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Naslov:
Uloga Interleukina-23 u prevremenom razvoju emfizema plu¢a medu HIV-1

pozitivnim pusacima

Rezime:

Genska ekspresija matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) je pojacana u alveolarnim
makrofagima (AM) HIV-1 pozitivnih puSaca obolelih od emfizema plu¢a. Na osnovu
podataka koji ukazuju da supernatant bronhoalveolarnog lavata u plu¢ima HIV-1
pozitivnih pusaca sadrZi poviSene koncentracije inflamatornih citokina u odnosu na
ovu tecnost u plu¢ima HIV-1 negativnih puSaca, postavili smo hipotezu da poviSene
koncentracije inflamatornih citokina u populaciji HIV-1 pozitivnih puSaca utic¢u na
poviSenje koncentracije metaloproteinaza, na taj nac¢in dovodeci do ranog razvoja
emfizema pluca.

Putem multicitokinske analize, analizirali smo supernatante bronhoalveolarnog
lavata 5 razlicitih fenotipskih grupa: HIV-1 negativnih nepusaca, HIV-1 negativnih
pusaca bez poremecaja disajnih puteva, HIV-1 negativnih puSaca sa ranim
emfizemom pluca, HIV-1 pozitivnih nepusaca i HIV-1 pozitivnih puSaca sa ranim
emfizemom pluca. Pored pojaCane ekspresije inflamatornih citokina u plu¢ima
pusaca zaraZenih virusom HIV-1, poviSene vrednosti citokina koji indukuju Th-17,
pre svega interleukina IL-23, predstavljaju zajednicku karakteristiku HIV-1
pozitivnih nepusSaca, HIV-1 pozitivnih pusaca sa ranim emfizemom pluca i HIV-1
negativnih pusaca sa ranim emfizemom pluca. Relativna ekspresija IL-23 gena u AM
HIV-1 pozitivnih osoba je poviSena u odnosu na AM HIV-1 negativnih ispitanika, i
znacajno je poviSena u odnosu na AM HIV-1 pozitivnih pusSaca sa ranim emfizemom
pluca. Akutna infekcija HIV-1 virusom in vitro dovodi do pojacane ekspresije IL-23 u
HIV-1 negativnim AM. Stimulacija kultura AM IL-23 dovodi do pojacane ekspresije
MMP-9 gena i pojacane koncentracije MMP-9. S obzirom na to da AM zdravih osoba
ne eksprimiraju IL-23 receptor (IL-23R), ¢injenice da kulture makrofaga precis¢enih

adherencijom sadrZe izvestan procenat T limfocita i Cinjenice da dodavanje T



limfocita ovim kulturama pojacava produkciju MMP-9, efekat IL-23 na pojacano
luCenje MMP-9 moze biti indirektan i zahteva ucesce T limfocita u ovom procesu.
Uticaj IL-23 na MMP-9 je jedan od mogucih mehanizama koji dovode do ranog
razvoja emfizema pluca i ukazuje na moguci uticaj Th-17 indukovanog imunskog

odgovora u razvoju ovog fenomena.
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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 [L-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



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
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1.UVOD

Uvodenjem anti-retrovirusne terapije (ARV) u leCenju osoba inficiranih HIV-1
virusom, Zivotni vek obolelih i broj infektivnih komplikacija uzrokovanih
deficijencijom imunskog sistema se znacajno smanjio. Istovremeno, spektar
hroni¢nih oboljenja u ovoj populaciji je znacajno proSiren tokom protekle

decenije. Brojne studije su pokazale povecanu incidencu oboljevanja od odredjenih
maligniteta, plu¢ne arterijske hipertenzije (prema grupisanju Svetske zdravstvene
organizacije grupa I), hroni¢ne bubreZne insuficijencije i sr€anih oboljenja [1-6].
Pored ostalog, HIV-1 pozitivni pusaci imaju povecan rizik oboljevanja od razlicitih
hroni¢nih oboljenja pluca [7], a posebno hroni¢ne obstruktivne bolesti plu¢a (COPD)
[8, 9]. Prve studije, objavljene jo§ 1992. ukazale su na povezanost dugotrajne
infekcije HIV-om i emfizema pluca [10]. U studiji objavljenoj nekoliko godina kasnije
od strane iste grupe autora, uporedivanjem nalaza kompjuterizovane tomografije
(CT) pluca, Diaz i saradnici su pokazali da, za razliku od HIV-1 negativnih

pacijenata medu kojima je ucestalost emfizema pluca oko 2%, u populaciji HIV-1

pozitivnih pacijenata je ovaj procenat daleko visi, cak 15% [11].

Najveca studija koja je ukazala na jasnu povezanost HIV infekcije i razvoja emfizema
pluca je obavljena u populaciji americkih vojnih veterana (Veterans Aging Cohort 5
Site Study) [9]. Ova studija je identifikovala HIV-1 infekciju kao znacajan faktor za
razvoj COPD, pre svega emfizema, nezavisno od starosti, rase i etnicke pripadnosti
kao ni od godina pusackog staza, istorije koriS¢enja narkotika ili alkoholizma. Prema
ovoj studiji, HIV-1 pozitivni pusaci imaju 50% poviSene Sanse da obole od emfizema
pluca. Pored pojacanog rizika za razvoj COPD, HIV-1 infekcija ubrzava deterioraciju
pluc¢ne 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 pusaca. Na osnovu svih ovih informacija, Americko Torakalno
UdruZenje (American Thoracic Society) je 2010. godine izdalo zvani¢no saopStenje u

kome se HIV infekcija navodi kao nezavisan faktor rizika za razvoj COPD.



1.1 Emfizem i hroni¢na obstruktivna bolest pluc¢a

Hronicna obstruktivna bolest pluca, (engl. chronic obstructive pulmonary disease -
COPD), predstavlja heterogeni skup hronic¢nih patoloskih promena na plu¢ima koji
ukljuCuje oboljenje proksimalnih i distalnih disajnih puteva (bronhitis i bronhiolitis)
i pluénog parenhima (emfizem) koji nastaju pod uticajem toksi¢nog dejstva
iritantnih gasova ili inhaliranih ¢estica [13]. Klinicki 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 mozZe biti praktican iz klinicke perspektive, jasno je da je
takav pristup i rigidan, jer onemogucava ranu terapiju osobama u ¢ijim plu¢ima
postoje znacajne promene uzrokovane duvanskim dimom koje ¢e kasnije dovesti do
razvoja klinicki evidentnog COPD. Tokom poslednjih godina sve viSe paznje je
usmereno ka ranoj detekciji i ranoj terapiji promena na plu¢ima u fazi pre nego Sto
je obstruktivna bolest pluc¢a razvijena, pre svega zbog velikog znacaja ove bolesti u
pogledu opsSteg morbiditeta i mortaliteta ljudi obolelih od COPD [15]. U tom smislu,
pravilno tumacenje ranih simptoma [16] zajedno sa detektovanjem ranih
emfizematoznih promena i hroni¢nog zadebljanja disajnih puteva na kvantitativnoj
CT sken analizi [17] ili pracenje stepena sniZenja kapaciteta membranske difuzije
[18] dobija sve viSe na znacaju u globalnoj borbi protiv ove bolesti [16, 19]. Na
globalnom nivou, COPD je jedna od najsmrtonosnijih bolesti obzirom da predstavlja
Cetvrti po uCestalosti uzrok smrti u svetu, uz tendenciju ka povec¢anju prevalence
tokom narednih godina [20]. Iako je tacan mehanizam nastanka emfizema plu¢a jos
uvek nedovoljno jasan, brojna istrazZivanja pokazala su da u ovom procesu znacajnu
ulogu igraju mehanizmi urodene i steCene imunosti koji dovode do stanja hroni¢ne
lokalne inflamacije uz ucesc¢e brojnih citokina, prisustvo disbalansa izmedu proteaza
i njihovih inhibitora, anti-proteaza u plu¢noj mikrosredini, kao i odnos oksidantnih

and antioksidantnih jedinjenja [21, 22].

Poremecen odnos proteaznih enzima i njihovih inhibitora dovodi do razlaganja

vezivnog tkiva, pre svega elastina, Sto predstavlja jedan od klju¢nih mehanizama za



razvoj emfizema pluca. Ova teorija je podrZana ¢injenicom da u eksperimentalnim
zivotinjskim modelima, aplikacija elastaze u plu¢ima laboratorijskih Zivotinja
dovodi do razvoja emfizema [23, 24]. Takode, prisustvo papaina u plu¢ima dovodi
do sli¢nog efekta [25]. Jedan od primera koji potvrduje da proteazno-antiproteazni
disbalans dovodi do emfizema pluca je Sindorm deficijencije a-1-antitripsina, jednog
od glavnih anti-proteaznih enzima. Jo$ pre viSe od pola veka, pokazano je da
nedostatak ovog enzima dovodi do razvoja emfizema pluca i klinickog sindroma
plucne insuficijencije [26], a purifikovani humani a-1 anti-tripsin se ve¢ godinama
koristi u lecenju odmaklih stadijuma emfizema medu pacijentima sa nedostatkom
ovog enzima [27]. Uticaj spoljasnjih faktora takode moZe biti neophodni stimulans
koji dovodi do proteazno-antiproteaznog disbalansa. Duvanski dim u plu¢ima se
smatra jednim od glavnih induktora infiltracije plu¢ne mikrosredine inflamatornim
Celijama; ove Celije tada produkuju proteazne enzime cija aktivnost u tom slucaju

dominira u odnosu na aktivnost anti-proteaza [28].



Metaloendopeptidaze

N
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Slika  1: Proteoliticki balans u plu¢ima: Dejstvo tkivnih  inhibitora
metaloendopeptidaza unosi ravnoteZu u odnosu na proteoliticki potencijal
metaloendopeptidaza kao Sto su matriksne metaloproteinaze (MMP). Promene u
koncentracijama proinflamatornih i antiinflmatornih citokina oslikavaju poremecaj

proteazno-antiproteaznog balansa u organizmu.

1.2 Metaloproteinaze

Pedeset procenata proteazne aktivnosti u alveolarnoj mikrosredini potice od strane
matriksnih metaloproteinaza (MMP) [29]. Metaloproteinaze predstavljaju grupu
matriks-proteinaznih enzima koji razgraduju ekstracelijski matriks. Ova grupa

enzima se sintetiSe u latentoj formi (zimogeni) i oslobadja u ekstracelijski matriks u



formi proenzima koji zahtevaju aktivaciju pre ispoljavanja svog dejstva. Ovi enzimi
su podeljeni u subklase prema specificnosti i strukturnim razlikama na: kolagenaze
(MMP-1, 8, 13), stromelizine (MMP-3,10,11), matrilizine (MMP-7), Zelatinaze (MMP-
2,9) [30]. Znacaj MMP prevazilazi prostu razgradnju Celijskog matriksa obzirom da
ovi enzimi igraju vaznu ulogu u procesuiranju razliitih bioaktivnih molekula [30-
32]. MMP mogu da ucestvuju u obradi ¢elijskih receptora, aktivaciji i deaktivaciji
citokina i hemokina kao i oslobadanju apoptotskih liganda. Samim tim, ovi enzimi
direktno uticu na €elijsku proliferaciju, migraciju, diferencijaciju, apoptozu i imunski
odgovor. Tkivni inhibitori metaloproteinaza (TIMP) predstavljaju grupu specificnih
endogenih inhibitora metaloproteinaza koji, u patoloskim uslovima disregulisane
aktivnosti MMP, igraju vaznu ulogu u neutralizaciji aktivnosti metaloproteinaza

[33].

Zelatinaza MMP-9 (takode poznata kao Zelatinaza B - GELB) razgraduje proteine
kao Sto su kolagen tipa IV, elastin, vitronektin, ali i druge proteine koji nisu
strukturni delovi matriksa, kao Sto su hemokini [34, 35]. Konstitutivna ekspresija
gena za MMP-9 je karakteristi¢na za neutrofile, makrofage, endotelne celije, ali je
poznato da je ovaj gen inducibilan u endotelnim ¢elijama, fibroblastima itd. MMP-9
je prisutna u malim koncentracijama u normalnim plu¢ima, medutim njen nivo je
znacajno poviSen u razli¢itim plu¢nim oboljenjima kao $to su astma, idiopatska
pluc¢na fibroza (IPF) i COPD [34]. Takode, joS jedna znacajna uloga MMP-9 je u
njenom doprinosu razvoju tumora, angiogenezi, invaziji okolnih tkiva i
metastaziranju [36]. Na osnovu studija na miSevima deficijentnim za MMP-9, ova
proteinaza igra ulogu u migraciji ¢elija epitla bronhija, destrukciji i permeabilosti

alveola [34].

Patohistoloski gledano, ireverzibilni gubitak alveolarnih povrsina i gubitak plu¢nog
elastina predstavljaju osnovnu karakteristiku emfizema plu¢a. MMP-9, zajedno sa
MMP-2 i MMP-12, razgraduje elastin. PuSaci sa ranim emfizemom plu¢a imaju
povecan broj neutrofila i aktiviranih makrofaga u te¢nosti bronhoalveolarnog lavata

(BAL), a stepen opadanja plu¢ne funkcije direktno koreliSe sa pove¢anim



prisustvom obe pomenute vrste Celija [37]. MMP-9, kao elastolitic¢ki enzim
sekretovan od strane i makrofaga i neutrofila, ima veliki znacaj u razvoja emfizema

pluca.

PoviSen nivo MMP-9 u tecnosti bronho-alveolarnog lavata je dokazan medu
pusSacima i puSacima sa emfizemom pluca [29, 38, 39]. [spitivanjem makrofaga
izolovanih iz pluca pusaca, pokazano je da duvanski dim pojacava produkciju MMP-
9 u ovim éelijama [40]. Cinjenica da su povi$ene koncentracije MMP-9 prisutne u
mikrosredini emfizematoznih plu¢a ne znac¢i da MMP-9 igra samo negativnu ulogu u
razvoju emfizema; mogucénost kompleksne uloge MMP-9 u modulaciji drugih enzima
i citokina je znacajan i ova uloga moze biti sustinski znacajna u procesima
destrukcije i popravke tkiva pluca [34]. U skladu sa tim, stoji i podatak da poviSene
koncentracije MMP koreliSu sa citokinskim disbalansom koji rezultuje u povisenoj

koncentraciji inflamatornih citokina [32, 41].

1.3 Inflamatorne celije u COPD

Hronicna inflamacija respiratornog sistema u COPD se karakteriSe akumulacijom
neutrofila, makrofaga i limfocita, posebno u distalnim disajnim putevima [42].
Tecnost bronho-alveolarnog lavata pluca pusaca sadrzi poviSen broj ¢elija u odnosu
na BAL nepusaca [43]. Najveci procenat leukocita koji infiltriSu bronhijalni epitel i
submukozu ¢ine mononuklearne Celije koje se sastoje prevashodno od makrofaga i
T limfocita, dok neutrofili predstavljaju manji procenat [13]. PojaCano prisustvo
neutrofila u teCnosti BAL je uobicajeno medu puSac¢ima [28], medutim funkcionalni
status ovih Celija moZe biti kompromitovan u odredenim situacijama [42]. Pojac¢ano
prisustvo eozinofila se mnogo CeSce susre¢e medu osobama obolelim od astme, i
karakteriSe astma-COPD overlap syndrome (ACOS), medutim ova pojava nije
neuobicajena u plu¢ima pusaca sa COPD i Cesto koreliSe sa dobrim klinickim

odgovorom na terapiju steroidima [44].



Alveolarni makrofagi (AM) predstavljaju procentualno najbrojnije (oko 90%) ¢elije
u tecnosti BAL nepusaca i istovremeno predstavljaju glavne i neposredne izvrSioce
urodenog imunskog odgovora [45]. U BAL tecnosti pusSaca sa emfizemom pluca
njihov procenat moze biti smanjen u korist limfocita ili neutrofila, medutim
apsolutni broj ovih Celija je i delje viSestruko povecan, a njihov broj korelise sa
stepenom uznapredovalosti COPD [13]. Ove Celije predstavljaju osnovu nespecificne
odbrane pluca, to jest, imaju ulogu glavnih Cuvara alveolarno-krvne barijere od
respiratornih patogena. Alveolarni makrofagi mogu da eliminiSu male Cestice
tipi¢nih mikroorganizama koji u normalnim uslovima bivaju svakodevno aspirirani.
Ova eliminacija patogena odvija se putem fagocitoze i intracelijskog ubijanja
mikroba ili putem produkcije kiseoni¢nih metabolita, lizozima, antimikrobnih
peptida i proteaza. U sluCaju susretanja velikog broja infektivnih Cestica ili vrlo
virulentnih patogena koji ne mogu biti neutralisani od strane samih alveolarnih
makrofaga, ove Celije se aktiviraju i sekretuju brojne citokine, hemokine, metabolite
arahidoni¢ne kiseline i metaloproteinaze, na taj nacin angazujuci druge vrste Celija i

inicirajuci aktivaciju odgovora sistema steCene i urodene imunosti.

