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ISPITIVANJE FUNKCIONALNE AKTIVNOSTI LEUKOCITA KOD PASA
PRIRODNO INFICIRANIH PROTOZOOM BABESIA CANIS

Sazetak

Babezioza pasa je vektorski-prenosivo oboljenje izazvano protozoama roda Babesia. U Srbiji,
naj¢es¢i uzroénik babezioze pasa je Babesia canis. Bolest moze proteci asimptomatski ili klini¢ki
manifestno kao nekomplikovana ili komplikovana babezioza. U zavisnosti od toga da li su
zadovoljeni klini¢ki i laboratorijski kriterijumi za sindrom sistemskog inflamatornog odgovora
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS), psi sa nekomplikovanom babeziozom mogu biti
SIRS pozitivni ili negativni, pri ¢emu ne dolazi do poremecaja funkcije organa. Komplikovana
babezioza podrazumeva prisustvo SIRS pra¢eno poremecajem funkcije organa. Intenzitet odgovora
akutne faze na infekciju B. canis zavisi od razli¢itih faktora poput imunskog odgovora psa,
koinfekcije ili neinfektivnih komorbiditeta, broja infektivnih krpelja i koli¢ine sporozoita
oslobodenih iz pljuva¢ne Zelezde krpelja, kao i virulencije soja B. canis. Tokom odbrane od patogena,
leukociti prepoznaju specificne domene na njegovoj povrsini 1 aktiviraju mehanizme urodenog 1
steCenog imuniteta. Ocuvanost funkcionalne aktivnosti leukocita ogleda se kroz sposobnost
neutrofilnih granulocita i monocita/makrofaga da fagocituju uzrocnika i iniciraju sekreciju matriks
metaloproteinaza (MMP) i stvaranje reaktivnih kiseonikovih radikala, odnosno kroz luc¢enje citokina
koji ¢e aktivirati T pomagacke limfocite i dalje omoguciti odgovor B limfocita, kao i bolju aktivaciju
makrofaga. Pokazano je da odgovor akutne faze tokom infekcije pasa B. canis karakteriSe poremecaj
redoks homeostaze i znacajno poviSenje nivoa IL-8, MCP-1 i IFN-y in vivo, medutim, u literaturi nisu
dostupni podaci u vezi sa funkcionalnom aktivnoséu leukocita pasa kod ovog oboljenja.

U prvi deo studije je bilo uklju¢eno 24 psa, kojima je krv uzorkovana na prezentaciji (akutna infekcija
B. canis) i nakon dve nedelje (klinicki oporavak). U drugi deo studije je bilo ukljuc¢eno sedam akutno
obolelih pasa i sedam zdravih pasa, koji su sluzili kao kontrole. Na osnovu klinickih pokazatelja i
rezultata rutinskih laboratorijskih testova, psi su klasifikovani u SIRS pozitivne i SIRS negativne
pacijente, bez poremecaja funkcije organa i organskih sistema. Funkcionalna aktivnost neutrofilnih
granulocita je ispitana u uzorcima krvi testovima fagocitoze i oksidativnog praska, odnosno
odredivanjem aktivnosti MMP-9 u plazmi metodom zimografije na gelu poliakrilamida. Procena
funkcionalne aktivnosti ukupnih leukocita i T limfocita zasnivala se na odredivanju koncentracije IL-
8, MCP-1 i IFN-y u plazmi pomoc¢u komercijalnih ELISA testova, nakon inkubacije (24h, 37°C, 5%
CO») pune krvi uz dodatak razli¢itih koncentracija solubilnih antigena B. canis, koji se koriste za
vakcinaciju pasa protiv babezioze. Pokazatelj funkcije B limfocita/plazmocita predstavljala je
koncentracija y globulina u serumu, dobijena elektroforetskim razdvajanjem proteina na gelu agaroze.
Proteini akutne faze (nivo ceruloplazmina, haptoglobina i paraoksonaze 1), parametri oksidativnog
stresa (koncentracija malondialdehida i slobodnih tiolnih grupa) i antioksidativne zastite (aktivnost
katalaze i glutation peroksidaze) odredeni su spektrofotometrijski u uzorcima eritrocita i seruma pasa
na prezentaciji i oporavku.

Dobijeni rezultati su pokazali prisustvo anemije i trombocitopenije kod svih, odnosno leukopeniju i
SIRS kod polovine pasa na prezentaciji. Tokom dvonedeljnog oporavka, utvrdeno je da su se testirani
parametri vratili u okvire referentnih vrednosti, ¢ime je isklju¢ena mogucnost da je tokom infekcije
doslo do ostecenja organa. Analiza funkcionalne aktivnosti leukocita sprovedena nakon inkubacije
(24h, 37°C, 5% CO3) periferne krvi bez i uz stimulaciju solubilnim antigenima B. canis pokazala je
da je fagocitna aktivnost neutrofilnih granulocita u bazalnim uslovima i nakon stimulacije izrazenija
kod akutno obolelih pasa. Analogne razlike u intenzitetu oksidativnog praska su bile uocene nakon
stimulacije. Prisustvo SIRS nije bilo povezano sa opisanim razlikama. Utvrdeno je da T limfociti
obolelih pasa sekretuju vecu koli¢inu IFN-y u bazalnim uslovima i nakon stimulacije, kao i da je nivo



ovog citokina bio najvisi kod SIRS pozitivnih pasa. Ukupni leukociti su luéili vecu koli¢inu MCP-1
u bazalnim uslovima i nakon stimulacije solubilnim antigenima B. canis. Prisustvo SIRS nije bilo
povezano sa opisanim razlikama. Stvaranje IL-8 je bilo podjednako u svim uslovima i izmerene
koncentracije se nisu razlikovale u uzorcima obolelih i zdravih pasa. Oporavak je bio pracen porastom
koncentracije y globulina u serumu, koji se nije razlikovao izmedu SIRS pozitivnih i SIRS negativnih
pasa. Oporavak je takode bio pra¢en porastom koncentracije malondialdehida i aktivnosti katalaze u
eritrocitima, dok se aktivnost glutation peroksidaze u eritrocitima i koncentracija slobodnih tiola u
serumu nisu promenile tokom ovog perioda. Nivo proMMP-9 i MMP-9 u krvi obolelih pasa je bio
visi u poredenju sa zdravim psima, u bazalnim uslovima i nakon in vitro stimulacije, odnosno bio je
najvisi kod SIRS pozitivnih pasa. Porast nivoa serumske proMMP-9 tokom oporavka je bio u
korelaciji sa brojem leukocita, nezavisno da li su oboleli psi imali SIRS. Sveobuhvatno posmatrano,
rezultati upuéuju na zakljucak da je aktivnost neutrofilnih granulocita i limfocita kod SIRS pozitivnih
1 negativnih pasa sa nekomplikovanom babeziozom pojacana, ali da se stepen oStec¢enja tkiva ne
razlikuje izmedu ove dve grupe, najverovatnije zahvaljuju¢i tome §to su zaStitni mehanizmi bili
adekvatno o¢uvani.

Kljuéne reci: fagocitoza, interferon vy, interleukin 8, matriks metaloproteinaze, monocitni
hemoatraktantni protein 1, oksidativni prasak, redoks homeostaza, sindrom sistemskog inflamatornog
odgovora
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EVALUATION OF FUNCTIONAL ACTIVITY OF LEUKOCYTES IN DOGS
NATURALLY INFECTED WITH PROTOZOON BABESIA CANIS

Summary

Babesiosis is a vector-borne disease caused by protozoa Babesia spp. In Serbia, Babesia canis is
considered to be the main causative agent of canine babesiosis. The infection can be asymptomatic,
but it is usually followed by clinical manifestation, through uncomplicated or complicated form.
Based upon clinical and laboratory criteria for systemic inflammatory response syndrome (SIRS),
dogs with uncomplicated babesiosis can be classified as SIRS positive or SIRS negative, both without
organ dysfunction. Unlike uncomplicated, complicated babesiosis includes SIRS with organ
dysfunction. The level of the acute phase response depends on the dogs’ immune response,
coinfection/comorbidity, the number of infectious ticks and sporozoites in ticks’ saliva, as well as the
virulence of the B. canis variant. When fighting the pathogen, leukocytes recognize specific patterns
on its surface, which leads to the activation of innate and adaptive immune response mechanisms.
Functional activity of leukocytes reflects through the ability of neutrophils and
monocytes/macrophages to perform phagocytosis and initiate the release of matrix metalloproteinases
(MMP) and reactive oxygen species, and through the secretion of cytokines that will activate T helper
and consecutively B lymphocytes, as well as macrophages. It has been previously shown that in
canine babesiosis disturbed redox homeostasis and in vivo increased levels of IL-8, MCP-1 and IFN-
y occur during the acute phase response, but there is no evidence regarding functional activity of
leukocytes in dogs infected with B. canis.

For the first part of the study, residual blood was collected from 24 dogs at presentation (acute B.
canis infection) and after two weeks (recovery). The second part of the study included seven dogs
with acute B. canis infection and seven healthy dogs. Dogs with uncomplicated babesiosis were
classified as SIRS positive and SIRS negative based on clinical examination and laboratory results.
Functional activity of neutrophils was evaluated after performing phagocytosis and oxidative burst
tests in vitro, as well as polyacrylamide gel zymography for MMP-9 detection. Using commercial
ELISA kits, functional activity of monocytes and T lymphocytes was evaluated by measuring the
concentration of IL-8, MCP-1 and IFN-y after incubation (24h, 37°C, 5% CO>) of blood samples
stimulated with different concentrations of soluble antigens of B. canis that are used to vaccinate dogs
against babesiosis. Sera levels of y globulins, that were detected using agarose electrophoresis,
reflected the functional activity of B lymphocytes/plasmocytes. Levels of the acute phase proteins
(ceruloplasmin, haptoglobin and paraoxonase 1) as well as markers of oxidative stress (concentration
of malondialdehyde and free thiol groups) and antioxidant protection (activity of catalase and
glutathione peroxidase) were evaluated in erythrocyte and sera samples, using spectrophotometry.

The results showed that all of the dogs had anemia and thrombocytopenia, while half of them had
leukopenia and SIRS at presentation. After clinical recovery, almost all of the tested parameters
returned to reference intervals, excluding the possibility of organ disfunction as a consequence of B.
canis infection. After incubation (24h, 37°C, 5% CO2) under basal conditions and with addition of
soluble antigens of B. canis, the number of neutrophils that performed phagocytosis was higher in
acutely infected dogs. Under stimulated conditions, similar results were shown for oxidative burst in
neutrophils of acutely infected dogs. These results were not different between SIRS positive and
negative dogs. T lymphocytes of acutely infected dogs released higher levels of IFN-y in both basal
and stimulated conditions, and these concentrations were highest in the SIRS positive group.
Leukocytes released higher levels of MCP-1 in both basal and stimulated conditions, but they were
not different between SIRS positive and negative dogs. Concentration of IL-8 did not differ between
treatments nor groups. Level of y globulins showed increasement during the recovery period, but it



was not different between SIRS positive and negative dogs. Concentration of malondialdehyde and
activity of catalase in the erythrocytes increased, while the activity of glutathione peroxidase in the
erythrocytes and sera levels of free thiol groups didn’t change through the recovery period. The level
of proMMP-9 and MMP-9 was higher in infected dogs’ blood in basal condition and upon in vitro
stimulation. SIRS positive dogs had the highest levels of proMMP-9 and MMP-9. Increased levels of
sera proMMP-9 through the recovery period reflected the increase in number of leukocytes,
regardless to the presence of SIRS. Overall, these results indicate increased activity of neutrophil
granulocytes and lymphocytes from SIRS positive and negative dogs with uncomplicated babesiosis,
while the level of tissue damage doesn’t differ between tested groups, most likely because the
protective mechanisms were adequately preserved.

Key words: interferon vy, interleukin 8, matrix metalloproteinases, monocyte chemoattractant protein
1, oxidative burst, phagocytosis, redox homeostasis, systemic inflammatory response syndrome
Scientific field: Veterinary medicine

Scientific subfield: Pathophysiology

UDK number: 616-092:591.69:636.7



Lista skraéenica Koje su koriséene u tekstu

ALB, albumin;

ALP, alkalna fosfataza,

ALT, alanin aminotransferaza;

AMY, amilaza;

APC, antigen prezentujuca Celija (antigen presenting cell);

APP, protein akutne faze (acute phase protein);

APR, reakcija akutne faze (acute phase reaction);

AST, aspartate aminotrasferaza,;

AU, arbitrary unit;

BCR, B ¢elijski receptor (B cell receptor);

BIL-T, ukupni bilirubin;

CAT, katalaza (catalase);

CBB, Comassie brilliant blue;

CD, cluster of differentiation;

CER, ceruloplazmin;

CHOL, holesterol;

CK, kreatin kinaza;

CLP, zajednicki limfoidni progenitor (common lymphoid progenitor);
CMP, zajednicki mijeloidni progenitor (common myeloid progenitor);
Con A, konkanavalin A (concanavalin A);

CRE, kreatinin;

CRP, C reaktivni protein;

CSF, faktor koji stimuli$e nastanak kolonije (colony-stimulating factor);
Cyt B, citohalazin B (cytochalasin B);

DAMP, molekulski obrazac povezan sa smrcéu/opasnoséu (death/danger-associated molecular
pattern);

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle medium;

DTNB, 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid;

EDTA, etilen-diamin-tetrasir¢etna kiselina (ethylenediaminetetraacetic acid);
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay;

FCS, fetal calf serum;

GGT, gama-glutamil transferaza;

GPCR, G-protein kuplovani receptor (G-protein-coupled receptor);
GPI, glikofosfatidil-inozitol,;

GPx, glutation peroksidaza;

GR, glutation reduktaza;

HCT, hematokrit;

HDL, lipoprotein velike gustine (high density lipoprotein);

HGB, hemoglobin;

HPT, haptoglobin;

HRE, high-resolution electrophoresis;

HSC, hematopoetska mati¢na ¢elija (hematopoietic stem cell);

IFE, immunofixation electrophoresis;

IFN, interferon;

Ig, imunoglobulin;

IL, interleukin;

IRF, faktor regulacije interferona (interferon regulatory factor);

ITS, insulin-transfferin-selenium;

LIF, faktor koji indukuje leukocitozu (leukocytosis-inducing factor);
LIP, lipaza;



LPS, lipopolisaharid;

LYM, limfocit;

MCHC, prosecna vrednost koncentracije hemoglobina u zapremini eritrocita (mean cellular
hemoglobin concentration);

MCP-1, monocitni hemoatraktantni protein 1 (monocyte chemoattractant protein 1);
MCV, prosecna zapremina eritrocita (mean corpuscular volume);

MDA, malondialdehid;

MHC, glavni histokompatibilni kompleks (major histocompatibility complex);

MMP, matriks metaloproteinaza;

MODS, sindrom visestruke disfunkcije organa (multiple organ dysfunction syndrome);
MON, monocit;

MPO, mijeloperoksidaza;

MT-MMP, matriks metaloproteinaza membranskog tipa (membrane type matrix metalloproteinase);
NBT, Nitroblue tetrazolium;

NEUT, neutrofil;

NK ¢elije, ¢elije prirodne ubice (natural killer cells);

PAMP, molekulski obrazac povezan sa patogenom (pathogen-associated molecular pattern);
PBS, phosphate buffered saline;

PCR, polymerase chain reaction;

PD-L1, ligand 1 za programiranu smrt (programmed death ligand 1);

PHA, fitohemaglutinin (phytohemagglutinin);

PLT, trombocit (platelet);

PON, paraoksonaza;

PPD, p-fenilendiamin (p-phenylenediamine);

PRR, receptor za prepoznavanje obrasca (pattern recognition receptor);

P/SIA, penicilin/streptomicin/amfotericin B;

RBC, eritrocit (red blood cells);

RNS, reaktivna jedinjenja azota (reactive nitrogen species);

ROS, reaktivna jedinjenja kiseonika (reactive oxygen species);

SAA, serum amiloid A;

SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis;

SEP, serumska elektroforeza (serum electrophoresis);

SHPS-1, protein tyrosine phosphatase substrate 1;

SIRS, sindrom sistemskog inflamatornog odgovora (systemic inflammatory response syndrome);
SOD, superoksid dismutaza;

TBA, tiobarbiturna kiselina;

TBH, tercijarni butil hidroperoksid;

TCA, trihlorsircetna kiselina;

TCR, T ¢elijski receptor (T cell receptor);

TG, trigliceridi;

TGF-p, faktor transformacije rasta  (transforming growth factor f);

Th ¢elija, pomagacka T ¢elija (T helper cell);

THIOLS, tioli;

TIMP, tkivni inhibitor metaloproteinaze (tissue inhibitor of metalloproteinase);

TLR, Toll-like receptor;

TNF, faktor nekroze tumora (tumor necrosis factor);

UP, ukupni proteini;

URE, urea;

WBC, leukocit (white blood cells).
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1. UvOD

If you don’t have a dog — at least one, there is not necessarily anything wrong with you, but there
may be something wrong with your life.*
Vincent Van Gogh

Kroz istoriju, menjali su se oblici drustva u kojima je ¢ovek Ziveo. Pas je bio deo svakog tog drustva
I nastavlja da bude njegova bitna gradivna jedinica. Napretkom medicine, kako humane, tako i
veterinarske, sa mnogim bolestima se rede sre¢emo upravo zahvaljuju¢i merama profilakse.
Edukacija drzalaca Zivotinja o znacaju preventivnih mera, pre svega redovne vakcinacije i upotrebe
preparata protiv ekto i endoparazita, deo su svakodnevice svakog veterinara. Medutim, uprkos tome,
pojedine bolesti ne posustaju. Babezioza pasa je jedina od tih bolesti.

Babezioza pasa je vektorski-prenosivo oboljenje prisutno Sirom sveta, prouzrokovano protozoama
roda Babesia. U Srbiji je najces¢i uzoro¢nik babezioze pasa velika babezija — Babesia canis, koju
prenosi krpelj Dermacentor reticulatus. Bolest pokazuje sezonski karakter i vezana je za period
najveée aktivnosti krpelja, a to su rano prolece i jesen. U retkim slucajevima, infekcija moze biti
asimptomati¢na. Babezioza pasa naj¢esce proti¢e u nekomplikovanoj, klinicki manifestnoj formi sa
simptomima koji uklju¢uju blede sluznice, groznicu, anoreksiju, hipotenziju i letargiju. Uobicajen
laboratorijski nalaz podrazumeva blagu normocitno-normohromnu, neregenerativnu anemiju,
trombocitopeniju, normalan broj leukocita ili leukopeniju sa neutro- i limfopenijom. Komplikovana
forma babezioze se javlja rede i rezultat je jake sistemske inflamacije, odnosno sindroma sistemskog
inflamatornog odgovora. Posledica komplikovane forme babezioze mogu biti septi¢ni Sok, sindrom
viSestrukog otkazivanja organa i smrt.

Leukociti su celijska komponenta urodenog i steCenog imuniteta. Neutrofilni granulociti i
monociti/makrofagi, prva linija odbrane urodenog imuniteta, prepoznaju domene na
mikroorganizmima posredstvom specifi¢nih receptora, aktiviraju se i lu¢e citokine neophodne za
dalju aktivaciju i sazrevanje pomagackih limfocita (Th). Infekcija intraeritrocitnim protozoama
aktivira Th c¢elije tipa 1 koje stimuliSu stvaranje slobodnih kiseonikovih radikala u neutrofilima i
makrofagima. Ovim procesom dolazi do uginuca fagocitovanog patogena. Takode, aktiviraju se i Th
¢elije tipa 2, koje prevashodno stimulisu B limfocite na diferencijaciju u plazma ¢elije koje sintetiSu
antitela. Kod pasa, kod kojih je utvrdena prirodna infekcija protozoom B. canis, pokazano je da
odgovor akutne faze karakteriSe znaCajno poviSenje nivoa interleukina 8, monocitno-
hemoatraktantnog proteina 1 i interferona y. U literaturi nisu dostupni podaci o funkcionalnoj
aktivnosti leukocita sa aspekta sposobnosti neutrofila i monocita/makrofaga da uspe$no sprovedu
hemotaksu i fagocitozu, izazovu oksidativni prasak i sekretuju citokine tokom infekcije protozoom
B. canis. Takode, ne postoje podaci o sposobnosti proliferacije T limfocita i sekrecije citokina
stimulisane antigenima specifi¢nim za pojedine patogene i Sposobnosti B limfocita da se transformisu
u plazma ¢elije 1 sintetiSu imunoglobuline.

Protozoe poseduju razli¢ite mehanizme prezivljavanja u ¢elijama monocitno-makrofagnog sistema:
spreCavanje fuzije fagozoma i lizozoma, inhibicija NADPH oksidaze i/ili neutralizacija slobodnih
kiseonikovih radikala. Protozoe roda Plasmodium remete sposobnost hemotakse neutrofila domacina
i izazivaju sekvestraciju i apoptozu limfocita unutar limfnih ¢vorova. S obzirom na to da je
limfopenija Cest nalaz kod babezioze pasa, postoji moguénost da infekcija ovom protozoom dovodi
do sli¢énih promena, ali za sada ne postoje podaci o tome. Osim interferencije sa efektorskim
funkcijama, protozoe mogu da modifikuju i sekreciju citokina iz ¢elija urodenog imuniteta i da na taj
nacin posredno promene odnos Thl i Th2 i uticu na ¢elijski i humoralni imunski odgovor.



Pojacanu aktivnost leukocita, pre svega neutrofila i monocita, prati rizik nastanka oksidativnog stresa.
Oksidativni stres usled narusene redoks homeostaze u korist prooksidantnih ¢inilaca je fenomen koji
Cesto prati sistemsku inflamaciju. Kod pasa prirodno inficiranih protozoom B. canis pokazan je
povisen nivo lipidne peroksidacije kroz povisenu koncentraciju malondialdehida u eritrocitima i
serumu, kao i narusena antioksidativna zastita kod akutno inficiranih jedinki. Medutim, nije poznato
da li se i na koji nacin se ovi parametri menjaju nakon klinickog oporavka.

Matriks metaloproteinaze (MMP) su endopeptidaze koje ucestvuju u razgradnji i remodelovanju
ekstracelularnog matriksa. Njihova aktivnost je poviSena kada je prisutna inflamacija. Kao posledica
stimulisanog endotela, raste aktivnhost MMP-2. Neutrofili sintetiSu i luce MMP-9 koja zajedno sa
drugim proteazama izaziva povecanu permeabilnost krvnih sudova. Pokazano je da aktivnost
pojedinih MMP raste kod sepse, ali nije poznato na koji naéin se aktivnost MMP-2 i MMP-9 menja
prilikom B. canis infekcije, a samim tim ni da li postoji povezanost sa nastankom sepse.

Zbog svega navedenog, u ovoj distertaciji je ispitivana funkcionalna aktivnost leukocita kod pasa
prirodno inficiranih protozoom B. canis kroz utvrdivanje sposobnosti neutrofilnih granulocita da
obave fagocitozu, oksidativni prasak i luce MMP-2/9; odredivanje koncentracije citokina in vitro
nakon inkubacije (24h, 37°C, 5% CO2) pune krvi bez i sa prisustvom solubilnih antigena B. canis;
utvrdivanje da li je nivo promena aktivnosti leukocita veé¢i kod SIRS pozitivnih u odnosu na SIRS
negativne i zdrave pse. Dodatno, evaluirani su oksidativni stres i aktivnost MMP-2/9 u krvi pasa na
prezentaciji i nakon klinickog oporavka.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Babezioza pasa izazvana protozoom Babesia canis — karakteristike etioloskog agensa i
klini¢ka slika oboljenja

Babezioza pasa je ucestalo i klini¢ki znacajno oboljenje prouzrokovano protozoama roda Babesia
(Irwin, 2009). Krajem 19. veka, rumunski nau¢nik Viktor Babes je otkrio da se u eritrocitima krava i
ovaca sa hemoglobinurijom nalaze do tada nepoznati mikroorganizmi (Uilenberg, 2006). Nedugo
zatim, u Italiji su u eritrocitima pasa otkriveni uzro¢nici sli¢nih karakteristika (Roncalli, 2001). Ceo
rod je nazvan Babesia i danas je zastupljen Sirom sveta, a domacini mogu biti prezivari, ekvide,
kanide, felide i ljudi (Schnittger i sar., 2012).

Predstavnici roda Babesia se primarno prenose posredstvom svojih vektora krpelja (Irwin, 2009).
Ubodom u kozu, krpelj pljuvackom unosi u krvotok domacéina infektivnu formu babezije — sporozoit.
U eritrocitima sisara, babezija nastavlja svoj zivotni ciklus kroz naredni razvojni oblik — merozoit.
Izgled merozoita predstavlja osnovu dijagnostikovanja akutne babezioze analizom krvnog razmaza
periferne krvi domacina, $to je ve¢ od prvobitnog prepoznavanja uzrocnika bilo znacajno za
klasifikaciju babezija na osnovu morfoloSkih karakteristika.

Babesia spp. pripadaju redu Piroplasmida i kolu Apicomplexa. Od otkri¢a do danas, nomenklatura
unutar roda je dozivela promene. Na osnovu veli¢ine i izgleda merozoita u eritrocitu psa, razlikuju se
velika (pre¢nik 3-5 um) i mala (1-3 pm) babezija, ranije nazvane Babesia canis odnosno Babesia
gibsoni (Boozer i Macintire, 2003). Otkrivanjem novih vrsta, zaklju¢eno je da postoji nekoliko velikih
i malih babezija. U velike babezije koje su patogene za pse spadaju B. canis, Babesia rossi, Babesia
vogeli (Carret i sar., 1999) i nova vrsta otkrivena u Severnoj Karolini, koja je po svojim
karakteristikama najsli¢nija Babesia bigemina odnosno babeziji specifi¢noj za goveda (Birkenheuer
i sar., 2004). U grupu malih babezija pasa spadaju B. gibsoni, Babesia conradae (Kjemtrup i Conrad,
2006) i Babesia microti-like (Zahler i sar., 2000). Najc¢es¢i uzro¢nik babezioze pasa u Srbiji je B.
canis (Davitkov i sar., 2015).

Vektor B. canis je krpelj Dermacentor reticulatus, koji u Evropi ima Siroku geografsku distribuciju i
ispoljava afinitet prema umerenim i vlaznim podnebljima (Petney i sar., 2012). U okolini Beograda,
D. reticulatus je najaktivniji u prolec¢e i na temperaturi oko 10°C (Milutinovi¢ i Radulovi¢, 2002).
Osim prirodne infekcije ubodom, zabeleZena je babezioza pasa nakon ingestije krpelja (Short, 1973).
Premda je za potpun razvojni ciklus babezije neophodan krpelj, utvrdeni su pojedinaéni slu¢ajevi B.
gibsoni i zarazavanja pasa prilikom transfuzije krvi poreklom od inficiranog psa (Sainz i sar., 2015),
kao i pljuvatkom nakom ujeda (Birkenheuer i sar., 2005). Mierzejewska i sar. (2014) su prvi opisali
slucaj vertikalne transmisije B. canis.

