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Abstrakt

Nalaz bakterija u sinoviji i sinovijskoj te¢nosti inflamiranog zgloba je pobudilo
nadu da bi antibiotska terapija mogla biti terapija izbora kod bolesnika sa Rajterovim
sindromom. Cilj ove studije je bio da se evaluira efekat sinovijktomije i antibiotske terapije
na klinicki tok 1 ishod artritisa kod bolesnika sa dijagnostikovanim urogenitalnim oblikom
Rajterovog sindroma.

Posle sinovijektomije je kod 20 bolesnika primenjena antibiotska terapija
azitromicinom (prva grupa), a kod 22 bolesnika kombinovana antibiotska terapija
ciprofloksacinom, tetraciklinom 1 roksitromicinom (druga grupa). Prisustvo bakterija
(Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma hominis 1 Ureaplasma
urealyticum) u uzorcima sinovije, sinovijske te¢nosti i mononuklearnih ¢elija periferne krvi
je detektovano testom lancane reakcije polimerizacije (PCR). Vijabilnost C. trachomatis,
najces¢e nadene bakterije u drugoj grupi bolesnika, je u pomenutim uzorcima odredivana
RT-1,,real-time” PCR testom.

Pre uvodenja terapije, DNK jedne ili viSe ispitivanih bakterija je detektovana kod
svih bolesnika u najmanje jednom od ispitivanih uzoraka, izuzev kod jedne bolesnice
lecene azitromicinom. Posle terapije, 8/16 bolesnika kod kojih je primenjena monoterapija
azitromicinom i 9/18 bolesnika le¢enih kombinovanom antibiotskom terapijom su imali
negativan PCR nalaz u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, dok su vijabilne bakterije
C. trachomatis nadene u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi bolesnika kod kojih nije

postignuta klini¢ka remisija.



Hirurska metoda sinovijektomije zajedno sa antibiotskom terapijom dovodi do
postizanja klinicke remisije kod veéine bolesnika. Na molekularnom nivou, remisija je
povezana s negativnim PCR nalazom 1/ili smanjenom ekspresijom hlamidijskih gena u

mononuklearnim ¢elijama periferne krvi.

Kljuéne redi: Rajterov sindrom, terapija, lanCana reakcija polimerizacije
Naucna oblast: Biologija

Uza nau¢na oblast: Molekularna biologija

UDK: 579.882/.887:[616.72.002: [617.583+617.585]](043.3)



Abstract

The finding of bacteria in the synovial fluid and tissue of the inflammated joint
implied the possibility that the antibiotic treatment would be the therapy of choice for
patients with Reiter’s syndrome. The aim of this study was to evaluate effects of
synovectomy followed by an antibiotic therapy on the clinical course and outcome of
arthritis in patients with the urogenital form of Reiter's syndrome.

After synovectomy, the group of 20 patients received azithromycin (the first group),
and another group of 22 patients underwent an antibiotic combination therapy with
ciprofloxacin, tetracycline and roxithromicin (the second group). The synovial tissue and
fluid obtained during the synovectomy and the peripheral blood mononuclear cells
collected before and after the therapy were assessed by polymerase chain reaction (PCR)
and Real-time PCR for (1) the presence of Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum and Chlamydia pneumoniae and (2) the viability of Chlamydia
trachomatis, the most frequently found bacteria in the second group of patients.

Before the introduction of the therapy, the bacterial DNA was identified in at least
one of investigated samples from all the patients, except for one in the azithromycin group.
After the treatment, 8/16 patients receiving the azithromycin monotherapy, as well as 9/18
patients treated with an antibiotic combination therapy became PCR-negative for bacteria
in the peripheral blood mononuclear cells. The patients who didn't achieve the clinical
remission had viable Chlamydia trachomatis in the the peripheral blood monononuclear
cells.

The surgical method, synovectomy, in addition to the antibiotic therapy resulted in

clinical remission in the majority of patients. At molecular level, the remission was



associated with the negative PCR findings and/or decreased expression of chlamidial genes

in the mononuclear cells of peripheral blood.

Keywords: Reiter's syndrome, therapy, polymerase chain reaction

Scientific field: Biology

Narrower scientific field: Molecular Biology
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Reumatske bolesti su oboljenja lokomotornog sistema (kostiju, zglobova, misica i
okolnih struktura) koja Cesto zahvataju druge organe i organske sisteme. Njihova etiologija
je nedovoljno poznata a patogeneza je delimi¢no izuCena. Svima su zajednic¢ki simptomi
bol i ograniCeni pokreti zahvacenih delova tela $to utie na svakodnevni kvalitet zivljenja.

Seronegativne spondiloartropatije predstavljaju skupinu reumatskih bolesti koje
zahvataju kicmu, periferne zglobove, pripoje tetiva, ligamente a mogu da budu udruzene 1
sa bolestima oc€iju, koze, srca i pluca. Seronegativne se nazivaju zato §to je vrednost
autoantitela reumatoidnog faktora (RF) u krvi obolelih unutar referentnih vrednosti. Kod
nekih od ovih bolesti je humani leukocitni antigen (HLA)-B27 prisutan kod vecine
bolesnika pa je za njihovo pojavljivanje pokazana jasna geneticki odredena sklonost.
Medutim, na pojavu bolesti, pored geneticke predispozicije uticu i drugi faktori kao $to su
pol, godine Zivota, infektivni agensi.

Spondiloartropatijama pripadaju: Rajterov sindrom (RS)/reaktivni artritis (ReA),
ankiloziraju¢i spondilitis, psorijazni artitis, enteropatijski artritis, SAPHO sindrom 1

nediferncirana spondiloartropatija (Popovi¢, 2000).

Rajterov sindrom

Rajterov sindrom je seronegativni reaktivni artritis koji se ispoljava posle 4-6
nedelja od akutne urogenitalne ili enterokolitisne infekcije. Klasi¢na triada koja ukljucuje

artritis, uretritis i konjunktivitis, nije prisutna kod svih bolesnika (Tabela 1).

Tabela 1. Klinicke manifestacije* Rajterovog sindroma

Artritisne Urogenitalne KozZne Okularne Kardioloske
Asimetri¢ne Nespecificni uretritis ~ Keratoderma Konjunktivitis Aortitis

Oligo Cervicitis blenorrhagica Akutni Insuficijencija aorte
Donyji ekstremiteti Cistitis Balanitis circinata prednji uveitis Blokada srca
Entezitis Hematurija Ulceracija na jeziku

Sakroilitis Hidronefroza

* Bolesnici mogu imati jednu, vise od jedne ili sve pomenute klinicke manifestacije (Barth, 1999).
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Pridruzene oftamoloske i/ili mukokutane promene ¢ine klini¢ku sliku potpunog
oblika bolesti.

Hipokrat je u cetvrtom veku pre nove ere verovatno bio prvi koji je povezao
reaktivni artritis i infekciju u urogenitalnom traktu kada je primetio da ,,mladi muskarci ne
pate od gihta dok ne po¢nu sa seksulnom aktivnoséu* (giht je bio sinonim za akutni artritis
u to vreme) (Colmegna, 2004). Interesantno je da historijske zabeleSke koje se odnose na
Kristofera Kolumba ukazuju na to da je 1 on patio od artritisa povezanog sa inflamacijom
oka koji se javio na njegovom prvom putovanju ka Novom svetu. Bolest je bila progresivna
na donjim ekstremitetima 1 poslednjih godina Zivota usled reumatoloskih problema nije bio
u moguénosti da se kre¢e (Hoenig, 1992).

Engleski lekar Benjamin Brodie je 1818. godine prvi opisao klasi¢nu ,triadu®
(artritis, uretritis 1 konjunktivitis) kod pet bolesnika (Brodie, 1818).

Dva francuska naucnika, Fiessinger 1 Leroy su 1916. godine opisali Cetiri slucaja
uretritisa, artritisa, konjunktivitisa 1 dijareje kao ,,okulo-uretro-sinovijski“ sindrom
(Fiessinger 1 Leroy, 1916). Ova klinicka asocijacija je joS uvek poznata u Francuskoj kao
Fiessinger i Leroy-ev sindrom.

Hans Conrad Reiter je opisao slican klini¢ki sindrom kod mladog nemackog vojnika
1 naveo spirohetalnu infekciju kao okidac za pojavu bolesti (Reiter, 1916). Eponim Rajterov
sindrom (engl. Reiter’s syndrome) je usvojen u americkoj medicinskoj literaturi ali se za
ovo oboljenje poslednjih godina koristi 1 naziv reaktivni artritis (Braun, 2000; Wallace,
2000; Gottlieb, 2003; Panush, 2007).

Ucestalost Rajterovog sindroma je oko 30-200 sluc¢ajeva na 100 000 stanovnika, ali
postoje velike razlike izmedu razli¢itih geografskih lokacija. To je bolest mladih ljudi koja
mogu oboleti i deca 1 starije osobe. Muskarci ¢eS¢e oboljevaju od urogenitalnog oblika i taj
odnos se kre¢e od 3:1 do 15:1 (Hamdulay, 2006; Kwiatkowska, 2009). Belci oboljevaju
ceS¢e nego crnci Sto se dovodi u vezu sa ve¢om ucestalosti HLA-B27 gena kod bele
populacije.

Prema ranijim shvatanjima artritis u Rajterovom sindromu je reaktivne prirode, §to

podrazumeva nemoguénost izolacije prouzrokovaca iz obolelog zgloba. Medutim, u
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poslednje vreme ima sve viSe autora koji na osnovu dosadaSnjih rezultata o nalazu
hlamidije i ureaplazme u obolelom zglobu, iznose uverenje da je artritis u Rajterovom
sindromu uslovljen prisustvom infektivnog agensa (Schumacher, 2000).

Tipican Rajterov sindrom pocinje akutnom urogenitalnom ili enteralnom infekcijom
koja obi¢no prode za nekoliko dana. Za infekciju uretre (uretritis) najces¢e je odgovorna
bakterija iz roda Chlamidya koja se prenosi seksualnim putem. Hlamidijski uretritis je
jedna od nekoliko bolesti koje su poznate pod zajednickim nazivom negonokokni uretritis.
Preko 50% slucajeva negonokoknog uretritisa ¢ini uretritis uzrokovan hlamidijom, 25%
uretritis uzrokovan ureaplazmom, a preostalih 20% su nepoznati prouzrokavaci.

Enteralne infekcije uzrokuju razliCite bakterije kao S§to su npr. bakterije iz rodova
Shigella, Salmonella, Campylobakter 1 Yersinia. U pocCetku se mogu javiti opSti simptomi
(poviSena telesna temperatura, nelagodnost, umor, znojenje) a posle perioda od jedne do
cetiri nedelje se javljaju oftamoloSke manifestacije bolesti (najces¢e konjunktivitis) i artritis
(zapaljenje zgloba). Artritis je vodeci znak bolesti koji pocinje naglo i obi¢no zahvata jedan
ili nekoliko zglobova asimetri¢no na donjim ekstremitetima (kolena, sko¢ni zglobovi, mali
zglobovi stopala), a rede zglobove na gornjim ekstremitetima. Kod artritisa koji je
uzrokovan hlamidijama, kolena su zahvacéena kod 70%, sko¢ni zglobovi u 57%, nozni prsti
u 35% 1 rucni zglobovi 1 prsti u 45% bolesnika (Kwiatkowska, 2009). Kada se javi otok
prsta, on u celini poprima kobasicast izgled (Slika 1)

N U isto vreme, neposredno pre ili posle
F simptoma na zglobu, javljaju se promene na kozi i
sluzokozi a kod nekih bolesnika i1 zapaljenske
promene u drugim organima ili sistemima
(kardiovaskularnom, centralnom 1 perifernom
nervnom sistemu, plu¢ima) Sto ovoj bolesti daje
multisistemski karakter (Popovi¢, 2000).
Nije mogucée predvideti koliko dugo ¢e

Slika 1. Daktilitis ITI prsta desnog stopala  bolest trajati. U nekim sluCajevima simptomi
(Preuzeto sa . . . . .
http://t2.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcR ~ bolesti traju nekoliko nedelja. Kod vecine

dnea0TA4-hRhwlmfXtkCL 5GmsN- lesnika si . . .. .
THDJ9OMHh{mVG300JE-Ny) bolesnika simptomi traju 3 - 6 meseci 1 zatim
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nestaju bez ostavljanja posledica, a kod jednog od tri bolesnika artritis traje duze od Sest
meseci, ponekad 1 godinama. Rajterov sindrom ima recidivski ili hroni¢ni karakter kod 15-
50% bolesnika (naj¢esée kod onih kod kojih je artritis uzrokovan bakterijama koje
pripadaju rodu Chlamydia). U najveéem broju slucajeva ima dobru prognozu jer ne ostavlja
funkcionalne poremecaje.

Ne postoje specifi¢ni laboratorijski pokazatelji na osnovu kojih bi se mogla
postaviti dijagnoza bolesti. U akutnoj fazi, u recidivu bolesti kao 1 kod pogorSanja bolesti
hroni¢nog oblika Rajterovog sindroma povecani su nespecificni pokazatelji zapaljenja:
sedimentacija eritrocita, fibrinogen, C reaktivni protein, haptoglobin 1 a2 - globulin.

Reumatoidni faktor klase IgM se moze naéi do 5% kao 1 u populaciji zdravih.

Etiologija urogenitalnog oblika Rajterovog sindroma

Za etiopatogenezu Rajterovog sindroma su odgovorni infektivni agensi, genetiCka

predispozicija 1 imunski mehanizmi (humoralni i celularni imunski odgovor).

Infektivni agensi

Uspostavljanje veze izmedu mikroorganizma i nastanka bolesti godinama predstavlja
problem. Da bi se odredilo da je neki mikroorganizam uzro¢nik odredene bolesti npr.
artritisa, on bi trebao da se detektuje kod vecine, ako ne i kod svih bolesnika, kao i1 da
dovede do razvoja bolesti u zivotinjskim modelima (ovde treba imati na umu da je to
nemoguce u slucajevima gde patogeni imaju specificnog domacina). Takode, trebalo bi da
dode do specificnog imunskog odgovora. Originalni Kohovi postulati nisu mogli da pokriju
sve kriterijume koji su bili potrebni istrazivac¢ima da bi potvrdili da je neki mikroorganizam
etioloski faktor u nastanku artritisa kod ljudi. Zato su oni modifikovani 1 prosireni (Taylor-
Robinson, 2001).

Nije jasno za$to se simptomi razvijaju u telu na mestima koja su udaljena od mesta
primarne infekcije. Jedna teorija je da delovi mrtvih bakterija ulaze u cirkulaciju i

dospevaju u sinoviju zgloba i predstavljaju okida¢ za zapaljenje zgloba.
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Zglob je mesto gde se sastaju dve kosti. Zglobovi omoguéavaju kretanje i
pokretljivost razli¢itih delova tela. Kretanje kostiju je moguce zahvaljuju¢i misi¢ima koji su
tetivama pri¢vrSéeni za kost. Izmedu hrskavica koje pokrivaju krajeve dve kosti u zglobu
nalazi se mala koli¢ina te¢nosti nazvana sinovijska tecnost koja ,,podmazuje* zglob i
obezbeduje glatko kretanje. Sinovijsku tecnost stvara sinovija - tkivo koje obavija zglob.
Spoljasnji deo sinovije se naziva kapsula. Taj deo je Cvrst, daje stabilnost zglobu i
zaustavlja kretanje kostiju van zgloba. Okolni ligamenti 1 miSi¢i takode pomazu u davanju

¢vrstine 1 stabilnosti zglobova (Slika 2).

SINOVIISKA Zglobovi se ponaSaju u mnogo ¢emu kao

KAPSULAI TECNOST

LIGAMENTI deo  retikuloendotelnog  sistema 1

predstavljaju glavna mesta za ,,smeStaj*
infektivnih agenasa (Schumacher, 1995).
Infektivnih agensi mogu u¢i u zglob preko
krvnih sudova cirkuliSuc¢i krvlju ili unutar
mononuklearnih ¢elija, vrste belih krvnih

zrnaca (leukocita) koje 1m sluze za

Slika 2. Anatomija zgloba transport ili kao deo imunskih kompleksa.
(Preuzeto sa: Otkrice  bakterijske =~ DNK i

http://www.arthritiscare.org.uk/AboutArthritis/Howjoin istovremenog prisustva RNK u uzorcima

tswork/main_content/EeaF/small i modifikovano) . . . B B

sinovije je pokazalo da sinovija nije

sterilna struktura ve¢ zona koja moze biti naseljena bakterijama koje vode poreklo iz

okoline ili iz endogene flore (Sibilia, 2002). Tako mikroorganizmi unutar zgloba, ovisno o
karakteristikama domacina, mogu biti eliminisani ili mogu dovesti do infekcije sinovije.

Pokretaci urogenitalnog oblika Rajterovog sindroma su Chlamydia trachomatis 1

genitalne mikoplazme (Ureaplasma urealyticum 1 Mycoplasma hominis, rede) a

enterokolitisnog bakterije iz rodova Shigella, Salmonella 1 Yersinia, Campilobacter jejuni 1

Clostridium difficile (Barth, 1999).


http://www.arthritiscare.org.uk/AboutArthritis/Howjointswork/main_content/EeaF/small
http://www.arthritiscare.org.uk/AboutArthritis/Howjointswork/main_content/EeaF/small
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Hlamidije

Opste osobine

Hlamidije pripadaju medu najstarije opisane humane patogene i interesantne su
istraziva¢ima zbog njihovog obligatnog intracelularnog zivotnog ciklusa, malog genoma i
velikog broja bolesti koje uzrokuju.

Ranije se smatralo da su hlamidije virusi jer su prolazile kroz filtere koji inace
zadrzavaju bakterije 1 nisu mogle da rastu na vestackim podlogama. Da hlamidije nisu
virusi postalo je jasno 1965. godine zahvaljujuci tehnikama kulture tkiva 1 elektronskoj
mikroskopiji kada je dokazano prisustvo bakterijskog ¢elijskog zida, DNK 1 ribozoma.

Sve hlamidije su obligatni intracelularni paraziti koji uzrokuju Siroki spektar
razli¢itih bolesti ljudi i Zivotinja. Po strukturi ¢elijskog zida su sliéne Gram negativnim
bakterijama. Sfericnog su oblika pre¢nika 0.2-1.5um (Vivoda, 2011). Prema najnovijoj
klasifikaciji hlamidije su taksonomski svrstane u red Chlamydiales sa jednom porodicom
Chlamidiaceae unutar koje se nalaze dva roda: Chlamydia 1 Chlamydofila (Bush, 2001).

Chlamydia trachomatis 1 Chlamydia pneumoniae su humani patogeni. Njihov nacin
prenosenja sa osobe na osobu, ucestalost 1 klinicke manifestacije se znacajno razlikuju pa je
1999. godine predlozena nova taksonomska klasifikacija prema kojoj je Chlamydia
pneumoniae dobila naziv Chlamydofila pneumoniae (Everett, 1999). Medutim, predlozena
promena u taksonomskoj nomenklaturi za porodicu Chlamidiaceae jo§ uvek nije u
potpunosti prihvacena pa su tako oba naziva i sada u upotrebi kod razlicitih autora.

C. trachomatis je glavni uzroénik slepila i seksualno prenosivih bolesti. Cesto se
govori o ,,tihoj bolesti* jer hlamidije ne dovode do obimnog oStecenje tkiva pa tako 80-90%
inficiranih osoba nema simptome, ne leCe se i mogu neznajuéi preneti bolest na druge
osobe. Ako se jave simptomi (jedna do tri nedelje posle izlaganja), oni nastaju zbog
inflamacije do koje dolazi zbog odgovora imunskog sistema u cilju sprecavanja Sirenja
infekcije (Pommerville, 2011). Infekcije hlamidijama su znatno ucestalije kod mladih polno
aktivnih Zena pa bi se skrining programi trebali fokusirati na ovu ciljnu grupu (Wilson,

2002; Harkins, 2011).
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Na osnovu sekvenciranja gena ompA razlikuje se najmanje 15 seroloskih tipova
C. trachomatis. Dvanaest seroloskih tipova su ograni¢eni na infekciju okularnih ili
genitalnih epitelnih ¢elija 1 nisu invazivni (Caldwell, 2003). A, B i C seroloski tipovi
izazivaju trahom - vodeci uzrok slepila u zemljama u razvoju. Najstariji podaci o ovoj
bolesti su stari hiljadu godina i poticu iz Kine i Egipta. lako zahvaljujuc¢i poboljSanim
uslovima zivota sredinom proslog veka trahom gotovo nestaje iz industrijalizovanog sveta,
on 1 dalje predstavlja veliki problem u zemljama u razvoju. U najsiromasnijim podrucjima
Afrike, Azije 1 na Bliskom istoku te u nekim delovima Latinske Amerike 1 Australije
trahom je endemska bolest. Trenutno, oslabljeni vid koji je nastao kao posledica ove bolesti
ima priblizno osam miliona ljudi dok od aktivne infekcije pati 84 miliona ljudi. Trahom se
prenosi izravnim kontaktom sa sekretima oka, nosa i grla zarazenih osoba, odnosno sa
predmetima koji su doSli u dodir sa tim sekretima, kao Sto su npr. peSkiri i opticki
instrumenti. D-K seroloski tipovi izazivaju urogenitalne infekcije. Prenose se seksualnim
kontaktom sa obolelom osobom. Takode se mogu preneti u toku vaginalnog porodaja sa
inficirane majke na novorodence.

Li, Ly 1 L3 uzrokuju retke invazivne sistemske seksualno prenosive infekcije u
tropskim predelima jugoisto¢ne Azije, centralne 1 juzne Amerike koje dovode do bolesti
limfogranuloma venerum (LGV) (Blandea, 2001). LGV se ceS¢e javlja kod muskaraca
nego kod zena i pracen je groznicom, slaboscu, oticanjem 1 osetljivoS¢u limfnih ¢vorova u
preponama (Pommerville, 2011).

