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Naslov:		
Uloga	Interleukina-23	u	prevremenom	razvoju	emfizema	pluća	među	HIV-1	

pozitivnim	pušačima	

	

Rezime:	

Genska	ekspresija	matriks	metaloproteinaze-9	(MMP-9)	je	pojačana	u	alveolarnim	

makrofagima	(AM)	HIV-1	pozitivnih	pušača	obolelih	od	emfizema	pluća.	Na	osnovu	

podataka	koji	ukazuju	da	supernatant	bronhoalveolarnog	lavata	u	plućima	HIV-1	

pozitivnih	pušača	sadrži	povišene	koncentracije	inflamatornih	citokina	u	odnosu	na	

ovu	tečnost	u	plućima	HIV-1	negativnih	pušača,	postavili	smo	hipotezu	da	povišene	

koncentracije	inflamatornih	citokina	u	populaciji	HIV-1	pozitivnih	pušača	utiču	na	

povišenje	koncentracije	metaloproteinaza,	na	taj	način	dovodeći	do	ranog	razvoja	

emfizema	pluća.		

Putem	multicitokinske	analize,	analizirali	smo	supernatante	bronhoalveolarnog	

lavata	5	različitih	fenotipskih	grupa:	HIV-1	negativnih	nepušača,	HIV-1	negativnih	

pušača	bez	poremećaja	disajnih	puteva,	HIV-1	negativnih	pušača	sa	ranim	

emfizemom	pluća,	HIV-1	pozitivnih	nepušača	i	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	

emfizemom	pluća.	Pored	pojačane	ekspresije	inflamatornih	citokina	u	plućima	

pušača	zaraženih	virusom	HIV-1,	povišene	vrednosti	citokina	koji	indukuju	Th-17,	

pre	svega	interleukina	IL-23,	predstavljaju	zajedničku	karakteristiku	HIV-1	

pozitivnih	nepušača,	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	i	HIV-1	

negativnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća.	Relativna	ekspresija	IL-23	gena	u	AM	

HIV-1	pozitivnih	osoba	je	povišena	u	odnosu	na	AM	HIV-1	negativnih	ispitanika,	i	

značajno	je	povišena	u	odnosu	na	AM	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	

pluća.	Akutna	infekcija	HIV-1	virusom	in	vitro	dovodi	do	pojačane	ekspresije	IL-23	u	

HIV-1	negativnim	AM.	Stimulacija	kultura	AM	IL-23	dovodi	do	pojačane	ekspresije	

MMP-9	gena	i	pojačane	koncentracije	MMP-9.	S	obzirom	na	to	da	AM	zdravih	osoba	

ne	eksprimiraju	IL-23	receptor	(IL-23R),	činjenice	da	kulture	makrofaga	prečišćenih	

adherencijom	sadrže	izvestan	procenat	T	limfocita	i	činjenice	da	dodavanje	T	
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limfocita	ovim	kulturama	pojačava	produkciju	MMP-9,	efekat	IL-23	na	pojačano	

lučenje	MMP-9	može	biti	indirektan	i	zahteva	učešće	T	limfocita	u	ovom	procesu.	

Uticaj	IL-23	na	MMP-9	je	jedan	od	mogućih	mehanizama	koji	dovode	do	ranog	

razvoja	emfizema	pluća	i	ukazuje	na	mogući	uticaj	Th-17	indukovanog	imunskog	

odgovora	u	razvoju	ovog	fenomena.		

	

Ključne	reči:		

HIV,	alveolarni	makrofagi,	interleukin-23,	matriks	metaloproteinaza-9,	emfizem,	T	

limfociti,	Th-17	
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Title:		

The	Role	of	Interleukin-23	in	the	Early	Development	of	Emphysema	in	HIV1+	

Smokers	

	

Summary:	

Matrix	metalloproteinase-9	(MMP-9)	is	up-regulated	in	alveolar	macrophages	(AM)	

of	HIV1+	smokers,	who	develop	emphysema	in	an	accelerated	time	frame	compared	

to	HIV1-	smokers.	The	epithelial	lining	fluid	(ELF)	of	HIV1+	smokers	has	increased	

levels	of	inflammatory	cytokines	compared	to	their	HIV1-	counterparts.	To	assess	

the	hypothesis	that	up-regulation	of	lung	cytokines	may	be	functionally	related	to	

the	increased	concentrations	of	MMP-9,	arrays	were	used	to	evaluate	relative	

cytokine	protein	levels	in	the	ELF	obtained	from	5	groups	of	individuals:	HIV1‾	

healthy	nonsmokers,	HIV1‾	healthy	smokers,	HIV1‾	smokers	with	early	emphysema,	

HIV1	+	nonsmokers,	and	HIV1	+	smokers	with	early	emphysema.	While	several	pro-

inflammatory	cytokines	were	increased	in	smoking	and	HIV1+	phenotypes,	

increased	levels	of	Th17-related	cytokines	such	as	IL-23	and	IL-17	represented	a	

common	finding	in	HIV1-	smokers	with	early	emphysema	as	well	as	in	HIV1+	

individuals	independently	of	their	smoking	history.	We	further	hypothesized	that	

IL-23	is	up-regulated	in	the	setting	of	HIV1	infection	and	that	this	pro-inflammatory	

cytokine	may	be	directly	correlated	to	increased	concentrations	of	MMP-9	in	the	

ELF	of	HIV1+	smokers	with	early	emphysema.	Relative	gene	expression	of	AM	IL-23	

is	significantly	increased	in	HIV1+	individuals,	with	a	trend	toward	even	greater	

expression	in	HIV1+	smokers	with	early	emphysema.	Infection	with	HIV1	laboratory	

strain	JRFL	in	vitro	induced	IL-23	expression	in	normal	AM.	With	the	knowledge	that	

AM	cultured	by	the	adherence	method	contain	a	small	number	of	other	cells,	

including	lymphocytes,	we	hypothesized	that	in	an	AM/lymphocyte	co-culture	

system	IL-23	would	up-regulate	MMP-9.		Stimulation	of	AM/lymphocyte	co-cultures	

with	IL-23	in	vitro	induced	increased	MMP-9	gene	expression	and	protein.	While	AM	

obtained	from	healthy	individuals	do	not	express	IL-23	receptors,	T	lymphocytes	

express	IL-23R	and	act	as	an	intermediary	to	up-regulate	AM	MMP-9.	This	
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mechanism	may	contribute	to	the	increased	tissue	destruction	in	the	lungs	of	HIV1+	

smokers	and	suggests	that	Th-17	related	inflammation	may	play	a	role.		

	

Key	words:		

HIV,	alveolar	macrophage,	Interleukin	IL-23,	matrix	metalloproteinase	MMP-9,	

emphysema,	T	lymphocytes,	Th-17	

	

	

Field:	

Pulmonology	

	

Focus:		

Immunology		
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1.	UVOD	
	

Uvođenjem	anti-retrovirusne	terapije	(ARV)	u	lečenju	osoba	inficiranih	HIV-1	

virusom,	životni	vek	obolelih	i	broj	infektivnih	komplikacija	uzrokovanih	

deficijencijom	imunskog	sistema	se	značajno	smanjio.	Istovremeno,	spektar	

hroničnih	oboljenja	u	ovoj	populaciji	je	značajno	proširen	tokom	protekle	

decenije.		Brojne	studije	su	pokazale	povećanu	incidencu	oboljevanja	od	odredjenih	

maligniteta,	plućne	arterijske	hipertenzije	(prema	grupisanju	Svetske	zdravstvene	

organizacije	grupa	I),	hronične	bubrežne	insuficijencije	i	srčanih	oboljenja	[1-6].		

Pored	ostalog,	HIV-1	pozitivni	pušači	imaju	povećan	rizik	oboljevanja	od	različitih	

hroničnih	oboljenja	pluća	[7],	a	posebno	hronične	obstruktivne	bolesti	pluća	(COPD)	

[8,	9].	Prve	studije,	objavljene	još	1992.	ukazale	su	na	povezanost	dugotrajne	

infekcije	HIV-om	i	emfizema	pluća	[10].	U	studiji	objavljenoj	nekoliko	godina	kasnije	

od	strane	iste	grupe	autora,	upoređivanjem	nalaza	kompjuterizovane	tomografije	

(CT)	pluća,	Diaz	i	saradnici	su	pokazali	da,	za	razliku	od	HIV-1	negativnih	

pacijenata	među	kojima	je	učestalost	emfizema	pluća	oko	2%,	u	populaciji	HIV-1	

pozitivnih	pacijenata	je	ovaj	procenat	daleko	viši,	čak	15%	[11].		

	

Najveća	studija	koja	je	ukazala	na	jasnu	povezanost	HIV	infekcije	i	razvoja	emfizema	

pluća	je	obavljena	u	populaciji	američkih	vojnih	veterana	(Veterans	Aging	Cohort	5	

Site	Study)	[9].	Ova	studija	je	identifikovala	HIV-1	infekciju	kao	značajan	faktor	za	

razvoj	COPD,	pre	svega	emfizema,	nezavisno	od	starosti,	rase	i	etničke	pripadnosti	

kao	ni	od	godina	pušačkog	staža,	istorije	korišćenja	narkotika	ili	alkoholizma.	Prema	

ovoj	studiji,	HIV-1	pozitivni	pušači	imaju	50%	povišene	šanse	da	obole	od	emfizema	

pluća.	Pored	pojačanog	rizika	za	razvoj	COPD,	HIV-1	infekcija	ubrzava	deterioraciju	

plućne	funkcije	kod	HIV	pozitivnih	osoba	sa	COPD	i	neke	od	skoro	objavljenih	

studija	[12]	ukazuju	na	potrebu	skrininga	u	cilju	ranog	otkrivanja	COPD	u	populaciji	

HIV-1	pozitivnih	pušača.	Na	osnovu	svih	ovih	informacija,	Američko	Torakalno	

Udruženje	(American	Thoracic	Society)	je	2010.	godine	izdalo	zvanično	saopštenje	u	

kome	se	HIV	infekcija	navodi	kao	nezavisan	faktor	rizika	za	razvoj	COPD.	
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1.1	Emfizem	i	hronična	obstruktivna	bolest	pluća		

	

Hronična	obstruktivna	bolest	pluća,	(engl.	chronic	obstructive	pulmonary	disease	-	

COPD),	predstavlja	heterogeni	skup	hroničnih	patoloških	promena	na	plućima	koji	

uključuje	oboljenje	proksimalnih	i	distalnih	disajnih	puteva	(bronhitis	i	bronhiolitis)	

i	plućnog	parenhima	(emfizem)	koji	nastaju	pod	uticajem	toksičnog	dejstva	

iritantnih	gasova	ili	inhaliranih	čestica	[13].	Klinički	posmatrano,	COPD	je	definisana	

na	osnovu	spirometrijske	analize	koja	pokazuje	obstrukciju	disajnih	puteva	koja	nije	

u	potpunosti	reverzibilna	[14].	Iako	na	spirometrijskim	vrednostima	zasnovan	

koncept	dijagnoze	COPD	može	biti	praktičan	iz	kliničke	perspektive,	jasno	je	da	je	

takav	pristup	i	rigidan,	jer	onemogućava	ranu	terapiju	osobama	u	čijim	plućima	

postoje	značajne	promene	uzrokovane	duvanskim	dimom	koje	će	kasnije	dovesti	do	

razvoja	klinički	evidentnog	COPD.	Tokom	poslednjih	godina	sve	više	pažnje	je	

usmereno	ka	ranoj	detekciji	i	ranoj	terapiji	promena	na	plućima	u	fazi	pre	nego	što	

je	obstruktivna	bolest	pluća	razvijena,	pre	svega	zbog	velikog	značaja	ove	bolesti	u	

pogledu	opšteg	morbiditeta	i	mortaliteta	ljudi	obolelih	od	COPD	[15].	U	tom	smislu,	

pravilno	tumačenje	ranih	simptoma	[16]	zajedno	sa	detektovanjem	ranih	

emfizematoznih	promena	i	hroničnog	zadebljanja	disajnih	puteva	na	kvantitativnoj	

CT	sken	analizi	[17]	ili	praćenje	stepena	sniženja	kapaciteta	membranske	difuzije	

[18]	dobija	sve	više	na	značaju	u	globalnoj	borbi	protiv	ove	bolesti	[16,	19].	Na	

globalnom	nivou,	COPD	je	jedna	od	najsmrtonosnijih	bolesti	obzirom	da	predstavlja	

četvrti	po	učestalosti	uzrok	smrti	u	svetu,	uz	tendenciju	ka	povećanju	prevalence		

tokom	narednih	godina	[20].	Iako	je	tačan	mehanizam	nastanka	emfizema	pluća		još	

uvek	nedovoljno	jasan,	brojna	istraživanja	pokazala	su	da	u	ovom	procesu	značajnu	

ulogu	igraju	mehanizmi		urođene	i	stečene	imunosti	koji	dovode	do	stanja	hronične	

lokalne	inflamacije	uz	učešće	brojnih	citokina,	prisustvo	disbalansa	između	proteaza	

i	njihovih	inhibitora,	anti-proteaza	u	plućnoj	mikrosredini,	kao	i	odnos	oksidantnih	

and	antioksidantnih	jedinjenja	[21,	22].		

	

Poremećen	odnos	proteaznih	enzima	i	njihovih	inhibitora	dovodi	do	razlaganja	

vezivnog	tkiva,	pre	svega	elastina,	što	predstavlja	jedan	od	ključnih	mehanizama	za	
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razvoj	emfizema	pluća.	Ova	teorija	je	podržana	činjenicom	da	u	eksperimentalnim	

životinjskim	modelima,	aplikacija	elastaze	u	plućima	laboratorijskih	životinja	

dovodi	do	razvoja	emfizema	[23,	24].	Takođe,	prisustvo	papaina	u	plućima	dovodi	

do	sličnog	efekta	[25].	Jedan	od	primera	koji	potvrđuje	da	proteazno-antiproteazni	

disbalans	dovodi	do	emfizema	pluća	je	Sindorm	deficijencije	α-1-antitripsina,	jednog	

od	glavnih	anti-proteaznih	enzima.	Još	pre	više	od	pola	veka,	pokazano	je	da	

nedostatak	ovog	enzima	dovodi	do	razvoja	emfizema	pluća	i	kliničkog	sindroma	

plućne	insuficijencije	[26],	a	purifikovani	humani	α-1	anti-tripsin	se	već	godinama	

koristi	u	lečenju	odmaklih	stadijuma	emfizema	među	pacijentima	sa	nedostatkom	

ovog	enzima	[27].	Uticaj	spoljašnjih	faktora	takođe	može	biti	neophodni	stimulans	

koji	dovodi	do	proteazno-antiproteaznog	disbalansa.	Duvanski	dim	u	plućima	se	

smatra	jednim	od	glavnih	induktora	infiltracije	plućne	mikrosredine	inflamatornim	

ćelijama;	ove	ćelije	tada	produkuju	proteazne	enzime	čija	aktivnost	u	tom	slučaju	

dominira	u	odnosu	na	aktivnost	anti-proteaza	[28].		
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Slika	 1:	 Proteolitički	 balans	 u	 plućima:	 Dejstvo	 tkivnih	 inhibitora	

metaloendopeptidaza	 unosi	 ravnotežu	 u	 odnosu	 na	 proteolitički	 potencijal	

metaloendopeptidaza	 kao	 što	 su	 matriksne	 metaloproteinaze	 (MMP).	 Promene	 u	

koncentracijama	 proinflamatornih	 i	 antiinflmatornih	 citokina	 oslikavaju	 poremećaj	

proteazno-antiproteaznog	balansa	u	organizmu.	

	

	

1.2	Metaloproteinaze	

	

Pedeset	procenata	proteazne	aktivnosti	u	alveolarnoj	mikrosredini	potiče	od	strane	

matriksnih	metaloproteinaza	(MMP)	[29].	Metaloproteinaze	predstavljaju	grupu	

matriks-proteinaznih	enzima	koji	razgrađuju	ekstraćelijski	matriks.	Ova	grupa	

enzima	se	sintetiše	u	latentoj	formi	(zimogeni)	i	oslobadja	u	ekstraćelijski	matriks	u	
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formi	proenzima	koji	zahtevaju	aktivaciju	pre	ispoljavanja	svog	dejstva.	Ovi	enzimi	

su	podeljeni	u	subklase	prema	specifičnosti	i	strukturnim	razlikama	na:	kolagenaze	

(MMP-1,	8,	13),	stromelizine	(MMP-3,10,11),	matrilizine	(MMP-7),	želatinaze	(MMP-

2,	9)	[30].	Značaj	MMP	prevazilazi	prostu	razgradnju	ćelijskog	matriksa	obzirom	da	

ovi	enzimi	igraju	važnu	ulogu	u	procesuiranju	različitih	bioaktivnih	molekula	[30-

32].	MMP	mogu	da	učestvuju	u	obradi	ćelijskih	receptora,	aktivaciji	i	deaktivaciji	

citokina	i	hemokina	kao	i	oslobađanju	apoptotskih	liganda.	Samim	tim,	ovi	enzimi	

direktno	utiču	na	ćelijsku	proliferaciju,	migraciju,	diferencijaciju,	apoptozu	i	imunski		

odgovor.	Tkivni	inhibitori	metaloproteinaza	(TIMP)	predstavljaju	grupu	specifičnih	

endogenih	inhibitora	metaloproteinaza	koji,	u	patološkim	uslovima	disregulisane	

aktivnosti	MMP,	igraju	važnu	ulogu	u	neutralizaciji	aktivnosti	metaloproteinaza	

[33].		

	

Želatinaza	MMP-9	(takođe	poznata	kao	želatinaza	B	–	GELB)	razgrađuje	proteine	

kao	što	su	kolagen	tipa	IV,	elastin,	vitronektin,	ali	i	druge	proteine	koji	nisu	

strukturni	delovi	matriksa,	kao	što	su	hemokini	[34,	35].	Konstitutivna	ekspresija	

gena	za	MMP-9	je	karakteristična	za	neutrofile,	makrofage,	endotelne	ćelije,	ali	je	

poznato	da	je	ovaj	gen	inducibilan	u	endotelnim	ćelijama,	fibroblastima	itd.	MMP-9	

je	prisutna	u	malim	koncentracijama	u	normalnim	plućima,	međutim	njen	nivo		je	

značajno	povišen	u	različitim	plućnim	oboljenjima	kao	što	su	astma,	idiopatska	

plućna	fibroza	(IPF)	i	COPD	[34].	Takođe,	još	jedna	značajna	uloga	MMP-9	je	u	

njenom	doprinosu	razvoju	tumora,	angiogenezi,		invaziji	okolnih	tkiva	i	

metastaziranju	[36].	Na	osnovu	studija	na	miševima	deficijentnim	za	MMP-9,	ova	

proteinaza	igra	ulogu	u	migraciji	ćelija	epitla	bronhija,	destrukciji	i	permeabilosti	

alveola	[34].	

	

Patohistološki	gledano,	ireverzibilni	gubitak	alveolarnih	površina	i	gubitak	plućnog	

elastina	predstavljaju	osnovnu	karakteristiku	emfizema	pluća.	MMP-9,	zajedno	sa	

MMP-2	i	MMP-12,	razgrađuje	elastin.	Pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	imaju	

povećan	broj	neutrofila	i	aktiviranih	makrofaga	u	tečnosti	bronhoalveolarnog	lavata	

(BAL),	a	stepen	opadanja	plućne	funkcije	direktno	koreliše	sa	povećanim	
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prisustvom	obe	pomenute	vrste	ćelija	[37].	MMP-9,	kao	elastolitički	enzim	

sekretovan	od	strane	i	makrofaga	i	neutrofila,	ima	veliki	značaj	u	razvoja	emfizema	

pluća.		

	

Povišen	nivo	MMP-9	u	tečnosti	bronho-alveolarnog	lavata	je	dokazan	među	

pušačima	i	pušačima	sa	emfizemom	pluća	[29,	38,	39].	Ispitivanjem	makrofaga	

izolovanih	iz	pluća	pušača,	pokazano	je	da	duvanski	dim	pojačava	produkciju	MMP-

9	u	ovim	ćelijama	[40].	Činjenica	da	su	povišene	koncentracije	MMP-9	prisutne	u	

mikrosredini	emfizematoznih	pluća	ne	znači	da	MMP-9		igra	samo	negativnu	ulogu	u	

razvoju	emfizema;	mogućnost	kompleksne	uloge	MMP-9	u	modulaciji	drugih	enzima	

i	citokina	je	značajan	i	ova	uloga	može	biti	suštinski	značajna	u	procesima	

destrukcije	i	popravke	tkiva	pluća	[34].	U	skladu	sa	tim,	stoji	i	podatak	da	povišene	

koncentracije	MMP	korelišu	sa	citokinskim	disbalansom	koji	rezultuje	u	povišenoj	

koncentraciji	inflamatornih	citokina	[32,	41].		

	

1.3	Inflamatorne	ćelije	u	COPD	

	

Hronična	inflamacija	respiratornog	sistema	u	COPD	se	karakteriše	akumulacijom	

neutrofila,	makrofaga	i	limfocita,	posebno	u	distalnim	disajnim	putevima	[42].	

