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multifakiorne i poligenske bolesti

ATEROSKLEROZA: MULTIFAKTORNA I POLIGENSKA BOLEST

Ana Stavljeni¢-Rukavina

Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog fakulteta
i Klinickog bolni¢kog centra Zagreb




PARAOKSONAZA
CIMBENIK RIZIKA U RAZVOJU ATEROSKLEROZE

Ana-Maria Ivanigevié', Elizabeta Topi¢', Mario Stefanovié', Vjeran Nikoli¢?, Mirjana
Cubrilo-Turek®, Dubravka Jureti¢', Branka Rekié®

'Klinicki Zavod za kemiju, KB “Sestre milosrdnice”, Zagreb; ?Klinika za kardiologiju, KB
“Sestre milosrdnice”, Zagreb; Snterna klinika Opce bolnice Sveti Duh, Zagreb;
"Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveudilista u Zagrebu, Zagreb; *Dom zdravija INA,
Zagreb

Ateroskleroza je kroni¢na bolest krvnih Zila, koja pocinje trenutkom rodenja, a infarkt
miokarda je njena najéeS¢a klini¢ka prezentacija. Jedan od genetskih kandidata €imbenika
rizika razvoja ateroskleroze je i polimorfizam paraoksonaze (EC 3.1.8.1). Molekularna
osnova tog polimorfizma proizlazi iz zamjene dvaju aminokiselina: glutamina (A alel) u
arginin (B alel) na kodonu 192. U serumu se paraoksonaza nalazi vezana za HDL destice,
preko svoje hidrofobne N-terminalne domene, a pretpostavlja se da su oksidirani fosfolipidi
njeni fiziologki supstrati. Brojni su autori u posljednje vrijeme proucavali ulogu paraoksonaze
u razvoju ateroskleroze te povezanost polimorfizma paraoksonaze s razvojem rizika od bolesti
krvnih Zila. Tako je antiaterogeni udinak paraoksonaze neosporiv, objavljeni rezultati o
povezanosti polimorfozma paraoksonaze s razvojem ateroskleroze su diskrepantni. Cilj ovog
rada bio je utvrditi distribuciju frekvencija genotipova paraoksonaze za PONI polimorfizam
R192Q u zdravih ispitanika hrvatske populacije te u skupini bolesnika s preboljelim infarktom
miokarda. U studiju je ukljudeno 200 bolesnika s preboljelim infarktom miokarda i 200
zdravih dobrovoljaca. Utvrdene frekvencije genotipova i alela statisticki su obradene kako bi
se utvrdila njihova eventualna povezanost s povecanim rizikom za razvoj bolesti krvnih Zila.
Rezultati su pokazali da postoji statistiCki znacajna razlika izmedu frekvencije genotipova
zdravih ispitanika i bolesnika s infarktom miokarda (P=0.008), pri ¢emu je BB genotip bio
udestaliji u skupini bolesnika. Nije bilo razlike izmedu frekvencije alela zdravih dobrovoljaca
i bolesnika. Statisticki znadajna razlika pronadena je takoder i usporedbom vrijednosti
enzimskih aktivnosti sa (P=0.027) i bez NaCl (P=0.007), te postotka aktivacije (P=0.004)
zdravih dobrovoljaca i bolesnika. Enzimske aktivnosti razlikovale su se i izmedu skupina s
razli¢itim genotipom, razlike su bile statistiCki znaCajne za sva tri genotipa (P<0.001). Nai
rezultati govore u prilog navodima u literaturi o ulozi paraoksonaze u aterogenezi. Na temelju
dobivenih rezultata zakljuujemo da bi PONI polimorfizam mogao predstavljati neovisni
¢imbenik rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze.
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CISTICNA FIBROZA: MODEL SLOZENTH KORELACIJA IZMEDU GENOTIPA I
FENOTIPA KOD MONOGENSKIH POREMECAJA

Jadranka Sertic

Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog fakulteta Sveucilta u Zagrebu
i Klinickog bolnickog centra Zagreb

Cisti¢na fibroza (CF) je autosomno recesivna egzokrinopatija, karakterizirana abnormalnim
transportom iona kroz membrane epitelnih stanica. Klinidki simptomi klasi¢nog oblika su
progresivna obstruktivna bolest pluca, disfunkcija gusterade, poveéana koncentracija klorida u
znoju i neplodnost muskih. Parcijalni oblik CF (CFTR-patije) kao $to je CBAVD (razvojna
anomalija reproduktivnog sustava), kroni¢ni pankreatitis i asma reflektiraju se varijabilnim
heterozigotnim alelima CF lokusa.Mutacije gena za cisti¢no fibrozni regulator provodljivosti
(CFTR) dovode do blaZih i tezih klini¢kih slika. CFTR gen je otkriven prije deset godina i do
sada je otkriveno viSe od 800 mutacija i polimorfnih mjesta. Molekularnom analitikom
evaluiraju se pojedini aleli i tako doprinosi molekularnoj dijagnostici koja je prvi put u
Hrvatskoj uvedena 1991 godine zahvaljujuéi prof. dr. Ani Stavljeni¢ Rukavina. Danas se
CFTR i poly T genotipizacija provodi elektroforetskim ili hibridizacijskim tehnikama.
Rezultati nadih istraZivanja pridruzeni Europskoj shemi otkrivaju pojavnost sljede¢ih CF
mutacija u Hrvatskoj: DF508-64.49%; G542X-3.26%; N1303K— 2.89%; G551D — 1.09%;
3849+10kbC—T — 0.27%; 1717-1G—T - 0.36%, 621+1G—T —0.36%; CFTRdel121kb — 0%.