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

T-Celije igraju znacajnu ulogu u razvoju emfizema pluca [46] ukazujuci na znacaj
sistema steCene imunosti u ovom procesu. Odnos CD8+ and CD4+ T limfocita je
promenjen u korist CD8+ cCelija [47], a broj regulatornih T-Celija i ekspresija FoxP3
proteina su uvecani u Celijama izolovanim putem BAL [48, 49]. T limfociti izolovani
iz sputuma pusSaca su aktivirani i mogu da sekretuju TNF-a, perforine i granzime

[50].

CD4+ T limfociti se, nakon aktivacije i sazrevanja, razvijaju u razlicite T-Celijske
podtipove sa specificnim citokinskim profilom i efektornim ulogama. Sve do
nekoliko godina unazad, postojalo je uverenje da su efektorske T-Celije podeljene na

Th-11i Th-2 podtip na osnovu svojih fukcija i spektra citokina koje sekretuju



{Harrington, 2006 #65}, pri ¢emu je COPD generalno smatran za oboljenje
karakterisano pretezno Th-1 imunitetom. Regulatorne T-celije, CD4+CD25+FoxP3+
su po citokinskom profilu koji dodvodi do njihove diferencijacije donekle slicne
Th17 Celijama, a istovremeno antagonizuju Th-17 Celije [51-53]{Oukka, 2007 #240}.
Razvoj Th-17 imunskog odgovora inhibira diferencijaciju T-regulatornih ¢elija tako
da je poremecen odnos ova dva sistema identifikovan u mnogim hroni¢nim
patoloskim stanjima. Diferencijacija Th-17 Celija je zavisna o TGF-3 (kao i
diferencijacija T regulatornih Celija), IL-113, IL-6 i verovatno IL-21. Rast i stabilizacija
Th-17 imunskih Celija je zavisna o IL-23, kao i transkripcionim faktorima STAT-3,
RORyti ROR«a [52, 53]. Citokini koji stimuliSu razvoj Th-1 celija kao Sto su IFN-y i IL-
4, inhibiraju diferencijaciju Th-17 ¢elija [52, 54]. Th-17 Celije produkuju interleukine
IL-17F, IL-17A 1 IL-22 koji igraju znacajnu efektorsku ulogu u procesima inflamacije
tkiva u akutnim infekcijama, no isto tako igraju znacajnu ulogu u procesima
inflamacije tokom autoimunskih procesa. Th-17 Celije sekretuju interleukin IL-21
koji predstavlja jedan od znacajnih citokina kojim Th-17 Celije komuniciraju sa

ostalim ¢elijama imunskog sistema.



Zastita od intraceliiskih
patogena (virusi, bakterije)
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hipersenzitivnosti
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Slika 2: Th Celijski imunski odgovor: Pored Th-1 (prethodno oznacen kao Tip 1) i Th-2
(prethodno Tip 1I), i Th-17 i FoxP3 (T-regulatorni) su prepoznati kao putevi
specificnog razvoja i sazrevanja CD4 T limfocita. Kao posledica izlaganja organizma
infektivnim agensima ili razlicitim stimulansima imunskog sistema, T-Celije se
diferenciraju u jedan od ovih odgovara, na taj nacin angaZujuci razlicite citokine koji

dalje aktiviraju razlicite Celije sistema urodene ili stecene imunosti.

Znacaj Th-17 imunskog odgovora je prvobitno opisan u patoloskim stanjima kao Sto
su multipla skleroza i eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE),
psorijaza, reumatoidni artritis ili Kronova bolest [55]. Daljim istraZivanjem je
utvrdena uloga Th-17 Celijskog imunskog odgovora na nivou antibakterijske

imunosti na epitelnim i mukoznim barijerama [56]. Th-17 Celije imaju ulogu u



aktivaciji, regrutaciji i migraciji neutrofila. Sistemski nedostatak Th-17 ¢elija vodi do
razvoja oportunistickih infekcija [57-60]. SnaZna indukcija inflamacije od strane Th-
17 ¢elija mozZe biti umeSana u karcinogenezu [61]. Prethodno otkri¢u Th-17 celija,
mnogobrojni efekti hroni¢ne inflamacije bili su pripisani inteleukinu IL-12 koji
karakteriSe Th-1 odgovor. Saznanjem da p40, jedan od dva molekula koji ¢ine IL-12,
u kombinaciji sa molekulom p19 ¢ini interleukin IL-23, postalo je oCigledno da neki
od efekata prethodno pripisivani su IL-12 ustvari efekti IL-23 [62]. Pored zajednicke
subjedinice, IL-23 i IL-12 dele i neke zajednicke funkcije: oba citokina su
sekretovana od strane dendritskih Celija i makrofaga u odgovor na razlicite
endogene signale [63], sa tim da IL-12 indukuje razvoj Th-1 imunskog odgovora, a
IL-23 igra znacajnu ulogu u ekspresiji i lucenju pro-inflamatornog citokina IL-17. Na
utvrdeno je da [L-23 igra znacajnu ulogu u odrZavanju hronic¢ne inflamacije [64], a
daljim istraZivanjem je njegova uloga potvrdena u drugim inflamatornim stanjima

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

IL-23 je vazna veza izmedu urodene i steCene imunosti. lako ta¢na funkcija ovog
citokina nije u potpunosti objasnjena, izvesno je da nedovoljna ekspresija [L-23
moZe dovesti do neadekvatnog imunskog odgovora u odbrani organizma od brojnih
patogena [58, 68], dok prekomerna ekspresija ovog citokina moZe dovesti do
brojnih autoimunskih fenomena. Veoma pojacana ekspresija p19 gena u transgenim
miSevima 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 ¢elija. IL-23 receptor (receptor za p19 subjedinicu) je
eksprimiran od strane memorijskih ali ne i naivnih T-¢elija. Alveolarni makrofagi
eksprimiraju IL-23 nakon $to su izloZeni antigenima mikobakterija, Sto moze
ukazati na imunostimulatornu ulogu ovog citokina tokom akutne infekcije [70].
Uloga IL-23 u patologiji plu¢nih bolesti nije dovoljno razjaSnjena, ali je izvesno da
igra odredenu ulogu u interakciji sa Th-2 odgovorom u regulisanju aktivnosti

alergijske astme [71], tuberkuloze [72], Mycoplasma pneumoniae infekciji [73],
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hroni¢noj infekciji mukoidnim Pseudomonas aeruginosa u cisti¢noj fibrozi [74],

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

LB Il23 )

1-23R IL-12RA1

h

IL-23 Receptor complex

Slika 3: Interleukin 23 se sastoji od dve subjedinice, p40, koju ovaj citokin deli sa IL-12,
i p-19, specificnom za IL-23. Receptor za IL-23 se takode sastoji od dve subjedinice od
kojih je jedna, IL-12Rf1 zajednicka za ovaj citokin i IL-12

COPD je tradicionalno smatrana za hronic¢no inflamatorno stanje vezano za Th-1
imunski odgovor. [ako znacaj uloge Th-17 imunosti u razvoju COPD nije detaljno
utvrden do danasSnjeg dana, izvesno je da COPD predstavlja poremecaj ne samo Th-
1 imunog sistema, ve¢ ukljucuje i disbalans sistema urodene imunosti, kao i odnosa
T-regulatornih i Th-17 ¢elija. Tokom prethodnih godina, istrazivanja su pokazala da
su nivoi IL-17 citokina poviSeni medu COPD pacijentima [53, 78, 79]. Takode, u
eksperimentima u kojima su miSevi izloZeni duvanskom dimu, nivoi IL-17 bili su
poviSeni u serumu; genetski modifikovani misSevi bez IL-17 gena (knock-out) su
zaStiCeni od razvoja emfizema pluca pod uticajem duvanskog dima [78].

Intranazalna aplikacija IL-23 u miSjim modelima cega pojacava nivoe MMP-9 u
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supernatantima tecnosti BAL, a alveolarni makrofagi ovih miSeva pojacano

eksprimiraju IL-17 [80].

In vitro, patogene bakterije poput Haemophilus ili Moraxella species indukuju 3-5
vecu produkciju IL-23 od strane plu¢nih dendritskih celija u odnosu na standardnu
nepatogenu bakterijsku floru [81], Sto ukazuje na mogucnost da hroni¢na
kolonizacija patogenim bakterijama vodi do pojaCanja inflamacije, Sto dalje dovodi

do razvoja COPD ili cak karcinoma pluc¢a [82, 83].

1.5 HIV-1 infekcija i COPD

Postoje brojne teorije koje objasnjavaju uticaj HIV-a na ubrzani razvoj COPD medu
obolelim puSac¢ima. Odredena grupa autora je sklona da razvoj COPD u ovoj
populaciji pripiSe infekcijama od kojih HIV oboleli pacijenti oboljevalju; prema
nekim od ovih hipoteza, plu¢ne infekcije dovode do multiplih epizoda inflamacije i
povrede plu¢nog tkiva Sto dovodi do razvoja COPD [84]. Medu slicnim 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 poviSenog relativnog broja CD8+ T
Celija i poviSenih koncentracija IFN-y [86], ili poremecenog balansa antioksidantnih

materija [87] ili putem indukovanja apoptoze endotelnih ¢elija [88].

[zvesno je da alveolarni makrofagi igraju znacajnu ulogu u HIV-1 infekciji. Pre svega,
AM su podlozni infekciji HIV-1 zbog ¢injenice da na svojoj povrSini eksprimiraju
CD4, CCR5 i CXCR4 receptore koji omogucuju ulazak HIV-1 u ¢eliju [89]. lako je
procenat HIV-1 inficiranih AM kod osoba sa dobro kontrolisanom hroni¢cnom HIV-1
infekcijom ustvari relativno mali [89], izvesno je da je fagocitna sposobnost
inficiranih AM delimi¢no kompromitovana [90-92]. SniZena ekspresija CD206 i HLA-

DR koja je posledica infekcije AM HIV-1 virusom je jedno od mogucih objaSnjenja
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modifikovane funkcionalnosti AM kod zaraZenih osoba. Takode, poviSeni nivoi TNF-
o koji predstavljaju posledicu sniZene fosforilacije ERK1/2 mogu da kompromituju

adekvatnost imunskog odgovora na bakterijsku infekciju [93].

Na osnovu objavljenih podataka izvesno je da matriksne metaloproteinaze
doprinose razvoju patoloskim promenama u razli¢itim organima uzrokovanim HIV-
infekcijom i to putem remodelovanja ekstracelijskog matriksa [94]. MMP su
povezane sa patogenezom Kaposi sarkoma, ucestvuju u razvoju dentalne patologije,
HIV nefropatije, kao i mogu¢im procesima angiogeneze i tumorskog napredovanja.
HIV-1 inficirani makrofagi pokazuju indukciju ekspresije MMP-9 i MMP-12 u
poredenju sa neinficiranim AM [95]. Na modelu HIV-indukovane encefalopatije kod
pacova, pokazano je da gp120 utiCe na pojacanu ekspresiju MMP-2 i MMP-9 u kojim
Celijama [96]. Prema prethodno publikovanim podacima iz laboratorije u kojoj je i
ova studija radena (dr Ronald Crystal laboratorija, Weill Cornell Medical College,
Njujork, SAD), koncentracija MMP-9 u tecnosti alveolarnog lavata, kao i genska
ekspresija MMP-9 u kojim uzorcima su znacajno povecane kod HIV-1 pozitivnih
pusaca sa emfizemom pluca u odnosu na HIV-1 negativne puSace sa emfizemom

pluca [38].

1.6 Th-17 imunski odgovor u HIV-1 infekciji

Izvesno je da Th-17 imunski odgovor igra znacajnu ulogu u organizmu inficiranom
HIV-1 virusom. Istrazivanje uloge ovog odgovora na ljudima su pokazala da
nedostatak Th-17 Celija dovodi do diseminacije patogena iz gastrointestinalnog
trakta i progresije HIV infekcije [97]. Th-17 Celije su lokalizovane u mukozi pluca i
creva, a HIV-1 infekcija vodi do znacajnog gubitka Th-17 ¢€elija u ovim tkivima [98,
99].1 pored toga, izvesno je da totalni broj CD4+ Celija u te¢nosti BAL nije smanjen u
plu¢ima obolelih od HIV-1 u odnosu na pluc¢a zdravih ljudi [100, 101]. Poznato je da

IL-17 indukuje produkciju MMP-9 u Zeluda¢noj mukozi in vitro, a IL-17 blokirajuce
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antitelo, odnosno IL-17R0 knock-out genetski modifikovani miSevi imaju sniZene

nivoe MMP [97, 102].

Na osnovu ovih podataka koji ukazuju na moguci znacaj Th-17 imunskog odgovora u
razvoju COPD i evoluciji HIV-1 infekcije, odlucili smo da ispitamo mogu¢nost
zdruZenog efekta ovih patoloSkih stanja koje vodi do ubrzanog razvoja emfizema
medu HIV-1 obolelim puSac¢ima kao i ulogu Th-17 imunskog odgovora u ranom
razvoju ove bolesti. U cilju odredivanja uloge razlic¢itih fenotipskih karakteristika
koje mogu da uticu na nivoe MMP-9 u plu¢ima HIV-1 pozitivnih pusaca sa ranim
emfizemom pluca, odlucili smo da analiziramo citokinski profil BAL medu osobama
koji predstavljaju pet fenotipskih grupa: HIV-1 negativne nepusace (NP), HIV-1
pozitivne nepusace (H*NP), HIV-1 pusace (P), HIV-1 negativne pusace sa ranim
emfizemom pluca (PRE) i HIV-1 pozitivne puSace sa ranim emfizemom pluca

(H*PRE) i uporedimo eventualne razlike medu ovim fenotipovima.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA:

Cinjenica da potvrda HIV-1 pozitivnog serolo$kog statusa ne predstavlja “smrtnu
presudu” kao $to je to bio slucaj do nekoliko godina unazad, otvorila je mogu¢nost
observacije dugotrajnih posledica HIV infekcije i poviSene incidence razlicitih
hroni¢nih oboljenja. HIV-1 pozitivni puSaci imaju pojacanu predispoziciju ka
razvitku emfizema pluca u odnosu na pusace sa istim nivoom izloZenosti duvanu
koji su HIV-1 negativni, ¢ak i kada se svi faktori uticaja spoljne sredine i Zivotnog
stila uzmu u obzir. PoSavsi od dostupnih podataka koji ukazuju da su proteazni i
citokinski balans kompromitovani kod ovih osoba, t.j. ¢injenice da supernatanti
bronhoalveolarnih lavata ovih osoba sadrZe poviSene koncentracije
metaloproteinaza i razlicitih, pre svega Th-17 indukujucih citokina, odlucili smo da
istrazimo uzroc¢no-posledi¢nu vezu izmedu ovih fenomena. Ovim su postavljeni

slededi ciljevi:

— Istraziti etiologiju i molekularno-biolosku osnovu ranog razvoja emfizema
plu¢a medu HIV-1 pozitivhim pusacima

— Utvrditi citokinski profil i razlike u prisustvu citokina medu razli¢itim
klinickim fenotipovima koji uklju¢uju nepusace, pusace i puSace sa ranim
emfizemom koji su HIV-1 pozitivni ili HIV-1 negativni

— Utvrditi osnovu citokinskog disbalansa koji dovodi do pojatanog prisustva
MMP-9 u plu¢ima HIV-1 pozitivnih pusaca

— Utvrditi ulogu Th-17 imunskog odogovora u razvoju emfizema plu¢a medu
HIV-1 inficiranim puSacima

— Utvrditi mogucdi 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:

Infekcija virusom HIV-1 koreliSe sa pojacanim inflamatornim odgovorom u
alveolarnoj mikrosredini plu¢a

Citokini koji karakterisu stanje hroni¢ne inflamacije putem Th-17 imunskog
odgovora igraju znacajnu ulogu u ovom procesu

IL-23, jedan od kljucnih citokina koji karakterisu razvoj Th-17 imunskog
odgovora, pojacano je prisutan u plu¢ima HIV-1 pozitivnih pusaca u odnosu na
HIV-1 negativne pusace

Prisustvo IL-23 ima direktan uticaj na pojacanu produkciju MMP-9 u plu¢ima
HIV-1 pozitivnih pusaca

Citokinski disbalans koji dovodi do povisenih koncentracija IL-23 doprinosi
ranom razvoju emfizema plu¢a medju HIV-1 pozitivnim pusacima putem

pojacane 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
Americkih Drzava (NIH, National Institute of Health), odobrena je od strane Weill
Cornell Institucionalnog Etickog Odbora za nadgledanje klini¢kog istrazivanja
(Institutional Review Board, IRB) i sprovedena je u skladu sa HelsinSkom
deklaracijom. Ova translaciona studija ukljucuje viSegodi$nju analizu promena u
plu¢noj mikrosredini medu pusacima. Ispitanici razli€itih klinickih fenotipova su
podvrgnuti serijskim bronhoskopijama kojima su sakupljani uzorci BAL tec¢nosti.
Eksperimentalne procedure su radene pri Institutu za Genetiku, Weill Cornell

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

3.2 Ispitanici

Svi kandidati za ucesSce u studiji su evaluirani pri Weill Cornell NIH Centru za
klinicka i translaciona istrazivanja i Centru za klinicko istraZivanje Katedre za
genetsku medicinu ovog Univerziteta. Eticki odbor ustanove (IRB broj 1204012331,
“Collection of Airway, Blood and/or Urine Specimens from Subjects for Research
Studies”) je prethodno odobrio sve protokole koriS¢ene u studiji. Nakon Sto je svaki
pacijent detaljno upoznat sa svim postupcima i rizicima ucesca u studiji, dobrovoljni

obavesteni pristanak je dobijen potpisom pacijenta u prisustvu svedoka.

