da su to u najve¢em postotku reaktivni CD8+ limfociti T (Slika 5b.). Na ostalim
histogramima analizirala sam ekspresiju specifi¢nih biljega za pojedine stanice (Slika 6-9).

24



5%
|
|

- TADJ -
67 5%
1 - *’
= - '] '] U ) 1] 1 1] | ] T 00 L1 1] 1] .....; = - 1-|: y
0’ 1’ hlis ¥
. 5lika dh.
Slika da. CD4SFITC S

Slika 4. Detekcija limfocita protoénom citometrijom. Postavljena je ograda oko limfocitne
populacije. Slika 4a. Dvoparametarski histogram prikazuje odnos stanica prema zrnatosti (SS)
i panleukocitnom biljegu CD45 kod ispitanika zarazenog EBV-om. Slika 4b.
Dvoparametarski histogram prikazuje odnos stanica prema veli¢ini (FS) i zrnatosti (SS) kod

ispitanika zarazenog EBV-om.
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Slika 5. Detekcija vecih i zrnatijih limfocita proto¢nom citometrijom pomicanjem ograde oko
limfocitne populacije. Slika 5a. Dvoparametarski histogram prikazuje odnos stanica prema
zrnatosti (SS) i panleukocitnom biljegu CD45 kod ispitanika zarazenog EBV-om. Slika 5b.
Dvoparametarski histogram prikazuje odnos ekspresije biljega CD3 i CD8. Pomicanjem
limfocitne ograde prema limfocitima sa viSe granula vidljivi su limfociti koji eksprimiraju
biljege CD3+CD8+. Citotoksi¢ni limfociti T su CD3+CD8+ stanice koje se nalaze u E2

kvadrantu.
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Slika 6. Primjer histograma u ispitanika zarazenog EBV-om za detekciju limfocita B
proto¢nom citometrijom. Slika 6a. Dvoparametarski histogram prikazuje odnos ekspresije
biljega CD19 i CD3. Limfociti B su CD3-CD19+ stanice koje se nalaze u E1 kvadrantu. Slika
6b. Histogram koji pokazuje ekspresiju molekule CD19 koja se nalazi na limfocitima B.
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Slika 7. Primjer histograma proto¢ne citometrije U ispitanika zarazenog EBV-om za detekciju
limfocita T. Slika 7a. Dvoparametarski histogram prikazuje odnos ekspresije biljega CD3 i
CD4. Pomo¢nicki limfociti T su CD3+CD4+ stanice koje se nalaze u E2 kvadrantu. Slika 7b.
Dvoparametarski histogram prikazuje odnos ekspresije biljega CD3 i CD8. Citotoksi¢ni

limfociti T su CD3+CD8+ stanice koje se nalaze u E2 kvadrantu.

26



108

=C1 C2
7 5.0% 36.4%
1l]2—E
w
a
8 0=
= =
&) -
10°

|
10° 10’ 10° 10°
CD3 PC5
Slika 8. Primjer histograma proto¢ne citometrije U ispitanika zarazenog EBV-om za detekciju

NK stanica (CD56). Dvoparametarski histogram prikazuje odnos ekspresije biljega CD3 i
CD56. Stanice NK su CD3-CD56+ stanice koje se nalaze u C1 kvadrantu.
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Slika 9. Primjer histograma proto¢ne citometrije U ispitanika zarazenog EBV-om za detekciju
aktiviranih limfocita T. Slika 9a. Dvoparametarski histogram prikazuje odnos ekspresije
biljega CD3 i aktiviranih limfocita T (pomoc¢u biljega HLA-DR). Aktivirani limfociti T su
CD3+HLA-DR+ stanice koje se nalaze u 12 kvadrantu. Slika 9b. Dvoparametarski histogram
prikazuje odnos ekspresije biljega CD3 i aktiviranih CD8+CD38+ limfocita T. Aktivirani

limfociti T su CD8+CD38+ stanice koje se nalaze u L2 kvadrantu.
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4.2.2. Imunofenotipizacijski profil limfocita periferne krvi ispitanika - statisticka analiza

Metodom proto¢ne citometrije odredila sam imunofenotipizacijski profil limfocita periferne
krvi ispitanika. Zastupljenost pojedinih limfocitnih subpopulacija: limfocita T, limfocita B,
CD4+ limfocita T, CD8+ limfocita T, NK stanica, aktiviranih limfocita T (pomocu biljega
HLA-DR), aktiviranih CD8+CD38+ limfocita T, te apsolutnog broj CD4+ limfocita T
(medijan, minimum-maksimum) u perifernoj Krvi u odraslih ispitanika zarazenih EBV-om u

usporedbi sa referentnim vrijednostima za zdrave odrasle osobe prikazani su u tablici 4.

