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Uvod

Znanstveni rad

Leptospiroza i hemoragijska vrucica s bubreznim sindromom (HVBS) su
zoonoze rasprostranjene $irom svijeta te je gotovo cijela Hrvatska, osim otoka i
priobalja, endemsko podrucje za obje bolesti. Cilj naseg istrazivanja bio je pri-
kazati dolazi li pri akutnoj infekceiji leptospirama do izlucivanja interleukina-8
(IL-8), monocitnog kemotakti¢nog proteina-1 (MCP-1) i interleukina-10
(IL-10) te postoji li razlika u dinamici njihovog izlu¢ivanja tijekom razvoja
bolesti. Ujedno smo planirali prikazati dolazi li do izlu¢ivanja ovih citokina u
bolesnika s dokazanim akutnim HVBS-om te postoji li razlika u njihovoj razini
u odnosu na bolesnike s leptospirozom. Razine IL-8 i MCP-1 su bile statisticki
znacajno povisene u bolesnika s leptospirozom u odnosu na zdrave kontrole, a
razina im se odrZavala u istim granicama tijekom cijelog trajanja bolesti. Razine
IL-8 i MCP-1 su bile povisene i u bolesnika s HVBS-om, medutim nije bilo
znacajnih razlika u razini testiranih citokina izmedu bolesnika s leptospirozom i
HVBS-om.

Interleukine-8, monocyte chemotactic protein-1 and interleukine-10 in
leptospiral and hantaviral infections
Scientific paper

Leptospirosis and hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) are zoonoses
distributed worldwide and almost entire Croatia except its islands and seaside is
endemic region for these diseases. The aim of our study was to analyze the lev-
els of interleukine-8 (IL-8), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and in-
terleukine-10 (IL-10) in patients with acute leptospirosis and to determine the
dynamics of their production during the course of the disease. Moreover, we an-
alyzed the levels of these cytokines in patients with acute HFRS and compared
them with the levels found in patients with leptospirosis. In comparison to con-
trols, significantly higher production of IL-8 and MCP-1 was found in patients
with acute leptospirosis, but the levels were unchanged during the course of the
disease. Significantly higher levels of IL-8 and MCP-1 were also found in pa-
tients with acute HFRS, however there was no significant difference in the mea-
sured cytokine level between patients with HFRS and leptospirosis.

Leptospiroze su skupina bolesti izazvanih mikroorga-
nizmima roda Leptospira [1]. Najcesce seroloske skupine

Leptospiroza i hemoragijska vrucica s bubreznim sin-
dromom (HVBS) su zoonoze rasprostranjene §irom svije-
ta[1, 2, 3]. Kako obje bolesti predstavljaju vazan javno-
zdravstveni problem, vazno je prepoznati i razlikovati
obje bolesti kao i pretpostaviti moguénost dvojnih infek-
cija[4, 5].

Leptospiroza i HVBS su akutne febrilne bolesti koje
nacesce pogadaju bubrege, dovodec¢i u nekim slucajevima
i do bubrezne insuficijencije. Nisu rijetkost ni poremecaji
funkcije pluca i jetre [4, 5, 6]. Klinicka slika leptospiroze
bez klinicki prepoznate zZutice oponasa klinicku sliku
HVBS-aivice versa [5, 6].
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ili tipovi u Hrvatskoj su: L. icterohaemorrhagiae, L. ja-
vanica i L. canicola [9]. One su tipi¢ne zoonoze, a rezer-
voar uzrocnika su razlicite zivotinje, od Stakora i miSeva
do domacih zivotinja (npr. pas i govedo) [9, 10]. Uzroc-
nike bolesti u zivotinjama nalazimo u urinu, tkivu
posteljice i amnionskoj tekuéini, a ljudi se najéesce zaraze
u kontaktu sa zarazenim tlom i vodom [10]. Ulazna vrata u
organizam su malene ozljede epidermisa, spojnice oka,
sluznice usta, zdrijela, tonzila, ali je moguca i zaraza in-
halacijom zarazenog aerosola [1, 4, 10, 11]. Tezina infek-
cije varira od subklinickih zaraza, prepoznatljivih jedino
seroloskim testovima, do teskih, potencijalno fatalnih
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bolesti, karakteriziranih kombinacijom insuficijencije
bubrega, jetre i hemoragijskom dijatezom (tzv. Weilova
bolest) [11]. Inkubacija traje ve¢inom jedan do dva tjedna.
Bolest obi¢no pocinje naglo, s groznicom, tresavicom, vi-
sokom temperaturom, prostracijom, bolovima u listovima,
a Cesto se javlja mucnina i simptomi od strane centralnog
zivéanog sustava (meningizam, encefaliticki simptomi i
dr.). Temperatura ostaje povisena tri do pet dana i tada se
spusta na normalu. U ve¢ine ljudi to je kraj bolesti,
medutim kod drugih javlja se ponovno poviSenje tempera-
ture praceno afekcijom organa (jetra, bubrezi, meninge)
[1, 4,9, 10, 11, 12]. Dijagnoza se postavlja testovima
mikroaglutinacije i enzimskim imunotestom (ELISA).
Blazi oblici bolesti obi¢no ne trebaju specificno lijeCenje,
dok se u tezih oblika primjenjuju penicilin i doksiciklin [1,
11, 12]. Diferencijalno-dijagnosticki u obzir dolaze mnoge
bolesti: influenca, akutne infekcije mokraénog sustava,
bakterijska sepsa, akutni glomerulonefritisi, ali i han-
tavirusna infekcija [1, 4, 9, 10, 11, 12].