Takoder je otkriveno, uz veé postojeée, i povezanost CF fenotipa i genotipa
DF508/DF508 & 9T/9T kao i pojavnost ST alela kod CBAVD ispitanika (27.0%).

Analiticku 1 kliniku valjanost molekularnih pretraga potvrduju rezultati ECCACF
medunarodne kontrole kakvoée. ZnaCajnu znanstvenu djelatnost proZimaju rezultati
epidemioloskih multicentriénih istraZivnja, prepoznatljivi u svjetskoj bibliografiji.
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PROBIRANJE GENA ZA MIJELINSKI PROTEIN NULA (MPZ) U BOLESNIKA S
NASLJEDNIM NEUROPATIJAMA I NEURODEGENERATIVNIM OBOLJENJIMA
POVEZANIM S NEUROPATIJOM

Grikovié B!, Mitrovié Z.%, Stavljeni¢ Rukavina A.'

'Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu i
KBC Zagreb
Centar za neuromuskularne bolesti, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu i KBC Zagreb

Mutacije koje zahvacaju MPZ gen povezane su s teSkim Charcot-Marie-Tooth 1 (CMT)
fenotipom povezanim s jakim usporenjem brzina provodljivosti kroz periferne zivce. Blagi ili
asimptomatski CMT2 fenotip s grani¢nim brzinama provodljivosti takoder je opisan. Cilj rada
bio je probiranje svih 6 eksona MPZ gena za supstitucije jedne baze metodom jednolantanog
konformacijskog polimorfizma DNA (SSCP) u 108 bolesnika iz 54 obitelji s razli¢itim
neuromuskularnim i neurodegenerativnim oboljenjima, ukljuujuéi 1 73 bolesnika iz 54
obitelii s CMT sindromom. Bolesnici su bili upuéeni na rutinski neuroloski i
elektromioneurografski (EMNG) pregled. Promijenjena elektroforetska pokretljivost
jednolanéanih ulomaka u gelu poliakrilamida uocena je samo u eksonima 1 i 4 kod dva ¢lana
iz razli¢itih obitelji: u eksonu 1 kod oca s blagim CMT2 fenotipom, te kceri &iji je EMNG
nalaz bio uredan. Majka s CMT1 sindromom i jako usporenim brzinama provodljivosti imala
je normalnu pokretljivost ulomaka u gelu. SSCP analiza eksona 4 pokazala je promijenjenu
pokretljivost kod oca i jednog sina od troje djece koja su bila sli¢no zahvaéena s nasljednom
spasti¢nom paraplegijom (HSP) s polineuropatijom. Otac nije imao simptome HSP niti CMT,
medutim EMNG nalaz pokazao je grani¢ne brzine provodljivosti kao i amplitude osjetnih
ZivEanih potencijala. Pretpostavljamo da rijetka zastupljenost promjena u sekvenci kodirajuce
regije MPZ gena mozZe biti povezana s blagim CMT2 fenotipom ili uopc¢e ne mora pokazivati

simptome karakteristi¢ne za CMT sindrom.




. farmakogenetika
FARMAKOGENETIKA I ALKOHOLIZAM
Elizabeta Topié
Klini¢ki zavod za kemiju Medicinskog fakulteta, Klinicka bolnica Sestre milosrdnice, Zagreb

Vezu izmedu genetske predispozicije pojedinca 1 njegove sposobnosti da metabolizira
neki lijek ili neki strani spoj prou€ava najnovija grana farmakoloSkih znanosti nazvana
do teske toksi¢nosti ili neuspjeha terapije uslijed promjene odnosa izmedu doze i
koncentracije farmakoloski aktivnog lijeka u krvi a rezultat su polimorfizma gena i/ili enzima
ukljuenih u metabolizam lijeka. ,

