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1. UvOD

Hantavirusi su humani patogeni iz roda Hantavirus unutar porodice Bunyaviridae. U prirodi
se virusi odrzavaju i cirkuliraju u perzistentno inficiranim domacinima, malim sisavcima
(primarno glodavcima, noviji podaci prikljuéuju i skupinu kukcojeda, $i$misa). Sirenje virusa
putem inhalacije kontaminiranog aerosola uzrokuje kod ljudi jednu od dvije klinicki
manifestne bolesti - hemoragijsku vru¢icu s bubreznim sindromom (HVBS) ili hantavirusni
pluéni sindrom (HPS) ovisno o kojoj vrsti virusa se radi i na kojem geografskom podrucju ga
nalazimo (1-3).

HVBS je bolest koju geografski nalazimo na podruc¢ju Europe i Azije gdje cirkulira nekoliko
patogenih hantavirusa [virusi Hantaan (HTNV), Seoul (SEOV), Puumala (PUUV) i Dobrava
(DOBV)]. Najrasireniji hantavirus u Europi je PUUV koji je ujedno i najznacajniji medu
njima, uzrokujué¢i najveéi broj infekcija godisnje. Unutar roda Hantavirus nalazimo i viruse
koji se za sada smatraju apatogenim ili uvjetno patogenim za ljude budu¢i da nema dovoljno
¢vrstih dokaza koji bi upucivali da uzrokuju bolest u ljudi (1, 4, 5).

Za razliku od prirodnih rezervoara u kojih je infekcija asimptomatska, kod HVBS bolesnika
nalazimo Sirok spektar razli¢itih klinickih stanja od inaparentne ili blage bolesti do
fulminantne hemoragijske bolesti s teskim bubreznim ili kardio-pulmonalnim zatajenjem i
smr¢éu (1, 6).

Hantavirusi specifi¢no inficiraju vaskularni endotel i shodno tome, izazivaju bolest ¢ije su
glavne patoloske znacCajke trombocitopenija i povecana endotelna permeabilnost pracena
istjecanjem intravaskularne tekuc¢ine. Pored endotelnih stanica, monociti/makrofazi i

dendriticke stanice su takoder vazne ciljne stanice ovih virusa (6-12).

1.1 Definicija problema

Mehanizmi koji, u slu¢aju patogenih hantavirusa, vode do HVBS-a jo$ uvijek su vrlo slabo
istrazeni 1 malo se o njima zna jednako kao i o imunoloSkom odgovoru organizma na
hantavirusnu infekciju. Cini se da virus per se nije citotoksi¢an i da ovi patoloski dogadaji
nisu posljedica direktnog ucinka samog virusa i/ili virusom inducirane stani¢ne nekroze. U
prilog tome govori to da hantavirusi ne izazivaju citopatski efekt u endotelnim stanicama in
vivo (9, 12) kao ni u drugim primarnim stanicama permisivnim za hantaviruse in vitro (13-
15).

S druge pak strane poveéane koli¢ine proupalnih citokina i kemokina kao i faktora koji utjecu
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na permeabilnost nadene su kao odgovor na infekciju u stani¢nim kulturama kao i kod
bolesnika s HVBS-om (16-23). Prema dosada$njim spoznajama za HVBS se¢ smatra da je
imunoloski posredovana bolest u kojoj klju¢nu ulogu u patogenezi imaju indirektni
mehanizmi kao $to su snazni upalni odgovor i regrutacija upalnih stanica na mjesto inficiranih
ciljnih stanica, a da sama hantavirusna infekcija samo u ograni¢enoj mjeri utjece na funkciju
endotelnih stanica (24, 25). Ovaj model imunopatoloskih odgovora na infekciju mogao bi
prvenstveno objasniti kasniju fazu hantavirusne infekcije kao i1 razvoj patoloSkih promjena
kod bolesnika inficiranih hantavirusima.