Za razliku od C. trachomatis koja se prenosi seksualnim putem, C. pneumoniae je
respiratorni patogen koja se sa osobe na osobu prenosi respiratornim sekretima. NajceSce
uocene manifestacije infekcije sa C. pneumoniae su pneumonia 1 bronhitis, ali se poslednjih
godina ova bakterija dovodi u vezu i sa nerespiratornim bolestima, ukljucujuci inflamatorni
artritis, arterosklerozu, multiplu sklerozu i Alchajmerovu bolest (Skowach, 2003; Contini,
2010).

ViSe laboratorija je u zglobu detektovalo prisustvo bakterijske DNK 1/ili antigena iz
ovog mikroorganizma koji se nije ranije dovodio u vezu sa bolestima zglobova
(Schumacher, 1999; Gérard, 2000; Pavlica, 2003; Rizzo, 2012). Nije posve jasno da li je

patogeneza u zglobu uzrokovana ili podrzana sa C. pneumoniae ali je ¢injenica da je DNK
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ove bakterije nadena u sinovijskim tkivima kod malog ali jo§ uvek znacajnog broja
bolesnika sa razli¢itim oblicima artritisa. Neke analize su pokazale da je 13% tih bolesnika
PCR pozitivno na ovu bakteriju (Schumacher, 1999). Obzirom na poznatu patobiologiju C.
pneumoniae u kontekstu drugih bolesti, tesko je poverovati da ova bakterija nije ukljucena
u bolesti zglobova barem kod nekih bolesnika. Svakako ¢e daljnja istrazivanja rasvetliti
sadaSnje nepoznanice.

Ostale hlamidije uzrokuju bolesti kod Zivotinja ali Chlamydophila psittaci, vrsta
koja pripada istom rodu kao 1 C. pneumoniae, moze biti ukljuCena u respiratorne bolesti
kod ljudi. C. psittaci prenose inficirane ptice pa je to rizik za zaposlene u prodavnicama

ku¢nih ljubimaca i na farmama koje se bave uzgojem zivine (Deschuyffeleer, 2012).

Grada cCelije hlamidija

Hlamidije imaju citoplazmatsku membranu i ¢elijski zid koji sadrzi lipopolisaharid
Sto je karakteristika Gram-negativnih bakterija ali za razliku od njih, hlamidije u svom
¢elijskom zidu nemaju peptidoglikan. Ova razlika u strukturi je najverovatnije funkcionalno
povezana sa jedinstvenim zivotnim ciklusom hlamidija u kojem dolazi do reorganizacije
ekstracelularnog oblika bakterija u intracelularni. Spoljasnja membrana se uvecava
priblizno pet puta a takode se menja i njena propustljivost da bi se omogucio ulazak velikih
egzogenih metabolita kao S$to su npr. nukleozid trifosfati koje intracelularni oblik hlamidija
ne moze da sintetiSe. Struktura spoljasnje membrane bez peptidoglikana omogucava vecu
funkcinoalnu fleksibilnost nego $to bi se moglo ocekivati u prisustvu ovog protein-
polisaharidnog jedinjenja (Caldwell, 1981).

Glavni protein spoljasnje membrane (engl. major outer membrane protein, MOMP)
¢ini do 60% ukupnih proteina spoljasnje membrane. Sastoji se iz Cetiri varijabilna domena
(VD) koji se nalaze na povrSini. Smatra se da ovaj protein osim strukturne uloge ima vaznu
ulogu u transmembranskom prolasku nutritivnih materija, otpadnih produkata, antibiotika a
moze biti i receptor za bakteriofage. Takode se smatra da ovaj protein ima najveéu ulogu u
vezivanju hlamidija za c¢eliju domacdina $to je od presudne vaznosti kod infekcije

hlamidijom (Wang, 2006).
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Hlamidije imaju mali genom. Analize sekvenci su pokazale da je u evoluciji
obligatnih intracelularnih patogena doslo do znacajne redukcije genoma praceno gubitkom
metabolickih funkcija. U ustaljenoj sredini ¢elije domacina, obligatni patogeni nisu imali
vise potrebu za razli¢itim genima koji su slobodno zivuéim organizmima omogucavali brzo
prilagodavanje na uslove sredine. Ako je bilo potrebno to su mogli dobiti direktno od
domacina (Pommerville, 2011).

C. trachomatis pored malog 1 visoko konzervativhog genoma ima i1 plazmid od
priblizno 7 kb (Commanducci, 1993). Retki su izolati koji ne poseduju plazmide. Plazmidi
su vrlo korisni kao target u dijagnostickim testovima jer su relativno stabilni i mnogo
rezistentniji na delovanje nukleaza nego genom, a 1 prisutni su i do deset kopija po genomu
(Seth-Smith, 2009). Nisu neophodni za vijabilnost bakterija ali su nedavne studije
uporedivanjem patobioloskih osobina vrsta bez plazmida 1 onih koje poseduju plazmid

pokazale da plazmid moze imati ulogu u virulenciji (Carlson, 2008).

Zivotni ciklus

Zajednicka osobina svih hlamidija je njihov specifican razvojni ciklus koji se
razlikuje u odnosu na razvojni ciklus ostalih bakterijskih vrsta. Hlamidije se javljaju u dva
morfoloska oblika: elementarno telo (ET) i retikularno telo (RT) (Slika 3).

Elementarno 1 retikularno telo predstavljaju evolutivne forme adaptacije ovih
bakterija na ekstracelularne 1 intracelularne uslove zivota. Pre¢nik elementarnog tela varira
od 0,2-0,6 pm dok je kod retikularnog tela veéi i iznosi 1,5 pm. Elementarno telo je
metabolicki neaktivno, predstavlja infektivni oblik 1 poseduje veoma izdrzljiv ¢éelijski zid
prilagoden za ekstracelularno prezivljavanje. Ono se vezuje za odgovarajucu eukariotsku
¢eliju domacina - primarno epitelnu ¢eliju, kod sisara mukozne povrSine grlica materice,
uretre, rektuma, nazofarinksa i1 konjunktive (Bobo, 1990) ali mogu biti inficirane 1 mnoge
druge ¢elije kao Sto su vaskularne endotelne Celije, glatke miSi¢ne Celije, monociti, neki

¢elijski tipovi u centralnom nervnom sistemu i druge.
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Slika 3. Zivotni ciklus hlamidija: ET= elementarno telo, RT= retkularno telo

(Preuzeto sa: http:/www.cytologystuff.com/images/bioinfl i modifikovano)

Elementarno telo ulazi u ¢eliju endocitozom 1 zZivotni ciklus hlamidija se odvija
unutar vakuole obavijene membranom i poznate pod nazivom inkluzija ili fagozom (Slika
4). Prezivljavanje razli¢itih seroloskih tipova hlamidija je u direktnoj vezi sa sposobnoséu
hlamdijskih fagozoma da izbegnu fuziju sa lizozomima (Scidmore, 2003).

Svako elementarno telo prolazi transformaciju koja se posle nekoliko casova
zavrSava stvaranjem metabolic¢ki aktivnog retikularnog tela prilagodenog za intracelularno
prezivljavanje i umnoZavanje. Retikularno telo ima sposobnost sinteze DNK, RNK i
proteina. Unutar fagozoma bakterije se razmnoZavaju binarnom deobom obrazujuci

intracelularnu inkluziju koja moze kroz 18-30 sati zauzeti do dve trec¢ine volumena celije

domacina.
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Slika 4. Shematski prikaz ulaska elementarnog tela u ¢eliju endocitozom i oslobadanja lizom celije;

RT=retikularno telo
(Preuzeto sa: http://www.tjclarkinc.com/bacterial _diseases/hold/lifecycle i modifikovano)

Celijski zid retikularnog tela nema &vrstinu kao kod elementarnog tela i retikularno
telo ne moze preziveti izvan Celije domacina. Da bi se retikularno telo kondenzovalo i
reorganizovalo nazad u elementarno telo potrebno je da prode nekoliko ¢elijskih deoba
(vremenski otprilike jedan dan). Ova nova elementarna tela se oslobadaju iz Celije
domacina lizom ili egzocitozom 1 iniciraju infekciju susednih ¢elija i tako se infekcija Siri
ili prenosi na drugu individuu (Owlia, 2010). Saznanja o zivotnom ciklusu hlamidija

proizlaze iz in vitro studija u kojima su inficirane ¢elije domacina dopustale aktivan rast

hlamidija (Gérard, 1997).

11
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Duzina kompletnog razvojnog ciklusa zavisi od bakterijskog soja, osobina celije
domacina kao i od uslova sredine. C. trachomatis je potrebno 50 sati da zavrsi svoj Zivotni
ciklus u inficiranim HeLa ¢elijama. C. prneumoniae je potrebno 72 sata da bi zavrsila
zivotni ciklus u Hep-2 ¢elijama (Villareal, 2002).

Premda je pomoc¢u mikroskopa razvojni ciklus hlamidija dobro karakterisan, nisu u
potpunosti poznati molekularni mehanizmi koji dovode do medusobne konverzije
morfoloski razli¢itith oblika. Nicholson 1 saradnici su svojim istraZivanjima pridoneli
razumevanju globalne regulacije gena 1 intracelularne biologije ovog jedinstvenog patogena
(Nicholson, 2003). Regulacija gena se odvija u tri faze. Fazi I pripadaju geni koji se
eksprimiraju rano posle infekcije 1 koji su ukljuceni u osnovno funkcionisanje ¢elije (DNK
replikacija, transkripcija, translacija, transport, stvaranje energije). Strukturalna stabilnost
bakterija se postize disulfidnim vezama proteina membrane. Redukovanjem ovih veza u
membrani omogucena je transformacija elementarnih tela u veca retikularna tela
(Hackstadt, 1985). Produkcija retikularnih tela doseze svoj maksimum osamnaest ¢asova
posle infekcije 1 tada dolazi do inicijacije reorganizacje retikularnih tela. U fazu II su
ukljuceni geni Ciji produkti imaju klju¢nu ulogu u ranim fazama prelaska retikularnih tela u
elementarna tela (inicijacija DNK kondenzacije koja prethodi reorganizaciji spoljasnje
membrane). Fazi III pripadaju geni koji se aktivno ne eksprimiraju pre 24-og Casa od
trenutka infekcije. Medu njima se nalaze geni omcA i omcB koji kodiraju dva membranska

proteina.

Perzistentna infekcija hlamidija

Perzistentna infekcija hlamidija predstavlja njihov izmenjen Zivotni ciklus koji se
razlikuje od aktivnog rasta (Koehler, 1997; Gérard, 2002; Klos, 2009). Iako tacan
molekularni mehanizam kojim hlamidije ulaze i izlaze iz perzistentne faze jo§ nije u
potpunosti poznat nema sumnje da ova faza ima veoma vaznu ulogu u preZivljavanju ovih
dobro prilagodenih intracelularnih patogena. Odstupanje od tipi€nog razvojnog ciklusa je
vezano za promenjene uslova sredine kao S$to su: prisustvo antibiotika, nedostatak
esencijalnih nutritivnih materija, izlaganje interferonu-y (IFNy) (Harper, 2000; Al-Younes,

2001; Byrne, 2001). Ovakvi uslovi odlazu sazrevanje retikularnih tela, inhibiraju njihovu

12
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diferencijaciju u infektivno elementarno telo i povezani su sa brojnim morfoloSkim
izmenama retikularnog tela koje se odnose na postojanje krupnih atipi¢nih formi hlamidija.
Ove promene su reverzibilne kada se odstrani faktor koji inhibira rast (Beatty, 1994;
Hogan, 2004).

Do izmenjenog oblika bakterije najverovatnije dovodi smanjenje transkripcije gena
ompl koji kodira hlamidijski glavni protein spoljasnje membrane. Produkt ovog gena je
najvaznija komponenta na povrsSini bakterije. Ekspresija gena hsp60 koji kodira visoko
imunogeni protein HSP60 je povecana (Gérard, 1998, 2004). Postoje 1 druge razlike u
transkripciji gena izmedu aktivnog rasta hlamidija 1 njene perzistentne infekcije. Geni Ciji
su produkti ukljuceni u replikaciju DNK 1 deobu eksprimiraju se i u jednom i u drugom
zivotnom ciklusu, ali je u perzistentnom stanju smanjena ekspresija gena ¢iji su produkti
neophodni za citokinezu (Gerard, 2001). Na taj nain je znacajno smanjena produkcija
novih infektivnih elementarnih tela.

Uspostavljanje perzistentne infekcije u zglobu je verovatno potrebno za
kontinuiranu sintezu antigena neophodnih za odrzavanje sinovijske inflamacije (Slika 5).

U toku perzistentne infekcije, u uzorcima sinovije detektovana je hlamidijska RNK
(Gérard, 1998) sto predstavlja dokaz o vijabilnosti organizma budu¢i se PCR-om moze
detektovati i DNK mrtvih hlamidija.

Za vreme dugotrajne infekcije sinovije, ¢elije domacini za perzistentne organizme
su mononuklearne ¢elije: monociti i makrofage (Munoz-Elias, 2002).

Nema podataka o tome koliko dugo mogu opstati inficirani monociti/makrofagi u
sinoviji odnosno koliko dugo bakterije u perzistentnom stanju mogu egzistirati u
monocitima/makrofagama. Odgovor na ovo pitanje bi svakako imao veliki klinicki znacaj.
Takode se ne zna da li je C. trachomatis potpuno odstranjena iz sinovije bolesnika sa
akutnim artritisom kod kojih se ne razvija hroni¢ni oblik bolesti kao 1 da li organizmi mogu
ostati u sinoviji u perzistentnom stanju, a da nema znakova bolesti.

Slede¢e vazno pitanje je zaSto se kod mnogih bolesnika sa hroni¢nim artritisom

smenjuju epizode aktivne i pritajene bolesti.
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Slika 5. Patogeneza artritisa koji je uzrokovan hlamidijom. [1] Primarna urogenitalna infekcija; [2]

®

diseminacija bakterija u zglob; [3] intracelularna perizistentna infekcija bakterija (a) i sinteza antigena (AG)
unutar fagozoma (b) koje detektuju T celije koji aktiviraju monocite sa vise citokina; [4] proizvodnja i
oslobadanje proinflamatornih medijatora od strane aktiviranih monocita §to dovodi do uspostavljanja i

odrzavanja inflamacije. (Preuzeto iz Rihl, 2006 i modifikovano)

Sva ova pitanja su vazna sa klinickog/terapijskog 1 naucnog stanovista jer
neadekvatna antibiotska terapija moze omoguciti hlamidijama da perzistiraju in vivo

(Nanagara, 1995;Wolf, 2000; Villareal, 2002).

Detekcija hlamidija

Postoje razliciti testovi kojima se mogu detektovati hlamidije koji su manje ili viSe

specificni.
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Elementarna tela se mogu detektovati izolacijom organizma u ¢elijskoj kulturi koja
je bila tradicionalna metoda u laboratorijskoj dijagnostici zbog svoje specifi¢nosti ali je
sistem celijske kulture tehni¢ki komplikovan, zahteva mnogo vremena (2-3 dana), skupu
opremu 1 posebne podloge za transport (Peterson, 1989; Peeling, 1996). Takode su cesti
negativni nalazi C. trahomatis koris¢enjem standardne laboratorijske kulture sinovijskog
tkiva. Zbog malog broja pozitivnih nalaza C. trahomatis u laboratorijskim kulturama
sinovijskog materijala ranije se smatralo da je zivi mikroorganizam veoma retko ili nikada
prisutan u sinoviji i da je inflamacija karakteristicna za reaktivni artritis jednostavno
rezultat imunopatoloskih procesa koji su pokrenuti kao odgovor na mrtve organizme i
njihove ostatke.

Hlamidijske inkluzije se mogu detektovati direktnim imunofluorescentnim (DIF)
testom (Ozdag, 2007). Ovaj test se bazira na Cinjenici da se upotrebom monoklonskih
fluorescentih antitela na hlamidiju mogu detektovati antigeni hlamidije direktno sa
mikroskopskih razmaza napravljenih od klinickih uzoraka. Razmazi se zatim pregledaju
pod fluorescentnim mikroskopom (Slika 6). Testovi koji identifikuje hlamidijske inkluzije
u celijama na osnovu imunofluoroscentnog bojenje su 100% specificni, ali im je
senzitivnost, tj. osetljivost 80-90 %.

Seroloski testovi su se pokazali neefikasnim u dijagnostici infekcija uzrokovanih C.
trahomatis iz dva razloga:
prisustvo visokog titra pozitivnih
antitela kod kontrola kao 1
mogucéa ,krosreaktivnost* sa
antitelima koja su usmerena
protiv C. pneumoniae. Kod ovih
testova je takode ogranicena

senzitivnost budu¢i da je

hlamidija obligatni intracelularni

patogen koja se bori dominatno

Slika 6. Direktni imunofluorescentni test na hlamidiju (slika
pod mikroskopom: crvena boja oznacava hlamidiju) (Preuzeto sa sa ¢éelijskim, a manje (ili uopste
http://polnebolesti.com/slike/otkrivanje-hlamidije-dif-

metodom.jpg) ne) sa humoralnim imunskim
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odgovorom. Antitela IgG podklase ne mogu pruziti podatak o nedavnoj infekciji jer ona
mogu biti pove¢ana mesecima posle infekcije (Colmegna, 2004). 1z toga razloga bi trebalo
kombinovati i testove za IgM i1 IgA antitela koji ukazuju na akutnu ili perzistentnu
infekciju. Medutim, ova antitela takode mogu biti pozitivna kod kontrolne populacije sto
opet rezultira u smanjenju specifi¢nosti testa (Sieper, 2002).

Istrazivac¢ima koji su ukljuceni u studije vezane za artritis je potrebna pouzdana,
brza 1 objektivna metoda za detekciju 1 identifikaciju mikroorganizama ,,okidaca* (eng.
triggering microorganisms). PCR tehnologija, koja se zasniva na amplifikaciji nukleinskih
kiselina koriS¢enjem lancane reakcije polimerizacije, je ultrasenzitivna molekularna tehnika
kojom se moze detektovati bilo koja vrsta bakterija ¢ak 1 onda ako su prisutne i u malom
broju u zglobu, mestu koje je udaljeno od primarnog mesta infekcije. Molekularno bioloske
tehnike se mogu koristiti za detekciju hlamidija u uzorcima cervikalnih i uretralnih briseva,
urina, sinovijske tecnosti, sinovije 1 monocita periferne krvi bolesnika sa perzistentnom
infekcijom (Class, 1990; Nikkari, 1997; Taylor-Robinson, 1992; Jaton, 2006; Schnitger,
2007; Carter, 2009).

Razvoj novih tehnika u poslednje dve dekade je omogucio da se dode do novih
veoma vaznih saznanja da je prisustvo hlamidija u sinoviji pravilo, a ne izuzetak. Sledec¢i
korak je bio ustanoviti da li su hlamidije u sinoviji zaista vijabilne i metabolicki aktivne 1,
ako je tako, objasniti zasto je sinovijski materijal koji sadrzi ove mikroorganizme negativan
u kulturi.

Transkripcione analize kojima su ciljne sekvence bile razliCite hlamidijske
informacione RNK (iRNK) kao 1 primarni transkripti ribozomalnih RNK (rRNK) operona
su pokazale da su hlamidije u sinoviji zaista 1 vijabilne i metabolicki aktivne (Gérard, 1998;

Mathews, 1999).

Mikoplazme

Bakterijskoj klasi Mollicutes pripada red Mycoplasmatales sa porodicom
Mycoplasmataceae koja sadrzi dva roda: Mycoplasma 1 Ureaplasma.
Naziv mikoplazme potice od grckih reci mikes (gljivice) i plasma (formirane) jer se

usled njihovih karakteristika smatralo da su gljivice. Jedno vreme se smatralo da su i
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mikoplazme virusi jer su prolazile kroz filtere koji su inace sprecavali prolaz bakterija.
Pre¢nik im je manji od 1 mikrona (um) i zato ih je teSko detektovati pomocu
konvencionalnog mikroskopa. Nemaju ¢vrst ¢elijski zid ve¢ samo plazma membranu i time
se razlikuju od konvencionalnih bakterija. Kao posledica toga one su neosetljive na
antibiotike koji deluju na sintezu ¢elijskog zida (Taylor-Robinson, 1997). Za stabilnost
njihove citoplazmatske membrane potrebni su steroli iz okoline, najces¢e holesterol
domacina.

Mikoplazme imaju relativno mali genom S$to utiCe na male biosintetske moguénosti
i objaSnjava ovisnost o domaéinu. Premda mala veli¢ina mikoplazmi i njihovog genoma
sugeriSe da su oni najprimitivniji postojeci organizmi, hibridizacija nukleinskih kiselina 1
sekvenciranje pokazuju da one poti¢u od grane gram-pozitivnih
eubakterija sa ¢elijskim zidom. Njihova evolucija je i§la u smeru
znatnog smanjenja veli¢ine genoma, ukljuCuju¢i gubitak
funkcija koje su potrebne za sintezu i odrzavanje Celijskog zida
bakterije.

Ova grupa bakterija ukljucuje viSe od 70 razli¢itih vrsta.

Mogu da budu parazitne ili saprofitne. Nekoliko vrsta su ljudski
Slika 7. Kolonije patogeni odgovorni za Siroki spektar bolesti pre svega

Mycoplasma hominis i respiratornog (Mycoplasma pneumoniae) 1 urogenitalnog

Ureaplasma urealyticum L. . .
(Mycoplasma hominis 1 Ureaplasma urealyticum) trakta (Slika
(Preuzeto sa

hitp://www.urcaplasma.info/i 7). Jedna od najznacajnijih odlika im je mnoStvo serotipova
mages/photoalbum/album 1/  (antigenska razliCitost), Sto uspostavljanje trajnog imuniteta ¢ini
mycoplasma_and_ureaplasm  praktiéno nemoguéim. Zbog toga su ponovljene infekcije
a_tlipg) mikoplazmama veoma Cesta pojava.

Mikoplazme su nadene u uzorcima krvi i tkiva bolesnika sa razli¢itim hroni¢nim
oboljenjima sa znacajno vecom ucestalosti u poredenju sa zdravim kontrolama. Budu¢i da
se mikoplazme mogu nac¢i kao deo normalne flore na povrSini urogenitalnog trakta i usne

duplje ranije se smatralo da nisu patogene. Medutim, kada penetriraju u cirkulaciju 1

posebno u Celije razlicitih tkiva ispoljavaju svoje patogene efekte.
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Perzistentna infekcija mikoplazmom ima mnogo slinosti sa perzistentnom

infekcijom hlamidija.

