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Ime predmeta: IMUNOLOGIJA

Sinopsis predmeta Imunologija

Cilj nastave predmeta Imunologija je da studenti ovladaju osnovnim znanjima o imunskom sistemu i nje-
govoj ulozi u odrzavanju zdravlja i u¢es¢u u patoloskim procesima koji dovode do njegovog narusavanja.
Kroz nastavu, studenti ovladavaju imunoloskom terminologijom i sticu znanja o zadacima koje imunski si-
stem ima u organizmu, njegovim komponentama i organizaciji. Studenti uce i osnovne koncepte saradnje
razli¢itih komponenti imunskog sistema, Sto omogucava njihovu koordinisanu aktivnost, odnosno svrsis-
hodan imunski odgovor. Zatim, studenti uce na koji na¢in imunski sistem eliminiSe razli¢ite infektivne agen-
se i maligno transformisane celije. Pored toga, studenti uce pod kojim uslovima i na koje nacine imunski
sistem ucestvuje u oStecenju organizma. Sticu se i osnovna znanja o mehanizmima delovanja vakcina, mo-
guénostima imunoterapije razlicitih bolesti, imunoloskim aspektima transplantacije i posledicama nedovolj-
nog imunskog odgovora. Kroz vezbe se sticu znanja o imunoloskim tehnikama koje se primenjuju u klini¢kim
laboratorijama i imunoloskim parametrima koji se mogu analizirati u evaluaciji pacijenata. Ste¢eno znanje
se na kraju primenjuje kroz diskusiju tokom prikaza klini¢kih slucajeva.

Ovako osmisljena nastava iz Imunologije omogucava studentima da ovladavaju znanjima koja su im neo-
phodna za pradenje nastave na drugim predmetima, profesionalnu komunikaciju sa kolegama i kriti¢ko sagle-
davanije i analizu strucne literature.

Organizacija nastave iz Imunologije i nacin provere znanja studenata

Predmet Imunologija predstavlja jednosemestralan predmet na drugoj godini integrisanih studija me-
dicine.

Broj ¢asova nastave

Ukupan broj ¢asova svih oblika nastave je 45, po 3 nedeljno (1 ¢as predavanja i 2 ¢asa seminara/vezbi)
u toku 15 nedelja zimskog semestra nastave.

Oblici nastave

Predavanja 15 ¢asova (1/3 ukupnog fonda ¢asova)
Seminari i vezbe 30 ¢asova (2/3 ukupnog fonda €asova)

Clanovi katedre za Imunologiju

Nastavnici: Prof. dr Vera Pravica
Prof. dr Dusan Popadi¢
Prof. dr Vladimir Trajkovi¢
Prof. dr Milos Markovié
Doc. dr Emina Milosevic¢
Saradnici: Doc. dr Vladimir Perovi¢
Asist. dr Marina Stamenkovi¢
Asist. dr Irena Vukovi¢ Petrovi¢

Sef Katedre: Prof. dr Vladimir Trajkovi¢
Sekretar Katedre: Asist. dr Irena Vukovi¢ Petrovié
Kontakt

e-mail: imunologija@med.bg.ac.rs
tel: 011/3643-232

facebook: Antitelija Limfocitic
instagram: Antitelija

Literatura

Udzbenik:

Abul K. Abbas, Andrew H. Lichtman, Shiv Pillai. Osnovna imunologija: Funkcionisanje i poremedaji
imunskog sistema, Sesto izdanje, 2019. Izdavac Data Status, Beograd, 2019.

Dopunska literatura

Grupa autora: Prirucnik za nastavu iz Imunologije. 1zdavac, Libri Medicorum, Medicinski fakultet
Univerziteta u Beogradu, CIBID, Beograd, 2020.



Mesto izvodenja nastave

Mesto odrZavanja predavanja je amfiteatar Instituta za patologiju.
Mesto odrzavanja seminara/vezbi su vezbaonice Instituta za mikrobiologiju i imunologiju.

Pracenje i evidentiranje nastave

Katedra za Imunologiju vodi evidenciju svih oblika nastave iz Imunologije kroz pisani protokol (Knjiga evi-
dencije odrzane nastave). Postoje i licni studentski kartoni za evidenciju pohadanja nastave i aktivnosti
studenata (karton se nalazi u Priru¢niku za nastavu iz Imunologije). Pored pisane, postoji i elektronska evi-
dencija studenata na kompjuterima Katedre za Imunologiju.

Prisustvo studenta na seminarima/vezbama se evidentira. Student ima pravo na dva izostanka u toku
semestra bez obaveze nadoknade. U slucaju veceg broja opravdanih izostanaka (tri ili Cetiri), student je
duZan da kolokvira one seminare/veZbe sa kojih je izostao. Za studente koji imaju pet ili viSe izostanaka
primenjuje se Clan 19 Pravilnika o organizaciji i izvodenju nastave na Medicinskom fakultetu.

Vreme odrzavanja nastave

Studenti su podeljeni u Cetiri grupe (kao i na ostalim predmetima na drugoj godini integrisanih studija
iz medicine) od kojih svaka ima po tri ¢asa predavanja, seminara i/ili vezbi iz Imunologije u jednom danu
(od ponedeljka do cetvrtka u zavisnosti od grupe).

Precizna satnica odrzavanja predavanja, seminara ifili vezbi iz Imunologije, kao i predavanja iz
predmeta koja se odrzavaju u Amfiteatru na patologiji, bice istaknuta pre samog pocetka nastave u
Skolskoj 2020/2021. godini.

Nacin provere znanja i ocenjivanja studenata iz Imunologije

Studenti se ocenjuju tako $to se uzima u obzir njihov rad tokom nastave (kontinuirano ocenjivanje),
uspeh na kolokvijumu koji se odrzava posle 8. nedelje nastave i uspeh na zavrSnom ispitu.

Kontinuirano ocenjivanje studenta podrazumeva sticanje bodova za aktivnost i uspesnost na ulaznim
testovima (bodovi se evidentiraju u kartonima i u elektronskoj evidenciji studenata). Maksimalan broj bo-
dova koji student moZe na ovaj nacin da stekne iznosi 15.

Bodovi za aktivnost u toku nastave se dobijaju na seminarima, vezbama i predavanjima (maksimalno
5 bodova u toku semestra). Pod aktivnoSc¢u se podrazumeva ucesce u diskusiji, odlican odgovor na pitanje
predavaca ili pametno postavljeno pitanje (bodove dodeljuje nastavnik/saradnik koji vodi seminar/ve-
Zbu/predavanje).

Bodovi za ulazne testove se dobijaju za uspesno uradene ulazne testove koji se rade na pocetku semi-
nara/vezbe. Test se polaZe pismeno u vidu kratkog odgovora od nekoliko reéenica na jedno postavljeno pi-
tanje. Pitanje se uvek odnosi na gradivo koje se prelazi na tom seminaru/vezbi/predavanju, a banka pitanja
za sve nedelje bice javna i dostupna studentima u Priru¢niku i na sajtu Medicinskog fakulteta. Svaki uspe-
$no uraden ulazni test studentu donosi po jedan bod.

Kolokvijum se polaZe pismeno u vidu testa, odrZava se posle 8. nedelja nastave i obuhvata celokupno
do tada predeno gradivo. Test se sastoji iz pitanja sa ponudenim odgovorima, pitanja sa popunjavanjem i
pitanja na koja se odgovora u vidu kratkog eseja od nekoliko recenica. Kolokvijum se polaZze sa 13 bodova,
a maksimalan broj bodova koji student moZe da osvoji na kolokvijumu iznosi 25. Maksimalan broj bodova
na kolokvijumu u drugom terminu je 20.

¢ Postoje dva termina kolokvijuma

e Izlazak na prvi termin kolokvijuma je obavezan.

e Ponovni termin za kolokvijum je nedelju dana kasnije (ili dve u zavisnosti od slobodnih termina) i na
njega imaju pravo da izadu svi studenti koji nisu polozili ili su bili opravdano spreceni da izadu na prvi
termin (prilazu molbu Katedri Imunologije uz opravdanje).

e Rezultat kolokvijuma se evidentira u kartonu, indeksu i elektronskoj bazi.

Zavrsni ispit se polaZze usmeno pred nastavnikom i donosi maksimalno 60 bodova. Na ispitu se izvlace
tri ispitna pitanja, po jedno iz svake grupe:
I Osnove (fiziologija) imunskog sistema
Il Infektivna, tumorska i transplantaciona imunologija sa imunopatologijom
Il Primena imunoloskih tehnika i principi izvodenja

Literaturu za pripremu zavrsnog ispita ¢ine: UdZbenik, Priruc¢nik za nastavu iz Imunologije, prezentaci-
je i dopunski dokumenti na zvani¢nom sajtu fakulteta.



Nacin formiranja zavrSne ocene iz Imunologije

Zavrsna ocena iz predmeta Imunologija se dobija na osnovu bodova koji student kontinuirano stice to-
kom nastave (maksimalno 15 bodova), bodova sa kolokvijuma (maksimalno 25 bodova) i ocene koju dobi-
je na zavrsnom ispitu koji se usmeno polaze pred nastavnikom (maksimalno 60 bodova).

Preracunavanje ukupnog broja bodova u zavrsnu ocenu se vrsi prema priloZzenoj tabeli:

ZAVRSNA OCENA ZAVRSNA OCENA
(iskazana kao ukupan broj bodova (iskazana brojcano od 5 do 10)
od 100 maksimalnih)
<50 5 (nije polozio/la)
51-60 6
61-70 7
71-80 8
81-90 9
91-100 10

ISPITNA PITANJA 1Z IMUNOLOGIJE ZA SKOLSKU 2020/2021. GODINU
(izvlaci se po jedno pitanje iz svake grupe)
I grupa

Opsta svojstva i komponente imunskog sistema i tipovi imunskog odgovora
Urodena imunost

Preuzimanje antigena i prezentacija antigena limfocitima

Prepoznavanje antigena u stecenoj imunosti

Celularni imunski odgovor

Efektorski mehanizmi celularne imunosti

Humoralni imunski odgovor

Efektorski mehanizmi humoralne imunosti

ONOU A WN R

Il grupa

Mehanizmi odbrane protiv bakterijskih, virusnih, gljiviénih i parazitskih infekcija

Imunoloska tolerancija i autoimunost, principi dijagnostike i leCenja autoimunskih bolesti
Imunski odgovor na tumore, principi imunoterapije malignih bolesti

Imunski odgovor na transplantirana tkiva, principi prevencije i leCenja odbacivanja transplantata
Reakcije preosetljivosti I, II, Il i IV tipa, principi dijagnostike i leCenja preosetljivosti
Kongenitalne i stecene imunodeficijencije, principi dijagnostike i leCenja imunodeficijencija
Principi imunoprofilakse infektivnih bolesti

NoubkwNeE

Il grupa

Dijagnosticki znacaj imunoaglutinacije i principi izvodenja

Dijagnosticki znacaj imunoprecipitacije i principi izvodenja

Dijagnosticki znacaj enzimskih i radio-imunotestova (EIA, RIA) i principi izvodenja
Imunofluorescencija i osnovi proto¢ne citofluorimetrije, dijagnosticki znacaj i principi izvodenja

el



Vi

I nedelja

Predavanje:

Seminar:

Il nedelja

Predavanje:

Seminar:

Il nedelja

Predavanje:

Seminar:

IV nedelja

Predavanje:

Seminar:

V nedelja

Predavanje:

Seminar:

VI nedelja

Predavanje:

Seminar:

VIl nedelja

Predavanje:

Seminar:

VIl nedelja

Predavanje:

Seminar:

SADRZAJ

str. 1

Imunologija i njen predmet izucavanja. Nomenklatura i osnovna svojstva imunskog sistema
(urodena i stecena, celularna i humoralna imunost).

Svojstva i faze ste¢enog imunskog odgovora. Celije i tkiva imunskog sistema. Centralni i
periferni limfni organi. Recirkulacija limfocita.

str. 2

Svojstva urodene imunosti. Prepoznavanje mikroorganizama od strane celija urodene
imunosti.

Komponente urodene imunosti (celularne i humoralne). Uloga urodene imunosti u
stimulisanju stecenog imunskog odgovora.

str. 4

Antigeni: vrste i svojstva. Principi prepoznavanja antigena od strane T i B-limfocita. Antigen-
prezentujuce Celije.

Glavni kompleks tkivne podudarnosti (MHC). Struktura i funkcija MHC molekula. Obrada i
prezentacija proteinskih antigena.

str. 7

Receptori za antigen na limfocitima.

Grada membranskih i sekretovanih antitela. Osobine glavnih izotipova antitela. Grada
T-Celijskog receptora za antigene. Razvoj imunskog repertoara i mehanizam nastanka
raznolikosti antigenskih receptora.

str. 9

Sazrevanje i selekcija T-limfocita.

Faze T-Celijskog odgovora. Prepoznavanje antigena i kostimulacija T-¢elija. Aktivacija,
klonska ekspanzija i diferencijacija naivnih T-Celija u efektorske i memorijske T-¢elije.
Migracija T-limfocita u celualrnoj imunosti. Slabljenje imunskog odgovora.

str. 11

Uloga citokina u imunskom odgovoru.

Tipovi celularne imunosti. Diferencijacija i efektorske funkcije osnovnih subpopulacija
pomocnickih CD4* T-limfocita (Th1, Th2 i Th17 ¢elija). Diferencijacija i efektorske funkcije
citotoksi¢nih CD8* T-limfocita (CTL).

str. 16

Sazrevanje i selekcija B-limfocita.

Faze i tipovi humoralnog odgovora. Aktivacija B-éelija. Humoralni odgovor na T-zavisne
antigene (promena izotipa, sazrevanje afiniteta, nastanak dugoZivecih plazma éelija i
memorijskih B-¢elija). Humoralni odgovor na T-nezavisne antigene. Regulacija humoralnog
imunskog odgovora.

str. 18

Sistem komplementa: putevi aktivacije i efektorske funkcije. Regulacija aktivacije
komplementa.

Efektorske funkcije antitela. Funkcije antitela na posebnim anatomskim mestima (mukozna i
neonatalna imunost).



IX nedelja

Predavanje:

Vezba:

X nedelja

Predavanije:

Vezba:

Xl nedelja

Predavanje:

Seminar:

Xll nedelja

Predavanje:

Seminar:

Xlll nedelja

Predavanje:

Seminar:

XIV nedelja

Predavanje:

Seminar:

XV nedelja

Predavanje:

Seminar:

Prilozi

str. 20

Osnovni mehanizmi odbrane protiv intracelularnih i ekstracelularnih bakterija. Izbegavanje
mehanizama odbrane od strane bakterija.

Osnovne karakteristike antigen-antitelo reakcija: imunoaglutinacija, imunoprecipitacija i
njihova prakti¢na primena.

str. 31

Osnovni mehanizmi odbrane protiv virusnih, gljivicnih i parazitskih infekcija. Izbegavanje
mehanizama odbrane od strane virusa, gljivica i parazita.

Enzimski imunotest (EIA), radio-imunotest (RIA), imunofluorescencija, brzi hromatografski
testovi i njihova prakti¢na primena.

str. 42

Evaluacija imunskog sistema. Dijagnostika bolesti posredovanih imunskim mehanizmima i
imunodeficijencija.

Poremecaiji izazvani imunskim odgovorom. Reakcije preosetljivosti |, Il, Il i IV tipa (mehanizmi
osteéenja, klinicki sindromi i principi terapije).

str. 51

Principi inhibicije imunskog odgovora. Imunosupresivni lekovi. Monoklonska antitela i
njihova primena u medicini.

Imunoloska tolerancija: znacaj i mehanizmi. Centralna i periferna tolerancija T i B-limfocita.
Autoimunost: principi i patogeneza. Uticaj genetskih faktora, infekcije i drugih faktora
sredine na razvoj autoimunskih bolesti.

str. 58

Principi stimulacije imunskog sistema.

Imunski odgovor na tumore. Antigeni tumora. Imunski mehanizmi odbacivanja tumora.
Izbegavanje imunskog odgovora od strane tumora. Imunoloski pristupi u terapiji malignih
tumora.

str. 61

Primarne (kongenitalne) imunodeficijencije.

Imunski odgovor na transplantirana tkiva. Transplantacioni antigeni. Indukcija imunskog
odgovora i mehanizmi odbacivanja kalema. Prevencija i tretman odbacivanja kalema.
Primena laboratorijskih metoda u pripremi za transplantaciju i praéenju pacijenata posle
izvrSene transplantacije.

str. 65

Sekundarne (stecene) imunodeficijencije.
Principi imunoprofilakse infektivnih bolesti. Pasivna imunizacija. Vakcine.

str. 73

Vi






Nedelja | Uvod u imunski sistem

Predavanje:
Ishod:
1.
2.
3.
4,
Seminar:
Ishod:

Imunologija i njen predmet izu¢avanja. Imunski sistem i njegova uloga u organizmu.

Nomenklatura i osnovna svojstva imunskog sistema (urodena i stecena, celularna
i humoralna imunost).

Studenti znaju/razumeju:

osnovnu terminologiju vezanu za imunost i mogu da ispricaju Sta je predmet izucava-
nja imunologije.

da imunski sistem sluzi za borbu protiv infektivnih agenasa i tumorskih ¢elija i u¢estvuje
u reparaciji oste¢enog tkiva.

da shvataju koncept opasnosti.

da postoje urodena i ste¢ena imunost, i razliku izmedu celularne i humoralne imunosti.

Svojstva i faze ste¢enog imunskog odgovora. Celije i tkiva imunskog sistema.

Centralni i periferni limfni organi. Recirkulacija limfocita.

Studenti znaju/razumeju:

1.

Sta su komponente urodene, a Sta steCene imunosti i uvidaju koliko je vremena potre-
bno da bi doslo do imunskog odgovora.

koja su svojstva steCene imunosti i umeju da objasne termine raznovrsnost, specific-
nost, klonska ekspanzija, memorija, specijalizacija i autotolerancija.

faze steCenog imunskog odgovora, razumeju dinamiku odgovora ste¢ene imunosti i raz-
liku izmedu primarnog i sekundarnog imunskog odgovora.

osnovnu podelu limfocita i mogu da objasne njihove osnovne funkcije.

funkcije centralnih i perifernih limfnih organa i razumeju znacaj grade limfnih ¢vorova
i slezine.

neophodnost recirkulacije limfocita i znaju obrasce kretanja naivnih i efektorskih T-lim-
focita.

Nema ulaznog testa!

Spoj odgovarajuce parove

1.

10.

Urodena imunost naziva se i a. fagocitii NK celije
Mehanizmi urodene imunosti posreduju u b. humoralnai celularna
Prvu liniju odbrane u urodenoj imunosti Cine c. BiT-limfociti
Celije urodene imunosti su d. prirodna ili nativna imunost
Celije ste¢ene imunosti su e. raznovrsnost, specificnost, memorija
Tipovi ste¢ene imunosti su f.  kostnasrZitimus
Vazna svojstva Celija stecene imunosti su g. ranoj odbrani od infektivnih agenasa
Centralni (primarni, generativni) limfni h. epitelne barijere
organi kod ¢oveka su
Periferni (sekundarni) limfni organi kod ¢oveka su i.  perifernim limfnim organima
Primarni steceni imunski odgovor zapocinje u j. limfni ¢vorovi, slezina, MALT
2. 3 4 5 6 7. 8 9 10



Nedelja Il Urodena imunost

Predavanje:
Ishod:
1.
2.
3.
4,
Seminar:
Ishod:

Svojstva urodene imunosti. Prepoznavanje mikroorganizama od strane ¢elija

urodene imunosti.

Studenti znaju/razumeju:

koncept molekulskih obrazaca patogena, znaju koje su to strukture na infektivnim agen-
sima i umeju da navedu nekoliko primera.

da postoje i molekulski obrasci ostecenja sopstvenih ¢elija.

kojim receptorima éelije urodene imunosti prepoznaju molekulske obrasce patogena,
kakva je njihova distribucija i kakvim genima su kodirani.

kakve su posledice angaZovanja receptora za prepoznavanje patogena.

Komponente urodene imunosti (celularne i humoralne). Uloga urodene imunosti u

stimulisanju ste¢enog imunskog odgovora.

Studenti znaju/razumeju:
1.
2.

koje su karakteristike i komponente urodene imunosti.

na koji nacin epitelne barijere sprecavaju prodor patogena i znacaj integriteta epitelne
barijere i fizioloske mikroflore za sprecavanje infekcija. Studenti su upoznati sa posto-
janjem intraepitelnih limfocita kao i antimikrobnih peptida koji sekretuju celije epitela.
da naprave podelu ¢elija urodene imunosti (fagociti, NK ¢elije, dendritske celije, ma-
stociti, bazofili i eozinofili).

uloge fagocita i mogu da objasne na koji nacin fagociti ubijaju infektivne agense, sti-
mulisu zapaljenje, i u€estvuju u reparaciji ostec¢enog tkiva.

proces transmigracije leukocita i znaju da su citokini, hemokini i adhezivni molekuli te-
rapijske mete u lecenju hroni¢nih zapaljenskih bolesti.

Sta prepoznaju NK celije, kako se aktiviraju i kojim mehanizmima ubijaju ¢elije. Znaju i
da pomazu sposobnost fagocita da ubijaju fagocitovane mikroorganizme i na koji nacin
to Cine.

da dendritske ¢elije i makrofagi obezbeduju signale za aktivaciju T-limfocita.

koji su osnovni humoralni mehanizmi urodene imunosti (komplement, citokini, prote-
ini akutne faze).

da navedu osnovne funkcije citokina koje produkuju ¢elije urodene imunosti (TNF, IL-
1, IL-12, hemokini, interferoni tipa I).

Pitanja za ulazne testove

uhwn e

Kako epitelne barijere uc¢estvuju u odbrani od patogena?

Kako celije urodene imunosti prepoznaju patogene?

Koje su uloge NK celija i kako ih obavljaju?

Koje su celije fagociti i kako ingestiraju i ubijaju mikroorganizme?

Kako citokini urodene imunosti ucestvuju u zapaljenju i antivirusnoj odbrani?



Spoj odgovarajuce parove

1.

10.

Receptori na éelijama urodene imunosti
prepoznaju

Epitelne ¢elije predstavljaju i hemijsku
barijeru za infekciju tako Sto

. Makrofagi stimulisu zapaljenje zato sto

Makrofagi ubijaju fagocitovane
mikroorganizme tako Sto

Urodenoubilacke ¢elije ubijaju
Urodenoubilacka celija se

aktivira kada

Hemokini su vazni za

IL-12 koga produkuju makrofagi stimulise

Interferoni tip | (IFN-a i IFN-B) su vazniu

Celije urodene imunosti stimuli$u ste¢eni
imunski odgovor pomocu

produkuju enzime, azot-monoksid i
reaktivne oblike kiseonika

sopstvene Celije inficirane virusima i maligne
celije

ranoj odbrani od virusnih infekcija

stvaraju TNF, IL-1 i druge medijatore
molekula koji funkcionisu kao ,drugi signal”
urodenoubilacke i T-éelije

strukture zajednicke za pojedine klase

mikroorganizama

cilina celija ne eksprimira MHC molekule |
klase

migraciju leukocita

produkuju peptidne antibiotike
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Predavanje: Antigeni: vrste i svojstva. Principi prepoznavanja antigena od strane T i B-limfocita.
Antigen-prezentujuce Celije.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1.

w

Sta znace i pravilno upotrebljavaju pojmove antigen, imunogen, hapten, nosac, epitop
(antigenska determinanta).

od cega zavisi imunogenost molekula.

da objasne kakve antigene prepoznaju T-limfociti a kakve B-limfociti.

koje su profesionalne antigen-prezentujuce celije, kakva je njihova distribucija i kakva
im je funkcija.

Seminar: Glavni kompleks tkivne podudarnosti (MHC). Struktura i funkcija MHC molekula.
Obrada i prezentacija proteinskih antigena.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. poreklo pojma Glavni kompleks tkivne podudarnosti (MHC), znaju kako se nazivaju pro-
dukti ovih gena kod ¢oveka i njihovu osnovnu funkciju.

2. osnhovna svojstva MHC kao $to su poligenost i polimorfizam.

3. kakva je organizacija MHC lokusa, kako se nasleduju i eksprimiraju geni koji kodiraju
MHC molekule.

4. kakva je grada MHC molekula I i Il klase, i znaju kakav je njihov odnos sa peptidima, T-
celijskim receptorom i koreceptorskim molekulima CD4 i CD8.

5. kakva je celijska distribucija MHC molekula i Il klase.

6. da T-limfociti prepoznaju peptidne antigene samo kad su prikazani od strane MHC mo-
lekula na povrsini ¢elija.

7. koja su dva puta obrade i prezentacije antigena, znaju koji se peptidi vezuju za MHC
molekule | klase, a koji za MHC molekule Il klase i razumeju neophodnost kontinuiranog
prikazivanja novih citoplazmatskih i ekstracelularnih peptida T-limfocitima.

8. neophodnost postojanja unakrsne prezentacije peptida za aktivaciju CD8* T-limfocita.

Pitanja za ulazne testove

ukhwn e

Definisite pojmove antigen i imunogen i napisite Sta utice na imunogenost antigena.

Navedite populacije dendritskih ¢elija i njihove uloge u imunskom odgovoru.

MHC molekuli I klase (naziv kod ljudi, ¢elijska distribucija i funkcija) i obrada citosolnih antigena.

MHC molekuli Il klase (naziv kod ljudi, ¢elijska distribucija i funkcija) i obrada internalizovanih antigena.
Unakrsna prezentacija internalizovanih antigena CD8* T-¢elijama.
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ANTIGENI

Antigen, imunogen, epitop - definicije

Karakteristike supstance koje doprinose njenoj imunogenosti
Faktori vezani za organizam u kome se indukuje imunski odgovor
Faktori koji zavise od nacina davanja antigena

Antigen je bilo koja struktura koju mogu da prepoznaju T i B-limfociti pomocu svojih specifi¢nih recep-
tora. Delovi antigena koji stupaju u kontakt sa receptorima na T i B-limfocitima (TCR, T-Celijski receptor i
BCR, B-Celijski receptor), nazivaju se antigenske determinante ili epitopi.

Veli¢ina antigenske determinante je grubo uporediva sa veli¢cinom od nekoliko aminokiselina ili Se¢ernih re-
zidua. U slucaju proteina, postoje linearne antigenske determinante (niz od oko 6 aminokiselina i u najve¢em
broju slu¢ajeva su dostupne antitelima tek pri denaturaciji proteina) i konformacione antigenske determina-
nte (formiraju ih aminokiseline koje su razdvojene u primarnoj strukturi proteina i dovode se u neposrednu bli-
zinu u nativnoj, trodimenzionalnoj, formi). Paratop je deo antitela koji prepoznaje epitop na antigenu.

Pojam antigena podrazumeva specificno prepoznavanje od strane limfocita, a antigeni koji mogu da
pokrenu imunski odgovor nazivaju se imunogeni. Sposobnost indukcije imunskog odgovora, imunogenost,
zavisi od viSe faktora i to onih koji su karakteristika same supstance, zatim od organizma u kome bi treba-
lo da indukuje imunski odgovor i kona¢no, od nacina na koji dolazi u kontakt sa organizmom.

Karakteristike supstance koje doprinose njenoj imunogenosti:

1. Stranost — Sto je supstanca po svom poreklu filogenetski udaljenija od organizma u koji se unosi, to je
njena sposobnost da pokrene imunski odgovor veca. Razlikovanje stranog od sopstvenog jedna je od
osnovnih osobina imunskog sistema. Krajem proslog veka postalo je jasno da se ,,odluka” o tome da li
¢e se uspostaviti ste¢eni imunski odgovor na neki molekul zasniva na sposobnosti urodene imunosti da
prepozna konzervisane molekulske obrasce patogena i pokrene mehanizme ste¢ene imunosti. Ovakvo
objasnjenje aktivacije stecene imunosti dopunjeno je modelom takozvanih ,signala opasnosti” (engl.
danger signals). Signali opasnosti bi bili oni koji poti¢u od ¢elije koja je izmenjena ili osteéena. Prema
tome, imunogene strukture su one sa kojima imunski sistem po prvi put stupa u interakciju na mesti-
ma na kojima ima oStecenja tkiva i ¢elija (nekroze).

2. Velicina — Po pravilu su veée supstance bolji imunogeni, iako nema jasne granice ispod koje se takva oso-
bina ne ispoljava, pa tako postoje molekuli manje mase koji su dobriimunogeni, kao i veliki molekuli koji
indukuju slab imunski odgovor.

3. Hemijski sastav — Proteini su po pravilu bolji imunogeni od drugih materija (polisaharida, lipida, nukle-
inskih kiselina kao i neorganskih materija).

4. SloZenost grade — Supstance slozenije grade su bolji imunogeni od jednostavnijih molekula.

5. Fizicki oblik — Partikulisane supstance indukuju imunski odgovor lakSe od solubilnih, a denaturisani an-
tigeni su bolji imunogeni od nativnih antigena.

Faktori vezani za organizam u kome se indukuje imunski odgovor:

1. Genetska osnova — Neke supstance su imunogene samo u odredenim vrstama, a ne izazivaju imunski
odgovor u drugim. Takode, u okviru iste vrste neke jedinke ne mogu da odgovore ili odgovaraju veoma
slabo na suspstancu koja u drugim jedinkama pokrece snazan imunski odgovor.

2. Uzrast — Po pravilu veoma mlade i veoma stare jedinke odgovaraju losije na supstancu koja u zrelih je-
dinki iste genetske osnove pokrecée dobar imunski odgovor.

Faktori koji zavise od nacina davanja:

1. Doza - Koli¢ina neke supstance sa karakteristikama antigena odreduje ja¢inu imunskog odgovora. Po-
stoji optimalna doza za svaki antigen i koli¢ine daleko ispod ili iznad ove ne dovode do imunskog odgo-
vora ili ¢ak indukuju imunolosku toleranciju.

2. Put—Po pravilu, subkutana aplikacija neke supstance indukuje bolji imunski odgovor od onog koji bi se
dobio posle peroralnog ili intravenskog davanja. Intradermalno davanje indukuje najjaci imunski odgo-
vor (dolazi do oStecenja tkiva, a Langerhansove Celije su najpotentnije antigen-prezentujuce éelije —
APC). Kod intravenskog nacina davanja antigeni dolaze u slezinu gde, u zavisnosti od svojih karakteri-

5
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stika, mogu da indukuju toleranciju ili imunski odgovor. Oralno dati antigeni, kao i davanje preko respi-
ratornog trakta (intranazalni put) ¢esto indukuju toleranciju zbog posebnih karakteristika imunskog si-
stema digestivnog i respiratornog trakta.

3. Davanje sa adjuvansom — Adjuvansi su supstance koje, iako same lisSene antigenskih svojstava, pojaca-
vaju imunski odgovor na dati antigen (ulja, kompleksne solii sl.).

Antigeni koje prepoznaju B-limfociti su proteini (linearne i konformacione determinante), ugljeni hidra-
ti, nukleinske kiseline i dr., nativni i preradeni, solubilni i na povrsini ¢elija.

Antigeni koje prepoznaju T-limfociti su proteini, linearne determinante, prepoznaju se na povrsini dru-
gih celija u sklopu sopstvenih molekula.

Spoj odgovarajuée parove

1. MHC molekuli | klase kod ¢oveka su a. MHC molekula | klase
2. MHC molekuli Il klase kod ¢oveka su b. CD8* T-limfocitima

3. Prerada i prezentacija antigena je neophodna c. HLA-A, HLA-B, HLA-C
za

4. Egzogeni antigeni koji ulaze u celiju putem d. CD4* T-limfocitima
endocitoze po pravilu se prezentuju u sklopu

5. Endogeno (u Celiji) sintetisani antigeni po e. dendritskim éelijama, makrofagima i
pravilu se prezentuju u sklopu B-limfocitima

6. Peptidi endogenih proteina koji formiraju f.  MHC molekula Il klase
komplekse sa MHC molekulima | klase
nastaju u

7. MHC molekuli I klase prezentuju peptide g. prepoznavanje antigena od strane

T-limfocita
8. MHC molekuli Il klase prezentuju peptide h. nasvim éelijama sa jedrom
9. MHC molekuli | klase su eksprimirani i. proteazomu
10. MHC molekuli Il klase konstitutivno su j. HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR

eksprimirani na
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Predavanje: Receptori za antigen na limfocitima.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. koje strukture prepoznaju receptori za antigen, kakva je njihova distribucija i raspored
na Celijskoj membrani i kakvim genima su kodirani. Umeju da naprave razliku izmedu
receptora za antigen i receptora za prepoznavanje molekulskih obrazaca.

2. sli¢nosti i razlike izmedu receptora za antigen na T i B-limfocitima.

3. koji su molekuli pridruzeni membranskom imunoglobulinu i T-¢elijskom receptoru i ko-
ja je njihova funkcija.

Seminar: Grada membranskih i sekretovanih anitela. Osobine glavnih izotipova antitela.
Grada T-Celijskog receptora za antigene. Razvoj imunskog repertoara i mehanizam
nastanka raznolikosti antigenskih receptora.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. kakva je grada membranskih, a kakva sekretovanih antitela.

2. osobine glavnih klasa antitela.

3. kakva je grada T-Celijskog receptora za antigen.

4. kakva je organizacija gena za lake i teske lance imunoglobulina, kao i za a i B lance T-
celijskog receptora.

5. princip rekombinacije VDJ i VJ genskih segmenata i umeju da objasne znacaj alelske
ekskluzije.

6. koji mehanizmi dovode do nastanka raznolikosti receptora za antigen.

7. principe produkcije i primene monoklonskih antitela.

Pitanja za ulazne testove

Opisite gradu antitela (membranskog i sekretovanog).

Opisite nacin vezivanja antigena od strane antitela (CDR, antigenska determinanta, afinitet, aviditet).
Antigenski receptor na T-limfocitima (naziv, struktura i nacin prepoznavanja Ag).

Navedite razlike izmedu receptora na T i B limfocitima (karakteristike antigena i epitopa, molekuli koji
sprovode signale ).

5. Koji su mehanizmi nastanka raznolikosti receptora na limfocitima?

el e

Monoklonska antitela

Koris¢enje seruma odnosno antitela u dijagnosticke i terapijske svrhe zapoceto je u XIX veku. Bakteriolo-
zi su kao kriterijume za sistematiku bakterija, pored njihovih morfoloskih, kulturelnih i biohemijskih osobina,
proizvodili i Zivotinjske serume koji bi vrsili aglutinaciju bakterija koje su karakterisali. Emil von Behring 1901.
godine dobio je Nobelovu nagradu za ideju da bi odredena bolest mogla da se leci serumom koji bi bio selek-
tivno usmeren protiv izazivaca tog oboljenja, Sto je i dokazao lecedi pacijente obolele od difterije konjskim an-
tidifterijskim serumom. Medutim, serumi imunizovanih Zivotinja Cesto su varirali u sadrzaju i specifi¢nosti
antitela koja su bila potrebna za dijagnostiku ili leCenje bolesti. Pored toga, terapija Zivotinjskim serumom bi-
la je kod mnogih osoba praéena nezeljenim efektima.

Problem specifi¢nosti je mogao da se resi u in vitro uslovima razblazivanjem celija u medijumu tako da
se u jednoj posudi za kultivaciju odgaja jedna jedina plazma celija koja bi pravila antitela samo jedne spe-
cificnosti. Medutim jedna plazma ¢elija moZe da napravi samo malu koli¢inu antitela, jer umire unutar ne-
koliko dana od pocetka kultivacije in vitro. Sa druge strane, tumorski izmenjen plazmocit, ¢elija mijeloma
ili plazmocitoma, potice od jednog B-C¢elijskog klona i ima neogranic¢en Zivotni vek i sposobnost za deobu.
Georges Kohler i Cesar Milstein su 1984. godine dobili Nobelovu za razvoj tehnike koja je omogucila spa-
janje aktiviranih B-limfocita poreklom iz imunizovane Zivotinje (najcesce je to mis) koje produkuju speci-
ficno antitelo za dati antigen i besmrtnih celija mijeloma u jednu ¢eliju koja je besmrtna, sintetisSe antitelo
jedne specifi¢nosti i naziva se hibridom.
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Fuzija mijelomske celije i B-limfocita je redak dogadaj tako da se selekcija hibridoma obezbeduje kultiva-
cijom u medijumu koji omogucava njihovo prezivljavanje (HAT medijum). Samo uspesno fuzionisane Celije
prezivljavaju, dok mijelomske celije umiru zbog nemogucénosti sinteze DNK u takvom medijumu, a aktivirani
B-limfociti umiru jer je njihov Zivotni vek kratak. Zatim se hibridomi umnoZzavaju in vitro i preciséavaju, odno-
sno selektuju se samo oni hibridomi koji proizvode antitelo specificno za odredeni epitop. Na taj nacin je stva-
ranjem besmrtnih c¢elija omoguéena kontrolisana produkcija velike kolicine imunoglobulina koji svi imaju
specifi¢nost za isti epitop (produkt su jednog jedinog B-¢elijskog klona) i ona su nazvana monoklonska anti-
tela (engl. Monoclonal antibody, mAb).

Monoklonska antitela imaju veliku primenu u istraZzivanjima, savremenoj dijagnostici i terapiji. Najvedi
broj mAb koja se primenjuju u dijagnostici su napravljena u misu. Cela savremena klasifikacija limfocita i dru-
gih celija je zasnovana na prisustvu specificnih markera, molekula koji definisu vrstu i stepen diferencijacije
¢elija, a koji mogu da vezu grupe mAb (engl. cluster of differentiation, CD). Na osnovu davanja brojeva CD mo-
lekulima i definisanja njihovog prisustva na povrsini celija (CD3, CD4, CD8) moguce je razlikovati odredene
tipove i podtipove limfocita. Pored toga, mAb se koriste u imunodijagnostici razli¢itih infektivnih i autoimun-
skih bolesti kao i u detekciji tumora (tumor specificna mAb) primenom metoda imunoflurescencije, imuno-
histohemije, ELISA i Western blot tehnikama.

Misja antitela izazivaju neZeljene reakcije nakon primene a kako bi se sprecile nezeljene reakcije koje
njihova primena kao stranih proteina izaziva, u terapiji se koriste modifikovana (humanizovana) ili huma-
na mAb. Terapijska primena mAb je izuzetno vazna kod le¢enja tumora, autoimunskih bolesti, teskih aler-
gijskih oboljenja, spre¢avanja odbacivanja transplantata, jer se na taj nacin omogucava delovanje samo
na odredeni tip ¢elija. Neka od mAb koja se koriste u terapiji reumatoidnog artritisa blokiraju TNF (Inflixi-
mab), za sprecavanje akutnog odbacivanja transplantiranog organa se koristi anti-CD25 mAb (Basiliximab),
dok se Omalizumab vezuje za Fc fragment IgE i ometa vezivanje za receptore na mastocitima. Koristi se kod
teskih oblika alergijske astme.