Tečnost	bronho-alveolarnog	lavata	pluća	pušača	sadrži	povišen	broj	ćelija	u	odnosu	

na	BAL	nepušača	[43].	Najveći	procenat	leukocita	koji	infiltrišu	bronhijalni	epitel	i	

submukozu	čine	mononuklearne	ćelije	koje	se	sastoje	prevashodno	od	makrofaga	i	

T	limfocita,	dok	neutrofili	predstavljaju	manji	procenat	[13].	Pojačano	prisustvo	

neutrofila	u	tečnosti	BAL	je	uobičajeno	među	pušačima	[28],	međutim	funkcionalni	

status	ovih	ćelija	može	biti	kompromitovan	u	određenim	situacijama	[42].	Pojačano	

prisustvo	eozinofila	se	mnogo	češće	susreće	među	osobama	obolelim	od	astme,	i	

karakteriše	astma-COPD	overlap	syndrome	(ACOS),	međutim	ova	pojava	nije	

neuobičajena	u	plućima	pušača	sa	COPD	i	često	koreliše	sa	dobrim	kliničkim	

odgovorom	na	terapiju	steroidima	[44].		
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Alveolarni	makrofagi	(AM)	predstavljaju	procentualno	najbrojnije	(oko	90%)	ćelije	

u	tečnosti	BAL	nepušača	i	istovremeno	predstavljaju	glavne	i	neposredne	izvršioce	

urođenog	imunskog	odgovora	[45].	U	BAL	tečnosti	pušača	sa	emfizemom	pluća	

njihov	procenat	može	biti	smanjen	u	korist	limfocita	ili	neutrofila,	međutim	

apsolutni	broj	ovih	ćelija	je	i	delje	višestruko	povećan,	a	njihov	broj	koreliše	sa	

stepenom	uznapredovalosti	COPD	[13].	Ove	ćelije	predstavljaju	osnovu	nespecifične	

odbrane	pluća,	to	jest,	imaju	ulogu	glavnih	čuvara	alveolarno-krvne	barijere	od	

respiratornih	patogena.	Alveolarni	makrofagi	mogu	da	eliminišu	male	čestice	

tipičnih	mikroorganizama	koji	u	normalnim	uslovima	bivaju	svakodevno	aspirirani.	

Ova	eliminacija	patogena	odvija	se	putem	fagocitoze	i	intraćelijskog	ubijanja	

mikroba	ili	putem	produkcije	kiseoničnih	metabolita,	lizozima,	antimikrobnih	

peptida	i	proteaza.	U	slučaju	susretanja	velikog	broja	infektivnih	čestica	ili	vrlo	

virulentnih	patogena	koji	ne	mogu	biti	neutralisani	od	strane	samih	alveolarnih	

makrofaga,	ove	ćelije	se	aktiviraju	i	sekretuju	brojne	citokine,	hemokine,	metabolite	

arahidonične	kiseline	i	metaloproteinaze,	na	taj	način	angažujući	druge	vrste	ćelija	i	

inicirajući	aktivaciju	odgovora	sistema	stečene	i	urođene	imunosti.	

	

	

1.4	Uloga	specifične	imunosti	u	COPD	i	Th-17	imunski	odgovor	

	

T-ćelije	igraju	značajnu	ulogu	u	razvoju	emfizema	pluća	[46]	ukazujući	na	značaj	

sistema	stečene	imunosti	u	ovom	procesu.	Odnos	CD8+	and	CD4+	T	limfocita	je	

promenjen	u	korist	CD8+	ćelija	[47],	a	broj	regulatornih	T-ćelija	i	ekspresija	FoxP3	

proteina	su	uvećani	u	ćelijama	izolovanim	putem	BAL	[48,	49].	T	limfociti	izolovani	

iz	sputuma	pušača	su	aktivirani	i	mogu	da	sekretuju	TNF-α,	perforine	i	granzime	

[50].	

	

CD4+	T	limfociti	se,	nakon	aktivacije	i	sazrevanja,	razvijaju	u	različite	T-ćelijske	

podtipove	sa	specifičnim	citokinskim	profilom	i	efektornim	ulogama.	Sve	do	

nekoliko	godina	unazad,	postojalo	je	uverenje	da	su	efektorske	T-ćelije	podeljene	na	

Th-1	i	Th-2	podtip	na	osnovu	svojih	fukcija	i	spektra	citokina	koje	sekretuju	
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{Harrington,	2006	#65},	pri	čemu	je	COPD	generalno	smatran	za	oboljenje	

karakterisano	pretežno	Th-1	imunitetom.	Regulatorne	T-ćelije,	CD4+CD25+FoxP3+	

su	po	citokinskom	profilu	koji	dodvodi	do	njihove	diferencijacije	donekle	slične	

Th17	ćelijama,	a	istovremeno	antagonizuju	Th-17	ćelije	[51-53]{Oukka,	2007	#240}.	

Razvoj	Th-17	imunskog	odgovora	inhibira	diferencijaciju	T-regulatornih	ćelija	tako	

da	je	poremećen	odnos	ova	dva	sistema	identifikovan	u	mnogim	hroničnim	

patološkim	stanjima.	Diferencijacija	Th-17	ćelija	je	zavisna	o	TGF-β	(kao	i	

diferencijacija	T	regulatornih	ćelija),	IL-1ß,	IL-6	i	verovatno	IL-21.	Rast	i	stabilizacija	

Th-17	imunskih	ćelija	je	zavisna	o	IL-23,	kao	i	transkripcionim	faktorima	STAT-3,	

RORγt	i	RORα	[52,	53].	Citokini	koji	stimulišu	razvoj	Th-1	ćelija	kao	što	su	IFN-γ	i	IL-

4,	inhibiraju	diferencijaciju	Th-17	ćelija	[52,	54].	Th-17	ćelije	produkuju	interleukine	

IL-17F,	IL-17A	i	IL-22	koji	igraju	značajnu	efektorsku	ulogu	u	procesima	inflamacije	

tkiva	u	akutnim	infekcijama,	no	isto	tako	igraju	značajnu	ulogu	u	procesima	

inflamacije	tokom	autoimunskih	procesa.	Th-17	ćelije	sekretuju	interleukin	IL-21	

koji	predstavlja	jedan	od	značajnih	citokina	kojim	Th-17	ćelije	komuniciraju	sa	

ostalim	ćelijama	imunskog	sistema.		
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Slika	2:	Th	ćelijski	imunski	odgovor:	Pored	Th-1	(prethodno	označen	kao	Tip	I)	i	Th-2	

(prethodno	 Tip	 II),	 i	 Th-17	 i	 FoxP3	 (T-regulatorni)	 su	 prepoznati	 kao	 putevi	

specifičnog	razvoja	 i	 sazrevanja	CD4	T	 limfocita.	Kao	posledica	 izlaganja	organizma	

infektivnim	 agensima	 ili	 različitim	 stimulansima	 imunskog	 sistema,	 T-ćelije	 se	

diferenciraju	u	jedan	od	ovih	odgovara,	na	taj	način	angažujući	različite	citokine	koji	

dalje	aktiviraju	različite	ćelije	sistema	urođene	ili	stečene	imunosti.	

	

	

Značaj	Th-17	imunskog	odgovora	je	prvobitno	opisan	u	patološkim	stanjima	kao	što	

su	multipla	skleroza	i	eksperimentalni	autoimunski	encefalomijelitis	(EAE),	

psorijaza,	reumatoidni	artritis	ili	Kronova	bolest	[55].	Daljim	istraživanjem	je	

utvrđena	uloga	Th-17	ćelijskog	imunskog	odgovora	na	nivou	antibakterijske	

imunosti	na	epitelnim	i	mukoznim	barijerama	[56].	Th-17	ćelije	imaju	ulogu	u	
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aktivaciji,	regrutaciji	i	migraciji	neutrofila.	Sistemski	nedostatak	Th-17	ćelija	vodi	do	

razvoja	oportunističkih	infekcija	[57-60].	Snažna	indukcija	inflamacije	od	strane	Th-

17	ćelija	može	biti	umešana	u	karcinogenezu	[61].	Prethodno	otkriću	Th-17	ćelija,	

mnogobrojni	efekti	hronične	inflamacije	bili	su	pripisani	inteleukinu	IL-12	koji	

karakteriše	Th-1	odgovor.	Saznanjem	da	p40,	jedan	od	dva	molekula	koji	čine	IL-12,	

u	kombinaciji	sa	molekulom	p19	čini	interleukin	IL-23,	postalo	je	očigledno	da	neki	

od	efekata	prethodno	pripisivani	su	IL-12	ustvari	efekti	IL-23	[62].	Pored	zajedničke	

subjedinice,	IL-23	i	IL-12	dele	i	neke	zajedničke	funkcije:	oba	citokina	su	

sekretovana	od	strane	dendritskih	ćelija	i	makrofaga	u	odgovor	na	različite	

endogene	signale	[63],	sa	tim	da	IL-12	indukuje	razvoj	Th-1	imunskog	odgovora,	a	

IL-23	igra	značajnu	ulogu	u	ekspresiji	i	lučenju	pro-inflamatornog	citokina	IL-17.	Na	

osnovu	istraživanja	u	oblasti	EAE,	koji	predstavlja	mišiji	model	multiple	skleroze,	

utvrđeno	je	da	IL-23	igra	značajnu	ulogu	u	održavanju	hronične	inflamacije	[64],	a	

daljim	istraživanjem	je	njegova	uloga	potvrđena	u	drugim	inflamatornim	stanjima	

kao	što	su	artritis,	intestinalna	inflamacija	i	psorijaza	[65-67].		

	

IL-23	je	važna	veza	između	urođene	i	stečene	imunosti.	Iako	tačna	funkcija	ovog	

citokina	nije	u	potpunosti	objašnjena,	izvesno	je	da	nedovoljna	ekspresija	IL-23	

može	dovesti	do	neadekvatnog	imunskog	odgovora	u	odbrani	organizma	od	brojnih	

patogena	[58,	68],	dok	prekomerna	ekspresija	ovog	citokina	može	dovesti	do	

brojnih	autoimunskih	fenomena.	Veoma	pojačana	ekspresija	p19	gena	u	transgenim	

miševima	dovodi	do	zaostajanja	u	razvoju,	sistemske	inflamacije,	infertiliteta	i	smrti	

pre	3	meseca	starosti	[69].	IL-23	je	eksprimiran	i	sekretovan	od	strane	aktiviranih	

makrofaga	i	dendritiskih	ćelija.	IL-23	receptor	(receptor	za	p19	subjedinicu)	je	

eksprimiran	od	strane	memorijskih	ali	ne	i	naivnih	T-ćelija.		Alveolarni	makrofagi	

eksprimiraju	IL-23	nakon	što	su	izloženi	antigenima	mikobakterija,	što	može	

ukazati	na	imunostimulatornu	ulogu	ovog	citokina	tokom	akutne	infekcije	[70].	

Uloga	IL-23	u	patologiji	plućnih	bolesti	nije	dovoljno	razjašnjena,	ali	je	izvesno	da	

igra	određenu	ulogu	u	interakciji	sa	Th-2	odgovorom	u	regulisanju	aktivnosti	

alergijske	astme	[71],	tuberkuloze	[72],	Mycoplasma	pneumoniae	infekciji	[73],	
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hroničnoj	infekciji	mukoidnim	Pseudomonas	aeruginosa	u	cističnoj	fibrozi	[74],	

karcinoma	pluća	[75,	76]	i	sarkoidozi	[77].	

	

	
Slika	3:	Interleukin	23	se	sastoji	od	dve	subjedinice,	p40,	koju	ovaj	citokin	deli	sa	IL-12,	

i	p-19,	specifičnom	za	IL-23.	Receptor	za	IL-23	se	takođe	sastoji	od	dve	subjedinice	od	

kojih	je	jedna,	IL-12Rβ1	zajednička	za	ovaj	citokin	i	IL-12	

	

COPD	je	tradicionalno	smatrana	za		hronično	inflamatorno	stanje	vezano	za	Th-1	

imunski	odgovor.	Iako	značaj	uloge	Th-17	imunosti	u	razvoju	COPD	nije	detaljno	

utvrđen	do	današnjeg	dana,	izvesno	je	da	COPD	predstavlja	poremećaj	ne	samo		Th-

1	imunog	sistema,	već	uključuje	i	disbalans	sistema	urođene	imunosti,	kao	i	odnosa	

T-regulatornih	i	Th-17	ćelija.	Tokom	prethodnih	godina,	istraživanja	su	pokazala	da	

su	nivoi	IL-17	citokina	povišeni	među	COPD	pacijentima	[53,	78,	79].	Takođe,	u	

eksperimentima	u	kojima	su	miševi	izloženi	duvanskom	dimu,	nivoi	IL-17	bili	su	

povišeni	u	serumu;	genetski	modifikovani	miševi	bez	IL-17	gena	(knock-out)	su	

zaštićeni	od	razvoja	emfizema	pluća		pod	uticajem	duvanskog	dima	[78].	

Intranazalna	aplikacija	IL-23	u	mišjim	modelima	čega	pojačava	nivoe	MMP-9	u	
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supernatantima	tečnosti	BAL,	a	alveolarni	makrofagi	ovih	miševa	pojačano	

eksprimiraju	IL-17	[80].	

	

In	vitro,	patogene	bakterije	poput	Haemophilus	ili	Moraxella	species	indukuju	3-5	

veću	produkciju	IL-23	od	strane	plućnih	dendritskih	ćelija	u	odnosu	na	standardnu	

nepatogenu	bakterijsku	floru	[81],	što	ukazuje	na	mogućnost	da	hronična	

kolonizacija	patogenim	bakterijama	vodi	do	pojačanja	inflamacije,	što	dalje	dovodi	

do	razvoja	COPD	ili	čak	karcinoma	pluća	[82,	83].	

	

	

1.5	HIV-1	infekcija	i	COPD	

	 	 	 	

Postoje	brojne	teorije	koje	objašnjavaju	uticaj	HIV-a	na	ubrzani	razvoj	COPD	među	

obolelim	pušačima.	Određena	grupa	autora	je	sklona	da	razvoj	COPD	u	ovoj	

populaciji	pripiše	infekcijama	od	kojih	HIV	oboleli	pacijenti	oboljevalju;	prema	

nekim	od	ovih	hipoteza,	plućne	infekcije	dovode	do	multiplih	epizoda	inflamacije	i	

povrede	plućnog	tkiva	što	dovodi	do	razvoja	COPD	[84].		Među	sličnim	hipotezama,	

interesantna	je	ona	koja	kontinuiranu	kolonizaciju	disajnih	puteva	sa	Pneumocystis	

Jiroveci	povezuje	sa	kontinuiranom	inflamacijom	koja	doprinosi	razvoju	COPD	[85].	

Druga	grupa	autora	veruje	da	sama	HIV-1	infekcija	doprinosi	kontinuiranom	

inflamatornom	stanju	u	disajnim	putevima	zbog	povišenog	relativnog	broja	CD8+	T	

ćelija	i	povišenih	koncentracija	IFN-γ	[86],	ili	poremećenog	balansa	antioksidantnih	

materija	[87]	ili	putem	indukovanja	apoptoze	endotelnih	ćelija	[88].		

	

Izvesno	je	da	alveolarni	makrofagi	igraju	značajnu	ulogu	u	HIV-1	infekciji.	Pre	svega,	

AM	su	podložni	infekciji	HIV-1	zbog	činjenice	da	na	svojoj	površini	eksprimiraju	

CD4,	CCR5	i	CXCR4	receptore	koji	omogućuju	ulazak	HIV-1	u	ćeliju	[89].	Iako	je	

procenat	HIV-1	inficiranih	AM	kod	osoba	sa	dobro	kontrolisanom	hroničnom	HIV-1	

infekcijom	ustvari	relativno	mali	[89],	izvesno	je	da	je	fagocitna	sposobnost	

inficiranih	AM	delimično	kompromitovana	[90-92].	Snižena	ekspresija	CD206	i	HLA-

DR	koja	je	posledica	infekcije	AM	HIV-1	virusom	je	jedno	od	mogućih	objašnjenja	
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modifikovane	funkcionalnosti	AM	kod	zaraženih	osoba.	Takođe,	povišeni	nivoi	TNF-

α	koji	predstavljaju	posledicu	snižene	fosforilacije	ERK1/2	mogu	da	kompromituju	

adekvatnost	imunskog	odgovora	na	bakterijsku	infekciju	[93].	

	

Na	osnovu	objavljenih	podataka		izvesno	je	da	matriksne	metaloproteinaze		

doprinose	razvoju	patološkim	promenama	u	različitim	organima	uzrokovanim	HIV-

infekcijom	i	to	putem	remodelovanja	ekstraćelijskog	matriksa	[94].	MMP	su	

povezane	sa	patogenezom	Kapoši	sarkoma,	učestvuju	u	razvoju	dentalne	patologije,	

HIV	nefropatije,	kao	i	mogućim	procesima	angiogeneze	i	tumorskog	napredovanja.	

HIV-1	inficirani	makrofagi	pokazuju	indukciju	ekspresije	MMP-9	i	MMP-12	u	

poređenju	sa	neinficiranim	AM	[95].	Na	modelu	HIV-indukovane	encefalopatije	kod	

pacova,	pokazano	je	da	gp120	utiče	na	pojačanu	ekspresiju	MMP-2	i	MMP-9	u	kojim	

ćelijama	[96].	Prema	prethodno	publikovanim	podacima	iz	laboratorije	u	kojoj	je	i	

ova	studija	rađena	(dr	Ronald	Crystal	laboratorija,	Weill	Cornell	Medical	College,	

Njujork,	SAD),	koncentracija	MMP-9	u	tečnosti	alveolarnog	lavata,	kao	i	genska	

ekspresija	MMP-9	u	kojim	uzorcima	su	značajno	povećane	kod	HIV-1	pozitivnih	

pušača	sa	emfizemom	pluća	u	odnosu	na	HIV-1	negativne	pušače	sa	emfizemom	

pluća	[38].		

	

	

1.6	Th-17	imunski	odgovor	u	HIV-1	infekciji	

	

Izvesno	je	da	Th-17	imunski	odgovor	igra	značajnu	ulogu	u	organizmu	inficiranom	

HIV-1	virusom.	Istraživanje	uloge	ovog	odgovora	na	ljudima	su	pokazala	da	

nedostatak	Th-17	ćelija	dovodi	do	diseminacije	patogena	iz	gastrointestinalnog	

trakta	i	progresije	HIV	infekcije	[97].	Th-17	ćelije	su	lokalizovane	u	mukozi	pluća	i	

creva,	a	HIV-1	infekcija	vodi	do	značajnog	gubitka	Th-17	ćelija	u	ovim	tkivima	[98,	

99].	I	pored	toga,	izvesno	je	da	totalni	broj	CD4+	ćelija	u	tečnosti	BAL	nije	smanjen	u	

plućima	obolelih	od	HIV-1	u	odnosu	na	pluća	zdravih	ljudi	[100,	101].	Poznato	je	da	

IL-17	indukuje	produkciju	MMP-9	u	želudačnoj	mukozi	in	vitro,	a	IL-17	blokirajuće	
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antitelo,	odnosno	IL-17RO	knock-out	genetski	modifikovani	miševi	imaju	snižene	

nivoe	MMP	[97,	102].		

	

Na	osnovu	ovih	podataka	koji	ukazuju	na	mogući	značaj	Th-17	imunskog	odgovora	u	

razvoju	COPD	i	evoluciji	HIV-1	infekcije,	odlučili	smo	da	ispitamo	mogućnost	

združenog	efekta	ovih	patoloških	stanja	koje	vodi	do	ubrzanog	razvoja	emfizema	

među	HIV-1	obolelim	pušačima	kao	i	ulogu	Th-17	imunskog	odgovora	u	ranom	

razvoju	ove	bolesti.	U	cilju	određivanja	uloge	različitih	fenotipskih	karakteristika	

koje	mogu	da	utiču	na	nivoe	MMP-9	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	

emfizemom	pluća,	odlučili	smo	da	analiziramo	citokinski	profil	BAL	među	osobama	

koji	predstavljaju	pet	fenotipskih	grupa:	HIV-1	negativne	nepušače	(NP),	HIV-1	

pozitivne	nepušače	(H+NP),	HIV-1	pušače	(P),	HIV-1	negativne	pušače	sa	ranim	

emfizemom	pluća	(PRE)	i	HIV-1	pozitivne	pušače	sa	ranim	emfizemom	pluća	

(H+PRE)	i	uporedimo	eventualne	razlike	među	ovim	fenotipovima.		
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2.	CILJEVI	ISTRAŽIVANJA:			
	

Činjenica	da	potvrda	HIV-1	pozitivnog	serološkog	statusa	ne	predstavlja	“smrtnu	

presudu”	kao	što	je	to	bio	slučaj	do	nekoliko	godina	unazad,	otvorila	je	mogućnost	

observacije	dugotrajnih	posledica	HIV	infekcije	i	povišene	incidence	različitih	

hroničnih	oboljenja.	HIV-1	pozitivni	pušači	imaju	pojačanu	predispoziciju	ka	

razvitku	emfizema	pluća	u	odnosu	na	pušače	sa	istim	nivoom	izloženosti	duvanu	

koji	su	HIV-1	negativni,	čak	i	kada	se	svi	faktori	uticaja	spoljne	sredine	i	životnog	

stila	uzmu	u	obzir.	Pošavši	od	dostupnih	podataka	koji	ukazuju	da	su	proteazni	i	

citokinski	balans	kompromitovani	kod	ovih	osoba,	t.j.	činjenice	da	supernatanti	

bronhoalveolarnih	lavata	ovih	osoba	sadrže	povišene	koncentracije	

metaloproteinaza	i	različitih,	pre	svega	Th-17	indukujućih	citokina,	odlučili	smo	da	

istražimo	uzročno-posledičnu	vezu	između	ovih	fenomena.		Ovim	su	postavljeni	

sledeći	ciljevi:	

	

– Istražiti	etiologiju	i	molekularno-biološku	osnovu	ranog	razvoja	emfizema	

pluća	među	HIV-1	pozitivnim	pušačima	

– Utvrditi	citokinski	profil	i	razlike	u	prisustvu	citokina	među	različitim	

kliničkim	fenotipovima	koji	uključuju	nepušače,	pušače	i	pušače	sa	ranim	

emfizemom	koji	su	HIV-1	pozitivni	ili	HIV-1	negativni	

– Utvrditi	osnovu	citokinskog	disbalansa	koji	dovodi	do	pojačanog	prisustva	

MMP-9	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača	

– Utvrditi	ulogu	Th-17	imunskog	odogovora	u	razvoju	emfizema	pluća	među	

HIV-1	inficiranim	pušačima		

– Utvrditi	mogući	uticaj	i	mehanizam	dejstva	IL-23	na	produkciju	MMP-9	u	

alveolarnim	makrofagima		
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Da	bismo	ostvarili	ove	ciljeve,	formulisali	smo	radne	hipoteze:	

	

1. Infekcija	virusom	HIV-1	koreliše	sa	pojačanim	inflamatornim	odgovorom	u	

alveolarnoj	mikrosredini	pluća		

2. Citokini	koji	karakterišu	stanje	hronične	inflamacije	putem	Th-17	imunskog	

odgovora	igraju	značajnu	ulogu	u	ovom	procesu		

3. IL-23,	jedan	od	ključnih	citokina	koji	karakterišu	razvoj	Th-17	imunskog	

odgovora,	pojačano	je	prisutan	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača	u	odnosu	na	

HIV-1	negativne	pušače	

4. Prisustvo	IL-23	ima	direktan	uticaj	na	pojačanu	produkciju	MMP-9	u	plućima	

HIV-1	pozitivnih	pušača	

5. Citokinski	disbalans	koji	dovodi	do	povišenih	koncentracija	IL-23	doprinosi	

ranom	razvoju	emfizema	pluća	medju	HIV-1	pozitivnim	pušačima	putem	

pojačane	ekspresije	MMP-9	
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3.	MATERIJAL	I	METODE:		
	

3.1	Koncept	studije	

	

Studija	je	sponzorisana	od	strane	Nacionalnog	instituta	za	zdravlje	Sjedinjenih	

Američkih	Država	(NIH,	National	Institute	of	Health),	odobrena	je	od	strane	Weill	

Cornell	Institucionalnog	Etičkog	Odbora	za	nadgledanje	kliničkog	istraživanja	

(Institutional	Review	Board,	IRB)	i	sprovedena	je	u	skladu	sa	Helsinškom	

deklaracijom.	Ova	translaciona	studija	uključuje	višegodišnju	analizu	promena	u	

plućnoj	mikrosredini	među	pušačima.	Ispitanici	različitih	kliničkih	fenotipova	su	

podvrgnuti	serijskim	bronhoskopijama	kojima	su	sakupljani	uzorci	BAL	tečnosti.	

