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Virusi Puumala (PUUV) i Tula (TULV) su RNA virusi koji pripadaju rodu Orthohantavirus
(HTV) porodice Hantaviridae. Virus PUUV patogeni je virus koji uzrokuje hemoragijsku
vru€icu s bubreznim sindromom, dok se virus TULV smatra apatogenim virusom. Cilj ovog
istrazivanja bio je dugotrajnom infekcijom ispitati elemente urodenog imunosnog odgovora
primarnih monocita/makrofaga inficiranih patogenim ili apatogenim ortohantavirusom u
uvjetima in vitro. Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su znaCajne razlike u obrascu ekspresije
gena koji kodiraju sintezu proupalnih citokina 1 kemokina, kao i razlike u koncentracijama
pojedinih modulatora bioloSkog odgovora u ranoj (1 — 24 h od infekcije) i kasnoj (48 h — 7
dana) fazi infekcije. Analiza ekspresije stanicnih diferencijacijskih molekula na
monocitima/makrofagima tijekom kultivacije pokazala je smanjenje ekspresije molekula
CD14 1 HLA-DR uz znacajno povecanu ekspresiju molekule CD206. U ovom radu prvi su
puta dokazane znacajne razlike u urodenom imunosnom odgovoru na apatogeni virus TULV
u usporedbi s patogenim virusom PUUV. Rezultati ovog rada ukazuju na kompleksnost
molekularnih mehanizama urodene imunosne reakcije posredovane monocitima/makrofagima
u infekciji patogenim i apatogenim ortohantavirusima.

(191 stranica, 31 slika, 6 tablica, 407 literaturnih navoda, jezik izvornika hrvatski)
Kljuéne rijeci: ortohantavirusi, virus Puumala, virus Tula, monociti, makrofagi, imunosni
odgovor, urodena imunost, ekspresija gena, ekspresija povrsinskih molekula, citokini,
kemokini, hemoragijska vrucica s bubreZnim sindromom
Mentor: dr. sc. Lidija Cvetko Krajinovi¢, znanstvena suradnica
Ocjenjivadi: izv. prof. dr. sc. SnjeZana Zidovec Lepej, znanstvena savjetnica
izv. prof. dr. sc. Andreja Ambriovi¢ Ristov, znanstvena savjetnica u trajnom
zvanju

izv. prof. dr. sc. Maja Matuli¢



University of Zagreb Doctoral thesis
Faculty of Science

Department of Biology

THE INFLUENCE OF PATHOGENIC PUUMALA AND APATHOGENIC TULA
ORTHOHANTAVIRUS ON THE INNATE IMMUNE RESPONSE OF PRIMARY
MONOCYTES AND MACROPHAGES

PETRA SVOBODA

University Hospital for Infectious Diseases ,,Dr. Fran Mihaljevi¢*, Zagreb
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Orthohantavirus (HTV), family Hantaviridae. Puumala virus is a pathogenic virus that causes
hemorrhagic fever with renal syndrome, while TULV is considered to be an apathogenic
virus. The aim of this long-term in vitro study was to examine the elements of the innate
immune response of primary monocytes/macrophages infected with pathogenic or
apathogenic orthohantavirus. The results of this research showed significant differences in the
expression pattern of genes encoding the synthesis of pro-inflammatory cytokines and
chemokines, as well as differences in the concentrations of certain biological response
modulators in the early (1-24 h from infection) and late (48 h-7 days) phase of infection.
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a significantly increased expression of the CD206 molecule. We demonstrated here, for the
first time, significant differences in the innate immune response to the apathogenic TULV
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molecular mechanisms of the innate immune reaction mediated by monocytes/macrophages in
infection with pathogenic and apathogenic orthohantaviruses.
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1. UVOD

Ortohantavirusi (HTV), rod Orthohantavirus, obitelj Hantaviridae, red Bunyavirales, su
emergentni, trisegmentni RNA virusi s ovojnicom, jednolan¢anog minus lanca, koji uzrokuju
hemoragijsku vrucicu s bubreznim sindromom (HVBS) u Euroaziji, sa Sirokim rasponom
klini¢ke prezentacije od asimptomatske i blage bolesti do teSke bolesti s mogu¢im smrtnim
ishodom (Vaheri, Strandin, i ostali 2013; Adams i ostali 2017). Rezervoari HTV sitni su
glodavci s perzistentnom asimptomatskom infekcijom. Infekcije u ljudi posljedica su udisanja
inficiranog aerosola virusom zagadenih izlucevina glodavaca (urin, feces i slina) te variraju od
sporadi¢nih slucaja u neepidemijskom razdoblju do pojave epidemija svakih nekoliko godina
(Vaheri, Strandin, 1 ostali 2013). U Europi, kao i u Hrvatskoj, postoji nekoliko vrsta HTV-ova
(A Markoti¢ 1 ostali 2002; Ante Tadin 1 ostali 2012). Virusi Puumala (PUUV) i Dobrava
(DOBV) su patogeni za ljude i imaju medicinski znac¢aj (Av§i¢ Zupanc, Korva, i Markoti¢
2014). Virus Puumala uzrokuje blage i srednje teSke oblike bolesti, te je uzrok vecine dosad
zabiljeZenih epidemija. Virus Tula (TULV) i virus Kurkino su takoder dokazani u Hrvatskoj,
ali im je medicinski znacaj trenutno nepoznat ili nedostatno istraZen (Scharninghausen i ostali
2002; Plyusnina i ostali 2009; Klempa i ostali 2013). Infekcija ¢ovjeka virusom TULV je
dokazana u samo Cetiri bolesnika (Klempa i ostali 2003; Zelend, Mrazek, i Kuhn 2013;

Reynes 1 ostali 2015; Hofmann i ostali 2021).

Jo$ uvijek su nedostatno istrazeni imunopatogenetski mehanizmi kojima HTV u ljudi
uzrokuju bolest. Smatra se kako je patogeneza HVBS-a uglavnom posredovana imunosnim
odgovorom organizma. Tzv. ,,citokinska oluja* prije se smatrala kao jedan od glavnih uzroka
nastanka simptoma tijekom razvoja HVBS-a jer su u serumu, urinu i tkivima bolesnika
pronadene povecane vrijednosti proinflamatornih citokina, prvenstveno interleukina (IL)-1,
IL-6 i ¢imbenika nekroze tumora o (TNF-a) tijekom akutne faze bolesti (Krakauer, Leduc, i
Krakauer 1995; Linderholm i ostali 1996). Urodena imunost prva je linija obrane od razlicitih
patogena te moZe znacajno odrediti daljnji razvoj i ishod infekcije i bolesti.
Imunopatogenetska istrazivanja otezana su jer ne postoje animalni modeli za istrazivanje
HVBS-a kao niti u¢inkoviti antivirusni lijekovi ili cjepiva (Schonrich i ostali 2008). Cvetko
Krajinovi¢ 2014. je pokazala supresiju ranog imunosnog odgovora, perifernih
mononuklearnih stanica u bolesnika inficiranih virusom PUUV, na razini ekspresije gena
vaznih za sintezu receptora za prepoznavanje opCih struktura (PRR), kemokina i njihovih

receptora, citokina, ¢imbenika transkripcije, kao i nekih signalnih molekula.



Monociti se diferenciraju iz pluripotentnih krvotvornih mati¢nih stanica u koStanoj srzi.
Nakon izlaska iz koStane srzi, u krvotoku se zadrZzavaju oko jedan do Cetiri dana te dio njih
prelazi u tkiva (Ginhoux i Jung 2014). U prosjeku ¢ine oko 8 — 10% populacije leukocita u
ljudskoj perifernoj krvi. Imaju primarnu ulogu u urodenom imunosnom odgovoru, u
fagocitiranju svih Cestica sa svojstvima antigena (npr. virusi, bakterije) te znacajnu ulogu u
predocavanju antigena drugim stanicama urodene i steCene imunosti. Cirkuliraju¢i monociti
heterogena su skupina stanica koja moze djelovati proupalno ili protuupalno ovisno o utjecaju
raznih Cimbenika upale iz mikrookoliSa. Klasificiraju se u tri subpopulacije: klasi¢ni
(CD14""CD16); intermedijerni (CD14""CD16") te neklasi¢ni (CD14"CD16™) (L. Ziegler-
Heitbrock 1 ostali 2010a). Monociti koji tijekom upale 1 infekcije pod utjecajem kemokina i
komplementa iz cirkulacije, prelaze u tkiva nazivamo monocitnim makrofagima (MDM, od
engl. monocyte-derived macrophages) (Ginhoux i Jung 2014). Monocitni makrofagi takoder
su heterogena populacija potentnih fagocita koji predoCuju antigene drugim stanicama
urodene i steCene imunosti. Pod utjecajem signala iz mikrookoliSa dolazi do funkcionalne
aktivacije MDM-a. Proupalna aktivacija (M1) stanica MDM dogada se pod utjecajem
interferona (IFN)-y, lipopolisaharida (LPS) te ¢imbenika stimulacije kolonija granulocita i
makrofaga (GM-CSF, od engl. granulocyte macrophage colony-stimulating factor), koji dalje
poticu lucenje proupalnih citokina (npr. IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-18). Fenotipski M1 MDM
eksprimiraju visoke razine molekula glavnog sustava tkivne podudarnosti razreda I (MHC
II), CD68 te kostimulatornih molekula CD40 i CD86 (Chavez-Galan i ostali 2015).
Protuupalna aktivacija (M2) stanica MDM javlja se sa svrhom rjeSavanja upalnog procesa.
M2 MDM sudjeluju u popravku tkiva, angiogenezi i alergijskim bolestima (Chévez-Galén i
ostali 2015). Aktivacija u M2 subpopulaciju dogada se pod utjecajem ¢imbenika stimulacije
kolonija makrofaga (M-CSF, od engl. macrophage colony-stimulating factor), 1L-4, 1L-13,
IL-10, transformiraju¢eg ¢imbenika rasta f1 (TGF-B1, od engl. transforming growth factor
p1) te izlucujuéi IL-10 u visokim koncentracijama, a IL-12 u malim koli¢inama. Fenotipski,
M2 MDM eksprimiraju visoke razine molekula CD206, CD200R, CD301a/b te niske razine
MHC II (Chavez-Galan i ostali 2015). Budu¢i da su MDM izrazito plasti¢ne stanice, podjela u
opisane podtipove predstavlja krajnje toCke pojedinog aktivacijskog stanja koji vrijede u
uvjetima in vitro, dok in vivo zadrZzavaju mogucnost promjene svojeg aktivacijskog stanja
(Martinez i1 Gordon 2014). Postoje i tkivni makrofagi (od engl. tissue-resident macrophages)
poput Kupffer-ovih stanica u jetri, mikroglija u mozgu, alveolarnih makrofaga u plu¢ima,

peritonealnih makrofaga u seroznim Supljinama te ostalim organima i tkivima (Andreis et al.
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2009). Monociti i makrofagi imaju kljucne, ali razli¢ite uloge u homeostazi tkiva i imunitetu
(Martinez 1 ostali 2006). Monociti su kljuéni stanice tijekom upale i infekcije, dok tkivni
makrofagi imaju vazne funkcije u razvoju i homeostazi tkiva te rjeSavanju upale (Ginhoux i
Jung 2014). Dendriticke stanice (DC, od engl. dendritic cells) povezuju urodeni i steCeni
imunosni sustav (Guilliams i ostali 2014) jer su kljucne za prezentaciju peptida i proteina T- i
B- limfocitima te ih takoder ubrajamo u antigen prezentirajuce stanice (Polancec 2011).
Postoji nekoliko razli¢itih populacija DC, plazmocitoidne (pDC) i mijeloidne (cDC), koje se
dalje mogu podijeliti u subpopulacije ovisno o ekspresiji molekula CD141 i CDlc na svojoj

povrsini.

1.1. Definicija problema

Iako su monociti, monocitni makrofagi i DC vaZne stanice urodenog imunosnog sustava jos
uvijek nije razjasnjena njihova funkcija 1 uloga tijekom infekcije ortohantavirusima. Primarni
monociti jedne su od ciljnih stanica za HTV. Pri infekciji se ne javlja citopatski ucinak, a
pretpostavlja se da te stanice mogu posluziti kao ,rasadnik® virusa i tako doprinijeti
diseminaciji virusa u organizmu i infekciji susjednih endotelnih stanica te razvoju bolesti
(Alemka Markoti¢ i Schmaljohn 2008). Kao odgovor na infekciju ortohantavirusima
monocitni makrofagi lue proupalne citokine. Pokazano je kako ljudski alveolarni makrofagi
zaraZeni visokopatogenim ortohantavirusima mogu proizvoditi niske razine TNF-a i GM-
CSF-a (Khaiboullina i ostali 2000; Alemka Markoti¢ i ostali 2007a). Takoder je pokazano
kako virus PUUV u monocitnim makrofagima inducira vrlo niske koncentracije IFN-a
detektirane u kasnijoj fazi infekcije (5 — 7 dana nakon infekcije), ali potiCe proizvodnju
antivirusnog proteina MxA (Temonen i ostali 1995). Zreli monocitni makrofagi bili su
osjetljiviji na infekciju virusom PUUYV te su proizvodili viSe virusa (Temonen i ostali 1995).
PrijaSnja istraZivanja su pokazala kako HTV induciraju razli¢it imunosni odgovor u
monocitnim makrofagima i u ljudskoj monomijelocitnoj stani¢noj liniji (THP-1) te tako
stanice THP-1, kao modelne stanice za primarne monocite, nisu pogodne u istrazivanju HTV
(Alemka Markoti¢ i ostali 2007a). Visokopatogeni HTV-ovi su potaknuli lu¢enje -kemokina
(CCL3, CCL4, CCLS5) u primarnim kulturama monocitnih makrofaga te povecali gensku
ekspresiju njihovih receptora (CCR1, CCRYS), dok su zarazene stanice THP-1 izlucivale samo
niske koli¢ine B-kemokina, ali poticale ekspresiju receptora za CXC kemokine (Alemka
Markoti¢ i ostali 2007a). Nakon infekcije apatogenim virusom TULV monocitni makrofagi

lucili su ve¢inom kemokine (CXCLS8, CCL2, CCL4) bez znacajne proizvodnje citokina
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(Cebalo i Markoti¢ 2007). Moguce da zbog ulaska virusa u stanice preko razlicitih receptora
(integrin avfPs; za patogene i integrin asP; za apatogene HTV-ove) dolazi do aktivacije
razli¢itih unutarstaniénih signalnih puteva (Cebalo i Markoti¢ 2007). Stovise, pokazano je
kako monocitni makrofagi inficirani visokopatogenim HTV-om prolaze morfoloske promjene
u smjeru razvoja monocitnih DC-ova uz povecanu ekspresiju ko-stimulatornih molekula
(Alemka Markoti¢ i1 ostali 2007a). Inficirane nezrele monocitne DC imaju povecanu
ekspresiju ko-stimulatornih, adhezijskih 1 molekula MHC II (Raftery i ostali 2002a).
Ortohantavirusima zarazene DC mogu takoder sudjelovati u transportu virusa do regionalnih
limfnih ¢vorova, gdje mogu dalje zaraziti druge stanice imunosnog sustava (Raftery i ostali

2002a).

1.2. Svrha i ciljevi rada

Svrha ovog istraZivanja je ispitati i usporediti elemente urodenog imunosnog odgovora
primarnih stanica ljudskih monocita/makrofaga na infekciju patogenim ili apatogenim
ortohantavirusom (PUUV ili TULV) te potencijalne razlike tijekom rane i kasne faze

infekcije.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZzivanja su:

1. Detektirati promjene u genskoj ekspresiji glavnih komponenti urodenog imunosnog
odgovora primarnih monocita/makrofaga na infekcije patogenim ili apatogenim
ortohantavirusom.

2. Analizirati ekspresiju pojedinih povrSinskih biljega primarnih monocita/makrofaga vaznih
za njihovu aktivaciju, diferencijaciju te interakciju s drugim stanicama urodene i steCene
imunosti te moguce razlike izmedu infekcije patogenim i apatogenim ortohantavirusom.
3. Analizirati repertoar solubilnih komponenti (citokina i kemokina) u supernatantu te moguce

razlike izmedu infekcije patogenim i apatogenim ortohantavirusom.

1.3. Radne hipoteze

Osnovne hipoteze koje sam Zeljela ispitati ovim istraZivanjem su:
1. Ortohantavirusi poti¢u urodeni imunosni odgovor primarnih monocita/makrofaga na razini
genske ekspresije, ekspresije povrSinskih biljega 1 lucenja solubilnih ¢imbenika.

2. Postoje razlike u urodenom imunosnom odgovoru primarnih monocita/makrofaga
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inficiranih  patogenim u odnosu na infekciju apatogenim ortohantavirusom.
3. Ortohantavirusi induciraju diferencijaciju primarnith monocita/makrofaga, a smjer
diferencijacije se razlikuje pri infekciji patogenim i apatogenim ortohantavirusom.

1.4. Zadaci rada i metodologija istrazivanja

Izolacija primarnih monocita

Dobivenu punu krv obraditi unutar dva sata od uzimanja. Iz pune krvi izolirati mononuklearne
stanice periferne krvi (PBMC, od engl. peripheral blood mononuclear cells) centrifugiranjem
na gradijentu gusto¢e pomocu Ficoll-Paque PLUS. Iz PBMC-ova dalje separirati monocite
negativnom selekcijom pomocu magnetske separacije te definirani broj stanica nasaditi u
ploCice za kulturu stanica. Preostale krvne stanice nastale kao nusprodukt izolacijskih
postupaka  nisu  obuhvadene istraZivanjem i ne mogu  biti  iskoriStene
u druge svrhe. Te stanice odmah unistiti sukladno propisima o postupanju s potencijalno

infektivnim medicinskim materijalom.

Infekcija monocita ortohantavirusima

Monocite inficirati virusima PUUV ili TULV istom viSestrukosti infekcije (MOI, od engl.
multiplicity of infection) (MOI=0,1), tj. istim omjerom izmedu broja dodanih infektivnih
virusnih Cestica i broja stanica u kulturi. Infekciju monocita pratiti tijekom Sest vremenskih
toCaka (1 sat, 6 sati, 24 sata, 48 sati, 5 dana, 7 dana). Infekcije ortohantavirusima provesti u
laboratoriju 3. stupnja biosigurnosti (BSL-3, od engl. biosafety level 3 laboratory). Kao

kontrolu koristiti neinficirane stanice u istim uvjetima kultivacije.

Pracenje kinetike i uspjeSnosti infekcije

Kinetiku i uspjeSnost infekcije pratiti odredivanjem razine ortohantavirusne RNA u
supernatantu te inficiranim stanicama reverznom transkripcijom i kvantitativhom lan¢anom
reakcijom polimerazom (RT-qPCR) te detekcijom nukleokapsidnog (N) proteina virusa

PUUV i TULV u inficiranim stanicama metodom indirektne imunofluorescencije (IIFT).

QOdredivanje solubilnih komponenti nespecifi¢ne imunosti

Kinetiku lucenja odabrane 21 molekule nespecificne imunosti (solubilni citokini i kemokini -

IL-1B, IL-1RA, IL-6, IL-10, IL-17F, IL-27, IL-37, IFN-y, CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a),
5



CCL4 (MIP-1B), CCLS5 (RANTES), CCL22 (MDC), CD40L, CXCL8, CXCL10 (IP-10), GM-
CSF, MIF, M-CSF, TNF-0, TGF-B1) odrediti koriste¢i multipleks imunotest pomocu
magnetskih mikrokuglica (Luminex test) u Sest vremenskih toCaka. Na temelju analizirane
kinetike izlu¢ivanja odabranih solubilnih citokina i kemokina analizirati promjene relativne
genske ekspresije inficiranih monocita te smjera diferencijacije monocita (na temelju

ekspresije povrSinskih markera).

Odredivanje relativne genske ekspresije

Izolirati ukupnu RNA iz stanica u Sest vremenskih tocaka (1 h, 6 h, 24 h, 48 h, 5 d, 7 d) nakon

infekcije s virusom TULV ili PUUV pomocu reagensa za izolaciju TriPure. 1z ukupne
proc¢is¢ene RNA pripremiti cDNA pomocu RT te ju koristiti kao kalup za qPCR koristeci
specifi€ne pocetnice i probe za pojedini gen od interesa (za 19 gena koji su ukljuceni u
urodeni imunosni odgovor: receptora (CD40LG, CD68, CD206, CCR2, CCR5, CXCR4),
citokina (TNF, IL-1f, IL-IRN, IL-6, IL-27, IL-37), kemokina (CCL4, CCLI3, CXCLS,
CXCLI10), virusom induciranih gena (IFITM3, STAT1, STAT3) te tri referentna gena (PPIA,
TBP, OAZI)). Relativnu ekspresiju gena odrediti na temelju ocitanih C; vrijednosti.
Normalizaciju rezultata napraviti na osnovu referentnih (,,housekeeping”) gena. Relativne

. [ v . -AACt
razine ekspresije izracunati metodom 2.

Odredivanje ekspresije povrsinskih biljega

Metodom protocne citometrije odrediti ekspresiju pojedinih stani¢nih povrsSinskih molekula
vaznih za aktivaciju monocita/makrofaga i njihovu interakciju s drugim stanicama urodene i
steCene imunosti te diferencijaciju prema monocitnim M1 ili M2 makrofagima ili monocitnim
dendritickim stanicama u tri vremenske tocke (1 h, 48 h, 7 d) nakon infekcije s virusom
TULYV ili PUUV. Upotrijebiti specificna monoklonska protutijela obiljeZena fluorokromima
koja prepoznaju povrSinske biljege monocita, makrofaga i dendriti¢kih stanica (CD14, CDI16,
CD40, CD45, CD163, CD206, CD209, HLA-DR).

Statisti¢ka analiza podataka

Za analizu podataka dobivenih u prethodno opisanom planu istraZzivanja koristiti
neparametrijski test koji podnosi analizu malog uzorka, Wilcoxon-ov test rangova s
podudarnim parovima s dvostranom to¢nom p-vrijednos¢u (od engl. Wilcoxon matched-pairs

signed rank test) te specijalizirane programe, ovisno o vrsti podataka.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ortohantavirusi

Hantavirusi su zoonotski jednolancani RNA virusi negativnog polariteta s lipidnom
ovojnicom. Taksonomski pripadaju redu Bunyavirales, porodici Hantaviridae, koja je
podjeljena u cetiri podporodice: Mammantavirinae, Actantavirinae, Agantavirinae te
Repantavirinae (Maes i ostali 2018; 2019; Abudurexiti i ostali 2019; Laenen, Vergote,
Calisher, 1 ostali 2019). Hantavirusi koji su predmet istraZivanja ovog rada, a koje danas
smatramo tzv. ,klasi¢nim“ hantavirusima, prenose se glodavcima i rovkama, a svrstani su
unutar podporodice Mammantavirinae, roda Orthohantavirus (Adams i ostali 2017). Prema
Medunarodnom odboru za taksonomiju virusa (ICTV, od engl. International Committee on
Taxonomy of Viruses), na temelju novih spoznaja te otkri¢a novih hantavirusa u raznim
vrstama domacina, u rod Orthohantavirus sluzbeno je uklju¢eno 38 vrsta ortohantavirusa s

ukupno 58 virusa (Abudurexiti i ostali 2019; Laenen, Vergote, Calisher, 1 ostali 2019).

Kao preduvjet radu s ortohantavirusima potreban je specijalizirani laboratorij 3. stupnja
biosigurnosti (BSL-3, od engl. biosafety level 3 laboratory), zbog prijenosa virusa aerosolom,
njegove visoke patogenosti te istovremenog nepostojanja lijekova ili cjepiva, Sto oteZava
istrazivanja te spoznaje o bolestima koje uzrokuju. Stoga su eksperimentalne mogucnosti

istrazivanja ortohantavirusa u svijetu iznimno ogranicene.

Ortohantaviruse je izuzetno teSko izolirati iz tkiva domacina ili oboljelih ljudi, a ¢esto su im
potrebne visestruke ,,slijepe pasaze u stanicnoj kulturi kako bi se uspjeli dobiti izolati te
dovoljno velike koncentracije virusa za daljnju karakterizaciju i istrazivanje (A. Plyusnin
2002; J.-L. Li 1 ostali 2013; Prescott, Feldmann, i Safronetz 2017). Trenutno se prilagodba
ortohantavirusa na stani¢nu kulturu izvodi na stanicama Vero E6 (epitelne stanice bubrega
africkog zelenog majmuna Chlorocebus aethiops (Linnaeus, 1758.), klon E6) kojima
nedostaje sposobnost proizvodnje interferona tipa I (IFN-o/f), Sto moze omoguciti evoluciju
virusnih varijanti s genotipskim i fenotipskim svojstvima koja se razlikuju od roditeljskog
soja divljeg tipa virusa (A. L. Schmaljohn i ostali 1995; O. Vapalahti i ostali 1996a). Vazno je
napomenuti da su mutacije virusnog genoma tijekom adaptacije na stani¢nu kulturu
primijecene i kod drugih zoonotskih virusa iz razlicitih virusnih obitelji (Nemirov, Vapalahti,

i ostali 2003; Stoltz i ostali 2011). To je kod ortohantavirusa pokazano za virus PUUV, za koji
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je adaptacija virusa na stani¢nu kulturu povezana s pojavom mutacija u segmentu za RNA
polimerazu ovisnu o RNA i u nekodiraju¢im regijama segmenta za nukleokapsidni protein
(Lundkvist 1 ostali 1997; Nemirov, Lundkvist, 1 ostali 2003). Te mutacije vrSe selekcijski
pritisak koji rezultira varijantama s boljim prezivljenjem, a koje imaju razlicite fenotipe, ali
manju infektivnost (Nemirov, Lundkvist, i ostali 2003; Sundstrom i ostali 2011). Istrazivanja
su pokazala kako ortohantavirusi koji se uzgajaju u svojim prirodnim domac¢inima uzrokuju
bolest u neljudskih primata koja oponasa tijek bolesti u ljudi. PasaZiranje u stani¢noj kulturi
oslabljuje hantaviruse do te mjere da ne uzrokuju mjerljivu bolest u neljudskih primata (J.
Klingstrom i ostali 2002; Prescott, Feldmann, i Safronetz 2017). Nadalje, istrazivanja su
pokazala kako je divlji soj virusa dobro prilagoden za razmnoZavanje u voluharicama, ali ne i
u stanicnoj kulturi, dok se sojevi virusa uzgojeni u stani¢noj kulturi Vero E6 repliciraju s
velikom ucinkovito$¢u u stani¢noj kulturi, ali ne mogu zaraziti voluharice (Lundkvist i ostali
1997). Budu¢i da za istraZivanje patogeneze ortohantavirusa ne postoji prikladan Zivotinjski
model bolesti (Kruger, Schonrich, 1 Klempa 2011), dojenacki BALB/c miSevi se i dalje
koriste u pokusima na Zivotinjama, posebno u pogledu virulencije ortohantavirusa (J.-L. Li 1
ostali 2013). Ipak, postoje nedavne uspjeSne uspostave nekoliko novih stani¢nih linija iz
primarnih stanica voluharica, koje bi mogle biti dragocijene za izolaciju ortohantavirusa
divljeg tipa (Essbauer i ostali 2011; Stoltz i ostali 2011; Sanada i ostali 2012; Binder i ostali
2019).

Ortohantavirusi su ,,spororastu¢i virusi te sporo rastu u stanicnoj kulturi usprkos
prilagodenosti na takav uzgoj. Takoder, ortohantavirusi u stanicama ne uzrokuju citopatski
ucinak in vivo ni u uvjetima in vitro (Masanori Terajima 1 ostali 2007). Prilikom uzgoja
potrebno ih je uzgajati nekoliko (3 — 10) dana u stani¢noj kulturi, s uzgojem virusa niskog
titra od 4,5 x 10° FFU/ml (od engl. focus-forming units/mililiter) virusnih Gestica (R.
Yanagihara i Silverman 1990; Temonen 1 ostali 1993; Lundkvist i ostali 1997; Bourquain i
ostali 2019). U jednoj studiji je povecanje broja virusne RNA (PUUYV, soj Kazan) dokazano
24 sata poslije infekcije u Vero E6 stani¢noj liniji, dok je prisutnost virusne RNA u
supernatantu stani¢ne kulture dokazano u kasnijim danima (2 — 6 dana) nakon infekcije
(Wigren Bystrom i ostali 2018). Za razliku od hantavirusa, ,,brzorastu¢i® virusi npr. virusi
SARS-CoV ili SARS-CoV-2 dosegnu visok titar od 5 x 10’ PFU/ml (od engl. plaque-forming
units/mililiter) i 1 x 10’ PFU/mililitru za 48 — 72 sata (Sims i ostali 2008; Hao i ostali 2020).
Cesto se kod ortohantavirusa primijenjuje ultracentrifugiranje kako bi ih se koncentriralo i

time dobio veci titar virusnih Cestica.



Ortohantavirusi se mogu inaktivirati toplinom (kroz 15 minuta (min) pri 56°C u stanicnom
mediju te suhi virus kroz 2 sata pri 56°C), deterdZzentima, UV zraCenjem, organskim
otapalima (metanol, paraformaldehid, aceton/metanol) i otopinom hipoklorita (Kraus i ostali
2005; Kallio, Klingstrom, i ostali 2006). 70% etanol potpuno inaktivira bunyaviruse, s time da
je Hantaan orthohantavirus (HTNV) djelomi¢no otporan na 30% etanol (Hardestam i ostali
2007). Unato¢ tome, ortohantavirusi su prilicno izdrzljivi i neocekivano stabilni izvan
domacina, jer mogu prezivjeti najmanje osam dana pri 37°C, dulje od 10 dana na sobnoj
temperaturi i Cak do 96 dana pri 4°C (Kallio, Klingstrom, i ostali 2006; Hardestam i ostali
2007). Za vecinu ortohantavirusa, kontaminirana praSina ili aerosol mogu prenijeti virus
drugim glodavcima ¢ak do 15 dana nakon izlucivanja (Kallio, Klingstrém, i ostali 2006). Ova

znacajka nuZna je za prijenos ortohantavirusa.

2.1.1. Molekularna i stani¢na biologija ortohantavirusa

Virioni ortohantavirusa pleomorfne su strukture, ve¢inom kuglaste ¢estice promjera od 120 —
160 nm te izduZene duljine od 110 do 170 nm, mogu biti dugi ¢ak do 350 nm te promjera oko
80 nm (McCormick i ostali 1982; Huiskonen i ostali 2010; Muyangwa i ostali 2015) (Slika 1).
Genom ortohantavirusa ¢ini jednolan¢ana RNA minus lanca koja je upakirana u tri segmenta:
mali segment (S, od engl. small) veli¢ine 1,6 — 2,1 kilobaza (kb) koji kodira za 50 kDa
nukleokapsidni protein (N, od engl. nucleocapsid); srednji segment (M, od engl. medium)
veli¢ine 3,7 — 3,8 kb koji kodira za prekursor glikoproteina veli¢ine 126 kDa (GPC, od engl.
glycoprotein precursor; koji se Kkotranslacijski cijepa daju¢i zrele Gn (N-terminalna
podjedinica) i Gc¢ (C-terminalna podjedinica) glikoproteine) i veliki segment (L, od engl.
large) veli¢ine 6,5 — 6,6 kb koji kodira za 250 kDa RNA polimerazu ovisnu o RNA (RdRp,
od engl. RNA-dependent RNA polymerase) (Slika 1) (C. S. Schmaljohn i Dalrymple 1983; C.
S. Schmaljohn 1 ostali 1983; Giebel i ostali 1989; Hepojoki i ostali 2012; Muyangwa i ostali
2015).
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Slika 1. Virion ortohantavirusa. a) Shematski prikaz viriona ortohantavirusa.
Ortohantavirusna Cestica sadrZi trisegmentirani virusni RNA genom (VRNA), koji se sastoji
od malog, srednjeg 1 velikog otvorenog okvira Citanja. Svaki segment je inkapsidiran
trimernim nukleokapsidnim (N) proteinom. Na vanjskoj lipidnoj ovojnici viriona nalaze se
Siljci koji se sastoje od po Cetiri jedinice Gn i Cetiri jedinice Ge glikoproteina. Virusni genom
se replicira i prepisuje pomoéu RNA-ovisne RNA-polimeraze (RdRp). b) Cestica
ortohantavirusa promatrana pomocu krioelektronske mikroskopije. Visina Siljka je uvijek 12

nm, a srednji promjer viriona je 135 nm. Modificirano prema Vaheri et al. 2013b.

Svaki segment sadrZi jedan otvoreni okvir €itanja (ORF, od engl. open reading frame) (Slika
2) te ima jako dobro ocuvane nekodirajuce regije (NCRs, od engl. non-coding regions) na 3'1
5' krajevima, koje sadrZze komplementarne nukleotide te se spajaju €ine¢i strukturu ukosnice i
daju kruzni izgled svakom segmentu RNA (C. S. Schmaljohn 1 Dalrymple 1983; Chizhikov i
ostali 1995). Strukture ukosnica zastitni su znak virusa reda Bunyavirales i funkcioniraju kao
virusni promotor te su klju¢ne za transkripciju 1 replikaciju (Elliott, Schmaljohn, 1 Collett
1991; Hussein i ostali 2011). Osim kodiranja proteina N, mali segment ortohantavirusa koji
nose glodavci obitelji Cricetidae sadrzi preklapaju¢i ORF koji kodira za nestrukturne proteine
(NSs, od engl. nonstructural proteins), koji funkcioniraju kao slab interferonski inhibitor
(Jadskeldinen i ostali 2007a). Protein N je glavna strukturna komponenta virusa koja
komunicira sa stani¢nim proteinima domacina i €ija je glavna funkcija zastititi virusnu RNA

od stani¢nih nukleaza. Trimerne jedinice proteina N te po jedna molekula RdRp, prekrivaju
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svaki segment VRNA tvore¢i tri spiralna kompleksa ribonukleoproteina (RNP) (Mir i
Panganiban 2006; Mir 1 ostali 2006; Wichgers Schreur, Kormelink, i Kortekaas 2018).
Ortohantavirusi su jednostavni virusi i nemaju matriksne proteine pa protein N vrsi funkciju
fizickog povezivanja RNP-a s citoplazmatskim krajevima glikoproteina u lipidnoj ovojnici
viriona (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). Uz to, protein N znatno olakSava prevodenje
virusne mRNA u stanicama. RdRp ima aktivnosti transkriptaze, replikaze i endonukleaze
(Kukkonen, Vaheri, 1 Plyusnin 2005). Segmenti su upakirani u lipidnu ovojnicu dobivenu od
domacina koja je obloZena tetramernim strukturama Siljaka sastavljenim od Gn+Gc
heterodimera (Slika 1) (Huiskonen i ostali 2010; Battisti i ostali 2011; Cifuentes-Muiioz,
Salazar-Quiroz, i1 Tischler 2014). Takva tetramerna simetrija kompleksa Siljka smatra se
jedinstvenom, barem medu virusima s ovojnicom. Glikoproteini, Gn i Gc, igraju glavnu ulogu
u vezanju virusa i ulasku u stanice domacina, virulenciji te sastavljanju novih viriona u
zaraZzenim stanicama (Hussein i ostali 2011). Virioni se sastoje od > 50% proteina, 20 — 30%

lipida, 7% ugljikohidrata i 2% RNA (C S Schmaljohn 1 ostali 1985).

S segment (1828 nt)

[ N I R I SR » L
Otvoreni okvir itanja
5 . N —
42 nt 433 aa 320 nt B Nekodirajuce regije
X Kotranslacijsko cijepanje staniénim proteazama
M segment (3680) Sekvence koje Cine strukturu ukosnice
[ T T R R PR Y]
5 - Ge X Gn i3 (3'-AUCAUCAUCUG
40 nt 1138 aa 280 nt LTTTETTTTT] ps it
5'-UAGUAGUAGAC
L segment (6550 nt)
[ N L »
5 m— L —
36 nt 2155 aa 120 nt

Slika 2. Genom ortohantavirusa, primjer virus PUUV. Preuzeto i modificirano iz (Kabwe i

ostali 2020).

Znanje o mehanizmima ulaska ortohantavirusa u stanice 1 dalje je ograni¢eno. IstraZivanja u
uvjetima in vitro pokazala su kako postoji nekoliko stani¢nih proteina koji posreduju vezanje

ortohantavirusa na stanice - integrini (oy[3 je receptor za patogene viruse i os; za nepatogene
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viruse) (I. N. Gavrilovskaya i ostali 1998; E. R. Mackow i Gavrilovskaya 2001); ¢imbenik
ubrzavanja propadanja komplementa (DAF/CDS5S5, od engl. complement decay-accelerating
factor) (Krautkrdamer 1 Zeier 2008); gC1qR/p32 (receptor za globularnu domenu komponente
komplementa C1q) (Choi i ostali 2008) i protokaderin-1 (PCDHI, od engl. protocadherin-1)
(Jangra i ostali 2018). Nakon vezanja ortohantavirusi ulaze u stanice koriste¢i razlicite
mehanizme endocitoze, ukljucuju¢i endocitozu posredovanu klatrinom, putove neovisne o
dinaminu 1 makropinocitozu, ovisno o tipu stanice 1 eksperimentalnim uvjetima (Mittler i
ostali 2019). Nakon ulaska u stanice, virusne Cestice se nalaze u ranim endosomima te padom
pH prelaze u kasne endosome i lizosomske odjeljke (Albornoz i ostali 2016) (Slika 3). Ulazak
virusa zavrSava fuzijom virusne membrane s membranom endosoma uslijed velikih
konformacijskih promjena u proteinu Ge (Cifuentes-Mufioz, Salazar-Quiroz, i Tischler 2014;
Mittler i ostali 2019). Fuzija virusne membrane i ulazak izuzetno je osjetljiv na mala
smanjenja koncentracije stanicnog kolesterola (Kleinfelter i ostali 2015). Nakon fuzije
membrane slijedi oslobadanje virusnih nukleokapsida u citoplazmu. Transkripcija virusnih
mRNA ukljucuje lokalizaciju proteina N i RdRp u citoplazmatskim procesiraju¢im tijelima
(od engl. P bodies) gdje za pokretanje transkripcije koriste 5'-kapice mRNA domacina
namijenjene razgradnji pomocu procesa ,,otimanja 5'-kapica* (od engl. cap-snatching) (Mir i
ostali 2008). Protein N takoder S&titi 5'-kapice mRNA domacdina od razgradnje u
procesiraju¢im tijelima (Cheng i Mir 2012). Procesirajuca tijela tada sluze kao izvor pocetnica
tijekom transkripcije virusne mRNA pomoc¢u virusne RdRp (Mir i ostali 2008). Sinteza
virusne RNA zapocinje mehanizmom ,sparivanja i prestrojavanja“ (od engl. prime-and-
realign) (Garcin 1 ostali 1995; Cheng i Mir 2012). Mehanizmi ,,sparivanja i prestrojavanja‘
(ili proklizavanja ili vracanja) koji pokrecu sintezu virusnog genoma zahtijevaju ponavljanja
terminalne sekvence, a svi bunyavirusi sadrze takva ponavljanja di- ili trinukleotida na svojim
krajevima (Garcin i ostali 1995). Endoplazmatski retikulum-Golgi-jev intermedijarni odjeljak
(ERGIC, od engl. endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment) smatra se
mjestom virusne replikacije (Ramanathan i ostali 2007). Pretpostavlja se kako virioni pupaju
u Golgi-jevom tijelu, a zatim se dostavljaju na plazmatsku membranu radi otpustanja,
vjerojatno putem recikliraju¢ih endosoma (od engl. recycling endosome) pomocu proteina

RabGTP-aza Rab8a, Rabl1a (Rowe, Suszko, i Pekosz 2008).
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Slika 3. Replikacijski ciklus ortohantavirusa. Preuzeto iz Schreur and Kortekaas 2016.

2.1.2. Hantavirusni i ortohantavirusni rezervoari te patogenost ortohantavirusa

Ortohantavirusi su prema zemljopisnoj distribuciji domacina i bolestima koje uzrokuju
klasificirani u dvije skupine: ortohantavirusi Starog i ortohantavirusi Novog svijeta (Slika 4).
Ortohantaviruse Starog svijeta, koji uzrokuju hemoragijsku vru€icu s bubreZznim sindromom
(HVBS), prenose glodavci iz obitelji miSeva (Muridae), podporodice pravih miSeva
(Murinae) iz rodova Apodemus i Rattus te iz obitelji hréaka (Cricetidae), podporodice
voluharica (Arvicolinae) iz rodova Myodes, Microtus, Lemmus 1 Arvicola (Jonsson,
Figueiredo, 1 Vapalahti 2010; Hussein i ostali 2011; Laenen, Vergote, Calisher, i ostali 2019).
Ortohantaviruse Novog svijeta, koji uzrokuju hantavirusni kardiopulmonarni sindrom (HCPS)
prenose glodavci iz obitelji hréaka (Cricetidae), podporodice misSeva i Stakora Novog svijeta
(Neotominae) iz roda Peromyscus te podporodice miSeva 1 Stakora Novog svijeta
(Sigmodontinae) iz rodova Oligoryzomys, Sigmodon, Oryzomys 1 Akodon (Jonsson,
Figueiredo, i Vapalahti 2010; Hussein i ostali 2011; Laenen, Vergote, Calisher, i ostali 2019).
Do prije nekoliko godina glavnim prirodnim domacinima ortohantavirusa smatrali su se samo

glodavci.
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Nedavna otkri¢a brojnih novih hantavirusa iz raznih vrsta rovki i krtica (red Eulipotyphla,
obitelji Soricidae 1 Talpidae) te SiSmiSa (red Chiroptera) iz Afrike, Azije 1 Amerike (Arai i
ostali 2007; J.-W. Song, Kang, i ostali 2007; Kang i ostali 2009; Weiss i ostali 2012; Guo i
ostali 2013) te njihova karakterizacija, doprinjeli su potrebi promjene taksonomije
hantavirusa. Hantavirusi glodavaca i dio novootkrivenih hantavirusa su uvrSteni u podobitelj
Mammantavirinae u rod Orthohantavirus, dok su drugi novootkriveni hantavirusi uvrsSteni u
rodove Loanvirus, Mobatvirus 1 Thottimvirus (Laenen, Vergote, Calisher, i ostali 2019).
Novootkriveni hantavirusi iz rovki, krtica, SiSmiSa, riba i gmazova jo$ uvijek nisu povezani s
nekom ljudskom boles¢u.

Ortohantavirusi se smatraju jednim od najboljih primjera dugotrajne povezanosti izmedu
RNA virusa 1 njihovih domacina. Ortohantavirusi su usko povezani s ekologijom i
evolucijskom povijes¢u svojih domacina glodavaca (Liphardt i ostali 2019). Svaka vrsta
ortohantavirusa vezana je uz jednu karakteristicnu vrstu domacina ili nekoliko vrlo srodnih
vrsta domacina (Alexander Plyusnin i Sironen 2014). Rasprostranjenost i raznolikost
ortohantavirusa tako odrazava geografsku rasprostranjenost 1 bioraznolikost njihovih
domacina. Do prije nekoliko godina je prevladavala teorija koevolucije s prijenosom virusa
medu vrstama glodavaca zbog filogenetske kodivergencije (paralelne divergencije ekoloski
povezanih loza) ortohantavirusa i njihovih domacina glodavaca (koji pripadaju podobiteljima
Murinae, Arvicolinae, Neotominae 1 Sigmodontinae) (Alexander Plyusnin i Sironen 2014;
Richard Yanagihara i ostali 2014). Medutim, novim analizama koji su obuhvatile vise
dostupnih potpunih sekvenci hantavirusa, pokazalo se kako su filogenetske povijesti virusa
samo djelomi¢no podudarne s onima njihovih domacina (Guo i ostali 2013). Hantavirusi
evoluiraju razliitim brzinama u odnosu na evoluciju svojih domacina tako da se ne moZe
govoriti o strogoj kodivergenciji (Bennett i ostali 2014). Takoder, pokazalo se kako je
prisutna polifiletska filogenija ortohantavirusa koji se prenose glodavcima, rovkama, krticama

1 SiSmiSima (Bennett i ostali 2014).
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Slika 4. Filogenetsko stablo ortohantavirusa, na bazi potpunog S segmenta. Ljudski patogeni
su oznaceni podebljanim slovima (e — HVBS, m — HCPS). Modificirano prema Kabwe et al.

2020.

Novootkriveni hantavirusi genetski 1 filogenetski odvojenih linija u viSe vrsta rovki, krtica i
SiSmiSa iz udaljenih geografskih podruc¢ja doprinijeli su novim spoznajama o podrijetlu
hantavirusa (Kang i ostali 2009; Weiss i ostali 2012; Arai i ostali 2013; Guo i ostali 2013).
Spoznaja kako su hantavirusi koje prenose krtice, rovke i SiSmiSi genetski raznolikiji od onih
pronadenih u glodavcima, sugerira kako je evolucijska povijest hantavirusa daleko sloZenija
nego Sto se prethodno pretpostavljalo. Analize pokazuju kako su se hantavirusi prvo pojavili u
krticama i rovkama u Aziji, prije nego $to su se pojavili u glodavaca, s obzirom na najvecu
raznolikost hantavirusa u azijskih krtica i rovki te njihov bazalni polozaj na filogenetskim
stablima (Slika 4) (Kang i ostali 2009; 2011; Guo i ostali 2013; Bennett i ostali 2014). Prvotni
domacin je vjerojatno bio rani placentarni sisavac iz kojeg su potekli rovke, krtice, $iSmiSi 1
glodavci (Kang i ostali 2009). Uz to, budu¢i kako svi ostali ¢lanovi reda Bunyavirales (osim
Hantaviridae 1 Arenaviridae) ukljucuju vektore ¢lankonosce, evolucijska povijest hantavirusa
mozda je nastala pojavom prvotnog virusa koji je od domacina ¢lankonozaca presao u ranog
pretka krtica i rovki ili SiSmiSa s viSestrukim kasnijim dogadajima prebacivanja izmedu

domacina (engl. host-switch) (Kang i ostali 2009; Bennett i ostali 2014; Alexander Plyusnin i
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Sironen 2014). Evolucija je vjerojatno ukljucivala jednu ili viSe razmjena preteCe virusa s
drugim simpatri¢nim i sintopi¢nim vrstama sisavaca, ili njihovog zajednickog pretka (Kang i
ostali 2009; Guo 1 ostali 2013). Glavni mehanizam genetske raznolikosti hantavirusa su
prirodna selekcija i genetski drift (postepeno nakupljanje tockastih mutacija, vecinom
neutralnih ili kvazineutralnih te male delecije/insercije u nekodiraju¢im regijama), dok su u
manjoj mjeri tome doprinjeli dogadaji prebacivanja izmedu domacina (O. Vapalahti i ostali
1996a; Lin 1 ostali 2012; Guo 1 ostali 2013; Holmes i Zhang 2015), razmjene segmenata
genoma (engl. reassortment events) (Bennett i ostali 2014) te rekombinacija genoma
(Alexander Plyusnin i ostali 2002; Ramsden, Holmes, i Charleston 2009; Klempa 2018).
Osnovne snage evolucije su drugacije oblikovale diversifikaciju hantavirusa u razlicitim
skupinama domacina i u razliitim staniStima (Guo i ostali 2013; Bennett i ostali 2014;

Klempa 2018).