Nakon §to se pas inficira, bolest mozZe prote¢i asimptomati¢no ili klini¢ki manifestno (Beck i sar.,
2009). Infekciju Babesia spp. prate apatija, malaksalost, anoreksija, blede do ikteri¢ne sluznice i loSe
opste stanje. Telesna temperatura je poviSena, uvecani su limfni ¢vorovi i slezina. Karakteristican
laboratorijski nalaz je umerena do jaka anemija i trombocitopenija. Anemija je posledica
kombinovane intra- i ekstravaskularne hemolize, kada ostecenje eritrocita nastaje zbog direktnog
uticaja parazita, kao i usled oslabljene osmotske rezistencije i oksidativnog, odnosno sekundarnog
imunski-posredovanog ostecenja membrane eritrocita (Irwin, 2009). Psi prirodno inficirani B. canis
mogu imati umerenu do teSku klinicku sliku. Laboratorijski nalaz ukljucuje blagu do umerenu
normocitno-normohromnu, neregenerativnu anemiju, leukopeniju sa neutropenijom i/ili
limfopenijom i trombocitopeniju. Analiza biohemijskih parametara upucuje na hipoalbuminemiju,
poviSenu aktivnost enzima jetre (ALT, AST, ALP), prerenalnu i renalnu azotemiju. Bolest uglavnom
proti¢e akutno i uz primenu terapije ima povoljnu prognozu (Solano-Gallego i sar., 2016).



Klini¢ki manifestna babezioza se javlja u nekomplikovanoj ili komplikovanoj formi (Irwin, 2009).
Nekomplikovana forma bolesti moze biti nesepti¢na i septi¢na. Hipotenzija, kongestija kapilara
(Schetters, 2019) i povecana propustljivost krvnih sudova (Matijatko i sar., 2009) okosnica su
sistemske inflamacije usled infekcije B. canis, sa tendencijom prelaska u sindrom sistemskog
inflamatornog odgovora (systemic inflammatory response syndrome, SIRS). Patogeneza SIRS
ukljuCuje interakcije izmedu endotelnih celija i leukocita (Bermejo-Martin i sar., 2018).
Komplikovana forma je rezultat prerastanja SIRS u sindrom viSestruke disfunkcije organa (multiple
organ dysfunction syndrome, MODS) (Matijatko i sar., 2009).

Nekomplikovana i komplikovana babezioza se razlikuju i po intenzitetu odgovora akutne faze, $to
zavisi od razli¢itih ¢inilaca: imunskog odgovora jedinke, koinfekcija i/ili komorbiditeta, broja krpelja
koji su infestirali psa, broja sporozoita oslobodenih iz pljuvac¢ne zelezde krpelja 1 virulencije soja B.
canis (Irwin, 2016).

2.2. Urodeni i steceni imunski odgovor

Imunski sistem je kompleksna odbrambena mreza koju ¢ine ¢elije i njihovi produkti, tkiva i organi,
a koja se aktivira prilikom kontakta sa patogenom. S obzirom na to da su viSecelijski organizmi pod
stalnom pretnjom patogena koji se medusobno razlikuju po svojim dimenzijama, gradi, virulentnosti
i tropizmu, imunski sistem je tokom evolucije prerastao u multifunkcionalnu mrezu ¢elija, molekula
i signalnih puteva (Kimbrell i Beutler, 2001).

Nakon §to je Luj Paster ukazao na znacaj vakcinacije, pojedini naucnici su poceli da zastupaju stav
da se zastita koju su stekle vakcinisane osobe pre svega zasniva na ¢elijskom odgovoru. Druga struja
nau¢nika je tu ulogu pripisivala solubilnim molekulima. Proucavajuci ucesce ¢elija u imunskom
odgovoru domacina, Eli Mec¢nikov je zaklju¢io da su leukociti, pre svega neutrofilni granulociti 1
monociti, sposobni da ,,pojedu* mikroorganizme i strani materijal. Time je postavio hipotezu da su
¢elije glavni efektori imuniteta. Neposredno nakon toga, von Behring i Kitasato su eksperimentalno
dokazali da je ubrizgavanjem seruma zivotinja imunizovanih protiv difterije moguce sprovesti dalju
imunizaciju (Beutler i Reitschel, 2003).

Danas je poznato da su za efikasan imunski odgovor neophodne i ¢elijska i humoralna komponenta.
Sredinom 20. veka, leukociti, poreklom od morske prasadi inficirane tuberkulozom, ubrizgavani su
zdravoj morskoj prasadi, kod kojih se ispoljila kasna reakcija preosetljivosti, a da prethodno nisu bili
u kontaktu sa samim uzro¢nikom tuberkuloze (Landsteiner i Chase, 1942). Par godina kasnije, ovo je
utvrdeno i kod ljudi (Lawrence, 1949). Time je ¢elijski imunitet opet postao interesantan nauc¢nicima.
Istrazivanja u celijskoj kulturi su pokazala da limfociti u¢estvuju i u celularnom i u humoralnom
imunskom odgovoru. Takode, neposredno nakon tog otkri¢a, determinisano je postojanje dva tipa
ovih ¢elija: T limfociti, koji vode poreklo iz timusa i B limfociti, koji vode poreklo iz Fabricijeve
burze (ptice) ili kostne srzi (sisari) (Claman i sar., 1966). Dalja istrazivanja su u serumu pokazala
prisustvo imunoglobulina kao aktivne komponente imuniteta, koja moze da neutralise ili precipitira
toksine i izazove aglutinaciju mikroorganizama (Hill i sar., 1966).

Urodeni imunitet obuhvata evolutivno starije molekulske i ¢elijske mehanizme, koji prvi reaguju na
kontakt sa mikroorganizmom. On efikasno brani organizam od patogena time §to ih ili u potpunosti
sprecava da ostvare Stetno dejstvo ili usporava njihovo delovanje, dok se ne pokrenu mehanizmi
steCenog imuniteta. Komponente urodenog imuniteta ¢ine fizicke i hemijske barijere i DNK-kodirani
receptori (Kimbrell i Beutler, 2001). Zajedni¢kim delovanjem omogucavaju efikasno prepoznavanje
patogena i aktiviranje mehanizama koji pokrecu fagocitozu i oksidativni prasak. Komplement je
solubilna komponenta urodenog imuniteta, koja stimulise lucenje citokina i inicira kaskadnu reakciju.
On pojacava reakciju Celijskog imuniteta time $to inicira opsonizaciju koja vodi u lizu i finalno
uklanjanje patogena (Dunkelberger i Song, 2010).
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Steceni imunitet uklju¢uje mehanizme koji prepoznaju patogene na osnovu prethodno ostvarenog
kontakta. Zasniva se na aktivnosti T i B limfocita koji se, za razliku od leukocita uklju¢enih u odgovor
urodenog imuniteta, pokrecu nakon nekoliko dana, ali je njihov odgovor specifi¢niji i usmeren ka
konkretnom antigenu patogena (Chaplin, 2010).

Za potpun i efikasan imunski odgovor, neophodno je da urodena i ste¢ena komponenta medusobno
komuniciraju, $to se postize kontaktom izmedu ¢elija i posredstvom solubilnih medijatora, odnosno
citokina i hemokina (Rot i von Andrian, 2004). Citokini se vezuju za receptore na ¢elijama koje treba
da odgovore i na taj na¢in im signaliziraju da preusmere svoju aktivnost na sintezu novih medijatora
ili diferencijaciju ¢elija. Hemokini privlace ¢elije na mesto gde treba da ostvare svoju ulogu.

2.3. Uloga razli¢itih vrsta leukocita u imunskom odgovoru domacina

Efikasan imunski odgovor se zasniva na interakciji i signalizaciji izmedu Celija urodenog imuniteta
koje prve stupaju u kontakt sa patogenom, antigen-prezentujucih ¢elija (APC) koje saopstavaju
informaciju i limfoidnih ¢elija koje dalje koordiniraju odgovor ste¢enog imuniteta i proizvode celije
paméenja koje Stite od narednih infekcija (Owen i sar., 2013a).

U primarnim limfnim organima (kostna srz i timus) se odvija diferencijacija u T i B limfocite.
Sekundarni limfni organi (slezina i limfni ¢vorovi) koordiniraju interakciju izmedu antigena i antigen-
specificnih ¢elija i njihovo sazrevanje u efektorske i ¢elije paméenja (Owen i sar., 2013a). Putem
krvotoka i limfotoka, ovi organi su povezani u funkcionalnu celinu.

Sve specijalizovane ¢elije krvi vode poreklo od hematopoetske mati¢ne ¢elije (hematopoietic stem
cell, HSC) (Mikolla i Orkin, 2006). Ove ¢elije se nalaze u malom broju u kostnoj srzi gde se odvija
njihova proliferacija, diferencijacija i sazrevanje u funkcionalne ¢elije krvi, dok se diferencijacija T
¢elija odvija u timusu. Ukoliko ne postoji pretnja delovanjem patogena, HSC je uglavnom u stanju
mirovanja i svega se par ovih ¢elija deli. Asimetricnim deobama se postize istovremena Samoobnova,
dok pojedine ¢elije ¢erke gube sposobnost samoobnavljanja i diferenciraju se u progenitorske celije,
od kojih ¢e nastati odgovarajuce linije ¢elija krvi.

Tokom diferencijacije, HSC gubi svoju sposobnost samoobnove i postaje ¢elija progenitor: zajednicki
mijeloidni progenitor (common myeloid progenitor, CMP) ili zajednic¢ki limfoidni progenitor
(common lymphoid progenitor, CLP) (Shizuru i sar., 2005). Eritrociti, granulociti, monociti i
makrofagi nastaju od CMP, a T 1 B limfociti i NK ¢elije vode poreklo od CLP.

Neutrofilni granulociti ¢ine 40-80% leukocita u cirkulaciji (Bozi¢, 2012). Nakon diferencijacije u
kostnoj srzi, oslobadaju se u periferni krvotok gde borave 7-10h pre migracije u tkiva. U tkivima je
zivotni vek neutrofila ograni¢en na nekoliko dana. Neutrofilni granulociti su ¢elije koje prve migriraju
na mesto infekcije/inflamacije pod uticajem medijatora inflamacije. Kao odgovor na infekciju, njihov
broj u cirkulaciji i tkivima raste, a kostnoj srzi se Salje signal za ubrzanu proliferaciju i oslobadanje
novih mijeloidnih ¢elija (Owen i sar., 2013a). Proces nastanka novih neutrofila reguli$u citokini i
faktori rasta, pre svega interleukin 3 (IL-3) i faktori koji stimuliSu nastanak kolonije (colony-
stimulating factors, CSFs). Ubrzano otpustanje neutrofila iz kostne srzi u cirkulaciju reguliSu
interleukin 1 (IL-1), faktor nekroze tumora (tumor necrosis factor, TNF) i faktor koji indukuje
leukocitozu (leukocytosis-inducing factor, LIF) (Weiser, 2012).

Neutrofili vode poreklo od multipotentne progenitorske celije koja se diferencira u unipotentne
progenitorske ¢elije od kojih nastaju granulociti, odnosno monociti. Ove ¢elije sSe ne mogu morfoloski
definisati i najvise podsecaju na limfocite. Prve prepoznatljive ¢elije su mijeloblasti. Mijeloblasti
imaju samo primarne granule, dok naredni stadijum — mijelocit, sadrzi i sekundarne granule, koje
ukazuju na to u koji ¢e se tip granulocita ¢elija transformisati. Mijeloblasti, progranulociti i mijelociti
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jos uvek mogu da se dele, za razliku od narednih stadijuma (metamijelociti, Stapicasti i segmentirani
neutrofili) koji to ne mogu (Kovacevi¢ Filipovi¢ i Radovanovi¢, 2012). Sazrevanje se zasniva na
progresivnoj kondenzaciji jedra i promeni oblika od Stapi¢astog kod mladih neutrofila do
segmentiranog kod zrelih neutrofila (Weiser, 2012).

Sposobnost neutrofila da fagocituju strane Cestice, pre svega mikroorganizme, zavisi od prisustva
receptora na/u ¢elijskoj membrani, signalnih puteva i sadrzaja njihovih granula. Komponente granula
su proteini sa antimikrobnim i/ili proteolitickim dejstvom, molekuli koji ucestvuju u respiratornom
prasku, enzimi koji razgraduju ekstracelularni matriks i solubilni medijatori inflamacije (Faurschou i
Borregaard, 2003). Postoji tri tipa granula: primarne (azurofilne, mijeloperoksidaza-pozitivne),
sekundarne (specifi¢ne) i tercijarne (zelatinazne) granule. Primarne granule sadrze mijeloperoksidazu
(MPO), a defenzine i serin proteaze (elastaza, katepsin G, proteinaza 3) (Borregaard i Cowland, 1997,
Nauseef i sar., 1992). Sekundarne granule su rezervoari laktoferina, alkalne fosfataze, lizozima i
citohroma b (Faurschou i Borregaard, 2003). Kolagenaze i Zelatinaze se delimi¢no nalaze u latentnoj
formi u sekundarnim i u ve¢oj koli¢ini u tercijarnim granulama (Borregaard i Cowland, 1997). Pored
granula, neutrofili imaju i sekretorne vezikule, multilaminarna i multivezikularna telasca (Faurschou
i Borregaard, 2003). Oslobadanje sadrzaja granula zavisi od brojnih molekula i stimulacije neutrofila
preko receptora, pri ¢emu svoj sadrzaj najpre oslobadaju sekretorne vezikule, a primarne granule to
¢ine poslednje. Neutrofili pasa imaju slicnu gradu, sadrzaj granula i vezikula kao neutrofili ljudi
(Bertram, 1985).

Posebnu grupu fagocitnih ¢elija ¢ine APC u koje spadaju monociti, makrofagi i dendriti¢ne celije.
Mijeloidne APC predstavljaju celijsku vezu izmedu urodenog i steCenog imunskog sistema. One
primarno ostvaruju kontakt sa patogenom na mestu infekcije, a potom o tome informisu T limfocite
u limfnim ¢vorovima. Na prisustvo patogena, APC reaguju i sekrecijom medijatora koji privlace i
aktiviraju druge imunske ¢elije. Ove Celije fagocituju mikroorganizam, razlazu patogene proteine do
peptida i eksprimiraju peptidne antigene u okviru molekula glavnog histokompatibilnog kompleksa
(major histocompatibility complex, MHC) Il klase. Njihovo prezentujuce dejstvo intenzivirano je
ekspresijom i kostimulatornih molekula, koji su neophodni za potpunu aktivaciju T limfocita (Owen
i sar., 2013a).

Monociti su heterogena grupa ¢elija i ¢ine 0-13% leukocita u krvi, dok se u tkivima nalaze u formi
makrofaga i dendriti¢nih ¢elija (Bozi¢, 2012). Tokom hematopoeze u kostnoj srzi, GM progenitori se
diferenciraju u promonocite, koji se po dospe¢u u cirkulaciju dalje diferenciraju u zrele monocite
(Hettinger i sar., 2013).

Autori svrstavaju monocite u dve grupe: inflamatorni i patroliraju¢i monociti (Hanna i sar., 2015;
Yang i sar., 2014). Inflamatorni monociti reaguju na infekciju tako Sto za kratko vreme dodu do tkiva
i stimulatorno uti¢u na imunski odgovor domacina. Patroliraju¢i monociti su prisutni u cirkulaciji i
predstavljaju manju grupu rezervoara monocita koji se po potrebi usmeravaju na migraciju ka
tkivima. Za razliku od inflamatornih monocita, patroliraju¢i monociti imaju suprimirajuce dejstvo na
imunski odgovor.

Makrofagi mogu da borave u tkivima u stanju mirovanja i po potrebi u¢estvuju u njihovoj reparaciji
1 regeneraciji. Druga grupa makrofaga ucestvuje u urodenom imunskom odgovoru i kao posledica
kontakta sa patogenima ili usled ostecenja tkiva, podleze morfoloskim i funkcionalnim promenama.
Analogno monocitima, ovi makrofagi predstavljaju inflamatorne makrofage. Oni deluju kao efikasni
fagociti, koji Ciste tkivo od patogena i njihovih produkata, odnosno kao APC, koje informisu i
aktiviraju T limfocite. Aktivirani, inflamatorni makrofagi uspesno uklanjanju potencijalne patogene
zbog toga $to imaju vecu Sposobnost fagocitoze, a takode pojacavaju sekreciju inflamatornih i
citotoksi¢nih medijatora i aktiviraju T ¢elije (Owen i sar., 2013a).



Limfociti su glavni ¢elijski regulatori ste¢enog imuniteta koji ¢ine 10-34% leukocita u krvi (Bozi¢,
2012). Na osnovu fenotipskih i funkcionalnih razlika, limfociti se dele na T limfocite, B limfocite i
NK ¢elije. Mikroskopskim pregledom razmaza krvi nije moguée precizno razlikovati T i B limfocite.
Ove celije se razlikuju na osnovu klastera diferencijacije (cluster of differentiation, CD), proteina koji
se nalaze na povrsini ¢elija. Pored CD molekula, na povrsini T limfocita se nalazi antigen-specifi¢ni
T celijski receptor (T cell receptor, TCR), a B limfociti eksprimiraju B ¢elijski receptor (B cell
receptor, BCR) (Abram i Lowell, 2009).

Dok ne dodu u kontakt sa antigenom, T i B limfociti su u mirovanju i predstavljaju antigen naivne
¢elije. Nakon kontakta sa antigenom, naivni limfociti proliferiSu i pretvaraju se u efektorske i ¢elije
pamcenja. Efektorske T celije ucestvuju u primarnom odgovoru, a ¢elije paméenja se transformisu u
efektorske celije u sekundarnom imunskom odgovoru, kada nakon ponovnog susreta sa istim
antigenom generisu brzi i ja¢i odgovor (Owen i sar., 2013a).

T limfociti vode poreklo iz timusa 1 na svojoj povrsini eksprimiraju TCR 1 CD molekule. T ¢elijski
receptor je specifi¢an po tome $to prepoznaje antigen samo kada je razlozen na manje peptide koji su
prezentovani u okviru molekula MHC 1 ili Il klase. T limfociti su podeljeni na pomagacke (Th) ¢elije
1 citotoksicne (Tc) ¢elije, koje se medusobno razlikuju po prisustvu CD4 1 CD8 molekula na svojoj
povrsini. Koje ¢e se Th ¢elije aktivirati, zavisi od vrste patogena (Smith-Garvin i sar., 2009).

T pomagacke celije tipa 1 (Thl) sekretuju citokine koji stimuliSu diferencijaciju i aktivaciju
makrofaga i citotoksi¢nih T (Tc) ¢elija, dovodeci do primarno citotoksicnog imunskog odgovora na
prisustvo intracelularnih patogena. Diferencijaciju Thl c¢elija stimuliSu interleukin 12 (IL-12) i
interferon y (IFN-y). T pomagacke ¢elije tipa 2 (Th2) aktiviraju B ¢elije koje se dalje diferenciraju u
plazma ¢elije koje luce antitela. U diferencijaciji Th2 ¢elija u€estvuju interleukin 4 (IL-4) i 5 (IL-5)
(Dong i Flavell, 2000; Romagnani, 1991). T pomagacke ¢elije tipa 17 (Th17) proliferiSu uz ucesce
interleukina 17 (IL-17) i 23 (IL-23) i stimuli$u diferencijaciju aktiviranih makrofaga i neutrofila. One
ucestvuju u ¢elijski-posredovanom imunitetu i odbrani organizma od gljivica (Korn i sar., 2009). T
pomagacke celije folikularnog tipa (Tth) ucestvuju u humoralnom imunskom odgovoru i kontrolisu
nastanak B ¢elija u germinativnim centrima (King, 2009).

B limfociti (B ¢elije) ptica vode poreklo iz Fabricijeve burze, dok je kod sisara kostna srz glavno
mesto sazrevanja B limfocita. B limfocit prepoznaje i1 vezuje antigen zahvaljuju¢éi BCR
membranskom receptoru, koji je po svojoj gradi imunoglobulin. Aktivirani B limfociti se
diferenciraju u efektorske plazma ¢elije. Plazmociti gube sposobnost eksprimiranja BCR i visoko su
specijalizovani za luc¢enje antitela (Owen i sar., 2013a).

Imunski odgovor domacina na infekciju protozoama: U imunski odgovor protiv protozoa
ukljuceni su granulociti, monociti/makrofagi, dendriti¢ne ¢elije i Thl limfociti. Protozoe mogu da
modifikuju celijski i humoralni odgovor domacina tako §to utiCu na sekreciju citokina iz ¢éelija
urodenog imuniteta, odnosno menjaju odnos Thl i Th2 (Mahanta i sar., 2018).

Mehanizmi kojima protozoe prezivljavaju u ¢elijama monocitno-makrofagnog sistema se baziraju na
spreCavanju fuzije fagozoma i lizozoma, inhibiciji NADPH oksidaze i/ili neutralizaciji slobodnih
kiseonikovih radikala (Mauel, 1984). Infekcija pojedinim vrstama roda Plasmodium, koji kao i rod
Babesia pripada kolu Apicomplexa, pracena je paralizom neutrofila usled smanjene sposobnosti
hemotakse prema izvoru povisene koncentracije 1L-8, sekvestracijom i apoptozom limfocita unutar
limfnih ¢vorova (Leoratti i sar., 2012; Wykes i sar., 2014). Dostupna literatura nije ponudila podatke
koji potvrduju da B. canis infekcija dovodi do sli¢énih promena.



2.4. Receptori vazni za funkciju leukocita i prepoznavanje patogena

Celijski receptori su molekuli smeiteni na/u ¢elijskoj membrani i sluze za komunikaciju éelija,
prepoznavanje patogena i proizvoda inflamacije. Oni ucestvuju u aktiviranju G-proteina, signalnih
puteva Ca®*, proteinskih i lipidnih kinaza, kao i u reorganizaciji citoskeleta (Futosi i sar., 2013).

lako se dugo smatralo da urodeni imunski sistem u potpunosti predstavlja nespecifican odgovor
organizma na prisustvo patogena, novija istrazivanja su ukazala na postojanje receptora celija
urodenog imuniteta, koji su specijalizovani za prepoznavanje domena na/u patogenima. Medu njima,
Toll-like receptori su klju¢na veza izmedu urodenog i steCenog imuniteta (Rajasekaran i sar., 2017;
Thompson i sar., 2011).

Receptori vezani za G-protein (G-protein-coupled receptors, GPCR) prvenstveno utiCu na
hemotaksu neutrofilnih granulocita tako da su njihovi agonisti hemoatraktanti. Aktivacija ovih
receptora indukuje i sintezu kiseonikovih radikala, egzocitozu intracelularnih granula i vezikula i
intenzivira stimulaciju neutrofila pod uticajem drugih agonista (Futosi i sar., 2013).

Fc-receptori su zaduzeni za prepoznavanje patogena koji su opsonizovani imunoglobulinima i
ucestvuju u inflamatornim procesima izazvanim talozenjem imunih kompleksa (Bruhns, 2012).

Grupu adhezivnih receptora ¢ine selektini i integrini. Selektini su jednolanéani transmembranski
glikoproteini koji prepoznaju ugljenohidratne delove 1 stvaraju privremene veze izmedu leukocita 1
endotelnih celija tokom faze kotrljanja i transmigracije. Svi leukociti imaju L-selektine, a medu
ligandima selektina najznacajniji su PSGL-1, CD44 i ESL-1 (Hidalgo i sar., 2007). Integrini su
heterodimerni transmembranski proteini prisutni na svim c¢elijama sisara. Integrini leukocita
pripadaju B2 familiji integrina, u koje spadaju LFA-1 (CD11a/CD18) na svim cirkuliSu¢im
leukocitima i Mac-1 (CD11b/CD18) na mijeloidnim ¢elijama (Schymeinsky i sar., 2007).

Receptori za citokine su receptori tipa I i II, uklju¢eni u meducelijsku komunikaciju i regulaciju
funkcije neutrofila. Receptori tipa 1 imaju 4-a-heliks i konzerviran ekstracelularni WSXWS motiv.
U ovu grupu spadaju receptori za IL-4, IL-6, IL-12, IL-15, G-CSF i GM-CSF. Receptori tipa 2 imaju
6-a-heliks bez WSXWS motiva. Ovoj grupi pripadaju receptori za IFN-a, IFN-p, IFN-y i inhibitorni
IL-10 (Futosi i sar., 2013).

Receptori za C-tip lektina su specijalizovani za prepoznavanje tacno odredenih struktura
mikroorganizama. Najznacajniji receptori ovog tipa na neutrofilima su: Dectin-1 (gljivi¢ni B-glukan)
(Taylor i sar., 2002; Kennedy i sar., 2007), Mincle (Malassezia, mikobakterije) (Yamasaki i sar.,
2008; Ishikawa i sar., 2009) i MLD-1 (virusi) (Chen i sar., 2008).

Toll-like receptori (Toll-like receptors, TLR) se nalaze na/u membranama i pojedinim strukturama
u okviru citosola ¢elija uklju¢enih u imunski odgovor (tabela 1). Ovi receptori precizno prepoznaju
specifiéne domene na patogenima i pojacavaju inicijalni odgovor neutrofila, monocita i makrofaga
(Moresco i sar., 2011).

Toll-like receptori pripadaju tipu | transmembranskih receptora i imaju sposobnost da prepoznaju
odgovarajuce molekule u gradi patogena tzv. molekulske obrasce povezane sa patogenom (pathogen-
associated molecular patterns, PAMP), ¢ime doprinose aktivaciji mehanizama urodenog imuniteta
(Akira i Takeda, 2004; Janeway i Medzhitov, 2002). Nalaze se u ¢elijskoj membrani (TLR-1, 2, 4, 5,
6) i endozomu (TLR-3, 7, 8, 9, 12) (Kang i Lee, 2011; Singh i sar., 2012). Receptori prisutni u
¢elijskoj membrani prepoznaju PAMP, dok oni koji su lokalizovani u pojedinim celijskim
organelama primarno detektuju RNK/DNK patogena. Ispitivanja infekcija pojedinim protozoama
(Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma, Trypanosoma) su pokazala da se kod ovih mikroorganizama
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kao PAMP najcesc¢e identifikuje glikofosfatidil-inozitol (GPI) (Almeida i Gazzinelli, 2001; Campos
I sar., 2001; Chandra i sar., 2010; Debierre-Grockiego i Schwarz, 2010; Gowda, 2007; Zhu i sar.,
2011). Predstavnici roda Plasmodium aktiviraju TLR-2, TLR-4 i TLR-9 (Coban i sar., 2005; Coban
I sar., 2010; Krishnegowda i sar., 2005; Naik i sar., 2000; Parroche i sar., 2007; Pichyangkul i sar.,
2004; Zhu i sar., 2011), dok Leishmania spp. kod pasa aktivira TLR-2, TLR-3, TLR-4 i TLR-9
(Martinez-Orellana i sar., 2017b; 2018). IstraZivanja ovog tipa nisu sprovedena na rodu Babesia.

Aktivacijom TLR otpocinje sinteza IL-12 §to dovodi do oslobadanja IFN-y iz Thl (Gee i sar., 2009).
Prva istrazivanja uloge TLR kod infekcije protozoama ukazala su na znacaj receptora na povrsini
¢elijske membrane (TLR-1, TLR-2, TLR-4 i TLR-6) i njihovo prepoznavanje GPI. U novije vreme,
istrazivanja su usmerena ka endozomalnim TLR, odnosno detekciji specificne nukleinske kiseline
patogena (Ghosh and Stumhofer, 2013).