S druge strane studije su pokazale da u ranoj fazi infekcije patogeni hantavirusi mogu izbjeci
indukciju urodenih stani¢nih odgovora, a koji su pak izrazito potaknuti kod infekcija
nepatogenim hantavirusima. In vitro je pokazano da se nepatogeni hantavirusi slabo ili nikako
ne repliciraju u humanim ciljnim stanicama, te da induciraju visoku razinu transkripcije gena
stimuliranih interferonom. Patogeni hantavirusi sprecavaju ranu indukciju antivirusnog
odgovora regulirajuc¢i i interferiraju¢i s interferonskim signalnim putovima (17, 25-27).
Takoder je in vitro pokazano da patogeni hantavirusi interferiraju sa jo§ nekoliko signalnih
putova u inficiranim humanim stanicama te poticu u njima specificne transkripcijske
odgovore kako bi uspjesno inficirali stanice. U kasnijoj fazi infekcije svi hantavirusi
induciraju gene stimulirane interferonom S§to sugerira da bi patogeni hantavirusi mogli
suprimirati rani antivirusni odgovor urodene imunosti (17). Spoznaje o tome $to se dogada u
ranoj fazi hantavirusne infekcije zasada se temelje iskljucivo na rezultatima in vitro
istrazivanja, prvenstveno na modelu endotelnih stanica. Ono o ¢emu gotovo da 1 nema
spoznaja je kako virus interferira sa stanicama imunoloSkog sustava u ranoj fazi infekcije
budu¢i da se pokazalo da su monociti/makrofazi i dendriticke stanice vrlo vjerojatne ciljne
stanice za hantaviruse i da bi mogle posredovati u diseminaciji virusa u organizmu tijekom
akutne faze HVBS-a. Kako bi razumjeli Sto lezi u podlozi interferencije hantavirusa s
normalnim stani¢nim funkcijama i aktivacijom imunoloSkog odgovora tijekom ranih dogadaja
vazno je prvo odgovoriti na pitanje koje su to kljuéne imunoloske komponente kao i moguce

regulacijske molekule koje sudjeluju u tim procesima.



1.2 Svrhai cilj rada

Kako bih to dokazala ciljevi istrazivanja bili su:

1. istraziti ulogu komponenti urodene i steCene imunosti u ranom imunoloSkom odgovoru

mononuklearnih stanica periferne krvi u bolesnika s HVBS-om uzrokovanim PUUV

2. definirati potencijalno regulacijsko djelovanje stanicnih miRNA molekula na rane
imunoreakcije u mononuklearnim stanicama periferne krvi i serumu u bolesnika s HVBS-om

uzrokovanim PUUV

3. procijeniti bioloske interakcije i vjerojatne bioloske putove znacajne za imunopatogenezu
HVBS-a na temelju detektiranih promjena u ranom imunoloskom odgovoru na razini

mononuklearnih stanica periferne krvi

4. analizirati potencijalnu vrijednost detektiranih bioloSkih imunomarkera kao ranih

prediktora tezine kliniCke slike 1 ishoda bolesti

1.3 Radne hipoteze

Osnovna hipoteza koju sam zeljela ispitati ovim istrazivanjem je da Se na osnovu analize
perifernog imunoloskog odgovora u ranoj fazi infekcije PUUV mogu identificirati imunoloski
biomarkeri za HVBS. Takoder sam pretpostavila da bi stanicne miRNA molekule mogle imati
utjecaj na status perifernog imunoloskog odgovora i biti korisni molekularni marker za

izu€avanje imunopatoloskog odgovora tijekom infekcije PUUV.

1.4 Zadaci rada i metodologija istrazivanja

1. Odabir ispitanika za studiju

HVBS-a uzrokovanog PUUV. Bolesnici su bili hospitalizirani u Klinici za infektivne bolesti
“Dr. Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu tijekom 2012. godine. Kontrolnu skupinu sacinjavali su
zdravi ispitanici, zaposlenici Klinike za infektivne bolesti te ostali dobrovoljci u kojih nije
bilo klini¢kih znakova ili sumnje na neku akutnu infekciju, a koji su prema spolu i dobi

odgovarali skupini ispitanika.