Hantavirusi pripadaju porodici Bunyaviridae, a pozna-
to je vise od 20 vrsta. Hrvatska je endemsko podrucje za
hantaviruse, a prema dosadasnjim istrazivanjima mani-
festne infekcije u ljudi su izazvane virusima Puumala i
Dobrava [6]. Rezervoari ovih uzro¢nika u prirodi su mali
glodavci (rida voluharica, poljski misevi, Stakori i dr.) koji
virus izlu€uju putem urina, fecesa i sline. Udisanje zara-
zenog aerosola dokazan je nacin zaraze u ljudi [2, 13]. Za
laboratorijsku dijagnozu akutne infekcije koriste se sero-
loske metode i lancana reakcija polimerazom (PCR).
Klinic¢ka slika varira od lagane febrilne bolesti do teskih
sluc¢ajeva s renalnom insuficijencijom i smréu. Najcesci
klini¢ki znaci su poviSena tjelesna temperatura, op¢i al-
gicki sindrom, mucnina, razli¢ite hemoragijske mani-
festacije, zamucen vid i bubrezni simptomi [6, 8, 15].
Lijecenje je u osnovi simptomatsko, medutim novija is-
trazivanja pokazuju da intravensko davanje antivirotika
ribavirina do sedmog dana od pocetka bolesti smanjuje
tezinu bolesti i stopu smrtnosti [16].

Jo§ uvijek se malo zna o imunopatogenezi obiju
bolesti. Vaznu ulogu u tijeku i razvoju nekih poremecaja u
zaraznim bolestima imaju kemokini i njihovi receptori
[17-21].

Kemokini ¢ine obitelj kemotakti¢nih citokina koji ima-
ju vaznu ulogu kako u imunoreakcijama tijekom infek-
tivnih bolesti i tumorskom rastu, tako 1 u fizioloskim
funkcijama organizma (hematopoeza, angiogeneza i dife-
rencijacija stanica) [20, 22]. Kemokine izlu¢uju i mnoge
stanice ukljucujuéi i leukocite, epitelne stanice, endotelne
stanice, fibroblaste i dr. Proizvode se kao odgovor na egzo-
gene stimuluse (virusi, bakterije), ali i endogene stimuluse
(interleukin-1, faktor nekroze tumora-o., interferon-y)
[17-22]. Klju¢na uloga kemokina je u usmjeravanju i akti-
vaciji leukocita. Kemokini ostvaruju svoje uc¢inke preko
kemokinskih receptora koji su gradeni od sedam trans-
membranskih domena. Oslanjajuéi se na klasifikaciju za

kemokine i njihovi receptori se dijele u Cetiri skupine: CX-
CR, CCR, CR i CX;CR. Medu njima neki vezu samo
odredene ligande, dok drugi vezu vise njih [22].

IL-8 pripada prvoj skupini kemokina, CXC, u kojoj su
dva cisteinska ostatka razdvojena jednom aminokiseli-
nom. Prema novoj nomenklaturi oznacava se kao CXCLS
[22]. Bioloska aktivnost IL-8 ostvaruje se vezivanjem na
receptore CXCR1 i CXCR2. Geni za ove receptore
pronadeni su u neutrofilima, monocitima, trombocitima i
drugim stanicama. Dokazano je da neutrofili pokazuju naj-
veci broj receptora u priblizno jednakom omjeru [22, 23].
Vjeruje se da CXCR1 poglavito djeluje na samom mjestu
upale, dok bi CXCR2 bio zasluzan za pocetak neutrofilne
migracije iz udaljenih podruéja. Lucenje IL-8 je stimulira-
no mnogim ¢imbenicima, kao §to su proupalni citokini,
bakterijski produkti, virusi i mnogi drugi. IL-8 djeluje i na
aktivnost limfocita, bazofila, eozinofila, fibroblasta, en-
dotelnih stanica, keratinocita, glatkih misi¢nih stanica i dr.
[22, 23].