Tabela 1. Toll-like receptori na ¢elijama koje ucestvuju u imunskom odgovoru (Fouzder i sar., 2019).

Celija Toll-like receptor
Neutrofilni granulocit TLR1,2,4,5,6,7,8
Monocit/makrofag TLR1,2,4,5,6,7,8
Mijeloidna dendriti¢na celija TLR ?2,3,4,7,8
Plazmocitoidna dendriti¢na Celija TLR1,6,7,9
Pomagacki T limfocit TLR 2,3,5,9
Regulatorni T limfocit TLR 2,5, 8
B limfocit TLR1,3,6,7,9, 10
Mononuklearna ¢elija periferne krvi TLR 2,4,5,7,8,9

2.5. Uloga citokina u imunskom odgovoru

Citokini su solubilni molekuli preko kojih ¢elije komuniciraju. To su proteini molekulske mase manje
od 30 kDa koji se vezuju za specifi¢ne receptore na membrani ciljnih ¢elija, ¢ime stimuli$u aktivaciju
signalnih puteva i promenu aktivnosti enzima i ekspresije gena. Oni reguliSu intenzitet i trajanje
imunskog odgovora time §to stimuliSu ili inhibiraju aktivaciju, proliferaciju /ili diferencijaciju ¢elija.
Ucestvuju u luéenju drugih citokina ili regulaciji stvaranja antitela i mogu da indukuju apoptozu ciljne
¢elije. Citokini doprinose ekspresiji ¢elijskih receptora za hemokine, druge citokine ili sebe same. Na
osnovu odnosa izmedu ¢elije koja je izvor signala i one na koju taj signal treba da deluje, citokini se
dele na endokrine (¢elije su medusobno udaljene, tako da se signal prenosi preko krvi), parakrine
(¢elije su medusobno bliske) i autokrine (éelija i luéi i reaguje na signal) (Owen i sar., 2013b).

U citokine spadaju familija interleukina 1 (IL-1), hematopoetina (I klasa citokina), interferona (Il
klasa citokina), faktora nekroze tumora (tumor necrosis factor, TNF), interleukina 17 (IL-17) i
hemokina.

Familija interleukina 1 ucestvuje u primarnom imunskom odgovoru. Ove citokine sintetisu
monociti/makrofagi 1 dendritiéne celije. Zahvaljujué¢i svojoj proinflamatornoj sposobnosti,
pojacavaju propustljivost kapilara na mestu lucenja 1 stimuliSu priliv leukocita na mesto
infekcije/inflamacije. Njihovo sistemsko delovanje se ogleda u stimulaciji hepatocita da proizvedu
proteine akutne faze (Arend i sar., 2008).



Grupu hematopoetina ¢ine solubilni citokini koji stimuli$u proliferaciju T i B ¢elija (IL-2), sintezu
antitela (IL-6) i diferencijaciju Th ¢elija (IL-4 i IL-12) (Griffin, 2008).

Interferon tipa | predstavljaju o i p grupa interferona (IFN-a, IFN-), koje luce aktivirani makrofagi,
dendriti¢ne ¢elije i ¢elije inficirane virusima (Sadler i Williams, 2008).

Interferon tipa Il je grupa citokina ¢iji je jedini predstavnik IFN-y (Schroder i sar., 2003). Sinteza i
lu¢enje IFN-y je deo urodenog i steCenog imunskog odgovora i njegov znacaj se ogleda u
proinflamatornom delovanju i u¢es$¢u u eliminaciji intracelularnih patogena. Interferon y je najpre
identifikovan u kulturi aktiviranih T ¢elija kao molekul sa svojstvima sliénim tada ve¢ poznatim
interferonima tipa I, ali Sireg opsega dejstva na ¢elije 1 imunski odgovor u kojem ucestvuju (Salvin i
sar., 1973). Kasnije je pokazano da se od ostalih interferona razlikuje po gradi i receptoru za koji se
vezuje (Schroder i sar., 2003), a koji je eksprimiran je na svim ¢elijama osim na eritrocitima (Mak i
sar., 2006).

Glavni izvor IFN-y su CD4+ Thl, CD8+ Tc limfociti i NK ¢elije (Bach i sar., 1997; Young, 1996),
ali to mogu biti i B limfociti i APC, odnosno monociti, makrofagi i dendriti¢ne Celije (Frucht i sar.,
2001; Harris i sar., 2000). Proizvodnja IFN-y se odvija uz ucesée 1L-12 i IL-18, koji intenziviraju
ovaj proces, dok su negativni regulatori IL-4, 1L-10, TGF-B i glukokortikoidi (Schroder i sar., 2003).

Intereferon y stimulise Th1 diferencijaciju direktno, odnosno posredno, tako sto inhibira poveéavanje
Th2 populacija (Schroder i sar., 2003). Aktivacija makrofaga i fagocitoze odvija se uz ucesé¢e IFN-y
I pradena je sintezom i lucenjem proinflamatornih citokina. Takode, IFN-y doprinosi lucenju
reaktivnih jedinjenja kiseonika (reactive oxygen species, ROS) i reaktivnih jedinjenja azota (reactive
nitrogen species, RNS) (Schroder i sar., 2003). Interferon y reguliSe ekspresiju MHC molekula klase
I i II na razli¢itim ¢elijama i prilagodava ekspresiju proteina B7 na APC (Griffin i sar., 2008) i Fc
receptora na fagocitima, Sto pospeSuje prepoznavanje opsonizovanih mikroorganizama. Pored
navedenog, IFN-y reguli$e sintezu imunoglobulina u plazma ¢elijama (Griffin i sar., 2008).

Familija citokina faktora nekroze tumora regulise razvice i funkciju efektorskih i homeostazu
¢elija kostno-misi¢nog, nervnog i imunskog sistema. Faktor nekroze tumora o (TNF-a) je solubilni,
proinflamatorni citokin, koji se lu¢i kao odgovor na ostec¢enje tkiva i stresogene signale iz okruzenja.
Primarno ga sintetiSu aktivirani makrofagi, a u manjoj meri limfociti, fibroblasti i keratinociti. Faktor
nekroze tumora P (TNF-B), poznatiji kao limfotoksin, sintetisu aktivirani limfociti (Pfeffer, 2003).

Familija interleukina 17 ukljucuje citokine novijeg datuma, u koje spadaju IL-17A, IL-17B, IL-
17C, IL-17D i IL-17F. Njihovi receptori su smesteni na neutrofilima i ucestvuju u inflamatornom

odgovoru (Gafen, 2009).

Hemokini su citokini male molekulske mase (8-15 kDa), koji se lu¢e konstitutivno ili inducibilno.
Interakcija izmedu citokina 1 odgovarajuceg receptora na ¢eliji menja ekspresiju adhezivnih molekula
i receptora za hemokine, $to ima hemotaksu kao posledicu (Rot i von Andrian, 2004). Kao posrednici
u hemotaksi, hemokini preko GPCR regrutuju neutrofile, monocite i limfocite (Griffin, 2008).
Dodatno, hemokini reguliSu hematopoezu, angiopoezu, tkivno remodelovanje i organogenezu
(Raman i sar., 2011). Na osnovu broja i pozicije rezidue cisteina na N-terminalnom kraju molekula,
hemokini su svrstani u Cetiri podgrupe: o (CXC), B (CC), vy (C) i 6 (CX3C) (Rollins, 1997). Za
leukocite su najvaznji a i § hemokini (Naruse i sar., 1996).
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Interleukin 8 spada u CXC familiju hemokina i glavni je hemoatraktant za neutrofilne granulocite.
On se vezuje za svoje CXCR1 i CXCR2 receptore na neutrofilima, T limfocitima,
monocitima/makrofagima, eozinofilima, bazofilima, keratinocitima i endotelnim ¢elijama (Strieter i
sar., 2006). Receptori za IL-8 pripadaju GPCR tipu i oba imaju sposobnost da izazovu promenu
koncentracije kalcijuma u citosolu i oslobadanje sadrzaja granula neutrofila, ali samo vezivanje za
CXCR?2 ima za posledicu oksidativni prasak (Mak i sar., 2006).

Interleukin 8 je najpre izolovan iz kulture stimulisanih humanih mononukleara, ali je kasnije
pokazano da i druge celije mogu da ga luc¢e (Mukaida i Matsushima, 1998). Glavni izvor IL-8 su
monociti, alveolarni makrofagi, limfociti, fibroblasti i endotelne celije (Gessler i sar., 2003).
Proinflamatorni citokini poput TNF, IL-1a i IL-1p indukuju sekreciju IL-8 iz svih ¢elija, dok npr.
lipopolisaharidi podsticu iskljucivo fagocitne i endotelne ¢elije na lu¢enje IL-8 (Zwahlen i sar., 1993).
Iako neutrofilni granulociti nisu znacajan izvor IL-8, pokazano je da in vitro stimulacija
lipopolisaharidom ili zimozanom povecéava sposobnost neutrofila da proizvodi IL-8 (Altstaedt i sar.,
1996). Nakon kontakta sa TNF, IL-1 i/ili bakterijskim endotoksinom, vecina ¢elija ima sposobnost
da sintetiSe 1 luc¢i IL-8, ¢ime se postize da, ukoliko dode do povrede tkiva, organizam u svakom
momentu moze da obezbedi priliv neutrofilnih granulocita na mesto infekcije/inflamacije.

Interleukin 8 regulise ekspresiju CD11b i CD18 receptora za komplement na povrsini neutrofilnih
granulocita i povecava afinitet CD18 (Detmeres i sar., 1990). Pored hemotakse, IL-8 stimulise
neutrofile na oslobadanje lizozomalnih enzima i respiratorni prasak (Peveri i sar., 1988). Pod uticajem
IL-8, raste nivo kalcijuma u citosolu monocita i oslobadaju se ROS (Mak i sar., 2006). Takode,
privlaci eozinofile i ucestvuje u angiogenezi (Petering i sar., 1999).

Monocitni hemoatraktantni protein 1 (monocyte chemoattractant protein 1, MCP-1) spada u CC
hemokine i reguliSe migraciju i infiltraciju monocita i makrofaga, T ¢elija paméenja i NK ¢elija
(Deshmane i sar., 2009). Preko svog receptora (CCR2) podstice migraciju monocita kroz krvotok kao
odgovor na inflamaciju. Lu¢enje MCP-1 moze biti konstitutivno ili inducibilno usled oksidativnog
stresa, delovanja drugih citokina i/ili faktora rasta (Deshmane i sar., 2009). Monociti i makrofagi su
glavni izvor MCP-1 (Yoshimura i sar., 1989), ali ga takode proizvode i endotelne ¢elije, fibroblasti,
glatkomis$i¢ne, mikroglijalne Celije 1 astrociti (Deshmane i sar., 2009).

Pored toga $to usmerava monocite ka mestu inflamacije (Ajuebor i sar., 1998), MCP-1 se dovodi u
vezu isa T ¢elijskim imunitetom. Eksperimentano je pokazano da su CCR2-deficijentni miSevi imali
poremecenu migraciju monocita i Thl odgovor (Boring i sar., 1997; Kuziel i sar., 1997; Traynor i
sar., 2002) i bili su prijem¢iviji za infekcije intracelularnim patogenima (Kurihara i sar., 1997).
Premda ostali hemokini CC podgrupe doprinose diferencijaciji Thl ¢elija (Van Coillie i sar., 1999),
MCP-1 ucestvuje u polarizaciji ThO celija u Th2 fenotip (Gu i sar., 2000). Ekspresija i povisena
koncentracija MCP-1 su u vezi sa intenzivnijim Th2 odgovorom (Chensue i sar., 1995; Handel i sar.,

1996; Karpus i sar., 1997), a sam MCP-1 pospesuje sekreciju IL-4 iz T ¢elija (Karpus i sar., 1997).

Proinflamatorni citokini i hemokini su neophodni za pokretanje inflamatornog odgovora (Morais
Fernandes i sar., 2008) i stvaranje uslova za transendotelnu migraciju leukocita. Od posebnog znacaja
su TNF-a i IL-1p, zato $to stimuli$u sintezu i lu¢enje drugih citokina, poput IL-6 i IL-8 (Kany i sar.,
2019). Regulacija prekomernog lu¢enja ovih molekula je pod kontrolom antiinflamatornih citokina —
IL-4, IL-10 i TGF-p (Loisa i sar., 2003). Kod infekcije protozoama Plasmodium berghei i
Plasmodium chabaudi utvrdene su povisene koncentracije TNF-a, I[FN-y, IL-6, IL-8, IL-18 i MCP-1
i pokazana je njihova povezanost sa komplikovanom formom bolesti i smrtnim ishodom (Deroost i
sar., 2013). Nekontrolisana proizvodnja proinflamatornih citokina, odnosno poremecena ravnoteza u
pro i antiinflamatornom odgovoru moze da odredi tok bolesti i izazove SIRS. Kod pasa koji su akutno
inficirani B. canis postoji veza izmedu povisene serumske koncentracije MCP-1 i sepse (Galan i sar.,
2018). Takode, isti autori su pokazali i povisenu koncentraciju IL-8 u serumu pasa pozitivnih na B.
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canis, suprotno literaturnim podacima za ponasanje ovog citokina kod infekcije B. rossi, kada je doslo
do pada nivoa IL-8, $to moze biti posledica vece virulencije uzroc¢nika i slabijeg proinflamatornog
odgovora domacina (Goddard i sar., 2016).

Nakon $to dobiju signal da postoji infekcija i/ili tkivno osSteéenje, neutrofili napustaju cirkulaciju.
Proces zapocinje vezivanjem i kotrljanjem niz inflamirani endotel (Ramaiaj i Jaeschke, 2007).
Zahvaljujuéi odgovaraju¢im hemoatraktantima, neutrofili adheriraju na povrSinu endotela, nakon
¢ega dolazi do transmigracije izmedu ili kroz endotelne ¢elije (Bainton i sar., 1971).

Hemotaksa je mehanizam kojim se kontroliSe pravac/smer i brzina kretanja ¢elija shodno gradijentu
koncentracije signalnih molekula (Gangur i sar., 2002; Ono i sar., 2003). Receptori na povrsini ciljnih
¢elija vezuju faktore hemotakse ¢ime se ¢éelija usmerava ka izvoru signala. Leukociti prepoznaju
hemokine posredstvom GPCR lokalizovanih na membrani ¢elija. Nakon §to se za njega veze
odgovaraju¢i hemokin, receptor menja svoju konformaciju i prelazi u aktivno stanje. Leukociti se do
izvora signala kre¢u ameboidnim tipom kretanja, formiranjem protruzija na polu koji je blizi izvoru
signala. U zavisnosti od same ¢elije 1 prirode hemoatraktanta, protruzije mogu biti tanke do koncaste
— filopodije, i nalik listu — lameliopodije. Putem protruzija na vode¢em polu, leukociti obgrle svoju
metu i priviemeno se vezuju za odgovarajuci supstrat. Aktin i miozin uzrokuju kontrakciju i
reorganizaciju citoskeleta, tako da se ostatak ¢elije pomera ka vode¢em polu. Distribucija ,,zauzetih*
receptora je asimetri¢na, a signal poreklom od hemokina je najjac¢i na onom polu koji je najblizi izvoru
(Owen i sar., 2013b).

2.6. Mehanizam fagocitoze 1 oksidativnog praska u neutrofilnim granulocitima 1
monocitima/makrofagima

Fagocitoza je ¢elijski proces koji omogucava trajno uklanjanje mikroorganizama i ¢elija zahvacenih
apoptozom iz tkiva domacina, zahvaljuju¢i fagocitnoj sposobnosti neutrofilnih granulocita 1
monocita/makrofaga (Owen i sar., 2013c). Fagocitna sposobnost leukocita, odnosno neutrofila,
zasniva se na sposobnosti njihovih receptora da prepoznaju specifi¢ne patogene ili medijatore
inflamacije (C5a komponenta komplementa, I1L-8) i zapo¢nu proces fagocitoze (Chen i Junger, 2012).

Svi mikroorganizmi imaju PAMP, bez obzira na to da li su patogeni ili ne. Njih prepoznaju receptori
za prepoznavanje obrasca (pattern recognition receptors, PRR) koji se nalaze na fagocitnim ¢elijama
(Takeuchi i Akira, 2010). Ovi receptori mogu da identifikuju i mrtve, odnosno ¢elije koje umiru, na
osnovu molekulskih obrazaca udruZzenih sa oSte¢enjem/opasnoséu (damage/danger-associated
molecular patterns, DAMP) (Tang i sar., 2012). Fagocitoza je glavni mehanizam uklanjanja ¢éelija
zahvacenih apoptozom usled remodelovanja tkiva, zamene starih ¢elija novim kao 1 tumorskih i ¢elija
inficiranih patogenima, bez obzira na to da li se time aktivira urodeni ili ste€eni imunski odgovor.
Kao glavni celularni ,.Cistaci u organizmu, makrofagi koriste svoje receptore i za uklanjanje
¢elijskog debrisa, dotrajalih eritrocita, ¢elija koje su umrle usled osteéenja i toksi¢nih stimulusa
(¢elijska nekroza) ili kao posledica apoptoze. Fagocitoza takode moze otpoceti indirektno, tako Sto
fagociti prepoznaju rastvorljive proteine tzv. opsonine, koji su oblozili povr$inu patogena. Opsonini
mogu da intenziviraju fagocitozu i da prepoznaju pojedine rastvorljive PAMP (Owen i sar., 2013c).

Vezivanje patogena za fagocite na jedan od navedenih nacina pokrece signalne puteve.
Polimerizacijom aktina menja se oblik fagocita, tako da mogu da obuhvate stranu ¢eliju i internalizuju
je. Novonastali fagozom se spaja sa lizozomom, a u neutrofilima i sa primarnim i sekundarnim
granulama i formira fagolizozom. Sredina u fagolizozomu je najcesce niske pH vrednosti i bogata
antimikrobnim supstancama, poput proteina i peptida, hidroliti¢kih enzima i molekula koji posreduju
u oksidativnim procesima (Uribe-Querol i Carlos, 2017). U fagolizozomu, patogeni podlezu digestiji
pod dejstvom proteolitickih enzima, ROS i RNS (Peyron Maridonneau-Parini i Stegmann, 2001).
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Sadrzaj primarnih granula neutrofila omogucéava aktiviranje fagocitnin mehanizama zavisnih od
kiseonika. Oni su inicirani samom fagocitozom ili promenama ¢elijske membrane, a zavise od
NADPH oksidaze koja indukuje redukciju molekula kiseonika do superoksidnog anjona. Ovaj proces
je poznat kao oksidativni ili respiratorni prasak (Adrian i sar., 2013; Dahlgren i Karlsson, 1999).
Oksidativni prasak je jedan od osnovnih odbrambenih mehanizama urodenog imuniteta i predstavlja
funkcionalni odgovor neutrofilnih granulocita na fagocitozu i prisustvo solubilnih agonista (Chen i
Junger, 2012). Fagocitoza je pracena pove¢anom potro$njom kiseonika preko NADPH oksidaze, kada
nastaju reaktivni molekuli Kiseonika: superoksidni anjonski radikal (O2 "), vodonik-peroksid (H205),
singlet kiseonik (*O) i hidroksilni radikal (OH ). Superoksid i vodonik-peroksid su ROS koji imaju
klju¢nu ulogu u odbrani od patogena (Kaplan i sar., 2008). Finalni proizvod oksidativnog praska je
reaktivni kiseonik koji stupa u reakciju sa nezasi¢enim mastima, nukleinskim kiselinama,
pirimidinskim nukleotidima i proteinima (Richard i sar, 1990; Takeda i sar, 1989). Medutim, s
obzirom na to da su proizvodi oksidativnog praska toksi¢ni i za Celije domacina, neophodno je
sadejstvo mehanizama antioksidativne zastite (Halliwell, 1994).

2.7. Osnovni parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u krvi

Predstavnici roda Babesia ostecuju eritrocite posredstvom razli¢itih mehanizama koji dovode do
disbalansa redoks homeostaze (Boozer i Macintire, 2003). Aktivirani neutrofili i monociti elimini$u
patogene, $to je praceno povecanom potro$njom kiseonika (Gougerot-Pocidalo i sar., 1989;
Winterbourn i sar., 2016). Oksidativni stres je posledica poremecene ravnoteze izmedu aktivnosti
ROS i sistema antioksidativne zaStite (Halliwell, 1994). Kiseonik je finalni akceptor elektrona u
mitohondrijalnom transportu, pri ¢emu nastaju toksi¢ni metaboliti koji prelaze u citosol i izazivaju
¢elijsko ostecenje (Phillips i sar., 2003). Reaktivna kiseonikova jedinjenja direktno oste¢uju celiju
time Sto indukuju lipidnu 1 proteinsku peroksidaciju i promene nukleinskih kiselina (Richard 1 sar,
1990; Takeda i sar., 1989).

Pored mitohondrija, endogeni izvori ROS mogu biti i endoplazmatski retikulum, peroksizomi i
¢elijska membrana (Moldovan i Moldovan, 2004). Reaktivna jedinjenja kiseonika mogu nastati kao
odgovor organizma na infekciju, delovanje toksina i ultraljubicastog i/ili jonizuju¢eg zracenja. Ne
mogu se detektovati direktno, zbog toga $to je veéina ovih molekula kratkoZiveca i veoma reaktivna.
Oksidativno oSteenje se meri odredivanjem koncentracije/aktivnosti sekundarnih proizvoda,
derivata aminokiselina, nukleinskih kiselina i lipida (Kohen i Nyska, 2002).

Lipidna peroksidacija naj¢e$¢e nastaje pod nespecificnim uticajem hidroksilnog radikala (OH™) i
hidroperoksila (HO2") (Halliwell i Gutteridge, 1984). Hidroksilni radikal je proizvod Fentonove
reakcije, u kojoj slobodno gvozde (Fe?*) reaguje sa vodonik-peroksidom ili Haber-Weissove reakcije,
u kojoj superoksid reaguje sa feri jonom (Fe3*) i nastaje Fe?*. Pored redoks ciklusa koji ukljucuje
gvozde, metali poput bakra, nikla, kobalta i vanadijuma takode mogu indukovati nastanak OH™ u
¢elijama. Hidroperoksil je protonizovani superoksid i izvor vodonik-peroksida, koji dalje reaguje sa
gvozdem 1ili bakrom 1 nastaje OH™". Hidroperoksil ima veca oksidativna svojstva od superoksida 1
moze da zapoc¢ne lan¢anu oksidaciju nezasi¢enih fosfolipida, $to za posledicu ima poremecaj funkcije
¢elijske membrane (Bielski i sar., 1983; Browne i Armstrong, 2000; Schneider i sar., 2008).

Lipidi su biomolekuli podlozni oksidativnom stresu, ¢ijom oksidacijom nastaju brojni sekundarni
proizvodi, medu kojima je glavni malondialdehid (MDA). Kao izrazito genotoksican molekul,
interakcija MDA sa DNK i proteinima pracena je mutagenim promenama i nastankom tumora (Del
Rio i sar.,, 2005). Pored MDA, lipidnom peroksidacijom nastaju propanal, heksanal i 4-
hidroksinonenal (Esterbauer i Zolliner, 1989; Esterbauer i sar., 1991).
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Glavni izvor MDA u ¢elijama su nezasi¢ene masne kiseline (Del Rio i sar., 2005). Kao biomarker
peroksidacije omega-3 i omega-6 masnih kiselina, odreduje se u reakciji tiobarbiturnom kiselinom
(Esterbauer i Cheeseman, 1990; Pryor, 1989). Malondialdehid moze nastati usled konverzije metil
linoleata u endoperoksidaze (Frankel i Neff, 1983; Pryor i Stanley, 1975); sukcesivne geneze
hidroperoksida i hidoperoksialdehida kao meduproizvoda (Esterbauer i sar., 1991); u metaboli¢ckim
putevima u kojima ucestvuju prostaglandini (Hecker i Ullrich, 1989).

In vitro studija koju su sproveli Murase i sar. (1996) je ukazala na poveCanu koncentraciju
methemoglobina i MDA u eritrocitima pasa pozitivnih na B. gibsoni. Povisena koncentracija MDA
je pokazana kod infekcije B. bigemina (Saleh, 2009), B. divergens (Dkhil i sar., 2013), B. gibsoni
(Chaudhuri i sar., 2008) i koinfekcije B. gibsoni i Ehrlichia canis (Kumar i sar., 2006). Infekcija pasa
B. canis je pracena povisenim koncentracijama MDA u serumu (Crnogaj i sar., 2010) koja je u
korelaciji sa ishodom bolesti (Crnogaj i sar., 2015).

Ostecenje proteina, Koje u svojoj osnovi ima oksidativni proces, praceno je snizenim vrednostima
tiola, zbog snizene antioksidativne sposobnosti (Hu, 1994; Reznick i Packer, 1994). Tiol-disulfidna
homeostaza je znac¢ajan biomarker oksidativnog oste¢enja: povisenje disulfidne komponente ukazuje
na oksidativni stres, a poviSenje nivoa tiola ukazuje da antioksidativni mehanizmi uspe$no neutralisu
ROS (Bal i sar., 2016; Erel i Neselioglu, 2014).

Tioli su organska komponenta antioksidativne kaskade. Oksidacija tiola je pracena formiranjem
reverzibilnih disulfidnih veza, koje se smatraju ranim indikatorom oksidativnog stresa (Erel i
Neselioglu, 2014). Dinamika oksidacije tiola i redukcije disulfidnih veza osim indikativnog karaktera
oksidativnog stanja celije, znaCajna je 1 za aktivaciju mehanizama antioksidativne zastite,
detoksikaciju i apoptozu ¢elije, kao i za transkripciju i prenoSenje ¢elijskih signala (Sénmez i sar.,
2018). Tioli se kao parametar redoks homeostaze mogu posmatrati zbirno ili evaluacijom
pojedina¢nih molekula koji imaju slobodnu SH grupu u redukovanom, odnosno disulfidne mostove
u oksidovanom obliku (Altlparmak i sar., 2016). Poremecena tiol-disulfidna ravnoteza karakteristi¢na
je za dijabetes, kardiovaskularna oboljenja, tumore i bolesti bubrega kod ljudi (Altlparmak i sar.,
2016; Ates i sar., 2016; Dirican i sar., 2016; Yardim-Akaydin i sar., 2004). Kod tajlerioze konja i
lajSmanioze pasa je pokazan pad nivoa tiola usled intenzivnijeg nastanka slobodnih radikala
(Radakovic 1 sar., 2016; Rubio i sar., 2016).

Antioksidativni sistem omogucava ¢eliji da sprec¢i nastanak i/ili popravi oSte¢enje nastalo delovanjem
ROS. Glavni enzimi, koji imaju antioksidativno dejstvo, su superoksid dismutaza (SOD), katalaza
(CAT) i glutation peroksidaza (GPx) (Ames i sar., 1993). Superoksid dismutaza generiSe vodonik-
peroksid i molekularni kiseonik iz superoksidnog radikala, a CAT i GPx preuzimaju i dalje razgraduju
vodonik-peroksid. Pored enzima, antioksidativnu ulogu imaju i vitamini (A, C, E), selen, transferin i
laktoferin (Sardesai, 1995).