Mycoplasma hominis

Kao 1 sve mikoplazme, tako i Mycoplasma hominis nema tipi¢an bakterijski ¢elijski
zid ve¢ je odvojena od okoline samo plazma membranom. Mycoplasma hominis pokazuje
znacajnu fenotipsku 1 genotipsku raznovrsnost. Seroloske analize su pokazale da se
heterogenost uglavnom odnosi na povrSinske antigene, dok su citoplazmatski antigeni

konzervativni (Blanchard,1993).

Mycoplasma hominis je vrsta mikoplazme koja je naj¢es¢e (u odnosu na ostale
mikoplazme) ukljucena u polne infekcije kod Zena. Kao i ureaplazma, Cesto se nalazi u
vagini 1 moze da uzrokuje infekcije zenskog 1 muSkog genitalnog trakta. Takode moze
uzrokovati infekcije van genitalija pogotovo kod osoba sa smanjenim imunitetom, kao 1i

infekcije kod novorodencadi.

Ureaplasma urealyticum

U. urealyticum je mala gram negativna bakterija koja je dobila naziv zbog njene
sposobnosti digestije uree u hranjivim podlogama. Poznata je i pod nazivom T-mikoplazma
(T-tiny=si¢usan) zbog si¢usnih kolonija koje stvara na hranjivoj podlozi. MoZze se pronaci u
cerviksu 1/ili vagini kod 40-80% seksualno zrelih, asimptomatskih zena. Kod muskaraca je
rasprostranjenost ove bakterije u uretri neSto niza. Ucestalost U. urealyticum je veca kod
mladih Zena crne populacije, nizeg ekonomskog statusa, seksualno aktivnih sa viSe partnera
(Cassell, 1993). U. wrealyticum uzrokuje uretritis €iji su simptomi sliéni kao kod
hlamidijskog uretritisa. Jedna od posledica infekcije ureaplazmom je sterilitet zbog malog
broja i pokretljivosti spermatozoida. Takode moze da kolonizuje placentu za vreme
trudnoce Sto moZe dovesti do spontanih pobacaja i prevremenih porodaja (Pommerville,
2011).

Urogenitalne mikoplazme se takode mogu rasejati iz urogenitalnog trakta do drugih
mesta posebno zglobova i biti ukljuene u patogenezu Rajterovog sindroma (Horowitzh,

1994; Vittecoq, 1997).
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Prema tome, nekoliko razli¢itih vrsta bakterija mogu biti uzro¢nici istog sindroma

koji ukljucuje uretritis, konjunktivitis i artritis.

Detekcija mikoplazmi

Jedan od najvecih problema u detekciji mikoplazmi je bila relativna neosetljivost
raspoloZivih tehnika, seroloskih 1 cCelijske kulture, u detekciji intracelularnih infekcija.
Problem kultivisanja je prisutan kod mnogih vrsta, a konvencionalnu serolosku detekciju
infekcije mikoplazmom otezava odsustvo humoralnog imunog odgovora kod vecine
bolesnika. Takode, metode detekcije u kojima se koriste antitela protiv antigena
mikoplazme nisu pouzdane zbog toga S$to se mikoplazme mogu ,,sakriti unutar celija.
Najpouzdanije klinicko testiranje infekcija mikoplazmom iz pune krvi, leukocita 1 tkivnih

biopsija je postignuto PCR-om (Nicolson, 1998; Stellrecht, 2004; Dhawan, 2012).

Geneticka predispozicija

Rajterov sindrom se razvija samo kod malog procenta individua sa urogenitalnom
ili gastrointestinalnom infekcijom. Oko 1% bolesnika sa negonokoknim uretritisom i do 3%
bolesnika sa bakterijskim enteralnim infekcijama razvije artritis (Isoméki, 1978; Soderlin,
2002; Hannu, 2004). Prema tome, uspostavljanje dugotrajne bakterijske infekcije 1
inicijacije patoloskih procesa koji dovode do nastanka bolesti izgleda da ukljucjuje faktore
koji su specificni za geneti¢ki "back-ground” onih bolesnika kod kojih se razvija bolest
(Yu, 2003). Potpuno razumevanje genetickih i drugih faktora domacina jo§ nije postignuto.
Medutim, jedan od tih faktora koji je zaokupio paznju istrazivaca kao faktor koji ima udela
u razvoju bolesti je prisustvo HLA-B27 antigena.

Gen HLA-B27 je smeSten na hromozomu 6 i1 kodira humani leukocitni antigen koji
se nalazi na povrsini belih krvnih ¢elija (Reveille, 2001).

HLA-B27 je doveden u ¢vrstu vezu sa spondiloartropatijama (Aho, 1974) (Slika 8).
Veza izmedu HLA sistema i Rajterovog sindroma je utvrdena 1973. godine nalazom HLA-

B27 antigena u visokom procentu kod obolelih u odnosu na njegovu ucestalost u kontrolnoj
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grupi zdravih. HLA-B27 antigen je prisutan u 65-96% bolesnika sa Rajterovim sindromom

koji pripadaju beloj rasi, dok je Rajterov sindrom kod crnaca ¢esto HLA-B27 negativan.

Verovatnoca razvoja Rajterovog sindroma se povecava pedeset puta kod bolesnika koji su

pozitivni na HLA-B27 antigen, ali oboleti mogu i osobe koje su HLA-B27 negativne gde se
Rajterov sindrom dovodi u vezu sa genima HLA-B39, HLA-B60 i HLA-DR1 (Hamdulay,
2006; Lozada, 2010).

Objasnjenje asocijacije HLA sistema 1 Rajterovog sindroma se zasniva na cetiri

postojece teorije.

Najstarija teorija je teorija molekularne mimikrije - patogeni agens po svom
»izgledu® podse¢a na HLA-B27 antigen pa obzirom da ga imunski sitem ne
prepoznaje kao tude izostaje odbrana i1 razvija se bolest.

Prema drugoj teoriji HLA-B27 antigen kao receptor vezuje patogeni agens na
povrsini epitelnih ¢elija urogenitalnog i intestinalnog trakta tako da esencijalne
bakterijske peptide neadekvatno predstavlja imunskom sistemu. Usled toga
izostaje efikasan lokalni imunski odgovor 1 dolazi do bakterijske diseminacije.
Teorija ,artritogenih peptida® se zasniva na sposobnosti bakterije da izmeni
strukturu HLA-B27 antigena. Ovako izmenjen HLA-B27 antigen citotoksi¢ni T
limfocit prepoznaje kao tudi Sto dovodi do lize inficiranih ¢elija 1 pokretanju
autoimunog procesa.

Model vezanih gena. U blizini regiona glavnog kompleksa tkivne
kompatibilnosti (MHC) na Sestom hromosomu nalazi se gen za faktor nekroze
tumora-alfa (eng. tumor necrosis factor alpha, TNFa) 1 geni za transportere
uklju¢ene u preradu antigena (eng. tramsporters associated with antigen
processing, TAP). TAP geni su polimorfni i njihovi produkti imaju ulogu u
transportu antigenih peptida koji se vezuju za ¢elije nosioce HLA-B27 antigena.
Na taj nacin funkcionalno povezani zajedno doprinose stvaranju predispozicije

za razvoj Rajterovog sindroma.
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Svaki od navedenih modela podrazumeva ucesce spoljnog agensa u nastanku
bolesti. U osobe kod koje ¢e se razviti bolest postoji geneticka predispozicija, a infektivni

agens koji igra ulogu ,,okidac¢a‘“ dovodi do razvoja bolesti (Slika 8).

Genetika

Okolina

Slika 8. Interakcija gen-okolina u reaktivnom artritisu

(Preuzeto sa
http://www.therheumatologist.org/SpringboardWebApp/userfiles/thr/image/THR 201
0 10 _pp24 t02 LG.jpg i modifikovano)

Imunski mehanizmi

Jedna od najvaZznijih fizioloSkih uloga imunskog sistema je odbrana od infekcija. Da
li ¢e do¢i do uspostavljanja infekcije, kakav ¢e biti njen tok 1 na kraju ishod ovisi o veoma
kompleksnoj interakciji izmedu mikroorganizma i imunskog sistema domacina. Budu¢i su
infektivni agensi veoma heterogeni, imunski sistem je morao da razvije razliCite
mehanizme odbrane urodene i steene imunosti koji su najefikasniji za borbu protiv

odredenog mikroorganizma.
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Urodena imunost

Nespecificni imunitet ¢ini prvu liniju odbrane organizma. Prevashodni zadatak
urodene imunosti u odbrani od intracelularnih bakterija je da ih drzi pod kontrolom i
sprecava njihovo Sirenje dok se ne razvije steCeni imunski odgovor.

Povrsina epitela predstavlja prirodnu barijeru za infektivne agense. Jednom kada
patogen prode epitelnu zastitnu barijeru aktiviraju se Celijski efektorski mehanizmi (Slika

9) koji ga eliminiSu ili neutraliSu (Mascellino, 2011).

Epitl

® Dendritska calije
| | - 3%

IL-12
T “w — IFN-
.-. i == &
o L1 — @ Clij: |
LAB | prirodns 88 coded calije
whics L.
@ - '
*e co#*citotoksitna T calije
® w
2
hzkrofes
Urodena imunost Ste¢ena imunost

Slika 9. Imunski odgovor na C. trachomatis (Preuzeto sa
http://bitesized.immunology.org/presentations/Chlamydia%?20trachomatis/data/
images/img3.png i modifikovano)

Glavne celije urodene imunosti u odbrani od bakterija su fagociti (neutrofili,
monociti, makrofagi, dendritske celije) i1 Celije prirodne ubice, NK ¢elije (eng, Natural
Killer).

Tokom infekcije, hemijski signali privlace fagocite do mesta gde su patogeni napali
organizam. Kad fagociti dodu u kontakt sa bakterijama, receptori na povrsini fagocita se
vezu za njih. Vezivanje receptora za odgovarajuce strukture na mikroorganizmima ili

partikulama dovodi do promena na membrani fagocita koje omogucavaju stvaranje
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vezikula, fagozoma, 1 isporucivanje signala koji stimuliSe fagocite da uniste
mikroorganizme.

Najefikasniji su neutrofili jer uniStavaju mikroorganizme u roku od nekoliko minuta
nakon ingestije, za razliku od makrofaga u kojima intracelularni patogeni mogu da prezive i
umnozavaju se, i dendritskih ¢elija kod kojih ovaj proces moze da traje satima. Nakon
fagocitoze, makrofage 1 dendritske celije ucestvuju u prezentaciji antigena drugim ¢elijama
imunskog sistema (Kaufmann, 2002).

NK ¢elije imaju sposobnost da prepoznaju razliCite ciljne ¢elije 1 da ih uniSte bez
prethodne aktivacije (Kataranovski, 2012).

Lokalnoj inflamaciji 1 fagocitozi moZe da doprinese i aktivacija komplementa
odnosno proteina plazme koji aktiviraju kaskadu proteolitiCkih reakcija na povrSini

bakterijske ¢elije (Parihar, 2009).

Ste¢ena imunost

Dok komponente urodenog imuniteta ucestvuju u prvoj liniji odbrane, steceni ili
specificni imunski sistem se aktivira kada se mikroorganizam ne moze eliminisati ili bar
neutralisati nespecficnim efektorskim mehanizmima. Specifini imunitet se razvija u
kontaktu sa uzro¢nicima bolesti i ne postoji pre prvog kontakta. KarakteriSu ga dve glavne
osobine, a to su da je antigen specifi¢an i razvija pamcenje Sto omogucava brzi odgovor
efektorskih ¢elija (T 1 B limfocita) prilikom drugog susreta sa odgovaraju¢im antigenom.

Celijska imunost koja je posredovana T-limfocitima predstavlja najvazniji
mehanizam ste€ene imunosti u odbrani od intracelularnih bakterija i obuhvata aktivnost
CD4" T ¢elija i CD8" T ¢elija (Romagnani, 1999; Sieper, 1995, 2000).

Od velike je vaznosti znati koji se citokini produkuju u sinoviji bolesnika sa
Rajterovim sindromom. Prema obrascu proizvodnje citokina, T ¢elije su podeljene na Thl
¢elije (dominira interferon y) i Th2 ¢elije (dominira interleukin-4). U Rajterovom sindromu,
antibakterijski Thl citokinski odgovor koji je neophodan za eliminaciju bakterija je
smanjen. Sa druge strane, Th2 preovladuje i doprinosi perzistentnoj infekciji bakterija u

zglobovima (Braun, 1999; Yin, 1997; Gaston, 2000; Vicetti, 2012).
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Postoje dokazi da su genotipovi TNFa koji su povezani sa njegovom niskom
produkcijom prisutni u ve¢em procentu kod bolesnika sa Rajterovim sindromom (Zhao,
2000). Budu¢i su IFNy i TNFa klju¢ni za eliminaciju bakterija, nedovoljna proizvodnja
ovih citokina pridonosi perzistenciji bakterija, a bolesnici sa manjom sekrecijom TNFa
imaju duze trajanje bolesti nego bolesnici sa ve¢om (Braun, 1999).

Antitela mogu imati ulogu u sprecavanju reinfekcije, posebno kada su proizvedena
lokalno u genitalnom traktu — primarnom mestu infekcije ali u vecini slucajeva imaju malu

ili nikakvu ulogu u uklanjanju mikroorganizma.

Terapija Rajterovog sindroma

U leCenju Rajterovog sindroma najceS¢e se primenjuju nesteroidni anti -
inflamatorni lekovi (NSAIL). Anti - inflamatorni lekovi smanjuju bol 1 ukocenost. Vrsta,
doza i duzina primene leka zavise od tezine klini¢ke slike. U akutnoj fazi, kod tezih oblika
bolesti, mogu se kratkotrajno primeniti i kortikosteroidi sa produZenim delovanjem,
sistemski 1/ili lokalno. Istovremeno se pocinje sa antibiotskom terapijom (posle
identifikacije uzroc¢nika inicijalne infekcije) koja se primenjuje do eradikacije
mikroorganizama. Za prouzrokovace urogenitalne infekcije leCenje se sprovodi primenom
antibiotika iz grupe tetraciklina, hinolina ili makrolida a za leCenje enteralne infekcije
koriste se antibiotici iz grupe penicilina ili cefalosporina (Popovi¢, 2000).

Lecenje antibioticima aktivne cervikalne i uretralne infekcije prouzrokovane sa C.
trachomatis je efikasna u zaustavljanju rasta bakterija. Sa druge strane antibiotski tretman
perzistentnih bakterija u sinoviji je razocaravaju¢i. Dok jedna grupa istrazivaca navodi
napredak u leenju bolesnika sa artritisom izazvanim hlamidijom (Pavlica, 2005) drugi
izveStavaju o malom ili nikakvom pomaku u lecenju (Kvien, 2004). Kod odredenog broja
sluajeva ove razlike se mogu pripisati vrsti kori§¢enih antibiotika poSto se zna da svi
antibiotici nisu jednako efikasni protiv C. trachomatis. Takode se postavlja pitanje
dostupnosti bilo kojeg antibiotika sinoviji standardnom oralnom ili drugom primenom. Iako
su zglobovi dobro vaskulirizovani vrlo je vazno odrediti koncentraciju antibiotika koja ¢e

biti efikasna protiv bakterija.
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Efikasnost antibiotske terapije C. trachomatis se obi¢no procenjuje na osnovu
rezultata dobijenih u in vitro sistemima u kojima se lek i hlamidijska elementarna tela
istovremeno ili gotovo istovremeno dodaju u kulturu ¢elija domaéina. Medutim, bolesnici
sa urogenitalnim hlamidijskom infekcijom imaju bakterije koje su ve¢ napredovale u svom
zivotnom ciklusu, a oni sa hroni¢nim reaktivnim artritisom imaju perzistentne organizme.
Iz toga razloga, u sluc¢aju akutnog i hroni¢nog artritisa, standardna in vitro metoda za
odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije bilo kojeg antibiotika za hlamidije se
pokazala neodgovaraju¢om.

Villareal navodi da tretiranje ve¢ inficiranih celijja domacina sa standardnim
koncentracijama antibiotika indukuje pre perzistentno stanje nego uklanjanje bakterija.
Namece se pitanje da 1i se odstranjivanje perzistentnih hlamidija moze posti¢i samo
antibioticima. Bilo bi korisno na¢i neki nacin da se perzistentni mikroorganizmi vrate u
2002).

Kod hroni¢nih oblika bolesti koristi se lek metotreksat a sulfasalazin se uvodi u
terapiju kod bolesnika sa tezim klini¢kim tokom.

Osim medikamentne, u leCenju bolesnika sa Rajterovim sindromom primenjuje se 1
fizikalna terapija (Popovi¢, 2000). Ako su zglobovi veoma oteceni, te¢nost iz njih mora biti
odstranjena iglom i Spricem da bi se smanjila bol. Otecene zglobove je potrebno odmarati,
ali je vazno poceti sa pokretanjem zahvacenog zgloba i vezbanjem Sto je pre moguce.
Fizioterapija pomaze u odrzavanju pokretljivosti zgloba kao 1 tonusa misi¢a. Ako simptomi
traju viSe od nekoliko meseci ili je terapija neuspesna, u leCenje se ukljucuje sulfasalazin i
metotreksat sa ciljem da se smanji oStecenje zglobova. Ovi lekovi ne deluju odmah na bol i
inflamaciju. Potrebno je nekoliko nedelja da bi se ispoljio njihov efekat (Lozada, 2010).

Kod upornih sinovitisa, rezistentnih na konvencionalnu terapiju, primenjuje se

hirurska 1/ili radiohemijska sinovijektomija (Pavlica, 1997).
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Ranije se smatralo da je artritis u Rajterovom sindromu reaktivne prirode a ne
infektivne jer nije bilo moguce izolovati prouzrokovaca iz obolelog zgloba. Nove
tehnologije, imaju pre svega za cilj da doprinesu rasvetljavanju etiologije reumatskih
bolesti, a samim tim da omoguce bolju prevenciju i etiolosku terapiju. Noviji, sve ucestaliji
nalazi bakterija/delova bakterija u obolelom zglobu su ukazali da je artritis u urogenitalnom
obliku Rajterovog sindroma uslovljen prisustvom infektivnog agensa. Saznanja o nalazu
nukleinskih kiselina hlamidija 1 drugih bakterija u sinovijskoj tecnosti 1 sinoviji
inflamiranog zgloba pobudila su nadu da bi antibiotska terapija mogla biti terapija izbora
kod ovih bolesnika. Medutim, u nekim studijama pokazano je da hlamidija moze da ostane
u zglobu ¢ak 1 posle agresivne primene pravilno odabranih antibiotika, Sto se objaSnjava
neadekvatnom duZinom lecenja 1 njthovom perzistentnom infekcijom, odnosno
modifikovanim bioloSkim stanjem kada pokazuju druk¢ije morfoloske, metabolicke,
transkripcione 1 druge osobine . Zbog toga je u proceni etiologije 1 uspesnosti terapije
Rajterovog sindroma neophodno koristiti osetljive metode molekularne biologije.

Polaze¢i od hipoteze da ¢e u wuzorcima sinovije, sinovijske tecnosti 1
mononuklearnih ¢elija periferne krvi biti detektovano prisustvo bar jednog infektivnog
agensa, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma hominis 1
Ureaplasma urealyticum, kod svih bolesnika sa urogenitalnim oblikom Rajterovog
sindroma, 1 da su pojava 1 ishod bolesti povezani sa prisustvom ispitivanih

mikroorganizama postavljeni su sledec¢i ciljevi:

1. Koris¢enjem PCR metode utvrditi prisustvo slede¢ih mikroorganizama:
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma hominis 1
Ureaplasma urealyticum u uzorcima sinovije, sinovijske tec¢nosti i
mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika sa urogenitalnim oblikom
Rajterovog sindroma pre antibiotske terapije (azitromicin i kombinovana

antibiotska terapija ciprofloksacinom, tetraciklinom i roksitromicinom).

2. Utvrditi prisustvo navedenih infektivnih agenasa u  uzorcima

mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika sa urogenitalnim oblikom
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Rajterovog  sindroma  posle sprovedene  hirurSke  (artroskopska
sinovijektomija) 1 antibiotske terapije (azitromicin ili kombinovana

antibiotska terapija).

Ispitati povezanost prisustva infektivnih agenasa u sinoviji, sinovijskoj
teCnosti i mononuklearnim ¢elijama periferne krvi sa pojavom bolesti i

ishodom lecenja kod bolesnika sa Rajterovim sindromom.

“Real-time” PCR metodom utvrditi vijabilnost C. trachomatis kod bolesnika
sa Rajterovim sindromom kod kojih je bakterija detektovana PCR metodom
pre 1 posle kombinovane antibiotske terapije i korelirati dobijene rezultate sa

klini¢kim karakteristikama bolesti.
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Istrazivanje je sprovedeno u Odeljenju za molekulsku medicinu Instituta za
medicinska istrazivanja Vojnomedicinske akademije (VMA) u Beogradu. Izvodenje ove
studije je odobreno od strane Etickog komiteta Vojnomedicinske akademije u skladu sa
Helsinskom deklaracijom o zastiti ljudskih prava i svi bolesnici su dali pismenu saglasnost

za ucesce u studiji.
Bolesnici

Istrazivanje je obuhvatilo 42 bolesnika koja su ispitivana 1 leCena u Klinici za
reumatologiju 1 klini¢ku imunologiju i1 Klinici za ortopediju Vojnomedicinske akademije u
Beogradu u periodu od 2001. do 2009. godine. Svi bolesnici su ispunjavali kriterijum za

dijagnozu Rajterovog sindroma.