Eksperimentalne	procedure	su	rađene	pri	Institutu	za	Genetiku,	Weill	Cornell	

Medical	College	u	Njujorku,	SAD	u	periodu	2007	-	2016.	

	

	

3.2	Ispitanici	

	

Svi	kandidati	za	učešće	u	studiji	su	evaluirani	pri	Weill	Cornell	NIH	Centru	za	

klinička	i	translaciona	istraživanja	i	Centru	za	kliničko	istraživanje	Katedre	za	

genetsku	medicinu	ovog	Univerziteta.	Etički	odbor	ustanove	(IRB	broj	1204012331,	

“Collection	of	Airway,	Blood	and/or	Urine	Specimens	from	Subjects	for	Research	

Studies”)	je	prethodno	odobrio	sve	protokole	korišćene	u	studiji.	Nakon što je svaki 

pacijent detaljno upoznat sa svim postupcima i rizicima učešća u studiji, dobrovoljni 

obavešteni pristanak je dobijen potpisom pacijenta u prisustvu svedoka.  

	

U	okviru	evaluacije	kandidata,	svaki	potencijalni	ispitanik	je	prošao	niz	testova	

kojima	smo	utvrdili	podobnost	za	dalje	učešće	u	projektu.	Uzimanjem	detaljne	

anamneze,	kandidati	trenutno	oboleli	od	akutnih	plućnih	infekcija,	tumora,	loše	

kontrolisane	HIV-1	infekcije	ili	drugih	značajnih	hroničnih	oboljenja	su	eliminisani	

iz	daljeg	učešća	u	studiji.	Aktivno	kozumiranje	inhalacionih	ili	intravenskih	droga,	
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konzumiranje	značajnih	količina	alkohola	ili	značajna	istorija	izlaganja	inhalacionim	

iritansima	ili	okupacionim	hazardima	su	takođe	bili	razlozi	za	eliminaciju	iz	dalje	

participacije	u	studiji.	Svaki	ispitanik	je	prošao	detaljan	lekarski	pregled	uz	analizu	

osnovnih	laboratorijskih	testova,	test	plućne	funkcije,	elektrokardiogram	i	

radiološki	pregled	pluća.	Na	ovaj	način	su	isključena	druga	aktivna	oboljenja	i	

utvrđena	sposobnost	ispitanika	da	toleriše	invazivne	procedure	kao	što	je	

bronhoskopija	dok	su,	istovremeno,	ispitanici	stratifikovani	u	različite	grupe	na	

osnovu,	prema	prethodno	utvrđenim	kriterijumima	prepoznatih	kliničkih	

fenotipova.	Analiza	krvi	je	uključivala	kompletnu	krvnu	sliku,	parametre	

koagulacije,	elektrolite	uključujuči	testove	bubrežne	i	hepatičke	funkcije,	HIV-1	

status	i,	u	slučaju	pozitivnog	testa,	broj	virusnih	čestica	i	broj	CD4+	ćelija,	hepatitis	

skrining	(A,	B	i	C),	anti-nuklearna	antitela,	sedimentaciju	i	reumatoidni	faktor.	

Pušački	status	je	verifikovan	i	usklađen	prema	nivou	nikotina	i	njegovog	derivata	

kotinina	u	urinu,	kao	i	nivou	karboksihemoglobina	u	krvi.	Testovi	plućne	funkcije	su	

rađeni	i	tumačeni	prema	preporuci	Američkog	torakalnog	udruženja	(American	

Thoracic	Society,	ATS)	[103-106].	Pušačima	sa	niskom	membranskom	difuzijom	

(DLCO)	<80%	predviđenih	vrednosti	je,	ukoliko	je	to	moguće,	preporučena	

kompjuterizovana	tomografija	pluća	(CT	sken)	koja	je	urađena	u	većini	slučajeva.	

Učesnici	u	studiji	su	podvrgnuti	serijskim	(maksimalno	četiri)	bronhoskopijama	uz	

korišćenje	kontrolisane	anestezije	pri	kojima	su	uzimani	uzorci	proksimalnih	i	

distalnih	epitela	disajnih	puteva	i	i izvršen bronhoalveolarni	lavat	distalnih	disajnih	

puteva.	

	

Sve	osobe	uključene	u	studiju	su	podeljene	u	pet	kliničkih	fenotipova	a	njihove	

karakteristike	i	demografski	podaci	su	prikazani	u	Tabeli	1:	

	

a)	HIV-1	pozitivni	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	(H+PRE):	Ova	grupa	(n=8)	

uključuje	osobe	koje	su	HIV-1	pozitivne	i	aktivni	pušači.	Kao	i	svi	ostali	HIV-1	

pozitivni	učesnici	u	studiji,	ove	osobe	su	aktivno	lečene	sa	antivirusnom	HAART	

(Highly Active Anti-Retroviral Therapy) terapijom.	Svaki	od	učesnika	je	prošao	

testove	plućne	funkcije	koji	su	pokazali	normalne	rezultate	spirometrije	uključujući	
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normalnu	FEV1	(forced	expiratory	volume	in	1	sec),	FVC	(forced	vital	capacity),	odnos	

FEV1/FVC	kao	i	totalni	plućni	kapacitet	(TLC),	međutim	snižene	vrednosti	

predviđene	membranske	difuzije	(DLco)	<80%.	Značaj	sniženih	vrednosti	DLCO	u	

razvoju	COPD	još	nije	u	potpunosti	razjašnjen,	no	izvesno	je	da	postoji	značajna	

korelacija	sniženih	vrednosti	DLco	sa	razvojem	COPD	kao	i	prisustva	ranog	

emfizema	pluća	[17,	18,	107-109].	Evaluacija	snimaka	CT	pluća	među	ovim	

ispitanicima	ukazala	je	na	prisustvo,	čak	i	bez	evaluacije	sa	kvantitativnim	

radiološkim	metodama,	minimalnog	do	umerenog	emfizema	kod	većine	ovih	osoba	

(7/8).	

	

b)	HIV-1	negativni	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	(PRE):	Ova	grupa	(n=9)	po	

karakteristikama	je	identična	sa	prethodnom	gupom,	izuzevši	njihov	HIV-1	

negativni	status.	Učesnici	studije	koji	pripadaju	ovoj	grupi	su	takođe	imali	CT	

snimanje	pluća	što	je,	na	sličan	način	kao	i	u	prethodnoj	grupi,	ukazalo	da	većina	

učesnika	ima	značajan,	rutinskom	evaluacijom	CT	snimka	i	bez	kvantitativne	analize	

evidentan,	rani	emfizem	pluća	(7/9)			

	

c)	HIV-1	negativni	pušači	(P):	Osobe	regrutovane	za	studiju	iz	ove	grupe	(n=23)	su	

aktivni	pušači	sa	normalnim	fizikalnim	nalazom,	normalnim	testovima	plućne	

funkcije	i	normalnom	radiografijom	pluća,	pri	tome	pozitivnim	skriningom	urina	na	

pušenje.	

	

d)	HIV-1	negativni	nepušači	(NP):	Ove	osobe	(n=12)	nemaju	nikakav	pušački	staž	i	

tokom	skrininga	su	imali	normalan	fizikalni	pregled,	kao	i	normalne	testove	plućne	

funkcije	i	radiološki	pregled	pluća.		

	

	

e)	HIV-1	pozitivni	nepušači	(H+NP):	Kao	i	u	prethodnoj	grupi,	ispitanici	(n=4)	su	

nepušači	koji	su	inficirani	virusom	HIV-1	i	aktivno	lečenim	antiretroviralnom	

terapijom	HAART	tako	da	je	njihova	HIV-1	infekcija	smatrana	dobro	kontrolisanom	

u	trenutku	izvođenja	studije.	 
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Tabela	1:	Demografski	podaci	i	osnovne	karakteristike	ispitanika	u	studiji.	Svi	podaci	

su	prikazani	u	srednjim	vrednostima	±	standardna	greška.	

-	 Fenotipovi:	H+NP	 –	 HIV-1	 pozitivni	 nepušači;	H+PRE	 -	 	 HIV-1	 pozitivni	 pušači	 sa	

ranim	emfizemom	pluća;	NP	-	HIV-1	negativni	nepušači	;	P	-	HIV-1	negativni	pušači	i	

PRE	-	HIV-1	negativni	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	

-	Rase:	C	–	crnci,	B	–	belci,	H	–	Hispano	poreklo	i	O	–	ostali	
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-	Parametri	plućne	funkcije:	FVC,	forced	vital	capacity	(%	očekivanih	vrednosti);	FEV1,	

forced	 expiratory	 volume	 u	 prvoj	 sekundi;	 FEV1/FVC	 (%);	 TLC,	 total	 capacity	 (%	

očekivanih	vrednosti);	DLCO,	diffusion	capacity	(%	očekivanih	vrednosti).	

-	Emfizem	se	smatra	pozitivnim	ukoliko	je	očigledno	njegovo	prisustvo	na	CT	snimku	

pluća,	bez	kvantitativne	analize,	golim	okom	radiologa	

-	Godine	pušenja	su	predstavljene	u	vrendosnom	ekvivalentnu	pušenja	 jednog	paketa	

cigareta	 dnevno.	Nikotin	 u	 urinu	 i	 Kotinin	 >200	 =	 aktivni	 pušač,	 50	 -	 200	 =	 pasivni	

pušač;	 <50	 nepušač;	 podaci	 predstavljaju	 srednje	 vrednosti	 dva	 merenja	 tokom	

skrininga	 i	 prve	 bronhoskopije.	 Karboksihemoglobin	 u	 krvi	 (CO)	 predstavlja	

sekundarni	marker	pušenja,	nepušači	imaju	najčešće	nivoe	<1.5%.	

-	Ćelijijski	 satav	BAL:	AM	–	alveolarni	makrogafi,	Li	–	 limfociti,	Ne	–	Neutrofili,	Eo	–	

eozinofili,	Epi	–	Epitellne	ćelije,	N/A	–	nije	aplikabilno	

-	Celokupna	baza	podataka	sa	pojedinačnim	vrednostima	parametara	 je	deo	Priloga	

tekstu	rada	

	

	

3.3	Video	bronhoskopija	

	

Prethodno	svakoj	pojedinačnoj	bronhoskopiji,	svaki	ispitanik	je	detaljno	upoznat	sa	

rizicima	procedure	i	dao	je	svoju	pismenu	saglasnost	za	izvođenje	procedure.	

Neposredno	pred	početak	procedure,	svaki	ispitanik	je	podvrgnut	lokalnoj	anesteziji	

sa	nebulizatorom	u	kome	je	administriran	4%	lidokain;	nakon	nebulizatora,	usta	i	

ždrelo	su	ispirana	2%	viskoznim	lidokainom,	a	zatim	je	distalni	deo	ždrela	izložen	

citakainu	u	formi	spreja.	Bronhoskopija	je	izvedena	u	kontrolisanoj	anesteziji	

korišćenjem	malih	doza	intravenskog	fentanila	i	midazolama	do	uspostavljanja	

adekvatne	sedacije.	Video	bronhoskop	je	korišćen	putem	oralnog	pristupa,	sa	

pacijentom	u	ležećem	položaju	u	supinaciji	i	operatorom	koji	stoji	pored	glave	

ispitanika.	Lidokain	1%	tečnost	je	korišćena	u	inkrementima	od	1ml	iznad	glasnica	

neposredno	pre	ulaska	u	traheju,	a	zatim	po	potrebi	tokom	daljeg	uvođenja	

bronhoskopa	u	bronhije	i	distalne	disajne	puteve.	Totalna	doza	1%	lidokaina	

korišćena	tokom	procedure	je	ograničena	na	5mg/kg	telesne	težine.	Nakon	
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inspekcije	svih	disajnih	puteva,	bronhoalveolarni	lavat	je	izveden	administracijom	

fiziološkog	rastvora	u	regiji	srednjeg	režnja	desnog	pluća	sa	maksimalnim	

volumenom	od	150ml;	po	potrebi,	lavat	lingule	je	pridodat	sa	dodatnih	150ml	

fiziološkog	rastrvora.		Unešena	tečnost	je	aspirirana	administracijom	negativnog	

pritiska	sa	50ml	špricem	povezanim	sa	kanalom	bronhoskopa,	a	volumen	BAL	

tečnosti	dobijene	aspiracijom	špricem	je	varirao	of	20	do	125ml	na	svakih	150ml	

unete	tečnosti.	Nakon	lavata,	uzorci	distalnih	disajnih	puteva,	uzorci	proksimalnih	

disajnih	puteva	i	uzorci	endobronhijalne	mukoze	su	takođe	uzeti	korišćenjem	

četkica	ili	forcepsa,	a	dalje	korišćeni	za	potrebe	drugih	istraživanja	u	okviru	

odeljenja	za	genetiku	Weill	Cornell	Medical	centra.	Po	završetku	procedure,	ispitanici	

su	observirani	u	post-operativnoj	jedinici,	unos	hrane	nije	dozvoljen	dva	tokom	

naredna	dva	sata,	a	odlazak	kući	je	omogućen	adekvatno	oporavljenim	ispitanicima	

koji	imaju	obezbeđenu	pratnju.	Iako	značajnih	komplikacija	nije	bilo,	u	slučajevima	

u	kojima	otpuštanje	kući	nije	delovalo	bezbedno	nakon	standardnog	vremena	

oporavka,	ponuđeni	su	prekonoćni	prijem	u	bolnicu	i	medicinska	nega.	

	

	

3.4	Izolacija	supernatanta	BAL	i	ćelijske	kulture	

	

Supernatant	dobijen	centrifugiranjem	BAL	tečnosti,	je	koncentrisan	10x	pomoću	

Centricon	(Millipore,	Billerica,	MA,	SAD)	filtera	a	zatim	zamrznut	na	-20oC	sve	do	

trenutka	analize.	Metodom	dilucije	uree	u	supernatantima	BAL	i	poređenjem	

optičke	gustine	uzoraka	(Urea	Assay	Kit,	Biovision,	San	Francisco,	SAD)	utvrđene	su	

fiziološke	koncentracije	tečnosti	koja	oblaže	epitelijum	čime	je	dalje	omogućena	

realna	komparacija	koncentracije	citokina	u	dobijenim	uzorcima.	

	

Ćelijske	komponente	BAL	tečnosti	su	izolovane	centrifugiranjem,	a	dobijene	ćelije,	

nakon	kvantifikacije	putem	mikroskopa,	mikrocitometra	i	Tripan	plavog	bojenja,	su	

korištene	direktno	u	in	vitro	eksperimentima	(protočna	citrometrijska	analiza	

(FACS)	ili	izolacija	RNK)	ili	su	kultivisane	u	odgovarajucim	uslovima	za	kultivaciju	

ćelija	u	kompletnom	RPMI	medijumom	(Roswell	Park	Memorial	Institute	medium)	
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bez	prisustva	fetalnog telećeg seruma,	u	inkubatoru	sa	vlažnom	atmosferom	i		5%CO2	

(Cole	Parmer,	SAD)	na	37oC.		

	

	

3.5	Izolacija	alveolarnih	makrofaga	

	

Alveolarni	makrofagi	su	standardno	izolovani	prethodno	opisanom	metodom	

adherencije	na	ćelijskim	pločama	pri	čemu	su	neadherentne	ćelije	ispirane	nakon	4	

sata	kultivacije.	Čistoća	ovakvih	kultura	je	procenjena	>94%.	Za	potrebe	

eksperimenata	za	koje	je	bila	neophodna	pozitivna	selekcija	neadherentnih	

makrofaga	i	viši	procenat	čistoće	AM,	ćelije	sveže	izolovane	iz	BAL	su	tretirane	

smešom	anti-CD68	antitela	(BioLegend,	San	Diego,	CA	92121)	konjugovanog	sa	

magnetnim	mikrokuglicama	FlowComp	Flexi	detachable	beads	(Invitrogen	Dynal,	Life	

Technologies,	Grand	Island,	NY),	zatim	su	pozitivno	izolovane	pomoću	magneta,	a	

onda	oslobođene	od	konjugovanih	magnetnih	mikrokuglica	pomoću	streptavidina	

prema	uputstvu	proizvođača	(shema	je	predstavljena	na	Slici	4).		
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Slika	 4.	 Shema	 izolacije	 alveolarnih	 makrofaga	 pomoću	 anti-CD68	 antitela	

konjugovanog	sa	magnetnim	mikrokuglicama	

	

	

3.6	Izolacija	T	ćelja	

	

Za	izolaciju	T-ćelija	za	potrebe	funkcionalnih	eksperimenata,	korišćene	su	metode	

formiranja	rozeta	T-ćelija	pomoću	vezivanja	CD2	proteinskog	receptora	se	ugljeno-

hidratnim	LFA-3	homologom	koji	se	nalazi	na	površini	ovčjih	eritrocita	

pretretiranih	neuraminidazom.	Ukratko,	komercijalno	pripremljeni	ovčji	eritrociti	

(Innovative	Research,	Novi,	MI,	SAD)	su	čuvani	u	Alseverovom	rastvoru	sve	do	

pripremanja	eksperimenta	kada	su	isprani	i	rastvoreni	u	HBSS-u	(Hanks	Balanced	

Salt	Solution)	a	zatim	su	tretirani	sa	1	U/ml	neuraminidazom	(liofilizirani	prah,	tip	

X;	Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	SAD)	i	inkubirani	1	sat	na	telesnoj	temperature	od	

37oC.	Rozete	T-ćelija	su	formirane	u	15	ml	tubama	sa	okruglim	dnom	inkubacijom	
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mešavine	neuraminidazom-tretiranih	eritrocita	sa	ćelijskim	talogom	koji	sadrži	od	

1-10	x106	mononuklearnih	ćelija,	a	zatim	izolovane	pomoću	separacije	ostalih	ćelija	

sa	Ficoll-Hypaque	rastvorom.	Izolovane	rozete	su	lizirane	pomoću	kratkog	izlaganja	

hipotoničnom	rastvoru,	a	broj	oslobođenih	prečišćenih	T	limfocita	utvrđen	putem	

mikrocitometra.		

	

Za	izolaciju	T-ćelija	za	analizu	kvantitativne	ekspresije	gena	korišćene	su	anti-CD2	

magnetne	mikrokuglice	Dynabeads®	CD2	Pan	T	(Invitrogen	Dynal,	Life	Technologies,	

Grand	Island,	NY)	konjugovane	sa	anti-CD2	antitelom	koje	su,	po	vezivanju	sa	

ćelijskim	receptorima	pozitivno	izolovane	pomoću	magneta,	a	onda	oslobađane	od	

konjugovanih	magnetnih	mikrokuglica	pomoću	streptavidina	prema	uputstvu	

proizvođača.	

	

	

3.7	Eseji	sa	funkcionalnim	antitelima	

		

U	eksperimentima	su	korišćena	monoklonalna	mišja	anti-humana	antitela	prikazana	

u	Tabeli	2,	koja	u	gornjem	delu	pokazuje	listu	antitela	korišćenih	u	eksperimentima	

protočne	citometrije	prema	protokolu	opisanom	u	poglavlju	3.8.		U	donjem	delu	

Tabele	2	nalazi	se	lista	funkcionalnih	antitela	korišćenih	u	esejima	blokiranja	

funkcije	citokina	ili	prečišćavanja	ćelijskih	kultura	putem	magnetnih	mikrokuglica	

kao	što	je	to	opisano	u	prethodnim	poglavljima.	Anti-IL23	p40	neutralizaciono	

antitelo	i	anti-IL23	p19	neutralizaciono	antitelo	(Biolegend,	San	Diego,	CA,	SAD)	su	

dodata	kulturama	AM	i	inkubirana	tokom	30	minuta;	nakon	ispiranja	PBS-om,	

kulture	se	stimulisane	sa	IL-23	prema	standardnom	protokolu,	a	blokirajući	efekat	

antitela	je	evaluiran	putem	RT-PCR	analize.	Anti-CD2	i	anti-CD3	antitela	su	

korišćena	u	eksperimentima	nespecifične	aktivacije	T	limfocita	prema	uputstvu	

proizvođača.	Anti-CD68	antitelo	je	korišćeno	u	eksperimentima	izolacije	AM,	a	

nakon	fiksacije	antitela	i	ćelija,	magnetne	mikrokuglice	su	nespecifično	vezane	za	

antitela	prema	uputstvu	proizvođača.	Dynabeads	CD2	Pan	T	(Invitrogen	Dynal,	Life	
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Technologies,	Grand	Island,	N)	koristi	anti-CD2	antitelo	konjugovano	sa	

mikrokuglicama	prema	uputstvu	proizvođača.	