Katalaza je antioksidativni enzim koji razlaze vodonik-peroksid na kiseonik i vodu i najaktivniji je u
peroksizomima (Deisseroth i Dounce, 1970). Na osnovu strukturnih razlika, identifikovane su tri
forme ovog enzima. Najéesca je monofunkcionalna forma koja u sebi sadrzi hem i karakteristi¢na je
za sve aerobne organizme. Bifunkcionalna katalaza-peroksidaza takode sadrzi hem, ali je manje
zastupljena. Tre¢a forma je specificna po tome $to sadrzi mangan umesto hema (Nandi i sar., 2019).

Glutation peroksidaza je citosolni selenoprotein, znacajan za oCuvanje hemoglobina od oksidativne
degradacije u eritrocitima (Mills, 1957). Lipidni peroksidi se uklanjanju mehanizmima koji aktiviraju
GPx (Flohe, 1971), ¢ime se spreCava ostecenje celijske membrane koje moze da nastane usled
delovanja ovih metabolita (Hafeman i sar., 1974). Glutation redoks ciklus ucestvuje u redukciji
intracelularnih hidroperoksidaza. Za maksimalni u€¢inak GPx, neophodno je sadejstvo drugih enzima
(glutation reduktaza, glukozo-6-fosfat dehidrogenaza) i kofaktora (redukovani glutation, NADPH,
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glukozo-6-fosfat) (Waydert i Cullen, 2009). Postoji pet GPx izoenzima, a za uklanjanje vodonik-
peroksida najzasluzniji je GPx-1 (Hann i sar., 1998).

Antioksidativna zastita od infekcija protozoama u humanoj i veterinarskoj medicini je pracena
snizenjem aktivnosti antioksidativnih enzima — malarija kod ljudi (Erel i sar., 1997; D’Souza i sar.,
2009), tajlerioza konja i goveda (Asri Rezaei i sar., 2006; Radakovi¢ i sar., 2016) i babezioza ovaca
(Esmaeilnejad i sar., 2014). Istrazivanja Crnogaj i sar. (2017) su pokazala snizene vrednosti SOD,
CAT i GPx u krvi pasa pozitivnih na B. canis. Nasuprot tome, Otsuka i sar. (2001) su saopstili
povisene vrednosti SOD u eritrocitima pasa inficiranih B. gibsoni.

Mehanizmi antioksidativne zaStite opisani kod protozoa: Paraziti kola Apicomplexa imaju
razvijene antioksidativne mehanizme kojima se Stite od ROS nastalih u ¢elijama domacina.
Glutaredoksin i tioredoksin sistemi reguliSsu redoks status ¢elije i ponasaju se kao tiolni/disulfidni
parovi (Bosch i sar., 2015). Glutation/glutation disulfid je glavni redoks par, a tioredoksin par je
sporedna komponenta koja kontroliSe antioksidativni kapacitet celije (Jones 1 Go, 2010).
Glutaredoksin koristi redukcionu sposobnost glutationa za katalizu disulfidnih redukcija. Tioredoksin
regulise redukciju ribonukleotida i uklanja vodonik-peroksid (Arnér i Holmgren, 2000; Nordberg i
Arnér, 2001). Peroksiredoksin, komponenta antioksidativne zastite, indukuje konverziju peroksida i
alkil hidroperoksida u vodu ili odgovaraju¢i alkohol (Hofmann i sar., 2002).

Zahvaljujuéi posebnom parazitskom antioksidativnom sistemu, Babesia spp. odolevaju toksi¢nom
uticaju ROS u eritrocitima sisara (Becker i sar., 2000; Mdller i sar., 2003; Regner i sar., 2014).
Odbrambeni mehanizmi B. bovis ukljucuju tioredoksin sistem (Regner i sar., 2014), dok je
peroksiredoksin sistem pokazan u merozoitima B. bovis i B. gibsoni (Masatani i sar., 2014; Tanaka i
sar., 2009).

2.8. Uloga proteina akutne faze u antioksidativnoj zastiti

Odgovor akutne faze (acute phase response, APR) je kompleksan sistem koji se aktivira kao reakcija
na traumu, stres, inflamaciju, infekciju i tumore. Glavni nosioci APR su proteini akutne faze (acute
phase proteins, APPS) koji pomazu mehanizmima urodenog imuniteta u uklanjanju mikroorganizama
1 reparaciji tkiva (Cray 1 sar., 2009). Proteini akutne faze se sintetiSu u hepatocitima, a njihova
povisena ili snizena koncentracija, odnosno aktivnost, sluze kao marker infekcije, autoimunih i
malignih bolesti (Eckersall, 1995; Kushner i Mackiewitz, 1993). Pojedini APP su zna¢ajni markeri
redoks homeostaze.

U zavisnosti od toga da li njihov nivo raste ili opada tokom APR, APP su podeljeni na pozitivne i
negativne. Albumin je glavni negativni APP, ¢ija sniZzena koncentracija moze nastati usled smanjene
sinteze u hepatocitima ili kao posledica gubitka usled gastrointestinalnih ili promena u bubrezima
(Schetters i sar., 2009).

Glavni pozitivni APP mogu u toku 48h da povecaju svoju koncentraciju 10-100 puta i uglavnom
imaju kratak poluzivot (Johnson 1 sar., 1999). Umereni i1 sporedni APP sporije povecavaju svoju
koncentraciju i ona se moze odrzati u krvi i do nekoliko dana. Koncentracija umerenih proteina
povecava se 2-10 puta, dok sporedni APP pokazuju porast manji od dvostrukog. Obe grupe APP &esto
sluze i kao markeri hroni¢ne inflamacije (Ceron i sar., 2005).

U veterinarskoj medicini, prva istraZivanja proteina u serumu zivotinja sprovedena su sredinom 20.
veka, medutim, tek je devedestih godina proslog veka njihova analiza dobila Siru primenu u praksi,
nakon Sto je za pojedine proteine dokazan dijagnosticki i prognosticki znacaj (Ceron i sar., 2005;
Murata i sar., 2004; Petersen i sar., 2004).
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Ceruloplazmin (CER) je umereni pozitivni APP koji se u cirkulaciji odrzava nekoliko dana. Sintetise
se u hepatocitima i pripada 02 globulinima (Gutteridge 1 sar., 1981). Ceruloplazmin je glavni
prenosilac bakra u plazmi (Goldstein i sar., 1982) i ima ulogu u zastiti tkiva od stetnih metabolita
koje oslobadaju fagociti tokom inflamacije (Halliwell i Gutteridge, 1990). Svoju antioksidativnu
ulogu prvenstveno ostvaruje inhibicijom nastanka reaktivnih derivata bakra i uklanjanjem vodonik-
peroksida i superoksida (Samokyszyn i sar., 1989).

Holmberg i Laurell (1947) su pokazali slabu oksidaznu aktivnost CER i afinitet ka polifenolima,
aromati¢nim poliaminima, askorobatu, hidroksilaminu i tioglikolatu. Osaki i sar. (1966) su istakli
fiziolosku feroksidaznu ulogu CER i time objasnili vezu izmedu poremecaja u metabolizmu gvozda
i bakra. U vodenim rastvorima, gvozde moze biti u fero i feri valentnom stanju. Pri fizioloSkom pH,
autooksidacija fero u feri oblik bi kao posledicu imala stabilizaciju gvozda. Medutim, naj¢esce dolazi
do hidrolize feri soli i nastanka nerastvorljivih hidoksida i oksihidroksida. Evolucijom je uspostavljen
mehanizam kojim je omogucen transport gvozda u feri obliku. Feroksidazna aktivnost CER se
zasniva oksidaciji fero jona prilikom vezivanja za transferin. Elektron sa fero jona se preko bakra
premesta na kiseonik, pri cemu nastaje molekul vode, a gvozde prelazi u feri oblik 1 kao takav se
prenosi transferinom.

Postoji nekoliko mehanizama koji objasnjavaju antioksidativhu ulogu CER u serumu. To su
uklanjanje superoksida i drugih ROS (Goldstein i sar., 1979), inhibicija Fentonove reakcije
konverzijom fero u feri oblik preko feroksidativne aktivnosti (Samokysziyn i sar., 1989), inhibicija
oksidacije lipida (Gutteridge i sar., 1980; Stocks isar., 1974), spre¢avanje oste¢enja DNK (Gutteridge
i sar., 1980) i zastita celije od oStecenja izazvanih slobodnim radikalima i lizom (Lgvstad, 1982).
Medutim, pojedina istrazivanja su pokazala da CER mozZe stimulisati oksidaciju lipida, pre svega in
vitro, pri jednakoj koncentraciji fero i feri jona, delimi¢noj konverziji fero u feri jon i snizenoj ili
fizioloskoj koncentraciji CER u serumu (Ehrenwald i sar., 1994; Swain i sar., 1994).

Ceruloplazmin je vazan APP kod pasa (Martinez-Subiela i sar., 2001). Pokazano je da se
odredivanjem koncentracije CER moze pratiti efikasnost terapije protiv lajSmanioze pasa (Martinez-

Subiela i sar., 2003). Psi sa akutnom babeziozom takode imaju povisenu koncentraciju CER (Beleti¢
i sar., 2021; Ulutas i sar., 2005).

Haptoglobin (HPT) je umereni pozitivni APP koji pripada a2 globulinima i ima antiinflamatorno,
antioksidativno 1 imunomodulatorsko dejstvo (Quaye, 2008). SintetiSe se u hepatocitima pod uticajem
nespecifi¢nih stimulusa poput inflamacije, primene kortikosteroida i zracenja u terapiji (Jones i
Mould, 1984). Formira stabilan kompleks sa hemoglobinom (HGB-HPT) (Travis i sar., 1970) i
uklanja ga iz krvi ¢ime sprecava oksidativna ostecenja indukovana viskom gvozda (Lim i sar., 2001).

Slobodan HPT je pozicioniran blize anodnoj strani o2 regiona, dok HGB-HPT zauzima katodnu
stranu o2 regiona (Abbate i sar., 2000). Prilikom elektroforeze seruma poreklom od pacijenata sa
razli¢itim patogenezama bolesti, odnosno seruma u koji je ,,dodat“ slobodan hemoglobin,
detektovana je jos jedna traka u okviru o2 regiona, ispod ili iznad HGB-HPT kompleksa (Abbate i
sar., 2000). S obzirom na to da je hemoliza karakteristican nalaz kod pasa inficiranih babezijom,
signal je ¢esto pracen i Sirim a2 regionom na gelu. Tothova i sar. (2020) su detektovali udvojenu o2
frakciju koja je bila dominantno prisutna kod pasa inficiranih B. gibsoni (vise od 50%) u odnosu na
B. canis (15% ukupnog broja). lako spada u pozitivne APP, Ulutas i sar. (2005) su pokazali da je kod
babezioze pasa doslo do smanjenja koncentracije HPT zbog intenzivne hemolize. Nasuprot tome,
Matijatko isar. (2007) su pokazali da je zapaljenski karakter infekcije B. canis reflektovan kroz porast
koncentracije HPT.
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Paraoksonaza 1 (PON-1) je predstavnik troclane familije enzima koji ucestvuju u urodenom
imunskom odgovoru, zastiti od lipidne peroksidacije, razgradnji reaktivnih jedinjenja i regulaciji
proliferacije i apopotoze ¢elija (Ceron i sar., 2014). Paraoksonaza 1 se primarno sintetise u jetri i
dominantno je prisutna u serumu, gde je vezana za lipoproteine velike gustine (high density
lipoproteins, HDL) (Mackness i sar., 1991). Paraoksonaza 2 (PON-2) je celularna, a paraoksonaza 3
(PON-3) komponenta seruma i u odnosu na PON-1 zastupljena je u znatno manjoj meri (Draganov i
sar., 2000).

Paraoksonaza 1 je negativni APP (Novak i sar., 2010) i biomarker oboljenja jetre (Mogarekar i
Talekar, 2013). Antioksidativna uloga PON-1 se ogleda kroz povisenu aktivnost, 0dnosno
sprecavanje lipidne peroksidacije (James, 2007). Paraoksonaza 1 hidrolizuje vodonik-peroksid, koji
u prisustvu jona gvozda moze da nagradi hidroksilni radikal (Halliwell i Gutteridge, 1984). Kod
trovanja organofosfatima, PON-1 ima zastitnu ulogu. Psi akutno inficirani babezijom pokazali su nizu
aktivnost PON-1 u odnosu na zdrave pse (Kules i sar., 2016; Milanovi¢ i sar., 2020).

Paraoksonaza 1 ima afinitet prema razli¢itim supstratima, na osnovu ¢ega S€ moze govoriti o
paraoksonaznoj (supstrat: paraokson), arilesteraznoj (supstrat: fenil acetat, 4-nitrofenil acetat) ili
laktonaznoj (supstrat: 5-tiobutil butirolakton) aktivnosti (Ceron i sar., 2014). Analiziranjem razlika u
aktivnosti PON-1 kod pasa sa oksidativnim oS$teCenjem i zdravih pasa, najveéa znaCajnost u
rezultatima pokazana je kada se koristio 4-nitrofenil acetat kao supstrat (Tvarijonaviciute isar., 2012).

Znacaj primene tehnike agarozne elektroforeze u identifikovanju proteinskih frakcija: Metoda
elektroforeze proteina seruma (serum protein electrophoresis, SEP) se primenjuje u humanoj i
veterinarskoj dijagnostici poslednjih pedeset godina. Sluzi za potvrdu akutnih i hroni¢nih
zapaljenskih procesa, kao i humoralnog imunskog odgovora. Vizuelni prikaz SEP je
elektroforezogram na kojem su jasno izdvojene frakcije albumina, a (al ia2), B (B11p2) iy globulina
(Kaneko, 1997). Apsolutne koncentracije (g/L) pojedina¢nih frakcija izraCunavaju se mnozenjem
njihove relativne zastupljenosti (%) i koncentracije ukupnih proteina u serumu. U okviru globulinskih
traku u okviru frakcije (npr. high-resolution electrophoresis, HRE; immunofixation electrophoresis,
IFE) (Abbate i sar., 2000). Promenjena koncentracija al globulina moze biti posledica promena u
nivou ol antitripsina i/ili al kiselog glikoproteina; a2 frakcija ukljucuje a2 makroglobulin, CER i
HPT; B globulini obuhvataju transferin, serum amiloid A (SAA), fibrinogen i C reaktivni protein
(CRP); v globuline prvenstveno ¢ine imunoglobulini G (IgG) (Kaneko, 1997). Kod pasa su od
dijagnostickog znacaja poviseni CRP 1 SAA kao glavni APP, a medu umerenim APP indikativni su
al kiseli glikoprotein, CER i HPT (Cray i sar., 2009). Psi inficirani B. canis imaju snizene ukupne
proteine 1 albumin 1 poviSene globulinske frakcije. Tohtova i sar. (2019) su pokazali znacajno
poviSenu al, B1 1 B2 frakeciju, a Asawakarn 1 sar. (2021) su to potvrdili samo za B2 frakciju proteina
u serumu pasa pozitivnih na B. canis.

2.9. Uloga matriks metaloproteinaza u inflamatornom odgovoru

Matriks metaloproteinaze (MMP) su grupa strukturno i funkcionalno sli¢nih endopeptidaza, koje se
nalaze u ¢elijama u latentnom obliku i po potrebi izlu¢uju u ekstracelularni prostor (Fingleton, 2017).
Primarna uloga MMP je razgradnja ekstracelularnog matriksa i njegovih komponenata, pre svega
kolagena, laminina i fibronektina. Osim toga, MMP uéestvuju u odgovoru imunskog sistema tako §to
reguliSu aktivnost citokina, hemokina i hormona (Manicone i McGuire, 2008).

Matriks metaloproteinaze spadaju u metaloproteinaze koje imaju Zn?* u svom aktivnom centru
(Sternlicht 1 Werb, 2001). Strukturni domeni MMP ukljucuju signalni peptid, propeptid i katalicki
domen. Domen propeptida sadrzi reziduu cisteina koja je vezana za Zn?*, ¢ime se enzim odrzava u
neaktivnoj konformaciji sve dok se ova veza ne raskine. Raskidanje veze izmedu propeptidnog i
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katalitickog domena proteolitickim uklanjanjem ili oksidacijom prodomena omogucava prelazak iz
latentne u aktivnu formu (Khokha i sar., 2013; Page i sar., 2007; Parks i sar., 2004; Visse i Nagase,
2003). Aktivnost MMP je pod kontrolom tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP) (Nagase i sar.,
2006) i a2 makroglobulina (Curry i sar., 1990).

Matriks metaloproteinaze su numerisane prema redosledu otkrivanja, a klasifikovane na osnovu svog
afiniteta prema supstratu kao (Nagase i sar., 2006):

1. Kolagenaze — razgraduju kolagene tipa I, II i IIIl (MMP-1, -8, -13),

2. Zelatinaze — razgraduju zelatin (MMP-2, -9),

3. Stromelizini — razgraduju kolagen tipa IV i fibronektin (MMP-3, -10, -11),

4. Matrilizini — razgraduju zelatin i fibronektin (MMP-7, -26),

5. Membranske (MT) MMP — razgraduju Zelatin, fibronektin i laminin (MMP-14, -15, -16, -17,

-24, -25),
6. Heterogena grupa MMP (MMP-12, -19, -20, -21, -23, -28).

Matriks metaloproteinaze ucestvuju u regulisanju zapaljenskog odgovora (Fingelton, 2017). Sluzeéi
se in vitro i mi§jim modelima, povisena ekspresija MMP je pokazana kod velikog broja bolesti ljudi
koje u svojoj osnovi imaju zapaljenski proces (Parks i sar., 2004). Akutnu i hroni¢nu inflamaciju
karakteriSe eksudacija proteina plazme, regrutovanje leukocita i aktivacija medijatora inflamacije
poreklom iz ¢éelija i plazme. Usled aktivacije endotelnih ¢elija, dolazi do degradacije ekstracelularnog
matriksa i reorganizacije tkivnih struktura (Masciantonio i sar., 2017). Povisen nivo MMP se dovodi
u vezu sa inflamatornim oboljenjima vezivnog tkiva (Cawston i sar., 1984) i tumorima (Stetler-
Stevenson 1 sar., 1993). Kako je inflamacija od sustinskog znacaja za odbranu domacina i oporavak
tkiva, znacaj MMP ogleda se u tome da pospeSuju ovaj proces. Endotelne ¢elije i trombociti su glavni
izvor MMP-2, a leukociti MMP-9 (Auf dem Keller i sar., 2013; Momi i sar., 2009; Opdenakker i sar.,
2001). Pod uticajem MMP-2 i MMP-9 povecava se vaskularna permeabilnost usled ¢ega dolazi do
transmigracije leukocita (Sternlicht i Werb, 2001). U toku inflamacije, nivo ovih enzima u plazmi
uglavnom raste (Manicone i McGuire, 2008), s tim da se MMP-2 pripisuje anti, a MMP-9
proinflamatorno dejstvo (Yazdan-Ashoori i sar., 2011).

Vec¢ina MMP nalazi se u formi zimogena u posebnim strukturama u ¢elijama, sa izuzetkom MT-
MMP. Proteoliti¢ka aktivnost MMP i uc¢esce u regulaciji inflamacije zavisi od same ekspresije MMP,
kao i lokalizacije i dostupnosti odgovaraju¢ih supstrata (Manicone i McGuire, 2008). Matriks
metaloproteinaze razlazu proteine i time menjaju aktivnost supstrata, njegovu lokalizaciju i funkciju.
Jedna MMP mozZe imati viSe od jednog supstrata, a razlicite MMP mogu imati isti supstrat (Sternlicht
i Werb, 2001). Matriks metaloproteinaze regulisu inflamatorne procese tako $to:

1. razgraduju i remodeluju ekstracelularni matriks,

2. moduliraju aktivnost citokina i hemokina, i

3. postavljaju koncentracioni gradijent za hemokine, na osnovu ¢ega se leukociti dalje

usmeravaju prema mestu povrede ili infekcije (Sternlicht i Werb, 2001).

Proteolizom citokina i hemokina, MMP mogu da aktiviraju, inhibiraju ili promene karakter primarne
funkcije medijatora. Studije u vezi sa interakcijom TNF-a i MMP su pokazale da MMP-1, -2, -3, -9,
-12, -14, -15 i -17 pojacavaju ucinak ovog proinflamatornog citokina (Black i sar., 1997; English i
sar., 2000; Mohan i sar., 2002; Moss i sar., 1997). Zelatinaze MMP-2 i MMP-9 aktiviraju IL-1pB
(Schonbeck i sar., 1998), dok MMP-3 moze i da aktivira i da inhibira ovaj citokin (Ito i sar., 1996).
Matriks metaloproteinaza 9 potencira privlacece dejstvo IL-8 (Van der Steen i sar., 2000). Pokazano
je da domen MMP-2, hemopeksin, razgraduje MCP-3 koji u ovom procesu gubi svojstvo agonista
hemotakse i postaje antagonist (McQuibban i sar., 2000). Proteoliza i inaktivacija MCP-1 se desava
i pod uticajem MMP-1, MMP-3, MMP-13 i MT1-MMP (McQuibban i sar., 2002). Ostali MCP
molekuli (MCP-1, MCP-2 i MCP-4) su supstrati samo za MMP-1 i MMP-3 (McQuibban i sar., 2002).

18



Pored citokina i hemokina, znacajnu ulogu u inflamaciji imaju egzogeni medijatori poput bakterijskih
proizvoda — endotoksini, lipopolisaharid, koji potenciraju imunski odgovor domacina. U literaturi
nije zabelezeno da ovi proizvodi mogu biti supstrati za MMP, ali mogu da aktiviraju njihovu
ekspresiju u ¢elijama domacina (Elkington i sar., 2005). Istrazivanja su pokazala da pojedine protozoe
proizvode sopstvene metaloproteinaze i to: Plasmodium falciparum sintetise falcilizin (Murata i
Goldberg, 2003), Leishmania spp. gp63 (McGwire i sar., 2003), a mikroneme Toxoplasma gondii
luce toksolizin (Laliberte i Carruthers, 2011). Ne postoje literaturni podaci koji potvrduju postojanje
metaloproteinaza kod Babesia spp.

Uloga MMP-2 i MMP-9 u homeostazi tkiva i inflamatornom odgovoru: Matriks metaloproteinaza
2 je proteoliticki enzim koji se u latentnom obliku Iuéi iz ¢elija u ekstracelularni prostor (Sternlicht i
Werb, 2001). Glavni izvori MMP-2 su endotelne i vaskularne glatkomisi¢ne ¢elije, kardiomiociti,
fibroblasti i makrofagi, a prema novijim istrazivanjima, ova uloga se pripisuje i trombocitima (Momi
i sar., 2009). Matriks metaloproteinaza 2 se od ostalih MMP razlikuje po gradi katalitickog centra,
zbog cega se u vecoj meri eksprimira konstitutivno, a manje pod uticajem stimulusa (Manicone i
McGuire, 2008). Matriks metaloproteinaza 2 razgraduje denaturisani kolagen tipa IV i V i elastin u
bazalnoj membrani, ¢ime doprinosi ubrzanoj transendotelnoj migraciji leukocita tokom inflamacije
(Sternlicht i Werb, 2001). Takode, MMP-2 ucestvuje u regulaciji angiogeneze, kada pod uticajem
aktiviranog proteina C raste ekspresija MMP-2 u endotelnim ¢elijama (Yazdan-Ashoori i sar., 2011).
Dodatno, MMP-2 posreduje u razgradnji i remodelovanju tkiva zahvacenih kontaktnim i
metastatskim napredovanjem tumora (Manicone i McGuire, 2008). Kod infekcije protozoama,
poviseni nivoi proMMP-2 su pokazani u serumima pasa inficiranih L. chagasi (Melo i sar., 2011),
dok su aktivne forme MMP-2 detektovane u cerebrospinalnoj te¢nosti i zdravih i pasa inficiranih L.
chagasi (Marangoni i sar., 2011).

Matriks metaloproteinaza 9 je enzim zasluzan za migraciju ¢elija i remodelovanje ekstracelularnog
matriksa razlaganjem kolagena u bazalnoj membrani. Svojom aktivnoséu doprinosi imunskom
sistemu time $to stvara uslove za kretanje leukocita ka mestu infekcije/inflamacije 1 reguliSe
aktivaciju i inhibiciju citokina i hemokina (Sternlicht i Werb, 2001).

Matriks metaloproteinaza 9 je najpre identifikovana u neutrofilnim granulocitima (Sopata i
Dancewics, 1974), a potom u monocitima i makrofagima (Mainardi i sar., 1984). U neutrofilima,
MMP-9 je smeStena u tercijarnim granulama (Chakrabarti i sar., 2006). Za razliku od MMP-2 koju
konstitutivno luce svi leukociti osim neutrofila (Hibbs i sar., 1985; Van den Steen i sar., 2000),
ekspresija. MMP-9 je indukovana posredstvom citokina (Opdenakker i sar., 1991). Pozitivni
regulatori proizvodnje MMP-9 su IL-1, lektini i endotoksin (Opdenakker i sar., 1991), a negativni IL-
4 (Concoran i sar., 1992), IL-10 (Lacraz i sar., 1995) i IFN-B (Stiive i sar., 1997). Dubois i sar. (2002)
su pokazali znacaj MMP-9 u sepsi na primeru MMP-9 deficijentnih miSeva rezistentnih na
endotoksicni Sok.

Pod kontrolisanim uslovima, monociti proizvode slobodnu MMP-9 ili u kompleksu sa TIMP-1
(Opdenakker i sar., 2001). Odnos izmedu proizvedenog enzima i inhibitora odreduje da li ¢¢ MMP-
9 pre¢i u aktivnu formu. Usled infekcije ljudi protozoom P. falciparum, monociti/makrofagi
fagocituju trofozoite koji u sebi sadrze hemozoin. Prato i sar. (2005) su pokazali da takvi monociti
indukuju poviSenu aktivnost MMP-9, koja dalje utice na sintezu TNF-a iz cirkuliSu¢ih ili prekursora
vezanih za Celiju (Gearing 1 sar., 1995; Shubayev i Myres, 2002). Povratno, TNF-a kao
proinflamatorni citokin, indukuje sintezu MMP-9 (Bond i sar., 1998; Nagase, 1997).

Proizvodnja MMP-9 u limfocitima zavisi od toga da li je ¢elija aktivirana ili ne, kao i od istovremene

proizvodnje TIMP-1 u ovim c¢elijama (Opdenakker, 2001). Faktor transformacije rasta f
(transforming growth factor g, TGF-B) (Zhou i sar., 1993), IL-2 (Montgomery i sar., 1993; Weeks i
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sar., 1993) i drugi citokini i hemokini (Johnatty i sar., 1997) intenziviraju sintezu MMP-9, a IFN-f
(Stive isar., 1996) suprimira ekspresiju MMP-9 u limfocitima.

Znacaj primene tehnike zimografije u detekciji matriks metaloproteinaza: Zimografija je
jednostavna, osetljiva, merljiva funkcionalna proba, pogodna za analizu MMP i TIMP. Ovim
postupkom se elektroforetski razdvajaju enzimi pod denaturiSu¢im, neredukuju¢im uslovima.
Razdvajanje se odvija u poliakrilamidnom gelu koji sadrzi supstrat sa kojim kopolimerizuje. U
zavisnosti od vrste supstrata i specificnosti njegove interakcije sa trazenom MMP, u laboratorijama
se izvode (Snoek-van Beurden i Von den Hoff, 2005):

1. Zelatinska zimografija se primenjuje za detekciju MMP-2 i MMP-9 u latentnoj i aktivnoj
formi. Ovom metodom se mogu detektovati i MMP-1, MMP-8 i MMP-13. lzuzetno je
osetljiva, pa se tako MMP-2 moze detektovati ve¢ u koli¢ini od 10 pg.

