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Pregledni ¢lanak

Kad je Alexander Fleming otkrio prvi antibiotik, penicilin, ne samo da nije znao
kako izolirati ¢isti penicilin, nego nije ni slutio koliko ¢e to otkri¢e promijeniti
svijet i medicinu u buduénosti, osobito kako ¢e utjecati na razvoj infektologije.
Analiziraju¢i mehanizme djelovanja antibiotika, gotovo smo potpuno usredo-
toceni samo na njihovo direktno djelovanje na ciljni mikroorganizam. Ve¢inom
gotovo potpuno zanemarujemo druge potencijalne u¢inke, kao $to je npr. njiho-
vo imunomodulatorno djelovanje, koje moze imati ne samo uc¢inak u borbi pro-
tiv odredene bakterije, nego potencijalno moze dovesti do novih smjernica u li-
jecenju infektivnih bolesti izazvanih drugim uzro¢nicima, ali moguce i nekih
imunoloskih poremecaja. U ovom radu kratko ¢emo se osvrnuti na samo jedan,
ali vazan oblik imunomodulacije, protuupalni u¢inak antibiotika. U radu se
donosi pregled do sada poznatih protuupalnih svojstava tri skupine antibiotika
koje su u dosadasnjim istrazivanjima pokazale najsnaznije protuupalno djelo-
vanje: makrolidi, kinoloni i tetraciklini. Imunomodulacija uzrokovana antibi-
oticima predstavlja jos uvijek neotkriveno i uzbudljivo podruc¢je medicine, kako
za znanstvenike, tako i za klini¢are prakticare, a osobito za farmaceutsku indus-
triju. Znacajan preduvjet za razvoj ove discipline i novih spoznaja predstavljaju
moderne multipleks laboratorijske tehnologije koje nam mogu pomoci da
sagledamo i barem dijelom shvatimo svu kompleksnost imunoreakcija odgo-
vornih u slozenim procesima imunomodulacije. U ovom radu dali smo i sazet
prikaz multipleks laboratorijskih metoda koje se koriste u bazi¢nim istrazivanji-
ma imunomodulatornih svojstava antibiotika, ali i koje bi mogle na¢i svoju
primjenu u odredivanju imunomodulacijskog ucinka antibiotika u lijecenju in-
fektivnih bolesti pracenjem odredenih imunoloskih parametara, ali i moguce u
nekim autoupalnim sindromima.

Anti-inflammatory effect of antibiotics
Review article

When Alexander Fleming discovered the first antibiotic, penicillin, he did not
know how to isolate pure penicillin, nor could he have imagined how this dis-
covery would change the world and medicine one day, particularly how it would
affect the development of infectious diseases. When analyzing the mechanism
of'action of antibiotics, we are almost totally focused on their direct effect on the
target microorganism. We tend to completely ignore their other potential effects,
such as immunomodulation, which may not only have impact in the fight
against certain bacteria, but can potentially lead to new guidelines for treating
infectious diseases caused by other pathogens, and possibly some immunologi-
cal disorders. In this paper we will briefly describe one important form of im-
munomodulation, anti-inflammatory effect of antibiotics. The paper provides
an overview of known anti-inflammatory features of three groups of antibiotics
that so far showed the strongest anti-inflammatory effect: macrolides,
quinolones and tetracyclines. Immunomodulation caused by antibiotics is still
an undiscovered and exciting area of medicine, both for scientists and clinicians
and especially for the pharmaceutical industry. An important prerequisite for the
development of this discipline are modern multiplex laboratory technologies
that can help us realize and understand at least part of the complexity of immune
reactions responsible in the complex process of immunomodulation. In this pa-
per, we present a summary of multiplex laboratory technologies used in basic re-
search of immunomodulatory properties of antibiotics, that could find their ap-
plication in determining immunomodulatory effect of antibiotics in the treat-
ment of infectious diseases by monitoring specific immune parameters, and
possibly in some autoinflammatory syndromes.
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Uvod