	

Antitela	korišćena	u	ELISA	ili	Proteome	Profiler™	multicitokinskim	esejima	su	

nabavljena	u	okviru	prethodno	pripremljenih	paketa	kao	što	je	opisano	u	

poglavljima	3.9	i	3.10.	

	
Tabela	 2.	 Antitela	 korišćena	 za	 fenotipsku	 karakterizaciju	 ćelija	 putem	 protočne	

citometrije	ili	u	eksperimentima	evaluacije	ćelijske	funkcije	
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3.8	Protočna	citofluorimetrijska	analiza	

	

Ćelije	koju	se	sveže	izolovane	iz	BAL	ili	makrofagi	koji	su	prečišćeni	na	prethodno	

opisani	način	putem	adherencije	na	ćelijskim	pločama,	a	zatim	odvojeni	od	ćelijskih	

ploča	korišćenjem	5mM	EDTA,	su	ispirane	u	0.1%	BSA	(bovine	serum	albumine,	

albumini	goveđeg	seruma)	a	zatim	inkubirane	sa	različitim	koncentracijama	antitela	

(1:50	ili	1:100),	pre	svega	anti-CD68-PE	(PE	–	fikoeritrin)	ili	anti-IL-23R-PE	antitela	

(R&D	Systems,	Minneapolis,	MN)	na	4oC	tokom	30	minuta.	Ćelije	su	potom	fiksirane	i	

permeabilizovane,	a	zatim	i	analizirane	pomoću	FACSCalibur	instrumenta	(Becton–

Dickinson,	San	Jose,	Calif,	USA)	i	CellQuestTM		softvera	kao	što	je	opisano	[110].	

Neposredno	pre	analize	protočnom	citometrijom,	AM	su	inkubirani	sa	

razblaženjima	kristal	violet	boje	(0.2%	u	puferizovanom	fiziološkom	rastvoru,	tj	

phospahte-buffered	saline,		PBS)	u	cilju	atenuacije	autofluorescencije	AM.	

Eksperimenti	sa	T-ćelijama	iz	lavata	pluća	ili	periferne	krvi	su	rađeni	po	istom	

protokolu	sa	tim	da	je	njihova	autoflorescencija	značajno	manja	i	samim	tim,	

atenuacija	pomoću	kristal	violet	boje	nije	bila	neophodna.	Za	fenotipsku	

karakterizaciju	ćelija	korišćena	su	antitela	navedena	u	Tabeli	2.	

	

	

3.9	Merenje	koncentracije	citokina	u	koncentrisanoj	tečnosti	BAL	ili	u	medijumu	

ćelijskih	kultura		

	

Za	semi-kvantitativnu	analizu	koncentracije	citokina	u	10x	koncentrisanim	pomoću	

Centricon	centrifugalnih	mikrofiltera	(Millipore,		Bellerica,	Masačusets,	SAD)	

supernatantima	BAL	korišćen	je	Proteome	Profiler™	Human	Cytokine	Array	Panel	A	

(R&D	Systems,	Minneapolis,	MN)	koji	je	baziran	na	membranskoj	metodi	sendvič	

antitelo-antigen	reakcije	i	koji	omogućuje	simultanu	analizu	koncentracija	različitih	

citokina,	prema	uputstvu	proizvođača	(www.rndsystems.com),	a	vrednosti	

luminiscencije	su	kvantifikovane	pomoću	IMAGE	J	softvera	(https://imagej.nih.gov).	

U	Tabeli	3	su	prikazani	svi	analizirani	citokini	i	navedena	je	njihova	nomenklatura.	
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Simbol Aletrnativni naziv Naziv
G-CSF CSFβ Granulocyte colony-stimulating 

GM-CSF CSFα, CSF-2 Granulocyte-macrophage colony 
IFNγ Type II IFN Type II interferon 
IL-2 Interleukin-2
IL-4 Interleukin-4
IL-5 Interleukin-5
IL-6 Interleukin-6

IL-10 Interleukin-10
IL-13 Interleukin-13

IL-1F1 IL-1α Interleukin-1 alpha
IL-IF2 IL-1β Interleukin-1 beta
IL-1F3 IL-1ra Interleukin-1 receptor antagonist
TNFα Tumor necrosis factor-alpha
IP-10 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 
IL-8 CXCL8 Interleukin-8

GROα CXCL1 Growth-related oncogene alpha
MCP-1 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CCL3 MIP-1α Chemokine (C-C motif) ligand 3
CCL4 MIP-1β Chemokine (C-C motif) ligand 4

RANTES CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
I-TAC CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 
SDF-1 CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 
I-309 CCL1 Chemokine (C-C motif) ligand 1

IL-12p70 Interleukin-12p70
IL-32α Interleukin-32 alpha
IL-16 LCF Interleukin-16
IL-23 Interleukin-23
IL-27 Interleukin-27
IL-17 IL-17A Interleukin-17

IL-17E IL-25 Interleukin-17E
slCAM-1 CD54 Soluble intercellular adhesive 

MIF GIF Macrophage inhibition factor
PAI-1 SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor-1
C5a C5 Complement Component 5a

CD40 L CD154 CD40 ligand
sTREM-1 Soluble triggering receptor 

	
Tabela	 3.	 Nomenklatura	 citokina	 koji	 su	 deo	 analize	 u	 Proteome	 Profiler,	 Human	

Cytokine	Array	Panel	A	(R&D	Systems,	Minneapolis,	MN).	
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3.10	ELISA	metoda	za	merenje	koncentracije	citokina	

	

Nivoi	citokina	u	supernatantima	ćelijskih	kultura	ili	supernatantima	BAL	je	takođe	

određena	pomoću	ELISA	(Enzyme	Linked	Immuno	Sorbent	Assay)	metode.	U	tu	svrhu	

korišćeni	su	komercijalni	kompleti	monoklonskih	antitela	za	merenje	odgovarajućih	

citokina.	Koncentracija	IL-23	u	medijumu	ćelijskih	kultura	AM	je	merena	pomoću	

Human	IL-23p19	ELISA	kit-a	(Human	IL-23	ELISA	Ready-SET-Go!®	Set	2	plates,	

eBioscience,	San	Diego,	SAD	ili	Beckman	Coulter,	Miami,	FL,	SAD).	Supernatanti	

kultura	ili	lavata	su	odvajani	od	ćelija	centrifugiranjem	(12000	g,	3	minuta),	a	zatim	

su	zamrzavani	na	-20oC	i	čuvani	do	analize.	Sam	postupak	izvođenja	ELISA	metode	

obavljan	je	sa	reagenasima	i	rastvorima	prema	protokolima	obezbeđenim	od	strane	

proizvođača.	Tipičan	protokol	se	sastojao	iz	sledećih	faza:	oblaganje	ploče	sa	

primarnim	antitelom	preko	noći	na	4oC,	ispiranje	i	blokiranje	praćeno	inkubacijom	

uzoraka,	ispiranje	praćeno	inkubacijom	sa	avidin-enzimskim	kompleksom,	ispiranje	

praćeno	inkubacijom	sa	supstratom	a	zatim	zaustavljanje	reakcije	sa	H2SO4	i	

očitavanje	apsorbancije	pomoću	spektrofotometra	(Millipore,	Billerica,	MA,	SAD)	

korišćenjem	filtra	za	450	nm.	Koncentracija	citokina	određivana	je	merenjem	

intenziteta	hemiluminiscencije	i	korišćenjem	standardne	krive	dobijene	na	osnovu	

vrednosti	apsorbancije	za	rekombinantni	citokin	poznate	koncentracije	koji	je	

prethodno	serijski	razblažen.		

	

	

3.11	Izolacija	RNK	

	

Za	utvrđivanje	relativne	ekspresije	gena	IL-23,	IL-23R,	MMP-9	IL-17	ili	IFN-γ,	RNK	je	

izolovana	iz	svežih	AM	uz	pomoć	TRIzol®	Reagensa	i	paketa	za	izolaciju	RNK	

(Quiagen,	Valensija,	CA,	SAD).		Ukratko,	uzorci	koji	su	sadržavali	1-10	x	106	

ispitivanih	ćelija	prenošeni	su	u	epruvete	od	2	ml,	centrifugirani	(2000	g,	3	minuta)	i	

po	odstranjivanju	medijuma,	lizirani	su	blagim	pipetiranjem	u	1ml	TRIzol®	

reagensa.	Potom	su	dopunjavani	sa	200	μl	hloroforma,	izmešani	tokom	10	sekundi,	

ostavljani	15	minuta	na	4ºC	i	centrifugirani	10	minuta	(10000	g,	4ºC).	Nakon	
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centrifugiranja	i	formiranja	tri	faze	u	epruveti,	vodena	faza	koja	sadrži	izdvojenu	

RNK	prenošena	je	u	drugu	epruvetu	(preostala	tečnost	u	tubi	je	izdvojena	i	čuvana	

za	izolaciju	DNK)	i	RNK	je	precipitirana	dodavanjem	100%	etanola	u	zapremini	koja	

je	bila	jednaka	zapremini	prenete	vodene	faze	(oko	500	μl).	Nakon	blagog	mešanja,	

700	μl	ovog	uzorka	je	dodato	u	RNeasy	MinElute	centrifugirajuće	patrone	(RNeasy	

MinElute	Cleanup	Kit,	Quiagen)	a	ove	su	zatim	centrifugirane	15	sekundi	na	14000	g.	

Po	završetku	centrifugiranja,	talog	je	odbačen	a	preostala	RNK	mešavina	etanola	i	

vodene	faze	dodata	u	iste	RNeasy	MinElute	centrifugirajuće	patrone	i	proces	

centrifugiranja	je	ponovljen,	a	talog	je	ponovo	odbačen	po	završetku	ovog	procesa.	

Patrone	su	zatim	isprane	centrifugiranjem	sa	RPE	puferom	i	80%	etanolom	iz	

RNeasy	MinElute	Cleanup	Kit-a,	a	zatim	i	same	centrifugirane	dodatnih	5	minuta	na	

14000	g.	Tako	iscentrifugiranim	RNeasy	MinElute	centrifugirajućim	patronama,	

postavljenim	u	nove	Ependorf	tube	koje	su	sterilne	i,	od	strane	proizvođača	

osigurane	da	nemaju	prisutne	tragove	RNAze,	dodato	je	18	μl	RNAsecure	sterilne	

vode	(Ambion,	Walham,	MA,	SAD),	a	zatim	su	centrifugirane	još	jedan	minut	pre	

maksimalnoj	brzini.	Koncentracija	izolovane	RNK	je	utvrđena	merenjem	apsorpcije	

na	260	nm	i	poređenjem	sa	vrednostima	dobijenim	za	vodu,	odnosno	ispitivan	je	

stepen	njene	čistoće	na	280	nm	talasne	dužine	na	kojoj	je	maksimalna	moć	

apsorpcije	aromatičnih	amino	kiselina.	(Odnos	A260nm/	A280nm	između	1,7	i	2	ukazuje	

na	visok	stepen	čistoće	RNK	u	odgovarajućem	rastvoru).	U	tu	svrhu	korišćen	je	

NanodropTM	spektrofotometar	(Wilmington,	DE,	SAD).	

	

	

3.12	Reverenza	transkripcija	cDNK	

	

cDNK	je	sintetisana	iz	RNK	pomoću	TaqMan	Reverse	Transcriptase	Reaction	Kit	

(Applied	Biosystems,	Foster	City,	CA,	SAD).	Nakon	izolacije	i	merenja,	zapremina	koja	

je	sadržavala	1	μg	rastvorene	RNK	je	dopunjavana	do	50	μl	demineralizovanom	

(DEPC-tretiranom)	vodom	u	smeši	koja	je	sadržala	2.5	μl	heksamerskih	prajmera	

nasumičnih	sekvenci	(Thermofisher	Scientific,	Waltham,	MA	USA)	10	μl	

dezoksiribonukleotid-trifostata	(dNTP,	Thermofisher	Scientific,	Waltham,	MA	USA)	u	
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količini	koja	odgovara	finalnoj	koncentraciji	od	1	mM	za	svaki	dNTP,	11	μl	MgCl2,	1	

μl	inhibitora	RNAze,	5	μl	100x	RT	pufera	i	1.25	µl	reverzne	transkriptaze	

(MultiScribe™	Reverse	Transcriptase,	Applied	Biosystems,	Thermofisher	Scientific,	

Waltham,	MA	USA).	Ovako	dobijeni	uzorci	su	mešani	i	inkubirani	na	25	ºC,	10	

minuta,	a	potom	na	42	ºC,	60	minuta.	Konačno,	reakcija	je	prekidana	inkubacijom	

uzoraka	na	95	ºC,	5	minuta.	Uzorci	sa	cDNK	su	čuvani	na	-20	ºC	do	dalje	upotrebe.	

Reakcija	reverzne	transkripcije	obavljana	je	u	epruvetama	od	200	μl	(Eppendorf,	

Nemačka),	a	inkubacija	na	različitm	temperaturama	je	obavljana	pomoću	

odgovarajućeg	aparata	(Mastercycler	Gradient,	Eppendorf).	U	cilju	provere	

postojanja	kontaminacije,	u	svakoj	reakciji	korišćena	je	i	negativna	kontrola	koja	je	

sadržavala	sve	reagense	osim	RNK.		

	

Prajmeri	korišćeni	u	PCR	reakciji	dizajnirani	su	na	osnovu	sekvenci	dostupnih	u	bazi	

podataka	ENTREZ	korišćenjem	odgovarajućeg	kompjuterskog	programa	(Primer	

Express®	software	v2.0,	Applied	Biosystems,	SAD).	Sekvence	i	finalne	koncentracije	

prajmera	koji	su	korišćeni	za	umnožavanje	i	detektovanje	cDNK	za	Granzim	B,	β-

aktin	i	citokine	navedeni	su	u	Tabeli	4.	

	

	
Tabela	4.	Komercijalni	prajmeri	i	probe	korišćeni	u	PCR	reakciji	
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3.13	Analiza	genske	ekspresije	

	

Kvantitativna	real-time	PCR	(Taqman	RT-PCR)	analiza	uzoraka	cDNA	je	izvođena	

pomoću	Applied	Biosystems	Sequence	Detection	Sistema	7700	korišćenjem	

univerzalnog	PCR	Master	Miksa	i	prajmera	specifičnih	za	svaki	od	testiranih	gena	

ponaosob	(ID:	MMP-9	-	Hs00234579_m1,	IL-23a	-	Hs00900829_g1,	IL-23R	-	

Hs00332759_m1)	i	endogenih	kontrola	Humani	β-2-mikroglobulin	(VIC®	/	MGB	

Probe,	Primer	Limited)	i	Humana	β-aktin	endogena	kontrola	(VIC®	⁄	MGB	Probe,	

Primer	Limited)	(svi	prajmeri	poreklom	iz	Applied	Biosystems,	Foster	Siti,	Kalifornija,	

SAD).		Svi	uzorci	su	izmereni	u	1:10	i	1:100	dilucijama	i	u	duplikatu	pripremljeni	za	

amplifikaciju	u	separatnim	bunarčićima	na	ploči	koja	je	zapečaćena	optičkim	

adhezivnim	filmom	(Applied	Biosystems,	SAD)	i	koja	je	centrifugirana	2	minuta	na	

1000	g,	a	zatim	preneta	u	termoblok	aparata	za	kvantitativni	PCR	(ABI	Prism	7500,	

Applied	Biosystems,	SAD).	Uslovi	amplifikacije	bili	su	sledeći:	1	minut	na	95	°C,	a	

zatim	40	ciklusa	koji	su	obuhvatali	15	sekundi	na	95	°C	i	1	minut	na	60	°C.	Za	analizu	

dobijenih	rezultata	korišćen	je	odgovarajući	kompjuterski	program	(7500	System	

software)	obezbeđen	od	proizvođača	aparata	za	kvantitativni	PCR	(Applied	

Biosystems,	SAD)	i	ΔΔCt	metoda.	Nivo	ekspresije	ispitivanog	gena	standardizovan	je	

u	odnosu	na	ekspresiju	gena	za	β-aktin	ili	gena	za	β-2-Mikroglobulin	detektovanog	u	

istom	bazenčiću,	a	iskazan	je	kao	srednja	vrednost	relativne	ekspresije	informacione	

RNK	(iRNK)	dobijena	iz	duplikata	uzorka.		
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Slika	5:	Analiza	genske	ekspresije	–	shema	predstavlja	neophodne	korake	koji	počinju	

bronhoskopijom,	 nastavljaju	 se	 izolacijom	 i	 kultivisanjem	 ćelija	 BAL,	 zatim	

prečišćavanjem	 adherentnih	 ćelija	 koje	 prestavljaju	 mahom	 AM;	 nakon	 uklanjanja	

tečnosti	 ćelijskog	 medijuma	 i	 oslobađanja	 AM	 sa	 ćelijskih	 ploča,	 ove	 ćelije	 su	 prvo	

zamrzavane	sa	TRIzol®	reagensom,	a	kasnije	je	iz	njih	izolovana	i	prečišćena	RNK	koja	

je,	 nakon	 utvrđivanja	 koncentracije	 i	 čistoće,	 korišćena	 u	 procesu	 reverzne	

transkripcije	 za	 dobijanje	 cDNK	 koja	 je	 dalje	 korišćena	 za	 kvantitativni	 PCR	 putem	

Taqman	RT-PCR	metode	i	analizu	ekspresije	ispitivanog	gena	
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3.14	DNK	mikročip	analiza	i	ekspresija	IL-23	u	alveolarnim	makrofagima	

	

Relativna	ekspresija	IL-23	i	IL-23R	je	utvrđena	korišćenjem	podataka	DNK	mikročip	

analize	AM	pomoću	komercijalnog	DNK	mikročipa	GeneChip®	HG-U133	Plus	2.0	

microarray	(Affymetrix,	Santa	Clara,	CA,	SAD).	Ukratko,	nakon	dobijanja	cDNK	kao	

što	je	prethodno	opisano,	uzorci	su	analizirani	pomoću	Affymetrix	DNK	mikročipa,	a	

rezultati	bioinformatički	obrađeni	putem	GeneSpring	Affymetrix	analize	(136	HG-

U133	plus	2.0	mikročip	podaci)	pri	čemu	su	sekvence	odabrane	iż	banaka	podataka	

GenBank®,	dbEST,	and	RefSeq	i	usklađene	prema	brojnim	javnim	bazama	podataka	

kao	što	su	Washington	University	EST	trace	repository	ili	University	of	California,	

Santa	Cruz	Golden-Path	human	genome	database	(dokumentovana	u	Prilogu	rada)	

	

	

3.15	Ćelijske	kulture	

Sve	ćelije	su	kultivisane	u	pločama	za	kultivaciju	sa	6	ili	24	bazenčića	ravnog	dna	

(Corning®	Costar®,	Sigma,	SAD)	u	koncentraciji	106	ćelija/ml	u	inkubatoru	sa	

vlažnom	atmosferom	(Cole	Parmer,	SAD),	na	temperaturi	od	37oC	i	pri	koncentraciji	

CO2	od	5	%.	Vreme	inkubacije	i	način	stimulacije	ćelija	varirali	su	u	zavisnosti	od	

eksperimenta.		

Kulture	alveolarnih	makrofaga	su	pripremane	prema	klasičnoj	metodi	korišćenja	

osobine	ćelijske	adherencije,	pri	čemu	inkubiranje	tokom	4-24	sata	u	pločama	sa	

ravnim	dnom	i	uslovima	opisanim	u	prethodnom	paragrafu	omogućava	adherenciju	

AM	za	dno	ploča;	ponavljanjem	laganog	ispiranja	fiziološkim	rastvorom	

neadherentne	ćelije	kao	što	su	limfociti,	eozinofili	ili	neutrofili		bivaju	odstranjene,	a	

novoformirane	kulture	AM	razblažene	sa	svežim	RPMI	su	korišćene	u	daljim	

eksperimentima.	
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3.16	Merenje	koncentracije	MMP-9	u	medijumu	ćelijskih	kultura	

	

48	sati	nakon	stimulisanja	AM,	medijum	u	kome	su	ćelije	kultivisane	je	centrifugiran	

i	supernatant	je	analiziran	putem	želatin	zimografije	(Novex	Zymogram	Gels,	

Invitrogen,	SAD)	prema	uputstvima	proizvođača.	Ukratko,	uzorci	koncentrisanih	

supernatanata	BAL	pomešani	sa	Novex	Tris-Glicin	SDS	Sample	Buffer	rastvorom	su	

dodati	u	pripremljene	bazenčiće	u	okviru	komercijalnih	gelova,	a	zatim	je	vršena	

elektroforeza	na	125V,	10-30mA,	tokom	90	minuta.	Tako	obrađeni	gelovi	su	

inkubirani	u	Zymogram	Renaturing	Buffer-u	tokom	30	minuta	na	37oC,	a	zatim	

ispirani	sa	ovim	rastvorom	i	u	istom	inkubirani	na	37oC	preko	noći.	Tako	

pripremljeni	gelovi	su	obojeni	sa	SimplyBlueTM	Safestain	(Invitrogen,	SAD)	

	

Vrednosti	optičke	gustine	dobijenih	gelova	su	kvantifikovane	pomoću	IMAGE	J	

softvera,	besplatno	dostupnog?	naučnog	servisa	za	fotografsku	obradu	rezultata,	a	

relativne	vrednosti	rezultata	su	upoređene,	statistički	analizirane	i	prikazane	

grafički.	

	

	

3.17	Infekcija	makrofaga	sa	HIV-1	virusom	in	vitro	

	

HIV-1	negativni	AM	su	inficirani	in	vitro	pomoću	laboratorijskog	tipa	HIV-1	virusa,	

JRFL.	Nakon	12	dana	inkubacije	JRFL-inficiranih	AM,	RNK	je	izolovana.	Produktivna	

infekcija	sa	JRFL-om	je	prethodno	potvrđena	kvantifikacijom	p24	antigena	u	

supernatantu	medijuma	putem	ELISA	testa	(Beckman	Coulter,	Miami,	FL,	SAD)	

prema	prethodno	opisanom	protokolu	i	uputstvu	proizvođača.	