Ovisno o gusto¢i populacije, 10 — 30% populacije glodavaca sadrzi virusni antigen na razini
RNA ili proteina te je do 50% seropozitivno (Kallio 1 ostali 2009; Hussein 1 ostali 2011), dok
u povoljnim godinama s velikim povecanjem populacije glodavaca, taj postotak moze doseci
c¢ak do 77,4% glodavaca koji su pozitivni na virusnu RNA (A. Tadin i ostali 2014)
doprinoseci razvoju epidemija u ljudi. Kroz eksperimentalne infekcije i terenska istrazivanja,
pokazano se kako je prijenos medu glodavcima iskljucivo horizontalan i dogada se udisanjem
zarazenog aerosola, preko sline ili izlu€evina, grizenjem i drugim agresivnim interakcijama u
ponasanju glodavaca (H. W. Lee, Lee, i ostali 1981; H. W. Lee, French, i ostali 1981; Glass i
ostali 1988; Botten 1 ostali 2002). Ne postoji vertikalni prijenos s majke na potomstvo, a
majcina protutijela mogu zastititi potomstvo od infekcije nekoliko mjeseci (Kallio, Poikonen,
i ostali 2006). Seroprevalencija virusa PUUV pozitivnih voluharica raste s njihovom dobi
(procjenjuje se prema tezini) (Escutenaire i ostali 2002; Katrien Tersago, Verhagen, i Leirs
2011; A. Tadin i ostali 2014). Po¢etnu akutnu infekciju s izlu€ivanjem velikih koli¢ina virusa
kroz mjesec dana prati kroni¢no stanje, gdje je prisutna niska viremija te kontinuirano
ispustanje infektivnih Cestica (Voutilainen i ostali 2015) uz proizvodnju velikih koli¢ina
neutraliziraju¢ih protutijela (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). Uspjeh dugotrajnog
prezivljavanja virusa u svojim domacinima usprkos prisutnosti visokih razina protutijela je jo$
uvijek otvoreno pitanje bez odgovora (Schonrich 1 ostali 2008). Vecina istraZivanja ukazuje
kako je infekcija domacina glodavaca njihovim ortohantavirusima asimptomatska te kako ne
izaziva ocitu bolest. Ipak, u nekoliko istraZzivanja dokazan je razvoj pojedinih simptoma

bolesti u domacinima, poput pluénog edema i periportalnog hepatitisa (Netski, Thran, i St
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Jeor 1999), sporije stope rasta Stakora (Childs i ostali 1989) te smanjenog preZivljavanja
voluharica preko zime (Kallio i ostali 2007). Odsutnost bolesti kod glodavaca unatoc¢ trajnoj
infekciji je nacin preZivljavanja ortohantavirusa kojim izbjegavaju ubijanje vlastitih
domacina. Takoder, naglasava koevolucijski odnos virusa i domacina koji je razvijen tijekom
stotina tisu¢a godina medusobne interakcije. PreZivljavanje domacina usprkos kroni¢noj
virusnoj infekciji posreduje kombinacija jedinstvenog imuniteta domacina protiv virusa te
virusne genetske varijabilnosti, koja mu pomaZe izbjegavanju obrambenih mehanizama
domacina. Eksperimentalni podaci pokazali su kako su obrasci ekspresije gena vezanih uz
imunosni odgovor razli€iti kod zarazenih muzjaka i Zenki (Hannah, Bajic, i Klein 2008), a te
razlike imaju vaznu ulogu u ekologiji ortohantavirusa. Naime, muZjaci 1 Zenke razlikuju se u
svojoj osjetljivosti na ortohantaviruse (S. L. Klein, Bird, 1 Glass 2000). Otkriveno je vise
zaraZzenih muzjaka nego Zenki, dok su eksperimentalno inficirani muZzjaci Stakora proizvodili
vece koli¢ine virusa dulje vrijeme te su takoder imali vece razine protutijela od Zenki (S. L.

Klein, Bird, i Glass 2000; S L Klein, Bird, i Glass 2001; Hannah, Bajic, i Klein 2008).

Glavni ¢imbenici koji utjeCu na dinamiku populacije glodavaca ukljucuju povoljne klimatske
uvjete poput vlage, oborina i temperature te uvjeta u stanistu (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti
2010). Sukladno, zabiljeZene su pozitivne korelacije izmedu vlage i oborina s velikom
ucestaloS¢u HVBS-a (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010; A. Tadin 1 ostali 2014). U
razli¢itim geografskim podru¢jima se povecanje populacije glodavaca dogada uslijed
razli¢itih razloga (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). U umjerenoj europskoj klimi
»eksplozivno* povecanje populacije glodavaca nastaje zbog lokalnog obilnog uroda (od engl.
mast years) Sumskog drveca svakih nekoliko godina (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010;
Paul Heyman i ostali 2012; A. Tadin i ostali 2014; Monchatre-Leroy i ostali 2018; He 1 ostali
2019). Godina punog uroda je godina kada plodovima obilno rode Sumske sastojine (ve¢inom
bukva s bukvicom 1 hrast sa Zirom) (Sever 1 ostali 2013) te time pruZaju obilje hrane Sumskim
glodavcima (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). Velika brojnost glodavaca korelira s te se
moze predvidjeti visokim ljetnim temperaturama dvije godine prije (kada se razvijaju cvjetni
pupoljci) i s visokim jesenskim temperaturama jednu godinu prije (kada dozrijevaju plodovi)
(Schwarz i ostali 2009; K. Tersago i ostali 2009; Sever i ostali 2013). Bez pojave fenomena
obilnog uroda gusto¢a populacije glodavaca ima samo manja kolebanja (Jonsson, Figueiredo,
1 Vapalahti 2010). Ostali c¢imbenici koji utjeu na populaciju glodavaca ukljucuju
bioraznolikost biocenoza, predatore i kompetitivne vrste, nisko raslinje poput grmlja i

travnjaka s mnogim biljkama koje glodavcima pruzaju hranu i skloniSte (Paul Heyman i ostali
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2012; He i ostali 2019). Posljedi¢no, povecanje gustoce populacija glodavaca moZe dovesti do
povecanih kontakata izmedu glodavaca koji mogu poticati prijenos virusa rezultirajuéi ve¢om

prevalencijom te tako utjecati na razvoj epidemija u ljudi (Paul Heyman 1 ostali 2012).

Detaljan popis svih ortohantavirusa s popisom njihovih domacina, rasprostranjeno$¢u te
patogenoscu virusa nalazi se u Prilogu (8.2. Popis vrsta ortohantavirusa), dok su dalje u tekstu

spomenuti samo oni povezani s Europom i ovim istrazivanjem.

Puumala orthohantavirus (PUUYV)

Patogeni ortohantavirusi koji uzrokuju bolesti u ljudi, a cirkuliraju u Europi ukljucuju viruse:
Seoul orthohantavirus (SEOV) koji prenose smedi Stakor (Rattus norvegicus Berkenhout,
1769.), crni Stakor (R. rattus (Linnaeus, 1758.)) koji su prisutni globalno te R. losea
(Swinhoe, 1871.) u jugoistonoj Aziji; Dobrava-Belgrade orthohantavirus (DOBV) koji je
identificiran u Zutogrlom Sumskom miSu (A. flavicollis (Melchior, 1834.)), prugastom
poljskom misu (A. agrarius (Pallas, 1771.)) i Sumskom miSu (A. sylvaticus (Linnaeus, 1758.))
koji su prisutni u Europi te crnomorskom poljskom miSu (A. ponticus Sviridenko, 1936.) u
Aziji; Tatenale orthohantavirus kojeg prenosi livadna voluharica (Microtus agrestis
(Linnaeus, 1761.)) u Ujedinjenom Kraljevstvu (Pounder i ostali 2013) te Puumala
orthohantavirus (PUUYV).

Prototip europskog ortohantavirusa je virus PUUV koji je pronaden u tkivu Sumske
voluharice 1980. godine u juznoj Finskoj te nazvan prema opc¢ini Puumala, oko 300 km
udaljenoj od Helsinkija (Brummer-Korvenkontio i ostali 1980; Brummer-Korvenkontio,
Henttonen, i Vaheri 1982). Medutim, europska literatura ve¢ od 1934. godine spominje blaZi
lokalni oblik HVBS-a u Fenoskandiji, prikladno nazvan nephropathia epidemica (NE), a za
koji se utvrdilo da je uzrokovan virusom PUUV (Clement, Maes, i Van Ranst 2014). Novom
taksonomijom u virus PUUV su uvrstena tri virusa — virus Puumala, virus Hokkaido te virus
Muju (Laenen, Vergote, Calisher, i ostali 2019).

Virus Puumala je najraSireniji ortohantavirus prisutan u Europi zbog rasprostranjenosti svog
domacina Sumske voluharice (Myodes glareolus (Schreber, 1780.)) ¢ije staniSte se rasprostire
Sirom Europe sve do Urala (osim mediteranske regije) (Jonsson, Figueiredo, 1 Vapalahti 2010;
Paul Heyman i ostali 2012). Do danas je virus Puumala otkriven u voluharicama iz vecine

europskih zemalja ukljucujuéi i Hrvatsku (A Markoti¢ i ostali 2002).
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Virus Hokkaido pronaden je u sivoj crvenoledoj voluharici (M. rufocanus (Sundevall, 1846.))
prisutnoj u sjevernoj Fenoskandiji, sjevernoj Aziji do Japana te nije povezan s bolestima u
ljudi (Sanada i ostali 2012). Virus Muju je pronaden u korejskoj crvenoledoj voluharici (M.
regulus (Thomas, 1907.)), endemu Korejskog poluotoka gdje uzrokuje HVBS u ljudi (K.-J.
Song i ostali 2007).

U ovoj disertaciji je koriSten virus Puumala (soj CG1820) te se skra¢enica PUUV odnosi na
taj virus.

Analiza sekvenci virusa PUUV otkrila je visoku razinu raznolikosti koja tvori osam genetskih
loza u voluharicama u Europi: srednjoeuropska, alpsko-jadranska, danska, juzno
skandinavska, sjeverno skandinavska, finska, ruska i latvijska (T. Sironen, Vaheri, i Plyusnin
2001; Razzauti i ostali 2012). PredloZeno je kako bi takva raznolikost virusa PUUV mogla
biti rezultat geografske izolacije populacija Sumskih voluharica u glacijalnom
utociStu/refugiju tijekom posljednjeg ledenog doba (prije 28 — 23 000 godina) te kako su
ortohantavirusi rekolonizirali Euroaziju na kraju ledenog doba (W¢jcik 1 ostali 2010). Ova
pretpostavka podrzana je filogenetskom analizom, ukazuju¢i na rano razdvajanje predaka
genetske loze virusa PUUV, nakon cega su se loze neovisno razvijale (Castel, Tordo, i
Plyusnin 2017). Pokazano je da raznolikost sekvenci nukleotida izmedu virusa PUUV loza za
mali (S) segment iznosi 15 — 19%, dok se razlike u sekvencama nukleotida izmedu sojeva
virusa PUUV unutar iste loze mogu kretati od 0 — 9% (T. Sironen, Vaheri, 1 Plyusnin 2001;
Razzauti i ostali 2013). Genetska raznolikost virusa PUUV rezultat je nakupljanja toCkastih
mutacija i preslagivanja unutar virusnog genoma, kao $to su rekombinacija i razmjene
segmenata genoma (Razzauti 1 ostali 2008). Virus PUUV akumulira genetske promjene
brzinom od 10* supstitucija po lokalitetu po godini (Laenen, Vergote, Vanmechelen, i ostali
2019). Genetske promjene mogu generirati mnoge razli€ite varijante genoma virusa PUUV i
dovesti do stvaranja novih sojeva. Ovakva raznolikost sugerira kako bi virus PUUV mogao
biti najpromjenjiviji ortohantavirus. Ko-cirkulacija dva soja virusa PUUV unutar ograni¢enog
podrudja zabiljeZena je u Rusiji (Dekonenko i ostali 2003), Svedskoj (Johansson i ostali
2008), Finskoj (Razzauti i ostali 2009), Latviji (Razzauti i ostali 2012), Sloveniji (Misa Korva
i ostali 2013) i Hrvatskoj (Svoboda i ostali 2014).

Takoder, podaci istrazivanja in vitro ukazali su na vaZne razlike u infektivnosti razlicitih
sojeva virusa PUUV (Lundkvist, Fatouros, 1 Niklasson 1991; Lundkvist i ostali 1996; Ruo i
ostali 1991). Moglo bi postojati nekoliko mogucih objasnjenja za ova opaZanja, npr. a) sojevi
izolirani na stani¢noj kulturi manje su infektivni za zivotinje od divljih sojeva virusa, b) sojevi

virusa PUUV razli¢itog podrijetla mogu se razlikovati u svojoj infektivnosti, i ¢) neki od
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ranijih rezultata mogu se djelomi¢no objasniti razliCitim povijestima uzgoja virusa ili
upotrebom razlicitih vrsta glodavaca, razliitim protokolima inokulacije i razliitim sustavima

za analizu (Lundkvist i ostali 1997).

Tula orthohantavirus (TULV)

Europski nepatogeni ortohantavirusi ukljuuju Seewis orthohantavirus (SWSV) koji je
detektiran u Sumskoj rovki (Sorex araneus Linnaeus, 1758.) diljem Europe, u sibirskoj
dugozuboj rovki (S. daphaenodon Thomas, 1907.) i rovki tundre (S. tundrensis Merriam,
1900.) u Aziji (Sibiru) (J.-W. Song, Gu, i ostali 2007; Yashina i ostali 2010); Asikkala
orthohantavirus koji je detektiran u patuljastoj rovki (S. minutus Linnaeus, 1766.) (Radosa i
ostali 2013) u Europi te Bruges orthohantavirus koji je detektiran u europskoj krtici (Talpa
europaea Linnaeus, 1758.) u sredi$Snjoj Europi (Laenen i ostali 2017).

Godine 1994. pronaden je novi ortohantavirus u europskim voluharicama (Microtus spp.), a
koji je povezan s virusom PUUV te je nazvan Tula orthohantavirus (TULV) prema gradu
Tula u Rusiji, smjeStenom 200-tinjak km juZzno od Moskve (A. Plyusnin i ostali 1994). Od
Hrvatsku (A. Plyusnin i ostali 1995; Sibold i ostali 1995; O. Vapalahti i ostali 1996a; Bowen i
ostali 1997; P. Heyman i ostali 2002; Scharninghausen i ostali 2002). Zanimljivost i
jedinstvenost ovog virusa jest Sto ga prenosi Cak pet razliCitih vrsta voluharica: poljska
voluharica (Microtus arvalis (Pallas, 1778.)), livadna voluharica (M. agrestis (Linnaeus,
1761.)), europska borova voluharica (M. subterraneus (de Selys-Longchamps, 1836.)),
istono europska voluharica (M. levis Miller, 1908.) u Europi 1 Aziji te euroazijski vodeni
voluhar (Arvicola amphibius (Linnaeus, 1758.)) u Europi i Aziji (A. Plyusnin i ostali 1994;
Scharninghausen i ostali 2002; Misa Korva i ostali 2009; 2009; Schmidt-Chanasit i ostali
2010; Schlegel i ostali 2012).

Novom taksonomijom u virus TULV uvrStena su dva virusa — virus Tula i virus Adler
(Laenen, Vergote, Calisher, 1 ostali 2019). Virus Tula smatra se nepatogenim
ortohantavirusom. U kojoj mjeri je virus Tula sposoban zaraziti ljude i uzrokovati bolest
ostaje i dalje nejasno s obzirom na jako rijetke ljudske slucajeve. Potvrdena ljudska infekcija
virusom Tula je zabiljeZena samo u Cetiri slu¢aja pomocu seroloskih i molekularnih metoda. S
obzirom kako se anti-TULV 1 anti-PUUV seroreaktivnost ne moZe razlikovati uobicajenim
seroloSkim tehnikama (tj. bez provodenja testa neutralizacije), infekcije virusom TULV mogu
se pogresno dijagnosticirati kao infekcije s virusom PUUV tijekom rutinske klinicke

dijagnostike (O. Vapalahti i ostali 1996a). U studiji seroprevalencije u Sumskih radnika iz
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sjeveroistocne Njemacke, od 563 uzorka seruma njih 22 (3,9%) reagirala su isklju¢ivo na
antigen TULV, potvrden i testom neutralizacije (Mertens i ostali 2011).

Virus Adler je pronaden u Majorovoj borovoj voluharici (Microtus majori Thomas, 1906.) na
Kavkazu (Tkachenko i ostali 2015) te je trenutno nepoznat njegov utjecaj na ljude.

U ovoj disertaciji je koriSten virus Tula (soj Moravia) te se skracenica TULV odnosi na taj
virus.

Takoder, pokazano je kako sekvence virusa TULV pokazuju geografsko grupiranje umjesto
vrsno-specifi¢nog kao drugi ortohantavirusi te nisu specifi¢ne prema vrsti voluharice na istom
podrucju (Misa Korva i ostali 2009). Utvrdeno je kako nepatogeni ortohantavirusi imaju vecu
raznolikost (u odnosu na patogene) te je prisutno nekoliko genetskih loza na malom
geografskom podru¢ju (Misa Korva i ostali 2013). Takoder, prvi dokaz rekombinacije kod
RNA virusa negativnog polariteta je zabiljeZen kod virusa TULV (Sibold i ostali 1999).

2.2. Hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom (HVBS)

2.2.1. Epidemiologija i rasprostranjenost HVBS-a i HCPS-a

Ljudska infekcija ortohantavirusima dogada se slucajno, udisanjem inficiranog aerosola
virusom zagadenih izluc¢evina glodavaca (urin, feces i slina) (Slika 5.) (H. W. Lee, Lee, i
ostali 1981). To je uglavnom sezonska (javlja se od prolje¢a do jeseni) te ruralna bolest
povezana s poljoprivredom, Sumarstvom, lovom, vojnim aktivnostima, planinarenjem i
kampiranjem jer te aktivnosti dovode ljude u blizak kontakt sa staniStem divljih glodavaca
(Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). Jedini ortohantavirus koji uzrokuje bolest u urbanoj
sredini je SEOV jer su njegovi domacini Stakori (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010).
Ortohantavirusna infekcija se ne prenosi s covjeka na Covjeka te je akutna
samoograni¢avajuca bolest, dok je interhumani prijenos vrlo rijedak i zabiljeZen samo za

Andes orthohantavirus (ANDV) u JuZznoj Americi (Padula i ostali 1998).
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Slika 5. Put prijenosa ortohantavirusa. Modificirano prema Kabwe et al. 2020.
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Ortohantavirusi Starog svijeta uzrokuju HVBS, prisutni su u Euroaziji te su poznati nekoliko
desetljeca, od 1951. godine i Korejskog rata, a prototip virusa je pronaden 1978. godine u
Juznoj Koreji i nazvan prema tamosnjoj rijeci Hantan - hantavirus. Ipak, bolest je u Kini bila
lokalno poznata i prije 1000 godina (H. Lee 1982). GodiSnje se u svijetu zabiljeZi priblizno 50
000 — 100 000 sluc¢ajeva HVBS-a, ve¢inom u Kini, uzrokovanim prvenstveno HTNV i
srodnim virusima u Aziji koji uzrokuju teske oblike bolesti (G. Song 1999; Hansen i ostali
2015; J. Sane i ostali 2016). U Europi je DOBV najpatogeniji za ljude s Cetiri virusa koji
imaju razlicite stupnjeve patogenosti. Virus Dobrava i virus Sochi imaju najviSu virulenciju te
uzrokuju srednje teSke do teSke oblike bolesti s ve¢om razinom smrtnosti od 9 —12%, zatim
virus Kurkino koji uzrokuje blage oblike bolesti s 0,5 — 0,9% smrtnosti te virus Saaremaa s
najmanjom virulencijom i mogucée subklinickim znacajem s obzirom na samo tri HVBS
bolesnika seroloSki povezana s tim virusom (Avsic-Zupanc i ostali 1995; 1999; Klempa i
ostali 2013; Witkowski i ostali 2016; Klempa 2018). Virus PUUV uzrokuje blage i srednje
teSke oblike bolesti, s niskom razinom smrtnosti od 0,08 — 0,4% (Vaheri, Henttonen, i ostali
2013) te je uzrok veéine dosad zabiljeZenih epidemija u Europi i Hrvatskoj (Av§i¢ Zupanc,
Korva, i Markoti¢ 2014). Virus Muju uzrokuje HVBS na podruc¢ju korejskog poluotoka (K.-J.
Song i ostali 2007). Bolesnici s infekcijom virusom TULYV imali su tipi¢ne simptome HVBS-

a te su svi prezivjeli. Infekcija uzrokovana virusom TULV zabiljeZzena je u jednog
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imunokompromitiranog bolesnika u Ce$koj i jednog imunokompetentnog bolesnika u
Njemackoj koji su imali ozbiljnu klinicku sliku HVBS-a te u dva imunokompetentna
bolesnika (iz Francuske i Njemacke) bez komorbiditeta koji su imali blagu klinicku sliku
HVBS-a (Klempa i ostali 2003; Zelena, Mrézek, i Kuhn 2013; Reynes i ostali 2015; Hofmann
i ostali 2021). Takoder, otkriven je i akutni sludaj infekcije kod dje¢aka iz Svicarske nakon
ugriza divljeg glodavca, Sto se pretpostavlja da je bila akutna infekcija s virusom TULV

(Schultze i ostali 2002).

Ortohantavirusi Novog svijeta uzrokuju HCPS, s priblizno 1000 sluc¢ajeva godiSnje u
Sjevernoj 1 Juznoj Americi, a otkiveni su tek 1993. godine na jugozapadu Sjedinjenih
americkih drzava (SAD) uslijed epidemije novo otkrivenog Sin Nombre orthohantavirusa
(SNV) te 1995. godine u Paragvaju (Chapman i Khabbaz 1994; Williams i ostali 1997).
Bolest je bila lokalno poznata kod Indijanaca u Sjevernoj Americi i prije otkri¢a uzrocnika
bolesti (Hjelle i Torres-Pérez 2010). HCPS je uzrokovan virusom SNV 1 srodnim virusima u
Sjevernoj Americi te ANDV-om, ortohantavirusom Laguna Negra i srodnim virusima u
Juznoj Americi (Hjelle i Torres-Pérez 2010; Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). HCPS
uzrokuje teSke oblike bolesti s visokom razinom smrtnosti od 30 — 40% (Macneil, Nichol, i

Spiropoulou 2011).

HVBS ima ve¢inom bimodalnu pojavu u proljece i jesen kada su najvece populacije zarazenih
glodavaca, dok je tijekom ljeta smanjena ucestalost bolesti uslijed poviSenih temperatura te
suncevog zracenja koji utjeCu na vijabilnost virusa (Paul Heyman 1 ostali 2012). U Kini se
HVBS javlja tokom cijele godine, ali najviSe slu€ajeva je dokazano u studenom 1 prosincu
(Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). HVBS uzrokovan SEOV-om javlja se tijekom cijele
godine, ali takoder ima tendenciju biti ¢eS¢i u jesen i zimi u umjerenoj klimi (Clement i ostali
2019). HCPS slucajevi u Sjevernoj Americi se javljaju tijekom cijele godine, dok se u Juznoj
Americi uglavnom pojavljuju u proljetnim i ljetnim mjesecima (rujan — sijecanj) (Llah 1 ostali
2018). Dvije studije pokazale su kako pusaci imaju povecan rizik od stjecanja infekcije te
oboljevanja od HVBS-a (Medved i ostali 2002; K. Vapalahti i ostali 2010). Broj slu¢ajeva
varira i zemljopisno i godiSnje od sporadi¢nih slucaja u neepidemijskom razdoblju do pojave
epidemija svakih nekoliko godina (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). Cimbenici koji
utjeCu na pojavu epidemija su dosta kompleksni te medusobno povezani (Paul Heyman i
ostali 2012). Pojednostavljeno, na pojavu epidemija utjecu abioticki i bioticki uvjeti koji

doprinose povecanju gustoc¢e populacije glodavaca na lokalnom podrucju, prevalencija
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infekcije u populaciji glodavaca, koli¢ina izlu¢enog virusa u okoli$, prezivljenje virusa u
okoliSu 1 ljudsko ponaSanje kojim ljudi dolaze u bliski kontakt sa zaraZzenim izlu¢evinama

glodavaca (Paul Heyman i ostali 2012).

2.2.2. Klini¢ka slika, lijecenje i profilaksa HVBS-a

Nakon udisanja Cestice virusa najprije putuju do epitela plu¢a. U alveolama na spoju epitela i
endotela se dogada zaustavljanje ili propustanje virusa u organizam te pojava simptoma upale
i moguc¢i razvoj bolesti. Klinicka prezentacija HVBS-a varira od asimptomatske, blage,
srednje teske do teSke hemoragijske bolesti sa zatajenjem organa (Avsi¢-Zupanc, Saksida, i
Korva 2019). Tezina HVBS-a djelomi¢no ovisi o vrsti virusa (HTNV 1 DOBV uzrokuju teze
oblike, SEOV srednje, a PUUV blaze), djelomi¢no o genetskim Cimbenicima bolesnika
(ucestalost pojedinih HLA haplotipova, polimorfizam imunosnih i drugih gena) (Mustonen i
ostali 1996; Mikeli 1 ostali 2001; M. L. Wang 1 ostali 2009; Misa Korva 1 ostali 2011), a dio
uzroka je joS uvijek nepoznat. Prisutan je individualan odgovor na infekciju, tako neka osoba
moze imati teSku infekciju s virusom PUUV, dok druga pak blagu infekciju s virusom HTNV
(Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010).

HVBS se primarno smatra imunosno posredovanom boles¢u zbog duge inkubacije od obi¢no
dva tjedna (od jednog do Sest tjedana) (Kramski i ostali 2009; Jonsson, Figueiredo, i
Vapalahti 2010). HVBS je akutna bolest pra¢ena opéim simptomima (vrucica, zimica,
tresavica, bolovi u miSi¢ima i zglobovima, bolovi u ledima, umor, glavobolja, zamucen vid)
(Markotic 2002, Kruger 2011, Avsic 2019). U bolesnika je vrlo €esto prisutna bol u o¢nim
jabu€icama, zamucenost vida te kratkotrajno sljepilo (C Schmaljohn i Hjelle 1997).
Respiratorni simptomi (kasljanje, kihanje, patoloski rentgen plu¢a) su cCesti te povezani s
infekcijom virusom PUUV. Upala plu¢a s intersticijskim upalnim infiltratima i ponekad
pleuralnim izljevima su prisutni kod otprilike polovice bolesnika (Avsic-Zupanc i ostali 1999;
Alemka Markoti¢ i ostali 2002). U bolesnika su Cesti i simptomi poremecaja centralnog
Ziv€anog sustava, kao glavobolja i mucnina, ali zabiljeZeni su i epilepticki napadi popraceni
patoloskim elektroencefalogramom ili intracerebralnim krvarenjem (Alexeyev i Morozov
1995; Avsic-Zupanc i ostali 1999; A Markoti¢ i ostali 2002; Cerar i ostali 2007). U bolesnika
oboljelih od DOBV su ceste hemoragijske komplikacije, izraZena trombocitopenija, Sok,
zatajenje bubrega i1 potreba za dijalizom, pleuralni ili abdominalni izljevi te poremecaji u radu

srca (Avsic-Zupanc i ostali 1999).
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Slika 6. Klinicki tijek HVBS-a u ljudi. Uobicajeni tijek HVBS-a moZe se podijeliti u pet
razli¢itih faza: febrilna, hipotenzivna, oligurijska, poliurijska i rekonvalescentna. Kako
virusno opterecenje doseze svoj vrhunac pojavljuju se prvi klinicki simptomi te rastu
protutijela. Specificne laboratorijske pretrage su smanjenje broja trombocita i smanjenje
koli¢ina izlu¢enog urina te poveéanje kreatinina u serumu. Modificirano prema Avsi¢-Zupanc

et al. 2019.

HVBS zahvaca skoro sve organe i organske sustave (bubrege, plu¢a, kardiovaskularni sustav,
srediS$nji Ziv€ani sustav, gastrointestinalni sustav, endokrini sustav) (AvSi¢ Zupanc, Korva, 1
Markoti¢ 2014). HVBS utjece primarno na funkciju rada bubrega, dok HCPS utjece na rad
pluca; ipak kod HVBS-a takoder susre¢emo kardiopulmonalnu ukljucenost, a kod HCPS-a
bubrezno zatajenje (Kanerva i ostali 1996; Passaro i ostali 2001; Rasmuson i ostali 2011;
Clement, Maes, i Van Ranst 2014). Klinic¢ki tijek bolesti HVBS-a moZe se podijeliti u pet
razliCitih faza: febrilna, hipotenzivna, oligurijska, poliurijska i rekonvalescentna. Febrilna faza
traje 3-7 dana. Tijekom febrilne faze je u krvi bolesnika prisutna mjerljiva viremija, koja
moze biti prisutna ¢ak do 30 dana od pocetka bolesti te duljina viremije ovisi o vrsti virusa
(Saksida i1 ostali 2008; M. Korva i ostali 2013). Takoder, ovisno o vrsti virusa (HTNV,
DOBYV, SNV), u bolesnika s teSkim oblikom bolesti detektirane su vec¢e koli¢ine virusa u krvi

nego u bolesnika s blazom infekcijom te je pokazano kako koli¢ine virusa u krvi koreliraju s
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tezinom bolesti (M. Terajima i ostali 1999; Xiao i ostali 2006; Saksida i ostali 2008; M.
Korva 1 ostali 2013; Y1 1 ostali 2013). Ipak, kod infekcija s virusom PUUV nisu primije¢ene
poveznice izmedu koli¢ine virusa i tezine bolesti (Cvetko Krajinovi¢ 2014; Pettersson et al.
2014). Pri kraju febrilne faze pojavljuju se imunoglobulini klase M (IgM) te hemoragije
konjunktiva i fine petehije na nepcu (Avi¢-Zupanc, Saksida, i Korva 2019). Sljedeca,
hipotenzivna, faza moZe trajati nekoliko sati do 2 dana. Tijekom te faze razvija se hipotenzija,
tahikardija, povecCana je vaskularna propusnost, izraZzena trombocitopenija i leukocitoza,
hemoragije u tkivima i Sok te moguci smrtni ishod kod tezih bolesnika (Jonsson, Figueiredo, i
Vapalahti 2010). Tijekom oligurijske faza koja traje 3 — 5 dana stabilizira se krvni tlak, ali
nastupa pogorSanje bubrezne funkcije koje dovodi do oligurije te anurije i povecanih razina
uree i kreatinina u serumu (Avsié-Zupanc, Saksida, i Korva 2019). U toj fazi je zabiljeZena
polovina svih smrtnih ishoda (Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010). U poliurijskoj fazi
pocinje faza oporavka bubrezne funkcije te povecanje izlu¢ivanja urina od nekoliko litara u
danu. Ta faza moZe trajati 7 — 10 dana. Rekonvalescentna faza traje od nekoliko tjedana do
nekoliko mjeseci. Bolesnici se ve¢inom potpuno oporave, ali zabiljeZene su i dugotrajne

posljedice u vidu hipertenzije i proteinurije (Linderholm i Elgh 2001; Ledina 2011).

U Europi i Hrvatskoj trenutno ne postoje odobreni antivirusni lijekovi, cjepiva ili
imunoterapija protiv ortohantavirusa. LijeCenje je simptomatsko i suportivno s paZzljivim
odrzavanjem elektrolita, hidracije i iznosom diureze (Avﬁié—Zupanc, Saksida, 1 Korva 2019).
Bolesnici s teskim bubreznim zatajenjem lije¢e se hemodijalizom (Av§ié-Zupanc, Saksida, i
Korva 2019). U bolesnika oboljelih od HCPS-a primijenjuje se terapija kisikom 1 mehanicka
ventilacija (Jonsson, Hooper, i Mertz 2008). Ribavirin (analog nukleozida) ima antivirusnu
aktivnost protiv virusa iz obitelji Hantaviridae i Arenaviridae (Jonsson, Figueiredo, i
Vapalahti 2010). U klini¢koj studiji u Kini su pokazali blagotvorno djelovanje ribavirina na
smanjenje smrtnosti u HVBS-u ukoliko je primijenjen u pocetnoj fazi bolesti (Huggins 1 ostali
1991), dok kod HCPS bolesnika nije imao ucinak (Moreli i1 ostali 2014). U istraZivanju in
vitro infekcije endotelnih stanica zaraZenih ANDV-om ribavirin je bio jako ucinkovit u
sprecavanju virusne replikacije, ali je nedovoljno suprimirao obilnu proizvodnju citokina
(Khaiboullina i ostali 2013). Drugo istraZivanje je pokazalo kako vitronektin i fibronektin
spreCavaju ulazak ortohantavirusa u stanice jer su ligandi receptora (P; integrina) na
endotelnim stanicama (I. N. Gavrilovskaya i ostali 1998). Takoder je provedena uspjeSna
terapija bolesnika inficiranog virusom PUUV s ikatibantom, antagonistom bradikininskog

receptora (Antonen i ostali 2013). Transfuzija trombocita daje se bolesnicima s izrazenom
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trombocitopenijom i krvarenjem (Linderholm i Elgh 2001; Jonsson, Hooper, i Mertz 2008).
Transfuzija plazme od ljudi koji su prezivjeli HCPS pokazala je smanjenje smrtnosti
bolesnika u akutnoj fazi (Vial i1 ostali 2015). Razvoj cjepiva protiv ortohantavirusa oteZan je
nedostatkom odgovarajucih Zivotinjskih modela bolesti (Kruger, Schonrich, i Klempa 2011).
U Kini i Juznoj Koreji se preko 20 godina koriste klasi¢na inaktivirana monovalentna i
divalentna cjepiva (Park, Kim, i Moon 2004; Connie Schmaljohn 2009) koja imaju dobru
efikasnost te izazivaju dobar imunosni odgovor organizma (Lu, Zhu, i Weng 1996). U JuZnoj
Koreji se koriStenjem cjepiva biljezi smanjenje broja oboljelih (Park, Kim, i Moon 2004). U
SAD-u su rekombinantna vektorska i DNA cjepiva u fazi klinickih ispitivanja (Connie
Schmaljohn 2009; Kruger, Schonrich, i Klempa 2011; Connie S. Schmaljohn, Spik, i Hooper
2014). Ekspozicijska profilaksa je jo$ uvijek najvaznija prevencija infekcije i bolesti (Kruger,
Schonrich, i Klempa 2011). Preporuca se izbjegavanje kontakta s glodavcima te dizanje Sto

manje praSine prilikom boravka u prirodi (Kruger, Schonrich, i Klempa 2011).

2.2.3. Patogeneza HVBS-a

Jo§ wuvijek nisu u potpunosti poznati sloZeni imunopatogenetski mehanizmi kojima
ortohantavirusi u ljudi uzrokuju bolest. Opcenito je patogeneza povezana s poremecajem
regulacije hemostaze, vaskularnom propusno$¢u zbog infekcije endotelnih stanica te
imunosnim odgovorom (Erich R. Mackow, Gorbunova, i Gavrilovskaya 2014).
Ortohantavirusi imaju tropizam za endotelne stanice, u kojima ne uzrokuju citopatski u¢inak
(Masanori Terajima 1 ostali 2007). Povecana vaskularna propusnost inficiranog
mikrovaskulaturnog endotela te trombocitopenija glavne su znacajke patogeneze razvoja
HVBS-a i HCPS-a (Vaheri, Strandin, i ostali 2013; Clement, Maes, i Van Ranst 2014; Noack
1 ostali 2020).

Zdravi vaskularni endotel odrzava ¢vrstu barijeru u tkivima pomocu adhezijskih molekula
(npr. vaskularni endotelni kadherin (VE-kadherin, od engl. vascular endothelial cadherin)) te
solubilnih ¢imbenika (npr. bradikinin i vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF, od engl.
vascular endothelial growth factor)) (Noack i ostali 2020). Sama ortohantavirusna infekcija
endotelnih stanica ne remeti endotel (Niikura 1 ostali 2004), ali dovodi do kaskade reakcija i
znacajnih promjena u funkciji endotela kao barijere te funkciji inficiranih endotelnih stanica
(Erich R. Mackow, Gorbunova, i Gavrilovskaya 2014). Endotelne stanice kao odgovor na

infekciju izluCuju VEGEF. Izluceni VEGF veze se na endotelne receptore i odspaja adhezijske
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molekule povecanjem izlu¢ivanja duSikovih oksida (NO, od engl. nitric oxide) i
internalizacijom VE-kadherina (Irina N. Gavrilovskaya i ostali 2008; Gorbunova i ostali
2011; Dalrymple 1 Mackow 2014; Noack 1 ostali 2020). U hipoksi¢nim uvjetima ti se ucinci
pojacavaju s vise izlu¢enog VEGF-a uzrokuju¢i povecanu vaskularnu propusnost (Noack i
ostali 2020). Zatim, virusne Cestice prisutne na endotelnim stanicama ,,pozivaju‘ cirkulirajuce
trombocite do povrSine endotela, Cije nakupljanje pridonosi trombocitopeniji (Irina N.
Gavrilovskaya, Gorbunova, i Mackow 2010; Schonrich, Kriiger, i Raftery 2015; Noack i
ostali 2020). Sinergija izlucenog VEGF-a i ,,novacenje‘ trombocita dovode do internalizacije
VE-kadherina, gubitka endoteline funkcije te posljedicno do pojave edema i hemoragija (Irina
N. Gavrilovskaya, Gorbunova, i Mackow 2010; Dalrymple i Mackow 2014; Noack 1 ostali
2020). Takoder, kod HVBS bolesnika je bubreZzno zatajenje posredovano taloZenjem
imunokompleksa u glomerulima (Penttinen i ostali 1981; Erich R. Mackow i Gavrilovskaya

2009).

Smatra se kako je patogeneza HVBS-a dijelom posredovana imunosnim odgovorom
organizma na virusnu infekciju jer je jacina imunosnog odgovora povezana s tezinom bolesti
(Rasmuson i ostali 2016). Prije se tzv. ,citokinska oluja*“ smatrala kao jedan od glavnih
uzroka nastanka simptoma tijekom razvoja HVBS-a jer su u serumu, urinu i tkivima bolesnika
pronadene povecane vrijednosti proinflamatornih citokina, prvenstveno IL-1, IL-6 i TNF-a
tijekom akutne faze bolesti (Krakauer, Leduc, i Krakauer 1995; Linderholm i ostali 1996).
Malo se zna o ukljuéenosti pomoéni¢kih CD4" T-limfocita prilikom infekcije (Saavedra i
ostali 2021). Aktivacija T-limfocita vjerojatno pocinje s pojavom prvih simptoma bolesti. (A.
Markoti¢ i ostali 1999) pokazali su poveanje postotka naivnih i memorijskih CD4" T-
limfocita dok su (Rasmuson i ostali 2016) pokazali smanjenje postotka CD4" T-limfocita u
bolesnika s HVBS. Takoder, u bolesnika s virusom PUUV zabiljezeno je povecanje
regulacijskih CD4" T-limfocita u usporedbi s bolesnicima s virusom DOBV, koje bi moglo
ukazati kako regulatorni mehanizmi vjerojatno doprinose smanjenju Stetnog imunosnog
odgovora (Resman Rus i ostali 2020).

U prvim danima bolesti uslijed prisutnog virusa u endotelnim stanicama te raznim stanicama
bubrega potaknuta je snaZna aktivacija virusno-specifinih citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita,
koji imaju dugotrajnu memoriju (Van Epps i1 ostali 2002; Lindgren i ostali 2011). CD8+ T-
limfociti poti¢u vaskularnu propusnost izlu¢ivanjem proupalnih citokina i aktivacijom ostalih
stanica imunosnog sustava (Finsterbusch i ostali 2014). Primije¢eno je kako su inficirane

endotelne stanice zaStiCene od citotoksi¢nog utjecaja visokih razina granzima B i perforina
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koje izlu¢uju CD8+ T-limfociti, ali susjedne neinficirane endotelne stanice su osjetljive na
apoptozu (Gupta i ostali 2013).

Aktivacija 1 proliferacija B-limfocita se dogada rano od pocetka simptoma. Specificni IgM
prisutni su ve¢ od 1. — 3. dana bolesti (LeDuc i ostali 1990; Niklasson i ostali 1990).
Specifi¢ni imunoglobulini klase G (IgG) razvijaju se sporije te se pojavljuju unutar prva dva
tiedna od pojave simptoma (LeDuc i ostali 1990; Niklasson i ostali 1990). Povecanje
prisutnosti protutijela je proporcionalno povezano sa smanjenjem koli¢ine virusa u krvi 1 tkivu
(Y. Lii ostali 2020). U bolesnika s blazom bolesti ta je proliferacija puno brza i jaca nego kod
tezih bolesnika te je kod blagih i srednje teSkih sluc¢ajeva zabiljeZena manja koli¢ina virusa s
viSim titrom specifi¢nih IgG 1 IgM protutijela, dok je kod teSkih bolesnika zabiljeZena veca
koli¢ina virusa 1 niZi titar specifi¢nih IgG 1 IgM protutijela (Pettersson i ostali 2014; Y. Li 1

ostali 2020).

Imunopatogenetska istraZzivanja su oteZzana zbog dugog razdoblja inkubacije te kasnog
dolaska bolesnika na lijeCenje. Takoder su ograniena jer ne postoji adekvatni Zivotinjski
model za istrazivanje HVBS-a (Schonrich i ostali 2008), kao $to postoji za HCPS (model
sirijskog hr¢ka (Mesocricetus auratus (Waterhouse, 1839.)) (Safronetz i ostali 2012). Ipak,
javanski makaki majmuni (Macaca fascicularis (Raffles, 1821.)) inficirani divljim sojem
virusa PUUV su pokazivali simptome bolesti, povecane razine proupalnih citokina te su imali
prisutne infiltrate T-limfocita i antigen u tkivima (J. Klingstrém i ostali 2002; Tarja Sironen i
ostali 2008). Nedavni pokuSaji HTNV infekcije miSeva s ljudskim imunosnim sustavom
(hNSG/HLA-A2 miSevi) koji imaju funkcionalne ljudske CD8" T-limfocite, pokazali su
virusnu replikaciju u plu¢ima te znakove bolesti u miSeva, s ugibanjem Zivotinja (Kobak i
ostali 2015). Spomenuto istraZivanje doprinijelo je spoznaji postojanja olite razlike u

imunosnom odgovoru te njegove uloge u patogenezi u ljudi i glodavaca (Kobak i ostali 2015).

2.3. Urodeni imunosni sustav

Urodeni imunosni sustav je evolucijski starija obrambena strategija (od steCenog imunosnog
sustava) te je prisutan u svim viSestani¢nim organizmima (Murphy i ostali 2012). Urodeni
imunosni sustav ukljucuje: 1) fizicke barijere kao Sto su koZza, gastrointestinalni sustav,
respiratorni sustav, sluznice, cilije, nokti, trepavice i ostale dlake na tijelu; 2) kemijske
barijere sluznica poput sluzi, Zuci, Zelu¢ane kiseline, sline, suza i znoja; 3) opce efektorske

mehanizme kao $to su upala, sustav komplementa i stanice urodenog imunosnog sustava
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(Murphy 1 ostali 2012). Upalni odgovor prvi je odgovor na infekciju ili iritaciju. Upala je
stimulirana kemijskim c¢imbenicima koje oslobadaju oSte¢ene stanice i sluZi za uspostavu
fizicke barijere protiv Sirenja infekcije 1 za promicanje zacjeljivanja oStecenog tkiva nakon
CiS¢enja patogena (Mccarty 2018). Sustav komplementa je biokemijska kaskada imunosnog
sustava koja pomaZze protutijelima da ociste patogene, potice ,,novacenje stanica urodenog
imunosnog sustava, obiljeZava patogene za uniStavanje i stvara rupe na stanicnoj membrani
patogena, oslobada tijelo neutraliziranih kompleksa antigen-protutijelo (R. Davis 2019).
Kaskada se sastoji od 30 razlicitih proteina plazme koji se sintetiziraju u jetri u hepatocitima
(Murphy i ostali 2012; R. Davis 2019). Stanice urodenog imunosnog sustava ukljucuju:
prirodno ubilacke stanice (NK, od engl. natural killer cells), mastocite, eozinofile, bazofile,
monocite, makrofage, neutrofile i dendritiCke stanice (DC, od engl. dendritic cells) (R. Davis
2019). Funkcija stanica urodenog imunosnog sustava je identifikacija i uklanjanje patogena

koji bi mogli uzrokovati infekciju (R. Davis 2019).

2.3.1. Monociti

Max Johann Sigismund Schultze (1825. — 1874.) je 1865. godine prvi opisao Cetiri razliCite
vrste leukocita u krvi - limfocite, monocite, eozinofile i neutrofile te krvne ploCice trombocite
(Cavaillon 2011). Detaljno je opisao kretanje stanica, unutarstani¢ne granule i fagocitozu
raznih Cestica 1 njihovo unutarstanicno kretanje, Sto je =za tadaSnje mogucnosti
mikroskopiranja bilo uistinu zapanjujuce (Brewer 1994). Elie Metchnikoff (1845. — 1916.) je
1882. godine primijetio fagocitozu i probavu stranog materijala (Cavaillon 2011). Elie
Metchnikoff je definirao ulogu monocita/makrofaga i neutrofila tijekom upale i urodene
imunosti (Cavaillon 2011). Elie Metchnikoff i Paul Ehrlich (1854. — 1915.) dobili su 1908.
godine Nobelovu nagradu za njihov pionirski rad na imunosti. Taj dogadaj je doveo do
zacCetka imunologije kao akademske discipline 1 pocetak razmiSljanja u vezi humoralne i
stani¢ne imunosti (Kaufmann 2008).

Monociti su mononuklearni leukociti koji nastaju u kostanoj srzi iz pluripotentnih krvotvornih
mati¢nih stanica stimulacijom ¢imbenikom stimulacije kolonija makrofaga (M-CSF, od engl.
macrophage colony stimulating factor), preko razvojnih oblika monoblasta i promonocita
(Hettinger 1 ostali 2013). Nakon izlaska iz koStane srZi, u krvotoku se zadrZavaju oko jedan do
Cetiri dana te dio njih prelazi u tkiva gdje se daljnjom diferencijacijom pretvaraju u
heterogene efektorske stanice: monocitne makrofage (MDM, od engl. monocyte-derived

macrophages) ili monocitne DC (MDDC, od engl. monocyte-derived dendritic cells)
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(Ginhoux i Jung 2014). U prosjeku ¢ine oko 8 — 10% populacije leukocita u ljudskoj
perifernoj krvi (Das 1 ostali 2015). Monociti su najvece stanice normalne periferne krvi
(promjera 14 — 20 pum). Imaju posebna morfoloska obiljeZja koja ukljucuju nepravilan oblik
stanice, jezgru ovalnog ili bubrezastog oblika, citoplazmatske vezikule i visok omjer jezgre
prema citoplazmi (priblizno 3:1) (Qu i ostali 2014). Imaju primarnu ulogu u homeostazi i
upali, u fagocitiranju svih Cestica sa svojstvima antigena (npr. virusi, bakterije), uklanjanju
apoptoticnih 1 nekroti¢nih stanica te znacajnu multifunkcionalnu ulogu u predocavanju
antigena drugim stanicama urodene i steCene imunosti, $to ih Cini antigen prezentiraju¢im

stanicama (Serbina i ostali 2008).