Spoj odgovarajuce parove

1. Rekombinacija gena za TCR a. IgM, IgD, IgG, IgAi IgE

2. Pet klasa antitela su b. proteine, polisaharide, lipide

3. TCR prepoznaje c. aip,odnosnoyiélanaca

4. Rekombinacija imunoglobulinskih gena d. peptide u sklopu MHC molekula

5. TCR se sastoji iz e. konstantne regione teskih lanaca

6. Antitelo se sastoji od f.  varijabilne regione lakih i teskih lanaca
7. Antitela razlicitih klasa imaju razlic¢ite g. odvija se isklju€ivo u timusu

8. Membranska antitela h. omogucava raznolikost antitela

9. Antitelo moZe da prepozna i. dvaistateSkaidva ista laka lanca

10. Receptori na razlicitim klonovima B-limfocita j. sureceptori za antigen na B-limfocitima
imaju razlicite
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Predavanje: Sazrevanje i selekcija T-limfocita.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:
1. odakle poticu i gde se diferenciraju T-limfociti.
2. koji su najvazniji dogadaji u diferencijaciji T-limfocita.
3. koncept ,smrt usled zanemarivanja“, znaju Sta su to pozitivna i negativna selekcija i da
objasne znacaj i posledice ovih fenomena.

Seminar: Faze T-Celijskog odgovora. Prepoznavanje antigena i kostimulacija T-éelija.
Aktivacija, klonska ekspanzija i diferencijacija naivnih T-éelija u efektorske i
memorijske T-Celije. Migracija T-limfocita u celualrnoj imunosti. Slabljenje imunskog
odgovora.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. koje su faze u odgovoru naivnih T-limfocita i na kojim mestima se pojedine faze odvijaju.
2. dasu receptorima za prepoznavanje antigena na T-limfocitima pridruzeni CD4/CD8 mo-
lekuli, CD3 i T lanci. Znaju kakva je uloga ovih molekula.

ulogu adhezivnih molekula u aktivaciji T-limfocita i znacaj stvaranja imunoloske sinapse.

uloge CD28—B7 interakcije u obezbedivanju signala 2 za aktivaciju naivnih T-limfocita.

5. da je aktivacija T-limfocita kompleksan niz biohemijskih dogadaja koja dovodi do tran-
skripcione aktivacije ¢elije. Uvidaju mesto kalcineurina u aktivaciji T-limfocita i znaju da
je ovaj molekul meta imunosupresivne terapije.

6. znacaj interakcije IL-2—IL-2R za aktivaciju i klonsku ekspanziju naivnih T-limfocita.

7. kako se naivni CD4"* T-limfociti nakon aktivacije diferenciraju u Thl, Th2 i Th17 ¢elije, od-

nosno u citotoksi¢ne T-limfocite.

osnovne puteve migracije naivnih, efektorskih i memorijskih T-limfocita.

9. da je migracija naivnih, efektorskih i memorijskih T-limfocita uslovljena interakcijom iz-
medu adhezivnih molekula i umeju da navedu 2-3 para adhezivnih molekula vaznih za
izlazak iz krvnih sudova odnosno ulazak T-limfocita u sekundarne limfne organe i zapa-
liena tkiva.

10. da pored adhezivnih molekula vaznu ulogu u migraciji, pozicioniranju i zadrzavanju T-
limfocita u sekundarnim limfnim organima i na mestu infekcije imaju hemokini.

11. znacaj slabljenja imunskog odgovora i nastanka memorijskih T-limfocita.

»w

o

Pitanja za ulazne testove

Opisite sazrevanje T-limfocita (mesto, faze, procesi selekcije i mehanizmi odgovorni za njih).

Kakva je uloga kostimulacije i adhezivnih molekula u aktivaciji T-¢elija?

Na koji nacin dolazi do proliferacije i klonske ekspanzije aktiviranih antigen-specifi¢nih T-limfocita?
Kakve osobine imaju memorijske T-éelije i koje subpopulacije tih ¢elija postoje?

Opisite principe migracije T-limfocita (naivnih i efektorskih).

ke wnN e
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Spoj odgovarajuce parove

10

1

2
3
4.
5

o 0 N o

10.

. Za aktivaciju naivnih T-¢elija neophodna su

. Pocetni signal za aktivaciju potice od

. U kostimulaciji pri aktivaciji T-¢elija uc¢estvuju
Ako APC ne eksprimira kostimulatore

. Adhezivni molekuli

Glavni faktor rasta T-celija je

CD4* T-limfociti mogu da diferentuju u
Efektorska funkcija Th ¢elija je
Negativhom selekcijom se

Pozitivna selekcija

Celularni imunski odgovor

stabilizuju vezivanje T-¢elija za APC
Th1, Th2 i Th17 Celije

dva signala

produkcija citokina

omogucava prezivljavanje korisnih lim-
focita

ne dolazi do aktivacije T-¢elija
CD28iB7

uklanjaju autoreaktivni T-limfociti
IL-2

prepoznavanja pepida u sklopu MHC
molekula

7. 8. 9. 10.



Nedelja VI Efektorski mehanizmi celularne imunosti

Predavanje: Uloga citokina u imunskom odgovoru.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1.

v

$ta su to citokini i znaju funkcionalnu podelu citokina. Znaju i umeju da objasne koje su
karakteristike njihovog dejstva. Upoznati su i sa postojanjem podele citokina u odnosu
na tip receptora preko kojih deluju.

. da navedu 1-2 najvaznije funkcije i ¢elijske izvore svakog od navedenih citokina urode-

ne imunosti (TNF, IL-1, IL-12, hemokini, interferoni tipa I).

. da navedu 1-2 najvaznije funkcije i ¢elijske izvore nekih citokina ste¢ene imunosti (IL-2,

IL-4, interferon-gama, IL-17).

da navedu 1-2 najvaznije funkcije i ¢elijske izvore inhibitornih citokina (TGF-beta, IL-10).
da navedu 1-2 najvaznije funkcije i éelijske izvore faktora rasta (IL-3, IL-7, CSF).

da navedu 4-5 primera terapije citokinima i anticitokinske terapije.

Seminar: Tipovi celularne imunosti. Diferencijacija i efektorske funkcije osnovnih
subpopulacija pomoc¢nickih CD4* T-limfocita (Th1, Th2 i Th17 celija).
Diferencijacija i efektorske funkcije citotoksi¢nih CD8* T-limfocita (CTL).

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1.
2.

.

koji su citokini klju¢ni za diferencijaciju Th1, Th2, i Th17 ¢elija.
koje klju¢ne citokine sekretuju Thl, Th2, i Th17 ¢elije i umeju da objasne znacaj ovih ée-
lija u odbrani od infektivnih agenasa, tumora i oStec¢enju sopstvenih neizmenjenih tkiva.

. da objasne kakav je uticaj Th1 ¢elija na makrofage, B-limfocite, CD8* T-limfocite, NK i

naivne CD4* T-limfocite kao i njihovu ulogu u odbrani od intracelularnih patogena, od-
brani od tumora i nastanku autoimunskih bolesti.

. da objasne kakav je uticaj Th2 ¢elija na makrofage, B-limfocite, eozinofile, celije epi-

tela, mastocite i naivne CD4* T-limfocite kao i njihovu ulogu u odbrani od helminata i na-
stanku alergije.

da objasne na primerima bolesti kakav je medusobni odnos Th1 i Th2 celija.

da objasne kakav je uticaj Th17 celija na neutrofile i ¢elije epitela kao i njihovu ulogu u
odbrani od nekih ekstracelularnih mikroorganizama i nastanku autoimunskih i hronic-
nih zapaljenskih bolesti.

da se CD8* T-limfociti diferenciraju u citotoksi¢ne T-limfocite i uvidaju znacaj pomodi
CD4* T-limfocita i unakrsne prezentacije antigena u ovom procesu.

da objasne diferencijaciju i mehanizme kojima CD8" T-limfociti ubijaju svoje mete kao
i njihovu ulogu u odbrani od intracelularnih patogena i tumora.

Pitanja za ulazne testove

1. Opisite diferencijaciju i efektorske funkcije Th1 celija (patogeni protiv kojih se bore, citokini neophodni
za diferencijaciju, efektorski citokini i njihov efekat).

2. Opisite diferencijaciju i efektorske funkcije Th2 celija (patogeni protiv kojih se bore, citokini neophodni
za diferencijaciju, efektorski citokini i njihov efekat).

3. Opisite diferencijaciju i efektorske funkcije Th17 ¢elija (patogeni protiv kojih se bore, citokini neopho-
dni za diferencijaciju, efektorski citokini i njihov efekat).

4. Opisite diferencijaciju i efektorske funkcije citotoksi¢nih T-limfocita (CTL) (patogeni protiv kojih se bore,
mehanizam ubijanja inficiranih ¢elija).

5. Na koji na¢in mikroorganizmi izbegavaju mehanizme celularne imunosti?
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Nedelja VI Citokini

CITOKINI

Opste osobine citokina

Proinflamatorni citokini

Antiinflamatorni citokini

Antivirusni citokini (interferoni tipa l)

Citokini koji aktiviraju fagocite

Citokini koji aktiviraju T-limfocite

Citokini koji aktiviraju eozinofile

Citokini koji aktiviraju B-limfocite
Hematopoezni citokini vazni za razvoj limfocita

Opste osobine citokina

Citokini su sekretovani polipeptidi koji regulisu ¢elijske funkcije i koji nastaju u odgovoru na mikroorga-
nizme i druge antigene. Citokini posreduju u regulaciji imunskog i zapaljenskog odgovora. Druga vazna
funkcija citokina je stimulacija sazrevanja hematopoetskih ¢éelija. Celije sintetidu i sekretuju citokine tek po
aktivaciji, tj. najcesce se ne oslobadaju kao prethodno formirani medijatori. Ostvaruju dejstva vezivanjem
za membranske receptore na ¢eliji koja ih pravi (autokrino dejstvo), ¢elijama u neposrednoj okolini (para-
krino dejstvo) ili, ako se luce u velikoj koli¢ini, dospevaju u krvotok i deluju na udaljene celije (endokrino
dejstvo). Dejstva citokina su Cesto plejotropna - jedan citokin moZe delovati na Citav niz razlicitih tipova
¢elija. S druge strane, vise razliitih citokina moZe imati istu funkciju (redundantnost citokina). Signali ko-
je celija dobija regulisu ekspresiju receptora za citokine, a time i sposobnost ¢elije da odgovori na dati ci-
tokin. Vezivanjem citokina za odgovarajudi tip receptora pokreée se unutarcelijska signalna kaskada
specifi¢na za taj tip receptora, a koja kona¢no rezultira promenama u genskoj ekspresiji ciljne éelije. Celija
aktivirana citokinom sti¢e nova svojstva i/ili proliferi$e. Cesto posledica ove aktivacije moze da bude i sin-
teza agonistickih ili antagonistickih citokina. Celijski odgovor na citokine je vrlo precizno regulisan solubilnim
receptorima, koji deluju kao inhibitori samih citokina, ili inhibitorima molekula u signalnoj kaskadi. Podela
citokina u tekstu koji sledi zasnovana je na preteznim efektima koje citokini iskazuju u imunskom odgovoru.
Postoje i druge podele od kojih je najsveobuhvatnija podela u odnosu na tip receptora i molekule koji su
uklju€eni u prenos signala. Medutim, ta podela je dosta komplikovana i daleko prevazilazi potrebe stude-
nata integrisanih akademskih studija Medicine.

Proinflamatorni citokini

Osnovna bioloska uloga proinfamatornih citokina je izazivanje lokalne zapaljenske reakcije na mestu
infekcije, a kada se sekretuju u velikoj koli¢ini (TNF, interleukin (IL)-1 i IL-6) dovode do sistemskih efekata
stimulisuci celije hipotalamusa na sintezu prostaglandina koji dovode do groznice i hepatocite na sintezu
proteina akutne faze. Glavni ¢elijski izvor ovih citokina su makrofagi.

TNF sintetisu prevashodno aktivirani mononuklearni fagociti (a mogu i T-limfociti aktivirani antigenom,
NK ¢elije i mastociti). Vazan stimulus za sintezu TNF je LPS Gram-negativnih bakterija. TNF deluje na endo-
telne celije krvnih sudova da ispolje adhezivne molekule na svojoj povrsini Sto omogucava vezivanje neu-
trofila, monocita i limfocita iz krvi za endotel. TNF istovremeno stimulise endotelne ¢elije i makrofage da
sekretuju hemokine koji deluju hemotakticki na pridosle ¢elije i podsti¢e njihove mikrobicidne aktivnosti.
TNF stimuli$e sintezu IL-1, a IL-1 sintezu IL-6 u makrofagima. Stetno dejstvo zapaljenja u autoimunskim
bolestima kao $to je reumatoidni artritis smanjuje se neutralisanjem TNF terapijom anti-TNF antitelima ili
solubilim receptorima za TNF. U teskim infekcijama kao Sto je sepsa izazvana Gram-negativnim bakterija-
ma, TNF se sekretuje u velikoj koli¢ini, dospeva u cirkulaciju i ispoljava endokrina dejstva: izaziva groznicu
delujudi na celije hipotalamusa da prave prostaglandine (ovo dejstvo ispoljavai IL-1), a sa IL-1 i IL-6 pove-
¢ava sintezu proteina akutne faze u hepatocitima (fibrinogena, C-reaktivnog proteina i amiloida A). Pove-
¢anje sedimentacije eritrocita u zapaljenskim bolestima prevashodno je posledica ubrzane sineze ovih
proteina. Dugotrajna sekrecija TNF dovodi do gubitka tezine — stanja kaheksije. TNF u visokim koncentra-
cijama smanjuje kontraktilnost sréanog misica i tonus glatkih misi¢a i time dovodi do pada krvnog pritiska,
prouzrokuje trombozu jer menja antikoagulantna svojstva endotela, a uz to nastaje i metabolicki poreme-
¢aj zbog smanjenja nivoa glukoze. Ovim promenama se manifestuje septicki Sok kao komplikacija sepse iza-
zvane Gram-negativnim bakterijama.
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Interleukin-1 i interleukin-6 imaju dejstva slicna TNF. Deluju sinergisticki sa TNF u nastanku lokalnog i
sistemskog zapaljenja, ali ne uzrokuju i nastanak Soka. IL-1 stimuliSe kostnu srZ na stvaranje neutrofila i
trombocita, direktno i indirektno, kroz stimulaciju produkcije IL-6. Pored toga, sam IL-6 je neophodan za
diferencijaciju Th17 ¢éelija. Aktivnost IL-1 je regulisana produkcijom sli¢nog citokina koji se vezuje za isti re-
ceptor ali bez bioloske aktivnosti, pa je nazvan IL-1 receptor antagonist (IL-1RA). IL-1RA se koristi u terapiji
reumatoidnog artritisa i autoinflamatornih bolesti.

Hemokini su grupa molekula od oko 50 ¢lanova kod ¢oveka. Njihova osnovna uloga je usmeravanje kreta-
nja lekocita u fizioloskim i patoloskim stanjima. Na osnovu broja N-terminalnih cisteinskih rezidua klasifikovani
su u Cetiri familije: C, CC, CXC i CX3C hemokine (X predstavlja neku drugu aminokiselinu). CC i CXC familija su
najbrojnije i njima pripada vecina hemokina koje u inflamatornoj reakciji sekretuju leukociti u odgovoru na Ste-
tni stimulus, bilo direktno zbog aktivacije TLR prepoznavanjem molekulskih obrazaca patogena, ili posredno,
usled dejstva TNF i IL-1. Hemokini privlate odbrambene ¢elije na mesto infekcije delujuci na njihov citoskelet
tako da se one kreéu u pravcu gradijenta hemokina. Druga vazna uloga hemokina je usmeravanje naivnih lim-
focita i drugih leukocita u limfoidna tkiva. Aktivisani T-limfociti gube ekspresiju receptora za hemokine iz limf-
nih ¢vorova i zato, za razliku od naivnih T-éelija, ne mogu vise da dospeju u stromu limfnog ¢vora. Pored
navedenih uloga, hemokini podsti¢u zarastanje rana i angiogenezu i imaju ulogu u embriogenezi.

Antiinflamatorni citokini

Antiinflamatorni citokini inhibiraju imunske reakcije i predstavljaju deo fizioloSke negativne povratne
sprege kojom se ogranic¢ava prekomerna aktivacija imunskog sistema tokom odbrane od infektivnog agen-
sa i omogucava uspostavljanje homeostaze.

Interleukin-10 (IL-10) je inibitor aktivisanih makrofaga i dendritskih ¢elija. Glavni producenti IL-10 su re-
gulatorne ¢elije i sami makrofagi, na koje ovaj citokinin deluje po principu negativne povratne sprege. IL-
10 ucestvuje u vracanju imunskog sistema u homeostazu nakon eliminacije patogena smanjujuci sve
funkcije kojima dendritske celije i makrofagi aktiviraju celularni imunski odgovor. On inhibira ekspresiju
kostimulatornih molekula i MHC molekula Il klase, ¢ime sprecava aktivaciju T-limfocita. Takode inhibira
produkciju IL-12 koji prave makrofagi i dendritske celije, koji bi naivne T-limfocite diferencirao u Th1 efek-
torsku populaciju koja produkuje interferon (IFN)-y, glavni aktivator makrofaga.

IL-1 receptor antagonista (vidi IL-1)

Faktor transformacije rasta-B (TGF-B) uglavnom sekretuju aktivisani T-limfociti i mononuklearni fago-
citi. Osnovno dejstvo TGF-B je inhibicija proliferacije i aktivacije limfocita i drugih leukocita. Medutim, u za-
visnosti od okolnosti pod kojima se sekretuje (vremena, nivoa ekspresije, citokina u okruzenju), TGF-
moze da deluje i proinflamatorno (npr. da u€estvuje u nastanku efektorske populacije CD4* T-limfocita ko-
ja produkuje IL-17). TGF-B inhibira aktivaciju makrofaga i deluje suprotno proinflamatornim citokinima. U
B-limfocitima dovodi do promene klase u IgA, najvazniju klasu imunoglobina na mukozama. Ucestvuje u re-
paraciji tkiva nakon imunskog odgovora delujudi na sintezu kolagena, enzima koji remodeluju ekstracelij-
ski matriks i faktora angiogeneze.

Antivirusni citokini (interferoni tipa l)

Interferoni (IFN) tipa | su familija citokina neophodna za eliminaciju virusnih infekcija. Stimulisu celiju
na sintezu enzima koji sprec¢avaju transkripciju virusne RNK ili DNK i replikaciju virusa. Ovo dejstvo je pa-
rakrino, tj. éelija koja ih produkuje dovodi okolne ¢elije u tzv. ,,antivirusno stanje”. Interferoni tipa | pove-
¢avaju ekspresiju MHC | klase, pojacavajuci time odgovor citotoksi¢nih T-limfocita, a takode pospesuju i
ubilacku aktivnost NK ¢elija. IFN tipa | stimuliSu nastanak Th1 populacije. Najznacajniji iz grupe su IFN-a (po-
drazumeva 13 srodnih molekula) i IFN-B. Glavni izvor IFN-a su plazmocitoidne dendritske celije, a IFN-B fi-
broblasti. IFN-a se koristi u le€enju virusnog hepatitisa C. Terepija IFN-B se primenjuje u multiploj sklerozi,
a mehanizam povoljnog dejstva u ovoj bolesti nije razjasnjen.

Citokini koji aktiviraju fagocite

Interferon-y (IFN-y) je osnovni citokin koji aktivira makrofage i ima ulogu u odbrani od intracelularnih
mikroorganizama, kao i slabo antivirusno dejstvo. Naziva se i interferonom tipa Il. Th1 i NK celije proizvo-
de IFN-y koji na makrofage deluje viSestruko. IFN-y poveéava ekspresiju fagocitne oksidaze i inducibilne sin-
taze azot-monoksida, enzima za sintezu mikrobicidnih jedinjenja (reaktivni oblici kiseonika i NO) kojima
makrofag ubija fagocitovane mikroorganizme. IFN-y podsti¢e nastanak samih éelija koje ga prave, efektor-
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Nedelja VI Citokini

skih Th1 limfocita, a inhibira nastanak Th2 populacije. Na B-limfocite deluje tako Sto stimulise promenu kla-
se u lgG, a inhibira promenu u IgE. IgG antitela su opsonizujuca i zajedno sa fragmentima komplementa pod-
sti¢u fagocitozu mikroorganizama. IFN-y deluje i na prezentaciju antigena i aktivaciju T-limfocita jer na
makrofagima povecava ekspresiju MHC molekula i Il klase, kao i kostimulatornih molekula.

Interleukin-17 stimulise privlacenje neutrofilnih granulocita na mesto zapaljenja i podstice ih na fago-
citozu. Sekretuju ga T-limfociti. IL-17 ima vaznu ulogu u eliminaciji patogena kao $to su gljivice, pre svega
kandida, i neke bakterije. Pored ovih odbrambenih uloga, IL-17 doprinosi oSteéenju tkiva u hroni¢nim za-
paljenjskim bolestima kao Sto su reumatoidni artritis i multipla skleroza.

Citokini koji aktiviraju T-limfocite

Interleukin-2 (IL-2) je neophodan kao faktor rasta, prezivljavanja i diferencijacije T-limfocita. Sekretu-
ju ga T-limfociti nakon prepoznavanja antigena i aktivacije, a istovremeno pocinju i sintezu dodatne sub-
jedinice receptora za IL-2, ¢ime sticu receptor visokog afiniteta. Zahvaljujuci sticanju funkcionalnog
receptora za IL-2, samo T-limfociti specifi¢ni za antigen proliferisu, dok naivni T-limfociti u okruzenju mi-
ruju. Regulatorne T-éelije konstitutivno eksprimiraju funkcionalan receptor za IL-2, bitan za njihovo prezi-
vljanje. IL-2 stimuliSe i proliferaciju i citotoksi¢nu funkciju NK celija.

Interleukin-12 (IL-12) je rani medijator urodenog imunskog odgovora na intracelularne infektivne agen-
se. To je kljucni citokin za indukciju steCenog celularnog odgovora, a proizvode ga aktivirani makrofagi.
Sam IL-12 deluje na diferencijaciju naivnih CD4* T-celija u pravcu nastanka Th1l populacije koja proizvodi
IFN-y. Nastali IFN-y povratno stimuliSe makrofage, ali i dodatno pospesuje nastanak Th1. IL-12 tako ¢ini va-
Znu sponu izmedu urodene i ste¢ene imunosti u odgovoru na intracelularne infektivne agense. IL-12 sti-
muliSe produkciju IFN-y i u NK éelijama, a povecava i citotoksi¢nu aktivnost NK ¢elija i CD8" T-limfocita.

Interleukin-4 (IL-4) je neophodan stimulus za diferencijaciju Th2 ¢elija i ujedno njihov glavni produkt koji
deluje kao autokrini faktor rasta. B-limfociti pod dejstvom IL-4 menjaju klasu u IgE. IL-4 se suprotstavlja dej-
stvu IFN-y i inhibira nastanak Th1 populacije. Ova dejstva su vaZna za odbranu od helminata, ali predsta-
vljaju i patoloske mehanizme u alergijskim bolestima. IL-4 zajedno sa IL-13 dovodi do alternativne aktivacije
makrofaga koja podrazumeva indukciju sinteze kolagena i vodi u fibrozu u stanjima hroni¢nog zapaljenja,
kao npr. u astmi. U opstrukciji disajnih puteva u astmi uCestvuje i povecana kolicina mukusa koja nastaje
pod dejstvom IL-13.

Interleukin-23 (IL-23) poput IL-12 predstavlja sponu izmedu urodenog i steCenog imunskog odgovora.
Produkuju ga dendritske ¢elije i makrofagi. Ucestvuje u diferencijaciji naivnih pomoc¢nickih T-limfocita koji
produkuju IL-17 (Th17).

Citokini koji aktiviraju eozinofile

Interleukin-5 (IL-5) produkuju Th2 ¢elije i mastociti u parazitarnim infekcijama. IL-5 stimuliSe i rast i sa-
zrevanje nezrelih eozinofila i aktivira zrele eozinofile koji po aktivaciji ubijaju helminte.

Citokini koji aktiviraju B-limfocite

Faktor aktivacije B-limfocita koji pripada TNF familiji (engl. B cell activating factor belonging to TNF fa-
mily, BAFF) i ligand koji indukuje proliferaciju (engl. a proliferation-inducing ligand, APRIL) su citokini koji
omogucavaju prezivljavanje B-limfocita. Sekretuju ih éelije urodene imunosti i aktivisani T-limfociti u od-
govoru na proinflamatorne citokine. Pored preZivljavanja, znacajni su za promenu klase antitela u odgov-
oru na neke polisaharidne antigene u T-nezavisnom humoralnom odgovoru.

Hematopoezni citokini vazni za razvoj limfocita

Faktor stem ¢elija (c-Kit ligand) proizvode Celije strome kostne srzi kao membranski i sekretovani pro-
tein. Deluje na stem celije, koje karakteriSe ekspresija receptora c-Kit, a smatra se da mu je uloga da stem
¢elije ucini osetljivim na dejstvo faktora koji stimuliSu kolonije. Sam c-Kit ligand ne dovodi do formiranja ko-
lonija. Moguce je da ima ulogu u odrzavanju nezrelih T-limfocita u timusu i mastocita u mukoznim tkivima.

Interleukin-3 (IL-3) produkuju CD4* T-limfociti. StimuliS$e mnoge progenitore u kostnoj srzi, pa se nazi-
va i multi-CSF (engl. colony stimulating factor, CSF). Dejstva mu se preklapaju sa GM-CSF (videti kasnije).
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Faktor stimulacije kolonija granulocita i monocita (GM-CSF) je citokin ¢ija je osnovna funcija da stim-
ulise rast neutrofila, eozinofila, bazofila i monocita. Nakon prodora patogena u organizam, veliki broj ¢elija
(makrofagi, mastociti, NK ¢elije, epitelne éelije i T-limfocti) pocinje da produkuje ovaj citokin koji je od izu-

zetnog znacaja za brze efekte imunskog odgovora.

Interleukin-7 (IL-7) sekretuju stromalne celije u mnogim tkivima. Omogucava preZivljavanje i ekspanziju
nezrelih prekurzora B- i T-limfocita. Neophodan je i za prezivljavanje zrelih naivnih i memorijskih T-limfocita.

Spoj odgovarajuce parove

1.

10.

Subpopulacije efektorskih CD4* T su

Efektorska funkcija Th1 éelija je

Th1 éelije su vazne u odbrani od

Efektorska funkcija Th2 éelija je

Th2 Celije su vazne u odbrani od

Th2 subpopulacija indukuje

IL-4 i IL-13 indukuju i

IL-17

Efektorska funkcija CTL je

Ubilacki mehanizmi CTL posredovani su

produkcija IL-4, IL-5, IL-13

zapaljensku reakciju bogatu eozinofilima

helminata

Thi, Th2 i Th17

alternativnu aktivaciju makrofaga

mobilise i aktivira neutrofile

produkcija IFN-y i aktivacija makrofaga

intracelularnih patogena

perforinom, granzimima,

Fas-FasL interakcijom

ubijanje virusima zarazenih i tumorskih
celija
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Nedelja VII Humoralni imunski odgovor

Predavanje: Sazrevanje i selekcija B-limfocita.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:
1. odakle poticu i gde sazrevaju B-limfociti.
2. znaju Sta su to pozitivna i negativna selekcija i da objasne znacaj i posledice ovih
fenomena.
3. za mogucnost preuredenja receptora za antigen kod B-limfocita.

Seminar: Faze i tipovi humoralnog odgovora. Aktivacija B-¢elija. Humoralni odgovor na T-
zavisne antigene (promena izotipa, sazrevanje afiniteta, nastanak dugozivecih
plazma celija i memorijskih B-¢elija). Humoralni odgovor na T-nezavisne antigene.
Regulacija humoralnog imunskog odgovora.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:
1. koje subpopulacije B-limfocita postoje, kakva je njihova distribucija i na kakve Ag odgo-
varaju i dali im je za taj odgovor potrebna pomo¢ T-limfocita.
2. mehanizme T-zavisnog i T-nezavisnog imunskog odgovora.
principe aktivacije B-limfocita.
4. kojim redom se sekretuju klase i kako se odvija kinetika primarnog i sekundarnog hu-
moralnog imunskog odgovora.
5. da objasne mehanizme promene klase antitela, sazrevanje afiniteta antitela i nastanka
memorijskih plazma celija.
6. karakteristike primarnog i memorijskog odgovora B-limfocita na antigen i umeju da
navedu razlike izmedu ova dva tipa odgovora.

w

Pitanja za ulazne testove

1. Opisite sazrevanje B-limfocita (mesto, faze, procesi selekcije i mehanizmi odgovorni za njih).

2. Opisite humoralni imunski odgovor na T-zavisne antigene (priroda antigena, koje ¢elije odgovaraju,
karakteristi¢ni procesi, koje klase antitela se sekretuju).

3. Opisite humoralni imunski odgovor na T-nezavisne antigene (priroda antigena, koje ¢elije odgovaraju,
koje klase antitela se sekretuju).

4. Objasnite kako dolazi do sazrevanje afiniteta antitela i njegov znacaj u odbrani od patogena.

5. Objasnite kako dolazi do promene klase antitela i njen znacaj u odbrani od patogena.
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Nedelja VII Humoralni imunski odgovor

Spoj odgovarajuce parove

1.

10.

Steceni humoralni imunski odgovor je
posredovan

Humoralni imunski odgovor je vazan u
odbrani od

Humoralni imunski odgovor na neproteinske
antigene je

Na polisaharidne antigene poreklom iz krvi
odgovaraju

U odgovoru na T-nezavisne antigene
prvenstveno se produkuju

Na proteinske antigene odgovaraju
prvenstveno

U humoralnom odgovoru na proteinske
antigene neophodno je ucesce

. Svojstva humoralnog odgovora na T-zavisne

antigene su

. Sekundarni humoralni odgovor u odnosu na

primarni je

Proces u kome antitelo vezano za antigen
inhibira dalju produkciju antitela naziva se

IgM antitela

B-Celije marginalne zone slezine

kvalitativno i kvantitativno razlicit (brzi, jacii
efikasniji)

CD4* T-limfocita

promena klase antitela, sazrevanje afiniteta
antitela, nastanak memorijskih B-¢elija
antitelima

T-nezavisan

povratna regulacija antitelima

folikulske B-¢elije

ekstracelularnih mikroorganizama i njihovih
toksina
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Nedelja VIII Efektorski mehanizmi humoralne imunosti

Predavanje:
Ishod:
1.
2.
3.
4,
5.
Seminar:
Ishod:

Sistem komplementa: putevi aktivacije i efektorske funkcije. Regulacija aktivacije

komplementa.

Studenti znaju/razumeju:

$ta je to sistem komplementa, kakva mu je funkcija i koji su putevi aktivacije sistema
komplementa.

na koji nacin dolazi do aktivacije sistema komplementa u klasi¢cnom, lektinskom i al-
ternativnom putu.

koje su komponente sistema komplementa zajednicke u sva tri puta aktivacije a koje se
medusobno razlikuju.

da navedu najvaZznije bioloske posledice aktivacije sistema komplementa i komponente,
fragmente ili komplekse koji u¢estvuju u njihovom ostvarivanju.

znacaj regulatornih proteina u aktivaciji sistema komplementa (C1q inhibitor).

Efektorske funkcije antitela. Funkcije antitela na posebnim anatomskim mestima

(mukozna i neonatalna imunost).

Studenti znaju/razumeju:

1.
2.

4.

klase antitela, koji su membranska a koja sekretovana antitela.

koje funkcije antitela obavljaju svojim Fab fragmentima, a koje funkcije zavise od izotipa
antitela.

koji izotipovi antitela obavljaju koje funkcije. Znaju i da je je zastupljenost pojedinih
izotipova u krvi razli¢ita kao i njihov poluZzivot u cirkulaciji.

koje klase antitela imaju ulogu u mukoznoj i neonatalnoj imunosti.

Pitanja za ulazne testove

uhwn e

Nabrojte klase imunoglobulina i njihove efektorske funkcije.

Opisite efektorske funkcije 1gG antitela.

Koji su putevi aktivacije sistema komplementa i Sta ih pokrece?

Koje su funkcije komplementa i koje komponente, fragmenti ili kompleksi ih vrse?
Sta su to mukozna i neonatalna imunost i &ime su posredovane?

Spoj odgovarajuce parove

1.

=
e
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Aktivacija sistema komplementa je vaZzan a. prisustvo lektina koji vezuje manozu (MBL)
Putevi aktivacije komplementa su b. mehanizam urodene i steCene imunosti
Centralnu ulogu u aktivaciji ima c. faktor B, faktor D, properdin
Za aktivaciju lektinskog puta neophodno je d. klasicni, alternativni i lektinski
Aktivatori klasi¢cnog puta su e. C1,C4,C2
Komponente alternativnog puta su f. IgMilgG antitela vezana za antigen
Komponente rane faze klasi¢nog puta su g. komponenta C3
VaZan opsonin je h. MAC
Zapaljenjsku reakciju indukuju i. C3bfragment
Osmotsku lizu mikroorganizma uzrokuje j. C3a, CdaiC5a fragmenti

2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.



Nedelja VIII Efektorski mehanizmi humoralne imunosti

Laboratorijski testovi za ispitivanje komplementa

U klinickoj praksi od laboratorijskih testova za ispitivanje komplementa najcesée se koriste metode za
kvantifikaciju pojedinih komponenti (C3, C4) radijalnom imunodifuzijom ili nefelometrijom, kao i
funkcionalni testovi za ispitivanje klasi¢nog i alternativnog puta aktivacije (tzv. testovi hemolize). Za ispiti-
vanje klasi¢nog puta aktivacije koriste se ,senzibilisani” ovciji eritrociti (eritrociti obloZeni antieritrocitnim
antitelima) inkubirani sa odgovarajuéim razblaZenjima ispitivanog seruma. Titar je recipro¢na vrednost
razblaZzenja seruma u kome je 50% eritocita liziralo (meri se kolorimetrijski). IzraZzava se brojem hemolitickih
jedinica komplementa klasi¢nog puta u ml seruma koje dovode do 50% lize eritrocita (CHsg). U testu za ispi-
tivanje alternativnog puta aktivacije koristi se pufer koji blokira klasi¢ni put i eritrociti kuniéa koji spontano
aktivisu alternativni put $to dovodi do hemolize. Titar se izraZava kao AHg,. Koris¢enje funkcionalnih testova
predstavlja efikasan ,skrining” metod za genetske deficijencije komponenti komplementa.
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Nedelia IX Odbrana od bakterijskih infekcija
J Antigen-antitelo reakcije (I deo)

Predavanje:

Ishod:

Vezba:

Ishod:

Osnovni mehanizmi odbrane protiv intracelularnih i ekstracelularnih bakterija.
Izbegavanje mehanizama odbrane od strane bakterija.

Studenti znaju/razumeju:

1.

da su svi mehanizmi imunskog odgovora angaZovani u borbi protiv infektivnih agena-
sa. Takode im je jasno da je imunski odgovor specijalizovan za borbu protiv odredene
klase infektivnih agenasa i da se koriste mehanizmi koji najefikasnije mogu da odgovo-
re na infektivni agens u odnosu na njegovu lokalizaciju u organizmu (intracelularno, ek-
stracelularno) ili veli¢inu.

da je ishod infekcije odreden kvalitetom imunskog odgovora i karakteristikama infek-
tivnog agensa. Jasno im je da u nekim slucajevima imunski odgovor na infektivni agens,
a ne sam infektivni agens, dovodi do oStec¢enja organizma.

na koji nacin ekstracelularne bakterije dovode do oStecenja organizma, koji su mehaniz-
mi angazovani u borbi protiv ovih infektivnih agenasa i na koji nacin se ove bakterije bra-
ne od dejstva pojedinih komponenti imunskog sistema.

koji su mehanizmi angaZovani u borbi protiv intracelularnih bakterija i na koji nacin one
prezivljavaju u fagozomima.

Osnovne karakteristike antigen-antitelo reakcija. Imunoaglutinacija, imunopreci-
pitacija i njihova prakti¢na primena.

Studenti znaju/razumeju:

1.

da se antigen-antitelo reakcije koriste za detekciju i antigena i antitela i da su to in vitro
dijagnosticke metode.

da naprave razliku izmedu kvalitativnih, semikvantitativnih i kvantitativnih reakcija i znaju
Sta je to titar antitela. Uvidaju neophodnost postojanja pozitivnih i negativnih kontrola.
Sta je to reakcija imunoaglutinacije i znaju razliku izmedu direktne i indirektne imuno-
aglutinacije.

kakva je zavisnost reakcije od kvantitativnih odnosa antigena i antitela, razumeju sta je
to fenomen prozone i na koji nacin ga je moguce izbedi.

. da navedu nekoliko primera koris¢enja imunoaglutinacije u dijagnosticke svrhe za de-

tekciju antigena i antitela.

princip imunoprecipitacije i razumeju da moze da se odigrava u te¢noj sredini ili gelu.
da znaju sta je to nefelometrija i umeju da navedu nekoliko molekula koji se detektuju
nefelometrijski.

princip testa jednostruke radijalne imunodifuzije, na kom principu se odreduje koli¢ina
analiziranog antigena i da navedu nekoliko molekula koji se odreduju na taj nacin.

Nema ulaznog testa!
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Nedelja IX Odbrana od bakterijskih infekcija

ODBRANA OD INFEKCUJA

(Mehanizmi odbrane od bakterijskih infekcija)

Mehanizmi odbrane od ekstracelularnih bakterija
Urodena imunost na ekstracelularne bakterije
Stecena imunost na ekstracelularne bakterije
Mehanizmi kojim ekstracelularne bakterije izbegavaju imunski odgovor
Ostecenja usled imunskog odgovora na esktracelularne bakterije
Mehanizmi odbrane od intracelularnih bakterija
Urodena imunost na intracelularne bakterije
Stecena imunost na intracelularne bakterije
Mehanizmi kojim intracelularne bakterije izbegavaju imunski odgovor
Ostecenja usled imunskog odgovora na intracelularne bakterije

Glavna fizioloska uloga imunskog sistema je odbrana od infekcija. Uspostavljanje, tok i ishod svake infek-
cije zavisi od veoma kompleksnih interakcija izmedu mikroorganizma i imunskog sistema domadina. S jedne
strane, mikroorganizam pokusava da prodre u organizam (najcescée kroz epitele sluzokoza respiratornog, di-
gestivnog i urogenitalnog trakta), izbegne mehanizme odbrane i kolonizuje domacina, pri cemu Cesto vrsi in-
vaziju pojedinih celija i tkiva, Sto mozZe da rezultuje njihovim oStecenjem i razvojem bolesti. Sa druge strane,
imunski sistem mora da prepozna i spreci ulazak mikroorganizma, a u sluc¢aju njegovog prodora da ogranici
njegovu replikaciju i Sirenje po organizmu i eliminiSe ga. Posto su infektivni agensi veoma heterogeni, kako
po svojoj gradi i bioloskim osobinama, tako i po nacinu na koji indukuju infekciju, za uspesnu borbu protiv
njih imunski sistem je morao da se specijalizuje i razvije mnogo razli¢itih mehanizama odbrane. Zahvaljuju-
¢i tome, obezbedeno je da imunski sistem reaguje na optimalan nacin na svaki tip mikroorganizma kojem
je izlozen, koriste¢i one mehanizme urodene i stecene imunosti koji su najefikasniji za borbu protiv tog mi-
kroorganizma. Koji od mehanizama ¢e biti pokrenut, zavisi od osobina mikroorganizma koji je izazvao infek-
ciju, ukljucujuéi i njegov odnos prema celiji domadina, odnosno mesto njegove replikacije u organizmu (izvan
ili unutar celije). Naime, razli¢iti mehanizmi se koriste u borbi protiv ekstracelularnih u odnosu na intracelu-
larne infektivne agense. Takode i broj mikroorganizama koji je uspeo da prodre u organizam (inokulum) i ste-
pen njegove patogenosti (virulencija) odreduju mehanizme odbrane domadina. Kada u organizam prodre
mali broj mikroorganizama ili su oni male virulencije, mehanizmi urodene imunosti su ¢esto dovoljni da blo-
kiraju infekciju, dok je u slu¢aju veceg inokuluma ili vece virulencije patogena obicno potrebno ukljudivanje
i mehanizama ste¢ene imunosti. Virulencija mikroorganizama uslovljena je, pored ostalog i njihovom sposob-
no$¢u da izbegnu ili nadja¢aju mehanizme odbrane domacina. Stavise, oni mikroorganizmi koji nisu razvili
tu sposobnost, obi¢no i nemaju kapacitet da indukuju bolest kod ljudi sa normalnim funkcionisanjem imun-
skog sistema (tzv. imunokompetentnih osoba). Tokom evolucije, infektivni agensi su razvili razlicite nacine i
strategije da izbegnu urodenu i steCenu imunost domacina, Sto je neminovno dovelo do usloZnjavanja imun-
skog sistema Coveka i razvoja mnogih efektorskih mehnizama za uspesnu odbranu od njih.