Svi ispitanici s infekcijskom mononukleozom uzrokovanom EBV-om pokazuju ujednacen
uzorak zastupljenosti pojedinih limfocitnih subpopulacija u usporedbi sa referentnim
vrijednostima. Postoci citotoksi¢nih CD8" limfocita T u svih ispitanika zarazenih EBV-om
pokazuju viSu vrijednost od gornje granice referentnih vrijednosti. Ekspresija aktivacijske
molekule HLA-DR na limfocitima T u svih ispitanika veca je u odnosu na gornju granicu
referentnih vrijednosti. Postotak aktiviranih CD8+CD38+ limfocita T u svih ispitanika
pokazuje vecu vrijednost od gornje granice referentnih vrijednosti. Postoci ukupnih limfocita
T u ispitanika sa EBV-infekcijom statisticki su znacajno vec¢i u usporedbi sa referentnim
vrijednostima (p<0,0001). Suprotno tome, EBV infekcija kod ispitanika uzrokovala je
statisticki znacajno smanjene postotke limfocita B u usporedbi sa referentnim vrijednostima
(p<0,0001). Takoder, statisticki znadajno su smanjeni postoci pomo¢ni¢kih CD4" limfocita T
(p<0,0001). Apsolutni broj pomo¢ni¢kih CD4" limfocita T ne razlikuje se statisticki znacajno
od referentnih vrijednosti. Postoci stanica NK periferne krvi u ispitanika ukljucenih u ovo

istrazivanje ne pokazuju statisticki znacajna odstupanja od referentnih vrijednosti.

28



Tablica 4. Zastupljenost pojedinih limfocitnih subpopulacija (medijan, minimum-maksimum)

u perifernoj krvi kod odraslih ispitanika zarazenih EBV-om u usporedbi sa referentnim

vrijednostima za zdrave odrasle osobe.

Subpopulacije limfocita (%)

Infekcijska
mononukleoza

Referentne vrijednosti

za zdrave odrasle osobe

medijan uzrokovana (minimum-maksimum) | p-vrijednost
(minimum-maksimum) EBV-om (%)

Limfociti T (CD3+) 86,1* 60,0-85,0 <0,0001
(77,2-95,0)

Limfociti B (CD19+) 2,22* 5,0-20,0 <0,0001

(0,4-7,6)

Pomo¢énicki limfociti T (CD3+/CD4+) 16,5* 35,0-60,0 <0,0001
(8,9-39,1)

Apsolutni broj CD4+ limfocita T 954/uL krvi 500-1500/uL krvi 0,42

(stanica/pL krvi) (409-1761/uL krvi)

Citotoksi¢ni limfociti T 65,3** 10,0-30,0 *x

(CD3+/CD8+) (43,0-83,8)

Stanice NK (CD3-/CD56+) 11,8 0,0-15,0 0,25
(3,0-17,8)

CD8+/CD38+ 58,7** 0,9-7,0 *x
(18,7-81,3)

Aktivirani limfociti T 59,3** 0,0-10,0 **

(CD3+/HLA-DR+) (12,5-82,4)

* Statisti¢ki znacajna razlika u usporedbi sa referentnim vrijednostima (Fisherov egzaktni test, p<0,05)

**U svih ispitanika postotak je veci od gornje granice referentnih vrijednosti.
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5. RASPRAVA

Infekcijska mononukleoza uzrokovana virusom Epstein-Barr primjer je virusne
infekcije kod koje ne dolazi do potpunog iskorjenjivanja uzro¢nika bolesti iz organizma veé
do uspostave dozivotne latentne infekcije. S obzirom na to, smatra se da je upravo stani¢na
imunost najvazniji efektorski mehanizam imunoloskog sustava odgovoran za kontrolu virusne
replikacije. Dijagnoza infekcijske mononukleoze najée$ée se postavlja klini¢ki, a potvrduje
seroloski (Pakovi¢-Rode i sur., 2005).