Najvazniji oksidativni enzimski sustav ukljuen u metabolizam lijekova je enzimska
superporodica citokroma P450 (CYP). Zastupljenost pojedinih izoenzima u humanoj jetri vrlo
je razliCita, a najveci udio pripada skupini izoenzima porodice A, 2C i 2E. Izoenzim CYP2E]
predstavlja glavni alternativni sustav kojim se metabolizira alkohol, a odgovoran je i za
metabolizam  mnogih lijekova. CYP2El je kodiran jednim genom smjeStenim na 10.
kromosomu, a do sada je poznato njegovih sedam razliditih lokusa. Identificirana su dva alela
ovog gena, C ¢2. Mutantni alel ¢2 kojem nedostaje restrikcijsko mjesto Rsal povezan je s
veéom translacijskom aktivnosti, razinom proteina i enzimskom aktivnosti te rezultira
pojacanim metabolizmom supstrata CYP2E1. Pokazalo se da alkohol djeluje na CYP2EI na
tri naCina: kao induktor, kao supstrat koji se oksidira i kao inhibitor oksidacije drugih
supstrata — lijekova. Pocetno kroniéno uzimanje alkohela ubrzava metabolizam lijekova-
supstrata CYP2EI, izaziva njegovu indukciju, te dovodi do relativne neosjetljivosti
alkoholiara na vecinu lijekova. Kroni¢no uzimanje visokih koncentracija alkohola u daljnjoj
fazi dovodi do pojacane oksidacije alkohola, dok se metaboliziranje lijekova gotovo u
potpunosti prekida, faza neosjetljivosti na lijekove. Dugoro¢na intoksikacija visokim
koncentracijama alkohola, inducira CYP2E1 do te mjere da pojacano metabolizira alkohol ali
1 lijekove, pa su u tih alkoholi¢ara nerijetko potrebite mega doze odredenog lijeka. Ako se
odredeni lijekovi i alkohol uzimaju istovremeno, kompetitivna enzimska inhibicija rezultira
smanjenim klirensom i izrazito visokom razinom lijeka koja u nekim sluajevima moze
uzrokovati smrt. Iste posljedice mogu nastati uslijed genetskih mutacija enzima glavnog i/ili
alternativnog metaboli¢kog puta alkohola.
Metode molekularne biokemije razvijene u klinickim laboratorijima omogucuju otkrivanje
alelskih mutacija te prepoznavanje homozigotnih ili heterozigotnih nositelja mutantnih gena.
Prednost molekularne dijagnostike na podruéju farmakogenetike je upravo &injenica da
rezultati farmakogenetske analize osiguravaju podatak o genotipskim/fenotipskim osobinama
ispitanika glede njegove sposobnosti metaboliziranja lijeka prije samog podetka terapije.
Poznavanjem polimorfizma enzima glavnog i alternativnog metabolitkog puta alkohola
omogucuje da se nacini odabir istovrsnog lijeka koji se metabolizira drugim enzimom te tako
sprijeCe neZeljene reakcije ili terapijske pogreske uslijed premale ili prevelike doze lijeka u
alkoholi¢ara.
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GENOTIPIZACIJA CITOKROMA P-450 CYP2D6 U PSIHIJATRIJSKIH
BOLESNIKA NA TERAPIJI PSIHOAKTIVNIM LIJEKOVIMA
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Polimorfna izoforma sustava Citokroma P450 — CYP2D6 ima vainu ulogu u
oksidativnom metabolizmu dijela psihoaktivnih lijekova, CYP2D6 “null aleli” (CYP2D6*3,
¥4, *5, *6, *7, i *8) kodiraju neaktivno enzimske forme. Homozigoti za kombinacije ovih
alela predstavljaju sporometabolizirajuéi fenotip — engl. Poor metabolizer phenotype — PM,
dok se nosioci samo jednog oStecenog alela (dok drugi ostaje funkcionalan) smatraju
srednjemetabolizirajuéi (eng. Intermediate metabolizer phenotype - IM). VaZnost
genotipizacije bolesnika s ovim inaktivnim genskim varijantama jest u mogucnostima
unaprijedenja lijeSenja. Cilj istraZivanja bio je pomocéu multipleks alel specificne reakcije
polimeraze ispitati uCestalosti inaktivnih alela u skupini psihijatrijskih bolesnika oboljelih od
depresije (n=49) i shizofrenije (n=86) u usporedbi sa skupinom zdravih ispitanika (n=145).
Jedini pronadeni aleli u svim skupinama bili su CYP2D6*3, *4 i *6. Za frekvencije alela,
genotipa i predvidenog fenotipa, u skupini depresija nije pronadena razlika u odnosu prema
zdravima (p>0,05). Medutim, skupina shizofrenija statistiCki se od zdravih znadajno razlikuje
u frekvencijama alela (p=0,002), genotipova (p=0,016) i fenotipova (p=0,018). Ustanovljeni
relativni rizik od 2,542 za alel CYP2D6 *4 upuduje na znaCajnu povezanost ovog alela sa
shizofrenijom, §to pokazuje i relativni rizik za PM fenotip (homozigoti za *4/*4) a koji iznosi
5,020. Takoder smo istraZili i vezu polimorfizma CYP2D6 sa nuspojavama izraZenim u
bolesnika na dugotrajnoj terapiji psihofarmacima. Znacajna razlika ustanovljena je za
frekvencije alela (p=0,002), genotipa (p=0,029) i fenotipa (p=0,002) izmedu skupina
bolesnika koji imaju, odnosno nemaju izraZzene nuspojave. Relativni rizik od 2,626 i 5,333 za
alele 2D6*4 i 2D6*6, te 7,080 za PM fenotip ukazuju na znacajnu povezanost polimorfizma
CYP2D6 i stvarnog metabolickog kapaciteta osobe (odnosno izrazenih nuspojava). Time smo
pokazali da genotipizacija i fenotipizacija CYP2D6 moze biti od velike koristi u predvidanju
djelovanja psihoaktivnih lijekova, iako stvarnu korist u predvidanju klini¢kih efekata tek treba
ustanoviti.