2.3.1.1. Monocitne subpopulacije

Monociti su u pocetku bili definirani na osnovi morfologije i citokemije (esteraza specifi¢na
za monocite), a kasnije proto¢nom citometrijom koja se temeljila na svojstvima rasprSivanja
svjetlosti 1 markerima na povrSini stanice kao Sto je CD14 (L. Ziegler-Heitbrock 1 ostali
2010b). CD14 je glavni biljeg ljudskih monocita, glikoprotein i mijelomonocitni
diferencijacijski antigen koji djeluje kao pomocni protein za receptor sli¢an Tollu 4 (TLR4,
od engl. toll-like receptor) te je membranski receptor za lipopolisaharid (LPS, od engl.
lipopolysaccharide) (Murphy 1 ostali 2012). Proto¢na citometrija omogucila je identifikaciju
CD16 subpopulacije monocita, koju karakterizira veca ekspresija molekula razreda II glavnog
sustava tkivne snosljivosti (MHC class 11, od engl. major histocompatibility complex class 1)
1 nakon stimulacije proizvodnja vecih koncentracija TNF-o (Passlick, Flieger, 1 Ziegler-
Heitbrock 1989; Belge i ostali 2002). CD16 (ili Fcy receptor III) je molekula obitelji Ig-a,
koja je ukljucena u stani¢nu citotoksic¢nost ovisnu o protutijelima (ADCC, od engl. antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity) te je receptor IgG niskog afiniteta (Murphy i ostali
2012). CD16 je takoder prisutan na NK-stanicama, makrofagima i neutrofilima, gdje je
ukljucen u uklanjanje patogena opsoniziranih protutijelima (Murphy 1 ostali 2012). Metode
molekularne biologije — microarray i sekvenciranje nove generacije (NGS, od engl. next
generation sequencing) omogucile su sve bolju karakterizaciju monocitnih subpopulacija. Od
prije nekoliko godina, tehnoloski razvoj doprinio je spajanju te dvije metode te su sortiranje
stanica putem proto¢ne citometrije sa sekvenciranjem pojedinacnih stanica (od engl. single-
cell RNA-seq) unaprijedili naSe razumijevanje heterogenosti monocitnih subpopulacija (Mair i

Liechti 2020).
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Godine 2010. medunarodni je konzorcij pod pokroviteljstvom medunarodne unije
imunoloskih druStava (IUIS, od engl. International Union of Immunological Societies) i
Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, od engl. World Health Organization) predloZio
nomenklaturu monocita i DC te njihovih subpopulacija jer pokazuju morfolosku, antigensku i
funkcionalnu heterogenost (Slika 7) (Gordon i Taylor 2005; L. Ziegler-Heitbrock i ostali
2010b).

krvna zila

Monociti

klasiéni CD14++ CD16-

intermedijerni CD14++ CD16+

neklasi¢ni CD14+ CD16++

plazmocitoidne CD303+

mijeloidne CD1c+

mijeloidne CD141+

Slika 7. Nomenklatura ljudskih monocita i dendriti¢kih stanica. Modificirano prema Ziegler-

Heitbrock et al. 2010a.

Monociti su trenutno klasificirani u tri subpopulacije na temelju diferencijalne ekspresije
molekula CD14 i CD16: ,klasi¢ni” s visokim CD14, ali bez ekspresije CD16, CD14""CD16
(takoder se nazivaju CD14%, CDI14'CD16 ili CD14""CD16); ,,intermedijerni s niskim
CD16 i visokim CD14, CD14**CD16" (takoder nazvani CD14*CD16" ili CD14*CD16"") te
,neklasi¢ni” s visokim CDI16, ali s relativno niZom ekspresijom CD14, CD14"CD16""

(takoder nazvani CD14°¥CD16" ili CD14%™CD16%) (Slika 7) (L. Ziegler-Heitbrock i ostali
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2010b; Ginhoux i Jung 2014; Qu i ostali 2014; L. Ziegler-Heitbrock 2015). Od ukupnih
monocita u ljudskoj krvi glavnu populaciju monocita ¢ine klasi¢éni monociti 80 — 90%, dok
intermedijerni ¢ine 5% (3,5 — 7,3%), a neklasi¢ni 8 — 10% (4,8 — 13,6%) (Wong i ostali 2011;
L. Ziegler-Heitbrock i Hofer 2013; Patel i ostali 2017; Cormican i Griffin 2020). Monocitne
subpopulacije su jedna linija stanica u razli¢itim fazama diferencijacije (Wong i ostali 2011).
Intermedijerni monociti su izravna poveznica izmedu klasi¢nih i neklasicnih monocita (L.
Ziegler-Heitbrock 1 ostali 2010b). Najnovija istrazivanja razjasnila su susljednu
diferencijaciju i Zivotni vijek subpopulacija monocita pokazavsi kako klasi¢ni monociti izlaze
iz koStane srzi u krvotok gdje se 99% zadrzava jedan dan, a potom odlazi u tkiva, dok se iz
1% njih razvijaju intermedijerni monociti, koji se u krvotoku zadrZavaju Cetiri dana 1 koji se
svi, 100%, diferenciraju u neklasi¢ne monocite koji se u krvotoku zadrzavaju sedam dana
(Patel i ostali 2017). Subpopulacije monocita se osim osnovnih fenotipskih razlika razlikuju i

po svojim funkcijama i aktivnostima te pokazuju jedinstvene znacajke (Weber i ostali 2000).

Klasiéni monociti vrlo su svestrani, sposobni reagirati na veliku raznolikost vanjskih
podrazaja kako bi posredovali u imunosnim funkcijama ili popravku tkiva (Wong i ostali
2011). Klasi¢ni monociti imaju izraZene gene koji ukazuju na antiapoptotsko, proliferativno
stanje (Wong 1 ostali 2011). Specijalizirani su za fagocitozu, u¢inkoviti su ,,¢istaci* (od engl.
scavenger), proizvode visoke razine mijeloperoksidaze i reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, od
engl. reactive oxygen species) te imaju najsiri raspon izlucenih citokina i kemokina (npr. G-
CSF, IL-10, IL-6, CCL2, CCL5, CXCL8) (Ancuta i ostali 2009; Wong i ostali 2011; Qu i
ostali 2014; Cormican 1 Griffin 2020). Klasi¢ni monociti pomoc¢u TLR4 prepoznaju
bakterijski proizvod LPS te pocinju izlucivati visoke razine proupalnih citokina (P. Saha i
Geissmann 2011). Takoder, vecina receptora cistaa/lipoproteina male gustoée i gena
receptora za vezanje ugljikohidrata najjace su izraZena u klasi¢nim monocitima. Ti receptori
su odgovorni za prepoznavanje i unos raznih vlastitih i1 patogenih liganada (Peiser,
Mukhopadhyay, i Gordon 2002; Robinson i ostali 2006). Receptore CCR2, CXCR1, CXCR?2,
CLEC4D i CD62L na povrSini stanica izraZzavali su samo klasi¢ni monociti (Wong i ostali
2011). CCR?2 je glavni regulator izlaska monocita iz koStane srzi (Weber i ostali 2000) te je
kao receptor za CCL2 regulator regrutacije klasi¢nih monocita na mjesta infekcije (Serbina i
ostali 2008). Klasi¢ni monociti eksprimiraju najvise razine CD1d, CD9, CD36, CD99, CD163
1 CLECS5A na povrSini stanica (Wong 1 ostali 2011).

Intermedijarni monociti pokazuju karakteristike aktiviranih stanica te je pokazano kako

izrazavaju pregrst povrsinskih biljega s razinama izmedu klasi¢nih i neklasi¢nih subpopulacija
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(Ancuta i ostali 2009; Wong i ostali 2011). Intermedijarni monociti imaju najvisu ekspresiju
gena MHC razreda II, CCRS, CD74, GFRa2, CLEC10A, kostimulacijskih molekula CD40 i
CD54 (ICAM-1) te poviSenu intracitoplazmatsku razinu proupalnih citokina kao Sto je TNF-a
(Belge i ostali 2002; Wong i ostali 2011). Visoka ekspresija MHC razreda II upucuje kako
intermedijerni monociti imaju odli¢ne funkcije stimulacije T-limfocita (Wong i ostali 2011).
Intermedijerni monociti su povezani s razli¢itim patoloSkim stanjima poput kardiovaskularnih
bolesti, traume, sepse 1 autoimunosti te bi njithov povecan broj mogao biti povezan s
popravkom i regeneracijom tkiva (Urra i ostali 2009; Rossol i ostali 2012; West i ostali 2012;
Schauer i ostali 2014).

Nasuprot tome, neklasi¢ni monociti izlu€uju najvise razine upalnih citokina (TNF-a i IL-1p),
a slabi su fagociti 1 ne poticu sintezu molekula ROS (Belge i ostali 2002; Cros 1 ostali 2010).
Neklasi¢nim monocitima nedostaje povrsSinska ekspresija CCR2 i CCRS5 (Weber i ostali 2000;
Wong i ostali 2011). Receptor CX3CRI1 je glavni regulator regrutacije neklasicnih monocita
pomocu kojeg se vezu na CX3CL1 (fraktalkin) na endotelnim stanicama te prolaze do tkiva
(Ancuta 1 ostali 2003; 2009; Wong i ostali 2011). Neklasi¢cni monociti imaju najviSu
povrsinsku ekspresiju CD97, CD123, CD294, P2RX1, Siglec10 te dio njih izaZava 6-sulfo
LacNAc (SLAN) (Wong 2011). Neklasi¢ni monociti u krvi prisutni su uz same stijenke
krvnih Zila, imaju najizraZenije gene za reorganizaciju citoskeleta za kretanje stanica (Wong i
ostali 2011) te je predloZeno kako djeluju kao cCuvari vaskulature jer vrSe ,,ophodnju*
integriteta endotelnih stanica te imaju visoko pokretljivo patroliraju¢e ponasanje, ali takoder
brzo ulaze u tkiva (Auffray i ostali 2007; Cros i ostali 2010; Wong i ostali 2011). Neklasi¢ni
monociti snazno reagiraju na nukleinske kiseline i viruse te lako uklanjaju virusom zaraZene
ili ozlijedene stanice putem FcR posredovane fagocitoze (Auffray i ostali 2007; Wong i ostali
2011). Neklasi¢ni monociti predstavljaju najzreliji stupanj diferencijacije monocita jer se kod
njih olituje povlacenje gena stanicnog ciklusa koje je obi¢no povezano s visoko
diferenciranim stanicama, takoder izrazavaju neke gene tipicne za makrofage i DC te imaju
proapoptotsko, antiproliferativno stanje (H. W. Ziegler-Heitbrock i ostali 1993; Ancuta i
ostali 2009; Wong i ostali 2011).

2.3.1.2. Aktivacija monocita

Tijekom upale ili ozljede tkiva, monociti dolaze do ozlijedenog mjesta u prvih satima nakon
oSte¢enja istovremeno s infiltracijom neutrofila (Rodero i ostali 2014; Dal-Secco i ostali

2015; Patel 1 ostali 2017). Monocitne subpopulacije mogu djelovati proupalno ili protuupalno
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ovisno o utjecaju raznih ¢imbenika upale iz mikrookolisa (L. Ziegler-Heitbrock i ostali
2010a). Npr. prilikom ozljede klasi€éni monociti rano migriraju te izluCuju proupalne
¢imbenike, a kasnije se reprogramiraju u neklasicne monocite kako bi se olakSalo pravilno
zacjeljivanje rana (Dal-Secco i ostali 2015). Iako CD16+ monociti predstavljaju mali dio
ukupne populacije monocita u zdravih osoba, ova je subpopulacija znacajno povecana u krvi
osoba tijekom upale, infekcije, intenzivnog vjezbanja i stresa (Steppich 1 ostali 2000; Azeredo
1 ostali 2010; L. Ziegler-Heitbrock i ostali 2010b). Intermedijerni monociti znacajno su
povecani kod ortohantavirusne infekcije i teSke astme, 20% cak do 50% (Moniuszko i ostali
2009; J. Wang i ostali 2014; X. Li i ostali 2018, 206). CD16+ monociti bili su mobilizirani
nakon jedne minute intenzivnog vjezbanja, najvjerojatnije iz ,,perifernih zaliha® (od engl.
marginal pool), koji se sastoji od mikrocirkulacije na sucelju kapilara 1 tkiva (Steppich 1 ostali

2000).

Tijekom stabilnog stanja organizma monociti mogu u¢i u ne-limfoidne organe i limfne
¢vorove bez diferencijacije u stanice MDM ili MDDC, tako nadopunjujuci prijasnje dokaze
kako monociti zadano postaju makrofagi ulaskom u tikva (Jakubzick i ostali 2013). Alj,
takoder klasi¢ni monociti mogu nadopuniti stanice MDM i MDDC tijekom stabilnog stanja

organizma (Bain i ostali 2014; Guilliams 1 ostali 2014).

U uvjetima in vitro monociti se lijepe za plastiku te spontano polako diferenciraju, ¢ak bez
dodavanja M-CSF-a (Kaplan i Gaudernack 1982). M-CSF je vazan kofaktor preZivljenja i
diferencijacije monocita. Jo§ uvijek nisu potpuno okarakterizirani svi signali potrebni za
diferencijaciju monocita u MDM, in vivo ni u uvjetima in vitro (Becker, Warren, i Haskill
1987; Brugger, Kreutz, i Andreesen 1991). Primarni monociti izolirani iz mononuklearnih
stanica periferne krvi (PBMC, od engl. peripheral blood mononuclear cells) mogu u uvjetima
in vitro biti diferencirani u CD14™ MDM-ove, pomo¢u kultivacije M-CSF-om tijekom 5 — 7
dana (Italiani i Boraschi 2014). Doduse, takve stanice su nezrele te ih je potrebno aktivirati u
Zeljeni pro- ili protu-upalni oblik kultivacijom sa Zeljenim citokinima tijekom dva dana (H.
Liu i ostali 2008; Italiani i Boraschi 2014; Ginhoux i ostali 2016). Proces diferencijacije
potpomaZze pozitivna povratna sprega M-CSF-a i njegovog receptora CSFIR (H. Liu i ostali
2008). Takoder, rano u procesu diferencijacije povecava se ekspresija gena za kemokine,
ukljucuju¢i CCL2, CCL3, CCL4, CCL7, CCL24 i CXCLS, koji privlace druge imunosne
stanice (Mantovani, Bonecchi, i Locati 2006; H. Liu i ostali 2008). Receptor CCR1 je takoder

lagano povisen. Medutim, tijekom ranih sati smanjuje se ekspresija molekula MHC razreda II
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Sto ukazuje kako se smanjuje sposobnost prezentacije antigena (H. Liu i ostali 2008).
Monociti kultivirani u uvjetima in vitro diferenciraju i aktiviraju, ali ne proliferiraju (L. J.

Zhou i Tedder 1996).

2.3.2. Monocitni makrofagi

Monociti koji tijekom infekcije i ozljede pod utjecajem kemokina i komplementa iz
cirkulacije prelaze u tkiva nazivamo MDM i MDDC (Ginhoux i Jung 2014). MDM su
heterogena populacija znaCajne funkcionalne plasti¢nosti, koji predoCuju antigene drugim
stanicama urodene i steCene imunosti. Plasti¢nost stanica MDM nuZna je za odrZavanje
homeostaze u razli¢itim tkivima (Ballinger i Christman 2016). Te se stanice u tkivu potpuno
diferenciraju i aktiviraju. Sposobnost diferencijacije monocita u stanice MDM ili MDDC
istraZivana je u uvjetima in vitro ve¢ prije 30 godina. Jo§ uvijek se koriste isti nacini
diferencijacije zbog nemogucnosti dobivanja dovoljnih koli¢ina primarnih stanica (Haniffa,

Bigley, i Collin 2015).

S obzirom na to da su stanice MDM adherentne te zahtijevaju odvajanje od podloge koje ih
moze ostetiti 1 utjecati na ekspresiju povrSinskih markera (S. Chen i ostali 2015), rad sa

stanicama MDM je zahtjevan u uvjetima in vitro.

2.3.2.1. Aktivacija, vrste i funkcije monocitnih makrofaga

Pod utjecajem signala iz mikrookoliSa dolazi do funkcionalne aktivacije stanica MDM.
Proupalna aktivacija stanica MDM javlja se pod utjecajem IFN-y, LPS-a te GM-CSF-a koji
dalje poticu lucenje proupalnih citokina (npr. IL-13, TNF, IL-12, IL-18). Fenotipski proupalni
MDM-ovi eksprimiraju visoke razine molekula MHC razreda II, CD68 te kostimulacijskih
molekula CD40, CD80 i CD86 (Chavez-Galan i ostali 2015). Protuupalna aktivacija stanica
MDM javlja se u fazi rjeSavanja upale, a sudjeluju u popravku tkiva, angiogenezi i alergijskim
bolestima (Chavez-Galén i ostali 2015). Aktivacija u protuupalnu subpopulaciju MDM je pod
utjecajem M-CSF-a, IL-4, IL-10, TGF-B i IL-13, proizvode¢i IL-10 u velikim i IL.-12 u malim
koli¢inama. Fenotipski eksprimiraju visoke razine molekula CD206, CD200R, CD301a/b te
niske razine MHC II (Chavez-Galan i ostali 2015). Makrofagi te MDM pocetno su nazivani

M1 (proupalni, klasi¢ni) i M2 (protuupalni, alternativni) makrofagi kako bi se slijedilo
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diferencijaciju T-limfocita u Thl ili Th2 stanja (Ginhoux i ostali 2016). Budu¢i da su
makrofagi t¢ MDM izrazito plasti¢ne stanice, podjela u opisane subpopulacije M1 1 M2
predstavlja krajnje tocke pojedinog aktivacijskog stanja jer stanice in vivo 1 u uvjetima in vitro
zadrzavaju mogucénost promjene svojeg aktivacijskog stanja (Italiani i ostali 2014; Martinez i

Gordon 2014).

Izazov predstavlja identifikacija raznih povrSinskih markera karakteristicnih za subpopulacije
MDM-ova (Ballinger i Christman 2016). IstraZivanja su pokazala kako je CD206, manozni
receptor, receptor stani¢ne adhezije i prepoznavanja manoznih struktura patogena. Za CD206
smatralo se kako je indikator protuupalno aktiviranih makrofaga, medutim, sada postoji op¢i
konsenzus kako CD206 izraZavaju populacije tkivnih pluénih makrofaga, ali takoder stanice
MDM i MDDC (Ballinger i Christman 2016; Lescoat i ostali 2018). CD163 je receptor
»Cistac” (od engl. scavenger receptor) za hemoglobin/hem (J. Wang i ostali 2014). Prisutan je
na povrSini stanica te unutarstanicno pa se moze izlucivati iz stanica (Backé 1 ostali 1991).
Visoko je izraZen na povrSini klasi¢nih i1 intermedijernih monocita (Wong i ostali 2011),
marker je MDM-ova aktiviranih M-CSF-om (Lescoat i ostali 2018), ali nije prisutan na DC-
ovima i Langerhans-ovim stanicama (Backé i ostali 1991). CD40 je kostimulacijska molekula
izraZzena na povrSini antigen prezentirajucih stanica te B-limfocita (Elgueta i ostali 2009).
Nakon aktivacije s CD40L potice aktivaciju jezgrenog ¢imbenika kB (NF-kB) te povecanje
upalnih citokina (Quezada i ostali 2004).

Postoje i tkivni makrofagi (od engl. tissue-resident macrophages) poput Kupffer-ovih stanica
u jetri, Langerhans-ovih stanica u koZi, mikroglija u mozgu, alveolarnih makrofaga u plu¢ima,
peritonealnih makrofaga u seroznim Supljinama te ostalim organima i tkivima, osteoklasta i
ostealnih makrofaga u kostima (Andreis et al. 2009). Populacije tkivnih makrofaga
nadopunjuju se kombinacijom lokalne proliferacije prekursora i regrutiranja monocita iz
koStane srzi te ovise o vrsti tkiva. Intestinalni makrofagi u sloju ,,lamina propria“ u
potpunosti se nadopunjuju regrutacijom monocita, dok monociti nemaju utjecaj na stanice
mikroglije u mozgu i epidermalne Langerhans-ove stanice (Italiani i Boraschi 2014). Tkivni
makrofagi su podrijetlom makrofagi iz Zumanj¢ane vrec¢e (od engl. yolk sac-derived
macrophages), a MDM su po podrijetlu iz dva izvora: makrofagi iz fetusne jetre (od engl.
fetal liver-derived macrophages) i makrofagi dobiveni iz koStane srzi (od engl. bone marrow-
derived macrophages) (Italiani i Boraschi 2014). Na mehanizam nadoknadivanja tkivnih

populacija uvelike utjeCe prisutnost upale ili ozljede jer je u tim uvjetima ocita ve¢a ovisnost o
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prekursorima iz cirkulacije (Gordon i Taylor 2005). Monociti, MDM i makrofagi imaju
kljucne, ali razli¢ite uloge u homeostazi tkiva i imunitetu (Martinez 1 ostali 2006). Monociti
su kljucni igraci tijekom upale 1 infekcije, dok MDM 1 tkivni makrofagi igraju vaZne funkcije

u razvoju i homeostazi tkiva te rjeSavanju upale (Ginhoux i Jung 2014).

2.3.3. Dendriti¢ke stanice

Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2011. godine dodijeljena je Ralphu Steinmanu za
njegovo otkri¢e stanica koje je nazvao dendritickim stanicama te opisu njihove uloge u
stecenoj imunosti (Nussenzweig 2011). Pokazao je kako signali koji proizlaze iz urodenog
imunosnog odgovora, a koje opazaju dendriticke stanice, kontroliraju aktivaciju T-limfocita.
To omogucava imunosnom sustavu reakciju na patogene, a istovremeno izbjegava napad na

vlastite molekule.

Dendriticke stanice su mononuklearni fagociti prisutni u krvi, limfnim organima i svim
tkivima (Haniffa, Bigley, i Collin 2015; Schraml i Reis e Sousa 2015). DC su klju¢ne za
prezentaciju peptida i proteina T- i B-limfocitima te povezuju i reguliraju urodeni i steCeni
imunosni sustav (Guilliams 1 ostali 2014; Haniffa, Bigley, i Collin 2015). DC su heterogena
skupina stanica s jedinstvenim funkcijama u imunosnom odgovoru, a subpopulacije DC-ova
su definirane kombinacijom morfologije, fiziCkih svojstava, funkcije, lokalizacije i
molekularnih markera (Stupin Polancec 2011; Haniffa, Bigley, i Collin 2015; Schraml i Reis e
Sousa 2015).

2.3.3.1. Vrste i funkcije dendritickih stanica

Prema vaZec¢oj nomenklaturi iz 2010. godine DC dijelimo u tri subpopulacije: plazmocitoidne
(pDC) CD303*/BDCA-2" i mijeloidne/konvencionalne (cDC) koje se mogu podijeliti u 2
populacije ovisno o ekspresiji molekula CD141" i CDIlc" na svojoj povrsini: cDC1
(CD141"/BDCA-3") te ¢cDC2 (CD1c"/BDCA-1"FceRla") (Slika 7) (L. Ziegler-Heitbrock i
ostali 2010b). pDC su specijalizirane za proizvodnju IFN tipa I kao odgovora na virusnu
infekciju, dok su cDC efikasne u antigen-specifi¢noj stimulaciji CD4" i CD8" T-limfocita
(Haniffa, Bigley, i Collin 2015).

Koriste¢i RNA sekvenciranje pojedinacnih stanica autori su u nedavnom radu identificirali

ukupno Sest subpopulacija ljudskih DC-ova: pDC koje stvaraju interferon (CD123"CD303%);
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cDCl1 (CD141"CLEC9A™); cDC2A (CD1c"HLA-DR™); cDC2B
(CD1c"CD14"S100A9"S100A8");  prijaSnje  slabo  karakterizirana  subpopulacija
(CD11C'CD1CCD141°CD16") te do sada potpuno nepoznata subpopulacija AS DC
(AXL*SIGLEC6'CD123""CD11¢"™) za koje su ustanovili kako ¢ine kontinuum iz
transkripcijskog stanja pDC u transkripcijsko stanje cDC (Villani i ostali 2017). AS DC c¢ine 2
—3% ukupnih DC-ova te eksprimiraju kostimulacijsku molekulu CD86 i1 komponente
prezentacije antigena, stimuliraju proliferaciju CD4" i CD8" T-limfocita (Villani i ostali
2017). AS DC eksprimiraju CLA i CD62L, ali ne i CCR7 $to upucuje na potencijalno
usmjeravanje iz cirkulacije u periferna tkiva poput koze i limfnih ¢vorova (Villani i ostali

2017).

2.3.3.2. Aktivacija dendritic¢kih stanica

DC se mogu aktivirati direktno preko antigena patogena i indirektno preko upalnih medijatora
koje proizvode druge stanice koje prepoznaju takve antigene. DC se takoder aktiviraju
stani¢nim stresom i poremecajem u medustani¢nom prostoru (Reis e Sousa 2004). Mnostvo
urodenih signalnih puteva aktivacije DC-ova se, vjerojatno, razvilo kako bi rano detektiralo

znakove upale, prije prekomjerne replikacije patogena (Reis e Sousa 2004).

Primarni monociti mogu u uvjetima in vitro pomocu kultivacije GM-CSF-om + IL-4 tijekom
sedam dana biti diferencirani u MDDC-ove (CD1a*CD14"°"") (Chapuis i ostali 1997). Takve
stanice imaju morfoloSke i funkcionalne karakteristike nezrelih DC-ova jer ne eksprimiraju
CD83 (Pickl i ostali 1996). Za ekspresiju CD83" potrebno je uvesti i TNF-a (stimulacija GM-
CSF/IL-4/TNF-a) (L. J. Zhou i Tedder 1996). Ekspresija CD1a" je povezana s polariziranim
fenotipom cDCI1 jer te stanice imaju sposobnost proizvodnje IL-12 i potentnu imunogenost.
Takoder, tim MDDC-ovima nedostaju neki klju¢ni DC markeri pa je moguc¢e kako monociti
nemaju mogucnost biti diferencirani u prave DC-ove pomocu kultivacije GM-CSF-om+IL-4
ili su jednostavno signalni putevi preraznoliki (Ohradanova-Repic i ostali 2016). Kod
monocita, MDM-ova te MDDC-ova nisu zabiljezeni CD135 (Flt-3) koji ograni¢ava razvoj
DC-ova putem FIt3L gradijenta, CD370 (Clec9A) koji je specifi¢an za CD141" ¢cDC1, Axl
koji je specifican za AXL'SIGLEC6* populaciju DC te pDC marker CD85g/ILT7
(Ohradanova-Repic i ostali 2016).

U uvjetima in vitro rad sa stanicama MDDC je tehnicki manje zahtjevan s obzirom na to da su

neadherentne stanice te ne zahtjevaju odvajanje od podloge.
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2.4. Imunoreakcije urodene imunosti na infekcije ortohantavirusima

Interakcijama izmedu stanica i virusa tijekom milijuna godina, oboje su razvili razlicite
mehanizme prepoznavanja ili izbjegavanja odgovora na infekciju. Jedni od prvih antivirusnih
proteina su IFN tipa I (a, B, €, k, ®) koji aktiviraju i stanice urodene i stanice steCene imunosti
(Seth, Sun, i Chen 2006; de Padilla i Niewold 2016). Tako prepoznavanje virusne RNA u
stanicama vodi aktivaciji viSe signalnih puteva koji dovode do proizvodnje IFN tipa I (Seth,
Sun, i Chen 2006; Matthys 1 Mackow 2012). Interferoni dalje aktiviraju razli¢ite gene (npr.
IFN stimulirani geni (ISG, od engl. interferon-stimulated genes), MxA) vezane uz
ograni¢avanje replikacije virusa. Sposobnost ortohantavirusa da inhibiraju urodenu imunost se
ostvaruje u vidu njihovog razlicitog stupnja patogenosti (Vaheri, Strandin, i ostali 2013). Svi
ortohantavirusi induciraju IFN tipa I u inficiranim stanicama, ali se razlikuju u jacini 1 trajanju
lu¢enja izotipova IFN-a te u daljnjem imunosnom odgovoru (Geimonen i ostali 2002;
Spiropoulou i ostali 2007; Handke i ostali 2009; Matthys i ostali 2011). Tako patogeni
ortohantavirusi uspjesno izbjegavaju ranu indukciju IFN tipa I pomocu svojih proteina te tako
omogucuju pocetnu neprimjetnu replikaciju unutar stanica (Kraus i ostali 2004). Nepatogeni
ortohantavirus Prospect Hill (PHV) ne uspijeva suprimirati sintezu IFN tipa I pa to dovodi do
ranog sprecavanja replikacije virusa u stanicama (Matthys i Mackow 2012). Takoder, i
patogeni i nepatogeni ortohantavirusi Ciji su domacini iz obitelji Cricetidae (npr. PUUV i
TULV) imaju funkcionalni otvoreni okvir Citanja za proteine NSs, koji inhibiraju ekspresiju
IFN-B te doprinose preZivljavanju virusa (Jadskeldinen i ostali 2007a). Nepatogeni virus
TULV se uspjeSno replicira u ljudskim stanicama, Sto ukazuje kako osim izbjegavanja
indukcije IFN-a tipa I postoje i drugi ¢imbenici koji utjeCu na sposobnost ortohantavirusa da
budu patogeni (Matthys i ostali 2011; Matthys i Mackow 2012).

Cvetko Krajinovi¢, 2014. pokazala je supresiju ranog imunoloskog odgovora, perifernih
mononuklearnih stanica u bolesnika inficiranih s virusom PUUV, na razini ekspresije gena
vaznih za sintezu receptora za prepoznavanje opcih struktura (PRR-ova), kemokina i njihovih

receptora, citokina, ¢imbenika transkripcije, kao i nekih signalnih molekula.

2.4.1. Imunoreakcije stanica urodene imunosti

Stanice urodene imunosti (monociti, makrofagi, DC, NK-stanice, neutrofili) pokrecu
adekvatan imunosni odgovor te sudjeluju u regulaciji upale. Patogeni i apatogeni

ortohantavirusi mogu uspjesno zaraziti te se replicirati u stanicama MDM 1 MDDC glodavaca
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i ljudi (Nagai i ostali 1985; P. W. Lee i ostali 1986; Temonen i ostali 1993; 1995; Raftery i
ostali 2002b; Masanori Terajima i ostali 2004; Cebalo i Markoti¢ 2007; Alemka Markoti¢ i
ostali 2007b; Marsac i ostali 2011; Scholz i ostali 2017). Takoder, Temonen i sur. 1995 su
pokazali aktivnu infekciju i replikaciju monocitnih stani¢nih linija s virusom PUUYV, iako je
ucinkovitost infekcije bila je vrlo niska, 5 — 10% u usporedbi s infekcijom endotela. Druge
stanice urodene imunosti (NK-stanice, neutrofili, eozinofili, bazofili) te stanice steCene
imunosti (T- 1 B-limfociti) nisu prijemcive na infekciju ortohantavirusima (Raftery 1 ostali
2020). Infekcija nema direktni citopatski u¢inak na stanice (Temonen i ostali 1993). Monocite
subpopulacije su znacajno promijenjene u bolesnika tijekom akutne faze infekcije s HTNV-
om: intermedijarni monociti su znacajno poviseni, a klasi¢ni te neklasi¢ni su znac¢ajno sniZeni
(J. Wang i ostali 2014). U bolesnika inficiranih s virusom PUUV znacajno su sniZene sve
monocitne subpopulacije te sve DC subpopulacije, tijekom akutne faze bolesti (Scholz i ostali
2017). SniZenje populacija monocita i DC-ova u krvi je posljedica mobilizacije stanica te
izlaska iz cirkulacije u tkiva, na mjesta upale (Scholz i ostali 2017). Takoder, alveolarni
makrofagi su osjetljivi na infekciju hantavirusima (Khaiboullina i ostali 2000; Scholz i ostali
2017). S obzirom na to kako su ciljne stanice ortohantavirusa monociti te endotelne stanice,
virus mora prolaziti iz pluca, plu¢nog epitela i endotela do vaskularnog i bubreznog endotela
(Alemka Markoti¢ i Schmaljohn 2008; Scholz i ostali 2017). Pretpostavlja se kako
ortohantavirusima zarazZeni monociti 1 MDM/MDDC-ovi igraju ulogu u diseminaciji virusa u
organizmu. Zreli MDM zaraZeni s virusom PUUV u 6. danu diferencijacije bili su osjetljiviji
na infekciju nego rani MDM jer su proizvodili viSe virusa (Temonen i ostali 1995). ZaraZene
DC te MDDC mogu sudjelovati u transportu virusa do regionalnih limfnih ¢vorova, gdje
mogu dalje zaraziti druge stanice imunoloSkog sustava (Raftery i ostali 2002a). U vecini
biopsija bubrega ljudi oboljelih od HVBS-a pronadeni su intersticijski infiltrati proupalnih
stanica (ve¢inom CD8" T-limfociti, monociti/makrofagi, eozinofili, neutrofili, plazma stanice)
(Mustonen i ostali 1994; Temonen i ostali 1996). Takoder, virusni antigen je u bolesnika s
HCPS-om pronaden u limfoidnim folikulima slezene, posebno u folikularnim DC-ovima te u
tkivnim makrofagima (Zaki i ostali 1995). Ortohantavirusi induciraju aktivaciju i sazrijevanje
MDDC uz povecanu ekspresiju ko-stimulatornih, adhezijskih i MHC II molekula (Raftery i
ostali 2002a; Alemka Markoti¢ i ostali 2007a). Inficirane DC poticu aktivaciju ostalih stanica
imunosnog sustava, NK-stanica te T- i B- limfocita, koje poCinju specifi¢ni imunosni odgovor
protiv ortohantavirusa (Schonrich 1 Raftery 2019).

NK-stanice su u krvi bolesnika na pocetku pojave simptoma HBVS-a znacajno snizene (J.

Klingstrom i ostali 2019), dok je tijekom kasnije akutne faze te u konvalescentnoj fazi bolesti
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glavna populacija NK-stanica (CD56"™) znagajno povisena te ostaje znadajno poviiena cak
duze od dva mjeseca nakon oporavka bolesnika (Bjorkstrom i ostali 2011; J. Klingstrom i1
ostali 2019). CD56"™ NK-stanice su snazno aktivirane jer eksprimiraju poviiene razine
aktivacijskih receptora (NKG2D, 2B4), citotoksi¢nih receptora (NKp30, NKp46) te granzim
B i perforin (Braun i ostali 2014). Takoder, kod polovice CD56"™ NK-stanica je zabiljeZen
proliferacijski marker (Ki67) (Bjorkstrom 1 ostali 2011).

Tijekom HVBS-a je u bolesnika zabiljeZen povecan broj neutrofila koji je povezan s tezim
oblikom bolesti (Zaki i ostali 1995; Strandin i ostali 2018). U bolesnika s HVBS-om te u
infekciji u uvjetima in vitro neutrofili ispustaju cirkuliraju¢e neutrofilne izvanstani¢ne klopke
(NETs, od engl. neutrophil extracellular traps) (Raftery 1 ostali 2014). Tijekom interakcije s
aktiviranim endotelom neutrofili ispuStaju NETSs, histone, protein 3 srodan s pentaksinom
(PTX3, od engl. pentraxin-related protein 3), TNF-a i VEGF koji povecavaju vaskularnu
permeabilnost (T. K. Outinen i ostali 2012; Finsterbusch i ostali 2014; Schonrich, Kriiger, i
Raftery 2015).

2.4.2. Imunoreakcije solubilnih komponenti urodene imunosti

Solubilne komponente (citokine, kemokine, ¢imbenike i stimulatore rasta stanica) izluuju sve
stanice urodene te steCene imunosti kao odgovor na proupalne signale u mikrookoliSu.
Citokini 1 kemokini jedan su od glavnih uzroka simptoma u bolesnika oboljelih od HVBS-a i
HCPS-a (Vaheri, Strandin, i ostali 2013). PoviSene vrijednosti ranih proupalnih citokina,
TNF-a, IL-1, IL-6, pronadene su u plazmi, urinu i tkivima bolesnika (Linderholm i ostali
1996; Borges i ostali 2008; Tuula K. Outinen i ostali 2010). IL-6 se koristi kao marker teZine
bolesti jer su visoke vrijednosti povezane s teZim bubreZnim oSte¢enjem i trombocitopenijom
u HVBS bolesnika te sa smrtnim ishodom kod HCPS bolesnika (Linderholm i ostali 1996;
Borges 1 ostali 2008; Tuula K. Outinen i ostali 2010). TNF-a 1 IL-6 induciraju proizvodnju
dusikovih oksida (NO), a poviSene razine NO su prisutne u bolesnika (Linderholm,
Groeneveld, i Tarnvik 1996; 1. C. Davis i ostali 2002). CXCLS8 je znaCano poviSen i pozitivno
korelira s teSkim oblikom bolesti (Kyriakidis i Papa 2013; Strandin i ostali 2018).

Sustav komplementa je takoder aktiviran u akutnoj fazi HVBS-a te je aktivacija komponenti
komplementa povezana s teZinom bolesti jer povecava vaskularnu permeabilnost (Paakkala i
ostali 2000; Jussi Sane i ostali 2012). Na aktivaciju komplementa utjecu proteini akutne faze
upale, npr. C-reaktivni protein (CRP) i PTX3 koji su poviSeni tijekom akutne faze bolesti (T.

K. Outinen i ostali 2012; Jaillon i ostali 2014). Aktivirane komponente komplementa C3a and
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C5a koje se proizvode tijekom aktivacije kompleneta utjeCu na reorganizaciju citoskeleta u

endotelnim stanicama te na izlu¢ivanje CXCLS8 (Monsinjon i ostali 2003).

Kao odgovor na infekciju ortohantavirusima, aktiviraju se monociti, makrofagi, DC te pocinju
izluCivati proupalne citokine (npr IL-1B, TNF-a, IL-6, IFN tipa I) i kemokine (npr. CCLS,
CXCL10) (Alemka Markoti¢ 1 ostali 2007a). Citokini, kemokini te aktivirani komplement
¢ine pozitivnu povratnu spregu te time privlace jo§ viSe imunosnih stanica prema inficiranom
endotelu pogorsavajuci upalu (Schonrich, Kriiger, i Raftery 2015; Saavedra i ostali 2021).
IL-15 jedan je od citokina koji utjeCu na proliferaciju i perzistenciju NK-stanica (Braun i
ostali 2014). PoviSene koncentracije IL-15 su prisutne u bolesnika s virusom PUUV, ¢ak duZze
od dva mjeseca nakon oporavka (Bjorkstrom 1 ostali 2011) upucujuci kako je IL-15 ukljucen
u proliferaciju CD56"™ NK-stanica.

Pokazano je kako ljudski alveolarni makrofagi zarazeni visokopatogenim ortohantavirusima
proizvode niske razine TNF-a i GM-CSF-a (Khaiboullina i ostali 2000; Alemka Markoti¢ 1
ostali 2007a). MDDC-ovi inficirani u uvjetima in vitro proizvode visoke razine TNF-o 1 IFN-
a, dok izlu¢ivanje IL-12 izostaje (Raftery i ostali 2002a).

Infekcija in vitro s virusom PUUV u stanicama MDM inducira vrlo niske koncentracije IFN-a
detektirane u kasnijoj fazi infekcije (5-7 dana nakon infekcije), ali potie proizvodnju
antivirusnog proteina MxA (Temonen 1 ostali 1995). Zrele stanice MDM osjetljivije su na
infekciju s virusom PUUV te proizvode viSe virusa (Temonen i ostali 1995). Visokopatogeni
ortohantavirusi induciraju sintezu B-kemokina (CCL3, CCL4, CCL5) u stanicama MDM te
povecavaju gensku ekspresiju njihovih receptora (CCR1, CCRS) (Alemka Markoti¢ i ostali
2007a). Nakon infekcije apatogenim virusom TULV stanice MDM proizvode vecinom
kemokine (CXCLS8, CCL2, CCL4) bez znaCajne proizvodnje citokina (Cebalo i Markoti¢
2007). Moguce kako zbog ulaska virusa u stanice preko razliitih receptora (integrin oyps za
patogene i integrin asP; za apatogene HTV) dolazi do aktivacije razli¢itih unutarstani¢nih

signalnih puteva (Cebalo 1 Markoti¢ 2007).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Stanice

Sva istrazivanja su napravljena na primarnim stanicama ljudskih monocita u uvjetima in
vitro. Kao izvor primarnih ljudskih monocita koriSteni su uzorci periferne krvi
dobrovoljnih darivatelja krvi prikupljani u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu
(HZTM), Zagreb. IstraZzivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
SveudiliSta u Zagrebu (Klasa: 641-01/16-02/01, Ur. broj: 380-59-10106-16-20/27, od
19.1.2016. godine), Eticko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran
Mihaljevi¢® (Ur. broj: 01-152-2-2016, od 4.2.2016. godine) te Eticko povjerenstvo
Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu (Klasa: 003/06-15-04/12, Ur. broj: 251-541-
06/6-16-2, od 1.3.2016. godine). U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 15 darivatelja.
Eksperimentalni dio istrazivanja izraden u Odjelu za znanstvena istrazivanja Klinike za
infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢®, Zagreb.

Za uzgoj virusa koriStene su Vero E6 stanice, epitelne stanice bubrega africkog zelenog
majmuna Chlorocebus aethiops (Linnaeus, 1758.), klon E6, ATCC broj: CRL-1586
(ATCC, Manassas, Virginia, SAD)

3.1.2. Virusni sojevi

Puumala orthohantavirus, soj CG1820; kdd virusa u bazi podataka ICTV:
00.011.0.02.015.; vlastiti uzgoj

Tula orthohantavirus, soj 00.011.0.02.023.01.001. Moravia/Ma5302V; kod virusa u bazi
podataka ICTV: 00.011.0.02.023.; vlastiti uzgoj

3.1.3. Mediji i dodaci medijima

Medij RPMI sa stabilnim glutaminom (Roswell Park Memorial Institute 1640 w stable-

glutamin + 25mM Hepes + NaHCO3; PAN-Biotech, Aidenbach, Njemacka)

Medij RPMI-HSO0,5%: sadrzavao medij RPMI sa stabilnim glutaminom s dodatkom 0,5 %
humanog seruma (HS), 100 IU/ml penicilina i 100 pg/ml streptomicina

Medij EMEM s L-glutaminom (Minimum Essential Medium Eagle with Earle’s balanced

salt solution and L-Glutamine; Lonza, Basel, §Vicarska)
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Medij EMEM-FBS2%: sadrzavao medij EMEM s L-glutaminom s dodatkom 2% toplinski
inaktiviranog FBS-a, 100 IU/ml penicilina i 100 ug/ml streptomicina

Medij EMEM-FBS10%: sadrzavao medij EMEM s L-glutaminom s dodatkom 10%
toplinski inaktiviranog FBS-a, 100 IU/ml penicilina i 100 ug/ml streptomicina

Antibiotik Penicilin-streptomicin, 100x (Lonza, Basel, §Vicarska), sadrzi: 10,000 jedinica

kalij penicilina i 10,000 pg streptomicin sulfata po mililitru (ml) u 0,85% fizioloskoj otopini

Serum govedeg fetusa, inaktiviran toplinom (FBS, od engl. fetal bovine serum, za EU

odobrene regije; Gibco LifeTechnologies, Carlsbad, California, SAD)

Ljudski AB+ serum, inaktiviran (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb,

Hrvatska)

Ljudski rekombinantni protein GM-CSF (th GM-CSF; ImmunoTools, Friesoythe,
Njemacka)

Ljudski rekombinantni protein IL-4 (rh IL-4; ImmunoTools, Friesoythe, Njemacka)
Ljudski rekombinantni protein IFN-y (rh IFN-y; ImmunoTools, Friesoythe, Njemacka)
Ljudski rekombinantni protein M-CSF (rh M-CSF; ImmunoTools, Friesoythe, Njemacka)
Ljudski rekombinantni protein IL-10 (rh IL-10; ImmunoTools, Friesoythe, Njemacka)
Tripsin s 0,25% tripsina i 0,02% EDTA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)

Otopina akutaze (Accutase, Innovative Cell Technologies, San Diego, California, SAD)

3.1.4. Osnovne kemikalije

Kloroform (CHCls) (T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska)

[zopropanol (C3HgO) (Kemig, Sesvete-Soblinec, Hrvatska)

Metanol (CH40O) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev hidroksid (NaOH), zrnca 2 — 5 mm (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Klorovodi¢na kiselina (HCI), minimalno 36,5% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Borax (di-Sodium tetraborate decahydrate, Na;B407) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

HEPES pufer, IM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Voda za injekcije (Aqua pro injectione; Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb,
Hrvatska)

DEMI voda (demineralizirana voda)

Voda bez RNAza i DNAza (Promega, Madison, Wisconsin, SAD)
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Dinatrij EDTA (di sodium ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma-Aldrich, St. Louis,

Missouri, SAD)

4'.6'-diaminidin-2'-fenilindol dihidroklorid (DAPI, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
SAD)

3.1.5. Otopine i puferi

Etanol (C2HsO, 75%, 80%, 100%) (Claro-prom d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

Natrijev hipoklorit, otopina s minimalno 4% aktivnog klora (Claro-prom d.o.o., Zagreb,
Hrvatska)

Formaldehid, 4% (v/v) puferirana otopina (Claro-prom d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
Paraformaldehid, 20% (v/v) puferirana vodena otopina (EM grade; Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, Pensilvanija, SAD)

SBA pufer, 20x, sadrzi: 20 g Borax u 1 1 demineralizirane vode

Fosfatni pufer bez Ca®* i Mg** iona, 1x (PBS, od engl. Phosphate Buffered Saline)(Lonza,

Basel, Svicarska)

Otopina fikola (Ficoll-Paque PLUS; GE Healthcare, Uppsala, Svedska)

Permeabilizacijska otopina PBS-TritonX: sadrzava pufer PBS s 0,3% Triton X-100
Otopina za ispiranje PBS-Tween: sadrzava pufer PBS s 0,1% Tween 20

Otopina za blokiranje nespecifi¢nog vezanja PBS-Tween-HS5%: sadrzava pufer PBS s
0,1% Tween 201 5% HS

Otopina za inkubaciju PBS-Tween-HS2%: sadrZava pufer PBS s 0,1% Tween 20 1 2% HS

Otopina fenola i1 gvanidin tiocijanata za izolaciju nukleinskih kiselina i proteina (TriPure

Isolation Reagent; Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka)

Otopina za imunofenotipizaciju PBS-FBS2%: sadrzava pufer PBS s dodatkom 2%
toplinski inaktiviranog FBS-a

Otopina za fiksaciju PBS-FBS2%-PFA2%: sadrzava pufer PBS s dodatkom 2% toplinski
inaktiviranog FBS-a i 2% paraformaldehida

Otopina za istovremenu lizu eritrocita i fiksiranje stanica za pripremu uzoraka ljudske krvi

za analizu proto¢nom citometru, 10x (BD FACSLysing Solution, BD, Becton, Dickinson and

Company, Franklin Lakes, New Jersey, SAD)

Tripansko modrilo, 0,4% otopina u 0,85% NaCl (Lonza, Basel, §Vicarska)
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Boja za vijabilnost stanica u proto¢noj citometriji (LIVE/DEAD Fixable Near InfraRed
(IR) Dead Cell Stain Kit, Affymetrix, San Diego, California, SAD); sadrzi: komponenta A
(boja) i komponenta B (DMSO); 0,1 ul/test

RNA ScreenTape Sample Buffer (Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD)

Dezinficijensi, 3% radne otopine (Oxygenon S, Antiseptica, Pulheim, Njemacka; Incidin

Active, Ecolab, Saint Paul, Minnesota, SAD)

3.1.6. Reagensi i kompleti

Komplet za separaciju ukupnih monocita (Pan Monocyte isolation kit; Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Njemacka); sadrzi: FcR Blocking Reagent, Biotin-Antibody Cocktail;
Anti-Biotin MicroBeads

Komplet QIAamp DSP Virus Spin Kit (Qiagen, Germantown, Maryland, SAD); sadrZi:
QIAamp MinElute spin kolonice; Qiagen proteazu, carrier RNA, epruvete za skupljanje
tekucine; AL pufer; AW1 pufer; AW?2 pufer; AVE pufer

Komplet QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Germantown, Maryland, SAD); sadrzi: QIAamp
Mini spin kolonice; Qiagen proteazu, epruvete za skupljanje tekuc¢ine; AL pufer; AW1
pufer; AW?2 pufer; AE pufer

Mjesavina dNTP (Deoxynucleotide Triphosphates (dNTPs); Promega, Madison,
Wisconsin, SAD), dATP, dCTP, dGTP i dTTP od 100mM u vodi, pH 7,5

Inhibitor RNaze (Recombinant Rnasin Ribonuclease Inhibitor; Promega, Madison,
Wisconsin, SAD), 40 U/ul

Reverzna transkriptaza M-MLV (Promega, Madison, Wisconsin, SAD); sadrzi: M-MLV
reverzna transkriptaza, 200 U/ul; 5x M-MLV reakcijski pufer

Komplet RT? First Strand Kit (Qiagen Sciences, Germantown, Maryland, SAD,); sadrZi:
pufer GE, 5x pufer BC3, smjesa s reverznom transkriptazom RE3, kontrola P2, voda bez
RNAza i DNAza