- prikupiti uzorke krvi
- detektirati specifi¢na IgM protutijela na PUUV u serumu
- detektirati genomsku RNA PUUV

2. Odredivanje viremije
- mjeriti razinu RNA PUUV u serumu HVBS bolesnika
Iz seruma bolesnika s HVBS-om izolirati virusnu RNA pomo¢u QIAamp Viral RNA Mini

Kit-a. Nadalje, kvantitativnim real time RT-PCR-om detektirati i kvantificirati genom PUUV.

3. Analiza ranog perifernog imunoloskog odgovora

- odrediti relativnu ekspresiju gena urodene i stecene imunosti u mononuklearnim stanicama
periferne Krvi

Iz mononuklearnih stanica periferne krvi bolesnika s HVBS-om i zdravih kontrola izolirati
ukupnu RNA koristec¢i TriPure Isolation Reagent. Relativnu ekspresiju gena urodene i ste¢ene

imunosti mjeriti real-time PCR array-om.

- odrediti razinu odabranih citokina i kemokina u serumu
ELISA testom mjeriti koncentracije IL-10, CXCL10 i sCD40L u serumu bolesnika s HVBS-

om i zdravih kontrola.

- mjeriti aktivaciju NFkB proteina u mononuklearnim stanicama periferne krvi
Iz mononuklearnih stanica periferne krvi bolesnika s HVBS-om i zdravih kontrola izolirati
ukupne proteine koriste¢i TriPure Isolation Reagent. Metodom Western blota detektirati

prisutnost fosforilirane forme p65 podjedinice NFkB kompleksa (p-NFxB p65).

4. Identifikacija potencijalnih miRNA regulatora ranog perifernog imunoloskog odgovora

- odrediti relativnu ekspresiju miRNA u mononuklearnim stanicama periferne krvi i u serumu

Iz mononuklearnih stanica periferne krvi i iz seruma bolesnika s HVBS-om i zdravih kontrola
izolirati miRNA koriste¢i TriPure Isolation Reagent odnosno miRNeasy Serum/Plasma Kkit.

Relativnu ekspresiju miRNA mijeriti real-time PCR array-om.

5. Analiza bioloskih puteva povezanih s induciranim ranim imunoloskim odgovorom



- procijeniti bioloske interakcije diferencijalno eksprimiranih gena i mMIRNA u
mononuklearnim stanicama periferne krvi na temelju kojih ¢u pomocu IPA analize (IPA, od
engl. Ingenuity Pathways Analysis) identificirati bioloske funkcije, molekularne i stani¢ne

funkcije, kanonske signalne puteve vazne za rani imunoloski odgovor na PUUV

6. ldentifikacija imunoloskih markera tezine i ishoda bolesti

- retrospektivno prikupiti podatke o klinickim i laboratorijskim parametrima bolesnika s
HVBS-om iz medicinske dokumentacije

- definirati razlike u klinickim i laboratorijskim karakteristikama izmedu bolesnika s blagom i
bolesnika sa srednje teskom/teskom klinickom slikom HVBS-a uzrokovanog PUUV u ranoj
akutnoj fazi bolesti neparametrijskom i deskriptivnom statistikom

- analizirati promjene u ranom imunoloskom odgovoru na PUUV i njegovim moguéim
regulatorima u ovisnosti o tezini bolesti

- odrediti meduodnose imunoloskih parametara prema klinickim, laboratorijskim parametrima
i koli¢ini PUUV u perifernoj cirkulaciji testom Spearmanove korelacije ranga

- identificirati imunoloske prediktore patogeneze neparametrijskim MARS modeliranjem