Kad je Alexander Fleming otkrio prvi antibiotik, peni-
cilin, ne samo da nije znao kako izolirati ¢isti penicilin,
nego nije ni slutio koliko ¢e to otkri¢e promijeniti svijet i
medicinu u buduénosti, osobito kako ¢e utjecati na razvoj
infektologije. Prava antibiotska era pocinje pred Drugi
svjetski rat kada Florey i Chain uspijevaju izolirati Cisti
penicilin, a nakon toga se sljede¢ih cetrdesetak godina
nizu uspjesi u otkrivanju i sintezi novih antibiotika ili bo-
lje re¢eno antimikrobnih lijekova [1]. Antibiotike dijelimo
prema spektru njihovog djelovanja, u¢inku, kemijskoj
strukturi i mehanizmu djelovanja. Analiziraju¢i meha-
nizme djelovanja antibiotika, gotovo smo potpuno usredo-
toCeni samo na njihovo direktno djelovanje na ciljni
mikroorganizam [2]. Ve¢inom gotovo potpuno zanemaru-
jemo druge potencijalne uc¢inke, kao §to je npr. njihovo
imunomodulatorno djelovanje, koje moze imati ne samo
ucinak u borbi protiv odredene bakterije, nego potencijal-
no moze dovesti do novih smjernica u lijecenju infektivnih
bolesti izazvanih drugim uzro¢nicima, ali moguce i nekih
imunoloskih poremecaja. Koliko malo znamo o ovom jo$
nedovoljno istrazenom podrucju shvatit ¢emo kratkim
pregledom PubMed baze kada vidimo da broj radova do-
bivenih pri pretrazivanju s klju¢nim rije¢ima "antibiotici i
imunomodulacija" [3] iznosi 1 % od ukupnih radova pre-
trazenih pod kljuénom rijeci "antibiotici" [4]. U ovom radu
kratko ¢emo se osvrnuti na samo jedan, ali vazan oblik
imunomodulacije, protuupalni u¢inak antibiotika, te na
domet moderne laboratorijske tehnologije koja nam moze
pomo¢i u boljem istrazivanju imunomodulatornog djelo-
vanja antibiotika i promisljanju kako bismo ué¢inkovitost
antibiotske terapije u bolesnika s infektivnim bolestima
mogli u buduc¢nosti odredivati i mjerenjem odredenih
imunoloskih parametara.

Upala

Upalni procesi prate sve infekcije i znacajan su ¢im-
benik imunopatogenetskih mehanizama razli¢itih akutnih
i kroni¢nih infektivnih bolesti.

Akutna upala

Upalu karakteriziraju njezinini makroskopski glavni
simptomi: crvenilo (rubor), toplina (calor), bol (dolor),
oteklina (fumor) i smetnje u funkciji (functio laesia), a sas-
toji se od slijeda dinami¢nih procesa, vaskularnih, neuro-
loskih, humoralnih i celularnih, koji se zbivaju lokalno, na
mjestu ostecenja tkiva, a nastaju gotovo pri svakoj imu-
noreakciji [5—8]. Nakon ostecenja tkiva, na stani¢noj razi-
ni, mastociti i bazofili (nalaze se u gotovo svim tkivima) se
aktiviraju i lu¢e medijatore upale medu kojima su najpo-
tentniji histamin i leukotrijeni. Oni djeluju na lokalnu
mikrovaskulaturu i induciraju permeabilnost. Kontrakcija
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endotela mikrovaskulature rezultira stvaranjem otvora
kroz koje plazma izlazi u tkiva (edem). Napustanjem svog
prirodnog okruzja plazma i faktori zgrusavanja dolaze u
kontakt s tkivima i1 kemikalijama koje ih aktiviraju. Kao
rezultat toga dolazi do aktivacije kininskog sustava i oslo-
badanja kinina. Ukoliko dode do prolaska Stetnih agensa
kroz oste¢enu barijeru, dolazi i do aktivacije komplemen-
ta. Stimulacija vaskularnih endotelnih stanica uzrokuje ek-
spresiju stani¢nih adhezijskih molekula koje vezu cirkuli-
rajuce fagocite i limfocite, $to inducira nakupljanje stanica
na mjestu oste¢enja (marginacija). Stimulirana je ekstra-
vazacija i kemoatrakcija ekstravaziranih stanica. Nakup-
ljene stanice napustaju vaskulaturu i migriraju u okolno
tkivo. Nakon toga slijedi aktivacija fagocitne i sekretorne
funkcije nakupljenih stanica. Osim citokina i kemokina
koji se lu¢e kao posljedica aktivacije stanica, oslobadaju se
dodatne koli¢ine histamina i leukotrijena, te brojni enzimi.
Zadnja faza upalne reakcije je cijeljenje koje zapocCinje
djelovanjem produkata makrofaga [5—9].

Kroni¢na upala

Kroni¢na upala moze biti nastavak akutne upale ili
rezultat kontinuiranog odgovora na strano tijelo ili perzi-
stenciju mikroorganizma. Znacajke kroni¢ne infekcije su:
unutar 2448 h ukljucuje infiltraciju molekularnih upalnih
stanica (makrofagi, plazma stanice, limfociti, ponekad
eozinofili). Moze ukljucivati i proliferaciju fibroblasta i
malih krvnih Zila (angiogeneza). Cesto rezultira fibrozom,
amoze dovesti do oStecenja tkiva i gubitka funkcije.