2. Kazeinska zimografija je metoda za detekciju MMP-1, MMP-7, MMP-11, MMP-12 i MMP-
13, a u ve¢im koncentracijama i MMP-9. U poredenju sa Zelatinskom zimografijom,
kazeinska se pokazala kao manje osetljiva.

3. Kolagenska zimografija se primarno primenjuje za detekciju MMP-1 i MMP-13, ali i MMP-
2 i MMP-9. Nativna kolagena vlakna su nepodesna za sjedinjavanje sa poliakrilamidnim
gelom, ali dodavanjem SDS, raskida se vlaknasta struktura i omoguc¢ava proteinima da putuju
kroz gel.

4. Reverzna zimografija sluzi za detekciju TIMP. Pored zelatina, u gel se dodaje i neka MMP,
obi¢no MMP-2. Finalni izgled gela je negativ gela supstratne zimografije tj. inhibitori se vide
kao plave trake na prozirnom gelu.

5. In situ zimografija omogucava lokalizaciju matriks metaloproteinaza u tkivnom uzorku. U
sustini, to je supstratna zimografija prilagodena primeni zamrznutih uzoraka. Supstrat je
deponovan u zamrznutom delu nefiksiranog tkivnog preparata. Tokom inkubacije, aktivirane
MMP ¢e razloziti supstrat, Sto se moze detektovati svetlosnim ili fluorescentnim
mikroskopom. Ovom metodom se detektuju samo aktivne forme enzima, ali aktivacijom
latentnih oblika moguce je vizuelizovati obe forme.
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3. CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je bio da se utvrdi kako prirodna infekcija pasa protozoom B. canis utie na
funkcionalnu aktivnost ukupnih leukocita, neutrofila i limfocita u perifernoj krvi pasa, kao i da se
ispita da li se taj uticaj razlikuje izmedu SIRS pozitivnih i SIRS negativnih jedinki ¢iji je zdravstveni
status okarakterisan sa klinickog stanovista, analizom hematoloskih i biohemijskih parametara,
stepenom inflamacije i oksidativnog stresa, kao i nivoima izlu¢enih Zelatinaza.

Na osnovu postavljenog cilja definisani su sledeci zadaci istrazivanja:

1.

2.

Prilikom dijagnostike oboljenja (prezentacija), a na osnovu klinickih i hematoloskih
parametara, formirati grupe SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa;

Odrediti da 1i postoji poremecaj funkcije organa analizom biohemijskih parametara na
prezentaciji i nakon klinickog oporavka; odrediti nivo proteina akutne faze kod SIRS
pozitivnih i SIRS negativnih pasa;

In vitro analizama ispitati funkcionalnu aktivnost: neutrofila, testiranjem njihove sposobnosti
fagocitoze, oksidativnog praska i lu¢enja Zelatinaza; ukupnih leukocita, odredivanjem nivoa
izlu¢enih IL-8 i MCP-1; T limfocita, odredivanjem nivoa izlu¢enog IFN-y;

Utvrditi funkcionalnu aktivnost B limfocita, odnosno plazmocita, na osnovu koncentracije y
globulina u serumu na prezentaciji i nakon klini¢kog oporavka;

Odrediti stepen oksidativnog stresa na osnovu koncentracije malondialdehida u eritrocitima i
slobodnih tiolnih grupa u serumu, kao i stepen antioksidativne zastite na osnovu aktivnosti
katalaze i glutation peroksidaze u eritrocitima pasa na prezentaciji i nakon klini¢kog
oporavka;

Odrediti serumsku aktivnost Zelatinaza na prezentaciji i nakon klinickog oporavka.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Dizajn studije

U ovu studiju su bili ukljuceni psi kod kojih je dijagnostikovana akutna infekcija protozoom B. canis
I zdravi, kontrolni psi. Prilikom postavljanja dijagnoze akutne babezioze, bilo je neophodno da budu
ispunjeni slede¢i kriterijumi:

1. klinicka slika i simptomi koji ukazuju na akutnu babeziozu — inapetenca, letargija, bledilo

vidljivih sluznica, poviSena telesna temperatura,

2. prisustvo razvojnih oblika Babesia spp. na razmazu periferne krvi, i

3. pozitivan PCR test na prisustvo B. canis.
Psi sa akutnom babeziozom koji su imali mikrofilarije u vise¢oj kapi /ili pozitivan Knott test, kao i
psi sa dijagnostikovanim alergijama, endokrinoloski 1 onkoloski pacijenti nisu bili ukljuceni u studiju.
Psi su dobili dve doze imidokarb-dipropionata (6 mg/kg TM, sc), prvog i 15. dana od postavljanja
dijagnoze, nakon ¢ega su se svi uspesno oporavili.

Istrazivanje se sastojalo iz dve faze. Tokom prve faze istrazivanja, uzorci krvi su uzimani prvog i 15.
dana od postavljanja dijagnoze. Kod ovih pasa, odredena je kompletna krvna slika iz uzoraka pune
krvi, kao i vrednosti biohemijskih parametara iz uzoraka seruma. Nakon odredivanja hematoloskih
parametara, deo viska pune krvi je iskoriS¢en za pripremu uzoraka ispranih eritrocita, iz kojih su
odredene koncentracije hemoglobina i MDA, kao i aktivnosti CAT i GPx. Drugi deo viska krvi je
upotrebljen za molekularnu dijagnostiku i potvrdu B. canis. Ostatak seruma je iskoris¢en za
odredivanje koncentracije ukupnih tiola, CER i HPT i aktivnosti PON-1, kao i za izvodenje agarozne
elektroforeze proteina i odredivanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9 metodama zimografije i Western
blota.

Tokom druge faze istrazivanja, prikupljena je krv pasa sa simptomima akutne babezioze 1 zdravih,
kontrolnih pasa. Kompletna krvna slika je odredena iz uzoraka pune krvi. Jedan deo krvi je
upotrebljen za procenu funkcionalne aktivnosti neutrofilnih granulocita, monocita i limfocita. U tu
svrhu su sprovedeni test fagocitoze zimozana i test oksidativnog praska i odredena je koncentracija
IL-8, MCP-1 i IFN-y, kao i aktivnost MMP-2 i MMP-9 u uzorcima plazme koja je izdvojena nakon
§to je krv inkubirana (24h, 37°C, 5% CO3), pod uslovima bez i sa dodatkom stimulatora. Drugi deo
krvi je iskoriS¢en za izolaciju leukocita i stimulaciju mitogenima, nakon cega su izdvojeni
supernatanti u kojima je odredena aktivnost MMP-2 i MMP-9 metodom zimografije.

4.2. Odabir pacijenata

U prvi deo istrazivanja je bilo ukljuc¢eno 24 psa akutno inficiranih protozoom B. canis, od ¢ega 16
muzjaka 1 osam Zenki, medu kojima je bilo 19 rasnih pasa i pet meSanaca, uzrasta od Sest meseci do
11 godina (medijana godinu dana). Uzorci su uzimani prvog i 15. dana (parni uzorci), na osnovu ¢ega
su formirane grupe ,,prezentacija“ i ,,oporavak®. Psi na prezentaciji su grupisani dalje u septi¢ne
(SIRS pozitivni) i nesepti¢ne (SIRS negativni). Da bi pas bio svrstan u grupu SIRS pozitivnih, bilo
je neophodno da zadovolji dva kriterijuma (DeClue, 2017):

1. telesna temperatura niza od 37,2 ili visa od 39,2°C,

2. frekvenca rada srca iznad 140 otkucaja/min,

3. broj udisaja iznad 40 udisaja/min,

4. broj leukocita ispod 5x10°%L ili iznad 19,5x10%L, sa vise od 5% $tapicastih neutrofila.
Ukoliko je pas na prezentaciji imao jedan ili nijedan od navedenih simptoma, grupisan je u SIRS
negativne pse.
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U drugi deo istrazivanja je bilo ukljuc¢eno 14 pasa, od kojih sedam sa akutnom babeziozom (grupa:
B. canis pozitivni psi) i sedam zdravih, kontrolnih pasa (grupa: zdravi psi). Medu akutno inficiranim
psima bilo je pet muzjaka i dve Zzenke, od kojih Sest rasnih pasa i jedan meSanac, uzrasta od Sest
meseci do osam godina (medijana pet godina). Psi akutno inficirani B. canis su dodatno grupisani u
septi¢ne (SIRS pozitivni) i nesepticne (SIRS negativni) na osnovu ve¢ navedenih kriterijuma. Grupu
kontrolnih pasa su ¢inila dva muzjaka i pet zenki, odnosno Cetiri rasna psa i tri mesanca, starosti od
pet do 13 godina (medijana devet godina). Kontrolni psi na dan uzorkovanja krvi nisu pokazivali
simptome akutne infekcije babezijom, a pregledom krvnih razmaza nije ustanovljeno prisustvo
razvojnih oblika babezije.

Vlasnici pasa koji su ukljuceni u istrazivanje su potpisali saglasnost da se uzorci krvi i seruma
poreklom od njihovih ljubimaca mogu koristiti u naucne svrhe, a dobijeni rezultati mogu biti
publikovani. Eticki komitet Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu je odobrio
ogled na osnovu dozvole Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede (broj: 323-07-
03455/2015-05/3; 323-07-04497/2019-05).

4.3. Uzorkovanje krvi

Za prvi deo istrazivanja su prikupljeni parni uzorci krvi poreklom od istih pasa na prezentaciji i
oporavku. Uzorci krvi su uzimani u EDTA i u epruvetama sa gel separatorom. Uzorci pune Krvi su
koriS¢eni za hematoloske analize, izradu krvnih razmaza i molekularnu dijagnostiku, kao 1 za
pripremu uzoraka hemolizata namenjenih odredivanju parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite. Krv u epruvetama sa separatorom je centrifugovana na 3000g u trajanju od
10 minuta, nakon cega je izdvojen serum. Deo seruma je upotrebljen za biohemijske analize
neposredno nakon izdvajanja. Drugi deo seruma je uskladisten na -20°C do pristupanja analizama
vrednosti APP, izvodenju agarozne elektroforeze i detekciji MMP-2 i MMP-9 metodama zimografije
i Western blota.

Izolacija eritrocita i priprema hemolizata: Uzorci krvi su centrifugovani na 800g, 10 minuta, nakon
Cega je odstranjena krvna plazma sa tankim slojem leukocita (buffy coat). Talog eritrocita je pomesan
u jednakoj zapremini sa fizioloSkim rastvorom i dva puta opran pod istim uslovima (800¢g, 10 minuta).
Nakon poslednjeg ispiranja, te¢nost iznad taloga je odstranjena, a talog eritrocita podeljen na
zapremine od po 10 pL i uskladisten na -20°C do pristupanja odredivanju koncentracije hemoglobina
i MDA i aktivnosti CAT i GPx.

Za drugi deo istrazivanja, uzorkovana je krv akutno inficiranih i zdravih pasa. Krv je prikupljena u
heparinskim epruvetama. Nakon §to su odredeni hematoloski parametri, deo pune krvi je izlozen
uticaju stimulatora. Nakon 1h inkubacije, za svaki uzorak i uslov, sprovedeni su test fagocitoze
zimozana i oksidativnog praska. Nakon 24h inkubacije, krv je centrifugovana na 3000g u trajanju od
15 minuta. lzdvojena plazma je uskladistena na -20°C do pristupanja analizi koncentracije
oslobodenih citokina i aktivnosti MMP-2 i MMP-9. Drugi deo krvi je upotrebljen za izolaciju
leukocita na gradijentu gustine.

Izolacija leukocita: U sterilnu epruvetu je preneta odgovarajuca zapremina gradijenta gustine
(Lymphocyte Separation Medium, 1,077 g/ml, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany), a
potom je na nju, uz rubove epruvete, naneta jednaka koli¢ina krvi, tako da ne dode do naglog mesanja
kontaktih povrSina te¢nosti. Tako pripremljen uzorak je centrifugovan na 700g, 30 minuta bez
koc¢nice. Nakon zavrSenog centrifugovanja, izdvojila su se tri sloja: donji — talog eritrocita, srednji —
leukociti (buffy coat) i gornji — plazma sa gradijentom. Gornji sloj je odstranjen pipetiranjem, a sloj
leukocita je izdvojen u novu epruvetu i opran (1200g, pet minuta) u medijumu (RPMI 1640,
Capricorn Scientific) sa dodatkom 20% komercijalnog seruma (Fetal calf serum, FCS) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Kako bi se u potpunosti ocistio od
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eritrocita, nakon prvog centrifugovanja, odliven je supernatant, a talog leukocita pomesan sa puferom
za lizu eritrocita (9 NH4Cl : 1 Tris, pH 7,2) i inkubiran 10 minuta na 4°C, uz povremeno mesanje.
Nakon $to je zavrSena liza eritrocita, postupak ispiranja je ponovljen dva puta pod istim uslovima, s
tim da je poslednje ispiranje bilo bez FCS. Izolovani leukociti su upotrebljeni za uzgoj i stimulaciju
mitogenima u Celijskoj kulturi i odredivanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9 u izdvojenim
supernatantima.

4.3.1. In vitro stimulacija leukocita u punoj krvi

Uzorci pune Krvi su izlozeni dejstvu mitogenih stimulatora i komponenata vakcine protiv babezioze
(Pirodog®, France). Svaki uzorak krvi je podeljen na Sest delova, u pojedina¢noj zapremini od 500
ML sa dodatkom rastvora penicilina, streptomicina i amfotericina B (P/S/A) (PAA, Pasching, Austria).
Prvi uslov je podrazumevao uzorak krvi bez stimulatora, drugi krv sa dodatkom 5 pL konkanavalina
A (concanavalin A, ConA) (konc. 1 ng/mL), tre¢i krv sa dodatkom 5 pL rastvaraca za vakcinu, Cetvrti
krv sa dodatkom 5 pLL 10x razblazene vakcine, peti krv sa dodatkom 5 pL. 100x razblazene vakcine
1 Sesti uslov je bio uzorak krvi sa dodatkom 5 pL. 1000x razblazene vakcine. Uzorci su inkubirani
preko no¢i na 37°C i 5% CO.. Nakon 24h, uzorci su centrifugovani na 3000g, 15 minuta i sobnoj
temperaturi, a izdvojena plazma uskladistena na -20°C do pristupanja odredivanju koncentracije IL-
8, MCP-1 i IFN-y i aktivnosti MMP-2 i MMP-9.

4.3.2. In vitro stimulacija izolovanih leukocita

Za ispitivanje uticaja mitogena na aktivnost MMP, koris¢eni su leukociti prethodno izolovani na
gradijentu gustine. Broj leukocita u finalnom talogu je odreden brojanjem u Neubauer komorici tako
da je 50x103 éelija zasejano u 200 pL medijuma (Dulbecco’s modified Eagle medium, DMEM, Gibco)
sa dodatkom 2% ITS (insulin-transfferin-selenium), 2% glutamina i 1% rastvora P/S/A. Svaki uzorak
je postavljen u pet uslova, a svaki uslov u duplikatu. Leukociti su bili izlozeni mitogenom uticaju
lipopolisaharida (lipopolysaccharide, LPS) (1 ng/100 pL kulture), ConA (konc. 5 pg/mL),
citohalazina B (cytochalasin B, CytB) (konc. 1 pg/mL) i fitohemaglutinina (phytohemagglutinin,
PHA) (5%/100 pL kulture). Peti uslov je podrazumevao leukocite koji su bili bez dodatka mitogena.
Uzorci su inkubirani 1h i 24h, na 37°C i 5% CO.. Nakon 1h i 24h, iz svakog uslova je alikvotirano
po 20 pL izdvojenog supernatanta. Ovi uzorci su uskladisteni na -20°C do pristupanja analizi
aktivnosti MMP-2 i MMP-9.

4.4. Hematoloske i biohemijske analize

Kompletna analiza krvi za prvi deo istrazivanja je uradena na komercijalnom hematoloskom aparatu
Abacus (Diatron, Wien, Austria), a za drugi deo istrazivanja na aparatu Idexx ProCyte Dx (IDEXX
Laboratories, Inc, Westbrook, Maine, USA). Parametri koji su analizirani za potrebe studije su: broj
eritrocita (RBC), hematokrit (HCT) i koncentracija hemoglobina (HGB), prose¢na zapremina
eritrocita (mean cellular volume, MCV) i prose¢na vrednost koncentracije hemoglobina u zapremini
eritrocita (mean cellular hemoglobin concentration, MCHC), broj leukocita (WBC), neutrofilnih
(NEUT), eozinofilnih i bazofilnih granulocita, limfocita (LYM) i monocita (MON), broj trombocita
(PLT). Set biohemijskih parametara odreden je na biohemijskom aparatu Tehnikon RA-XT (Bayer,
Dublin, Ireland), sluzeéi se komercijalnim reagensima ELITech Group Solutions (Puteaux, France).
Odredena je koncentracija ukupnih proteina (UP) i albumina (ALB), glukoze (GLU), uree (URE),
kreatinina (CRE), holesterola (CHOL), triglicerida (TG), ukupnog bilirubina (BIL-T), gvozda,
aktivnost alanin aminotransferaze (ALT), aspartat aminotransferaze (AST), alkalne fosfataze (ALP),
gama-glutamil aminotransferaze (GGT), amilaze (AMY), lipaze (LIP) i kreatin kinaze (CK).
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4.5. Evaluacija krvnih razmaza

Krvni razmazi su napravljeni iz kapilarne i pune krvi i bojeni Romanovsky tipom bojenja. Za brzu
potvrdu prisustva Babesia spp. pravljeni su razmazi kapilarne krvi dobijeni iz usne vene psa. Nalaz
merozoita babezije unutar eritrocita psa je bio potvrda babezioze. Leukocitarna formula je sa¢injena
na osnovu krvnih razmaza, tako $to je odreden relativni broj Stapicastih i segmentiranih neutrofila,
eozinofila, monocita, velikih i malih limfocita na 100 izbrojanih leukocita, dok je apsolutna vrednost
izraCunata kao proizvod relativne vrednosti i ukupnog broja leukocita dobijenog na hematoloskom
analizatoru. Nivo parazitemije je odreden kao broj eritrocita u kojima je mikroskopski detektovana
forma Babesia spp. na 2000 izbrojanih eritrocita (Beleti¢ i sar., 2021).

4.6. Molekularna dijagnostika uzro¢nika babezioze pasa

Za potrebe molekularne dijagnostike Babesia spp, kori$¢ena je zamrznuta puna krv. Forme Babesia
spp. koje su potvrdene na razmazu, identifikovane su kao Babesia canis pomoc¢u RT-PCR metode,
na osnovu Hsp70 gena. Kompletna PCR analiza sprovedena je u komercijalnoj referentnoj
veterinarskoj laboratoriji sluze¢i se komercijalnim reagensima (Tick/Vector Comprehensive Real
PCR Panel Canine, IDEXX Laboratories, Inc).

4.7. Ispitivanje funkcionalne aktivnosti neutrofilnih granulocita

Funkcionalna aktivnost neutrofilnih granulocita u krvi bez i sa dodatkom stimulatora (ConA,
rastvara¢ za vakcinu i 10, 100 i 1000x razblazena vakcina) kod obolelih i zdravih pasa, odredivana je
na osnovu broja neutrofila sposobnih da obave fagocitozu i oksidativni prasak. U tu svrhu su
primenjeni test fagocitoze partikula zimozana i Nitroblue tetrazolium (NBT) citohemijski test.

4.7.1. Test fagocitoze partikula zimozana

Zimozan (1 mg) je opran u 1 mL PBS na 800g u trajanju od pet minuta i ova procedura je ponovljena
jos dva puta. Nakon poslednjeg ispiranja, zimozan je opsonizovan u 1 mL rastvora konjskog seruma
u PBS (1:1), 30 minuta na 37°C. Nakon zavrSene opsonizacije, u nove mikrotube alikvotirano je po
15 pL uzorka, prethodno izlozenog dejstvu stimulatora u trajanju od 1h, i dodato po 3 pL
opsonizovanog zimozana. Uzorci su inkubirani 15 minuta na 37°C i 15 minuta na sobnoj temperaturi,
uz povremeno mesanje, nakon ¢ega je iz svakog uzorka napravljen krvni razmaz. Evaluacija fagocitne
aktivnosti neutrofilnih granulocita sprovedena je odredivanjem broja neutrofila sa fagocitovanim
partikulama zimozana na 100 izbrojanih neutrofila na krvnom razmazu.

4.7.2. Test oksidativnog praska

Test oksidativnog praska za procenu aktivnosti leukocita i sinteze ROS optimizovan je na osnovu
Leoratti i sar. (2012). U osnovi reakcije je redukcija NBT u granule formazana tj. tamno-plavi
precipitat unutar fagocita. Ovaj citohemijski test je sproveden dodavanjem po 3 pL 2% rastvora NBT
u 15 pL pune krvi prethodno tretirane stimulatorima. Uzorci su inkubirani 15 minuta na 37°C i 15
minuta na sobnoj temperaturi. Evaluacija sposobnosti neutrofilnih granulocita da izazovu oksidativni
prasak sprovedena je odredivanjem broja neutrofila zahvacenih oksidativnim praskom (pozitivan
NBT test) na 100 izbrojanih neutrofila na krvnom razmazu.
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4.8. Odredivanje koncentracije citokina

Uzorci plazme bolesnih i zdravih pasa, izdvojeni nakon izlaganja krvi uslovima bez i sa dodatkom
stimulatora, koris¢eni su za odredivanje koncentracije IL-8, MCP-1 i IFN-y. U tu svrhu, primenjeni
su komercijalni Canine ELISA kitovi (R&D Systems, Inc, Minneapolis, MN, USA). Za odredivanje
koncentracije IL-8 uzorci su razblazeni 10x, za odredivanje koncentracije MCP-1 uzorci su razblazeni
20x%, a koncentracija IFN-y je odredena iz nerazblazenih uzoraka plazme. Apsorbance su ocitavane
na 450 i 540 nm, tako da je za izraCunavanje koncentracije iskori$¢ena razlika ove dve vrednosti.
Kompletna procedura, izrada standardne krive i izraCunavanje koncentracije citokina sprovedena je
prema uputstvu proizvodaca.

4.9. Ispitivanje parametara oksidativnog stresa i1 antioksidativne zastite

Za odredivanje koncentracije MDA 1 aktivnosti CAT 1 GPx na prezentaciji i oporavku kori$¢eni su
uzorci ispranih eritrocita. Neposredno pred pocetak analize, uzorci su lizirani destilovanom vodom u
odnosu 1:10 (MDA, CAT), odnosno Drapkinovim reagensom u odnosu 1:11 (GPx). U liziranim
uzorcima, koncentracija hemoglobina je odredena metodom van Kampen i Zijlstra (1961).
Koncentracija ukupnih tiola je odredena u uzorcima seruma na prezentaciji i nakon klinickog
oporavka. Ocitavanje apsorbanci za sve parametre sprovedeno je spektrofotometru Cecil 2021
UV/VIS (Select Science, Bath, UK), a potom su izracunate vrednosti za MDA, CAT i GPx
normalizovane u odnosu na koncentraciju hemoglobina u hemolizatima.

4.9.1. Odredivanje koncentracije malondialdehida

Stepen ostecenja Celijskih lipida odredivan je na osnovu koncentracije nastalog MDA (Girotti i sar.,
1991). Hemolizati u finalnoj zapremini od 300 pL. pomeSani su sa 600 uL TBA reagensa (0,4 g
tiobarbiturna kiselina, 15 g trihlorsiréetna kiselina, 2,2 mL konc. HCI i do 100 mL destilovane vode),
vorteksovani i inkubirani 15 minuta na 90°C i pet minuta na ledu. Nakon centrifugovanja na 10009
(10 minuta, 4°C), izdvojeni supernatant je iskoriS¢en za ocitavanje apsorbance na 535 nm.
Koncentracija MDA je odredena preko formule:
Crear = (AA X Vis X 10)/(g X Vuz X Chgp) ,

gde je AA razlika u apsorbancama uzorka i slepe probe, Vs zapremina reakcione smese, € molarni
apsorpcioni koeficijent MDA (1,56 x 10° M*cm™), V, zapremina uzorka, Cug koncentracija
hemoglobina u uzorku hemolizata. Koncentracija MDA je izraZzena u umol/g Hgb.

4.9.2. Odredivanje koncentracije ukupnih tiola

Za odredivanje koncentracije ukupnih tiola u serumu, kori§¢ena je metoda u kojoj DTNB reagens
(5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid) u baznoj sredini reaguje sa alifaticnim tiolima §to rezultuje
stvaranjem 1 mol p-nitrofenol anjona po 1 molu tiola (Ellman, 1959). Uzorci seruma zapremine 50
pL pomesani su sa 20 uL. DTNB reagensa (10 mmol/L, rastvoren u 50 mmol/L fosfatnog pufera, pH
7) 1900 pL fosfatnog pufera (0,2 mol/L KaHPO4, 2 mmol/L EDTA, pH 9). Tako pripremljeni uzorci
inkubirani su tokom 25 minuta na 25°C u mraku. Zuta boja nastalog anjona odredena je
spektrofotometrijski na 412 nm, prema prethodno uradenoj slepoj probi. Koncentracija ukupnih tiola
(THIOLS) je odredena preko formule:
THIOLS = A x 1,43

i molarnog apsorpcionog koeficijenta p-nitrofenola (13 600 M-cm). Koncentracija tiola je izrazena
u mmol/L.
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4.9.3. Odredivanje aktivnosti katalaze

Za odredivanje aktivnosti CAT u eritrocitima primenjeno je spektrofotometrijsko praéenje razgradnje
molekula vodonik-peroksida do kiseonika i vode (Aebi, 1984). Reakcija se odvijala pri konstantnoj
pH 7 i temperaturi 25°C, kao i niskoj koncentraciji vodonik-peroksida kako bi se sprecila inaktivacija
enzima 1/ili pojava mehuri¢a prilikom oslobadanja kiseonika. Odnos Tris rastvora (1M, pH 8) i
vodonik-peroksida (10 mM) odredivan je u finalnoj zapremini od 3 mL na osnovu vrednosti slepe
probe na 240 nm (0,525-0,550). Uzorci su pripremani dodavanjem 50 puL hemolizata u 3 mL
podesenog rastvora vodonik-peroksida u Trisu. Aktivnost CAT je posmatrana kroz pad apsorbance
na 240 nm, svakih 30 sekundi tokom tri minuta na 25°C. Aktivnost CAT je odredena preko formule:
CAT = (100 x R x AA)/ (Chgp X V % 0,071),

gde je R faktor razblaZzenja, AA srednja vrednost promene apsorbance u minutu, CHgr koncentracija
hemoglobina u uzorku hemolizata, V zapremina uzorka, a 0,071 predstavlja milimolarni apsorpcioni
koeficijent vodonik-peroksida. Aktivnost CAT je izrazena u U/g Hgb.