DETEKCIJA UDVOSTRUCENIH CYP2D6 GENA LONG-PCR METODOM

Nada BoZzina, Inja TramiSak , Paula Grani¢ , Ana Stavljeni¢-Rukavina
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Klinickog bolnickog centra Zagreb

Postoje velike interindividualne i interetni¢ke razlike u aktivnosti citokrom P450 (CYP)
enzima, §to utjeCe na bioraspolozivost lijekova koji su podvrgnuti oksidativnhom
metabolizmu. Polimorfni enzim CYP2D6 (debrisokin 4-hidroksilaza) metabolizira velik broj
klinicki vaznih lijeckova kao $to su antidepresivi, neuroleptici, B-blokatori, antiaritmici, opijati
i drugi. Uz divlji tip gena (CYP2D6*1) poznato je jo§
viSe od 15 razli€itih alela udruzenih sa nedostatnom, reduciranom, normalnom ili pove¢anom
enzimskom aktivnosti.

5-10% bijelaca ima nedostatnu CYP2D6 enzimsku aktivnost zbog naslijeda dva mutantna
CYP2D6 nul-alela i pripada slabometabolizirajuéem fenotipu ( Poor metabolizer-PM).

Na drugoj strani raspona metabolickog kapaciteta je ultrabrzi metabolizam (Ultrarapid
Metabolizer-UM) kao rezultat vrlo jake enzimske aktivnosti, a zbog naslijeda alela sa
udvostru¢enim ili u nekim slu€ajevima viSestruko umnoZenim funkcionalnim CYP2D6
genima. Ako se osobama sa UM pripisuju standardne doze lijekova-CYP2D6 supstrata,
uocava se terapijski neuspjeh zbog vilo brze metabolitke konverzije lijeka.

U naSem radu Zeljeli smo ustanoviti zastupljenost UM genotipa u Hrvatskoj. Primijenili smo
Long-PCR metodu za detekciju alela s umnozenim CYP2D6 genom. Pronasli smo udestalost
od 4% UM.




... maligne hematoloske bolesti

MODERNA MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA MALIGNIH HEMATOLOSKIH
BOLESTI

Renata Zadro

Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog fakulteta Sveuclista u Zagrebu i
KBC Zagreb

Razvoj tehnologije u podrucju molekularne biologije doveo je do radikalnog
poboljsanja u evaluaciji hematoloskih poremecaja posebno u prepoznavanju pojedinih
klinickopatoloskih entiteta koji su definirani kombinacijom morfoloskih, imunofenotipskih i
kromosomskih karakteristika §to je osnova nove podjele zlo¢udnih tumora krvotvornog
sustava Svjetske zdravstvene organizacije (WHO 1997). Tako multiparametrijski pristup u
evaluaciji malignih hematoloskih bolesti ukljuuje morfolosku analizu sa imunocitokemijom,
imunofenotipizacijom, citogenetikom 1 molekularnom analizom, Danas se taj pristup
upotpunjuje uporabom protutijela prema fuzijskim proteinima poput PML u akutnoj
promijelocitnoj leukemiji (M3) ili ALK u anaplasti¢nom limfomu s t(2;5).

Tehnike molekularne biologije (PCR, fluorescentna im sifu hibridizacija i njihove varijante)
omogucavaju u modernoj dijagnostici otkrivanje molekularnih promjena poput translokacija
t(9;22), t(4;11), klonalnih preuredbi gena za teSki lanac imunoglobulina i receptore na T
limfocitima, a posebnu vaznost imaju u otkrivanju “prognosti¢ki dobrih” poremecaja: t(8;21),
t(15;17) i inv(16).

Bududéi je kroni¢na mijeloi¢na leukemija (KML) bila prvi neoplastiéni proces povezan sa
steCenom genetskom abnormalnoS¢u (Philadelphia kromosom), to je dosad najbolje
proucavan model leukemije. U vedini bolesnika s KML, t(9;22)(q34;q11) ukljuéuje lom u
podrudju 5.8 kb BCR gena. Najéesce rabljeni testovi uklju¢uju klasi¢nu citogenetsku analizu,
fluorescentnu i situ hibridizaciju sa probama za BCR i ABL, Southern analizu i RT-PCR.
Uporaba RT-PCR-a je u otkrivanju citogenetski sakrivenih Ph’ kromosoma, praéenju
odgovora na terapiju i uporabi kvantitativnog RT-PCR-a za praenje bolesnika koji su
podvrgnuti transplantaciji koStane srZi: deseterostruko povecanje ekspresije mRNA smatra se
“molekularnim relapsom”,

Poznavanje molekularne osnove ove bolesti otvara moguénost novih terapijskih postupaka
(inhibitori tirozin kinaze) koji zahtijevaju razvoj istan¢ane laboratorijske dijagnostike.