Uzorci

Uzorci sinovijske tecnosti 1 sinovije su uzimani prilikom artroskopije u operacionoj
sali, trenutno zamrzavani u teCnom azotu 1 transportovani do Laboratorije za molekulsku
genetiku Instituta za medinska istrazivanja VMA gde su ¢uvani na -70°C do pocetka
analize. Uzorci krvi (10 mL) su uzimani na klinikama jedan dan pre hirurske intervencije i
nakon zavrSene terapije u ambulanti Instituta za medicinska istrazivanja, transportovani na
sobnoj temperaturi do laboratorije 1 iz njih su odmah izolovane mononuklearne ¢elije

(MNC) koje su takode ¢uvane na -70°C.

Metode

Izdvajanje mononuklearnih ¢elija iz periferne krvi

Periferna krv sa natrijum citratom kao antikoagulansom je razblaZivana u rastvoru
natrijum hlorida (9g/L) u odnosu 1:1, nanoSena na gradijent za izolaciju mononuklearnih
¢elija, limfoprep (LSM 1077 Lymphocyte, PAA Laboratories GmbH, Austria), i

centrifugirana na 800g 20 minuta na sobnoj temperaturi. Izdvojene mononuklearne ¢elije
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periferne krvi su dva puta isprane rastvorom natrijum hlorida centrifugiranjem na 560 g 10

minuta na sobnoj temperaturi.

Izolacija nukleinskih kiselina

Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) je izolovana iz zamrznute sinovijske
tecnosti, sinovije 1 mononuklearnih celija periferne krvi. Uzorci sinovijske tecnosti su
otapani na sobnoj temperaturi 1 zatim centrifugirani na 14 000 rpm 20 minuta da bi se
izdvojile celije. Mononuklearne celije su dobijene izdvajanjem iz periferne krvi na
separacionom medijumu kao $to je prethodno opisano.

Tkivo (sinovija) 1 ¢celije (sinovijske tecnosti 1 mononuklearne Celije periferne krvi)
su homogenizovani u Dounce — ovom homogenizatoru u 1 mL fenola i1 0,5 mL pufera (25
mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0.5% SDS) prethodno zagrejanih na
65°C. Nakon homogenizacije, smeSa je centrifugirana i sakupljena je vodena faza sa
nukleinskim kiselinama. Sledila je dva puta ekstrakcija sa smeSom hloroform : izoamil
alkohol (24:1). Ukupna DNK je dobijena precipitacijom etanolom i rastvorena u
destilovanoj vodi (Sambrook, 1990; Freise, 2001).

Koli¢ina DNK u svim vrstama izolovanih uzoraka je merena spektrofotometrijski na
talasnoj duzini od 260 nm (GeneQuant, Pharmacia LKB, Svedska). Uzorci su razblaZivani
100 puta (5ul uzorka je rastvoreno u 500 ul sterilisane destilovane vode), a koncentracije
DNK su izracunate po formuli c(pg/pnl)=(A260xRxFxOP)/1000, gde je Azeo apsorbancija
uzorka na 260 nm, R razblazenje (100), F faktor konverzije za dvolan¢anu DNK (50pug/ml),
a OP opticki put svetlosti (1cm). Kvalitet je proveravan na 1% agaroznom gelu (Serva)
posle amplifikacije dela humanog 3 globin gena (Slika 10).

Ribonukleinska kiselina (RNK) za RT- i ,real-time” PCR analize je izolovana iz
mononuklearnih ¢éelija periferne krvi, sinovijske te¢nosti i sinovije Trizolom® (Invitrogen,
California, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Sve izolovane RNK (1 pg ukupne RNK) su
tretirane enzimom RNase — free DNase I (Fermentas) i odsustvo DNK u uzorcima je

provereno PCR-om (aktin gen domacina je koriS¢en kao target).
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Slika 10. PCR produkti
amplifikacije dela
humanog f globin gena na
1% agaroznom gelu: M-
marker molekulske tezine
(100 baznih parova), 1-11
10 11 K +1 . uzorci sinovijskog tkiva, K-
pozitivna kontrola
(genomska DNK), +1-
450 bp negativna  kontrola  (sve
komponente PCR reakcije
izuzev DNK).

500 bp—

Elektroforeza nukleinskih kiselina

Jednostavnost i ekonomicnost izvodenja, kao 1 dobra mo¢ razdvajanja, u€inile su da
elektroforeza bude najprimenljivija tehnika za analizu nukleinskih kiselina. Elektroforeza
se zasniva na kretanju naelektrisanih ¢estica u nekom medijumu pod dejstvom elektricnog
polja. Za veli¢ine molekula nukleinskih kiselina, najpogodniji su gelovi agaroze i
poliakrilamida. Izbor vrste i koncentracije gela zavisi prvenstveno od veli¢ine molekula

nukleinskih kiselina koje treba razdvojiti (Tabela 2).

Tabela 2. Gelovi koji se primenjuje za razdvajanje linearnih DNK

Veli¢ina DNK (kb) % agaroze Veli¢ina DNK (bp) % akrilamida
0,1-3 2 5-100 20

0,2-4 1,5 50-200 12

0,4-6 1,2 50-400 8

0,8-10 0,7 100-500 5

1-20 0,6 100-1000 3,5

5-60 0,3

Kao indikatorske boje za pracenje toka elektroforeze koriste se bromfenol plavo i ksilen

cijanol koji komigriraju sa fragmentima DNK duZine 500, odnosno 5000 bp.
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Gelovi od agaroze

Agaroza je inertni prirodni polisaharid. Kada se vodeni rastvor agaroze zagreje do
kljucanja agaroza se u potpunosti rastvori i tokom hladenja dolazi do umrezavanja polimera
na takav nacin da se formira matriks (gel) sa ravnomernim porama, ¢ija veli¢ina zavisi od
koncentracije rastvora agaroze. Kada se tako formiran gel potopi u odgovaraju¢i pufer i
primeni elektricno polje, dolazi do kretanja molekula kroz matriks u pravcu elektriénog
polja. DNK kao negativno naelektrisan molekul na neutralnom pH krece se u smeru anode.
Brzina kretanja naelektrisanih molekula u elektricnom polju zavisi od njihove veliCine
(mase ili duzine), naelektrisanja ili konformacije, kao 1 veli¢ine pora gela i jaCine
primenjenog elektricnog polja. Poredenjem brzine kretanja molekula DNK koji ispitujemo,
sa brzinom kretanja DNK poznate veli¢ine (DNK markerom), elektroforezom se moze
proceniti veli¢ina ispitivanog DNK fragmenta. Moguénost razdvajanja molekula DNK
razli¢itih duzina zavisi od gustine gela.

Uzorci su naneseni na agarozni gel uronjen u 0.5 x Tris-Borat-EDTA (TBE) puffer
(44,5 mM Tris, 44,5 mM borna kiselina, 1 mM EDTA) u aparaturi za elektroforezu
(Pharmacia LKB, Svedska). Elektroforeza se odvijala 20 minuta pri naponu od 80V i struji
od 40mA.

Za vizuelizaciju molekula DNK u gelu koriS¢en je etidijum bromid, interkalirajuci
agens. Etidijum bromid je molekul koji se umec¢e izmedu lanaca dvostrukog heliksa DNK 1
fluorescira narandzasto (560 nm) kada se osvetli UV svetlom (260-360 nm) (Slika 10).

Intenzitet fluorescencije proporcionalan je koli¢ini DNK molekula u datoj ,,traci* na gelu.

Gelovi od poliakrilamida

Prednost poliakrilamidnog gela u odnosu na agarozni gel je veca rezolucija.
Poliakrilamidni gel nastaje polimerizacijom akrilamida, koji formira linearne polimere i
N,N-metilen-bis-akrilamida koji ih umreZava u matriksnu strukturu gela. Polimerizacija
akrilamida se aktivira prisustvom katalizatora amonijum-persulfata, koji je izvor slobodnih
radikala znacajnih za aktivaciju monomera, i N,N,N,N-tetrametilendiamina (TEMED-a)

koji sluzi kao katalizator i stabilizator polimerizacije. Koncentracija katalizatora mora biti
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optimalna, kako bi gel imao odgovaraju¢e mehanicke (Cvrstoca, elasticnost, veli¢ina pora) i
hemijske osobine (pH). Veli¢inu pora odreduju koncentracije akrilamida i N,N-metilen-bis-
akrilamida.

Poliakrilamidni gel sa nanesenim uzorcima je postavljan u aparaturu za
elektroforezu (Pharmacia LKB, Svedska) u kojoj se nalazio 0.5x TBE pufer. Elektroforeza
se odvijala 2h pri naponu od 150V i struji od 20mA.

Za vizuelizaciju DNK u gelu kori§¢ena je metoda bojenja gela srebro-nitratom, koji

se vezuje za DNK 1 daje tamno obojene trake.

Lancana reakcija polimeraze

Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction - PCR) se definiSe
kao in vitro amplifikacija odredenog, zeljenog segmenta DNK molekula. Sama reakcija
predstavlja imitaciju replikacije DNK, procesa koji se normalno odvija u svim Zivim
organizmima, 1 moguc¢a je zahvaljuju¢i enzimu DNK polimerazi koja zadrzava svoju
aktivnost 1 posle izlaganja visokim temperaturama (95°C 1 vise).

Uzorci DNK izolovani iz sinovijske tecnosti, sinovije i mononuklearnih celija
periferne krvi su analizirani PCR metodom koris¢enjem razli¢itih visoko specifi¢nih parova

prajmera (sekvence su date u Tabeli 3) kojima su target bili geni za:

e 16S ribozomalnu RNK (DS,P2), plazmidnu DNK (CTP A, CTP B,
CTP A, CTP B"), veliki spoljasnji protein membrane, (OMCT F,
OMCT R, IMCT F, IMCT R) C. trachomatis

e 16S rRNK (CPN A, CPN B), plazmidnu DNK (Cpnl046 O us,
Cpnl046 O ds, Cpnl046 I us, Cpnl046 I ds), veliki spoljasnji
protein membrane (CP01, CP06, CP02, CP05) C. pneumoniae

e 16S rRNK (MPHI1, MPH2) M. hominis

e ureazu (UU9A, UU4AR) U. urealyticum.
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Tabela 3: DNK sekvence prajmera koris¢enih u PCR detekciji 1 identifikaciji

mikroorganizama

Prajmeri Sekvence prajmera Veli¢ina produkta

C. trachomatis

DS 5’-ctgcagectcegtagagtctgggcagtgte-3” 429bp *
P2 5’-gccagtatagatgettgtgagga-3”

CTP A 5’-ttceccttgtaattcgttge-3” 201 bp
CTPB 5’-tagtaactgccacttcatca-3’

CTP A” 5’-ccaccttgaaaatcagaagt-3” 141 bp
CTPB” 5’-ctttggatagctgctaatge-3°

OMCTF 5’-gccgctttgagttetgettecte-3” 780 bp
OMCT R 5’-acttgcttgccattcatggt-3”

IMCT F 5’-tecttgcaagetetgeetgtg-3” 745 bp
IMCT R 5’-catccttagttectgt-3”

C. pneumoniae

CPN A 5’-tgacaactgtagaaatacagc-3’ 463 bp *
CPN B 5’-cgcctctctectataaat-3”

CPO1 5’-tattatccgecgeatttg-3” 535 bp
CP06 5’-gaggtgtctgtgtaaagttc-3”

CP02 5’-tgaacgctgtagagtttc-3 344 bp
CP05 5’-tacaatatgggagggtgctge-3”

Cpn 1046 O us 5’-agtgagttctaccagttcatc-3’ 729 bp
Cpn 1046 O ds 5’-gaaggttgctccactgatatg-3’

Cpn 1046 [ us 5’-agaccatcaagcagtcattaaa-3” 521 bp
Cpn 1046 1 ds 5’-gtggagttgatgtattga-3”

M. hominis

MPH1 5’-caatggctaatgceggatacge-3” 334bp &
MPH2 5’-ggtaccgtcagtctgcaat-3”

U. wurealyticum

UU9A 5’-aggagataatgattatatgtcagg-3” 264 bp °
UU4AR 5’-cgaaacgacgtccataagcaac-3”

3 aktin s 5’-gaaatcgtgcgtgacattaag-3” 450bp ¥
3 aktin as 5’-ctagaagcatttgcggtggacgatggagggocce-3”

*Branigan 1996, # Gaydos 1992, *Blanchard 1993, °Blanchard 1990, YGérard 1998
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Jedan ciklus PCR reakcije je obuhvatao:

- denaturaciju DNK (raskidanje vodoni¢nih veza izmedu dva komplementarna
lanca DNK pod uticajem temperature)

- hibridizaciju prajmera sa matricom (uspostavljanje vodoni¢nih veza izmedu
prajmera i komplementarne sekvence na matrici)

- elongaciju prajmera (katalizovanu DNK polimerazom).

Prvom ciklusu PCR-a je prethodila inicijalna denaturacija koja je veoma bitna za
uspesnu amplifikaciju jer se u ovom koraku obezbeduje kompletna denaturacija DNK
matrice, a nakon poslednjeg ciklusa je sledila finalna elongacija u kojoj dolazi do

kompletiranja parcijalno elongiranih produkata (Tabela 4).

Tabela 4. Uslovi za PCR amplifikaciju

Geni Pocetna Denaturacija Hibridizacija Elongacija Finalna Broj ciklusa
denaturacija elongacija
1 95°C/5 min 95°C/1 min 52°C/1 min 72°C/1 min 72°C/10 min 35
2 95°C/5 min 95°C/1 min 52°C/1 min 72°C/1 min 72°C/10 min 40
3 95°C/S min 95°C/1 min 54°C/1 min 72°C/1 min 72°C/10 min 25
4 95°C/S min 95°C/1 min 55°C/1 min 72°C/1 min 72°C/10 min 30
5 95°C/S min 95°C/20 sek 62°C/20 sek 72°C/20 sek  72°C/15 min 40

1: B-aktin, 16S rRNK C. trachomatis, 16S rRNK C. pneumoniae
2: ompl gen C. trachomatis, ompl gen C. pneumoniae

3: plazmid C. trachomatis, plazmid C. pneumoniae

4: 16S rRNK M. hominis

5: Ureaza gen U. urealyticum

Sve PCR amplifikacije (Mastercycler gradient, Eppendorf, Germany) su radene u
duplikatu u finalnom volumenu od 50 pL sa 400-600 ng genomske DNK. Negativne (sve
komponente PCR-a izuzev genomske DNK) kao i pozitivne kontrole (genomska DNK

izolovana iz c¢istih kultura mikroorganizama dobijenih sa Instituta za mikrobiologiju,
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VMA) su bile ukljucene u sve PCR analize. Reakciona smesa je sadrzavala 1 x PCR pufer
(20 mM Tris-HCL (pH 8,3), 20 mM KCI, 5 mM (NH4)2 SOs), 1,5 mM MgClz, 0,2 mM
svakog dezoksiribonukleozid-trifosfata (AINTP-a), 1 U Taq DNK polimeraze (Fermentas,
Lithuania) 1 0,5 pM prajmera. Duzina svih amplifikata je navedena u Tabeli 2.

Uspesnost PCR amplifikacije je procenjivana na osnovu elektroforetske provere
veli¢ine produkata amplifikacije (10 pL) na 2% agarozi u 0,5 x TBE puferu. Za
vizualizaciju traka gelovi su bojeni etidijum bromidom (Sambrook, 1990).

Detekcija bakterijske DNK je vr§ena na 8% vertikalnom poliakrilamidnom gelu koji
je bojen srebro nitratom (Slika 11). Pozitivna kontrola je koris¢ena za procenu duzine

amplifikata.

—429bp

Slika 11. Detekcija 16S rRNK C. trachomatis na 10% poliakrilamidnom gelu posle bojenja srebro-
nitratom. 1-11 uzorci bolesnika, 12 kontrola PCR-a (uzorak bez DNK), 13-15 pozitivne kontrole
(genomska DNK izolovana iz Cistih kultura C. trachomatis).

37



MATERIJAL I METODE

Nested (umetnut) PCR

Nested PCR je PCR tehnika koja koristi dva seta pajmera ("unutrasnji" i
"spoljasnji") ¢ime se omoguéuje specificna amplifikacija target gena. Uzorak se prvo
amplifikuje spoljaSnjim prajmerima, a zatim se produkt amplifikuje unutrasnjim
prajmerima. Ciljna sekvenca unutrasnjih prajmera je locirana u okviru regiona koji
amplifikuju spoljasnji prajmeri. Ovaj proces ponovne amplifikacije moze popraviti
osetljivost testa i omogucuje vecu specificnu amplifikaciju (Slika 12).

Nested PCR je koris¢en u amplifikaciji plazmidne DNK i gena za veliki spoljasnji

protein membrane C. trachomatis i C. pneumoniae.

—141bp

~141bp

Slika 12. PCR produkti amplifikacije plazmidne DNK C. trachomatis na 1% agaroznom gelu (nested PCR:
A - amplifikacija sa ,,spoljasnjim” setom prajmera, B - amplifikacija sa ,,unutrasnjim” setom prajmera):
M-marker molekulske tezine (100 baznih parova), 1-10 uzorci sinovijskog tkiva, K-pozitivna kontrola (DNK
izolovana iz Cistih kultura C. trachomatis), +1-negativna kontrola (sve komponente PCR reakcije izuzev DNK).
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Reverzna transkripcija - PCR

Reverzna transkripcija - PCR (RT-PCR) predstavlja jednu od modifikacija PCR-a
odnosno PCR kome prethodi reverzna transkripcija. Ova metoda podrazumeva prethodno
izolovanje ukupne ribonukleinske kiseline ili informacione RNK (iRNK). Molekul
ribonukleinske kiseline ne moze da sluzi kao matrica za PCR. Taq polimeraza kao matricu
koristi isklju¢ivo jednolancani molekul DNK. RNK se pomocéu enzima reverzne
transkriptaze (RNK zavisna DNK polimeraza) u procesu reverzne transkripcije prepisuje u
komplementarni prvi lanac cDNK. Reverzna transkriptaza je isto tako 1 DNK zavisna DNK
polimeraza koja sintetiSe drugi lanac DNK komplementaran sa reverzno transkribovanom
jednolacanom c¢cDNK nakon degradacije originalne iRNK. ¢cDNK se zatim koristi kao
matrica za PCR.

Reverzna transkripcija RNK u ¢cDNK je radena kitom za reverznu transkripciju
(High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, California, SAD)

prema uputstvu proizvodaca (Tabela 5).

Tabela 5. Priprema 2xRT smeSe.

Reagensi Volumen (pL)
10xRT pufer 2,0

25xdNTP smesa (100 mM) 0,8

10xRT nasumicni heksameri 2,0

Reverzna transkriptaza, 50U/uL 1,0

Inhibitor RNaze 1,0

HO 3,2

Ukupno po reakciji 10,0

U svaku epruvetu je sipano po 10 uL RT smese i dodavano po 10 uL RNK uzorka.
Uslovi za RT-PCR reakciju su dati u Tabeli 6.
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Tabela 6. Uslovi za RT-PCR reakciju

Inkubacija Reverzna transkripcija Inaktivacija enzima
Temperatura 25°C 37°C 85°C
Vreme 10 min 120 min 5 min

UspesSnost reverzne transkripcije i1 kvalitet cDNK su proveravani na agaroznim
gelovima koji su bojeni etidijim bromidom nakon zavrSene PCR reakcije u kojoj je B-aktin

gen kori$¢en kao target. cDNK je ¢uvana na -20°C do izvodenja ,,real-time” PCR-a.

Real-time PCR

»Real-time” PCR je modifkovni PCR koji omogucuje pracenje amplifikacije
(akumulacije amplifikata) u ,;realnom vremenu®, tj. nakon svakog ciklusa PCR-a. Koriste
se isti reagensi (prajmeri, enzimi, dNTP-ovi) kao 1 u obicnom PCR-u. Najveca razlika
izmedu obicnog 1 ,,real-time” PCR-a je upotreba fluorescentnih boja. ,,Real-time” PCR
metodom se moze dobiti precizan podatak o aktivnosti (transkripciji) gena. Postoje dva tipa
kvantitativnog ,real-time” PCR-a: apsolutni i relativni. Pod relativnom kvantifikacijom
(RQ) se podrazumeva pracenje promena u ekspresiji gena u ispitivanom uzorku u odnosu
na uzorak koji sluzi kao kalibrator.

U ovome radu, relativna kvantifikacija je radena u uzorcima sinovije, sinovijske
teCnosti (pre terapije) i mononuklearnih Celija (posle terapije) bolesnika koji su imali
pozitivan nalaz C. trachomatis odredivanjem ekspresije gena za: protein HSP60, prolil-
tRNK sintetazu, bakarporfirinogen III oksidazu, ATPazu koja transportuje katjone i
komponentu cestice koja prepoznaje signal, koji pripadaju imunskim i metabolickim
kategorijama

Prajmeri za amplifikaciju navedenih gena su ranije dizajnirani i opisani (Gérard,

2004, 2005), a njihove sekvence su date u Tabeli 7.
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Tabela 7. DNK sekvence prajmera koriSéenih u ,real-time” PCR-u

Prajmeri Sekvence prajmera

Ct 604 (s)¥ 5'-tttatctagcgcagtgggtt-3”

Ct 604 (as) 5’-tattctaccgttectgttec-3”
Ct110(s)V 5'-tcactctagggcctaaaggacg-3”
Ct 110 (as) 5’-tcatgtttgtcggcaagete-3”

Ct 755 (s)V 5’-aaactcgatcacgctatacaca-3”
Ct 755 (as) 5'-gtgttgagtttagegttttgaga-3”
Ct 393/proS (s)* 5'-tcgtggctcagtggcetaa-3”

Ct 393/proS (as) 5’-aactctttggcacgcataa-3’

Ct 052/hemN (s)& 5’-ctctcccaatccaacacatc-3”
Ct 052/hemN (as) 5’-ccttgattctctagtagetett-3”

Ct 727/cadA (s)"
Ct 727/cadA (as)

5’-tctecgceaacttttttcc-3”
5’-ttccgecateectgat-3”

Ct 820/ftsY (s)°
Ct 820/ftsY (as)

5’-gaaacaaactccgctetctt-3”

5’-gccegttcatcaggatt-3”

¥geni koji kodiraju HSP60 proteine, *prolil-tRNK sintetazu,  bakarporfirinogen IIT oksidazu, * ATPazu koja transportuje

katione, °’komponentu &estice koja prepoznaje signal

U ,real-time” PCR reakciji je koriséena SYBR®Green boja koja se veze samo na

dvolan¢anu DNK i ima sposobnost da fluorescira (Slika 13).
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Slika 13. Vezivanje SYBR®Green boje na dvolané¢anu DNK u toku PCR reakcije

(Preuzeto sa:

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6b/PCR_with SYBR green.jpg i

modifikovano)
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Reakciona smesa se sastojala iz 1 X Power SYBR®Green-a, 2 uM prajmera (finalna
koncentracija), 10% ¢cDNK i vode do finalnog volumena 25 pL.