4.9.4. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost GPx je odredivana u uzorcima ispranih eritrocita metodom po Giinzler i sar. (1974). Princip
merenja je podrazumevao spektrofotometrijsko registrovanje potroSnje NADPH u kuplovanom
enzimskom sistemu. U smesSu 500 uL kalijum-fosfatnog pufera (400 mmol/L, pH 7) i 200 pL
glutationa (604 mmol/L), dodato je 20 pL prethodno pripremljenog uzorka (11x% razblazeni hemolizat
u Drapkinovom reagensu) i 480 pL destilovane vode. Rastvor je inkubiran 10 minuta na 37°C, a
potom je dodato 200 puL NADPH (3 mmol/L u 0,1% NaHCOgz) i 550 pL tercijarnog butil
hidroperoksida (TBH) (6,3 nmol/L). Nakon isteka dva minuta od pocetka reakcije, merena je
potroSnja NADPH u intervalima od 30 sekundi tokom tri minuta. Aktivnost GPx je izracunata kao
razlika u brzini potroSnje NADPH izmedu uzorka i slepe probe, gde slepa proba sadrzi sve reagense
u navedenom odnosu, ali bez uzorka. Aktivnost GPx je izrazena u pKat/g Hgb.

4.10. Odredivanje nivoa proteina akutne faze

Nivo testiranih APP na prezentaciji i nakon klini¢kog oporavka odredivan je u uzorcima seruma.
Apsorbance su ocitavane na spektrofotometru Cecil 2021 UV/VIS (Select Science, Bath, UK).

4.10.1. Odredivanje koncentracije ceruloplazmina

Koncentracija CER u uzorcima seruma je odredena metodom Sunderman i Nomoto (1970), preko p-
fenilendiamin (p-phenylenediamine, PPD) oksidazne aktivnosti. Pri pH 5,4 CER katalizuje oksidaciju
PPD u obojeni proizvod, koji je direktno proporcionalan koncentraciji CER u serumu. Uzorci su
pripremani u duplikatu, dodavanjem 100 pL seruma u 2 mL natrijum-acetatnog pufera (200 mM, pH
5,5 sa dodatkom 1,5 mg/mL PPD) i inkubirani na 37°C. U prvu epruvetu je dodato 50 pL 1,5 M
natrijum azida pet minuta nakon pocetka inkubacije, a u drugu nakon 30 minuta. Promena boje
reakcione smeSe kvantifikovana je ocitavanjem apsorbance na 530 nm. Koncentracija CER je
odredena preko formule:
Ccer = 0,752 x AA,

gde je 0,752 predstavljao kalibracioni faktor, a AA razliku izmedu apsorbance uzorka i slepe probe.
Koncentracija CER je izraZzena u g/L.
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4.10.2. Odredivanje koncentracije haptoglobina

Koncentracija HPT je odredena standardizovanom metodom (Jones i Mould, 1984; Owen i sar., 1960)
zasnovanoj na peroksidaznoj aktivnosti HGB-HPT kompleksa. Uzorci seruma razblazivani su 10x u
fizioloSkom rastvoru u finalnoj zapremini od 50 pL. Razblazeni serumi su pomesani sa 50 pL rastvora
methemoglobina i inkubirani deset minuta na 22°C u mraku. Po zavr§enoj inkubaciji, u svaki uzorak
je dodato po 150 pL rastvora gvajakola (pH 4) i 50 pL preinkubiranog vodonik-peroksida. Uzorci su
inkubirani tokom deset minuta na 22°C. Apsorbance su o¢itavane na 492 nm. Koncentracija HPT je
odredena na osnovu dobijene standardne krive i izrazena u g/L.

4.10.3. Odredivanje aktivnosti paraoksonaze 1

Aktivnost PON-1 je odredena preko 4-nitrofenil acetata kao supstrata (Dantoine i sar., 1998). Uzorci
seruma su razblazeni 20x u fizioloSkom rastvoru u finalnoj zapremini od 250 pL. Tako pripremljena
razblazenja seruma pomesana su sa 2 mL Tris-HCI pufera (25 mM, pH 7,4, 25°C) koji je sadrzavao
1 mM CaCly, 2,5% metanola i 0,625 mM 4-nitrofenil acetata. Stvaranje 4-nitrofenola kao proizvoda
reakcije odredeno je merenjem apsorbance na 402 nm preko molarnog apsorpcionog koeficijenta (14
000 M*cm™). Aktivnost PON-1 je izrazena u U/L.

4.11. Agarozna elektroforeza proteina

Uzorci seruma na prezentaciji i oporavku su kori§¢eni za elektroforetsko razdvajanje proteinskih
frakcija na agaroznom gelu. Gelovi su pripremani kao 1% rastvor agaroze u 1:1 smeSi barbituratnog
pufera (pH 8,6) i destilovane vode. Svaki uzorak je neposredno pre postavljanja na gel razblazen 5x
u fizioloSkom rastvoru. Horizontalna elektroforeza je sprovedena u SAS-MX kadici (Helena
Laboratories, Beaumont, Texas) i barbituratnom puferu, u trajanju od 45 minuta na 80V. Po
zavrSenom putovanju, gelovi su 20 minuta suSeni na 60°C, a nakon toga pet minuta bojeni u 0,25%
rastvoru boje Comassie brilliant blue (CBB-G250) (Serva, Heidelberg, Germany). Gelovi su
odbojavani u vodenom rastvoru sa dodatkom 30% metanola i 10% sircetne kiseline, do pojave jasno
definisanih plavih traka na gelu. Nakon skeniranja, gelovi su denzitometrisani u programu TotalLab
TL120® software. Koncentracija proteinskih frakcija je izracunata kao proizvod procenta frakcije
detektovane na gelu i ukupne koncentracije proteina odredene na biohemijskom analizatoru (g/L).

4.12. Zimografija

Aktivnost matriks metaloproteinaza u uzorcima seruma na prezentaciji i oporavku, kao i u plazmi i
supernatantima leukocita poreklom od obolelih i zdravih pasa odredena je standardizovanom
metodom vertikalne elektroforeze na gelu poliakrilamida (Kovaci¢ i sar., 2017). Zimografija SDS-
PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) je primenjena za detekciju
prisustva i aktivnosti enzima (pro)MMP-2 i -9. NerazblaZeni supernatanti i 5x razblaZeni uzorci
plazme 1 seruma pomesani su sa jednakom zapreminom pufera za uzorkovanje (125 mM Tris, 4%
SDS, 20% glicerol, 0,02% bromfenol plavo, pH 6,8). Po 10 pL tako pripremljenih uzoraka
postavljeno je na 8% poliakrilamidni gel sa dodatkom 2% Zzelatina. Za procenu veli¢ine proteina
koris¢en je Perfect™ Color Protein Ladder (EurX, Gdansk, Poland), a 10% FCS kao pozitivna
kontrola. Uzorci su putovali 15 minuta na 80V 1 60 minuta na 120V. Nakon zavrSene elektroforeze,
gelovi su potopljeni u 2% Triton X-100 (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) u trajanju
od 2 x 30 minuta, na sobnoj temperaturi i uz konstantno mesanje. Po zavr§enom ispiranju u tritonu,
gelovi su inkubirani preko noc¢i na 37°C u puferu za razvijanje (10 mM CaCl,, 50 mM Tris, pH 7,5-
8). Nakon toga, gelovi su obojeni u 0,25% CBB-G250, a potom obezbojavani u rastvoru sa dodatkom
30% metanola i 10% sir¢etne kiseline do pojave jasno definisanih belih traka na plavom gelu.
Prisustvo i jaCina signala detektovanih MMP je evaluirana sluze¢i programom TotalLab TL120®
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software. Aktivnost (pro)MMP-2 i (pro)MMP-9 je odredena normalizovanjem dobijenih vrednosti
prema aktivnosti pozitivne kontrole koja je uzeta za jedinicnu vrednost.

4.13. Western blot

Prisustvo MMP-2 i MMP-9 na prezentaciji i oporavku ispitivano je Western blot metodom (BIO-
RAD General protocol for Western blotting). Uzorci seruma su razblazeni 5%, a potom u odnosu 1:1
pomesani sa puferom za uzorkovanje, sa dodatkom 5% betamerkapto-etanola. Nakon kuvanja na
78°C u trajanju od pet minuta, uzorci su razdvojeni elektroforezom na 10% akrilamidnom gelu.
Transfer sa gela na PVDF membranu (0,4 um pre¢nik pora) je ostvaren na aparatu Trans-Blot Turbo
Transfer System, tokom sedam minuta. Za detekciju MMP-2, kao primarno antitelo kori§¢eno je 200x
razblazeno poliklonsko antitelo protiv MMP-2 proizvedeno na kuni¢ima (Rabbit polyclonal MMP-2
antibody, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), a kao sekundarno 2500x razblazeno antitelo protiv
IgG Kkunica proizvedeno na kozama (Goat anti-Rabbit 1gG H&L Biotin, Abcam, Cambridge, UK). Za
detekciju MMP-9, kao primarno antitelo koris¢eno je 1000x razblazeno monoklonsko antitelo protiv
MMP-9 proizvedeno na misevima (Mouse monoclonal MMP-9 antibody, Novus Biologicals,
Littleton, CO, USA), a kao sekundarno 5000x razblazeno antitelo protiv teskog lanca IgG2a
proizvedeno na kozama (Goat anti-Mouse 1gG2a heavy chain HRP, Abcam, Cambridge, UK).

4.14. Statisticki testovi

Kontinuirane varijable su prikazane kao medijana sa opsegom izmedu minimalne i maksimalne
vrednosti, odnosno interkvartilnim opsegom. Relativne promene izmedu vrednosti na prezentaciji i
nakon oporavka izraCunate su sluze¢i se formulom:

[(vrednost na oporavku — vrednost na prezentaciji) / vrednost na prezentaciji] x 100.
Znacajnost razlika izmedu vrednosti ispitivanih parametara na prezentaciji i nakon klinickog
oporavka odredena je primenom Wilcoxon testa za parne uzorke. Mann-Whitney U test je primenjen
kako bi se utvrdila znacajnost razlika izmedu rezultata dobijenih za SIRS pozitivne i SIRS negativne
pse na prezentaciji. Povezanost vrednosti pojedina¢nih parametara utvrdena je preko Spearman-ovog
koeficijenta korelacija. Rezultati funkcionalne aktivnosti leukocita izmedu obolelih i zdravih pasa,
kao 1 izmedu obolelih SIRS pozitivnih, SIRS negativnih i1 zdravih pasa uporedeni su primenom
Kruskal-Wallis testa za sve testirane uslove i post-hoc analizom po Conover-u za dva ista uslova
izmedu bolesnih i zdravih pasa, kao i dva pojedina¢na razli¢ita uslova u okviru grupe bolesnih ili
grupe zdravih pasa. Kao statisticki znacajne, posmatrane su p vrednosti manje od 0,05. Za analizu
podataka je koris¢en program MedCalc® 14.8.1.
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5. REZULTATI

5.1. Vrednosti rutinskih laboratorijskih parametara i proteina akutne faze na prezentaciji i nakon
klinickog oporavka pasa inficiranih B. canis

Analiza hematoloskih parametara je pokazala da su psi na prezentaciji imali anemiju, leukopeniju i
trombocitopeniju (tabela 2). Koncentracija ukupnih proteina i albumina, odnosno aktivnost GGT i
PON-1 su bile nize u poredenju sa nivoima nakon klinickog oporavka. Aktivnost AST i ALP, odnosno
koncentracija CER na prezentaciji su bile ve¢e od vrednosti dobijenih nakon klinickog oporavka
(tabela 3).

Tabela 2. Vrednosti hematoloskih parametra u ispitivanim uzorcima pasa (n=24): referentni intervali,
rezultati na prezentaciji i oporavku, relativne promene (medijana i interkvartilni opseg) i p vrednost
(Wilcoxon test, p < 0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnom).

Parametar Referentni Prezentacija Oporavak Relativna p vrednost
interval promena (%)
RBC (x10%2/L) 5,5-8,5 4,1 (3,4-5,6) 6,4 (6-7) 49,7 (24,5-92,6) <0,001
HGB (g/L) 120-180 102,5 (79-135,5) 162 (142,5-1685) 51,2 (20,3-97,1) <0,001
HCT (%) 37-55 27,9 (22,9-336) 41 (38,2-44,2) 50,3 (23-80,3) <0,001
MCV (fL) 60-77 65 (62,5-68) 64 (63-65) -0,7 (-3,7-4) 0,758
MCHC (g/L) 310-340 371 (359-384) 382 (374-395) 2,6 (-0,8-7,2) 0,064
WBC (x109/L) 6-17 6,1 (4,3-8,2) 12 (9,1-14,1)  82,4(40,5-119,2) <0,001
NEUT (x10%/L) 3-12 47 (3,2-7,1) 7,7 (5,9-9) 45,9 (2,3-121,6) 0,004
LYM (x109L) 1-4,8 1(0,6-1,6) 3,4 (2,6-4,6) 195 (134-411) <0,001
MON (x10%/L) 0,2-1,2 0,3(0,2-0,4) 0,5 (0,3-0,7) 105,4 (-10,3-278) 0,021
PLT (x10°/L) 200-500 2 (1-16) 209 (152-285) 10150 (863,2-21050) <0,001
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Tabela 3. Vrednosti biohemijskih parametara u ispitivanim uzorcima pasa (n=22) i nivo proteina
akutne faze (broj uzoraka je naveden u superskriptu): referentni intervali, rezultati na prezentaciji i
oporavku, relativne promene (medijana i interkvartilni opseg) i p vrednost (Wilcoxon test, p < 0,05
se smatra statisticki znacajnom).

Parametar Referentni Prezentacija Oporavak Relativna p vrednost
interval promena (%)
UP (g/L) 54-75 60,2 (55,7-63,2) 69,2 (65-78,1) 15,8 (9,6-30,6) 0,003
ALB (g/L) 23-31 31,2 (29,2-33,2) 39,4 (35-43,6) 27,1 (17,7-41,7) <0,001
GLU (mmol/L) 4,2-6,6 5,4 (5,1-5,9) 5,5 (4,9-5,9) 3,3 (-14,4-14,1) 0,884
URE (mmol/L) 2,9-10 5,7 (4,1-7,8) 5,3 (3,7-6,6) -5,8 (-39,6-29,6) 0,322
CRE (umol/L) 54-150 104,4 (86,4-116,6) 99,6 (81,5-120) -4,5 (-17,8-16,3) 0,426
CHOL (mmol/L) 3,5-7,5 5,5 (4,3-7) 5 (4,4-5,9) -4,8 (-20,4-7,5) 0,119
TG (mmol/L) 0,3-1,5 0,9 (0,7-1,1) 0,7 (0,4-1,1) -0,1(-0,5-0,5) 0,445
BIL (umol/L) 1,751 3,1(2,1-5,1) 5,6 (3,2-11,9) 33,3(-37,5-339,8) 0,123
Gvozde (umol/L) 15-40 40,9 (24,6-48,3) 40,8 (29,9-56,4) 7,5 (-25,2-45,9) 0,592
ALT (U/L) 10-109 28 (20-42) 33 (18-46) -8,6 (-53-100) 0,592
AST (U/L) 13-60 57 (24-87) 16 (12-22) -68,5 (-81,5 do -53,9) <0,001
ALP (U/L) 11-114 262 (183-316) 265,5 (193-464) 20 (-6,6-55,4) 0,049
GGT (UIL) 1-12 6 (3-7) 8,5 (7-10) 58,3 (14,3-166,7) 0,007
AMY (U/L) 219-1215 881 (603-1251) 681 (498-872) 0,7 (-40,6-9,5) 0,249
LIP (U/L) 25-250 33,5 (17,4-89,9) 30,6 (20,9-45,4)  -34,7 (-60,2-28,8) 0,158
CK (U/L) 50-400 107 (71-160) 139 (76-169) 24,3 (-40,4-88,3) 0,465
CER (g/L) *® 1-6 10,3 (7,8-14,4) 7,3(5,1-8,2) -35,9 (-64,9 do -13,2) 0,012
HPT (g/L) & 0,2-2,4 1,8(1,5-2,1) 1,9 (1,8-1,9) 5,7 (-6,8-19,8) 0,144
PON-1 (U/L) *® 475 2,5(1,9-3,2) 4,1(3,3-4,3) 62 (43,4-81,7) <0,001

Jedina znacCajna razlika u relativnoj promeni ispitivanih laboratorijskih parametara izmedu SIRS
pozitivnih (n=11) i SIRS negativnih pasa (n=11) je bila prisutna kod aktivnosti AST (p = 0,014).
Promena kod SIRS pozitivnih pasa je iznosila -78 (-87,3 do -68,5) %, a kod SIRS negativnih -57,4
(-71,5 do -5,2) %.
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5.2. Rezultati ispitivanja funkcionalne aktivnosti neutrofilnih granulocita testovima fagocitoze i
oksidativnog praska in vitro

Sposobnost neutrofilnih granulocita da fagocituju i izazovu oksidativni prasak je testirana kod akutno
inficiranih (n=7) i zdravih, kontrolnih pasa (n=7). Rezultati su dobijeni na osnovu mikroskopskog
pregleda krvnog razmaza nakon izvedenog testa fagocitoze partikula zimozana (slika 1.A) i
citohemijskog NBT testa (slika 1.B).

A

Slika 1. Prikaz (A) neutrofilnih granulocita sa fagocitovanim zimozanom i (B) oksidativnog praska u
neutrofilnom granulocitu na krvnom razmazu (imerzioni objektiv, uvelicanje 100x).

Broj neutrofilnih granulocita koji su fagocitovali zimozan je bio ve¢i kod akutno inficiranih pasa u
odnosu na zdrave pse u uslovima bez stimulatora iu uslovima sa dodatkom 1000x razblaZzene vakcine
(grafikon 1.A). Unutar pojedinacnih grupa nije bilo znacajnih razlika medu uslovima.

Broj neutrofilnih granulocita zahvaéenih oksidativnim praskom je bio veé¢i kod akutno inficiranih u
odnosu na zdrave pse u uslovima sa dodatkom ConA, 100x i 1000x razblazene vakcine (grafikon
1.B). U okviru grupe akutno inficiranih pasa nije bilo znacajnih razlika medu uslovima. Kod zdravih
pasa oksidativni prasak u neutrofilima je bio izrazeniji kada su uzorci bez dodatka stimulatora, kao i
oni sa dodatkom rastvarac¢a vakcine i 10x razblaZene vakcina, uporedeni sa uzorcima tretiranim
1000x razblazenom vakcinom.
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Grafikon 1. Odnos broja neutrofila koji su (A) fagocitovali partikule zimozana i (B) redukovali NBT
kod pasa sa akutnom babeziozom i zdravih pasa. Kruskal-Wallis test sa post-hoc analizom po
Conover-u, p < 0,05 se smatra statisticki zna¢ajnom. Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg
ka viSem kvartilu. Srednja linijja predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu 1
maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavljaju ekstremne vrednosti.
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5.3. Rezultati ispitivanja funkcionalne aktivnosti leukocita na osnovu nivoa izlucenih citokina in
vitro

Funkcionalna aktivnost monocita i T limfocita je procenjena na osnovu koncentracije izlu¢enih
citokina: IL-8, MCP-1 i IFN-y.

Normalizovanjem koncentracije izluc¢enog IL-8 prema ukupnom broju leukocita (grafikon 2.A) i
monocita (grafikon 2.B) nisu dobijene znacajne razlike izmedu akutno inficiranih i zdravih pasa,
odnosno izmedu uslova unutar pojedinac¢nih grupa.

Koncentracija MCP-1 normalizovana prema ukupnom broju leukocita (grafikon 2.C) je bila veca kod
obolelih u odnosu na zdrave pse u uslovima bez dodatka stimulatora i sa dodatkom 10x, 100x i 1000x
razblazene vakcine. Unutar pojedina¢nih grupa nije bilo znacajnih razlika u lu¢enju MCP-1 pod
razli¢itim uslovima. Normalizovanjem koncentracije MCP-1 na broj monocita nisu dobijene razlike
izmedu grupa i uslova unutar grupa (grafikon 2.D). Normalizovane koncentracije MCP-1 po broju
limfocita su bile vec¢e kod akutno inficiranih pasa i pracene zna¢ajnom razlikom izmedu grupa pod
svakim od sest primenjenih tretmana (grafikon 2.E).

Koncentracija IFN-y normalizovana prema ukupnom broju leukocita (grafikon 2.F) je bila visa kod
akutno inficiranih nego kod zdravih pasa u uslovima bez dodatka stimulatora i sa dodatkom rastvaraca
vakcine, 10x, 100x i 1000x razblazene vakcine. Unutar grupe akutno inficiranih pasa nije bilo
znacajnih razlika u lu¢enju IFN-y pod razli¢itim uslovima. Kod zdravih pasa su vrednosti IFN-y/WBC
bile ve¢e nakon stimulacije ConA u odnosu na sve ostale uslove. Navedene razlike izmedu akutno
inficiranih 1 zdravih pasa, odnosno izmedu razli¢itih tretmana u okviru iste grupe, odrzale su se i
nakon $to je koncentracija IFN-y normalizovana na broj limfocita (grafikon 2.G).
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Grafikon 2. Koncentracija (A) IL-8/WBC, (B) IL-8/MON, (C) MCP-1/WBC, (D) MCP-1/MON, (E)
MCP-1/LYM, (F) IFN-y/WBC i (G) IFN-y/LYM kod akutno inficiranih i zdravih pasa. Kruskal-
Wallis test sa post-hoc analizom po Conover-u, p < 0,05 se smatra statisticki znacajnom.
Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka viSem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu.
Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavljaju ekstremne
vrednosti.
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5.4. Rezultati ispitivanja funkcionalne aktivnosti leukocita kod SIRS pozitivnih i SIRS
negativnih pasa prirodno inficiranih B. canis

Razlika u funkcionalnoj aktivnosti neutrofilnih granulocita, monocita i T limfocita kod akutno
inficiranih SIRS pozitivnih (n=4) i SIRS negativnih (n=3) i zdravih pasa (n=7) je utvrdena na osnovu
rezultata o sposobnosti neutrofila da fagocituju zimozan, odnosno izazovu oksidativni prasak, kao i
na osnovu izluéenih koli¢ina IL-8, MCP-1 i IFN-y.

Rezultati ispitivanja funkcionalne sposobnosti neutrofilnih granulocita da fagocituju zimozan
(grafikon 3.A) i izazovu oksidativni prasak (grafikon 3.B) pokazali su da ne postoji razlika izmedu
SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa inficiranih B. canis i zdravih pasa.

Razlike nisu bile pokazane ni kada su koncentracije 1L-8 (grafikon 3.C) i MCP-1 (grafikon 3.D),
normalizovane na broj monocita, uporedene izmedu SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa
inficiranih B. canis i zdravih pasa.

Koncentracija izlu¢enog MCP-1 izraZzena po broju limfocita se razlikovala izmedu svih ispitivanih
grupa, pri ¢emu su vrednosti MCP-1/LYM bile najvise kod SIRS pozitivnih, a najnize kod zdravih
pasa (grafikon 3.E). Analogne razlike su bile prisutne i za koncentraciju izlu¢enog IFN-y izrazenog
po broju limfocita (grafikon 3.F).
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Grafikon 3. Broj neutrofilnih granulocita koji su (A) fagocitovali zimozan i (B) imali pozitivan NBT
test, koncentracija (C) IL-8/MON, (D) MCP-1/MON, (E) MCP-1/LYM i (F) IFN-y/LY M kod akutno
inficiranih SIRS pozitivnih i SIRS negativnih i zdravih pasa. Kruskal-Wallis test sa post-hoc analizom
po Conover-u, p < 0,05 se smatra statisticki zna¢ajnom (zvezdica iznad horizontalne linije).
Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu.
Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavljaju ekstremne

vrednosti.
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5.5. Rezultati ispitivanja parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

Ispitivanjem vrednosti parametara oksidativnog stresa izmedu uzoraka sedam pasa na prezentaciji i
oporavku, pokazan je znacajan porast koncentracije MDA u eritrocitima tokom klinickog oporavka
(grafikon 4.A), dok koncentracija ukupnih tiola u serumu nije znacajno opala u toku ovog perioda
(grafikon 4.B). Aktivnost CAT je porasla tokom oporavka (grafikon 4.C), dok porast aktivnosti GPx
tokom oporavka nije bio znacajan (grafikon 4.D).
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Grafikon 4. Koncentracija (A) MDA u eritrocitima i (B) slobodnih tiolnih grupa u serumu i aktivnost
(C) CAT i (D) GPx u eritrocitima. Wilcoxon test, p < 0,05 se smatra statisticki zna¢ajnom.
Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu.
Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost.
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Na prezentaciji je postojala jaka pozitivna korelacija izmedu koncentracije MDA i aktivnosti GPx u
eritrocitima. Pozitivno su korelirale koncentracija HPT u serumu i hemoglobina u krvi. Koncentracija
tiola u serumu i broj leukocita u punoj krvi su pokazali jaku negativnu korelaciju (tabela 4).

Veza izmedu MDA i GPx je ocuvana i nakon oporavka. Pozitivna korelacija se pojavila izmedu
aktivnosti CAT i GPx u eritrocitima, kao i jaka pozitivna korelacija izmedu koncentracije tiola u
serumu i broja limfocita u punoj krvi (tabela 4).

Analiza relativnih promena izmedu prezentacije i oporavka ukazala je na jaku pozitivnu korelaciju
izmedu koncentracije MDA i aktivnosti GPx u eritrocitima, kao i koncentracije tiola u serumu i broja
eritrocita, odnosno koncentracije hemoglobina u punoj krvi (tabela 4).

Nivo testiranih APP nije bio u korelaciji sa stepenom oksidativnog oStecenja.

Tabela 4. Korelacije izmedu testiranih parametara: Spearman koeficijent korelacije (p), 95% interval
poverenja (CI), p < 0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnom. Broj uzoraka je naveden u superskriptu.