U okviru evaluacije kandidata, svaki potencijalni ispitanik je proSao niz testova
kojima smo utvrdili podobnost za dalje ucesce u projektu. Uzimanjem detaljne
anamneze, kandidati trenutno oboleli od akutnih pluénih infekcija, tumora, loSe
kontrolisane HIV-1 infekcije ili drugih znacajnih hroni¢nih oboljenja su eliminisani

iz daljeg ucesc¢a u studiji. Aktivno kozumiranje inhalacionih ili intravenskih droga,
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konzumiranje znacajnih koli€ina alkohola ili znacajna istorija izlaganja inhalacionim
iritansima ili okupacionim hazardima su takode bili razlozi za eliminaciju iz dalje
participacije u studiji. Svaki ispitanik je proSao detaljan lekarski pregled uz analizu
osnovnih laboratorijskih testova, test plu¢ne funkcije, elektrokardiogram i
radioloski pregled pluca. Na ovaj nacin su iskljucena druga aktivna oboljenja i
utvrdena sposobnost ispitanika da toleriSe invazivne procedure kao Sto je
bronhoskopija dok su, istovremeno, ispitanici stratifikovani u razli¢ite grupe na
osnovu, prema prethodno utvrdenim kriterijumima prepoznatih klini¢kih
fenotipova. Analiza krvi je ukljucivala kompletnu krvnu sliku, parametre
koagulacije, elektrolite ukljuCujuci testove bubreZne i hepaticke funkcije, HIV-1
status i, u slucaju pozitivnog testa, broj virusnih Cestica i broj CD4+ Celija, hepatitis
skrining (A, B i C), anti-nuklearna antitela, sedimentaciju i reumatoidni faktor.
PusSacki status je verifikovan i uskladen prema nivou nikotina i njegovog derivata
kotinina u urinu, kao i nivou karboksihemoglobina u krvi. Testovi plu¢ne funkcije su
radeni i tumaceni prema preporuci Americkog torakalnog udruZenja (American
Thoracic Society, ATS) [103-106]. PuSacima sa niskom membranskom difuzijom
(DLco) <80% predvidenih vrednosti je, ukoliko je to moguce, preporucena
kompjuterizovana tomografija pluc¢a (CT sken) koja je uradena u vecini slucajeva.
UcCesnici u studiji su podvrgnuti serijskim (maksimalno Cetiri) bronhoskopijama uz
koriScenje kontrolisane anestezije pri kojima su uzimani uzorci proksimalnih i
distalnih epitela disajnih puteva i i izvr§en bronhoalveolarni lavat distalnih disajnih

puteva.

Sve osobe ukljucene u studiju su podeljene u pet klinickih fenotipova a njihove

karakteristike i demografski podaci su prikazani u Tabeli 1:

a) HIV-1 pozitivni pusSaci sa ranim emfizemom pluca (H*PRE): Ova grupa (n=8)
ukljuCuje osobe koje su HIV-1 pozitivne i aktivni puSaci. Kao i svi ostali HIV-1
pozitivni u€esnici u studiji, ove osobe su aktivno lecene sa antivirusnom HAART
(Highly Active Anti-Retroviral Therapy) terapijom. Svaki od ucesnika je proSao

testove plu¢ne funkcije koji su pokazali normalne rezultate spirometrije ukljucujuci
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normalnu FEV1 (forced expiratory volume in 1 sec), FVC (forced vital capacity), odnos
FEV1/FVC kao i totalni plu¢ni kapacitet (TLC), medutim sniZene vrednosti
predvidene membranske difuzije (DLco) <80%. Znacaj sniZenih vrednosti DLcou
razvoju COPD joS nije u potpunosti razjasnjen, no izvesno je da postoji znaCajna
korelacija sniZenih vrednosti DLco sa razvojem COPD kao i prisustva ranog
emfizema pluca [17, 18, 107-109]. Evaluacija snimaka CT plu¢a medu ovim
ispitanicima ukazala je na prisustvo, ¢ak i bez evaluacije sa kvantitativnim

radioloSkim metodama, minimalnog do umerenog emfizema kod vecine ovih osoba

(7/8).

b) HIV-1 negativni pusaci sa ranim emfizemom pluca (PRE): Ova grupa (n=9) po
karakteristikama je identi¢na sa prethodnom gupom, izuzevsi njihov HIV-1
negativni status. UcCesnici studije koji pripadaju ovoj grupi su takode imali CT
snimanje pluca $to je, na slican nacin kao i u prethodnoj grupi, ukazalo da ve¢ina
uCesnika ima znacajan, rutinskom evaluacijom CT snimka i bez kvantitativne analize

evidentan, rani emfizem pluca (7/9)

c) HIV-1 negativni pusaci (P): Osobe regrutovane za studiju iz ove grupe (n=23) su
aktivni pusaci sa normalnim fizikalnim nalazom, normalnim testovima pluc¢ne
funkcije i normalnom radiografijom pluca, pri tome pozitivnim skriningom urina na

pusenje.

d) HIV-1 negativni nepusaci (NP): Ove osobe (n=12) nemaju nikakav pusacki staz i
tokom skrininga su imali normalan fizikalni pregled, kao i normalne testove plu¢ne

funkcije i radioloski pregled pluca.

e) HIV-1 pozitivni nepusaci (H*NP): Kao i u prethodnoj grupi, ispitanici (n=4) su
nepusaci koji su inficirani virusom HIV-1 i aktivno leCenim antiretroviralnom
terapijom HAART tako da je njihova HIV-1 infekcija smatrana dobro kontrolisanom

u trenutku izvodenja studije.
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Fenotip

H+NP H+PRE NP P PRE
N 4 8 12 23 9
.| Starost | 443+124 | 53.5+10.0 | 43.8+7.8 | 50.5+8.7 | 53.9+11.8
Demografski
e Muskarci 0.50 0.38 0.83 0.83 1.00
Rasa
(C-B-H-0) 2-1-1-0 6-0-2-0 6-3-3-0 11-2-9-1 8-1-0-0
FVC% 104 + 21 113 + 11 1016 111 + 12 107 + 12
Pluéna TLC% 101+ 17 93 + 12 91+13 94 + 10 88 +6
funckija i FEV1% 104 + 21 107 + 14 102+ 8 105+ 13 98+ 15
radioloska FVC% 82+3 77+6 82+4 77+5 72+9
fenotipizacija| pLco % 91+5 68 + 10 90 + 13 85+ 6 58 + 12
Emfizem 0/4 7/8 0/12 0/12 7/9
HIV-1 Pozitivni Pozitivni Negativni Negativni Negativni
HIV-1status | Apsolutni
broj CD4 | 1213 + 1202 | 981 + 704 N/A N/A N/A
Godine 0
pusenja 0 245+ 152 23.5+105 | 42.0+19.3
IzloZenost CO (%) 0 27+25 0.5+04 - 0.9+0.8
duvanskom Nikotin
dimu (ng/ml) <2 777 + 380 <2 - 2136 + 1240
Kotinin
(ng/ml) <5 1081 + 871 <5 - 1457 + 1068
AM 89+5 87 +6 88 +6 94 +3 94 +3
Bronhoalveol Li 6+4 108 76 32 31
arni lavaz (% Ne 1+0 1+1 1+1 1+1 1+1
celija) Eo 142 1+ 1 0+1 0+0 01
Epi 10 0+0 1+1 143 0+0

PRE - HIV-1 negativni pusaci sa ranim emfizemom pluca

- Rase: C - crnci, B - belci, H - Hispano poreklo i O - ostali

su prikazani u srednjim vrednostima #+ standardna greska.

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

- Fenotipovi: H¥NP - HIV-1 pozitivni nepusaci; H¥PRE - HIV-1 pozitivni pusaci sa

ranim emfizemom pluca; NP - HIV-1 negativni nepusaci ; P - HIV-1 negativni pusaci i

20




- Parametri plucne funkcije: FVC, forced vital capacity (% ocekivanih vrednosti); FEV1,
forced expiratory volume u prvoj sekundi; FEV1/FVC (%); TLC, total capacity (%
ocekivanih vrednosti); DLCO, diffusion capacity (% ocekivanih vrednosti).

- Emfizem se smatra pozitivnim ukoliko je ocigledno njegovo prisustvo na CT snimku
pluéa, bez kvantitativne analize, golim okom radiologa

- Godine pusSenja su predstavljene u vrendosnom ekvivalentnu pusenja jednog paketa
cigareta dnevno. Nikotin u urinu i Kotinin >200 = aktivni pusac, 50 - 200 = pasivni
pusac; <50 nepusac; podaci predstavljaju srednje vrednosti dva merenja tokom
skrininga i prve bronhoskopije. Karboksihemoglobin u krvi (CO) predstavlja
sekundarni marker pusenja, nepusaci imaju najcesc¢e nivoe <1.5%.

- Celijijski satav BAL: AM - alveolarni makrogafi, Li - limfociti, Ne - Neutrofili, Eo -
eozindfili, Epi — Epitellne Celije, N/A - nije aplikabilno

- Celokupna baza podataka sa pojedinacnim vrednostima parametara je deo Priloga

tekstu rada

3.3 Video bronhoskopija

Prethodno svakoj pojedinacnoj bronhoskopiji, svaki ispitanik je detaljno upoznat sa
rizicima procedure i dao je svoju pismenu saglasnost za izvodenje procedure.
Neposredno pred pocetak procedure, svaki ispitanik je podvrgnut lokalnoj anesteziji
sa nebulizatorom u kome je administriran 4% lidokain; nakon nebulizatora, usta i
Zdrelo su ispirana 2% viskoznim lidokainom, a zatim je distalni deo Zdrela izloZen
citakainu u formi spreja. Bronhoskopija je izvedena u kontrolisanoj anesteziji
koriS¢enjem malih doza intravenskog fentanila i midazolama do uspostavljanja
adekvatne sedacije. Video bronhoskop je koriS¢en putem oralnog pristupa, sa
pacijentom u leZe¢em poloZaju u supinaciji i operatorom koji stoji pored glave
ispitanika. Lidokain 1% teCnost je koriS¢ena u inkrementima od 1ml iznad glasnica
neposredno pre ulaska u traheju, a zatim po potrebi tokom daljeg uvodenja
bronhoskopa u bronhije i distalne disajne puteve. Totalna doza 1% lidokaina

koriS¢ena tokom procedure je ogranicena na 5mg/kg telesne tezine. Nakon
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inspekcije svih disajnih puteva, bronhoalveolarni lavat je izveden administracijom
fizioloSkog rastvora u regiji srednjeg reznja desnog pluca sa maksimalnim
volumenom od 150ml; po potrebi, lavat lingule je pridodat sa dodatnih 150ml
fizioloSkog rastrvora. UneSena teCnost je aspirirana administracijom negativnog
pritiska sa 50ml Spricem povezanim sa kanalom bronhoskopa, a volumen BAL
tecnosti dobijene aspiracijom Spricem je varirao of 20 do 125ml na svakih 150ml
unete tecnosti. Nakon lavata, uzorci distalnih disajnih puteva, uzorci proksimalnih
disajnih puteva i uzorci endobronhijalne mukoze su takode uzeti korisS¢enjem
Cetkica ili forcepsa, a dalje koriSceni za potrebe drugih istraZivanja u okviru
odeljenja za genetiku Weill Cornell Medical centra. Po zavrSetku procedure, ispitanici
su observirani u post-operativnoj jedinici, unos hrane nije dozvoljen dva tokom
naredna dva sata, a odlazak kuc¢i je omogucen adekvatno oporavljenim ispitanicima
koji imaju obezbedenu pratnju. lako znacajnih komplikacija nije bilo, u sluc¢ajevima
u kojima otpusStanje kuci nije delovalo bezbedno nakon standardnog vremena

oporavka, ponudeni su prekono¢ni prijem u bolnicu i medicinska nega.

3.4 Izolacija supernatanta BAL i Celijske kulture

Supernatant dobijen centrifugiranjem BAL tecnosti, je koncentrisan 10x pomoc¢u
Centricon (Millipore, Billerica, MA, SAD) filtera a zatim zamrznut na -20°C sve do
trenutka analize. Metodom dilucije uree u supernatantima BAL i poredenjem
opticke gustine uzoraka (Urea Assay Kit, Biovision, San Francisco, SAD) utvrdene su
fizioloSke koncentracije teCnosti koja oblaZe epitelijum Cime je dalje omogucena

realna komparacija koncentracije citokina u dobijenim uzorcima.

Celijske komponente BAL te¢nosti su izolovane centrifugiranjem, a dobijene éelije,
nakon kvantifikacije putem mikroskopa, mikrocitometra i Tripan plavog bojenja, su
koriStene direktno u in vitro eksperimentima (protoCna citrometrijska analiza
(FACS) ili izolacija RNK) ili su kultivisane u odgovarajucim uslovima za kultivaciju

Celija u kompletnom RPMI medijumom (Roswell Park Memorial Institute medium)
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bez prisustva fetalnog teleceg seruma, u inkubatoru sa vlaznom atmosferom i 5%C02

(Cole Parmer, SAD) na 37°C.

3.5 Izolacija alveolarnih makrofaga

Alveolarni makrofagi su standardno izolovani prethodno opisanom metodom
adherencije na Celijskim ploCama pri cemu su neadherentne cCelije ispirane nakon 4
sata kultivacije. Cisto¢a ovakvih kultura je procenjena >94%. Za potrebe
eksperimenata za koje je bila neophodna pozitivna selekcija neadherentnih
makrofaga i viSi procenat CistoCe AM, Celije sveZe izolovane iz BAL su tretirane
smeSom 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 pomo¢u magneta, a
onda oslobodene od konjugovanih magnetnih mikrokuglica pomocu streptavidina

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

konjugovanog sa magnetnim mikrokuglicama

3.6 Izolacija T ¢elja

Za izolaciju T-cCelija za potrebe funkcionalnih eksperimenata, koriS¢ene su metode
formiranja rozeta T-cCelija pomocu vezivanja CD2 proteinskog receptora se ugljeno-
hidratnim LFA-3 homologom koji se nalazi na povrsini ov¢jih eritrocita
pretretiranih neuraminidazom. Ukratko, komercijalno pripremljeni ov¢ji eritrociti
(Innovative Research, Novi, MI, SAD) su Cuvani 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

37°C. Rozete T-celija su formirane u 15 ml tubama sa okruglim dnom inkubacijom
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meSavine neuraminidazom-tretiranih eritrocita sa Celijskim talogom koji sadrzi od
1-10 x10% mononuklearnih ¢elija, a zatim izolovane pomocu separacije ostalih celija
sa Ficoll-Hypaque rastvorom. Izolovane rozete su lizirane pomocu kratkog izlaganja
hipotoni¢nom rastvoru, a broj oslobodenih preciS¢enih T limfocita utvrden putem

mikrocitometra.

Za izolaciju T-cCelija za analizu kvantitativne ekspresije gena koris¢ene su anti-CD2
magnetne mikrokuglice Dynabeads® CDZ2 Pan T (Invitrogen Dynal, Life Technologies,
Grand Island, NY) konjugovane sa anti-CD2 antitelom koje su, po vezivanju sa
Celijskim receptorima pozitivno izolovane pomoc¢u magneta, a onda oslobadane od
konjugovanih magnetnih mikrokuglica pomocu streptavidina prema uputstvu

proizvodaca.

3.7 Eseji sa funkcionalnim antitelima

U eksperimentima su koriS¢ena monoklonalna misja anti-humana antitela prikazana
u Tabeli 2, koja u gornjem delu pokazuje listu antitela koriS¢enih u eksperimentima
protocne citometrije prema protokolu opisanom u poglavlju 3.8. U donjem delu
Tabele 2 nalazi se lista funkcionalnih antitela koriS¢enih u esejima blokiranja
funkcije citokina ili preciS¢avanja Celijskih kultura putem magnetnih mikrokuglica
kao Sto 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 [L-23 prema standardnom protokolu, a blokirajuci efekat
antitela je evaluiran putem RT-PCR analize. Anti-CD2 i anti-CD3 antitela su
koriS¢ena u eksperimentima nespecificne aktivacije T limfocita prema uputstvu
proizvodaca. Anti-CD68 antitelo je koriS¢eno u eksperimentima izolacije AM, a
nakon fiksacije antitela i ¢elija, magnetne mikrokuglice su nespecificno vezane za

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

mikrokuglicama prema uputstvu proizvodaca.