Ovim istrazivanjem analizirana je distribucija glavnih limfocitnih subpopulacija
periferne krvi u osoba sa seroloski i molekularno dokazanom infekcijskom mononukleozom
uzrokovanom EBV-om (mjerljiva EBV DNA u krvi ispitanika). Rezultati ovog istraZivanja
pokazali su da EBV infekcija koja se klinicki prezentira kao infekcijska mononukleoza
znacajno mijenja kvantitativne odnose subpopulacija limfocita T, limfocita B, pomo¢nic¢kih
CD4+ limfocita T, citotoksi¢nih CD8+ limfocita T i aktiviranih CD8+CD38+ 1 HLA-DR+
limfocita T u perifernoj krvi. U svih ispitanika s infekcijskom mononukleozom uzrokovanom
EBV-om postoci CD8+ limfocita T i aktiviranih CD8+CD38+ i HLA-DR+ limfocita T bili su
iznad gornje granice referentih vrijednosti. Postoci limfocita T, CD4+ limfocita T i limfocita
B u perifernoj krvi ispitanika s infekcijskom mononukleozom statisticki se znacajno razlikuju
od referentnih vrijednosti. U ispitanika s klinickom dijagnozom infekcijske mononukleoze
apsolutni broj CD4+ limfocita T 1 postoci stanica NK periferne krvi ne pokazuju statisti¢ki
znacajna odstupanja od referentnih vrijednosti.

Zidovec-Lepej i suradnici su 2003. godine proveli istraZivanje u kojem su analizirali
raspodjelu limfocita u perifernoj krvi bolesnika s infekcijskom mononukleozom uzrokovanom
EBV-om ili ljudskim citomegalovirusom (Human citomegalovirus, hCMV) i istrazili
moguénost dijagnosticke koristi panela za protocnu citometriju kojeg preporuca Centar za
kontrolu i prevenciju bolesti (CDC) kod HIV-1 infekcije. Kod bolesnika sa tipi¢nim i
atipiénim simptomima infekcijske mononukleoze uzrokovane EBV-om utvrdili su znacajno
vece postotke ukupnih limfocita T, citotoksi¢nih CD8+ limfocita T i aktiviranih HLA-DR+
limfocita T u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom. Postoci CD4+ limfocita T bili su
statisticki zna¢ajno smanjeni naspram zdravih kontrola. Apsolutni broj pomoéni¢kih CD4"
limfocita T, kao i postotak limfocita B, statisticki se nije znacajno razlikovao u usporedbi sa
referentnim vrijednostima. Uzorak promjene u raspodjeli limfocita kod bolesnika zarazenih

hCMV-om bio je identi¢an kao i kod bolesnika zarazenih EBV-om, iako manje izrazen.
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Takoder su zakljucili da su limfocitne populacije zastupljene u panelu za proto¢nu citometriju
kod HIV-1 infekcije dovoljne za dijagnosticiranje infekcijske mononukleoze uzrokovane
EBV-om ili hCMV-om.

Samoograni¢avajuéa proliferacija pomoéni¢kih CD4" i citotoksi¢nih CD8" limfocita T
karakteristicna je za akutnu EBV infekciju. Kljune stanice koje uniStavaju EBV-om
zarazene limfocite B su morfoloSki promijenjeni, aktivirani CD8+ limfociti T ¢iji se broj u
cirkulaciji znacajno poveca za vrijeme akutne infekcije (Roos i sur., 2000). Osobita ekspresija
molekule CD38 u razli¢itim stani¢nim populacijama omogucila je primjenu CD38 kao biljega
stanica u brojnim patoloskim stanjima. Visoke razine ekpresije CD38 pronadene su na
aktiviranim limfocitima T, dok limfociti T u nepodrazenom stanju eksprimiraju niske razine
CD38 (Munoz i sur., 2003).