Makrofagi putuju na mjesto upale unutar 2448 h i ak-
tivirani su IFN—y, bakterijskim endotoksinom, te proteini-
ma ekstracelularnog matriksa. Oni mogu utjecati na re-
grutaciju ostalih stanica, te zivjeti kroz nekoliko mjeseci.
Oni takoder reguliraju limfocitni odgovor na antigen, te
luce ostale medijatore koji reguliraju Sirenje i funkciju fi-
broblasta i endotelnih stanica. Limfociti su aktivni i u hu-
moralnim i u stanicama posredovanim imunoreakcijama.
Limfociti T reguliraju aktivaciju makrofaga, te njihovu re-
grutaciju preko lucenja specificnih medijatora. Takoder
reguliraju produkciju antitijela i citotoksi¢ne T-limfocite.
Plazma stanice su izvor antitijela, koja su vazna za neutra-
lizaciju antigena, odstranjivanje stranih Cestica i za o anti-
tijelima ovisnu stani¢nu citotoksi¢nost. Pri granuloma-
toznoj upali aktivirani su makrofagi (epiteloidne stanice) i
limfociti. Nodularne nakupine epiteloidnih stanica stvara-
ju granulome, koji predstavljaju osnovnu znaéajku granu-
lomatozne upale. Ove formacije nastaju kao odgovor na
materijal ili mikroorganizme koji se ne moze fagocitirati.
Dva tipa velikih stanica koje su vidljive pri granuloma-
toznoj upali su rezultati fuzije aktiviranih makrofaga:
Langerhansove gigantske stanice u kojih su jezgre ras-
poredene na periferiji kao potkovice, te gigantske stanice
stranog tijela, u kojih su jezgre u centru. Oko mjesta upale
nalazimo brojne limfoblaste. Zadnji stadij pri odgovoru na
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strano tijelo i cijeljenje je razvoj fibroze. Proces reparacije
ukljucuje dva razlicita procesa: zamjenu tkiva parenhim-
skim stanicama istog tipa ili zamjenu vezivnim tkivom.
Kao odgovor na upalni poticaj moze do¢i do smanjenja
mase tkiva, te stvaranje novog tkiva kroz granulacije; sin-
teze kolagena i drugih molekula; stvaranja oziljka. Proces
ovakvog preoblikovanja je razlicit za razlicita tkiva
[7-11].

Antibiotici, infekcija i upala

Obzirom da je visoki postotak infekcija bakterijske
etiologije, koje u pravilu lije¢imo antibioticima, pored an-
timikrobnog djelovanja, bilo bi razumno znati nesto i o
potencijalnim protuupalnim u¢incima antibiotika tijekom
lijecenja bakterijskih infekcija. Takve spoznaje mogle bi
rezultirati dodatnim algoritmima lijeCenja koji ¢e
uvazavati i1 pozitivne imunomodulatorne, protuupalne
ucinke antibiotika, a ne samo vrijeme potrebno za unisten-
je mikroorganizama. Nadalje, spoznaje o protuupalnim
ucincima razlicitih antibiotika mogle bi imati utjecaj i na
odabir antibiotika ili kombinacije antibiotika s ciljem
"smirivanja" upale, a ne samo uniStenja mikroorganiza-
ma, a moguce i modulacije ishoda bolesti, ukljucujuéi i
razvoj kroni¢ne infekcije, te njezine rezolucije. U radu se
donosi pregled do sada poznatih protuupalnih svojstava tri
skupine antibiotika koje su u dosadasnjim istrazivanjima
pokazale najsnaznije protuupalno djelovanje: makrolidi,
kinoloni i tetraciklini.

Makrolidi

Iako je jo$ uvijek ogranic¢en broj studija na ovu temu,
postoje podaci koji potvrduju da mnogi makrolidni antibi-
otici mogu imati u¢inka u modulaciji upale: djelovanje na
kemotaksiju upalnih stanica, sintezu citokina, ekspresiju
adhezijskih molekula i produkciju reaktivnih metabolita
kisika i dusikovog oksida (NO) [12—16]. Makrolidi su
sposobni akumulirati se u neutrofilima i makrofazima po
znatno vis§im koncentracijama nego u izvanstani¢noj
tekucini.