Antitela koriS¢ena u ELISA ili Proteome Profiler™ multicitokinskim esejima su

nabavljena u okviru prethodno pripremljenih paketa kao Sto je opisano u

poglavljima 3.9 3.10.
Antitelo |[Konjugat| Poreklo Proizvodac Pun naziv
Phycoerythrin (PE)-conjugated anti-human
CD68 PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD CD68
Carboxyfluorescein (CFS)-conjugated mouse
IL23R CFS Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD monoclonal anti-human IL-23 R
IgG PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD Normal Human IgG Control, Human IgG
CD45RA FITC Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD FITC anti-human CD45RA Antibody
CD45RO PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD PE anti-human CD45R0 Antibody
Anti-human MMP-9-Fluorescein Monoclonal
MMP9 FITC Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD Antibody
CD14 PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD Human CD14 PE-conjugated Antibody
CD11c PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD Human CD11c PE-conjugated Antibody
Human Fc gamma RIII (CD16) PE-conjugated
CD16 PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD Antibody
CD3 PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD | Human CD3 epsilon PE-conjugated Antibody
CD2 PE Misje Biolegend, San Diego, CA PE anti-human CD2 Antibody
CD69 PE Misje R&D, Mineapolis, MN, SAD Human CD69 PE-conjugated Antibody
CD8 PE Misje Biolegend, San Diego, CA PE anti-human CD8a Antibody
CD25 PE Misje Biolegend, San Diego, CA PE anti-human CD25 Antibody
CD4 FITC Misje Biolegend, San Diego, CA PE anti-human CD4 Antibody
CD4 APC Misje Biolegend, San Diego, CA APC anti-human CD4 Antibody
Fukcionalno antitelo | Poreklo Proizvodac Pun naziv
LEAF™ Purified anti-human IL-12/IL-23 p40
Anti-IL23p40 Misje Biolegend, San Diego, CA (monomer, dimer, heterodimer) Antibody
LEAF™ Purified anti-mouse IL-23 (p19)
Anti-IL23p19 Misje Biolegend, San Diego, CA Antibody
Anti-CD68 Misje Biolegend, San Diego, CA Purified anti-CD68 Antibody
Anti-CD2 Misje Biolegend, San Diego, CA LEAF™ Purified anti-human CD2 Antibody

Tabela 2. Antitela koriscena za fenotipsku karakterizaciju celija putem protocne

citometrije ili u eksperimentima evaluacije Celijske funkcije
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3.8 Protocna citofluorimetrijska analiza

Celije koju se sveZe izolovane iz BAL ili makrofagi koji su preci$éeni na prethodno
opisani nacin putem adherencije na Celijskim plocama, a zatim odvojeni od ¢elijskih
ploca koriS¢enjem 5mM EDTA, su ispirane u 0.1% BSA (bovine serum albumine,
albumini govedeg seruma) a zatim inkubirane sa razli¢itim koncentracijama antitela
(1:501li 1:100), pre svega anti-CD68-PE (PE - fikoeritrin) ili anti-IL-23R-PE antitela
(R&D Systems, Minneapolis, MN) na 4°C tokom 30 minuta. Celije su potom fiksirane i
permeabilizovane, a zatim i analizirane pomoc¢u FACSCalibur instrumenta (Becton-
Dickinson, San Jose, Calif, USA) i CellQuest™ softvera kao Sto je opisano [110].
Neposredno pre analize proto¢nom citometrijom, AM su inkubirani sa
razblaZenjima kristal violet boje (0.2% u puferizovanom fizioloSkom rastvoru, tj
phospahte-buffered saline, PBS) u cilju atenuacije autofluorescencije AM.
Eksperimenti sa T-Celijama iz lavata pluca ili periferne krvi su radeni po istom
protokolu sa tim da je njihova autoflorescencija znacajno manja i samim tim,
atenuacija pomocu kristal violet boje nije bila neophodna. Za fenotipsku

karakterizaciju Celija koriS¢ena su antitela navedena u Tabeli 2.

3.9 Merenje koncentracije citokina u koncentrisanoj tecnosti BAL ili u medijumu

Celijskih kultura

Za semi-kvantitativnu analizu koncentracije citokina u 10x koncentrisanim pomocu
Centricon centrifugalnih mikrofiltera (Millipore, Bellerica, Masacusets, SAD)
supernatantima BAL koriS¢en je Proteome Profiler™ Human Cytokine Array Panel A
(R&D Systems, Minneapolis, MN) koji je baziran na membranskoj metodi sendvi¢
antitelo-antigen reakcije i koji omogucuje simultanu analizu koncentracija razlicitih
citokina, prema uputstvu proizvodaca (www.rndsystems.com), a vrednosti
luminiscencije su kvantifikovane pomoc¢u IMAGE | 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 CSFB Granulocyte colony-stimulating
GM-CSF CSFa, CSF-2 Granulocyte-macrophage colony
IFNy Type Il IFN Type |l 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-1a Interleukin-1 alpha
IL-IF2 IL-1B Interleukin-1 beta
IL-1F3 IL-1ra Interleukin-1 receptor antagonist
TNFa Tumor necrosis factor-alpha
IP-10 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand
IL-8 CXCL8 Interleukin-8
GROa CXCL1 Growth-related oncogene alpha
MCP-1 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CCL3 MIP-1a Chemokine (C-C motif) ligand 3
CCL4 MIP-183 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
1-309 CCL1 Chemokine (C-C motif) ligand 1
IL-12p70 Interleukin-12p70
IL-32a 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
sICAM-1 CD54 Soluble intercellular adhesive
MIE GIF Macrophage inhibition factor
PAI-1 SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor-1
Cbha C5 Complement Component 5a
CD40 L CD154 CDA40 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 c€elijskih kultura ili supernatantima BAL je takode
odredena pomoc¢u ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) metode. U tu svrhu
koriSc¢eni su komercijalni kompleti monoklonskih antitela za merenje odgovarajucih
citokina. Koncentracija IL-23 u medijumu ¢elijskih kultura AM je merena pomocu
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 cCelija centrifugiranjem (12000 g, 3 minuta), a zatim
su zamrzavani na -20°C i cuvani do analize. Sam postupak izvodenja ELISA metode
obavljan je sa reagenasima i rastvorima prema protokolima obezbedenim od strane
proizvodaca. Tipican protokol se sastojao iz sledecih faza: oblaganje ploce sa
primarnim antitelom preko no¢i na 4°C, ispiranje i blokiranje praceno inkubacijom
uzoraka, ispiranje prac¢eno inkubacijom sa avidin-enzimskim kompleksom, ispiranje
praceno inkubacijom sa supstratom a zatim zaustavljanje reakcije sa H2SO4 i
oCitavanje apsorbancije pomocu spektrofotometra (Millipore, Billerica, MA, SAD)
koriS¢enjem filtra za 450 nm. Koncentracija citokina odredivana je merenjem
intenziteta hemiluminiscencije i koriS¢enjem standardne krive dobijene na osnovu
vrednosti apsorbancije za rekombinantni citokin poznate koncentracije koji je

prethodno serijski razblazen.

3.11 Izolacija RNK

Za utvrdivanje relativne ekspresije gena [L-23, IL-23R, MMP-9 IL-17 ili [FN-y, RNK je
izolovana iz svezih AM uz pomo¢ TRIzol® Reagensa i paketa za izolaciju RNK
(Quiagen, Valensija, CA, SAD). Ukratko, uzorci koji su sadrzavali 1-10 x 106
ispitivanih Celija prenoSeni 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 pl hloroforma, izmes$ani tokom 10 sekundi,

ostavljani 15 minuta na 42C i centrifugirani 10 minuta (10000 g, 42C). Nakon
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centrifugiranja i formiranja tri faze u epruveti, vodena faza koja sadrzi izdvojenu
RNK prenosSena je u drugu epruvetu (preostala tecnost u tubi je izdvojena i cuvana
za izolaciju DNK) i RNK je precipitirana dodavanjem 100% etanola u zapremini koja
je bila jednaka zapremini prenete vodene faze (oko 500 pl). Nakon blagog meSanja,
700 pl ovog uzorka je dodato u RNeasy MinElute centrifugirajuce patrone (RNeasy
MinElute Cleanup Kit, Quiagen) a ove su zatim centrifugirane 15 sekundi na 14000 g.
Po zavrsSetku centrifugiranja, talog je odbacen a preostala RNK meSavina etanola i
vodene faze dodata u iste RNeasy MinElute centrifugirajuce patrone i proces
centrifugiranja je ponovljen, a talog je ponovo odbacen po zavrSetku 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 centrifugiraju¢im patronama,
postavljenim u nove Ependorf tube koje su sterilne i, od strane proizvodaca
osigurane da nemaju prisutne tragove RNAze, dodato je 18 pl RNAsecure sterilne
vode (Ambion, Walham, MA, SAD), a zatim su centrifugirane joS jedan minut pre
maksimalnoj brzini. Koncentracija izolovane RNK je utvrdena merenjem apsorpcije
na 260 nm i poredenjem sa vrednostima dobijenim za vodu, odnosno ispitivan je
stepen njene CistoCe na 280 nm talasne duZine na kojoj je maksimalna mo¢
apsorpcije aromati¢nih amino kiselina. (Odnos Aze6onm/ A28onm izmedu 1,7 i 2 ukazuje
na visok stepen Cisto¢e RNK u odgovarajucem rastvoru). U tu svrhu koriscen je

Nanodrop™ spektrofotometar (Wilmington, DE, SAD).

3.12 Reverenza transkripcija cDNK

cDNK je sintetisana iz RNK pomoc¢u TaqgMan Reverse Transcriptase Reaction Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Nakon izolacije i merenja, zapremina koja
je sadrzavala 1 pg rastvorene RNK je dopunjavana do 50 pl demineralizovanom
(DEPC-tretiranom) vodom u smesi koja je sadrzala 2.5 pl heksamerskih prajmera
nasumicnih sekvenci (Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA) 10 pl
dezoksiribonukleotid-trifostata (dNTP, Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA) u

30



kolicini koja odgovara finalnoj koncentraciji od 1 mM za svaki dNTP, 11 ul MgCl2, 1

ul inhibitora RNAze, 5 pl 100x RT puferai 1.25 pl reverzne transkriptaze

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

Waltham, MA USA). Ovako dobijeni uzorci su mesani i inkubirani na 25 2¢C, 10

minuta, a potom na 42 2C, 60 minuta. Konacno, reakcija je prekidana inkubacijom

uzoraka na 95 2C, 5 minuta. Uzorci sa cDNK su ¢uvani na -20 2C do dalje upotrebe.

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

Nemacka), a inkubacija na razli¢itm temperaturama je obavljana pomocu

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

postojanja kontaminacije, u svakoj reakciji koriS¢ena je i negativna kontrola koja je

sadrZavala sve reagense osim RNK.

Prajmeri koriS¢eni u PCR reakciji dizajnirani su na osnovu sekvenci dostupnih u bazi

podataka ENTREZ koriS¢enjem odgovarajuceg kompjuterskog programa (Primer

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

prajmera koji su koriS¢eni za umnozavanje i detektovanje cDNK za Granzim B, 3-

aktin i citokine navedeni su u Tabeli 4.

Gen Prajmer/probe set Proizvodac
IL-17 Hs00174383_m1 Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA
IFNgamma Hs00989291 m1 Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA
IL-23 Hs00900829 g1 Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA
MMP-9 Hs00234579_m1 Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA
GZMB Hs00188051_m1 Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA

Human beta-2-microglobulin Endogenous

B2M Control (VIC / MGB Probe, Primer Limited) | Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA
IL23R Hs00332759_m1 Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA
IL12RB1 Hs00538167_m1 Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA

Tabela 4. Komercijalni prajmeri i probe koris¢eni u PCR reakciji
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3.13 Analiza genske ekspresije

Kvantitativna real-time PCR (Tagman RT-PCR) analiza uzoraka cDNA je izvodena
pomocu Applied Biosystems Sequence Detection Sistema 7700 koriS¢enjem
univerzalnog PCR Master Miksa i prajmera specificnih za svaki od testiranih gena
ponaosob (ID: MMP-9 - Hs00234579_m1, [L-23a - Hs00900829_g1, IL-23R -
Hs00332759_m1) i endogenih kontrola Humani (3-2-mikroglobulin (VIC® / MGB
Probe, Primer Limited) i Humana [3-aktin endogena kontrola (VIC®/MGB Probe,
Primer Limited) (svi prajmeri poreklom iz Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija,
SAD). Sviuzorci su izmereni u 1:10 i 1:100 dilucijama i u duplikatu pripremljeni za
amplifikaciju u separatnim bunarci¢ima na ploci koja je zapecacena optickim
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 sledec¢i: 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 koris¢en je odgovarajuci kompjuterski program (7500 System
software) obezbeden od proizvodaca aparata za kvantitativni PCR (Applied
Biosystems, SAD) i AACt metoda. Nivo ekspresije ispitivanog gena standardizovan je
u odnosu na ekspresiju gena za (3-aktin ili gena za [3-2-Mikroglobulin detektovanog u
istom bazencicu, 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 pocinju
bronhoskopijom, nastavljaju se izolacijom i kultivisanjem Celija BAL, zatim
precis¢cavanjem adherentnih Celija koje prestavljaju mahom AM; nakon uklanjanja
tecnosti Celijskog medijuma i oslobadanja AM sa Celijskih ploca, ove Celije su prvo
zamrzavane sa TRIzol® reagensom, a kasnije je iz njih izolovana i precis¢ena RNK koja
je, nakon utvrdivanja koncentracije i CcistoCe, koriS¢ena u procesu reverzne

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

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

Relativna ekspresija [L-23 i IL-23R je utvrdena koriS¢enjem podataka DNK mikrocip
analize AM pomoc¢u komercijalnog DNK mikrocipa GeneChip® HG-U133 Plus 2.0
microarray (Affymetrix, Santa Clara, CA, SAD). Ukratko, nakon dobijanja cDNK kao
Sto je prethodno opisano, uzorci su analizirani pomocu Affymetrix DNK mikrocipa, a
rezultati bioinformaticki obradeni putem GeneSpring Affymetrix analize (136 HG-
U133 plus 2.0 mikroc¢ip podaci) pri cemu su sekvence odabrane iz banaka podataka
GenBank®, dbEST, and RefSeq i uskladene prema brojnim javnim bazama podataka
kao Sto su Washington University EST trace repository ili University of California,

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

3.15 Celijske kulture

Sve Celije su kultivisane u plocama za kultivaciju sa 6 ili 24 bazenci¢a ravnog dna
(Corning® Costar®, Sigma, SAD) u koncentraciji 106 ¢elija/ml u inkubatoru sa
vlaznom atmosferom (Cole Parmer, SAD), na temperaturi od 37°C i pri koncentraciji
COz od 5 %. Vreme inkubacije i naCin stimulacije ¢elija varirali su u zavisnosti od

eksperimenta.

Kulture alveolarnih makrofaga su pripremane prema klasicnoj metodi koriS¢enja
osobine celijske adherencije, pri ¢emu inkubiranje tokom 4-24 sata u ploCama sa
ravnim dnom i uslovima opisanim u prethodnom paragrafu omoguc¢ava adherenciju
AM za dno ploca; ponavljanjem laganog ispiranja fizioloSkim rastvorom
neadherentne Celije kao Sto su limfociti, eozinofili ili neutrofili bivaju odstranjene, a
novoformirane kulture AM razblaZene sa svezZim RPMI su koriS¢ene u daljim

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

48 sati nakon stimulisanja AM, medijum u kome su ¢elije kultivisane je centrifugiran
i supernatant je analiziran putem Zelatin zimografije (Novex Zymogram Gels,
Invitrogen, SAD) prema uputstvima proizvodaca. Ukratko, uzorci koncentrisanih
supernatanata BAL pomesSani sa Novex Tris-Glicin SDS Sample Buffer rastvorom su
dodati u pripremljene bazenci¢e u okviru komercijalnih gelova, a zatim je vrSena
elektroforeza na 125V, 10-30mA, tokom 90 minuta. Tako obradeni gelovi su
inkubirani u Zymogram Renaturing Buffer-u tokom 30 minuta na 37°C, a zatim
ispirani sa ovim rastvorom i u istom inkubirani na 37°C preko noci. Tako

pripremljeni gelovi su obojeni sa SimplyBlue™ Safestain (Invitrogen, SAD)

Vrednosti opticke gustine dobijenih gelova su kvantifikovane pomo¢u IMAGE |
softvera, besplatno dostupnog? naucnog servisa za fotografsku obradu rezultata, a
relativne vrednosti rezultata su uporedene, statisticki analizirane i prikazane

graficki.

3.17 Infekcija makrofaga sa HIV-1 virusom in vitro

HIV-1 negativni AM su inficirani in vitro pomocu laboratorijskog tipa HIV-1 virusa,
JRFL. Nakon 12 dana inkubacije JRFL-inficiranih AM, RNK je izolovana. Produktivna
infekcija sa JRFL-om je prethodno potvrdena kvantifikacijom p24 antigena u
supernatantu medijuma putem ELISA testa (Beckman Coulter, Miami, FL, SAD)

prema prethodno opisanom protokolu i uputstvu proizvodaca.