MOLEKULARNI POKAZATELJI EKSPRESIJE
KINAZE ANAPLASTICNOG LIMFOMA (ALK)

Sanja Kozi¢, Blazenka Grahovac, Slobodanka Ostoji¢, Rajko Kusec,
Mara Dominis, Branimir Jaksic

Hrvaiski zavod za transfuzijsku medicinu i Hematoloski odjel Klinicke
bolnice “Merkur”Zagreb

Receptori tirozin kinaza (RTK) imaju vaZnu funkciju u kontroli proliferacije,
diferencijacije i maligne transformacije. Specifiéne kromosomske aberacije (translokacije,
inverzije, delecije) dovode do disregulacije aktivnosti tirozin kinaza, mijenjajuci stanine
signale i izazivajuéi stanine transformacije i neoplazije. U gotovo tredine bolesnika s
anaplasti¢nim limfomom velikih stanica (ALCL) pronaden je kromosomski poremecaj nastao
reciproénom translokacijom (2;5)(p23;q35), tvore¢i NPM-ALK kimeri¢ni gen, odgovoran za
-ekspresiju kinaze anaplasti¢nog limfoma (ALK) cija je disregulacija vjerojatno ukljudena u
malignhu promjenu stanice.

Ucestalost NPM-ALK kimeri¢nog gena ispitivali smo u zamrznutom  arhivskom

materijalu limfnih ¢vorova bolesnika s ALCL (26 ) 1 Hodgkinovom bole3¢u(40). Tijekom
ispitivanja specifiénosti i osjetljivosti metode, ispitali smo da li u drugim tkivima
hematologkih bolesnika, kao §to su kos$tana srZ, tonzile, periferna krv i koza mozemo naéi
NPM-ALK transkript. Takoder su sva navedena tkiva ispitana na prisutnost ekspresije ALK
gena, umnoZavanjem komplementarne DNA sekvence ALK gena. Rezultati su pokazali
nekoliko vrlo vaznih podataka.
Brojni radovi dokazali su ekspresiju ALK proteina u ALCL-u i nekim drugim non-Hodgkin
limfomima (NHL), dok je u zdravom tkivu samo nervno tkivo pokazivalo ALK ekspresiju.
Podaci o ekspresiji ALK gena u tkivima ne postoje ili su kontradiktorni. Mi smo uspjeli
dokazati pomoéu RT-PCR metode prisutnost ALK transkripta u svim ispitivanim tkivima, §to
ukazuje na nuznu nisku razinu ALK ekspresije u odrZanju stani¢ne ravnoteze.

NPM-ALK transkript dokazali smo u 3 limfna &vora (3/26) bolesnika iz grupe NHL i 2
limfha ¢vora (2/40) bolesnika iz grupe HD. Samo je u nekoliko radova opisan nalaz NPM-
ALK transkripta kod HD bolesnika, dok drugi autori nisu uspjeli dobiti sli¢ne rezultate.
Moguce objasnjenje ovakvog nalaza je u visokoj osjetljivosti primijenjene metode koja je u
moguénosti prepoznati manji dio staniéne populacije sa  znacajkama ALCL-a, ili u
netipicnoj, HD-sli¢noj morfoloskoj slici NHL-a.

Nalaz NPM-ALK transkripta u 4 tonzile od ukupno 15 ispitivanih, koje su ekstrahirane djeci
s recidiviraju¢im tonsilitisom, bio je neoCekivan. Pozitivne tonzile su ispitane na prisustvo
ALK proteina imunohistokemijski i Western blotom pomocéu ALK-1 protutijela i dobiveni
su negativni rezultati. NaSe objaSnjenje ovog nalaza ukazuje na genomsku nestabilnost
reaktivnog limfati¢nog tkiva koje generira (2;5) translokaciju,ali bez ALK ekspresije i bez
utjecaja disregulacije tirozin kinaze na zbivanja u stanici. O¢igledno su dodatni mehanizmi
potrebni da promjena u genomu dovede do malignog preuredenja stanice. Na§ nalaz ide u
prilog radovima objavljenim zadnjih godina, koji su izvjestavali o nalazima kromosomskih
translokacija tipi¢nih za maligno tkivo, a koji se mogu pojaviti s niskom ucestaloS¢u u tkivu
zdravih osoba: t(14;18; 1(9;22), t(2;5).




EKSPRESIJA MOLEKULE INHIBITORNOG RECEPTORA
CD85 NA T- LIMFOCITIMA U
B-KRONICNOJ LIMFOCITNOJ LEUKEMIJI (B-CLL)

Zoran Siftar
Zavod za klini¢ku kemiju KB "Merkur", Zagreb

Unatrag nekoliko godina na stanicama imunog sustava sisavaca su otkriveni receptori
koji prepoznaju molekule MHC klase I na virusima zaraZenim i/ili tumorskim stanicama i
prenose inhibitorni signal u stanicu dovodeéi do supresije stani¢nog i humoralnog odgovora.
na prisustvo virusima zaraZene ili tumorske stanice.

Do sada je otkriveno preko desetak takvih receptora svrstanih u nekoliko bliskih obitelji

Cija sinteza je upravljana genima s kromosoma 19( q13.4).