Makrolidi inhibiraju proizvodnju proupalnih citokina
kao $to su interleukin (IL) -1, IL-6, IL-8, i ¢imbenik
nekroze tumora-alfa (TNF-a), vjerojatno djelujuéi na
transkripcijski nuklearni faktor kappa B (NF-kB) ili akti-
vator protein-1 (AP-1). NF-«B je protein koji je kljucan za
transkripciju gena koji kodiraju brojne proupalne moleku-
le koje sudjeluju u akutnim upalnim reakcijama, ukljucu-
juéi TNF-a, medustani¢nu adhezijsku molekulu (ICAM-
-1), inducibilnu sintetazu dusikova monoksida (iNOS ),
IL-611L-8 [17, 18]. Poznato je da u okviru imunoreakcija
koje nastaju kao odgovor na lipopolisaharid (LPS), TNF-a.,
iagregirane imunokomplekse dolazi do ekspresije kemoki-
na IL-8. Dokazano je da makrolidni antibiotici inhibiraju
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ekspresiju gena za iNOS 1 NO potaknute oslobadanjem
imunokompleksa. Makrolidi takoder inhibiraju nakup-
ljanje neutrofila u pluénim alveolama, $to moze objasniti
njihov inhibitorni u¢inak na ekspresiju ICAM-1 i oslo-
badanje kemoatraktanta za neutrofile, kao $to je IL-8.
Vazan oblik upale je kao $to smo ve¢ spomenuli i ek-
stravazacija neutrofila u tkiva. Makrolidi blokiraju formi-
ranje i ekspresiju adhezijskih molekula (npr. ICAM-1)
potrebnih za migraciju neutrofila. Makrolidi takoder in-
hibiraju formiranje leukotrijena B4, koji privlace neutro-
file. Zajedno, ovi protuupalni ucinci rezultiraju poboljsa-
njem funkcije pluca i disnih putova. Razne stanice, uklju-
¢ujuci neutrofile, limfocite T i epitelne stanice, luce IL-8,
Sto zauzvrat potice regrutaciju i aktivaciju neutrofila.
Neutrofili su kao §to znamo i primarni izvor, a i primarni
staniéni cilj za IL-8 [13—19]. Za testiranje hipoteze da
makrolidi moduliraju upalu inhibicijom NF-xB aktivaci-
je, Ichiyama i suradnici [20] su analizirali djelovanje pre-
tretmana klaritromicinom na nekoliko stani¢nih linija
(monocitne, T-stani¢ne linije i pluéne epitelne stanice), te
na mononuklearne stanice periferne krvi. Pokazali su da
klaritromicin inhibira NF-kB aktivaciju vrlo vjerojatno na
razini gena za proinflamatorne citokine, a u ovisnosti o
primijenjenoj koncentraciji lijeka. Aoki i Kao, [21] su
pokazali da eritromicin inhibira NF-kB aktivaciju stimuli-
ranih Jurkat stanica (limfociti T). Dokazana je inhibicija
IL-8, ali ne i IL-2, na transkripcijskoj razini. Sposobnost
inhibicije aktivacije NF-xB i posljedi¢ne produkcije IL-8
i IL-6 zabiljeZena je i za azitromicin [12—14]. Protuupalni
ucinak makrolida moze vjerojatno ovisiti i o vrsti stanica
na koje djeluju. Tako suprotno prethodnim opazanjima,
koja se vezuju za epitelne stanice respiratornog sustava, te
monocite i limfocite T, ispitivanja na humanim fibroblas-
tima porijeklom iz gingiva pokazuju povisenu produkciju
IL-8 pod djelovanjem azitromicina, dok eritromicin nije
imao ucinka na razinu IL-8 i IL-6. U istoj studiji je
pokazano da makrolidi nisu imali u¢inka na produkciju
metaloproteinaza [22]. Mehanizmi protuupalnih djelo-
vanja makrolida su o¢ito multifaktorijalni i zahtijevat ¢e
jos brojne studije fokusirane ne samo na njihovo protu-
upalno djelovanje u infektivnim bolestima, nego i u
drugim upalnim procesima kao §to su reumatski, auto-
upalni, autoimuni i dr.

Kinoloni

Sli¢no kao i kod makrolida i kod kinolona ne nalazimo
veliki broj studija o njihovom imunomodulatornom djelo-
vanju. Podaci o njihovom protuupalnom djelovanju ovise
takoder o pokusnim modelima, u prvom redu o stanicama
koje su koristene u istrazivanjima, te zbog toga imamo di-
jelom i razlicite, pa koji put i kontradiktorne rezultate.
Osim toga, stanovite razlike takoder mogu postojati i
izmedu vrste primijenjenog kinolona. Najvec¢i broj istra-
zivanja se u zadnje vrijeme provodi s moksifloksacinom,
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nesto manje s ciprofloksacinom. Jedna od studija je anali-
zirala imunomodulatorno djelovanje moksifloksacina na
oslobadanje proupalnih citokina iz ljudskih monocita ak-
tiviranih lipopolisaharidom (LPS). Zabiljezena je inhibi-
cija upalnih medijatora koji se oslobadaju u sklopu tri sig-
nalna puta vazna u procesu upale: NF-kB, mitogenom-ak-
tivirana protein kinaza ERK i c-Jun N-terminalna kinaza
(JNK) [23, 24]. Sli¢ni rezultati su dobiveni u jednom dru-
gom istrazivanju u kojem su koristene klini¢ki relevantne
doze moksifloksacina (2,5-10 mg/L) na epitelnim linij-
skim stanicama pluéa (A549), gdje su moksifloksacin , te
ciprofloksacin u visim dozama pokazali isto djelovanje iu
stanicama bronhalne stani¢ne linije [25]. Nedavno je za-
pazena i uloga kinolona u regulaciji apoptoze neutrofila.
Jedan od homeostatskih mehanizama na mjestu upale je
proces konstitutivne apoptoze, kojim se na mjestu infekci-
je kontrolira razina upalnog procesa. Zapazeno je da su raz-
liciti kinoloni razli¢ito modulirali ove procese. Dok je to-
sufloksacin odgadao smrt neutrofila opéenito, pa tako i
apoptozu, ofloksacin, lomefloksacin, fleroksacin, sparflok-
sacin i levofloksacin su znacajno promovirali smrt neutro-
fila, bez ucinka na konstitutivnu apoptozu neutrofila. Iz-
gleda da tosufloksacin svoje djelovanje provodi preko ak-
tivacije inhibitora fosfoinozitid 3 -kinaze (PI3K) i p38 mi-
togenom-aktivirane protrein kinaze (MAPK) [26].