2. LITERATURNI PREGLED

Hantavirusi su skupina virusa koja je objedinjena unutar roda Hantavirus koji pripada
porodici Bunyaviridae. Prema International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
sluzbeno su priznate 24 hantavirusne vrste, no posljednjih nekoliko godina otkriven je
znacajan broj novih hantavirusa u novim rezervoarima koji jo§ ¢ekaju svoju sluzbenu potvrdu
(28). U odnosu na pripadnike ostala Cetiri roda unutar ove porodice koji se prenose
¢lankonoScima, hantavirusi ¢ine iznimku, i u prirodi kruze unutar specifi¢nih populacija malih
sisavaca (glodavci, kukcojedi, $i$misi). Neki hantavirusi koje prenose glodavci su patogeni za
ljude i uzrokuju jednu od dvije klinicki manifestne bolesti - hemoragijsku vruéicu s
bubreznim sindromom (HVBS) ili hantavirusni plué¢ni sindrom (HPS) ovisno o kojoj vrsti
virusa se radi i na kojem geografskom podruc¢ju ga nalazimo. HVBS se Kkarakteristi¢no
pojavljuje na podrucju Europe i Azije, dok je HPS ogranicen na oba ameri¢ka kontinenta pa
viruse koje ih uzrokuju kolokvijalno nazivamo hantavirusima Starog i Novog svijeta (1-3).
Unatrag nekoliko godina Afrika postaje podruc¢je na kojem se intenzivno pronalaze nove vrste
hantavirusa u razli¢itim vrstama afri¢kih malih sisavaca, ali jos uvijek nema dovoljno dokaza

koji bi ih povezali s boles¢u u ljudi (29).

2.1 Hantavirusi
2.1.1 Karakteristike hantavirusnog genoma, proteoma i viriona

Karakteristicno za sve ¢lanove porodice Bunyaviridae, hantavirusi su jednolan¢ani RNA
virusi negativnog polariteta s genomom raspodjeljenim u tri segmenta koji su prema svojoj
veli¢ini nazvani mali (S, od engl. small, 1.6-2.1 kb), srednji (M, od engl. medium, 3.6-3.7 kb)
i veliki (L, od engl. large, 6.4-6.6 kb) segment (30, 31). Virusna RNA svakog segmenta sadrzi
otvoreni okvir Citanja (ORF, od engl. open reading frame) omeden kratkim nekodiraju¢im
regijamana 3’ 1 5’ krajevima (32).

Genomski segmenti S, M i L redom kodiraju cetiri strukturna proteina: nukleokapsidni
protein N, dva povrsinska glikoproteina Gn i Gc¢ koji ko-translacijskim procesiranjem nastaju
iz jednog glikoproteinskog prekursora te protein L ili RNA-ovisnu RNA polimerazu (RdRp,
od engl. RNA-dependent RNA polymerase) (33). Protein N je glavni strukturni protein vazan u
transkripciji i translaciji virusnih proteina i virusnom pakiranju dok glikoproteini Gn i Gc

posreduju pri ulasku virusa u stanicu omogucavajuci vezanje virusne cestice za stani¢ne



receptore. Kod hantavirusa koje prenose glodavci iz porodice Cricetidae na segmentu S
nalazimo dodatni ORF koji se preklapa s okvirom ¢itanja za protein N, a kodira nestrukturni
protein (NS, od engl. non-structural protein) (Slika 1 i Slika 2) (3, 34, 35). Protein NS ima
imunomodulatornu funkciju kao slabi inhibitor interferona, ali vrlo je vjerojatno da ima i
druge funkcije (36, 37).

Virusni RNA-segmenti i proteini N medusobno formiraju ribonukleoproteinske komplekse
koji su, zajedno s nekoliko molekula RdRp, upakirani u okruglu ili pleiomorfnu virusnu
Cesticu raspona veli¢ine 70-350 nm u promjeru. Sami krajevi svakog segmenta sadrze
komplementarne nukleotide s moguénoséu formiranja strukture ukosnice te tako postizu
vizualni uc¢inak kruzne molekule nukleokapside. Virion je izvana obavijen lipidnom
ovojnicom ¢iju povrSinu prekrivaju heteromerni izdanci formirani od virusnih glikoproteina

Gn i Gc (Slika 1) (33, 38, 39).