U ovom tekstu biée dat pregled najvaznijih mehanizama u odbrani od Cetiri glavne grupe patogenih in-
fektivnih agenasa, odnosno bakterija, virusa, gljiva i parazita, kao i neki primeri mehanizama koje ti mikro-
organizmi koriste da bi izbegli odbranu domacina. lako je imunski sistem jedinstven, a odbrambeni
mehanizmi ¢esto deluju udruzeno i medusobno se preplicu u borbi protiv patogena, iz didaktickih razloga,
oni se navode posebno, i to prvo urodeni pa steceni, odnosno humoralni pa celularni. Takode, posto su oni
detaljno opisani u udzbeniku iz imunologije, ovde ce biti objasnjeni samo u osnovnim crtama i stavljeni u
kontekst odbrane od infekcije. Na kraju, s obzirom da imunski sistem ima kapacitet da oSteti domacina, od-
nosno da u mnogim infekcijama do oStecenja tkiva dolazi prevashodno zbog imunskog odgovora domaci-
na, a ne dejstvom samog mikroorganizma, bi¢e navedeni i neki primeri patoloskih procesa izazvanih
imunskim odgovorom na infektivne agense.
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Nedelja IX Odbrana od bakterijskih infekcija

MEHANIZMI ODBRANE OD BAKTERIJSKIH INFEKCIJA

Bakterije su prokariotski jednocelijski mikroorganizmi. Neke bakterije mogu da kolonizuju ¢oveka i
nasele mnoge regije organizma (npr. koZu i sluzokoze) Cinedi fiziolosku floru, a neke mogu svojim prisu-
stvom i produktima (npr. toksinima) da dovedu do ostecéenja razlicitih celija i tkiva i razvoja bolesti. Na os-
novu mesta njihove replikacije, izvan ili unutar celije domacina, sve bakterije se dele na ekstracelularne i
intracelularne i s obzirom da odbrana protiv njih ukljucuje razli¢ite mehanizme (Tabela 1), u daljem tek-
stu bi¢e razmatrane posebno.

MEHANIZMI ODBRANE OD EKSTRACELULARNIH BAKTERIJA

Ekstracelularne bakterije imaju sposobnost da se u organizmu replikuju van celije, npr. u cirkulaciji, tkivi-
ma i lumenima Supljih organa. One svoj patogeni efekat ispoljavaju na jedan od dva nacina: indukcijom za-
paljenja ili produkcijom toksina (pojedine bakterije koriste oba). Naime, iako u osnovi odbrambena reakcija,
inflamacija moZe da dovede i do oSteéenja tkiva i razvoja bolesti. Tipican primer su piogene infekcije izazva-
ne bakterijama iz rodova Streptococcus, Staphylococcus, Haemophilus i drugih, koje uzrokuju bolest indukci-
jom gnojnog zapaljenja. Pored inflamacije, mnoge bakterije ispoljavaju patogeni potencijal delovanjem
egzotoksina koje luce. Egzotoksini mogu da deluju na razlicite celije u organizmu i izazivaju razlicite efekte,
kao Sto su smrt Celije usled blokade sinteze proteina (difteri¢ni toksin), modifikacija prenosa signala u sinap-
sama (tetanusni i botulinski toksini) ili povec¢ano lucenje jona i vode (toksin kolere). Sa druge strane, pored
egzotoksina postoji i endotoksin koji ulazi u sastav ¢elijskog zida Gram negativnih bakterija, po hemijskom sa-
stavu je lipopolisaharid (LPS) i dovodi do patoloskih procesa aktivacijom makrofaga i drugih éelija u organi-
zmu. (Za detalje o toksinima i mehanizmima njihovog dejstva, konsultovati udzbenik iz bakteriologije.)

Urodena imunost na ekstracelularne bakterije

U odbrani od ekstracelularnih bakterija u okviru urodene imunosti najvazniju ulogu imaju komplement
i fagociti. Naime, dva od tri puta aktivacije sistema komplementa (alternativni i lektinski) predstavljaju
mehanizme urodene imunosti. Razli¢ite strukture celijskog zida bakterija (npr. LPS kod Gram negativnih i
peptidoglikan, prevashodno kod Gram pozitivnih bakterija) mogu da aktiviraju komplement alternativnim
putem, dok manoza prisutna na povrsini mnogih bakterija reaguje sa lektinom koji vezuje manozu (engl.
mannose binding lectin, MBL) i pokrece lektinski put. Kao posledice aktivacije komplementa, dolazi do op-
sonizacije bakterija (posredovanog prevashodno C3b fragmentom) i olaksane fagocitoze, stimulacije pro-
cesa zapaljenja (preko C3a, C4a i C5a) i direktnog ubijanja bakterija lizom, posredovanom kompleksom koji
ostecuje membranu (engl. membrane attack complex, MAC). MAC je, na primer, efikasan u eliminaciji po-
jedinih Gram negativnih bakterija sa tankim ¢elijskim zidom, kao $to su one iz roda Neisseria.

Sa druge strane, fagociti (neutrofili i makrofagi) imaju sposobnost da prepoznaju razli¢ite molekulske
obrasce na bakterijama (i drugim patogenima) pomoc¢u odgovarajucih receptora na svojoj povrsini (npr. re-
ceptora sli¢nih Toll-u, engl. toll like receptor, TLR), aktiviraju se, fagocituju i ubiju ingestirane bakterije. Fa-
gociti imaju i receptore za opsonine (ukljucujuéi i C3b fragment komplementa), ¢ime je omogucena fagocitoza
i ubijanje inkapsuliranih bakterija, ¢ija polisaharidna kapsula spreava prepoznavanje obrazaca i fagocitozu u
odsustvu opsonizacije. Takode, posto prepoznaju patogene, fagociti lu¢e TNF, IL-1 i druge citokine koji indu-
kuju zapaljenje i dovode do nakupljanja novih leukocita i proteina iz krvi (npr. proteina komplementa) na
mestu infekcije i na taj nacin doprinose njenom ograni¢avanju i eliminaciji patogena iz organizma.

Stecena imunost na ekstracelularne bakterije

Glavni mehanizam stecene imunosti u odbrani od ekstracelularnih bakterija je humoralna imunost po-
sredovana antitelima koje stvaraju B-limfociti nakon Sto su prepoznali antigen, aktivirali se i diferentovali
u plazma éelije. Antitela su po pravilu usmerena na antigene na povrsini bakterija (koji su obicno protein-
ske ili polisaharidne prirode) ili toksine (koji su najéescée proteini). Ona tu funkciju obavljaju putem neutral-
izacije, opsonizacije i aktivacije komplementa klasi¢cnim putem. Neutralizacija je prakti¢no jedini efikasan
mehanizam u borbi protiv bakterijskih toksina, zasnovan na produkciji neutralisucih antitela (najéesée IgG
i IgA klase) koja se vezuju visokim afinitetom za toksine i sprecavaju da se oni veZu za receptore na celija-
ma domacina, blokirajuci na taj nacin njihov toksican efekat. Opsonizacija je posredovana antitelima IgG
klase koja prepoznaju antigene Celijskog zida ili kapsule bakterija i obloZe ih (opsonizuju). Fagociti, koji ima-
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Nedelja IX Odbrana od bakterijskih infekcija

ju receptor za Fc fragment IgG antitela, mogu potom da prepoznaju vezana IgG antitela, aktiviraju se i efi-
kasnije fagocituju i ubijaju opsonizovane bakterije. Klasicni put aktivacije komplementa se deSava kada se
za nastali kompleks antigena i antitela IgM ili IgG klase veZe C1 komponenta, aktivira i pokrene enzimsku
kaskadu koja na kraju moZe da dovede do lize ili opsonizacije bakterije i indukcije zapaljenja.

Pored B-limfocita, i pomocnicki CD4* T-limfociti imaju vaznu ulogu u odbrani od ekstracelularnih bak-
terija, tako Sto obezbeduju pomoc B-limfocitima u odgovoru na proteinske antigene i odreduju koju ¢e kla-
su antitela plazma éelije da produkuju. Takode, oni mogu da stimuliSu fagocite citokinima, kao $to su
IFN-y, kojeg produkuju Th1 celije i koji sitmulise fagocitnu i mikrobicidnu aktivnost makrofaga, odnosno IL-
17 kojeg stvaraju Th17 ¢elije i koji stimuliSe neutrofile. Pomoc¢nicke T-éelije mogu da luée i pro-inflamator-
ne citokine (npr. TNF) i indukuju inflamaciju (ili pojac¢avaju ve¢ postojecu).

Mehanizmi kojim ekstracelularne bakterije izbegavaju imunski odgovor

Ekstracelularne bakterije su razvile razli¢ite mehanizme kojim izbegavaju urodenu i ste¢enu imunost
domadina. Tako, mnoge bakterije stvaraju polisaharidnu kapsulu koja oblaze njihov ¢elijski zid i ,,prekriva“
molekulske obrasce ¢ime je onemoguéena uspe$na fagocitoza. Stavise, ta kapsula je vrlo Eesto antigenski
varijabilna, tj. postoji veci broj antigenskih varijanti (tzv. tipova) kapsule (npr. bar 90 kod pneumokoka), ¢i-
me su omogucene ponovne infekcije istom bakterijom (ali razli¢itim tipom). Takode, ekstracelularne bak-
terije Cesto poseduju mehanizme kojim sprecavaju aktivaciju komplementa (npr. sijalinska kiselina u
kapsuli nekih bakterija sprecava alternativni put aktivacije). Neke bakterije imaju genetske mehanizme ko-
jim menjaju strukturu svojih antigena na povrsini (npr. gonokok i Eschericiha coli menjaju sastav pila ko-
jim adheriraju za ¢elije domacina), neke mogu da menjaju svoje povrsinsko naelektrisanje ¢ime izbegavaju
dejstvo antimikrobnih peptida koje luce epitelne i druge celije domacina, a neke produkuju IgA proteazu
i na taj nacin razgraduju antitela IgA klase na mukozama. Konacno, neke bakterije su razvile nacine da in-
hibiraju fagocitozu ili blokiraju ubilacke mehanizme u fagolizozomu (npr. da produkcijom katalaze neu-
tralisu reaktivne oblike kiseonika).

Ostecenja usled imunskog odgovora na esktracelularne bakterije

Inflamacija koja nastaje u odgovoru na ekstracelualrne bakterije pod dejstvom citokina produkovanih
od strane aktiviranih makrofaga i drugih éelija, moZe da dovede i do oSteéenja tkiva, narocito u slucaju ka-
da poprimi sistemske razmere (tzv. sindrom sistemskog inflamatornog odgovora ili SIRS, engl. Systemic
Inflammatory Response Syndrome). Ekstreman slucaj toga predstavlja septicki Sok, koji tipicno nastaje u
toku sepse izazvane Gram negativnim, a ponekad i Gram pozitivnim bakterijama. Septicki Sok dovodi do cir-
kulatornog kolapsa i pada krvnog pritiska, diseminovane intravaskularne koagulacije i metaboli¢kih pore-
mecaja, koji se neretko zavrsavaju letalnim ishodom, a posredovani su prevashodno velikom koli¢inom
TNF-a produkovanog u toku imunskog odgovora na bakterije.

Do patoloskog procesa u organizmu moZe da dovede i imunski odgovor na posebnu grupu antigena tzv.
superantigene. Superantigenima pripadaju neki egzotoksini (npr. neki toksini koje produkuju Staphylo-
coccus aureus i Streptococcus pyogenes) i oni mogu da se istovremeno vezu za MHC molekul Il klase na an-
tigen-prezentujucim cCelijama i Vg lanac TCR-a na T-limfocitu i da aktiviraju T-limfocit bez obzira da li je on
specifi¢an za antigenski peptid koji se nalazi u MHC molekulu. Na taj na¢in mogu da se aktiviraju svi T-lim-
fociti koji imaju isti Vg lanac (ponekad ¢ak i do 20% svih T-limfocita u organizmu) i dovedu do velike pro-
dukcije citokina i sistemske reakcije nalik na septicki Sok.

| sama antitela nastala u imunskom odgovoru na ekstracelularne bakterije mogu da dovedu do ostece-
nja tkiva i bolesti. Tipican primer za to je reumatska groznica, danas retka poststreptokokna sekvela, koja
nastaje kao posledica infekcije grla pojedinim sojevima Streptococus pyogenes-a. Smatra se da karditis koji
se javlja u reumatskoj groznici nastaje usled sli¢nosti (tzv. molekulske mimikrije) izmedu M-proteina u ée-
lijskom zidu S. pyogenes-a i proteina u srcanom misi¢u, tako da antitela nastala u odgovoru na bakteriju pre-
poznaju sopstvene antigene u srcu i dovode do njegovog ostecenja i klinickih manifestacija bolesti.

MEHANIZMI ODBRANE OD INTRACELULARNIH BAKTERUA

Intracelularne bakterije imaju sposobnost da prezive i da se replikuju unutar ¢elija domacina. Vecina tih
bakterija mogu da se replikuju i izvan ¢elije i nazivaju se fakultativno intracelularne bakterije (npr. izazivac tu-
berkuloze i druge bakterije iz roda Mycobacterium), dok neke mogu da prezive iskljucivo u ¢eliji, te su nazva-
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Tabela 1: Odbrana od bakterijskih infekcija: najvazniji mehanizmi, nacini njihovog izbegavanja i
ostecenja do kojih mogu da dovedu

Esktracelularne bakterije Intracelularne bakterije
Fagocitoza Fagocitoza
Mehanizmi Komplement (neefikasna bez stimulacije)
urodene imunost |(alternativni i lektinski put) NK éelije
Zapaljenje (stimulacija fagocita)
Antitela Pomocnicke CD4* T-Celije (Th1)
o (neutralizacija i opsonizacija) (stimulacija fagocita)
M;Zg::?' Kompvlement Citotoksié?i CDé'st+ T-Iimfo.citi
imunosti (klasican put) (za bakterije u citoplazmi)
Pomocnicke CD4* T-Celije (Th1iTh17)
(stimulacija fagocita i B-éelija)
Polisaharidna kapsula Sprecavanje nastanka fagolizozoma
Mehanizmi Antigenska varijabilnost Inhibicija ubilackih mehanizama
izbegavanja Inhibicija komplementa Prelazak u citoplazmu
odbrane IgA proteaze
Inhibicija fagocitoze
Osteéenja usled Sistemska inflamacija (SIRS) Granulomi
imunskog Superantigeni
odgovora Autoimunost (molekulska mimikrija)

SIRS - sindrom sistemskog inflamatornog odgovora (engl. Systemic Inflammatory Response Syndrome)

ne striktno intracelularne bakterije (npr. bakterije iz roda Chlamydia). Intracelularne bakterije inficiraju fago-
cite i druge ¢elije u organizmu (npr. epitelne) i u njih prodiru endocitozom (najéesce fagocitozom, a ponekad
i posredstvom odredenog receptora na povrsini ¢elije). Ove bakterije su tokom evolucije razvile razli¢ite me-
hanizme kojima izbegavaju intracelularno ubijanje $to im omoguéava da prezive unutar fagocita. Takode,
zbog njihove lokalizacije u ¢eliji, nedostupne su dejstvu humoralnih faktora, kao sto su antitela i komple-
ment. Zbog svega toga, imunski odgovor na intracelularne bakterije ¢esto nije dovoljno efikasan da ih u pot-
punosti eliminiSe iz organizma, tako da one imaju tendenciju da perzistiraju i izazivaju hroni¢ne infekcije.

Urodena imunost na intracelularne bakterije

Glavne éelije urodene imunosti u odbrani od intracelularnih bakterija su fagociti i urodenoubilacke ée-
lije (NK celije). Fagocitoza, u odsustvu stimulacije, prakti¢no je neefikasna u borbi protiv ovih bakterija. Sto-
ga je za njihovo uspesno ubijanje i eliminaciju, neophodno da se fagociti stimuliSu. U okviru urodene
imunosti, taj posao obavljaju NK ¢elije. Naime, intracelularne bakterije stimuliSu NK éelije tako $to na ce-
lijama koje inficiraju indukuju ekspresiju aktivacionih liganada za NK éelije, ili stimuliSu makrofage (i den-
dritske celije) da produkuju 1L-12, koji potom deluje na NK celije i aktivira ih. NK celije, sa druge strane,
produkuju IFN-y koji aktivira makrofage i stimuliSe njihove ubilatke mehanizme. lako vazni u ranoj od-
brani od intracelularnih bakterija, fagociti i NK éelije obi¢no nisu sposobni da ih eliminisu iz organizma, ta-
ko da je u infekciji ovim bakterijama, prevashodni zadatak urodene imunosti da ih drzi pod kontrolom i
sprecava njihovo Sirenje sve dok se ne razvije steceni imunski odgovor.

Stecena imunost na intracelularne bakterije

Celularna imunost posredovana T-limfocitima predstavlja najvazniji mehanizam stecene imunosti u
odbrani od intracelularnih bakterija. Ona obuhvata aktivnost CD4* T-¢elija (prevashodno Th1 subpopula-
cije) i CD8* T-celija. CD4* Th1 celije nastaju diferencijacijom navnih T-¢elija pod uticajem IL-12 koga makro-
fagi i dendritske éelije produkuju u odgovoru na intracelularne bakterije (i druge patogene). Thl celije
potom aktiviraju makrofage i stimulisu njihove mikrobicidne mehanizme kontaktom preko CD40L (koji re-
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aguje sa CD40 na povrsini makrofaga) i posredstvom IFN-y koga sekretuju. Pored toga, IFN-y stimulise B-
limfocite da produkuju antitela koja opsonizuju bakterije i aktiviraju komplement klasi¢nim putem (neke
potklase 1gG), Sto moZe da doprinese efikasnijoj fagocitozi i na taj nacin pospesi efektorsku funkciju ma-
krofaga. CD4* T-Celije deluju i tako Sto luce TNF i na taj nacin indukuju (pojacavaju) zapaljenje.

Neke intracelularne bakterije (npr. Listeria monocytogenes) imaju sposobnost da napuste fagolizozom
i predu u citoplazmu izbegavajuéi na taj nacin ubijanje kada se makrofag aktivira. Za efikasnu borbu pro-
tiv takvih bakterija neophodna je saradnja izmedu CD4" i CD8* T-limfocita. Naime, CD4* T-limfociti stimu-
lisu fagocitozu makrofaga i ubijanje bakterija u fagolizozomu, ali za eliminaciju onih bakterija koje su presle
u citoplazmu potrebno je i u¢esce citotoksicnih CD8* T-limfocita koje prepoznaju bakterijske antigene pre-
zentovane u sklopu MHC molekula | klase na povrsini inficiranih ¢elija (posto se antigeni poreklom iz cito-
plazme prezentuju ovim putem) i ubijaju te celije indukcijom apoptoze.

Mehanizmi kojim intracelularne bakterije izbegavaju imunski odgovor

Intracelualrne bakterije su razvile razli¢ite mehanizme da izbegnu ubijanje nakon fagocitoze. Tako, na
primer, neke bakterije inhibiraju spajanje fagozoma sa lizozomom i nastanak fagolizozoma u kome se ina-
Ce aktiviraju ubilacki mehanizmi fagocita (primer je izazivac tuberkuloze, Mycobacterium tuberculosis). Ne-
ke, pak, inhibiraju stvaranje ubilackih molekula (npr. reaktivnih oblika kiseonika i azota) unutar
fagolizozoma. Veé pomenuta intracelularna bakterija, Listeria monocytogenes, produkuje protein listerio-
lizin koji joj omogucéava da napusti fagolizozom i prede u citoplazmu i na taj nacin izbegne ubijanje.

Ostecenja usled imunskog odgovora na intracelularne bakterije

Imunski odgovor na intracelularne bakterije i aktivacija makrofaga mogu da dovedu i do ostecenja tkiva
domacdina. To moZze da se desi prilikom granulomatoznog zapaljenja koje prati neke infekcije intracelular-
nim bakterijama (npr. M. tuberculosis). Naime, zbog svoje sposobnosti da izbegnu ubijanje unutar fagocita,
intracelularne bakterije ¢esto opstaju u organizmu duze vreme (nekad godinama), $to je ¢esto praceno du-
gotrajnom (hroniénom) prezentacijom antigena i nakupljanjem aktiviranih T-limfocta i makrofaga koji po-
kuSavaju da ogranice infekciju i eliminiSu bakterije. Kao posledica toga, dolazi do formiranja granulomatoznog
zapaljenja koje se histoloski manifestuje kao granulom, odnosno nakupina aktiviranih limfocita (prevashod-
no Th1l subpopulacije) i makrofaga oko mikroorganizama, sa nekrozom i fibrozom koja ostecuje tkivo i mo-
Ze da dovede do razli¢litih funkcionalnih ispada organa u kojem se patoloski proces desava.

25



Nedelja IX Imunoaglutinacija i imunoprecipitacija

ANTIGEN-ANTITELO REAKCUE

Osnovne karakteristike antigen-antitelo reakcija
Imunoaglutinacija
Imunoprecipitacija

Antigen-antitelo reakcije predstavljaju reakcije izmedu odredenih antigena i odgovarajucih specifi¢nih
antitela koje se odvijaju u laboratorijskim uslovima (in vitro). Ove reakcije ¢ine osnovu imunoloskih testova,
odnosno metoda (engl. immunoassay) koje se koriste za odredivanje prisustva razlicitih antigena ili an-
titela u nekom uzorku. Posto antitela mogu sa visokom specificnos¢u da se vezu za mnoge antigene, bilo
da poti¢u od mikroorganizama ili su produkti imunskih i drugih ¢elija u organizmu (citokini, hormoniidr.),
ove metode imaju veoma Siroku primenu u laboratorijskoj dijagnostici u raznim oblastima medicine (bio-
hemiji, imunologiji, mikrobiologiji, endokrinologiji, hematologiji itd.), a takode se mnogo koriste i u
istraZzivackom radu. Antigen-antitelo reakcije se ponekad nazivaju i seroloSke reakcije, s obzirom da je
serum vrlo ¢esto jedna od komponenti reakcije.

Antigen-antitelo reakcije se mogu zamisliti kao jednacina sa jednom nepoznatom: na osnovu poznate
komponente (antigena ili antitela) i rezultata reakcije odreduje se prisustvo i koli¢ina nepoznate kompo-
nente (antigena ili antitela). U slucaju kada je cilj da se u uzorku detektuju odredena antitela (npr. da se
odredi klasa nekog specifi¢nog antitela), ¢esto je neophodno da se u reakciju uvede jos jedno antitelo kao
reagens. Radi se o antitelima koja su specifi¢na za odredene epitope u konstantnom delu teskog lanca
imunoglobulina (npr. y lanca u slu¢aju detekcije 1gG) i takva antitela se nazivaju anti-imunoglobulinska an-
titela ili anti-antitela, jer se radi o antitelima koja su specificna za druga antitela. Ova antitela se obi¢no do-
bijaju kada se eksperimentalne Zivotinje imunizuju imunoglobulinima druge vrste (najéesée ¢oveka) i ona
se ponekad nazivaju i sekundarna antitela, s obzirom da se antitelo koje se direktno vezuje za antigen,
¢esto naziva primarno antitelo.

Bez obzira na to koji se reagensi koriste, da bi rezultat reakcije bio vidiljiv odnosno merljiv, neophodno
je da se nastali antigen-antitelo kompleks (tzv. imunski kompleks) na neki nacin detektuje. To se obi¢no
postiZze na dva nacina:

1) ili dolazi do povezivanja ogromnog broja molekula antigena i antitela u velike komplekse koji se lako de-
tektuju, golim okom ili fotometrijski (taj proces zavisi od osobina antigena, kao Sto su broj epitopa,
veli¢ina i rastvorljivost, odnosno osobina antitela, npr. broja vezujuéih mesta za antigen);

2) ili se za neki od reagenasa (najcesce antitelo) veZe odredeni obeleZivac, tj. marker (npr. fluorescentna
boja) koji po odvijanju reakcije moZe da se detektuje golim okom ili odgovarajuc¢im aparatom, bez obzira
na veli¢inu nastalog kompleksa.

Svi testovi zasnovani na antigen-antitelo reakcijama mogu da budu kvalitativni, semi-kvantitativni ili
kvantitativni. Kod kvalitativnih testova, rezultat se izdaje kao pozitivan ili negativan. Kod semi-kvantita-
tivnih testova pozitivan rezultat izdaje se gradirano, npr. kao granicni, slabo pozitivan, umereno pozitivan
ili jako pozitivan (Cesto se koriste simboli , +, ++, +++ ili @ za negativan rezultat) ili kao titar antitela (videti
kasnije). Kod kvantitativnih testova pozitivan rezultat izdaje se najcesce kao koli¢ina u jedinici zapremine
tj. koncentracija. Jedinice mogu da budu razli¢ite, npr. ug/ml, nM/l i sl. Nekada se rezultat izdaje kao broj
internacionalnih jedinica (lJ, IU) u jedinici zapremine (ml, L). Rezultat kvantitativne reakcije dobija se
poredenjem sa standardima, tj. rastvorima koji sadrze ispitivanu supstancu u poznatim koncentracijama.
Obicno se koristi niz rastvora rastucih koncentracija standarda na osnovu kojih se formira standardna ili
kalibraciona kriva pomocu koje se potom odreduje koncentracija ispitivane supstance u uzorku.

Kada se odreduje ukupna koli¢ina pojedinih klasa imunoglobulina u serumu (IgG, IgM ili dr.), nezavisno
od njihove specifi¢nosti, ta kolicina se iskazuje kao koncentracija (npr. to se radi u slu¢aju sumnje na defi-
cijenciju humoralne imunosti). Nasuprot tome, u slucaju kada se meri koli¢ina antitela specifi¢nih za jedan
odredeni antigen (npr. koli¢ina antitela specificnih za antigen nekog mikroorganizama prilikom dijagnos-
tike infekcije), najéesée nije moguce da se precizno odredi koncentracija (mali broj specifi¢nih antitela u
odnosu na ukupnu koli¢inu antitela u uzorku). Zbog toga se koli¢ina specificnih antitela iskazuje kao titar.
Za odredivanje titra neophodno je da se napravi niz serijskih razblaZzenja uzorka. Naj¢esée se koristi
dvostruko rastuce razblazenje (npr. 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 itd.). Sa svakim od tih razblazenja obavlja se reak-
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cija sa standardnom (dogovorenom, propisanom) koli¢inom specificnog antigena i odreduje rezultat (poz-
itivan ili negativan). Titar predstavlja recipro¢nu vrednost najveceg razblazenja uzorka koji daje pozitivnu
reakciju. Na primer, ako je pozitivna reakcija dobijena sa razblaZzenjem 1/200, a negativna sa razblazenjem
1/400, onda titar iznosi 200. U praksi se rezultati ¢esto izdaju i kao najvece razblaZenje koje daje pozitivhu
reakciju (npr. 1/8, 1/200 i sl.). Prilikom sumnje na odredenu infektivnu bolest, ¢esto se od istog pacijenta
uzmu dva uzorka u dva razli¢ita vremenska trenutka (npr. u razmaku od dve nedelje) i ispituje da li postoji
promena u koli¢ini produkovanih antitela specificnih za mikroorganizam koji izaziva tu bolest, pri ¢emu se
Cetvorostruka i veca promena titra antitela izmedu dva ispitivana uzorka smatra znacajnim.

Pri izvodenju antigen-antitelo reakcija neophodno je koristiti i negativne i pozitivnhe kontrole. Negativna
kontrola ne sadrzi ispitivanu supstancu, ali osim toga savrSeno imitira uzorak, dok pozitivna kontrola sigur-
no sadrzi ispitivanu supstancu. Da bi se test smatrao pravilno izvedenim i rezultat bio pouzdan, negativna
kontrola mora da bude jasno negativna a pozitivna jasno pozitivna. Pouzdanost rezultata svakog testa za-
snovanog na antigen-antitelo reakcijama moze da se iskaze kroz njegovu osetljivost i specificnost. Ukratko,
osetljivost (senzitivnost) predstavlja udeo ispitanika koji su stvarno identifikovani kao pozitivni i ukazuje
na to koliko je u ispitivanoj populaciji lazno negativnih (npr. u testu ¢ija je osetljivost 97%, moZe se ocekivati
3% lazno negativnih), dok specificnost predstavlja udeo zdravih ispitanika koji su stvarno identifikovani
kao negativni i odslikava koliko je lazno pozitivnih (npr. u testu ¢ija je specificnost 95%, moZe se ocekivati
5% lazno pozitivnih) (Za detaljnije objasnjenje ovih statistickih mera konsultovati odgovarajuce knjige iz sta-
tistike). U veéini savremenih testova baziranih na principu antigen-antitelo reakcije, koriste se monoklon-
ska antitela zbog Cega ti testovi po pravilu imaju visoku specificnost i osetljivost i daju pouzdane rezultate.

Na kraju treba naglasti da je potrebno da se u laboratoriju, uz uzorak, posalju i sve relevantne informa-
cije o pacijentu, a sa druge strane, laboratorija, uz rezultate analize koje izdaje, mora da priloZi referentne
vrednosti i navede metodu kojom je ispitivanje radeno. Za pravilno tumacenje rezultata testa nepohodna
je dvosmerna komunikacija izmedu lekara koji traZi da se uradi analiza i lekara laboratorije u kojoj se
obavlja analiza. Rezultati dve analize su uporedivi samo ukoliko su uradeni istom metodom i sa istim
reagensima.

U daljem tekstu bice opisani osnovni principi naj¢esce koriséenih testova baziranih na antigen-antitelo
reakcijama, sa nekim primerima njihove primene u svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Imunoaglutinacija

Imunoaglutinacija (aglutinacija) je laboratorijski dijagnosticki test koji je baziran na reakciji izmedu
odredenog antigena i odgovarajucih specifi¢nih antitela, pri ¢emu je antigen nerastvorljiv, odnosno pred-
stavlja sastavni deo velike nerastvorljive Cestice (npr. eritrocita, bakterije ili inertne Cestice). U reakciji
dolazi do medusobnog povezivanja (zgomilavanja) velikog broja molekula antitela i antigena u velike i raz-
granate imunske komplekse i kao rezultat nastaje aglutinat koji se moZe detektovati golim okom (ili even-
tualno lupom). U slucaju kada se aglutinisu eritrociti, reakcija se naziva hemaglutinacija. Od svih klasa
antitela, IgM antitela imaju najizraZeniji kapacitet da aglutiniraju antigene, s obzirom da su pentameriida
imaju 10 vezujuéih mesta za antigen. Pored klase antitela, na efikasnost aglutinacije utice i koli¢ina anti-
gena i antitela u reakciji. Optimalno stvaranje aglutinata javlja se kada je odnos antigena i antitela priblizno
jednak (u tzv. zoni ekvivalencije). Ako su antitelo ili antigen u velikom visku, reakcija izmedu antigena i an-
titela ¢e se odigrati, ali ne¢e dodi do izukrStanog povezivanja Cestica antigena i antitela u vidljiv aglutinat
zbog Cega je reakcija lazno negativna (Slika 1). Odsustvo aglutinacije usled izrazitog viska antitela tradi-
cionalno se naziva fenomenom prozone. Ovaj problem se moZe prevaziéi razblazivanjem ispitivanog
seruma, ¢ime se smanjuje koli¢ina antitela u reakciji i postiZe zona ekvivalencije izmedu antigena i antitela.

Imunoaglutinacija moZe da bude direktna i indirektna (indirektna se ponekad naziva i pasivna). U di-
rektnoj imunoaglutinaciji, antigen (antigenska determinanta) je sastavni deo velike cestice (npr. molekul
na povrsini bakterije) koja biva aglutinisana direktno od strane antitela, dok je kod indirektne imunoagluti-
nacije antigen solubilni molekul koji je pasivhom adsorpcijom ili hemijskim putem vezan za povrsinu ve-
like, nesolubilne Cestice (eritrocita ili inertnih Cestica napravljenih najcesc¢e od polistirena) koja postaje
pasivni nosac datog antigena.
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FENOMEN PROZONE

Slika 1. Shematski prikaz reakcije imunoaglutinacije i mogucih ishoda reakcije

Metodi imunoaglutinacije su po pravilu kvalitativni testovi (rezultat se izdaje kao pozitivan ili negati-
van) mada mogu da budu i semi-kvantitativni (npr. titar u slucaju kada se detektuju antitela). Oni se obicno
izvode na staklenoj plocici ili u epruveti, kratko traju (do 10 minuta), jeftini su i jednostavni za izvodenije i
zadovoljavajuce su reproducibilnosti, specificnosti i osetljivosti. Stoga imunoaglutinacija ima znacajnu pri-
menu u laboratorijskoj dijagnostici u medicini.

Jedno od najvaznijih primena direktne imunoagulutinacije je za odredivanje krvnih grupa. Pored toga,
imunoaglutinacija (i direktna i indirektna) se redovno koristi u mikrobiologiji za dijagnozu mnogih infek-
tivnih bolesti, na osnovu detekcije prisustva specificnih antitela ili antigena izazivaca u uzorku pacijenta
(serumu ili ponekad likvoru). Indirektna imunoaglutinacija se koristi i za detekciju razlic¢itih autoantitela
koja se javljaju u sklopu mnogih autoimunskih bolesti. Tipi¢an primer je reumatoidni faktor (RF) koji pred-
stavlja autoantitelo koje je specificno za drugo antitelo (tipicno se radi o IgM specificnom za Fc fragment
IgG). RF se javlja u serumu ljudi obolelih od reumatoidnog artritisa i nekih drugih reumatskih bolesti i nje-
govo odredivanje ima znacaj u dijagnozi i/ili prognozi tih bolesti.

Poseban vid imunoaglutinacije predstavlja antiglobulinski ili Kumbsov test (engl. Coombs). On sluZi za
detekciju anti-eritrocitnih antitela koja, iako se vezuju za eritrocite, ne dovode do njihove aglutinacije.
Ovakva antitela se javljaju u razli¢itim bolestima kao sto su, npr. hemolizne anemije (autoimunske ili one
izazvane lekovima) ili hemoliticka bolest novorodenceta koja moZe da nastane usled transplacentarnog
prolaska majcinih anti-RhD IgG antitela senzibilisane Rh negativne majke u krvotok ploda koji je Rh poziti-
van (danas se obi¢no senzibilizacija majke sprecava odgovarajuc¢om terapijom). Postoje dva tipa antiglob-
ulinskog testa, direktan i indirektan. U direkthom Kumbsovom testu, ispituje se da li su eritrociti pacijenta
(npr. onog koji ima hemoliznu anemiju) ve¢ obloZeni subaglutiniSuéom koli¢inom anti-eritrocitnih antitela
i obavlja se tako Sto se u uzorak pacijenta doda antitelo specificno za humane imunoglobuline (anti-
imunoglobulinsko antitelo) koje dovodi do aglutinacije eritrocita. Indirektan Kumbsov test sluZi za detek-
ciju postojanja anti-eritrocitnih antitela u serumu ispitivane osobe (npr. anti-Rh antitela u serumu Rh
negativne majke) i obavlja se u dve faze. U prvoj se serum pacijenta inkubira sa humanim eritrocitima
(komercijalno dostupnim), a onda se u drugoj fazi dodaje anti-imunoglobulinsko antitelo koje dovodi do
aglutinacije dodatih eritrocita.
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Imunoprecipitacija

Imunoprecipitacija je laboratorijski dijagnosticki test zasnovan na reakciji precipitacije (taloZenja) solu-
bilnog antigena pomocu odgovarajucih specifi¢nih antitela usled formiranja velikih imunskih kompleksa.
Rezultat reakcije je precipitat (talog) i do njegovog formiranja dolazi samo ukoliko se ostvari optimalan
(priblizno jednak) odnos koncentracija antigena i antitela (ako su u zoni ekvivalencije). Tako nastali talog
se lako vizuelno detektuje (najcesce golim okom). U slucaju kada su antigen ili antitelo u velikom visku, reak-
cija se odigrava, ali se stvaraju mali solubilni kompleksi (tzv. mikroprecipitati) koji ostaju u rastvoru i ne izd-
vajaju se u vidu vidljivog taloga. Ipak i tako nastali kompleksi se mogu detektovati pomodéu odgovarajucih
aparata, kao Sto je nefelometar (videti kasnije).

U zavisnosti od sredine u kojoj se precipitacija obavlja, postoje dve osnovne grupe metoda: metode
imunoprecipitacije u teénom medijumu i metode imunoprecipitacije u poluévrstom medijumu tj. gelu
(napravljenog od agara, agaroze, poliakrilamida itd.). Obe grupe metoda se baziraju na difuziji solubilnog
antigena i/ili antitela u odgovaraju¢em medijumu, pri éemu je difuzija u gelu znatno sporija. Naime, dok se
precipitat u te€noj sredini formira relativno brzo (¢esto u roku od desetak minuta), do formiranja precip-
itata u gelu potrebno je znatno duze vreme (nekad i do 72 casa). Stoga se pri upotrebi gela ponekad ko-
risti elektri¢na struja sa ciljem da se ubrza formiranje precipitata (tzv. metoda elektroimunodifuzije). Sa
druge strane, talog u tecnoj sredini je naj¢eS¢e nedetektabilan golim okom, dok se u gelu, na mestu ekvi-
valentnog odnosa koncentracija antigena i antitela, javlja precipitat u vidu precipitacijske linije koja je
jasno vidljiva golim okom i stabilna duZi vremenski period.

Imunoprecipitacija se najéesée koristi kao kvantitativan test za odredivanje koli¢ine antigenaili antitela
u tecnim uzorcima, serumu, plazmi ili nekom drugom (npr. likvoru). Njena prevashodna primena je za
odredivanje koli¢ine pojedinih klasa imunoglobulina u krvi $to predstavlja vaznu dijagnosticku proceduru
u klinickoj imunologiji, s obzirom da je koncentracija imunoglobulina ¢esto izmenjenja u pojedinim boles-
tima, npr. imunodeficijencijama, kao $to je hipogamaglobulinemija. Imunoprecipitacija se koristi i za kvan-
tifikovanje ostalih proteina plazme (npr. razli¢itih komponenti komplementa, C-reaktivnog proteina itd.),
a ponekad se korisiti i kao kvalitativan ili semi-kvantitativan test za detekciju prisustva odredenih antigena,
odnosno specificnih antitela u uzorku.