Tetraciklini

Tetraciklini su takoder potentni imunomodulatori
[27-34], a najvaznije imunomodulatorno svojstvo tetra-
ciklina je svakako njihov inhibitorni u¢inak na metalopro-
teinaze. Doksiciklin je jedini poznat sintetski inhibitor
matriks metaloproteinaza (MMP) [35]. Smatra se da su
MMP odgovorne za promet i razgradnju izvanstani¢nog
matriksa. Medutim, to nije ni jedina ni glavna funkcija
ovih proteinaza. Nedavna otkri¢a pokazuju da MMP
djeluju na proupalne citokine, kemokine i druge proteine
regulirajuéi razlicite aspekte upale i imunoreakcija.
Kolagen, zelatina, elastin, fibronektin, proteoglikan i vit-
ronektin su vazni proteini koji formiraju "mrezu", ek-
stracelularni matriks, koja drzi stanice viSestani¢nog orga-
nizma zajedno. MMP su dio obitelji o cinku-ovisnih en-
dopeptidaza koje degradiraju ekstracelularni matriks i
imaju vaznu ulogu u njegovom remodeliranju. To remo-
deliranje je vazno kako u fizioloskim, tako i u patoloskim
procesima kao sto su trudnoca, cijeljenje rana, karcinomi i
artritis, a sve je vise radova i o njihovoj ulozi u infektiv-
nim bolestima. MMP mogu pojacati invaziju leukocita i
regulirati upalne aktivnosti posredovne serin-proteazama,
citokinima i kemokinima [36—-39]. Ono §to MMP ¢ini za-
nimljivima i intrigantnima je njihova "dvojna osobnost".
Tako npr. metaloproteinaze kao $to su MMP-2 i -9 mogu
sudjelovati i posredovati i u pro- i protuupalnim imunore-
akcijama. Zbog velikog klini¢ckog znacaja, MMP su ve¢
dugo vazne ciljne molekule za farmaceutsku industriju.
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Iako su brojni lijekovi kandidati ispitivani kao inhibitori
MMP, samo jedan agent (doksiciklin hyclate) je trenutac-
no odobren za klinicku uporabu [40]. Prema nekim studi-
jama tetraciklini bi mogli utjecati inhibitorno na proupal-
nu kaskadu koja zapocinje nakon aktivacije kaspaze-1, Sto
posljedi¢no dovodi do proizvodnje proupalnih citokina
kao sto su IL-1 1 IL-18. Kao protuupalni lijekovi tetracik-
lini su u in vivo pokusu na misevima pokazali protuupalnu
ucinkovitost u dijabetesu. Nakon dva mjeseca od indukci-
je dijabetesa, minociklin je sprijecio pojavu hiperglikemi-
je inducirane aktivacijom kaspaze-1 i posljedi¢ne proiz-
vodnje IL-1p u mreznici. Dugotrajna primjena minocikli-
na pokazala se uspjesnom u sprjecavanju retinalne dege-
neracije kapilara u miseva s induciranim dijabetesom [41,
42]. Mehanizmi protuupalnog djelovanja tetraciklina ni
izdaleka jo$ nisu jasni ni poznati. Jedno od znac¢ajnih pro-
tuupalnih svojstava tetraciklina bila bi njihova sposobnost
da pojacaju produkciju IL-10 u stanicama sisavaca [43].
Vazna uloga ovog citokina je u kontroli sistemskog
upalnog procesa. Vazni uéinci IL-10 su: inhibicija proiz-
vodnje proupalnih citokina i kemokina induciranih endo-
toksinima, te indirektno aktivacije endotelnih stanica i ad-
hezije; inhibicija ekspresije monocitnog tkivnog faktora
vaznog za prokoagulantne aktivnosti i u diseminiranoj in-
travaskularnoj koagulaciji krvi; inhibicija ekspresije
glavnog kompleksa histokompatibilnosti (MHC) II,
ICAM-1 i kostimulacijskih molekula, CD80 i CD86;
povisenje ekspresije FcR na monocitima, ukljucujuci
CD16 1 CD64 vaznih u procesu fagocitoze; snizavanje IL-
-4 inducirane ekspresiju CD23 molekula [44-48]. U
SAD-u je patentom zasti¢ena metoda koja koristi sastojke
tetraciklina u pojacanoj produkciji IL-10 u stanicama
sisavaca. U ovom postupku su se odstranjivale ili smanji-
vale komponente tetraciklina koje imaju antimikrobno
svojstvo, a metoda je predvidena za lijeCenje sisavaca s
upalnim stanjima s prekomjernom produkcijom IL-1 i
TNF-a [49].