MCP-1 je protein graden od 76 aminokiselina i spada u
CC-grupu kemokina, u kojoj cisteinski ostaci leze jedan do
drugog. Prema novoj nomenklaturi oznacava se kao
CCL2. Svoju biolosku aktivnost ostvaruje vezivanjem za
svoje receptore CCR2A 1 CCR2B. Njegova vazna funkcija
u organizmu je da regrutira prvenstveno monocite, te se
stoga najvise proizvodi u kroni¢nim oboljenjima [22, 23].

IL-10 je acidolabilni citokin kojeg izlu¢uju monociti,
CD4+ limfociti T, NK-stanice i limfociti B. Ima zna¢ajnu
ulogu u regulaciji imunoreakcija. IL-10 svojim djelova-
njem znacajno modulira ekspresiju citokina, solubilnih
medijatora i povrSinskih molekula stanica mijeloidnog
porijekla. Jedna od njegovih najvaznijih uloga je deakti-
vacijski u¢inak na monocite-makrofage, granulocite i den-
driticke stanice [24-27]. Takoder su otkriveni virusni ho-
molozi IL-10 [28].

Cilj naSeg istrazivanja je bio odrediti razine IL-8,
MCP-1 1 IL-10 u serumima bolesnika u akutnoj infekciji
leptospirama ili hantavirusima. Drugi cilj je bio odrediti
potencijalnu razliku u razinama mjerenih parametara
medu bolesnicima inficiranim leptospirama ili han-
tavirusima, §to bi dodatno moglo koristiti pri diferencijal-
noj dijagnostici dvije bolesti.

Bolesnici i metode ispitivanja
Bolesnici

Serume 16 bolesnika u kojih je dokazana infekcija lep-
tospirama i 16 bolesnika u kojih je dokazana infekcija han-
tavirusima testirali smo na IL-8, MCP-1 i IL-10. Istovre-
meno smo testirali serume 16 zdravih kontrola. U ve¢ine
bolesnika s leptospirozom, za testiranje su bila dostupna tri
konsekutivna seruma uzeta tijekom hospitalizacije i
rekonvalescencije (Tablica 1).

Infektoloski glasnik 31:1, 5-14 (2011)
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Tablica 1. Serumi bolesnika s dokazanom leptospirozom testi-
rani na IL-8, MCP-1iIL-10

Table 1. Sera of patients with leptospirosis tested for IL-8,
MCP-1 and IL-10 production

Serum Broj seruma Dan bolesti
I 16 3-7
I 16 8-15
111 10 16-30
Metode ispitivanja

Odredivanje specifi¢nih antitijela IgM i IgG na
leptospire ELISA testom

Specificna IgM i IgG antitijela na leptospire odredili
smo koriste¢i ELISA kitove (Leptospira Microwell Serum
ELISA, Lepto-M i Lepto-G Specific, [IVD Research Inc.,
Carlsbad, CA, SAD), prema uputama proizvodaca.

Odredivanje specific¢nih antitijela IgM i IgG na
hantaviruse ELISA testom

Serume bolesnika smo testirali ELISA IgM (capture)
testom s antigenima Hantaan 76-118 (HTN) i Puumala CG
18-20 (PUU) i ELISA IgG-testom, s antigenima Hantaan
76-118 (HTN), Puumala CG 18-20 (PUU) i Dobrava 907/5
(DOB) (Regionalni centar Svjetske zdravstvene organi-
zacije za HVBS, Ljubljana, Slovenija), kako je ranije
opisano [29].

Odredivanje IL-8, MCP-1i IL-10 ELISA testom

IL-8, IL-10 i MCP-1 testirali smo koriste¢i ELISA
testove (OptEIA™ Set: Human IL-8, OptEIA™ Set:
Human Interleukin-10, OptEIA™ Set.: Human MCP-1,
Pharmingen, San Diego, CA, SAD), prema uputama
proizvodaca.