Kvantitativne metode imunoprecipitacije

Za merenje koli¢ine imunoglobulina i drugih proteina u serumu i drugim bioloskim te¢nostima, najéesée
se koriste nefelometrija koja se odvija u u tecnom medijumu i radijalna imunodifuzija koja se obavlja u gelu.

Nefelometrija predstavlja savremenu kvantitativhu metodu imunoprecipitacije u teCcnom medijumu
koja se koristi za brzo i precizno merenje koncentracije mnogih proteina u uzorku (npr. klasa imunoglob-
ulina, komponenti sistema komplementa, C-reaktivnog proteina itd.). Bazira se na principu detekcije
zamucdenosti nastale usled stvaranja mikroprecipitata antigen-antitelo kompleksa u rastvoru na osnovu
rasipanja upadnog zraka svetlosti iz lasera koris¢éenjem aparata koji se zove nefelometar. Koncentracija
ispitivanog proteina se odreduje poredenjem dobijenih vrednosti sa odgovaraju¢im vrednostima dobi-
jenim sa uzorcima poznate koncentracije, tj. standardima. Nefelometrija je relativno skupa metoda (pored
aparata skupi su i reagensi), ali je to veoma osetljiva tehnika, koja se zbog svoje preciznosti i pouzdanosti
danas redovno koristi u klinickoj praksi.

Radijalna imunodifuzija (RID test) je kvantitativna metoda koja se bazira na difuziji solubilnog anti-
gena kroz gel u kome se nalazi ravnomerno rasporedeno antitelo (s obzirom da difunduje samo antigen ova
tehnika se ponekad zove i jednostruka radijalna imunodifuzija). Na mestu ostvarivanja ekvivalentnog
odnosa njihovih koncentracija formira se nerastvorni precipitat u vidu kruga. Kad se formira kruzna linija
precipitata, postoji direktna proporcija izmedu precnika kruga i koli¢ine unetog antigena sto je iskoriS¢eno
za odredivanje nepoznate koncentracije antigena u ispitivanom uzorku poredenjem sa standardima. RID
test se koristi za merenje koncentracije velikog broja proteina plazme (npr. 1gG, I1gM, IgA, C3, C4 itd.). U
odnosu na nefelometriju, ova tehnika je manje osetljiva i pouzdana, te zbog ograni¢ene osetljivosti, RID
testom ne mozZe da se odreduje koli¢ina proteina Cija je koncentarcija niska u krvi (npr. IgE). Ipak cena
izvodenja RID testa je znatno manja, te se ova tehnika obi¢no koristi u manjim dijagnostickim laboratori-
jama koje imaju ogranicen broj uzoraka, a ne poseduju nefelometar.
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Kvalitativne metode imunoprecipitacije

Za kvalitativno odredivanje prisustva nekog antigena ili odgovarajuceg specificnog antitela u uzorku
Cesto se koristi dvostruka imunodifuzija u gelu. Ovaj test se bazira na migraciji i solubilnog antigena i an-
titela kroz gel (odatle mu potice ime dvostruka), pri cemu na mestu gde se ostvari zona ekvivalencije dolazi
do pojave precipitacijske linije koja ukazuje na prisustvo ispitivanog antigena (ili antitela) u uzorku i rezul-
tat se izdaje kao pozitivan. U slucaju kada u uzorku nema ispitivanog antigena/antitela, izostace pojava
linije, a rezultat se izdaje kao negativan. lako se radi o kvalitativhom testu, pod odredenim uslovima moze
da bude i semi-kvantitativan. Ova relativno pouzdana i jeftina tehnika nekada je imala mnogo veéu pri-
menu, ali se i danas Cesto koristi i to najce$¢e za odredivanje prisustva pojedinih autoantitela u serumu
pacijenata sa razli¢itim reumatskim bolestima.
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Predavanje:

Ishod:

Vezba:

Ishod:

Nedelja X

Odbrana od virusnih, gljivicnih i parazitskih infekcija

Antigen-antitelo reakcije (Il deo)

Osnovni mehanizmi odbrane protiv virusnih, gljivicnih i parazitskih infekcija.

Izbegavanje mehanizama odbrane od strane virusa i parazita.

1.

Studenti znaju/razumeju:

da objasne koji su mehanizmi imunskog odgovora angaZovani u borbi protiv virusnih in-
fekcija.

. da objasne koji su mehanizmi imunskog odgovora angaZovani u borbi protiv parazit-

skih infekcija.

. da objasne koji su mehanizmi imunskog odgovora angazovani u borbi protiv gljivicnih

infekcija.
kako imunski odgovor na viruse, parazite i gljivice moze da dovede do osStecenja tkiva.

. da navedu primere na koji nacin virusi, paraziti i gljivice izbegavaju imunski odgovor.

Osnovne karakteristike antigen-antitelo reakcija sa obeleZzenim reagensima.

Enzimski imunotest (EIA), radio-imunotest (RIA), imunofluorescencija,
imunohromatografski testovi i njihova prakti¢na primena.

=

2
3.
4

Studenti znaju/razumeju:

princip EIA testa i njegovu prakti¢nu primenu.

. princip RIA testa i njegovu prakticnu primenu.

princip imunofluorescencije i protoc¢ne citofluorimetrije.

. princip imunohromatografskih testova

Pitanja za ulazne testove

uhwnNeE

Imunoprecipitacija (dijagnosticka primena i principi izvodenja).
Imunoaglutinacija (dijagnosti¢ka primena i principi izvodenja).
Enzimski imunotest (dijagnosti¢ka primena i principi izvodenja).
RIA (dijagnostic¢ka primena i principi izvodenja).
Imunofluorescencija (dijagnosticka primena i principi izvodenja).
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ODBRANA OD INFEKCUA
(Mehanizmi odbrane od virusnih, gljivinih i parazitskih infekcija)

Mehanizmi odbrane od virusnih infekcija

Urodena imunost na viruse

Stec¢ena imunost na viruse

Mehanizmi kojim virusi izbegavaju imunski odgovor

Ostecenja usled imunskog odgovora na viruse
Mehanizmi odbrane od gljivicnih infekcija

Urodena imunost na gljive

Stec¢ena imunost na gljive

Mehanizmi kojim gljive izbegavaju imunski odgovor

Ostecenja usled imunskog odgovora na gljive
Mehanizmi odbrane od parazitskih infekcija

Urodena imunost na parazite

Stecena imunost na parazite

Mehanizmi kojim paraziti izbegavaju imunski odgovor

Ostecenja usled imunskog odgovora na parazite

MEHANIZMI ODBRANE OD VIRUSNIH INFEKCUA

Virusi su infektivni agensi jedinstveni po svojim bioloskim osobinama, sto je uslovilo da imunski sistem to-
kom evolucije razvije posebne mehanizme za odbranu od njih (Tabela 2). Virusi su striktni intracelularni pa-
raziti, tj. mogu da se replikuju iskljucivo u Zivoj ¢eliji domacina koga inficiraju. Njihova grada je veoma
jednostavna (na subcelularnom je nivou) i sastoji se od nukleinske kiseline (DNK ili RNK), proteina i eventual-
no omotaca koji vodi poreklo od membrana ¢elije u kojoj su se replikovali. U éeliju po pravilu prodiru veziva-
njem za odredeni receptor na njenoj povrsini, tako da u zavisnosti od distribucije tog receptora na éelijama,
mogu da budu specificni samo za odredeni tip Celija ili da inficiraju mnoge razliCite c¢elije u organizmu. Mada
mnogi virusi indukuju akutne infekcije ograni¢enog vremenskog trajanja koje se zavrsavaju potpunim uklan-
janjem virusa iz organizma, neki mogu da izbegnu eliminaciju od strane imunskog sistema domacdina i ostanu
duZi period u organizmu (nekad i doZivotno), uzrokujuci dugotrajne infekcije hroni¢nog toka (tzv. perzistent-
ne infekcije). U virusnim infekcijama, do osteéenja tkiva i bolesti obi¢no dolazi usled promena koje izaziva vi-
rus tokom replikacije u éelijama, ali i kao rezultat imunskog odgovora domacina na virus koji je izazvao infekciju.

Urodena imunost na viruse

U urodenoj imunosti na viruse najvazniju ulogu imaju interferoni tip | i urodenoubilacke ¢elije (NK ce-
lije). Interferoni tip | (IFN-a i IFN-B) su citokini koje luce celije inficirane virusom, Ciji je prevashodni zada-
tak da inhibiraju virusnu replikaciju u susednim, neinficiranim ¢elijama i na taj nacin sprece Sirenje virusa
u organizmu. Oni te elije dovode u tzv. ,,antivirusno stanje” aktivacijom odgovarajuéih enzima koji inter-
feriraju sa replikacijom virusa (odatle njihov naziv interferoni) i razgraduju virusnu nukleinsku kiselinu. Po-
red toga, interferoni deluju i tako $to na povrsini inficiranih celija povec¢avaju ekspresiju MHC molekula |
klase, ¢ime pospesuju njihovo ubijanje od strane CD8* citotoksi¢nih T-limfocita (CTL), a takode mogu da
stimulisu i citotoksi¢nu aktivnost NK celija i razvoj Th1 ¢éelija u organizmu (sve ove Celije imaju vaznu ulo-

gu u odbrani od virusnih infekcija).

NK celije su klju¢ne éelije urodene imunosti u odbrani od virusa (i drugih intracelularnih infektivnih age-
nasa). Na svojoj povrsini NK ¢elije poseduju i aktivacione i inhibitorne receptore i njihova aktivacija je re-
gulisana odnosnom signala koji se prenose preko te dve grupe receptora. Na primer, virusi ¢esto dovode
do smanjenja ekspresije MHC molekula | klase na povrsini inficiranih ¢elija, ¢ime izbegavaju ubijanje od
strane CTL. Takve ¢elije prepoznaju NK Celije, aktiviraju se (posSto nisu angaZovani inhibitorni receptori koji
prepoznaju MHC molekule | klase) i ubijaju inficirane ¢elije indukcijom apoptoze koristeci u osnovi iste
mehanizme kao i CTL. Dakle, zadatak NK celija je da drze virusnu infekciju pod kontrolom dok se ne stvo-
re efektorski CTL. Takode, NK celije eliminisu Celije inficirane virusom koje su ,nevidljive” za CTL, jer ne is-
kazuju MHC molekule | klase na svojoj povrsini.
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Stecena imunost na viruse

Stecena imunost na viruse obuhvata i humoralne i celularne mehanizme i posredovana je antitelima i
CTL. Antitela blokiraju uspostavljanje i Sirenje infekcije tako Sto deluju na viruse dok se oni nalaze izvan ¢ée-
lije, neposredno po njihovom prodoru u organizam pre ulaska u ¢elije, ili po zavrsenoj replikaciji, kada vi-
rusi napustaju celiju da bi inficirali druge, susedne ili udaljene éelije. Svoju protektivnu funkciju antitela
obavljaju prevashodno tako sto neutraliSu infektivnost virusa, vezivanjem za antigene njihovog kapsida ili
omotaca i na taj nacin ih sprecavaju da inficiraju ¢elije. U osnovi protektivnog imuniteta koji ostaje nakon
vecine prelezanih virusnih (i drugih) infekcija je produkcija visokoafinitetnih neutraliSucih antitela (najce-
S¢e 1gG i IgA) od strane dugozivedih plazma éelija i memorijskih B-limfocita. Vecina efikasnih virusnih vak-
cina zasniva se na indukciji neutralisSuéih antitela. Pored neutralizacije, antitela doprinose odbrani od virusa
procesom opsonizacije, aktivacijom komplementa klasicnim putem, odnosno NK ¢éelijama posredovanom
¢elijskom citotoksi¢noscu zavisnoj od antitela (engl. antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC).

Dakle, humoralna imunost i antitela mogu da sprece infekciju ili da zastite od ponovne infekcije istim
virusom, ali ne mogu da dovedu do eradikacije ve¢ uspostavljene infekcije, s obzirom da je virus unutar ée-
lije nedostupan antitelima. Eliminacija virusa koji se nalaze u celiji je moguca samo aktivno$éu CTL. Glav-
na fizioloSka uloga CTL je da prepoznaju Celije inficirane virusom (ili nekim drugim intracelularnim
patogenom) i ubiju ih eliminiSudi tako i virus iz organizma. CTL na inficiranoj ¢eliji prepoznaju virusne pep-
tide u okviru MHC molekula | klase (veéina CTL su CD8*), a potom indukuju apoptozu celije posredstvom
perforina i granzima, odnosno FasL-Fas interakcije. CTL mogu i direktno da deluju na virus unutar celije ak-
tivacijom nukleaza koje razlazu virusni genom. Znacaj citotoksi¢énog odgovora u odbrani od virusa ilustro-
van je Cinjenicom da se na vrhuncu imunskog odgovora u nekim virusnim infekcijama broj CD8* T-¢elija
specificnih za taj virus poveca i do 100.000 puta.

Mehanizmi kojim virusi izbegavaju imunski odgovor

Virusi su kroz evoluciju razvili ¢itav niz mehanizama kojim mogu da sprece ili izbegnu imunski odgovor
domacina. Jedan od njih su antigenske varijacije, nastale usled tackastih mutacija u genomu virusa ili re-
asortimana genskih segmenata kod RNK virusa sa segmentiranim genomom. Usled toga dolazi do stvara-
nja antigenski razli¢itih sojeva virusa koji su otporni na imunost uspostavljenu prethodnom infekcijom.
Tipi¢an primer predstavlja virus influence, ali i mnogi drugi virusi imaju sposobnost da antigenski variraju
(npr. HIV). Slicno tome, mnogi virusi imaju veliki broj antigenski razlicitih tipova (npr. rinovirusi) ¢ime je
omogucen veliki broj ponovljenih infekcija istim virusom (ali razli¢itim tipom). Neki virusi, npr. Herpesvi-
rusi, stvaraju proteine koji inhibiraju transkripciju, transport ili stabilnu ekspresiju MHC molekula | klase
na povrsini inficirane éelije i na taj nacin izbegavaju citotoksi¢ni T-Celijski odgovor. Pojedini virusi (npr.
EBV), produkuju proteine koji su sli¢ni citokinima ili receptorima za citokine koji se nalaze na nasim éelijama
(zbog ¢ega su nazvani ,virokini“ odnosno ,viroreceptori“). Kroz kompeticiju sa citokinima, ti proteini mo-
gu da inhibiraju ¢elije imunskog sistema i promoviSu perzistenciju virusa u organizmu. Neki virusi, kao HIV,
direktno inficiraju imunske celije i time kompromituju imunski odgovor na njih, a neki to rade kroz inhibi-
ciju apoptoze. Poseban oblik izbegavanja imunskog odgovora predstavlja uspostavljanje latencije. Naime,
neki virusi ostaju u celiji u vidu ekstrahromozomske cirkularne DNK (npr. HSV) ili ugrade svoju DNK u ge-
nom inficirane éelije (npr. provirus kod HIV-a) i uspostavljaju perzistentne infekcije (¢esto sa periodima ak-
tivacije i latencije koji se smenjuju). lako je aktivacija pracena adekvatnim imunskim odgovorom koji
uspostavlja kontrolu nad virusnom replikacijom, virus u latentnom stanju je nedostupan imunskom siste-
mu domacina ¢ime je onemoguceno njegovo trajno uklanjanje iz organizma.

Ostecenja usled imunskog odgovora na viruse

Mehanizmi kojim se organizam brani od virusa mogu da uzrokuju i oSte¢enja domacina. Tipi¢an primer
je imunski odgovor na infekciju hepatitis B virusom. Jak i efikasan imunski odgovor obi¢no dovodi do izra-
Zenijih klinickih manifestacija (Zutice) sa akutnim tokom bolesti koji se najéesc¢e zavrsava eliminacijom viru-
sa iz organizma. Sa druge strane, u hroniénom hepatitisu bolesnici obi¢no nemaiju klinicki manifestnu bolest,
ali ni ne uspostavljaju adekvatan imunski odgovor. Stoga su oni hroni¢ni nosioci virusa, koji se u njihovim he-
patocitima konstantno replikuje, infektivni su i mogu da prenesu bolest na zdrave osobe. Takode, kod bo-
lesnika sa hepatitisom moZe da dode i do formiranja cirkuliSuc¢ih imunskih kompleksa izmedu virusnih
antigena i specifi¢nih antitela koji se potom taloze u krvnim sudovima i dovode do sistemskih vaskulitisa i
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drugih poremecaja. Pored toga, virusi se dovode u vezu sa nastankom pojedinih autoimunskih bolesti. Sma-
tra se da slicnost (molekularna mimikrija) izmedu pojedinih virusnih antigena i nasih sopstvenih antigena
u razli¢itim éelijama, moze da pokrene autoimunski odgovor i dovede do ostecenja tih ¢éelija, odnosno tki-
va. lako se razni virusi dovode u vezu sa mnogim bolestima posredovanim imunskim mehanizmima (npr. di-
jabetesom ili mutiplom sklerozom), direktna veza izmedu njih do danas nije nedvosmisleno dokazana.

Tabela 2: Odbrana od virusnih i gljivicnih infekcija: najvazniji mehanizmi, nacini njihovog izbegavanja i
ostecenja do kojih mogu da dovedu

Virusi Gljive
Interferoni tip | Fagocitoza
Mehanizmi (,antivirusno stanje”) (narocito neutrofili)
urodene imunost | NK celije Komplement
(ubijanje inficiranih ¢elija) (alternativni i lektinski put)
Antitela Pomocnicke CD4* T-Celije (Th1)
(neutralizacija, opsonizacija, ADCC) (stimulacija makrofaga)
Mehanizmi A T g . . A T g
. Pomocnicke CD4* T-Celije (Th1) (stimulacija B- |Pomo¢ni¢ke CD4* T-Celije (Th17)
stecene e . - )
) : celijai CTL) (stimulacija neutrofila)
imunosti L _ -
Citotoksi¢ni CD8* T-limfociti
(ubijanje inficiranih ¢elija)
Antigenska varijabilnost Polisaharidna kapsula
Mehanizmi Inhibicija ekspresije MHC molekula Prelazak u citoplazmu
izbegavanja Virokini i viroreceptori Antigenska varijabilnost
odbrane Inhibicija apoptoze
Latencija
Ubijanje inficiranih ¢elija Granulomi
Ostecenja usled . . .
. Cirkulisuc¢i imunski kompleksi
imunskog odgovora
Autoimunost (molekulska mimikrija)

ADCC - ¢elijska citotoksic¢nost zavisna od antitela; CTL - citotoksi¢ni T-limfocit

MEHANIZMI ODBRANE OD GUIVICNIH INFEKCIJA

Gljive Zive kao saprofiti u prirodi, dok neke od njih naseljavaju tkiva ¢oveka i mogu da izazovu bolesti
(mikoze) koje mogu da budu lokalne i sistemske. Morfoloski se dele na kvasnice i plesni (pojedine gljive
mogu da imaju obe forme) i najéesce su ekstracelularni patogeni, mada neke mogu da prezivljavaju u fa-
gocitima. Generalno, mehanizmi odbrane od gljiva su efikasni (Tabela 2), tako da gljive obi¢no izazivaju in-
fekcije kod osoba sa oslabljenim imunskim sistemom (tzv., oportunisticke infekcije), mada ponekad mogu
daizazovu bolest i kod imunokompetentnih ljudi (najéesce infekcije koZe i sluzokoze). Vecina gljiva su ubi-
kvitarne (svuda prisutne), dok se neke javljaju endemski u odredenim regijama u svetu.

Urodena imunost na gljive

Fagociti su kljucne Celije urodene imunosti u odbrani od gljiva. Oni svojim receptorima prepoznaju mno-
ge strukture na povrsini gljiva (npr. polimere glukoze i manoze) i uspesno ih fagocituju i ubijaju. Narocito ne-
utrofili imaju vaznu ulogu u tome i osobe sa neutropenijom (smanjenim brojem neutrofila u krvi) su veoma
osetljive na infekcije izavane gljivama. Pored fagocitoze, neutrofili (i makrofagi) mogu direktno da ubijaju
gljive, oslobadanjem mikrobicidnih susptanci (npr. reaktivnih oblika kiseonika). | sistem komplementa mo-
Ze da doprinese odbrani, s obzirom da mnoge gljive aktiviraju alternativni i lektinski put komplementa.

Stecena imunost na gljive

Celularna imunost, posredovana CD4* T-Celijama, je glavni mehanizam ste¢ene imunosti u gljivicnim in-
fekcijama. Citokini CD4* T-Celija su vaZni za odrZavanje optimalnog imunskog odgovora na gljive i glavnu ulo-
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gu u tome imaju IFN-y (koga produkuju Th1l celije) koji stimulise makrofage i IL-17 (produkt Th17 subpopu-
lacije), koji je mocan aktivator neutrofila. U odbrani od nekih gljiva (npr. Cryptococcus neoformans) i CD8* T-
¢elije mogu da imaju znacdajnu ulogu. Mada gljive obi¢no indukuju humoralni odgovor, u vecini infekcija nije
jasno da li antitela imaju protektivnu ulogu (izuzetak je infekcija izazvana Pneumocystis jirovecii).

Mehanizmi kojim gljive izbegavaju imunski odgovor i oStecenja usled imunskog odgovora na gljive

Pojedine gljive (npr. C. neoformans) imaju kapsulu koja deluje antifagocitno ili inhibiraju fagocite tako sto
modifikuju produkciju nekih citokina. Neke gljive imaju sposobnost da u fagocitima predu u filamentozne
forme koje napuste fagolizozome i ulaze u citoplazmu. P. jirovecii poseduje genetski mehanizam kojim me-
nja strukturu svojih antigena na povrsini, ¢ime je omoguceno da inficira istog domacina vise puta.

Kod nekih gljivicnih infekcija imunski odgovor je taj koji dovodi do ostecenja tkiva. Na primer, u nekim
infekcijama izazvanim intracelularnim gljivama (npr. histoplazmozi), razvija se granulomatozno zapalje-
nje koje dovodi do formiranja granuloma i fibroze.

MEHANIZMI ODBRANE OD PARAZITSKIH INFEKCIJA

Paraziti su velika grupa eukariotskih organizama koji su adaptirani da parazitiraju u ili na ¢oveku izazi-
vajuci razli¢ite bolesti (parazitoze). Oni obuhvataju jednocelijske protozoe i visecelijske helminte (crve) i
artropode (koji su najcesée ektoparaziti). Protozoe se javljaju u cisticnom i vegetativnhom obliku i u orga-
nizmu mogu da parazitiraju izvan ili unutar ¢elije. Stoga imunski sistem u borbi protiv njih koristi mehani-
zme odbrane i od ekstracelularnih i od intracelularnih patogena (Tabela 3). Sa druge strane, helminti imaju
sloZzene Zivotne cikluse sa veéim brojem razvojnih oblika koji se razvijaju u vise razli¢itih domacina (neki od
njih parazitiraju u ¢oveku) i oni su esktracelularni agensi koji su cesto mnogostruko veéi od ¢elija domaci-
na Sto je uslovilo da imunski sistem razvije posebne mehanizme za odbranu od njih (Tabela 3). Veéina pa-
razita (i protozoa i helminata) su visoko adaptirani na svog domadina i uspesno izbegavaju (ili ogranicavaju)
odbranu domacina. Zbog toga je imunski odgovor na parazite ¢esto nedovoljno efikasan da ih eliminiSe iz
organizma, uslovljavajuéi da infekcije koje izazivaju imaju hronic¢an tok. Tome doprinosi i ¢injenica da se pa-
raziti naj¢esce prenose bioloskim vektorima (npr. komarcima) ili hranom i vodom, zbog ¢ega su ljudi u en-
demskim krajevima konstantno izloZeni infekciji. Zato nije iznenadujuce da su parazitoze danas najcesce
infektivne bolesti u svetu i procenjuje se da ¢ak oko 30% svetske populacije ima neku parazitsku infekciju.

Tabela 3: Odbrana od parazitskih infekcija: najvazniji mehanizmi, nacini njihovog izbegavanja i
ostecenja do kojih mogu da dovedu

Protozoe

Helminti

Mehanizmi
urodene imunost

Fagocitoza

(mnoge protozoe otporne)
Komplement (alternativan put)
(mnoge protozoe otporne)

Eozinofili - granule

(oSteéenje omotaca helminata)
Komplement (alternativan put)
(vecina helminata otporni)

Antitela
(esktracelularne protozoe)

IgE antitela
(pomoc eozinofilima)

Mehanizmi Pomo¢énicke CD4* T-¢elije (Th1) Pomoc¢nicke CD4* T-Celije (Th2)
stecene (protozoe otporne na fagocitozu) (stimulacija B-¢elija i produkcije IgE)
imunosti Citotoksi¢ni CD8* T-limfociti (stimulacija eozinofila)

(protozoe u citoplazmi) (stimulacija mastocita, peristaltike i
produkcije mukusa)
Antigenska varijabilnost

.Mehamzrr-n Inhibicija komplementa

izbegavanja Skrivanie” od i kog sist
odbrane »Skrivanje” od imunskog sistema

Inhibicija imunskog odgovora

Ostecenja usled
imunskog
odgovora

CirkuliSu¢i imunski kompleksi

Granulomi i fibroza
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Urodena imunost na parazite

Glavni mehanizam urodene imunosti u odbrani od protozoa je fagocitoza. Ipak, mnoge protozoe su
otporne na ubijanje unutar fagolizozoma i cak mogu i da se replikuju u njima (npr. lajSmanije). Sa druge stra-
ne, glavnu ulogu u borbi protiv helminata imaju eozinofili (vecina infekcija helmintima je praéena pove-
¢anim brojem eozinofila u krvi, tzv. eozinofilijom). Oni poseduju granule sa razli¢itim supstancama
toksicnim za parazite (npr. baznim proteinom) koje mogu da oStete omotac parazita (tzv. tegument) i ubi-
juih. lako su helminti suvise veliki da bi bili fagocitovani, i fagociti mogu da doprinesu odbrani od njih oslo-
badanjem mikrobicidnih supstanci. Takode, neki paraziti mogu da aktiviraju sistem komplementa
alternativnim putem, ali su paraziti, po pravilu, otporni na ubijanje posredovano komplementom.

Stecena imunost na parazite

U odbrani od protozoa vaznu ulogu imaju i humoralna i celularna imunost. Antitela su vazna u odbra-
ni od ekstracelularnih protozoa, kao i intracelularnih u fazi kada se nalaze izvan ¢elije (npr. patogena ame-
ba ili plazmodijum koji izaziva malariju). Za borbu protiv protozoa koje parazitiraju u fagocitima, klju¢nu
ulogu imaju Th1 celije koje kontaktom i citokinima (IFN-y) aktiviraju makrofage i pospesuju njihove ubilac-
ke mehanizme. | CD8* T-€elije mogu da imaju znacaj u borbi protiv intracelularnih protozoa (npr. protiv
plazmodijuma u fazi dok se nalazi u hepatocitima). lako ¢esto nedovoljna da elimiSe patogene ili spreci po-
novnu infekciju njima, stecena imunost koja se vremenom razvije ipak moZe da u odredenoj meri stiti do-
macina. Primer je malarija, koja u endemskim krajevima izaziva najtezu klinicku sliku kod dece (sa izraZzenom
smrtnoscu), dok kod odraslih ima znatno blazi, ¢esto asimptomatski tok.

Odbrana od helminata posredovana je Th2 imunskim odgovorom. U odgovoru na helminte, dolazi do
diferencijacije CD4* Th2 éelija, koje luce IL-4 i druge citokine i dovode do produkcije IgE antitela i aktivaci-
je eozinofila, mastocita i bazofila, Sto sve moze da doprinese eliminaciji helminata iz organizma. Naime, u
prisustvu IL-4, B-limfociti produkuju IgE antitela usmerena na antigene parazita. IgE antitela mogu da se
veZu za helminte i pomognu eozinofilima da ih prepoznaju i ubiju (eozinofili imaju receptor za Fc fragment
IgE), ili da se veZu za mastocite i aktiviraju ih da luce citokine i indukuju zapaljenje. Drugi vazan Th2 cito-
kin, IL-5, deluje tako Sto stimuliSe razvoj i aktivaciju eozinofila. Pored toga, Th2 citokini dovode i do naku-
pljanja eozinofila i bazofila i proliferacije mastocita u tkivima u kojima se nalaze paraziti. Mogu i da stimulisu
peristaltiku i sekreciju mukusa, sto pomaze izbacivanju helminata koji parazitiraju u digestivnom traktu.

Mehanizmi kojim paraziti izbegavaju imunski odgovor

Kao sto je veé pomenuto, paraziti (i protozoe i helminti) su tokom evolucije razvili veliki broj razli¢itih me-
hanizama kojim izbegavaju ili ogranicavaju imunski odgovor domadina. Antigenske varijacije su ¢est meha-
nizam izbegavanja odbrane, bilo usled postojanja vise razvojnih oblika parazita koji su antigenski razliciti (kao
kod plazmodijuma) ili stalnoj promeni povrsinskih antigena (kod afri¢ke tripanozome). Slicho tome, lajSma-
nija menja svoj povrsinski antigen (lipofosfoglikan) i na taj nacin izbegava ubijanje od strane komplementa
i fagocita. Neki drugi paraziti preuzimaju regulatorne proteine komplementa od domadina i na taj nacin iz-
begavaju njegovu aktivaciju, dok neki otpustaju povrsinske antigene posle vezivanja antitela za njih. Mnogi
paraziti se ,,skrivaju” od imunskog sistema boravkom u odredenim regijama nedostupnim imunskom siste-
mu (npr. gastrointestinalnom traktu) ili razvijanjem cisti. Konac¢no, u nekim parazitozama je primecena in-
hibicija imunskog odgovora, verovatno usled produkcije odredenih inhibitornih citokina od strane celija
domacdina, mada tacni imunosupresivni mehanizmi u tim infekcijama nisu u potpunosti razjasnjeni.

Ostecenja usled imunskog odgovora na parazite

Imunski odgovor na parazite ¢esto dovodi do osteéenja tkiva. U mnogim infekcijama helmintima, tipic-
no dolazi do snaznog Th2 odgovora, nakupljanja Th2 celija, eozinofila, makrofaga i fibroblasta i formiranja
granuloma (obratiti paznju da se ovaj tip granuloma razlikuje od onog koji nastaje usled Th1 odgovora na
intracelularne bakterije). lako je cilj takvog granuloma da ogranici Sirenje parazita po organizmu, hronic-
na stimulacija imunskog sistema koja ide uz to na kraju dovodi do izraZene fibroze, a ponekad i do gubit-
ka funkcije organa u kojem se deSava (npr. izrazena ciroza jetre usled formiranja granuloma oko jaja
trematoda iz roda Schistosoma). U pojednim infekcijama (npr. malariji), moZe da dode do formiranja imun-
skih kompleksa izmedu antigena parazita i specifi¢nih antitela, njihovog taloZenja u malim krvnim sudovi-
ma i odgovarajucih patoloskih promena (videti imunokompleksne bolesti u udzbeniku imunologije).
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ANTIGEN-ANTITELO REAKCIJE SA OBELEZENIM REAGENSIMA

Enzimski imunotest

Radio-imunotest

Imunofluorescencija i protocna citofluroimetrija
Brzi imunoloski (imunohromatografski) testovi

Mnogi imunoloski testovi su bazirani na principu antigen-antitelo reakcije u kojima je jedan od reage-
nasa obelezen nekim obelezivacéem (markerom) koji moze da se vidi ili detektuje odgovarajué¢im aparatom.
U velikoj vecini testova marker je vezan za antitelo, mada se ponekad obelezava i antigen (npr. u tehnici
koja se zove RIA, radioaktivni izotop se Cesto vezuje za antigen). U slucaju kada je obeleZzeno antitelo,
marker se hemijskim putem vezuje za Fc fragment imunoglobulina, dok Fab fragmenti ostaju slobodni da
reaguju sa antigenom (pri tome vedi broj molekula obelezivaca moze da se veZe za jedan molekul antitela
Sto pojacava signal koji se detektuje i doprinosi vecoj osetljivosti ovih tehnika). Kao obeleZivaci se koriste
razliciti enzimi, fluorescentne boje, radioaktivni izotopi, koloidno zlato i drugo. U zavisnosti od koriS¢enog
markera, razlikujemo nekoliko razli¢itih metoda od kojih su danas najcesce u upotrebi enzimski imunotest,
radio-imunotest i imunofluorescencija.

Enzimski imunotest

Enzimski imunotest EIA ili ELISA (engl. Enzyme ImmunoAssay ili Enzyme-Linked Immunosorbent Assay -
ELISA) je metoda koja je bazirana na antigen-antitelo reakciji u kojoj je jedan od reagenasa (tipi¢no antitelo)
obeleZen enzimom (najcesce koriséeni enzimi su peroksidaza i alkalna fosfataza). Po odigravanju reakcije
izmedu antigena i obelezenog antitela, dodaje se odgovarajuéi supstrat koji je tako odabran da pod katalitickim
dejstvom enzima od njega nastaje obojeni produkt. Boja se potom detektuje kolorimetrijski, pri ¢emu je jacina
dobijenog signala (iskazana kao apsorbancija) proporcionalna kolicini ispitivanog molekula u uzorku.

ELISA test se prevashodno koristi za detekciju molekula (antigena ili antitela) u rastvoru, odnosno
tecnim uzorcima (npr. serumu, likvoru, urinu itd.). Ona se najcesce obavlja u plocama za mikrotitraciju koje
imaju 96 rupica (bunarcica), pri cemu u svakoj rupici moze da se ispita po jedan uzorak Sto omogucava is-
tovremenu analizu velikog broja uzoraka ovom metodom (Slika 3).

Slika 2. Uporedhni prikaz izvodenja ELISA
testa kojim se detektuju A) antitela i B) anti-
geni (tzv. ,,sendvic” ELISA).

B) Detekcija antigena
(,,sendvic” ELISA)

A) Detekcija antitela

Mikrotitraciona ploca je
obloZena primarnim antitelom
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obloZena antigenom

Dodavanje uzorka koji sadrzi
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Slika 3. Plo¢a za mikrotitraciju
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Test se sastoji iz nekoliko faza i zasniva se na principu da se u rupicu u kojoj se obavlja, uvodi jedan po
jedan reagens, inkubira odredeno vreme i potom ispira da bi se uklonili nevezani reagensi. Na slici 2,
prikazan je princip ELISA testa kada se detektuje antitelo (pod A), odnosno antigen (pod B). U slucaju kada
se u uzorku detektuje antitelo specificno za odredeni antigen (npr. antigen nekog mikroorganizma), taj
antigen se prethodno vezuje za plastiku u rupici u kojoj se reakcija obavlja. Dalje se test odvija tako Sto se
redom u istu rupicu doda uzorak u kojem se traze antitela, pa sekundarno anti-imunoglobulinsko antitelo
obelezeno enzimom i na kraju supstrat. U slu¢aju kada se u uzorku detektuje antigen, za plastiku je vezano
antitelo specificno za taj antigen (neobeleZeno), pa se potom dodaje uzorak, zatim josS jedno antitelo
(specifitno za neku drugu antigensku determinantu ispitivanog antigena, tzv. detekciono antitelo) koje je
obeleZzeno enzimom i na kraju supstrat. Ova varijanta ELISA testa se naziva ,sendvic” ELISA, posto antigen
biva uhvaéen izmedu dva antitela koja su specificna za isti antigen, ali ne i iste epitope ¢ime ne ometaju
vezivanje onog drugog. U slucaju kada u uzorku postoji ispitivana supstanca (antigen ili antitelo) obeleZzeno
antitelo ¢e se vezati i po dodavanju supstrata razvice se boja Cija je jacina proporcionalna kolicini te sup-
stance (viSe supstance u uzorku—vise vezanog obelezenog antitela—jaca boja) iz ¢ega proizilazi moguénost
kvantifikacije u ELISA testu. Sa druge strane, kada nema ispitivanog antigena ili antitela u uzorku, antitela
obeleZena enzimom se nece vezati, tako da neée doci ni do formiranja obojenog produkta po dodavanju
supstrata. Dakle, odsustvo obojene reakcije se proglasava negativnim rezultatom.

ELISA moZe da bude kvalitativna ili kvantitativna. Rezultat kvalitativnog testa se izdaje kao pozitivan ili
negativan (primer je ELISA test za odredivanje postojanja HIV infekcije). Pri koriséenju kvalitativnog testa
veoma je vazno definisati vrednosti apsorbancije koja je donja granica za pozitivan rezultat (tzv. , cut-off”
vrednost). Postoje viSe nacina za odredivanje ,cut-off’ vrednosti i obi¢no je to odredeno od strane
proizvodaca testa. Na primer, jedan od nacina je poredenje sa vrednostima negativne i slabo pozitivne
kontrole, pri ¢emu se ,,cut-off” vrednost odreduje kao srednja vrednost apsorbancija za negativnu i slabu
pozitivnu kontrolu. U slucaju kvantitivnog ELISA testa, rezultat se izdaje kao koncentracija ispitivanog anti-
gena i ona se odreduje poredenjem vrednosti apsorbancije ispitivanog uzorka sa vrednostima apsorban-
cija dobijenih sa standardima.

Enzimski imunotestovi imaju visoku specificnost i osetljivost. Veoma su prakticni, jer omogucavaju is-
tovremenu analizu vecéeg broja uzoraka. Takode, ne zahtevaju koriséenje skupih aparata (osim kolorime-
tra) i jednostavni su za izvodenje, Sto ih Cini pristupacnim tehnikama za vecinu laboratorija. Zbog svih ovih
prednosti, ova metoda je danas jedna od najvise koris¢enih imunoloskih metoda i nasla je primenu u raznim
oblastima medicine. Tako, na primer, ELISA se Cesto koristi za dijagnozu infektivnih bolesti, bilo da se de-
tektuju solubilni antigeni infektivnih agenasa ili specifi¢na antitela. ELISA se koristi i za odredivanje posto-
janja autoantitela kod pacijenata sa autoimunskim bolestima ili specificnih antitela na alergene kod
atopicara. Kada su u pitanju detekcija specifi¢nih antitela, ELISA test omogucava i odredivanje njihovog
izotipa (klase) i aviditeta (jaCine kojom se antitela vezuju za svoje antigene). ELISA se Cesto koristi i za pre-
cizno merenje kolic¢ine razlicitih proteina (hormona, citokina, tumorskih markera i mnogih drugih) u
serumu i drugim te¢nim uzorcima. Zbog visoke osetljivosti savremenih ELISA testova, ova metoda je danas
u velikoj meri zamenila RIA test u laboratorijskoj dijagnostici i istraZivanju.