Moderne multipleks laboratorijske tehnolo-
gije u detekciji imunoreakcija u procesu
imunomodulacije

Multipleks tehnologija je pojam koji opisuje labora-
torijske tehnike ili metode pomocu kojih se istovremeno
moze mjeriti, odnosno analizirati veci broj (od nekoliko
desetaka pa ¢ak do milion) analita unutar jednog eseja.
Upravo kako bi se zadovoljili teski zahtjevi za postiza-
njem ovako visokog stupnja usporednosti, ove metode
Cesto u svojoj realizaciji zahtjevaju ili specijalnu tehno-
logiju ili se ide na minijaturizaciju samog eseja. Danas,
Siroku primjenu multipleks eseja nalazimo u istrazivanji-
ma na podruéju funkcionalne genomike gdje se, pojed-
nostavljeno re¢eno, nastoji detektirati ili ispitati stanje
svih biomolekula odredene vrste (npr. glasnicka ribonuk-
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leinske kiselina — RNK, proteini) unutar bioloskog uzorka
kako bi se odredio utjecaj nekog eksperimentalnog tret-
mana ili utjecaj pojedine mutacije deoksiribonukleinske
kiseline (DNK) na sve biomolekule ili signalne putove u
ispitivanom uzorku. Multipleks tehnike mozemo ugrubo
podijeliti na one koje se baziraju na detekciji nukleinskih
kiselina, one koje se baziraju na detekciji proteina, te os-
tale multipleks tehnike. U daljnjem tekstu spomenut ¢emo
neke znacajnije multipleks metode koje se koriste u bazic¢-
nim istrazivanjima imunomodulatornih svojstava antibi-
otika, ali i koje bi mogle naci svoju primjenu u odrediva-
nju imunomodulacijskog ucinka antibiotika u lijeenju in-
fektivnih bolesti pra¢enjem odredenih imunoloskih para-
metara, ali i moguce u nekim autoupalnim stanjima [50].

1. Multipleks tehnike koje se baziraju na nukleinskim
kiselinama

Tehnologija DNK-nizova/¢ipova — Metoda koja u os-
novi ima multipleks tehnologiju, a koja je dramati¢no
ubrzala mnoge vrste istrazivanja je svakako metoda DNK-
nizova ili ¢ipova (od engl. DNA microarray ili DNA chip).
DNK-¢ip je matrica koja se sastoji od mnostva mikroskop-
skih polja koja su ispunjena kratkim oligonukleotidnim
slijedovima DNK. Svako pojedinacno polje sadrzi speci-
ficne DNK-sekvence koje nazivamo probe ili reporteri (od
engl. probes ili reporters). Najc¢esce su te sekvence kratki
dijelovi odredenih gena ili neki drugi elementi DNK koji
se koriste za hibridizaciju pod vrlo strogim uvjetima sa
zeljenim uzorkom [komplementarna - DNK (od engl.
Complementary DNA -cDNK) ili RNK]. Prethodno obi-
ljezeni uzorak (fluoroforom, srebrom ili kemiluminiscent-
no) omogucuje detekciju i kvantifikaciju hibridizacije
izmedu probe i ciljne sekvence te indirektno odredivanje
relativne koli¢ine ciljne nukleinske kiseline u ispitivanom
uzorku. Metoda DNK-¢ipova koristi se za detekciju nuk-
leinskih kiselina, DNK ili RNK (najéesé¢e kao cDNK), ko-
je mogu, a i ne moraju biti prevedene u proteine [51].
Primjenu ovih ¢ipova najéesce nalazimo u tzv. istraziva-
njima analize genske ekspresije (od engl. gene expression
analysis/profiling). Pra¢enjem razine ekspresije i do neko-
liko tisu¢a gena mogu se identificirati geni Cija je ekspresi-
ja promijenjena, a kao odgovor na odredenu terapiju,
bolest ili specifi¢ni pathogen [52]. Jedna medu mnogim
primjenama je i detekcija SNP-ova (od engl. single nu-
cleotide polymorphisms) unutar jedne ili medu razli¢itim
populacijama. Osim §to ovakve vrste analiza imaju svoju
primjenu u forenzici, takoder su pronasle svoju primjenu i
u odredivanju predispozicije za odredene bolesti, identi-