	

	

3.18	Citokinska	stimulacija	ćelijskih	kultura	

	

Kulture	AM,	prethodno	prečišćene	metodom	adherencije	ili	pozitivne	selekcije	

CD68+	ćelija,	ili	obogaćene	ne-adherentim	ili	izolovanim	T-ćelijama,	tretirane	su	
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različitim	koncentracijama	purifikovanog	rekombinantnog	IL-23	(1290-IL,	R&D,	

Mineapolis,	MN,	SAD)	tokom	6-24	sata	u	zavisnosti	od	tipa	eksperimenta,	u	

suplemetovanom	RPMI	bez	fetalnog	telećeg	seruma,	pri	5%	CO2	na	37oC.	

Koncentracije	IL-23	su	pažljivo	testirane	i	titrirane	u	nizu	eksperimenata	

(neprikazani	podaci)	i	utvrđeno	je	da	vrednosti	od	10	ng/ml	predstavljaju	

optimalnu	koncentraciju	za	dobijanje	maksimalnog	efekta	na	pojačanje	ekspresije	

MMP-9	gena.	AM	kultivisani	u	istim	uslovima	bez	dodatih	citokina	su	korišćeni	kao	

kontrola.	U	eksperimentima	testiranja	specifičnosti	uloge	IL-23,	blokirajuće	humano	

anti	IL-12/IL-23	p40	(anti-IL-23)	antitelo	(R&D,	Mineapolis,	MN,	SAD)	je	dodavano	

kulturama	AM	30	minuta	pre	dodavanja	rekombinantnog	IL-23	citokina.	Stimulacija	

AM	sa	ostalim	rekombinantnim	citokinima	poput	(IL-1β,	TNF-α,	IL-6,	INF-	γ,	LPS)	je	

urađena	na	osnovu	preporučenih	koncentracija	od	strane	proizvođača	uz	proveru	

efekta	titriranjem	ovih	koncentracija.	U	svim	eksperimentima	u	kojima	su	

rekombinantni	citokini	korišćeni	za	stimulaciju	IL-23,	AM	kojima	ovi	citokini	nisu	

dodati	su	korišćeni	kao	negativna	kontrola.	

	

	

3.19	Statistička	analiza		

	

Za	donošenje	statističkih	zaključaka	eksperimenti	su	ponovljeni	na	najmanje	3	

uzorka,	a	rezultati	su	prikazani	kao	srednje	vrednosti	+/-	vrednosti	standardnih	

devijacija.	Relativne	vrednosti	kao	što	su	relativna	ekspresija	iRNK	ili	relativna	

optička	gustina	su	prikazane	na	analognoj	ili	logaritamskoj	skali,	a	statistički	značaj	

je	testiran	pomoću	ANOVA	ili	Kruskal-Wallis	analize	odnosno	Studentovog	t-testa	ili	

Wilcokson-ovog	Signed-Rank	testa.	Vrednost	parametra	p	manja	od	0,05	je	smatrana	

statistički	značajnom.	
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4.	REZULTATI:	
	

4.1	Multicitokinska	analiza	tečnosti	BAL	

	

Uzorci	supernatanta	BAL	tečnosti	27	ispitanika	(NP=6,	P=7,	PRE=6,	H+NP=4,	

H+PRE=4),	prethodno	skladišteni	na	-20OC	su	otopljeni	i	analizirani	pomoću	

Preteome	ProfilerTM,	testa	koji	semi-kvantitativnom	analizom	utvrđuje	koncentracije	

36	različitih	citokina	čija	nomenklatura	je	prikazana	u	Tabeli	3	u	poglavlju	Materijali	

i	metode	3.9.		

	

U	ovom	eksperimentu,	relativne	koncentracije	citokina	su	određene	semi-

kvantitativnom	analizom	intenziteta	reakcije	putem	IMAGE	J	softverske	analize	

optičke	gustine.	Srednje	vrednosti	relativnih	optičkih	gustina	su	posebno	

predstavljene	za	svaku	fenotipsku	kategoriju,	a	u	okviru	fenotipskih	kategorija,	ove	

vrednosti	su	predstavljene	za	svaki	pojedinačni	analizirani	citokin.	Kao	što	je	

predstavljeno	na	Slici	6,	relativno	mali	brojh	citokina	je	detektovan	u	

supernatantima	tečnosti	BAL	i	HIV-1	negativnih	nepušača	i	HIV-1	negativnih	pušača.	

Nasuprot	njima,	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	imaju	povišene	koncentracije	

proinflamatornih	citokina	(kao	što	su	IL-1,	TNF-α,	IL-6	i	IL-12)	u	supernatantima	

tečnosti	BAL	nezavisno	od	HIV	statusa	što	je	očekivano	na	osnovu	prethodno	

objavljenih	podataka	[111].	Koncentracije	IL-1,	IL-6,	GM-CSF	(faktor	stimulacije	

kolonija	granulocita	i	makrofaga,	Granulocyte-macrophage	colony-stimulating	

factor),	TNF-α	i	IFN-γ	su	takođe	povišene	u	BAL	tečnosti	HIV-1	pozitivnih	individua	

čak	i	u	potpunom	odsustvu	oportunističkih	infekcija	[86,	112].	Poredivši	citokinski	

profil	NP	ili	P	sa	H+NP,	očigledna	je	značajno	povišena	koncentracija	i	broj	

detektovanih	citokina	u	supernatantima	BAL	tečnosti	HIV-1	pozitivnih	nepušača.	

Citokinski	profil	H+NP,	PRE	i	H+PRE	je	sličan	i	karakteriše	se	prisustvom	ne	samo	

citokina	koji	su	povezani	sa	Th-1	ćelijama	(IFN-	γ,	IL-12),	već	i	citokina	koji	su	

povezani	sa	Th-17	ćelijama	kao	što	su	IL-17	i	IL-23	čije	prisustvo	nije	detektovano	u	

uzorcima	NP	ili	P.		
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Slika	 6:	 Koncentracija	 Th-17	 citokina	 u	 supernatantima	 BAL.	 Citokini	 su	 izmereni	

putem	Proteome	 Profiler™	 testa.	 (NP)	 -	 HIV-1	 negativni	 nepušači	 (n=6),	 (P)	 -	 HIV-1	

negativni	 pušači	 (n=7),	 (PRE)	 -	 HIV-1	 negativni	 pušači	 sa	 ranim	 emfizemom	 pluća	

(n=6),	(H+NP)	-	HIV-1	pozitivni	nepušači	(n=4),	i	(H+PRE)	-	HIV-1	pozitivni	pušači	sa	

ranim	 emfizemom	 pluća	 (n=4).	 Optička	 gustina	 je	 definisana	 pomoću	 arbitrarnih	

jedinica	koje	predstavljaju	relativnu	optičku	gustinu	u	odnosu	na	standard	

	

	

Pored	pojačanog	prisustva	IFN-γ	i	Th-17	familije	citokina,	citokinski	profil	HIV-1	

pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	deli	još	nekoliko	zajedničkih	

karakteristika	sa	H+NP	i	PRE	(Slika	7):	sve	tri	fenotipske	grupe	karakteriše	pojačano	

prisustvo	hemokina	CXCL-11(I-TAC)	koji	igra	značajnu	ulogu	u	mobilizaciji	

aktiviranih	T-ćelija	[113],	kao	i	pojačano	prisustvo	GM-CSF	koji	takođe	učestvuje	u	

aktivaciji	T-ćelija	[114].	Povišeni	nivoi	ovih	citokina	ukazuju	na	moguću	ulogu	

stečene	imunosti	i	T-ćelija	u	ranom	razvoju	emfizema	pluća	među	HIV-1	pozitivnim	

pušačima,	i	posebno	značajnu	ulogu	Th-17	imunskog	odgovora	u	patogenezi	ove	

bolesti.	Kako	je	poznato	da	IL-23	moduliše	homeostazu	neutrofila	i	infiltraciju	

neutrofila	putem	indukcije	IL-17	i	GM-CSF	[115],	i	na	taj	način	je	pre	uzrok	nego	
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posledica	pojačanog	prisustva	svih	ovih	faktora	u	supernatantima	BAL	HIV-1	

pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća,	u	narednim	eksperimentima	smo	se	

primarno	fokusirali	na	ovaj	citokin.	

	

	
Slika	7:	Poređenje	relativnih	koncentracija	36	citokina	supernatanta	putem	Proteome	

Profiler™	testa:	Koncentracije	citokina	su	predstavljene	na	osnovu	relativnih	vrednosti	

optičkih	 gustina	 dobijenih	 ovih	 testom,	 a	 horizontalno	 predstavljeni,	 u	 5	 različitih	

fenotipskih	 grupa	 su	 ispitivani	 citokini:	 A.	 HIV-1	 negativni	 nepušači	 (n=6),	 B.	 HIV-1	

negativni	pušači	(n=7),	C.	HIV-1	negativni	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	(n=6)	D.	

HIV-1	pozitivni	nepušači	(n=4),	i	E.	HIV-1	pozitivni	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	

(n=4)	
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4.2	DNK	mikročip	analiza	i	ekspresija	IL-23	u	alveolarnim	makrofagima	

	

U	cilju	potvrde	pretpostavke	da	je	IL-23	eksprimiran	u	humanim	alveolarnim	

makrofagima,	odlučili	smo	da	proverimo	gensku	ekspresiju	putem	DNK	mikročip	

analize.	Nakon	izolacije	RNK	i	dobijanja	cDNK,	uzorci	bronhoskopiranih	subjekata	

su	analizirani	pomoću	Affymetrix	mikročipa,	a	rezultati	bioinformatički	obrađeni	

putem	GeneSpring	Affymetrix	analize	(136	HG-U133	plus	2.0	mikročip	podaci).	DNK	

mikročip	analiza	IL-23	iRNK	(Probeset	220054_at)	je	pokazala	da	je	IL-23	

eksprimiran	u	AM,	pri	tome	pokazujući	statistički	značajno	pojačnu	ekspresiju	u	AM	

H+PRE	u	odnosu	na	AM	PRE	(neprikazani	podaci).		

	

Da	bi	smo	uporedili	relativnu	ekspresiju	IL-23	u	AM	u	zavisnosti	od	uticaja	HIV-1	

infekcije	i	pušenja,	uzorci	RNK	svih	5	fenotipova	(NP	(n=5),	P	(n=5),	PRE	(n=4),	

H+NP	(n=4)	i	H+PRE	(n=4))	su	analizirani	putem	Taqman	kvantitativnog	PCR	eseja	

u	realnom	vremenu.	Uporedivši	srednje	vrednosti	relativne	genske	ekspresije	među	

ovim	fenotipovima,	pokazali	smo	da	je	IL-23	gen	pojačano	eksprimiran	među	HIV-1	

pozitivnim	ispitanicima	nezavisno	od	pušačkog	staža	u	odnosu	na	NP,	P	ili	PRE	

(p<0.05,	Kruskal-Wallis;	Slika	8).	Nasuprot	razlici	u	ekspresiji	IL-23	među	HIV-1	

pozitivnim	i	HIV-1	negativnim	ispitanicima,	razlika	u	ekspresiji	IL-23	između	

pušačkih	i	nepušačkih	fenotipova	nije	pokazala	statistički	značaj.	Ovi	podaci	ukazuju	

na	postojanje	korelacije	između	HIV-1	infekcije	i	pojačane	ekspresije	IL-23	u	AM.	
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Slika	 8:	 	 Relativna	 genska	 ekspresija	 IL-23	 u	 alveolarnim	 makrofagima.	 IL-23	 je	

pojačano	eksprimiran	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	i	

HIV-1	pozitivnih	nepušača	u	odnosu	na	HIV1-	negativne	nepušače,	pušače	i	pušače	sa	

ranim	 emfizemom	 pluća	 (stubići	 predstavljaju	 srednje	 vrednosti	 relativne	 genske	

ekspresije	 IL-23	 za	 svaku	 fenotipsku	 kategoriju	 ponaosob	 (NP	 (n=5),	 P	 (n=5),	 PRE	

(n=4),	H+NP	(n=4)	i	H+PRE	(n=4),	p<	0.05,	Kruskal-Wallis	test)	

	

	

4.3	Koncentracija	IL-23	u	in-vitro	kulturama	AM		

	

Znajući	da	povišena	ekspresija	IL-23	može,	ali	ne	mora	da	vodi	do	povišenih	

koncentracija	solubilnog	IL-23	u	supernatantima	BAL,	odlučili	smo	da	testiramo	

ćelijski	medijum	u	kome	su	kultivisani	AM.	Alveolarni	makrofagi	26	subjekata	(NP	

(n=7),	P	(n=15),	PRE	(n=3),	H+PRE	(n=2))	su	kultivisani	in	vitro	tokom	48	sati,	a	

zatim	je	njihov	ćelijski	medium	prečišćen	od	ćelija	putem	centrifugiranja	nakon	čega	

smo	analizirali	nivoe	IL-23	u	ovim	uzorcima	putem	ELISA	metode.	Kao	što	je	

prikazano	na	Slici	9,	detektibilni	nivo	IL-23	(prema	uputstvu	proizvođača,	
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minimalna	koncentracija	koja	sa	sigurnošću	može	biti	izmerena	je	15pg/ml)	je	

jedino	izmeren	u	supernatantima	kultura	ćelija	koje	potiču	od	HIV-1	pozitivnih	

pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	(prikazane	su	srednje	vrednosti	nivoa	IL-23,	

statistički	značaj	nije	utvrđen	s	obzirom	da	su	dostupna	samo	2	uzorka	H+PRE).	Ovi	

rezultati	dalje	ukazuju	na	mogućnost	da	HIV-1	infekcija	dovodi	do	pojačanog	lučenja	

IL-23	u	alveolarnim	makrofagima.		

	

	
Slika	 9:	 Koncentracije	 IL-23	 supernatantima	 kultura	 	 	 alveolarnih	 makrofaga	

različitog	 fenotipa.	 Koncentracije	 IL-23	 su	 kvantifikovane	 pomoću	 ELISA,	 	 Srednje	

vrednosti	i	standardne	devijacije	izmerenih	koncentracija	IL-23	su	prikazane	za	četiri	

različita	 fenotipa	 alveolarnih	 makrofaga	 ((NP	 (n=7),	 P	 (n=15),	 PRE	 (n=3),	 H+PRE	

(n=2))	
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4.4	HIV-JRFL	virus	infekcija	AM	in	vitro	

	

Sa	ciljem	da	proverimo	hipotezu	da	infekcija	HIV-1	virusom	dovodi	do	pojačane	

ekspresije	IL-23,	koristili	smo	prethodno	utvrđeni	model	in	vitro	infekcije	

alveolarnih	makrofaga	sa	HIV-1	laboratorijskim	tipom	virusa,	JRFL	[116].	IL-23	

ekspresija	je	upoređena	između	normalnih	i	JRFL-inficiranih	AM	pušača	kultivisanih	

in	vitro	tokom	12	dana.	Po	izolaciji	RNA	i	analize	kvantitativne	ekspresije	IL-23	

putem	Taqman	PCR	metode	u	realnom	vremenu,	utvrdili	smo	da	JRFL-inficirani	AM	

pokazuju	10	puta	pojačanu	ekspresiju	gena	za	IL-23	u	odnosu	na	kontrolne	AM	

(p=0.06,	Vilkokson	Signed-rank	test,	Slika	10).		

	

	
Slika	10:	Pojačana	ekspresija	IL-23	u	makrofagima	pušača	nakon	infekcije	JRFL	HIV-1	

virusom.	Nakon	izolacije	 iz	BAL,	AM	pet	HIV	negativnih	osoba	su	izloženi	JRFL	HIV-1	

virusu	in	vitro	i	kultivisani	tokom	12	dana.	Kvantitativna	analiza	genske	ekspresije	IL-

23	ukazuje	da	HIV-1	infekcija	indukuje	ekspresiju	IL-23	
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Ova	serija	in	vitro	eksperimenata	sa	velikom	verovatnoćom	ukazuje	da	HIV-1	

infekcija	alveolarnih	makrofaga	dovodi	do	pojačanog	prisustva	IL-23	u	plućima	

inficiranih	osoba	i	potvrđuje	pretpostavku	da	je	sama	HIV-1	infekcija,	a	ne	neka	od	

indirektnih	posledica	infekcije	alveolarnih	makrofaga	(oportunističke	infekcije)	

faktor	koji	dovodi	do	pojačane	ekspresije	IL-23.		

	

	

4.5	In	vitro	stimulacija	alveolarnih	makrofaga	kombinacijom	Th-17	indukujućih	

citokina	ili	lipopolisaharidom	(LPS)	indukuje	ekspresiju	gena	za	IL-23	

	

Da	bi	pokazali	da	ekspresija	IL-23	od	strane	makrofaga	nije	specifična	isključivo	za	

HIV-1	infekciju,	tj,	da	je	ovaj	proinflamatorni	citokin	inducibilan	u	uslovima	

inflamacije	pluća,	postavili	smo	seriju	eksperimenata	u	kojima	smo	in	vitro	

kultivisane	AM	izložili	proinflamatornim	signalima.		Na	Slici	11A	predstavljene	su	

srednje	vrednosti	četiri	eksperimenta	u	kojima	su	upoređene	srednje	vrednosti	

ekspresije	gena	za	IL-23	AM	kultivisanih	u	sterilnom	medijumu	(kontrolni	AM)	i	AM	

kojima	je	dodata	smeša	Th-17	inducibilnih	citokina	koja	je	sadržala	niske	

koncentracije	IL-1β	(1	ng/ml),	IL-6	(1	ng/ml)	i	TGF-ß(1	ng/ml).	IL-23	genska	

ekspresija	je	povišena	u	AM	koji	su	bili	izloženi	Th-17	citokinima	tokom	12h,	no	

statistička	značajnost	ovog	efekta	nije	pokazan	zbog	visoke	varijanse	(n=4,	t-test,	

p=0.09).		Slično	prethodnom	eksperimentu,	Slika	13B	pokazuje	da	izlaganje	AM	

lipopolisaharidu	(LPS,	endotoksin,	0.1μg/ml)	tokom	12	sati	kultivacije	in	vitro	

takođe	može	da	dovede	do	povišene	ekspresije	gena	za	IL-23,	takođe	bez	

statističkog	značaja	(Slika	11B,	n=4,	t-test	p=0.12)		

	

	



 45 

Slika	11:	Indukcija	ekspresije	IL-23	u	AM.	A)	Relativna	genska	ekspresija	IL-23	je	povišena	u	

kulturama	AM	stimulisanih	niskim	koncentracijama	IL-1β	(1	ng/ml),	IL-6	(1	ng/ml)	i	TGF-ß	

(1	ng/ml),	(n=4,	t-test,	p=0.09).	B)	Relativna	genska	ekspresija	IL-23	je	takođe	indukovana	

stimulacijom	kultura	AM	LPS	(0.1μg/ml)	(n=4,	t-test	p=0.12)	

	

	

Ovi	eksperimenti	ukazuju	da	ekspresija	i	povišeno	prisustvo	IL-23	u	plućnoj	

mikrosredini	može	biti	posledica	prisustva	različitih	hroničnih	inflamatornih	stanja	

uključujući	COPD,	što	je	konzistentno	sa	prethodno	publikovanim	podacima		[78,	80,	

117,	118].	Iako	planirani	dizajn	eksperimenata	za	utvrđivanje	indukcije	ekspresije	

IL-23	nije	fokusiran	na	AM	osoba	sa	uznapredovalom	i	neadekvatno	kontrolisanom	

HIV-1	infekcijom,	eksperementi	sa	kulturama	dva	AM	ispitanika	takvog	profila	koje	

su	analizirane	su	pokazale	spontanu	sekreciju	IL-23	in	vitro,	deset	puta	veću	u	

odnosu	na,	na	isti	način	kultivisane	kulture	HIV-1	negativnih	AM	(neprikazani	

podaci).	
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4.6	Efekat	IL-23	stimulacije	AM	na	pojačanu	gensku	ekspresiju	MMP-9	

	

Povišeni	nivoi	IL-23	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača	ukazuju	na	inflamaciju	i	

ukazuju	na	mogućnost	da	citokini	vezani	za	Th-17	imunski	odgovor	mogu	imati	

značajnu	ulogu	u	indukciji	ili	održanju	ovih	procesa.	Međutim,	izvesno	je	da	ovaj	

citokin	nema	direktnu	ulogu	u	patogenezi	emfizema	i	direktnoj	razgradnji	plućnog	

matriksa.	Prethodno	publikovani	podaci	ukazuju	na	mogućnost	direktne	veze	

između	stimulacije	ćelija	sa	IL-23	i	pojačane	sekrecije	MMP-9	[80,	115].	U	skladu	sa	

tim,	odlučili	smo	da	testiramo	uzročno	posledičnu	vezu	između	IL-23	i	

metaloproteinaze	MMP-9.	

	

Želatinaza	MMP-9	razgrađuje	proteine	ekstraćelijskog	matriksa,	međutim	takođe	

ima	ulogu	u	aktivaciji	velikog	broja	bioaktivnih	molekula	koji	ne	učestvuju	u	

izgradnji	matriksa	[34,	119].	Na	osnovu	prethodno	pokazanih	podataka	koji	ukazuju	

na	pojačano	prisustvo	IL-23	u	plućnoj	mikrosredini	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	

ranim	emfizemom	pluća	i	na	osnovu	publikovanih	podataka	koji	pokazuju	da	je	

MMP-9	ekspresija	pojačana	u	AM	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	

pluća,	odlučili	smo	da	istražimo	potencijalnu	direktnu	vezu	između	ovih	molekula.		