3.18 Citokinska stimulacija Celijskih kultura

Kulture AM, prethodno preciS¢ene metodom adherencije ili pozitivne selekcije

CD68+ celija, ili obogacene ne-adherentim ili izolovanim T-¢elijama, tretirane su
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razli€itim 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 teleceg seruma, pri 5% CO2 na 37°C.
Koncentracije IL-23 su paZljivo testirane i titrirane u nizu eksperimenata
(neprikazani podaci) i utvrdeno je da vrednosti od 10 ng/ml predstavljaju
optimalnu koncentraciju za dobijanje maksimalnog efekta na pojaCanje ekspresije
MMP-9 gena. AM kultivisani u istim uslovima bez dodatih citokina su koris¢eni kao
kontrola. U eksperimentima testiranja specificnosti uloge IL-23, blokiraju¢e humano
anti [L-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-1f3, TNF-a, IL-6, INF- y, LPS) je
uradena na osnovu preporucenih koncentracija od strane proizvodaca uz proveru
efekta titriranjem ovih koncentracija. U svim eksperimentima u kojima su
rekombinantni citokini koriS¢eni za stimulaciju IL-23, AM kojima ovi citokini nisu

dodati su kori$¢eni kao negativna kontrola.

3.19 Statisticka analiza

Za donoSenje statistickih zaklju¢aka eksperimenti su ponovljeni na najmanje 3
uzorka, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti +/- vrednosti standardnih
devijacija. Relativne vrednosti kao $to su relativna ekspresija iRNK ili relativna
opticka gustina su prikazane na analognoj ili logaritamskoj skali, a statisticki znacaj
je testiran pomoc¢u ANOVA ili Kruskal-Wallis analize odnosno Studentovog t-testa ili
Wilcokson-ovog Signed-Rank testa. Vrednost parametra p manja od 0,05 je smatrana

statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI:

4.1 Multicitokinska analiza tecnosti BAL

Uzorci supernatanta BAL teCnosti 27 ispitanika (NP=6, P=7, PRE=6, H*NP=4,
H*PRE=4), prethodno skladiSteni na -20°C su otopljeni i analizirani pomoc¢u
Preteome Profiler™, testa koji semi-kvantitativnom analizom utvrduje koncentracije
36 razlicitih citokina ¢ija nomenklatura je prikazana u Tabeli 3 u poglavlju Materijali

i metode 3.9.

U ovom eksperimentu, relativne koncentracije citokina su odredene semi-
kvantitativnom analizom intenziteta reakcije putem IMAGE ] softverske analize
opticke gustine. Srednje vrednosti relativnih optickih gustina su posebno
predstavljene za svaku fenotipsku kategoriju, a u okviru fenotipskih kategorija, ove
vrednosti su predstavljene za svaki pojedinacni analizirani citokin. Kao Sto je
predstavljeno na Slici 6, relativno mali brojh citokina je detektovan u
supernatantima tecnosti BAL i HIV-1 negativnih nepusaca i HIV-1 negativnih pusaca.
Nasuprot njima, puSaci sa ranim emfizemom plu¢a imaju poviSene koncentracije
proinflamatornih citokina (kao Sto su IL-1, TNF-q, IL-6 i IL-12) u supernatantima
tec¢nosti BAL nezavisno od HIV statusa Sto je ocekivano na osnovu prethodno
objavljenih podataka [111]. Koncentracije IL-1, [L-6, GM-CSF (faktor stimulacije
kolonija granulocita i makrofaga, Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor), TNF-a i IFN-y su takode poviSene u BAL tec¢nosti HIV-1 pozitivnih individua
Cak i u potpunom odsustvu oportunistickih infekcija [86, 112]. Poredivsi citokinski
profil NP ili P sa H*NP, oCigledna je znacajno poviSena koncentracija i broj
detektovanih citokina u supernatantima BAL tec¢nosti HIV-1 pozitivnih nepusSaca.
Citokinski profil H*NP, PRE i H*PRE je slican i karakteriSe se prisustvom ne samo
citokina koji su povezani sa Th-1 Celijama (IFN- y, IL-12), ve¢ i citokina koji su
povezani sa Th-17 Celijama kao Sto su [L-17 i IL-23 ¢ije 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 nepusaci (n=6), (P) - HIV-1
negativni pusaci (n=7), (PRE) - HIV-1 negativni pusacli sa ranim emfizemom pluca
(n=6), (H+NP) - HIV-1 pozitivni nepusaci (n=4), i (H+PRE) - HIV-1 pozitivni pusaci sa
ranim emfizemom pluéa (n=4). Opticka gustina je definisana pomocu arbitrarnih

jedinica koje predstavljaju relativnu opticku gustinu u odnosu na standard

Pored pojacCanog prisustva IFN-y i Th-17 familije citokina, citokinski profil HIV-1
pozitivnih pusaca sa ranim emfizemom pluca deli jo$ nekoliko zajednickih
karakteristika sa H*NP i PRE (Slika 7): sve tri fenotipske grupe karakteriSe pojac¢ano
prisustvo hemokina CXCL-11(I-TAC) koji igra znacajnu ulogu u mobilizaciji
aktiviranih T-c¢elija [113], kao i pojacano prisustvo GM-CSF koji takode ucestvuje u
aktivaciji T-Celija [114]. PoviSeni nivoi ovih citokina ukazuju na mogucu ulogu
steCene imunosti i T-¢elija u ranom razvoju emfizema plu¢a medu HIV-1 pozitivhim
pusacima, i posebno znacajnu ulogu Th-17 imunskog odgovora u patogenezi ove
bolesti. Kako je poznato da IL-23 moduliSe homeostazu neutrofila i infiltraciju

neutrofila putem indukcije IL-17 i GM-CSF [115], i na taj nacin je pre uzrok nego
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Opticka gustina, relativne vrednosti

posledica pojacanog prisustva svih ovih faktora u supernatantima BAL HIV-1
pozitivnih pusaca sa ranim emfizemom pluca, u narednim eksperimentima smo se

primarno fokusirali na ovaj citokin.
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Slika 7: Poredenje relativnih koncentracija 36 citokina supernatanta putem Proteome
Profiler™ testa: Koncentracije citokina su predstavljene na osnovu relativnih vrednosti
optickih gustina dobijenih ovih testom, a horizontalno predstavljeni, u 5 razlicitih
fenotipskih grupa su ispitivani citokini: A. HIV-1 negativni nepusaci (n=6), B. HIV-1
negativni pusaci (n=7), C. HIV-1 negativni pusaci sa ranim emfizemom pluca (n=6) D.
HIV-1 pozitivni nepusaci (n=4), i E. HIV-1 pozitivni pusaci sa ranim emfizemom pluca

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

U cilju potvrde pretpostavke da je IL-23 eksprimiran u humanim alveolarnim
makrofagima, odlucili smo da proverimo gensku ekspresiju putem DNK mikrocip
analize. Nakon izolacije RNK i dobijanja cDNK, uzorci bronhoskopiranih subjekata
su analizirani pomocu Affymetrix mikrocipa, a rezultati bioinformaticki obradeni
putem GeneSpring Affymetrix analize (136 HG-U133 plus 2.0 mikroCip podaci). DNK
mikrocip analiza IL-23 iRNK (Probeset 220054 _at) je pokazala da je IL-23
eksprimiran u AM, pri tome pokazujudi statisticki znacajno pojacnu 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 puSenja, 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 Tagman kvantitativnog PCR eseja
u realnom vremenu. Uporedivsi srednje vrednosti relativne genske ekspresije medu
ovim fenotipovima, pokazali smo da je IL-23 gen pojacano eksprimiran medu HIV-1
pozitivnim ispitanicima nezavisno od pusSackog staZa u odnosu na NP, P ili PRE
(p<0.05, Kruskal-Wallis; Slika 8). Nasuprot razlici u ekspresiji IL-23 medu HIV-1
pozitivnim i HIV-1 negativnim ispitanicima, razlika u ekspresiji IL-23 izmedu
pusackih i nepusackih fenotipova nije pokazala statisticki znacaj. Ovi podaci ukazuju

na postojanje korelacije izmedu HIV-1 infekcije i pojac¢ane ekspresije IL-23 u AM.
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Slika 8: Relativna genska ekspresija IL-23 u alveolarnim makrofagima. IL-23 je
pojacano eksprimiran u plu¢ima HIV-1 pozitivnih puSaca sa ranim emfizemom plucéa i
HIV-1 pozitivnih nepusaca u odnosu na HIV1- negativne nepusace, pusace i pusace sa
ranim emfizemom pluéa (stubici 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

Znajuci da poviSena ekspresija IL-23 moZe, ali ne mora da vodi do poviSenih
koncentracija solubilnog IL-23 u supernatantima BAL, odlucili smo da testiramo
Celijski 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 Celijski medium preciScen od Celija putem centrifugiranja nakon cega
smo analizirali nivoe IL-23 u ovim uzorcima putem ELISA metode. Kao Sto je

prikazano na Slici 9, detektibilni nivo IL-23 (prema uputstvu proizvodaca,
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minimalna koncentracija koja sa sigurnos¢u moze biti izmerena je 15pg/ml) je
jedino izmeren u supernatantima kultura ¢éelija koje poticu od HIV-1 pozitivnih
pusaca sa ranim emfizemom pluca (prikazane su srednje vrednosti nivoa IL-23,
statisticki znacaj nije utvrden s obzirom da su dostupna samo 2 uzorka H+PRE). Ovi
rezultati dalje ukazuju na moguénost da HIV-1 infekcija dovodi do poja¢anog lu¢enja

IL-23 u alveolarnim makrofagima.
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Slika 9: Koncentracije IL-23 supernatantima Kkultura alveolarnih makrofaga
razlicitog fenotipa. Koncentracije IL-23 su kvantifikovane pomocu ELISA, Srednje
vrednosti i standardne devijacije izmerenih koncentracija IL-23 su prikazane za Cetiri
razlicita 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 pojacane
ekspresije IL-23, koristili smo prethodno utvrdeni model in vitro infekcije
alveolarnih makrofaga sa HIV-1 laboratorijskim tipom virusa, JRFL [116]. IL-23
ekspresija je uporedena izmedu normalnih i JRFL-inficiranih AM puSaca kultivisanih
in vitro tokom 12 dana. Po izolaciji RNA i analize kvantitativne ekspresije IL-23
putem Tagman PCR metode u realnom vremenu, utvrdili smo da JRFL-inficirani AM
pokazuju 10 puta pojacanu ekspresiju gena za IL-23 u odnosu na kontrolne AM

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

100 -

IL23 relativna genska ekspresija

—— p=006 —

10

0.1 -

AM +
HIV-1 JRFL

Slika 10: Pojacana ekspresija IL-23 u makrofagima pusaca nakon infekcije JRFL HIV-1
virusom. Nakon izolacije iz BAL, AM pet HIV negativnih osoba su izloZeni 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 verovatnocom ukazuje da HIV-1
infekcija alveolarnih makrofaga dovodi do pojac¢anog prisustva IL-23 u plu¢ima
inficiranih osoba i potvrduje pretpostavku da je sama HIV-1 infekcija, a ne neka od
indirektnih posledica infekcije alveolarnih makrofaga (oportunisticke infekcije)

faktor koji dovodi do pojacane ekspresije [L-23.

4.5 In vitro stimulacija alveolarnih makrofaga kombinacijom Th-17 indukujucih

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

Da bi pokazali da ekspresija [L-23 od strane makrofaga nije specificna iskljucivo za
HIV-1 infekciju, tj, da je ovaj proinflamatorni citokin inducibilan u uslovima
inflamacije pluca, postavili smo seriju eksperimenata u kojima smo in vitro
kultivisane AM izlozili proinflamatornim signalima. Na Slici 114 predstavljene su
srednje vrednosti Cetiri eksperimenta u kojima su uporedene srednje vrednosti
ekspresije gena za IL-23 AM kultivisanih u sterilnom medijumu (kontrolni AM) i AM
kojima je dodata smeSa Th-17 inducibilnih citokina koja je sadrZala niske
koncentracije IL-1f (1 ng/ml), IL-6 (1 ng/ml) i TGF-13(1 ng/ml). IL-23 genska
ekspresija je poviSena u AM koji su bili izloZeni Th-17 citokinima tokom 12h, no
statisticka znacajnost ovog efekta nije pokazan zbog visoke varijanse (n=4, t-test,
p=0.09). Sli¢no prethodnom eksperimentu, Slika 13B pokazuje da izlaganje AM
lipopolisaharidu (LPS, endotoksin, 0.1pug/ml) tokom 12 sati kultivacije in vitro
takode moze da dovede do poviSene ekspresije gena za IL-23, takode bez

statistickog znacaja (Slika 11B, n=4, t-test p=0.12)
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Slika 11: Indukcija ekspresije IL-23 u AM. A) Relativna genska ekspresija IL-23 je povisena u
kulturama AM stimulisanih niskim koncentracijama IL-1f (1 ng/ml), IL-6 (1 ng/ml) i TGF-f3
(1 ng/ml), (n=4, t-test, p=0.09). B) Relativna genska ekspresija IL-23 je takode indukovana
stimulacijom kultura AM LPS (0.1ug/ml) (n=4, t-test p=0.12)

Ovi eksperimenti ukazuju da ekspresija i poviseno prisustvo IL-23 u plu¢noj
mikrosredini moZe biti posledica prisustva razliitih hroni¢nih inflamatornih stanja
ukljucujuci COPD, sto je konzistentno sa prethodno publikovanim podacima [78, 80,
117, 118]. Iako planirani dizajn eksperimenata za utvrdivanje 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 vecu u
odnosu na, na isti nacin kultivisane kulture HIV-1 negativnih AM (neprikazani

podaci).

45




4.6 Efekat IL-23 stimulacije AM na pojacanu gensku ekspresiju MMP-9

PoviSeni nivoi IL-23 u plu¢ima HIV-1 pozitivnih pusSaca ukazuju na inflamaciju i
ukazuju na mogu¢nost da citokini vezani za Th-17 imunski odgovor mogu imati
znacajnu ulogu u indukciji ili odrZanju ovih procesa. Medutim, izvesno je da ovaj
citokin nema direktnu ulogu u patogenezi emfizema i direktnoj razgradnji plu¢nog
matriksa. Prethodno publikovani podaci ukazuju na moguc¢nost direktne veze
izmedu stimulacije Celija sa IL-23 i pojacane sekrecije MMP-9 [80, 115]. U skladu sa
tim, odlucili smo da testiramo uzrocno posledi¢nu vezu izmedu IL-23 i

metaloproteinaze MMP-9.

Zelatinaza MMP-9 razgraduje proteine ekstracelijskog matriksa, medutim takode
ima ulogu u aktivaciji velikog broja bioaktivnih molekula koji ne u€estvuju u
izgradnji matriksa [34, 119]. Na osnovu prethodno pokazanih podataka koji ukazuju
na pojacano prisustvo IL-23 u plu¢noj mikrosredini HIV-1 pozitivnih puSaca sa
ranim emfizemom pluca i na osnovu publikovanih podataka koji pokazuju da je
MMP-9 ekspresija pojacana u AM HIV-1 pozitivnih puSaca sa ranim emfizemom

pluca, odlucili smo da istrazimo potencijalnu direktnu vezu izmedu 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 puSaca. Nakon stimulacije kultura
Celija purifikovanim citokinom IL-23 in vitro, RNK je izolovana iz adherentnih ¢elija,
a relativna ekspresija iRNK MMP-9 je kvantifikovana pomo¢u Tagman RT-PCR
tehnike. Stimulacija AM sa IL-23 dovodi do nevelike ali veoma konzistentno
poviSene 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
pojacanu ekspresiju MMP-9 gena (n=13, p<0.005, ANOVA)
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4.7 Efekat IL-23 stimulacije AM na pojacanu koncentraciju MMP-9 u medijumu

Celijskih kultura

S obzirom da je MMP-9 genska ekspresija pojacana pod dejstvom IL-23, odlucili smo
da ispitamo vrednosti koncentracije solubilnog MMP-9 u kulturama AM HIV-1
negativnih pusaca po dodavanju IL-23. Vrednosti koncentracija MMP-9 u ¢elijskim
medijima obogacenim razli¢itim koncentracijama IL-23 su odredene pomocu Zelatin
zimografije, a kvantifikovane pomocu opticke analize putem IMAGE ] softvera. Slika
13A prikazuje reprezentativni zimogram koji oslikava rezultat ponovljenih
eksperimenta koji konzistentno ukazuju na pojacane koncentracije MMP-9 u
Celijskim medijumima izloZenim IL-23. Srednje vrednosti rezultata kvantifikacije
Zelatin zimogramske analize aktivnosti MMP-9 u supernatantima kultura AM su
prikazane na Slici 13B koja ukazuje da IL-23 indukuje pojacano lu¢enje MMP-9
nezavisno od fenotipskih karakteristika ispitivanih AM (rezultati prikazuju srednje
vrednosti optickih gustina 10 nepusaca, 9 pusaca i 5 puSaca sa ranim emfizemom
pluca). Ovi rezultati ukazuju na mogucénost da poviSene koncentracije IL-23 direktno
dovode do pojacane sekrecije metaloproteinaza u plu¢ima, i samim tim, do

prevremenog razvoja emfizema u plu¢ima HIV-1 pozitivnih pusaca.
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Slika 13: Koncentracija MMP-9 je povisena u supernatantima Celijskih kultura
stimulisanih razlicitim koncentracijama IL-23. A) Primer Zelatin zimograma
(reprezentativni rezultat multiplih eksperimenta) koji ukazuje na dozno-zavisan uticaj
IL-23 na koncentraciju MMP-9 i indukciju pojacane sekrecije MMP-9 od strane kultura
AM koje su stimulisane sa IL-23 B) Grafik predstavlja srednje vrednosti rezultata
kvantifikacije Zelatin zimogramske analize aktivnosti MMP-9 u supernatantima
kultura AM HIV-1 negativnih nepusaca (n=10), HIV-1 negativnih pusaca (n=9) i HIV-1
negativnih pusaca sa ranim emfizemom pluéa (n=5) stimulisanih razli¢itim
koncentracijama IL-23 (0-80ng/ml). Srednje vrednosti svih uzoraka zajedno nezavisno

od fenotipa su prikazane kao Cetvrti, posebni stubi¢ (n=24, p<0.005, ANOVA)