Multipleks PCR — Ova metoda je modifikacija meto-
de lancane reakcije polimerazom (od engl. polymerase
chain reaction — PCR). Ono $to je inovativno u metodi je
da se unutar jedne PCR-reakcije koriste visestruki setovi
pocetnica (od engl. primers) za amplifikaciju genomske
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DNK sto u konaénici rezultira dobivanjem amplikona ra-
zlicitih velicina specifi¢nih za razli¢ite DNK- sekvence
[54]. Ovom metodom takoder mozemo pratiti razinu gen-
ske ekspresije, ali je za razliku od tehnologije DNK-Cipova
ogranicena na pracenje manjeg broja gena (do nekoliko
desetaka istovremeno). Danas na trzistu postoje razliciti i
brojni paneli za detekciju gena odgovornih u razli¢itim
tipovima imunoreakcija, signalnim putevima ili gena ¢iji
produkti sacinjavaju pojedine grupe molekula vazne u
odredenim imunoreakcijama.

2. Multipleks tehnike koje se baziraju na proteinima

Tehnologija proteinskih nizova/¢ipova — Tehnologija
proteinskih nizova (od engl. protein array) brzo je postala
mocéno sredstvo za detekciju proteina, praenje razine
njihove ekspresije, te istrazivanje njihove interakcije i
funkcije. U kratkom vremenu ova tehnologija potaknula
je snazan napredak i interes medu znanstvenicima i
stru¢njacima, a medu proizvodacima dovela do prestizne
utrke za proizvodnjom §to bolje, pouzdanije i u¢inkovitije
metodologije, ali i razvoja atraktivnih panela proteina za
detekciju i izucavanje, primjerenih odredenim bolestima,
klini¢kim sindromima i stanjima. Ova tehnologija omogu-
¢ila je paralelnu multipleks analizu tisu¢a interakcija: pro-
tein-antitijelo, protein-protein, protein-ligand, protein-li-
jek, enzim-supstrat kao i razvoj brojnih multianalitic¢kih i
dijagnostickih testova. Bez obzira bazira li se na mikroni-
zovima ili ¢ipovima, ova tehnologija uz razvoj posebnih
kompjutorskih softvera omoguéava generiranje i analizu
brojnih interakcija i parametara znacajnih u odvijanju raz-
licitih imunoreakcija, pa tako i imunomodulatornih meha-
nizama potaknutih razli¢itim lijekovima uz minimalnu
upotrebu materijala, i generiranje velike koli¢ine podataka
[55].

Danas postoje tri glavne vrste tehnologija proteinskih
nizova: 1. proteinski nizovi velikih razmjera s funkcional-
nim ¢ipovima koji se koriste za detekciju Sirokog spektra
funkcija (interakcije protein-protein, protein-DNK, ak-
tivnost enzima), otkrivanje antitijela i odredivanje nihove
specifi¢nosti) [56]; 2. analiticki hvatajuci (od engl. cap-
ture) nizovi za otkrivanje i kvantifikaciju analita u kom-
pleksnim smjesama, kao §to su plazma/serum ili ekstrakti
tkiva [57, 58]; 3. reverzni proteinski nizovi specifi¢ni za
tkivne lizate otisnute na povrs$ini, u kojima se ciljne mo-
lekule detektiraju specifi¢énim antitijelima [59].