Jedan od njih i molekula CD85 za koju je nedavno dokazano da odgovara ILT2 inhibitornom
receptoru, pripadniku Immunoglobulin like transcript (ILT) porodice, koji se normalno nalazi
na B limfocitima, monocitima/makrofazima, dendriti¢nim stanicama, veéini NK stanica i
dijelu T limfocita. ILT2, odnosno CD85 molekula, reagira s velikim brojem pripadnika MHC
klase I kompleksa, s neklasi¢nim pripadnikom MHC klase Ib HLA-G1, i proteinskim
produktom humanog citomegalovirusa, UL18. Nakon vezivanja s tim molekulama, CD85
inhibira NK i T stanicama posredovanu citotoksi¢nost i produkciju limfokina, dok u B
limfocita, monocita/makrofaga i dendriti&nih stanica inhibira mobilizaciju Ca®" iona.

Dok se u B limfocita javlja tijekom maturacije kao konstitutivni element, u T limfocita i NK
stanica se pojavljuje tijekom aktivacije nakon virusne infekcije ili prezentacije tumorskih
stanica.

U ovoj studiji, posluZili smo se modelom B-kroni¢ne limfocitne leukemije (B-CLL), u kojoj u
cirkulaciji dominiraju maligne B stanice, s namjerom da utvrdimo ekspresiju CD85 molekule
na T limfocitima, odnosno na subpopulacijama, pomoéni¢kim, CD4+, 1 supresorsko-
citotoksi¢nim, CD8+ T limfocitima. Mjerenja ekspresije CD85 su radena metodom protocne
citometrije i to u zdravih osoba koje su posluZile kao kontrolna skupina i u B-CLL pacijenata
u razli¢itim stadijima bolesti.

Eksperimentalni podaci su pokazali da je ekspresija CD85 na T limfocitima znacajno visa u
pacijenata u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,001), ali razlike unutar pacijenata podijeljenih
prema stadijima bolesti (RAI 0/1; 2 i 3/4) nema.

Ipak, povecanje ekspresije CD85 na T limfocitima u B-CLL pacijenata je povezano s
povecanjem CD8+CD85+ subpopulacije T limfocita (0,01<p<0,05), osim u grupi pacijenata
sa stabilnom bolesti (RAI 0/1).

Takoder je istraZen i uéinak mono ili polikemoterapije na ekspresiju CD85 na T limfocitima u
pacijenata u stadiju RAI 2 i 3/4, ali nismo pronasli zna¢ajnu razliku u ekspresiji prije i poslije
primanja terapije.

Na osnovu dobivenih rezultata nije sasvim jasno da li prisutnost i brojnost molekule CD85
na T limfocitima u promatranoj bolesti ima znacenja u klinikim i biologkim znacajkama
bolesti. Moguce je da njezino prisustvo podize prag reaktivnosti T limfocita protiv tumora
spredavajudéi ih da reagiraju u reakcijama niskog aviditeta na tumorske antigene koji su ogito u
B-CLL-u dosta nespecifi¢éni ili vrlo niskog intenziteta. Posljedica takovih dogadanja je na
koncu gubljenje nadzora nad tumorom, odnosno njegova ekspanzija.




MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA VIRUSA HEPATITISA C

Blazenka Grahovac
Hrvaiski zavod za transfuzijsku medicinu Zagreb

Hepatitis C virus (HCV), etioloski ¢imbenik 90-95 % posttransfuzijskog non-A, non-B

hepatitisa otkriven je 1989 (Choo i sur.). Vise od 50% HCYV inficiranih osoba razvije kroni¢ni
hepatitis koji u odredenom broju slu¢ajeva zavr§ava hepatocelularnim karcinomom,
Iako je glavni put HCV infekeije parenteralni prijenos ( transfuzija krvi i krvnih pripravaka,
intravenozno uZivanje droga), sporadiéno su zabiljezeni prijenosi seksualnim kontaktom,
vertikalno s majke na dijete, obiteljskim kontaktom, dok je znacajan broj sludajeva akutnog
hepatitisa C nemoguée povezati s bilo kojim od navedenih putova i zapravo predstavljaju
epidemiolo$ku nepoznanicu.

HCV genom je pozitivna jednolan¢ana RNA molekula koja se sastoji od 9400 nukleotidnih
jedinica koje kodiraju okvir za Citanje poliproteina od oko 3000 aminokiselina. Pomodu
virusnih proteaza ili proteaza domadina cijepa se u tri strukturna( proteine nukleokapside i
dva glikoproteina ovojnica) 1 6 nestrukturnih proteina (dvije virusne proteinaze, jedna
helikaza, RNA ovisna RNA polimeraza, dok funkcija preostalih proteinskih produkata jos
nije definirana). Prema organizaciji genoma, i funkciji poznatih proteina, HCV se ubraja u
skupinu flavivirusa .

Bitnih znafajka genoma HCV 5| visoki stupanj nukleotidne varijabilnosti, prosje¢no u
cijelom genomu od 0,9-5,2 x 10 ™ godiSnje. Veliki stupanj varijabilnosti tumaéi se jednim od
mehanizama bijega virusa od imunog odgovora domaéina i razvoja trajne infekcije. Genetska
varijabilnost nije ujednafena u cijelom virusnom genomu. Npr. 5’nekodirajuéa regija je
najviSe konzervirana dok regije koje kodiraju ovojnice virusa ( El i E2/NS1) sadrze
hipervarijabilne regije koje pokazuju varijabilnost od 1,5 x 10 po genomu, godisnje.