! 70-350 nm |

- Gn glikoprotein &> - N protein
. - Gc glikoprotein 2 - Lprotein

b . N- vezani : :
{T E Ugljlkohldratl w = nbonukleokapSIda

Slika 1. Virion hantavirusa (modificirano prema: Jonsson i sur. 2005, ref. 35)
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Slika 2. Organizacija hantavirusnog genoma i proteoma (modificirano prema: Vaheri i sur.
2013, ref. 3)

2.1.2 Hantavirusi i njihovi rezervoari

U prirodi se virusi odrzavaju i cirkuliraju u perzistentno inficiranim domacinima, malim
sisavcima. Osnovnim domacinima se smatraju mali glodavci (red Rodentia) (2, 40). Noviji
podaci hantavirusnim domacinima pridruzuju i1 nekoliko drugih grupa malih sisavaca -
kukcojede (red Soricomorpha) (41-48) i SiSmiSe (red Chiroptera) (48-52) - u kojima su
relativno nedavno pronadene nove vrste hantavirusa.

Opcenito se smatra da kod hantavirusa vlada snazna specificnost prema odredenom domacinu
na nacin da je svaki hantavirus vezan uz jednu primarnu vrstu ili nekoliko blisko srodnih
podvrsta rezervoara. Posljedi¢no, maksimalni geografski domet gdje je prisutan i aktivan
pojedini hantavirus limitiran je geografskim podru¢jem gdje je rasprostranjen njegov
specificni domacin rezervoar. Ta povezanost izmedu hantavirusa i njihovih domacina
rezervoara ogleda se u sli¢nosti njihovih filogenija i do sada se objasnjavala teorijom
dugogodis$nje zajednicke ko-evolucije (34, 40). Ipak, unato¢ tom opéem pravilu postoje
dokazi prelaska hantavirusa na druge vrste domacina tijekom svoje evolucije (engl. host-
switch) sto je pokazano i kod hantavirusa koje prenose glodavci i koje prenose kukcojedi (47,

53). Neka istrazivanja pokazuju da je mozda izvjesnije da je takva konvergentna filogenija



rezultat recentnijih dogadaja u evolucijskoj povijesti kao Sto su prelazak odredenog
hantavirusa na novog domacina i njegova adaptacija u novoj vrsti (54).

Prema rezervoarima u kojima ih nalazimo hantaviruse mozemo podijeliti u nekoliko razli¢itih
skupina ili filogrupa. Prvu skupinu sacinjavaju virusi koje prenose glodavci iz porodice
Muridae, podporodice Murinae (misevi i Stakori Starog kontinenta), kao $to su virus Hantaan
(HTNV), virus Dobrava (DOBV), virus Seoul (SEOV), virus Sangassou (SANGV) i dr.

Virusi druge skupine se prenose glodavcima iz porodice Cricetidae, podporodice Arvicolinae

(voluharice i leminzi) i tu spadaju virus Puumala (PUUV), virus Tula (TULV), virus Prospect
Hill (PHV), virus Khabarovsk (KHAV), virus Topografov (TOPV) i dr. te podporodica
Sigmodontinae i Neotominae (miSevi i S$takori Novoga kontinenta) kojih su glavni
predstavnici virus Sin Nombre (SNV), virus Andes (ANDV), visus New York (NYV), virus
Black Creek Chanal (BCCV) i dr. Trecu skupinu osim virusa Thottapalayam (TPMV), za
kojeg se ve¢ dugo zna, tvore novootkriveni hantavirusi kao virus Seewis, virus Imjin, virus
Nova, virus Oxbow, virus Magboi, virus Mouyassue i dr. koje prenose kukcojedi iz porodica
Soricidae (rovke) i Talpidae (krtice) ili $iSmisi (red Chiroptera) (Slika 3) (3, 48, 55).