49



4.8 Efekat IL-23 blokirajuceg antitela p40 na pojacanu sekreciju MMP-9 u kulturama

AM stimulisanim sa IL-23

Polaze¢i od Cinjenice da su alveolarni makrofagi osetljivi na dejstvo razlicitih
signalnih molekula i da je sekrecija metaloproteinaza prilicno nespecifi¢cna za
makrofage koje prolaze kroz aktivaciju, odlucili smo da ispitamo da li je dejstvo IL-
23 specifi¢no za sam citokin ili je opaZeni efekat posledica neprepoznate
kontaminacije kultura; prema specifikaciji proizvodaca, purifikovani IL-23 ima
nemerljivu koncentraciju endotoksina i zagarantovanu cisto¢u, a sami eksperimenti
su postavljeni u sterilnim uslovima. U cilju eliminisanja moguc¢nosti da
kontaminacija purifikovanog citokina moZe doprineti postizanju uocenog efekta,
postavili smo eksperiment u kome su celijske kulture AM izloZene solubilnom IL-23
blokirajucem antitelu anti-p40, specificnom za IL-23 p40 subjedinicu ovog citokina.
Kao $to je prikazano na Slici 14, rezultat tri eksperimenta nije pokazao statisticki
znacajnu supresiju ali ukazuje na jasan trend da anti IL-23 p40 atenuira efekat
pojacane genske ekspresije MMP-9 u alveolarnim makrofagima stimulisanim sa IL-

23 (n=3, ANOVA p=0.92).
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Slika 14: Efekat blokirajuceg 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 pojacanu ekspresiju MMP-9, efekat koji je observiran u kulturama izloZenim

samo IL-23 bez blokirajuceg antitela

4.9 AM ne eksprimiraju membranski receptor IL-23R

IL-23 je produkovan od strane razlicitih ¢elija 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 plu¢ima
obolelim od razlic¢itih hroni¢nih bolesti, odlucili smo da ispitamo moguénost
prisustva i ekspresije ovog molekula na normalnim AM. Koriste¢i 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 PREi 11
H+PRE) i doSli do zakljucka da IL-23R nije eksprimiran na AM. Ovaj rezultat je
konzistentan sa istim rezultatima analize transkriptoma 9 HIV-1 negativnih
individua pomoc¢u RNK-seq podataka (Whole Transcriptome shotgun Sequencing)

prethodno uradenim u ovoj laboratoriji (neprikazani podaci).

U cilju analize moguceg prisustva IL-23R na povrsini AM, izvrSili smo analizu sveze
izolovanih ¢elija iz te¢nosti BAL putem proto¢ne citometrije. Celije kori$éene za ove
analize nisu prethodno kultivisane u cilju minimalizovanja oStecenja Celijske
membrane adherencijom. Analizom Celija BAL teCnosti, IL-23R nije pronaden na
membranama alveolarnih makrofaga (Slika 15, gornji red), pri Cemu ova analiza
predstavlja reprezentativni uzorak najmanje pet slicnih eksperimenata analize AM
razliCitih individua. Kao pozitivna kontrola prisustva IL-23R na povrsini Celija,
iskoriS¢ena je mala populacija selektovanih morfoloski znacajno razlicitih,
neadherentnih Celija teCnosti 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 plu¢a pusaca.
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Slika 15: AM ne eksprimiraju membranski receptor IL-23R. Analiza BAL HIV-1
negativnog pusaca sa ranim emfizemom pluéa putem protocne citometrije. Celije su
23R-PE antitelom u odnosu 1:50. U gornjem redu, selektovana populacija Celija koje
morfoloski odgovaraju populaciji AM ostaje negativna nakon izlaganja IL-23R-PE. U
donjem redu, selektovana populacija Celija koje odgovaraju limfocitima i/ili
neutrofilima po velicini i procentu pokazuje umeren pozitivan efekat sa vise od 50%

Celija koje su pozitivne na IL-23R bojenje.
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Podaci dobijeni putem DNK mikrocip analize, RNK sekvenciranjem, Tagman RT-PCR
i protonom citometrijom zajedno ukazuju da IL-23R nije eksprimiran na AM HIV-1
negativnih nepusaca, HIV-1 negativnih pusSaca sa ranim emfizemom pluc¢a kao ni na
AM HIV-1 pozitivnih osoba. lako je mogucnost ekspresije IL-23R opisana u Celijama
BAL u sarkoidozi [77], mi nismo nasli nikakav dokaz da alveolarni makrofagi
eksprimiraju ovaj receptor. Odsustvo ekspresije IL-23R na AM implikuje da moguci
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 vec¢ je moguca posledica prisustva Celija koje

indirektno uti¢u na AM

Mogucnost da Celije koje nisu AM igraju posrednu ulogu u indukciji MMP-9 je
istraZena kao jedno od mogucih objasnjenja ovog fenomena. Anti CD-68 antitela,
koja kao svoj specifi¢ni antigen imaju CD-68, glikoprotein eksprimiran od strane AM
ali ne i limfocita, su koris¢ena za bojenje Celija koje predstavljaju standardne kulture
AM dobijenih adherencijom tokom inkubiranja na telesnoj temperaturi u ¢elijskim
ploCama bunara ravnog dna. Adherencijom preciS¢ene kulture AM su dalje obradene
niskom koncentracijom EDTA koja je omogucila odlepljivanje AM zarad analize
Cisto¢e ovakvih kultura. AM koji su na ovaj nacin dobijeni su obojeni anti CD-68
antitelom konjugovanim sa fikoeritrinom a zatim je procenat pozitivnih celija
kvantifikovan putem protocne citometrije (Slika 16). Procenat pozitivnih Celija je
94%, Sto ukazuje na sledece: a) da su kulture AM pripremane klasicnom metodom
adherencije adekvatno preciScene i da je njihova Cistoca u skladu sa podacima iz
literature (viSe od 90%) b) da, uz najbolje napore da Cistoca Celija bude adekvatna,
postoji znacajan broj Celija koje mogu da doprinesu malom, no dovoljno klinicki
znacajnom fenomenu hroni¢ne pojacane indukcije MMP-9. Samim tim, standardne
kulture AM u sustini predstavljaju ko-kulture AM sa drugim ¢elijama, ukljucujudi i

limfocite, predominantu populaciju preostalih ¢elija.
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Slika 16: Procenat CDG68+ Ccelija u
populaciji  alveolarnih  makrofaga
dobijenih klasicnim postupkom
adherencije za plastiku Cistoca kultura
AM je proverena bojenjem sa
makrofagnim markerom CD-68; A) i B)
predstavljaju negativne kontrole, bez
antitela, i Celije bojene anti-humanim
IgG antitelom dok slika C) ukazuje da je
Cistoca ovakvih kultura visoka (94%) i
u skladu je sa strucnom literaturom, no
takode pokazuje da ovakve kulture

verovatno predstavljaju “ko-kulture”

AM-limfocita
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4.11 Precis¢eni AM stimulisani IL-23 ne pokazuju pojacanu ekspresiju MMP-9

Efekat AM na stimulaciju IL-23 je dalje analizirana putem dodatnog preciS¢avanja
kultura AM. Anti CD68 antitela su pripremljena zajedno sa magnetnim
mikrokuglicama, na taj nacin stvarajuci antitelo-magnetna kuglica kompleks koji
omogucava pozitivnu selekciju i separaciju CD68 pozitivnih AM. Nakon inkubacije
ovog antitelo/magnetna mikrokuglica kompleksa sa ¢elijama iz BAL, alveolarni
makrofagi za koje su pri¢vrS¢eni namagnetisani kompleksi su izolovani putem
magneta, a zatim oslobodeni veze sa antitelom uz pomoc biotina. Na taj nacin
preciS¢eni AM su kultivisani u €elijskim plo¢ama i stimulisani sa IL-23 na prethodno
standardizovan nacin kori$¢en u drugim eksperimentima. Kao kontrolni
eksperiment, AM - tj, u ovom slucaju verovatne ko-kulture AM/limfocita - su
kultivisane na standardan nacin i stimulisane istim koncentracijama IL-23. AM
preciS¢eni imunsko-magnetnim kompleksima nisu pokazali pozitivan efekat
pojacane ekspresije MMP-9 koji je viden u prethodnim kao i kontrolnim
ekpserimentima (Slika 17). lako dodatni korak preciS¢avanja Celija teoretski moze
da umanji adekvatnost Celijskih mehanizama odgovora na citokinsku stimulaciju, i
samim tim ukaZe na alternativna objasSnjenja rezultata eksperimenta, ovi rezultati su
u skladu sa hipotezom da efekat IL-23 na pojacanu indukciju ekspresije i sekrecije

MMP-9 moze biti indirektan.
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Slika 17. Preciscene kulture AM ne reaguju na IL-23 stimulaciju pojacanom
ekspresijom MMP-9. Kulture CD68+ precis¢enih AM su stimulisane sa IL-23 a kao
pozitivna kontrola su koris¢ene ko-kulture AM-limfocita koje su dobijene na
standardan nacin. U odnosu na ko/kulture AM-limfocita koje odgovaraju na IL-23
povisenom ekspresijom MMP-9, kulture precis¢enih Celija ne odgovaraju na ovaj

tretman povisenjem ekspresije MMP-9.

4.12 Uloga T-Celija u IL-23 indukovanoj pojacanoj ekspresiji MMP-9

Celije kultura AM kao i sveZi izolati BAL su analizirani pomoéu proto¢ne citometrije i
selektovana populacija ¢elija koje morfoloski i po stepenu autoflorescencije
odgovaraju limfocitima su selektovane i analizirane na prisustvo CD2 i CD8 celijskih
markera. Bojenje ovih Celija sa anti- CD2 i anti-CD8 antitelima konjugovanim sa
fikoeritrinom ukazuje da T-Celije predstavljaju visoki procenat ovih ¢elija i da CD8

limfociti predstavljaju znacajan procenat ovih T-Celija (Slika 18).
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Slika 18: Citofluorimetrijska analiza Celija iz BAL. A) i E) predstavljaju selektovane
populacije Celija koje morfoloski odgovaraju limfocitima B) i F) negativne kontrole bez
antitela C) i G) predstavljaju negativne kontrole koje iskljucuju nespecificno vezivanje
sa IgG-PE. D) prikazuje CD-2 pozitivne (94.9%) Celije i B) prikazuje CD-8 pozitivne
(>30%) celije
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4.13 Ekspresija IL-23R na T-Celijama

Publikovana literatura ukazuje da T-cCelije eksprimiraju IL-23R putem koga IL-23
ostvaruje direktan uticaj na limfocite [53, 57, 77, 121]. Da bi dokazali ovu tvrdnju,
proto¢nom citometrijom smo analizirali populaciju ¢elija iz BAL za koju smo
prethodno pokazali da sadrZi visoki procenat T-Celija. Koriste¢i anti IL-23R antitela,
pokazali smo da je IL-23R prisutan na ovim ¢elijama medu puSacima sa ranim
emfizemom pluca nezavisno od njihovog HIV-1 statusa (Slika 19). Na osnovu ovih
podataka, realno je pretpostaviti da T-cCelije igraju ulogu u modulaciji odgovora na
IL-23 u mikrosredini plu¢a HIV-1 pozitivnih puSaca sa ranim emfizemom putem

angazovanja IL-23R.
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Slika 19: IL23R na T-¢elijama HIV-1 negativnog i HIV-1 pozitivnog pusaca sa ranim

emfizemom pluca. A) Selektovana populacija je analizirana i predstaviljena nakon

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

oko 50% Celija pokazuje umereno pozitivno bojenje sa ILZ3R B) Primer analize Celija

HIV-1 pozitivnog pusaca sa ranim emfizemom plucéa 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 pojacano na IL-23 stimulaciju

U cilju utvrdivanja uloge T-cCelija u stimulaciji MMP-9 ekspresije, analizirali smo
efekat dodavanja fitohemaglutinina (PHA), lektina koji je mitogen specifican za T-
Celije, na ko-kulture AM/limfocita. AM/lifocitne ko-kulture stimulisane sa IL-23 uz
dodat PHA su pokazale pojacanu ekspresiju MMP-9 u odnosu na ko-kulture u koje

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

| P>0.05 |
10 - — P>0.05 I p<0.05 —

MMP-9 relativna aenska ekspresija

01
AM/ Limfociti AM/ Limfociti AM/ Limfociti
+ 1L-23 + PHA + PHA + IL-23

Slika 20: Ko-kulture alveolarnih makrofaga/limfocita stimulisane sa PHA (20 ug/mL),
a zatim izloZene uticaju IL-23 (10ng/ml) pokazuju pojacanu ekspresiju MMP-9 u

odnosu na ko-kulture AM-limfocita koje nisu bile izloZene dejstvu PHA
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4.15 Efekat dodavanja precisc¢enih T-Celija ko-kulturama AM-limfocita stimulisanih IL-
23

Na osnovu ovih podataka i ¢injenice da supernatanti BAL HIV-1 pozitivnih pusaca sa
ranim emfiezmom pluca sadrze brojne cytokine koji stimuliSu T-Celije (Slika 7),
odlucili smo da analiziramo efekat dodavanja T-celija ko-kulturama AM-limfocita i
njihov uticaj na ekspresiju MMP-9 nakon stimulacije IL-23 citokinom. T-¢elije smo
izolovali iz te¢nosti BAL putem formiranja rozeta sa ov¢jim eritrocitima tretiranim
neuraminidazom. U kulture AM-limfocita dobijene standardnom metodom
adherencije AM, dodat je IL-23 u prisustvu ili bez prisustva prethodno precis¢enih
T-Celija u BAL te¢nosti, a rezultuju¢a MMP-9 ekspresija je analizirana putem
Tagman RT-PCR. Na osnovu rezultata viSe puta ponovljenih eksperimenata, dosli
smo do zakljucka da kulture obogac¢ene dodatnim, prethodno precis¢enim T-

Celijama pokazuju znacajno poviSenu ekspresiju MMP-9 nakon stimulacije [L-23

(n=6, p<0.01, ANOVA, Slika 21).
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Slika 21: Preciscene T-Celije, prethodno izolovane iz tecnosti BAL, a zatim dodate ko-
kulturama AM/limfocita koje su stimulisane IL-23 citokinom (10ng-ml) dovode do
pojacane ekspresije MMP-9 u odnosu na standardne ko-kulture AM/limfocita

U skladu sa ovim nalazom ide ¢injenica da poviSeni nivoi MMP-9 u plu¢noj
mikrosredini koreliSu sa povecanjem procenta limfocita u te¢nosti BAL kod HIV-1
pozitivnih puSaca sa ranim emfizemom plu¢a u odnosu na HIV-1 negativne pusace ili

pusace sa ranim emfizemom pluca (Slika 22)
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=)

p<0.05

Procenat Limfocita u BAL (%)

Pusadci Pusaci sa ranim HIV-1 pozitivni puSaci sa
emfizemom pluéa ranim emfizemom pluéa
Slika 22:: Mikroskopska analiza Celijskog sastava BAL HIV-1 negativnih pusaca, HIV-1
negativnih pusaca sa ranim emfizemom pluca i HIV-1 pozitivnih pusaca sa ranim
emfizemom pluc: procenat limfocita je povisen medu H+PRE (n=12 P, 3 PRE, 4 H+PRE;
p<0.05, ANOVA)

4.16 Poredenje ekspresije MMP-9 u AM i T-Celijama izolovanim iz bronhoalveolarnog

lavata

S obzirom da T-celije iz periferne krvi produkuju MMP-9 (ref 45), uporedili smo
gensku ekspresiju MMP-9 u dve vrste Celija koje smo koristili u prethodnom
eksperimentu - u AM i T-Celijama iz BAL preciS¢enim putem CD-2 magnetnim
mikrokuglicama. Razlog koriS¢enja T-cCelija iz BAL u ovim eksperimentima je
Cinjenica da same T-Celije iz periferne krvi mogu biti znacajno drugacijeg fenotipa u
odnosu na Celije koji su prethodno in vivo italik kohabitirale sa AM. Samim tim, u
cilju kreiranja vernih uslova koji postoje u plu¢ima, opredelili smo se za izolaciju
BAL T-Celija, proces neSto komplikovaniji u odnosu na izolovanje znacajno brojnijih