Radio-imunotest

Radio-imunotest ili RIA (engl. RadiolmmunoAssay - RIA) je imunoloska tehnika kojom se ispitivani
molekul detektuje pomocu specificnog antitela obeleZzenog radioaktivnim izotopom po slicnom principu
kao i u enzimskom imunotestu. Takode, postoje i varijante ove metode u kojima je antigen obeleZen ra-
dioaktivnim izotopom. Signal se detektuje merenjem radioaktivnosti (tj. broja raspada radioaktivnog izo-
topa) pomodu odgovaraju¢eg brojaca, a koli¢ina ispitivanog antigena se odreduje poredenjem sa
standardima. RIA je veoma osetljiv kvantitativni test, koji se koristi se za odredivanje vrlo niskih koncen-
tracija antigena u rastvoru, tj. te€nim uzorcima, kao, na primer, pojedinih hormona u krvi. Zbog toga je RIA,
kada je razvijena pedesetih godina proslog veka, revolucionarno promenila medicinu (narocito endokri-
nologiju), jer do tada nije postojala tehnika kojom bi se merile supstance koje se u telesnim te¢nostima
nalaze u malim koli¢inama. Takav je slu¢aj i sa IgE antitelima koje se vezuju za receptore na mastocitima i
u krvi se nalaze u veoma malim koncentracijama. Za odredivanje prisustva IgE antitela specifi¢nih za
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odredene alergene u krvi osoba sa alergijama ranije se mnogo koristila RAST metoda (engl. RadioAller-
goSorbentTest - RAST), koja predstavlja jednu od varijanti RIA testa.

RIA test je veoma precizan i pouzdan test, a pored osetljivosti, njegove prednosti su i visoka specificnost
i relativno pristupacna cena. Ipak, ova tehnika ima i ozbiljne nedostatke kao $to su problemi sa nabavkom
radioaktivno obelezenih reagenasa, poluzivot radioaktivnih izotopa, izlaganje zracenju tokom rada i prob-
lem odlaganja radioaktivnog otpada. Zbog takvih ogranicenja, kao i ¢injenice da je osetjivost novih gen-
eracija enzimskih imunotestova izrazito povecana, danas se RIA (ukljucujuéi i RAST metodu) sve vise napusta
i zamenjuje enzimskim imunotestovima i drugim osetljivim imunoloskim metodama.

Imunofluorescencija

Imunofluorescencija (IF) je tehnika bazirana na antigen-antitelo reakciji u kojoj se za otkrivanje nekog
molekula koriste antitela obeleZzena fluorescentnom bojom (fluorohromom). Fluorescencija je osobina
pojedinih supstanci da kada se izloZe svetlosti odredene talasne duZine emituju svetlost druge talasne
duZine, koja se vidi kao odredena boja. Ova tehnika se prevashodno korisiti za detekciju antigena na
¢elijama (ili unutar njih), mada se moze koristiti i za detekciju antitela (kako u serumu, tako i onih koja su
vezana za Celije u tkivima u okviru pojedinih autoimunskih bolesti). Ova tehnika moZe da se izvodi na
mikroskopskom predmetnom staklu u kojem sluéaju je za uo€avanje rezultata neophodan fluorescentni
mikroskop, koji se od klasicnog optickog mikroskopa razlikuje po izvoru svetlosti (kod fluorescentnog
mikroskopa se obi¢no koristi neki izvor UV svetla) i postojanju odgovarajucih filtera koji propustanjem
samo odredene talasne duZine svetlosti omoguéavaju jasniju sliku. Druga moguénost je da se imunofluo-
rescencija izvodi u uzorcima koji su u suspenziji (npr. ¢elije periferne krvi) kada se analiza vrsi pomocu
protoc¢nog citofluorimetra (engl. flow cytometer, videti kasnije). Imunofluorescencija je kvalitativna
tehnika, pri cemu se pojava odgovarajuce boje na ispitivanim celijama tumaci kao pozitivan rezultat, a
njeno odsustvo kao negativan. Pod odredenim uslovima, imunofluorescencija moze da bude i semi-kvan-
titativna (npr. kada se odreduje titar u slucaju detekcije antitela u serumu). Ponekad, imunofluorescencija
je i kvantitativna metoda, prvenstveno kada se proto¢nom citofluorimetrijom odreduje srednji stepen flu-
orescencije na analiziranim Cesticama.

Postoje dve varijante ove tehnike, direktna imunofluorescencija (DIF) i indirektna imunofluorescencija
(IIF). Kod DIF tehnike, primarna antitela (ona koja su specificha za antigen) su obeleZena fluorescentnom
bojom, a kod IIF za antigen se najpre vezuju specifi¢cna neobelezena antitela, a potom se u sistem dodaju anti-
imunoglobulinska, tzv. sekundarna antitela, obelezena fluorescentnom bojom. Direktnom IF detektuju se
antigeni u/na ¢elijama u tkivima koris¢enjem obeleZenih antitela specifi¢nih za ispitivani antigen (Slika 4a).
Na primer, DIF testom se dokazuje prisutvo antigena bakterije Chlamydia trachomatis u preparatu uretralnog
brisa u slu¢aju hlamidijalne infekcije ili prisustvo depozita fragmenata nastalih aktivacijom komplementa i
imunoglobulina u ise¢cima kozZe ili bubrega kod razli¢itih bolesti. Indirektna IF se takode koristi za dokazivanje
antigena, sto se izvodi ukoliko nisu dostupna obeleZena specificna antitela, pa se koristi kombinacija
specificnog neobelezenog i sekundarnog obeleZenog anti-imunoglobulinskog antitela (Slika 4b). Za razliku od
DIF, IIF moZe da se koristi i za detekciju prisustva specifi¢nih antitela u serumu i drugim telesnim te¢nostima.
Tada je potrebna mikroskopska plocica sa tkivom ili éelijama kao supstratom za koja ée se vezati antitelo iz
uzorka. Primer za koriS¢enje IIF u ove svrhe je za odredivanje autoantitela u razli¢itim autoimunskim boles-
tima. Na primer, tako se detektuju antinuklearna antitela (ANA) prilikom laboratorijske evaluacije sistemskih
bolesti vezivnog tkiva (u tom slucaju supstrat su cCelije sa jedrom), ili se odreduju antineutrofilna citoplaz-
matska antitela ili ANCA u dijagnozi vaskulitisa (supstrat su neutrofili). Na slican nacin se dokazuju i antivirusna
antitela u krvi pacijenata (na predmetnom staklu su fiksirane ¢éelije inficirane virusom).

Imunofluorescencija je pouzdana kvalitativna tehnika relativno visoke specifi¢nosti i osetljivosti zbog
¢ega se Cesto koristi u dijagnostickim i istrazivackim laboratorijama. Ipak, ova tehnika ima i odredene ne-
dostatke, koji ogranic¢avaju njenu primenu. S obzirom da se rezultat ¢esto procenjuje gledanjem pod
mikroskopom, postoji odredena doza subjektivnosti prilikom izdavanja rezultata, a i sama cena fluores-
centnog mikroskopa je prilicno visoka. Takode, potreba da se svaki preparat sa uzorkom detaljno pregleda
ogranicava broj uzoraka koji moze da se analizira ovom tehnikom.
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Slika 4.a) Direktna IF Slika 4.b) Indirektna IF

iy

Protocna citofluorimetrija

Protoc¢na citofluorimetrija je metoda kojom se detektuju svetlosni parametri pojedinacnih celija u sus-
penziji na osnovu obelezavanja fluorescentnom bojom, najé¢esée konjugovanom za antitelo koje se vezuje
za neki molekul na ili u ¢eliji. Celije pri tom bivaju izlozene svetlosti lasera i prolaze kroz sistem za detek-
ciju na taj nacin da se u jednom trenutku registruje samo jedna celija koja se nalazi u jednoj mikrokapi (de-
tektuje se jedna po jedna celija). Boje koje se najceSce koriste za obelezavanje antitela su fluorescentni
izotiocijanat (FITC, zelena fluorescencija) i fikoeritrin (PE, narandzZasta fluorescencija), a pored fluorescen-
cije, ovom metodom mogu da se detektuju i veli¢ina i granuliranost ¢elija.

Koriséenjem fluorescentno obelezenih antitela za razli¢ite povrsinske molekule mogudée je odrediti za-
stupljenost celija u suspenziji koje imaju takav molekul odnosno éelijski marker (npr. koris¢enjem antitela
za CD4 molekul mozZe da se odredi broj pomocénickih CD4* T-¢elija u krvi). Karakterizacija ¢elija na osnovu
markera se naziva imunofenotipizacija.

Protocna citofluorimetrija ima Siroku primenu u dijagnostici. Vrsi se u cilju postavljanja dijaghoze i
odredivanja terapije i prognoze bolesti kod nekih limfoproliferativnih bolesti i imunodeficijencija (npr.
leukemije, primarne imunodeficijencije i HIV infekcije). Tako na primer, samo B-Celijske limfome koji ek-
sprimiraju CD20 ima smisla leciti rituksimabom (anti-CD20 monoklonskim antitelom) te je neophodno pre
zapocinjanja terapije izvrsiti imunofenotipizaciju tumorskih éelija. Takode, protocna citofluorometrija je
vazna za pracenje terapijskog odgovora kod razlicitih bolesti (npr. pad broja CD4* T-limfocita ukazuje na pro-
gresiju HIV infekcije odnosno na neadekvatan terapijski odgovor).

Pored dijagnostike, protoc¢na citofluorimetrija ima nezamenjivu ulogu u istrazivackim laboratorijama.
Osim imunofenotipizacije i odredivanja tipa ¢elije, na osnovu povrsinskih markera moze se odrediti i faza
sazrevanija Celije, kao i njen aktivacioni status jer se pojedini molekuli izgube, a drugi po¢nu da se ispoljavaju
u odredenom stadijumu (npr. alfa lanac receptora za IL-2 se javlja na T-limfocitu nakon aktivacije). Vrlo
Cesto se u istrazivacke svrhe ne detektuju samo povrsinski markeri nego i molekuli u unutrasnjosti celije.
Za to se primenjuje tzv. unutaréelijsko bojenje koje zahteva da se prethodno ¢elijska membrana ucini pro-
pustljivom za obeleZeno antitelo. Na ovaj nacin moze da se utvrdi da li, recimo, populacija CD3* éelija (T-
limfocita) pod odredenim eksperimentalnim tretmanom sintetiSe IFN-y. Pored fluorescentno obeleZenih
antitela, kao reagensi mogu da se koriste i druga hemijska jedinjenja koje fluoresciraju i to je naslo pri-
menu za analizu ¢elijskog ciklusa, detekciju apopotoze, oksidativnog stresa i promena u celijskoj koncen-
traciji Ca?* i u mnoge druge svrhe.

Postoje i uredaji koji ne samo da mogu da identifikuju ¢elije na osnovu markera, nego imaju mogucnost
da odvoje razlicite populacije éelija (npr. one koje imaju od onih koje nemaju dati marker) - tzv. sorteri.

Brzi imunoloski (imunohromatografski) testovi

Brzi imunoloski testovi se zasnivaju na imunohromatografskoj tehnici, nazvanoj tako jer se koriste an-
titela koja su obelezena nekom bojom (koja nije fluorescentna). Kao obeleZivac se koriste razliciti molekuli,
ukljucujudii koloidno zlato Cija je upotreba vrlo rasirena zbog njegove velike stabilnosti. Princip ove tehnike
je da se solubilni antigen u uzorku vezuje za obojena antitela, a zatim tako nastali antigen-antitelo kom-
pleksi migriraju sa frontom tecnosti pod dejstvom kapilarnih sila kroz poroznu membranu ili odgovarajucu
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polimersku trodimenzionalnu strukturu (matriks). Kada kompleksi dospeju do jos jednog antitela
(specifiénog za isti antigen, ali drugi epitop) koje je neobeleZeno i fiksirano za membranu/matriks, ti kom-
pleksi se nagomilavaju u velikom broju Sto se manifestuje kao jasna, golim okom vidljiva traka odredene
boje (prisustvo odgovarajuce trake se tumaci kao pozitivan nalaz, a njeno odsustvo kao negativan nalaz).
Takode, na ovaj nacin mogu da se detektuju i antitela u uzorku dodavanjem sekundarnog anti-imunoglob-
ulinskog antitela obeleZzenog odgovaraju¢om bojom, koje se vezuje za formirani antitelo kompleks na mem-
brani/matriksu.

Imunohromatografski testovi su kvalitativni i sluZe za odredivanje prisustva razlicitih antigena ili
specifi¢nih antitela u te€nim uzorcima (npr. serumuiili urinu). U sluéaju kada uzorak nije tecan (npr. stolica),
on se pre izvodenja testa rastvori u odgovarajuc¢em puferu da bi migracija kroz membranu ili matriks bila
moguca. S obzirom da se koriste monoklonska antitela, ovi testovi su pouzdani i imaju visoku specifiénost
i osetljivost. Njihova velika prednost je i jednostavnost izvodenja i brzina dobijanja rezultata (najéesée
posle nekoliko minuta), a imaju i relativno pristupac¢nu cenu. Danas je komercijalno dostupno mnogo
razlicitih testova baziranih na principu imunohormatografije. Tako, na primer, postoje testovi za detekciju
razli¢itih infektivnih agenasa, kao sSto su virus influence, virusi prouzrokovaci gastroenteritisa (rotavirus i
adenovirus), streptokok grupe A i drugi. Na slicnom principu rade i testovi za brzu dijagnozu trudnoce (de-
tekcijom BhCG u urinu) ili dokazivanje tragova krvi u forenzici (detektovanjem hemoglobina). U ove testove
spada i ImmunoCAP test koji sluZi za detekciju IgE antitela specificnih na razlicite alergene i ovaj test je u
znatnoj meri zamenio do nedavno koris¢enu RAST metodu (videti RIA test).
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Evaluacija imunskog sistema
Reakcije preosetljivosti

Predavanje: Evaluacija imunskog sistema. Dijagnostika bolesti posredovanih imunskim meha-
nizmima i imunodeficijencija.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:
1. koji se uzorci i na koji nacin uzimaju za evaluaciju ¢éelija i humoralnih komponenti
imunskog sistema.
2. koje su metode brojanja leukocita.
3. da navedu osnovne markere T i B-limfocita kao i NK ¢elija i znaju da se njihov broj

Nou s

odreduje protoc¢nom citofluorimetrijom. Upoznati su i sa drugim primenama
protocne citofluorimetrije u evaluaciji imunskog sistema.

metode izdvajanja pojedinacnih tipova Celija iz mesovitih ¢elijskih populacija.
metode funkcionalnih ispitivanja fagocita i NK celija.

kako se indukuje i meri proliferacija T i B-limfocita.

da je moguce meriti koncentracije komponenti komplementa, pojedinih izotipova
ukupnih antitela i antigen specifi¢nih kao i sekretovanih citokina.

Seminar: Poremecaji izazvani imunskim odgovorom. Reakcije preosetljivosti |, II, Il i IV tipa
(mehanizmi oStecenija, klini¢ki sindromi i principi terapije).

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1.

10.
11.

da definisu reakcije preosetljivosti. Uvidaju da isti mehanizmi dovode do ostecenija tkiva
u reakcijama preosetljivosi kao i da se ne razlikuju od mehanizama koji ucestvuju u
odbrani organizma od infekcija i tumora i mehanizama oStec¢enja u autoimunskim boles-
tima.

podelu reakcija preosetljivosti na Cetiri tipa i osnovne mehanizme koji dovode do oste-
¢enja tkiva.

redosled dogadaja u nastanku | tipa preosetljivosti.

da navedu nekoliko medijatora oStecenja tkiva u reakcijama | tipa preosetljivosti i znaju
mehanizme oStecenja tkiva u | tipu preosetljivosti.

da navedu najcesce alergene (inhalatorne i nutritivne, lekove i venome insekata).

da navedu neki primer bolesti posredovane | tipom preosetljivosti.

Sta su to provokacioni testovi, koZne probe rane preosetljivosti, i umeju da navedu
primere.

principe leCenja bolesti nastalih po | tipu preosetljivosti.

da klinicke manifestacije Il, Il i IV tipa zavise od izotipa antitela i tipova ¢elija koji u
njima ucestvuju kao i od mesta na kome se dogadaju.

mehanizme oStecenja tkiva u Il, Il i IV tipu preosetljivosti.

da navedu nekoliko primera bolesti posredovanih Il, Il i IV tipom preosetljivosti i
principe njihovog leCenja.

Pitanja za ulazne testove

1. Rana preosetljivost — | tip preosetljivosti (patogenetski mehanizmi i medijatori koji dovode do

ostecenja).

2. Rana preosetljivost — | tip preosetljivosti (klini¢ki sindromi i principi terapije).
3. Bolesti izazvane antitelima — Il tip preosetljivosti (mehanizmi oStecenja, primeri bolesti, principi ter-

apije).

4. Bolesti izazvane imunskim kompleksima — lll tip preosetljivosti (mehanizmi ostecenja, primeri bolesti,
principi terapije).
5. Bolestiizazvane T-limfocitima — IV tip preosetljivosti (mehanizmi oStecenja, primeri bolesti, principi ter-

apije).
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METODE EVALUACUE IMUNSKOG SISTEMA

Evaluacija imunskog sistema pacijenta
Anamneza
Klinicki pregled
Ostala ispitivanja
Odredivanje broja celija
Protocna citofluorimetrija
Izdvajanje mononuklearnih ¢elija periferne krvi izopiknickim centrifugiranjem
Funkcionalna ispitivanja in vitro
Procena imunskog odgovora in vivo

Izmedu funkcionalnog imunskog odgovora i zdravlja ¢esto se postavlja znak jednakosti. Veliki broj pa-
cijenata se Zali lekarima na ,pad imuniteta®, za koji ¢esto smatraju da je uzrok njihovim tegobama a koje
se manifestuju na vrlo razli¢ite nacine - od velikog broja prehlada do gubitka energije. Od lekara Cesto tra-
Ze da im se , ispita imunitet”. Za sada ne postoji definisani skup postupaka kojima se u primarnoj zdrav-
stvenoj zastiti mozZe izaci u susret takvim potrebama pacijenta. Nekada u takvim slucajevima, moZze biti
opravdano koriséenje pristupa koji je ustanovljen u evaluaciji pacijenata sa urodenim imunodeficijencija-
ma. Ovakva obrada pacijenta zahteva pazljivo uzimanje anamnestickih podataka, detaljan fizicki pregled
kao i paraklinicko ispitivanje.

Anamneza

Pri uzimanju anamnestickih podataka posebnu paznju treba obratiti na broj infekcija, njihovo trajanje
i izazivace. Narocito treba obratiti paznju na neuobicajene infektivne agense i to neocekivane za uzrast, sre-
dinu ili lokalizaciju. Treba voditi racuna i o trajanju bolesti i registrovati infekcije koje traju neobi¢no dugo.
U slucaju rekurentnih infekcija istim mikroorganizmom treba proveriti da li se mozda radi o sojevima koji
su rezistentni na primenjenu terapiju. Vazno je i tragati za epidemioloskim karakteristikama infekcija od-
nosno odrediti postupke koji bi doveli do prekida lanaca prenosenja infekcije. Korisne informacije se mo-
gu dobiti i uvidom u dotadasnju terapiju pri cemu ne smeju promaci infekcije koje zahtevaju dugotrajnu
terapiju, parenteralnu primenu ili neuobicajeno visoke doze lekova. Pri uzimanju anamneze potrebno je
obratiti paznju i na bolesti koje mogu da budu udruZene sa pove¢anom sklonoscu ka infekcijama kao sto
je dijabetes melitus. Na kraju, potrebno je u porodi¢noj anamneazi traZiti podatke o imunodeficijencijama
ili bolestima koje su udruzene sa njima.

Klinicki pregled

Klinickim pregledom se mogu otkriti neki od poremecaja u rastu i razvoju koji ukazuju na postojanje ne-
kih naslednih ¢inilaca udruZenih sa poremedajima imunskog odgovora. Medutim, to nije tako Cesto jer su
urodene imunodeficijencije retke. Uhranjenost pacijenata je vazna jer proteinsko-kalorijska malnutricija
moze da dovede do kvalitativnih i kvantitativnih promena imunskog odgovora. Sa druge strane, i gojaznost
moZe da bude udruZena sa ve¢om sklonos¢u ka infekcijama. Pregledom koZze i vidljivih sluznica mogu se us-
tanoviti znaci postojanja infekcije, steci uvid u higijenske navike i videti oZiljci koji mogu da ukazu na stil Ziv-
ota i da budu relevantni za izloZzenost ali i odbranu od infekcija. Preterano izlaganje koze suncu cesto je
udruZeno sa reaktivacijom pojedinih virusnih infekcija. Ne treba zanemariti ni psihicko stanje pacijenta jer de-
presija, neuroze i izlozenost velikom psihickom stresu mogu da promene nacin na koji imunski sistem reagu-
je na patogene.

Ostala ispitivanja

Ostala ispitivanja se ponekad nazivaju paraklinicka i obuhvataju snimanje dubokih tkiva i organa ne-
kim od metoda vizualizacije (ultrazvuk, rentgen, kompjuterizovana tomografija, magnetna rezonancija)
kao i laboratorijsku evaluaciju pacijenata.

Metodama vizualizacije mogude je otkriti aplazije timusa i tonzila, zatim prisustvo bronhijektazija, in-
fekcije sinusa i drugih telesnih Supljina i organa koje mogu biti udruZeni sa poremecajima funkcionisanja
imunskog sistema. Moguce je ustanoviti i neke od morfolosko-funkcionalnih poremecaja koji su praceni ce-
stim infekcijama, kao Sto su na primer vezikoureteralni refluks i poremecaji funkcije sfinktera.
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U okviru laboratorijske evaluacije moguce je odrediti broj i fenotipske karakteristike leukocita, odred-
iti aktivnost imunskog sistema, ispitati funkcionalnost sistema komplementa, vrsiti funkcionalna ispitivanja
¢elija imunskog sistema i proceniti imunski odgovor koznim probama i provokacionim testovima. Odredi-
vanje broja i fenotipskih karakteristika ¢elija imunskog sistema predstavlja vazan deo laboratorijske eva-
luacije pacijenata. Obi¢no zapocinje odredivanjem leukocitne formule kojom se odreduje apsolutan broj
i relativna zastupljenost pojedinih subpopulacija leukocita, dok se krvnim razmazom moze odrediti posto-
janje eventualnog ,skretanja u levo” koje je karakterisano ve¢im brojem nezrelih neutrofila usled infekci-
je. Pomocu fluorescentno obeleznih antitela moguce je proto¢nom citofluorimetrijom odrediti apsolutni
broj éelija u subpopulacijama limfocita kao Sto su Ti to CD4*i CD8", B, NK, Treg, NKT, y&T, a pomoc¢u MHC
tetramera (koji se kada su kombinovani sa peptidom vezuju za specifi¢ni TCR) i broj antigen specificnih T-
celija. Aktivacioni status leukocita takode se moZe odredivati protoénom citofluorimetrijom i to meren-
jem ekspresije aktivacionih markera kao sto su CD69, CD25, CD23 i drugi.

Odredivanje broja celija

Broj celija se moZe odrediti na osnovu morfologije i bojenja posmatranjem celija pod svetlosnim mikro-
skopom koris¢enjem komore za brojanje - hemocitometra.

Za pouzdano odredivanje procentualne zastupljenosti pojedinih populacija celija (leukocitna formula)
koristi se obojen krvni razmaz.

Na osnovu veli¢ine i granuliranosti ¢elije broje automatski brojaci (merenje rasipanja svetlosti ili impe-
danse). Pored toga, celije se mogu identifikovati na osnovu specifi¢nih povrsinskih obelezja (tzv. povrsin-
skih markera), na primer:

T-limfociti: CD3, CD4, CDS...

B-limfociti: Ig, CD19, CD20...
NK ¢elije: CD16, CD56...
Tehnika koja se za to koristi je proto¢na citofluorimetrija.

Protocna citofluorimetrija

Pored imunofenotipizacije (opisano ranije) koja ima neizmeran znacaj u evaluaciji imunskog sistema,
protocna citometrija moze da se koristi za odredivanje drugih parametara celija koris¢enjem razli¢itih fluores-
centnih obeleZivaca. Tako se ovom metodom moZe analizirati celijski ciklus na osnovu vezivanja hemijskog je-
dinjenja kao Sto je propidijum jodid cija se fluorescencija povecava 20-30 puta nakon vezivanja za DNK (npr. u
ispitivanju dejstva antitumorskih lekova). Jedinjenja koja fluoresciraju po vezivanju za reaktivne oblike kiseo-
nika i azota koriste se za detekciju oksidativnog stresa. Na slican nacin mozZe se odrediti i unutaréelijski sadrzaj
Ca*. Respiratorni prasak, promene u ¢elijskoj koncentraciji Ca®* i intracelularni pH reflektuju ¢elijsku aktivaci-
ju. Protocna citofluorimetrija omogucdava i kvantifikaciju apoptoze detekcijom promena u lipidnom sastavu
Celijske membrane (fosfatidil serin prelazi iz unutrasnjeg u spoljasniji sloj lipidnog dvosloja) i sadrZaja DNK ili me-
renjem depolarizacije mitohondrija (boja koja menja fluorescenciju u zavisnosti od stepena depolarizacije).

Izdvajanje mononuklearnih celija periferne krvi izopikni¢kim centrifugiranjem

Populacija mononuklearnih ¢elija (MNC) krvi obuhvata éelije sa nesegmentiranim jedrom (monocite, T-
limfocite, B-limfocite i NK celije) koje obavljaju bitne funkcije u urodenoj (monociti i NK éelije) i stecenoj imu-
nosti (T- i B-limfociti). Izolovanje ¢&iste populacije MNC iz periferne krvi predstavlja vazan postupak u mnogim
dijagnosti¢kim i eksperimentalnim procedurama. Za izdvajanje MNC najée$ce se koristi separacioni gustinski
gradijent ¢&ija specifi¢na gustina odgovara flotacijskoj gustini MNC, tako da u toku centrifugiranja eritrociti i po-
limorfonuklearni leukociti prolaze kroz njega i taloZe se, a MNC se zadrzavaju u sloju iznad gradijenta (Slika 5).

Funkcionalna ispitivanja in vitro

Celije urodene imunosti

Ispitivanje funkcije ¢elija urodene imunosti in vitro podrazumeva ispitivanje funkcionalne sposobnosti
fagocita i NK ¢elija. Kada su u pitanju fagociti, moguce je meriti sposobnost za hemotaksu, kao i sposob-
nost da vrse fagocitozu. Hemotaksa se ispituje tako Sto se ¢elijama ponudi hemotakticka supstanca i on-
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Slika 5. Shematski prikaz razdvajanja elemenata krvi na gradijentu gustine
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da meri broj éelija koji je migrirao. Tehnike se zasnivaju na migraciji kroz kanale u gelu u pravcu gradijen-
ta hemotakticke supstance ili kroz filter u komoru sa hemotaktickom supstancom. Adherencija se odredu-
je brojanjem celija koje adheriSu na staklo ili neki drugi materijal. Ingestija se moZe detektovati
mikroskopiranjem ili proto¢nom citofluorimetrijom (ukoliko je fagocitima ponuden fluorescentno obele-
Zen materijal). Intracelularno ubijanje mikroorganizama je moguce izmeriti tako Sto se meri ubijanje bak-
terija u kulturi. Mnogo cesce se koriste testovi koji ovu funkciju fagocita odreduju posredno, merenjem
nastanka slobodnih radikala kiseonika i azota (respiratorni prasak) kolorimetrijskim, hemiluminiscentnim
ili fluorescentnim tehnikama.

Kada su u pitanju NK ¢elije, pored njihovog broja, odreduje se i citotoksi¢na aktivnost radioaktivnim
(merenjem oslobadanja radioaktivnog hroma iz ubijenih ¢elija koje su njim obeleZene) i neradioaktivnim
metodama.

Celije ste¢ene imunosti

Ispitivanje funkcije ¢elija steCene imunosti in vitro podrazumeva ispitivanje proliferativnog kapaciteta
T- i B-¢elija nakon stimulacije mitogenima (molekulima koji indukuju aktivaciju i deobu ¢elija), superanti-
genima i antigenima a mozZe se odredivati radioaktivnim i neradioaktivnim kolorimetrijskim i fluorescent-
nim metodama.

Citotoksicni test CD8* T-Celija se retko primenjuje i rezervisan je za ispitivanje postvakcinalnog citotoksic-
nog odgovora i za razliku od citotoksi¢nog testa sa NK éelijama zahteva postojanje MHC kompatibilne mete.

Produkcija citokina se meri u te¢nim uzorcima kao Sto je serum ili supernatant stimulisanih celija ELI-
SA metodom, dok se do broja ¢elija koje produkuju citokin dolazi ELISPOT metodom ili intracelularnim flu-
orescentnim bojenjem nakon koga se celije analiziraju proto¢nom citofluorimetrijom.

Merenje funkcije B-limfocita podrazumeva odredivanje klasa i potklasa antitela nefelometrijom ili radijal-
nom imunodifuzijom. Nivo izohemaglutinina (antitela usmerena na antigene krvne grupe) u serumu je jedan
od testova koji se koristi za funkcionalno ispitivanje B-limfocita. Titar i aviditet antitela nakon imunizacije, od-
reduju se u serumu, i mogu se ispitivati nakon vakcinacije ili imunizacije sa KLH (engl. keyhole limpet hemo-
cyanin, antigen puza prilepka, koristi se kao neoantigen, jer se organizam s njim ranije nije susreo).

Procena imunskog odgovora in vivo

Procena imunskog odgovora in vivo se najcesée vrsi koznim probama i provokativnim testovima. Od
koZnih proba rane preosetljivosti najcesée se koriste ,prik” i intradermalni testovi. Ovakvim testiranjem
se moze utvrditi postojanje alergije koja ¢esto mozZe da bude razlog tegoba kod pacijenata.

KoZne probe kasne preosetljivosti se koriste za ispitivanje celularne imunosti a u nasoj sredini se koristi
nacesc¢e PPD ili tuberkulinska proba. U zemljama gde se ne sprovodi BCG vakcinacija za procenu celularne
imunosti se koriste ,,recall” (antigeni sa kojima je osoba sigurno prethodno bila u kontaktu, npr. preciséeni pro-
teinski derivat tuberkulina, kandidin, trihofitin itd.) antigeni i KLH.

Provokativni testovi se koriste za utvrdivanje postojanja imunskog odgovora i to najcesée na inhalator-
ne (spirometrijom) i nutritivne (engl. DBPCFC, Double-Blind Placebo-Controlled Food Challenge) alergene. U
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inhalatornim testovima, pacijent udise alergene u aerosolu. Procena odgovora na alergene vrsi se spirometri-
jskim merenjem protoka vazduha i poredenjem dobijenih vrednosti pre i nakon inhalacije alergena.
Nespecificna hiperreaktivnost bronhija (npr. u astmi) vrsi se inhalatornim testom sa metaholinom. U
testovima za utvrdivanje osetljivosti na nutritivne alergene, pacijent dobija alergen ili placebo u kapsuli. Pri
testiranju, ni pacijent ni lekar ne znaju da li pacijent unosi kapsulu koja sadrzi potencijalni alergen ili placebo.
U toku jednog dana se moZe testirati preosetljivost na alergene prisutne u samo jednoj namirnici ili placebo.

Spoj odgovarajuce parove

1. lzdvajanje ¢elija iz krvi vrsi se na osnovu a. ispituje funkcija CD4* T-limfocita
2. Povrsinski markeri T-limfocita su b. ELISA testom
3. Povrsinski markeri B-limfocita su c. kod obolelih od hroni¢ne granulomatozne
bolesti
4. Povrsinski markeri NK ¢elija su d. citotoksi¢nim testom
5. Ubilacka aktivnost NK ¢elija se odreduje e. razlike u gustini i povrSinskim markerima
6. Respiratorni prasak fagocita je smanjen f. CD3iCD4ili CD8
7. Merenjem produkcije citokina se g. membranski imunoglobulini, CD19, CD20
8. Nivo produkcije citokina se meri h. progresiju HIV infekcije
9. Pad broja CD4* T-limfocita ukazuje na i. stimulacijom sa T-Celijskim mitogenima
10. Proliferacija T-limfocita se ispituje j. CD16iCD56
1 2 3 4 5 6. 7 8 9 10
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LABORATORIJSKE PROCEDURE ZA DIJAGNOSTIKU IMUNSKI POSREDOVANIH
BOLESTI | PRIMARNIH IMUNODEFICIJENCUA

Alergije

Imunski posredovane hemoliticke bolesti
Reumatoidni artritis

Autoimunske bolesti tiroidne zlezde
Dijabetes melitus

Multipla skleroza

Primarne imunodeficijencije

Za detalje izvodenja ovih procedura pogledati opis u poglavlju o antigen-antitelo reakcijama.

Alergije

Alergije predstavljaju Siroko rasprostranjeni zdravstveni problem u svetu. Procenjuje se da oko 25%
svetske populacije ima neku vrstu alergije. Klinicke manifestacije, koje su posledica oslobadanja prethodno
formiranih i novosintetisanih medijatora iz mastocita i bazofila, variraju od lokalizovane reakcije na koZzi
(npr. koprivnjaca ili ekcem) pa sve do generalizovane sistemske reakcije — anafilaksije. Simptomi zavise od
puta unosa, doze kao i uCestalosti izlaganju alergenu. Ukoliko se alergen inhalira, najverovatnije ¢e se razviti
simptomi kao kod alergijskog rinitisa ili astme. Ingestija (gutanje) alergena dovesce do gastrointestinalnih
simptoma (proliv, bol, mucnina) dok ubrizgavanje alergena u krvotok moZe dovesti od sistemske reakcije.
Najcece klinicke manifestacije koje obuhvata preosetljivost | tipa su: koprivnjaca, ekcem, alergijski rinitis,
konjunktivitis i astma. Anafilaksija je najtezi oblik alergijske reakcije jer nastaje akutno (sekunde, minuti) i
istovremeno zahvata nekoliko organa.

Metode za dijagnostiku alergijskih bolesti se mogu podeliti na in vitro i in vivo testove.

In vitro testovi uklju€uju merenje ukupne kolic¢ine IgE ili odredivanje IgE specifi¢nih za odredeni antigen
(alergen). Ova metode su manje senzitivne od in vivo testova o kojima ée kasnije biti reci. Merenje ukupne
koli¢ine IgE predstavlja odlican ,skrining” test pre nego Sto se pacijent sa simptomima alergije uputi
specijalisti alergologije. Ovaj test takode pomaze lekaru klinicaru pri postavljanju dijagnoze parazitskih
infekcija i hiper-Igk sindroma. Najéece se ukupna koli¢ina IgE meri u serumu metodom nefelometrije,
dok se IgE specificni za odredeni antigen odreduju ImmunoCAP i, do nedavno, RAST testom. Ovi testovi
su bezbedni i veoma komforni za pacijenta. In vivo testiranje ukljuCuje direktno nanosSenje alergena naili
pod koZu i predstavlja najjeftiniju i najspecificniju vrstu testa. Naj¢esée se vrse kozne probe (tzv. prick ili
prick-prick probe) ili intradermalne probe. lako se na ovaj na¢in moZze ispitati veliki broj alergena, postoje
terapija antihistaminicima mora biti obustavljena najmanje 72 ¢asa pre testiranja; 3) postoji opasnost od
pojave sistemske reakcije; 4) ne preporucuje se izvodenje ovih testova kod dece koja su mlada od 3 godine.

Imunski posredovane hemoliticke bolesti

U imunski posredovanim hemolitickim bolestima glavni reaktanti su imunglobulini klase G i M. Oni se
vezuju za sopstvene izmenjene ili strane antigene koje se nalaze na povrsini ¢elija. Ova antitela oblazu
povrsinu Celije i potpomaZzu fagocitozu posredstvom opsonizacije i aktivacijom kaskade komplementa.

Transfuzijske reakcije su tipican primer ubijanja Celija, koji nastaje kao rezultat vezivanja antitela za
strane bezopasne antigene (heteroantigene) i javljaju se tokom transfuzije nekompatibilne (nepodudarne)
krvi. Do danas je identifikovano tridesetak razliCitih sistema krvnih grupa koje broje vise od 700 razlicitih
antigena prisutnih na povrsini ljudskih eritrocita. Neki od tih antigena jako stimulisu stvaranje antitela i
odgovorni su za pojavu transfuzijskih reakcija. Antitela mogu biti prisutna u cirkulaciji bez prethodnog
kontakta sa eritrocitima koji nose strane antigene i takva antitela se zovu prirodna (izohemaglutinini npr.
A i B antigeni ABO sistema krvnih grupa). Druga antitela se stvaraju tek nakon kontakta sa eritrocitima
neodgovarajuceg davaoca (npr. anti Rh-D antitela). Najpoznatiji sistemi krvnih grupa: ABO, Rh, Kell, Duffy
i Kidd.
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ABO sistem krvnih grupa ima klju¢nu ulogu prilikom transfuzije krvi. Osobe A krvne grupe imaju anti-B
antitela dok osobe B krvne grupe imaju anti-A antitela u serumu. Osobe 0 krvne grupe imaju anti-A antitela
i anti-B antitela jer njihovi eritrociti ne poseduju na svojoj povrsini antigene A i B. Antitela koja se stvaraju
su klase IgM mada mogu biti IgG klase. Ukoliko pacijent primi krv neodgovarajuée krvne grupe nastace
reakcija koja se moZe manifestovati u vidu neznatnog smanjenja broja eritrocita pa sve do akutne (nagle)
masivne hemolize unutar krvnih sudova. Akutna hemoliticka reakcija moze se razviti unutar nekoliko minuta
do nekoliko sati nakon transfuzije krvi. Reakcije koje se javljaju veoma brzo najcesée su povezane sa
davanjem krvi koja je nekompatibilna u okviru ABO sistema krvnih grupa. Jacina reakcije zavisi od nekoliko
faktora kao Sto su: klasa antitela, temperatura na kojoj se vezuju antitela za antigen, koli¢ine primljene
krvi, gustine antigena na eritrocitima, koncentracije antitela u plazmi i stepena aktivacije komplementa.
Pacijent moZe imati simptome kao $to su groznica, poviSena telesna temperatura, mucnina, bolove i u
donjem delu leda, ubrzan rad srca i Sok.

Transfuzijske reakcije su relativno retke jer se danas odredivanje antigena ABO i Rh sistema krvnih
grupa na eritrocitima vrsi rutinski metodom imunoaglutinacije. Prisustvo antieritrocitnih antitela u krvi
pacijenata takode se rutinski odreduje pre transfuzije imunoaglutinacijom (interreakcija).

Hemoliticka bolest novorodeceta se javlja kod novorodencadi Cije su majke bile prethodno u kontaktu sa
eritrocitima koji na svojoj povrsini imaju antigene razlicite od sopstvenih. Do kontakta izmedu krvi majke i bebe
dolazi tek tokom porodaja. Prvo dete obi¢no ne razvija bolest dok u kasnijim trudno¢ama memorijski B-
limfociti majke pocinju da sintetisSu 1gG koji prolaze feto-placentalnu barijeru i unistavaju fetalne eritrocite.
U zavisnosti od koli¢ine antitela koju stvori majka u trudnoéi moZze doéi do prevremenog rodenja ili uginuca
ploda. Tezak oblik ove bolesti naziva se erythroblastosis fetalis i manifestuje se Zuticom i teSkom hemolitickom
anemijom. Antigen D, koji pripada Rh sistemu krvnih grupa, je u velikom broju slu¢ajeva odgovoran za pojavu
hemoliticke bolesti. Antitela specificna za ABO antigene su mnogo cesée prisutna u krvi majke i ve¢inom su
IgM. Ova antitela ne prolaze kroz placentu i zbog toga su klinicke manifestacije bolesti mnogo blaze. Prisustvo
anti-Rh(D) antitela kod majke se moze ustanoviti indirektnim Kumbsovim testom.