Parametar Spearman p (95% CI) p vrednost
Prezentacija
MDA i GPx 8 0,810 (0,244-0,964) 0,015
THIOLS i WBC © -0,943 (-0,994 do -0,559) 0,005
HPT i HGB © 0,829 (0,052-0,981) 0,042
Oporavak
MDA i GPx ’ 0,964 (0,771-0,995) <0,001
CATiGPx'’ 0,786 (0,080-0,967) 0,036
THIOLSiLYM 0,881 (0,465-0,978) 0,004
Relativna promena (%)
MDA i GPx ’ 0,857 (0,294-0,979) 0,014
THIOLS iRBC® 0,943 (0,559-0,994) 0,005
THIOLS i HGB °© 0,886 (0,264-0,987) 0,019
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5.6. Rezultati ispitivanja koncentracije ukupnih y globulina i ostalih proteinskih frakcija u
serumu pasa na prezentaciji i nakon klini¢kog oporavka

U uzorcima seruma pasa na prezentaciji i nakon klinickog oporavka (n=23), odredena je promena
koncentracije albumina i frakcija al, a2, B i y globulina, kao i razlika u koncentraciji ukupnih y
globulina izmedu SIRS pozitivnih (n=12) i SIRS negativnih (n=11) pasa na prezentaciji.
Koncentracija ALB je pokazala znacajan porast tokom dvonedeljnog perioda (grafikon 5.A).
Koncentracija ol globulina (a1-GLOB) je opala je tokom klinickog oporavka (grafikon 5.B).
Koncentracija a2 globulina (a2-GLOB) je bila niza na prezentaciji nego na oporavku (grafikon 5.C)
i kod Sest pasa na prezentaciji i svih na oporavku je detektovana udvojena o2 frakcija. Koncentracija
B globulina (B-GLOB) se nije znacajno promenila izmedu prezentacije i oporavka (grafikon 5.D).
Nivo y globulina (y-GLOB) je pokazao znacajan porast tokom dve nedelje (grafikon 5.E). Izmedu
SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa na prezentaciji nije bilo znacajne razlike u koncentraciji y
globulina (grafikon 5.F).
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Grafikon 5. Koncentracija (A) albumina, (B) al, (C) a2, (D) B i (E) y globulina na prezentaciji i
oporavku (Wilcoxon test, p < 0,05), odnosno kod (F) SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa (Mann-
Whitney U, p < 0,05). Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija
predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzi¢i
predstavljaju ekstremne vrednosti. Istackane linije predstavljaju referentne vrednosti Laboratorije za

ALB
p = 0,004

|

Prezentacija (n=23)

Oporavak (n23)

®2-GLOB
p <0,001

_

Prezentacija (n-23)

Oporavak (n=23)

y-GLOB
» =0,003

L

N

|

Prezentacija (n=23)

Oporavak (n=23)

Koncentracija ol -GLOB (g/L)

Koncentracija p-GLOB (g/L)

Koncentracija y-GLOB (g/L}

o1-GLOB
p = 0,020

|

Prezentacija (n-23)

Oporavak (n-23)

B-GLOB
p=0,128
o
o
- o
= _
C 1 |
Prezentacija (n=23) Oporavak (n=23)
» v-GLOB
i p=0218

HIE

SIRS pozitivni psi
(n-12)

SIRS negativni psi

(n=11)

eksperimentalnu biohemiju (Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu).
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5.7. Rezultati ispitivanja prisustva i aktivnosti Zelatinoliti¢kih matriks metaloproteinaza

Prisustvo i aktivnost zelatinolitickih matriks metaloproteinaza je ispitana u parnim uzorcima seruma
na prezentaciji i oporavku (n=24), kao i u plazmi i supernatantima leukocita poreklom od akutno
inficiranih (n=7) i zdravih pasa (n=7).

Analiziranjem aktivnosti zelatinaza na prezentaciji i oporavku pokazan je nizi nivo proMMP-2 na

prezentaciji u odnosu na oporavak, kao i odsustvo aktivne forme MMP-2 (slika 2). Nivo proMMP-9
i MMP-9 je bio nizi na prezentaciji u odnosu na tacku oporavka (slika 2).

<+——— proMMP-9 (92 kDa)
<+—— MMP-9 (86 kDa)

<+— proMMP-2 (72 kDa)

A B C D E

Slika 2. Zimogram parnih uzoraka seruma poreklom od pasa na prezentaciji (A, C) i nakon klini¢kog
oporavka (B, D); FCS (E) predstavlja pozitivnu kontrolu. Strelice ukazuju na poziciju odgovarajuce
MMP.

Pokazano je znacajno poviSenje signala proMMP-2 (grafikon 6.A) i proMMP-9 (grafikon 6.B) tokom
klinickog oporavka. Razlika u nivou aktivne forme MMP-9 izmedu dve tacke posmatranja nije bila
znacajna (p = 0,449, rezultati nisu prikazani).
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Grafikon 6. Nivo (A) proMMP-2 i (B) proMMP-9 na prezentaciji i nakon klinickog oporavka.
Wilcoxon test, p < 0,05 se smatra statisti¢ki znacajnom. Pravougaonici predstavljaju vrednosti od
nizeg ka viSem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i
maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavljaju ekstremne vrednosti.
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Korelacija izmedu broja leukocita, odnosno trombocita, kao i stepena parazitemije na prezentaciji sa
nivoom proMMP-2 nije bila znacajna (tabela 5). Pokazana je jaka pozitivna korelacija izmedu
ukupnog broja leukocita i neutrofilnih granulocita sa nivoom proMMP-9 (tabela 5). Nivo parazitemije
je bio u jakoj negativnoj korelaciji sa nivoom proMMP-9 na prezentaciji (tabela 5).

Tabela 5. Korelacije broja leukocita i trombocita ispitivanih pasa (n=24) i stepena parazitemije (n=17)
sa nivoom zimogenih oblika matriks metaloproteinaza na prezentaciji: Spearman koeficijent
korelacije (p), 95% interval poverenja (CI), p < 0,05 se smatra statisti¢ki znac¢ajnom.

Nivo proMMP-2 Nivo proMMP-9
Parametar Spearman p p vrednost Spearman p p vrednost
WBC (x10%L) -0,157 (-0,527-0,264) 0,465 | 0,704 (0,420-0,863) <0,001
NEUT (x10%L) -0,307 (-0,632-0,110) 0,145 | 0,741 (0,482-0,881) <0,001
LYM (x10%L) 0,034 (-0,375-0,431) 0,875 | 0,367 (-0,043-0,671) 0,078
MON (x10%L) 0,247 (-0,174-0,591) 0,245 | 0,207 (-0,214-0,563) 0,332
PLT (x10%L) 0,291 (-0,127-0,621) 0,168 | 0,255 (-0,165-0,597) 0,228
Parazitemija 0,334 (-0,263-0,652) 0,250 | -0,616 (-0,845 do -0,192) 0,009
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Poredenjem nivoa detektovanih proMMP u serumu, pokazano je da SIRS pozitivni psi imaju zna¢ajno
nizu promenu proMMP-2 (grafikon 7.A), dok promena proMMP-9 ne pokazuje znacajnu razliku
izmedu SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa (grafikon 7.B).
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Grafikon 7. Relativne promene u nivou (A) proMMP-2 i (B) proMMP-9 izmedu SIRS pozitivnih i
SIRS negativnih pasa na prezentaciji. Mann-Whitney U test, p < 0,05 se smatra se statisti¢ki
zna¢ajnom. Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka viSem kvartilu. Srednja linija
predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzici
predstavljaju ekstremne vrednosti.

Analizom povezanosti relativnih promena hematoloskih i biohemijskih parametara sa relativnim
promenama nivoa detektovanih proMMP izmedu prezentacije i oporavka, pokazana je znacajna
pozitivna korelacija izmedu relativne promene nivoa proMMP-2 i relativnih promena broja eritrocita,
koncentracije hemoglobina i hematokritske vrednosti (tabela 6). Relativha promena proMMP-9
pokazala je znacCajnu negativnu korelaciju sa relativnom promenom aktivnosti AST (tabela 6).

Tabela 6. Korelacije izmedu relativnih promena vrednosti hematoloskih parametara ispitivanih pasa
(n=24), odnosno biohemijskih parametara (n=22) i relativnih promena nivoa zimogenih oblika
matriks metaloproteinaza: Spearman koeficijent korelacije (p), 95% interval poverenja (ClI), p < 0,05
se smatra statisticki zna¢ajnom.

Parametar Spearman p (95% CI) p vrednost
Nivo proMMP-2

RBC 0,451 (0,059-0,723) 0,027

HGB 0,445 (0,051-0,719) 0,029

HCT 0,491 (0,110-0,747) 0,015
Nivo proMMP-9

AST -0,461 (-0,745 do -0,037) 0,035
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U uzorcima plazme bez i sa dodatkom ConA i 10x razblazene vakcine detektovane su proMMP-2,
proMMP-9 i MMP-9. Dobijene vrednosti proMMP-2 normalizovane su prema broju trombocita i
ukupnih leukocita, a nivo proMMP-9 i MMP-9 prema broju ukupnih leukocita.

Nivo proMMP-2/PLT je bio visi kod akutno inficiranih u odnosu na zdrave pse (grafikon 7.A).
Utvrdena je znacajna razlika proMMP-2 u uzorcima plazme bez dodatka stimulatora, sa dodatkom
ConA i 10x razblazene vakcine (grafikon 8.A). U okviru grupe akutno inficiranih i grupe zdravih
pasa nisu postojale znacajne razlike u nivou proMMP-2 pod primenjenim tretmanima (grafikon 8.A).

Nivo proMMP-2/WBC se nije razlikovao medu grupama, odnosno izmedu tretmana u okviru
pojedinacnih grupa (grafikon 8.B).

Nivo proMMP-9 normalizovan na broj ukupnih leukocita je bio visi kod pasa inficiranih babezijom
(grafikon 8.C). Utvrdena je znacajna razlika u uzorcima plazme bez dodatka stimulatora, sa dodatkom
ConA i 10x razblazene vakcine (grafikon 8.C). Akutno inficirani psi nisu pokazali znacajne razlike
medu uslovima. Zdrave kontrole Su pokazale znacajnu razliku u nivou proMMP-9 izmedu
nestimulisane i plazme sa dodatkom ConA (grafikon 8.C).

Normalizovana MMP-9 aktivnost po broju leukocita je pokazala vise vrednosti kod pasa inficiranih
babezijom (grafikon 8.D). Utvrdena je znacajna razlika u uzorcima plazme bez dodatka stimulatora i
sa dodatkom 10x razblazene vakcine (grafikon 8.D). U okviru grupe akutno inficiranih i grupe
zdravih pasa nisu postojale znacajne razlike u nivou MMP-9 pod razli¢itim uslovima.
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Grafikon 8. Nivo (A) proMMP-2/PLT, (B) proMMP-2/WBC, (C) proMMP-9/WBC i (D) MMP-
9/WBC u uzorcima plazme akutno inficiranih i zdravih pasa. Kruskal-Wallis test sa post-hoc
analizom po Conover-u, p < 0,05 se smatra statisticki znac¢ajnom. Pravougaonici predstavljaju
vrednosti od nizeg ka viSem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje
minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavljaju ekstremne vrednosti.

47



Analiza sposobnosti leukocita da lu¢e zimogenu i aktivnu formu MMP-9 kod SIRS pozitivnih (n=4),
SIRS negativnih (n=3) i zdravih pasa (n=7) je utvrdila znac¢ajnu razliku izmedu grupa bez dodatka
stimulatora in vitro.

Nivo proMMP-9 izrazen na ukupan broj leukocita je bio znacajno visi kod SIRS pozitivnih pasa
inficiranih B. canis u odnosu na zdrave pse, odnosno kod SIRS negativnih pasa inficiranih B. canis u
odnosu na zdrave pse (grafikon 9.A).

Aktivnost MMP-9 izrazena na ukupan broj leukocita je bila znacajno ve¢a kod SIRS pozitivnih pasa
inficiranih B. canis u odnosu na zdrave pse, odnosno kod SIRS negativnih pasa inficiranih B. canis u
odnosu na zdrave pse (grafikon 9.B).
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Grafikon 9. Nivo (A) proMMP-9 i (B) MMP-9 po broju leukocita kod akutno inficiranih SIRS
pozitivnih i SIRS negativnih i zdravih pasa. Kruskal-Wallis test sa post-hoc analizom po Conover-u,
p < 0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnom. Pravougaonici predstavljaju vrednosti od niZzeg ka visem
kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu
vrednost. Kruzi¢i predstavljaju ekstremne vrednosti.
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U uzorcima supernatanta leukocita akutno inficiranih i zdravih pasa, pod nestimulisanim uslovima je
detektovan signal koji odgovara proMMP-9 (slika 3.A). Supernatanti leukocita sa dodatkom LPS
(slika 3.B), ConA (slika 3.C), CytB (slika 3.D) i PHA (slika 3.F) su dali jak signal na mestu proMMP-
9 i nejasan, slabiji signal koji moze da odgovara MMP-9. Signali su bili slabiji u uzorcima nakon 1h
inkubacije u odnosu na one koji inkubirani 24h. Nije ustanovljena znacajna razlika izmedu nivoa
izlu¢enih proMMP-9 u uzorcima bez i sa dodatkom stimulatora.

<«——— proMMP-9 (92 kDa)
<+«— MMP-9 (86 kDa)

<«—— proMMP-2 (72 kDa)

Slika 3. Zimogrami supernatanta leukocita pasa inficiranih B. canis (levo) i zdravih pasa (desno) pod
uslovima (A) bez dodatka mitogena i (B) sa dodatkom LPS, (C) ConA, (D) CytB i (E) PHA; FCS (F)
predstavlja pozitivnu kontrolu. Strelice ukazuju na poziciju odgovaraju¢e MMP.

U uzorcima seruma pasa na prezentaciji Western blot metodom je pokazano prisustvo proMMP-2
(slika 4.A) i proMMP-9 (slika 4.B).

PR s« proMMP-2 (72kDa)

<+— proMMP-9 (92 kDa)

Slika. 4. Serumi pasa na prezentaciji testirani Western blot metodom na prisustvo (A) proMMP-2 i
(B) proMMP-9.
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6. DISKUSIJA

6.1. Promene laboratorijskih parametara i proteina akutne faze na prezentaciji i nakon klinickog
oporavka pasa inficiranih B. canis

Vrednosti hematoloskih i biohemijskih parametara i nivo testiranih APP odgovaraju literaturnim
podacima za akutnu infekciju protozoom B. canis (Irwin, 2009; Schetters, 2019). Na prezentaciji su
svi psi imali umerenu do jaku anemiju i izrazitu trombocitopeniju, sa leukopenijom kod polovine
testiranih pasa. Nakon dve nedelje, doslo je do obnavljanja crvene i bele krvne loze, medutim,
trombocitopenija se odrzala kod polovine testiranih pasa na oporavku. Buduéi da poluzivot
trombocita pasa iznosi 5-7 dana (Tanaka i sar., 2002), psi koji su uspostavili homeostazu vezanu za
odrzavanje balansa izmedu relativno brzog stvaranja i uklanjanja trombocita iz cirkulacije, na
oporavku su imali broj trombocita u okviru referentnih vrednosti. Bez dodatnih ispitivanja, nije
moguce proceniti tacan uzrok trombocitopenije na oporavku kod druge polovine pasa, ali posmatrano
sa patofizioloSkog aspekta nastanka trombocitopenije, najizvesnije je da su ovome doprineli sporije
stvaranje u kostnoj srzi ili ubrzano uklanjanje trombocita imunski-posredovanim mehanizmima
(Bozi¢, 2012). Uzrok trombocitopenije kod akutne babezioze pasa je i dalje predmet istraZivanja i u
literaturi ne postoje podaci koji nedvosmisleno potvrduju smanjenu proliferaciju, ubrzanu razgradnju
i/ili potro$nju kao glavne mehanizme nastanka trombocitopenije. Rezultati ove studije ukazuju da,
bilo da je u osnovi jedan ili udruzeno delovanje navedenih mehanizama, kod odredenog broja pasa
uspostavljanje fizioloSkog broja trombocita traje duze od dve nedelje.

Biohemijski parametri su kod vecine pasa na prezentaciji i oporavku bili u opsegu referentnih
vrednosti. lzuzetak je bila koncentracija albumina, koja je kod nesto manje od polovine pasa na
prezentaciji bila iznad gornje granice referentnih vrednosti, sto potvrduje visok stepen dehidriranosti
ovih jedinki u momentu akutne infekcije (Irwin, 2009). Koncentracija aloumina je kod svih pasa na
oporavku bila blago iznad referentnih vrednosti, $to bi moglo predstavljati posledicu odrzavanja
dehidriranosti manjeg obima 1 nakon dvonedeljnog oporavka, udruzenog sa ,,povratkom® sinteze
albumina u okvir fizioloskih granica i smanjenim intenzitetom APR. Relativne promene vrednosti
biohemijskih parametara ukazuju da je tokom posmatranog dvonedeljnog perioda klinicki oporavak
uspesno protekao, 0dnosno da psi nisu imali oste¢enje organa.

Priblizno polovina testiranih pasa je na prezentaciji ispunjavala uslove za SIRS, medutim, samo je
relativna promena AST bila razli¢ita izmedu SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa. Znacajna
promena aktivnosti AST tokom oporavka, pracena fizioloskim vrednostima ALT i CK, iskljucuje
ostecenje jetre i misi¢a. To dalje ukazuje da su najverovatniji izvor AST aktivirane endotelne celije,
¢ija je funkcija poremecena tokom sistemske inflamacije (Goncharov i sar., 2017). Takode, odsustvo
ostecenja jetre dodatno moze da objasni normalne do vise koncentracije proteina i albumina na
prezentaciji i oporavku.

Dinamika nivoa pozitivnih i negativnin APP je potvrdila prisustvo sistemske inflamacije na
prezentaciji, koja je bila pracena oporavkom tokom dve nedelje. S obzirom na to da nije pokazana
razlika u nivou APP kod SIRS pozitivnih i SIRS negativnih pasa, dobijeni rezultati ukazuju da, iako
su psi na prezentaciji imali visi stepen sistemske inflamacije nego na oporavku, sama klasifikacija
pasa na SIRS pozitivne i SIRS negativne nije pracena razlikom u stepenu inflamacije, koja se moze
definisati na osnovu nivoa testiranih APP. Odsustvo razlike se moze objasniti ¢injenicom da na nivo
ispitanih APP, pored APR, uti¢u i drugi mehanizmi koji mogu imati suprotne efekte, poput hemolize
na nivo HPT ili dehidriranosti na albuminemiju.

Pojedini biohemijski parametri su pokazali neSto vecu varijabilnost nego §to je bilo ocekivano. Ovo
se moze objasniti nemoguc¢noscu preciznog definisanja momenta infekcije i pojave klini¢kih znakova.
U nasoj studiji, prezentacija je podrazumevala dan kada je pas doveden u ambulantu, sto je primarno
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zavisilo od subjektivne procene vlasnika kada je primetio znake bolesti i obratio se veterinaru, kao i
od davanja tacne anamneze — kada su i da li pronadeni krpelji, kada je i koje znake bolesti pas ispoljio.
Prezentacija zavisi i od rase i uzrasta psa, njegovog imunskog statusa, prethodnih susreta sa
uzro¢nikom i stepena parazitemije (Irwin, 2016). Sam koncept ove studije i navedene Cinjenice
onemogucili su da se kod svih pasa utvrdi tacna faza bolesti na prezentaciji, odnosno da se zna tacno
vreme infekcije.

6.2. Uticaj akutne infekcije B. canis na sposobnost fagocitoze i oksidativni prasak neutrofilnih
granulocita

Rezultati testa fagocitoze su pokazali da je kod akutno inficiranih pasa bio veci broj neutrofilnih
granulocita koji su imali stimulisanu fagocitnu aktivnost u bazalnim uslovima i nakon in vitro
kontakta sa solubilnim antigenom B. canis. Analogne razlike su bile prisutne i u sposobnosti
aktivacije oksidativnog praska, ali samo nakon in vitro kontakta sa solubilnim antigenom B. canis.

Ispitivanje fagocitne sposobnosti neutrofilnih granulocita pasa bez dodatka stimulatora je in vitro
eksperimentalni model najblizi deSavanjima in vivo. Prisustvo veceg broja neutrofila koji su sposobni
da fagocituju partikule zimozana kod akutno inficiranih u odnosu na zdrave pse moze se tumaciti kao
posledica prethodne aktivacije neutrofila usled in vivo kontakta sa uzro¢nikom, odnosno njegovim
PAMP. Ovome moze doprineti i in vivo mikrosredina bogata proinflamatornim materijama, medu
kojima mnoge mogu da aktiviraju neutrofilne granulocite 1 druge ¢elije imunskog sistema. Takode,
rezultati u ovoj tezi su u skladu sa ponaSanjem neutrofilnih granulocita kod ljudi inficiranih
protozoom Plasmodium vivax (Leorati i sar., 2012), kod kojih je procenat neutrofilnih granulocita sa
fagocitovanim zimozanom bio veci kod bolesnih u odnosu na zdrave.

Broj neutrofilnih granulocita koji su fagocitovali zimozan je bio veéi u krvi akutno inficiranih pasa u
uslovu sa dodatkom 1000x razblazenja. S druge strane, neutrofili zdravih pasa nisu pokazali razliku
u fagocitozi zimozana poredeci uslov bez stimulacije i tretmane razli¢itim koncentracijama vakcine.
Ovakvi rezultati bi mogli da ukazu da su neutrofilima, za prepoznavanje PAMP B. canis, neophodni
¢inioci Koji nisu bili prisutni in vitro.

Citohemijskim NBT testom je pokazano da je, nakon in vitro kontakta sa solubilnim antigenom B.
canis, ve¢i udeo neutrofilnih granulocita inficiranih pasa aktivirao NADPH oksidazu i oksidativni
prasak, nego S$to je to bio slucaj sa neutrofilima kontrolnih pasa. Sli¢no je pokazano i kod malarije
ljudi izazvane P. falciparum (Mordmuller i sar., 1998) i P. vivax (Leoratti i sar., 2012). Intenzivniji
oksidativni prasak je pokazan i kod infekcije Leishmania major i Leishmania infantum (Oualha i sar.,
2019), kao i kod Leishmania brasiliensis (Carlsen i sar., 2015; Falcdo i sar., 2015).

Razlika u broju neutrofila koji su se aktivirali i reagovali oksidativnim praskom kod inficiranih pasa
je porasla nakon dodavanja ConA. To potvrduje i znac¢ajna razlika u broju neutrofila zdravih pasa,
koji su aktivirali oksidativni prasak, nakon stimulacije ConA u odnosu na sve ostale tretmane. Ovi
rezultati su u skladu sa literaturnim podacima o uticaju ConA na oslobadanje sadrzaja granula
neutrofila, sintezu ROS i izazivanje oksidativnog praska (Cohen i sar., 1982; Smith i Iden, 1980).

Razlike nakon dodavanja 100x i 1000x razblazene vakcine u krv inficiranih i zdravih pasa pokazale
su da su nize doze vakcina uticale stimulativno na oksidativni prasak kod inficiranih zivotinja.
Odsustvo razlike prilikom dodavanja 10x razblazene vakcine moglo bi se posmatrati kao jo$ jedan
pokazatelj da su neutrofilni granulociti akutno inficiranih pasa bili ve¢ in vivo aktivirani prisustvom
infektivnog agensa. Moguce je da se prilikom stimulacije ovom dozom vakcine oksidativni prasak
odvio u kracem vremenskom intervalu od trajanja testa, tako da je deo neutrofila obavio svoju
funkciju i podlegao raspadanju, te je ostao neidentifikovan na razmazu. Ovome u prilog ide i to da su
neutrofili kontrolnih pasa pokazali znacajno visi nivo oksidativnog praska u uslovima stimulacije 10x
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razblazenom vakcinom u odnosu na 1000x razblazenje, s obzirom na to neutrofili ovih pasa nisu
prethodno bili u prirodnom kontaktu sa antigenom babezije.

6.3. Uticaj akutne infekcije B. canis na lu¢enje IL-8, MCP-1 i [FN-y

Dobijeni rezultati su pokazali da nema razlike izmedu akutno inficiranih i zdravih pasa u pogledu
koncentracije 1L-8 normirane na broj leukocita. U studiji Galan i sar. (2018) pokazano je da je
infekcija B. canis pra¢ena povecanom koncentracijom IL-8. Medutim, treba imati u vidu da je u
pomenutoj studiji viSe od polovine pasa imalo komplikovanu formu babezioze, da je koncentracija
IL-8 odredivana u serumu i da je primenjena razli¢ita metoda. Dodatno, rezultati ove teze ukazuju i
na moguénost da leukociti i obolelih i zdravih pasa nisu reagovali na primenjene stimulatore, buduci
da su sli¢ne koncentracije izmerene pod svim in vitro primenjenim uslovima. Takode, ovu moguénost
potvrduje i Cinjenica da su razlike izostale i kada je nivo IL-8 normiran na broj monocita, koji
predstavljaju glavni izvor ovog citokina.

Rezultati ove studije su pokazali da je u bazalnim uslovima i sa dodatkom solubilnog antigena vakcine
B. canis koncentracija MCP-1 normirana na ukupan broj leukocita bila visa kod inficiranih u odnosu
na zdrave pse. Sluzeéi se literaturnim navodima da su monociti glavni izvor MCP-1, nivo MCP-1 je
normiran na broj monocita kod bolesnih i zdravih pasa. Pokazan je isti opseg vrednosti za akutno
inficirane i zdrave pse, odnosno da monociti inficiranih pasa znac¢ajno ne doprinose lu¢enju MCP-1.
Rezultati dobijeni u ovoj studiji dalje upucuju na limfocite kao vaznije regulatore lu¢enja MCP-1 $to
je u saglasnosti sa rezultatima Nam i sar. (2016), s obzirom na to da je normiranjem izlu¢enog MCP-
1 na broj limfocita postojala razlika izmedu akutno inficiranih i zdravih pasa za svaki od primenjenih
tretmana. Veza izmedu proinflamatornog MCP-1 i limfocita bi mogla da bude pokazatelj pojac¢anog
Thl odgovora prilikom infekcije B. canis, s obzirom na to da su kod inficiranih pasa normirane
koncentracije MCP-1 po broju limfocita bile i do deset puta vec¢e nego kod zdravih pasa.

Psi inficirani babezijom su pokazali vise koncentracije IFN-y normalizovane po broju leukocita pod
svim testiranim uslovima, pri ¢emu je razlika jo$ viSe doSla do izrazaja nakon normalizovanja po
broju limfocita. Ovim je potvrden doprinos limfocita u regulaciji lu¢enja IFN-y (Young, 1996),
odnosno da je tokom akutne infekcije B. canis o¢uvana sposobnost (Th1) limfocita da lu¢e IFN-y.

Vezivanjem ConA za odgovarajuce receptore na limfocitima, stimuliSe se lucenje IFN-y (Van
Damme i sar., 1981). Poredenjem bazalnih uslova i uslova sa dodatkom ConA, pokazane su vise
koncentracije IFN-y nakon stimulacije ovim mitogenom samo u okviru grupe zdravih pasa. To
ukazuje da je kod akutno inficianih pasa postojala izvesna supresija limfocita da lu¢e IFN-y. Sli¢ni
rezultati su pokazani prilikom infekcije protozoom L. infantum, kada je nakon stimulacije agonistom
TLR-2 1 ConA, grupa zdravih pasa pokazala viSe koncentracije izlu¢enog IFN-y u odnosu na
inficirane pse (Martinez-Orellana i sar., 2017a).

Dodatno, rezultati su jo§ jednom potvrdili znac¢aj IFN-y u imunskom odgovoru organizma na infekciju
(Schroder i sar., 2003). Analogno IGRA (Interferon gamma release assay) testu za utvrdivanje
latentne infekcije Mycobacterium bovis, odredivanje koncentracije IFN-y kod infekcije B. canis
moglo bi da nade primenu u dizajniranju brzog testa (24h) koji ¢e na osnovu nivoa IFN-y u uzorku
antigenima stimulisane krvi mo¢i da obezbedi dijagnostiku perzistentne infekcije, koja u populaciji
pasa Cesto ostane neotkrivena. Tome doprinosi dugotrajan asimptomatski period, kao i ¢injenica da
se kod perzistentne infekcije B. canis, molekularnim dijagnostickim metodama najce$¢e ne moze
utvrditi prisustvo patogena (Wlosniewski i sar., 1997).