T-cCelija iz periferne krvi.
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lako i T limfociti i AM eksprimiraju MMP-9 gen, ekspresija MMP-9 je znacajno veca u
AM u odnosu na T-celije iz BAL (p<0.05, Wilcoxon Signed-Rank test, Slika 22). Ovaj
podatak otvara pitanje relativnog znac¢aja MMP-9 koju sekretuju IL-23-stimulisani T
limfociti. Iako je evidentno da aktivirani T limfociti mogu da sekretuju MMP-9 i
doprinesu poviSenju koncentracija ovog enzima u plu¢noj mikrosredini, njihov
doprinos totalnoj koncentraciji MMP-9 je mnogo manji u odnosu na AM koje su vece
i broj¢ano viSe puta zastupljenije u plu¢noj mikrosredini u odnosu na T limfocite.
Zajedno sa ovde pokazanim rezultatom koji ukazuje da je apsolutna mogucnost
sekrecije MMP-9 mnogo manja u T limfocitima u odnosu na AM, ovi podaci
implikuju da je pojacana koncentracija sekretovanog MMP-9 pre rezultat pojacane

ekspresije ovog enzima u AM nego u T-Celijama (Slika 23).
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Slika 23. Ekspresija MMP-9 u alveolarnim makrofagima (AM) je visa u odnosu na
ekspresiju u T-Celijama (T) iz tecnosti BAL (n=11, p<0.05, Wilcoxon Signed-Rank test)
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4.17 Efekat broja prisutnih T-Celija u ko-kulturama AM-limfocita

Da bi testirali prethodno formulisanu tezu da T-Celije, pored mogucnosti da same
produkuju MMP-9, verovatno uti¢u na AM i njihovu ekspresiju MMP-9, efekat

dodavanja T-cCelija ko-kulturama AM/limfocita je analiziran variranjem procenta

dodatih T-¢elija. U slucaju da T-Celijska produkcija MMP-9 ima najznacajniji uticaj na

pojacano prisustvo MMP-9 u ovim kulturama, ocekivan rezultat je porast ekspresij
MMP-9 u zajednic¢koj RNK uzrokovan poviSenjem procenta T-cCelija u ovim ko-
pokazali smo da umereno povecani procenat T-Celija u ovim ko-kulturama (5 ili
10%) utice na pojacanu ekspresiju MMP-9 znacajnije u odnosu na visoke procente
dodatih T-Celija (40%) Sto je demostrirano na Slici 24 koja prikazuje jedan,
reprezentativni primer od nekolicine sli¢nih, ali ne istih po procentu dodatih celija

eksperimenta.
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Slika 24: Efekat dodavanja T-Celija kulturama AM stimulisanim IL-23 (10ng-ml):
Najveci efekat na ekspresiju MMP-9 u ovako pripremljenim ko-kulturama imaju niZi
(5%) procenti dodatih T-Celija. Dodavanjem visokog procenta T-Celija (40%), pozitivni
efekat T-Celija na indukciju ekspresije MMP-9 se gubi. Prikazane vrednsoti

predstavljaju rezultate jednog reprezentativnog eksperimenta

Ovaj fenomen je moguce objasniti efektom “dilucije” ekspresije MMP-9 - €injenica da
povecani broj Celija koje, na jednoj strani indukuju ekspresiju MMP-9 u AM, ali u isto
vreme same po sebi eksprimiraju MMP-9 u znacajno manjoj meri, verovatno dovodi
do rezultirajuce niZe ekspresije MMP-9 u zajednickoj, izolovanoj RNK. Alternativno
objasnjenje ovakvih rezultata bi moglo da implikuje bifazicni efekat T-Celija na AM

pre cemu viSe T-Celija oslobada razlicite suprimirajuce citokine ili isti citokini u
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ve¢im dozama indukuju suprimirajuci efekat na AM. Takode, ne mozemo da
isklju¢imo mogucnost da druge Celije poput NK celija ili neutrofila ucestvuju zajedno
sa T-¢elijama u indukciji pojacane ekspresije MMP-9 u AM. I pored toga, na osnovu
rezultata nasSih eksperimenata, izvesno je da T-Celije, iako nisu primarni izvor
pojacanog prisustva MMP-9, najverovatnije igraju znacajnu ulogu u indukciji
sekrecije MMP-9 od strane AM. Prikazani rezultati pokazuju da citokin IL-23 zaista
moZe da utiCe na pojacano prisustvo proteolitickog enzima MMP-9 u plu¢noj
mikrosredini HIV-1 pozitivnih puSaca sa ranim emfizemom, pri cemu taj efekat IL-

23 ne ostvaruje direktnim dejstvom na AM, vec¢ putem interakcije AM i T-Celija.

4.18 Interferon-gama kao moguci posredujuci citokin izmedu T-Celija i AM koji

pojacano produkuju MMP-9

S obzirom na prisustvo IFN-y u supernatantima BAL u istim klini¢kim fenotipovima
u kojima su identifikovani poviSeni nivoi IL-23 (PRE, H+NS, H+PRE), procena je
uloga ovog citokina kao potencijalnog posrednika u produkciji MMP-9 tokom
interakcije T limfocita i AM. Iako T-cCelije stimulisane IL-23 mogu da pojacano
eksprimiraju IFN-y kao Sto je pokazano u naSim in vitro eksperimentima (Slika 25),
ali i opisano u publikovanoj literaturi [122, 123], IFN-y ne indukuje pojaanu
ekspresiju MMP-9 u humanim ¢elijama (Slika 26). Nedostatak pozitivnog uticaja
IFN-y na indukciju ekspresije MMP-9 je takode prethodno opisan u stru¢noj
literaturi [124-127] Sto, zajedno sa naSim podacima, jasno ukazuje da je malo
verovatno da ovaj citokin igra posrednicku ulogu u fenomenu IL-23 indukovane

ekspresije MMP-9 u alveolarnim makrofagima.
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relativa genska ekspresija IFN-gamma

T celije T celije + IL-23

Slika 25: Efekat stimulacije T-Celija iz perifne krvi sa IL-23 (10ng/ml) na ekspresiju

IFN-y. Rezultat predstavlja srednje vrednosti Cetiri nezavisna eksperimenta i pokazuje

trend ka povisenju ekspresije IFN-y bez statistickog znacaja (p=0.8, ANOVA).

1.5 -

0.5 A

Relativa genska eksxpresija MMP-9

IFN-y 0.1 ng/ml IFN-y 10 ng/ml IFN-y 100 ng/ml

Slika 26: Stimulacija alveolarnih makrofaga sa IFN-y ne indukuje pojacanu ekspresiju
MMP-9 (n=5, p=0.9, ANOVA)
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4.19 IL-23 indukuje ekspresiju CD-40L na T-Celijama

Dok je dobro poznata citokinima-posredovana komunikacija medu ¢elijama, pri
kojoj AM reaguju na specificne citokine sekretovane od strane T-Celija, takode je
opisana interakcija izmedu ovih Celija putem direktnog kontakta koji ukljucuje
prepoznavanje antigena i antigen-specificnog receptora na Celijskoj membrani [128,
129]. Dodavanje IL-23 T-Celijama ekstrahovanim iz periferne krvi in vitro, dovodi do
blagog trenda ka pojacanju ekspresije CD40L, Sto je pokazano u naSim
eksperimentima na T-Celijama izolovanim iz periferne krvi (Slika 27, n=5, p=0.7,
ANOVA). Ova Cinjenica ukazuje na moguc¢nost da direktan kontakt medu celijama

igra ulogu u pokazanom efektu IL-23 na ko-kulture AM i T limfocita.

2.5

1.5 A

CDA4OL relative gene expression

PBT cells PBTcells + I1L-23

Slika 27: Stimulacija T-Celija iz periferne krvi intereukinom IL-23 (10ng/ml) in vitro
indukuje pojacanu ekspresiju gena liganda CD40L. Prikazane su srednje vrednosti pet

nezavisnih eksperimenata. (n=5, p=0.7, ANOVA)
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5. DISKUSIJA

Povecana ekspresija MMP-9 u alveolarnim makrofagima je povezana sa razvojem
emfizema pluca $to je pokazano i na Zivotinjskim modelima i u humanim studijama
[13, 29, 30, 34, 35]. Yearsley i saradnici [130] su prvi autori koji su, putem autopsije,
ukazali na ¢injenicu da HIV-1 puSaci sa emfizemom plu¢a imaju poviSenu ekspresiju
MMP-9 u tkivu pluca. Dalja istrazZivanja [38] su pokazala da HIV-1 pozitivni pusaci sa
emfizemom imaju i povecanu ekspresiju MMP-9 u alveolarnim makrofagima, kao i
povecanu koncentraciju aktiviranih MMP-9 u supernatantima BAL u odnosu na HIV-
1 negativne puSace sa emfizemom. Osobe inficirane virusom HIV-1 imaju povecanu
koncentraciju i gensku ekspresiju inflamatornih citokina u plu¢ima [13, 131-133].
Nase istraZivanje je potvrdilo obe pretpostavke, prethodno podrzane malim brojem
podataka - supernatant dobijen centrifugiranjem BAL, tj tecnost koja oblaze donje
disajne puteve HIV-1 pozitivnih puSaca sadrzi poviSene koncentracije MMP-9 i
poviSene koncentracije razlicitih inflamatornih citokina, a alveolarni makrofagi

imaju poviSenu ekspresiju MMP-9 i odredenih proinflamatornih citokina.

S obzirom da inflamatorni citokini mogu da direktno uticu na pojacanu ekspresiju
MMP u alveolarnim makrofagima, logi¢no je postaviti pitanje da li postoji direktna
uzrocno-posledicna veza izmedu ovih pojava. Analiza koncentracije citokina koja
pokazuje njihove poviSene koncentracije u plu¢ima HIV-1 pozitivnih pusaca se
uklapa u prethodno objavljene nalaze drugih autora [4, 6, 112, 133-135]. Detaljno
analizirajuci razlike u citokinskom profilu supernatanta dobijenih centrifugiranjem
BAL razlicitih fenotipova u odnosu na pusenje i HIV-1 status, vredna paZnje je
Cinjenica da HIV-1 negativni pusaci sa snizenim DLco imaju poviSene koncentracije
citokina koji karakterisu Th-17 imunski odgovor, Sto je takode odlika HIV-1
pozitivnih pusaca sa snizenim DLco, ali i HIV-1 pozitivnih nepuSaca. Nasuprot njima,
HIV-1 negativni pusaci i HIV-1 negativni nepusaci nemaju poviSene koncentracije
ovih citokina u supernatantima BAL. Prisustvo proinflamatornih Th-17 citokina koji

su zajednicka odlika HIV-1 pozitivnih i HIV-1 negativnih pusaca sa ranim
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emfizemom pluca ukazuje na mogucénost da ovi citokini uticu na razvoj emfizema u

ovim populacijama.

Cinjenica da HIV-1 pozitivni pu$aci sa ranim emfizemom imaju povisene nivoe
citokina koji karakterisSu Th-17 imunski odgovor nije u potpunosti iznenadujuca
uzevsi u obzir da, iako dovoljno ubedljivi podaci joS uvek nisu dostupni, izvestan
broj novih studija poklanja veliku paznju znacaju Th-17 ¢elijskog odgovora u
razvoju patoloSkih promena u plu¢ima [60, 78, 136, 137]. Th-17 Celijski odgovor je
opisan ne tako davno i to nakon identifikacije citokina IL-23 i I[L-17, tj njihove uloge
u autoimunskim bolestima [51, 57, 138, 139]. Ovo otkrice je dovelo do revizije
klasicne pretpostavke da se CD4+ Celijski imunski odgovor jednostavno deli na Th-1
i Th-2 klasu. Th-17 Celije, koje se karakteriSu prisustvom efektorskih citokina IL-17 i
IL-22, a koje reguliSu citokini kao Sto je IL-23, funkcionalno se razlikuju od Th-1
Celija i citokina kao $to su IL-12 i IFN-y koji karakteriSu Th-1 klasu ¢elijskog
odgovora [51]. U zavisnosti od mikrosredine, patoloSkog 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 pluc¢a [59]. Th-17 ¢elije verovatno igraju
protektivnu ulogu u borbi organizma protiv odredenih ektracelijskih bakterija i
gljiva [57-60]. Istovremeno, Th-17 Celije i citokini koje one produkuju verovatno
igraju prominentnu ulogu u patogenezi inflamatornih bolesti pluca, gde je moguce
da uticu na hroni¢nu inflamaciju i ostecenje tkiva [60, 79, 137]. Osobe obolele od
COPD, cak i u slucaju adekvatne kontrole bolesti, imaju povisene nivoe Th-17
citokina koji indukuju ili, u najmanju ruku, reflektuju prisustvo hronic¢ne inflamacije
[78, 140]. MiSevi izloZeni duvanskom dimu pokazuju pojac¢anu ekspresiju IL-17
[141], dok su IL-17 knockout miSevi kojima nedostaje IL-17 zasti¢eni od razvoja
emfizema uprkos izlaganju duvanskom dimu [78]. Pacijenti sa stabilnim COPD imaju
poviSen broj IL-22 i [L-23 pozitivnih Celija u epitelu bronhija kao i poviSen procent
IL-17 pozitivnih Celija u submukozi [117]. Procenat IL-17 €elija u bronhijalnoj
submukozi je takode poviSen medu bivSim pusacima obolelim od blagog do

umerenog COPD u odnosu na nepuSace [142]. U istoj studiji, mala ali statisticki

72



znacajna razlika u nivoima IL-17 u sputumu koreliSe sa nivoima bronhoobstrukcije

i pogorsanja pluc¢ne funkcije, no ne koreliSe sa inflamacijom disajnih puteva [142].

Na osnovu rezultata nasih eksperimenata, rani emfizem, bez obzira na HIV-1 status,
koreliSe sa pojacanim prisustvom Th-17 citokina i interesantna je pretpostavka da
stepen hronicne inflamacije, a samim tim i prisustvo simptoma, moZe biti povezano
sa stepenom Th-17 inflamatornog odgovora u plu¢ima. U skladu sa ovom hipotezom
postoji i paralelan razvoj terapijskih strategija blokiranja efekta [L-17 antitelima
koje svoje prve pozitivne rezultate beleZe u treatmanu psorijaze i Kronove bolesti

[143-145], dok su rane faze istraZivanja njihovih efekata u terapiji COPD u toku.

Infekcija alveolarnih makrofaga HIV-1 virusom dovodi do pojac¢anog inflamatornog
odgovora, a nizom eksperimenata koji pokazuju pojacano prisustvo Th-17 citokina u
supernatantima lavata pluca 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 moZe da izazove hroni¢nu inflamaciju u disajnim putevima i potencira Th-17
imunski odgovor u plu¢ima pusaca, na taj nacin verovatno doprinoseci ranom

razvoju emfizema.

IL-23 je jedan od kljucnih citokina koji karakteriSu Th-17 imunski odgovor, i kao
takav predstavlja jednu od bitnih veza izmedu urodenog i stecenog tipa imunosti u
organizmu [57, 146]. IL-23, iako nije suStinski bitan za diferencijaciju Th-17 ¢elija,
igra veoma vaznu ulogu u odrzavanju efektornih uloga ovog imunskog odgovora
[147].IL-23 je mahom eksprimiran od strane aktiviranih makrofaga i dendritskih
Celija, dok se receptor za p19 subjedinicu IL-23 (IL-23R) nalazi na Celijskoj
membrani memorijskih T-cCelija koje imaju karakteristike Th-17 odgovora [121]. IL-
23 disregulacija moZe da dovede do nemoguc¢nosti organizma da odgovarajuce
reaguje na odredene patogene u slucaju nedovoljnog prisustva ovog citokina, no isto
tako, poviSeno prisustvo IL-23 moZe da dovede do prisustva razli€itih autoimunskih
klinickih fenomena [68, 140]. Sve je viSe dokaza koji ukazuju da IL-23 igra ulogu u

mnogobrojnim hroni¢nim plu¢nim oboljenjima kao Sto su astma, COPD, sarkoidoza,
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hronicne infekcije ili rak pluc¢a [71-75, 77, 83]. Genska ekspresija IL-23 je pojac¢ana
kod pusaca obolelih od COPD u odnosu na nepusace a, prema zivotinjskom modelu,
duvanski dim indukuje ekspresiju IL-23 u plu¢ima [148]. PoviSeni nivoi IL-23
koreliSu sa poviSenim nivoima metaloproteinaza kao Sto je pokazano u
eksperimentima na miSevima koji nemaju gen za TLR4 [149], ili perifernoj krvi
osoba sa multiplom sklerozom [150]. Cinjenica da intranazalna aplikacija citokina
IL-23 na miSjem modelu dovodi do pojacane produkcije MMP-9 koji dalje dovodi do
destrukcije plu¢nog parenhima ide u prilog tezi mnogih autora da IL-23 igra
znacajnu ulogu u razvoju hronicne obstruktivne bolesti plu¢a [80, 115, 151]. Na
osnovu svih ovih podataka, postavili smo hipotezu da poviSeni nivoi interleukina
IL-23 u distalnim disajnim putevima HIV-1 pozitivnih puSaca uticu na pojacanje

produkcije MMP-9 u mikrosredini pluca.