SWSvV .I
RPLV
ASIVARTV hantavirusi koje prenose
QDL glodavci porodice Soricidae
JMSV Ry asaKM porodice Talpidae
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0.05 VLAV
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Slika 3. Filogenetsko stablo patogenih i nepatogenih hantavirusa. Strelice oznacavaju
hantaviruse koji su detektirani na podrucju Europe. (modificirano prema: Klempa i sur. 2013,
ref. 55)



Hantavirusi se iz zarazenih glodavaca izlucuju u okolinu putem sline, mokrace i fecesa.
Prijenos hantavirusa u populaciji rezervoara je horizontalni. Dogada se indirektno putem
inhalacije aerosoliziranih virusom kontaminiranih izlu¢evina. Za sada se smatra da je ovo
dominantni put prijenosa unutar populacije domacina, iako se ¢ini da i direktni prijenos preko
ugriza ima znac¢ajnu ulogu za cirkulaciju virusa u populaciji glodavaca u prirodi (56).

Covjek za hantaviruse predstavlja sluéajnog domaéina i smatra se “slijepom ulicom” u
kruZenju hantavirusa u prirodi kojom se virus ne $iri dalje. Infekcija hantavirusima kod ljudi
rezultat je direktnog kontakta sa zarazenim glodavcima ili izlaganja njihovim izlu¢evinama
koje sadrze patogeni virus. Uglavnom se dogada inhalacijom virusom kontaminiranog
aerosola, sto je ujedno i glavni put prijenosa s rezervoara na ljude (Slika 4) (56). Kod HVBS-
a se infekcija ne prenosi s ¢ovjeka na Covjeka $to je za sada opisano jedino kod infekcije
ANDV Kkoji uzrokuje HPS (57).

>ijom virusom

=i ¥ J
kontaminiranog aerosola @
k] ‘1

sirenje u okolinu
putem izlucevina
zarazenih glodavaca

Slika 4. Put prijenosa hantavirusa s glodavaca na ljude
(modificirano prema: http://www.nsf.gov/news/news_images.jsp?cntn_id=107095&org=NSF,

Zasluge: Zina Deretsky, National Science Foundation)
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2.2 Hemoragijska vruéica s bubreZnim sindromom (HVBS)
2.2.1 Epidemiologija i rasprostranjenost HVBS-a

HVBS je zoonoza koja se endemski pojavljuje na podru¢ju Europe i Azije. Medu do sada
identificiranim hantavirusima samo je manji broj onih koji su patogeni za ljude. HVBS
uzrokuje nekoliko razli¢itih hantavirusa: HTNV, SEOV, PUUV, DOBV, virus
Amur/Soochong (AMRV/SOOV). Na azijskom kontinentu glavnina ukupnog broja HVBS
slu¢ajeva odnosi se na Kinu, Juznu Koreju i daleki istok Rusije. Bolest je primarno
uzrokovana s HTNV (prototip roda Hantavirus) ¢iji je rezervoar prugasti poljski mis
(Apodemus agrarius). Znacajan javnozdravstveni problem predstavlja i HTNV-u sli¢an virus
AMRV/SOOV uzrokujuéi teske epidemije HVBS-a, a prenosi ga korejski poljski mis
(Apodemus peninsulae). lako je prosjec¢na incidencija HVBS-a u Aziji iznimno velika,
geografski gledano postoje velike varijacije u incidenciji (2).

SEQV se smatra kozmopolitskim hantavirusom i vise je vezan za urbana podrucja. Prenose ga
crni i smedi stakor (Rattus rattus, Rattus norvegicus) koji su rasireni sirom svijeta uglavnom
zahvaljujuc¢i globalnoj trgovini. Uzrokuje srednje teski oblik HVBS-a, ponajvise u Aziji, ali i
u drugim gradovima Sirom svijeta. Infekcije SEOV u Europi se ¢ine jako rijetke. Svega je
nekoliko opisanih klini¢kih slu¢ajeva uglavnom povezanih s divljim stakorima ili stakorima-
kuénim ljubimcima kao izvorom infekcije (58-62).