Imunske hemolizne anemije uzrokovane lekovima bile su uobicajene u slu¢ajevima primene visokih
doza penicilina i u periodu kada je alfa metildopa Siroko koriséena u leCenju hipertenzije. Medutim, u
danasnje vreme ovaj tip hemoliznih anemija relativno je redak u klini¢koj praksi. Lekovi koji mogu izazvati
imunske hemolizne anemije podeljeni su, prema mehanizmima delovanja, u tri grupe: 1. alfa metildopa tip
(lek menja strukturu proteina Rh kompleksa na membrani eritrocita koji tako postaje imunogen, antitela
koja se formiraju unakrsno reaguju i sa normalnim Rh proteinima, uvek su nekog od IgG izotipa, a hemoliza
se desSava i posle prekida uzimanja leka); 2. penicilinski tip (lek se kao hapten ¢vrsto vezuje za glikoprotein
na membrani eritrocita, antitela koja se formiraju su IgG i ne vezuju komplement, hemoliza se ispoljava
samo u prisustvu leka i obi¢no nije teska); i 3. kinidinski tip (lek se kao hapten slabo vezuje za proteine na
membrani eritrocita, antitela su ¢esto IgM tipa i vezuju komplement, hemoliza se ispoljava samo u prisustvu
leka ali mozZe biti izuzetno teska, ponekad sa svim znacima intravaskularne hemolize). Prestanak primene
leka uglavnom je sve $to je potrebno primeniti u ovom tipu imunih hemoliznih anemija. U dijagnostici
koristi se direktan Kumbsov test.

Autoimunska hemoliticka anemija predstavlja joS jedan primer bolesti u Cijoj osnovi je reakcija
preosetljivosti Il tipa. Simptomi ove bolesti su malaksalost, slabost i ponekad slaba Zutica. Pacijenti razvijaju
antitela usmerena prema sopstvenim antigenima koji se nalaze na eritrocitima. Ova antitela se mogu
podeliti u dve grupe: topla (topli aglutinini), koja se vezuju na 37°C, i hladna koja reaguju na temperaturi
ispod 30°C.

Autoimunske hemolizne anemije uzrokovane toplim aglutininima, obuhvataju vise od 70% autoimunskih
anemija, i karakteriSu se formiranjem IgG antitela koje vezuju za eritrocitne antigene na 37°C.

Pacijenti ispoljavaju simptome anemije jer se antigen-antitelo kompleksi uklanjaju u makrofagno-fagocitnom sistemu slezine i jetre.
Hemoliza se prvenstveno odvija van krvnog suda (ekstravaskularno) jer IgG nisu tako efikasni u aktivaciji komplementa kao IgM.

Hladni aglutinini su znatno rede uzrok imunskih hemoliznih anemija i ¢eSce se javljaju kod osoba u
pedesetim i Sezdesetim godinama.

Smatra se da se javljaju posle prelezanih infekcija kao npr. posle infektivnhe mononukleoze ili pneumonije izazvane Mycoplasma
pneumoniae. Cesto se moze javiti u sklopu drugih oboljenja kao npr. hroni¢ne limfoctine leukemije, ne-Ho¢kinovog limfoma ili
sistemskog eritemskog lupusa. Kod dece, ova antitela se javljaju u sklopu virusnih i respiratornih infekcija.
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Ova antitela su IgM klase i pacijenti najéesée ne ispoljavaju klinicke simptome. Simptomi se javljaju tek ukoliko se pacijent
izlozi hladno¢i odnosno ukoliko temperatura periferne cirkulacije padne ispod 30°C. lako aktivacija komplementa mozZe zapoceti
izlaganjem hladnoci, ona se moze nastaviti i nakon utopljavanja.

Ukoliko se aktivira kompletna kaskada komplementa javice se hemoliza unutar krvnog suda (intravaskularna hemoliza).
Eritrociti koji su obloZeni sa C3b fragmentom vezuju se za receptore na makrofagima i dalje razaraju u jetri, ¢ime se njihov broj
dodatno smanjuje. Jednu od teskih komplikacija predstavlja nekroza perifernih tkiva.

U dijagnostici hemoliznih anemija primena direktnog i indirektnog Kumbsovog testa ima znacajnu ulogu.

Reumatoidni artritis

Reumatoidni artritis je joS jedan primer sistemske autoimunske bolesti od koje boluje oko 1% populacije
u razvijenim zapadnim zemljama. Zene imaju tri puta veéu verovatnocu da dobiju RA od mugkaraca. Bolest
se najcesce javlja izmedu 35-50. godine Zivota. Karakterisu je hroni¢ne, simetricne i erozivne promene na
perifernim zglobovima mada promene mogu zahvatiti i organe kao Sto su srce i pluéa.

Laboratorijska dijagnostika RA je dosta sloZzena. U serumu 75% pacijenata koji boluju od RA prisutan je
reumatoidni faktor (RF). RF predstavlja antitelo IgM klase spefi¢no za Fc fragment IgG (autoantitelo specificno
za IgG). RF gradi imunske komplekse sa 1gG koji se noseni krvlju taloZze u zglobovima. C1 komponenta
komplementa se vezuje za imunske IgM-1gG komplekse i pokrece klasi¢ni put aktivacije. Za odredivanje RF u
serumu ili sinovijalnoj tecnosti koristi se imunoaglutinacija, ELISA, nefelometrija ili RID test.

U novije vreme uveden je mnogo specifi¢niji test za RA tj. ELISA test kojim se odreduju antitela specificna
za cikli¢ni citrulisani peptid (anti-CCP). Ovaj test je od izuzetnog znacaja u dijagnostici kod pacijenata koji
nemaju pozitivan RF. Jedan od testova koji je od najveée pomocdi za pracenje toka bolesti je merenje
koncentracije CRP metodom nefelometrije. Ovaj nespecificni pokazatelj zapaljenja koreliSe sa povec¢anim
stvaranjem proinflamatornih citokina kao i sa aktivnos¢u bolesti.

Autoimunske bolesti tiroidne Zlezde

Autoimunske bolesti koje zahvataju tiroidnu Zlezdu su redak primer na kome se moZe pokazati da
autoantitela, specifi¢na za jedan isti organ, mogu na razlicite nacine ometati funkciju zZlezde a samim tim i
dovesti do razlicite klinicke slike. Pod normalnim uslovima, hipotalamus stvara tirotropni otpustajuci
hormon koji stimulise hipofizu da luci tirostimuliSu¢i hormon (TSH). TSH se vezuje za svoj receptor na
membrani tirocita koji oslobadaju tiroglobulin koji se kasnije cepa na trijodtironin (T3) i tiroksin (T4).
Stvaranje autoantitela onemogudava ovaj proces i dovodi do smanjene odnosno povecane aktivnosti
tiroidne zlezde. Ovi hormoni se odreduju ELISA ili RIA metodom.

Hasimoto tiroiditis je hronicno autoimunsko zapaljenje tiroidne Zlezde koje se moZze javiti u bilo kom
Zivotnom dobu i to 5 do 10 puta cesce kod Zena nego kod muskaraca.

Kod pacijenta se javlja uvecana tiroidna Zlezda (gusavost) pracena hipotirozom uz pojavu autoantitela,
predominantno antitiroglobulinska antitela (anti-TG) kao i antitela specifi¢na za tiroidnu peroksidazu (anti-
TPO antitela). Ova antitela se mogu dokazati ELISA metodom ili indirekthom imunofluorescencijom.

Grejvsovu bolest, suprotno od Hasimoto tiroiditisa, karakteriSe hipertiroza. Najvaznija antitela koja se
mogu detektovati u Grejvsovoj bolesti su: autoantitelo specificno za receptor tirostimuliSu¢eg hormona
(anti-TSHR antitelo) i anti-TPO antitela. Kada se anti-TSHR antitelo zakaci za receptor tirostimuliSuceg
hormona on imitira normalno dejstvo TSH i dovodi do prekomernog oslobadanja tiroidnih hormona. Za
dokazivanje ovih antitela se moze koristiti ELISA metod ili indirektna imunofluorescencija.

Dijabetes melitus tip |

Autoimunski dijabetes (dijabetes melitus tip 1) je hroni¢na autoimunska zapaljenska bolest koja se javlja
kod osoba sa genetskom predispozicijom pod dejstvom faktora sredine. Kod ove bolesti javlja se progresivno
zapaljenje Langerhansovih ostrvaca u pankreasu koje dovodi do fibroze i unistenja vecine B-Celija. Autoantitela
se mogu pojaviti u serumu i do nekoliko godina pre pojave bolesti. lako se dijabetes najc¢esce dijagnostikuje
merenjem glukoze u krvi, seroloski testovi su se pokazali veoma korisnim za ,,skrinig” predijabeticnih stanja
pre nego sto je uopste doslo do ostecenja tkiva pankreasa. Nekada su se autoantitela speciféna za antigene
ostrvaca detektovala indirektnom imunofluorescencijom na smrznutim presecima humanog pankreasa.
Danas je ova metoda zamenjena RIA i EIA metodom. Antitela koja se danas koriste u dijagnostici
autoimunskog dijabetes su anti-GAD (glutamat dekarboksilaza) antitela i anti-IA2 (tirozin fosfataza) antitela.
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Multipla skleroza

Multipla skleroza (MS) je autoimunska zapaljenska demijelinizirajuca bolest centralnog nervnog sistema
od koje boluje oko milion ljudi Sirom sveta. Karakterise je formiranje lezija (plakovi) u beloj masi mozga i
kicmene moZdine koje dovode do progresivne destrukcije mijelinskog omotaca aksona. Ostecenje celija
centralnog nervnog sistema moze da izazove poremedaje vida, slabost i paralizu ekstremiteta, vrtoglavice
kao i brojne poremedaje senzibiliteta. Bolest se ¢esto javlja izmedu 20 i 40. godine Zivota i to dva puta
¢esée kod Zena nego kod muskaraca.

U dijagnostici MS-a vrsi se pregled likvora i detekcija intratekalne sinteze IgG metodom izoelektri¢nog
fokusiranja likvora i seruma sa imunofiksacijom (oligoklonalne trake).

Primarne imuodeficijencije

Komponente imunskog sistema imaju vaznu ulogu u odbrani domacina od patogena. Poremecaji u samo
jednoj komponenti imunskog sistema moZe imati za posledicu Siroki spektar efekata kako na celularnu tako
i na humoralnu imunost. Primarne imunodeficijencije spadaju u retke bolesti gde izuzetak predstavlja IgA
deficijencija. Incidencija ovih bolesti je 2 na 10.000 Zivorodene dece. Uprkos tome $to su ovo retke bolesti,
veoma je vazno prepoznati ova oboljenja kod dece sa ponavljanim epizodama teskih infekcija i blagovremenim
leCenjem spreciti teske posledice. Do sada je identifikovano preko 120 razli¢itih kongenitalnih formi
imunodeficijencija koje obuhvataju defekte limfocita, fagocita i komponenti komplementa. Klini¢ki simptomi
mogu varirati od blagih do teskih koje ugrozavaju Zivot pacijenta. Veoma Cesto autoimunske bolesti javljaju
se udruZeno sa primarnim imunodeficiencijama.

Brutonova agamaglobulinemija je recesivna bolest vezana za X hromozom od koje gotovo iskljucivo
obolevaju muskarci. U krvi ovih pacijenata nedostaju zreli CD19* B-limfociti a samim tim i sve klase
imunoglobulina. Zbog nedostatka B-limfocita, oni imaju male tonzile i limfne ¢vorove bez normalnih
germinativnih centara. Broj i funkcija T-limfocita je relativno o¢uvana. Ovi pacijenti imaju teske infekcije
pluéa i sinusa izazvane inkapsuliranim bakterijama (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae)
joS u periodu odojceta nakon gubitka majcinskih antitela koja su prosla kroz placentu. Ovi pacijenti ne
smeju primati Zive atenuisane vakcine.

U dijagnostici Brutonove agamaglobulinemije koristi se nefelometrija za ukupno odredivanje IgG, IgA
i IgM. 1zohemaglutinini (antitela speficna za antigene krvnih grupa) se normalno detektuju nakon druge
godine Zivota ali kod pacijenata sa ovom boles¢u su odsutna. Rutinski test imunoaglutancije koji se izvodi
pomocu eritrocita poznate krvne grupe je uvek negativan kod ovih pacijenata. Kao konacni test za
potvrdu koristi se imunofenotipizacija leukocita periferne krvi, pri ¢emu se periferna krv inkubira sa
fluorescentno obelezenim anti-CD19 antitelom i analizira proto¢nom citofluorimetrijom.

Di DZordZov sindrom obuhvata ¢itav spektar anomalija koji uklju¢uje poremecdaje u razvoju timusa,
srca, kostiju i centralnog nervnog sistema. Ova deca imaju Ceste i teSke virusne i gljivicne infekcije zbog
nedostatka T-limfocita. Od imunoloskih testova koristi se imunofenotipizacija leukocita periferne krvi, pri
¢emu se periferna krv inkubira sa fluorescentno obelezenim anti-CD3 antitelom i analizira proto¢nom
citofluorimetrijom.

Hronicna granulomatozna bolest je X-vezana recesivna imunodeficijencija koja nastaje kao posledica
poremecaja u aktivaciji oksidativnog metabolizma fagocita i odsustvom stvaranja kiseoni¢nih produkata.
U nizu reakcija koje katalizuje NADPH oksidaza fagocita od molekula kiseonika nastaje superoksid, a zatim
vodonik-peroksid, hipohloritna kiselina i hidroksilni radikal koji su toksi¢ni za fagocitovane mikroorganizme.
U klinickoj slici dominiraju kozne infekcije, gnojno zapaljenje limfnih ¢vorova, apscesi unutrasnjih organa i
respiratorne infekcije. Najcesc¢i uzrocnici infekcija kod ovih bolesnika su katalaza pozitivne bakterije (rodovi
Staphylococcus, Serratia, Salmonella, Pseudomonas) ili gljivice iz roda Aspergillus. Bolest je dobila naziv zbog
pojave granuloma u organima, kojim organizam pokusava da ogranici dalje Sirenje infekcije. Dijagnoza se
moze postaviti pomocu dva testa: nitroblutetrazolijum testom (NBT) i testom oksidacije dihidrorodamina
(DHR). NBT je jednostavna semikvantitativha metoda. U prisustvu reaktivnih oblika kiseonika, koji se
stvaraju u aktiviranim neutrofilima, NBT prelazi u jedinjenje plave boje (formazan). Formazan se u uocava
na preparatu neutrofila kao sitne plave granule. DHR test se bazira na principu oksidacije nefluorescentnog
dihidrorodamina u flourescentni rodamin u prisustvu vodonik-peroksida koji nastaje tokom oksidativnog
praska. Flourescencija rodamina se detektuje protocnom citofluorimetrijom.
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Nedelja Xl

Predavanje:

Ishod:

Seminar:

Ishod:

Principi inhibicije imunskog odgovora

Imunoloska tolerancija i autoimunost

Principi inhibicije imunskog odgovora. Imunosupresivni lekovi. Monoklonska antitela
i njihova primena u medicini.

Studenti znaju/razumeju:

nacine inhibiranja imunskog odgovora.

klasicnu medikamentoznu imunosupresivnu terapiju i lekove koji se koriste.
$ta su intravenski imunoglobulini, kako deluju i u kojim bolestima se koriste.
principe bioloske terapije.

Sta su monoklonska antitela, kako se dobijaju i njihovu primenu u medicini.

principe antigen-specificne imunoterapije i naine njenog izvodenja.

ouscwN R

Imunoloska tolerancija: znacaj i mehanizmi. Centralna i periferna tolerancija T i B-
limfocita. Autoimunost: principi i patogeneza. Uticaj genetskih faktora, infekcije i
drugih faktora sredine na razvoj autoimunskih bolesti.

Studenti znaju/razumeju:

1. da definiSu imunolosku toleranciju i razumeju njen znacaj.

2. koji su mehanizmi centralne i periferne tolerancije T i B-limfocita.

3. kako dolazi do prekida tolerancije na sopstvene molekule i nastanka autoimunosti i
kakva je uloga genetskih faktora, infekcija i drugih faktora sredine na razvoj autoimun-
skih bolesti.

4. podelu autoimunskih bolesti.

Pitanja za ulazne testove

ukhwn e

Objasnite mehanizme centralne tolerancije kod T-limfocita.

Objasnite mehanizme periferne tolerancije kod T-limfocita.

Objasnite mehanizme centralne i periferne tolerancije kod B-limfocita.

Na koji nacin genetski faktori i infekcija doprinose nastanku autoimunskih bolesti?
Objasnite Sta su to monoklonska antitela i kakva je njihova primena u medicini (primer)?
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Lekovi za supresiju imunskog odgovora

Klasi¢éna medikamentozna imunosupresivna terapija
Kortikosteroidi
Inhibitori sinteze nukleotida i alkiliSu¢i agensi
Inhibitori IL-2
Antiinflamatorni lekovi

Intravenski imunoglobulini

Bioloska terapija
Rekombinantni proteini
Monoklonska antitela
Agensi koji vrse neutralizaciju proinflamatornih citokina i njihovih receptora
Genska terapija

Antigen-specificna imunoterapija

Adekvatan imunski odgovor znacajan je u borbi protiv infekcija, sprefavanju rasta tumora,
odstranjivanju mrtvih celija i otpocinjanju reparacije tkiva. On je rezultat kako direktnih interakcija medu
razlicitim ¢elijama imunskog sistema tako i indirektnih, preko uceséa ¢elijskih produkata kakvi su citokini,
hemokini ili faktori rasta.

Terapija bolesti imunskog sistema ¢ini vazan deo klinicke imunologije sa znacajnim potencijalom za
novim otkri¢cima i danas predstavlja predmet velikog interesovanja u modernim istraZivanjima. lako ne
postoji jedinstvena i opste prihvacena podela terapeutika koji se primenjuju u le¢enju ovih bolesti, u odnosu
na krajnji efekat koji se postize kada je u pitanju funkcija imunskog sistema, oni se mogu grubo klasifikovati
u dve osnovne grupe i to imunosupresivne i imunostimulatorne lekove. Naime, odredena stanja i bolesti
posledica su neadekvatnog imunskog odgovora, kao Sto je reagovanje na neskodljive antigene (neki tipovi
preosetljivosti), na sopstvene antigene (autoimunske bolesti) ili odbacivanje transplantiranog tkiva. U
lecenju ovakvih bolesti veliki znac¢aj ima imunosupresivna terapija koja dovodi do smanjenja imunskog
odgovora i njegovih Stetnih efekata. Sa druge strane, pojacavanje imunskog odgovora u sluc¢ajevima kao
Sto su borba protiv infekcija i nekih tumora postiZze se primenom imunostimulatorne terapije.

Ovo poglavlje ima vise informativni karakter i osmisljeno je sa ciljem da se studentima prevashodno
prikazu osnovne karakteristike imunosupresivnh lekova koji su svoju primenu nasli u terapiji odbacivanja
transplantiranog tkiva, autoimunskih i zapaljenskih bolesti posredovanih imunskim sistemom, sa osvrtom
na najznacajnije agense i predstavnike pojedinih grupa kao i bazicne mehanizme njihovog delovanja. (Za
vise informacija i detalja studenti mogu konsultovati odgovarajuéi udzbenik iz farmakologije.)

Klasicna medikamentozna imunosupresivna terapija

Kortikosteroidi

Kortikosteroidi (glukokortikoidi i mineralokortikoidi) predstavljaju steroidne hormone nadbubrezne
Zlezde koji su uklju¢eni u mnogobrojne fizioloske procese u organizmu kao $to su metabolizam ugljenih
hidrata, katabolizam proteina, regulacija koncentracije jona i vode i odgovor na stres. U kontekstu
imunoterapije, zbog svog antiinflamatornog, antialergijskog i imunosupresivnog dejstva veliki znaéaj imaju
glukokortikoidi. Najvazniji prirodni glukokortikoid kod ¢oveka je kortizol, a njegovi sintetski derivati koriste
se u terapiji velikog broja bolesti. Ovi lekovi mogu ostvariti genomske i negenskome efekte na nivou éelije,
pri éemu genomski podrazumevaju translokaciju glukokortikoida vezanih za sopstvene receptore u jedro i
kontrolu transkripcije, dok negenomski efekti podrazumevaju uticaj na pojedine signalne puteve i delovanje
na Celijsku membranu. Smatra se da je antiinflamatorno dejstvo glukokortikoida prevashodno posledica
genomskih efekata koje ostvaruju u éelijama, pri éemu je krajnji rezultat ovakvog delovanja inhibicija efekata
proinflamatornih citokina i njihove produkcije. Glukokortikoidi takode deluju inhibitorno na tkivne
makrofage koji pritom gube sposobnost da fagocituju i ubijaju bakterije, kao i da produkuju IL-1, kolagenazu,
elastazu i TNF. Ovi lekovi smanjuju i produkciju IL-2 od strane limfocita, a pored toga vrse i stabilizaciju
membrane lizozoma ¢ime se oteZava oslobadanje destruktivnih enzima u zapaljenjskom procesu.
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Antialergijski efekat glukokortikoidi ispoljavaju tako $to inhibiraju metabolizam arahidonske kiseline pa
samim tim i formiranje njenih metabolita. Imunosupresivno dejstvo postizZe se visokim dozama leka, a ogleda
se u smanjenju produkcije antitela. Znacaj u kontroli odbacivanja transplantata ogleda se u smanjenju
oslobadanja antigena iz presadenog tkiva, odlaganja revaskularizacije i ometanja B-limfocita u produkciji
antitela. Veoma visoke doze glukokortikoida (tzv. pulsne doze, koji se aplikuju 1-5 dana) ometaju normalan
transport katjona (Na*, Ca%") kroz Celijske membrane i dovode do gubitka H* jona iz mitohondrija. Ovi efekti
su odgovorni za brz odgovor limfocita na pulsnu terapiju.

U zavisnosti od nacina upotrebe leka postoje forme za lokalnu, oralnu i parenteralnu primenu.
Glukokortikoidi se koriste u leCenju nekih tipova preosetljivosti (astma, alergijski rinitis, serumska bolest,
urtikarija, kontaktni dermatitis), autoimunskih bolesti (sistemski eritemski lupus - SLE, reumatoidni artritis
— RA), inflamatornih bolesti posredovanih imunskim sistemom (sarkoidoza, inflamatorna bolest creva —
odnosno Kronova bolest ili ulcerozni kolitis) kao i u terapiji sprec¢avanja odbacivanja transplantata. Primena
glukokortikoida moZe da bude udruzena sa velikim brojem neZeljenih dejstava pri ¢emu dugotrajna primena
dovodi do ozbiljnih poremecaja metabolizma ugljenih hidrata i lipida u organizmu kao i do imunodeficijencije.

Inhibitori sinteze nukleotida i alkiliSuci agensi

Azatioprin pripada klasi purinskih analoga (aktivna forma je 6-merkaptopurin) i koristi se u
imunosupresivnoj terapiji ve¢ vise od 50 godina. Deluje tako sto blokira sintezu purina i kostimulaciju preko
CD28 molekula. Primenjuje se u terapiji odbacivanja transplantata, kao i razli¢itim autoimunskim bolestima
ukljucujucéi RA, pemfigus vulgaris, SLE. U kombinaciji sa kortikosteroidima vazan je u terapiji imunski
posredovanih bolesti kao sto su inflamatorna bolest creva i multipla skleroza (MS).

Mikofenolat mofetil predstavlja vazan imunosupresivni lek u transplatacionoj medicini kao manje
toksi¢na alternativa azatioprinu. Reverzibilnom inhibicijom enzima inozin-5’-monofosfat dehidrogenaze
ovaj lek onemogucava put de novo sinteze guanozina neophodnog u rastu T- i B-limfocita i na taj nacin
suprimira njihovu proliferaciju (T- i B-limfociti zavise od ovog biosintetskog puta koji im omogucava
adekvatne zalihe guanozina). Primenu je nasao i u le¢enju autoimunskih bolesti kao Sto je pemfigus vulgaris,
hroni¢na urtikarija, SLE i vaskulitisi.

Metotreksat je lek koji inhibira metabolizam folne kiseline. Kompetitivni je inhibitor dihidrofolat
reduktaze koja katalizuje konverziju folne u folinsku kiselinu i time inhibira biosintezu nukleinskih kiselina.
Primenjuje se kako u terapiji tumora (dojke, glave i vrata, leukemija i limfoma) tako i u lecenju nekih
autoimunskih bolesti (RA, juvenilni dermatomiozitis, SLE, sarkoidoza).

Ciklofosfamid deluje tako $to se umece izmedu niti DNK indukujuéi apoptozu u ¢elijama koje proliferisu.
Na taj nacin suprimira funkciju T- i B-limfocita. Koristi se u lecenju nefritisa u sklopu SLE, RA i ponekad u
lecenju MS.

Inhibitori sinteze i dejstva IL-2

Ciklosporin A je lek koji se vezuje za kalcineurin i ometa njegovo funkcionisanje, a najvazniji efekat je
posledicna inhibicija transkripcije gena za IL-2. Koristi se za leCenje akutnog odbacivanja transplantata, RA,
psorijaze i drugih bolesti. Takrolimus (FK506) se vezuje za molekul nazvan FKBP1A (engl. FK506 binding
protein 1A) u kompleks koji ometa funkcionisanje kalcineurina. Koristi se u leCenju akutnog odbacivanja
transplantata, inflamatorne bolesti creva, vitiliga i atopijskog dermatitisa (lokalna primena). Rapamicin se
vezuje za molekul nazvan mTOR (engl. mechanistic target of rapamycin) i inhibira odgovor na stimulaciju
Celija sa IL-2 i tako blokira aktivaciju T- i B-limfocita. Najznacajniju primenu ima u sprecavanju akutnog
odbacivanja transplantata i leCenju autoimunskog limfoproliferativnog sindroma. Kako je mTOR ukljucen
u veliki broj razlicitih signalnih puteva i predstavlja jedan od glavnih senzora energetske ravnoteze u celiji,
rapamicin pokazuje niz razli¢itih efekata od kojih su neki iskoriS¢eni za eksperimentalno le¢enje malignih
tumora, misi¢ne distrofije, Alchajmerove bolesti kao i za inhibiciju replikacije HIV-a. Interesantno, u nekim
eksperimentima je pokazano da zdrave Zivotinje tretirane rapamicinom Zive do 50% duZe nego kontrole.

Antiinflamatorni lekovi

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAID) predstavljaju posebnu klasu lekova koja pored antiinflama-
tornog ima antipireticki (sniZenje povisene telesne temperature) i analgeticki (smanjenje bola) efekat.
Mehanizam dejstva ostvaruju blokiranjem enzima ciklooksigenaze (COX) i lipooksigenaze koji su uklju¢eni u
metabolizam arahidonske kiseline pa samim tim smanjuju i koli¢inu njenih produkata — leukotrijena, trom-
boksana i prostaglandina. Primenu su nasli u velikom broju bolesti kao $to su RA, psorijazni artritis, SLE itd.
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Talidomid je lek koji se inicijalno upotrebljavao kao sedativ, a kasnije i u leCenju jutarnje mucnine u
trudnodi. Vrlo brzo je povucen iz upotrebe zbog izraZenog teratogenog dejstva (malformacija udova i visoka
stopa smrtnosti novorodencadi). Ovakve posledice dovele su do razvoja novih propisa o kontroli razvoja i
upotrebe lekova. Antiinflamatorna svojstva talidomida su bazirana na sposobnosti leka da smanji sekreciju
TNF i vezivanje leukocita za endotel (usled cega je moguc porast broja leukocita u perifernoj krvi).
Upotrebljava se u lecenju Kronove bolesti, sarkoidoze, RA, afti u Behcetovoj bolesti (Behget) i kao terapija
u odbacivanju transplantata. Osim toga koristi se i da bi se sprecila kaheksija u odredenim bolestima koje
su rezultat prevelikog oslobadanja TNF (tzv. ,wasting syndrome” u HIV infekciji, kaheksija povezana sa
tumorima itd.).

Dapson predstavlja antibakterijski lek znacajan u leCenju lepre kao i prevenciji pneumonije izazvane
Pneumocystis jirovecii koja je ¢esta kod pacijenata obolelih od AIDS-a. Pored smanjenja pokretljivosti, ad-
hezivnosti i hemotakse polimorfonukleara, dapson inhibira aktivnost mijeloperoksidaze i na taj nacin sma-
njuje zapaljenje u razli¢itim inflamatornim bolestima. Ovaj efekat je iskoris¢en za leCenje pojedinih
autoimunskih i inflamatornih koznih bolesti (bulozni pemfigoid i dermatitis herpetiformis-Duhring).

Retinoidi i vitamin D putem odgovarajucih signalnih puteva dovode do smanjenja proliferacije limfocita,
indukcije apoptoze, smanjenja Th1i Th17 odgovora, povecanja Th2 odgovora, inhibicije COX, itd. Retinoidi
se primenjuju u terapiji akni i psorijazi, a vitamin D nasao je primenu u psorijaznom artritisu, SLE, RA i MS.

Mitoksantron je prevashodno antineoplasti¢ni agens koji remeti sintezu i reparaciju DNK molekula
delujudi na enzim topoizomerazu tip Il. Koristi se u terapiji pojedinih tumora i leukemija. Primenjuje se za
lecenje pacijenata sa pojedinim formama MS jer je pokazano da smanjuje aktivnost hroni¢no progresivnih
formi bolesti (usporava progresiju bolesti).

Hlorokin se koristi u leCenju i prevenciji malarije ali takode pripada i grupi antireumatskih lekova koji
modifikuju bolest (tzv. disease-modifying antirheumatic drugs) pri ¢emu utice na inhibiciju proliferacije
limfocita, inhibiciju fosfolipaze A2, prezentaciju antigena, oslobadanje lizozomalnih enzima i reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta od strane makrofaga kao i produkciju IL-1.

Fingolimod je lek koji se vezuje za receptor sfingozin-1-fosfata pri ¢emu onemogucdava izlazak efektor-
skih limfocita iz limfnog ¢vora i najéesce se koristi u terapiji MS.

Intravenski imunoglobulini

Intravenski imunoglobulini (IVIG) se dobijaju preradom imunoglobulina plazme velikog broja dobro-
voljnih davalaca krvi i sadrZe u najveéoj meri polivalentni IgG. Mogu da se koriste za leCenje pacijenata sa
razli¢itim formama imunodeficijencije (prevashodno onih sa deficitom imunoglobulina) ali i u leenju
pacijenata sa autoimunskim bolestima. Glavni mehanizmi dejstva IVIG u autoimunskim bolestima su
stvaranje imunskih kompleksa sa (auto)antitelima koji angaZovanjem FcyRIIB (CD32) molekula na
autoreaktivnim B-limfocitima smanjuju produkciju autoantitela, a angaZovanjem drugih Fc receptora
smanjuju prezentaciju antigena koju vrse antigen-prezentujuée éelije. IVIG se koristi u lecenju pacijenata sa
idiopatskom trombocitopenijskom purpurom, pemfigusom, dermatomiozitisom i odredenim
demijeliziraju¢im bolestima, kao Sto su sindrom Gijan-Bare (Guillan-Barré) i MS. IVIG se koristi i u leCenju
toksi¢ne epidermalne nekrolize ali u tom sluéaju izgleda da najznacajniju ulogu u povoljnom efektu koji IVIG
iskazuje kod ovih pacijenata imaju antitela prisutna u krvi donora koja ometaju Fas-FasL interakcije.

Bioloska terapija

Bioloska terapija je poseban vid lecenja pojedinih bolesti koji podrazumeva upotrebu proteinskih i
drugih molekula prirodno prisutnih u krvi Zivih organizama ili pak sintetisanih u laboratorijskim uslovima
pomocu tehnika molekularne biologije. BioloSkom terapijom moze se suprimirati ili stimulisati imunski
sistem kao pomo¢ organizmu u borbi protiv autoimunskih bolesti, tumora, infekcija i drugih bolesti. Bioloska
terapija uklju€uje primenu citokina i monoklonskih antitela, a danas je u nekim stanjima kao $to su imuno-
deficijencije u upotrebi i genska terapija.
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Rekombinantni proteini

Interferoni (IFN) tip |

Interferoni predstavljaju grupu signalnih proteina produkovanih od strane éelija imunskog sistema u
odgovoru na prisustvo patogena (virusa, bakterija i parazita) ili maligno transformisanih ¢elija. Na osnovu
karakteristika receptora preko kojih prenose signale ovi molekuli su podeljeni na tri tipa, pri ¢emu u pogledu
imunosupresije vaznu ulogu imaju interferoni tip I, a posebno IFN-8. IFN-B predstavlja grupu srodnih
molekula od kojih su najvazniji IFN-B-1a, i IFN-B-1b. Ta¢ni mehanizmi njihovog dejstva nisu u potpunosti
razjasnjeni ali se smatra da dovode do smanjenja ekspresije MHC molekula Il klase, smanjenja produkcije
proinflamatornih citokina i nastanka Th17 celija, a uticu i na kostimulaciju kroz pojacavanje ekspresije
CTLA-4 i smanjenja ekspresije CD28 molekula. Primenjuju se kao lekovi prve linije u terapiji
relapsno-remitentnog oblika MS pri ¢emu je moguce da se deo povoljnog efekta IFN-B u le¢enju moze
pripisati smanjenju propustljivosti krvno-moZdane barijere. Za razliku od IFN-B, IFN-a se uglavhom
primenjuje u lecenju virusnih bolesti (npr. HCV infekcije) zbog snaznog antivirusnog dejstva i stimulacije CTL
odgovora, kao i u terapiji malignih tumora (videti stimulacija imunskog odgovora).

Monoklonska antitela
Nomenklatura monoklonskih antitela

lzuzetan istrazivacki napor doveo je do identifikacije ¢elija i velikog broja molekula ukljuc¢enih u
patogenezu razli¢itih bolesti. Terapija monoklonskim antitelima (engl. monoclonal antibodies - mAb)
podrazumeva upotrebu laboratorijski sintetisanih antitela sa specificnos¢u za samo jedan odgovarajuci
antigen kojima se deluje na komponente (¢elije i molekule) znacajne za razvoj i tok bolesti. Tako se na
primer mAb mogu vezivati za povrsinu maligno transformisane éelije (koja eksprimira jedinstvene markere
za koje je mAb specifi¢no) i pokrenuti njeno uniStavanje razli¢itim imunskim mehanizmima. Sa druge strane
vezivanje mAb za specificne receptore i aktiviranje odgovarajudih signalnih puteva moze direktno dovesti
do Celijske smrti (apoptoze). Tokom razvoja mAb sukcesivno su oformljena Cetiri tipa koja su se razlikovala
po svom poreklu i to: misja, himeri¢na, humanizovana i humana mAb. Misja monoklonska antitela do-
bijena su tehnologijom stvaranja hibridoma koja je detaljnije opisana u ranijem poglavlju priru¢nika (Mono-
klonska antitela, IV nedelja). Medutim razlika izmedu misjeg i humanog imunskog sistema onemogudila je
dalju klini¢ku primenu vedine antitela, pre svega zbog slabe indukcije citotoksi¢nosti i formiranja imunskih
kompleksa nakon ponovne aplikacije usled stvaranja anti-misjih antitela od strane pacijenta. Zbog toga su
nezeljene reakcije bile Ceste, a ponekad su bile pracene i stanjem Soka. U nomenklaturi misja antitela dobila
su karakteristi¢ni sufiks —omab (Slika 6). Smanjenje imunogenosti misjih antitela sa jedne strane i povecanje
imunoloske efikasnosti sa druge, omoguceno je sintezom himeri¢nih i humanizovanih antitela. Himericna
monoklonska antitela sadrze varijabilne regione misjih antitela fuzionisanih sa konstantnim regionima

Slika 6. Vrste monoklonskih antitela:
A) misja

B) himeric¢na

C) humanizovana

D) humana
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humanih antitela. Ovakva antitela su oko 65% humana $to doprinosi smanjenju imunogenosti kao i
povecanju njihovog serumskog poluzivota. Humanizovana monoklonska antitela nastaju ubacivanjem
hipervarijabilnih regiona misjeg antitela u varijabilne domene antitela ¢oveka. Ova antitela su oko 95%
humana. U nomenklaturi himeri¢na i humanizovana antitela imaju sufikse —ximab odnosno —zumab
(infliksimab, baziliksimab, daklizumab, omalizumab). Humana monoklonska antitela dobijaju se transferom
humanog genoma u genom misa, nakon cega se ovakvi transgeni misevi vakcinisu protiv odredenog
antigena. Humana monoklonska antitela u nomenklaturi imaju sufiks —-umab (adalimumab).

Danas su monoklonska antitela nasla primenu u leCenju velikog broja bolesti kao sto su razlicite vrste
tumora, autoimunske i inflamatorne bolesti posredovane imunskim odgovorom. JosS uvek su aktuelna
brojna istraZivanja sa ciljem identifikacije novih molekula znacajnih u razvoju i patogenezi odredenih stanja,
posebno tumora na koje bi se potencijalno usmerila terapija monoklonskim antitelima. U narednom odeljku
pomenuéemo samo neke od mAb sa najces¢om terapijskom primenom.

Monoklonska antitela koja vrse depleciju ¢elija

Odredena monoklonska antitela svoje efekte iskazuju tako $to dovode do unisStavanja pojedinih tipova
¢elija. Takva antitela su npr. anti CD3 koja se sve vise koriste umesto konjskog antitimocitnog globulina ili
anti CD20 antitela.

Anti-CD3 monoklonska antitela predstavljaju antitela koja se vezuju za membranski CD3 receptor na
povrsini T-limfocita. Naime, T-limfociti prepoznaju antigene pomoc¢u TCR-a koji za adekvatno funkcionisanje
zahteva razli¢ite pridruzene molekule od kojih je jedan CD3. CD3 sprovodi signal koji omogucava
proliferaciju T-limfocita i interakciju sa antigenom. Monoklonska antitela se vezuju za pomenuti kompleks
na povrsini cirkuliSuéih T-limfocita dovodeci do apoptoze. Zbog ovakvog mehanizma delovanja prvo misje
monoklonsko antitelo odobreno za primenu u klinicke svrhe 1986. godine (muromonab-CD3), koristilo se
u terapiji akutnog odbacivanja transplantata. Odredena monoklonska antitela sa istim mehanizmom dejstva
danas se ispituju u lecenju Kronove bolesti, ulceroznog kolitisa i dijabetes melitusa tip 1.

Anti-CD20 monoklonska antitela (Rituximab, Ofatumumab) su usmerena na CD20, koji je u znacajnoj
meri iskazan na povrsini veéine B-limfocita (ukljuCujuéi i neke prekursore koji se javljaju tokom
diferencijacije B-limfocita) sa izuzetkom diferentovanih plazma ¢elija. Funkcija mu je nedovoljno proucena
ali se smatra da moze imati ulogu u protoku Ca?* jona kroz ¢elijsku membranu ¢ime se odrzava adekvatna
unutarcelijska koncentracija ovih jona, od znacaja za aktivaciju B-limfocita. Rituximab (himericno mAb),
vezujudi se za CD20 molekul preko svog Fc fragmenta, ucestvuje u Celijskoj citotoksi¢nosti posredovanoj
antitelima (ADCC) kao i citotoksi¢nosti posredovanoj sistemom komplementa. Ovo antitelo takode vrsi
nishodnu regulaciju B-¢elijskog receptora i indukuje apoptozu CD20" éelija. Koristi se u terapiji bolesti koje
karakteriSe povecéanje broja B-celija ili njihova disfunkcija kao $to su limfomi i leukemije. Pogodan je i u
terapiji izvesnih autoimunskih bolesti (autoimunska hemoliticka anemija, idiopatska trombocitopenijska
purpura, RA). Ofatumumab je humano monoklonsko antitelo sa istim mehanizmom delovanja.