Komplet RT? SYBR Green ROX gPCR Mastermix (Qiagen Sciences, Maryland,
Germantown, SAD,); sadrzi: 24 x 1,35 ml epruvete za 24 x 96-well RT2 PCR Arrays
Komplet RT? Profiler PCR Array (format C) s genima po zelji (Qiagen Sciences,
Germantown, Maryland, SAD); sadrzi: 24 x 96-well RT? PCR Arrays s 24 odabrana gena
(CD68, TNF, IL6, ILIB, ILIRN, CD40LG, CXCL10, CXCLS, CCLA4, IL27, IL37, CCR2,
CCRS5, CXCR4, CCLI13, STATI, STAT3, MRCI, IFITM3, PPIA, TBP, OAZI, HGDC, PPC)
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Polimeraza Taq (Hot Start Pol, Jena Bioscience, Jena, Njemacka); sadrzi: HotStart Taq
polimeraza, 5 U/ul; 10x potpuni reakcijski pufer; 10x reakcijski pufer bez MgCl,; MgCl,
otopina, 25 mM

5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonija)
Agaroza (SeaKem LE Agarose, Lonza, Basel, §Vicarska)

Boja za vizualizaciju DNA/RNA u agaroznom gelu (Roti-GelStain; Carl Roth, Karlsruhe,
Njemacka; SYBR Safe DNA Gel Stain, Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad,
California, SAD)

Boja za nanoSenje na gel (DNA Gel Loading Dye (6x), Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD)

DNA marker (GeneRuler DNA Ladder Mix; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD); sadrzi: DNA marker veli¢ine fragmenata 100 do 10000 nukleotida,
0,5 pg/ul, 6x DNA Loading Dye

Pojaciva¢ signala Image-iT FX signal enhancer (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, Oregon, SAD); sadrZzi 1x otopinu u PBS-u (pH 7,2) s 2 mM
natrijevog azida kao konzervansa

Osnovni komplet za imunoloske testove pomoc¢u magnetskih kuglica (ProcartaPlex Human
Basic Kit, Thermo Fisher Scientific, Bender MedSystems, BeC, Austrija); sadrzi:
streptavidin-PE (SA-PE); koncentrat pufera za ispiranje, 10x; pufer za razrjedivanje
detekcijskog protutijela; univerzalni pufer za analizu; pufer za o€itavanje; epruvete za PCR
u stripu; mikrotitarska plocica s 96 udubina ravnog dna; crni poklopac za mikrotitarsku
plocicu; samoljepive pokrovne folije za mikrotitarsku ploCicu

Komplet CD40L (Soluble) Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific,
Bender MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljezenih
monoklonskim protutijelom za CD40L; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za CD40L; liofilizirani standard za CD40L

Komplet IL-8 Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljeZenih
monoklonskim protutijelom za IL-8; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata protiv
monoklonskog protutijela za IL-8; liofilizirani standard za IL-8

Komplet IL-1RA Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender

MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljezenih
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monoklonskim protutijelom za IL-1RA; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za IL-1RA; liofilizirani standard za IL-1RA

Komplet IL-17F Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljeZenih
monoklonskim protutijelom za IL-17F; 50x koncentrat biotinom obiljezenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za IL-17F; liofilizirani standard za IL-17F

Komplet IL-27 Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be¢, Austrija, kataloski broj); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica
obiljezenih monoklonskim protutijelom za IL-27; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog
konjugata protiv monoklonskog protutijela za IL.-27; liofilizirani standard za IL-27
Komplet IL-37 Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljeZenih
monoklonskim protutijelom za IL-37; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za IL-37; liofilizirani standard za IL.-37

Komplet IP-10 Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljezenih
monoklonskim protutijelom za IP-10; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za IP-10; liofilizirani standard za IP-10

Komplet MIF Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljezenih
monoklonskim protutijelom za MIF; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata protiv
poliklonskog protutijela za MIF; liofilizirani standard za MIF

Komplet MCP-1 Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljeZenih
monoklonskim protutijelom za MCP-1; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za MCP-1; liofilizirani standard za MCP-1

Komplet M-CSF Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljezenih
monoklonskim protutijelom za M-CSF; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za M-CSF; liofilizirani standard za M-CSF

Komplet MDC Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender

MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljeZenih
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monoklonskim protutijelom za MDC; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za MDC; liofilizirani standard za MDC

Komplet MIP-1A (alfa) Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific,
Bender MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljezenih
monoklonskim protutijelom za MIP-1A; 50x koncentrat biotinom obiljezenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za MIP-1A; liofilizirani standard za MIP-1A

Komplet MIP-1B (beta) Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific,
Bender MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljezenih
monoklonskim protutijelom za MIP-1B; 50x koncentrat biotinom obiljezenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za MIP-1B; liofilizirani standard za MIP-1B

Komplet RANTES Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljeZenih
monoklonskim protutijelom za CCLS; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog konjugata
protiv monoklonskog protutijela za CCLS; liofilizirani standard za CCLS5; 10x koncentrat
univerzalnog pufera za analizu

Komplet TGF beta-1 Human ProcartaPlex Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica obiljeZenih
monoklonskim protutijelom za TGF beta-1; 50x koncentrat biotinom obiljeZzenog
konjugata protiv monoklonskog protutijela za TGF beta-1; liofilizirani standard za TGF
beta-1

Osnovni komplet za imunoloske testove visoke osjetljivosti pomoc¢u magnetskih kuglica
(ProcartaPlex Human High Sensitivity Basic Kit, Thermo Fisher Scientific, Bender
MedSystems, Be¢, Austrija); sadrzi: streptavidin-PE (SA-PE); amplifikacijski reagens 1;
amplifikacijski reagens 2; koncentrat pufera za ispiranje, 10x; pufer za razrjedivanje
detekcijskog protutijela; univerzalni pufer za analizu; pufer za ocitavanje; epruvete PCR u
stripu; mikrotitarska plo€ica s 96 udubina ravnog dna; crni poklopac za mikrotitarsku
plocicu; samoljepive pokrovne folije za mikrotitarsku ploCicu

Komplet GM-CSF Human ProcartaPlex Simplex Kit, high sensitivity (Thermo Fisher
Scientific, Bender MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica
obiljeZenih monoklonskim protutijelom za GM-CSF; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog
konjugata protiv monoklonskog protutijela za GM-CSF; liofilizirani standard za GM-CSF
Komplet IFN gamma Human ProcartaPlex Simplex Kit, high sensitivity (Thermo Fisher

Scientific, Bender MedSystems, Bec€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica
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obiljeZenih monoklonskim protutijelom za IFN gamma; 50x koncentrat biotinom
obiljeZenog konjugata protiv monoklonskog protutijela za IFN gamma; liofilizirani
standard za IFN gamma

Komplet IL-1 beta Human ProcartaPlex Simplex Kit, high sensitivity (Thermo Fisher
Scientific, Bender MedSystems, Bec€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica
obiljeZenih monoklonskim protutijelom za IL-1 beta; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog
konjugata protiv monoklonskog protutijela za IL-1 beta; liofilizirani standard za IL-1 beta
Komplet IL-6 Human ProcartaPlex Simplex Kit, high sensitivity (Thermo Fisher
Scientific, Bender MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica
obiljezenih monoklonskim protutijelom za IL-6; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog
konjugata protiv monoklonskog protutijela za IL-6; liofilizirani standard za IL-6

Komplet IL-10 Human ProcartaPlex Simplex Kit, high sensitivity (Thermo Fisher
Scientific, Bender MedSystems, Bec€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica
obiljeZenih monoklonskim protutijelom za IL-10; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog
konjugata protiv monoklonskog protutijela za IL-10; liofilizirani standard za IL-10
Komplet TNF alpha Human ProcartaPlex Simplex Kit, high sensitivity (Thermo Fisher
Scientific, Bender MedSystems, Be€, Austrija); sadrzi: 50x koncentrat magnetskih kuglica
obiljezenih monoklonskim protutijelom za TNF alfa; 50x koncentrat biotinom obiljeZenog
konjugata protiv monoklonskog protutijela za TNF alfa; liofilizirani standard za TNF alfa
BD FACS Lysing Solution, 100 ml (Becton, Dickinson and Company (BD), Franklin
Lakes, New Jersey, SAD)

RNA ScreenTape System (Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD); sadrzi: 7x
gel kazeta

RNA ScreenTape Ladder (Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD); sadrZi: 1x
marker

Flow-Check Pro Fluorospheres (Beckman Coulter, O'Callaghan's Mills, Irska)

Flow-Set Pro Fluorospheres (Beckman Coulter, O'Callaghan's Mills, Irska)

Kuglice za kompenzaciju na protocnom citometru (VersaComp Antibody Capture Bead
Kit, Beckman Coulter, Immunotech, Marseille, Francuska); sadrzi: negativne kuglice koje
ne vezu fluorokromom-konjugirana protutijela; pozitivne kuglice presvucene IgG-

vezuju¢im agensom koje ¢e vezati sve miSje i Stakorske izotipove protutijela

51



3.1.7. Protutijela

Misje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein CD14 obiljezeno
fluorokromom fluorescein izotiocijanatom (FITC), izotip IgG2a, «, klon M5E2 (Becton,
Dickinson and Company (BD), Franklin Lakes, New Jersey, SAD)

MiSje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein CDI16 obiljezeno
fluorokromom Alexa Fluor 700, izotip IgG1, k, klon eBio CB16 (eBioscience, Thermo
Fisher Scientific, Affymetrix, San Diego, California, SAD)

MiSje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein CDI16 obiljezeno
fluorokromom fikoeritrinom (PE), izotip misji IgG1, x, klon 3G8 (Becton, Dickinson and
Company (BD), Franklin Lakes, New Jersey, SAD)

Misje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein CD40 obiljezeno
fluorokromom peridinin klorofil protein s eFluor 710 (PerCP-eFluor 710), izotip I1gGl, «,
klon 5C3 (eBioscience, Thermo Fisher Scientific, Affymetrix, San Diego, California,
SAD)

MiSje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein CD45 obiljezeno
fluorokromom PE-cijanin 7 (PC7), izotip IgGl, x, klon J33 (Beckman Coulter,
Immunotech, Marseille, Francuska)

Misje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein CD163 obiljezeno
fluorokromom Alexa Fluor 647, izotip IgGl, x, klon RM3/1 (Biolegend, San Diego,
California, SAD)

Misje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein CD206 obiljezeno
fluorokromom eFluor 450, izotip IgGl, x, klon 19.2 (eBioscience, Thermo Fisher
Scientific, Affymetrix, San Diego, California, SAD)

Stakorsko monoklonsko protutijelo specifiéno za ljudski protein CD209 (DC-SIGN)
obiljeZeno fluorokromom PE, izotip IgG2a, «, klon eB-h209 (eBioscience, Thermo Fisher
Scientific, Affymetrix, San Diego, California, SAD)

MiSje monoklonsko protutijelo specificno za ljudski protein HLA-DR obiljezeno
fluorokromom Krome Orange, izotip IgGl, klon Imm-357 (Beckman Coulter,
Immunotech, Marseille, Francuska)

Zec€je neobiljezeno poliklonsko protutijelo specificno za nukleokapsidni protein PUUV,

izotip IgG (Reagens je dobiven putem BEI Resources, NIAID, NIH, SAD)
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* Kozje poliklonsko protutijelo od F (ab')2 fragmenata specifi¢no za zec¢ji IgG (H+L, od
engl. Heavy and Light chains) obiljeZeno fluorokromom Alexa Fluor 594 (Invitrogen,

Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, SAD)

3.1.8. Pocetnice

Nasumicne pocetnice (Promega, Madison, Wisconsin, SAD), 500 pg/ml

3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj virusnih Stokova

Za uzgoj ortohantavirusa koriSten je vlastiti uzgoj stanic¢ne linije Vero E6. Stanice su uzgojene
u mediju EMEM-FBS10% pri 37°C u vlaznoj atmosferi koja sadrzi 5% CO,. Konfluentni sloj
stanica Vero E6 inokuliran je s virusom PUUV (soj CGI1820) ili TULV (soj
Moravia/Ma5302V) te su tijekom 10 dana propagirani u mediju EMEM-FBS2% na 37°C u
vlaZnoj atmosferi koja sadrzi 5% CO;u inkubatoru HERAcell 150i (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD). Nakon 10 dana supernatanti u kojem se nalaze virusi su
prikupljeni, alikvotirani te prije pohranjivanja pri -80°C testirani na prisutnost mikoplazmi
testom PCR. Za eksperimente infekcije monocita koriStene su virusne maticne otopine bez

dokazane kontaminacije mikoplazmama.

3.2.2. Prikupljanje uzoraka

U istrazivanje su ukljueni samo muski dobrovoljni darivatelji krvi radi smanjenja utjecaja
Zenskih hormona na istraZivanje. Starost darivatelja krvi bila je izmedu 25 i 50 godina kako bi
odgovarali dobi HVBS bolesnika. Svi dobrovoljni darivatelji krvi su potpisali informirani
pristanak za sudjelovanje u istraZzivanju. U istraZivanje je ukljueno ukupno 15 darivatelja,
Sest za mjerenje solubilnih ¢imbenika i gensku ekspresiju, dva za titraciju i optimizaciju
protutijela te sedam za imunofenotipizaciju povrsinskih molekula.

Svakom dobrovoljnom darivatelju krvi se, izmedu 7:30 i 9:00 sati ujutro, aseptickom
venepunkcijom iz antekubitalne vene uzelo 450 ml krvi te odvojilo u sustav plasti¢nih vrecica

s antikoagulansom CPD (od engl. citrate phosphate dextrose).
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3.2.3. Izolacija primarnih monocita

3.2.3.1. Izolacija mononuklearnih stanica periferne krvi na gradijentu gustoce

Izolaciji mononuklearnih stanica periferne krvi (PBMC, od engl. peripheral blood
mononuclear cells) pristupilo se unutar 2 sata od uzimanja krvi dobrovoljnom darivatelju.
Dobivena doza pune krvi sadrzavala je cca 450 ml krvi s CPD antikoagulansom i obradivana
je unutar mikrobioloskog zastitnog uredaja klase 2 (MZU), model KTB-NS-II (Klimaoprema
d.d., Samobor, Hrvatska). Svi postupci bili su napravljeni u aseptickim uvjetima. Prije
zapocinjanja postupka izolacije uzet je alikvot od 1 ml krvi za odredivanje kompletne krvne
slike zbog procjene opceg zdravstvenog stanja darivatelja i otkrivanja eventualnih patoloSkih
promjena koje ukazuju na prisutnost npr. akutne ili kroni¢ne infekcije, leukemije itd.
Kompletna krvna slika analizirana je na hemocitometru (Beckman Coulter, Indianapolis,
Indiana, SAD) u Odjel za medicinsku biokemiju, hematologiju i koagulaciju Klinike za
infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢®. U daljnji postupak obrade usli su samo uzorci krvi
darivatelja koji su imali uredan nalaz diferencijalne krvne slike.

Iz pune krvi su metodom razdvajanja na gradijentu gustoce pomocu otopine fikola (Ficoll-
Paque PLUS) izolirani PBMC-ovi. Puna krv je razrijedena u omjeru 1:1 PBS-om. Razrijedena
krv je zatim polako naslojena na otopinu fikola u omjeru 3:1 te centrifugirana u stolnoj
centrifugi s hladenjem 5810 R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) pri 400 x g tijekom 30
minuta (min), pri sobnoj temperaturi, bez zaustavljanja uz pomo¢ koc¢nice. Krv se razdvojila u
cetiri sloja (od dna — sloj eritrocita i granulocita; sloj fikola; sloj PBMC-ova; sloj plazme s
trombocitima i puferom PBS). Tanki sloj (prsten) PBMC-ova prisutnih iznad otopine fikola je
pazljivo izvucen paster pipetom u novu epruvetu. Stanice su potom isprane u velikom
volumenu PBS-a pri 300 x g tijekom 10 min. Talog stanica je resuspendiran te ispran jo$ dva
puta u velikom volumenu PBS-a na maloj brzini od 200 x g tijekom 10 min kako bi se
dodatno uklonili zaostali trombociti. Talog PBMC-ova je resuspendiran u malo medija RPMI
te spojen u jednu epruvetu u ukupno 45 ml medija RPML 1z alikvota otopine PBMC-ova
utvrden je broj i vijabilnost izoliranih stanica pomocu tripanskog modrila u komorici za
brojanje stanica ,,Neubauer improved* (Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Njemacka)
koriste¢i svjetlosni mikroskop CKX31 (Olympus, Tokio, Japan). Nakon utvrdenog ukupnog
broja PBMC-ova uzet je alikvot s 5 x 10° stanica za provjeru udjela CD16" monocita
proto¢nom citometrijom, prema postupku pripreme uzoraka za imunofenotipizaciju koristeci
protutijela CD14-FITC, CD16-PE i CD45-PC7. Samo darivatelji koji su imali udio CD16"

proinflamatornih monocita u ukupnim PBMC-ovima <13% odabrani su za istraZivanje.
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Preostale krvne stanice nastale kao nusprodukt izolacijskih postupaka nisu bile obuhvacene
istrazivanjem 1 nisu bile koriStene u druge svrhe. Te stanice su bile odmah uniStene sukladno

propisima o postupanju s potencijalno infektivnim medicinskim materijalom.

3.2.3.2. Magnetska separacija monocita iz mononuklearnih stanica periferne krvi

Separaciji intaktnih ukupnih monocita iz stanica PBMC pristupilo se metodom negativne
selekcije pomocu magnetske separacije koriste¢i komplet reagencija za izolaciju ukupnih
monocita uz pripadaju¢e kolonice LS. Komplet reagencija za izolaciju ukupnih monocita
omogucava istovremenu izolaciju sve tri subpopulacije monocita, klasi¢ne (CD147"CD16),
intermedijarne (CD14™"CD16") i neklasi¢ne (CD14"CD16™) monocite. Ukratko, pripremljen
je pufer MACS (MACS, od engl. magnetic-activated cell sorting) koji je sadrzavao PBS s 1%
FBS-a i 2 mM EDTA (pH 7,2). Cijelo vrijeme postupka reagencije i stanice su drZane na
hladnom. Stani¢na suspenzija je propustena kroz predseparacijski filter od 30 um kako bi se
uklonili agregati stanica. Stani¢na suspenzija je centrifugirana na 300 x g tijekom 10 min.
Potpuno je uklonjen supernatant nakon ¢ega je na stani¢ni talog dodana adekvatna koli€ina
reagensa prilagodena ukupnom broju PBMC-ova. Za 1 x 10 stanica potrebno je redom 30 pl
pufera MACS, 10 pl reagensa za blokiranje Fc receptora (radi sprijeCavanja neZeljenog
vezanja protutijela na stanice) i 10 pl koktela protutijela obiljezenih biotinom (sadrZi
protutijela protiv antigena koji nisu izraZeni na ljudskim monocitima). Dobro je promijeSano
(pipetiranjem) i inkubirano tijekom pet minuta u hladnjaku (2 — 8°C). U drugom koraku
potrebno je dodati 30 pl pufera MACS i 20 ul magnetskih mikrokuglica usmjerenih protiv
biotina. Dobro je promijeSano (pipetiranjem) 1 inkubirano tijekom 10 minuta u hladnjaku (2 —
8 °C). Za magnetsku separaciju koriSteni su snazni trajni magneti MidiMACS Separator ili
QuadroMACS Separator (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Njemacka) s umetnutom
kolonicom LS (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Njemacka). Stani¢na suspenzija
nanesena je na kolonicu LS te je Zeljena neobiljeZena monocitna frakcija prikupljena u
sterilnu epruvetu. Potom je kolonica isprana s ukupno 9 ml pufera MACS (3 x 3 ml) te
takoder prikupljena u istu epruvetu. Maksimalan kapacitet pojedine kolonice LS je 10°
obiljeZenih stanica te je postupak ponovljen s potrebnim brojem kolonica ovisno o ukupnom
ulaznom broju PBMC-ova. Stanice su centrifugirane na 300 x g tijekom 10 min. Supernatant
je odstranjen, a sve monocitne frakcije su potom objedinjene u jednu epruvetu i

resuspendirane u ukupno 20 ml medija RPMIL.
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3.2.3.3. Odredivanje Cistoce izoliranih monocita

Iz alikvota monocitne frakcije utvrden je broj stanica te vijabilnost pomocu tripanskog
modrila u komorici za brojanje stanica ,,Neubauer improved®. Iz ¢iste monocitne frakcije uzet
je alikvot s 5 x 10° stanica za ponovnu provjeru udjela CD16 monocita proto¢nom
citometrijom, prema postupku pripreme uzoraka za imunofenotipizaciju koriste¢i protutijela
CDI14-FITC, CD16-PE i CD45-PC7. Uzorci za provjeru udjela CD16" monocita protoénom
citometrijom propustani su na proto¢nom citometru Cytomics FC 500 (Beckman Coulter,
Indianapolis, Indiana, SAD) te su podaci prikupljani koriste¢i program CXP software
(Beckman Coulter, Indianapolis, Indiana, SAD), u Odjelu za imunoloSku i molekularnu
dijagnostiku Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢®.

Eksperiment infekcije monocita ortohantavirusima postavljen je samo ukoliko su izolirani

monociti sadrzavali >95% monocita te <13% proinflamatornih CD16" monocita (Slika 8).
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Slika 8. Prikaz strategije izdvajanja populacija za provjeru €istoce izoliranih monocita.

3.2.4. Infekcija monocita ortohantavirusima i uspostava dugotrajne kultivacije

primarne kulture monocita

Infekcija monocita ortohantavirusima provedena je u laboratoriju 3. stupnja biosigurnosti
(BSL-3, od engl. biosafety level 3 laboratory) unutar MZU u Odjelu za znanstvena
istrazivanja Klinike za infektivne bolesti ,,.Dr. Fran Mihaljevi¢®. Ukupan broj monocita
razdijeljen je u tri 50 ml samostojece epruvete za infekciju s virusom PUUV ili TULV te za
neinficirane stanice. Ukratko, stanice su centrifugirane u stolnoj centrifugi s hladenjem 5810
R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) na 300 x g tijekom 10 min. Na stani¢ni talog dodana je
virusna suspenzija u viSestrukosti infekcije od 0,1 (MOI = 0,1, od engl. multiplicity of
infection). Kao kontrola koristile su se neinficirane stanice u istim uvjetima kultivacije gdje je
umjesto volumena virusne suspenzije dodan isti volumen medija EMEM-FBS2%. U

suspenziju stanica i virusa dodan je pufer HEPES u finalnoj koncentraciji 25 mM, zbog
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odrzavanja stabilnog pH tijekom inkubacije. Stanice su inkubirane s virusom pri 37°C u
vlaZnoj atmosferi koja sadrzi 5% CO, tijekom jednog sata uz povremeno treskanje svakih 15
min tijekom pet sekundi (s). U idu¢em koraku stanice su centrifugirane na 300 x g tijekom 10
min te je zatim virus uklonjen sa stanica. Stanice su isprane u 13 ml Cistog medija RPMI, uz
centrifugiranje na 300 x g tijekom 10 min. Na talog stanica dodana je potrebna koli¢ina
medija RPMI-HS0,5% kako bi se postigla Zeljena koncentracija stanica ovisno o daljnjem
postupku kultivacije. U svrhu analize genske ekspresije i proteomske analize monociti su
kultivirani u netretiranim plo¢icama za uzgoj stanica s 24 jazice (Starlab, Hamburg,
Njemadka) u koncentraciji 9 x 10° stanica/jaZici u jednom ml kompletnog medija u
peteroplikatu. Stanice su inkubirane na 37°C u vlaZnoj atmosferi koja sadrzi 5% CO; u
inkubatoru HERAcell 150i (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)
tijekom sedam dana, a uzorci su prikupljani u Sest vremenskih tocaka nakon infekcije (1 sat, 6
sati, 24 sata, 48 sati, 5 dana, 7 dana). Nadalje, za imunofenotipizaciju stanica proto¢nom
citometrijom monociti su kultivirani u plo¢icama za uzgoj stanica u suspenziji s Lumox
folijom (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka) u koncentraciji 45 x 10° stanica/plocici u 2,5 ml
medija RPMI-HS0,5%. Stanice su pod istim uvjetima inkubirane tijekom sedam dana, a
uzorci su prikupljani u tri vremenske tocke (1 sat, 48 sati, 7 dana). Tre¢i dan kultivacije u
medij sa stanicama dodano je 0,5% HS po jaZici kako bi se oplemenio hranjivi medij. Za
odredivanje povrSinskih markera istovremeno su od istog donora pripremljene pozitivne
kontrole diferencijacijom monocita u MDM i MDDC. Za diferencijaciju u MDM monociti su
u koncentraciji od 1,5 x 10° po cm? uzgajani sedam dana u mediju RPMI-HS0,5% uz dodatak
50 ng/ml M-CSF-a na 37°C u vlaZnoj atmosferi koja sadrzi 5% CO; (uz promjenu medija 3.
dan kultivacije) te su potom tijekom slijedeca dva dana polarizirani u M1 MDM dodatkom 20
ng/ml IFN-y, M2 MDM dodatkom 20 ng/ml IL-4 i M2c MDM dodatkom 20 ng/ml IL-10. Za
diferencijaciju u MDDC monociti su u koncentraciji od 1,5 x 10° po cm” uzgajani sedam dana
u mediju RPMI-HS0,5% uz dodatak 50 ng/ml GM-CSF-a i 50 ng/ml IL-4 na 37°C u vlaznoj

atmosferi koja sadrzi 5% CO; (uz promjenu medija 3. dan kultivacije).

3.2.5. Indirektna imunofluorescencija za pracenje uspjesSnosti infekcije

Uspjesnost infekcije oba virusa potvrdena je koriste¢i specificno poliklonsko protutijelo
protiv proteina N virusa PUUV (koje je takoder unakrsno reaktivno na protein N virusa
TULV) metodom indirektne imunofluorescencije (IIFT) na invertnom fluorescentnom

mikroskopu IX51 (Olympus, Tokio, Japan) koriste¢i digitalnu CMOS monokromatsku
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kameru ORCA-spark (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) u programu cellSens
(Olympus, Tokio, Japan).

Na stanice je drugi i sedmi dan nakon infekcije nakon uklanjanja supernatanta dodan 4%
formaldehid kako bi se fiksiralo stanice i neutralizirao virus te su ploc¢ice ostavljene preko
noc¢i na sobnoj temperaturi i sljede¢eg dana iznesene iz BSL-3 laboratorija. Formaldehid je
nakon toga odstranjen i dodan je PBS te su plocCice do analize pohranjene na 4 °C. Stanice su
permeabilizirane u 200 pl permeabilizacijske otopine PBS-TritonX i inkubirane tijekom 20
min na horizontalnoj orbitalnoj tresilici za mikrotitarske plo¢ice, RS-OS 20 (Phoenix
Inturment, Garbsen, Njemacka) na sobnoj temperaturi (RT, od engl. room temperature).
Odstranivsi permeabilizacijsku otopinu stanice su potom tri puta isprane s po 500 ul pufera za
ispiranje PBS-Tween te inkubirane tijekom 5 min na horizontalnoj orbitalnoj tresilici na RT.
Na stanice je dodano po 150 pl pojacivaca signala Image-iT FX signal enhancer (koji blokira
pozadinsko obojanje od nespecificnih interakcija fluorescentnih boja sa stani¢nim
komponentama) te inkubirano tijekom 30 min na RT u vlaZnoj atmosferi. Odstranivsi
pojacivaC signala opisanim postupkom ispiranja, stanice su blokirane u 500 pl otopine za
blokiranje nespecificnog vezanja PBS-Tween-HS5% te inkubirane 2 sata na horizontalnoj
orbitalnoj tresilici na RT. Potom je odstranjena otopina za blokiranje nespecificnog vezanja,
isprana opisanim postupkom ispiranja te je dodano po 200 pl primarnog protutijela
(poliklonsko zecje anti-PUUV-N IgG protutijelo) pripremljeno u otopini za inkubaciju PBS-
Tween-HS2% u razrjedenju 1:1000 te su plocice inkubirane tijekom 90 min na horizontalnoj
orbitalnoj tresilici na RT. PloCice su potom tri puta isprane postupkom ispiranja uz dulju
inkubaciju od 10 min na horizontalnoj orbitalnoj tresilici na RT. Na stanice je potom dodano
po 200 pl sekundarnog kozjeg poliklonskog protutijela od F (ab')2 fragmenata protiv zecjih
IgG obiljezenog fluorokromom Alexa Fluor 594, pripremljenog u PBS-Tween-HS2% u
koncentraciji 4 ug/ml te inkubirano tijekom 45 min na horizontalnoj orbitalnoj tresilici na RT,
zaSticeno od svjetlosti. Uslijedila su tri koraka ispiranja ploc¢ice s duljom inkubacijom. Na
stanice je potom dodano po 100 pl otopine DAPI u PBS-u u razrjedenju 1:2000 te inkubirano
tijekom 5 min na horizontalnoj orbitalnoj tresilici na RT, zasSti¢eno od svjetlosti. Posljednje
trostruko ispiranje plo¢ice napravljeno je s 400 ul PBS-a po jaZici uz inkubaciju od 10 min na
horizontalnoj orbitalnoj tresilici i RT, zasSti¢eno od svjetlosti. Na kraju je u plocice dodano po
400 pl PBS-a te je signal fluorescencije analiziran na fluorescentnom mikroskopu i
dokumentiran digitalnom kamerom. Sekundarno kozje poliklonsko protutijelo od F (ab')2
fragmenata protiv zecjih IgG obiljeZzeno fluorokromom Alexa Fluor 594 ima ekscitacijski

maksimum na 594 nm te emisijski maksimum na 620 nm, u crvenom dijelu vidljivog spektra.
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Boja DAPI ima ekscitacijski maksimum na 350 nm te emisijski maksimum na 470 nm, u
plavom dijelu vidljivog spektra. Jacina signala i uzorak fluorescencije analizirani su u

programu cellSens, dok je analiza fotografija napravljena u programu ImageJ verzija 1.53k.

3.2.6. Pradenje kinetike infekcije monocita i odredivanje razine ortohantavirusne RNA

3.2.6.1. Izolacija ukupne RNA iz supernatanta i stanica

Iz 200 pl inficiranog stani¢nog supernatanta izolirana je RNA pomoc¢u kompleta QIAamp
DSP Virus Spin Kit i stolne mikrocentrifuge s hladenjem Mikro 200 R (Hettich Holding,
Kirchlengern, Njemacka). Prvi korak, do dodavanja pufera za lizu, izvoden je u MZU u BSL-
3 laboratoriju, a nakon toga je izolacija nastavljena u BSL-2 laboratoriju. Ukratko, 25 pl
enzima proteaze stavljeno je na dno epruvete od 1,5 ml te dodano 200 pl uzorka i 200 pl
pufera AL (koji sadrzi 5,6 ug/ul nosaca RNA). Sadrzaj je pomijeSan muckanjem tijekom 15 s
te inkubiran na 56°C tijekom 15 min. Dodano je 250 pl apsolutnog etanola. PomijeSano je
muckanjem tijekom 15 s i inkubirano tijekom pet min na sobnoj temperaturi. Otopina je
nanesena na QIAamp MinElute kolonicu bez diranja ruba kolonice. Centrifugirano je na 6000
x g tijekom dvije minute. Nakon centrifugiranja QIAamp MinElute kolonica je stavljena u
Cistu 2 ml epruvetu za prikupljanje filtrata. Na kolonicu je dodano 500 pl pufera AW1 te
centrifugirano na 6000 x g tijekom dvije minute. Nakon centrifugiranja QIAamp MinElute
kolonica je stavljena u Cistu 2 ml epruvetu za prikupljanje filtrata. Na kolonicu je dodano 500
ul pufera AW2 te centrifugirano na punoj brzini (20 000 x g) tijekom tri minute. Nakon
centrifugiranja QIAamp MinElute kolonica je stavljena u Cistu 2 ml epruvetu za prikupljanje
filtrata. Centrifugirana je na punoj brzini (20 000 x g) tijekom jedne minute. Nakon
centrifugiranja QIAamp MinElute kolonica je stavljena u Cistu 1,5 ml epruvetu te je na
membranu kolonice dodano 20 ul pufera AVE i inkubirano na sobnoj temperaturi tijekom pet
minuta. RNA je eluirana centrifugiranjem na 20 000 x g tijekom dvije minute i pospremljena
na -80°C do daljnje upotrebe. Izolacija RNA iz stanica je provedena po postupku opisanom u

3.2.7.2.

3.2.6.2. Reverzna transkripcija

Za prevodenje RNA u cDNA napravljena je reverzna transkripcija. cDNA je sintetizirana
pomocu 500 ng/pl nasumic¢nih pocetnica i 1 ug RNA u ukupnom volumenu smjese vezivanja
od 10 pl. Smjesa nasumic¢nih pocetnica i uzorka RNA je zagrijana na 70°C tijekom tri min pa

na 37°C tijekom 10 min u uredaju ProFlex PCR System (Applied Biosystems by Life
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Technologies, Singapur). Reakcijska smjesa ukupnog volumena od 20 pul dalje je pripremljena
dodavanjem 10 mM mjeSavine dNTP-ova, 40 U/ul inhibitora RNAze, 4 pl 5x reakcijskog
pufera te 200 U/ul reverzne transkriptaze M-MLV 1 odgovarajuce koli¢ine vode bez RNAza i
DNAza u smjesu vezivanja. Reakcija se odvijala pod slijede¢im temperaturnim uvjetima: 60
min pri 37°C i 5 min pri 95°C u uredaju ProFlex PCR System. Uzorak cDNA pospremljen je
na -20°C do daljnje upotrebe.

3.2.6.3. Dizajn specifi¢nih pocetnica i standarada za virus PUUV i TULV

Za detekciju ortohantavirusne RNA (virusa PUUV i TULV) metodom kvantitativne lanc¢ane
reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR, od engl. quantitative real-time PCR)
pomocu interkaliraju¢e boje bilo je potrebno konstruirati specificne pocetnice te specificne
sintetske standarde u obliku dvolan¢ane molekule DNA za viruse PUUV i TULV za
kvantifikaciju koli¢ine virusne RNA u reakciji (Tablica 1).

Koriste¢i program primer-BLAST (NCBI), sluZe¢i se pravilima oko dizajna 1 svojstava
pocetnica (specifiCnost za Zeljenu regiju uzorka, duljina pocetnica, omjer G/C nukleotida,
pocetak i kraj od 1 — 2 G/C nukleotida, temperatura taljenja 50 — 60°C, jedinstvenost, bez
internih sekundarnih struktura) konstruirana su dva seta specifi¢nih pocetnica za virus PUUV
i1 jedan set za virus TULV. Nakon komercijalne sinteze pocetnica (TIB Molbiol, Berlin,
Njemacka), optimizirana je koncentracija svake pocetnice i temperatura prianjanja u reakciji.
Za virus PUUV je odabran set pocetnica boljih svojstava nakon ¢ega se pristupilo dizajnu
specificnog sintetskog standarda. Napravljen set pocetnica za virus TULV bio je
odgovarajucih svojstava. Dizajn sintetskog standarda u obliku dvolan¢ane molekule DNA,
proveden je na isti naCin. Nakon komercijalne sinteze standarda (TIB Molbiol, Berlin,
Njemacka, standardu je utvrden ukupan broj molekula te je razrijeden na koncentraciju 10®

molekula/pl. Napravljena je standardna krivulja u triplikatu s visokom to¢nos¢u od R=0,99.
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Tablica 1. Konstruirane nukleotidne sekvence pocetnica i standarda koriStenih za detekciju

ortohantavirusne RNA.

Pocetnica / Nukleotidni slijed (5'-3") Pozicija u | Veli¢ina | Ref.
standard S

segmentu
Pf PS-Cg501 5'-AGGAACACGGATCAGGTTCAAGG-3' 501-523 23 nt novo
Pr PS-Cg604R 5-TGGTGGACTGGGCAGTAGGC-3' 585-604 20 nt novo
PUUYV duplex 5-CAATGGCATCAGGAGACCAAAACACCT / 80 nt novo

DNA standard AGACTGTGTCAGCAGTGCCTGACTGACCC
AGTCCACCATGAAAGCTGAAGAAC-3'

TS-Finl128F 5-AAAAGACGGTGGAAGCCGACCC-3' 128-149 22 nt novo
TS-Fin200R 5-GCTGACACAGCTGCCCGTCTA-3' 180-200 21 nt novo
TULYV duplex 5-CTAAAAGACGGTGGAAGCCGACCCGGATC / 84 nt novo

DNA standard GATGTCCTAGGACAGCGAGCACACGTACAGA
GTAGACGGGCAGCTGTGTCAGCTC-3'

3.2.6.4. Kvantitativni PCR (qPCR)

Detekcija ortohantavirusne RNA (PUUV i1 TULV) u supernatantu i stanicama provedena je
metodom qPCR pomocu interkaliraju¢e boje koriste¢i prethodno konstruirane specifi¢ne
pocetnice i specifiCne sintetske standarde u obliku dvolancane molekule DNA za viruse
PUUV ili TULV.

Ukratko, za virus PUUV je postupak bio sljedeci: 0,018 ng RNA prevedene u cDNA kalup
pomijeSano je s 4 pl 5x reakcijske mjeSavine HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix, 250 nM
uzvodne pocetnice Pf PS-Cg501, 250 nM nizvodne pocetnice Pr PS-Cg604R te
odgovaraju¢om koli¢inom vode bez RNAza i DNAza do ukupnog volumena od 20 pl.
Reakcijska smjesa inkubirana je u uredaju StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, California, SAD) na sljede¢im ciklusima: aktivacija na 95 °C tijekom
12 min; tijekom 40 ciklusa — denaturacija na 95 °C tijekom 15 s, prianjanje pocetnica na 63 °C
tijekom 20 s te elongacija na 72 °C tijekom 20 s; denaturacija na 95 °C tijekom 15 s. Uzorci su
testirani u duplikatu.

Za virus TULV je postupak bio sljedeci: uzorak 1 pul cDNA kalupa pomijeSan je s 4 ul 5x
reakcijske mjesavine HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix, 200 nM uzvodne pocetnice TS-
Fin128F, 200 nM nizvodne pocetnice TS-Fin200R te odgovaraju¢om koli¢inom vode bez
RNAza i DNAza do ukupnog volumena od 20 pl. Reakcijska smjesa inkubirana je u uredaju

StepOnePlus Real-Time PCR System na sljede¢im ciklusima: u 1 ciklusu — aktivacija na 95
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°C tijekom 12 min; tijekom 40 ciklusa — denaturacija na 95 °C tijekom 15 sek, prianjanje
pocetnica na 64 °C tijekom 15 s te elongacija na 72 °C tijekom 20 s; denaturacija na 95 °C
tijekom 15 s. Uzorci su testirani u duplikatu.

Za prikupljanje podataka i analizu rezultata koriSten je program StepOne software, verzija 2.3
(Applied Biosystems, Foster City, California, SAD). Na temelju poznate koli¢ine unesenog
uzorka u reakciju 1 standardne krivulje izracunat je broj molekula virusne RNA u reakciji

odnosno u uzorku.

3.2.7. Odredivanje relativne ekspresije gena urodenog imunosnog odgovora

3.2.7.1. Prikupljanje stanica nakon infekcije za analizu genske ekspresije

U Sest vremenskih toaka nakon infekcije 1 sat, 6 sati, 24 sati, 48 sati, 5 dana, 7 dana)
sakupljen je sav supernatant sa stanica, a adherirane stanice u jaZicama svih plikata su lizirane
s ukupno 1 ml reagensa TriPure Isolation Reagent. Dio stanica koji je plutao u stani¢nom
supernatantu je nakon centrifugiranja na 300 x g tijekom 10 min takoder liziran i pridruzen
ostatku stani¢nog lizata, a preostali supernatant je alikvotiran. Supernatant te lizat stanica su

pohranjeni na -80°C do daljnje upotrebe.

3.2.7.2. Izolacija ukupne RNA iz stanica

Ukupna RNA iz stanica izolirana je prema modificiranom protokolu za izolaciju putem
gvanidin tiocijanat-fenol-kloroforma. Uzorak lizata stanica u reagensu Tripure Isolation
Reagent je otopljen i dodano je 200 pl kloroforma, protreseno vorteksiranjem tijekom 15 s te
inkubirano 15 min na sobnoj temperaturi. Smjesa je centrifugirana na 12 000 x g tijekom 15
min na 4°C. Uzorak se razdijelio u tri sloja. Gornji bezbojni vodeni sloj u kojem je RNA
odvojen je u novu 1,5 ml epruvetu, dodano je 620 pl izopropanola te nakon mijeSanja
pazljivim izvrtanjem epruvete nekoliko puta inkubiran 10 min pri sobnoj temperaturi. U
slijede¢em koraku centrifugiranjem na 12 000 x g tijekom 30 min na 4°C precipitirana je
RNA. Supernatant je odstranjen i RNA je isprana u 1 ml 75% etanola uz centrifugiranje na 7
500 x g tijekom 10 min na 4°C. Talog RNA suSen je na zraku tijekom 15 min kako bi se
uklonio suvisak etanola. Talog RNA otopljen je u 20 ul vode bez RNAza i DNAza i potom
pohranjen na -80°C do daljnje upotrebe.
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3.2.7.3. Odredivanje kvalitete RNA

Odredivanje kvalitete RNA provedeno je koriste¢i reagense RNA ScreenTape System za
uredaj TapeStation 2200 (Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD). Ocitavanje
uzoraka i prikupljanje podataka na uredaju TapeStation 2200 napravljeno je u Odjelu za
translacijsku medicinu, Dje¢ja Bolnica Srebrnjak, Zagreb.

Ukratko, 1 pul RNA ili RNA markera pomijeSano je s 5 pl pufera. Nakon Sto su uzorci kratko
vorteksirani, inkubirani su tri min pri 72°C te potom stavljeni na led tijekom 2 min. Uzorci
RNA odnosno markera, naneseni su na gel kazetu i vrijednosti RIN®-a (RIN®, broj integriteta
RNA, od engl. RNA integrity number) su ocCitane prema uputama proizvodaca u programu
2200 TapeStation Controller Software (Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD).
Kvaliteta uzoraka je interpretirana u programu 2200 TapeStation Software (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, SAD). Svi uzorci bili su visoke kvalitete RIN® = 9,1-
10.

3.2.7.4. Uklanjanje genomske DNA i sinteza prvog lanca cDNA

Iz ukupne RNA pripremljena je cDNA reverznom transkripcijom koriste¢i komplet RT? First
Strand Kit te je napravljena cDNA koriStena kao kalup za qPCR. Prije postupka reverzne
transkripcije bilo je potrebno ukloniti svu prisutnu genomsku DNA. U 1 ng RNA dodano je 2
pl pufera GE te odgovarajuca koli¢ina vode bez RNAza i DNAza do volumena od 10 pl.
Smyjesa je inkubirana na 42°C tijekom 5 min te odmah stavljena na led tijekom 1 min. Potom
je pripremljena reakcijska smjesa za prevodenje RNA u cDNA dodatkom 4 pl 5x pufer BC3,
1 pl kontrole P2, 2 ul smjese s reverznom transkriptazom RE3, 3 pl vode bez RNAza i
DNAza. U svaku epruvetu tretiranog RNA uzorka dodano je 10 pl reakcijske smjese do
ukupnog volumena od 20 pl. Reakcija reverzne transkripcije odijala se na 42 °C tijekom 15
min uz inaktivaciju na 95 °C tijekom 5 min u uredaju ProFlex PCR. Uzorak cDNA razrijeden

je s 35,5 ul vode bez RNAza i DNAza te pospremljen na -20°C do daljnje upotrebe.

3.2.7.5. qPCR array

Za analizu genske ekspresije koriSten je komplet RT? Profiler PCR Array (format C) s genima
po Zelji uz komplet RT?2 SYBR Green ROX qPCR Mastermix. Komplet RT? Profiler PCR
Array s genima po Zelji sadrZavao je 19 gena koji su ukljuceni u urodeni imunosni odgovor te
pet kontrola: tri referentna gena (za normalizaciju dobivenih rezultata), jedna kontrola za
genomsku DNA (za detekciju kontaminacije genomskom DNA) i jedna pozitivna kontrola

PCR-a (za testiranje u¢inkovitosti PCR reakcije). Reakcijska smjesa sastojala se od: 675 pul 2x
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RT? SYBR Green ROX qPCR Mastermix, 624 ul vode bez RNAza i DNAza te 51 ul uzorka
cDNA. U svaku jaZicu PCR Array ploc€ice stavljeno je po 25 ul reakcijske smjese. Uzorci su
testirani u duplikatu. Plocica je centrifugirana na 1000 x g tijekom 1 min te postavljena u
uredaj StepOnePlus Real-Time PCR System na sljede¢im uvjetima: denaturacija na 95 °C
tijekom 10 min; tijekom 40 ciklusa: denaturacija na 95 °C tijekom 15 s pa prianjanje
pocetnica 1 elongacija na 60 °C tijekom 1 min. Nakon toga pokrenut je program analize
krivulje taljenja (engl. dissociation (melting) curve analysis) odreden uredajem, radi provjere
specificnosti PCR produkata. Po zavrSetku reakcija rezultati Cq vrijednosti (Cy, od engl.
quantification cycle) (Bustin i ostali 2009) su obradeni i analizirani u programu StepOne
software, verzija 2.3 uz samostalno postavljanje praga (engl. threshold) identi¢nog na svim

analiziranim ploc¢icama.

3.2.8. Multiparametrijska imunofenotipizacija monocita/makrofaga pri odredivanju

ekspresije stani¢nih povrsSinskih molekula

3.2.8.1. Sastavljanje viSebojnog panela protutijela

Sastavljen je vlastiti viSebojni panel koji se sastojao od osam fluorokromom obiljezenih
mi§jih ili Stakorskih protutijela specificnih za ljudske povrSinske molekule te jedne boje za
odredivanje vijabilnosti stanica. Kriteriji prema kojima su se odabirala protutijela obiljeZena
odredenim fluorokromom za viSebojni panel ukljuc¢ivali su traZenje najpogodnije kombinacije
povrsinskih markera (s obzirom na njihovu ucestalost na stanicama), dostupnost markera
prema klonu i prema fluorokromu, vrsti fluorokroma ovisno o jacini fluorescencije te
konfiguraciju protonog citometra koriStenog za analizu. OsmiSljen devetobojni panel
sastojao se od slijede¢ih monoklonskih protutijela CD14-FITC, CD16-AF700, CD40-PerCP-
eF710, CD45-PC7, CD163-AF647, CD206-eF450, CD209-PE, HLA-DR-KO te boje za
vijabilnost Live/Dead Near IR (Tablica 2).

3.2.8.2. Titracija protutijela i boje za vijabilnost

Sva protutijela te boja za vijabilnost bili su titrirani prije koriStenja kako bi se odredila
optimalna koncentracija koja ¢e se korititi u daljnjim eksperimentima. Svako protutijelo
titrirano je na populaciji stanicama za koje je poznato da imaju najvecu ekspresiju tog
antigena na svojoj povrSini. Tako su protutijela CD14 i CD16 titrirana na monocitima,
protutijela CD40 i HLA-DR na M1 MDM-ovima, protutijela CD163 i CD206 na M2 MDM-
ovima te protutijelo CD209 na MDDC-ovima. Ukratko, uzeta je koli¢ina protutijela
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preporucena od strane proizvodaca te su napravljena 2-struka serijska razrijedenja svakog
protutijela u PBS-FBS2%. U svako razrijedenje dodano je po 5 x 10° stanica u 150 ul
ukupnog volumena. Nakon svakog koraka uzorci su 3 — 4 s protreseni na tresilici pri maloj
brzini. Uzorci su inkubirani tijekom 20 min na RT, zasti¢eni od svjetla. Nakon toga dodan je 1
ml radne otopine FACSLysing, inkubirano 10 min na sobnoj temperaturi, zaSti¢eno od svjetla
te potom centrifugirano na 500 x g tijekom 5 min. Nakon ispiranja uzoraka s 2 ml PBS-
FBS2% 1 centrifugiranja tijekom 5 min na 500 x g na RT, uzorci su fiksirani dodatkom 500 pl
PBS-FBS2%-PFA2%. U svaku epruvetu je nakon obiljeZavanja protutijelima dodano po 1,5 x
10° neobiljeZenih stanica.