Statisticka analiza

U analizi rezultata smo koristili deskriptivnu statistiku,
te neparametrijske testove Friedman ANOVA & Kendall's
concordance 1 Mann-Whitnery U test uz Holmovu korekci-
ju[30].

Usporedba tri testirane skupine u analizi promjena u
razini kemokina i citokina u tri konsekutivna seruma
bolesnika s leptospirozom izvrSena je koriStenjem
Friedman ANOVA & Kendall's concordance testa. Uspo-
redba svih mjerenih parametara u bolesnika prema zdra-
vim kontrolama izvrSena je Mann-Whitney U testom [31].

Rezultati

Leptospiroza

Slika 1.a) pokazuje postojanje statisticki znacajne raz-
like u razini IL-8 u bolesnika s leptospirozom (n = 16) u
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odnosu na zdrave ispitanike (n = 16) cijelim tijekom
bolesti. Medutim, nismo nasli statisticki znacajnu razliku
u razini IL-8 medu konsekutivnim serumima 16 bolesnika
s leptospirozom testiranim u prvom (I serum), i drugom (II
serum) tjednu bolesti, te izmedu treceg i Cetvrtog tjedna
bolesti, odnosno tijekom rekonvalescencije (III serum).
Slican nalaz smo zabiljezili i u razini MCP-1 u bolesnika s
leptospirozom (Slika 1.b). lako nema signifikantne razlike
u njegovoj razini medu konsekutivnim serumima, uocili
smo blagi rast mediana od prvog do treceg seruma. U 38 %
bolesnika s leptospirozom, u pocetnoj, akutnoj fazi bolesti
izmjerili smo povisene razine IL-10 (I serum). U ostalim
serumima, razina IL-10 se dva tjedna kasnije spustila na
razinu zdravih kontrola (Slika 1.c).

Hemoragijska vruéica s bubreZnim sindromom

Slika 2 pokazuje da je u bolesnika s HVBS-om doslo
do povisenja razine IL-8, MCP-1 1 IL-10 u pocetnoj, akut-
noj fazi bolesti. Statisti¢ki znacajnu razliku zabiljezili smo
u razini IL-8 i MCP-1 u bolesnika s akutnim HVBS-om
(n=16) u odnosu na zdrave ispitanike (n = 16). Sli¢no
bolesnicima inficiranim leptospirama, 31 % bolesnika s
HVBS-om imali su povisenu razinu IL-10 u odnosu na
zdrave kontrole, no razlika nije bila statisticki znacajna.

Leptospiroza i HVBS

Nismo nasli statisticki znacajnu razliku u razinama
IL-8, MCP-11IL-10 u bolesnika s leptospirozom (n = 16)
1 HVBS-om (n= 16) pri testiranju seruma u pocetnoj, akut-
noj fazi bolesti (I serum). Median za razinu IL-8 bio je isti
u bolesnika obje skupine, iako su nesto vise vrijednosti
zabiljezene u bolesnika s HVBS-om. Takoder smo zami-
jetili nesto visu razinu MCP-1 u bolesnika s HVBS-om,
dok je razina IL-10 bila nesto viSa u bolesnika s leptospiro-
zom, no razlika nije bila statisticki znacajna (Slika 3).

Dvojna infekcija virusom Dobrava i leptospirom

Slika 4. prikazuje razinu IL-8, MCP-1 1IL-10 u tri kon-
sekutivna seruma u jednog bolesnika u kojeg je dokazana
dvojna infekcija leptospirom i virusom Dobrava. Vrijed-
nosti su u sva tri seruma bile vise od maksimalnih vrijed-
nosti za zdrave kontrole. Takoder su sve izmjerene vrijed-
nosti bile vise od mediana vrijednosti u bolesnika oboljelih
samo od leptospiroze ili samo od HVBS-a.

Rasprava

Leptospiroza kao re-emergentna, i HVBS kao emer-
gentna zoonoza su rasirene po cijelom svijetu i predstav-
ljaju znac€ajan globalni javnozdravstveni problem [1-3].
Zbog toga je vazno dijagnosticki prepoznati i razlikovati
ove dvije bolesti te takoder misliti na moguénost pojave
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Slika 1. Razina (a) interleukina-8 (IL-8), (b) monocitnog kemotakti¢nog proteina (MCP-1) i (c) interleukina-10 (IL-10) u I (n=16), II
(n=16) i III (n = 10) uzorku seruma bolesnika s leptospirozom. Ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u razini (a) IL-8, (b)
MCP-11(c) IL-10 medu konsekutivnim serumima oboljelih od leptospiroze (Friedman ANOVA & Kendall's concordance test;
razlika je znacajna kod p < 0,05). Statisticki znacajna razlika postoji izmedu razine (a) IL-8 i (b) MCP-1 u I, I1 i III serumu obo-
ljelih u odnosu na zdrave kontrole (n = 16) (Mann-Whitney U test; razlika je znacajna kod p < 0,05).