Monoklonska antitela koja interferiraju sa funkcijom éelija

Neka monoklonska antitela svoje efekte iskazuju tako Sto ometaju funkcionisanje pojedinih éelija. Takva
antitela su npr. anti-CD25 ili anti-VLA-4 antitelo.

Anti-CD25 monoklonska antitela (anti-IL-2Rat) su usmerena na CD25 molekul koji predstavlja a lanac
receptora IL-2, transmembranskog proteina koji ulazi u sastav visoko-afinitetnog receptora za IL-2 na
aktiviranim T-limfocitima. Preko ovog receptora se prenose signali neophodni za rast, proliferaciju i
diferencijaciju T-limfocita kao i za stimulaciju produkcije antitela od strane B-limfocita. Baziliksimab je
monoklonsko antitelo na a lanac receptora IL-2 koje se najce$ée upotrebljava u spre¢avanju odbacivanja
kalema posebno kod transplantacije bubrega. Daklizumab kao i prethodni lek, smanjuje opasnost akutnog
odbacivanja bubrega bez povecanja incidencije oportunistickih infekcija.

Anti-VLA-4 monoklonsko antitelo (Natalizumab) predstavlja prvi sintetisani lek klase selektivnih
inhibitora adhezivnih molekula. Radi se o humanizovanom monoklonskom antitelu na a-4 integrin koje
onemogucava izlazak celija imunskog sistema iz krvnih sudova do ciljnih organa u kojima se odvija
zapaljenjski proces. Konkretno u MS, lezije centralnog nervnog sistema posledica su inflamacije uzrokovane
prolaskom T-limfocita kroz krvno-mozdanu barijeru. Natalizumab redukuje prolazak T-limfocita i migraciju
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leukocita u parenhim mozga. Treba napomenuti da ovo monoklonsko antitelo nije lek prvog izbora u terapiji
MS zbog retkog ali izuzetno teskog nezeljenog dejstva, progresivne multifokalne leukoencefalopatije. Pored
navedenog, ovaj lek se primenjuje i u terapiji hroni¢ne inflamacije creva koja uzrokuje Kronovu bolest.

Agensi koji vrSe neutralizaciju proinflamatornih citokina i njihovih receptora

TNF inhibitori vrse supresiju odgovora na proinflamatorni citokin TNF koji je deo zapaljenjskog procesa
(funkcija detaljnije opisana u poglavlju Citokini). Ovaj citokin ima znacaj u brojnim autoimunskim bolestima
(RA, ankilozirajuci spondilitis, psorijaza) i inflamatornim bolestima posredovanim imunskim sistemom.
Stetno dejstvo TNF, odnosno zapaljenja u ovim bolestima neutrali$e se terapijom anti-TNF antitelima kao
Sto su infliksimab, adalimumab, certolizumab pegol, golimumab. Solubilni receptori za TNF fuzionisani sa
Fc fragmentom Ig (npr. etanercept) su alternativa u neutralizaciji ovog proinflamatornog citokina.

Anti-IL-1 i anti-IL-6 agensi. Neutralizacija ovih proinflamatornih citokina naj¢eSca je u terapiji
autoinflamatornih bolesti i RA razlic¢itim agensima kao Sto je anakinra (rekombinantni IL-1 receptor
antagonist) i canakinumab (anti-IL-1 monoklonsko antitelo). Tocilizumab je prvo odobreno antitelo za
neutralizaciju IL-6 (vezuje se za interleukin-6 receptor) i koristi se za leCenje RA i opti¢kog neuritisa.

Anti-IL-12/23 (p40) monoklonska antitelo (Ustekinumab) predstavlja humano monoklonsko antitelo
koje prepoznaje p40 molekul, zajedni¢ku komponentu IL-12 i IL-23, ¢ija je uloga da ometa aktivaciju zapa-
lienjskog odgovora organizma kroz suzbijanje dejstva ovih citokina. Primenjuje se u terapiji psorijaznog
artritisa i Kronove bolesti.

Genska terapija

Koncept genske terapije pojavio se sedamdestih godina proslog veka identifikacijom genetskih defekata
odgovornih za pojavu naslednih bolesti. Genska terapija predstavlja novi terapijski pristup i moze biti
definisana kao tretman bolesti zamenom ili dopunom gena koji je odsutan ili nefunkcionalan, $to dovodi
do razvoja bolesti. U najve¢em broju slu¢ajeva u genom se ubacuje funkcionalna kopija gena da bi se
prevaziSao Stetan efekat nefunkcionalnog gena. Genska terapija se moZe podeliti na vise nacina u zavisnosti
od ¢elijske mete, terapijskog cilja i nacina primene (in vivo - putem vektora i ex vivo - izolovanjem celija koje
se genetski modifikuju). Genska terapija primenjuje se za lecenje razlic¢itih formi teskih kombinovanih
imunodeficijencija (tzv. SCID — severe combined immunodeficiency).

Antigen-specificna imunoterapija

Predstavlja jedan od nacina lecenja reakcija na uobicajeno neskodljive antigene kao Sto su alergije na
polen, venome insekata, pojedine namirnice itd. MozZe se primenjivati kao subkutana imunoterapija (engl.
Subcutaneous immunotherapy, SCIT) koja podrazumeva kontinuiranu, potkoZnu primenu rastucih doza
odredenog alergena (pocev od izuzetno niske doze). Po slicnom principu ali mnogo komfornijem za
pacijenta razvijena je i sublingvalana imunotrepija (engl. Sublingual immunotherapy, SLIT) gde se pomocu
tablete alergen postepeno oslobada u usnoj duplji. Mehanizami dejstva ovako primenjene terapije
podrazumevaju promenu konteksta prezentacije antigena uz nastanak alergen specifi¢nih Thl celijai Treg
kao i povecanje koncentracije IgG4 i IgA, a smanjenje sekrecije citokina karakteristi¢nih za Th2 imunski
odgovor i koncentracije IgE antitela. Ove promene imunske reaktivnosti na alergene korelisu sa klinickim
poboljSanjem. Vazno je napomenuti da ovaj vid terapije treba sprovoditi u adekvatno opremljenim
medicinskim ustanovama zbog moguénosti pojave nezeljenih efekata, odnosno alergijskih reakcija.

57



. Principi imunostimulacije
Nedelja XIIl P J
Imunski odgovor na tumore

Predavanje:
Ishod:
1.
2.
Seminar:
Ishod:
1.
2.
3.
4,
5.

Principi stimulacije imunskog sistema.

Studenti znaju/razumeju:

nacine stimulacije imunskog odgovora.
principe imunoterapije malignih bolesti.

Imunski odgovor na tumore. Antigeni tumora. Imunski mehanizmi odbacivanja

tumora. Izbegavanje imunskog odgovora od strane tumora. Imunoloski pristupi u
terapiji malignih tumora.

Studenti znaju/razumeju:

da postoji imunski nadzor koji uklju¢uje odgovor urodene i stecene imunosti na tumore i
da u tome ucestvuju celularne i humoralne komponente imunskog odgovora.

$ta su to tumor-specifi¢ni i tumor-asocirani antigeni.

na koji nacin T-limfociti, NK ¢elije, antitela i fagociti prepoznaju maligne ¢elije i na koji
nacin ih ubijaju.

mehanizme kojim tumori izbegavaju imunski odgovor.

znacaj i moguénosti imunoterapije tumora i strategije u pravljenju antitumorskih
vakcina.

Pitanja za ulazne testove

1.

vk wnN
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Kako urodena i steCena imunost prepoznaje celije malignih tumora i koji su najvazniji tumorski anti-

geni?

Koji mehanizmi imunskog sistema dovode do uniStavanja celija malignih tumora?
Kako tumori izbegavaju imunski odgovor?

Pasivna imunoterapija malignih tumora (princip i primeri).

Na koji nacin se moze stimulisati imunski odgovor na maligne tumore?
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PRINCIPI IMUNOSTIMULACUE

Stimulacija imunskog odgovora
Imunoterapija tumora
Lecenje malignih bolesti citokinima
Lecenje malignih bolesti monoklonskim antitelima
Lecenje malignih bolesti transferom celija
»Klasi¢na“ vakcinacija

Stimulacija imunskog odgovora

Stimulacija imunskog odgovora se vrsi kada imunski odgovor ne moze dovoljno snazno i pravovremeno
da odgovori na pretnju koja narusava homeostazu. Ovo se moze postiéi unosenjem razlic¢itih molekula,
Celija i tkiva u organizam.

Imunoterapija tumora

Lecenje malignih bolesti citokinima

Za stimulaciju imunskog odgovora mogu da se koriste i rekombinantni citokini. IFN-a2a se koristi za
lecenje pojedinih leukemija a IFN-a2b za lecenje pojedinih leukemija i limfoma, Kaposi sarkoma, multiplog
mijeloma i malignog melanoma. IL-2 se koristi za le¢enje metastaza malignog melanoma i karcinoma
bubrega. G-CSF i GM-CSF se koriste da pomognu rekonstituciju imunskog sistema nakon transplantacije
kostne srzi, i za indukciju granulopoeze nakon hemioterapije. IFN-ylb se koristi za le€enje hroni¢ne
granulomatozne bolesti.

Lecenje malignih bolesti monoklonskim antitelima

Monoklonska antitela se sve viSe koriste za leCenje malignih tumora i leukemija. Monoklonska antitela
mogu da budu usmerena protiv molekula koji su prisutni na éelijama tumora i u€estvuju u kontroli rasta ili
imunskog odgovor na tumore (Tabela 4). Ova antitela mogu da ometaju funkcionisanje pojedinih molekula
na povrsini ¢elija tumorailiimunskog sistema (EGFR ili CTLA4) ili da indukuju lizu ¢elija tumora (Rituximab).

Tabela 4: Antitela koja se koriste za lecenje malignih bolesti

Antigen Antitelo Klinicka primena

VEGF Bevacizumab [Karcinom jajnika, karcinom bubrega, kolorektalni karcinom, pojedini
oblici karcinoma dojke

EGFR Cetuximab Skvamozni karcinom glave i vrata, metastatski kolorektalni karcinom

ERBB2 (HER2/neu) |Herceptin Metastatski Her2* karcinom dojke

CD20 Rituximab Non-Hockinov limfom

CD52 Alemtuzumab [Hroniéna limfocitna leukemija

CTLA4 Ipilimumab Metastatski melanom

Lecenje malignih bolesti transferom éelija

Terapija malignih bolesti zasnovana na transferu éelija se sprovodi vec¢ vise decenija unazad. Terapija
dendritskim ¢elijama koje su prethodno kultivisane sa ¢elijama tumora dala je rezultate u le¢enju malignog
melanoma tako $to je indukovala odgovor CD8* éelija specifi¢nih za antigene tumora (npr. MART-1). Pored
dendritskih celija i efektorske ¢elije mogu da se koriste za lecenje tumora. NK celije kultivisane sa dodatkom
IL-2 i umnozZene in vitro koriste se u le¢enju mijeloidnih leukemija. Poseban uspeh se postize ukoliko postoje
razlike u genima koji kodiraju KIR molekule izmedu primaoca i NK ¢elija koje dobija. Preliminarni rezultati
ukazuju na efikasnost ovakvih NK ¢elija i u le¢enju solidnih tumora (npr. melanoma i karcinoma bubrega).
Infiltrisu¢i T-limfociti umnozZeni in vitro su se pokazali efikasni u leCenju malignog melanoma. Genetski
modifikovani T-limfociti koji pored endogenog TCR iskazuju i transgene receptore specificne za MART-1
peptide u sklopu HLAA*0201 su pokazali efikasnost u le¢enju melanoma kod pacijenata koji su nosioci HLA
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A*0201 alela. Druga mogucénost je koris¢enje himeri¢nih T-limfocita koji umesto transgenog TCR iskazuju
receptore stvorene genetskim inZenjeringom koji se sastoje od proteinskih lanaca koji ¢ine vezno mesto za
molekul protiv koga su ove Celije usmerene i koji su fuzionisani sa CD28 molekulom i {lancem. Na taj nacin
se gubi MHC restrikcija antitumorskog odgovora.

»Klasicna“ vakcinacija

Aktivnom imunizacijom protiv odredenih virusa se prevenira se nastanak nekih tumora (npr. hepato-
celularni karcinom koji nastaje nakon infekcije HBV ili karcinom cerviksa koji je posledica HPV infekcije).
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Imunski odgovor na transplantirana tkiva

Predavanje: Primarne (kongenitalne) imunodeficijencije.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. staje to imunodeficijencija i da ispri¢aju koje su klinicke posledice nedovoljnog
imunskog odgovora.

2. podelu primarnih imunodeficijencija i upoznati su sa njihovom ucestaloséu.

3. da navedu primere deficijencija usled defekata u sazrevanju T-limfocita, B-limfocita,
kao i kombinovanih imunodeficijencija i da objasne koje su njihove klinicke posledice.

4. koji su poremecaji funkcionisanja limfocita i umeju da objasne imunodeficijenciju usled
prekida CD40 signalizacije i deficijencije adhezivnih molekula.

5. koje su deficijencije komponenti komplementa, i ¢elija urodene imunosti.

Seminar: Imunski odgovor na transplantirana tkiva. Transplantacioni antigeni. Indukcija
imunskog odgovora i mehanizmi odbacivanja kalema. Prevencija i tretman odbaci
vanja kalema. Primena laboratorijskih metoda u pripremi za transplantaciju i
pracenju pacijenata posle izvrSene transplantacije.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. sta je to transplantacija celija, tkiva i organa, znaju Sta sve moZe da se transplantira,
kao i kakve vrste transplantacija postoje.

2. Sta su to transplantacioni antigeni, razumeju koncepte direktnog i indirektnog prepoz-
navanja MHC molekula i mehanizme odgovora imunskog sistema na transplantacione
antigene.

3. mehanizme hiperakutnog, akutnog vaskularnog i celularnog, kao i hroni¢nog odbaci-
vanja kalema.

4. specificnost transplantacije kostne srzi.

5. na koji se nacin vrsi pretransplantaciona obrada pacijenata i razumeju principe HLA tip-
izacije i unakrsnog testa slaganja, kao i njihov znacaj za alogenu transplantaciju.

6. principe leCenja odbacivanja kalema.

Pitanja za ulazne testove

Opisite po jednu primarnu imunodeficijenciju urodene i adaptivne imunosti (po izboru).
Koji su transplantacioni antigeni i na koji nacin se prepoznaju?

Opisite tipove odbacivanja kalema (uzroci i mehanizmi).

Principi prevencije i terapije odbacivanja kalema.

Transplantacija ¢elija krvi i mati¢nih éelija hematopoeze.

ukhwn e
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Laboratorijska obrada pacijenata pre transplantacije

U slucaju postojanja jasnih indikacija za sprovodenje transplantacije tkiva i organa, pacijent prolazi kroz
niz procedura koje ¢e omogucditi njegovo prikljucivanje nacionalnoj listi osoba koje ¢ekaju transplantaciju.
U zavisnosti od toga koji organ ili tkivo treba da se presadi, obrada, priprema i zahtevi za kompatibilnost
tkiva se razlikuju (npr. zahtevi za podudarnost tkiva su stroziji kada se transplantira bubreg nego kada se
transplantira kornea, a jos su stroZiji kada se transplantira kostna srz u odnosu na presadivanje bubrega).
Po pravilu, tokom pripreme za transplantaciju, kod pacijenta se sprovodi:

e odredivanje krvne grupe i Rh faktora
e HLA tipizacija
e odredivanje prisustva postojecih, odnosno prethodno formiranih antitela

HLA tipizacija se obavlja da bi se odredilo koje HLA alele poseduje pacijent radi uskladivanja njegovih HLA
alela sa HLA alelima potencijalnog davaoca, a u cilju smanjenja moguénosti odbacivanja kalema. Savremene
tehnologije u pripremi za transplantaciju koriste seroloske i molekularne metode detektovanja HLA anti-
gena davaoca i primaoca. Tokom HLA tipizacije, posebna paZnja se posvecuje ispitivanju slaganja u HLA-A,
HLA-B i HLA-DR lokusima koji su veoma polimorfni u populaciji, a nekada i HLA C i HLA DQ lokusima (Slika 7).

Slika 7. Slaganje u HLA lokusima primaoca (recipijenta) i davaoca (donora)

POTPUNO SLAGANJE NESLAGANJEU JEDNOM ALELU
8o0d 8ili 10 od 10 HLA alela 7 od 8ili 9 od 10 HLA alela
RECIPIJENT DONOR RECIPUJENT DONOR

A Qe OO A Qe OO
s @ O s @ U@
c @ OO c 9@ VO
o1 @ O@ 1 LD @O

na Q@ @ o 9@ @O

Postojeca, tj. prethodno formirana antitela prisutna su zbog prethodne senzibilizacije primaoca na
aloantigene tokom:

- ponavljanih transfuzija krvi

- prethodnih transplantacija organa

- viseStrukih trudnoca kod Zena

Ova antitela se detektuju pomocu testa panel-reaktivnih antitela (engl. panel-reactive antibody test,
PRA test). PRA test obuhvata testiranje seruma potencijalnog primaoca na panelu od 40-60 razliCitih
davalaca koji su reprezentativni uzorak davalaca organa u datoj populaciji (Slika 8). Na ovaj nacin se ispituje
u kojoj meri je pacijent, potencijalni primaoc organa, senizibilisan na antigene koji su ¢esti u populaciji
kojoj on priprada. Ova analiza se ponavlja 1-2 puta godisnje dok pacijent ¢eka na transplantaciju.

U slucaju kada se pojavi dostupan kadavericni organ za transplantaciju (npr. bubreg) od donora za kojeg
je utvrdeno da je bio zdrav, pored ispitivanja da li je davaoc bio zaraZen virusima hepatitisa B ili Ci HIV-om
i da li je bolovao od sifilisa, odreduju se krvna grupa i Rh faktor i vrsi se HLA tipizacija. Po obavljenim anal-
izama, kontaktiraju se pacijenti (6-8) sa liste ¢ekanja na osnovu strogo utvrdenih kriterijuma (koji se pr-
venstveno odnose na kompatibilnost sa dostupnim kadaveri¢nim bubregom). Sa liste se biraju oni pacijenti
koji imaju:

¢ podudarnu krvnu grupu i Rh faktor sa davaocem
¢ visoku podudarnost HLA molekula sa davaocem (nastavak na strani 64)

62



Nedelja Imunski odgovor na transplantirana tkiva

Serum recipijenta
koji potencijalno +
sadrzi At na HLA

u YY Kuglice razlicitih boja sa specificnim

HLA Ag na svojoj povrsini

@,

]
& @
; ]
At na HLA iz seruma
recipijentavezujuse za

specificnu kuglicu

Zaanti-HLA AtY

vezuje se detekciono At I

obelezeno fluorescentnom bojom

Dva lasera: jedan detektuje
fluorescentnu boju detekcionog At,
a drugi omogucava identifikaciju
specificne kuglice

Slika 8. PRA test. Serum primaoca (recipijenta) koji potencijalno sadrZi anti-HLA antitela (Anti-HLA At) se
dodaje mesavini sintetickih kuglica razli¢itih boja, pri ¢emu je svaka kuglica obloZena razli¢itim antigenom.
Dakle, svaka kuglica je odredene boje i obloZzena odredenim HLA antigenom (A). Ako su prisutna anti-HLA
At u serumu recipijenta, ova At e se vezati za odgovarajuéi HLA Ag/kuglicu (B). Potom se za vezano anti-
HLA At vezuje detekciono At obeleZeno fluorescentnom bojom (C). Upotrebom lasera moze se ispitati pris-
ustvo fluorescentne boje na povrsini svake jedinstvene kuglice (D). Na taj nacin se odreduje profil anti-HLA
At recipijenta i poredi se sa HLA potencijalnog davaoca (donora).
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Tada se vrsi i serolosko testiranje potencijalnih primalaca na prisustvo postojecih, odnosno prethodno
formiranih antitela na HLA (a potencijalno i druge) molekule davaoca, odnosno test unakrsnog slaganja
(engl. cross-match test). Ovim ispitivanjem se eliminiSu primaoci koji imaju preformirana antitela na anti-
gene davaoca, jer takva antitela izazivaju hiperakutno odbacivanje presadenog organa. ,,Cross-match” test
se obavlja tako $to se mononuklearne éelije krvi potencijalnog davaoca testiraju u prisustvu seruma pri-
maoca organa. Ukoliko serum primaoca sadrZi antitela na aloantigene davaoca dolazi do lize ¢elije davaoca
posredstvom komplementa, $to predstavlja pozitivnu reakciju i kontraindikaciju za transplantaciju (Slika 9). ™

A

Limfociti donora Komplement

Serum recipijenta koji
potencijalno sadrzi At
specifitnaza HLA doncra I

YY

At specifi¢na za HLA donora se

Nema At specificnih za HLA vezuju za HLA na limfocitima i
donora aktiviraju komplement

Q

055

%}%ﬁb %)

Negativan cross-match Pozitivan cross-match
(nema lize ¢elija) (vise od 20% liziranih celija)

Slika 9. ,,Cross-match” test. Serum primaoca (recipijenta) koji potencijalno sadrzi At specificna za HLA
davaoca (donora) dodaje se T ili B-limfocitima donora, zajedno sa komplementom (A). Ako At specifi¢na
za HLA donora nisu prisutna, nece dodi do lize ¢elija i rezultat testa e biti negativan (B). Ako se At specifi¢na
za HLA donora veZu za limfocite i aktiviraju sistem komplementa klasi¢énim putem, Celije ¢e biti lizirane, a
rezultat testa je slabo, srednje ili jako pozitivan, u zavisnosti od procenta liziranih celija(C).

Literatura:

1. Mulley WR, Kanellis J. Understanding crossmatch testing in organ transplantation: A case-based guide
for the general nephrologist. Nephrology 2011;16:125-33.
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Principi imunoprofilakse infektivnih bolesti

Predavanje: Sekundarne (stecene) imunodeficijencije.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. uzroke stecenih imunodeficijencija.

2. u kojim situacijama dolazi do jatrogenih imunodeficijencija i umeju da objasne zbog ce-
ga primena hemioterapije, zraCenja organizma, imunosupresivne terapije i splenekto-
mija dovode do imunodeficijencija.
kako maligne bolesti dovode do imunodeficijencije.
da infekcije razlicitim virusima mogu da dovedu do imunodeficijencije.

5. da objasne mehanizme nastanka imunodeficijencije u HIV infekciji.

W

Seminar: Principi imunoprofilakse infektivnih bolesti. Pasivna imunizacija. Vakcine.

Ishod: Studenti znaju/razumeju:

1. i mogu da navedu nacine imunizacije i da svaki nacin imunizacije potkrepe odgovaraju-
¢im primerom.

2. prednosti i nedostatke aktivne i pasivne imunizacije.

3. da objasne znacaj Sto je mogucde Sireg obuhvata populacije vakcinama za eradikaciju i
kontrolu pojedinih infektivnih bolesti na nekoliko primera. Studentima je jasan pojam
kolektivnog imuniteta.

4. prednosti i nedostatke imunizacije Zivim vakcinama i umeju da navedu primere Zivih
vakcina.

5. prednosti i nedostatke imunizacije inaktivisanim vakcinama i umeju da navedu prime-
re inaktivisanih vakcina.

6. prednostiinedostatke imunizacije subjedini¢nim vakcinama i umeju da navedu prime-
re subjedini¢nih vakcina.

7. princip funkcionisanja imunizacije konjugovanim vakcinama i umeju da navedu prime-
re konjugovanih vakcina.

8. Sta su to polivalentne/kombinovane vakcine i umeju da navedu primere.

9. kakve su perspektive u razvoju vakcina.

Pitanja za ulazne testove (za grupe koje su zbog praznika gubile termine)

Zbog Cega dolazi do imunodeficijencije u HIV infekciji i AIDS-u?

U kojim slucajevima (osim HIV infekcije) nastaju sekundarne imunodeficijencije?

Navedite princip i tipove preparata koji se koriste za vestacku pasivnu imunizaciju.

Zive i mrtve vakcine: na koji nac¢in se dobijaju i kako deluju (navesti po jedan primer)?

Subjedini¢ne i konjugovane vakcine: na koji nacin se dobijaju i kako deluju (navesti po jedan primer)?

ukhwn e
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PRINCIPI IMUNOPROFILAKSE INFEKTIVNIH BOLESTI

Vrste imunizacije
Pasivna imunizacija
Humani imunoglobulini
Zivotinjski serumi
Monoklonska antitela
Aktivna imunizacija (vakcinacija)
Principi vakcinacije
Tipovi vakcina, njihove osobine i mehanizam delovanja
Pristupi u pravljenju novih vakcina

Pod profilaksom infektivnih bolesti podrazumevaju se postupci preduzeti pre ili neposredno po izlaga-
nju Coveka infektivnom agensu ili njegovom produktu sa ciljem da se spreci uspostavljanje infekcije i raz-
voj bolesti. Imunoprofilaksa predstavlja najznacajniji vid profilakse infektivnih bolesti i bazira se na principu
imunizacije ljudi. Cilj imunizacije je da imunizovana osoba stekne imunitet (imunost), tj. stanje otporno-
sti na infekciju nekim patogenom koje traje odredeno, krace ili duze vreme (idealno doZivotno). Imuniza-
cija moze da bude prirodna i vestacka. Prirodna imunizacija se deSava spontano, bez ciljane ljudske
aktivnosti i moZe da bude aktivna, kao sto je imunost koja ostaje kod pojedinca posle infekcije, ili pasiv-
na, posredovana antitelima koje prolaze placentu (IgG) ili se sekretuju u mleko (prevashodno IgA) kojom
majka Stiti svoje dete u toku trudnode i tokom prvih meseci Zivota od svih bolesti koje je prelezala ili pro-
tiv kojih je vakcinisana. Sa druge strane, veStacka imunizacija nastaje kao rezultat odredenih medicinskih
postupaka ciji je cilj da se razvije imunost pojedinca na neku infektivnu bolest. | ova imunost moZze da se
indukuje aktivno, vakcinacijom, putem izlaganja pojedinca odredenom patogenu ili njegovoj komponen-
ti, odnosno produktu (obi¢no izmenjenom), ili pasivno, davanjem antitela specifi¢nih za taj patogen, nje-
govu komponentu ili produkt. U daljem tekstu bi¢e detaljnije opisane pasivna i aktivna vestacka imunizacija.

PASIVNA IMUNIZACUJA

Pasivna vestacka imunizacija podrazumeva davanje imunoglobulina (antitela) odredenoj osobi. S
obzirom da tretirana osoba dobija ve¢ formirana antitela, ovakav tretman ima brzo, skoro trenutno dejstvo,
ali ostavlja kratkotrajan imunitet od nekoliko nedelja, do maksimalno nekoliko meseci (uslovljen je poluziv-
otom samih imunoglobulina, koji se kreé¢e od nekoliko dana za veéinu izotipova do oko 3 nedelje za I1gG).

Pasivna imunizacija se koristi u profilakticke svrhe, na primer, da zastiti osobe sa oslabljenom funkci-
jom imunskog sistema (prevremeno rodena deca ili osobe sa deficijencijom humoralne imunosti). Takode,
pasivna imunizacija se ponekad koristi u profilakticke svrhe i kod imunokompetentnih osoba da spreci
razvoj bolesti u slué¢aju kada je ta osoba bila izlozena odredenom infektivhom agensu, npr. virusu hepati-
tisa B (HBV) (kod novorodene dece u slucaju kada su majke inficirane HBV ili kod osoba koje se ubole iglom
kontaminiranom krvlju sa HBV), ili virusu besnila (kod osoba koje je ujela potencijalno inficirana Zivotinja).
Sa druge strane, zahvaljujuci brzom dejstvu datih imunoglobulina, pasivna imunizacija se ponekad koristi
i terapijski sa ciljem da se poboljsa klinicka slika bolesti i Cesto predstavlja terapijsku metodu koja spasava
Zivot. Na primer, ona se koristi kod nekih bolesti posredovanih toksinima, kao Sto su difterija i botulizam,
ili u slucaju izlaganja ¢oveka otrovu neke Zivotinje (npr., prilikom ujeda zmije otrovnice).

Pasivna imunizacija se najé¢esée obavlja humanim imunoglobulinima, ali se ponekad koriste i Zivotinjski
serumi i monoklonska antitela.

1) Imunoglobulini humanog porekla. Oni se dobijaju izdvajanjem iz plazme velikog broja davalaca krvi, sadrze
prevashodno IgG i primenjuju se intravenski ili intramuskularno, a ponekad i subkutano. U zavisnosti od
nacina dobijanja i namene razlikujemo dve grupe preparata:

¢ Humani serumski imunoglobulini (nazivaju se jos i gamaglobulini ili intravenski imunoglobulini,
IVIG) sadrzZe antitela razlicitih specificnosti koja su obuhvacena u normalnom repertoaru antitela
odraslih osoba. Oni se dobijaju od velikog broja (Cesto vise hiljada) nasumicno izabranih davalaca
¢ime se obezbeduje prisustvo antitela protiv veéine uobicajenih patogena. Ovi preparati se koriste
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u profilaksi infektivnih bolesti kod osoba sa poremeéenom produkcijom antitela (osobe sa hipoga-
maglobulinemijom ili agamaglobulinemijom). Takode, oni se ponekad koriste za prevenciju
odredenih infektivnih bolesti (npr., malih boginja, hepatitisa A, rubele u prvom trimestru trudnode
itd.) u slucajevima kada za te bolesti ne postoje ili nisu dostupni preparati sa visokim titrom antitela.
Pored prevencije infektivnih bolesti, intravenski imunoglobulini (IVIG) se sve viSe koriste i u terapiji
mnogih autoimunskih i drugih bolesti (npr. kod autoimunske, odnosno idiopatske trombocitopenijske
purpure).

......

prevenciji ili terapiji jedne odredene infektivne bolesti, jer sadrze visok titar antitela specifi¢nih za
patogen koji izaziva tu bolest. Oni se dobijaju izdvajanjem iz plazme samo seropozitivnih ljudi, tj.
onih koji su ili vakcinisani ili su nedavno prelezali tu bolest. Ovakvi preparati postoje za hepatitis B,
tetanus, besnilo, respiratorni sincicijalni virus (RSV), varicelu i jos neke druge izazivace odnosno
bolesti.

2) Zivotinjski serumi. Za pasivnu imunizaciju se ponekad koriste i Zivotinjska antitela u vidu seruma. Zivotinjski
serumi se dobijaju imunizacijom Zivotinja (obi¢no konja) odredenim antigenom, najéesce toksinom
(takvi serumi se zovu antiserumi ili antitoksini). Njihova primena je rizi¢nija od davanja humanih
imunoglobulina, posto Zivotinjski proteini indukuju snazan humoralni odgovor kod imunizovane osobe,
$to moze da dovede do formiranja imunskih kompleksa u cirkulaciji i serumske bolesti (lll tip pre-
osetljivosti). Zbog toga se uvek, kada je to moguce, koriste humani preparati. Ipak, nekada nije moguce
ili nije prakti¢no dobiti humane imunoglobuline (npr., protiv botulinskog toksina ili otrova zmije), te se
konjski antiserumi i danas koriste u terapiji botulizma ili nakon ujeda zmije otrovnice.

3) Monoklonska antitela. U profilaksi ili terapiji pojedinih infektivnih bolesti mogu da se koriste i monok-
lonska antitela. Na primer, ona se koriste za prevenciju infekcija izazvanim respiratornim sincicijalnim
virusom (RSV) kod prevremeno rodene dece. Ipak, monoklonska antitela se danas mnogo cesce koriste
u terapiji nekih autoimunskih i hroni¢nih zapaljenskih bolesti.

AKTIVNA IMUNIZACIA (VAKCINACUA)
Principi vakcinacije

Vakcinacija predstavlja vid vestacke imunizacije ljudi sa ciljem da se kod njih aktivno indukuje protek-
tivni imunski odgovor na odredeni patogen i spreci razvoj bolesti u sluc¢aju kasnijeg izlaganja ¢oveka tom
patogenu. Termin vakcina vodi poreklo od latinske reci vacca (krava), s obzirom da je prva zabeleZena us-
pesna vakcinacija protiv variole (velikih boginja) sprovedena virusom kravljih boginja, tzv. virusom vakci-
nije (Edward Jenner, 1796). Od tada do danas je razvijen vedi broj vakcina i program vakcinacije na svetskom
nivou doveo je do iskorenjavanja (eradikacije) velikih boginja i drasti¢nog smanjenja incidence mnogih dru-
gih infektivnih bolesti, narocito u razvijenim zemljama, Sto predstavlja jedno od najvecih dostignu¢a u imu-
nologiji i medicini uopste. NaZalost, povremeni prekidi u programima vakcinacije u sredinama sa izrazenim
drustevnim i ratnim sukobima, kao i rastuci anti-vakcinalni pokret na globalnom nivou sa posledi¢nim
smanjenim obuhvatom vakcinisane dece u mnogim zemljama, doveli su do ponovne pojave nekih infek-
tivnih bolesti u pojedinim regionima (npr. malih boginja), Sto predstavlja konstantnu pretnju za javho
zdravlje u ¢itavom svetu danas.

Vakcinacija se bazira na principu izlaganja pojedinca patogenu ili nekom njegovom delu ili produktu (npr.,
toksinu), obi¢no izmenjenom tako da moze da izazove imunski odgovor kod vakcinisane osobe, ali ne i bolest.
Cilj ovakvog postupka je da se indukuje steceni imunski odgovor na odredeni patogen (ili njegov produkt) i
da se stvori imunoloska memorija na njih kroz indukciju dugozivecih plazma celija i memorijskih T- i B-limfo-
cita. Posto je za razvoj imunoloske memorije neophodno vreme, vakcine nisu efikasne odmah po davanju (za
razliku od imunoglobulina koji imaju trenutno dejstvo), ali je imunitet koji indukuju dugotrajan (obicno tra-
je godinama, nekad i doZivotno). Vecina savremenih vakcina ostvaruje svoju zastitu prevashodno kroz induk-
ciju T-zavisnog humoralnog odgovora, odnosno produkciju visokoafinitetnih antitela. Ona deluju protektivno
tako Sto direktno neutraliSu patogene inhibirajuéi njihovo vezivanje za ¢elije domadina ili pokre¢u neke od od-
brambenih efektorskih mehanizama, kao $to je na primer aktivacija komplementa. Sa druge strane, veéina
vakcina ne indukuje snazan odgovor CD8" citotoksi¢nih T-limfocita (CTL), verovatno zbog toga Sto se egzoge-
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ni proteini, koji u éelije dospevaju iz spoljasnje sredine, ne prezentuju efikasno u sklopu MHC molekula | kla-
se. Ipak, neke vakcine (prevashodno Zive virusne vakcine) mogu pored humoralnog da indukuju i dobar cito-
toksican odgovor, dok neke druge vakcine (npr. polisaharidne vakcine protiv pneumokoka i meningokoka)
deluju tako Sto indukuju T-nezavisni humoralni odgovor na polisaharidne antigene bakterijske kapsule.

Vakcine se, po pravilu, daju profilakticki, pre izlaganja coveka infektivnom agensu prirodnim putem (vak-
cinacija se najcesée obavlja u najranijem Zivotnom dobu), ali kod bolesti koje imaju dugu inkubaciju mogu-
¢e je i njihovo davanje nakon ekspozicije (npr. vakcina protiv besnila moze da spreci bolest i ako se da
neposredno posle ujeda inficirane Zivotinje). Takode postekspoziciono davanje vakcine moze da bude efi-
kasno ako se primeni zajedno sa specifichim imunoglobulinima (npr. nakon uboda na iglu kontaminiranu kr-
vlju sa virusom hepatitisa B). Sto se ti¢e nadina davanja, najveéi broj vakcina se daje parenteralno, u vidu
injekcija, ali postoje i vakcine koje se daju preko mukoze digestivnog (npr. oralne vakcine protiv poliomije-
litisa i rotavirusa) ili respiratornog trakta (npr., nazalna vakcina protiv influence). Prednost oralnih i nazal-
nih vakcina u odnosu na klasi¢ne je u tome Sto imitiraju prirodan put infekcije i dovode do produkcije
mukoznih IgA koji mogu da neutraliSu patogene ve¢ na ulaznim vratima u organizam.

Svaka vakcina, da bi bila kvalitetna i mogla masovno da se upotrebljava, treba da ispuni odredene uslo-
ve (Tabela 5). Pre svega, ona treba da bude efikasna (da kod velike vecine vakcinisanih osoba indukuje
protektivan imunski odgovor) i bezbedna (ne sme da dovede do oboljevanja ili teskih nezeljenih dejstava).
Dobra vakcina bi trebalo da pored humoralne indukuje i celularnu imunost, tj. da aktivira citotoksi¢ne T-
limfocite, Sto je narocito vazno za intracelularne patogene. Takode, vazno je da vakcina indukuje dugotra-
jan imunitet, ¢ime se izbegava ili smanjuje na najmanju mogucu meru potreba za njenom ponovhom
primenom. Konacno, vakcina treba da ispuni i neke prakti¢ne zahteve: da je stabilna (da moze lakse da se
transportuje i duze da traje), da se lako primenjuje (prednost oralnog i nazalnog davanja u odnosu na in-
jekcije), da nije skupa i sl.

Tabela 5: Osobine koje treba da poseduje kvalitetna vakcina

Osobina Razlog/Objasnjenje
Sigurnost Vakcina ne sme da dovede do obolevanja i teZih nezZeljenih dejstava
Efikasnost zastite Vakcina mora da $titi od obolevanja usled infekcije patogenom
Dugotrajnost zastite Zastita mora da traje godinama nakon vakcinacije
Indukcija nastanka VaZno za sprecavanje uspostavljanja infekcije i neutralizaciju Stetnog dejstva toksina

neutraliSuéih antitela

Indukcija citotoksi¢nog [Intracelularni patogeni se mnogo efikasnije eliminiSu pomocu citotoksi¢nih T-limfocita
odgovora

Prakti¢nost Niska cena, stabilna, lako se primenjuje (npr., oralna vakcina) itd.

Generalno gledano, vakcine koje sadrze samo jedan ili nekoliko antigena patogena (npr. subjedini¢cne
vakcine) su rede praéene nezeljenim dejstvima u odnosu na vackine koje sadrze cele patogene (Zive i mrtve
vakcine), ali one su manje imunogene, odnosno indukuju slabiji imunski odgovor. Taj nedostatak se u od-
redenoj meri prevazilazi na dva nacina: s jedne strane, vecina vakcina se daje u ve¢em broju doza tokom
duZeg vremenskog perioda (revakcinacije ili tzv. ,,Booster” doze), a s druge strane mnogim vakcinama se
dodaju adjuvansi sa ciljem da se poveca njihova imunogenost. Smatra se da adjuvansi deluju tako Sto sti-
muliSu urodenu imunost kroz nakupljanje antigen-prezentujuéih éelija, poveéavanje ekspresije kostimula-
tora na njima i produkciju citokina, ¢ime se stimuliSe i ste€eni imunski odgovor na antigene prisutne u
vakcini. Adjuvansi mogu da imaju i neke nezeljene efekte, pa tako, na primer, mogu da dovedu do inflam-
atornog odgovora na mestu inokulacije vakcine, ali su veoma retko povezani sa nekim ozbiljnijim nezeljenim
pojavama.