Za titraciju boje za vijabilnost pripremljena su dva alikvota stanica, jedan je nakon dodatka
boje zagrijavan na 65°C tijekom 15 min (kako bi se umrtvile stanice), a drugi isto vrijeme
inkubiran na 4°C (kako bi stanice ostale Zive). Po zavrSetku inkubacija stanice su spojene u
istu epruvetu. Ostali dio postupka je bio identi¢an kao u protokolu za titraciju protutijela.
Uzorci su analizirani na protocnom citometru Navios (Beckman Coulter, Indianapolis,
Indiana, SAD) te su podaci prikupljani koriste¢i program Navios system software (Beckman
Coulter, Indianapolis, Indiana, SAD). Kasnija analiza titracije napravljena je pomocu
raCunalnog programa FlowLogic (Inivai, Mentone, Victoria, Australija). Za obiljeZzavanje
stanica u eksperimentima koriStena je optimalna koncentracija s najboljim razdvajanjem

pozitivne i negativne populacije stanica (Slika 9).
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Slika 9. Shematski prikaz titracije protutijela CD14-FITC na monocitima radi odredivanja
optimalne koncentracije protutijela koja ¢e se korititi u daljnjim eksperimentima. Napravljeno
je pet 2-strukih serijskih razrijedenja protutijela kojima su obiljeZzene stanice te spojene s
neobiljeZenim stanicama. Analiza titracije napravljena je pomocu raunalnog programa
FlowLogic koji na tockastom prikazu pokazuje razdvojenost stanica obiljeZenih protutijelom
te neobiljeZenih stanica, analizira medijan intenziteta fluorescencije (Median FI), izraCuna
omjer ocitanog signala prema pozadinskom signalu (od engl Signal/Noise Ratio) te izraCuna
stupanj promjene (od engl. Stain Index) s grafickim prikazom optimalne koncentracije

protutijela (koja postiZe najbolje razdvajanje pozitivne od negativne populacije stanica).
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3.2.8.3. Postupak odvajanja stanica od povrsine na kojoj rastu nakon infekcije

Metode odvajanja adherentnih stanica od povrSine na kojoj rastu utje€u na fenotip i funkciju
stanica. U svrhu odabira optimalne otopine za odvajanje stanica od povrSine napravljena je
usporedba nekoliko metoda odvajanja stanica s viSe razliCitih enzima i otopina: tripsinom,
akutazom, otopinom dinatrij EDTA (2 mM, 5 mM, 10 mM; pH 7,4) te PBS-om (pH 7,4),
prema radu Chen i sur., 2015. Dokazala sam kako metoda odvajanja stanica pomocu otopine
dinatrij EDTA (pH 7,4) najmanje negativnho utjeCe na ekspresiju stani¢nih povrSinskih
molekula vlastitog viSebojnog panela te je 10 mM otopina dinatrij EDTA (pH 7,4) koriStena
za eksperimente metodom protocne citometrije.

Postupak odvajanja monocita/MDM/MDDC proveden je u BSL-3 laboratoriju, unutar MZU.
Sa stanica je uklonjen medij nakon Cega su pet puta isprane s po 2 ml hladnog PBS-a.
Supernatant i ispirak PBS-a su sakupljani u posebnu epruvetu s medijem RPMI zbog
prikupljanja plutajucih stanica iz supernatanta. Na adherirane stanice u plo¢ici Lumox dodano
je po 2 ml 10 mM EDTA (pH 7,4) te su inkubirane 10 — 15 min pri 37°C 1ili pri sobnoj
temperaturi ovisno o brzini odvajanja stanica od podloge. Nakon inkubacije stanice su
resuspendirane pipetom i objedinjene sa stanicama iz supernatanta. Centrifugiranjem na 300 x
g tijekom 10 min dobiveni talog stanica je ispran i konac¢no resuspendiran u 1,1 ml hladnom

PBS-FBS2%.

3.2.8.4. Priprema uzoraka za imunofenotipizaciju

U epruvetama od 1,5 ml napravljeno je devet radnih otopina protutijela dodajuci
odgovarajuc¢u koli¢inu pojedinacnih protutijela i boje za vijabilnost Live/Dead Near IR te
odgovarajuce koli¢ine pufera do ukupnog volumena od 50 pl. Uzorci su obiljezeni prema
shemi u Tablici 2. Radne otopine ukljucivale su i kontrolne radne otopine koje su sadrzavale
kombinaciju protutijela u kojoj nedostaje jedno protutijelo iz panela (FMO, od engl.
fluorescence minus one controls) kako bi se usporedbom s uzorkom koji sadrzi potpuni panel
sa svim protutijelima i bojom mogla odrediti razina intenziteta fluorescencije. Radne otopine
su pripremljene u BSL-2 laboratoriju, prije ulaska u BSL-3 laboratorij. Otprilike po 3 x 10°
stani¢ne suspenzije rasporedeno je u epruvete s odredenom radnom otopinom. Sve epruvete
su dobro zatvorene te lagano protresene na plasticnom stalku tijekom 4 — 5 sek. Uzorci su
inkubirani tijekom 30 min pri 4°C, zaSti¢eni od svjetlosti. Uzorci su potom protreseni na
plasti¢cnom stalku. Dodano je 1 ml radne otopine FACSLysing te inkubirano 10 min na sobnoj
temperaturi, zaSti¢eno od svjetlosti. Centrifugirano je na 500 x g tijekom 5 min. Supernatant

je odstranjen, a svaki uzorak protresen na plasticnom stalku. Za ispiranje je dodano po 3 ml
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PBS-FBS2% te centrifugirano na 500 x g tijekom 5 min. Supernatant je odstranjen, a svaki

uzorak protresen na plastiCnom stalku. Za inaktivaciju virusa dodano je po 500 pl PBS-

FBS2%-PFA2%. Taj postotak paraformaldehida dovoljan je za daljnje analize i manipulacije

uzorcima izvan BSL-3 laboratorija. Uzorci su pohranjeni u hladnjak na 4°C na nekoliko sati,

do analize na proto¢nom citometru.

Tablica 2. Shema obiljeZavanja uzoraka za imunofenotipizaciju.

Uzorak

CD14-
FITC

CD16-
AF700

CD40-
PerCP-
eF710

CD45-
PC7

CD163-
AF647

CD206-
eF450

CD209-
PE

HLA-
DR-KO

Live/De
ad Near
IR

Koncentracija
protutijela i

boje

ND*
S/
test)

0,0375 pg /

test

0,015
ng / test

ND (0,5
ul / test)

0,5 pg /

test

0,125
ng / test

0,03 png

/ test

ND (2
pl / test)

ND (0,1
pl / test)

Kataloski broj

555397

56-0168-42

46-0409

IM3548

326508

48-2069

12-2099

B00070

L34959

Neobojani

Live/Dead
Near IR

Potpuno

obojani

Potpuno

obojani

FMO CD14-
FITC

FMO CD16-
AF700

FMO CD40-
PerCP-eF710

FMO CD163-
AF647

FMO CD206-
eF450

10

FMO CD209-
PE

11

FMO  HLA-
DR-KO

*ND — podatak nije dostupan od strane proizvodaca

3.2.8.5. Analiza na proto¢nom citometru

Ocitavanje uzoraka i prikupljanje podataka na uredaju za proto¢nu citometriju napravljeno je

u Odjelu za translacijsku medicinu, Dje¢je Bolnice Srebrnjak, Zagreb. Propustanje uzoraka za
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imunofenotipizaciju provedeno je na proto¢nom citometru Navios koji ima tri lasera i deset
fluorescentnih kanala uz racunalni program Navios System Software. Prije same
eksperimentalne analize na proto¢nom citometru je provedena optimizacija i podeSavanje svih
uvjeta i parametara za detekciju monocita/MDM/MDDC kao §to su pojacanje (od engl. gain) i
veli¢ina impulsa napona (V). Analiza ekspresije povrSinskih molekula napravljena je u sedam
neovisnih eksperimenata odnosno na sedam darivatelja u tri vremenske tocke nakon infekcije
(1 sat, 48 sat, 7 dan) uz pripadne pozitivne kontrole (M1/M2/M2c MDM, MDDC),
pripremljene na stanicama svakog pojedinog darivatelja. Svi eksperimenti analizirani su na
istim postavkama citometra. Prije svakog pocetka analize napravljena je provjera optike
proto€nog citometra pomocu Flow Check Pro fluorosfera te provjera protocnog sustava
uredaja pomocu Flow-Set Pro fluorosfera. Rasap svjetlosti prema naprijed (FSC, od engl.
Forward Scatter) s bo¢nim rasapom svjetlosti (SSC, od engl. Side Scatter) detektirali su
populacije stanica s obzirom na veli¢inu i granuliranost stanica. Na FSC sa SSC prikazu
odabrana je populacija monocita/makrofaga. Iz tog prikaza izdvojeni su dogadaji na prikazu
Live Dead Near IR s CD45-PC7 te je odabrana populacija Zivih CD45+ stanica na kojoj je
sakupljano do 11 000 dogadaja. Kompenzacije preklapanja fluorescencije izmedu kanala
citometra napravljene su za svakog darivatelja pomocu kuglica za kompenzaciju na

protocnom citometru.

3.2.8.6. Analiza podataka u ra¢unalnom programu FlowJo

Podaci svih eksperimenata i kompenzacija su analizirani pomocu racunalnog programa
FlowJo, verzija 10.7.1 (FlowJo po Becton, Dickinson & Company, Franklin Lakes, New
Jersey, SAD). Na tockastom prikazu FSC-INT-LIN (FS-A) s FSC-TOF-LIN (FS-W)
odabrana je populacija ,,pojedinac¢nih Cestica® (od engl. singlets). 1z tog prikaza dalje je
izdvojena (od engl. gating) populacija CD45" stanica na prikazu SSC-INT-LIN (SS-A) s
CD45-PC7 (FL5-A). Iz tog prikaza izdvojena je daljnja populacija zivih CD45" stanica na
prikazu Live Dead Near IR (FL8-A) s CD45-PC7 (FL5-A). Nalin strategije izdvajanja
prikazan je na Slici 10. Na toj populaciji Zivih CD45" stanica su napravljene sve daljnje

analize i izdvajanja subpopulacija.
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Slika 10. Prikaz strategije izdvajanja populacija stanica (od engl. gating strategy).

Razlike izmedu inficiranih i neinficiranih stanica izrazene su kao stupanj promjene (od engl.

fold change, stain index) medijana intenziteta fluorescencije (MFI, od engl. median

fluorescence intensity), svih sedam darivatelja. Stupanj promjene je normalizirani signal

prema pozadini koji se izratunava kao omjer razdvojenosti medijana intenziteta fluorescencije

pozitivne populacije (obojenje s potpunim panelom protutijela) i negativne populacije tog

antigena (FMO kontrola), podijeljeno s dvije standardne devijacije negativne populacije tog

antigena (FMO kontrole).

Stupanj promjene izracunat je prema formuli:

MFI stupnja promjene =

Prosjek MFI ,,potpuni panel‘‘ - MFI ,,FMO antigen‘

2* Std.Dev. ,,FMO antigen*
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3.2.9. Odredivanje koncentracije solubilnih komponenti nespecificne imunosti u

supernatantu

3.2.9.1. Pojedinac¢ni i multipleks imunotestovi na bazi magnetskih mikrokuglica

Uzorci i standardi testirani su u duplikatu. Mnogostruki test bio je sastavljen od 13 analita: IL-
IRA, IL-17F, IL-27, IL-37, CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCLS5
(RANTES), CCL22 (MDC), MIF, M-CSF, CD40L, CXCL10. Analit TGF-f1 je zbog
specificnosti protokola testiran kao pojedinacni test. Mnogostruki test visoke osjetljivosti bio
je sastavljen od sedam analita: CXCL8, GM-CSF, IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a.

Za detekciju TGF-B1 bilo je potrebno napraviti bioaktivnu formu analita u uzorcima te je
stoga morao biti testiran posebno. Za aktivaciju uzoraka bilo je potrebno napraviti 1 N HCl-a,
1,2 N NaOH s 0,5 M HEPES-om. U 100 pl supernatanta dodano je 20 ul 1IN HCI. Dobro
izmijeSano. Inkubirano tijekom 10 min na RT. Zakiseljeni uzorak neutraliziran je dodavanjem
13 pl 1,2 N NaOH s 0,5 M HEPES-om te dobro izmijeSan. Izmjeren je pH kako bi se
osiguralo kako je pH uzorka unutar bioloskih vrijednosti (pH 7,2 — 7,6).

Standardi su rekonstituirani te su pripremljena 4-struka serijska razrijedenja mijeSavine
standardd. Kod koriStenja mnogostrukih testova visoke osjetljivosti cijeli postupak je bio
identi¢an, samo s dodatnim korakom kod rekonstitucije standarda. Radne otopine pufera i
standardd pripremljene su u BSL-2 laboratoriju, prije ulaska u BSL-3 laboratorij.
Mikrotitarska ploCica je umetnuta u ru¢nu magnetsku plocicu za ispiranje mikrotitarskih
plocica (Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka). Magnetske kuglice su vorteksirane tijekom
30 s. Po 50 pl radne mjeSavine magnetskih mikrokuglica je stavljeno u svaku jaZicu plocice te
pricekano 2 min kako bi se magnetske mikrokuglice akumulirale na dnu jaZica. Tekuc¢ina iz
jazica uklonjena je brzim okretanjem ruc¢ne magnetske plocice za ispiranje. Postupak ispiranja
se sastojao od dodavanja po 150 ul radne otopine pufera za ispiranje u svaku jaZicu te
¢ekanjem od 30 s kako bi se magnetske mikrokuglice akumulirale na dnu jaZica, zatim je
teku¢ina iz jazica uklonjena brzim okretanjem ru¢ne magnetske ploCice za ispiranje s
umetnutom mikrotitarskom plo¢icom. U Zeljene jazice dodano je po 50 ul standarda ili uzorka
supernatanta. Plocica je inkubirana 30 min na tresilici za plocCice pri 500 rpm na RT. Potom je
inkubirana preko no¢i na 4°C. Nakon inkubacije preko no¢i, ploc€ica je ponovno inkubirana 30
min pri 500 rpm na RT. Plocica je zatim dva puta isprana opisanim postupkom ispiranja.
Dodano je po 25 pl pripremljene radne smjese detekcijskih protutijela u svaku jazicu. Plocica
je potom inkubirana 30 min pri 500 rpm na RT. Plocica je zatim dva puta isprana opisanim

postupkom ispiranja. U svaku jaZicu je dodano po 50 pl streptavidin-PE (od engl.
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streptavidin-phycoerythrin) te inkubirano 30 min pri 500 rpm na RT. Kod koriStenja
mnogostrukih testova visoke osjetljivosti, dodatni korak se sastojao od dodavanja po 50 pl
amplifikacijskog reagensa 1 i inkubacije 30 min pri 500 rpm na RT te zatim bez koraka
ispiranja dodavanja po 50 ul amplifikacijskog reagensa 2 i identi¢ne inkubacije. Plocica je
zatim dva puta isprana opisanim postupkom ispiranja. Dodano je po 120 pl pufera za
ocitavanje u svaku jazicu. Plo€ica je inkubirana 5 min pri 500 rpm na RT. Na lokaciji uz
uredaj Luminex 200 System (Luminex Corporation, Austin, Texas, SAD) plocica je jos
jednom inkubirana 5 min pri 500 rpm na RT. Za to vrijeme su u program Luminex Aquisition
software (Luminex Corporation, Austin, Texas, SAD) uneseni op¢i podaci o veliini uzorka
(50 b, ,,DD gate (5 000-25 000), trajanju ocitavanja svake jaZice (45 sek), broju kuglica po
regiji kuglica (50-100) te specificni podaci za svaki analit (ime, broj i regija kuglica,
vrijednosti analita). Ocitavanje uzoraka i prikupljanje podataka na uredaju Luminex 200

napravljeno je u Odjelu za translacijska istraZivanja i povezivanje, Fidelta d.o.o., Zagreb.

3.2.10. Testiranje na mikoplazme
Virusni Stokovi te supernatant inficiranih monocita bili su testirani na mikoplazme vrlo
osjetljivim PCR-om prema Uphoff and Drexler 2013 te su utvrdeni kako su bez prisutnosti

mikoplazmi.

3.2.11. Statisticka i bioinformaticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka napravljena je u viSe raCunalnih programa, koristec¢i
specijalizirane programe, ovisno o vrsti podataka.

Za testiranje normalnosti svih setova uzoraka koriSten je Shapiro-Wilk test. Uzorci nisu imali
normalnu distribuciju. Za testiranje razlika izmedu dvaju nezavisnih uzoraka, tj. medu
skupinama (npr. stanice inficirane s virusom PUUV prema stanicama inficiranim s virusom
TULV odnosno prema neinficiranim stanicama; broj kopija virusne RNA kod stanica
inficiranih s virusom PUUV prema stanicama inficiranim s virusom TULV) koriSten je
neparametrijski test koji podnosi analizu malog uzorka, Wilcoxon-ov test rangova s
podudarnim parovima s dvostranom to¢nom p-vrijednos¢u (od engl. Wilcoxon matched-pairs
signed rank test), u statistickom programu GraphPad Prism, verzija 8.4.2 (GraphPad
Software, San Diego, California, SAD).

S obzirom na malu veli¢inu setova podataka, od po Sest neovisnih eksperimenata (donora), na
grafickim prikazima rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje

vrijednosti (SEM, od engl. standard error of mean). Srednja vrijednost je bolji izbor za prikaz
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rezultata jer medijan kod malih setova podataka ima tendenciju precijeniti stvarnu sredinu za
cak 10%. Vrijednosti SEM uzima u obzir vrijednosti standardne devijacije i veli€inu uzorka.
U svim statistickim analizama razina od p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.

Za analizu rezultata koncentracije solubilnih citokina i kemokina KkoriSten je program
Luminex xPotent software, verzija 3.1 (Luminex, Austin, Texas, SAD). Kvantitativna
koncentracija solubilnih citokina i kemokina izracunata je pomocu logisticke jednadzbe s 5
parametara (od engl. Logistic 5P Weighted), koriste¢i standardnu krivulju.

Za analizu rezultata genske ekspresije koriSten je internetski portal GeneGlobe Data Analysis

Center (https://geneglobe.giagen.com/us/analyze), omogucen od strane proizvodaca (Qiagen

Sciences, Germantown, Maryland, SAD). Relativne razine genske ekspresije izraCunate su
metodom relativne kvantifikacije 22 Student-ov t-test koristen je za izraCunavanje
znacajnosti izmedu skupina. Relevantnim su smatrani stupnjevi promjene genske ekspresije >
2 sa ili bez statisticke znacajnosti od p< 0,05 kao i stupnjevi promjene > 1 < 2 sa statistickom
znacajnoscu od p< 0,05.

Za funkcionalnu analizu podataka genske ekspresije (karakterizacija mreZe interakcija izmedu
molekula) koriStena je platforma QIAGEN IPA za interpretaciju podataka (od engl.
QIAGEN'’s data interpretation platform Ingenuity Pathway Analysis (IPA), Qiagen Sciences,
Germantown, Maryland, SAD). Za funkcionalnu analizu bioloskih procesa i izrazenih
stani¢nih signalnih puteva koriSten je internetski portal klasifikacijskog sustava PANTHER,
verzija 17.0 (od engl. PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)

Classification System, www.pantherdb.org).

Za analizu rezultata relativne ekspresije povrSinskih markera na stanicama putem protocne
citometrije koriSten je program FlowJo, verzija 10.7.1. Relativna koli¢ina povrSinskih
markera na stanicama odredena je mjerenjem medijana intenziteta fluorescencije specifi¢nih
protutijela (MFI) te izrazena kao indeks obojenja (od engl. stain index). Na grafickim
prikazima rezultati su stoga izraZzeni kao medijan s kvartilima sedam neovisnih eksperimenata
(donora) + standardna pogreska.

Za analizu fotografija snimljenih digitalnom monokromatskom kamerom na fluorescentom
mikroskopu koristen je program Imagel verzija 1.53k (Wayne Rasband i suradnici, National
Institutes of Health i University of Wisconsin, SAD). Monokromatske fotografije su

preklopljene (od engl. overlay) u jednu fotografiju.
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4. REZULTATI

Svrha ovog istraZivanja bila je istraZiti interakciju ortohantavirusa i primarnih ljudskih
monocita/makrofaga te posljedi¢ni urodeni imunosni odgovor monocita/makrofaga na
infekciju. Takoder, Zeljela sam dokazati da kvalitativni i kvantitativni imunosni odgovor
monocita/makrofaga ovisi o stupnju patogeni¢nosti virusa. Nadalje, Zeljela sam istraZiti poticu
li ortohantavirusi diferencijaciju monocita nakon infekcije prema monocitnim makrofagima
(MDM, od engl. monocyte-derived macrophages) ili monocitnim dendritiCkim stanicama
(MDDC, od engl. monocyte-derived dendritic cells) i1 eventualnu polarizaciju prema
stanicama MDM sli¢nih tipu M1 ili M2.

Spomenute ciljeve sam provjerila na razini sinteze 21 solubilnog modulatora bioloSkog
odgovora, ekspresije 19 gena te ekspresije 8 povrSinskih molekula primarnih monocita,

stanica MDM 1 MDDC.

4.1. Uspostava dugotrajne infekcije monocita ortohantavirusima

Kako bismo analizirali uspjeSnost infekcije ortohantavirusima i njezin karakter, u stanicama
monocita kao i u supernatantima (STNT) inficiranih stanica prac¢ena je kinetika sinteze
ortohantavirusne RNA pomoc¢u RT-qPCR-a nakon §to su monociti inficirani istim brojem
viriona virusa PUUV ili TULV (MOI=0,1). Takoder, metodom indirektne
imunofluorescencije koriste¢i specifi¢na protutijela protiv proteina N ortohantavirusa pracena

je kinetika sinteze proteina N u monocitima.

4.1.1. Kinetika infekcije primarnih monocita ortohantavirusima

Mjerila sam koli¢inu ortohantavirusne RNA segmenta S u supernatantu i u stanicama kroz
sedam dana, u Sest vremenskih toCaka nakon infekcije (1 sat, 6 sati, 24 sata, 48 sati, 5 dana, 7
dana), u Sest donora odnosno neovisnih eksperimenata.

Kod infekcije monocita virusom PUUV rezultati su pokazali kako je najve¢i broj kopija
virusne RNA izmjeren u stanicama u 1. satu nakon infekcije (n.i.) iznosec¢i priblizno 8,1 x 10°
kopija RNA/9x10° stanica nakon &ega se razina transkripcije smanjivala do 24 sata n.i. U 48
sati n.i. uocen je porast sinteze virusne RNA (kod 5 od 6 donora) nakon cega je ponovno
uslijedio pad broja kopija virusne RNA u 5. i 7. danu n.i. (Slika 11). Paralelno s tim
analizirala sam i koli¢inu virusne RNA u STNT inficiranih stanica kako bih indirektno pratila

sekreciju viriona u stani¢ni medij. U STNT su do drugog dana nakon infekcije detektirane
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stabilne, no vrlo niske koli¢ine virusne RNA (cca 9,8 x 10* kopija/ml). U stanicama je,
ocekivano, bila prisutna statistiCki znacajno viSa koli¢ina virusnih kopija nego u STNT kroz
cijelo vrijeme trajanja infekcije (p=0,0313) (Slika 11).

Kod infekcije monocita virusom TULV maksimum transkripcije genomskog segmenta S sam
takoder detektirala sat vremena nakon infekcije (u stanicama 1,3 x 10° kopija RNA/9x10°
stanica; u STNT 5,1 x 10* kopija RNA/ml) nakon ¢ega se sinteza virusne RNA smanjivala. U
stanicama je u 5 dana n.i. uo€en blagi porast broja kopija transkripata (Slika 11). U stanicama
je u prvih 6 sati te u 5. i 7. danu nakon infekcije bila prisutna vec¢a koli¢ina virusnih kopija
nego u STNT, ali bez statisticke znacajnosti.

Monociti inficirani virusom PUUV sintetizirali su tijekom cijelog trajanja kultivacije
prosjecno 9 x (0,22 - 68 x) viSe koli¢ine virusne RNA u odnosu na monocite inficirane
virusom TULYV, a dobivene razlike su bile statisti¢ki znacajne u 5. danu n.i. (p=0,0313) (Slika
12). Trend transkripcijske kinetike virusne RNA bio je slican kod oba virusa, s padom broja
virusnih transkripata nakon ¢ega je u 48 sati n.i. kod infekcije virusom PUUV te u 5 dana n.i.

kod infekcije virusom TULV prisutno povecanje broja kopija virusne RNA (Slika 12).

PUUV TULV
1.5%x106= r1.5x10¢
== stanice == stanice
1.2x105+ STNT STNT  [1.2x10¢
9x105] [ 9x105

6x105+] - 6x105

3%105-4 - 3x105

1.2x105+ F1.2x10%

(lw/efidoy) LNLS N YNYA efidoy foig

6x104 [ 6x104

Broj kopija VRNA u stanicama (kopija/9x10*5 stanica)

T T T T L) T T T 1 0
1h 6h 24h 48h 5d 7d 1h 6h 24h 48h 5d 7d
vrijeme nakon infekcije vrijeme nakon infekcije

Slika 11. Kinetika sinteze ortohantavirusne RNA (VRNA) segmenta S u primarnim
monocitima inficiranim virusom PUUV ili TULV te u supernatantu (STNT) inficiranih
stanica pracena kroz sedam dana nakon infekcije. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
+ standardna pogreSka srednje vrijednosti (SEM, od engl. standard error of mean) u Sest
donora odnosno neovisnih eksperimenata. StatistiCka znacajnost izmedu broja kopija virusne
RNA u stanicama i supernatantu izraCunata je pomocu Wilcoxon-ovog testa rangova s

podudarnim parovima s dvostranom to¢nom p-vrijedno$c¢u od <0,05 (*).
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Slika 12. Usporedba kinetike sinteze ortohantavirusne RNA (VRNA) segmenta S u primarnim
monocitima inficiranim virusom PUUV ili TULV te u supernatantu (STNT) inficiranih
stanica, pracena kroz sedam dana nakon infekcije. Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost
+ standardna pogreSka srednje vrijednosti (SEM, od engl. standard error of mean) u Sest
donora odnosno neovisnih eksperimenata. StatistiCka znacajnost izmedu broja kopija virusne
RNA kod virusa PUUV i1 TULV izracunata je pomocu Wilcoxon-ovog testa rangova s

podudarnim parovima s dvostranom to¢nom p-vrijedno$c¢u od <0,05 (*).

4.1.2. Uspjesnost infekcije primarnih monocita ortohantavirusima

Infekciju monocita ortohantavirusima zZeljela sam potvrditi dodatnom metodom kao i odrediti
uspjesnost same infekcije monocita ortohantavirusima. U tu svrhu sam metodom indirektne
imunofluorescencije pratila sintezu proteina N virusa PUUV ili TULV u stanicama koriste¢i
specificna protutijela protiv proteina N (Slike 13 1 14).

Prisutnost ortohantavirusnog proteina N detektirana je u stanicama u 48 sati n.i. U inficiranim
stanicama bilo je vidljivo specificno tockasto perinuklearno crveno obojenje kao dokaz
prisutnosti proteina N u njima (Slika 13). Jednaki obrazac obojenja bio je prisutan nakon
infekcije obama virusima. Do sedmog dana nakon infekcije uzorak obojenja se promijenio,
formirajuci vece toCkaste perinuklearne tvorbe (Slika 14).

Efikasnost infekcije monocita orthantavirusima racunala sam kao omjer pozitivnih
(inficiranih) stanica i ukupnog broja stanica u vidnom polju. Prosje¢no viSe pozitivnih stanica
bilo je prisutno u 48 sati n.i. nego u 7 dana n.i. i kod infekcije virusom PUUV i TULV no

ukupan broj pozitivnih stanica bio je nizak i iznosio je manje od 1%.
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Slika 13. Prisutnost proteina N virusa PUUV (a) i TULV (b) u inficiranim monocitima u 48.
satu n.i. dokazana metodom indirektne imunofluorescencije Kkoriste¢i fluorescentni
mikroskom s digitalnom monokromatskom kamerom. Protein N ortohantavirusa vidljiv je kao
specifiCno tockasto perinuklearno crveno obojenje (AF594) dok su jezgre obojane plavo
(DAPI). Za analizu fotografija koriSten je program ImageJ verzija 1.53k. Monokromatske

fotografije su preklopljene (od engl. overlay) u jednu fotografiju. Lijeva slika je spojena iz
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dva monokromatska kanala (AF594 + DAPI). Desna slika je spojena iz tri monokromatska

kanala (fazni kontrast + AF594 + DAPI). Povec¢anje 40 x. Prikaz reprezentativnog uzorka.

a)

.‘{«zl - ' .' ( \l A
Slika 14. Prisutnost proteina N virusa PUUV (a) i TULV (b) u inficiranim monocitima u 7.
danu n.. dokazana metodom indirektne imunofluorescencije Kkoriste¢i fluorescentni

mikroskom s digitalnom monokromatskom kamerom. Protein N ortohantavirusa vidljiv je kao

specifino tockasto perinuklearno crveno obojenje (AF594) dok su jezgre obojane plavo
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(DAPI). Za analizu fotografija koriSten je program ImageJ verzija 1.53k. Monokromatske
fotografije su preklopljene (od engl. overlay) u jednu fotografiju. Lijeva slika je spojena iz
dva monokromatska kanala (AF594 + DAPI). Desna slika je spojena iz tri monokromatska

kanala (fazni kontrast + AF594 + DAPI). Povecanje 40 x. Prikaz reprezentativnog uzorka.

4.2. Imunosni odgovor primarnih monocita na infekciju patogenim ili apatogenim

ortohantavirusom

Kako bih istraZila utjecaj ortohantavirusa na monocite i posljedi¢ni urodeni imunosni odgovor
monocita u interakciji s virusima PUUV 1 TULV analizirala sam koncentracije izlucenih

citokina i kemokina kao i promjene koje se dogadaju na razini genske.

4.2.1. Rani imunosni odgovor primarnih monocita na infekciju

Dugotrajnom kultivacijom primarnih monocita nakon infekcije patogenim ili apatogenim
ortohantavirusom (virusom PUUV ili TULV), kroz sedam dana, Zeljela sam prouciti rani i
kasni odgovor monocita potaknut infekcijom. Rani imunosni odgovor monocita na infekciju

pratila sam kroz tri vremenske tocke, od 1 do 24 sata n.i.

4.2.1.1. Koncentracija citokina i kemokina u supernatantu tijekom faze ranog urodenog

imunosnog odgovora primarnih monocita

Odabrala sam panel od 21 molekule citokina i kemokina koje su ukljuene u procese
nespecificne imunosti ¢iju sam koncentraciju zZeljela mjeriti u supernatantu virusom
stimuliranih stanica. Redom su to: IL-1f, IL-1RA, IL-6, IL-10, IL-17F, IL-27, IL-37, IFN-y,
CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES), CCL22 (MDC),
CD40L, CXCLS8, CXCL10 (IP-10), GM-CSF, MIF, M-CSF, TNF-a, TGF-f1. Analiza
sekrecijskog profila inficiranih stanica provedena je u Sest neovisnih eksperimenata odnosno
na Sest darivatelja u Sest vremenskih toaka nakon infekcije (1 sat, 6 sati, 24 sata, 48 sati, 5
dana, 7 dana) koriste¢i imunotestove s magnetskim mikrokuglicama koji su detektirani na

uredaju Luminex 200.

Tijekom prva 24 sata n.i. u supernatantu stanica inficiranih virusom PUUV izmjerila sam

znacajan porast koncentracija TNF-a, IL-6, CCL3 1 CCL4 u odnosu na neinficirane stanice.
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Koncentracije sva Cetiri analita su svoj maksimum dosegle u 24 sati n.i. nakon ¢ega se njihove
koncentracije smanjuju, ali su u 48 sati n.i. jo$ uvijek znacajno vece u odnosu na neinficirane
stanice (Slika 15 a). Takoder, u prvim satima infekcije monociti izlu¢uju CCL2 takoder
znacajno vece koncentracije u odnosu na neinficirane stanice kao i povecane koncentracije
GM-CSF. Nakon platoa kojeg dosezu izmedu 6 i 24 sata n.i. njihove koncentracije su se do 7.
dana kultivacije smanjile na pocetne koncentracije (Slika 15 b). Konstitutivnu sintezu MIF i
CCLS izmjerila sam tijekom cijele rane faze infekcije (prva 24 sata) nakon ¢ega se njihova
koncentracija kontinuirano i postepeno smanjivala (Slika 15 b). U ranoj fazi infekcije
monociti takoder luce znacajno povecane koncentracije IL-1B, IL-1RA i CXCLS, ali su samo
koncentracije IL-1B bile znacajno povecane tijekom cijelog vremena pracenja infekcije u
usporedbi s neinficiranim stanicama. Visoke koncentracije IL-1RA 1 CXCL8 u supernatantu

bile su prisutne do kraja kultivacije (Slika 15 c).

Kod infekcije monocita virusom TULV kinetika sinteze svih mjerenih citokina i kemokina
kao 1 vrijeme dosezanja maksimalnih izmjerenih vrijednosti bila je jednaka kao pri infekciji
virusom PUUV (Slika 15). Medutim, pri infekciji virusom TULV pojedini solubilni
modulatori bioloskog odgovora ranije su dostizali znaajno vece koncentracije u odnosu na
neinficirane stanice nego pri infekciji virusom PUUV. Monociti inficirani virusom TULV
lucili su znacajno vece koncentracije TNF-a, IL-6, CCL3, CCL4 i GM-CSF-a ve¢ u 6 sati n.i.
za razliku od monocita inficiranih virusom PUUV gdje se razlika u odnosu na neinficirane
stanice ocCitovala tek u 24 sata n.i. (Slika 15 a i b). Znacajno vece koncentracije IL-IRA u 1 —
24 sata n.i. pokazale su se pri infekciji virusom TULV u odnosu na neinficirane stanice (Slika
15 ¢). Takoder, pri infekciji virusom TULV koncentracije MIF i CCL4 znaCajno su se
razlikovale od koncentracija u neinficiranim stanicama redom u 1 sat n.i. i u 24 sata n.i. u
usporedbi s infekcijom virusom PUUV gdje su se razlike oCitovale redom u 6 sati n.i. i u 48

sati n.i. od koncentracija u neinficiranim stanicama (Slika 15 b).
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Slika 15. Dinamika izlucivanja solubilnih citokina i kemokina u supernatantu tijekom faze

ranog urodenog imunosnog odgovora monocita inficiranih virusima PUUV 1 TULV.
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Koncentracije solubilnih citokina i kemokina u supernatantima monocita zaraZzenih virusima
PUUV i1 TULV, u naznacenim vremenskim to¢kama, mjereni su koriStenjem pojedinacnih ili
viSestrukih imunoloskih testova pomoc¢u magnetskih mikrokuglica na analizatoru Luminex
200 System. Za analizu rezultata koriSten je program Luminex xPotent software, verzija 3.1.
Kvantitativna koncentracija solubilnih citokina i kemokina izracunata je pomocu logisticke
jednadzbe s 5 parametara (od engl. Logistic 5P Weighted), koriste¢i standardnu krivulju.
Rezultati su za svaku vremensku toc¢ku izraZeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska
srednje vrijednosti (SEM, od engl. standard error of mean) od Sest donora odnosno neovisnih
eksperimenata mjerenih u duplikatu. Statisticka znacajnost kod stanica inficiranih virusima
PUUYV ili TULV u odnosu na neinficirane stanice izracunata je pomoc¢u Wilcoxon-ovog testa

rangova s podudarnim parovima s dvostranom to¢nom p-vrijednos¢u od <0,05 (*p<0,05).

Nadalje sam Zeljela vidjeti postoje li razlike u sintezi odnosno izlu¢ivanju solubilnih citokina i
kemokina s obzirom na virulentnost virusa (Slika 16). Utvrdene su statisticki znacajne razlike
izmedu infekcije s patogenim virusom PUUV u usporedbi s apatogenim virusom TULV u
koncentraciji Cetiri solubilna medijatora (IL-1B, IL-6, CCL2 i CCL3) tijekom rane faze
infekcije. Stanice inficirane virusom TULV lucice su statisticki znacajno vece koncentracije
navedenih medijatora unutar prvih 24 sata u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom
PUUYV. Koncentracije IL-1 zna¢ajno su se razlikovale u 6 sati n.i. — 5 dana n.i., a za [L-6 u
24 sata n.i. 1 5 dana n.i. U koncentracijama CCL2 su kod stanica inficiranih virusom PUUV ili
TULV bile prisutne statisticki znacajne razlike samo u 1 sat n.i., dok su se koncentracije

CCL3 znacajno razlikovale u 6 sati te u 5 dana n.i. (Slika 16).

Izmjerene koncentracije IL-10 kod inficiranih i neinficiranih stanica bile su vrlo niske, na
granici detektabilnosti te nije bilo znacajnih razlika izmedu njih (rezultati nisu prikazani). U
supernatantima inficiranth monocita nije detektirana prisutnost IFN-y (rezultati nisu
prikazani) dok je niska koncentracija IL-17F detektirana samo kod dva donora 48 h nakon
infekcije i jednim i drugim virusom te bez statisticke znaCajnosti u odnosu prema

neinficiranim stanicama (rezultati nisu prikazani).

82



IL-1B IL-6

150 1500
- TULV
- PUUV
100 1000+ *
E E
g 2 *
50 500
0 ] T T ] T T 0 T T T T T T
1h 6h 24h 48 h 5d 7d 1h 6h 24h 48 h 5d 7d
vrijeme nakon infekcije vrijeme nakon infekcije
CCL2 CCL3
B 500
4000 - TULV
4007 - PUUV
3000+ "
_ _ 3004
£ 2000 £
D D
= = 200
1000+
*
300 - 100
200 * !
100
0 T T T T L] T 0 T T ] 1 ] T
1h 6h 24h 48 h 5d 7d 1h 6h 24h 48 h 5d 7d
vrijeme nakon infekcije vrijeme nakon infekcije

Slika 16. Usporedba kinetike Cetiri analita u ranoj fazi infekcije koji su statisticki znacajno
razli¢iti kod stanica inficiranih virusom PUUV u odnosu na stanice inficirane virusom TULYV,
u naznaCenim vremenskim toCkama, mjereni su koriStenjem pojedinacnih ili viSestrukih
imunoloskih testova pomoc¢u magnetskih mikrokuglica na analizatoru Luminex 200 System.
Za analizu rezultata koriSten je program Luminex xPotent software, verzija 3.1. Kvantitativna
koncentracija solubilnih citokina i kemokina izracunata je pomocu logisticke jednadzbe s 5
parametara (od engl. Logistic 5P Weighted), koriste¢i standardnu krivulju. Rezultati su za
svaku vremensku toCku izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje
vrijednosti (SEM, od engl. standard error of mean) od Sest donora odnosno neovisnih
eksperimenata mjerenih u duplikatu. Statisticka znacajnost izmedu stanica inficiranih virusom
PUUYV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom TULYV izracunata je pomoc¢u Wilcoxon-

ovog testa rangova s podudarnim parovima s dvostranom to¢nom p-vrijednos¢u od <0,05 (*).
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odgovora primarnih monocita

Razinu genske ekspresije Zeljela sam testirati za 19 gena koji su ukljuceni u urodeni imunosni
odgovor: receptora (CD40LG, CD68, CD206, CCR2, CCR5, CXCR4), citokina (TNF, IL-1p,
IL-IRN, IL-6, IL-27, IL-37), kemokina (CCL4, CCLI13, CXCLS8, CXCLI10) i gena induciranih
virusom (IFITM3, STATI, STAT3). Za analizu su odabrana i tri referentna gena (PPIA, TBP,
OAZI) koji su se na temelju istraZzivanja literature pokazali kao najstabilniji u monocitima i
stanicama MDM/MDDC. Analiza razine genske ekspresije napravljena je u Sest neovisnih
eksperimenata od Sest darivatelja u Sest vremenskih tocaka nakon infekcije (1 sat, 6 sati, 24

sata, 48 sati, 5 dana, 7 dana).

Rezultati su pokazali kako u ranim fazama infekcije ortohantavirusi poti¢u gensku ekspresiju
nekih proupalnih gena citokina i kemokina u odnosu na neinficirane stanice (Tablice 3 i 4).
Razine genske ekspresije za mjerene citokine i kemokine dosegle su svoj maksimum u 6 sati

n.i., nakon ¢ega se njihova ekspresija smanjivala ispod razina pocetne ekspresije.

Kod kemokinskih gena postoje u ranim satima (1 — 24 sata n.i.) oCite razlike u ekspresiji
izmedu inficiranih i neinficiranih stanica (Tablice 3 i 4, Slika 17). Ekspresija gena za CCLI13
bila je statisticki znacajno povecana skoro cijelo vrijeme mjerenja kod stanica inficiranih
virusom PUUYV ili TULV u odnosu na neinficirane stanice, dok je pak u 7 dana n.i. kod virusa
TULV bila statisticki znacajno smanjena u odnosu na neinficirane stanice (Slika 17 b).
Ekspresija gena za rani proupalni kemokin CXCLS bila je kod infekcije virusom PUUV
povecana, ali bez statisticke zna€ajnosti u odnosu na neinficirane stanice, dok je kod infekcije

virusom TULYV bila statisticki znacajno povecana u 1 1 24 sata n.i. (Slika 17 b).

Ekspresija gena TNF, koji se u stanicama najranije eksprimira od svih citokinskih gena, bila je
kod infekcije virusom TULV statisticki znaCajno povecana u 1. satu n.i., dok je u 5.1 7. danu
n.i. bila statisti¢ki znacajno smanjena u usporedbi s neinficiranim stanicama (Slika 17 b). Kod
infekcije virusom PUUV, ekspresija gena TNF nije bila znaCajno razliCita u usporedbi s
neinficiranim stanicama (p=0,189729). Zanimljivo je kako je ekspresija IL/RN za protuupalni
citokin IL-1RA kod stanica inficiranih virusom PUUV bila u 1 i 6 sati n.i. statisticki znacajno
povecana u odnosu na neinficirane stanice, dok je kod stanica inficiranih virusom TULV bila

statistiCki znacajno povecana samo u 1. satu n.i. u odnosu na neinficirane stanice (Slika 17 b).
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Takoder, kod stanica inficiranih virusom PUUV ekspresija gena ILIf i IL6 bila je povecana,
ali bez statistiCke znacajnosti, dok je kod stanica inficiranih virusom TULV prisutna statisticki
znaajno povecana ekspresija gena ILIf u 24 sati n.i. u odnosu na neinficirane stanice

(Tablice 314, Slika 17 b).

Kod monocita inficiranih virusom PUUV u ranim satima (1 — 24 sata n.i.) je genska ekspresija
za receptore CCR2 1 CXCRA4 bila statisticki znacajno smanjena u odnosu na neinficirane
stanice (Tablica 3, Slika 17 d). Genska ekspresija ostalih receptora bila je pove¢ana odnosu na
neinficirane stanice. MRC1(CD206) imao je statisticki znaCajno povecanu ekspresiju u 1 — 24
sata n.i., koja se kasnije odrzZavala na stabilnoj razini 1 u kasnoj fazi pracenja infekcije (Slika
17 ¢). CD68 je imao u 1. satu n.i. (Slika 17 a), a CD40LG u 6 sati n.i. (Slika 17 d) statisticki
znacajno povecanu ekspresiju u odnosu na neinficirane stanice.

Razine genske ekspresije za receptore CD40LG, CCR2 i CXCR4 dosegle su svoj minimum u

6 sati n.i., odnosno u 24 sata n.i. nakon ¢ega se njihova razina povecavala.

Kod monocita inficiranih virusom TULV prisutno je u ranim satima (1 — 24 sata n.i.) vece
smanjenje genske ekspresije za receptore CCR2 i CXCR4 u odnosu na neinficirane stanice
nego vrijednosti zabiljeZene kod monocita inficiranih virusom PUUV (CCR2 u 11 6 h n.i.,
CXCR4 u 24 h n.i. 1 u 48 h n.i.) (Tablica 4, Slika 17 d). Ekspresije gena MRCI(CD206) i
CD68 bile su statisticki znacajno vece nego ekspresije analizirane kod monocita inficiranih
virusom PUUV u usporedbi s neinficiranim stanicama (Slika 17 a i c).

Genske ekspresije ostalih receptora (CD40LG, CCR5) nisu bile zna¢ajno razli¢ite u odnosu na

neinficirane stanice (Slika 17 a i d).

Dinamika genske ekspresije svih proucavanih gena bila je jednaka kod stanica inficiranih
virusom PUUV i1 TULV. U ranim satima nakon infekcije (1 — 24 sati n.i.) prisutne su
minimalne razlike s obzirom na virulentnost virusa, s razlikom u ekspresiji gena CCR2 koja je
bila statisticki znac¢ajno niza u stanicama inficiranim virusom TULV u odnosu na stanice

inficirane virusom PUUYV (Tablica 5).
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Slika 17. Dinamika promjena u genskoj ekspresiji u ranoj fazi infekcije kod stanica
inficiranih virusom PUUV ili TULV (TNF, IL1p, IL6, ILIRN, CCL4, CCL13, CXCLS, STATS3,
CCRS5, CD68). Za analizu genske ekspresije koristen je qPCR array, a za analizu rezultata
koriSten je internetski portal GeneGlobe Data Analysis Center. Za normalizaciju dobivenih
rezultata koriStena su tri referentna gena. Relativne razine genske ekspresije izraCunate su

metodom relativne kvantifikacije 2.

Student-ov t-test koriSten je za izraCunavanje
znacajnosti izmedu dvije skupine. (*) Razli¢ito kod stanica inficiranih virusom PUUV ili
TULV u odnosu na neinficirane stanice pri stupnju promjene > 2 sa statistiCkom znacajnoS¢u
od p < 0,05, razli¢ito pri stupnju promjene > 1 < 2 sa statistickom znacajnos¢u od p < 0,05 i

razli¢ito pri stupnju promjene > 2 bez statistiCke znacajnosti.