Lynne i suradnici su 1998. godine proveli istrazivanje u kojem su usporedili fenotip
CD8+ limfocita T u akutnoj EBV infekciji i u infekciji virusom humane imunodeficijencije
(engl. Human immunodeficiency virus, HIV). Citotoksi¢ni CD8+ limfociti T sudjeluju u
imunosnoj kontroli obje infekcije, iako je ishod EBV infekcije najcesée bezopasan, dok je
nelijeena HIV infekcija smrtonosna. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su statisticki
znacajno vece postotke aktiviranin CD8+CD38+ i HLA-DR+ limfocita T u akutnoj EBV
infekciji, slicno kao 1 u kroni¢noj HIV infekciji. Molekula CD38 koristi se kao prognosticki
biljeg u HIV infekciji. Povisena ekspresija CD8+CD38+ limfocita T povezana je sa brZzim
napretkom bolesti i intenzivnijim smanjenjem broja CD4+ limfocita T u HIV pozitivnih
pacijenata. CD38 specificno inhibira vezanje gp120 (glikoprotein na povrsini HIV-a) i CD4

(ciljna stanica) i na taj nacin sprje¢ava HIV da pristupi ciljnoj stanici (Savarino i sur., 2003).

Zidovec-Lepej i suradnici su 2003. godine istrazivali ekspresiju CD38 na CD8+
limfocitima T kod pacijenata sa infekcijskom mononukleozom uzrokovanom EBV-om ili
CMV-om. Istrazivanje je pokazalo da kod akutne EBV i hCMV infekcije postoji statisticki
znaCajan porast u postotku aktiviranin CD8+CD38+ limfocita T u usporedbi sa zdravim
kontrolama. Ipak, kod akutne infekcije uzrokovane EBV-om zabiljezen je znatno veéi
postotak aktiviranih CD8+CD38+ limfocita T nego kod infekcije uzrokovane hCMV-om.
Istrazivanje je takoder pokazalo da biljeg CD38 moze biti od pomo¢i u diferencijalnoj
dijagnostici slucajeva infekcijske mononukleoze s atipicnom klinickom prezentacijom.

IstraZzivanjima se takoder pokuSala utvrditi povezanost imunofenotipskih promjena

perifernih  krvnih limfocita u infekcijskoj mononukleozi s drugim oblicima atipi¢nih
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limfocitoza. Najcesci uzroci limfocitoze su virusne infekcije, kroni¢ne upale intracelularnim
bakterijama, te akutne i kroni¢ne limfocitne leukemije. Hudnall i suradnici su 2003. godine
proveli istrazivanje kojim su prikazali usporedne imunofenotipske karakteristike kod EBV-
pozitivnih i EBV-negativnih atipi¢nih limfocitoza. Tim istrazivanjem utvrdili su statisti¢ki
znacajan porast aktiviranih CD8+ limfocita T i stanica NK, dok su postoci pomo¢nickih
limfocita T i limfocita B odgovarali referentnim vrijednostima u svim istrazivanim atipi¢nim
limfocitozama. Limfocitoze uzrokovane EBV-om karakteriziralo je i povecanje apsolutnog
broja limfocita. Nasuprot tome, Karcheva i suradnici su 2008. godine proveli istrazivanje
kojim su pokazali da su postoci pomoc¢nic¢kih limfocita T i limfocita B u infekcijskoj
mononukleozi uzrokovanom EBV-om znafajno smanjeni, Uz statisticki znacajan porast
aktiviranih CD8+ limfocita T, stanica NK i aktiviranih HLA-DR+ limfocita T.