Figure 1. Levels of (a) interleukine-8 (IL-8), (b) monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and (c) interleukine-10 (IL-10) in I (n = 16),
IT (n=16) and III (n = 10) sera of patients with leptospirosis. There was no statistically significant difference in the level of (a)
IL-8, (b) MCP-1 and (c) IL-10 between consecutive sera from patients with leptospirosis (Friedman ANOVA & Kendall's con-
cordance test, the difference was significant at p < 0.05 ). A statistically significant difference exists between the level of (a)

IL-8 and (b) MCP-1 in I, IT and III patients' serum compared to healthy controls (n = 16) (Mann-Whitney U test, the difference
was significant at p < 0.05).
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Slika 2. Razina (a) interleukina-8 (IL-8), (b) monocitnog kemotakti¢nog proteina (MCP-1) i (c) interleukina-10 (IL-10) u serumima
(n=16) bolesnika s akutnom hemoragijskom vru¢icom s bubreznim sindromom (HVBS). Statisticki znacajna razlika postoji
izmedu razine (a) IL-8 i (b) MCP-1 u serumu oboljelih u odnosu na zdrave kontrole (n = 16) (Mann-Whitney U test; razlika je

znacajna kod p <0,05).

Figure 2.Levels of (a) interleukine-8 (IL-8), (b) monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and (c) interleukine-10 (IL-10) in sera
(n=16) of patients with acute hemorrhagic fever with renal syndrome. A statistically significant difference exists between the
level of (a) IL-8 and (b) MCP-1 in serum of patients than in healthy controls (n = 16) (Mann-Whitney U test, the difference was

significant at p <0.05).

dvojnih infekcija [4, 5]. Nasa pozornost u ovom radu je
najve¢im dijelom bila usmjerena na neke imunoloske
parametre kod leptospiroze te moguce slicnosti ili razlike s
HVBS-om.

Jos$ uvijek mali broj objavljenih radova u dostupnim
bazama za pretrazivanje obraduje problem imunopato-
geneze leptospiroza [32—-36]. Dokazana je poviSena razina

Infektoloski glasnik 31:1, 5-14 (2011)

TNF-o u serumima bolesnika s leptospirozom, a in vitro
istrazivanje je pokazalo da bi za indukciju TNF-a iz hu-
manih monocita mogao biti odgovoran peptidoglikan lep-
tospire [31]. U dva dosadasnja in vitro ispitivanja s vanj-
skim proteinom ovojnice patogenih leptospira dodanih u
kulturu bubreznih tubularnih stanica dokazano je da dolazi
do povisene ekspresije MCP-1 1 TNF-a [33, 34]. Takoder
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Slika 3. Razina (a) interleukina-8 (IL-8), (b) monocitnog kemotakti¢nog proteina (MCP-1) i (c) interleukina-10 (IL-10) u serumima
bolesnika s akutnom leptospirozom (n = 16) i hemoragijskom vru¢icom s bubreznim sindromom (HVBS) (n = 16). Ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika u razini (a) IL-8, (b) MCP-1 i (c) IL-10 u serumu bolesnika s akutnom leptospirozom u odnosu na
bolesnike s HVBS-om (Mann-Whitney U test; razlika je znacajna kod p < 0,05).

Figure 3. Comparison of levels of (a) interleukine-8 (IL-8), (b) monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and (c) interleukine-10
(IL-10) in sera of patients with acute leptospirosis (n = 16) and hemorrhagic fever with renal syndrome (n = 16). There was no
statistically significant difference in the level of (a) IL-8, (b) MCP-1 and (c) IL-10 in patients with acute leptospirosis than in
patients with HFRS (Mann-Whitney U test, the difference was significant at p <0.05).

je dokazano da glikoprotein patogenih i nepatogenih lep-
tospira moze inducirati produkciju IL-10 kad se njime in-
duciraju periferni mononukleari zdravih davaoca [35].
Nekoliko studija ukazuje da proupalni citokini IL-1,
IL-6 i TNF-a imaju ulogu u patogenezi HVBS-a [36-39].
Medutim, za sada ne postoje istrazivanja o ulozi kemokina
u ovih bolesnika. Nasa in vitro ispitivanja su pokazala da
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bi i CC- (MCP-1, MIP-1a/CCL3, MIP-1B/CCL4 i
RANTES/CCLS) i CXC- kemokini (IL-8), te njihovi re-

ceptori mogli imati ulogu u imunopatogenezi HVBS-a
[40,41].