	

U	cilju	ispitivanja	potencijalnog	dejstva	IL-23	na	alveolarne	makrofage	i	njihovu	

produkciju	MMP-9,	koristili	smo	kulture	purifikovanih	AM	dobijenih	

bronholaveolarnim	lavatom	HIV-1	negativnih	pušača.	Nakon	stimulacije	kultura	

ćelija	purifikovanim	citokinom	IL-23	in	vitro,	RNK	je	izolovana	iz	adherentnih	ćelija,	

a	relativna	ekspresija	iRNK	MMP-9	je	kvantifikovana	pomoću	Taqman	RT-PCR	

tehnike.	Stimulacija	AM	sa	IL-23	dovodi	do	nevelike	ali	veoma	konzistentno	

povišene	ekspresije	MMP-9	(Slika	12;	n=13,	srednje	vrednosti	±	vrednosti	

standardne	devijacije	p<0.005,	ANOVA).	
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Slika	12:	Stimulacija	AM	razlicitim	koncentracijama	IL-23	(0.1	ili	10	ng/ml)	indukuje	

pojačanu	ekspresiju	MMP-9	gena	(n=13,	p<0.005,	ANOVA)	
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4.7	Efekat	IL-23	stimulacije	AM	na	pojačanu	koncentraciju	MMP-9	u	medijumu	

ćelijskih	kultura	

	

S	obzirom	da	je	MMP-9	genska	ekspresija	pojačana	pod	dejstvom	IL-23,	odlučili	smo	

da	ispitamo	vrednosti	koncentracije	solubilnog	MMP-9	u	kulturama	AM	HIV-1	

negativnih	pušača	po	dodavanju	IL-23.	Vrednosti	koncentracija	MMP-9	u	ćelijskim	

medijima	obogaćenim	različitim	koncentracijama	IL-23	su	određene	pomoću	želatin	

zimografije,	a	kvantifikovane	pomoću	optičke	analize	putem	IMAGE	J	softvera.	Slika	

13A	prikazuje	reprezentativni	zimogram	koji	oslikava	rezultat	ponovljenih	

eksperimenta	koji	konzistentno	ukazuju	na	pojačane	koncentracije	MMP-9	u	

ćelijskim	medijumima	izloženim	IL-23.	Srednje	vrednosti	rezultata	kvantifikacije	

želatin	zimogramske	analize	aktivnosti	MMP-9	u	supernatantima	kultura	AM	su	

prikazane	na	Slici	13B	koja	ukazuje	da	IL-23	indukuje	pojačano	lučenje	MMP-9	

nezavisno	od	fenotipskih	karakteristika	ispitivanih	AM	(rezultati	prikazuju	srednje	

vrednosti	optičkih	gustina	10	nepušača,	9	pušača	i	5	pušača	sa	ranim	emfizemom	

pluća).	Ovi	rezultati	ukazuju	na	mogućnost	da	povišene	koncentracije	IL-23	direktno	

dovode	do	pojačane	sekrecije	metaloproteinaza	u	plućima,	i	samim	tim,	do	

prevremenog	razvoja	emfizema	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača.	
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Slika	 13:	 Koncentracija	 MMP-9	 je	 povišena	 u	 supernatantima	 ćelijskih	 kultura	

stimulisanih	 različitim	 koncentracijama	 IL-23.	 A)	 Primer	 želatin	 zimograma	

(reprezentativni	rezultat	multiplih	eksperimenta)	koji	ukazuje	na	dozno-zavisan	uticaj	

IL-23	na	koncentraciju	MMP-9	i	indukciju	pojačane	sekrecije	MMP-9	od	strane	kultura	

AM	 koje	 su	 stimulisane	 sa	 IL-23	 B)	 Grafik	 predstavlja	 srednje	 vrednosti	 rezultata	

kvantifikacije	 želatin	 zimogramske	 analize	 aktivnosti	 MMP-9	 u	 supernatantima	

kultura	AM	HIV-1	negativnih	nepušača	(n=10),	HIV-1	negativnih	pušača	(n=9)	i	HIV-1	

negativnih	 pušača	 sa	 ranim	 emfizemom	 pluća	 (n=5)	 stimulisanih	 različitim	

koncentracijama	IL-23	(0-80ng/ml).	Srednje	vrednosti	svih	uzoraka	zajedno	nezavisno	

od	fenotipa	su	prikazane	kao	četvrti,	posebni	stubić	(n=24,	p<0.005,	ANOVA)	
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4.8	Efekat	IL-23	blokirajućeg	antitela	p40	na	pojačanu	sekreciju	MMP-9	u	kulturama	

AM	stimulisanim	sa	IL-23		

	

Polazeći	od	činjenice	da	su	alveolarni	makrofagi	osetljivi	na	dejstvo	različitih	

signalnih	molekula	i	da	je	sekrecija	metaloproteinaza	prilično	nespecifična	za	

makrofage	koje	prolaze	kroz	aktivaciju,	odlučili	smo	da	ispitamo	da	li	je	dejstvo	IL-

23	specifično	za	sam	citokin	ili	je	opaženi	efekat	posledica	neprepoznate	

kontaminacije	kultura;	prema	specifikaciji	proizvođača,	purifikovani	IL-23	ima	

nemerljivu	koncentraciju	endotoksina	i	zagarantovanu	čistoću,	a	sami	eksperimenti	

su	postavljeni	u	sterilnim	uslovima.	U	cilju	eliminisanja	mogućnosti	da	

kontaminacija	purifikovanog	citokina	može	doprineti	postizanju	uočenog	efekta,	

postavili	smo	eksperiment	u	kome	su	ćelijske	kulture	AM	izložene	solubilnom	IL-23	

blokirajućem	antitelu	anti-p40,	specifičnom	za	IL-23	p40	subjedinicu	ovog	citokina.	

Kao	što	je	prikazano	na	Slici	14,	rezultat	tri	eksperimenta	nije	pokazao	statistički	

značajnu	supresiju	ali	ukazuje	na	jasan	trend	da	anti	IL-23	p40	atenuira	efekat	

pojačane	genske	ekspresije	MMP-9	u	alveolarnim	makrofagima	stimulisanim	sa	IL-

23	(n=3,	ANOVA	p=0.92).		
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Slika	14:	Efekat	blokirajućeg	anti-p40	antitela	na	IL-23-indukovanu	ekspresiju	MMP-9.	

Kulture	AM	koje	su	inkubirane	as	anti-p40	antitelom,	a	zatim	stimulisane	sa	IL-23	ne	

pokazuju	pojačanu	ekspresiju	MMP-9,	efekat	koji	je	observiran	u	kulturama	izloženim	

samo	IL-23	bez	blokirajućeg	antitela	

	

	

4.9	AM	ne	eksprimiraju	membranski	receptor	IL-23R		

	

IL-23	je	produkovan	od	strane	različitih	ćelija	imunskog	sistema,	a	svoju	funkciju	

ovaj	citokin	ostvaruje	interakcijom	sa	IL-23	receptorom	(IL-23R)	koji	je	eksprimiran	

na	limfocitima	[120].	Obzirom	da	je	prisustvo	IL-23	opisano	na	AM	u	plućima	

obolelim	od	različitih	hroničnih	bolesti,	odlučili	smo	da	ispitamo	mogućnost	

prisustva	i	ekspresije	ovog	molekula	na	normalnim	AM.	Koristeći	GeneSpring	

Affymetrix	analizu	sa	P-call	value	od	20%	kao	donju	granicu	detekcije	genske	
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ekspresije,	analizirali	smo	transkriptome	87	individua	(24	NP,	34	P,	18	PRE	i	11	

H+PRE)	i	došli	do	zaključka	da	IL-23R	nije	eksprimiran	na	AM.	Ovaj	rezultat	je	

konzistentan	sa	istim	rezultatima	analize	transkriptoma	9	HIV-1	negativnih	

individua	pomoću	RNK-seq	podataka	(Whole	Transcriptome	shotgun	Sequencing)	

prethodno	urađenim	u	ovoj	laboratoriji	(neprikazani	podaci).		

	

U	cilju	analize	mogućeg	prisustva	IL-23R	na	površini	AM,	izvršili	smo	analizu	sveže	

izolovanih	ćelija	iz	tečnosti	BAL	putem	protočne	citometrije.	Ćelije	korišćene	za	ove	

analize	nisu	prethodno	kultivisane	u	cilju	minimalizovanja	oštećenja	ćelijske	

membrane	adherencijom.	Analizom	ćelija	BAL	tečnosti,	IL-23R	nije	pronađen	na	

membranama	alveolarnih	makrofaga	(Slika	15,	gornji	red),	pri	čemu	ova	analiza	

predstavlja	reprezentativni	uzorak	najmanje	pet	sličnih	eksperimenata	analize	AM	

različitih	individua.	Kao	pozitivna	kontrola	prisustva	IL-23R	na	površini	ćelija,	

iskorišćena	je	mala	populacija	selektovanih	morfološki	značajno	različitih,	

neadherentnih	ćelija	tečnosti	BAL-a	koju	predstavljaju	predominantno	limfociti	i	

neutrofili	(Slika	15,	donji	red).	Ovaj	podatak	je	ujedno	i	dokaz	da	je,	iako	

neeksprimiran	na	AM,	IL-23R	prisutan	u	makrosredini	pluća	pušača.		
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Slika	 15:	 AM	 ne	 eksprimiraju	 membranski	 receptor	 IL-23R.	 Analiza	 BAL	 HIV-1	

negativnog	pušača	 sa	 ranim	 emfizemom	pluća	putem	protočne	 citometrije.	 Ćelije	 su	

inkubirane	sa	humanim	IgG-PE	kao	negativnom	kontrolom	i	mišijim	anti-humanim	IL-

23R-PE	antitelom	u	odnosu	1:50.	U	gornjem	redu,	 selektovana	populacija	 ćelija	koje	

morfološki	odgovaraju	populaciji	AM	ostaje	negativna	nakon	 izlaganja	 IL-23R-PE.	U	

donjem	 redu,	 selektovana	 populacija	 ćelija	 koje	 odgovaraju	 limfocitima	 i/ili	

neutrofilima	po	veličini	 i	procentu	pokazuje	umeren	pozitivan	efekat	 sa	više	od	50%	

ćelija	koje	su	pozitivne	na	IL-23R	bojenje.	
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Podaci	dobijeni	putem	DNK	mikročip	analize,	RNK	sekvenciranjem,	Taqman	RT-PCR	

i	protočnom	citometrijom	zajedno	ukazuju	da	IL-23R	nije	eksprimiran	na	AM	HIV-1	

negativnih	nepušača,	HIV-1	negativnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	kao	ni	na	

AM	HIV-1	pozitivnih	osoba.	Iako	je	mogućnost	ekspresije	IL-23R	opisana	u	ćelijama	

BAL	u	sarkoidozi	[77],	mi	nismo	našli	nikakav	dokaz	da	alveolarni	makrofagi	

eksprimiraju	ovaj	receptor.	Odsustvo	ekspresije	IL-23R	na	AM	implikuje	da	mogući	

efekat	IL-23	na	indukciju	ekspresije	MMP-9	u	AM,	nije	posledica	direktnog	dejstva	

ovog	citokina	na	membranski	receptor	na	AM.	

	

	

4.10	Efekat	IL-23	na	AM	nije	direktan	već	je	moguća	posledica	prisustva	ćelija	koje	

indirektno	utiču	na	AM	

	

Mogućnost	da	ćelije	koje	nisu	AM	igraju	posrednu	ulogu	u	indukciji	MMP-9	je	

istražena	kao	jedno	od	mogućih	objašnjenja	ovog	fenomena.	Anti	CD-68	antitela,	

koja	kao	svoj	specifični	antigen	imaju	CD-68,	glikoprotein	eksprimiran	od	strane	AM	

ali	ne	i	limfocita,	su	korišćena	za	bojenje	ćelija	koje	predstavljaju	standardne	kulture	

AM	dobijenih	adherencijom	tokom	inkubiranja	na	telesnoj	temperaturi	u	ćelijskim	

pločama	bunara	ravnog	dna.	Adherencijom	prečišćene	kulture	AM	su	dalje	obrađene	

niskom	koncentracijom	EDTA	koja	je	omogućila	odlepljivanje	AM	zarad	analize	

čistoće	ovakvih	kultura.	AM	koji	su	na	ovaj	način	dobijeni	su	obojeni	anti	CD-68	

antitelom	konjugovanim	sa	fikoeritrinom	a	zatim	je	procenat	pozitivnih	ćelija	

kvantifikovan	putem	protočne	citometrije	(Slika	16).	Procenat	pozitivnih	ćelija	je	

94%,	što	ukazuje	na	sledeće:	a)	da	su	kulture	AM	pripremane	klasičnom	metodom	

adherencije	adekvatno	prečišćene	i	da	je	njihova	čistoća	u	skladu	sa	podacima	iz	

literature	(više	od	90%)	b)	da,	uz	najbolje	napore	da	čistoća	ćelija	bude	adekvatna,	

postoji	značajan	broj	ćelija	koje	mogu	da	doprinesu	malom,	no	dovoljno	klinički	

značajnom	fenomenu	hronične	pojačane	indukcije	MMP-9.	Samim	tim,	standardne	

kulture	AM	u	suštini	predstavljaju	ko-kulture	AM	sa	drugim	ćelijama,	uključujući	i	

limfocite,	predominantu	populaciju	preostalih	ćelija.	
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Slika	 16:	 Procenat CD68+ ćelija u 

populaciji alveolarnih makrofaga 

dobijenih klasičnim postupkom 

adherencije za plastiku	 	Čistoća	kultura	

AM	 je	 proverena	 bojenjem	 sa	

makrofagnim	markerom	CD-68;	A)	i	B)	

predstavljaju	 negativne	 kontrole,	 bez	

antitela,	 i	 ćelije	 bojene	 anti-humanim	

IgG	antitelom	dok	slika	C)	ukazuje	da	je	

čistoća	ovakvih	kultura	visoka	 (94%)	 i	

u	skladu	je	sa	stručnom	literaturom,	no	

takođe	 pokazuje	 da	 ovakve	 kulture	

verovatno	 predstavljaju	 “ko-kulture”	

AM-limfocita
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4.11	Prečišćeni	AM	stimulisani	IL-23	ne	pokazuju	pojačanu	ekspresiju	MMP-9	

	

Efekat	AM	na	stimulaciju	IL-23	je	dalje	analizirana	putem	dodatnog	prečišćavanja	

kultura	AM.	Anti	CD68	antitela	su	pripremljena	zajedno	sa	magnetnim	

mikrokuglicama,	na	taj	način	stvarajući	antitelo-magnetna	kuglica	kompleks	koji	

omogućava	pozitivnu	selekciju	i	separaciju	CD68	pozitivnih	AM.	Nakon	inkubacije	

ovog	antitelo/magnetna	mikrokuglica	kompleksa	sa	ćelijama	iz	BAL,	alveolarni	

makrofagi	za	koje	su	pričvršćeni	namagnetisani	kompleksi	su	izolovani	putem	

magneta,	a	zatim	oslobođeni	veze	sa	antitelom	uz	pomoć	biotina.	Na	taj	način	

prečišćeni	AM	su	kultivisani	u	ćelijskim	pločama	i	stimulisani	sa	IL-23	na	prethodno	

standardizovan	način	korišćen	u	drugim	eksperimentima.	Kao	kontrolni	

eksperiment,	AM	-	tj,	u	ovom	slučaju	verovatne	ko-kulture	AM/limfocita	-	su	

kultivisane	na	standardan	način	i	stimulisane	istim	koncentracijama	IL-23.	AM	

prečišćeni	imunsko-magnetnim	kompleksima	nisu	pokazali	pozitivan	efekat	

pojačane	ekspresije	MMP-9	koji	je	viđen	u	prethodnim	kao	i	kontrolnim	

ekpserimentima	(Slika	17).	Iako	dodatni	korak	prečišćavanja	ćelija	teoretski	može	

da	umanji	adekvatnost	ćelijskih	mehanizama	odgovora	na	citokinsku	stimulaciju,	i	

samim	tim	ukaže	na	alternativna	objašnjenja	rezultata	eksperimenta,	ovi	rezultati	su	

u	skladu	sa	hipotezom	da	efekat	IL-23	na	pojačanu	indukciju	ekspresije	i	sekrecije	

MMP-9	može	biti	indirektan.	
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Slika	 17.	 Prečišćene	 kulture	 AM	 ne	 reaguju	 na	 IL-23	 stimulaciju	 pojačanom	

ekspresijom	 MMP-9.	 Kulture	 CD68+	 prečišćenih	 AM	 su	 stimulisane	 sa	 IL-23	 a	 kao	

pozitivna	 kontrola	 su	 korišćene	 ko-kulture	 AM-limfocita	 koje	 su	 dobijene	 na	

standardan	 način.	 U	 odnosu	 na	 ko/kulture	 AM-limfocita	 koje	 odgovaraju	 na	 IL-23	

povišenom	 	 ekspresijom	 MMP-9,	 kulture	 prečišćenih	 ćelija	 ne	 odgovaraju	 na	 ovaj	

tretman	povišenjem	ekspresije	MMP-9.	

	

	

4.12	Uloga	T-ćelija	u	IL-23	indukovanoj	pojačanoj	ekspresiji	MMP-9	

	

Ćelije	kultura	AM	kao	i	sveži	izolati	BAL	su	analizirani	pomoću	protočne	citometrije	i	

selektovana	populacija	ćelija	koje	morfološki	i	po	stepenu	autoflorescencije	

odgovaraju	limfocitima	su	selektovane	i	analizirane	na	prisustvo	CD2	i	CD8	ćelijskih	

markera.	Bojenje	ovih	ćelija	sa	anti-	CD2	i	anti-CD8	antitelima	konjugovanim	sa	

fikoeritrinom	ukazuje	da	T-ćelije	predstavljaju	visoki	procenat	ovih	ćelija	i	da	CD8	

limfociti	predstavljaju	značajan	procenat	ovih	T-ćelija	(Slika	18).	
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Slika	 18:	 Citofluorimetrijska	 analiza	 ćelija	 iz	 BAL.	 A)	 i	 E)	 predstavljaju	 selektovane	

populacije	ćelija	koje	morfološki	odgovaraju	limfocitima	B)	i	F)	negativne	kontrole	bez	

antitela	C)	i	G)	predstavljaju	negativne	kontrole	koje	isključuju	nespecifično	vezivanje	

sa	 IgG-PE.	 D)	 prikazuje	 CD-2	 pozitivne	 (94.9%)	 ćelije	 i	 B)	 prikazuje	 CD-8	 pozitivne	

(>30%)	ćelije	
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4.13	Ekspresija	IL-23R	na	T-ćelijama	

	

Publikovana	literatura	ukazuje	da	T-ćelije	eksprimiraju	IL-23R	putem	koga	IL-23	

ostvaruje	direktan	uticaj	na	limfocite	[53,	57,	77,	121].	Da	bi	dokazali	ovu	tvrdnju,	

protočnom	citometrijom	smo	analizirali	populaciju	ćelija	iz	BAL	za	koju	smo	

prethodno	pokazali	da	sadrži	visoki	procenat	T-ćelija.	Koristeći	anti	IL-23R	antitela,	

pokazali	smo	da	je	IL-23R	prisutan	na	ovim	ćelijama	među	pušačima	sa	ranim	

emfizemom	pluća	nezavisno	od	njihovog	HIV-1	statusa	(Slika	19).	Na	osnovu	ovih	

podataka,	realno	je	pretpostaviti	da	T-ćelije	igraju	ulogu	u	modulaciji	odgovora	na	

IL-23	u	mikrosredini	pluća	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	putem	

angažovanja	IL-23R.	
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Slika	19:	 IL23R	na	T-ćelijama	HIV-1	negativnog	 i	HIV-1	pozitivnog	pušača	 sa	 ranim	

emfizemom	 pluća.	 A)	 Selektovana	 populacija	 je	 analizirana	 i	 predstavljena	 nakon	

bojenja	sa	negativnom	IgG-PE	kontrolom	kao	i	bojenja	sa	IL23R-PE	koje	pokazuje	da	

oko	50%	ćelija	pokazuje	umereno	pozitivno	bojenje	sa	IL23R	B)	Primer	analize	ćelija	

HIV-1	pozitivnog	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	pokazuje	da	se	oko	70%	limfocita	

umereno	pozitivno	boji	nakon	inkubacije	sa	anti-IL23R	antitelom	
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4.14	Mitogenom	aktivirani	T	limfociti	reaguju	pojačano	na	IL-23	stimulaciju	

	

U	cilju	utvrđivanja	uloge	T-ćelija	u	stimulaciji	MMP-9	ekspresije,	analizirali	smo	

efekat	dodavanja	fitohemaglutinina	(PHA),	lektina	koji	je	mitogen	specifičan	za	T-

ćelije,	na	ko-kulture	AM/limfocita.	AM/lifocitne	ko-kulture	stimulisane	sa	IL-23	uz	

dodat	PHA	su	pokazale	pojačanu	ekspresiju	MMP-9	u	odnosu	na	ko-kulture	u	koje	

su	dodati	sam	IL-23	ilil	sam	PHA	(n=4,	p<0.05,	Kruškal-Valis	test,	Slika	20)	

	

	
Slika	20:	Ko-kulture	alveolarnih	makrofaga/limfocita	stimulisane	sa	PHA	(20	𝜇g/mL),	

a	 zatim	 izložene	 uticaju	 IL-23	 (10ng/ml)	 pokazuju	 pojačanu	 ekspresiju	 MMP-9	 u	

odnosu	na	ko-kulture	AM-limfocita	koje	nisu	bile	izložene	dejstvu	PHA		
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4.15	Efekat	dodavanja	prečišćenih	T-ćelija	ko-kulturama	AM-limfocita	stimulisanih	IL-

23		

	

Na	osnovu	ovih	podataka	i	činjenice	da	supernatanti	BAL	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	

ranim	emfiezmom	pluća	sadrže	brojne	cytokine	koji	stimulišu	T-ćelije	(Slika	7),	

odlučili	smo	da	analiziramo	efekat	dodavanja	T-ćelija	ko-kulturama	AM-limfocita	i	

njihov	uticaj	na	ekspresiju	MMP-9	nakon	stimulacije	IL-23	citokinom.	T-ćelije	smo	

izolovali	iz	tečnosti	BAL	putem	formiranja	rozeta	sa	ovčjim	eritrocitima	tretiranim	

neuraminidazom.		U	kulture	AM-limfocita	dobijene	standardnom	metodom	

adherencije	AM,	dodat	je	IL-23	u	prisustvu	ili	bez	prisustva	prethodno	prečišćenih	