Od otkrica HCV virusa pa do danas, utvrdeno je Sest glavnih HCV genotipova koji se
medusobno razlikuju za viSe od 20% u nukleotidnim sekvencama i oko 30 subtipova koji se
unutar glavnih genotipova razlikuju do 10 %. Ova razliitost se odraZava razlikama u virusnoj
replikaciji, intenzitetu bolesti, odgovoru na interferonsku terapiju. Stupanj nukleotidne
varijabilnosti dovoljan je da znaCajno promijeni antigenska i bioloska svojstva ¢lanova ove
virusne grupe i reducira efikasnost testova na antitijela na ove proteine u serologkoj
dijagnostici infekcije sa razli¢itim HCV tipovima. Varijabilnost u regiji ovojnice je oko 50 %
tako da neutralizirajuéa antitijela mogu biti tip specifiCna i dozvoljavaju multiple infekcije sa
razli€itim HCV varijantama u ponovo izloZenih osoba. Pri tomu je znadajno da razdioba
genotipova pokazuje i razliitost u rasprostranjenosti u svijetu. Tipovi 1, 2 i 3 najzastupljeniji
su u Zapadnoj Europi, Sjevernoj Americi i Japanu, tip 4 u Africi, tip 51 6 u Jugoistoénoj
Aziji.

Od 1996. godine u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu djeluje Laboratorij za
molekularnu dijagnostiku virusa, ¢ija je zadaéa dokazati u krvi seroloski reaktivnih
dobrovoljnih davatelja krvi, bolesnika i drugih ispitanika, moguce postojanje genoma virusa
hepatitisa C i B, te HIV-a. Metode koje se redovno primjenjuju su: izolacija RNA ili DNA iz
seruma ili plazme, reverzna transkripcija RNA u komplementarnu DNA, umnoZavanje ciljne
regije virusnog genoma, potvrdne analize hibridizacijom specifi¢nim oligonukleotidnim
probama, genotipizacija virusa pomoc¢u hibridizacije, RFLP analize, ili sekvenciranjem, te
odredivanje broja virusnih kopija u jedinici plazme, pomocu kompetitivnog PCR-a.




UCESTALOST VIRUSA HEPATITISA G U HRVATSKOJ POPULACLJI
Vesna Drazié, Jasna Bingulac-Popovi¢ , BlaZzenka Grahovac
Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu Zagreb

Unato¢ otkricu niza hepatotropnih virusa ( HAV, HBV, HCV, HDV, HEV ) mnoge klinicke
studije ukazivale su na postojanje novog virusnog agensa; 10-20 % hepatitisa nepoznate etiologije,
svrstano je u skupinu tzv. Non A - non E hepatitisa.

1995. godine Simons i sur. su izolirali dva virusa iz krvi tamarina nakon $to su im ubrizgali serum 34-
godisnjeg kirurga s inicijalima GB oboljelog od akutnog hepatisa. Po njemu su ta dva virusa nazvana
GBV-A 1 GBV-B. Za razliku od ova dva genoma koja do sada nisu izolirana kod ljudi, iz seruma
nekoliko bolesnika s hepatitisom, koji su sadrZavali antitijela protiv rekombinantnih GBV-A i GBV-B
proteina, izoliran je treci virusni genom GBV-C.

Gotovo istovremeno, Linnen i sur. su iz plazme dva bolesnika s post-transfuzijskim non A- non E
hepatitisom izolirali virus kojeg su nazvali HGV. Usporedujuci genome GBV-C i HGV, utvrdeno je
85-95 % nukleotidne homolognosti , te gotovo 100 % identi¢nog aminokiselinskog slijeda, te je
zaklju€eno da se radi o dvije neovisne izolacije istog virusa.

Filogenetskom analizom ustanovljeno je da sva tri GB virusa , odnosno HGV, pripadaju porodici
Flavivirida, te sadrze positivno orjentiran jednolanéani RNA genom, veli¢ine oko 9 400 nukleotida.
Usporedujuci genom GBV-C s drugim Flaviviridama, uoéilo se da je najveca sli¢nost ( oko 48%) s
genomom GBV-A, a oko 30% sli¢nosti je s GBV-B i HCV-1. Grada genoma HGV i HCV-1 je
najsliénija u NS 3 i NS 5B regijama, a najveca razlika je u E2 i NS 4 regijama.

Izvijesca o ucestalosti pozitivnog nalaza GBV-C / HGV RNA u dobrovoljnih davatelja pokazuju
razlike od 0,6% u Italiji do 1,3 - 1,7% u SAD. Virus hepatitisa G je izoliran u 36% bolesnika s non-A -
E hepatitisom, u 42% anti-HIV pozitivnih osoba, te u 41% bolesnika s hepatitisom C (Fiordalisi i sur.).
Linnen i sur. su pronasli znatno nizu udestalost HGV pozitivnih bolesnika s non-A-E hepatitisom
(8,2%). Jarvis i suradnici (1996.) nasli su ¢ak 3,2% HGV pozitivnih u ukupnoj populaciji u Edinburgu.
Navedeni podaci ukazuju da se ucestalost virusa znatno mijenja u razliéitim zemljopisnim podrudjima.