86



Tablica 3. Promjene ekspresije gena u primarnim monocitima inficiranim s virusom PUUYV u odnosu na neinficirane stanice tijekom vremena

Geni s pove¢anom ekspresijom

Kratica 1 sat n1 6 sati n..i. 24 sata.n.i. 48 sati n1 5 dana n1 7 dana n1

gena Stupa'nj p* Stupgnj p* Stupa'nj p* Stupa'nj p* Stupgnj p* Stupa'nj p*
promjene promjene promjene promjene promjene promjene

MRCI 4,23 0,000000 | 1,52 0,071489 | 1,99 0,042000 | 1,84 0,015196 1,27 0,020188

CCLI3 2,69 0,001490 2,08 0,036293 | 3,24 0,037805 | 2,10 0,023728

ILIRN 2,60 0,000024 | 1,22 0,023386

CXCLS 1,80 0,069511 1,72 0,059008

CD68 1,23 0,049549 1,19 0,023068

CD40LG 1,34 0,040413

IL6 4,11 0,102280 | 3,65 0,071549

ILI1S 2,32 0,076640 | 2,04 0,077949

CXCLI0 22,68 0,014432 | 5,68 0,014404 | 8,37 0,002185

IFITM3 1,99 0,061710 | 4,94 0,030202 | 4,23 0,029143

11.27 1,55 0,034696 | 2,44 0,007005 | 2,01 0,056706

STATI 1,49 0,000920 | 2,11 0,008100 | 2,10 0,005992

I1L37 2,01 0,001262 | 2,11 0,008239

Geni sa smanjenom ekspresijom

Kratica 1 sat n1 6 sati n..i. 24 sata'n.i. 48 sati n1 5 dana n1 7 dana n1

gena Stupam p* Stupa.nj p* Stupam p* Stupam p* Stupa.nj p* Stupam p*
promjene promjene promjene promjene promjene promjene

CCR2 -1,72 0,014078 | -1,80 0,058472

CXCLI0 |-1,70 0,005537 | -2,48 0,040090 | -1,92 0,176985

CXCR4 -1,30 0,013979 | -1,18 0,058733 | -1,18 0,058733

CD40LG -1,24 0,017364

Popis kratica: CD40LG = CD40 Ligand; CD68 = CD68 Molecule; CCL13 = C-C motif chemokine ligand 13; CCR2 = C-C Motif Chemokine receptor 2; CXCL8 = C-X-C
motif chemokine ligand 8; CXCL10 = C-X-C motif chemokine ligand 10; CXCR4 = C-X-C motif chemokine receptor 4; IFITM3 = Interferon induced transmembrane
protein 3; IL1p = Interleukin 1 beta; ILIRN = Interleukin 1 receptor antagonist; IL6 = Interleukin 6; IL27 = Interleukin 27; IL37 = Interleukin 37; MRC1 = Mannose

receptor C-type 1; STAT1 = Signal transducer and activator of transcription 1; n.i. = nakon infekcije; p* = statisticka znacajnost < 0,05
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Tablica 4. Promjene ekspresije gena u primarnim monocitima inficiranim s virusom TULV u odnosu na neinficirane stanice tijekom vremena

Geni s pove¢anom ekspresijom

Kratica 1 sat n1 6 sati n..i. 24 sata.n.i. 48 sati n1 5 dana n1 7 dana n1

gena Stupa.nj p* Stupa.nj p* Stupa.nj p* Stupam p* Stupam p* Stupam p*
promjene promjene promjene promjene promjene promjene

MRCI 4,76 0,000000 | 1,34 0,107087 | 2,66 0,003018 | 2,76 0,000670 1,43 0,000317

CCLI3 4,19 0,000028 | 2,19 0,025161 | 3,05 0,019428 | 2,47 0,013219

ILIRN 3,20 0,000000

CXCLS 2,16 0,010115 2,18 0,043353

TNF 1,39 0,046106

CD68 1,28 0,011803

IL6 2,04 0,185080 | 6,34 0,064657 | 4,36 0,064049

ILIp 3,71 0,048215 | 2,47 0,051779 | 1,78 0,094029

IL37 1,81 0,092209 3,13 0,000500 | 3,34 0,002317

STATI 1,08 0,030518

11.27 1,66 0,024944

Geni sa smanjenom ekspresijom

Kratica 1 sat n1 6 sati n..i. 24 sata.n.i. 48 sati n1 5 dana n1 7 dana n1

gena Stupa.nj p* Stupa.nj p* Stupa.nj p* Stupam p* Stupam p* Stupam p*
promjene promjene promjene promjene promjene promjene

CCR2 -2,74 0,000080 | -2,42 0,041102

CXCLI0 -1,68 0,006168 | -1,89 0,071034 | -1,83 0,141305 -4,37 0,030108

CXCR4 -1,38 0,002463 | -1,23 0,035963

CD40LG -1,23 0,004727

CCLI3 -1,79 0,026010

TNF -1,17 0,007382 | -1,45 0,001810

Popis kratica: CD40LG = CD40 Ligand; CD68 = CD68 Molecule; CCL13 = C-C motif chemokine ligand 13; CCR2 = C-C motif chemokine receptor 2; CXCL8 = C-X-C
motif chemokine ligand 8; CXCL10 = C-X-C motif chemokine ligand 10; CXCR4 = C-X-C motif chemokine receptor 4; IL1p = Interleukin 1 beta; IL1RN = Interleukin 1
receptor antagonist; IL6 = Interleukin 6; IL27 = Interleukin 27; IL37 = Interleukin 37; MRC1 = Mannose receptor C-type 1; STAT1 = Signal transducer and activator of
transcription 1; TNF = Tumor Necrosis Factor; n.i. = nakon infekcije; p* = statisticka znacajnost < 0,05
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Tablica 5. Promjene ekspresije gena u primarnim monocitima inficiranim s virusom PUUYV u odnosu na primarne monocite inficirane s virusom
TULV tijekom vremena

Geni s pove¢anom ekspresijom

Kratica 1 sat n1 6 sati n..i. 24 sata.n.i. 48 sati n1 5 dana n1 7 dana n1

gena Stupa'nj p* Stupa'nj p* Stupgnj p* Stupa'nj p* Stupgnj p* Stupa'nj p*
promjene promjene promjene promjene promjene promjene

CCR2 1,59 0,021272

CXCLIO 16,55 0,014571 | 7,58 0,013277 | 36,54 0,000256

IFITM3 2,20 0,042718 | 4,73 0,029626 | 4,33 0,028065

STATI 1,38 0,003795 | 1,98 0,011218 | 2,44 0,002166

TNF 1,20 0,007858 | 1,23 0,023210

CCLI13 2,13 0,001736

CD68 1,17 0,006915

CCRS 1,21 0,035471

STAT3 1,17 0,049476

Geni sa smanjenom ekspresijom

Kratica 1 sat n1 6 sati n'.i. 24 sata.n.i. 48 sati n1 5 dana n1 7 dana n1

gena Stupam p* Stupam p* Stupa.nj p* Stupam p* Stupa.nj p* Stupam p*
promjene promjene promjene promjene promjene promjene

1137 -1,55 0,041056

Popis kratica: CD68 = CD68 Molecule; CCL13 = C-C motif chemokine ligand 13; CCR2 = C-C motif chemokine receptor 2; CCRS = C-C motif chemokine receptor 5;
CXCL10 = C-X-C motif chemokine ligand 10; IFITM3 = Interferon induced transmembrane protein 3; IL37 = Interleukin 37; STAT1 = Signal transducer and activator of
transcription 1; STAT3 = Signal transducer and activator of transcription 3; TNF = Tumor Necrosis Factor; n.i. = nakon infekcije; p* = statisticka znacajnost < 0,05
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4.2.2. Kasni imunosni odgovor primarnih monocita na infekciju

U kasnim fazama infekcije (48 sati n.i. — 7 dana n.i.) ortohantavirusi poti¢u gensku ekspresiju
protuupalnih gena citokina, kemokina i gena induciranih virusom te sintezu njihovih
solubilnih komponenti u supernatant u odnosu na neinficirane stanice. Takoder, u kasnijim
fazama infekcije postaju jasno vidljive razlike u ekspresiji gena induciranih virusom, citokina
te kemokina u stanicama inficiranih virusom PUUV u odnosu na infekciju virusom TULV,
dok su razlike u solubilnim modulatorima bioloskog odgovora u supernatantu bile prisutne

samo u pojedinim analitima.

4.2.2.1. Koncentracija citokina i kemokina u supernatantu tijekom faze kasnog

urodenog imunosnog odgovora primarnih monocita

U kasnim je satima nakon infekcije (48 sati n.i. — 7 dana n.i.) kod stanica inficiranih s virusom
PUUYV ili TULV prisutan protuupalni fenotip gdje stanice u supernatant izluuju visoke
koncentracije protuupalnih citokina IL-27, IL-37, CD40L, M-CSF, TGF-B1 i kemokina
CXCL10, CCL22 u usporedbi s neinficiranim stanicama (Slika 18). Vecina protuupalnih

citokina i kemokina dosegla je svoj vrhunac u 48 sati n.i. (TGF-1 u 7 dana n.i.).

Kod infekcije virusima PUUV i TULV je koncentracija solubilnog proupalnog liganda
CD40L bila statisticki znacajno povecana u 24, 48 sati n.i. i 5 dana n.i. u odnosu na
neinficirane stanice, s vchuncem u 48 sati n.i. Koncentracije protuupalnih citokina IL-27 1 IL-
37 su bile statisticki znacajno povecane vecinu vremena od 48 sati n.i. do 7 dana n.i. u odnosu
na neinficirane stanice, s vrhuncem u 48 sati n.i., i izrazenijom sintezom kod PUUV
inficiranih stanica.

Koncentracija M-CSF pokazala je zanimljivu dvofaznu dinamiku, sa statisticki zna€ajnim
povecanjem u 6 sati n.i. (samo kod infekcije virusom PUUV) pa onda sa statisticki znacajnim
dosezanjem platoa u 48 sati n.i. i 7 dana n.i. (kod infekcije virusima PUUV i TULV) u odnosu
na neinficirane stanice. Koncentracija TGF-f1 bila je tijekom vremena infekcije bez
znacCajnosti prema neinficiranim stanicama, ipak je u 7 dana n.i. dosegla vrhunac sa statisticki
znacajnim povecanjem u odnosu na neinficirane stanice.

Koncentracija CXCL10 je kod infekcije virusom PUUV bila povecana, ali je tek u 7. danu n.i.
bio statisticki znacajno povecane koncentracije u odnosu na neinficirane stanice.
Koncentracija CXCL10 je kod infekcije virusom TULV bila statisticki znacajno povecana

samo u 48 sati n.i., s kasnijim smanjenjem u odnosu na neinficirane stanice. Zanimljivo je
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kako je u oba virusa koncentracija CCL22 bila u 6 sati n.i. statisticki znacajno povecana u
odnosu na neinficirane stanice, dok je tek od 48 sati n.i. do 7 dana n.i. postigao maksimum

izlu€ivanja u supernatant, ali tada bez statisticke znacajnosti.

Kod infekcije monocita virusom TULV kinetika izlu¢ivanja mjerenih citokina i kemokina kao
1 vrijeme dosezanja maksimalnih izmjerenih vrijednosti bila je jednaka kao pri infekciji
virusom PUUYV (Slika 18), osim kod CXCL10 u 5 i 7 dana n.i. Pri infekciji virusom TULV
M-CSF i TGF-B1 su dostizali znacajno viSe koncentracije u odnosu na neinficirane stanice
nego Sto su bilo izmjerene kod infekcije virusom PUUV. Medutim, izlu¢ivanje IL-27 i IL-37

je uvijek bilo izraZenije kod stanica zarazenih virusom PUUV.
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Slika 18. Dinamika izlucivanja solubilnih citokina IL-27, IL-37, CD40L, M-CSF, TGF-B1 i
kemokina CXCL10, CCL22 u supernatantu u kasnoj fazi infekcije kod stanica inficiranih
virusom PUUV ili TULV, u naznaCenim vremenskim toCkama, mjereni su koriStenjem

pojedinacnih ili viSestrukih imunoloskih testova pomocu magnetskih mikrokuglica na
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analizatoru Luminex 200 System. Za analizu rezultata koriSten je program Luminex xPotent
software, verzija 3.1. Kvantitativna koncentracija solubilnih citokina i kemokina izracunata je
pomocu logisticke jednadZzbe s 5 parametara (od engl. Logistic 5P Weighted), Koristeci
standardnu krivulju. Rezultati su za svaku vremensku tocku izrazeni kao srednja vrijednost +
standardna pogreSka srednje vrijednosti (SEM, od engl. standard error of mean) od Sest
donora odnosno neovisnih eksperimenata mjerenih u duplikatu. StatistiCka znacajnost kod
stanica inficiranih virusom PUUV ili TULV u usporedbi s neinficiranim stanicama izracunata
je pomoc¢u Wilcoxon-ovog testa rangova s podudarnim parovima s dvostranom tonom p-

vrijedno$¢u od <0,05 ().

U kasnim satima pracenja infekcije u koncentraciji analita u supernatantu nije bilo puno
dokazanih razlika izmedu infekcija virusom PUUV 1 TULV.

Razlike su bile prisutne kod CXCL10 koji je u 6 sati n.i. te u 5 i 7 dana n.i. imao statistic¢ki
znacajno povecanu koncentraciju kod infekcija virusom PUUV u odnosu na infekciju virusom
TULYV, dok je koncentracija M-CSF bila statisticki znacajno povecana u 5 i 7 dana n.i. u
stanica inficiranih virusom TULYV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom PUUV (Slika

19).
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Slika 19. Dinamika koncentracije proteina CXCL10 i M-CSF u supernatantu u kasnoj fazi
infekcije kod stanica inficiranih virusom PUUV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom
TULV, u naznaCenim vremenskim toCkama, mjereni su koriStenjem pojedinacnih ili
viSestrukih imunoloskih testova pomoc¢u magnetskih mikrokuglica na analizatoru Luminex
200 System. Za analizu rezultata koriSten je program Luminex xPotent software, verzija 3.1.
Kvantitativna koncentracija solubilnih citokina i kemokina izraCunata je pomocu logisticke

jednadzbe s 5 parametara (od engl. Logistic 5P Weighted), koriste¢i standardnu krivulju.
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Rezultati su za svaku vremensku toc¢ku izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska
srednje vrijednosti (SEM, od engl. standard error of mean) od Sest donora odnosno neovisnih
eksperimenata mjerenih u duplikatu. Statisticka znacajnost izmedu stanica inficiranih virusom
PUUYV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom TULYV izracunata je pomoc¢u Wilcoxon-

ovog testa rangova s podudarnim parovima s dvostranom to¢nom p-vrijednoSc¢u od <0,05 (*).

4.2.2.2. Promjene u genskoj ekspresiji tijekom faze kasnog urodenog imunosnog

odgovora primarnih monocita

Rezultati su pokazali kako u kasnim fazama infekcije ortohantavirusi poticu ekspresiju nekih
protuupalnih gena citokina, kemokina i gena induciranih virusom u odnosu na neinficirane

stanice, dok je ekspresija proupalnih gena znac¢ajno smanjena (Tablice 3 1 4).

U kasnim satima (48 sati n.i. — 7 dana n.i.) pra¢enja infekcije virusom PUUV promjene u
ekspresiji pokazalo je ukupno sedam gena od kojih su IL27, IL37, CXCLI10, CD68, IFITM3,
STATI imali statisti¢ki znacajno povecanu ekspresiju u odnosu na neinficirane stanice, dok je
CD40LG u 48 sati n.i. imao statisti¢ki znacajno smanjenu ekspresiju u odnosu na neinficirane
stanice (Tablica 3, Slika 20).

Gen CXCLI0 imao je najjace izraZene promjene u ekspresiji sa zanimljivom dvofaznom
dinamikom. Ekspresija je u 1 i 6 sati n.i. bila statisticki zna¢ajno smanjena u odnosu na
neinficirane stanice s minimumom ekspresije u 24 sata n.i., dok je od 48 sati n.i. do 7 dana n.i.
bila prisutna statisticki znacajno povecana ekspresija u odnosu na neinficirane stanice.

Geni induciranih virusom STAT1 1 IFITM3 koji se inace, potaknuti interferonom, javljaju rano
nakon ulaska virusa u stanice su kod infekcije virusom PUUV imali statisticki znacajno
povecanu ekspresiju tek u 48 sati do 7 dana n.i. odnosno u 5 i 7 dana n.i. Pretpostavljamo
kako infekcija virusom PUUV u monocitima suprimira put interferona, dok je u stanicama
MDM taj signalni put ipak induciran. Za gen STAT3 nije bilo razlike u genskoj ekspresiji u

odnosu na neinficirane stanice.

U kasnim satima nakon infekcije virusom TULV samo su geni IL27, IL37 i STATI imali
statisticki znaCajno povecanu ekspresiju u odnosu na neinficirane stanice, dok su proupalni
geni TNF, CCLI3, CXCLIO 1 CD40LG imali statisticki znacajno smanjenu ekspresiju u

odnosu na neinficirane stanice (Tablica 4, Slika 20). Kod stanica inficiranih virusom TULV
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su geni za IFITM3 i STAT3 bili cijelo vrijeme bez promjene u ekspresiji u odnosu na

neinficirane stanice.
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Slika 20. Dinamika promjene genske ekspresije u kasnoj fazi infekcije kod stanica inficiranih

virusom PUUV ili TULV (CCR2, CD40LG, CXCLI10, CXCR4, IFITM3, IL27, IL37, MRC]I,

STATI). Za analizu genske ekspresije koristen je qPCR array, a za analizu rezultata koriSten

je internetski portal GeneGlobe Data Analysis Center. Za normalizaciju dobivenih rezultata

koriStena su tri referentna gena. Relativne razine genske ekspresije izraCunate su metodom

relativne kvantifikacije 2"*“". Student-ov t-test koristen je za izradunavanje znacajnosti izmedu

dvije skupine. (*) Razlicito kod stanica inficiranih virusom PUUYV ili TULV u odnosu na
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neinficirane stanice pri stupnju promjene > 2 sa statistickom znacajnoséu od p < 0,05,
razli¢ito pri stupnju promjene > 1 < 2 sa statistickom znacajno$¢u od p < 0,05 1 razli¢ito pri

stupnju promjene > 2 bez statistiCke znacajnosti.

U kasnim satima pracenja infekcije (48 sati do 7 dana n.i.) prisutne su najocitije razlike
izmedu stanica inficiranih virusom PUUV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom
TULYV, u devet gena (Tablica 5, Slika 21). Ekspresija osam analiziranih gena (TNF, IFITM3,
STATI, CXCLI10, CCLI3, CD68, CCR, STAT3) bila je statisticki znacajno povecana kod
stanica inficiranih virusom PUUV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom TULV, samo
je gen IL37 bio statisticki znaajno smanjen kod infekcije virusom PUUV u odnosu na
infekciju virusom TULV. Gen CXCLI0 pokazao je najvece razlike i imao najvecu promjenu
ekspresije. Geni CCL13, CD68, CCRS5 i STAT3 imali su samo u 7 dana n.i. statisticki znac¢ajno

povecanu ekspresiju kod infekcije virusom PUUV u odnosu na infekciju virusom TULV.
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Slika 21. Usporedba promjene ekspresije devet gena koji su statisticki znacajno povecani kod
stanica inficiranih virusom PUUV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom TULV: geni
za citokine i kemokine (TNF, IL37, CCL13, CXCLI10); geni za receptore (CCRS5, CD68); geni
inducirani virusom (IFITM3, STATI, STAT3). Za analizu genske ekspresije koriSten je qPCR
array, a za analizu rezultata koriSten je internetski portal GeneGlobe Data Analysis Center.
Za normalizaciju dobivenih rezultata koriStena su tri referentna gena. Relativne razine genske
ekspresije izraGunate su metodom relativne kvantifikacije 2"*". Student-ov t-test koristen je za

izracunavanje znacajnosti izmedu dvije skupine. (*) Razli¢ito kod stanica inficiranih virusom
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Slika 21. nastavak PUUYV u odnosu na stanice inficirane virusom TULV pri stupnju

promjene > 2 sa statistiCkom znacajnoScu od p < 0,05, razlicito pri stupnju promjene > 1 < 2

sa statistickom znacajnosc¢u od p < 0,05 i razlicito pri stupnju promjene > 2 bez statisticke

znacajnosti.
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4.3. Diferencijacija monocita kao odgovor na infekciju patogenim ili apatogenim

ortohantavirusom

Monociti imaju multifunkcionalnu ulogu u organizmu, primarno u homeostazi i upali, u
fagocitiranju svih Cestica sa svojstvima antigena (npr. virusi, bakterije), ali i u predocavanju
antigena drugim stanicama urodene i steCene imunosti. Monociti se u krvotoku se zadrzavaju
oko jedan do cetiri dana te pod utjecajem faktora upale dio prelazi u tkiva gdje se daljnjom
diferencijacijom polariziraju u heterogene efektorske stanice MDM ili MDDC. Dugotrajnom
kultivacijom primarnih monocita, kroz sadam dana, s patogenim ili apatogenim
ortohantavirusom zeljeli smo utvrditi ponasSanje monocita uslijed infekcije te smjer
diferencijacije 1 aktivacije, kao 1 analizirati razlikuje li se smjer diferencijacije pri infekciji

patogenim u odnosu na infekciju apatogenim ortohantavirusom.

4.3.1. Multiparametrijska imunofenotipizacija monocita/makrofaga metodom protoc¢ne

citometrije za odredivanje ekspresije stani¢nih povrsSinskih molekula

Na povrsini monocita i stanica MDM/MDDC metodom protocne citometrije analizirana je
ekspresija osam stanicnih molekula/receptora koje su vazne za identifikaciju i aktivaciju
monocita, makrofaga i DC te njihovu interakciju s drugim stanicama urodene i steCene
imunosti kao i diferencijaciju prema stanicama MDM sli¢nih tipu M1 ili M2 odnosno

stanicama MDDC: CD14, CD16, CD40, CD45, CD163, CD206, CD209, HLA-DR.
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4.3.1.1. Morfologija monocita tijekom praéenja infekcije

Metodom proto¢ne citometrije istraZzena je morfologija monocita koji su nakon infekcije s
virusima PUUV ili TULV praceni tijekom sedam dana (u tri vremenske tocke od 1 sat n.i., 48
sati n.i. i 7 dana n.i.), kod sedam donora odnosno neovisnih eksperimenata. Koristili smo
osam povrsinskih molekula/receptora (CD14, CD16, CD40, CD45, CD163, CD206, CD209,
HLA-DR) koje su vaZzne za identifikaciju 1 aktivaciju monocita, makrofaga i DC te njihovu
interakciju s drugim stanicama urodene i steCene imunosti kao i diferencijaciju prema
stanicama MDM ili stanicama MDDC te boju za vijabilnost stanica.

U programu za analizu podataka protoCne citometrije FlowJo je na toCkastom prikazu
odabrana populacija zivih CD45" stanica (,,LiveCD45+%) te su ocitane vrijednosti rasapa
svjetlosti prema naprijed (FSC) i boc¢nog rasapa svjetlosti (SSC) usporedujuéi stanice
inficirane s virusima PUUV ili TULV te neinficirane stanice. Stanice su tijekom
infekcije/kultivacije od sedam dana promijenile izgled s obzirom na veli¢inu i granuliranost.
Morfoloski je u 1. satu n.i. bilo malih razlika izmedu inficiranih i neinficiranih stanica, a
velikih razlika u 48 sati n.i. 1 7 dana n.i. gdje su inficirane stanice bile vece i imale vecu
granuliranost, u odnosu na neinficirane stanice (Slika 22). Stanice inficirane virusom TULV

bile su najvece te s najve¢om granuliranoscu (Slika 22).
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Slika 22. Dvoparametarski (FSC/SSC) tockasti prikaz morfologije monocita inficiranih s
virusom PUUYV ili virusom TULV, neinficiranih stanica (MOCK), preklopa tockastog prikaza
(PUUV+TULV+MOCK), pracenih u tri vremenske tocke (1 sat, 48 sati i 7 dana nakon
infekcije) te pozitivnih kontrola (M1 MDM, M2 MDM, MDDC) prac¢enih 7 dana, analiziran
metodom protocne citometrije. Za analizu rezultata koriSten je program FlowlJo, verzija

10.7.1. Na slici je prikazan jedan od sedam donora.
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4.3.1.2. Ekspresija stani¢nih povrsinskih molekula monocita, makrofaga i dendritickih

stanica

Ekspresija povrSinskih molekula na stanicama analizirana je metodom proto¢ne citometrije s
mjerenjem medijana intenziteta fluorescencije (MFI) specifi¢nih protutijela (Slika 23) i
izraZena je kao indeks obojenja (Slika 24). Eksperimenti infekcija napravljeni su od sedam
razli¢itih donora te su praceni u tri vremenske tocke nakon infekcije (1 sat n.i., 48 sati n.i. 17
dana n..). Za svakog donora napravljene su istovremeno i njegove pozitivne kontrole
diferencijacije monocita u MDM i MDDC (stimulacija M-SCF-om ili GM-SCF-om te
aktivacija s IFN-y, IL-4, IL-10 ili GM-SCF+IL-4). Odlucila sam se za pozitivne bioloske
kontrole svakog donora kako bih mogla dokazati kako izgleda signal kada je antigen od
interesa maksimalno eksprimiran kod svakog donora s obzirom na interindividualnu
varijabilnost. Indeks obojenja izracunat je za svakog od sedam donora, za svaki parametar,

vremensku toCku, inficirane, neinficirane stanice, kao i pozitivne bioloSke kontrole.

| 500
s | | |
200 ‘ 400
400 300 = | ’i
= € |
H S s |
© - | Q I
| 200 i
|
2 |
200 = 0 | 1 \
< | p A
| i 100 }
| | |
\ A
LY / A
i 0 / . LL
o A x ™y T L B NSRRI DAL B EeRL | o v : ot S : ™
0 2 * J 10’ 10? w0? 10° P T T " 6
1o 1o 1o 1o 107 10 1o
C D 1 4 CO14 FITC CO14 FITC COM4 FITC
Sample Name Tourt [ Median - Comp FLA Sample Name Tourd [ Wedian - Comp-FLIA| Sample Harme Tourt [ Wedian  Comp FLIA]
TON2 Th_TULY FMD G014 2016-05-30 075D _| 4676 518 DON2 46h_TULV FRAD G014 5013-05-01 195.0D_| 8308 565 TIONZ 74_TULW FMD GO 14 2018-06-06 027 LMD _| 5283 =
[ DO Th_PUUY FMD CO14 2015-05-30 062 WD | 5472 507 | |II[DONa %6h_PULY FMio COT4 2016-0801 13700 | G832 716 | || 00Nz T4_PUUV FMO COT% 20160506 018.LMD | 5513 T8t
DON2 Th_MOCK FMD CO14 2019-05-30 051.0MD | 6428 5 DON2 43 _MOCK FMD CO14 2015-08-01 126,040 | 8198 e D02 74_MOCK FWD CO14 2016-06-08 005 0D | 5990 [
DONZ Th_TULY FULL STAIN 2018-05-30 072 LMD |_6721 [ N2 8h_TULY FULL STAIN 2016-08-01 147 WD | 8538 o DIONZ 74_TULY FULL STAIN 2016-05-06 025,00 | 9498 =
1| DOz Th_PUUY FULL STAIN 2018-06-30 081.LMD]_7130 9568 |  |CI|DONZ 48h_PUUW FULL STAIN 2015-06-01 136 LMD| 0504 %181  |E1[DONZ 74_PUUW FULL STAIN 2015-06-08 0140|9524 465
[ DOz Th_MOCK FULL STAIN 2015-05-30 050008350 3031 | || DONZ 48h_MOCK FULL STAIN 20 18-05-01 125, LY 10516 7736 | || DONZ 79 MOCK FULL STAIN 2015-05-06 003 nir| 3738 EH

Slika 23. Ekspresija povrSinskih molekula na stanica inficiranih virusom PUUV (crveno) ili
TULV (zeleno) te neinficiranih stanica (plavo) obojanih potpunim panelom protutijela te
pripadnih kontrola FMO kojima nedostaje jedno protutijelo iz panela (svjetlo plavo, svjetlo
crveno 1 narncasto), analizirana je metodom protocne citometrije. Za analizu rezultata koriSten
je program FlowlJo, verzija 10.7.1. Relativna koli¢ina povrSinskih molekula odredena je
mjerenjem medijana intenziteta fluorescencije (Median: Comp FL). U legendi ispod
hisograma navedeno je ime uzorka, broj skupljenih ,,dogadaja* (od engl. events) za populaciju

zivih stanica CD45+ te medijana intenziteta fluorescencije na tom fluorescentnom kanalu.
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Slika 23. nastavak
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Rezultati su pokazali kako je kod stanica inficiranih virusom PUUV (Slika 24) u svim
vremenskim to¢kama vidljivo smanjenje monocitnih markera CD14 i HLA-DR u odnosu na
neinficirane stanice iako statistiCki nije bilo znacajno. Istovremeno je vidljivo povecanje
ekspresije molekule CD16 u 48 sati n.i. i 7 dana n.i., ali takoder bez statisticke znacajnosti u
odnosu na neinficirane stanice. Ekspresija molekule CD40 (specificne za stanice M1 MDM)
bila je u svim vremenskim tockama povecana u odnosu na neinficirane stanice, ali bez
statisticke znacajnosti. Ekspresija molekule CD206 (specifi¢ne za stanice M2 MDM) bila je u
svim vremenskim toCkama povecana u usporedbi s neinficiranim stanicama, sa statisticki
znaCajnim povecanjem u 1. satu n.i. 1 u 48 sati ni. u odnosu na neinficirane stanice.
Ekspresija molekule CD163 (specifi¢ne za stanice M2c MDM) bila je u svim vremenskim
toCkama niska te se nije razlikovala u usporedbi s neinficiranim stanicama. Ekspresija
molekule CD209 (specificne za stanice MDDC) bila je u 48 sati n.i. statisticki znacajno

povecana odnosu na neinficirane stanice.

Rezultati su pokazali kako je kod stanica inficiranih virusom TULV (Slika 24) u svim
vremenskim tockama vidljivo smanjenje monocitnih markera CD14 i HLA-DR u odnosu na
neinficirane stanice iako bez statistiCke znaCajnosti. Istovremeno je vidljivo povecanje
ekspresije molekule CD16 u 48 sati n.i. bez statisticke znacajnosti te statisticki znacajno
povecanje u 7. danu n.i. u odnosu na neinficirane stanice. Ekspresija molekule CD40 bila je
takoder, u svim vremenskim toCkama povecana, ali samo u 48 sati n.i. sa statisticCkom
znacajno$¢u u odnosu na neinficirane stanice. Ekspresija molekule CD206 bila je u 48 sati n.i.
1 7. danu n.i. statisticki znaCajno povecana u odnosu na neinficirane stanice. Ekspresija
molekule CD163 bila je u svim vremenskim tockama niska te se nije razlikovala u usporedbi
s neinficiranim stanicama. Ekspresija CD209 nije se razlikovala u odnosu prema

neinficiranim stanicama.

U ekspresiji povrSinskih markera bilo je malo razlika izmedu stanica inficiranih patogenim u
odnosu na infekciju apatogenim ortohantavirusom (Slika 24). Ekspresija molekule CD206
bila je u 1. satu n.i. znac¢ajno povecana, dok je ekspresija molekule CD163 bila je u 7. danu
n.i. znacajno povecana, kod stanica inficiranih virusom PUUV u usporedbi sa stanicama

inficiranim virusom TULV.
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Slika 24. Razina ekspresije stani¢nih povrSinskih molekula specificnih za lozu (monociti,

makrofagi/MDM 1 DC/MDDC) kod stanica inficiranith virusom PUUV ili TULV te

neinficiranih stanica koriStenjem proto¢ne citometrije. Za analizu rezultata koriSten je
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Slika 24. nastavak program FlowJo, verzija 10.7.1. Relativna koli¢ina povrSinskih markera
na stanicama odredena je mjerenjem medijana intenziteta fluorescencije specifi¢nih protutijela
(MFI) te izraZzena kao indeks obojenja (od engl. stain index). ,,Violinski“ grafikoni
predstavljaju indeks obojenja povrSinskih markera, od sedam neovisnih eksperimenta. Deblja
crta unutar ,,violinskog* grafikona je medijan podataka, dok su tanke crte kvartili. Statisticka
znacCajnost izracunata je koriStenjem Wilcoxon-ovog testa rangova s podudarnim parovima s
dvostranom to¢nom p-vrijednos¢u od <0,05 (* razlika stanica inficiranih virusom PUUV ili
TULYV u odnosu na neinficirane stanice; ~ razlika izmedu stanica inficiranih virusom PUUV i
TULV; ~ razlika izmedu stanica inficiranih virusom PUUV u 1 i 48 sati n.i. i 7 dana n.i.; ili

izmedu stanica inficiranih virusom TULV u 1 i 48 sati n.i. 1 7 dana n.i.).
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4.3.1.3. Postotak povrsinske ekspresije molekula/biljega CD14 i CD16 na membrani
inficiranih monocita i stanica MDM/MDDC

Kod infekcije virusom PUUV u 1. satu n.i. je postotak klasi¢nih i intermedijernih monocita
bio statisticki znac¢ajno smanjen u odnosu na neinficirane stanice, dok kod neklasi¢nih nije
bilo razlike u odnosu na neinficirane stanice (Slika 25). U 48. satu n.i. je postotak
subpopulacije CD14""CD16  bio statisticki zna¢ajno smanjen u odnosu na neinficirane
stanice, dok je postotak subpopulacije CD14"CD16"™" bio statisticki zna¢ajno poveéan u
odnosu na neinficirane stanice, a postotak subpopulacije CD14™"CD16" nije se razlikovao
prema neinficiranim stanicama. Zanimljivo je kako se u 7. danu n.i. postotak subpopulacija
nije razlikovao prema neinficiranim stanicama, s obzirom na diferencijaciju stanica tokom

proteka vremena kultivacije.

Kod infekcije virusom TULV u 1. satu n.i. je postotak samo intermedijernih monocita bio
statisticki znaCajno smanjen u odnosu na neinficirane stanice, dok kod klasi¢nih i neklasi¢nih
nije bilo razlike u odnosu na neinficirane stanice (Slika 25). U 48 sati n.i. je postotak
subpopulacije CD14"CD16"" bio statisticki znacajno poveéan u odnosu na neinficirane
stanice, a postotci subpopulacija CD147*CD16™ i CD14™"CD16" nisu se razlikovali prema
neinficiranim stanicama. Zanimljivo je kako se u 7. danu n.i. postotak subpopulacija stanica

nije razlikovao prema neinficiranim stanicama.

Kod stanica inficiranih virusom PUUYV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom TULYV,
u 1. satu n.i. je zabiljeZeno statistiCki znaajno smanjenje postotka klasi¢nih monocita kod
monocita inficiranih virusom PUUV (Slika 24). U 48 sati n.i. je postotak subpopulacije
CD14™CD16" statisticki znacajno smanjen kod infekcije virusom PUUV, dok je postotak
subpopulacije CD14"CD16™" bio statisti¢ki znacajno poveéan kod infekcije virusom PUUV.
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Slika 25. Postotak povrSinske ekspresije molekula CD14 i CD16 na inficiranim monocitima i
stanicama MDM/MDDC tokom vremena infekcije. Rezultati su za svaku vremensku tocku
izraZeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje vrijednosti (SEM, od engl.
standard error of mean) u sedam donora odnosno neovisnih eksperimenata. Statisticka
znacCajnost izraunata je pomocu Wilcoxon-ovog testa rangova s podudarnim parovima s
dvostranom toc¢nom p-vrijednos¢u od <0,05 (* razlika prema neinficiranim stanicama; ~

razlika izmedu infekcije virusom PUUV i TULV).
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4.4.2. Diferencijacija monocita i promjene u genskoj ekspresiji

Jedan od ciljeva bio je istrazivanje diferencijacije i aktivacije inficiranih monocita u kasnijim
vremenskim tockama nakon infekcije (48 sati n.i. — 7 dana n.i.) te analiza diferencijacije pri
infekciji patogenim u odnosu na infekciju apatogenim ortohantavirusom. Analizirali smo
gensku ekspresiju receptora te transkripcijskih faktora CD68, MRCI, CXCR4, IFITM3,
STATI i STAT3 (Slike 20 i 21) koriStenjem metode qPCR array, a za analizu rezultata
koristen je internetski portal GeneGlobe Data Analysis Center. Rezultati su pokazali kako u
ranim kao i u kasnim fazama infekcije ortohantavirusi poti¢u diferencijaciju te gensku
ekspresiju MRCI, CD68, STATI. Kod stanica inficiranih virusom PUUV i1 TULV je genska
ekspresija MRCI bila znacajno povecana u odnosu na neinficirane stanice u skoro svim
vremenskim toCkama. Ekspresija gena CD68, koji je monocitni i makrofagni marker povezan
s prezentacijom antigena, je kod infekcije virusom PUUYV bila znac¢ajno povecana u odnosu
na neinficirane stanice na pocetku u 1. satu n.i. te u na kraju mjerenja u 7. danu n.i., dok je
kod infekcije virusom TULYV bila znacajno povecan u odnosu na neinficirane stanice samo na
kraju mjerenja u 7. danu n.i. Gen STAT! je uz to §to je interferonom aktivirani gen, takoder i
marker polarizacije makrofaga. Ekspresija gena STAT! je kod infekcije virusom TULV bila
znacajno povecan samo u 48 sati n.i., dok je kod infekcije virusom PUUV ekspresija bila
znacajno povecana od 48 sati do 7 dana n.i. Ekspresija gena STAT3 nije se razlikovala prema
neinficiranim stanicama, nego samo izmedu virusa u 7. danu n.i. gdje je bio znacajno povecan
kod infekcije virusom PUUV u odnosu na infekciju virusom TULV. Ekspresija receptora
CXCR4 bila je statisticki znacajno smanjena u 24 sata n.i. kod infekciju virusom PUUV te u

24 1 48 sati n.i. kod infekciju virusom TULV u odnosu na neinficirane stanice.

109



4.4. Individualni odgovor donora na infekciju patogenim ili apatogenim

ortohantavirusom

Analizom rezultata primijetili smo individualni odgovor donora na infekciju ili kultivaciju za
odredene solubilne analite i gensku ekspresiju, s razdvajanjem u dvije grupe po tri donora kod
infekcije virusom PUUYV ili TULV i kod neinficiranih stanica (Slike 27 i 28). Takoder, kod
infekcija virusom PUUYV individualne razlike su primijecene u razli¢itoj koli¢ini broja kopija

virusnih RNA u supernatantu i u stanicama (Slika 26).

4.4.1. Individualni razlike donora u viremiji

Kod infekcija s virusom PUUV primijetili smo smo razdvajanje u dvije grupe po tri donora s
obzirom na razli¢itu koli¢inu kopija virusnih RNA u supernatantu i u stanicama. Tri tzv.
,proupalna* donora imala su niski broj kopija virusnih RNA u supernatantu i u stanicama.
Ostali, tzv. ,,protuupalna® donora imala su visoki broj kopija virusnih RNA u supernatantu i u
stanicama (Slika 25). Razlike izmedu ,,proupalnih® i ,protuupalnih® donora nisu bile

statisti¢ki znaCajne vjerojatno zbog malo uzorka (od tri donora po grupi).
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Slika 26. Individualni odgovor donora na infekciju virusom PUUYV, s prikazom broj kopija
virusne RNA S segmenta u stanicama i supernatantu inficiranih stanica, kod Sest donora
pracenih kroz sedam dana nakon infekcije, izmjerena je metodom RT-qPCR-a pomocu
interkaliraju¢e boje koriste¢i vlastito dizajniran set specificnih pocetnica 1 sintetskog

standarda.
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4.4.2. Individualne razlike donora u koncentraciji solubilnih komponenti

Primijetili smo razli¢iti imunosni odgovor donora u proizvodnji citokina 1 kemokina te
razdvajanje u skupinu tzv. ,,proupalna“ donora koja su u ranoj fazi infekcije imali vece
koncentracije nekih citokina i kemokina (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22, M-CSF) te na
ostala tri tzv. ,,protuupalna* donora koja su imala — a) konstantno vec¢e koncentracije citokina
(IL-1B, IL-6, IL-27, CD40L, GM-CSF, TNF-a) od prve grupe donora ili b) niske
koncentracije citokina i kemokina u ranoj fazi infekcije (CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, CCL22,
M-CSF, IL-1RA, IL-37) (Slika 24). Zanimljivo je kako su tzv. ,,protuupalni‘ imali veci broj
kopija virusne RNA u supernatantu i u stanicama, dok su tzv. ,,proupalni‘ donori imali manji

broj kopija virusne RNA u supernatantu i u stanicama.
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Slika 27. Individualni odgovor donora kod odredenih solubilnih analita u supernatantu kod
infekcije virusima PUUV ili TULV 1 neinficiranih stanica. Koncentracije solubilnih citokina 1
kemokina u supernatantima monocita zaraZzenih virusima PUUV i1 TULV 1 neinficiranim
stanicama, u naznacenim vremenskim tockama, mjereni su koriStenjem pojedinacnih ili
viSestrukih imunoloskih testova pomoc¢u magnetskih mikrokuglica na analizatoru Luminex
200 System. Za analizu rezultata koriSten je program Luminex xPotent software, verzija 3.1.
Kvantitativna koncentracija solubilnih citokina i kemokina izraCunata je pomocu logisticke
jednadzbe s 5 parametara, koriste¢i standardnu krivulju. Rezultati su za svaku vremensku
toCku izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje vrijednosti od Sest donora

odnosno neovisnih eksperimenata mjerenih u duplikatu. (MOCK - neinficirane stanice)
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4.4.3. Individualne razlike donora u genskoj ekspresiji

U dinamici genske ekspresije smo takoder detektirali razli¢iti imunosni odgovor donora te
razdvajanje u dvije grupe po tri donora. Tzv. ,,proupalna“ donora koja su u 1 i/ili 6 h.n.i. imala
vecu ekspresiju gena CCR2, CCRS5, MRC1, IL27, CCL4, CXCLI10, IFITM3, STATI. Nasuprot
su ,,protuupalni* donori imali konstantno vecu ekspresiju gena TNF, ILIb, ILIRN, IL6,
CXCLS, STAT3 (Slika 28). Zanimljivo je kako su tzv. ,,protuupalni donori imali ve¢i broj
kopija virusne RNA u supernatantu i u stanicama, dok su tzv. ,,proupalni‘ donori imali manji

broj kopija virusne RNA u supernatantu i u stanicama.
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Slika 28. Individualni odgovor donora u genskoj ekspresiji kod stanica inficiranih virusom
PUUYV ili TULV te neinficiranih stanica. Za analizu genske ekspresije koriSten je qPCR
array, a za analizu rezultata koriSten je internetski portal GeneGlobe Data Analysis Center.
Za normalizaciju dobivenih rezultata koriStena su tri referentna gena. Relativne razine genske
ekspresije izradunate su metodom relativne kvantifikacije 2"*". Student-ov t-test koriiten je za

izracunavanje znacajnosti izmedu dvije skupine. (MOCK - neinficirane stanice)
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Relativna razina mRNA (272

Relativna razina mRNA (272¢)

Relativna razina mRNA (Z'ACt)
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Relativna razina mRNA (Z'ACt)

Relativna razina mRNA (272¢)
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4.5. Analiza bioloskih procesa i mrezZe interakcija molekula

Napravljena je funkcionalna analiza podataka znaCajno promijenjenih gena kod stanica
inficiranih virusom PUUV ili TULV pra¢enih kroz sedam dana nakon infekcije, s
karakterizacijom mreZe interakcija izmedu molekula i analizom bioloskih procesa i izraZenih
stani¢nih signalnih puteva, pomocu platforme QIAGEN IPA za interpretaciju podataka i
klasifikacijskog sustava PANTHER (Slike 28, 29 i 30).

U ranoj fazi infekcije (1 — 24 sata n.i.) su kod stanica inficiranih virusom PUUV bila
aktivirana 33, a kod stanica inficiranih virusom TULV 38 bioloskih procesa: (bioloSki proces
ukljucen u interakciju izmedu organizama razlicitih vrsta (CCL13, CXCLI10, STATI, IL37),
bioloska regulacija (CCL13, CXCLI10, STATI, IL6, IL37), stani¢ni proces (CCL13, CXCLI0,
MRCI, STATI, IL6, IL37), proces imunosnog sustava (CCLI3, CXCLI10, STATI, IL37),
lokalizacija (CCL13, CXCLI10, MRCI), pokretanje/lokomocija (CCLI3, CXCLI10),
metabolicki proces (STATI, IL37), odgovor na podrazaj (CCL13, CXCLI0, STATI, IL37),
signalizacija (CCL13, CXCLI10, STATI, IL37) (Slika 27). MRC1 je bio uklju¢en u stanicne
podprocese - pupanje vezikula iz membrane, endocitozu posredovanu receptorima,
invaginaciju membrane, lokalizaciju. U kasnoj fazi infekcije (48 sati — 7 dana n.i.) su kod
stanica inficiranih virusom PUUYV bila aktivirana 34 bioloska procesa, dok je kod stanica
inficiranih virusom TULV izostao bioloski proces pokretanja/lokomocije, s aktivacijom 33

bioloSka procesa.
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Slika 28. Prikaz aktiviranih bioloskih procesa kod stanica inficiranih virusom PUUV ili
TULV u a) ranoj (1 — 24 sata n.i.) i b) kasnoj fazi infekcije (48 sati — 7 dana n.i.), koriStenjem
klasifikacijskog sustava PANTHER, verzija 17.0 (od engl. PANTHER (Protein ANalysis
THrough Evolutionary Relationships) Classification System).

U aktivaciji signalnih puteva kod monocita inficiranih virusom TULV na pocetku infekcije
bilo je aktivirano viSe signalnih puteva nego kod monocita inficiranih virusom PUUV (Slika
28). Na pocetku infekcije (1 — 24 sata n.i.) bilo je kod infekcije virusom PUUV aktivirano
sedam signalnih puteva (CCKR signalna mapa (CXCLS), upala posredovana signalnim putem
kemokina 1 citokina (/ILI/B, CCLI13, CXCLS8, IL6), put interakcije citokina i citokinskih
receptora (CD40LG)), dok je kod infekcije virusom TULV bilo aktivirano devet signalnih
puteva (signalni put TNF (TNF), signalni put MAPK (TNF), CCKR signalna mapa (CXCLS),
upala posredovana signalnim putem kemokina i1 citokina (ILIB, CCLI13, CXCLS, IL6),
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signalni put interleukina (CXCLS8, IL6)) uslijed aktivacije TNF koji kod infekcije virusom
PUUV nije bio aktiviran. Kod infekcije virusom PUUV je bio aktiviran put interakcije
citokina i citokinskih receptora zbog aktivacije molekule CD40LG koji je kod infekcije
virusom TULV izostao. U kasnoj fazi infekcije (48 sati — 7 dana n.i.) bilo je kod infekcije
virusom PUUV aktivirano 14, a kod infekcije virusom TULV 12 signalnih puteva
(angiogeneza (STATI), signalni put EGF receptora (STATI), upala posredovana signalnim
putem kemokina i citokina (CCLI3, CXCLI0, STATI, IL6), signalni put IFN-y (STATI),
interleukinski signalni put (STATI, IL6), signalni put JAK/STAT (STATI), odgovor na
oksidativni stres (STATI), signalni put PDGF (STAT1), signalni put Ras (STATI), signalni put
pS3 povratne sprege 2 (STATI) (Slika 29).

a)
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4 4
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.g 2 .g 2 mm signalni put Wnt
@ @
1+ 14
0- 0-
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mm signalni put Ras
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ukupni broj signalnih puteva: 14 ukupni broj signalnih puteva: 12

Slika 29. Prikaz aktiviranih signalnih puteva kod stanica inficiranih virusom PUUV ili TULV

u a) ranoj (1 — 24 sata n.i.) i b) kasnoj fazi infekcije (48 sati — 7 dana n.i.), koriStenjem
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klasifikacijskog sustava PANTHER, verzija 17.0 (od engl. PANTHER (Protein ANalysis
THrough Evolutionary Relationships) Classification System).

Karakterizacija mreZe interakcija izmedu proteina, pomocu platforme QIAGEN IPA za
interpretaciju podataka, pokazala je direktnu 1 indirektnu povezanost citokina, kemokina,
receptora (transmembranskih, G-proteinskih), enzima (peptidazama, kinazama), regulatora

transkripcije i transportera (Slika 30).

a) 1 satn.i.
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b) 6 sati n.i.
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¢) 24 sata n.i.

|'III,\'!
LAIR
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d) 48 sati n.i.
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e) 5 dana n.i.
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f) 7 dana n.i.