Za tehnologiju proteinskih nizova danas se ve¢ moze
rec¢i da predstavlja sredisnju tehnologiju u proteomici,
kako u temeljnim istrazivanjima, tako i u podrucju trans-
lacijske medicine, ali i snaznu tehnologiju za komercijalni
razvoj biotehnoloskih kompanija. Dobro je poznato da je
slozenost ljudskog proteoma daleko veca od genoma, te
vjerojatno mozemo govoriti i o milijun razlicitih proteina
znacajnih za funkciju ljudskog organizma, medu kojima
brojni na direktan ili indirektan nacin sudjeluju u raznim
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imunoreakcijama. Konvencionalni testovi kao §to je npr.
2D gel elektroforeza ili spektrometrija masa, iako su vi-
soko ucinkoviti, imaju svoja ograni¢enja i njihovom
upotrebom moze se propustiti detekcija i analiza mnogih
razlic¢itih proteina vaznih u dijagnostickim postupcima, ali
i analizi i istrazivanju brojnih mehanizama vaznih za razu-
mijevanje odredenih patoloskih procesa i modulatorno, pa
tako 1 imunomodulatorno djelovanje razli¢itih supstancija
na te procese. Obzirom da se vecina, osobito klini¢kih is-
trazivanja i dijagnostickih laboratorijskih pristupa bazira
na najdostupnijem klinickom materijalu, serumu ili plaz-
mi, te da u analizi nastalih imunoreakcija ¢esto zelimo de-
tektirati razliCite citokine, kemokine, solubilne receptore i
druge biomarkere, moderna medicinska znanost i labora-
torijska dijagnostika se uskoro gotovo vise ne¢e moci za-
misliti bez ove visoko osjetljive i specificne tehnologije za
detekciju proteina. U farmaceutskoj industriji proteinski
nizovi zasigurno ¢e postati nezamjenjiva tehnologija u
otkrivanju novih i poboljSavanju aplikacije postojecih li-
jekova [55-59].

Multipleks eseji na bazi kuglica — Novija multipleks
metoda koja se razvila iz tradicionalne ELISA metode sa
svrhom istovremenog mjerenja brojnih citokina i drugih
solubilnih faktora u samo jednom uzorku. U ovoj tehno-
logiji koriste se setovi kuglica koje su omotane specific-
nim "hvatajué¢im" antitijelima pomocu kojih se detektiraju
razli¢ite molekule u bioloskim uzorcima kao $to su serum,
plazma, urin, likvor i dr. Nakon toga vezanjem obiljezenih
detekcijskih antitijela na specificne komplekse na povrsini
kuglica mogu se detektirati pojedine molekule prisutne u
ispitivanom uzorku pomocu protocne citometrije. Danas
komercijalno dostupni eseji omoguéavaju mjerenje do 25
razli¢itih molekula u istom uzorku, ali broj se moze i
povecavati ovisno o potrebama istrazivaca. U usporedbi s
tradicionalnom ELISA metodom, ovakvi multipleks
testovi imaju brojne prednosti u smislu da je potrebno
znatno manja koli¢ina uzorka za analizu, mogucnost eva-
luacije razine pojedine molekule u kontekstu brojnih
drugih molekula, korist u smislu ustede vremena i trosko-
va, moguénost ponavljanja mjerenja istog panela moleku-
la u istom uzorku pod istim eksperimentalnim uvjetima i
dr. [50].

3. Ostale multipleks tehnike

Osim gore opisanih metoda postoje i neke druge speci-
ficnije multipleks tehnike koje se ne baziraju na mjerenju
nukleinskih kiselina i proteina, niti ih koriste kao dio svog
detekcijskog sistema. Kao jedan od primjera navodimo
tehnologiju stani¢nih nizova/€ipova (od engl. cellular mi-
croarray). Ovom multipleks metodom omoguéeno je is-
trazivanje zivih stanica. PovrSina ¢ipa ispunjena je poljima
sacinjenim od razli¢itih materijala kao Sto su antitijela,
proteini, lipidi koji stupaju u interakciju sa stanicama te se
vezati za njih na specifiénim ciljnim mjestima. Stovise,
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kombinacije pojedinih materijala na odredenim mjestima
omogucuju interakcije koje u stanicama mogu potaknuti
odredeni stani¢ni odgovor, promjenu stani¢nog fenotipa ili
pak detektirati specifi¢nu reakciju stanice na interakciju
kao. npr. sekrecija odredenog faktora [60, 61].

Jos jedna vrsta ¢ipova koja je svojim formatom vrlo
slicna DNK- ili proteinskom ¢ipu naziva se tehnologija
¢ipova kemijskih spojeva (od engl. chemical compound
microarray) koju takoder ¢ini ¢vrsta podloga na ¢iju su
povrsinu naneseni organski kemijski spojevi. Na podrucju
istrazivanja u otkrivanju novih lijekova ovakva tehnologi-
ja omogucuje jednostavan nacin pretrazivanja terapijskih
ciljeva za potencijalno nove lijekove [62].

Zakljucak

Imunomodulacija uzrokovana antibioticima predstav-
lja jos uvijek neotkriveno i uzbudljivo podrucje medicine,
kako za znanstvenike, tako i za klinicare prakticare, a oso-
bito za farmaceutsku industriju. Znacajan preduvjet za
razvoj ove discipline i novih spoznaja predstavljaju mo-
derne multipleks laboratorijske tehnologije koje nam
mogu pomoci da sagledamo i barem dijelom shvatimo svu
kompleksnost imunoreakcija odgovornih u slozenim pro-
cesima imunomodulacije.
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