Svojim istrazivanjem smo po prvi puta pokazali da ti-
jekom leptospiroze postoji znacajno povisenje IL-8 i
MCP-1 u cirkulaciji bolesnika u odnosu na zdrave ispi-
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Slika 4. Razina (a) interleukina-8 (IL-8), (b) monocitnog kemotakticnog proteina (MCP-1) i (c) interleukina 10 (IL-10) u I, IT i III
uzorku seruma bolesnika s dvojnom infekcijom leptospirom i virusom Dobrava. Razina (a) IL-8 je u sva tri seruma visa od me-
diana ("*") razine u I, 111 III serumu 16 bolesnika od leptospiroze, kao i akutnom serumu 16 bolesnika od hemoragijske vru¢ice
s bubreznim sindromom (HVBS) (#). Isti nalaz zapazamo u razini (b) MCP-1 u I i III serumu, kao i razini (c) IL-10 u sva tri
seruma.

Figure 4. Levels of (a) interleukine-8 (IL-8), (b) monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and (c) interleukine-10 (IL-10) in I, IT and III
sera of patients with double infection with leptospira and Dobrava virus. The inferior line represents the highest measured lev-
els of tested cytokines in healthy controls. Level (a) of IL-8 in all three serum is higher than the median serum levels in (**7) I,
1T and III serum of 16 patients with leptospirosis and acute serum of 16 patients with haemorrhagic fever with renal syndrome
(HFRS) (#). The same result observed in the level of (b) MCP-1 in Il and 111 levels, as well as the level (¢) IL-10 in all three sera.

Infektoloski glasnik 31:1, 5-14 (2011) 11



LJ. ZMAK i sur.

Interleukin-8, monocitni kemotakti¢ni protein-1 i interleukin-10 u infekcijamas ...

tanike. Povisene vrijednosti ovih parametara su nadene i u
akutnoj fazi HVBS-a, §to takoder do sada nije opisano u
dostupnoj literaturi. Takoder smo zapazili da se te vrijed-
nosti gotovo kontinuirano odrzavaju od pocetka bolesti,
kao i u fazi rekonvalescencije. Iako vrijednosti nisu bile
statisticki znac¢ajne u odnosu na kontrolne, razina IL-10 je
u obje bolesti bila povisena u oko tre¢ine bolesnika na
pocetku bolesti. Zanimljivo je da se vrijednosti ispitivanih
kemokina nisu statisticki razlikovale u bolesnika s lep-
tospirozom i HVBS-om, iako su zapaZene nesto vise vri-
jednosti IL-8 i MCP-1 u bolesnika s HVBS-om. Prema
naSem znanju ovo je prva usporedba imunoloskih para-
metara u ove dvije, po klinickom tijeku, vrlo sli¢ne
bolesti.

Za stvarnu spoznaju o ulozi kemokina u leptospirozi i
HVBS-u potrebna su dodatna in vitro, te klinicka istra-
zivanja. Takoder je neophodno analizirati klini¢ku sliku i
laboratorijske nalaze u oboljelih od leptospiroze da bismo
pokazali postoje li korelacije izmedu nasih parametara i
op¢ih klinickih i biokemijskih parametara.