T-ćelija	u	BAL	tečnosti,	a	rezultujuća	MMP-9	ekspresija	je	analizirana	putem	

Taqman	RT-PCR.	Na	osnovu	rezultata	više	puta	ponovljenih	eksperimenata,	došli	

smo	do	zaključka	da	kulture	obogaćene	dodatnim,	prethodno	prečišćenim	T-

ćelijama	pokazuju	značajno	povišenu	ekspresiju	MMP-9	nakon	stimulacije	IL-23	

(n=6,	p<0.01,	ANOVA,	Slika	21).		
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Slika	21:	Prečišćene	T-ćelije,	prethodno	izolovane	iz	tečnosti	BAL,	a	zatim	dodate	ko-

kulturama	 AM/limfocita	 koje	 su	 stimulisane	 IL-23	 citokinom	 (10ng-ml)	 dovode	 do	

pojačane	ekspresije	MMP-9	u	odnosu	na	standardne	ko-kulture	AM/limfocita		

	

	

U	skladu	sa	ovim	nalazom	ide	činjenica	da	povišeni	nivoi	MMP-9	u	plućnoj	

mikrosredini	korelišu	sa	povećanjem	procenta	limfocita	u	tečnosti	BAL	kod	HIV-1	

pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	u	odnosu	na	HIV-1	negativne	pušače	ili	

pušače	sa	ranim	emfizemom	pluća	(Slika	22)	
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Slika	22::	Mikroskopska	analiza	ćelijskog	sastava	BAL	HIV-1	negativnih	pušača,	HIV-1	

negativnih	 pušača	 sa	 ranim	 emfizemom	 pluća	 i	 HIV-1	 pozitivnih	 pušača	 sa	 ranim	

emfizemom	pluć:	procenat	limfocita	je	povišen	među	H+PRE	(n=12	P,	3	PRE,	4	H+PRE;	

p<0.05,	ANOVA)	

	

	

4.16	Poređenje	ekspresije	MMP-9	u	AM	i	T-ćelijama	izolovanim	iz	bronhoalveolarnog	

lavata	

	

S	obzirom	da	T-ćelije	iz	periferne	krvi	produkuju	MMP-9	(ref	45),	uporedili	smo	

gensku	ekspresiju	MMP-9	u	dve	vrste	ćelija	koje	smo	koristili	u	prethodnom	

eksperimentu	–	u	AM	i	T-ćelijama	iz	BAL	prečišćenim	putem	CD-2	magnetnim	

mikrokuglicama.	Razlog	korišćenja	T-ćelija	iz	BAL	u	ovim	eksperimentima	je	

činjenica	da	same	T-ćelije	iz	periferne	krvi	mogu	biti	značajno	drugačijeg	fenotipa	u	

odnosu	na	ćelije	koji	su	prethodno	in	vivo	italik	kohabitirale	sa	AM.	Samim	tim,	u	

cilju	kreiranja	vernih	uslova	koji	postoje	u	plućima,	opredelili	smo	se	za	izolaciju	

BAL	T-ćelija,	proces	nešto	komplikovaniji	u	odnosu	na	izolovanje	značajno	brojnijih	

T-ćelija	iz	periferne	krvi.		
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Iako	i	T	limfociti	i	AM	eksprimiraju	MMP-9	gen,	ekspresija	MMP-9	je	značajno	veća	u	

AM	u	odnosu	na	T-ćelije	iz	BAL	(p<0.05,	Wilcoxon	Signed-Rank	test,	Slika	22).	Ovaj	

podatak	otvara	pitanje	relativnog	značaja	MMP-9	koju	sekretuju	IL-23-stimulisani	T	

limfociti.	Iako	je	evidentno	da	aktivirani	T	limfociti	mogu	da	sekretuju	MMP-9	i	

doprinesu	povišenju	koncentracija	ovog	enzima	u	plućnoj	mikrosredini,	njihov	

doprinos	totalnoj	koncentraciji	MMP-9	je	mnogo	manji	u	odnosu	na	AM	koje	su	veće	

i	brojčano	više	puta	zastupljenije	u	plućnoj	mikrosredini	u	odnosu	na	T	limfocite.	

Zajedno	sa	ovde	pokazanim	rezultatom	koji	ukazuje	da	je	apsolutna	mogućnost	

sekrecije	MMP-9	mnogo	manja	u	T	limfocitima	u	odnosu	na	AM,	ovi	podaci	

implikuju	da	je	pojačana	koncentracija	sekretovanog	MMP-9	pre	rezultat	pojačane	

ekspresije	ovog	enzima	u	AM	nego	u	T-ćelijama	(Slika	23).	

	
	

Slika	 23.	 Ekspresija	 MMP-9	 u	 alveolarnim	 makrofagima	 (AM)	 je	 viša	 u	 odnosu	 na	

ekspresiju	u	T-ćelijama	(T)	iz	tečnosti	BAL	(n=11,	p<0.05,	Wilcoxon	Signed-Rank	test)	
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4.17	Efekat	broja	prisutnih	T-ćelija	u	ko-kulturama	AM-limfocita	

	

Da	bi	testirali	prethodno	formulisanu	tezu	da	T-ćelije,	pored	mogućnosti	da	same	

produkuju	MMP-9,	verovatno	utiču	na	AM	i	njihovu	ekspresiju	MMP-9,	efekat	

dodavanja	T-ćelija	ko-kulturama	AM/limfocita	je	analiziran	variranjem	procenta	

dodatih	T-ćelija.	U	slučaju	da	T-ćelijska	produkcija	MMP-9	ima	najznačajniji	uticaj	na	

pojačano	prisustvo	MMP-9	u	ovim	kulturama,	očekivan	rezultat	je	porast	ekspresije	

MMP-9	u	zajedničkoj	RNK	uzrokovan	povišenjem	procenta	T-ćelija	u	ovim	ko-

kulturama.	Nizom	sličnih	eksperimenata	sa	različitiim	procentima	dodatih	ćelija	

pokazali	smo	da	umereno	povećani	procenat	T-ćelija	u	ovim	ko-kulturama	(5	ili	

10%)	utiče	na	pojačanu	ekspresiju	MMP-9	značajnije	u	odnosu	na	visoke	procente	

dodatih	T-ćelija	(40%)	što	je	demostrirano	na	Slici	24	koja	prikazuje	jedan,	

reprezentativni	primer	od	nekolicine	sličnih,	ali	ne	istih	po	procentu	dodatih	ćelija,	

eksperimenta.	
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Slika	 24:	 Efekat	 dodavanja	 T-ćelija	 kulturama	 AM	 stimulisanim	 IL-23	 (10ng-ml):	

Najveći	 efekat	na	 ekspresiju	MMP-9	u	ovako	pripremljenim	ko-kulturama	 imaju	niži	

(5%)	procenti	dodatih	T-ćelija.	Dodavanjem	visokog	procenta	T-ćelija	(40%),	pozitivni	

efekat	 T-ćelija	 na	 indukciju	 ekspresije	 MMP-9	 se	 gubi.	 Prikazane	 vrednsoti	

predstavljaju	rezultate	jednog	reprezentativnog	eksperimenta	

	

	

Ovaj	fenomen	je	moguće	objasniti	efektom	“dilucije”	ekspresije	MMP-9	-	činjenica	da	

povećani	broj	ćelija	koje,	na	jednoj	strani	indukuju	ekspresiju	MMP-9	u	AM,	ali	u	isto	

vreme	same	po	sebi	eksprimiraju	MMP-9	u	značajno	manjoj	meri,	verovatno	dovodi	

do	rezultirajuće	niže	ekspresije	MMP-9	u	zajedničkoj,	izolovanoj	RNK.	Alternativno	

objašnjenje	ovakvih	rezultata	bi	moglo	da	implikuje	bifazični	efekat	T-ćelija	na	AM	

pre	čemu	više	T-ćelija	oslobađa	različite	suprimirajuće	citokine	ili	isti	citokini	u	
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većim	dozama	indukuju	suprimirajući	efekat	na	AM.	Takođe,	ne	možemo	da	

isključimo	mogućnost	da	druge	ćelije	poput	NK	ćelija	ili	neutrofila	učestvuju	zajedno	

sa	T-ćelijama	u	indukciji	pojačane	ekspresije	MMP-9	u	AM.	I	pored	toga,	na	osnovu	

rezultata	naših	eksperimenata,	izvesno	je	da	T-ćelije,	iako	nisu	primarni	izvor	

pojačanog	prisustva	MMP-9,	najverovatnije	igraju	značajnu	ulogu	u	indukciji	

sekrecije	MMP-9	od	strane	AM.	Prikazani	rezultati	pokazuju	da	citokin	IL-23	zaista	

može	da	utiče	na	pojačano	prisustvo	proteolitičkog	enzima	MMP-9	u	plućnoj	

mikrosredini	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom,	pri	čemu	taj	efekat	IL-

23	ne	ostvaruje	direktnim	dejstvom	na	AM,	već	putem	interakcije	AM	i	T-ćelija.	

	

	

4.18	Interferon-gama	kao	mogući	posredujući	citokin	između	T-ćelija	i	AM	koji	

pojačano	produkuju	MMP-9	

	

S	obzirom	na	prisustvo	IFN-γ	u	supernatantima	BAL	u	istim	kliničkim	fenotipovima	

u	kojima	su	identifikovani	povišeni	nivoi	IL-23	(PRE,	H+NS,	H+PRE),	pročena	je	

uloga	ovog	citokina	kao	potencijalnog	posrednika	u	produkciji	MMP-9	tokom	

interakcije	T	limfocita	i	AM.	Iako	T-ćelije	stimulisane	IL-23	mogu	da	pojačano	

eksprimiraju	IFN-γ	kao	što	je	pokazano	u	našim	in	vitro	eksperimentima	(Slika	25),	

ali	i	opisano	u	publikovanoj	literaturi	[122,	123],	IFN-γ	ne	indukuje	pojačanu	

ekspresiju	MMP-9	u	humanim	ćelijama	(Slika	26).	Nedostatak	pozitivnog	uticaja	

IFN-γ		na	indukciju	ekspresije	MMP-9	je	takođe	prethodno	opisan	u	stručnoj	

literaturi	[124-127]	što,	zajedno	sa	našim	podacima,	jasno	ukazuje	da	je	malo	

verovatno	da	ovaj	citokin	igra	posredničku	ulogu	u	fenomenu	IL-23	indukovane	

ekspresije	MMP-9	u	alveolarnim	makrofagima.	
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Slika	 25:	 Efekat	 stimulacije	 T-ćelija	 iz	 perifne	 krvi	 sa	 IL-23	 (10ng/ml)	 na	 ekspresiju	

IFN-γ.	Rezultat	predstavlja	srednje	vrednosti	četiri	nezavisna	eksperimenta	i	pokazuje	

trend	ka	povišenju	ekspresije	IFN-γ	bez	statističkog	značaja	(p=0.8,	ANOVA).	

	
Slika	26:	Stimulacija	alveolarnih	makrofaga	sa	IFN-γ	ne	indukuje	pojačanu	ekspresiju	

MMP-9	(n=5,	p=0.9,	ANOVA)	
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4.19		IL-23	indukuje	ekspresiju	CD-40L	na	T-ćelijama		

	

Dok	je	dobro	poznata	citokinima-posredovana	komunikacija	među	ćelijama,	pri	

kojoj	AM	reaguju	na	specifične	citokine	sekretovane	od	strane	T-ćelija,	takođe	je	

opisana	interakcija	između	ovih	ćelija	putem	direktnog	kontakta	koji	uključuje	

prepoznavanje	antigena	i	antigen-specifičnog	receptora	na	ćelijskoj	membrani	[128,	

129].	Dodavanje	IL-23	T-ćelijama	ekstrahovanim	iz	periferne	krvi	in	vitro,	dovodi	do	

blagog	trenda	ka	pojačanju	ekspresije	CD40L,	što	je	pokazano	u	našim	

eksperimentima	na	T-ćelijama	izolovanim	iz	periferne	krvi	(Slika	27,	n=5,	p=0.7,	

ANOVA).	Ova	činjenica	ukazuje	na	mogućnost	da	direktan	kontakt	među	ćelijama	

igra	ulogu	u	pokazanom	efektu	IL-23	na	ko-kulture	AM	i	T	limfocita.		

	

	
Slika	27:	Stimulacija	T-ćelija	 iz	periferne	krvi	 intereukinom	IL-23	 (10ng/ml)	 in	vitro	

indukuje	pojačanu	ekspresiju	gena	liganda	CD40L.	Prikazane	su	srednje	vrednosti	pet	

nezavisnih	eksperimenata.	(n=5,	p=0.7,	ANOVA)	
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5.	DISKUSIJA	
	

Povećana	ekspresija	MMP-9	u	alveolarnim	makrofagima	je	povezana	sa	razvojem	

emfizema	pluća	što	je	pokazano	i	na	životinjskim	modelima	i	u	humanim	studijama	

[13,	29,	30,	34,	35].	Yearsley	i	saradnici	[130]	su	prvi	autori	koji	su,	putem	autopsije,	

ukazali	na	činjenicu	da	HIV-1	pušači	sa	emfizemom	pluća	imaju	povišenu	ekspresiju	

MMP-9	u	tkivu	pluća.	Dalja	istraživanja	[38]	su	pokazala	da	HIV-1	pozitivni	pušači	sa	

emfizemom	imaju	i	povećanu	ekspresiju	MMP-9	u	alveolarnim	makrofagima,	kao	i	

povećanu	koncentraciju	aktiviranih	MMP-9	u	supernatantima	BAL	u	odnosu	na	HIV-

1	negativne	pušače	sa	emfizemom.	Osobe	inficirane	virusom	HIV-1	imaju	povećanu	

koncentraciju	i	gensku	ekspresiju	inflamatornih	citokina	u	plućima	[13,	131-133].		

Naše	istraživanje	je	potvrdilo	obe	pretpostavke,	prethodno	podržane	malim	brojem	

podataka	–	supernatant	dobijen	centrifugiranjem	BAL,	tj	tečnost	koja	oblaže	donje	

disajne	puteve	HIV-1	pozitivnih	pušača	sadrži	povišene	koncentracije	MMP-9	i	

povišene	koncentracije	različitih	inflamatornih	citokina,	a	alveolarni	makrofagi	

imaju	povišenu	ekspresiju	MMP-9	i	određenih	proinflamatornih	citokina.	

	

S	obzirom	da	inflamatorni	citokini	mogu	da	direktno	utiču	na	pojačanu	ekspresiju	

MMP	u	alveolarnim	makrofagima,	logično	je	postaviti	pitanje	da	li	postoji	direktna	

uzročno-posledična	veza	između	ovih	pojava.	Analiza	koncentracije	citokina	koja	

pokazuje	njihove	povišene	koncentracije	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača	se	

uklapa	u	prethodno	objavljene	nalaze	drugih	autora	[4,	6,	112,	133-135].	Detaljno	

analizirajući	razlike	u	citokinskom	profilu	supernatanta	dobijenih	centrifugiranjem	

BAL	različitih	fenotipova	u	odnosu	na	pušenje	i	HIV-1	status,	vredna	pažnje	je	

činjenica	da	HIV-1	negativni	pušači	sa	sniženim	DLCO	imaju	povišene	koncentracije	

citokina	koji	karakterišu	Th-17	imunski	odgovor,	što	je	takođe	odlika	HIV-1	

pozitivnih	pušača	sa	sniženim	DLCO,	ali	i	HIV-1	pozitivnih	nepušača.	Nasuprot	njima,	

HIV-1	negativni	pušači	i	HIV-1	negativni	nepušači	nemaju	povišene	koncentracije	

ovih	citokina	u	supernatantima	BAL.	Prisustvo	proinflamatornih	Th-17	citokina	koji	

su	zajednička	odlika	HIV-1	pozitivnih	i	HIV-1	negativnih	pušača	sa	ranim	
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emfizemom	pluća	ukazuje	na	mogućnost	da	ovi	citokini	utiču	na	razvoj	emfizema	u	

ovim	populacijama.	

	

Činjenica	da	HIV-1	pozitivni	pušači	sa	ranim	emfizemom	imaju	povišene	nivoe	

citokina	koji	karakterišu	Th-17	imunski	odgovor	nije	u	potpunosti	iznenađujuća	

uzevši	u	obzir	da,	iako	dovoljno	ubedljivi	podaci	još	uvek	nisu	dostupni,	izvestan	

broj	novih	studija	poklanja	veliku	pažnju	značaju	Th-17	ćelijskog	odgovora	u	

razvoju	patoloških	promena	u	plućima	[60,	78,	136,	137].	Th-17	ćelijski	odgovor	je	

opisan	ne	tako	davno	i	to	nakon	identifikacije	citokina	IL-23	i	IL-17,	tj	njihove	uloge	

u	autoimunskim	bolestima	[51,	57,	138,	139].	Ovo	otkriće	je	dovelo	do	revizije	

klasične	pretpostavke	da	se	CD4+	ćelijski	imunski	odgovor	jednostavno	deli	na	Th-1	

i	Th-2	klasu.	Th-17	ćelije,	koje	se	karakterišu	prisustvom	efektorskih	citokina	IL-17	i	

IL-22,	a	koje	regulišu	citokini	kao	što	je	IL-23,	funkcionalno	se	razlikuju	od	Th-1	

ćelija	i	citokina	kao	što	su	IL-12	i	IFN-γ	koji	karakterišu	Th-1	klasu	ćelijskog	

odgovora	[51].	U	zavisnosti	od	mikrosredine,	patološkog	procesa	koji	ga	indukuje	i	

perioda	u	kome	se	javlja,	Th-17	odgovor	bi	mogao	da	ima	i	pozitivnu	i	negativnu	

ulogu	u	imunskim	procesima	i	bolestima	pluća	[59].	Th-17	ćelije	verovatno	igraju	

protektivnu	ulogu	u	borbi	organizma	protiv	određenih	ektraćelijskih	bakterija	i	

gljiva	[57-60].	Istovremeno,	Th-17	ćelije	i	citokini	koje	one	produkuju	verovatno	

igraju	prominentnu	ulogu	u	patogenezi	inflamatornih	bolesti	pluća,	gde	je	moguće	

da	utiču	na	hroničnu	inflamaciju	i	oštećenje	tkiva	[60,	79,	137].	Osobe	obolele	od	

COPD,	čak	i	u	slučaju	adekvatne	kontrole	bolesti,	imaju	povišene	nivoe	Th-17	

citokina	koji	indukuju	ili,	u	najmanju	ruku,	reflektuju	prisustvo	hronične	inflamacije	

[78,	140].	Miševi	izloženi	duvanskom	dimu	pokazuju	pojačanu	ekspresiju	IL-17	

[141],	dok	su	IL-17	knockout	miševi	kojima	nedostaje	IL-17	zaštićeni	od	razvoja	

emfizema	uprkos	izlaganju	duvanskom	dimu	[78].	Pacijenti	sa	stabilnim	COPD	imaju	

povišen	broj	IL-22	i	IL-23	pozitivnih	ćelija	u	epitelu	bronhija	kao	i	povišen	procent	

IL-17	pozitivnih	ćelija	u	submukozi	[117].	Procenat	IL-17	ćelija		u	bronhijalnoj	

submukozi	je	takođe	povišen	među	bivšim	pušačima	obolelim	od	blagog	do	

umerenog	COPD	u	odnosu	na	nepušače	[142].	U	istoj	studiji,	mala	ali	statistički	
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značajna		razlika	u	nivoima	IL-17	u	sputumu	koreliše	sa	nivoima	bronhoobstrukcije	

i	pogoršanja	plućne	funkcije,	no	ne	koreliše	sa	inflamacijom	disajnih	puteva	[142].		

	

Na	osnovu	rezultata	naših	eksperimenata,	rani	emfizem,	bez	obzira	na	HIV-1	status,	

koreliše	sa	pojačanim	prisustvom	Th-17	citokina	i	interesantna	je	pretpostavka	da	

stepen	hronične	inflamacije,	a	samim	tim	i	prisustvo	simptoma,	može	biti	povezano	

sa	stepenom	Th-17	inflamatornog	odgovora	u	plućima.	U	skladu	sa	ovom	hipotezom	

postoji	i	paralelan	razvoj	terapijskih	strategija	blokiranja	efekta	IL-17	antitelima	

koje	svoje	prve	pozitivne	rezultate	beleže	u	treatmanu	psorijaze	i	Kronove	bolesti	

[143-145],	dok	su	rane	faze	istraživanja	njihovih	efekata	u	terapiji	COPD	u	toku.		

	

Infekcija	alveolarnih	makrofaga	HIV-1	virusom	dovodi	do	pojačanog	inflamatornog	

odgovora,	a	nizom	eksperimenata	koji	pokazuju	pojačano	prisustvo	Th-17	citokina	u	

supernatantima	lavata	pluća	ex	vivo,	kao	i	indukciju	ekspresije	i	sekrecije	Th-17	

citokina	IL-23	po	infekciji	AM	laboratorijskim	JRFL	HIV-1	virusom,	pokazali	smo	da	

HIV-1	može	da	izazove	hroničnu	inflamaciju	u	disajnim	putevima	i	potencira	Th-17	

imunski	odgovor	u	plućima	pušača,	na	taj	način	verovatno	doprinoseći	ranom	

razvoju	emfizema.		