U Europi se godisnje dijagnosticira vise od 10,000 slu¢ajeva HVBS-a, a zadnjih godina
zamije¢en je kontinuirani porast broja oboljelih. Za to je zasluzno nekoliko patogenih
hantavirusa koji cirkuliraju na ovom prostoru. Najrasireniji hantavirus u Europi je PUUV koji
uzrokuje blazu formu HVBS-a zvanu nephropathia epidemica (NE). Ujedno je i najznacajniji
medu njima uzrokujuéi najveci broj infekcija godisnje. Prenosi ga Sumska (rida) voluharica
(Myodes glareolus). Infekcije PUUV do sada nisu zabiljezene na Britanskom oto¢ju, juznim
dijelovima Mediterana i u najsjevernijim podru¢jima tundre (5).

Drugi vazan, ali i virulentniji virus (ili virusi) na podrucju Europe je patogen koji je pronaden
u nekoliko razli¢itih vrsta miSeva iz roda Apodemus. U hantavirusnom znanstvenom svijetu
vode se dugogodi$nje polemike oko nomenklature hantavirusa pronadenih u europskim
miSevima iz roda Apodemus. Trenutno su na ICTV listi virusa priznate dvije neovisne vrste
DOBYV i virus Saaremaa (SAAV) (28). Sve ve¢i broj novih spoznaja dovodi u pitanje
postojecu klasifikaciju. Za sada jo§ uvijek nije postignuto suglasje, ali predloZena je nova,

unutar-vrsna klasifikacija prema kojoj bi unutar jedne hantavirusne vrste DOBV postojala
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Cetiri genotipa (Dobrava, Kurkino, Saaremaa i Sochi). DOBV u Europi i europskom dijelu
Rusije cirkulira unutar tri vrste prirodnih rezervoara. Infekcije u ljudi uzrokovane DOBV-
genotipom Dobrava uglavnom se detektiraju na podrucju jugoisto¢ne Europe, a samo
povremeno se registriraju i u centralnoj Europi te je za njih odgovoran zutogrli Sumski mis
(Apodemus flavicollis). U centralnoj Europi kao i u sredi$njoj Rusiji (europski dio) glavni
uzro¢nik je DOBV-genotip Kurkino kojeg prenosi A. agrarius. A. agrarius takoder je
rezervoar i DOBV-genotip Saaremaa koji je prisutan na manjem izoliranom oto¢nom dijelu
Estonije. Za sada nema molekularne potvrde koja bi povezala infekcije u ljudi s genotipom
Saaremaa, osim nekoliko seroloski potvrdenih slu¢ajeva HVBS-a iz tog dijela Estonije. U
endemskom podrucju juzne Rusije (europski dio), srednje teske do teske slucajeva HVBS-a
uzrokuje DOBV-genotip Sochi, a prenosi ga crnomorski poljski mi§ (Apodemus ponticus)
(63). Epidemije HVBS-a prostorno su povezane s prirodnim habitatima glodavaca prenosioca
hantavirusa. Veée epidemije se ciklicki javljaju svakih nekoliko godina i prate dinamiku
glodavaca na odredenom prostoru. Mozemo re¢i da na podruc¢ju Klimatski umjerene Europe,
godine bogate Sumskim urodom prethode pojavi epidemija HVBS-a. Velika koli¢ina uroda
zira i bukvice pogoduje ekstremnom povecanju brojnosti populacija M. glareolus i A.
flavicollis, a time i virusom inficiranih jedinki. Svemu tome pogoduju i brojni klimatski
¢imbenici (64-66).

Populacije ljudi koje su izloZene najvecem riziku oboljevanja od HVBS-a su ljudi koji zbog
svoje profesije ili svojih aktivnosti dolaze u kontakt s populacijama glodavaca i njihovim
staniStima. Tu prvenstveno spadaju: Sumari, zemljoradnici, lovci, vojnici, izletnici te

stanovnici endemskih podrucja (67).