I MCP-1 i IL-8 imaju ulogu u imunopatogenezi akut-
nih i kroni¢nih bubreznih bolesti [42, 45]. Pokazano je da
IL-8 sudjeluje u ostecenju bubrezne funkcije ekperimen-
talnog glomerulonefritisa izazvanog imunokompleksima
uz kemotaksiju i aktivaciju neutrofila [40]. Dosadasnje
studije pokazuju da MCP-1 igra dominantnu ulogu u inici-
jaciji i progresiji razlicitih oblika nefritisa, kako glomeru-
larnog, tako i tubulointersticijskog. U jednoj od studija je
pokazano da tubularne epitelne stanice predstavljaju pri-
marni izvor MCP-1. Takoder je pokazano da angiotenzin
II preko receptora AT, posreduje kasnu ekspresiju
MCP-1 i moze igrati ulogu u progresiji imunoloski posre-
dovanog bubreznog osteéenja [40, 43]. Biopsija bubregau
bolesnika s akutnim intersticijskim nefritisom je pokazala
ekspresiju tog kemokina u tubularnim kao i infiltriraju¢im
stanicama, te parijetalnim stanicama Bowman-ove kap-
sule [43]. IL-8 takoder moze imati ulogu u imunopato-
genezi pluénih bolesti, a visoke vrijednosti su nadene u
bolesnika s pleuralnim efuzijama [20, 22]. Takoder su vi-
soke vrijednosti oba kemokina nadene u serumu bolesnika
s teSkim oblicima denga vrucice [44]. O tome kakva je
moguca uloga ovih kemokina u imunopatogenetskim
poremecajima bubrega i pluca u leptospirozi i HVBS-u
jos se ne zna. IL-8 izlucuju brojne stanice Covjecjeg orga-
nizma i vjerojatno ima vaznu ulogu i u prvoj liniji obra-
ne—nespecifi¢noj imunosti [22]. Op¢enito, IL-8 ima ulogu
u kemotaksiji i aktivaciji neutrofila, pri ¢emu inducira
promjene njihovog oblika, polimerizaciju aktina, te nji-
hovu degranulaciju. On pojacava odstranjivanje mikroor-
ganizama povisenjem baktericidne aktivnosti neutrofila i
stimulira fagocitozu opsoniziranih Cestica. Takoder pod
njegovim djelovanjem dolazi do indukcije athezijskih
molekula (L-selektina i ,-integrina) na neutrofilima.
Svoj u¢inak ima i na limfocite, bazofile i eozinofile. Iako
nema kemotaksijskog ucinka na monocite utjece na
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povisenje ekspresije integrina na monocitima i njihovu
atherenciju na endotelne stanice [20, 22, 23]. Poznato je
da monociti igraju vaznu ulogu u inicijalnoj fazi HVBS-a
[38]. Ono sto bi takoder moglo biti znacajno u imunopato-
genezi i leptospiroze i HVBS-a je da IL-8 uzrokuje vasku-
larnu permeabilnost preko prolazne regrutacije i lokalne
aktivacije neutrofila, a vaskularna permeabilnost je jedna
od znacajki patofizioloskih poremecaja u obje bolesti [17,
22]. Porijeklo IL-8 u ovim bolestima ne mora biti pri-
marno od neutrofila. MoZemo pretpostaviti da bi u lep-
tospirozi i HVBS-u, endotelne stanice takoder mogle biti
bogat i jedan od vaznijih izvora tog kemokina.

Ekspresiju gena i produkciju MCP-1 u brojnim stani-
cama u organizmu mogu inducirati i neki proupalni citoki-
ni kao §to su: IL-1p, IFN-y i TNF-a, za koje je dijelom
poznato da imaju ulogu u imunopatogenezi leptospiroza
ili HVBS-a [36-38]. Glavne stanice koje lu¢e MCP-1 su:
fibroblasti, monociti-makrofagi, endotelne stanice, te raz-
licite epitelne stanice [20, 22]. Pored uloge u imunopato-
genezi bubreznih bolesti njegova uloga je pokazana i u
brojnim drugim bolestima kao §to su hepatitisi, tumorske
bolesti, idiopatska plué¢na fibroza itd. [20, 39, 43]. Za raz-
liku od IL-8, koji ima predominantno kemotaksijsko
djelovanje na neutrofile, MCP-1 vrsi kemotaksiju
monocita-makrofaga, a takoder i limfocita T, bazofila,
eozinofila, mastocita i NK-stanica [17, 20, 22, 23].
Svojim kemotaksijskim djelovanjem na monocite-
makrofage, moZe imati ulogu ne samo u nespecificnoj
imunosti u pocetnoj fazi HVBS-a, nego moguce i u dis-
tribuciji virusa u organizmu, jer su monociti-makrofagi
prema dosada$njim spoznajama prve ciljne stanice za
hantaviruse. Takoder povisuje i ekspresiju 3,-integrina na
monocitima-makrofagima [20, 22].