Rezultati naSe studije potvrduju podatake koji ukazuju na znacaj [L-23 u razvoju
inflamacije pluca i pojacanog prisustva MMP-9. Nizom eksperimenata smo pokazali
da alveolarni makrofagi reaguju na stimulaciju interleukinom IL-23 poja¢anom
ekspresijom gena za MMP-9 i pojacanom produkcijom ovog enzima MMP-9.
Specificnost ovog efekta i odbacivanje pretpostavke da kontaminacija uzoraka ili
Cisto¢a rekombinantnog citokina IL-23 utic¢e na pojacanu ekspresiju MMP-9 je

dokazana blokiraju¢im efektom anti IL-23 p40 antitelom.

Jedan od nedostataka naSe studije je Cinjenica da je efekat IL-23 na pojacano
prisustvo MMP-9 u plu¢ima HIV-1 pozitivnih puSaca sa ranim emfizemom pluca
pokazan iskljucivo in vitro, tako da ostaje da spekuliSemo da je ovaj odnos slian in
vivo uslovima. Takode, iako je izvesno da i MMP-9 i [L-23 igraju ulogu u ranom
razvoju emfizema u plu¢ima HIV-1 pozitivnih pusaca, adekvatno testiranje njihove
uzrocno posledi¢ne vezi ima niz prepreka. Primer predstavlja Cinjenica da in vitro
tehnike podrazumevaju niz koraka manipulacije ¢elijama koji mogu uticati na
mehanizme aktivacije i funckiju Celija. Takode, opSte je poznato da se Celijski odnosi
i citokinski profil razlikuju u okviru iste individue nakon malih razlika u uticaju

spoljasnje sredine - minimalne infekcije, aktivna antiretrovirusna terapija, stepen
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kolonizacije bakterijama, broj virusnih kopija, stepen izloZenosti duvanskom dimu
mogu uticati na male promene u citokinskom sastavu te¢nosti koja oblaZe epitelijum
pluca. Na kraju, vrlo mali apsolutni broj T limfocita u BAL-u znacajno otezava
mogucnost izvodenja eksperimenata obzirom da je neophodno da svakom
eksperimentu prethodi invazivna procedura kao Sto je bronhoskopija pluca.
NaZalost, korelacija efekta citokina ili produkcija metaloproteinaza je vrlo specifi¢cna
za svako tkivo, tako da moguc¢nost ekstrapolacije efekata uocenih na ¢elijama
periferne krvi na fenomene u plu¢noj sredini moraju biti uzete sa maksimalnom

rezervom.

Ocigledno je da postoje mnogobrojni mehanizmi koji, u uslovima hroni¢ne
inflamacije, dovode do pojacanog prisustva MMP-9 u plu¢ima. Dobro je poznato da
proinflamatorni citokini kao Sto su IL-1f, TNF-a ili [L-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 citotoksi¢nim T-¢elijama, podaci ukazuju da IL-23
indukuju inflamatorne reakcije kao $to je upravo pojacano lu¢enje MMP-9, a
sistemska terapija neutraliSu¢im IL-23p19 antitelima vodi do znacajno smanjene
ekspresije MMP-9 i pojacanog prisustva CD8+ limfocita u karcinogenu-izloZenoj kozi
na miSjem modelu [115]. IL-23 utice na pojacanu ekspresiju MMP-2 u ileumu miSeva
inficiranih sa Toxoplasma gondii [153]. Od veleg znacaja za sama pluca je prethodno
navedeni uticaj intranazalno aplikovanog IL-23 na miSjem modelu na pojaanu
produkciju MMP-9 [80] . Cinjenica da nismo uspeli da pokaZemo da AM eksprimiraju
IL-23R i to nizom sofisticiranih istrazivackih metoda koje uklju€uju DNK mikrocip
analizu, RNK sekvenciranje, Tagman kvantitativni RT-PCR i protocnu citometriju, je
otvorila niz novih pitanja fokusiranih na pitanje: na koji nacin IL-23 ostvaruje svoj

uticaj na ekspresiju MMP-9 u kulturama AM?

Poznato je da memorijske T-celije eksprimiraju IL-23R i da su kao takve, podlozne
direktnom moduliraju¢em efektu IL-23 [53, 57, 77]. Prema naSem istrazivanju,

uticaj IL-23 na alveolarne makrofage u plu¢ima se ostvaruje posredstvom T-cCelija.
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Podaci koje smo predstavili ukazuju da, nakon stimulacije interleukinom IL-23, T
Celije intereaguju sa AM i na taj nacin uticu na pojacano oslobadanje MMP-9. Postoji
viSe mogucih mehanizama ove interakcije. Moguénost postojanja drugog citokina,
koga luce T cCelije pod uticajem IL-23 i koji ima direktno MMP-9 indukujuce dejstvo
na AM smo istrazili kao jedan od moguc¢ih mehanizama koji bi objasnili obervirani
fenomen. Obzirom na njegovo povisSeno prisustvo u fenotipovima sa ranim
emfizemom pluca i poznat proinflamatorni efekat, istrazili smo mogu¢nost da IFN-y
igra ovakvu ulogu posredujuceg citokina. Kao Sto je prikazano na Slikama 25 i 26,
obzirom da IFN-y, ¢iji su receptori eksprimirani na AM, ne utice pozitivno na
ekspresiju MMP-9, malo je verovatno da ovaj citokin ima znacajan uticaj na efekat
IL-23. Postojanje drugog citokina, koji nije detektovan u nasim eksperimentima i
koji igra upravo ovu ulogu posredovanja pojaCane ekspresije MMP-9 u AM nakon
stimulacije T-Celije sa IL-23 je svakako moguce, ali ostaje van domaSaja nasSeg

istrazivanja.

Takode, u nizu eksperimenata u kojima smo supernatante kultura T-¢elija koje su
prethodno stimulisane sa IL-23, dodali kulturama AM, nismo uspeli da indukujemo
prethodno uoceni efekat indukcije MMP-9 (neprikazani podaci). lako je moguce da
dodavanje supernatanata T-Celija stimulisanih sa IL-23 kulturama AM dovodi do
razblaZenja medijuma i, na taj nacin nedovoljnih koncentracija citokina u
rezultuju¢im pomesSanim kulturama koje bi dovele do Zeljenog efekta na produkciju
MMP-9, ova observacija je interesantna jer implikuje mogu¢nost da efekat pojaCane
ekspresije MMP-9 u AM nije indukovan posredno, putem intermedijarnog citokina
luCenog od strane T-celija, ve¢ direktno, putem direktnog kontakta izmedu T-cCelija i
AM. Prethodno je opisan znacaj direktnog kontakta T-¢elija sa monocitnom ¢elijama
za indukciju MMP-9 [31, 154, 155]. Interakcija izmedu ovih ¢elija putem direktnog
kontakta koji poCinje sa prepoznavanjem antigena i antigen-specificnog receptora
na Celijskoj membrani je dobro poznata. Takode je poznato, nakon ovog vezivanja,
viSe povrSinski eksprimovanih molekula na T limfocitima i na monocitima,
interaguju, i na taj nacin osnazuju vezu i dalje moduliraju interakciju medu vezanim

Celijama [128, 129]. Nakon vezivanja CD3 kompleksa sa antigen-MHC kompleksom
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na monocitima, molekuli kao Sto su CTLA4 (protein vezan za citotoksicne 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 nac¢in u€estvujuci u inhibiciji aktivacije T-celija (CTLA/CD80 ili
CTLA/CD86), indukciji aktivacije monocita (CD40L/CD40) ili pojacavanju veze
izmedu ovih Celija (LFA-1/ICAM-1)[128, 155]. CD-40 je kostimulatorni protein koji
se nalazi na antigen-prezentuju¢im Celijama i neophodan je za njihovu aktivaciju.
Vezivanje CD40L na T-Celijama za CD40 aktivira antigen prezentujuce celije tako
uzrokujudi niz efekata koje ova aktivacija pokrece [156]. CD40L je ¢lan Sire grupe
citokina koje nose funkciju faktora tumor nekroze (TNF), a aktivirane CD4+ T-Celije
su predominantne Celije koje ga eksprimiraju [157]. Dodavanje IL-23 T-Celijama
izolovanim iz periferne krvi in vitro, dovodi do pojacane ekspresije CD40L, Sto je
pokazano u naSim eksperimentima (Slika 29). Jedan od mogucih efekata pojacane
ekspresije CD40L nakon stimulacije IL-23 citokinom je dalja aktivacija AM i pojCanje
ekspresije i lu¢enja MMP-9 od strane AM, Sto bi doprinelo daljem objasnjenju
pokazanog fenomena uticaja IL-23 na pojacano prisustvo MMP-9 u mikrosredini

pluca HIV-1 pozitivnih pusSaca (Shema 1).

Kao Sto je prethodno naglaSeno, znacaj CD40/CD40L interakcije nakon izlaganja
AM-limfocitnoh ko-kultura ostaje u domenu Spekulacije i izlazi van okvira ove
studije. [ako ta¢an mehanizam indirektnog uticaja IL-23 citokina na lu¢enje MMP-9
od strane AM nije utvrden, ova studija nedvosmisleno pokazuje da interleukin IL-23
i Th-17 imunski odgovor igraju znacajnu ulogu u razvoju emfizema u plu¢ima HIV-1
pozitivnih pusaca, kao i da pojacano prisustvo IL-23 dovodi do pojacanog lucenja

proteolitickog enzima MMP-9 od strane alveolarnih makrofaga.
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Direktan
Celijski

kontakt HIV-1

IL-23 MMP-9

Shema 1: Moguci mehanizam uticaja IL-23 na pojacanu ekspresiju MMP-9. IL-23
ostvaruje indirektan uticaj na alveolarne makrofage i, nezavisno od izvora IL-23 koji
mogu biti ¢ak i sami alveolarni makrofagi, T limfociti su neophodni za ostvarenje ovog
efekta. Memorijske T-Celije eksprimiraju IL-23R koji je "meta” za IL-23, koji vodi do
aktivacije mehanizama interakcije T-Celija sa alveolarni makrofagima i

konsekventnog pojacanog lu¢enja MMP-9.
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6. ZAKLJUCCI

1. Supernatanti bronhoalveolarnog lavata HIV-1 pozitivnih pusaca sa ranim
emfizemom pluca sadrZze povisene koncentracije proinflamatornih citokina u
odnosu na HIV-1 negativne pusace as slicnim promenama na plu¢ima, HIV-1

pozitivne nepusace, HIV-1 negativne pusace ili HIV-1 negativne nepusace.

2. CitokinskKi profil pusaca sa ranim emfizemom plu¢a, nezavisno od HIV-1
statusa, pokazuje poviSene koncentracije citokina IL-23 i IL-17, i na taj nacin
ukazuje na znacaj Th-17 imunskog odgovora u razvoju hroni¢nog emfizema

pluca.

3.1L-23 je prisutan u plu¢noj mikrosredini pusaca sa ranim emfizemom pluca,
a njegovo prisustvo je potencirano HIV-1 infekcijom. Ovaj zakljucak se bazira na
rezultatima koji pokazuju poviSene nivoe IL-23 u supernatantima BAL HIV-1
pozitivnih pusaca sa ranim emfizemom pluca, poviSene nivoe ekspresije IL-23 u
alveolarnom makrofagima HIV-1 pozitivnih puSaca sa ranim emfizemom pluc¢a i
indukciju ekspresije IL-23 infekcijom alveolarnih makrofaga sa HIV-1 virusom u

eksperimentalnim uslovima.

4. 1L-23 utice na poviSenu ekspresiju i poviSenje nivoa proteolitickog enzima
MMP-9 u pluc¢ima. Ovaj zakljucak je rezultat eksperimenata koji su pokazali da
stimulacija alveolarnih makrofaga sa IL-23 indukuje povecanu ekspresiju gena i
produkciju MMP-9. Specificnost ove interakcije dokazana je ukidanjem ovog efekta

dodavanjem blokirajuceg anti [L-23 p19 antitela.
5. Efekat interleukina IL-23 na produkciju MMP9 u alveolarnim makrofagima

je indirektan i zahteva posrednicku ulogu T limfocita. Ovaj zakljucak se bazira

na rezultatima koji pokazuju da alveolarni makrofagi nemaju IL-23R, da relativno

79



preciS¢ene kulture AM sadrZe odredeni broj limfocita koji eksprimiraju IL-23R, da
kulture cistih alveolarnih makrofaga ne pokazuju poja¢anu produkciju MMP-9
nakon stimulacije sa IL-23, kao i da dodavanje preciS¢enih T-¢elija kulturama

alveolarnih makrofaga dovodi do pojacane ekspresije MMP-9.

U celini, moze se zakljuciti da Th-17 imunski odgovor igra znacajnu ulogu u razvoju
emfizema medu HIV-1 pozitivnim puSac¢ima. Relativno poviSene koncentracije Th-
17 citokina medu HIV-1 pozitivnim u odnosu na HIV-1 negativne pusaCe mogu biti
razlog pojacanog prisustva MMP-9 u mikrosredini pluca i ranijeg razvoja emfizema
medu HIV-1 pozitivnim puSacima. Razumevanje odnosa regulatornih T-c¢elija i Th-
17 ¢elija i znacaja njihovog adekvatnog balansa ¢e verovatno u buduc¢nosti
omoguciti, ne samo bolju kontrolu i svrsishodniju terapiju mnogih hroni¢nih bolesti
ukljucujuci COPD, vec i dovesti do boljeg razumevanja nacina funkcionisanja i

sinhronizacije mehanizama steCene i urodene imunosti uopste.
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7. SPISAK SKRACENICA

ACOS - astma-COPD overlap syndrome

AM - Alveolarni makrofagi

ANOVA - Test analize varijanse

ARV - Anti-retroviralna terapija

BAL - Bronhoalveolarni lavaz

BSA - Bovine Serum albumin, Albumin iz govedeg seruma
CD - Cluster of differentiation

cDNK - Komplementarna DNK

CO2 - Ugljen dioksid

COPD - Hroni¢ne obstruktivne bolesti plu¢ca, 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, protoc¢na citometrija
FEV1 - Forced expiratory volume in 1 sec

FVC - Forced vital capacity

GM-CSF - Granulocitni-makrofagni stimuliSuci factor razvoja
H*NP - HIV-1 pozitivni nepusaci

H*PRE - HIV-1 pozitivni puSaci sa ranim emfizemom pluca
HAART - Highly Active Anti-Retroviral Therapy

HIV - Virus humane imunodeficijencije

IFN - Interferon

IgG - Imunoglobulin G

IL-23 - Interleukin-23

IPF - Idiopatska plu¢na fibroza

IRB - Eticki Odbor za nadgledanje klinickog istrazivanja, Institutional Review Board
LPS - Lipopolisaharid

MMP - Metaloproteinaza

NIH - National Institute of Health

NK ¢elije - Natural killer Celije

NP - HIV-1 negativni nepusaci

PBS - Phosphate buffered solution, fizioloSki rastvor

P - HIV-1 pozitivni nepusSaci

PCR - Polymerase chain reaction

PHA - Fitohemaglutinin

PRE - HIV-1 negativni puSaci sa ranim emfizemom pluca
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 plu¢ni kapacitet

TNF - Tumor necrosis fator

UCLA - University of California, Los Angeles
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hroni¢ne obstruktivne bolesti plu¢a (COPD), pri ¢emu igor vodi ambulantne klinike za ove
bolesti i radi procedure kao Sto su endobronhijalne bronhoskopske ultrazvucne biopsije il
endobronhijalne valvule za bronhoskopsku redukciju volumena plu¢a u emfizemu pluca. Igor je
ukljuc¢en u mnogobrojne naucne projekte koji ukljucuju COPD, karcinom pluca, plu¢na oboljenja
u insuficijenciji jetre i cirkulatorni Sok. Igor je u Julu 2016, u izboru za nastavnika godine pri
katedri za internu medicinu UCLA na kojoj predaje vise od 400 lekara koji su nastavni kadar
UCLA, izabran za nastavnika godine od strane 140 specijalizanata, titulu koji nijedan intenzivista
pulmolog pri UCLA nije poneo godinama. Doktorske studije u oblasti plu¢ne imunologije, Igor je
upisao 2009. godine, a rad na temu «Uloga interleukina IL-23 u preveremenom razvoju
emfizema medu HIV-1 pozitivnim pusacima» je radio na Cornell Univerzitetu u Njujorku u
laboratoriji Dr Ronald Crystala, a u saradnji Cornell univerziteta i Medicinskog Fakulteta
Univerziteta u Beogradu, pod mentorstvom Prof dr. Marije Mostarice Stojkovi¢ i ko-
mentorstvom Prof dr Robert Kanera u periodu 2009-2016. godine. Igor Zivi u Los Andelesu u
Kaliforniji, oZenjen je sa Prof dr. Jelenom Maletkovi¢ Barjaktarevic¢ koja takode predaje na UCLA
i otac je dvojce sinova, Milosa i Marka.
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