Konacno, vakcine ne samo da stiti vakcinisane osobe od odredene infekcije i bolesti, ve¢ mogu da stite
i osobe koje nisu dobile vakcinu pod uslovom da je veéina ljudi u jednoj populaciji vakcinisana i taj fenomen
se naziva kolektivni imunitet (engl. herd immunity). Kolektivni imunitet predstavlja vid indirektne zastite
od odredene infektivne bolesti koji se desava kada velika vecina ljudi (obi¢no oko 95% svih osoba u jednoj
populaciji) biva vakcinisana i razvije otpornost na tu bolest, ¢cime se smanjuje broj osetljivih osoba u pop-
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ulaciji, smanjujudi tako i moguénost da te osetljive osobe budu izloZzene patogenu i razviju bolest Sto za
rezultat ima prekid Sirenja infekcije i smanjenje incidence (a u jednom trenutku i potpuno nestajanje)
bolesti u toj populaciji. Razvoj kolektivnog imuniteta je jedan od glavnih ciljeva programa masovne vakci-
nacije ljudi u jednoj populaciji.

Tipovi vakcina, njihove osobine i mehanizam delovanja

Na osnovu sastava i nacina na koji se kod vakcinisane osobe indukuje imunitet, sve vakcine mogu da se
podele u nekoliko grupa odnosno tipova, od kojih su najvaznije i najviSe se koriste: Zive, mrtve, subjedinic-
ne, konjugovane i kombinovane vakcine (Osobine najvaznijih vakcina prikazani su u Tabeli 6).

Tabela 6: Osobine najvaznijih vakcina

Tip vakcine Primeri . Prlr'mp" OP I.Ik Prednosti Ogranicenja
imunizacije zastite
Morbili .
Zauske Produkcija Sveobuhvatan Nestabilnost
Fiva Rul?ela OsIab.IJenl' antitela imunski odgovor Rizik kod davanja
: Varicela (atenuisani) .
(Atenuisana) S . . . imunokompro-
Poliomijelitis patogen Celularni imunski Dugotrajan mitovanim
(Sejbinova) odogovor imunitet bolesnicima
Tuberkuloza (BCG)
Influenca Ceo ubijeni
Mrtva Poliomijelitis (inaktivi.:,ani)
(Inaktivisana) (Salkova) atogen
Pertusis patos
Difterija Izmenjeni toksin p .
rodukcija "
Tetanus (toksoid) antitelaj ) Slabija
Stabilnost Imunogenost
Subjedini¢na HBY Rekombinantni (adjuvansi)
(Antigenska) antigen (HBsAg)
Bezbednost L .
Py Kradi imunitet
reciscen (revakcinacije)
Influenca antigeni (HiN)
Pneumokok Polisaharid Produkcija
Koniugovana Meningokok kapsule vezan za antitela
Jug Haemophilus protein (T-zavisni
influenzae tip B (toksoid) odgovor)
Preumokok Razli¢iti serotipovi Kao kod .
Kombinovana istog patogena Kao kod pojedinacnih Kao kod
. pojedinacnih vakcina pojedinacnih
(Ol e DTP vakcina vakcina
Razlic¢iti patogeni
MMR patog Veoma prakti¢ne

BCG — Bacil ,Calmette-Guerin®“, atenuisani soj Mycobacterium bovis; HBV — Hepatitis B virus; HBsAg — povrsinski antigen HBV;
H — Hemaglutinin; N — Neuraminidaza; DTP — Difterija, Tetanus, Pertusis; MMR — Morbili, Mumps, Rubela.

Zive vakcine

Zive vakcine (engl. live vaccines) su pripremljene od vijabilnih sojeva mikroorganizama sa ograni¢enim
kapacitetom da indukuju infekciju i bolest kod ljudi. Takvi sojevi ili normalno inficiraju druge Zivotinjske vr-
ste (npr. krave u slucaju vakcine protiv velikih boginja) ili se dobijaju procesom smanjenja njihove virulen-
cije, tj. atenuacije (tzv. atenuisani sojevi) pa se ove vakcine ¢esto zovu i atenuisane vakcine.

Atenuacija se najcesce sprovodi tako $to se patogen duze vreme kultivise in vitro u odsustvu imunskih me-
hanizama domacdina i pod uslovima razli¢itim od onih koji vladaju u ljudskom organizmu (npr., na niZoj tem-
peraturi ili u ¢elijama Zivotinjskih vrsta koje patogen normalno ne inficira), pri ¢emu on akumulira mutacije i
adaptira se na takve uslove, a izgubi sposobnost da indukuje bolest kod ¢oveka kao njegovog prirodnog do-
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macina. Savremen nacin atenuacije se zasniva na genetskoj manipulaciji patogena sa ciljem da se kod njih iza-
zovu mutacije gena za bitne faktore virulencije. Atenuisanim vakcinama pripada vecina vakcina protiv virus-
nih oboljenja (npr., protiv zauski, malih boginja, rubele, ov¢jih boginja ili poliomijelitisa-oralna Sejbinova
vakcina) i pojedine vakcine protiv bakterijskih infekcija (prevashosodno onih izazvanih intracelularnim bak-
terijama) kao $to je na primer BCG (obi¢no se kod nas izgovara ,Be-Se-Ze*) vakcina protiv tuberkuloze.

Poseban tip Zivih vakcina su vakcine dobijene genetskom rekombinacijom (tzv. resortiranjem) homo-
logih segmenata genoma izmedu srodnih virusa. Primer je vakcina za rotavirus dobijena genetskim resor-
tiranjem humanog i bovinog (kravljeg) rotavirusa.

Zive vakcine indukuju sveobuhvatan imunski odgovor i to su jedine vakcine u upotrebi koje pored anti-
tela mogu da indukuju i dobar celularni odgovor koji ukljucuje i citotoksi¢ne T-Celije. Takode, one ostavljaju
dugotrajan imunitet, te se najc¢esce daju u jednoj ili dve doze. Vecina ovih vakcina (sa izuzetkom BCG vakci-
ne) se daju deci tek u drugoj godini Zivota (sa revakcinacijom obi¢no u 4-6. godini), s obzirom na imunolosku
nezrelost odojceta i prisustvo majcinih antitela koja mogu da smanje imunogenost vakcine i inhibiraju imun-
ski odgovor domacina. Pored nesumnijivih prednosti, Zive vakcine imaju i odredena ogranic¢enja: one su rela-
tivno nestabilne, posebno na viSim temepraturama, ¢ime je njihov transport i cuvanje komplikovano (narocito
u tropskim krajevima), i iako su veoma bezbedne, postoji ipak opasnost da izazovu bolest kod ljudi sa nead-
ekvatnom funkcijom imunskog sistema, te se stoga generalno ne daju imunokompromitovanim osobama ili
trudnicama (kod njih se koriste inaktivisane i subjedini¢ne vakcine, koje ne mogu da izazovu bolest, ali su ne-
kad i manje efikasne).

Mrtve vakcine

Mrtve vakcine (engl. killed vaccines) se nazivaju jos i inaktivisane vakcine i one sadrZe cele mikroorga-
nizme koji su ubijeni (inaktivisani) hemijskim putem (npr. formaldehidom) ili visokom temperaturom, pri
¢emu su o€uvane njihove antigenske osobine i imunogenost. Ove vakcine se obi¢no koriste za one bolesti
Ciji izazivaCi ne mogu uspesno da se atenuiSu. Inaktivisane vakcine su stabilne i bezbedne (izuzev kod lju-
di koji su alergi¢ni na pojedine komponente vakcine, npr. jaja), mada je danas tendencija da se ove vakci-
ne, zbog veoma retkih ozbiljnijih nezeljenih komplikacija, zamenjuju subjedini¢énim vakcinama (kada one
postoje). Sa druge strane, inaktivisane vakcine su manje imunogene od Zivih vakcina i indukuju prevas-
hodno produkciju antitela, pa se zbog toga uvek daju u ve¢em broju doza (Ceste revakcinacije) zajedno sa
adjuvansima. Primeri ovih vakcina su bakterijske vakcine protiv velikog kaslja (pertusisa) i tifusa ili virusne

protiv poliomijelitisa (inaktivisana Salkova vakcina), influence itd.
Subjedini¢ne vakcine

Subjedinicne vakcine se sastoje od pojedinih strukturnih komponenti mikroorganizama ili njihovih pro-
dukata (npr. toksina) koje kod vakcinisanih osoba mogu da izazovu protektivan imunski odgovor, pre sve-
ga tako Sto indukuju produkciju neutraliSuéih antitela. S obzirom da se sastoje od pojedinacnih antigena,
ove vakcine se joS zovu i antigenske i ponekad se svrstavaju u mrtve vakcine. Antigeni koji se nalaze u vak-
cinama dobijaju se iz patogena, izolacijom i preciSéavanjem njihovih produkta, ili Sto je sve ¢es¢i slucaj, sin-
tetickim putem pomocu tehnike rekombinantne DNK (genetskim inZenjeringom), kao rekombinantni
proteini koje produkuju odredene eukariotske ¢elije (npr. ¢elije kvasnica). Po pravilu se radi o povrsinskim
antigenima (tipi¢no proteinima) koji su vazni za adherenciju virusa ili bakterija za ¢elije domacina ili anti-
genima polisaharidne kapsule kod inkapsuliranih bakterija. Primeri ovakvih vakcina su subjedini¢na vakci-
na protiv influence (koja sadrzi hemaglutinin i neuraminidazu) i polisaharidne vakcine protiv pneumokoka
i meningokoka.

U subjedini¢ne vakcine spadaju i vakcine protiv bolesti koje su posredovane toksinima, kao Sto su teta-
nus i difterija. Ove vakcine ne sadrZe bakterije izazivace, ve¢ samo toksoide, tj. inaktivisane bakterijske
toksine koji su izmenjeni hemijskim putem tako da su izgubili toksi¢nost, ali su zadrzali svoje antigenske oso-
bine i imunogenost. Slicna vakcina, tzv. acelularna vakcina protiv pertusisa sadrzi i toksoid (izmenjeni per-
tusis toksin) i najmanje jedan povrsinski antigen izazivaca velikog kaslja.

Poseban tip subjedini¢nih vakcina su vakcine protiv virusa hepatitisa B (HBV) i humanih papiloma virusa
(HPV). U oba slucaja se radi o rekombinantnim virusnim proteinima (HbsAg za HBV i L1 protein za HPV), koji
imaju tendenciju da se sponatno povezuju i formiraju Cestice nalik na viruse (engl. virus-like particles, VLP)
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koje nisu infektivne, ali se ponasaju kao virusne Cestice i bivaju lakSe preuzete i prezentovane T-limfoc-
itima, te stoga imaju znatno veéu imunogenost od pojedinacnih proteina virusa (ove vakcine cak mogu da
izazovu i jaci imunski odgovor od odgovora koji se javlja tokom spontane infekcije virusom u prirodi, kao
Sto je slucaj kod vakcine protiv HPV).

Subjedini¢ne vakcine su stabilne i jos bezbednije od inaktivisanih (narocito one koje sadrze rekombi-
nantne proteine), ali zbog njihove slabe imunogenosti (koja je obi¢no manja od odgovarajuéih inaktivisa-
nih vakcina), moraju da se daju u viSestrukim dozama zajedno sa adjuvansima (pomenute HBV i HPV vakcine
mogu da se daju i bez adjuvansa, s obzirom na njihovu poveéanu imunogenost).

Konjugovane vakcine

Konjugovane vakcine su poseban tip savremenih subjedini¢nih vakcina koje su razvijene tokom posled-
njih 20-ak godina i predstavljaju direktan rezultat napretka imunologije i razumevanja mehanizama kojim
pomocnicki T-limfociti stimulisu B-limfocite da produkuju visokoafinitetna antitela u okviru T-zavisnog hu-
moralnog odgovora.

Radi se o vakcinama za inkapsulirane bakterije i to pneumokok, meningokok i Hemofilus influence (Ha-
emophilus infuenzae) tip B. Vazan faktor virulencije ovih bakterija je kapsula koja se sastoji od polisahari-
dai koja ima antifagocitna svojstva. Glavni mehanizam odbrane protiv inkapsuliranih bakterija predstavlja
T-nezavisan humoralni odgovor. NazZalost, mala deca do dve godine starosti i osobe bez slezine (npr. sple-
nektomisane osobe) ne mogu da uspostave adekvatan humoralni odgovor na polisaharide i druge T-neza-
visne antigene i imaju mnogo vedi rizik da razviju teske infekcije izazvane ovim bakterijama, ukljucujudi i
meningitis i sepsu, koje imaju visoku smrtnost i ostavljaju teSke posledice kod prezivelih. Zbog toga posto-
jece subjedinicne, polisaharidne vakcine protiv ovih bakterija kod njih nisu dovoljno efikasne.

Ovaj nedostatak polisaharidnih vakcina je prevaziden razvojem konjugovanih vakcina u kojima je poli-
saharid kapsule inkapsuliranih bakterija (kao T-nezavisan antigen) vezan (konjugovan) za neki protein koji
predstavlja T-zavisni antigen. Kao protein se najcesce koristi difteri¢ni toksoid, s obzirom na ¢injenicu da
mala deca odli¢no odgovaraju na taj antigen, a postoji i viSedecenijsko iskustvo o njegovoj bezbednosti.
Princip dejstva ovih vakcina je baziran na tome da je konjugacijom omoguéeno da T-limfociti pomognu i
onim B-limfocitima koji su specifi¢ni za polisaharide kapsule, a ne samo za difteri¢ni toksin (slicno humo-
ralnom odgovoru na kompleks hapten-nosac). Kao rezultat toga dolazi do indukcije imunoloske memorije
i produkcije visokoafinitetnih antitela (IgG) specifi¢nih za polisaharide kapsule koja mogu da sprece teske
infekcije izazvane inkapsuliranim bakterijama. Konjugovane vakcine imaju iste osobine kao i subjedinicne,
bezbedne su i daju se deci tokom prve godine Zivota (3 do 4 doze) i splenektomisanim osobama, a najve-
¢e ogranicenje im je relativno visoka cena.

Kombinovane vakcine

Kombinovane vakcine su vakcine koje sadrze antigene razlicitih serotipova jednog istog patogenaili ve-
¢i broj antigena poreklom od razlicitih patogena. Primer za prvo su ve¢ pomenute vakcine protiv pneumo-
koka, bilo polisaharidna koja sadrzi antigene 23 najc¢esca serotipa u populaciji, ili konjugovana koja sadrzi
antigene 10 ili 13 serotipova koji su najceséi uzrocnici teskih invazivnih infekcija kod dece. Primer za dru-
go su DTP vakcina (Cesto se kod nas izgovara ,,Di-Te-Per”) protiv tetanusa, difterije i pertusisa ili kombino-
vana Ziva vakcina MMR protiv malih boginja (morbila), zauski (mumpsa) i rubele.

Kombinovane vakcine se jo$ nazivaju i polivalentne vakcine (po analogiji sa vakcinama koje sadrze sa-
mo jedan antigen i nekad se nazivaju monovalentnim). Ove vakcine zadrZavaju sve dobre osobine pojedi-
nacnih vakcina i pokazano je da se njima indukuje protektivan imunski odgovor na svaku komponentu u
vakcini (bilo da je atenuisani soj ili antigen) u priblizno istoj meri kao i kad se daju pojedinacne vakcine. Zbog
toga su one veoma prakticne (manje davanja, manji broj dolazaka kod lekara, manja ukupna cena itd.) i
tendencija je da se vakcine koje se daju pedijatrijskoj populaciji sve vise zamenjuju kombinovanim vakci-
nama protiv veéeg broja patogena (nove vakcine sadrze i po pet ili viSe razli¢itih patogena).

Pristupi u pravljenju novih vakcina

Iz svega navedenog jasno je da vakcine predstavljaju najbolji i najefikasniji nacin borbe protiv infek-
tivnih bolesti. Ipak, i pored nesumnjive koristi od vakcina, njihov razvoj i primena skopc¢ana je sa mnogim
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potesko¢ama i ogranicenjima te uprkos intenzivnim istrazivanjima do danas nisu napravljene efikasne vak-
cine za mnoge bolesti, ukljucujuéi AIDS ili malariju i druge parazitske infekcije (za sada ne postoji ni jedna
odobrena vakcina protiv parazita). U nekim sluc¢ajevima nije ni realno ocekivati da se napravi efikasna vak-
cina, s obzirom da ne ispunjavaju svi infektivni agensi uslove da budu dobri kandidati za razvoj vakcine, ni-
ti je pravljenje vakcine protiv njih uvek ekonomski opravdano. Tako na primer, pozZeljno je da infektivni
agens bude antigenski stabilan i da postoji u jednom ili malom broju razli¢itih serotipova, da antitela de-
luju protektivno i sprecavaju njegovo sistemsko Sirenje, da patogen nema onkogeni potencijal, da inficira
iskljucivo ljude i da kod njih izaziva tezu bolest. Sa druge strane, mnogi patogeni izazivaju hroni¢ne infek-
cije i uspostavljaju latenciju u organizmu (npr. herpes simpleks virus — HSV), antigenski su varijabilni (npr.
HIV), postoje u mnogo serotipova (npr. rinovirusi) ili inficiraju, pored ljudi, i Zivotinje (izaziva¢i mnogih zo-
onoza), Sto sve veoma oteZava pravljenje efikasne vakcine protiv bolesti koje izazivaju i sprecava njihovu
eradikaciju.

Bez obzira na poteskoce, istrazivanja na razvoju novih vakcina se nastavljaju nesmanjenim tempom.
Takode, pored veé tradicionalnih pristupa u pravljenju vakcina (atenuacija i inaktivacija patogena,
precis¢avanje imunodominantnih antigena patogena ili njihova produkcija u drugim ¢éelijama itd.), u sve
vecoj meri se koriste novi pristupi u dizajnu i pravljenju vakcina, koji podrazumevaju koriséenje informa-
cionih sistema, rekombinantne tehnologije, nano Cestica, lipozoma, dizajn i uvodenje novih potentnijih
adjuvanasa i mnogo drugo. Reverzna vakcinologija predstavlja jedan od tih novih pristupa koji po-
drazumeva proucavanje genetskog materijala mikroorganizama koriséenjem informacionih tehnologija
(in silico) kako bi se utvrdilo koji geni kodiraju klju¢ne antigenske proteine nekog patogena, kao potenci-
jalnih kandidata za vakcinu. Potom se ti geni eksprimiraju kao rekombinantni proteini, pa se sprovode in
vitro i in vivo istraZzivanja kako bi se procenila njihova imunogenost i efikasnost odbrane usmerene na njih.
Ovaj princip je iskoriséen u pravljenju vakcine protiv Neisseria meningitidis serotip B koja je nedavno
napravljena i ve¢ je u upotrebi u mnogim zemljama. Vakcine u razvoju, koje jos uvek nisu u upotrebi, ali
mnogo obecavaju su hibridne i DNK vakcine. Hibridne vakcine podrazumevaju imunizaciju ljudi sa hibrid-
nim virusima koji su dobijeni ubacivanjem gena za imunodominantne peptide antigena razli¢itih patoge-
na u virusne ,vektore”, odnosno viruse koji mogu da inficiraju, ali ne i izazovu bolest kod ¢oveka (npr.
virus vakcinije). Na taj nacin omogucena je prezentacija antigena patogena u sklopu MHC molekula | kla-
se od strane inficiranih éelija i aktivacija CD8* T-limfocita kod vakcinisane osobe. DNK vakcine su bazirane
na principu imunizacije ljudi bakterijskim plazmidom koji sadrZi DNK za antigene patogena. Sli¢no prethod-
nim vakcinama, antigen-prezentujuce ¢elije domacdina mogu da ingestiraju te plazmide i produkuju i pre-
zentuju antigene patogena u kompleksu sa MHC molekulima | klase. Stoga oba ova tipa vakcina mogu da
kod imunizovane osobe, pored humoralne, indukuju i celularnu imunost (ukljucujudi i citotoksi¢ne T-lim-
focite) koja je presudna u odbrani od infekcija izazvanih intracelularnim patogenima. Takode, one pruza-
ju moguénost pravljenja polivalentnih vakcina, Sto ih Cini potencijalno veoma prakti¢nim. Sa druge strane,
njihova ogranicenja su u tome sto mehanizam njihovog dejstva i moguci nezeljeni efekti joS uvek nisu do-
voljno ispitani (narodito u slu¢aju DNK vakcina), kao i Sto davanje virusnih vektora indukuje i imunski od-
govor vakcinisane osobe na vektor, ¢ime je onemoguéeno njegovo ponovno koris¢enje. | pored svojih
nedostataka, ove vakcine imaju veliki potencijal i mnoge eksperimentalne vakcine bazirane na ovim prin-
cipima se trenutno nalaze u fazi klinickih ispitivanja.
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Centar Referentne vrednosti
Sifra Analiza Vrednost | Jedinica
550196 [ |AFP (@.-FETOPROTEIN 1U/mL
040030 [ °"°°“W || . -
CEA (KARCINOEMBRIONALNI
550197 E o < ng/mL
550042 || Pcfeéﬁ peceran] a2 UimL )
550035 ~_ | [CA 125 U/mL
—5*—-—— = 1CA 189 (KARBOHIORATNI ™ Uf_n:l._-____—_ et T
50034 189)
Napomena:
KCS 503001 .
Nacelnik laboratorije
= KLINICKI CENTAR &%ﬁ?l?fi?ﬂﬁi 108
Fﬂhﬂ:ﬂ SRBIE B8R PROTOKOLA
ODELJENJE ZA ENDROKRINOLOSKU LB- BR ISTORVE
LABORATORIJSKU DIJAGNOSTIKU DATUM
KLINIKA ZA ENDROKRINOLOGIJU, DIJABETES | BOLESTI METABM?&E'MA
Prezime i ime [T T 1 I
Dijagnoza Lekar
Cenlar Referenine vrednosti
Sitra Analiza Vrednost | Jedinica
040037 [ ] T, nmelL 55 - 155
040036 [ | T, < nmollL 1.2-30
00001 [ TSH — miuL 03-55
55010 [ T, (+ 4 Ty 7.18
550191 [ | FTy . oL 2.425
] STSH | ELISA |_mu 027-42
550201 ] Ta T DO 50
040157 ;"- TG-AB Wl DO 70
550202 [ TPO-AB wmi 0O 130
[ PTH gl 0-80
550194 [ NSE q ng/mL 4.7-14.7
040150 [ KALCITONIN — npl 0-10
= OSTEOKALCIN o< ngmL
™ B-Cross Laps npmi
550200 | | TR-AS uL 0015
720088 | TRNP g/l
720512 [ PRO-BNP poimL
Napomena:

Natelnik laboralonje
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Prilog 4 Ag-At reakcije — Hormoni

Spoj odgovarajuce parove

KLINICKI CENTAR HORMONSKA
SRBIJE ISPITIVANJA e
BR. PROTOKOLA
ODELJENJE ZA ENDROKRINOLOSKU LB- BR ISTORIJE
LABORATORIJSKU DIJAGNOSTIKU o
KLINIKA ZA ENDROKRINOLOGIJU, DIJABETES | BOLESTI METABOLIZMA
e NEEERENENEN
Dijagnoza Lekar
Centar Referentne vrednosti
$ifra Analiza Vrednost | Jedinica '_"3'-2';‘;""’ i@_‘é‘? Luteinska |y ienopauzel Muskarci
040072 ] |FSH (V78 25-15 | 12-50 | 25-15 [ 40-200 | 25-15
040033 [ [LH L 4-20 30-200 | 4-20 | 40-200| 25-16
040051 [ J[LTH miUL 151,5-757.5 121- 545
040156 | [ESTRADIOL pmoll | 105-217 | 416-1399 | 165-788 | 11-50 | 34-226
040024 || |PROGESTERON nmoll. | 03-38 7.95-922 03-19
17-OHPROGESTERON nmolL |0,303 - 2,42 082-878 0.94-6,57
040050 [ | | TESTOSTERON nmollL 03-30 82-348
040077 [_] |KORTIZOL nmobL Jutro | 131-642 l Vete 61-429
040074 [_]|ACTH nglL 10-90
040078 [_| |ALDOSTERON nglL Leze¢i | 42-2015 | Stojedi 97-626
040154 [ ] |PRA ng/mim Mir 02-28 | Napor 15-5.7
040073 [_] |HGH g miuL 0-285
040021 [ |DHEA-S pmolL 2ene | 19-105 | Muskarci 54-9.1
040032 [_]|sHBG nmotL Zene 18-87 | Muskarci 9-54
040076 [ [INSULIN miuL 5-25
550192 [ [INSULINSKAAL % <8
040052 [ ] |C-PEPTID nmolL 035-135
[] [HROMOGRANIN-A ng/mL 19,4 - 98,1
550198 [ ] |GASTRIN mUL 28-185
[ |er,
040170 [ [aNDROSTENDION ngmL | Zene |002-226| Muskari | 026-2.34
[]|caD-a8 U/mL <1
[ [a2-a8 Uiml <1
Naziv testa
Vremena
Analiza
Napomena:

Natelnik laboratorije



Prilog 5

Spoj odgovarajuce parove

Ag-At reakcije — Imunologija

A Imunoloske i alergoloske analize
. Klinika za alergologiju i imunologiju / Laboratorija za alergologiju | imunologiju
Beograd, Koste Todorovida 2/ tel. 011 366 1011 368 1 email: kesimunolab@ D
Prezime | ime 0 broj [Ju_aol
Dg- Klinika / Odeljenje Lokar _'J—r S g
Sistemski vaskulitisi Autoimunske bolesti 3titne Zlezde
OANCAQ  OantiGBMOE N krioglobylini 0O CRAG| O anti-TPOR O anli-Tgl O 8nt-TSH
rece,
OMPO-ANCA'S  OPRIANCA'E  OANCAprofi  [Diabetes mellitus
Nefriticki sindrom, RPGN O ant-ICARH O anti-GADE O anti-IA2[ O anti-insuiind
OANCA@ DGBMOE OANAQ  OENASceenB  [Adisonova bolest, Gonadalna insuficijencija,

O krioglobulini 0 C3(0) O C4(c) O ASTO O ANCA pa

o anﬂc.| qQ O anhﬂféNK le) MpoﬁNCA- o PRFNC“- Ea.ﬂh'wmm O anti-ovarijaina O anti-testikularna O anti-

Pluriglandularni autoimunski sindromi

>0

ratiroidna

SLE
DANAQ DO ANAHEp2Q D ENA Screend 0 C3©) O C4@

anti-Tg anti O anti-endomizijsina OF

© dsDNAQS O onti-histon O anti-nukleozomf

Coeliakia, ngaxltls&mtﬂormls

O anti-endomizijaina IgA/G OgAg
0C1q®) 0C2@ OAntiClgR © Krioglobuini nasiiia : 8 5 adilieiighiGl
T .SmRNP O anti-ribozomaini P protein] | Perniciozna anemija —
Antifosfolipidni sindrom O anti-parietaina @ O anti-unutrasnyl faktor @
OANAQ OANAHEP2Q Inflamatorne bolesti creva
QaCl__ 0 en52GP I8 OVORL O antiprotrombinfj| @ ANCAO O ANCA prof ST

O anti-Saccharomyces cerevisiae@ O CRPE

lerodermia
00 ANA OANA HEp2| OENA Screen Oanti-Scl-70 Oanti-fibrilarin
O anti-centromera B| O anti-PM-Sc! O anti-RNA polimeraza

Polymiositis / Dermatomyositis

OASTOB OCRrRP§

OANAQ O ANA HEp2Q D ENA Screengg |0 Haptoglobi antitri
Humoralne imunodeficijencije
© anti-Jo{IT[] © ant-Mi 28 O anti-PM-Scill O anti-sintetaze| 0 106 § O IGAG b o ,glM‘
Mesana bolest vezivnog tkiva 0WG1® OkG2® O0IgG3® 064®
DA OANARER2@ O ENA o Paraneoplastiéni neuroloski sindromi
O anti-U1 RNPE O RF §§ Oanti-Yo@ O anti-Hu@ © anti-RiQ) O anti-GADOF
Nedefinisana bolest vezivnog tkiva Atopijske bolesti
[OANAD _ DANAHERO QENAScreonff | O Eoznofiukomod o 80D
Reumatoidni artritis
O antikeratin anti-CCAEID RABO ANAQ O OlgEukupan® O IgE panel alergena O IgE grupa alergena
Syndroma Sjogren O Specifidan IgE po alergenu
OANAQ OENAScreen OANAHEP2Q O RF§ Urtikarija T angioedem
O anti-SS-AE O anii-SS-B oc4® oc3®E O anti-Clg@
Primarna bilijarna ciroza 0C14q(® 0C2() © C1 inhibitor (kvantitativno) @
OAMAQ DANAHEP2Q DM@ Kutani vaskulitis|
. O krioglobulini Dant-Clgf  OANAD DENAB
[0 AMA-M2 © anti-Sp 100 O anti-Gp ant-lomin B 78080107) | S ren
Autoimunski hepatitis
OANAQ OANAHED2Q O AGMAQ@O ENA Screeng -(D%'?n'?ﬁbroza 0c3® 0c® _0C1q®
O anti-LkM @80 ANCAQ Oanti-SLALPE O ani-LC1g O ANCAQ O BPI-ANCAR
O 1gGggOkrioglobulini
swmuﬁmumwmummm.wumm\wqumn oino

mﬁ |r-@ Adutinedi @nmm@ tnsunoblot [T ]




Prilog 6 Imunofenotip periferne krvi

Hmynonomka maGopatopHja
Coba
Tex 011 206

YHUBEP3UTETCKA JEYJA KJIMHHKA

Tupmoea 10, Beorpaa

Hmynodenorunuzauuja aumdpounrta nepudepHe KpBH

Hnme 1 npesume:
Hatym pohema:
Mame:

ViyrHa JAHjarHosa:
Bpoj neykonura:

Heyroyumna ghopryia
Hevrpodmin %o Eosunodmian %o
Jlumdoriru e Monouuth %o

ARanuia H3BPHICHA HA NOMYIalHj K TuMQonmTa onipeleno] enekTpoHCKHM rPaHHYHHKOM MPOTOYHOT IIMTOMETpPA HAa
OCHOBY OOUHOI pacejaiba CBETJIOCHOI CHOTIA H MHTEH3HTeTa eKciipecHje Mojekyia CD45,

Jumghoyummne nonyvayije (%) Pecpepenmue epeonocmu sa yspacm 5-10 200.
b aam¢orara (CD19%) % 10-31%
T mamdormt (CD3™) % 55-78%
CD3*CD4"* % 27-53%
CD3"CD8* % 19-34%
CD4 : CD8 0,9-2,6
CD3'CD4CDS§’ %
CD3"HLA-DR" Y% 3-14%
CD3"TCRyd"* % <10%
HK heanje (CD3CD16%/CD56%) % 4-26%
Anconymuu 6poj mumdpoyuma Peghepenmna epeonocm 3a yspacm 5-10 200.
x10°/L. 1,1-5,9 x10°/L.
Jhumgpoyumue nonynayuje (x10°/L) Pechepenmue epeonocmu 3a yspacm 5-10 200.
b smm¢oruta (CD19%) 0,2-1,6
T mamdormta (CD3) 0,7-4,2
CD3*CDh4* 0,3-2,0
CD3"CD8" 0,3-1.8
HK hexmje (CD3'CD167/CD56") 0,1-0,9
CD3"HLA-DR" heamje 0,05-0,7
3AKIBYYAK
AHaIH3Y H3BPIIHO Hauenmnuk Cinyxbe XeMaToJI0TIHj¢ H OHKOJIOTH]E

Jarym n3pohena ananmmze: bpoj naGoparopujckor nporokona:



Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Ime i prezime

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Redni broj u prozivniku:

Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:

—_—
ettt it teiely 3 G et
E Rezultat: Samoprocena |:| Ocena studenta (P2P) |:| Ocena nastavnika/saradnika |:|
i Seminar/Vezba:

E Ime i prezime
E Pitanje br: Grupa/Podgrupa: Redni broj u prozivniku:
i Odgovor:

K

! .

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Ime i prezime

Redni broj u prozivniku:







Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Ime i prezime

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Redni broj u prozivniku:

Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:

—_—
ettt it teiely 3 G et
E Rezultat: Samoprocena |:| Ocena studenta (P2P) |:| Ocena nastavnika/saradnika |:|
i Seminar/Vezba:

E Ime i prezime
E Pitanje br: Grupa/Podgrupa: Redni broj u prozivniku:
i Odgovor:

K

! .

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Ime i prezime

Redni broj u prozivniku:







Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Ime i prezime

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Redni broj u prozivniku:

Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:

—_—
ettt it teiely 3 G et
E Rezultat: Samoprocena |:| Ocena studenta (P2P) |:| Ocena nastavnika/saradnika |:|
i Seminar/Vezba:

E Ime i prezime
E Pitanje br: Grupa/Podgrupa: Redni broj u prozivniku:
i Odgovor:

K

! .

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Ime i prezime

Redni broj u prozivniku:







Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Ime i prezime

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Redni broj u prozivniku:

Rezultat: Samoprocena D Ocena studenta (P2P) D

Seminar/Vezba:
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E Rezultat: Samoprocena |:| Ocena studenta (P2P) |:| Ocena nastavnika/saradnika |:|
i Seminar/Vezba:

E Ime i prezime
E Pitanje br: Grupa/Podgrupa: Redni broj u prozivniku:
i Odgovor:

K

! .

Ocena nastavnika/saradnika |:|

Pitanje br: Grupa/Podgrupa:

Odgovor:

Ime i prezime

Redni broj u prozivniku:

85






Pitanja o predmetu IMUNOLOGIJA

1. Koju biste ukupnu ocenu dali predmetu i zasto?

Ukupna ocena:

56 7 8 9 10

2. Daliste koristili za ovaj predmet...? (Ako je odgovor Da, ocenite koliko je taj izvor bio dostupan i koristan i

dajte komentar kako bi mogao da se unapredi)

A | Zvanic¢ni udzbenik Ne | Da 5 6 7 8 9 10
B | Priru¢nik Ne|[Da| 5 6 7 8 9 10
C | Prezentacije Ne | Da 5 6 7 8 9 10
D | Video lekcije Ne | Da 5 6 7 8 9 10
E | Dodatni materijal koji je postavljen na sajtu fakulteta Ne|[Da| 5 6 7 8 9 10
F | Konsultacije sa nastavnicima Ne | Da 5 6 7 8 9 10
G | Pretrazivanje interneta Ne | Da 5 6 7 8 9 10
H | Neautorizovan materijal iz ,,Jarca” (ili drugih kopirnica) Ne | Da 5 6 7 8 9 10
Komentar:
3. Kako ocenjujete predmet u odnosu na...? (Molimo za vasu ocenu i komentar)

A | Pokrivenost ispitnih pitanja tokom nastave 5 6 7 8 9 10
B | Izbor tema za predavanja odnosno seminare 5 6 7 8 9 10
C | Brzinu prelaZzenja pojedinih metodskih jedinica 5 6 7 8 9 10
D | Ravnotezu izmedu predavanja nastavnika i diskusije studenata 5 6 7 8 9 10
E | Davanje obavestenja o datumima, zahtevima i pravilima predmeta 5 6 7 8 9 10
F | Korist od ulaznih testova za pra¢enje nastave 5 6 7 8 9 10
G | Korist od pripreme i polaganja kolokvijuma za pracenje nastave 5 6 7 8 9 10
H | Zahteva za angaZovanje u pripremi i tokom nastave 5 6 7 8 9 10
I | Razumevanje i prakti¢nu primenjivost nau¢enog gradiva 5 6 7 8 9 10
Komentar:

4. lzdvojte pojedine nastavne jedinice po sledecim kriterijumima: (Unesite odgovarajuce brojeve, pri cemu u

svakoj rubrici mozZete da navedete viSe nastavnih jedinica)

Uvod u imunski sistem

Urodena imunost

Preuzimanje antigena i prezentacija antigena limfocitima
Prepoznavanje antigena u ste¢enoj imunosti
Celularni imunski odgovor

Citokini

Efektorski mehanizmi celularne imunosti
Humoralni imunski odgovor

Efektorski mehanizmi humoralne imunosti
10 Odbrana od infekcija

11 Antigen-antitelo reakcije

12  Imunoloska tolerancija i autoimunost

13  Reakcije preosetljivosti

14 Imunski odgovor na tumore

15 Imunski odgovor na transplantirana tkiva

16 Imunodeficijencije

17 Principi imunoprofilakse infektivnih bolesti
18 Principi inhibicije imunskog odgovora

19  Principi stimulacije imunskog sistema

20. Evaluacije imunskog odgovora

OCoONOOULPA, WN PR

Najteze:

Najlakse:

Najvaznije:

Najnepotrebnije:

Najzanimljivije:

Najdosadnije:




Pitanja o nastavniku (navesti njegovo ime i prezime):

5. Kako biste kod vaseg nastavnika ocenili...? (Molimo za vasu ocenu i komentar)

A | Pripremljenost za nastavu 5 6 7 8 9 10
B | Jasnocu i koherentnost izlaganja 5 6 7 8 9 10
C | Entuzijazam 5 6 7 8 9 10
D | Spremnost da odgovori na pitanja 5 6 7 8 9 10
E | Odnos i ophodenje prema studentima 5 6 7 8 9 10
F | Usmeravanje diskusije 5 6 7 8 9 10
G | Dostupnost van vezbaonice 5 6 7 8 9 10
H | Nacin dodeljivanja nagradnih bodova 5 6 7 8 9 10
| | Tac¢nost zapodinjanja i zavrsavanja predavanja/seminara/vezbi 5 6 7 8 9 10
J | Fleksibilnost u tolerisanju kasnjenja i neispunjavanja zadataka 5 6 7 8 9 10

Pohvala:

Kritika i/ili predlog za poboljsanje:

Ukupnaocena| 5 6 7 8 9 10

Pitanja o vama:

PolZ/M  Godina upisa na fakultet Prosek Broj bodova na kolokvijumu

6. Dajte priblizne procente (pojasnite ako Zelite):

A. Koliko ¢esto ste pohadali predavanja?

B. Koliko ste procitali od predvidenih tekstova?

C. Koliko ¢esto ste bili potpuno spremni tokom nastave?

D. Koliki udeo vremena u odnosu na preporuceni ste posvetili savladivanju nastave?

7. Daliste se osecali slobodnim da postavljate pitanja, ucestvujete u diskusijama, izrazavate svoje ideje ili
neslaganje sa nastavnikom ili grupom? Ne / Da (Ako je odgovor Ne, mozete li da navedete razlog?)

8. Dalliste uocili neku izuzetnu prednost ili slabost u tome kako je predmet zamisljen i sproveden?
Ne / Da (Ako je odgovor Da, pojasnite)

9. Sugestije/komentari kako bismo mogli da unapredimo ovaj predmet:

10. Koje pitanje nedostaje u ovoj anketi?