Slika 30. Prikaz mreZe interakcija izmedu analiziranih gena kod stanica inficiranih virusom
PUUV i TULV i ostalih gena u toj mreZi u a) 1 sat n.i., b) 6 sati n.i., ¢) 24 sata n.i., d) 48 sati
n.i., €) 5 dana n.i., f) 7 dana n.i., koriStenjem platforme QIAGEN IPA za interpretaciju
podataka (od engl. QIAGEN's data interpretation platform Ingenuity Pathway Analysis (IPA).
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4.6. Biomarkeri u patogenoj u odnosu prema apatogenoj infekciji

Gene koji su bili statisticki znacajno povecani/smanjeni kod infekcije virusima PUUYV ili
TULV u odnosu na neinficirane stanice analizirali smo pomoc¢u pomocu platforme QIAGEN
IPA za interpretaciju podataka kako bismo karakterizirali moguce biomarkere koji su razli€iti
kod patogene u odnosu prema apatogenoj infekciji stanica. Rezultati analize usporedbe
biomarkera (od engl. Biomarker Comparison analysis) koriste¢i platformu QIAGEN IPA
pokazali su neke gene kao potencijalne biomarkere, na pocetku infekcije virusom PUUV i

TULV te na kraju pracenja infekcije kod virusa PUUV (Tablica 6 i Slika 31).
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Slika 31. Geni sa statisticki znacajno pove¢anom ekspresijom kod stanica inficiranih virusom

PUUYV u usporedbi sa stanicama inficiranim virusom TULV, kao moguc¢i biomarkeri.
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Tablica 6. Potencijalni biomarkeri u ranoj i kasnoj fazi infekcije patogenim/apatogenim

virusom kod stanica inficiranih virusom PUUV ili TULV, koriStenjem platforme QIAGEN

IPA za interpretaciju podataka (od engl. QIAGEN’s data interpretation platform Ingenuity

Pathway Analysis (IPA) s analizom usporedbe biomarkera (od engl. Biomarker Comparison

analysis).
Vrijeme | Virus Ime molekule Lokacija molekule Porodica molekule
nakon
infekcije
1h PUUV | CCRS stani¢na membrana G-proteinski receptor
STAT3 jezgra regulator transkripcije
TULV | CXCR4 stani¢na membrana G-proteinski receptor
IL37 izvanstani¢ni prostor citokin
6h PUUV | nema biomarkera
TULV | nema biomarkera
24 h PUUV | nema biomarkera
TULV | nema biomarkera
48 h PUUV IFITM3 apikalni odjeljak, kontakti stanica-stanica, povrSina stanice, | /
stanicna membrana, citoplazma, citoplazmatski mjehurici,
rani endosomi, endoplazmatski retikulum, endosomska
membrana, Golgijev aparat, kasni endosomi, lizosomi,
lizosomska membrana, mikrosomalna membrana, jezgra,
citoplazmatska membrana, vezikule
TULV | STAT3 jezgra regulator transkripcije
5d PUUV | CCR5 staniéna membrana G-proteinski receptor
CXCL10 izvanstanic¢ni prostor citokin
TNF izvanstani¢ni prostor citokin
TULV | nema biomarkera
7d PUUV | CCL13 izvanstani¢ni prostor citokin
CCRS5 stani¢na membrana G-proteinski receptor
CD40LG izvanstani¢ni prostor citokin
CXCL10 izvanstani¢ni prostor citokin
IFITM3 apikalni odjeljak, kontakti stanica-stanica, povrSina stanice, | /
stanicna membrana, citoplazma, citoplazmatski mjehurici,
rani endosomi, endoplazmatski retikulum, endosomska
membrana, Golgijev aparat, kasni endosomi, lizosomi,
lizosomska membrana, mikrosomalna membrana, jezgra,
citoplazmatska membrana, vezikule
STAT1 jezgra regulator transkripcije
TULV | nema biomarkera
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da ortohantavirusi poti¢u urodeni imunosni odgovor
monocita koji se javlja se ve¢ 1 sat nakon infekcije virusom PUUV i virusom TULV na razini
ekspresije gena, povrSinskih molekula/receptora 1 sinteze solubilnih modulatora bioloSkog
odgovora. Aktivacija imunosnog odgovora u primarnim monocitima nakon ulaska
ortohantavirusa u stanice i infekcije bila je neovisna replikaciji virusa. U ovom istraZivanju je
pra¢ena dugotrajna kultivacija inficiranih primarnih monocita ortohantavirusima kroz sedam
dana uz postojanu vijabilnost stanica te su zabiljeZene razlike urodenog imunosnog odgovora
tijekom rane i kasne faze infekcije. U ranoj fazi infekcije prisutna je aktivacija primarnih
monocita s mijeSanim M1/M2 odgovorom monocita dok je u kasnoj fazi infekcije prisutna

indukcija diferencijacije prema stanicama MDM sli¢nih tipu M2.

PrijaSnja istraZivanja pokazala su u uvjetima in vitro uspjeSnost infekcije i replikacije
patogenih i apatogenih ortohantavirusa u stanicama MDM i MDDC glodavaca i ljudi (Nagai i
ostali 1985; P. W. Lee i ostali 1986; Temonen i ostali 1993; 1995; Raftery i ostali 2002b;
Masanori Terajima i ostali 2004; Cebalo 1 Markoti¢ 2007; Alemka Markoti¢ i1 ostali 2007b;
Marsac 1 ostali 2011; Scholz 1 ostali 2017) te u makrofagnim stani¢nim linijama i glodavaca i
ljudi (Yao i ostali 1992; Alemka Markoti¢ i ostali 2007b; Bourquain i ostali 2019). U
stanicama MDM, MDDC i makrofagnim stanicnim linijama, ortohantavirusi takoder ne
uzrokuju citopatski u€inak in vivo ni in vitro (Temonen 1 ostali 1993; Raftery i ostali 2002b;
Alemka Markoti¢ i ostali 2007b). U istraZivanju Temonen i suradnika 1995. inficirali su
nezrele i zrele stanice MDM virusom PUUYV te su nezreli MDM-ovi (kultivirani 16 sati prije
infekcije) proizveli 5 — 30 PFU/ml titra virusa u supernatantu, dok su naprotiv, zreli MDM
(kultivirani do makrofaga kroz 6 dana prije infekcije) bili osjetljiviji na infekciju jer su
proizvodili vece koli€ine virusa u STNT-u, 75 PFU/ml. Nedavno istraZivanje na stanicama
M1 MDM (stimuliranim GM-CSF-om) pokazalo je kako je replikacija bila prisutna samo u
patogenog virusa PUUV, dok u apatogenog virusa TULV nije bila prisutna, a s druge strane u
stanicama M2 MDM (stimuliranim M-CSF-om) replikacija je izostala u oba virusa
(Bourquain 1 ostali 2019). Poznato je iz navedenih ranijih istraZivanja, kako su usprkos
Cinjenici uspjeSne infekcije i replikacije ortohantavirusa u stanicama MDM i MDDC,
dobivene koli€ine repliciranih virusa male, od 10" do maksimalno 10* PFU/ml, §to je znatno
manje u odnosu na koli¢ine proizvedenih virusa u endotelnim ili stanicama Vero E6 (10* do

10° PFU/ml) (Raftery 1 ostali 2002b; Alemka Markoti¢ 1 ostali 2007b). Unato¢ dosadaSnjim
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nekoherentnim istraZzivanjima, moZemo ipak zakljuciti kako su stanice MDM 1 nezrele stanice
MDDC prijem¢ive na infekciju ortohantavirusima.

Kod nekih drugih virusa, s genomom sastavljenim od jednolanc¢ane RNA negativnog
polariteta, istrazivanja na inficiranim monocitima pokazala su razliite rezultate ovisno o
porodici virusa. U istraZzivanju s filovirusima (Ebolavirus 1 Marburgvirus) primarni su
monociti bili jednako podlozni infekciji kao i MDM-ovi, s produktivnim titrom virusa
(Stroher i1 ostali 2001). Naprotiv, kod ortomiksovirusa (virus influence), arenavirusa (Lassa
mammarenavirus i Mopeia mammarenavirus) i rabdovirusa (virus bjesnoce) primarni su
monociti bili osjetljivi na infekciju, ali bez proizvodnje infektivnih Cestica (Lukashevich i
ostali 1999; J. Li i ostali 2008; A. C. Y. Lee i ostali 2017). Takoder, kod virusa s
jednolananom RNA pozitivnog polariteta, npr. retrovirusa (HIV-1, od engl. human
immunodeficiency virus), primarni monociti ostaju bez produktivne infekcije virusom, dok se
diferencijacijom monocita u stanice MDM ili MDDC dogada produktivna replikacija virusa
HIV-1 u stanicama (Dong, Kwas, i Wu 2009).

Trenutno nije poznato mogu li se u organizmu, nakon udisanja aerosola kontaminiranog
ortohantavirusima, monociti u perifernoj krvi inficirati te prenositi virus dalje kroz organizam.
Takoder, trenutno nije poznato mogu li se ,,intaktni* primarni monociti u uvjetima in vitro
inficirati ortohantavirusima. Takoder, nepoznato je, ukoliko je bude, kakva ¢e biti jacina i
dinamika replikacije ortohantavirusa u primarnim monocitima. U ovom smo istrazivanju

Zeljeli dati svoj doprinos odgovoru na ta pitanja.

Hipoteze ovog rada bile su kako ortohantavirusi poti¢u urodeni imunosni odgovor primarnih
monocita/makrofaga na razini genske ekspresije, ekspresije povrSinskih biljega i sinteze
solubilnih modulatora bioloskog odgovora, kako postoje razlike u urodenom imunosnom
odgovoru primarnih monocita/makrofaga inficiranih patogenim u odnosu na infekciju
apatogenim ortohantavirusom te kako ortohantavirusi induciraju diferencijaciju primarnih
monocita, ali se smjer diferencijacije razlikuje pri infekciji patogenim i apatogenim
ortohantavirusom. Prve dvije hipoteze dokazane su ovim radom jer su ortohantavirusi
potaknuli urodeni imunosni odgovor primarnih monocita/makrofaga na razini ekspresije gena
1 stani¢nih povrSinskih receptora te sinteze solubilnih modulatora bioloskog odgovora. Postoje
vidljive razlike u urodenom imunosnom odgovoru primarnih monocita i stanica MDM
inficiranih patogenim u odnosu na infekciju apatogenim ortohantavirusom. Treca hipoteza,
kako se smjer diferencijacije monocita razlikuje pri infekciji patogenim i apatogenim

ortohantavirusom nije dokazana, iako postoje znaCajne razlike u genskoj ekspresiji citokina i
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kemokina i njihovih koncentracija u supernatantu. Ipak, potrebna su dodatna istraZivanja kako

bi se ta hipoteza dokazala ili opovrgnula.

U ovom smo istrazivanju ocekivali niski prinos repliciranih virusa u primarnim monocitima i
stanicama MDM/MDDC. Pra¢enjem kinetike infekcije kroz sedam dana, rezultati pokazuju
kako su monociti inficirani virusom PUUV ili TULV podlozni ulasku virusa i infekciji, ali
nisu prijemcivi za replikaciju ortohantavirusa jer se broj kopija virusne RNA segmenta S u
stanicama i u STNT-u smanjuje od 1 do 48 sati poslije infekcije (n.i.). Nadalje, stanice MDM
su prijemcivi za replikaciju patogenim virusom PUUV jer je u 48 sati n.i. u stanicama MDM
detektirano povecanje broja virusnih kopija, dok su za potvrdu replikacije apatogenim
virusom TULV potrebna dodatna istraZzivanja. Trend povecanja ili smanjenja koliCine
virusnih kopija u 3. i 4. d n.i. u stanicama ne mozemo utvrditi, dok je u kasnijim vremenskim
tockama od 5. 1 7. d n.i. biljeZen pad broja virusnih kopija. Medutim, rezultati pracenja
uspjesnosti infekcije pomocu indirektne imunofluorescencije ukazuju kako su stanice MDM
(u 48 h n.i. 1 7 d n.i.), osjetljivi/podlozni infekciji patogenim virusom PUUV i apatogenim
virusom TULV. Iz rezultata mozemo zakljuciti kako je infekcija primarnih monocita
ortohantavirusima bila ograni¢ena, bez produktivne replikacije virusa, dok je replikacija u
stanicama MDM u 48 h n.i. bila prisutna kod patogenog virusa PUUV. PodloZnost stanica
MDM za replikaciju apatogenim virusom TULV bi trebalo dalje sustavno istraziti. Sukladno
drugim istrazivanjima, mozemo zakljuciti kako su i u ovom istraZzivanju stanice MDM bile
podloZne na infekciju ortohantavirusima u odnosu na primarne monocite. Rezultati pokazuju
kako ortohantavirusi nemaju mogucénost replikacije u monocitima moguce iz intrinzi¢nih
razloga u samoj konstituciji monocita kao efektorskih stanica urodene imunosti s pojacanim
unosom 1 prezentacijom antigena, ili iz razloga jer su spororastu¢i virusi, a monociti se
kultivacijom diferenciraju u stanice MDM/MDDC. Rezultati ukazuju kako sposobnost
replikacije u stanicama MDM razlikuje patogene od apatogenih vrsta ortohantavirusa.

Sukladno naSem istraZivanju, u radu Svedskih autora, primarne klasi¢ne monocite zarazili su
virusom PUUYV ili virusom Hantaan (HTNV) visokom razinom mnogostrukosti infekcije
(MOI) od 7,5 te nakon 40 h n.i. detektirali 1,4 % klasi¢cnih monocita zarazenih virusom
PUUV (0,4 % HTNV-om), takoder bez replikacije virusa u STNT-ima inficiranih stanica
(Scholz 1 ostali 2017). U istrazivanjima ove vrste, autori biraju MOI na temelju dostupne
koli¢ine virusa ili ovisno o postavkama pokusa. Tako su u nekim istraZivanjima infekcije
stanica ortohantavirusima radili visokom razinom MOI od 5 ili 7,5 kako bi osigurali

ujednacenu infekciju svih stanica u kulturi (Witkowski i ostali 2016; Scholz i ostali 2017).
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Tako je u jednom radu primijecena povecana ekspresija proteina Mx1 kad je infekcija
virusom TULYV bila izvrSena razinom MOI od 1, u odnosu na infekciju niZzom razinom MOI
od 0,1 (Bourquain i ostali 2019). Mi smo odabrali razinu MOI od 0,1 kako bismo malom
koli¢inom virusa pokusali imitirati prirodnu infekciju. Pretpostavljamo kako je u ovom
istrazivanju u infekciji virusom TULV bilo prisutno vrlo malo virusa te vjerojatno, da smo
koristili ve¢i MOI s ve¢im koli¢inama virusa dobili bismo jaci imunosni odgovor. Moguce je
kako bismo, koriste¢i vecu razinu MOI detektirali replikaciju virusa u stanicama i
supernatantu. Nadalje, drugi autori (Witkowski i ostali 2016; Scholz i ostali 2017) pratili su
infekciju stanica u 12 sati n.i. 1 40 sati n.i. kako bi omogucili uspostavu infekcije te ranu
ekspresiju virusnih gena, kao i detekciju promjena genske ekspresije urodenog stani¢nog
odgovora na infekciju. U skladu s time smo u ovom istraZivanju Zeljeli pratiti cijeli vremenski
tijek infekcije od rane faze s monocitima do kasne faze razluCivanja infekcije s
diferencijacijom monocita te smo imali Sest vremenskih toCaka u prac¢enju genske ekspresije i
solubilnih komponenti te, zbog tehnickih razloga, tri vremenske tocke u pracenju ekspresije

stani¢nih povrSinskih markera.

Infekcije monocita u ovom istraZivanju bile su uspjeSne jer su inficirani monociti 1 stanice
MDM/MDDC statisticki znacajno reagirale na infekciju sintezom proupalnih citokina i
kemokina te poveCanjem genske ekspresije proupalnih gena kod monocita i kasnije
protuupalnih gena kod stanica MDM/MDDC. Kao $to smo oc¢ekivali, u ovom istraZivanju nije
primijecena apoptoza monocita ili stanica MDM/MDDC jer ortohantavirusi nisu citolitic¢ki
niti za druge stanice. Stanice su bile vijabilne tokom cijelog vremenskog tijeka pracenja
infekcije, zabiljeZeno je povecCanje volumena i granuliranosti stanica, koli¢ina dobivene

ukupne RNA se povecavala trajanjem tijeka infekcije.

U istrazivanje su bili ukljueni samo muski dobrovoljni darivatelji krvi radi smanjenja
utjecaja Zenskih hormona na istraZivanje, $to predstavlja ograniCenje ovog istraZivanja.
Postoje fizioloske spolne razlike u osjetljivosti na virusnu infekciju te su muzjaci/muskarci
vise podlozni veéini virusnih infekcija od Zenki/Zena. Zenke/Zene razvijaju snaZniji upalni
odgovor tijekom infekcije te je teZina infekcije veca kod su muZjaka/muskaraca nego kod
Zenki/Zena (S.L. Klein i Roberts 2010).

Dokazane su spolne razlike u imunosnom odgovoru na virusnu infekciju u sintezi citokina,
IFN tipa I i adaptivnoj imunosti (broj T-limfocita i sinteza protutijela) (S.L. Klein i Roberts

2010). Dokazan je ucinak Zenskih spolnih hormona na funkcioniranje imunosnog sustava.
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Zenski spolni hormoni potiéu diferencijaciju monocita prema DC s veéom sintezom IFN tipa
I '1 proupalnih citokina te pove¢anim prijenosom signala preko receptora nalik Tollu (TLR7 1
TLRY) (S.L. Klein i Roberts 2010; S.L. Klein i Flanagan 2016). Prisutne su spolne razlike u
ekspresiji gena u signalnim putevima TLR i indukciji odgovora IFN tipa I gdje je u Zena i
Zenki Stakora povecana ekspresija gena TLR7, MYDS8S, RIGI, STAT3, NFKB, TNF (Hannah,
Bajic, i Klein 2008; Sabra L. Klein, Jedlicka, i Pekosz 2010). Takoder, antigen prezentirajuce
stanice (APC) Zena/Zenki efikasnije su u prezentiranju peptida prema naivnim T-limfocitima
nego APC muskaraca (S.L. Klein i Flanagan 2016; S.L. Klein i Roberts 2010; Seillet i ostali
2012). U akutnoj infekciji bolesnika s HVBS dokazane su spolne razlike gdje Zene izlucuju
vece koncentracije IL-9, FGF-2, and GM-CSF, a manje koncentracije CXCL8 1 CXCL10 u
uporedbi s muSkarcima (Jonas Klingstrom, Lindgren, i Ahlm 2008). Spolne razlike u
imunosnom odgovoru na patogene znace i moguce razlike u odgovoru na terapiju.
Prevalencija infekcije veéa je kod muSkaraca nego kod Zena Sto je takoder utjecano i
povecéanom izloZeno$éu patogenima. Ce$éa udestalost oboljelih muskaraca dokazana je i u
HVBS-u, sto je takoder utjecalo na odabir samo muskih darivatelja u ovom istraZivanju.
Nadalje, odabrali smo i podudarnost dobne skupine darivatelja prema dobnoj skupini HVBS
bolesnika (izmedu 25 i 50 godina starosti).

Uz spol, na sposobnost sinteze citokina/kemokina mogu utjecati i drugi genetski ¢imbenici
poput polimorfizma promotora gena ili pojedinih HLA haplotipova.

U kraljeSnjaka je identificirano nekoliko gena koji utjeCu na otpornosti na bolesti koji
doprinose ucinkovitijem imunosnom odgovoru, smanjenoj replikaciji virusa u organizmu te
lakSoj patologiji bolesti. Najbolje prouceni geni koji utjeCu na otpornosti na bolesti kodiraju
proteine iz superobitelji imunoglobulina i pod utjecajem su spolnih hormona (S.L. Klein i
Roberts 2010). Hormoni prenose signal do elemenata hormonskog odgovora (HRE, od engl.
hormone response elements) u promotoru gena koji reagiraju na hormone, ¢ime utjeCu na
transkripciju gena (S.L. Klein 1 Roberts 2010). HRE su identificirani u promotoru nekoliko
antivirusnih gena kod Stakora usijed infekcije virusom SEOV $§to ukazuje kako spolni
hormoni mogu izravno utjecati na spolno razli¢ite protuvirusne odgovore (Hannah, Bajic, i
Klein 2008). Takoder, s obzirom na to da muZjaci imaju razliite spolne kromosome, a
pojedini geni koji reguliraju imunosni odgovor nalaze se na kromosomu X, male razlike u
alelima ¢e vjerojatno biti jace vidljive kod musSkaraca nego kod Zena (S.L. Klein i Roberts
2010). Tezina HVBS-a djelomi¢no ovisi o genetskim Cimbenicima bolesnika (ucestalost
pojedinih HLA haplotipova, polimorfizam imunosnih i drugih gena) (Mustonen i ostali 1996;

Mikeld 1 ostali 2001; M. L. Wang i ostali 2009; Misa Korva i ostali 2011). Spolni
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polimorfizmi u genu IL-1 predvidaju teZinu i postojanost virusa hepatitisa C kod muskaraca
(Yue Wang i ostali 2003). U bolesnika s HVBS prisutan je individualan odgovor na infekciju
(Jonsson, Figueiredo, i Vapalahti 2010) Sto je dokazano i u naSem istraZivanju gdje je bio

prisutan individualni odgovor donora na infekciju virusima PUUV i TULV.

Prepoznavanje virusa od strane imunosnog sustava prvi je i najkriti¢niji korak u odgovoru
organizma na virusnu infekciju. Prepoznavanje virusa obavljaju citoplazmatske senzorne
molekule, koje prepoznaju jedinstvene virusne ,,uzorke* (npr. virusnu dvolancanu RNA).
Nakon prepoznavanja virusa, senzorne molekule pokrecu signalne kaskade koje induciraju
antivirusni odgovor s pojacanom ekspresijom antivirusnih molekula i/ili molekula upale (npr.
interferoni) (Gack 2017). Takoder, intrinzi¢ni odgovor stanica na virusnu infekciju definira
vrstu i jacinu kasnijeg sustavnog odgovora te moZe imati snazne ucinke na ishod virusne
infekcije 1 zaustavljanje infekcije ili napredovanje do razvoja bolesti (Kell 2022). Patogeni i
apatogeni ortohantavirusi koriste razliCite i1 specifi¢ne integrinske receptore za ulazak virusa u
stanice. Patogeni virusi Koriste integrin ayfs, dok apatogeni koriste integrin osPB; (I. N.
Gavrilovskaya i ostali 1998; 1999; E. R. Mackow i Gavrilovskaya 2001). Svi ortohantavirusi
induciraju interferon (IFN) tipa I u inficiranim stanicama, ali se razlikuju u jadini 1 trajanju
proizvodnje IFN te u daljnjem imunosnom odgovoru (Geimonen i ostali 2002; Spiropoulou i
ostali 2007; Handke i ostali 2009; Matthys i ostali 2011). Tako patogeni ortohantavirusi
uspjesno izbjegavaju ranu indukciju IFN tipa I pomocu svojih proteina te time omogucuju
nesmetanu replikaciju unutar stanica (Kraus i ostali 2004). Kod infekcije virusom PUUV je u
endotelnim stanicama i stani¢noj liniji akutne monocitne leukemije (THP-1) povecanje IFN-
pocelo tek od 8 sati n.i., sa znaCajnim povecanjem zabiljeZenim 24 i 48 sati n.i. (Bourquain i
ostali 2019). Apatogeni ortohantavirus Prospect Hill virus (PHV) nije uspio suprimirati
proizvodnju IFN tipa I Sto je dovelo do ranog spreCavanja replikacije virusa u stanicama
(Matthys 1 Mackow 2012). Ipak, u stanicama THP-1 inficiranim virusom TULV se povecanje
IFN-B pojavilo od 6-8 sati n.i., s trendom smanjivanja od 8 sati n.i. nadalje (Bourquain i ostali
2019). Takoder, apatogeni virus TULV se uspjeSno replicira u ljudskim endotelnim
stanicama, Sto ukazuje kako osim regulacije indukcije IFN-B postoje i drugi ¢imbenici koji
utjeCu na sposobnost ortohantavirusa da budu patogeni (Matthys i ostali 2011; Matthys i
Mackow 2012).

Virusni proteini Gn i NSs povezani su s inhibicijom stani¢nog interferonskog odgovora
(Jaaskeldinen i ostali 2007b; 2008; Alff i ostali 2008; Matthys i ostali 2011). Takoder,
citoplazmatski dio proteina Gn patogenog ortohantavirusa NY-1 (NY-1V) inhibirao je

135



aktivaciju NF-kB i IFN-B dok citoplazmatski dio proteina Gn apatogenog virusa PHV nije
uspio inhibirati transkripcijske odgovore NF-«xB ili IFN- (Alff i ostali 2008). Dokazane
razlike u ulasku, utjecaju virusnih proteina i inhibiciji kaskade signala urodenog imunosnog
odgovora igraju ulogu u patogenicnosti ortohantavirusa (Spiropoulou i ostali 2007; Shim i
ostali 2011). Slijedom navedenog, htjeli smo dati doprinos razjasnjavanju razlika u urodenom
imunosnom odgovoru izmedu patogenih i apatogenih ortohantavirusa pa smo kao modele
virusa uzeli patogeni virus PUUV i apatogeni virus TULV. U radu Raftery i suradnika 2020.
prikazano je kako patogeni, ali ne i apatogeni ortohantavirusi mogu inficirati monocite,

dendritiCke stanice i nezrele stanice MDDC te imati produktivnu replikaciju.

Monociti su trenutno klasificirani u tri subpopulacije na temelju diferencijalne ekspresije
molekula CD14 i CD16. Monocitne subpopulacije jedna su linija stanica u razli¢itim fazama
diferencijacije (Wong i ostali 2011). Subpopulacije monocita se uz osnovne razlike u
fenotipskim znacajkama, razlikuju i po svojim funkcijama i aktivnostima te pokazuju i neke
jedinstvene znacajke (Weber i ostali 2000). Subpopulacije monocita znacajno su promijenjene
tijekom akutne faze infekcije HTNV-om u bolesnika s HVBS-om. U bolesnika monociti
prolaze kroz aktivaciju i ekspanziju subpopulacija; intermedijarni monociti (CD147"CD16")
znacajno su povecani (20 — 30 %), a klasi¢ni (CD147"CD16) te neklasi¢ni (CD14"CD16™)
znacajno su smanjeni (J. Wang i ostali 2014; Tang 1 ostali 2015; X. Li i ostali 2018; Vangeti i
ostali 2021). U drugom istrazivanju su, medutim, tijekom akutne faze HVBS-a u bolesnika
inficiranih virusom PUUV bile znacajno smanjene sve subpopulacije monocita i DC-ova
(Scholz 1 ostali 2017). Smanjivanje subpopulacija monocita i DC-ova u krvi autori su
objasnili kao posljedicu mobilizacije stanica te izlaska iz cirkulacije u tkiva, na mjesta upale
(Scholz i ostali 2017).

Infekcije monocita u ovom istrazivanju prikazuju pretpostavljeno stanje u organizmu prije
Sirenja virusa 1 sistemske infekcije organizma koja prethodi akutnom stanju bolesti u
bolesnika oboljelih od HVBS-a. U naSem istraZivanju su klasicni 1 intermedijerni monociti u 1
h n.i. bili statisticki znacajno smanjeni kod infekcije virusom PUUV u odnosu na neinficirane
stanice i u odnosu na infekcije virusom TULV, a samo intermedijerni u 1 h n.i. kod virusa
TULV u odnosu na neinficirane stanice. Znacajno smanjenje intermedijernih monocita kod
oba virusa ukazuje na gubitak sposobnosti prezentacije antigena, jer je poznato kako
intermedijerni monociti imaju najviSu razinu ekspresije molekula glavnog sustava tkivne
podudarnosti razreda II (MHC II, od engl. major histocompatibility complex, class II) i

kostimulacijskog receptora CD40 od svih monocitnih subpopulacija (Wong 1 ostali 2011).
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Tokom praéenja vremena infekcije vidljiv je pad postotka CD14""CD16  stanica te povecanje
postotka CD14""CD16" stanica kao posljedica infekcije ortohantavirusima te u manjoj mjeri
uvjeta kultivacije. Takoder, protokom vremena infekcije, vidljivo je smanjenje indeksa
obojenja monocitnih markera CD14 i HLA-DR, S$to ukazuje na gubitak sposobnosti
prezentacije antigena, a moguce i na ulazak virusa PUUV u stanicu preko receptora CD14.
Zanimljivo je kako su u 48 h n.i. CD14""CD16" stanice kod virusa TULV bile statisticki
znaCajno povecane u odnosu na virus PUUV S§to ukazuje na sudjelovanje u suprimiranju
virusa kod monocita/MDM inficiranih virusom TULV. Nadalje, u 48. h n.i. su CD14"CD16""
stanice kod virusa PUUV 1 TULV bile statisticki znacajno viSe u odnosu na neinficirane
stanice te takoder kod virusa PUUV u odnosu na virus TULV.

Kultivacijom u uvjetima in vitro monociti adheriraju na plastiku i pocCinju spontanu
diferencijaciju u stanice MDM ili MDDC (L. Fantuzzi i ostali 1999). Poznato je kako odabir
metode izolacije, separacije i kultivacije monocita (izolacija adherencijom na plastiku,
elutriacijom, Ficoll/Percoll gradijentom; separacija pozitivnom selekcijom magnetskim
mikrokuglicama s CD14 protutijelima, negativnom selekcijom magnetskim mikrokuglicama;
kultivacija M-CSF-om ili GM-CSF-om; metode odvajanja stanica) mogu imati razlicite
ucinke na izolaciju subpopulacija, razine ekspresije povrSinskih markera i funkciju stanica te
tako djelomicno utjecati na rezultate (L. Fantuzzi i ostali 1999; Gessani, Fantuzzi, i Belardelli
2000; L. Zhou i ostali 2012). U ovom smo istrazivanju odabrali izolaciju na gradijentu
gustoc¢e (Ficoll) i separaciju negativnom selekcijom magnetskim mikrokuglicama kako bismo
dobili intaktne sve subpopulacije monocita (klasi¢ne, intermedijerne i neklasi¢ne monocite) te
smo 1ih kultivirali uzgojem na neobloZenoj plastici za stani¢ne kulture ili na foliji ,,Lumox*
kako bi monociti $§to manje adherirali na podlogu te Sto kasnije krenuli u diferencijaciju.
Stanice smo odvajali otopinom EDTA za koju smo dokazali kako u najmanjoj mjeri utjece na
smanjenje ekspresije povrSinskih molekula od interesa. U ovom smo istrazivanju odabrali
izolaciju/kultivaciju svih subpopulacija monocita, koja nalikuje stanju subpopulacija

monocita u krvi, radi dobivanja Sto objektivnije slike infekcije monocita ortohantavirusima.

Primarni monociti izolirani iz PBMC-ova mogu u uvjetima in vitro biti diferencirani u
CD14™ MDM-ove, pomocu kultivacije citokinom M-CSF kroz 5 — 7 dana (Italiani i Boraschi
2014). Doduse, takve stanice su nezrele te ih je potrebno aktivirati u Zeljeni pro- ili protu-
upalni oblik kultivacijom Zeljenim citokinima kroz naredna dva dana (H. Liu i ostali 2008;
Italiani i Boraschi 2014; Ginhoux i ostali 2016). Proces diferencijacije potpomaZe pozitivna

povratna sprega M-CSF-a i njegovog receptora CSFIR (H. Liu i ostali 2008). Takoder, rano u
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procesu diferencijacije povecava se ekspresija gena za kemokine, uklju¢uju¢i CCL2, CCL3,
CCL4, CCL7, CCL24 i CXCLS5 (Mantovani, Bonecchi, i Locati 2006; H. Liu i ostali 2008).
Monociti kultivirani u uvjetima in vitro diferenciraju se i aktiviraju, ali ne proliferiraju (L. J.
Zhou i Tedder 1996). Medutim, tijekom ranih sati kultivacije smanjuje se ekspresija MHC II
Sto upucuje na smanjenje sposobnosti prezentacije antigena (H. Liu 1 ostali 2008). Ipak,
monociti bolesnika imali su povecane razine molekula HLA-DR, $to ukazuje na aktivaciju 1
migraciju monocita u periferna tkiva tijekom akutne faze HVBS-a (Vangeti i ostali 2021). U
istrazivanju virusa krimsko-kongoanske hemoragijske vruc¢ice (od engl. Crimean-Congo
hemorrhagic fever virus, CCHFV) primije¢eni su pokazatelji neispravne aktivacije
imunosnog odgovora zbog nedovoljnog povecanja ekspresije molekula MHC 1I kod
makrofaga i DC-ova (Bente i ostali 2010). Prezentacija antigena putem molekula MHC II te
adekvatne razine molekula MHC II potrebne su za aktivaciju adaptivhog imunosnog
odgovora (aktivaciju naivnih T-limfocita), stoga niske razine ekspresije molekula MHC II
mogu ometati sposobnost kontrole virusne infekcije (Bente i ostali 2010). I u ovom
istrazivanju smo 1 sat n.i. pokazali vidljivo smanjenje povrSinske ekspresije monocitnih
markera CD14 1 HLA-DR, kod monocita inficiranih virusom PUUYV u odnosu na neinficirane
monocite, $to ukazuje na gubitak sposobnosti prezentacije antigena. Takoder, dokazano je
statisticko znacajno smanjenje povrSinske ekspresije HLA-DR 1 sat n.i., kod monocita
inficiranih virusom PUUV u odnosu na monocite inficirane virusom TULV $to ukazuje na
vecu moc/sposobnost patogenog virusa PUUV u blokiranju predoCavnja antigena putem
molekule HLA-DR te vecoj sposobnosti izbjegavanja/odgadanja imunosnog odgovora

stanice.

Rezultati pokazuju kako su u ovom istrazivanju monociti uslijed infekcije ortohantavirusima
odgovorili istovremeno i pro- i protu-upalno, tzv. mijeSanim signalom M1/M2 monocita, s
obzirom na to da je zabiljeZzena povecana genska ekspresija pro- i protu- upalnih gena, pro- i
protu- upalnih solubilnih citokina i kemokina u ranoj fazi infekcije. Koncept mijeSanog
M1/M2 odgovora monocita s MI1/M2 fenotipom je relativno nov te odrazava M1/M2
polarizaciju makrofaga, a opisan je ve¢inom kod kroni¢nih i autoimunih bolesti (sistemske
skleroze, sistemskog juvenilnog idiopatskog artritisa, dijabetesa), tumorskih stanica, ali
opisan je 1 u virusnih infekcija. U bolesnika s COVID-19 periferni monociti imali su
proupalni mijeSani M1/M2 fenotip s diferencijacijom u stanice MDM (D. Zhang i ostali
2021). Inficirani monociti su bili morfoloski veci (visoki FSC) te su imali povrSinsku

ekspresiju CD80'CD206", a unutarstani¢no bojanje je pokazalo zna¢ajno povecéanje IL-6 i
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TNF-a, ali i povecanje IL-10 (D. Zhang i ostali 2021). Kod infekcije hepatalne stani¢ne linije
virusom hepatitisa C (HCV) pokazana je diferencijacija monocita u MDM s M2 povrSinskim
fenotipom (CD14" CD11c¢* CD68" CD206" CD163* CD209") te mjeSanim M1/M2 profilom
izluCenih citokina (TNF-a, IL-1B, IL-10, TGF-B), dok je u bolesnika s kroni¢nom infekcijom
virusom HCV molekula CD206 bila povecan na monocitima (Saha et al. 2016). I u
bolesnikaoboljelih od HVBS zabiljeZen je takav profil monocita u krvi bolesnika s
povrsinskom ekspresijom CD206 i CD163 (J. Wang i ostali 2014; X. Li i ostali 2018), iako

nije terminoloSki nazvan mijeSanim signalom M1/M2 monocita.

U ovom istrazivanju u kasnoj fazi infekcije inficirane stanice diferenciraju u stanice MDM
slicne tipu M2 uslijed povecane genske ekspresije protuupalnih gena, ali i solubilnih citokina i
kemokina te ekspresije povrSinskog markera CD206.

Makrofagi posjeduju veliku plasti¢nost te se uslijed uvjeta mikrookoliSa aktiviraju. Aktivacija
u proupalno (M1) ili protuupalno (M2) aktivacijsko stanje makrofaga, koncept je preuzet iz
modela aktivacije T-limfocita u Thl ili Th2 (Mosser i Edwards 2008; Sica i Mantovani 2012).
Za M1 makrofage je karakteristicna velika fagocitna aktivnost, veliki kapacitet prezentacije
antigena i pojacano izlucivanje proupalnih citokina i kemokina, Sto inducira aktivaciju Thl
odgovora limfocita i olakSava fagocitozu posredovanu komplementom (Atri, Guerfali, i
Laouini 2018). Kod nekoliko virusnih infekcija, polarizacija u M1 pogoduje uspostavljanju
virusne infekcije (Herbein i Varin 2010). M2 makrofagi moduliraju Th2 odgovor limfocita
izluCivanjem protuupalnih medijatora, Sto dovodi do nakupljanja neutrofila, monocita i T
limfocita (Nikitina i ostali 2018). Stanice MDM sli¢ne tipu M2 imaju izraZeniju endocitozu i
djelomicne fagocitoze, ukljuceni su mehanizme popravka, homeostazu, metabolicke procese i
patogenezu (Nikitina i ostali 2018). Treba naglasiti kako su M1 i M2 aktivacijska stanja
makrofaga samo ekstremi u kontinuumu mnoStva aktivacijskih stanja (Mosser i Edwards
2008; Sica i Mantovani 2012), gdje aktivacija varira od ranog proupalnog M1 stanja do
kasnijeg protuupalnog M2 stanja (Malyshev 1 Malyshev 2015). Svaki fenotip se javlja kao
odgovor na odredeni podrazaj, M1 kao odgovor na stimulaciju LPS-om i/ili IFN-y; M2a kao
odgovor na IL-4/IL-13; M2b kao odgovor na IgG imunosne komplekse; M2c¢ kao odgovor na
glukokortikoide, IL-10 ili TGF-f, a varijabilnost izraZenih markera koji nisu ogranic¢eni na
M1 i1 M2 stanje oznacavamo kao stanice MDM sli¢ne tipu M1 ili M2 (Biswas i Mantovani
2010; Malyshev i Malyshev 2015; Atri, Guerfali, i Laouini 2018; Nikitina i ostali 2018). Pri
promjenama uvjeta mikrookoliSa MDM i makrofagi mijenjaju svoje aktivacijsko stanje iz M1

u M2 i obratno (Malyshev i Malyshev 2015; Atri, Guerfali, i Laouini 2018; Nikitina 1 ostali
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2018). Takoder, virusi i bakterije mogu aktivno suprimirati antibakterijske i antivirusne
modulatore imunosnog odgovora reprogramiranjem makrofaga u M2 fenotip (Malyshev i
Malyshev 2015). Naravno, u uvjetima in vivo postoji obi¢no nekoliko istovremenih podrazaja

koji utjecu na makrofage i MDM (Sica i Mantovani 2012; Vogel i ostali 2014).

Molekula CD206/MRC1 transmembranski je endocitni receptor koji pripada porodici lektina
tipa C te veZe manozne-, fukozne- i N-acetilglukozaminske- glikoproteine, a prvotno je
nazvan manozni receptor (MR, or engl. mannose receptor) (Gordon i Pliiddemann 2019).
Molekula CD206/MRCI prototipski je marker aktivacije M2 makrofaga (Gordon i
Pliiddemann 2019) jer inducira toleranciju T-limfocita 1 smanjenu citotoksi¢nost (van der
Zande i ostali 2021). U organizmu je izraZen u vecini tkivnih makrofaga i DC-ova, u
mikrovaskularnim endotelnim stanicama (jetre, slezene, limfe, koze) te nekim
specijaliziranim stanicama, dok je s monocita odsutan, ali se brzo eksprimira tokom aktivacije
1 diferencijacije (Martinez-Pomares 2012). U uvjetima in vitro ekspresija molekule CD206
prisutna je na stanicama MDM i MDDC (Taylor, Gordon, i Martinez-Pomares 2005).
Molekula CD206 se veze za manozne glikoproteine kojima su obloZzeni mnogi
mikroorganizmi (Astarie-Dequeker i ostali 1999). Virusi influence, dengue, virus hepatitisa B
(HBV) i virus HIV-1 koriste receptore CD206, CD209 i CLECS5A za ulazak putem endocitoze
u stanice MDM i MDDC u kojima izazivaju imunosni proupalni odgovor (Arboleda Alzate i
ostali 2017; Monteiro i Lepenies 2017). Takoder, glikoproteini Gn i Gc virusa HTV bogati su
manozom (X. Shi i Elliott 2004) pa moZemo pretpostaviti mogucée koriStenje receptora
CD206 za ulazak virusa HTV u stanice. Fagocitoza posredovana receptorom CD206
povecava ekspresiju receptora PPARY (od engl. peroxisome proliferator-activated receptor v),
koji suprimira aktivaciju NF-«xB, a potice izlu¢ivanje molekule/kemokina CXCLS8 (Rajaram i
ostali 2010). Izlu¢ivanje kemokina CXCLS8 je u ovom istraZivanju bilo znacajno povecano
kod infekcije s oba virusa u odnosu na neinficirane stanice samo 1 sat n.i., dok je genska
ekspresija CXCLS bila zna€ajno povecana samo kod monocita inficiranih virusom TULV u
odnosu na neinficirane stanice i to samo u ranoj fazi infekcije (1 i 24 sata n.i.).

U bolesnika s HVBS dokazano je kako su monociti u krvi imali povecanu ekspresiju markera
CD206" i CD163", a promjene u ekspresiji markera CD163 i CD206 bile su u pozitivnoj
korelaciji s tezinom bolesti (X. Li 1 ostali 2018). Zanimljivo je kako je marker CD206
prisutan u krvi kod aktiviranih monocita dok je odsutan s intaktnih monocita u krvi. U ovom
je istrazivanju povrSinska ekspresija markera CD206 kod stanica inficiranih virusom PUUV

bila znacajno povecana tijekom cijelog vremena infekcije te kod stanica inficiranih virusom
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TULV 48 sati 1 7 dana n.i. u odnosu na neinficirane stanice. Jacina signala povrSinske
ekspresije 7 dana n.i. je bila (iako bez statisticke znaCajnosti) iznad razine ekspresije M2
MDM pozitivne kontrole, a ispod razine MDDC pozitivne kontrole, istovremeno
diferenciranih iz istih donora. Mozemo zakljuciti kako su inficirani monociti, u ovom
istrazivanju, ekspresijom markera CD206 bili blizi stanicama MDM sli¢nih tipu M2 nego
stanicama MDDC, $to potvrduje diferencijaciju i smjer aktivacije monocita u stanice MDM
slicne tipu M2. Genska ekspresija MRCI bila je, u ovom istraZivanju, znac¢ajno povecana
tokom vecine vremena pracenja infekcije kod infekcije s oba virusa u odnosu na neinficirane
stanice, a snazno se povecavala u ranoj fazi infekcije te onda stagnirala do kraja infekcije. U
naSem istraZzivanju, ekspresija povrSinskih markera se nije razlikovala kod stanica inficiranih
patogenim u odnosu na stanice inficirane apatogenim virusom. Ipak, zanimljivo je kako je u
naSem istrazivanju povrSinska ekspresija markera CD206 1 sat n.i. bila statisti¢ki znacajno
povecana kod monocita inficiranih virusom PUUV u usporedbi s monocitima inficiranim
virusom TULV, §to ukazuje na pokretanje imunosnog odgovora stanica od samog pocetka
infekcije i veci utjecaj patogenog virusa PUUV na supresiju aktivacije monocita i smjer
diferencijacije od apatogenog virusa TULV. Takoder je u ranoj fazi infekcije izlu€ivanje
proupalnih citokina i kemokina (IL1-B, IL-6, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCLS) bilo
izrazenije kod monocita inficiranih virusom TULV u usporedbi s monocitima inficiranim

virusom PUUV.

Receptor CD209 (deskriptivni naziv DC-SIGN je od engl. dendritic cell-specific ICAM-3
grabbing nonintegrin) takoder pripada porodici lektina C-tipa i klju¢an u migraciji DC-ova i
uspostavljanju prvog kontakta s T-limfocitima, u prenosenju informacija imunosnog odgovora
preko prepoznavanja ICAM-3 te u interakcijama s endotelnim ICAM-2 (Relloso i ostali
2002). Receptor CD209 je specifican za nezrele i zrele DC u perifernim organima
(Geijtenbeek 1 ostali 2000; Relloso 1 ostali 2002), marker je diferencijacije stanica MDDC
(Relloso 1 ostali 2002), ali ga eksprimiraju 1 stanice MDM (Lugo-Villarino i ostali 2018).
Receptor CD209 nije izraZen na monocitima niti aktiviranim monocitima (Geijtenbeek i ostali
2000). U istrazivanja na hepatalnim stanicama inficiranih virusom HCV, kod obe MDM
pozitivne kontrole inducirane u stanice M1 (GM-CSF-om ili IFNy+LPS) te M2 MDM (M-
CSF-om ili IL-4) primjeceno je povecanje ekspresije molekula CD40 1 CD209, Sto ukazuje na
izraZenost ovih markera u oba polariziraju¢a stanja stanica MDM (B. Saha, Kodys, i Szabo
2016). Takoder, u nasem istrazivanju su pozitivne kontrole, stanice MDDC (diferencirani

GM-CSF-om+IL-4), ali i M2 MDM (diferencirani M-CSF-om pa inducirani IL-4) imale
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povrSinsku ekspresiju receptora CD209. Na inficiranim stanicama, u naSem istraZivanju, je
povrSinska ekspresija receptora CD209 48 sati n.i. kod infekcije virusom PUUV bila
statisticki znacajno povecana u odnosu na neinficirane stanice, ipak bila je vrlo niska u
odnosu na ekspresiju receptora CD209 na pozitivnim kontrolama M2 MDM i MDDC
diferenciranih od istih donora. Stoga, uslijed vrlo niske povrSinske ekspresije receptora
CD209, mozemo zakljuciti kako inficirani monociti u naSem istraZivanju ne diferenciraju u

MDDC.

U naSem istraZivanju je povrSinska ekspresija molekule CD163 (marker M?2c
MDM/makrofaga) bila slaba, bez razlika u odnosu na neinficirane stanice. Ipak, 7 dana n.i.
marker CD163 bio je statisticki znac¢ajno povecan kod stanica inficiranih virusom PUUV u
usporedbi sa stanicama inficiranih virusom TULV. Fenotip stanica M2c MDM/makrofaga se
razvija kao odgovor na stimulaciju glukokortikoidima, citokinima IL-10 ili TGF-p (Biswas i
Mantovani 2010). U ovom je istraZivanju izluc¢ivanje TGF-B1 bilo znacajno povecano kod
oba virusa u odnosu na neinficirane stanice tek 7 dana n.i.. Mogucu funkcionalnu aktivaciju

inficiranih stanica u M2¢c MDM fenotip bi bilo poZeljno dalje istraziti.

U ovom istrazivanju je ekspresija molekule/receptora CD40 (marker M1 MDM/makrofaga)
na inficiranim monocitima, bila niska u odnosu na pozitivne kontrole. Kod TULV je receptor
CD40 48 sati n.i. bio znacajno povecan u odnosu na neinficirane stanice, dok u stanicama
inficiranim virusom PUUV nije bilo razlika u odnosu na neinficirane stanice. Takoder,
izmedu virusa nije bilo razlika u povrSinskoj ekspresiji CD40. Zanimljiv je rezultat kako
ortohantavirusi na monocitima ne aktiviraju receptor CD40 te razina ekspresije ostaje na
razini neinficiranih stanica. Receptor CD40 je kostimulacijska molekula izrazena na povrsini
antigen prezentiraju¢ih stanica, B-limfocita i mnogih ne-imunosnih stanica (Elgueta i ostali
2009), a vezanjem na CD40L pokrece aktivaciju steCenog imunosnog sustava, prvenstveno
razvoj citotoksi¢nih CD8" T-limfocita (Ara, Ahmed, i Xiang 2018). Interakcija molekula
CD40-CD40L na povrsini poti¢e unutarstani¢nu aktivaciju vise signalnih puteva (npr. NF-kB)
te poveCanje upalnih citokina i kemokina (Quezada i ostali 2004). Ukoliko izostane
kostimulacijski signal CD40-CD40L razvija se tolerancija umjesto imunosnog odgovora
(Quezada 1 ostali 2004). Genska ekspresija CD40LG bila znacajno povecana 6 sati n.i. u
stanicama inficiranim virusom PUUV, a zna¢ajno smanjena 48 h p.i. u oba virusa u odnosu na

neinficirane stanice. Iz ovih rezultata mozemo zakljuciti kako je izostanak povecanja
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ekspresije CD40 te smanjenje ekspresije CD40LG bio utjecan ,,mimikrijom* oba virusa te

kako monociti inficirani ortohantavirusima ne diferenciraju u stanice M1 MDM.