Temperaturni profil Real-time PCR-a je obuhvatao inicijalni korak aktivacije
AmpliTaqGold®DNK polimeraze na 95°C u trajanju deset minuta, nakon &ega je sledilo 40
ciklusa PCR-a: denaturacija na 95°C/15 s, hibridizacija/ekstenzija na 60°C/1 min i na kraju
korak disocijacije: 95°C/15 s, 60°C/1 min, 95°C/15 s, 60°C/15 s.

Sto je vise dvolantane DNK bilo u toku PCR reakcije, to se vise boje vezalo.
Koli¢ina fluorescentnog signala je bila proporcionalna koli¢ini dvolanéane DNK nastale u
reakciji. Da bi se izbegli lazno pozitivni signali, nakon zavrSenog ,real-time” PCR-a,
analizirana je kriva topljenja.

Analiza i1 vizuelizacija rezultata dobijenih ,real-time” PCR-om je radena u SDS
softveru verzija 1.4 (7500 Real-Time PCR, Applied Biosystems). Kao kalibrator su
koriS¢eni uzorci mononuklearnih Celija pre pocetka terapije, a nivo ekspresije gena je

normalizovan prema nivou ekspresije 16S rRNK (endogene kontrole) za svakog bolesnika.

StatistiCke analize

Statisticke analize su obuhvatale deskriptivnha merenja: srednju vrednost, medianu,
standardnu devijaciju (SD), raspon i analiticka merenja. Mek Nemarov test je koriS¢en za
odredivanje statisticke znaCajnosti ucestalosti pozitivnih nalaza bakterija kod bolesnika pre
1 posle terapije. Podaci dobijeni iz razli¢itih terapijskih grupa su uporedivani Pearsonovim
hi-kvadrat (y?) testom. Numericki podaci su analizirani pomo¢u Koglomorov-Smirnovovog
testa 1 ukoliko su bili normalno distribuirani koriS¢en je t-test. Man Vitnijev test je
primenjen za analizu neparametrijskih podataka. Pod statistickom znacajnosti se
podrazumevao P<(.05. Sve statisticke analize su radene u SPSS programu verzija 11.5

(SPSS inc., Chicago, IL).
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Klini¢ko demografski podaci o bolesnicima

Studija je obuhvatila ukupno 42 bolesnika koji su ispunjavali kriterijume za
dijagnozu urogenitalnog oblika Rajterovog sindroma (Slika 14). Dijagnoza bolesti je
postavljena na osnovu klinickog nalaza osnovnih odlika Rajterovog sindroma: akutne
urogenitalne infekcije (uretritis, cervicitis, cistitis, epididimitis, prostatitis), artritisa,

oftamoloskih i mukokutanih promena. Svi bolesnici su ispitivani i leceni u Klinici za

BOLESNIK

- anamneza i tipi¢na klinicka slika -

J/

l

\

ispitivanje biekfivni led ispitivanje
urogenitalnog DE'i:i.ulekD;: Ii Elrfzgﬂiﬂiﬂ gastrointestinalnog
sistema ! sistema

bris uretre / cerviksa
eksprimat prostate

loboratorijske analize
HLA tipizacija

korpokultura

serclogija

Y

Rig zglobova

\

C_trachomati

ispifivanje sinovijske
tecnosti

Shigella

Salmenella

L urealyticum
M.hominis

\

Yersinia

ispitivanje sinovije

FH / PCR

Campylobacter

|

Slika 14. Algoritam koji se koristi u dijagnostickom postupku.

(Preuzeto iz Pavlica, 2009)
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reumatologiju i klinicku imunologiju i Klinici za ortopediju Vojnomedicinske akademije u

Beogradu. Demografski podaci o bolesnicima su dati u Tabeli 8.

Tabela 8: Demografski podaci o bolesnicima

. . Znacajnost
I grupa bolesnika II grupa bolesnika
Broj bolesnika N 20 2
36,70+14,83 30,0+12,38
X+SD (M in- i > ? > ah=0.11
Starost (X+SD (Med, min-max)) (36: 15-68) (28: 14-66) p=0,119
Poln (%) Muskarci 14 (70,0%) 14 (64,6%) —0.662
Zene 6 (30,0%) 8(36,4%) P
DuZina trajanja bolesti 16,58+20,44 49,55+40,84 0,002+
(meseci) (11,5; 1-78) (30;2-120) P
Negativan 5(25,0%) 209,1%)
HLA-B27 =0,167
Pozitivan 15 (75,0%) 20 (90,9%) =
Zahvaéenost Monoartritis 16 (80,0%) 11 (50,0%) _0.043*
zglobova Oligoartritis 4 (20,0%) 11(50,0%) ©

*statisti¢ki znacajna razlika; *-test; "y 2-test; “Man Vitnijev U test

Nije bilo statisticki znacajne razlike u starosnoj strukturi izmedu dve grupe
znacajne razlike izmedu dve grupe nije bilo takode u pripadnosti muskom odnosno
zenskom polu kao 1 u prisutnosti HLA-B27 antigena.

DuZina trajanja bolesti i u€estalost bolesnika sa zahva¢enim jednim (monoartritis)
ili viSe zglobova (oligoartritis) su se statisticki znacajno razlikovali (Tabela 8). Oligoartritis

je bio zastupljeniji u drugoj grupi bolesnika kod kojih je trajanje bolesti bilo duZze.
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Slika 15. Distribucija bolesnika prema godinama starosti u prvoj (A) i drugoj grupi (B).

U prvoj grupi od 20 bolesnika je sprovedena hirurSka (artroskopska
sinovijektomija) 1 medikamentna - tromese¢na terapija azitromicinom (500 mg/dan prvih
pet dana, a nakon toga ista doza dva puta nedeljno do kraja terapije).

U drugoj grupi od 22 bolesnika je takode primenjena artroskopska sinovijektomija,
ali uz primenu drugog terapijskog protokola - Cetveromesecne kombinovane antibiotske

terapije (ciprofloksacin 500 mg/d, tetraciklin 1g/d, roksitromicin 300 mg/d po 10 dana u
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prvom mesecu potom naredna tri meseca po 10 dana u mesecu svaki od navedenih

antibiotika) (Slika 16)

10 dana 10 dana

ciprofloksacin tetraciklin

1. mesec 30 dana

NSAIL
10 dana

o——0
ciprofloksacin

-
2. mesec
20 dana

NEAIL

10 dana

R ————————————

1, tetraciklin
mesec 20 dana

MNSAIL
10 dana

| ——
roksitromicin

4. mesec 30 dana

NEAIL

10 dana

roksitromicin

Slika 16. Shema kombinovane antibiotske terapije (Preuzeto iz Pavlica, 2009)

Evaluacija efikasnosti terapije je radena posle zavrSetka antibiotske terapije.

Klini¢ka remisija je definisana kao odsustvo oticanja zgloba i1 drugih znakova bolesti.

Detekcija mikroorganizama

Prisustvo  mikroorganizama

u uzorcima

sinovije,

teCnosti 1

mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika prve grupe koji su leceni azitromicinom je

utvrdivano PCR metodom koriS¢enjem visoko specifi¢énih parova prajmera za 16S

ribozomalnu RNK (C. trachomatis, C. pneumoniae, M. hominis) i ureazu (Ureaplasma

urealyticum). U drugoj grupi bolesnika koji su le¢eni kombinovanom antibiotskom

terapijom, detekcija DNK C. trachomatis i C. pneumoniae je pored gena za 16S
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ribozomalnu RNK ukljucivala 1 gene za veliki spoljasnji protein membrane i plazmidnu

DNK.

Prva grupa bolesnika (antibiotska terapija azitromicinom)

Pre terapije, pozitivan nalaz bakterijske DNK u sinoviji kod prve grupe je imalo
12/20 (60,0%), u sinovijskoj tecnosti 5/20 (25,%) dok je pozitivan nalaz u mononuklearnim

¢elijama periferne krvi imalo 16/20 (80,0%) bolesnika (Slika 17).

100 /
80 /
60 /

40

Pozitivni nalazi (%)

20

S ST MNC! MNC(?
Slika 17. Ucestalost pozitivnih nalaza bakterijske DNK u uzorcima sinovije (S),

sinovijske te¢nosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC!'-pre terapije,
MNC2-posle terapije azitromicinom) bolesnika prve grupe.
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Kod vecine bolesnika je pre terapije bar u jednom od ispitivanih uzoraka bila
prisutna koinfekcija sa dve vrste bakterije (kod jednog bolesnika je detektovano prisustvo
cak tri bakterije). Uglavnom su u koinfekciji u¢estvovale C. trachomatis ili C. pneumoniae
sa mikoplazmama, a kod manjeg broja bolesnika samo mikoplazme (M. hominis i U.

urealyticum). Prisustvo jedne vrste bakterije je detektovano kod osam bolesnika. (Slika 18).

Cp+Mh+Uu
Mh+Uu bl
Cp+Mh D
Ct+Uu
Ct+Mh D
Ct+Cp
Uu I P
Mh D
Ct J Zz e e e
0 I 2 3 4 5

Broj bolesnika sa pozitivnim nalazom pre terapije

Slika 18. Broj bolesnika prve grupe sa pozitivnim nalazom bakterijske DNK pre terapije
azitromicinom: Chlamydia trachomatis (Ct), Chlamydia pneumoniae (Cp), Mycoplasma
hominis (Mh), Ureaplasma urealyticum (Uu)

Nalaz mikroorganizama u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi pre i posle
terapije se statistiCki znacajno razlikovao (Mek Nemarov test; P=0,046). Posle primenjene
terapije pozitivan nalaz se zadrzao kod osam bolesnika, a jedan od cCetiri bolesnika sa

negativnim nalazom pre terapije je imao pozitivan nalaz posle leCenja (Tabela 9).
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Tabela 9. PCR analiza prisutnosti bakterijske DNK u uzorcima sinovije (S), sinovijske
te¢nosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC!- pre terapije; MNC2- posle
terapije azitromicinom) bolesnika prve grupe: Ct-Chlamydia trachomatis; Cp-Chlamydia

pneumoniae; Mh-Mycoplasma hominis; Uu-Ureaplasma urealyticum.

Bolesnici S ST MNC! MNC?

1 R R - -

2 - - Mh -

3 - - Mh, Uu Mh, Uu
4 - - Ct, Mh Ct, Mh
5 - Ct Mh Mh

6 Uu Uu - -

7 - - Ct Ct, Mh
8 - - Mh Mh

9 - Mh Mh -

10 Uu Ct, Uu - -

11 Mh, Uu - Mh Mh, Uu
12 Uu Uu Uu -

13 Cp - Cp, Mh -

14 Uu - Mh -

15 Cp, Uu - Mh -

16 Mh - Mh Mh

17 Mh - Mh Ct, Mh
18 Uu - Mh -

19 Ct, Cp - - Mh

20 Cp, Mh - Mh -
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Chlamydia trachomatis

Pozitivan nalaz DNK C. trachomatis u prvoj grupi pre terapije azitromicinom je
imalo pet bolesnika: u sinoviji - 1, sinovijskoj te¢nosti - 2, mononuklearnim ¢elijama

periferne krvi- 2 (Slika 19).

100

80

60

40 -

SN NN

Pozitivni nalazi (%)

S ST MNC! MNC?2

C. trachomatis

Slika 19. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK C. trachomatis u uzorcima sinovije (S), sinovijske

te¢nosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC'-pre terapije, MNC2-posle terapije
azitromicinom) bolesnika prve grupe.

Zastupljenost bolesnika sa pozitivnim 1 negativnim nalazom C. ftrachomatis u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, dobijenim PCR analizom, pre i posle terapije
azitromicinom nije se statisticki znacajno razlikovala (Mek Nemarov test; P=1,000). Oba
bolesnika koji su pre terapije azitromicinom imali pozitivan nalaz C. trachomatis u
uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi su bili pozitivni i posle terapije, dok je jedan
bolesnik kod kojeg nije detektovana DNK C. trachomatis pre terapije imao pozitivan nalaz

ove bakterije u uzorku mononuklearnih ¢elija posle terapije.
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Chlamydia pneumoniae

Pre pocetka terapije azitromicinom, DNK C. pneumoniae je detektovana u uzorcima
cetiri bolesnika prve grupe. Kod tri bolesnika je detektovana samo u sinoviji, a kod jednog
bolesnika i u sinoviji i u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. Nakon zavrSene terapije,
svi bolesnici su imali negativan nalaz (Slika 20). Nije nadena statisticki znacajna razlika
izmedu broja pozitivnih i negativnih nalaza DNK C. pneumoniae pre i posle terapije
azitromicinom u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi (Mek Nemarov test;

P=1,000).

(e8]
S

U\

N
S

Pozitivni nalazi (%)
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C. pneumoniae

Slika 20. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK C. pneumoniae u uzorcima sinovije (S),
sinovijske tecnosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC'-pre terapije,
MNC?2-posle terapije azitromicinom) bolesnika prve grupe.
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Mycoplasma hominis

Cetrnaest bolesnika (70,0%) prve grupe je bilo pozitivno na DNK M. hominis pre
terapije azitromicinom u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi, a Cetiri od tih
bolesnika su takode bili pozitivni i u sinoviji dok je jedan, osim u uzorku mononuklearnih
¢elija, bio pozitivan i u uzorku sinovijske te¢nosti (Slika 21). Posle terapije azitromicinom,
pet bolesnika je imalo negativan nalaz DNK dok je devet i dalje bilo pozitivno na DNK M.
hominis u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi, pa prema tome nije nadena
statistiCki znaCajna razlika u broju pozitivnih nalaza pre i posle terapije (Mek Nemarov test;

P=0,182).
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M. hominis

Slika 21. Utestalost pozitivnih nalaza DNK M. hominis u uzorcima sinovije (S), sinovijske
tecnosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC'-pre terapije, MNC?-posle
terapije) bolesnika prve grupe.
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Ureaplasma urealyticum

Pre pocetka terapije azitromicinom, pozitivnih nalaza DNK U. wurealyticum je bilo
vise u uzorcima sinovije, 7 (35,0%), nego u sinovijskoj tec¢nosti, 3 (15.0%) kod prve grupe
bolesnika (Slika 22). DNK U. wrealyticum je detektovana u uzorcima sinovije (4),
mononuklearnih ¢elija periferne krvi (1), sinovije 1 sinovijske te¢nosti (2), a kod jednog
bolesnika u svim analiziranim uzorcima.

Posle terapije azitromicinom, DNK U. wurealyticum je detektovana kod dva
bolesnika u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi.

Nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu broja pozitivnih 1 negativnih nalaza
DNK U. wurealyticum u uzorcima mononuklearnih Celija periferne krvi pre i posle terapije

azitromicinom (Mek Nemarov test; P=0,4580).
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Slika 22. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK U. urealyticum u uzorcima sinovije (S),
sinovijske tecnosti (ST) i mononuklearnih celija periferne krvi (MNC'-pre terapije,
MNC?2-posle terapije azitromicinom) bolesnika prve grupe.
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Druga grupa bolesnika (kombinovana antibiotska terapija)

Budu¢i da se radi samo artroskopija kolena, sinovija Cetiri bolesnika iz druge grupe
kod kojih su bili zahvac¢eni sko¢ni zglobovi nije bila dostupna za PCR analize. Uzorak
sinovije bolesnice kod koje je bolest zahvatila kuk je dobijen posle hirurSkog zahvata.
Sinovijsku te¢nost je bilo moguce punktirati kod 15 bolesnika.

U ovoj grupi, 14/18 (77,8%) bolesnika je imalo pozitivan nalaz bakterijske DNK u
sinoviji, 8/15 (53,3%) u sinovijskoj te¢nosti i 18/22 (81,8%) u mononuklearnim ¢elijama

periferne krvi pre kombinovane antibiotske terapije (Slika 23).
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Slika 23. Ucestalost pozitivnih nalaza bakterijske DNK u uzorcima sinovije (S),
sinovijske tec¢nosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC'-pre terapije,
MNC?-posle kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe.
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Prisustvo samo jedne vrste bakterije, C. trachomatis, je detektovano kod sedam
bolesnika pre terapije, ali je ipak kod ve¢ine bolesnika bila prisutna koinfekcija sa dve vrste
bakterija bar u jednom od ispitivanih uzoraka kao i kod prve grupe. Kod cetiri bolesnika je
istovremeno detektovano prisustvo tri bakterije. Treba napomenuti da je u svim oblicima

koinfekcije bila prisutna C. trachomatis (Slika 24).

I
Ct+Mh+Uu D
Ct+Cp+Uu
Ct+Cp+tMh
Ct+Uu | | )
Ct+Mh | | b
Ct )
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0 1 2 3 4 5 6 7
Broj bolesnika sa pozitivnim nalazom pre terapije

Slika 24. Broj bolesnika druge grupe sa pozitivnim nalazom bakterijske DNK pre
kombinovane antibiotse terapije: Chlamydia trachomatis (Ct), Chlamydia pneumoniae (Cp),
Mycoplasma hominis (Mh), Ureaplasma urealyticum (Uu)

Nalaz mikroorganizama u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre i posle terapije nije
se statisticki znacajno razlikovao (Mek Nemarov test; P=0,267). Od 18 bolesnika sa
pozitivnim nalazom pre terapije, pozitivan nalaz se zadrzao kod devet bolesnika i posle
terapije dok je kod devet bio negativan. Sva Cetiri bolesnika koji su imali negativan nalaz

pre terapije su imali pozitivan nalaz posle kombinovane antibiotske terapije (Tabela 10).
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Tabela 10. PCR analiza prisutnosti bakterijske DNK u uzorcima sinovije (S), sinovijske
te¢nosti (ST) i mononuklearnih ¢elija periferne krvi (MNC! - pre terapije, MNC2- posle
kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe: Ct-Chlamydia trachomatis; Cp-
Chlamydia pneumoniae; Mh-Mycoplasma hominis; Uu-Ureaplasma urealyticum; nt-nije

testirano (uzorak sinovije odnosno sinovijske tecnosti nije bio na raspolaganju).

Bolesnici | S ST MNC! MNC?
1 Ct nt - Ct
- - Ct Ct, Cp
3 - Ct, Uu Ct Ct
4 Ct, Mh nt Ct,Mh -
5 Ct Ct, Uu Ct, Mh Ct, Mh
6 Ct, Mh Ct Ct, Mh -
7 nt nt Ct -
8 nt nt Ct Ct, Cp
9 Ct, Mh Ct Ct, Cp -
10 Ct Ct - Ct, Cp
11 Ct Ct Ct,Cp,Uu | Ct
12 Ct, Mh - Ct, Uu -
13 - nt Ct, Uu -
14 Ct - Ct, Uu Ct
15 Ct - Ct, Uu -
16 Ct - Ct -
17 nt nt Ct, Uu Ct
18 nt nt - Ct
19 Ct, Mh - - Ct
20 - - Ct Ct
21 Ct Ct, Uu Ct Ct
22 Ct Ct Ct -
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Chlamydia trachomatis

Kori$¢enjem prajmera kojima je ciljna sekvenca gen za 16S ribozomalnu RNK,
21/22 (94,5%) bolesnika druge grupe je bilo pozitivno na DNK C. trachomatis u najmanje
jednom od analiziranih uzoraka pre kombinovane antibiotske terapije. Sest bolesnika je bilo
pozitivnho u svim ispitivanim uzorcima. Pre terapije 18/22 (81,8%) bolesnika je imalo
pozitivan nalaz DNK C. trachomatis u uzorcima mononklearnih ¢elija a posle terapije je
njeno prisustvo detektovano kod 13/22 (59,1%) bolesnika u istoj vrsti uzoraka (Slika 25).
Nije bilo statisticki znacajne razlike u uéestalosti pozitivnih nalaza DNK ove bakterije pre i

posle kombinovane antibiotske terapije (Mek Nemarov test; P=0,267).
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Slika 25. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK C. trachomatis u uzorcima sinovije (S),
sinovijske te¢nosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC!-pre terapije,
MNC2-posle kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe nakon PCR
detecije koriS¢enjem prajmera kojima je ciljna sekvenca gen za 16S ribozomalnu RNK.

Ucestalost pozitivnih nalaza DNK C. trachomatis u uzorcima sinovije i sinovijske
te¢nosti koji su detektovani PCR-om na osnovu ciljne sekvence gena za veliki spoljasnji
protein membrane (Slika 26A) je bila niza nego kada su koriS¢eni prajmeri za gen za 16S
ribozomalnu RNK. Razlika u detekciji DNK C. trachomatis je postojala i u uzorcima
mononuklearnih ¢elija kod kojih sa ovim prajmerima nije detektovano prisustovo C.

trachomatis niti u jednom uzorku pre i posle kombinovane antibiotske terapije.
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Slika 26. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK C. trachomatis u uzorcima sinovije (S),
sinovijske te¢nosti (ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC'-pre terapije,
MNC2-posle kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe nakon PCR
detekcije koriSéenjem prajmera kojima je ciljna sekvenca gen za veliki spoljasnji
protein membrane -omplI (A) i plazmidnu DNK (B).

Detekcijom plazmidne DNK C. trachomatis u wuzorcima sinovije (4) 1
mononuklearnih ¢elija periferne krvi (7) utvrdeno je prisustvo ove bakterije kod 11

bolesnika (Slika 26B).
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U Tabeli 11 su prikazani rezultati koji se odnose na prisustvo C. trachomatis u

uzorcima sinovije, sinovijske tecnosti i mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika

druge grupe koji su leeni kombinovanom antibiotskom terapijom dobijeni detekcijom

bakterijske DNK visoko specifi¢nim prajmerima za gen za 16S ribozomalnu RNK, omp! i

plazmidnu DNK.