Odsustvo razlike u okviru istih grupa nakon stimulacije uzoraka razli¢itim koncentracijama antigena
B. canis ukazuje da in vitro primenjenim dozama antigena B. canis ne postize dozno-zavisna
stimulacija lucenja citokina. Odsustvo ocekivanog odgovora moze biti posledica prevelikog ili
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nedovoljnog razblazenja vakcine 1/ili vremenskog intervala u kojem je sproveden test. Kod pasa se
vakcinacija sprovodi u razmaku od 21 dan, tako da je jednokratna primena razblazene vakcine u
trajanju od 24h mogla da uti¢e na dobijene rezultate. S druge strane, ovi rezultati bi mogli da potvrde
slabu efikasnost vakcine (Schetters, 2005).

6.4. Uticaj SIRS na funkcionalnu aktivnost leukocita kod pasa akutno inficiranih B. canis

Sposobnost fagocitoze i oksidativnog praska neutrofilnih granulocita SIRS pozitivnih i SIRS
negativnih pasa akutno inficiranih B. canis i zdravih pasa nije bila pracena razlikom izmedu ove tri
grupe. Odsustvo razlike moze biti posledica malog broja uzoraka u obe podgrupe bolesnih pasa.
Medutim, postoji i mogucnost da je na neutrofilnim granulocitima SIRS pozitivnih pasa eksprimirano
vise PD-L1 (programmed death ligand 1), koji u sepsi smanjuju sposobnost neutrofilnih granulocita
da obave fagocitozu (Patera i sar., 2016), odnosno u slucaju rezultata ove studije, odrzavaju je na
nivou koji je prisutan u neutrofilima SIRS negativnih i zdravih pasa. Takode, odsustvo razlike u
fagocitnoj aktivnosti izmedu SIRS pozitivnih 1 SIRS negativnih pasa moZze biti posledica izrazenije
leukopenije, odnosno neutropenije kod SIRS pozitivnih pasa.

Izmedu akutno inficiranih SIRS pozitivnih 1 SIRS negativnih 1 zdravih pasa nije bilo razlike u lu¢enju
IL-8 iz monocita. Ovi rezultati nisu usaglaseni sa nekim od prethodno objavljenih, koji pokazuju
povisene koncentracije IL-8 kod pacijenata koji imaju SIRS i povezanost sa letalnim ishodom u sepsi
(Hong i sar., 2014; Matsumoto i sar., 2018; Volpin i sar., 2014). Iz ovog razloga se ¢ini neophodnim
proveriti rezultate u obimnijoj studiji.

Koncentracije MCP-1 i IFN-y normalizovane na broj limfocita su bile najvise kod SIRS pozitivnih,
a najnize kod zdravih pasa. Prethodna istrazivanja su pokazala poviSene koncentracije MCP-1 kod
pasa (Johnson i sar., 2016), odnosno ljudi sa sepsom (Hong i sar., 2014; Matsumoto i sar., 2018; Zhu
i sar., 2017). Galan i sar. (2018) su utvrdili vezu izmedu porasta serumskog MCP-1 i sepse kod pasa
akutno inficiranih B. canis. Povisen nivo MCP-1 je vazan prognosti¢ki marker nepovoljnog ishoda
sepse kod pasa (Montealegre i Lyons, 2021). Nivo IFN-y povisen je kod humanih pacijenata sa
sepsom (de Pablo i sar., 2014), dok su istrazivanja kod pasa limitirana i najée$¢e su povezana sa
sepsom usled bakterijske infekcije, ali takode pokazuju povisenje IFN-y (Karlsson i sar., 2012).

Rezultati izlu¢enih MCP-1 i IFN-y kod akutno inficiranih SIRS pozitivnih pasa ukazuju na o¢uvan i
aktivan Thl odgovor prilikom infekcije B. canis, odnosno na dominaciju proinflamatornih citokina.
Medutim, neophodno je uzeti u obzir i ¢injenicu da mali broj pasa moze predstavljati ogranicenje,
odnosno da je dobijene rezultate neophodno potvrditi u obimnijoj studiji.

6.5. Oksidativni stres i antioksidativna zaStita u krvi pasa na prezentaciji i nakon klini¢kog
oporavka

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju su pokazali da su psi na prezentaciji imali narusenu redoks
ravnotezu i da je oksidativno ostecenje eritrocita trajalo i nakon klini¢kog oporavka pasa.

Prethodne studije su pokazale porast lipidne peroksidacije i koncentracije MDA u serumu zivotinja
inficiranih babezijom (Crnogaj i sar., 2017; Saleh, 2009; Salem i sar., 2016), ali nijedna od njih nije
uporedila vrednosti na prezentaciji odnosno u momentu umerene do teske anemije, sa vrednostima
nakon oporavka. Rezultati ove studije su pokazali da postoji obrazac u odrzavanju redoks homeostaze
u eritrocitima koji se ogleda u istovremenom porastu koncentracije MDA i aktivnosti CAT. To
potvrduje da su eritrociti zahvac¢eni oksidativnim oStecenjem tokom akutne inflamacije usled B. canis
infekcije i da su se CAT, GPx i drugi mehanizmi antioksidativne zastite aktivirali u cilju zastite
eritrocita od osStec¢enja i hemolize. Nakon uspesne terapije i oporavka, broj eritrocita se vratio u okvir
referentnih vrednosti, $to je bilo praceno porastom koncentracije MDA u odnosu na vrednosti na
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prezentaciji. Eritrociti koji su analizirani na prezentaciji su upravo oni koji nisu bili hemolizovani
usled prisustva B. canis. Tokom dve nedelje od infekcije, kostna srz je oslobodila mlade eritrocite i
time nadoknadila polovinu cirkuliSu¢eg pula na oporavku. Zahvaljuju¢i relativno dugom Zivotu
eritrocita pasa (Hawkins i Whipple, 1938), eritrociti koji su analizirani nakon klini¢kog ozdravljenja
skoro jednako pripadaju starim i mladim eritrocitima. Upravo su ti stari eritrociti doprineli smanjenoj
antioksidativnoj odbrani tokom prethodne akutne infekcije i inflamacije i podlegli oksidativnom
stresu. Pozitivne korelacije izmedu relativnih promena MDA i GPx, tiola i broja
eritrocita/koncentracije hemoglobina, kao i MDA i GPx nakon ozdravljenja potvrduju ovo
objasnjenje.

Dinamika nivoa APP i tiola je potvrdila da je antioksidativni sistem u serumu sauvao svoju
efikasnost u toku bolesti. Nivo CER koji uklanja superoksidni anjon i lipidne perokside, opada tokom
ozdravljenja (Goldstein i sar., 1979; Gutteridge i sar., 1981). Suprotno se desava sa PON-1, koja
neutraliSe ROS i u tom procesu se inaktivira (James, 2006). Dodatno, pad koncentracije serumskih
tiola izmedu prezentacije i oporavka nije bio znacajno razli¢it. To ukazuje da su ROS delovali na
molekule u plazmi, ali da su uspe$no neutralisani sadejstvom CER, PON-1 i drugih mehanizama
antioksidativne zastite.

Odsustvo znacajne razlike u koncentraciji HPT izmedu prezentacije i oporavka moze indirektno da
ukaze na hemolizu kao deo patogeneze babezioze (Reyers, 1998). Na prezentaciji, nivo HPT, kao
pozitivnog APP, predstavlja ravnotezu izmedu vece proizvodnje u hepatocitima i potros$nje usled
odredenog stepena hemolize (Matijatko i sar., 2007). Jaka pozitivna korelacija izmedu HPT u serumu
i HGB u punoj krvi moze podrzati ovo objasnjenje. Efikasno uklanjanje slobodnog hemoglobina je
sustina antioksidativne zastite prilikom intravaskularne hemolize, s obzirom na to da slobodni hem
inicira nastanak ROS u plazmi (Duvigneau i sar., 2019; Hasan i Schafer, 2008). Suprotno se desava
na oporavku — i sinteza u jetri i intravaskularno tro$enje opadaju.

Osim slobodnog hema, tokom inflamacije ROS nastaju i kao posledica aktiviranih neutrofila i
monocita. Na prezentaciji je postojala jaka negativna korelacija izmedu nivoa tiola u serumu i
ukupnog broja leukocita $to ukazuje na doprinos ovih ¢elija u nastanku oSteCenja izazvanih putem
ROS. Na prezentaciji, tiolne grupe su pokazale korelaciju sa brojem limfocita, $to daje prostor za
detaljniju studiju kako bi se ovaj rezultat ta¢nije objasnio.

6.6. Koncentracija y globulina i ostalih proteinskih frakcija u serumu pasa na prezentaciji i nakon
klinickog oporavka

Elektroforetska analiza proteinskih frakcija je pokazala razliku izmedu vrednosti albumina na
prezentaciji i oporavku, sto je bilo u saglasnosti sa rezultatima dobijenim metodom primenjenom na
biohemijskom analizatoru. Visa koncentracija a1-GLOB na prezentaciji u odnosu na oporavak
potvrduje odgovor akutne faze (Kaneko i sar, 1997). Nivo a2-GLOB je bio nizi na prezentaciji u
odnosu na ta¢ku oporavka. Pojava udvojene frakcije 02-GLOB u skladu je sa literaturnim podacima
za infekciju B. canis i prisustvo hemolize (Tothova i sar., 2020). U ispitivanim uzorcima detektovane
su udvojene o2 frakcije kod Sest pasa na prezentaciji i svih pasa na oporavku. Dalje, HPT na oporavku
je bio delimi¢no slobodan, a delimi¢no u kompleksu sa HGB, $to je rezultovalo ja¢im signalom,
odnosno udvojenom zonom o2 frakcije. Nivo B-GLOB je ostao nepromenjen izmedu dve posmatrane
tacke, ¢ak su vrednosti kod odredenog broja pasa bile ispod referentnih i na prezentaciji i na oporavku.
To nije tipican nalaz odgovora akutne faze, kada bi se ocekivalo da ¢e ova frakcija biti viSa kod akutno
inficiranih pasa. Prema O’Connell i sar. (2005), ponekad se u  zonu ,,smestaju” IgA, IgM i 1gG, sto
daje osnovu za pretpostavku da se deo imunoglobulina, sintetisanih u periodu oporavka, nalazi u 8
zoni, usled ¢ega je doslo do njenog porasta i izostanka razlike u odnosu na prezentaciju. Porast nivoa
v-GLOB od prezentacije do oporavka najverovatnije predstavlja posledicu proizvodnje
imunoglobulina, kao odgovor na infekciju i odrazava o¢uvanu aktivnost B limfocita kod pasa akutno
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inficiranih B. canis, na koju nije uticalo prisustvo SIRS. Imajuéi u vidu da su koncentracije y-GLOB
kod vise od polovine pasa na prezentaciji bile ispod referentnog intervala, mozemo zakljuciti da Th2
odgovor jos uvek nije bio aktiviran, a plazma ¢elije nisu bile dovoljno stimulisane da lu¢e antitela
(Baumgarth i sar., 2020).

6.7. Prisustvo i aktivnost zelatinolitickih MMP u krvi pasa akutno inficiranih B. canis

Rezultati ove studije su pokazali da su u serumu nivoi proMMP-2 i proMMP-9 nizi tokom akutne B.
canis infekcije u odnosu na fazu oporavka, a da je nivo proMMP-2 nizi kod pasa koji imaju SIRS.
Na prezentaciji, nizak nivo proMMP-9 pratio je snizeni broj leukocita i neutrofilnih granulocita, dok
se suprotno desilo sa parazitemijom. Tokom oporavka porast proMMP-2 pratio je oporavak crvene
krvne loze. Istovremeno, povecanje proMMP-9 povezano je sa smanjenjem aktivnosti AST.

Nivo proMMP-2 i proMMP-9 je bio nizi u serumu akutno inficiranih pasa poredeci sa vrednostima
dobijenim na oporavku. U obe posmatrane tacke, aktivna forma MMP-9 detektovana na gelu,
pokazivala je slican intenzitet i nije bila pra¢ena korelacijama sa ukupnim brojem leukocita tj.
neutrofila. Medutim, oc¢ekivano je da tokom inflamacije aktivnost MMP-9 raste (Yazdan-Ashoori i
sar., 2011). U ovoj studiji, odsustvo razlike izmedu serumske MMP-9 na prezentaciji i oporavku bi
se moglo pripisati poremecaju aktivacione dinamike izmedu zimogena i aktivne forme.

Inflamacija, a narocito SIRS, uti¢u na sekreciju i aktivaciju proMMP-2 i proMMP-9 (Yazdan-Ashoori
i sar., 2011). Medutim, literaturni podaci za proMMP-2 i MMP-2 nisu dosledni, jer je pokazano da je
njihov nivo ili nepromenjen (Hoffmann i sar., 2006) ili povisen (Yazdan-Ashoori i sar., 2011).
Pomenute studije nisu pokazale da postoji aktivna forma MMP-2 u uzorcima plazme ili seruma, koja
takode nije detektovana ni u uzorcima ispitanim u ovoj studiji. Najverovatnije objasnjenje ovakvih
rezultata moze pruziti ¢injenica da se aktivacija proMMP-2 deSava na endotelnoj strani bazalne
membrane i koordinirana je preko MT-1-MMP i TIMP (Elkington i sar., 2005; Yana i Seiki, 2002).
Nivo TIMP raste tokom inflamacije i sepse kod ljudi (Hoffmann i sar., 2006; Yazdan-Ashoori i sar.,
2011). Kako je inflamacija kod babezioze povezana sa aktivacijom endotelnih ¢elija (Kule$ i sar.,
2017), opravdano je pretpostaviti da je nizak nivo proMMP-2 u akutnoj B. canis infekciji povezan sa
porastom TIMP i/ili vezivanjem proMMP-2 za membranu aktiviranih endotelnih ¢elija.

Rezultati dobijeni u ovoj studiji pokazali su da nivo proMMP-2 u serumu nije u korelaciji sa brojem
leukocita/neutrofila, sto ukazuje da oni ne doprinose regulaciji proMMP-2 ekspresije. To je dalje
potvrdeno time Sto izolati leukocita nisu dali signal na mestu (pro)MMP-2. Takode, pokazano je da
trombociti ljudi predstavljaju izvor (pro)MMP-2 (Momi i sar., 2009), tako da trombocitopenija
akutno inficiranih pasa moZe biti dodatni uzrok niskog nivoa proMMP-2 na prezentaciji. U ovoj
studiji, teska trombocitopenija moze da objasni odsustvo korelacija izmedu broja trombocita i nivoa
proMMP-2 na prezentaciji. Pozitivna korelacija izmedu relativnih promena u nivou proMMP-2 i
eritrocitnoj lozi upucuju na istovremenu regeneraciju i remodelovanje eritroidnog odeljka kostne srzi
i funkcije endotelnih ¢éelija, kojima moze doprineti i povecanje broja trombocita na oporavku.

Nivo proMMP-9 u serumu je takode bio nizi na prezentaciji u odnosu na fazu oporavka. Nivo
proMMP-9 je pokazao korelacije sa brojem leukocita i neutrofila na prezentaciji, ali ta korelacija nije
oCuvana kada su testirane relativne promene ovih parametara. Moze se smatrati da na prezentaciji
gotovo celokupna koli¢ina proMMP-9 poti¢e iz neutrofilnih granulocita, buduéi da se, zbog jake
trombocitopenije, trombociti mogu iskljuciti kao izvor. U serumu, nivo proMMP-9 u velikoj meri
zavisi od broja odnosno aktivacije neutrofilnih granulocita. Pozitivna korelacija broja neutrofilnih
granulocita i nivoa proMMP-9 na prezentaciji se moze objasniti time da su neutrofili bili aktivirani,
Sto dovodi do degranulacije i oslobadanja zimogene forme u cirkulaciju. Kako su se psi oporavljali,
stepen aktivacije neutrofila je postepeno opadao i korelacija je nestala. Dodatno, moze se pretpostaviti
da je manja koli¢ina proMMP-9 u serumu na prezentaciji u odnosu oporavak delimi¢no i posledica
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,,utroSka“ leukocita u cilju eliminisanja patogena (Bili¢ i sar., 2018), §to bi moglo objasniti i negativnu
korelaciju izmedu nivoa proMMP-9 i parazitemije na prezentaciji. Recipro¢na dinamika izmedu
proMMP-9 i AST moze biti posledica eliminacije patogena nakon primene terapije i oporavka
funkcije endotelnih ¢elija.

Ova studija je pokazala znacajne promene u koncentracijama i aktivnosti APP, ali ne i njihovu
povezanost sa detektovanim proMMP. To potvrduje da sekrecija i aktivacija proMMP nije samo
posledica dejstva proinflamatornih citokina, ve¢ zavisi i od stepena oksigenacije, hormona, aktivnosti
serin proteaza (plazmin, trombin) i inhibitora MMP (Sternlicht and Werb, 2001).

Infekcije protozoama rodova Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma i Trypanosoma pracene su
povisenjem nivoa MMP (uklju¢uju¢i MMP-2 i MMP-9) i odrazavaju remodelovanje tkiva tokom
migracije parazita (Geurts i sar., 2012). Psi sa akutnom infekcijom B. canis pokazali su snizene
vrednosti ovih MMP. S obzirom na to da su MMP-9 deficijentni misevi rezistentni na endotoksi¢ni
Sok (Dubois i sar., 2002), moguce je pretpostaviti da su leukopenija i snizene vrednosti MMP zapravo
mehanizmi koji Stite obolele pse od progresije SIRS u stanje Soka 1 pojave multiorganskih
komplikacija. Ostaje otvoreno pitanje da li je pretpostavljeni mehanizam zaista relevantan u
bioloskom i klinickom smislu (Renckens i sar., 2006).

U odnosu na zdrave pse, kod akutno obolelih pasa je zabeleZen visi nivo proMMP-2 normiran na broj
trombocita, ali je razlika izostala kada je nivo proMMP-2 normiran na broj leukocita. Prisustvo znatno
viseg nivoa proMMP-2 kod bolesnih pasa u bazalnim uslovima, kao i nakon in vitro kontakta sa
ConA, odnosno solubilnim antigenom B. canis, ukazuje da je ova dinamika proMMP-2 prvenstveno
posledica infekcije B. canis. Odsustvo znacajne razlike izmedu nivoa proMMP-2 nakon normalizacije
prema broju leukocita dodatno potvrduje stanoviste da leukociti ne predstavljaju znacajne izvore
(pro)MMP-2.

U uzorcima plazme bez i sa dodatkom stimulatora zabelezeni su visi nivoi proMMP-9 i MMP-9 kod
akutno obolelih u odnosu na zdrave pse. Normalizacijom nivoa proMMP-9 u plazmi prema broju
leukocita pokazana je znacajna razlika izmedu pacijenata i zdravih pasa pod svim testiranim
uslovima. Najjaci signal proMMP-9 je bio pod bazalnim uslovima, dok je dodavanjem ConA i 10x
razblazene vakcine, nivo zimogena opadao. Ovakav rezultat moze da bude posledica intenzivnijeg
prelaska proMMP-9 u MMP-9 pod navedenim uslovima, §to i potvrduju viSe vrednosti MMP-9 pod
stimuliSu¢im u odnosu na bazalne uslove. Kod zdravih pasa je zabeleZen pozitivan odgovor na
delovanje ConA u smislu visih nivoa proMMP-9 i MMP-9 u odnosu na ostala dva uslova, $to je u
skladu sa literaturnim podacima (Ribeiro i sar., 2018). U slu¢aju pasa inficiranih B. canis ovo se
desava pod uticajem analognih mitogena prisutnih u plazmi (Manicone i McGuire, 2008; Sternlicht
and Werb, 2001), sto dodatno potvrduje da je uloga leukocita odnosno neutrofila u lu¢enju MMP-9
ostala o¢uvana kod akutno obolelih pasa.

Izmedu SIRS pozitivnih i zdravih pasa, odnosno SIRS negativnih i zdravih pasa je postojala znacajna
razlika u lu¢enju i proMMP-9 i MMP-9 u odnosu na broj leukocita. Dobijeni rezultati ukazuju da
postoji razlika u oslobadanju sadrzaja granula samo izmedu akutno obolelih i zdravih pasa i da je ono
intenzivnije kod pacijenata. Povisene koncentracije proMMP-9 i MMP-9 kod SIRS pozitivnih i SIRS
negativnih pasa u odnosu na kontrolne pse nisu bile pracene i razlikama u fagocitozi i oksidativnom
prasku u neutrofilnim granulocitima. Odsustvo razlika bi moglo da se objasni slabijim prelaskom
zimogene u aktivnu formu, usled ¢ega je suprimirana aktivnhost MMP-9 i usporena hemotaksa,
odnosno poremecena fagocitoza i oksidativni prasak kod SIRS pozitivnih pasa. Neophodno je
napomenuti da je opisane promene potrebno potvrditi u studiji koja bi ukljucila veci broj pasa.
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Dobijeni rezultati su pokazali odsustvo proMMP-2 i MMP-2 u supernatantima leukocita poreklom
od akutno inficiranih i zdravih pasa. U supernatantima leukocita poreklom od pasa sa
nekomplikovanom babeziozom i zdravih pasa utvrden je jak signal poreklom od proMMP-9. Kako
su u supernatantima dominirali neutrofilni granulociti, ovaj nalaz je saglasan sa rezultatima
eksperimenata na humanim neutrofilima u uslovima kada oni nisu stimulisani proinflamatornim
medijatorima (Opdenakker i sar., 2001). U uzorcima izolovanim nakon stimulacije mitogenima i 1h
inkubacije potvrden slabiji signal ispod proMMP-9 koji je u uzorcima nakon 24h zamaskiran Sirom
zonom proMMP-9. Ovaj signal moze da odgovara MMP-9, koja je detektovana u serumu pasa kako
u ovoj tako i u prethodnim studijama (Melo i sar., 2011; Prakash Krupakaran i sar., 2016). To ukazuje
da su u plazmi prisutni aktivatori koji su neophodni za prelazak zimogene u aktivnu formu MMP.
Ovo bi dodatno moglo da potvrdi odsustvo znacajne razlike u nivou proMMP-9 izmedu ConA
stimulisanih leukocita inficiranih i zdravih pasa, s obzirom na to da se ConA vezuje za SHPS-1
(protein tyrosine phosphatase substrate 1) i indukuje luéenje MMP-9 (Ribeiro i sar., 2018).
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7. ZAKLJUCCI

1. Kod pasa sa nekomplikovanom babeziozom usled prirodne infekcije protozoom B. canis
mogu se uociti sledec¢e promene funkcionalne aktivnosti leukocita u perifernoj krvi:

a. Fagocitna aktivnost neutrofilnih granulocita u bazalnim uslovima i nakon in vitro
kontakta sa solubilnim antigenom B. canis je izrazenija nego kod zdravih pasa.
Analogne razlike u intenzitetu oksidativnog praska se uoc¢avaju samo nakon in vitro
kontakta sa solubilnim antigenom B. canis. Prisustvo SIRS nije povezano sa opisanim
razlikama.

b. T limfociti sekretuju veéu koli¢inu IFN-y u odnosu na zdrave pse kako u bazalnim
uslovima, tako i nakon in vitro kontakta sa solubilnim antigenom B. canis. Nivo IFN-
v je najvisi kod SIRS pozitivnih pasa.

c. Ukupni leukociti sekretuju veéu kolicinu MCP-1 u odnosu na zdrave pse kako u
bazalnim uslovima, tako i nakon in vitro kontakta sa solubilnim antigenom B. canis.
Prisustvo SIRS nije povezano sa opisanim razlikama.

2. Tokom nekomplikovane babezioze usled prirodne infekcije protozoom B. canis ukupni
leukociti obolelih pasa nisu stimulisani da izlu¢uju vece koli¢ine IL-8 u poredenju sa zdravim
psima.

3. Invitro, leukociti pasa ne lu¢e proMMP-2, ali lu¢e proMMP-9 i MMP-9. Leukociti obolelih
pasa, a posebno SIRS pozitivnih, in vitro lu¢e vise proMMP-9 i MMP-9 u poredenju sa
leukocitima zdravih pasa, kako u bazalnim uslovima, tako i nakon kontakta sa solubilnim
antigenom B. canis. In vivo, u serumu pasa sa nekomplikovanom babeziozom, nivo proMMP-
9 je nizi nego na oporavku. Nivo proMMP-9 u serumu nije povezan sa prisustvom SIRS.

4. Oporavak od nekomplikovane babezioze usled prirodne infekcije protozoom B. canis prati
diferencijacija B limfocita u plazma ¢elije koje sintetiSu imunoglobuline, na Sta ukazuje porast
koncentracije y globulina u serumu obolelih pasa. Porast te koncentracije se ne razlikuje
izmedu SIRS pozitivnih i negativnih pasa.

5. Porast koncentracije malondialdehida u eritrocitima je odraz oksidativnog oStecenja eritrocita
tokom oporavka od nekomplikovane babezioze usled prirodne infekcije protozoom B. canis.
Istovremeni porast aktivnosti katalaze i stabilna koncentracija tiola u serumu pokazatelji su
ocuvanosti antioksidativne zastite tokom istog perioda. Nivo proteina akutne faze i prisustvo
SIRS nije povezano sa stepenom oksidativnog ostecenja.

6. Sveobuhvatno posmatrano, rezultati upucuju na zaklju¢ak da je aktivnost neutrofilnih
granulocita i limfocita kod SIRS pozitivnih i negativnih pasa sa nekomplikovanom
babeziozom pojacana, ali da se stepen osteCenja tkiva ne razlikuje izmedu ove dve grupe,
najverovatnije zahvaljujuéi tome $to su zaStitni mehanizmi adekvatno oc¢uvani.
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Ljubav prema crtanju i gradi celija spojila je kroz autorske ilustracije u okviru udzbenika Histologija
sa embriologijom 2 (Markovi¢ 1 sar., 2016) i Porodiljstvo, sterilitet 1 vestacko osemenjavanje
(Pavlovi¢ i sar., 2018, Poglavlje I11: Fiziologija graviditeta).

Slobodno vreme provodi sa Febom, Lajrom i Zu¢om, najboljim psima na svetu.

Kad poraste, bi¢e akademik. 1li najmanje — autor omiljene knjige vase dece.

(Why not both?)



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisana: Kristina Spariosu

Broj upisa: 2015/5003

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

»HIspitivanje funkcionalne aktivnosti leukocita kod pasa

prirodno inficiranih protozoom Babesia canis*

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e dapredlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome
prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni, i

e da nisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora
U Beogradu,




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Kristina Spariosu

Broj upisa: 2015/5003

Studijski program: doktorske akademske studije

Naslov rada: ,Ispitivanje funkcionalne aktivnosti leukocita kod pasa prirodno inficiranih
protozoom Babesia canis*

Mentor 1: prof. dr Milica Kovacevi¢ Filipovi¢

Mentor 2: prof. dr Svetlana Milanovié¢

Potpisana: Kristina Spariosu

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam

predala radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora nauka,

kao Sto su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom

katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,




Prilog 3.

Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum Univerziteta

u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

»Ispitivanje funkcionalne aktivnosti leukocita kod pasa

prirodno inficiranih protozoom Babesia canis*

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu

licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.

Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,




1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nac¢in odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje distribuciju i javno saopsStavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najvec¢i obim prava
koris¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju 1javno saopStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnoZzavanje distribuciju i javno saopstavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na na¢in odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog
koda.
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