Aktivirani CD8+ limfociti T dominantna su skupina limfocita u perifernoj krvi za
vrijeme akutne EBV infekcije. Njihova primarna uloga u infekcijskooj mononukleozi
uzrokovanoj EBV-om je supresija replikacije virusa i citotoksi¢no djelovanje protiv virusom
zarazenih stanica. Povecan broj aktiviranih CD8+ limfocita T zabiljezen je i kod HIV
infekcija, hCMV infekcija, kao i kod hepatitisa C (Tembhare i sur., 2010). Doisne i suradnici
su 2004. godine istrazivali povezanost statusa aktivacije CD8+ limfocita T specifi¢nih za
EBV, hCMV i virus gripe i HIV-specificnih CD8+ limfocita T tijekom HIV infekcije.
Aktivacijski biljezi CD38 i HLA-DR bili su snazno eksprimirani na HIV-specificnim CD8+
limfocitima T. Ekspresija CD38 bila je povecana 1 na CD8+ limfocitima T specificnim za
druge viruse, iako u manjoj mjeri. Ekspresija aktivacijskog biljega vratila se u granice
normalnih vrijednosti nakon 1 godine vrlo ucinkovite antiretrovirusne terapije (engl. highly
active antiretroviral therapy, HAART). Dokazali su da je HIV-viremija u korelaciji s
ekspresijom CD38 na HIV-specifiénim CD8+ limfocitima T, kao i na CD8+ limfocitima T
specificnim za EBV, hCMV i virus gripe. Istrazivanje je pokazalo da se tijekom HIV infekcije
aktiviraju ,,stanice-promatraci“: CD8+ limfociti T specifi¢ni za druge viruse, premda HIV-

specifiéni CD8+ limfociti T eksprimiraju najvisSe razine aktivacije.

Odumade 1 suradnici su 2012. godine proveli longitudinalno istrazivanje kako bi
definirali povezanost limfocitoze koja se pojavljuje tijekom akutne infekcije uzrokovane
EBV-om i uloge ve¢ postoje¢ih memorijskih CD8+ limfocita T specificnih za hCMV i virus
gripe tipa A (,,stanice-promatraci®). IstraZivanje je pokazalo da su se memorijski CD8+
limfociti T specificni za hCMV i virus gripe tipa A uglavnom aktivirali u neznatnoj mijeri,

sugeriraju¢i da je snazna CD8+ limfocitoza povezana sa akutnom infekcijom EBV-a
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uzrokovana najve¢im dijelom EBV-specificnim limfocitima T. Podaci ovog istraZivanja
sugeriraju da snazan odgovor CD8+ limfocita T stvara nove memorijske stanice bez znatnog

oSte¢ivanja ve¢ postojecih memorijskih stanica specifi¢nih za druge virusne infekcije.

Infekcijska mononukleoza uzrokovana EBV-om najées$ée prolazi bez komplikacija, a
karakterizirana je relativnom i apsolutnom limfocitozom. Pracenje limfocitnih subpopulacija
ima velik znacaj u dijagnostici infektivnih bolesti. U istraZzivanju provedenom u ovom
diplomskom radu zabiljeZena je specificna distribucija razli¢itih limfocitnih subpopulacija
kod ispitanika s infekcijskom mononukleozom uzrokovanom EBV-om. Analiza distribucije
limfocitnih subpopulacija pokazala je povecanje postotka limfocita T 1 smanjenje postotka
limfocita B. Postoci CD8+ limfocita T u krvi ispitanika s infekcijskom mononukleozom su
povecani, dok su postoci CD4+ limfocita smanjeni. Usprkos tome, apsolutni broj CD4"
limfocita T nalazi se u granicama referentnih vrijednosti. Povecana ekspresija biljega stanicne
aktivacije (CD38 i HLA-DR) na limfocitima T takoder je uobiCajena u bolesnika s

infekcijskom mononukleozom.
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6. ZAKLJUCCI

Imunofenotipizacijski profil ispitanika s klinickom dijagnozom infekcijske
mononukleoze uzrokovane virusom Epstein-Barr  znafajno  mijenja

kvantitativne odnose limfocitnih subpopulacija u perifernoj krvi.

U svih ispitanika s infekcijskom mononukleozom uzrokovanom EBV-om
postoci CD8+ limfocita T i aktiviranih CD8+CD38+ i HLA-DR+ limfocita T

bili su iznad gornje granice referentih vrijednosti.

Postoci limfocita T, CD4+ limfocita T i limfocita B u perifernoj krvi ispitanika
s infekcijskom mononukleozom statisticki se znacajno razlikuju od referentnih

vrijednosti.
U ispitanika s klinickom dijagnozom infekcijske mononukleoze apsolutni broj

CD4+ limfocita T i postoci stanica NK periferne krvi ne pokazuju statisticki

znacajna odstupanja od referentnih vrijednosti.
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