Tabela 11. Detekcija DNK C. trachomatis PCR testom (u kojem su target bili gen za 16S

rRNK, omp1 1 plazmidnu DNK C. trachomatis) u uzorcima sinovije (S), sinovijske te¢nosti

(ST) i mononuklearnih ¢éelija periferne krvi (MNC' - pre terapije, MNC2 - posle

kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe; nt-nije testirano (uzorak sinovije

odnosno sinovijske te¢nosti nije bio na raspolaganju).

Chlamydia trachomatis
Bolesnici 16S rRNK ompl plazmid
ST MNC' | MNC* | S ST | MNC' | MNC?* | S ST MNC' | MNC?
1 nt - + - nt - - + nt - +
2 - - + + + - - - - - - +
3 - + + + + - - - - - - -
4 + nt + - + nt - - + nt - +
5 + + + + + - - - - - + +
6 + + + - + - - - - - + +
7 nt nt + - nt nt - - nt nt + -
8 nt nt + + nt nt - - nt nt - +
9 + + + - + - - - - - + +
10 + + - + + - - - + - - -
11 + + + + - - - - - - -
12 + - + - - - - - R R - -
13 - nt + - nt - - - nt - -
14 + - + + + - - + - - -
15 + - + - - + - - - - - -
16 + - + - -+ - - - - - -
17 nt nt + + nt nt - - nt nt - -
18 nt nt - + nt nt - - nt nt - -
19 + - - + + - - - - - - -
20 - - + + - - - - - - + -
21 + + + + - - - - - - - -
22 + + + - - + - - - - + -
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Chlamydia pneumoniae

Na osnovu rezultata amplifikacije gena za 16S ribozomalnu RNK C. pneumoniae,
dva bolesnika druge grupe su imala pozitivan nalaz DNK C. pneumoniae u uzorcima
mononuklearnih ¢elija pre terapije (Slika 27). Posle zavrSene kombinovane antibiotske
terapije oni su imali negativan nalaz bakterijske DNK u uzorcima mononuklearnih ¢elija.
Tri bolesnika kod kojih nije detektovana DNK C. pneumoniae pre terapije su imali
pozitivan nalaz na kraju terapije u uzorcima mononuklearnih ¢elija. Treba napomenuti da
su dva bolesnika imala pozitivan nalaz na plazmidnu DNK u uzorcima sinovije pre terapije.
Nije bilo statisticke znaCajnosti u ucestalosti pozitivnih 1 negativnih nalaza DNK C.
pneumoniae u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre 1 posle kombinovane antibiotske terapije

(Mek Nemarov test; P=1,000).

gen za 16S rRNK

100

80

60

40

20
S ST

MNC! MNC 2

NN NN N

Pozitivni nalazi (%)

Slika 27. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK C. pneumoniae u uzorcima sinovije
(S), sinovijske te¢nosti (ST) i mononuklearnih celija periferne krvi (MNC‘-pre
terapije, MNC?-posle kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge
grupe nakon PCR detecije koriS¢enjem prajmera kojima je ciljna sekvenca
gen za 16S ribozomalnu RNK.

Kori$¢enjem prajmera kojima je ciljna sekvenca gen za veliki spoljasnji protein
membrane - ompl, DNK C. pneumoniae je detektovana u uzorku sinovije kod samo jednog
bolesnika pre kombinovane antibiotske terapije (Slika 28 A). Takode, amplifikacijom DNK

izolovane iz uzorka mononuklearnih ¢elija istim prajmerima je dobijen pozitivan nalaz C.
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pneumoniae kod jednog bolesnika a u uzorcima sinovijske tecnosti nije detektovana DNK
C. pneumoniae pre terapije.

Plazmidna DNK C. pneumoniae je detektovana kod tri bolesnika u sinoviji a kod
jednog u oba uzorka inflamiranog zgloba - sinoviji i sinovijskoj te¢nosti pre kombinovane
antibiotske terapije (Slika 28B). Kod jednog bolesnika je detektovana pre terapije u uzorku

mononuklearnih Celija.
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Slika 28. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK C. trachomatis u uzorcima sinovije (S),
sinovijske te¢nosti (ST) i mononuklearnih ¢elija periferne krvi (MNC'-pre terapije,
MNC2-posle kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe nakon PCR
detekcije koriS¢enjem prajmera kojima je ciljna sekvenca gen za veliki spoljasnji
protein membrane - ompl (A) i plazmidna DNK (B).

Posle kombinovane antibiotske terapije, pozitivan nalaz DNK C. pneumoniae u uzorcima
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mononuklearnih ¢elija kod jednog bolesnika je dobijen sa dva para prajmera kojima su

ciljne sekvence gen omp! i gen zal6S rRNK.

U Tabeli 12 su prikazani rezultati koji se odnose na prisustvo C. pneumoniae u

uzorcima sinovije, sinovijske tec¢nosti i mononuklearnih ¢elija periferne krvi bolesnika

druge grupe koji su le¢eni kombinovanom antibiotskom terapijom dobijeni detekcijom

bakterijske DNK visoko specificnim prajmerima za gen za 16S ribozomalnu RNK, omp1 1

plazmidnu DNK.

Tabela 12. Detekcija DNK C. pneumoniae PCR testom (u kojem su target bili gen za 16S

rRNK, omp1 1 plazmidnu DNK C. pneumoniae) u uzorcima sinovije (S), sinovijske te¢nosti

(ST) i mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC' - pre terapije, MNC2- posle

kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe; nt-nije testirano (uzorak sinovije

odnosno sinovijske te¢nosti nije bio na raspolaganju).
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Mycoplasma hominis

U drugoj grupi, Sest bolesnika je imalo pozitivan nalaz DNK ove bakterije pre
kombinovane antibiotske terapije: tri samo u sinoviji, jedan u mononuklearnim ¢éelijama
periferne krvi, a dva u sinoviji i mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. Posle zavrSene
terapije, pet bolesnika je imalo negativan nalaz, a samo kod jednog se zadrzao pozitivan
nalaz (Slika 29). Nije nadena statisticki zna¢ajna razlika u ucestalosti pozitivnih nalaza na
DNK M. hominis u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi pre i posle kombinovane

antibiotske terapije (Mek Nemarov test; P=0,479).
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Slika 29. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK M. hominis u uzorcima sinovije (S), sinovijske
teCnosti (ST) i mononuklearnih celija periferne krvi (MNC'-pre terapije, MNC2-posle
kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe.

Ureaplasma urealyticum

U drugoj grupi je devet bolesnika bilo pozitivno na DNK U. wrealyticum - tri u
sinovijskoj tecnosti 1 Sest u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi pre terapije.
Posle kombinovane antibiotske terapije, svi bolesnici su imali negativan nalaz bakterijske

DNK (Slika 30). Ucestalost pozitivnih i negativnih nalaza DNK U. urealyticum u uzorcima
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mononuklearnih ¢elija periferne krvi se statisticki znacajno razlikovala (Mek Nemarov test;

P=0,041).
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Slika 30. Ucestalost pozitivnih nalaza DNK U. wrealyticum u uzorcima sinovije (S),
sinovijske tecnosti (ST) i mononuklearnih celija periferne krvi (MNC'-pre terapije,
MNC?-posle kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge grupe.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti pozitivnih nalaza bakterijske DNK
u uzorcima sinovije (P=0,086), sinovijske te¢nosti (P=0,238) 1 mononuklearnih ¢elija
periferne krvi (P=0,881) izmedu ispitivanih grupa pre terapije azitromicinom (prva grupa)
odnosno kombinovane antibiotske terapije (druga grupa). Pozitivan nalaz u sinovijskoj
tecnosti je imalo pet bolesnika iz prve grupe 1 osam bolesnika iz druge grupe. U
sinovijskom tkivu, pozitivan nalaz je imalo dvanaest bolesnika iz prve grupe i Cetrnaest iz
druge. Kod obe grupe je bilo viSe pozitivnih nalaza u sinovijskom tkivu nego u sinovijskoj
tenosti. U uzorcima mononuklearnih Celija periferne krvi, pozitivan nalaz bakterijske

DNK je imalo 80,0 % bolesnika u obe grupe.

Analiza vijabilnosti bakterija

U uzorcima druge grupe bolesnika najucestalija bakterija detektovana

konvencionalnim PCR - om je bila C. trachomatis. Budu¢i da se konvencionalnim PCR-om
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mogu detektovati i mrtve bakterije koris¢eni su RT- i ,real-time” PCR da bi se utvrdilo da
li su bakterije u trenutku uzimanja uzoraka sinovije, sinovijske te¢nosti i mononuklearnih
¢elija bile zive (vijabilne) ili ne. U uzorcima koji su konvencionalnim PCR-om bili
pozitivni na DNK C. trachomatis, vijabilnost bakterija je analizirana na osnovu detekcije
primarnog transkripta rRNK operona C. trachomatis. Primarni transkript bakterijskog
rRNK operona sadrzi kodirajuc¢e sekvence za 16S 1 23S rRNK 1 nekodirajucu sekvencu od
nekoliko stotina baznih parova. Procesiranje primarnih transkripta u funkcionalne molekule
16S 1 23S rRNK je ekstremno brzo. Utvrdeno je da je C. trachomatis bila vijabilna u svim
ispitivanim uzorcima u trenutku uzimanja uzoraka (Tabela 13). Takode je detekcijom
primarnog transkripta rRNK operona dokazana vijabilnost C. frachomatis u uzorcima
mononuklearnih ¢elija koji su bili pozitivni na DNK ove bakterije PCR-om posle

kombinovane antibiotske terapije.
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Tabela 13. RT- and ,real-time” PCR analiza prisutnosti primarnog transkripta rRNK
operona u uzorcima sinovije (S), sinovijske te¢nosti (ST) i mononuklearnih ¢éelija periferne
krvi (MNC! - pre terapije, MNC?- posle kombinovane antibiotske terapije) bolesnika druge
grupe: Ct- pozitivan nalaz DNK Chlamydia trachomatis konvencionalnim PCR-om, (+)
primarni transkript rRNK operona; nt-nije testirano (uzorak sinovije odnosno sinovijske

te¢nosti nije bio na raspolaganju)

Bolesnici | S ST MNC! MNC?
1 Ct (+) nt - Ct (+)
- - Ct (+) Ct (+)
3 - Ct (+) Ct (+) Ct (+)
4 Ct (+) nt Ct (+) -
5 Ct (4) Ct (+) Ct (+) Ct (+)
6 Ct (4) Ct (+) Ct (+) -
7 nt nt Ct (+) -
8 nt nt Ct (+) Ct (+)
9 Ct (4) Ct (+) Ct (+) -
10 Ct (4) Ct (+) R Ct (+)
11 Ct (4) Ct (+) Ct (+) Ct (+)
12 Ct (+) - Ct (+) -
13 - nt Ct (+) -
14 Ct (+) - Ct (+) Ct (+)
15 Ct (4) - Ct (+) -
16 Ct (4) - Ct (+) -
17 nt nt Ct (+) Ct (+)
18 nt nt - Ct (+)
19 Ct (4) - - Ct (+)
20 - - Ct (+) Ct (+)
21 Ct (+) Ct (+) Ct (+) Ct (+)
22 Ct (+) Ct (+) Ct (+) -

Nadalje, ,,real-time” PCR-om je ispitivana ekspresija gena za: proteine HSP60,
prolil-tRNK sintetazu, bakarporfirinogen III oksidazu, ATPazu koja transportuje katjone i
komponentu cestice koja prepoznaje signal, koji pripadaju imunskim i metabolickim
kategorijama.

Gen Ct 110 (groEL) kodira autenticni protein toplotnog Soka HSP60 koji je
ukljuen u pokretanje inflamatornog odgovora domacina na infekcije hlamidijama. Ovaj

gen je bio povecano eksprimiran u uzorcima sinovijskog tkiva kod tri bolesnika i
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sinovijskoj te¢nosti kod jednog bolesnika u odnosu na njegovu ekspresiju u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi pre kombinovane antibiotske terapije. Jedan
bolesnik je imao smanjenu ekspresiju gena Ct /10 u uzorcima sinovije i sinovijske tecnosti
u poredenju sa ekspresijom ovog gena u uzorku mononuklearnih ¢éelija. Pored Ct 110 gena
identifikovana su jo$ dva gena C. trachomatis - Ct 604 i Ct 755 koji kodiraju homologne
proteine HSP60. Najveca vrednost za ekspresiju svih ispitivanih gena u odnosu na njthove
ekspresije u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre terapije je dobijena za gen Ct 604 u
uzorku sinovijskog tkiva jedne bolesnice. Povecana ekspresija gena za Ct 755 u odnosu na
njegovu ekspresiju u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi pre kombinovane antibiotske
terapije je detektovana kod Sest bolesnika (u sinovijskom tkivu kod tri bolesnika i1 u
sinovijskoj tenosti takode kod tri bolesnika).

U odnosu na ekspresiju u uzorku mononuklearnih ¢elija pre terapije, ekspresija gena
za prolil - tRNK sintetazu (Ct 393/proS) je bila povecana u uzorku sinovijskog tkiva jednog
bolesnika koji je u isto vreme imao smanjenu ekspresiju ovog gena u uzorku sinovijske
tecnosti. Suprotno tome, bolesnik koji je u uzorku sinovije imao smanjenu ekspresiju gena
Ct 393/proS je imao povecanu ekspresiju istog gena u uzorku sinovijske te¢nosti. Kod tri
bolesnika je utvrdena smanjenu ekspresija ovog gena u oba uzorka (sinoviji i sinovijskoj
tecnosti) u odnosu na onu koja je dobijena u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre terapije.

Sva tri bolesnika koja su imala nizu ekspresiju gena za bakarporfirinogen III
oksidazu (Ct 052/hemN) su imali 1 nizu ekspresiju gena za prolil - tRNK sintetazu u
uzorcima sinovije u odnosu na ekspresiju gena u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
pre terapije.

Ekspresija gena za ATPazu koja transportuje katjone (Ct 727/cadA) je utvrdena
samo u jednom uzorku sinovijske te¢nosti gde je bila smanjena u odnosu na ekspresiju
ovog gena u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi pre terapije.

Gen za komponentu Cestice koja prepoznaje signal (Ct 820/ftsY) je bio povecano
eksprimiran kod cetiri bolesnika - u uzorcima sinovijskog tkiva (3) i sinovijske te¢nosti (1)
u odnosu na dobijenu ekspresiju u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre terapije.

Ekspresija svih navedenih gena je prikazana na Slici 31.
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Slika 31. Ekspresija gena za: proteine toplotnog Soka HSP60 (Ct 604, Ct 110, Ct 755), za prolil - tRNK
sintetazu (Ct 393/proS), bakarporfirinogen III oksidazu (Ct 052/hemN), ATPazu koja transportuje
katjone (Ct 727/cadA) i komponentu Cestice koja prepoznaje signal (Ct 820/ftsY) u uzorcima sinovije
(A) i sinovijske te¢nosti (B) bolesnika druge grupe u odnosu na nivo ekspresije istih gena u uzorcima
mononuklearnih ¢elija pre terapije. 16S rRNK je koris¢ena kao endogena kontrola da bi se kompenzovale
razlike u koncentraciji cDNK uzoraka u svakoj reakciji, a uzorci mononuklearnih ¢elija pre terapije kao
kalibrator. Nivo ekspresije ciljnih gena je normalizovan prema nivou ekspresije endogene kontrole, a zatim
prema kalibratoru. Vrednost relativne kvantifikacije (RQ) za kalibrator je uvek bila 1. Buduéi da je
ekspresija gena prikazana kao vrednosti logio (a logio od 1 je 0), vrednost za kalibrator u grafikonu se

pojavljuje kao 0.
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Vrednosti za ekspresiju ispitivanih gena u uzorcima mononuklearnih ¢éelija posle
kombinovane antibiotske terapije u odnosu na vrednosti ekspresije gena koje su dobijene u

mononuklearnim éelijama pre terapije su navedene u Tabeli 14.

Tabela 14. Ekspresija gena za: proteine toplotnog Soka HSP60 (Ct 604, Ct 110, Ct 755), za
prolil - tRNK sintetazu (Ct 393/proS), bakarporfirinogen III oksidazu (Ct 052/hemN),
ATPazu koja transportuje katjone (Ct 727/cadA) 1 komponentu Cestice koja prepoznaje
signal (Ct 820/ftsY) u uzorcima mononuklearnih ¢éelija (MNC) periferne krvi posle terapije
u odnosu na ekspresiju istih gena u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre terapije. Povecana
ekspresija najmanje jednog od analiziranih gena je nadena kod cetiri bolesnika (3, 5, 8, 21)
1 kod niti jednog od njih nije postignuta klinicka remisija. Kod 3/5 bolesnika (2, 11, 17) sa
smanjenom ekspresijom gena je posle terapije postignuta remisija. Kod preostala dva
bolesnika, nije postignuta remisija bolesti, ali je oligoartritis konvertovan u monoartritis

(14, 20).

Bolesnici Ct604 | Ct110 | Ct755 Ct393/proS | Ct052/hemN | Ct 727/cadA | Ct 820/fisY
2 0.393 - 0.646 R R R R
3 0.165 - 9.984 - 69.183 R 40.503
5 0.056 0.367 0.766 1.320 0.442 R 0.903
8 0.609 1.077 0.335 1.622 R R 0.073
11 - - 0.759 0.237 R R R
14 - - 0.389 - R R R
17 - - 0.840 R R R R
20 - - - R R - R
21 0.008 - 0.052 0.034 R - 2.965

[] povecana ekspresija gena C. trachomatis
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Rajterov sindrom je seronegativni artritis koji nastaje kao posledica infekcije u
udaljenim mestima, akutne nespecificne urogenitalne ili enteralne infekcije. Za Rajterov
sindrom su karakteristicni nesimetri¢ni artritis na donjim ekstremitetima i promene na
ocima, kozi 1 sluzokozi. Bolest pocinje naglo 1 postepeno se smiruje nakon 6 do 12 meseci
od pocetka nastanka. Medutim, u oko polovine od ukupnog broja bolesnika, akutni oblik
bolesti prelazi u hroni¢ni oblik (Villareal, 2002; Gérard, 2004). Dolazi do ponovljenih
epizoda bolesti (recidiva) koje ne moraju uvek biti pracene svim klinickim manifestacijama
Rajterovog sindroma. Obic¢no se javljaju nakon 2 do 5 godina od nastanka bolesti. Razvoju
Rajterovog sindroma doprinosi viSe faktora a centralno mesto u patogenezi zauzimaju
prisustvo bakterija ili njihovih produkata, interakcija izmedu bakterije i domacina i imunski
odgovor domacina usmeren prema bakterijama.

Svaka urogenitalna infekcija ne dovodi do razvoja bolesti. Zapravo mali broj osoba
kod kojih je C. trahomatis uzro¢nik infekcije oboli od akutnog oblika Rajterovog sindroma.
Zasto se kod nekih inficiranih individua razvija Rajterov sindrom, a kod drugih ne, nije do
kraja razjaSnjeno. Sve ukazuje na kompleksan odnos izmedu bakterije 1 domacina.
Naravno, vazan je geneticki "back-ground” bolesnika (Koehler, 1998). HLA-B27 antigen je
naden kod 81% od ukupnog broja bolesnika ukljucenih u studiju §to je u skladu sa
rezultatima koji su objavljeni u literaturi (Kwiatkowska, 2009). Kod osoba koje imaju
antigen HLA-B27, Rajterov sindrom se ¢esce razvija ako je prisutan i1 infektivni agens.

Istrazivanja su pokazala da znacajan udeo u sklonosti prema spondiloartropatijama,
kojima pripada i Rajterov sindrom, poti¢e od gena izvan HLA regiona. Sve je viSe dokaza
da obrazac sekrecije citokina uti¢e na razvoj spondiloartropatija (Rudwaleit, 2001). Th2
obrazac sekrecije citokina (nizak faktor nekroze tumora alfa, nizak inteferon gama i visok
interleukin -10) dominira u zglobovima kod Rajterovog sindroma. Znatan udeo u sekreciji
citokina za interleukin -10 1 faktor nekroze tumora alfa je geneticki kontrolisan i pod
uticajem polimorfizama gena. Odredivanjem genskih polimorfizama gena za citokine mogu
se identifikovati osobe sa visokim rizikom za razvoj bolesti.

Proinflamatorni citokini tipa I, posebno faktor nekroze tumora - alfa (TNFa), imaju
vaznu ulogu u patogenezi spondiloartropatija pa su anti - TNFa agensi veoma efikasni u

kontroli aktivnosti bolesti i spre¢avanju oStecenja koja se mogu radiografski detektovati.
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Rajterov sindrom se najcesce razvija kod osoba izmedu 20 i 40 godina starosti (kao
Sto je bio slucaj 1 sa naSim bolesnicima) $to se dovodi u vezu sa ¢injenicom da su one polno
najaktivnije i zbog toga izlozene najveéem riziku od uretralnih infekcija koje se prenose
seksualnim putem . Medutim, oboleti se moze u bilo kojoj Zivotnoj dobi. U nasoj studiji,
najmladi bolesnik je imao 14 godina a najstariji 68. Muskarci i Zene podjednako oboljevaju
od Rajterovog sindroma ali je veca ucestalost urogenitalnog oblika ove bolesti kod
muskaraca. Na urogenitalni oblik Rajterovog sindroma treba posumnjati kada su u skoroj
istoriji bolesti prisutni cistitis, prostatitis, neobjaSnjeni simptomi vezani za urogentalni
trakt, infekcija hlamidijama ili konjunktivitis (Klinkhoff, 2000).

Za pravilnu terapiju primarne infekcije kao 1 za sprecavanje prenoSenja infekcije na
druge individue, brza identifikacija patogenih mikroorganizama u urogenitalnom traktu je
od presudne vaznosti (Bobo, 1990; Khan, 2011). Nadalje, uspesna identifikacija
mikroorganizama 1 njthovih nukleinskih kiselina u zglobovima bolesnika sa Rajterovim
sindromom (Taylor-Robinson, 1992; Branigan, 1996; Freise 2001; Gérard 2010) je vaZzan
pomo¢ni dokaz u dijagnostici ove bolesti (Schumacher, 1998).