Receptor na monocitima CCR2 vazan je za mobilizaciju monocita iz koStane srzi u periferna
tkiva te ,putovanje’ na mjesta upale gdje se oni diferenciraju ovisno o signalima iz
mikrookoliSa u ,rjeSavanju” virusnih, bakterijskih, gljivicnih infekcija 1 infekcija
prazivotinjama (Yuanfan Wang i ostali 2009, 2; C. Shi i Pamer 2011). Kultivacijom u
uvjetima in vitro monociti mijenjanju oblik i funkcije. U ovom istrazivanju inficirani su
monociti tijekom vremenskog pracenja infekcije povecali veli€inu stanica te povecali
granuliranost. U jednom istrazivanju monociti su pod utjecajem CCL2 promijenili oblik od
okruglih u izduljene stanice (Wisniewski i ostali 2010). Kultivacijom monociti gube
karakteristi¢ne monocitne markere CCR2 i CCR3, dok markeri CCRI, CCR4, CCR5 1 CXCR4
ostaju nepromijenjene ekspresije na povrSini stanica te genske ekspresije (Di Marzio, Tse, i
Landau 1998; L. Fantuzzi i ostali 1999). Postupno smanjenje ekspresije CCR2 na monocitima
i paralelno povecanje izluc¢ivanja CCL2 potaknuto adhezijom i diferencijacijom rezultira
nestankom CCR2 s diferenciranih stanica MDM koji su potom neosjetljivi na CCL2, Sto
predstavlja mehanizam povratne sprege u regulaciji odgovora monocita/MDM-ova na upalu
(L. Fantuzzi 1 ostali 1999). Sekvenciranje RNA nove generacije pokazalo je kako je CCR2 bio
medu 10 najznacajnijih gena sa smanjenom ekspresijom tijekom diferencijacije monocita u
makrofage, Sto potvrduje kako kultivacijom, prianjanjem za povrSinu i diferencijacijom
monocita u stanice MDM, monociti gube CCR2 (Dong i ostali 2013). U ovom istraZivanju
zanimljiv je rezultat znacajnog smanjenja genske ekspresije CCR2 u ranim satima nakon
infekcije virusom PUUV (1 sat n..) ili virusom TULV (1 i 6 sati n.i.) u odnosu na
neinficirane stanice, dok je istovremeno u STNT-u CCL2 bio znacajno povecan u odnosu na
neinficirane stanice. Stovise, u stanicama inficiranih virusom TULV je 1 sat n.i. ekspresija
gena CCR?2 bila zna¢ajno smanjena u odnosu prema stanicama inficiranih virusom PUUV. U
radu Svedskih autora povrSinska je ekspresija CCR2 bila smanjena na klasi¢énim monocitima i
CD1c+ mDC nakon 40 sati n.i. kod virusa PUUV u odnosu na neinficirane stanice (Scholz i
ostali 2017). S obzirom na to da je uocena smanjena genska ekspresija CCR2 kod inficiranih
stanica u ovom istraZivanju, neovisno o patogenosti virusa, postoji mogucnost kako
ortohantavirusi i preko receptora CCR2 ulaze u monocite. Za monoctni receptor CCRS5
pokazano je kako u HVBS bolesnika genotip CCR5 ne utjeCe na osjetljivost na infekciju
ortohantavirusom (iako su bolesnici homozigoti za funkcionalni CCR5 imali dulji oporavak

zbog dulje oligurne faze i niZeg broja trombocita u usporedbi s heterozigotima) (Kletenkov i
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ostali 2019). Nadalje, CCRS i CXCR4 vazni su ko-receptori za virus HIV-1 (Di Marzio, Tse, i
Landau 1998; Laura Fantuzzi i ostali 2019). U drugom je istraZivanju, kod inficiranih stanica
MDM s virusom HTNV, virusom ANDYV ili virusom SNV, genska ekspresija CCRI i CCR5
bila povecana (Alemka Markoti¢ i ostali 2007b). Nasi rezultati su, naprotiv, pokazali kako
nije bilo razlike u ekspresiji gena CCR5 izmedu inficiranih i neinficiranih monocita, niti kod
stanica. MDM tijekom cijelog vremenskog trajanja infekcije. Stoga iz naSeg istraZivanja
mozemo zakljuciti kako ortohantavirusi ulaskom u stanice ne poticu ekspresiju CCRS u
primarnim monocitima. U jednom istrazivanju infekcija virusom influence A izazvala je brzo
smanjenje CCR2 na monocitima, dok inaktivirani virus nije znac¢ajno promijenio povrsSinsku
ekspresiju CCR2, a ekspresija molekula CCR1 1 CCRS5 je ostala nepromijenjena nakon
virusne infekcije (Salentin i ostali 2003). Budu¢i da je u naSem istrazivanju genska ekspresija
CCR?2 bila znacajno smanjena kod stanica inficiranih virusom PUUYV ili TULV, moZemo
zakljuciti kako je smanjenje CCR?2 prisutno uslijed infekcije ortohantavirusima i odgovora
monocita te kultivacije, a neovisno o patogenosti ortohantavirusa. U jednom je istraZivanju
pokazano kako je povrSinska ekspresija CXCR4 bila prisutna na monocitima prije kultivacije,
dok se u 24 sata kultivacije povecala, a potom bila nemjerljiva u 7. danu kultivacije (L.
Fantuzzi i ostali 1999). U drugom je istraZivanju postojala ekspresija CXCR4 na monocitima
prije kultivacije, a potom pala na nemjerljivu razinu u roku od 24 sata do 7. dana kultivacije
(Di Marzio, Tse, i Landau 1998). Nasi rezultati, takoder, pokazuju naglo smanjenje genske
ekspresije CXCR4 gdje je kod stanica inficiranih virusom PUUV statisticki znacajno
smanjena u 24 sata n.i. te kod stanica inficiranih virusom TULV u 24 i 48 sati n.i. u odnosu na
neinficirane stanice, a kasnije povecanje ekspresije nije bilo statisticki znacajno. Receptor
CXCR4 sudjeluje u popravku i regeneraciji tkiva, povezan je s proliferacijom stanica raka,
hematopoezom i navodenjem stanica te zadrzavanjem monocita u koStanoj srzi i aktivacijom
mati¢nih stanica (Bianchi i Mezzapelle 2020). Primarni ligandi za CXCR4 su CXCL12 i MIF.
Koncentracija MIF je, u ovom istraZzivanju, bilo znacajno povecana kod stanica inficiranih
virusom TULV (1 — 6 sati n.i.) i virusom PUUV (6 sati n.i.) u odnosu na neinficirane stanice,
a kasnije nije imao nikakvih znacajnih razlika u dinamici 1 oscilaciji izlu¢ivanja u STNT. MIF
je pleiotropni upalni citokin i vazan uzvodni medijator urodene imunosti, koji je pohranjen u
citoplazmi te inhibira apoptozu izazvanu aktivacijom stanica (Grieb 1 ostali 2010; Rajasekaran
1 ostali 2016). Ocito upalni signali izazvani ortohantavirusima nisu bili dovoljno opseZzni kako

bi se MIF jace aktivirao.
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Geni primarnog odgovora stanice javljaju se od 0 do 8 h nakon podrazaja, dok se geni
sekundarnog odgovora javljaju od >12 h nakon podrazaja (Donato i ostali 2013). U naSem su
istrazivanju geni primarnog odgovora, za proupalne citokine i kemokine (TNF, IL6, CXCLS)
bili povecani 1 i/ili 6 sati n.i. samo kod monocita inficiranih virusom TULV, dok kod
monocita inficiranih virusom PUUV nisu bili povecani. Vidljivo je kako je upalni odgovor
stanice jace izrazen kod monocita inficiranih virusom TULV S§to ocito rezultira suzbijanjem
infekcije i replikacije ovog ortohantavirusa, potvrduju¢i apatogenu narav virusa. Ekspresija
ostalih gena primarnog odgovora (ILIRN, CCL13, MRCI) koji su se takoder javili 1 sat n.i.
bila je jednaka kod monocita inficiranih virusom PUUV i virusom TULV. Znacajno
povecanje ekspresije gena ILIRN dokazano je 1 sat n.i. kod monocita inficiranih virusom
TULV te 1 i 6 sati n.i. kod monocita inficiranih virusom PUUV, §to je puno ranije od
znaCajnog povecanja ekspresije gena ILIf od 24 do 48 sati n.i. Znacajno povecanje genske
ekspresije ILIRN tako rano u fazi infekcije, a prije pojave ILIf ukazuje kako virus u
monocitima pokuSava utiSati upalni odgovor te pospjesiti Sirenje infekcije. Ipak, u ranim
fazama infekcije (1 — 24 sati n.i.) dominira sinteza proupalnih citokina i kemokina te genska
ekspresija proupalnih gena citokina, kemokina kao i utiSavanje gena za receptore i gena
stimuliranih virusom. Naprotiv, (Cvetko Krajinovi¢, Lidija 2014) pokazala je supresiju ranog
imunosnog odgovora, perifernih mononuklearnih stanica u bolesnika inficiranih virusom
PUUYV, na razini ekspresije gena vaznih za sintezu receptora za prepoznavanje opcih
struktura, kemokina i njihovih receptora, citokina, faktora transkripcije, kao i nekih signalnih
molekula. U ovom su istraZivanju u ranim fazama infekcije znacajno smanjenu ekspresiju
pokazali samo geni za receptore CCR2, CXCR4 i1 kemokin CXCLI0 kod stanica inficiranih
virusom PUUV ili TULV u odnosu na neinficirane stanice.

Vecina solubilnih proupalnih citokina (TNF-a, IL-1B, IL-6, GM-CSF) i kemokina (CCL2,
CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 i MIF) dosegla je vrhunac izluc¢ivanja u STNT-u 24 sata n.i.,
smanjujuci se u kasnoj fazi infekcije. Poznato je kako TNF-o utjece na razinu ekspresije vise
receptora (smanjenjem ili povecanjem ekspresije), medu njima je i CD55 (DAF) koji
ortohantavirusi koriste za ulazak u stanice (Krautkrdmer i Zeier 2008). Nadalje, poznato je
kako TNF-a smanjuje ekspresiju CCR5 i CXCR4 Sto rezultira smanjenjem infekcije virusom
HIV (Bailer, Lee, i Montaner 2000). S obrizom na to da je, u naSem istraZivanju, ekspresija
gena TNF bila znacajno povecana samo kod monocita inficiranih virusom TULV 1 sat n.i.,
mozemo pretpostaviti kako takoder i TNF-a utjeCe na nemogucnost virusa TULV da zarazi

daljnje stanice.
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U ovom istrazivanju je ekspresija gena CCLI3 bila povecana u inficiranim monocitima u
skoro svim vremenskim to¢kama kod oba virusa u odnosu na neinficirane stanice. Kemokini
pripadaju porodici o-kemokina (CXC kemokini, npr. CXCL8, CXCL10) ili porodici B-
kemokina (CC kemokini npr. CCL2, CCL4, CCLS5, CCL13). CXC kemokini utjeu i
prvenstveno privlace neutrofile, dok CC kemokini privlace i utjeu na monocite, eozinofile 1
T-limfocite (Berkhout i ostali 1997). CCL13 je ¢lan porodice CC kemokina koji su monocitni
kemoatraktanti te je kemoatraktant za monocite, T-limfocite, nezrele DC i eozinofile
(Mendez-Enriquez i Garcia-Zepeda 2013). Molekula CCL13 je ligand za receptore CCRI,
CCR2, CCR3, ACKR1 (DARC), ACKR2 (CCR9) (Berkhout i ostali 1997; Mendez-Enriquez
1 Garcia-Zepeda 2013; K. Chen i ostali 2018). Molekula CCL13 je povezan s eozinofilijom u
astmi, degranulacijom bazofila i eozinofila, s kemotaksijom monocita i izluivanjem
proupalnih citokina u reumatoidnom artritisu (propadanjem zglobova, proliferacijom
hondrocita), multiplom sklerozom (aktivacija oligodendrocita i razaranje mijelina), pretilosti
1 aterosklerozom (stvaranje plakova) (Mendez-Enriquez 1 Garcia-Zepeda 2013). Molekula
CCLI13 je takoder homeostatski kemokin u raznim tkivima — npr. u sekundarnim limfnim
organima, i ima funkciju usmjeravanja (od engl. homing) T- i B- limfocita kao i DC (Mendez-
Enriquez 1 Garcia-Zepeda 2013; K. Chen i ostali 2018). Pokazano je kako se kemokin CCL13
oslobada kao posljedica aktivacije NF-kB, zajedno s drugim kemokinima (Garcia-Zepeda i
ostali 1996) te je takoder induciran i u Thl- i Th2-tipu imunosnog odgovora (proupalnim
citokinima TNF-a, IL-1B i IFN-y te protuupalnim IL-4) (Garcia-Zepeda i ostali 1996;
Mendez-Enriquez i Garcia-Zepeda 2013). Molekula CCL13 se ipak viSe povezuje s modelom
aktivacije T-limfocita u Th2 tip odgovora. Koncentracija kemokina CCLI13 znacajno je
smanjena u serumu bolesnika oboljelih od HPS-a (Morzunov i ostali 2015). U jednom su
istrazivanju kod djece oboljele od respiratornih virusnih infekcija koncentracije kemokina
CCL7 i CCL13 bile znacajno povecane kod djece zaraZenih virusom u usporedbi s uzorcima
iste djece kada su bila asimptomatska, a koncentracije kemokina CCL7 1 CCL13 su znacajno
korelirale s brojem makrofaga u uzorcima aspirata nosa (od engl. nasal aspirate) (Santiago i
ostali 2008). Stanice MDM kao i MDDC luce CCL13 (Caux i ostali 2000; Schinnerling,
Garcia-Gonzélez, i Aguillén 2015) pa na osnovi sinteze kemokina CCL13 ne mozemo tvrditi
smjer diferencijacije monocita uslijed infekcije ortohantavirusima.

U ovom istrazivanju je izlu¢ivanje kemokina CCL22 u supernatant bilo povecano samo 6 sati
n.i. kod stanica inficiranih virusom PUUV ili TULV u odnosu na neinficirane stanice.
Kemokin CCL22 izlucuju M2a makrofagi, stanice MDM, DC i MDDC te aktivirani B-

limfociti, a veZe se na CCR4 prisutan ve¢inom na Th2 stanicama (Yashiro i ostali 2019).
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Pretpostavljamo kako je u ovom istraZivanju sinteza kemokina CCL22 bila potaknuta

ekspresijom molekule CD206/MRC]1.

Proupalni kemokin CXCL10 luce monociti, DC, neutrofili, hepatociti, fibroblasti, endotelne i
druge stanice uslijed stimulacije s IFN-y, TNF-a i IL-1f preko signalnog puta ovisnog o NF-
kB 1 STATI, a potice regrutaciju T-limfocita i NK-stanica, monocita i eozinofila (Yeruva,
Ramadori, i Raddatz 2008; M. Liu i ostali 2011). U jednoj studiji pokazali su sinergijski
ucinak IL-1B i IFN-y u indukciji kemokina CXCL10 kod crijevnih epitelnih stanica u
uvjetima in vitro (Yeruva, Ramadori, 1 Raddatz 2008), dok su u drugoj studiji pokazali
sinergijski uc¢inak LPS-a i IFN-y u indukciji kemokina CXCL10 u neutrofilima (Tamassia i
ostali 2007). Postoje takoder opre¢ne studije koje govore u prilog stimulacije izluCivanja
kemokina CXCL10 induciranog s citokinom IFN-B (Vazirinejad i ostali 2014). Koncentracija
kemokina CXCL10 u bolesnika s HVBS-om povecana je u serumu, kao i u genskoj ekspresiji
u stanicama PBMC, a takoder i kod drugih virusnih infekcija i bolesti (Jonas Klingstrom,
Lindgren, i Ahlm 2008; P.-Z. Wang i ostali 2012; Cvetko Krajinovi¢, Lidija 2014; Y. Zhang i
ostali 2014). U uvjetima in vitro nakon infekcije s razli¢itim ortohantavirusima sinteza
kemokina CXCLI1O0 bila je povecana i na genskoj i na proteinskoj razini u raznim stanicama,
HMVEC, MDM i1 THP-1/PMA (Sundstrom i ostali 2001; Shin, Yanagihara, i Song 2012). U
ovom istrazivanju je, oc¢ekivano, koncentracija kemokina CXCL10 u STNT-u bila zna¢ajno
povecana kod inficiranih monocita u odnosu na neinficirane stanice, kod infekcije virusom
TULV znacajno 48 sati n.i., a kod infekcije virusom PUUV 7 dana n.i. Zanimljivo je kako je
u ovom istrazivanju genska ekspresija CXCLI0 u inficiranim monocitima bila znacajno
smanjena u ranoj fazi infekcije (u 1. satu n.i. kod infekcije virusom TULV i u 1. 1 6. satu n.i.
kod infekcije virusom PUUV), dok je u kasnoj fazi infekcije bila znacajno povecana samo
kod infekcije virusom PUUV u odnosu na infekciju virusom TULV i na neinficirane stanice,
StoviSe kemokin CXCL10 imao je najvecu razinu ekspresije od svih prou€avanih gena, dok je
kod infekciju virusom TULV genska ekspresija CXCLI0 u kasnoj fazi infekcije bila znacajno
smanjena u odnosu na neinficirane stanice. U drugom istrazivanju je u endotelnim stanicama
genska ekspresija CXCLI0 kod apatogenog virusa PHV bila pove¢ana ve¢ 1 dan n.i., a kod
patogenih ortohantavirusa tek 4 dana n.i. (Geimonen i ostali 2002). MoZemo zakljuciti kako
usprkos razlikama u vrsti stanica te stupnju diferencijacije indukcija sinteze kemokina
CXCLI10 razlicita je kod infekcije patogenim u odnosu na infekciju apatogenim
ortohantavirusom. U ovom istraZivanju je supresija sinteze kemokina CXCL10 kod infekcije

apatogenim virusom TULV takoder povezana s viremijom u stanicama jer su stanice MDM
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uspjele zauzdati infekciju virusom TULV, dok je kod infekcije virusom PUUV viremija u
stanicama bila dokazana 48 sati n.i., a znaajno povecano izlucivanja kemokina CXCL10
detektirano je od 5. do 7. dana n.i. kod infekcije virusom PUUV u odnosu na infekciju
virusom TULYV i na neinficirane stanice. lako mjerljiva sinteza IFN-y u ovom istrazZivanju nije
dokazana, a s obzirom na to da je sinteza kemokina CXCL10 u STNT-u kao 1 ekspresija gena
bila povecana, o€ito mehanizam indukcije sinteze kemokina CXCL10 kod infekcije
ortohantavirusima djeluje preko TNF-a te moguce i preko IFN-B. Takoder, iako joS uvijek
postoje nepoznanice oko bioloSkih puteva i funkcija kemokina CXCL10, s obzirom na to da
je u ovom istrazivanju prisutno izluc¢ivanje kemokina CXCL10 u STNT kod inficiranih
stanica, usprkos pocetno znacajno smanjenoj genskoj ekspresiji, moZemo pretpostaviti kako

kemokin CXCL10 postoji pohranjen u stani¢nim granulama.

U jednom istraZivanju su monociti izloZeni Zivom virusu herpes simplexa tipa 1 (HSV-1), ili
virusu inaktiviranom ultraljubiCastim svjetlom, neovisno o podrazaju, proizvodili zeleni
fluorescentni protein (GFP, od engl. green fluorescent protein) $to vjerojatno odrazava
unos/endocitozu virusnih cestica, a ne infekciju te time pokazali kako aktivna replikacija
virusa HSV-1 nije potrebna za proizvodnju citokina (Cros i ostali 2010). Naprotiv, istodobno
su fibroblasti proizvodili GFP samo kod infekcije Zivim virusom (Cros 1 ostali 2010).
Takoder, u drugom istraZivanju monocita inficiranih Zivom ili UV tretiranim virusom Ebola,
su monociti neovisno o podrazaju, bili aktivirani i proizvodili citokine te su zakljucili kako
nije potrebna aktivna replikacija virusa Ebola za aktivaciju monocita (Stroher i ostali 2001).
Iz naSeg istraZivanja moZemo takoder zakljuciti kako za aktivaciju monocita i proizvodnju
citokina te kemokina nije nuZna produktivna replikacija ortohantavirusa u monocitima.
Nadalje, moZemo zakljuciti kako je aktivacija monocita neovisna o vijabilnosti virusa,
posljedica same prirode monocita kao efektorskih stanica urodene imunosti s pojacanim
unosom i prezentacijom antigena. Zanimljivo je kako je, u ovom istrazivanju, ekspresija
molekule HLA-DR u 1. satu n.i. bila statisticki zna¢ajno smanjena kod monocita inficiranih
virusom PUUV u odnosu na monocite inficirane virusom TULYV, §to ukazuje kako patogeni
virus PUUV ima utjecaj na sposobnost prezentacije antigena smanjuju¢i molekulu HLA-DR
na monocitima, za razliku od apatogenog virusa TULV koji ima isti indeks obojenja HLA-
DR-a kao kod neinficiranih monocita. Patogeni virus PUUV moZe porementiti prezentaciju

antigena, kako ga se ne bi prepoznalo.

148



Aktivnost transkripcijskog faktora STATI izostaje ili je vrlo niska u svjeZe izoliranim
monocitima, ali se spontano aktivira tijekom procesa diferencijacije monocita (Coccia 1 ostali
1999). Vremenski ovisna indukcija STATI dobro korelira s pove¢anom ekspresijom nekih
markera diferencijacije makrofaga (Coccia i ostali 1999). U ovom istraZivanju je ekspresija
STATI bila povecana od 48 sati do 7 dana n.i. samo kod stanica inficiranih virusom PUUV,
dok je kod stanica inficiranih virusom TULV bila pove¢ana u 48 sati n.i. u odnosu na
neinficirane stanice, sa znacajnim razlikama medu virusima gdje je gen STATI kod infekcije
virusom PUUV bio povecan od 48 sati do 7 dana n.i. u odnosu na infekciju virusom TULV.
Citokin TGF-B1, koji inace inhibira proces sazrijevanja, aktivaciju i ekspresiju gena STATI, u
naSim je pokusima bio znacajno povecan tek 7 dana n.i. Stoga moZemo pretpostaviti kako
postoji jo$ neki put inhibicije gena STATI, koji je pod utjecajem samog virusa. Prilikom
infekcija virusom PUUV, geni inducirani virusom STATI i IFITM3, koji se inace potaknuti
interferonom javljaju rano nakon ulaska virusa u stanice ovdje su znacajno povecani tek od 48
sati do 7 dana n.i. (STAT1 od 48 sati do 7 dana n.i.; [IFITM3 u 5 do 7 dana n.i.). Poznato je
kako ortohantavirusi suprimiraju put interferona, Sto (pretpostavlajmo) ¢ine i u monocitima u
ovom istrazivanju, dok je u kasnoj fazi infecije u stanicama MDM taj put induciran s
obzirom na to da je detektirano povecanje genske ekspresije STATI tek u kasnijim
vremenskim toCkama. Ekspresija gena STAT3 nije bila znaCajna kod inficiranih stanica u
odnosu na neinficirane stanice. Jedno istrazivanje pokazalo je kako je poticanje primarnih
ljudskih makrofaga s IFN-a rezultiralo znacajnom aktivacijom STATI u prisutnosti IL-10, Sto
je dovelo do aktivacije nekoliko gena ovisnih o STATI kao Sto su CXCL9, CXCLI0 i IFN
regulatorni faktor 1 (IRF1) (Sharif et al. 2004). U naSem istraZivanju je koncentracija citokina
IL-10 u STNT-u bila skoro nedetektabilna, iako postoje razlike u odgovoru inficiranih stanica
u usporedbi s neinficiranim stanica te stanica inficiranih virusom PUUV i TULV. U ovom
istrazivanju, su se geni CXCLI0, IFITM3 i STATI istaknuli kao kao potencijalni biomarkeri

infekcije patogenim u odnosu na infekciju apatogenim ortohantavirusom.

Prilikom diferencijacije monocita u stanice MDM/MDDC aktivira se vise tisu¢a gena (H. Liu
i ostali 2008; Italiani i ostali 2014; Z. Zhang i ostali 2020). Istrazivac¢i grupiraju aktivirane
gene u smislene skupine radi lakSe interpretacije. Jedna skupina gena koji su bitni tijekom
procesa diferencijacije su kod neaktiviranth monocita bili smanjene ekspresije, zatim
povecane tijekom aktivacije te ponovno smanjene kod diferenciranih stanica MDM, a
ukljucivali su gene za citokine i kemokine, imunost i obranu, stani¢nu pokretljivost, prijenos

signala 1 prijenos signala putem povrSinskih receptora (H. Liu i ostali 2008). Nadalje, geni
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koji su bili povecane ekspresije u monocita, a tijekom diferencijacije se smanjuju, ukljucivali
su gene ukljuc¢ene u imunost posredovanu MHC razredom II, imunost prema T-limfocitima te
metobolizam lipida, masnih kiselina i steroida (H. Liu i ostali 2008). Druga skupina gena
potrebna je za diferencijaciju te je klju¢na za funkciju diferenciranih MDM, u kojoj su geni sa
smanjenom ekspresijom kod monocita te pove¢anom cijelo vrijeme trajanja diferencijacije, a
ukljucivali su procese vezane uz pokretljivost stanice, metabolizam ugljikohidrata,
aminokiselina i proteina, imunost i obranu, sklapanje proteina te egzocitozu. Tre¢a skupina
gena pokazala se vaznima za funkciju ili odrzavanje stanica MDM jer su bili povecane
ekspresije tek kasnije tijekom diferencijacije, a ukljucivala je gene za metabolizam koenzima,
vitamina i transport elektrona, puteve stanicne proliferacije i diferencijacije, signalne puteve
posredovane ligandima i puteve prijenosa signala. Tijekom diferencijacije u stanice MDM
vecina gena transkripcijskih faktora bila je smanjene ekspresije, Sto ukazuje kako je supresija
gena vaznih za transkripcijsku regulaciju klju¢na u diferencijaciji monocita u stanice MDM
(H. Liu 1 ostali 2008). Takvu dinamiku genske ekspresije smo utvrdili i u naSem istraZivanju
gdje su geni za transkripcijske faktore bili povecani tek u kasnoj fazi infekcije.

U radu Italiani i suradnika 2014 su po prvi puta pokazali kako ista populacija stanica
(monocita) moZe prije¢i iz proupalnog M1 stanja u protuupalno M2 stanje stanica MDM.
Znacajno promijenjene gene podijelili su u pet funkcionalnih grupa ovisno o procesima:
upala, rana protuupala i protuupala, diferencijacija uzrokovana upalom, pozitivna
diferencijacija te negativna diferencijacija. Geni koji su povezani s M1 MDM bili su u
grupama upala i diferencijacija uzrokovana upalom, dok su geni povezani sa stanjem M2
stanica MDM bili u procesu pozitivna diferencijacija 1 negativna diferencijacija. U toj studiji
monocite su stimulirali pomocu citokina CCL2 pa LPS-om i TNF-om, a naznacili su takoder
da kada su koristili virusni podrazaj (umjesto LPS-a) kako je imunosni odgovor bio je vrlo
slican (osim Sto je takoder izazvao virusno specifi¢ni odgovor) (Italiani i ostali 2014). U
naSim uvjetima gdje su monociti bili inficirani ortohantavirusima formirao se u ranoj fazi
infekcije mijeSani M1/M2 monocitni odgovor, a u kasnoj fazi infekcije protuupalni odgovor
stanica MDM sli¢nih tipu M2. Monociti inficirani virusima, su u ovom istraZivanju odmah
nakon infekcije (1 sat n.i.) znaCajno povecali ekspresiju proupalnih gena CXCLS, TNF,
CCLI13 te protuupalnog ILIRN, dok su IL6 1 ILIB bili znacajno povecani od 6.-48. h n.i., ali s
trendom naglog smanjenja ekspresije kasnije tijekom infekcije, Sto odgovara dinamici
funkcionalne grupe upala. Geni CCL4 i CCR5 imali su identi¢an trend, ali bez ikakvih
znacajnosti u odnosu na neinficirane stanice. U ovom istrazivanju su trend funkcionalne grupe

protuupala sa znacajnim smanjenjem u ranoj fazi infekcije te kasnijim povecanjem ekspresije,
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imali geni IL27, CXCLI10, IFITM3, CD40LG, CCR2, CXCR4. Ekspresija gena MRCI bila je
jednaka funkcionalnog grupi diferencijacija uzrokovana upalom s naglim povecanjem
ekspresije od 1. sata n.i. te dosegom platoa ekspresije od 24 sata do 7 dana n.i. Geni IL37 i
STATI pripali su grupi pozitivna diferencijacija s konstantnim povecanjem ekspresije kod
stanica inficiranih virusima (bez promjena ekspresije u ranoj fazi, ali s konstantnim
povecanjem od 48 sati do 7 dana n.i.). Ekspresija gena CD68 kod inficiranih stanica bila je
najsli¢nija dinamici funkcionalne grupe ,,negativna diferencijacija“ s povecanjem ekspresije 1
sat n.i. pa stagnacijom, a bez razlika prema neinficiranim stanicama u kasnijem tijeku
infekcije. Najznacajnije razlike u naSem istrazivanju prema spomenutoj studiji (Italiani i ostali
2014) bile su za gene CXCL10, STATI te IFITM3 gdje je u toj studiji ekspresija tih gena bila
prvotno povecana, a u naSim uvjetima bili su prvotno smanjeni $to moZemo zakljuciti kako je
direktan rezultat djelovanja ortohantavirusa na spomenute gene.

U monocitima inficiranim virusom TULV je na pocetku infekcije bilo aktivirano vise
signalnih puteva u odnosu na monocite inficirane virusom PUUV, uslijed aktivacije signalnih
puteva vezanih uz gen TNF. Nadalje, kod stanica inficiranih virusom PUUYV bio je aktiviran
put interakcije citokina i citokinskih receptora zbog aktivacije gena CD40LG koji je kod
stanica inficiranih virusom TULV bio znaCajno sniZen u odnosu na neinficirane stanice. U
kasnoj fazi infekcije je kod stanica inficiranih virusom PUUV bilo aktivirano viSe signalnih
puteva nego kod stanica inficiranih virusom TULV. MoZemo zakljuciti kako je u ranim
satima nakon infekcije u monocitima inficiranim virusom TULV potaknuto viSe gena i
signalnih puteva gdje stanice uspijevaju utiSati virusnu infekciju 1 replikaciju, dok je u kasnoj
fazi pracenja infekcije bilo vise dogadanja u stanica MDM inficiranih virusom PUUV gdje se
patogeni ortohantavirus nakon pocetnog mijeSanog pro/-protuupalnog odgovora monocita
ipak uspjeva replicirati i potaknuti protuupalni odgovor diferencijacijom u stanice MDM
sli¢ne tipu M2, sintezom i izlu€ivanjem protuvirusne gene i proteina.

Potrebna su daljnja istraZivanja s ukljuenim veéim brojem gena, transkripcijskih faktora,
solubilnih modulatora biolodkog odgovora, povrSinskih molekula te analizama aktivacije
stanica kako bi se dao daljnji doprinos diferencijaciji primarnih monocita nakon infekcije
ortohantavirusima te razlikama u infekciji patogenim u odnosu na infekciju apatogenim

ortohantavirusom.
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6. ZAKLJUCCI

1. U ovom istrazivanju su po prvi put u uvjetima in vitro ispitani i usporedeni elementi
urodenog imunosnog odgovora primarnih monocita/makrofaga, na infekciju patogenim
Puumala (PUUV) ili apatogenim Tula (TULV) ortohantavirusom, prate¢i klju¢ne promjene u
ekspresiji stani¢nih povrSinskih markera (kod sedam donora) te ekspresije gena i lucenja

proteina u supernatant (kod Sest donora).

1. Po prvi puta je pracena dugotrajna kultivacija inficiranih primarnih monocita
ortohantavirusima (HTV) kroz sedam dana uz postojanu vijabilnost stanica te su zabiljeZene

razlike urodenog imunosnog odgovora tijekom rane i kasne faze infekcije.

2. Primarni monociti nisu podlozni replikaciji virusa HTV, dok primarni monociti nakon 48
sati od infekcije jesu podloZni replikaciji virusa HTV.

Mogucée kako sposobnost replikacije u stanicama nakon 48 sati od infekcije razlikuje
patogene od apatogenih ortohantavirusa. Razlike u podloznosti stanica replikaciji patogenog i
apatogenog ortohantavirusa potrebno je dalje istraZiti.

Takoder, potrebno je dalje istraziti razloge podloZnosti stanica na replikaciju nakon 48 sati od
infekcije, jesu li uzorkovani diferencijacijom monocita per se (zbog kultivacije) ili uslijed
»sporog* replikacijskog ciklusa ortohantavirusa koji su inae ,,spororastuc¢i® virusi i u

stanicama za uzgoj virusa.

3. Pokretanje/aktivacija imunosnog odgovora u primarnim monocitima nakon ulaska
ortohantavirusa u stanice i infekcije neovisno/a je replikaciji virusa HTV.

Urodeni imunosni odgovor monocita javlja se ve¢ u 1. satu nakon infekcije ortohantavirusima
na razini ekspresije gena, povrSinskih molekula/receptora i sinteze solubilnih modulatora

bioloSkog odgovora.

4. HTV poticu aktivaciju primarnih monocita s mijeSanim M1/M2 odgovorom monocita u
ranoj fazi infekcije (izluCivanje 1 povecana genska ekspresija 1 proupalnih i protuupalnih
citokina i kemokina) te induciraju diferencijaciju prema stanicama MDM sli¢nih tipu M2 u
kasnoj fazi infekcije (izluCivanje i povecana povrSinska ekspresija protuupalnih citokina i

kemokina te povrSinskih receptora).
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Potencijalno razlikovanje smjera diferencijacije pri infekciji patogenim virusom HTV (prema
stanicama MDM sli¢nih tipu M2) od apatogene infekcije (prema stanicama MDM sli¢nih tipu

M1) potrebno je dalje istraZiti.

5. Postoje znacajne razlike u urodenom imunosnom odgovoru primarnih monocita inficiranih
patogenim virusom PUUV u usporedbi s primarnim monocitima inficiranim virusom TULV.
Razlike su dokazane ve¢ u 1. satu nakon infekcije s izluCivanjem vecih koncentracija
proupalnih kemokina i citokina te aktivacijom viSe bioloskih procesa i stani¢nih signalnih
puteva kod monocita inficiranih apatogenim virusom TULV u usporedbi s monocitima
inficiranim patogenim virusom PUUV.

Razlike u genskoj ekspresiji najocitije su u kasnoj razi infekcije s ekspresijom gena
induciranih virusom te aktivacijom vise bioloskih procesa i stani¢nih signalnih puteva kod
stanica inficiranih patogenim virusom PUUV u usporedbi sa stanicama inficiranim
apatogenim virusom TULV.

Dokazane razlike daju doprinos rasvjetljavanju razlika u intrinzi¢noj virulentnosti virusa
PUUYV i TULV gdje stanice na infekciju virusom TULV reagiraju s vise ukljucene ,,stani¢ne
masinerije te suprimiraju apatogeni virus TULV, a patogeni PUUV izaziva slabiju reakciju

te uspjeva preZzivjeti i replicirati se u stanicama.

6. Dokazan je individualni imunosni odgovor donora na infekciju virusima HTV i razdvajanju
u dvije grupe po tri donora (tzv. ,,proupalna* donora koja su u ranoj fazi infekcije imala vece
koncentracije nekih citokina i kemokina i manji broj kopija virusne RNA u supernatantu i u
stanicama te ostala tri tzv. ,,protuupalna‘® donora koja su u ranoj fazi infekcije imala niske
koncentracije kemokina ili konstantno vece koncentracije proupalnih citokina i ekspresiju
proupalnih gena te veci broj kopija virusne RNA u supernatantu i u stanicama).

Individualne razlike u imunosnom odgovoru donora bilo bi poZeljno dalje istraziti.
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8. PRILOZI

8.1. Popis kratica

°C
a

ADCC

ADE

AF
ANDV
APC

B
BALB/c

BSL-2
BSL-3
CCHFV

CCL
CCR
CD
cDC
cDNA
CLEC

CPD

CSFIR
G
CXCL
CXCR
CX3CL

Celzijev stupanj

gr¢ko slovo alfa

stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima (od engl. antibody dependent
cell-mediated cytotoxicity)

pojacavajuci signal posredovan protutijelima (od engl. antibody-dependent
enhancement)

Alexa Fluor

Andes orthohantavirus

antigen prezentirajuce stanice (od engl. antigen presenting cells)

gr¢ko slovo beta

BALB/c soj miseva (od engl. Bagg and Albino mouse stain; albino laboratory-
bred strain of the house mouse)

laboratorij 2. stupnja biosigurnosti (od engl. biosafety level 2 laboratory)
laboratorij 3. stupnja biosigurnosti (od engl. biosafety level 3 laboratory)

virus krimsko-kongoanske hemoragijske vrucice (od engl. Crimean-Congo
hemorrhagic fever virus)

kemokinski ligand C-C uzorka (od engl. C-C motif chemokine ligand)
kemokinski receptor C-C uzorka (od engl. C-C motif chemokine receptor)
stani¢ne povrSinske molekule (od engl. cluster of differentiation)

mijeloidne dendriticke stanice (od engl. conventional dendritic cells)
komplementarna DNA (od engl. complementary DNA)

od engl. calcium-dependent lectin domain family that acts as a pattern
recognition receptor (PRR)

citrat fosfat dekstroza (od engl. citrate phosphate dextrose)

ciklus kvantifikacije (od engl. quantification cycle)

od engl. colony stimulating factor 1 receptor

ciklus prelaska praga (od engl. cycle threshold)

kemokinski ligand C-X-C uzorka (od engl. C-X-C motif chemokine ligand)
kemokinski receptor C-X-C uzorka (od engl. C-X-C motif chemokine receptor)
kemokinski ligand C-X3-C uzorka (od engl. C-X3-C motif chemokine ligand)
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CX3CR

A
DAF/CDS55

DAPI
DC
DOBV

EDTA
eF
ELISA

EM
EMEM

ERGIC

EU
FACS

FBS
FcR
FFU
FITC
FMO

FSC

Y

g
Gc

gClgR/p32
G-CSF

kemokinski receptor C-X3-C uzorka (od engl. C-X3-C motif chemokine
receptor)

grcko slovo delta

¢imbenik ubrzavanja propadanja komplementa (od engl. complement decay-
accelerating factor)

4'.6'-diaminidin-2'-fenilindol dihidroklorid

dendriticke stanice (od engl. dendritic cells)

Dobrava-Belgrade orthohantavirus

gr¢ko slovo epsilon

etilendiamin tetraoctena kiselina (od engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
eFluor

kolorimetrijski imunoenzimski postupak (od engl. enzyme-linked
immunosorbent assay)

elektronska mikroskopija (od engl. electron microscopy)

medij EMEM (od engl. minimum essential medium eagle with earle’s balanced
salt solution)

Endoplazmatski retikulum-Golgijev intermedijarni odjeljak (od engl.
endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment)

Europska unija

fluorescencijom aktivirano razvrstavanje stanica (od engl. fluorescence-
activated cell sorting)

fetalni govedi serum (od engl. fetal bovine serum)

Fc receptor

od engl. focus-forming units

fluorescein izotiocijanat (od engl. fluorescein isothiocyanate)

mjeSavina protutijela u kojima nedostaje jedno protutijelo iz panela za kojeg se
odreduje prag pozitivnosti (od engl. fluorescence minus one)

rasap svjetlosti prema naprijed (od engl. forward-scatter)

gr¢ko slovo gamma

gravitacija

C-terminalna podjedinica glikoproteina ortohantavirusa

receptor za globularnu domenu komponente komplementa Clq

¢imbenik stimulacije kolonija granulocita (od engl. granulocyte colony

stimulating factor)
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GFP

zeleni fluorescentni protein (od engl. green fluorescent protein)

GFRa2 od engl. GDNF family receptor alpha-2

GIcNAc N-acetilglukozamin

GM-CSF ¢imbenik stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (od engl. granulocyte
macrophage colony-stimulating factor)

Gn N-terminalna podjedinica glikoproteina ortohantavirusa

GPC prekursor glikoproteina (od engl. glycoprotein precursor)

h sat, sati

HBV virus hepatitisa B (od engl. hepatitis B virus)

HCV virus hepatitisa C (od engl. hepatitis C virus)

HCPS hantavirusni kardiopulmonarni sindrom (od engl. hantavirus cardiopulmonary
syndrome)

HIV-1 virus humane imunodeficijencije (od engl. human immunodeficiency virus)

HLA ljudski leukocitni antigen (od engl. human leukocyte antigen

hNSG/HLA-A2 soj miSeva s ljudskim imunosnim sustavom i funkcionalnim ljudskim

CD8+ T-limfocitima (od engl. NOD scid gamma mice expressing
human leukocyte antigen (HLA)-A2)

HSV-1 virus herpesa simplexa tipa 1

HTNV Hantaan orthohantavirus

HTV ortohantavirusi

HVBS hemoragijska vrucica s bubreZznim sindromom

ICAM-1 od engl. intercellular adhesion molecule 1

ICTV medunarodni odbor za taksonomiju virusa (od engl. International Committee
on Taxonomy of Viruses)

IFITM transmembranski proteini inducirani putem interferona (od engl. interferon-
induced transmembrane proteins)

IFN interferon

IgG imunoglobulini klase G

IgM imunoglobulini klase M

IIFT indirektna imunofluorescencija

IL interleukin

IP-10 protein 10 induciran putem IFN-y (od engl. IFN-y-inducible protein 10)

IR infracrveno (od engl. infrared)

ISG interferonom stimulirani geni (od engl. interferon-stimulated genes)
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g
IUIS

kb
kDa
km
KO
LPS

ng

ul

pum
MACS
MCP-1

M-CSF

MDC
MDDC
MDM
MFI
MHC 11

MIF

min
MIP-1-a
MIP-1-B
ml

MOI
MR
MRCI1
MZU
mRNA

internacionalna jedinica (od engl. international unit)

medunarodna unija imunoloskih drustava (od engl. International Union of
Immunological Societies)

grcko slovo kappa

kilo baza

kilo Dalton

kilometar

od engl. Krome Orange

lipopolisaharid (od engl. lipopolysaccharide)

mikrogram

mikrolitar

mikrometar

od engl. magnetic-activated cell sorting

protein 1 kemoatraktant monocita (od engl. monocyte chemoattractant protein
I

¢imbenik stimulacije kolonija makrofaga (od engl. macrophage colony-
stimulating factor)

makrofagni kemokin (od engl. macrophage-derived chemokine), CCL22
monocitne DC (od engl. monocyte-derived dendritic cells)

monocitni makrofagi (od engl. monocyte-derived macrophages)

medijan intenziteta fluorescencije (od engl. median fluorescence intensity)
molekule glavnog sustava tkivne podudarnosti razreda II (od engl. major
histocompatibility complex, class II)

inhibitor migracije makrofaga (od engl. macrophage migration inhibitory
factor)

minuta

upalni protein 1-a makrofaga (od engl. macrophage inflammatory protein 1-o.)
upalni protein 1- makrofaga (od engl. macrophage inflammatory protein 1-5)
mililitar

viSestrukost infekcije (od engl. multiplicity of infection)

manozni receptor (engl. mannose receptor)

manozni receptor tip C 1 (engl. mannose receptor C-type 1)

mikrobioloski zastitni uredaj klase 2, model KTB-NS-II

glasnicka ribonukleinska kiselina (od engl. messenger ribonucleic acid)
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MxA

NCRs
NETs
NF-«B
n.i.
NK
nm
NO
NSs

®
OAZ1
ORF
P2RX1
p-vrijednost

PBMC

PBS
PC7
PCDHI1
PCR
pDC
PE
PerCP
PFU/ml

PHV
PPARy

PPIA
PRR

PTX3
PUUV

protein MxA (od engl. Myxovirus resistance protein 1)

nukleokapsidni protein

nekodirajuce regije (od engl. non-coding regions)

neutrofilne izvanstani¢ne klopke (od engl. neutrophil extracellular traps)
jezgreni ¢imbenik kB (od engl. nuclear factor kB)

nakon infekcije

prirodno ubilacke stanice (od engl. natural killer cells)

nanometar

dusikovi oksidi (od engl. nitric oxide)

nestrukturni proteini (od engl. nonstructural proteins)

grc¢ko slovo omega

od engl. ornithine decarboxylase antizyme 1

otvoreni okvir Citanja (od engl. open reading frame)

od engl. purinergic receptor P2X 1

od engl. probability value

mononuklearne stanice periferne krvi (od engl. peripheral blood mononuclear
cells)

otopina fosfatnog pufera (od engl. phosphate buffered saline)

fikoeritrin cijanin 7 (od engl. phycoerythrin cyanin 7)

protokaderin-1 (od engl. protocadherin-1)

lancana reakcija polimerazom (od engl. polymerase chain reaction)
plazmocitoidne dendritiCke stanice (od engl. plasmacytoid dendritic cells)
fikoeritrin (od engl. phycoerythrin)

peridinin klorofil protein (od engl. peridinin chlorophyll protein)
jedinica razvoja plaka po mililitru (PFU/ml od engl. plaque-forming units per
mililiter)

Prospect Hill orthohantavirus

receptor y aktiviran proliferacijom peroksisoma (od engl. peroxisome
proliferator-activated receptor y)

od engl. peptidylprolyl isomerase A

receptor za prepoznavanje op¢ih struktura (od engl. pattern recognition
receptor)

protein 3 srodan s pentaksinom (od engl. pentraxin-related protein 3)

Puumala orthohantavirus
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PVC
qPCR

RANTES

RdRp
RIN®
RNA
RNP
ROS

rpm
RPMI

RT
RT-qPCR

SBA
sek
SEM
SEOV
SLAN
SNV
SSC
STAT

STNT
SWSV
TBP
TGF-B1
THP-1
TLR
TNF-a
TULV
uv

polivinil klorid (od engl. polyvinyl chloride)

kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (od engl.
quantitative PCR)

protein reguliran aktivacijom, izraZen i izlu¢ivan iz limfocita T (od engl.
regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted)
RNA-ovisna RNA polimeraza (od engl. RNA-dependent RNA polymerase)
broj integriteta RNA (od engl. RNA integrity number)

ribonukleinska kiselina

ribonukleoprotein

reaktivne kisikove vrste (od engl. reactive oxygen species)

rotacije po minuti (od engl. rotations per minute)

medij RPMI (od engl. Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium)
sobna temperatura (od engl. room temperature)

kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom s reverznom transkripcijom u
stvarnom vremenu (od engl. reverse transcription quantitative PCR)
natrijeva borna kiselina (od engl. sodium boric acid)

sekundi

standardna pogreska srednje vrijednosti (od engl. standard error of mean)
Seoul orthohantavirus

od engl. 6-sulfo LacNAc

Sin Nombre orthohantavirus

bocni rasap svjetlosti (od engl. side-scatter)

transkripcijski ¢imbenik pretvaracC signala i aktivator transkripcije (od engl.
signal transducer and activator of transcription)

supernatant

Seewis orthohantavirus

od engl. TATA-box binding protein

transformirajuci ¢imbenik rasta B1 (od engl. transforming growth factor p1)
ljudska monomijelocitna stani¢na linija

receptor nalik Tollu (od engl. Toll-like receptor)

¢imbenik nekroze tumora a (od engl. tumor necrosis factor a.)

Tula orthohantavirus

ultraljubicasto (od engl. ultraviolet)

volt
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VEGF vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (od engl. vascular endothelial growth
factor)

VE-kadherin vaskularni endotelni kadherin ( od engl. vascular endothelial cadherin)

Vero E6 epitelne stanice bubrega africkog zelenog majmuna Chlorocebus aethiops
(Linnaeus, 1758.), klon E6

VRNA virusna RNA

WHO Svjetska zdravstvena organizacija (od engl. World Health Organization)
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udruga Magis). Primila je potporu ,,Stjecanje iskustva” financiranu od strane fonda Jedinstvo
uz pomo¢ znanja - Unity through Knowledge Fund (No. 75/10) za ¢etveromjesecni boravak u
Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr, Miinchen, Njemacka, a dobila je i dvije putne

nagrade za sudjelovanje na medunarodnim konferencijama.
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