Putevi prijenosa virusa hepatitisa G vrlo su sliéni prijenosu HCV infekcije. Najznadajniji je

parenteralni put kontaminiranom krvlju i krvnim pripravcima, intravensko uzimanje droge, kontaktom
u zajednici i seksualnim kontaktom.
Hepatitis G virus u vecini slucajeva ne izaziva klini¢ki evidentni hepatitis, ili je hepatitis blage prirode.
Razina serumske ALT je obi¢no u granicama normale odnosno porast je umjeren i ne traje duze od
oko dvije godine. Medutim u malom broju inficiranih osoba HGV moZe izazvati tesku sliku hepatitisa,
te je izoliran iz seruma nekoliko bolesnika s fulminantnim hepatitisom.

Za dijagnostiku virusnog genoma koristi se RT-PCR u kojemu virusnu RNA, uz pomoé RT-
transkriptaze i random heksamera, prevodimo u komplementarnu DNA. Za umnoZavanje cDNA
koriste se oligonukleotidni zacetnici smjesteni u konzerviranim dijelovima virusnog genoma (najéesée
u 5°UT i NS3 regiji).

U studiji koja je provedena u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu 1997 i 1998. god.
utvrdeno je da je ucestalost HGV - RNA pozitivnog nalaza u skupini DDK | koji su bili HBsAg
negativni i anti-HCV negativni, 2,08% (2/98). U skupini DDK koji su anti-HCV pozitivni, zbog Sega
su iskljuceni iz daljnjeg programa darivanja krvi, njih 11,8% (6/51) su imali pozitivan nalaz HGV-
RNA. U skupini bolesnika na hemodijalizi, utvrdili smo da 14,74% (28/190) bolesnika ima HGV-
RNA pozitivan nalaz. U skupini bolesnika koji boluju od hemofilije A,B i von Willebrandove bolesti,
15,38% (8/52) imalo je HGV viremiju. PretraZivanje smo proveli i u skupini od 48 HBV-DNA
pozitivnih osoba. U ovoj skupini je 8 (16,66%) ispitanika bilo pozitivno na HGV-RNA. U skupini
bolesnika s non A-E hepatitisom 6,89% (2/29) je bilo HGV-RNA pozitivno.




IDENTIFIKACIJA VIRUSA MUMPSA IZOLIRANOG IZ
CEREBROSPINALNE TEKUCINE DJECE S POSTVAKCINALNIM
ASEPTICNIM MENINGITISOM

Maja Santak, Tanja Kosuti¢-Gulija, Dubravko For¢i¢, | Vladimira Kruzi¢, * Goran Teovié,
Renata Zgorelec, Renata Mazuran

Imunoloski zavod Zagreb, ' Hrvatski zavod za javno zdravstvo Zagreb,
? Klinika za infektivne bolesti «Dr. Fran Mihaljevic», Zagreb

Uporabom cjepiva koje sadrzi Zivi atenuirani virus mumpsa, broj oboljelih od mumpsa je
smanjen . Cjepivo nije u potpunosti neskodljivo: za neke od cjepnih sojeva utvrdeno je da su
uzrokom posvakcinalnog parotitisa i/ili aseptitnog meningitisa u malom broju slu¢ajeva.

Cilj ove studije bio je utvrditi pojavnost sluajeva posvakcinalnog aseptiénog meningitisa
medu djecom koja su imunizirana cjepnim sojem mumpsa L-Zagreb koji je sastavni dio
trovalentnog cjepiva protiv morbila, mumpsa i rubele (MMR, Imunoloski zavod ,Zagreb).
Virus mumpsa je izoliran iz cerebrospinalnog likvora djece koja su tijekom 30 dana nakon
imunizacije MMR cjepivom razvila aseptini memingitis.

U petogodiSnjem razdoblju (1995-1999) sakupljeno je 95 uzoraka likvora djece za koje je
postojala sumnja da se radi o postvakcinalnom aseptiénom meningitisu. U 33 uzorka (34%)
postojanje virusa mumpsa je potvrdeno virusoloskim metodama (CPE, neutralizacija
specifi®nim antiserumom). Nazo¢nost virusa mumpsa testirana je tehnikom RT-PCR u
namjeri da se odredi soj virusa. U tu je svrhu odreden dio nukleotidnog slijeda cijepnog soja
virusa mumpsa L-Zagreb. Radi se o SH genu za koji je utvrdena visoka varijabilnost medu
sojevima zbog Cega je taj dio genoma posluzio za razlikovanje cijepnog i divljeg soja virusa,
te za uspostavljanje filogenetskog odnosa medu izolatima virusa mumpsa.

RT-PCR analiza je dokazala prisutnost cjepnog soja L-Zagreb u 30 od 33 ispitana uzorka
(91%). Unato¢ pozitivnim rezultatima viroloske dijagnostike, u tri uzorka nije utvrdena

prisutnost virusne RNA.
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