Prouzrokovac¢i urogenitalnog oblika Rajterovog sindroma su: Chlamydia
trachomatis 1 genitalne mikoplazme (Ureaplasma urealyticum 1 Mycoplasma hominis) a u
novije vreme se kao uzro¢nik navodi i bakterija Chlamydia pneumoniae koji je inace
poznata kao respiratorni patogen. Za razliku od C. trahomatis koja se rasejava iz
urogenitalnog trakta (prvobitnog mesta infekcije) i pomo¢u monocita dospeva do udaljenih
anatomskih lokacija - zglobova, C. pneumoniae se S§iri aerosolima u respiratornim
infekcijama (Inman, 2000). Obe bakterije mogu biti prisutne kroz duzi vremenski period u
zglobovima bolesnika sa Rajterovim sindromom (Gérard, 1998; Rihl, 2006).

Za detekciju bakterija se koriste razli€iti dijagnosticki testovi. C. trachomatis je
striktno intracelularna bakterija pa se kultivisanje ove bakterije izvodi u sistemu zivih
¢elija. Izolacija C. trachomatis na kulturi Celija (najéeS¢e McCoy) se smatrala zlatnim
standardom u dijagnostici. Testovi u kojima se inkluzije hlamidija u ¢elijskim kulturama
identifikuju koriS¢enjem imunofluorescentnog bojenja su 100 % specificni ali je
kultivisanje C. trachomatis tehnicki tesko, zahteva mnogo vremena i specijalne podloge za

transport. Cesti su i negativni nalazi C. trachomatis u standardnoj laboratorijskoj kulturi
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sinovije. Pomoc¢u seroloskih testova se detektuje prisustvo specifi¢nih antitela. U praksi se
najcesce koriste ELISA testovi (enzyme linked immunosorbent assay) koji detektuju antitela
na lipopolisaharide hlamidije (Tomanovi¢, 2010).

Rutinske procedure koje se izvode u nasoj bolnici za dijagnozu Rajterovog
sindroma, izmedu ostalog uklju¢uju mikrobioloSku analizu uretralnih i cervikalnih briseva i
sinovijske te¢nosti.

U na$im istrazivanjima, koriS¢ene su osetljive metode molekularne detekcije, PCR 1
wreal-time” PCR za identifikaciju infektvnih agenasa (C. trachomatis, C. pneumoniae, M.
hominis 1 U. urealyticum) 1 procenu efekata dva razliCita terapijska protokola za leCenje
urogenitalnog oblika Rajterovog sindroma.

Rezultati PCR analiza koji se odnose na wuzorke sinovijske teCnosti pre
kombinovane antibiotske terapije su se razlikovali od rezultata dobijenih celijskom
kulturom u toku rutinskih dijagnosti¢kih procedura. Sest bolesnika druge grupe je bilo
pozitivno na bakterijsku DNK u uzorcima sinovijske te¢nosti samo PCR testom. Izolacija u
kulturi €elija je tehnika sa visokom osetljivoséu (80%) 1 specificnosti (100%) ali su testovi
na molekularnom nivou koji amplifikuju DNK C. trachomatis omogucili otkrivanje
prisustva nukleinskih kiselina ove bakterije u razli¢itim klinickim uzorcima i onda kada
postoji mali broj ¢elija u uzorku.

Statisticki znacajno viSe pozitivnih nalaza C. trachomatis same ili u kombinaciji sa
drugim mikroorganizmima (C. pneumoniae, U. urealyticum ili M. hominis) je nadeno PCR
metodom u odnosu na izolaciju na kulturi ¢elija u drugoj grupi bolesnika pre terapije. PCR
metodom, C. trachomatis je nadena u uzorcima sinovijske te¢nosti kod osam bolesnika dok
je éelijskom kulturom detektovana samo kod tri bolesnika (), df=1, p=0.02). Ovi rezultati
ukazuju na vecu osetljivost PCR metode u detekciji C. trachomatis. Zbog problema koji se
odnose na kultivisanje C. trachomatis iz uzoraka sinovijskog tkiva, PCR test se preporucuje
kao metoda izbora u rutinskoj dijagnostici infekcije sa C. trachomatis.

Nasi rezultati koji su u saglasnosti sa ranije objavljenim podacima u literaturi
ukazuju da su testovi u kojima se za detekciju bakterije C. trachomatis koristi amplifikacija
nukleinskih kiselina bolji od ostalih (Jalava, 2001; Sieper, 2002; Watson, 2002; Hannu,
2011; Zarco Montejo, 2012).
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Metoda lan¢ane reakcije polimeraze, PCR, je veliko otkri¢e u oblasti molekularne
biologije 1 zauzima vazno mesto kako u istrazivanjima tako i u dijagnostici. Visoka
senzitivnost PCR reakcije je omogucila pouzdanu i objektivnu detekciju i identifikaciju
razli¢itih mikroorganizama ¢ak i onda kada su prisutni u malom broju (npr. u zglobu).

Medutim, procenat PCR pozitivnih uzoraka na C. trahomatis varira izmedu
laboratorija. Jedan od razloga je cinjenica da neke laboratorije analiziraju DNK iz
sinovijske tec¢nosti dok druge analiziraju DNK koja je izolovana iz sinovije. Branigan 1
saradnici (1996) smatraju da, kada je god to moguce, trebalo bi analizirati 1 sinovijsku
te¢nost 1 sinoviju.

U naSim istraZivanjima su ispitivane tri vrste uzoraka: sinovija, sinovijska tecnost 1
mononuklearne Celije periferne krvi da bi se povecala mogucnost detekcije bakterijske
DNK. Najve¢i broj pozitivnih nalaza bakterijske DNK je detektovan u uzorcima
mononuklearnih ¢elija u obe ispitivane grupe bolesnika pre terapije azitromicinom (80,0%)
1 kombinovane antibiotske terapije (81,8%). Takode, visoki procenat pozitivnih nalaza
bakterijske DNK je naden u uzorcima sinovije bolesnika iz obe grupe pre terapije
azitromicinom (60,0%) odnosno pre kombinovane antibiotske terapije (77,8). Najmanji broj
pozitivnih nalaza bakterijske DNK (samo 25%), je detektvan u uzorcima sinovijske tecnosti
prve grupe bolesnika pre terapije azitromicinom.

Analize rezultata detekcije bakterijske DNK dobijenih PCR testom su pokazale da
je u svim ispitivanim uzorcima kod bolesnika druge grupe najces¢a bakterija pre
kombinovane antibiotske terapije bila C. trachomatis. Vise pozitivnih nalaza je bilo u
uzorcima mononuklearnih ¢elija 1 sinovijskog tkiva nego u uzorcima sinovijske tecnosti.
Pre terapije, 14/18 (77,8%) uzoraka sinovije je imalo pozitivan nalaz DNK C. trachomatis,
18/22 (81,8%) u mononuklearnim c¢elijama periferne krvi dok je samo u 8/15 (53,3%)
uzoraka sinovijske tecnosti detektovana DNK ove bakterije. Treba napomenuti da je na
pocetku studije istovremeno pozitivan nalaz bio prisutan u sinovijskoj te€nosti i sinoviji 7
od 13 (53,8%) bolesnika druge grupe kod kojih su za analizu na raspolaganju bile obe vrste
uzoraka dok u grupi bolesnika koja je leCena azitromicinom nije bilo istovremeno
pozitivnih uzoraka sinovijske tecnosti i sinovije. Ovi rezultati pokazuju da se oni bolesnici

kod kojih su testirani samo uzorci sinovijske tecnosti ne mogu smatrati negativnim na C.
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trachomatis. Slicni podaci su dati i u literaturi (Branigan, 1996). Hlamidijska DNK je ¢esto
prisutna u visokoj koncentraciji u sinoviji bolesnika sa Rajterovim sindromom.
Mikroorganizam je u sinoviji zgloba verovatno najstabilniji i ostaje duze nego u ¢elijama
sinovijske te¢nosti.

Visoki procenat pozitivnih rezultata (81,8%) dobijenih PCR testiranjem uzoraka
mononuklearnih ¢elija periferne krvi u naSim istrazivanjima ukazuje na mogucnost
upotrebe PCR-a kao brze 1 pouzdane metode za detekciju bakterijske DNK u uzorcima koji
se dobijaju manje invazivnim zahvatom nego S$to je sluCaj sa uzorcima sinovije
(artroskopska sinovijektomija) i, samim tim, viSe pogodne za rutinsku upotrebu. Medutim,
najbolja opcija je da se analiziraju svi raspolozivi uzorci.

Razli¢iti preparativni sistemi odnosno metode za izolaciju genomske ili plazmidne
DNK iz mikroorganizma takode mogu uticati na proces amplifikacije 1 dobijanje produkata
na osnovu kojih se PCR testom vrs$i detekcija bakterijske DNK (Bas, 1997; Bandea, 2001;
Freise, 2001, 2009). Izolacija DNK fenolom je jedna od prvih metoda za izolaciju DNK
koja je opisana u literaturi. [ako je teza i1 zahteva viSe vremena u odnosu na komercijalne
kitove za izolaciju DNK, ova metoda se jo§ uvek koristi u mnogim laboratorijama zbog
dobrog prinosa i visokog kvaliteta izolovane DNK. Zbog jednostavnosti, pouzdanosti i
netoksicnosti neki autori preporucuju Qiagen kit u rutinskoj dijagnostici a izolaciju DNK
fenolom kao najbolju tehniku za istrazivacke svrhe (Freise, 2001).

U nasim istrazivanjima je DNK izolovana iz uzoraka sinovije, sinovijske te¢nosti 1
mononuklearnih celija periferne krvi bolesnika sa Rajterovim sindromom fenolskom
ekstrakcijom. Prinos 1 kvalitet izolovane DNK su bili visoki §to je utvrdeno
spektrofotometrijski 1 elektroforetski na 1% agaroznom gelu. Kvalitet izolovane DNK je
potvrden 1 uspesnom PCR amplifikacijom [ aktin gena (neuspeSna amplifikacija ovog gena
ukazuje na prisustvo inhibitornih komponenti PCR-a u uzorku ili da je DNK degradovana).

Pored vrste uzorka iz kojih se vrsi analiza DNK, preparativnih sistema za izolaciju
DNK, na procenat PCR pozitivnih uzoraka svakako utie 1 vrsta PCR eseja. PCR esej sa
prajmerima kojima je ciljna sekvenca gen za ribozomalnu RNK, inae prisutna u dve kopije

ciljna sekvenca jedna kopija DNK kao Sto je slucaj sa genom za veliki spoljaSnji protein
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membrane (ompl). Visoku osetljivost u detekciji hlamidija bi takode trebao dati esej kod
kojeg je ciljna sekvenca plazmid buduéi da je on prisutan u svakoj hlamidijskoj ¢eliji u 10-
20 puta ve¢em broju nego gen u jednoj kopiji.

Medutim, 2006. godine otkrivena je C. trachomatis sa delecijom 377 baznih parova
u regionu plazmidne DNK koji se inace koristi kao target za amplifikaciju nukleinskih
kiselina u komercijalnim molekularnim dijagnostickim testovima za detekciju
mikroorganizma. Nemoguénost detekcije izmenjene sekvence plazmida dovodi do
negativnih dijagnosti¢kih nalaza, pa se infekcije ovom bakterijom ne le¢e Sto ima za
posledicu znacajno povecanje novih slucajeva (Seth-Smith, 2009). Zbog ovakvih slucajeva
detekcija hlamidija se ne bi trebala zasnivati samo na detekciji plazmidne DNK.

Sva tri navedena PCR testa su koriS¢ena u nasoj studiji za detekciju bakterije C.
trachomatis u uzorcima sinovije, sinovijske te¢nosti i mononuklearnih ¢elija druge grupe
bolesnika koji su uzeti pre kombinovane antibiotske terapije. Najveci broj pozitivnih nalaza
DNK C. trachomatis pre terapije (u uzorcima sinovije - 77,8%, sinovijske te¢nosti - 53,3%,
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi - 81,8%) je dobijen koriS¢enjem prajmera kojima
je ciljna sekvenca bio gen za 16S ribozomalnu RNK. PCR test u kojem su koriS¢eni
prajmeri za plazmidnu DNK dao je manji broj pozitivnih nalaza DNK C. trachomatis u
odnosu na PCR u kojem su koris¢eni prajmeri za gen ompl izuzev u uzorcima
mononuklearnih Celija.

PCR testovi za detekciju DNK C. pneumoniae su takode podrazumevali koris¢enje
razli¢itih visoko specificnih prajmera kojima su ciljne sekvence bili geni za 16S
ribozomalnu RNK, omp! gen 1 plazmid. U uzorcima sinovije i sinovijske te€nosti su
dobijeni bolji rezultati detekcije DNK C. pneumoniae sa prajmerima za plazmidnu DNK
pre kombinovane antibiotske terapije u odnosu na detekciju sa prajmerima kojima je ciljna
sekvenca bio gen za 16S rRNK.

Za detekciju DNK M. hominis PCR testom kori§¢eni su prajmeri kojima je ciljna
sekvenca bio gen za 16S rRNK a za detekciju DNK U. urealyticum gen za ureazu.
Genitalne mikoplazme (M. hominis 1 U. urealyticum) su takode potencijalni pokretaci
akutnog i hroni¢nog artritisa (Taylor-Robinson, 2001). Pre terapije azitromicinom najcesce

detektovane bakterije PCR-om kod prve grupe bolesnika su bile M. hominis (70%) 1 U.
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urealyticum (40%). Kod bolesnika druge grupe, mikoplazme su bile prisutne u zglobu sa
manjom ucestalosti u poredenju sa hlamidijama pre kombinovane antibiotske terapije.

Saznanje da su hlamidije i druge bakterije prisutne u sinovijskoj tecnosti i sinoviji
inflamiranog zgloba je dalo veliku nadu da bi antibiotska terapija za ove bolesnike mogla
biti terapija izbora. To je bio razlog zasto su doziranje i trajanje antibiotske terapije u
leCenju Rajterovog sindroma bili predmet istrazivanja u velikom broju studija. Rana
antibiotska terapija primarne infekcije (kao $to je npr. uretritis uzrokovan C. trachomatis) je
efikasna u sprecavanju razvoja Rajterovog sindroma, ali kada se on ve¢ razvio, kratkotrajna
konvencionalna antibiotska terapija nije u mogucénosti da promeni tok bolesti (Leirisalo-
Repo, 1998). U lecenje hlamidijske infekcije su obi¢no ukljuceni tetraciklin ili doksiciklin
ali 1 drugi antibiotici mogu biti efikasni protiv hlamidija. Mikoplazme su neosetljive na one
antibiotike koji deluju na bakterijski Celijski zid (npr. peniciline 1 cefalosporine) jer one
imaju samo plazmatsku membranu. Vazno je da seksualni partneri takode budu ukljuceni u
program lecenja.

Brojni autori smatraju da kratkotrajna antibiotska terapija nije dovoljna da se
bakterije eliminiSu iz zgloba i1 da period leCenja mora trajati najmanje tri meseca
(Schumcher, 1998) ili ¢ak 1 duze (Carter, 2010).

Rizzo i saradnici su 2012. godine opisali slucaj bolesnika sa Rajterovim sindromom
kome je dijagnoza postavljena na osnovu klinicke slike, simptomatske respiratorne i
prethodne uretralne infekcije. Bolesnik je istovremeno imao infekciju sa C. pneumoniae i
C. trachomatis 1 u prikazu slucaja autori su dali svoj predlog leCenja Rajterovog sindroma
koji se dovodi u C€vrstu vezu sa ovim bakterijama. Hroni¢na infekcija bakterijom C.
trachomatis 1 akutna infekcija bakterijjom C. pneumoniae su tretirane kombinacijom
azitromicina i rifampina. Rifampin ima odli¢nu penetraciju u tkiva 1 obavezan je u terapiji
protiv obligatnih intracelularnih patogena kao Sto su hlamidije, a azitromicin blokira sintezu
proteina. Bolesnik je leen tri meseca nakon ¢ega je sledila jednomese¢na pauza i nastavak
antibiotske terapije u trajanju od dva meseca. Svrha pauze je vracanje mikroorganizma iz

ciklusu antibiotske terapije pa je to od presudnog znacaja za tok i ishod leCenja. Simptomi
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bolesti su poceli da se povlace posle prva tri meseca terapije a posle Sest meseci je doslo do
potpunog oporavka bolesnika.

U naSem istrazivanju, analizirani su efekti sinovijektomije pracene antibiotskom
terapijom (azitromicin ili kombinovana terapija sa ciprofloksacinom, tetraciklinom i
roksitromicinom). Rezultati koje smo dobili pokazuju da je kod vecine bolesnika moguce
posti¢i klinicku remisiju. Visoki procenat izleCenja (75,0% kod bolesnika koji su leceni
azitromicinom 1 68,2% kod bolesnika koji su le¢eni kombinovanom antibiotskom terapijom
ciprofloksacinom, tetraciklinom 1 roksitromicinom) verovatno je posledica istovremeno
sprovedene hirurS§ke 1 antibiotske terapije. Naime, kod svih bolesnika (kod kojih je
artritisom bilo zahvaceno koleno), prilikom uzimanja uzoraka sinovije za analizu uradena je
1 artroskopska sinovijektomija. Na taj nacin je fizicki odstranjeno hipertroficno sinovijsko
tkivo. Obe terapije (terapija azitromicinom i kombinovana antibiotska terapija) su dovele
do povecanja broja bolesnika sa negativnim nalazom bakterija u uzorcima mononuklearnih
¢elija. Ovo poveCanje je bilo statisticki znacajno kod bolesnika koji su leceni
azitromicinom. Treba napomenuti da je vec¢ina bolesnika prve grupe leCenih azitromicinom
imalo monoartritis, dok je polovina bolesnika druge grupe lecenih kombinovanom
antibiotskom terapijom imalo oligoartritis.

Od Sesnaest (80,0%) bolesnika prve grupe sa pozitivnim nalazom bakterijske DNK
u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre terapije, negativan nalaz je imalo osam (50,0%)
posle terapije azitromicinom. Posle kombinovane antibiotske terapije, od osamnaest
(81,8%) bolesnika druge grupe sa pozitivhim nalazom bakterijske DNK pre terapije,
negativan nalaz je imalo devet (50,0%). Od cetiri bolesnika sa negativnim nalazom pre
terapije, jedan bolesnik je imao pozitivan nalaz posle terapije u prvoj grupi bolesnika koji
su leCeni azitromicinom. Kod druge grupe sva cetiri bolesnika, koji su imali negativan
nalaz bakterijske DNK pre terapije, su imali pozitivan nalaz DNK C. trachomatis a kod
jednog bolesnika je bila prisutna koinfekcija C. trachomatis 1 C. pneumoniae u uzorku
mononuklearnih ¢elija posle kombinovane antibiotske terapije. Nalazi da neki pacijenti koji
su bili negativni na bakterijske DNK pre terapije mogu postati pozitivni nakon terapije su

opisani u literaturi (Carter, 2010). To moZze biti objasnjeno moguc¢om reinfekcijom od
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seksualnog partnera koji je asimptomatski nosilac bakterije i ne pridrZzavanja propisanog
terapijskog protokola.

Uprkos visokoj osetljivosti PCR metode, ona ne moze da pruzi odgovor na jedno od
najvaznijih pitanja vezano za procenu toka bolesti i ishod leCenja - da li su bakterije zive jer
se ovom metodom detektuju i mrtvi mikroorganizmi ili samo delovi njihovih genoma.

Da bismo utvrdili da li su bakterije Zive (vijabilne) ili ne koristili smo RT- 1 ,,real-
time” PCR testove. Bolesnici koji su konvencionalnim PCR testom bili pozitivni na C.
trachomatis su imali vijabilne bakterije u zglobovima (uzorci sinovije 1 sinovijske tecnosti)
1 perifernoj krvi (uzorci mononuklearnih ¢elija). U svim uzorcima je bio eksprimiran gen za
16S rRNA. Prisutnost vijabilnih bakterija u uzorcima mononuklearnih celija posle
kombinovane antibiotske terapije ciprofloksacinom, tetraciklinom 1 roksitromicinom
ukazuje na bakteriostatski a ne baktericidni efekat primenjenih antibiotika. Koriste¢i
kvantitativni ,,real-time” PCR za odredivanje osetljivosti intracelularnih bakterija na
antibiotike, Peachuant i saradnici (2011) su testirali cetiri antibiotika (ofloksacin,
moksifloksacin, azitromicin i doksiciklin) i utvrdili da oni inhibiraju razmnozavanje C.
trachomatis ali nisu baktericidni prema ovom mikroorganizmu.

Na osnovu dokaza da je hlamidija u sinoviji bolesnika sa Rajterovim sindromom
vijabilna, metabolicki aktivna, ali intracelularna i u kulturi sinovijskog materijala negativna
zbog neuobicCajene adaptacije bakterijskog metabolizma, smatra se da je zaustavljena u
nekoj tacki zivotnog ciklusa i da se kao posledica toga ne stvaraju nova elementarna tela.