Pored uloge proupalnih kemokina, IL-8 i MCP-1, Ze-
ljeli smo utvrditi postoji li povisena razina i kakva bi bila
dinamika IL-10, u leptospirozi i HVBS-u, zbog njegovog
moguceg protuupalnog i imunosupresivnog djelovanja
[24, 25]. Kao $to smo ve¢ istaknuli, u jedne trecine
bolesnika s leptospirozom ili HVBS-om nalazimo povi-
Sene vrijednosti ovog citokina, ali uglavnom na samom
pocetku bolesti. Kao $to je ve¢ opisano u studiji Diamenta
i suradnika, monociti bi mogli biti izvor IL-10 u lep-
tospiroze [35]. Ne treba dakako zanemariti ni CD4+ lim-
focite T, te NK-stanice kao moguce izvore ovog citokina,
kako u leptospiroza, tako i u HVBS-a [26, 27]. Vazna ulo-
ga ovog citokina je u kontroli sistemskog upalnog procesa
[24, 25]. Inhibitorno djelovanje IL-10 na endotoksinima-
-induciranu proizvodnju proupalnih citokina i kemokina,
ukljucuje i indirektne uéinke na aktivaciju endotelnih sta-
nica i atheziju [24, 25, 45]. Takoder moze djelovati na ek-
spresiju monocitnog tkivnog faktora koji sudjeluje u pro-
koagulantnim aktivnostima i diseminiranoj intravasku-
larnoj koagulaciji krvi [24, 25]. Svi ti poremecaji dopri-
nose imunopatogenezi leptospiroze i HVBS-a, osobito u
teSkih klinickih sluc¢ajeva. IL-10 svojim djelovanjem

Infektoloski glasnik 31:1, 5-14 (2011)



Interleukin-8, monocitni kemotakti¢ni protein-1 i interleukin-10 u infekcijamas ...

LJ. ZMAK i sur.

znacajno modulira ekspresiju citokina, solubilnih medija-
tora i povrSinskih molekula stanica mijeloidnog porijekla,
Sto ima znacajne posljedice na funkciju tih stanica, te akti-
vaciju i odrzavanje imunoreakcija [25, 26]. IL-10 djeluje
slicno na monocite i makrofage. On inhibira ekspresiju
glavnog kompleksa histokompatibilnosti (MHC) I na nji-
ma, te ekspresiju CD54 (intracelularna athezijska moleku-
la-1, ICAM-1), te kostimulacijskih molekula, CD80
(B7.1) 1 CD86 (B7.2) sto snizava moguénost prepozna-
vanja monocita-makrofaga kao antigen-prezentirajucih
stanica od strane limfocita-T. IL-10 medutim povisuje eks-
presiju FcR na monocitima, ukljuc¢ujué¢i CD16 (posreduje
fagocitozu i o antitijelima ovisnu stanicama posredovanu
citotoksi¢nost) i CD64 (posreduje fagocitozu), ali snizava
s IL-4 induciranu ekspresiju CD23 molekula [25-28]. O
tomu postoji li moguénost da leptospira ili hantavirusi u
pocetku bolesti na neki nacin pokre¢u mehanizme za in-
dukciju IL-10 u monocitima-makrofagima, da bi se obra-
nili od njihove aktivacije i posljedi¢nog izlucivanja
proupalnih citokina i kemokina ne postoje nikakvi podaci.

Zanimljiv nalaz smo zabiljezili i u bolesnika s dvojnom
infekcijom leptospirom i virusom Dobrava. Vrijednosti
svih mjerenih parametara su bile daleko vise od mediana
vrijednosti bolesnika oboljelih samo od leptospiroze ili
HVBS-a i kretale su se iznad ili oko maksimalnih vrijed-
nosti za bolesnike s pojedinaénom boleséu. Do sada jedina
objavljena imunoloska analiza bolesnika s dvojnom infek-
cijom leptospirom i takoder virusom Dobrava je nasa
studija u kojoj je nadeno da su vrijednosti TNF-a i solu-
bilnog (s)CD23 bile znacajno vise od vrijednosti zabi-
ljeZenih u bolesnika inficiranih samo hantavirusima [5].

Zakljucak

Na osnovi nasih rezultata mozemo zakljuciti da IL-8,
MCP-1 i IL-10 imaju znacajnu ulogu u imunopatogenezi
akutne faze leptospiroze i HVBS-a. Kako ne postoji
znacajna razlika u razini produkcije ovih parametara, nji-
hovo mjerenje se ne moze koristiti u diferencijalno-dijag-
nosticke svrhe. Brojne su jo§ nepoznanice u imunopato-
genezi leptospiroze i hemoragijske vrucice s bubreznim
sindromom, a njihovo rasvjetljavanje ¢e pribliziti istrazi-
vace mogucem uspjesnom pronalazenju odgovarajucih
cjepiva, antibakterijskoj i antivirusnoj terapiji, ucinkovi-
tijoj simptomatskoj terapiji, te pruziti pomo¢ u prognostici
ovih bolesti.
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