	

IL-23	je	jedan	od	ključnih	citokina	koji	karakterišu	Th-17	imunski	odgovor,	i	kao	

takav	predstavlja	jednu	od	bitnih	veza	između	urođenog	i	stečenog	tipa	imunosti	u	

organizmu	[57,	146].	IL-23,	iako	nije	suštinski	bitan	za	diferencijaciju	Th-17	ćelija,	

igra	veoma	važnu	ulogu	u	održavanju	efektornih	uloga	ovog	imunskog	odgovora	

[147].	IL-23	je	mahom	eksprimiran	od	strane	aktiviranih	makrofaga	i	dendritskih	

ćelija,	dok	se	receptor	za	p19	subjedinicu	IL-23	(IL-23R)	nalazi	na	ćelijskoj	

membrani	memorijskih	T-ćelija	koje	imaju	karakteristike	Th-17	odgovora	[121].	IL-

23	disregulacija	može	da	dovede	do	nemogućnosti	organizma	da	odgovarajuće	

reaguje	na	određene	patogene	u	slučaju	nedovoljnog	prisustva	ovog	citokina,	no	isto	

tako,	povišeno	prisustvo	IL-23	može	da	dovede	do	prisustva	različitih	autoimunskih	

kliničkih	fenomena	[68,	140].		Sve	je	više	dokaza	koji	ukazuju	da	IL-23	igra	ulogu	u	

mnogobrojnim	hroničnim	plućnim	oboljenjima	kao	što	su	astma,	COPD,	sarkoidoza,	
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hronične	infekcije	ili	rak	pluća	[71-75,	77,	83].	Genska	ekspresija	IL-23	je	pojačana	

kod	pušača	obolelih	od	COPD	u	odnosu	na	nepušače	a,	prema	životinjskom	modelu,	

duvanski	dim	indukuje	ekspresiju	IL-23	u	plućima	[148].	Povišeni	nivoi	IL-23	

korelišu	sa	povišenim	nivoima	metaloproteinaza	kao	što	je	pokazano	u	

eksperimentima	na	miševima	koji	nemaju	gen	za	TLR4		[149],	ili	perifernoj	krvi	

osoba	sa	multiplom	sklerozom	[150].	Činjenica	da	intranazalna	aplikacija	citokina	

IL-23	na	mišjem	modelu	dovodi	do	pojačane	produkcije	MMP-9	koji	dalje	dovodi	do	

destrukcije	plućnog	parenhima	ide	u	prilog	tezi	mnogih	autora	da	IL-23	igra	

značajnu	ulogu	u	razvoju	hronične	obstruktivne	bolesti	pluća	[80,	115,	151].	Na	

osnovu	svih	ovih	podataka,	postavili	smo	hipotezu		da	povišeni	nivoi	interleukina	

IL-23	u	distalnim	disajnim	putevima	HIV-1	pozitivnih	pušača	utiču	na	pojačanje	

produkcije	MMP-9	u	mikrosredini	pluća.		

	

Rezultati	naše	studije	potvrđuju	podatake	koji	ukazuju	na	značaj	IL-23	u	razvoju	

inflamacije	pluća	i	pojačanog	prisustva	MMP-9.	Nizom	eksperimenata	smo	pokazali	

da	alveolarni	makrofagi	reaguju	na	stimulaciju	interleukinom	IL-23	pojačanom	

ekspresijom	gena		za	MMP-9	i	pojačanom	produkcijom	ovog	enzima	MMP-9.		

Specifičnost	ovog	efekta	i	odbacivanje		pretpostavke	da	kontaminacija	uzoraka	ili	

čistoća	rekombinantnog	citokina	IL-23	utiče	na	pojačanu	ekspresiju	MMP-9	je	

dokazana	blokirajućim	efektom	anti	IL-23	p40	antitelom.		

	

Jedan	od	nedostataka	naše	studije	je	činjenica	da	je	efekat	IL-23	na	pojačano	

prisustvo	MMP-9	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	

pokazan	isključivo	in	vitro,	tako	da	ostaje	da	spekulišemo	da	je	ovaj	odnos	sličan	in	

vivo	uslovima.	Takođe,	iako	je	izvesno	da	i	MMP-9	i	IL-23	igraju	ulogu	u	ranom	

razvoju	emfizema	u	plućima	HIV-1	pozitivnih	pušača,	adekvatno	testiranje	njihove	

uzročno	posledične	vezi	ima	niz	prepreka.	Primer	predstavlja	činjenica	da	in	vitro	

tehnike	podrazumevaju	niz	koraka	manipulacije	ćelijama	koji	mogu	uticati	na	

mehanizme	aktivacije	i	funckiju	ćelija.	Takođe,	opšte	je	poznato	da	se	ćelijski	odnosi	

i	citokinski	profil	razlikuju	u	okviru	iste	individue	nakon	malih	razlika	u	uticaju	

spoljašnje	sredine	–	minimalne	infekcije,	aktivna	antiretrovirusna	terapija,	stepen	
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kolonizacije	bakterijama,	broj	virusnih	kopija,	stepen	izloženosti	duvanskom	dimu	

mogu	uticati	na	male	promene	u	citokinskom	sastavu	tečnosti	koja	oblaže	epitelijum	

pluća.	Na	kraju,	vrlo	mali	apsolutni	broj	T	limfocita	u	BAL-u	značajno	otežava	

mogućnost	izvođenja	eksperimenata	obzirom	da	je	neophodno	da	svakom	

eksperimentu	prethodi	invazivna	procedura	kao	što	je	bronhoskopija	pluća.	

Nažalost,	korelacija	efekta	citokina	ili	produkcija	metaloproteinaza	je	vrlo	specifična	

za	svako	tkivo,	tako	da	mogućnost	ekstrapolacije	efekata	uočenih	na	ćelijama	

periferne	krvi	na	fenomene	u	plućnoj	sredini	moraju	biti	uzete	sa	maksimalnom	

rezervom.		

	

Očigledno	je	da	postoje	mnogobrojni	mehanizmi	koji,	u	uslovima	hronične	

inflamacije,	dovode	do	pojačanog	prisustva	MMP-9	u	plućima.	Dobro	je	poznato	da	

proinflamatorni	citokini	kao	što	su	IL-1β,	TNF-α	ili	IL-6	indukuju	ekspresiju	MMP-9	

u	makrofagima	[30,	150,	152].	Na	drugoj	strani,	nije	veliki	broj	podataka	u	

publikovanoj	literaturi	koji	ukazuju	na	direktan	odnos	IL-23	i	ekspresije	MMP-9.		

Dok	IL-12	indukuje	infiltraciju	citotoksičnim	T-ćelijama,	podaci	ukazuju	da	IL-23	

indukuju	inflamatorne	reakcije	kao	što	je	upravo	pojačano	lučenje	MMP-9,	a	

sistemska	terapija	neutrališućim	IL-23p19	antitelima	vodi	do	značajno	smanjene	

ekspresije	MMP-9	i	pojačanog	prisustva	CD8+	limfocita	u	karcinogenu-izloženoj	koži	

na	mišjem	modelu	[115].	IL-23	utiče	na	pojačanu	ekspresiju	MMP-2	u	ileumu	miševa	

inficiranih	sa	Toxoplasma	gondii	[153].	Od	većeg	značaja	za	sama	pluća	je	prethodno	

navedeni	uticaj	intranazalno	aplikovanog	IL-23	na	mišjem	modelu	na	pojačanu	

produkciju	MMP-9	[80]	.	Činjenica	da	nismo	uspeli	da	pokažemo	da	AM	eksprimiraju	

IL-23R	i	to	nizom	sofisticiranih	istraživačkih	metoda	koje	uključuju	DNK	mikročip	

analizu,	RNK	sekvenciranje,	Taqman	kvantitativni	RT-PCR	i	protočnu	citometriju,	je	

otvorila	niz	novih	pitanja	fokusiranih	na	pitanje:	na	koji	način	IL-23	ostvaruje	svoj	

uticaj	na	ekspresiju	MMP-9	u	kulturama	AM?	

	

Poznato	je	da	memorijske	T-ćelije	eksprimiraju	IL-23R	i	da	su	kao	takve,	podložne	

direktnom	modulirajućem	efektu	IL-23	[53,	57,	77].	Prema	našem	istraživanju,	

uticaj	IL-23	na	alveolarne	makrofage	u	plućima	se	ostvaruje	posredstvom	T-ćelija.	
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Podaci	koje	smo	predstavili	ukazuju	da,	nakon	stimulacije	interleukinom	IL-23,	T	

ćelije	intereaguju	sa	AM	i	na	taj	način	utiču	na	pojačano	oslobađanje	MMP-9.	Postoji	

više	mogućih	mehanizama	ove	interakcije.	Mogućnost	postojanja	drugog	citokina,	

koga	luče	T	ćelije	pod	uticajem	IL-23	i	koji	ima	direktno	MMP-9	indukujuće	dejstvo	

na	AM	smo	istražili	kao	jedan	od	mogućih	mehanizama	koji	bi	objasnili	obervirani	

fenomen.	Obzirom	na	njegovo	povišeno	prisustvo	u	fenotipovima	sa	ranim	

emfizemom	pluća	i	poznat	proinflamatorni	efekat,	istražili	smo	mogućnost	da	IFN-γ	

igra	ovakvu	ulogu	posredujućeg	citokina.	Kao	što	je	prikazano	na	Slikama	25	i	26,	

obzirom	da	IFN-γ,	čiji	su	receptori	eksprimirani	na	AM,	ne	utiče	pozitivno	na	

ekspresiju	MMP-9,	malo	je	verovatno	da	ovaj	citokin	ima	značajan	uticaj	na	efekat	

IL-23.		Postojanje	drugog	citokina,	koji	nije	detektovan	u	našim	eksperimentima	i	

koji	igra	upravo	ovu	ulogu	posredovanja	pojačane	ekspresije	MMP-9	u	AM	nakon	

stimulacije	T-ćelije	sa	IL-23	je	svakako	moguće,	ali	ostaje	van	domašaja	našeg	

istraživanja.		

	

Takođe,	u	nizu	eksperimenata	u	kojima	smo	supernatante	kultura	T-ćelija	koje	su	

prethodno	stimulisane	sa	IL-23,	dodali	kulturama	AM,	nismo	uspeli	da	indukujemo	

prethodno	uočeni	efekat	indukcije	MMP-9	(neprikazani	podaci).	Iako	je	moguće	da	

dodavanje	supernatanata	T-ćelija	stimulisanih	sa	IL-23	kulturama	AM	dovodi	do	

razblaženja	medijuma	i,	na	taj	način	nedovoljnih	koncentracija	citokina	u	

rezultujućim	pomešanim	kulturama	koje	bi	dovele	do	željenog	efekta	na	produkciju	

MMP-9,	ova	observacija	je	interesantna	jer	implikuje	mogućnost	da	efekat	pojačane	

ekspresije	MMP-9	u	AM	nije	indukovan	posredno,	putem	intermedijarnog	citokina	

lučenog	od	strane	T-ćelija,	već	direktno,	putem	direktnog	kontakta	između	T-ćelija	i	

AM.	Prethodno	je	opisan		značaj	direktnog	kontakta	T-ćelija	sa	monocitnom	ćelijama		

za		indukciju	MMP-9	[31,	154,	155].	Interakcija	između	ovih	ćelija	putem	direktnog	

kontakta	koji	počinje	sa	prepoznavanjem	antigena	i	antigen-specifičnog	receptora	

na	ćelijskoj	membrani	je	dobro	poznata.	Takođe	je	poznato,	nakon	ovog	vezivanja,	

više	površinski	eksprimovanih	molekula	na	T	limfocitima	i	na	monocitima,	

interaguju,	i	na	taj	način	osnažuju	vezu	i	dalje	moduliraju	interakciju	među	vezanim	

ćelijama	[128,	129].	Nakon	vezivanja	CD3	kompleksa	sa	antigen-MHC	kompleksom	
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na	monocitima,	molekuli	kao	što	su	CTLA4	(protein	vezan	za	citotoksične	T	

limfocite,	CD152),	CD40	ligand	ili	LFA-1	(leukocitni	funkcioni	antigen-1)	koji	su	

eksprimirani	na	T	limfocitima,	interaguju	ovim	redosledom,	sa	B7	proteinima	(CD80	

i	CD86),	CD40	molekulom	i	ICAM-1	(intracelularnim	adhezionim	molekulom-1)	na	

monocitima	na	taj	način	učestvujući	u	inhibiciji	aktivacije	T-ćelija	(CTLA/CD80	ili	

CTLA/CD86),	indukciji	aktivacije	monocita	(CD40L/CD40)	ili	pojačavanju	veze	

između	ovih	ćelija	(LFA-1/ICAM-1)[128,	155].	CD-40	je	kostimulatorni	protein	koji	

se	nalazi	na	antigen-prezentujućim	ćelijama	i	neophodan	je	za	njihovu	aktivaciju.	

Vezivanje	CD40L	na	T-ćelijama	za	CD40	aktivira	antigen	prezentujuće	ćelije	tako	

uzrokujući	niz	efekata	koje	ova	aktivacija	pokreće	[156].	CD40L	je	član	šire	grupe	

citokina	koje	nose	funkciju	faktora	tumor	nekroze	(TNF),	a	aktivirane	CD4+	T-ćelije	

su	predominantne	ćelije	koje	ga	eksprimiraju	[157].	Dodavanje	IL-23	T-ćelijama	

izolovanim	iz	periferne	krvi	in	vitro,	dovodi	do	pojačane	ekspresije	CD40L,	što	je	

pokazano	u	našim	eksperimentima	(Slika	29).	Jedan	od	mogućih	efekata	pojačane	

ekspresije	CD40L	nakon	stimulacije	IL-23	citokinom	je	dalja	aktivacija	AM	i	pojčanje	

ekspresije	i	lučenja	MMP-9	od	strane	AM,	što	bi	doprinelo	daljem	objašnjenju	

pokazanog	fenomena	uticaja	IL-23	na	pojačano	prisustvo	MMP-9	u	mikrosredini	

pluća	HIV-1	pozitivnih	pušača	(Shema	1).		

	

Kao	što	je	prethodno	naglašeno,	značaj	CD40/CD40L	interakcije	nakon	izlaganja	

AM-limfocitnoh	ko-kultura	ostaje	u	domenu	špekulacije	i	izlazi	van	okvira	ove	

studije.	Iako	tačan	mehanizam	indirektnog	uticaja	IL-23	citokina	na	lučenje	MMP-9	

od	strane	AM	nije	utvrđen,	ova	studija	nedvosmisleno	pokazuje	da	interleukin	IL-23	

i	Th-17	imunski	odgovor	igraju	značajnu	ulogu	u	razvoju	emfizema	u	plućima	HIV-1	

pozitivnih	pušača,	kao	i	da	pojačano	prisustvo	IL-23	dovodi	do	pojačanog	lučenja	

proteolitičkog	enzima	MMP-9		od	strane	alveolarnih	makrofaga.	
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Shema	 1:	 Mogući	 mehanizam	 uticaja	 IL-23	 na	 pojačanu	 ekspresiju	 MMP-9.	 IL-23	

ostvaruje	indirektan	uticaj	na	alveolarne	makrofage	i,	nezavisno	od	izvora	IL-23	koji	

mogu	biti	čak	i	sami	alveolarni	makrofagi,	T	limfociti	su	neophodni	za	ostvarenje	ovog	

efekta.	Memorijske	 T-ćelije	 eksprimiraju	 IL-23R	 koji	 je	 ”meta”	 za	 IL-23,	 koji	 vodi	 do	

aktivacije	 mehanizama	 interakcije	 T-ćelija	 sa	 alveolarni	 makrofagima	 i	

konsekventnog	pojačanog	lučenja	MMP-9.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



 79 

6.	ZAKLJUČCI	
	

	

1.	Supernatanti	bronhoalveolarnog	lavata	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	

emfizemom	pluća	sadrže	povišene	koncentracije	proinflamatornih	citokina	u	

odnosu	na	HIV-1	negativne	pušače	as	sličnim	promenama	na	plućima,	HIV-1	

pozitivne	nepušače,	HIV-1	negativne	pušače	ili	HIV-1	negativne	nepušače.	

	

2.	Citokinski	profil	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća,	nezavisno	od	HIV-1	

statusa,	pokazuje	povišene	koncentracije	citokina	IL-23	i	IL-17,	i	na	taj	način	

ukazuje	na	značaj	Th-17	imunskog	odgovora	u	razvoju	hroničnog	emfizema	

pluća.	

	

3.	IL-23	je	prisutan	u	plućnoj	mikrosredini	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća,	

a	njegovo	prisustvo	je	potencirano	HIV-1	infekcijom.		Ovaj	zaključak	se	bazira	na	

rezultatima	koji	pokazuju	povišene	nivoe	IL-23	u	supernatantima	BAL	HIV-1	

pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća,	povišene	nivoe	ekspresije	IL-23	u	

alveolarnom	makrofagima	HIV-1	pozitivnih	pušača	sa	ranim	emfizemom	pluća	i	

indukciju	ekspresije	IL-23	infekcijom	alveolarnih	makrofaga	sa	HIV-1	virusom	u	

eksperimentalnim	uslovima.	

	

4.	IL-23	utiče	na	povišenu	ekspresiju	i	povišenje	nivoa	proteolitičkog	enzima	

MMP-9	u	plućima.	Ovaj	zaključak	je	rezultat	eksperimenata	koji	su	pokazali	da	

stimulacija	alveolarnih	makrofaga	sa	IL-23	indukuje	povećanu	ekspresiju	gena		i	

produkciju	MMP-9.	Specifičnost	ove	interakcije	dokazana	je	ukidanjem	ovog	efekta	

dodavanjem	blokirajućeg	anti	IL-23	p19	antitela.	

	

5.	Efekat	interleukina	IL-23	na	produkciju	MMP9	u	alveolarnim	makrofagima	

je	indirektan	i	zahteva	posredničku	ulogu	T	limfocita.	Ovaj	zaključak	se	bazira	

na	rezultatima	koji	pokazuju	da	alveolarni	makrofagi	nemaju	IL-23R,	da	relativno	
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prečišćene	kulture	AM	sadrže	određeni	broj	limfocita	koji	eksprimiraju	IL-23R,	da	

kulture	čistih	alveolarnih	makrofaga	ne	pokazuju	pojačanu	produkciju	MMP-9	

nakon	stimulacije	sa	IL-23,	kao	i	da	dodavanje	prečišćenih	T-ćelija	kulturama	

alveolarnih	makrofaga	dovodi	do	pojačane	ekspresije	MMP-9.	
	

	

	

U	celini,	može	se	zaključiti	da	Th-17	imunski	odgovor	igra	značajnu	ulogu	u	razvoju	

emfizema	među	HIV-1	pozitivnim	pušačima.	Relativno	povišene	koncentracije	Th-

17	citokina	među	HIV-1	pozitivnim	u	odnosu	na	HIV-1	negativne	pušače	mogu	biti	

razlog	pojačanog	prisustva	MMP-9	u	mikrosredini	pluća	i	ranijeg	razvoja	emfizema	

među	HIV-1	pozitivnim	pušačima.	Razumevanje	odnosa	regulatornih	T-ćelija	i	Th-

17	ćelija	i	značaja	njihovog	adekvatnog	balansa	će	verovatno	u	budućnosti	

omogućiti,	ne	samo	bolju	kontrolu	i	svrsishodniju	terapiju	mnogih	hroničnih	bolesti	

uključujući	COPD,	već	i	dovesti	do	boljeg	razumevanja	načina	funkcionisanja	i	

sinhronizacije	mehanizama	stečene	i	urođene	imunosti	uopšte.	
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7.	SPISAK	SKRAĆENICA	
ACOS	-	astma-COPD	overlap	syndrome		
AM	–	Alveolarni	makrofagi	
ANOVA	–	Test	analize	varijanse	
ARV	–	Anti-retroviralna	terapija	
BAL	–	Bronhoalveolarni	lavaž	
BSA	–	Bovine	Serum	albumin,	Albumin	iz	goveđeg	seruma	
CD	–	Cluster	of	differentiation	
cDNK	–	Komplementarna	DNK	
CO2	–	Ugljen	dioksid	
COPD	-	Hronične	obstruktivne	bolesti	pluća,	HOBP	
CT	–	Kompjuterizovana	tomografija	
DLCO	–	Membranska	difuzija,	diffusing	capacity	
DNK	–	Deoksiribonukleinska	kiselina	
EAE	-	Eksperimentalni	autoimunski	encefalomijelitis	
EDTA	–	Etilenediaminetetraacetna	kiselina	
ELISA	-	Enzyme-linked	immunosorbent	assay	
FACS	-	Flow-citrometrijska	analiza,	protočna	citometrija	
FEV1	-	Forced	expiratory	volume	in	1	sec	
FVC	-	Forced	vital	capacity	
GM-CSF	-	Granulocitni-makrofagni	stimulišući	factor	razvoja	
H+NP	-	HIV-1	pozitivni	nepušači	
H+PRE	-	HIV-1	pozitivni	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća	
HAART	-	Highly	Active	Anti-Retroviral	Therapy	
HIV	-	Virus	humane	imunodeficijencije	
IFN	–	Interferon	
IgG	–	Imunoglobulin	G	
IL-23	–	Interleukin-23	
IPF	–	Idiopatska	plućna	fibroza	
IRB	-	Etički	Odbor	za	nadgledanje	kliničkog	istraživanja,	Institutional	Review	Board	
LPS	–	Lipopolisaharid	
MMP	–	Metaloproteinaza	
NIH	-	National	Institute	of	Health	
NK	ćelije	–	Natural	killer	ćelije	
NP	-	HIV-1	negativni	nepušači	
PBS	–	Phosphate	buffered	solution,	fiziološki	rastvor	
P	-	HIV-1	pozitivni	nepušači	
PCR	–	Polymerase	chain	reaction	
PHA	–	Fitohemaglutinin	
PRE	-	HIV-1	negativni	pušači	sa	ranim	emfizemom	pluća		
RNK	–	Ribonukleinska	kiselina	
RPMI	-	Roswell	Park	Memorial	Institute	medium	
RT-PCR	–	Reverse	transcription	polymerase	chain	reaction	
TGF	–	Tumor	growtn	fator	
Th-	T	helper	cell	
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TIMP	-	Tkivni	inhibitori	Metaloproteinaza	
TLC	-	Totalni	plućni	kapacitet	
TNF	–	Tumor	necrosis	fator	
UCLA	–	University	of	California,	Los	Angeles	
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