Indukciju latentnog odnosno perzistentnog oblika hlamidije moze prouzrokovati i
lecenje antibioticima. Postoje miSljenja da je hlamidija kada dosegne zglob ve¢ u
perzistentnom stanju, pa ¢ak i da je akutna bolest izazvana pre perzistentnim bakterijama
nego onim koje prolaze aktivni Zivotni ciklus. Stoga bi reumatolozi koji lece bolesnike sa
akutnim oblikom artritisa uzrokovanog hlamidijama, kao i hroni¢ne bolesnike, trebali imati
u vidu pri odabiru lecenja da se radi o perzistentnim bakterijama i njihovom izmenjenim
bioloskim karakteristikama. Perzistentne hlamidije pokazuju druk¢iji transkripcioni profil u
odnosu na transkripcioni profil kod aktivne infekcije (Gérard, 1998; Harper, 2000; Freise,
2001). Na primer, informaciona RNK koja kodira glavni spoljasnji protein membrane C.

trachomatis se ne detektuje RT-PCR-om u uzorcima sinovije ¢ija RNK pokazuje bogate
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transkripte za ribozomske komponente (Gérard, 1998). Ovaj protein kojeg kodira gen omp 1
¢ini 30,0% proteinske sinteze kod normalnog vegetativnog rasta hlamidija i predstavlja
vaznu strukturnu i funkcionalnu komponentu spoljasnje povrSine hlamidijskih ¢elija.
Njegovo odsustvo dovodi do izmenjene morfologije mikroorganizma u dugotrajnim
sinovijskim infekcijama kao i u in vitro sistemima humanih monocita iz periferne krvi
inficiranih hlamidijom u prisustvu interferona y.

lako postoje odredena saznanja o transkripcionim i morfoloSkim karakteristikama
hlamidija u perzistentnom obliku, nije u potpunosti poznata geneticka osnova
uspostavljanja perzistentne infekcije. Potpuno razumevanje ovog stanja je otezano zbog
odsustva sistema za geneticku manipulaciju hlamidija i velikog broja gena u njithovom
genomu koji kodiraju proteine nepoznate funkcije (Read, 2000). Budu¢i da geneticka
manipulacija hlamidija nije moguca, identifikacija gena hlamidija koji su ortolgni u odnosu
na gene drugih perzistentnih organizama moZe biti od koristi za nova saznanja o
perzistentnoj infekciji (Cole, 1998; Zahrt, 2003; Stewart, 2003). Gérard 1 saradnici (2006)
su utvrdili da 67/194 (35,0%) gena Mycobacterium tuberculosis ima svoje ortologe kod C.
trachomatis. To su geni koji kodiraju produkte ukljuCene u celijsku sintezu, sintezu
kofaktora, transport, translaciju 1 dr. kao Sto su prolil - tRNK sintetaza (Ct 393/proS),
bakarporfirinogen III oksidaza (Ct 052/hemN), ATPaza koja transportuje katjone (Ct
727/cadA) 1 komponenta Cestice koja prepoznaje signal (Ct 820/ftsY) (Sasseti, 2003). U
genomu C. trachomatis je prisutno 900 kodiraju¢ih sekvenci i svaka od njih se eksprimira
pre ili kasnije u toku aktivnog rasta organizma (Read, 2000; Nicholson, 2003; Belland,
2003) i ne postoji gen ili set gena ¢ija bi funkcija bila samo uspostavljanje perzistentnog
stanja. Dok perzistencija M. tuberculosis uglavnom proizlazi usled ekspresije specificnog
seta gena, smatra se da kod C. trachomatis ovo stanje nastaje podeSavanjem nivoa
transkripcije gena koji su ve¢ eksprimirani.

U naSoj studiji smo ispitivali ekspresiju gena koji kodiraju proteine HSP60, prolil-
tRNK sintetazu, bakarporfirinogen III oksidazu, ATPazu koja transportuje katjone i
komponentu cestice koja prepoznaje signal. Ispitivali smo ekspresiju tri gena za proteine
HSP60 (Ct 604, Ct 110, Ct 755). Oni su imali razli¢ite profile ekspresije Sto ukazuje da se

svaki od ovih gena eksprimira nezavisno. "Heat shock” proteini su ukljueni u mnoge
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procese koji su neophodni za normalno funkcionisanje ¢elije i njihova sekvenca je visoko
konzervativna. Poznato je da protein HSP60 indukuje jaku inflamatornu reakciju na mestu
njegove proizvodnje i zajedno sa hlamidijskim lipopolisaharidom (LPS) mogao bi biti
glavni promoter inflamacije koja je karakteristicna za sinoviju bolesnika sa Rajterovim
sindromom. Istrazivanja su pokazala da je imunogeni protein HSP60 koji produkuju
hlamidije u velikoj meri odgovoran za izazivanje inflamacije sinovije u oba oblika bolesti,
akutnom i hroni¢énom. Vec¢ina sinovijskih CD4" T ¢elijskih klonova proliferise kao odgovor
na protein HSP60 hlamidija a manjina kao odgovor na produkt ompl gena (Campbell,
1996; Martinez-Prado, 2010).

Analize sinovijske tec¢nosti 1 tkiva su pokazale razliite transkripcione profile
hlamidijskih gena. Prema literaturnim podacima, razliCiti profili genske ekspresije mogu
biti odraz razlike u klini€¢kim karakteristikama ukljucujuéi godine starosti, trajanje bolesti,
geneticku osnovu 1 sloZzen odnos izmedu mikroorganizama i domacina (Gérard, 2004). Kod
sva Cetiri bolesnika sa povecanom ekspresijom jednog ili vise gena (Ct 110, Ct 755, Ct
393/proS, Ct 052/hemN, Ct 820/ftsY) u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi nije
postignuta klinicka remisija kombinovanom antibiotskom terapijom.

Konac¢no, nasi rezultati o klini¢koj korisnosti upotrebe razli¢itih PCR metoda mogu
biti ilustrovani jednim interesantnim slucajem bolesnice koja je bila ukljucena u studiju.
Zena starosti trideset godina je primljena u na$u bolnicu zbog monoartrtisa levog kolena.
Prisustvo DNK C. trachomatis u uzorcima sinovije, sinovijske te¢nosti i mononuklearnih
¢elija periferne krvi je potvrdeno PCR testom. Prisustvo U. wurealyticum u sinovijskoj
teCnosti je detektovana i sa PCR-om 1 testovima celijske kulture dok je za detekciju
njihovog prisustva u cervikalnom i uretralnom brisu koris¢ena samo metoda celijske
kulture. Nakon sinovijektomije i ¢etveromeseCne antibiotske terapije ciprofloksacinom,
tetraciklinom i roksitromicinom postignuta je klinicka remisija. Celijska kultura
cervikalnog 1 uretralnog brisa kao i sinovijske tecnosti je dala negativne rezultate vezane za
prisustvo bakterija. Medutim, PCR testom je detektovana C. trachomatis u uzorcima
mononuklearnih Celija periferne krvi. ,,Real-time” PCR testom je utvrdena povecana
ekspresija hlamidijskih gena koja je bila priblizno deset puta veéa za gen Ct 755,
sedamdeset puta za gen Ct 052/hemN 1 Cetrdeset puta za gen Ct 820/ftsY. Tri meseca

82



DISKUSIJA

kasnije, bolesnica je hospitalizovana zbog monoartritisa desnog kolena. Tada je ¢elijskom
kulturom u sinovijskoj tecnosti detetkovana M. hominis. PCR analizom je potvrdeno
prisustvo M. hominis u uzorku sinovijske tecnosti, a C. trachomatis i C. pneumoniae su
takode detektovane u svim analiziranim uzorcima PCR metodom . Ekspresija gena Ct 604
je bila priblizno 87 puta veéa nego u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi. Posle
terapije azitromicinom, postignuta je i klini¢ka i molekularna remisija pra¢ena negativnim
nalazom bakterijske DNK u uzorcima mononuklearnih ¢elija periferne krvi kod bolesnice.

Detekcija 1 identifikacija razli¢itih mikroorganizama ,,0kidaca* je veoma vazna za ranu
dijagnozu bolesti 1 lecenje.

Rezultati koji su dobijeni analizom efekata sinovijektomije pracene antibiotskom
terapijom (azitromicin ili kombinovana terapija sa ciprofloksacinom, tetraciklinom 1
roksitromicinom) pokazuju da je kod vecine bolesnika moguce posti¢i klinicku remisiju.
Visoki procenat izleCenja verovatno je posledica istovremeno sprovedene hirurske i
antibiotske terapije.

Odredivanje prisustva vijabilnih bakterija je vazno za odredivanje duzine trajanja
antibiotske terapije. JoS uvek se ne zna da li se bakterije eliminiSu u potpunosti
antibiotskom terapijom iz sinovije bolesnika kod kojih bolest nije presla u hroni¢ni oblik ili
se one tu zadrzavaju u perzistentnom ali subklinickom obliku. Sinovijektomija
podrazumeva delimicno uklanjanje sinovijalnog dela zglobne kapsule (potpuno uklanjanje
je tehnicki vrlo tesko, ako ne i nemoguce) pa se bakterije ne mogu u potpunosti eliminisati
ovim oblikom lecenja ali se njihov broj odstranjivanjem hipertroficnog sinovijskog tkiva u
kojem se nalaze moZe znatno smanjiti. Dalja istrazivanja su usmerena na reSavanje ovog
problema i dobijanje najefikasnije kombinacije antibiotske terapije ukljucujuci doziranje i

trajanje.
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Na osnovu rezultata dobijenih konvencionalnim PCR testom (detekcija bakterijske
DNK) i RT- 1 ,,real-time” PCR testovima (utvrdivanje vijabilnosti C. trachomatis) doneseni

su sledeci zakljucci:

1. Koris¢enjem osetljive metode molekularne detekcije bakterijske DNK kod
bolesnika sa urogenitalnim oblikom Rajterovog sindroma je utvrdeno prisustvo
slede¢ih bakterija: Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma
hominis (gen za 16S rRNK) 1 Ureaplasma urealyticum (gen za ureazu) u uzorcima
sinovije, sinovijske te¢nosti 1 mononuklearnih ¢elija periferne krvi pre terapije
azitromicinom ili kombinovane antibiotske terapija ciprofloksacinom, tetraciklinom
1 roksitromicinom. Rezultati koji su dobijeni u ovom radu potvrduju da je Rajterov

sindrom 1 infektivne, a ne samo reaktivne prirode.

2. Najveci broj pozitivnih nalaza bakterijske DNK je detektovan u obe ispitivane
grupe bolesnika pre terapije azitromicinom (80,0%) 1 kombinovane antibiotske
terapije (81,8%) u uzorcima mononuklearnih ¢elija. Takode, visoki procenat
pozitivnih nalaza bakterijske DNK je naden u uzorcima sinovije bolesnika iz obe
grupe - 60% pre terapije azitromicinom odnosno 77,8% pre kombinovane
antibiotske terapije a najmanji (samo 25%) je detektvan u uzorcima sinovijske
tecnosti prve grupe bolesnika pre terapije azitromicinom. Ovi rezultati pokazuju da
se oni bolesnici kod kojih su testirani samo uzorci sinovijske te¢nosti ne mogu

smatrati negativnim na C. trachomatis.

3. Visoki procenat pozitivnih rezultata dobijenth PCR testiranjem uzoraka
mononuklearnih ¢elija periferne krvi (80%) ukazuje na moguénost testiranja
uzoraka koji se dobijaju manje invazivnim zahvatom i, samim tim, vi§e pogodnim
za rutinsku upotrebu dok bi se uzorci sinovije 1 sinovijske tecnosti koristili samo u
slu¢ajevima kada je nalaz bakterijske DNK u uzorcima mononuklearnih ¢elija

negativan.
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. Najcesc¢e detektovane bakterije kod bolesnika prve grupe pre terapije azitromicinom
su bile M. hominis - 14/20 (70.0%) 1 U. urealyticum 8/20 (40,0%) a kod druge grupe
bolesnika pre kombinovane antibiotske terapije, C. trachomatis - 21/22 (95,5%)
bolesnika.

. Kod vecine bolesnika je pre terapije bila prisutna koinfekcija sa dve vrste bakterije.
Kod jednog bolesnika prve grupe pre terapije azitromicinom i kod cCetiri bolesnika
druge grupe pre kombinovane antibiotske terapije detektovano je prisustvo Cak tri
bakterije. Uglavnom su u koinfekciji ucestvovale C. trachomatis ili C. pneumoniae
sa mikoplazmama, a kod manjeg broja bolesnika samo mikoplazme (M. hominis 1

U. urealyticum).

. PCR analize DNK, koje su podrazumevale koriS¢enje visoko specifi¢nih prajmera
za gen ompl 1 plazmidnu DNK, su ukazale na prisustvo C. pneumoniae pre terapije
kod pet bolesnika kod kojih DNK ovih bakterija nije detektovana prethodnim PCR
testom (gen za 16S rRNK).

. Bolesnici druge grupe koji su konvencionalnim PCR testom bili pozitivni na C.
trachomatis su imali vijabilne bakterije u zglobovima (uzorci sinovije i sinovijske
tecnosti) 1 perifernoj krvi (uzorci mononuklearnih ¢elija). Utvrdivanje vijabilnosti

bakterija posle terapije je vazno za procenu efikasnosti terapije.

. Prisustvo vijabilnih bakterija (C. trachomatis) u uzorcima mononuklearnih celija
periferne krvi posle kombinovane antibiotske terapije ciprofloksacinom,
tetraciklinom 1 roksitromicinom ukazuju da ova tri antibiotika imaju bakteriostatki

efekat ali nisu baktericidni prema ovom mikroorganizmu.

»Real-time” analize uzoraka sinovije, sinovijske tecnosti i mononuklearnih celija
periferne krvi su pokazale razli¢ite transkripcione profile hlamidijskih gena. Posle
terapije kod svih bolesnika sa smanjenom ekspresijom jednog ili vi§e ispitivanih
gena u odnosu na ekspresiju istih gena pre terapije u uzorcima mononuklearnih

¢elija, postignuta je remisija ili poboljSanje u toku bolesti (oligoartritis je
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konvertovan u monoartritis). Kod sva cetiri bolesnika sa pove¢anom ekspresijom
jednog ili vise gena koji kodiraju proteine HSP60 (Ct 110, Ct 755), prolil-tRNK
sintetazu (Ct 393/proS), bakarporfirinogen III oksidazu (Ct 052/hemN) i
komponentu Cestice koja prepoznaje signal (Ct §820/ftsY) u uzorcima
mononuklearnih ¢elija periferne krvi posle terapije u odnosu na ekspresiju istih gena
u uzorcima mononuklearnih ¢elija pre terapije, nije postignuta klinicka remisija

kombinovanom antibiotskom terapijom.

Rezultati dobijeni analizom efekata sinovijektomije prac¢ene antibiotskom terapijom
(azitromicin ili kombinovana antibiotska terapija ciprofloksacinom, tetraciklinom i
roksitromicinom) ukazuju da je kod vecine bolesnika mogucée posti¢i klinicku
remisiju. Obe terapije su dovele do povecanja broja bolesnika sa negativnim
nalazom bakterija. Ovo povecanje je kod bolesnika koji su leceni azitromicinom
bilo statisticki znacajno (y?>, P=0.022). Visoki procenat izle¢enja posle terapije
azitromicinom (75%) 1 kombinovane antibiotske terapije (68,2%) verovatno je

posledica istovremeno sprovedene hirurske 1 antibiotske terapije.
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IIpuaor 1.
U3jaBa o ayTopcTBY

ITormmcana  Harama Crpennh

HU3jaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa ucepTalja moj HacJIOBOM

3Hayaj MOJIEKVIIapHE NEeTEKIn]e OaKTepHja vV IpolleHNu edUKACHOCTH Teparuije Pajreposor

CHHApOMaA

® pE3yNTaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT pajia,

e J1a MpeJIoKEeHa ACepTalnja y IeIMHN HU y JACJIOBUMa HUje Ouiia mpeaiokKeHa 3a
nobujame OWIO KOje JUIUIOME TIIpeMa CTYAMJCKHM IporpaMuMa JApPYrux

BHUCOKOIIIKOJICKHX YCTAHOBA,
® J1a Cy pE€3yJITaTh KOPECKTHO HABECACHHU U

e Jla HUCAM KpIIWJIa ayTOpCcKa IpaBa U KOPUCTHIIA UHTENEKTYaJHy CBOJUHY IPYTHX

JIuIa.

HHornuc xoxkTopanga

V¥ beorpany, 27.11.2014. ronune

¥

rJ_r

Natasc ol
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IIpuaor 2.
I/I3jaBa O UICTOBETHOCTU LUTaMnaHe N eNIeKTPpoOHCKe

Bep3uje OOKTOpPCKOr paaa

Nwme u npe3ume ayropa Harama Crpennh

Crynujcku nporpam buosioruja, reHeruka

HacnoB paga 3nauaj MoJiekyiaapHe JIeTeKIje OaKkTepuja y mpolieHU ehUKACHOCTH

Tepanuje PajrepoBor cuHapoMa

MenTopu npod. ap 3Bonko Maruh, mpod. np Jenena Kuexeruh-Bykueuh

ITormcann Harama Crpennh

W3jaBJbyjeM Jia je IITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT paja HMCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3WjH KOJy caM mpejaja 3a o0jaB/bHBamke Ha MopTany JIMruTajaHoOr peno3uTopujyma
YuuBep3urtera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM n1a ce o0jaBe MOjU JIMYHM IOJAIM BE3aHM 3a JIOOMjarhe aKaJeMCKOT 3Barba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME€ M Mpe3uMe, roJMHa U MECTO pohema U AaTym ojadpaHe
pana.

OBU NMYHU TOJAIM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEKHUM CTpaHULlaMa AUTUTAIHE OMOIHOTEKe, Y

€JIEKTPOHCKOM KaTaJloTy U y nmyonukanujama YHuBep3ureTa y beorpany.

IMornuc foxkTopanga

’ P ' ™l I"I -
f - + = J e l
V Beorpany, 27.11.2014. roaune Natasc STt
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IIpuaor 3.
U3jaBa o Kopuwhewy

Ornamhyjem YHuBepsutercky Oubmmoreky ,,CBero3ap Mapkosuh™ nma y Jururanau
peno3uTopujyM YHHBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy IOKTOPCKY JAWCEPTANH]y TIOJ

HaCJIOBOM.

3Hayaj MOJIEKVIIapHE OEeTEKIHje OaKkTeprja v IpOolEeHN edUKACHOCTH Teparuje Pajreposor

CHHJApOMa

KOja je MOje ayTOPCKO JEJO.
Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMa MPEaao/jaa caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOTHOM 3a
TpajHO apXUBUPAHE.
Mojy TOKTOPCKY IUCepTaIi]y MOXpameHy y Jururaainu peno3uTopujyMm YHHUBEP3UTETA Y
beorpagy mory na kopucte CBH KOjHU TOIITY]y OJpende caapskaHe y omabpaHOM THITY
nunenne Kpearusue 3ajeauiie (Creative Commons) 3a K0jy caM c€ OUTy4HO/Jia.
1. AyropcTtBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]jaTHO
@AyTopCTBO — HEKOMEPIMJaTHO — 0e3 Tpepajie
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjalTHO — JEJIUTHU O] UICTUM yCJIOBHUMA
5. AyropcTBo — 0e3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JENUTH MOJ UCTUM yCIOBUMA
(Monumo 1a 3a0KpyKUTE camo jeAHY O]l IIeCT MOHYhEeHUX JTUIEHIU, KpaTaK OMUC JIUICHIN

Jat je Ha noJiehuHu aucra).

HHornue noxkropanaa

| ¥

= LN i
V Beorpany, 27.11.2014. godine Natasc STl
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1. AyropctBo - Jl03BOJbaBaTe YMHOKABAKE, JUCTPUOYIIA]Y U JaBHO CAOTIITABAKE JIeia, U
mpepajie, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WIM JlaBaoua
JUIICHIIE, YaK U Yy KoMepiujanae cBpxe. OBo je Hajcmo00 HMja 01 CBUX JIUIICHITH.

2. AytopcTBO — HekomepuujarHo. J[03BOJbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIIM]Y U jaBHO
CaolIITaBame Jela, U Ipepaje, ako ce HaBe/Ie MMe ayropa Ha HauuH oapehen ox ctpane
ayropa win aaBaonia jgunieHie. OBa JuIeHIa He J03B0JbaBa KOMEpIHjaaHy ynoTpeOy nena.
3. AyropcTBO - HEKoMepimjaaHo — 0e3 mpepane. Jlo3BospaBaTe YMHOXKaBambe,
TUCTPUOYIM]y U JaBHO CAONILTaBame Jiesia, 0e3 mpoMeHa, NpeoOIruKoBama Win yrnoTpede
JieTia y CBOM JIelly, akO CE€ HaBeIe MMe ayTopa Ha HauMH ojpel)eH o cTpaHe ayropa WiIn
naBaorna nurenie. OBa JIMIEHIa He T03BOJbaBa KOMEPIHMjaIHy ynotpely aena. Y ogHocy
Ha CBE OcCTaje JIMLEHIIE, OBOM JIMLIEHIIOM Ce OorpaHnyaBa Hajeehu oOuM mpaBa kopuithema
nena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHMjATHO — JEIUTH TI0J HWCTUM ycioBuMa. Jlo3BosbaBate
YMHOXaBambe, TUCTPUOYITH]y M JaBHO CAOMIITaBamkE JIeNa, U Mpepaje, ako Ce HaBeae UMe
ayTopa Ha HauuH ojpelheH Ol cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIIE W aKo ce Mpepaja
IUCTpUOyUpa TOJ HWCTOM WM CIMYHOM JumeHnoM. OBa IIMIEHIIa HE J03BOJhaBa
KOMEPIIHjaHy YIIoTpeOy /ena u npepaja.

5. AyropctBo — 06e3 mpepane. Jlo3BospaBaTe YMHOKaBamke, AUCTPUOYIIU]Y W JaBHO
caolTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPEoOINKOBaka HITH YIIOTpeOe Jesia y CBOM Jey, ako
ce HaBeJle MME ayTopa Ha HauumH ojapeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaoma juieHie. Opa
JMIICHIIA JI03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yHoTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO - JEMUTH TMOJ UCTUM yclioBUMA. [[03BosbaBaTe YMHOKaBambe, TUCTPUOYIIU]Y
Y JaBHO CaoIITaBame JieNia, U Tpepajie, ako ce HaBee MME ayTopa Ha Ha4uH oapeheH o1
CTpaHe ayTropa WIHM JaBaolia JIMICHIIC U aKO ce Tpepaja TUCTPUOyHpa O] UCTOM HITU
CIMYHOM JiniieHoM. OBa JIMIIEHIIa T03BOJbaBa KOMEPIHMjAIHY YIoTpeOy 1eiia u mpepaja.

Cnuyna je CO(I)TBepCKI/IM JIMIICHIIaMa, OIHOCHO JIMIICHLIaMa OTBOPCHOT KOa.
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