2.2.2 Klini¢ka slika HVBS-a

Za razliku od prirodnih rezervoara u kojih je infekcija kroni¢na i gotovo asimptomatska (68),
HVBS je u ljudi akutna bolest koja moze zahvatiti vise razli¢itih organa i organskih sustava
(bubreg, kardiocirkulatorni sustav, pluca, srediSnji Ziv€ani sustav, a opisano je djelovanje i na
endokrini sustav) i dozivljava se kao generalizirana infekcija. U bolesnika s HVBS-om
nalazimo siroki spektar razli¢itih klini¢kih stanja od ¢esto inaparentne ili blage bolesti do
fulminantne hemoragijske bolesti s teskim bubreznim ili kardio-pulmonalnim zatajenjem i
moguc¢im smrtnim ishodom (1, 3, 69). Klasi¢ni klinicki tijek HVBS-a prolazi kroz pet
razli¢itih faza: febrilna, hipotenzivna, oligurijska, poliurijska i rekonvalescentna, iako se

najcesce bolest ne prezentira kroz svih pet faza. Nakon 2-4 tjedna inkubacije (moze varirati od
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1-6 tjedana) bolest pocinje naglom pojavom klinickih simptoma. Tijekom rane febrilne faze u
trajanju od 3-7 dana, bolesnici s HVBS-om se prezentiraju s vruc¢icom, glavoboljom,
slabo$¢u, bolovima u misi¢ima 1 ledima, bolovima u trbuhu, muc¢ninom s ili bez povracanja i
proljevom. Cesto su prisutni i poremecaji vida koji se najée$ée manifestiraju kao tzv.
zamucenje vida. Jedan od tipi¢nih ranih znakova bolesti je difuzno crvenilo lica i vrata te
gornjeg dijela prsnog kosa. Febrilnu fazu slijedi kratka hipotenzivna faza u trajanju 1-2 dana,
a karakterizirana je padom krvnog tlaka kao posljedice povecane propusnosti vaskularoga
endotela i istjecanja tekucine iz intravaskularnog prostora u intersticij. Moze rezultirati
kardiogenim Sokom i posljediénom smréu. Pri blazem obliku bolesti hipotenzija se ne
registrira ili je samo prolazna pojava. Tijekom oligurijske ili anurijske faze, koja obi¢no
nastupa pocetkom drugog tjedna bolesti, bolesnici uglavnom pokazuju znakove pogorSanja
bubrezne funkcije sve do bubreznog zatajenja, gdje je kod tezih slucajeva potrebno provesti
lijeCenje hemodijalizom. Pored kardiogenog Soka, bubrezno zatajenje je takoder jedan od
Cestih razloga letalnog ishoda. Pocetak diureticke faze je pozitivni prognosticki znak za
bolesnika. Tijekom poliurijske faze, kao kompenzacijski mehanizam, dolazi do izlu¢ivanja
velike koli¢ine urina. Uspostavom normalne diureze nastupa brzo klini¢ko poboljsanje.
Nakon nekoliko dana zapocinje period rekonvalescencije. Oporavak je spor i postupan i moze

trajati od nekoliko tjedana pa ¢ak do nekoliko mjeseci (2, 4, 69-71).

2.2.2.1 Faktori koji utjeu na teZinu bolesti

Postoje velike razlike u tezini klini¢kog tijeka HVBS-a (od blagog do vrlo teskog s letalnim
ishodom).

Prosjecna tezina bolesti, izmedu ostalog, ovisi 0 vrsti (genotipu) infektivnog agensa pa tako
mozemo re¢i da HTNV i AMRV/SOOV uzrokuju opcenito tezu klini¢ku sliku, SEOV srednje
teSku, a PUUV blazu klinicku sliku. Stope smrtnosti HVBS-a kre¢u se oko 15% za HTNV i
AMRV/SOOV, <1% za SEOV i do 0,4% za bolest uzrokovanu s PUUV (2, 4, 69-71).
Takoder je vrlo zanimljivo da razliciti genotipovi DOBV, unato¢ medusobno velikoj
genetskoj sli¢nosti, pokazuju razlike u virulenciji i izazivaju razli€iti stupanj tezine HVBS-a.
Najtezi tijek bolesti sa stopom smrtnosti 10-12% opisuje se u jugoisto¢noj Europi gdje
infekcije u ljudi izaziva genotip Dobrava. Klinicke manifestacije infekcija genotipom Sochi
su takoder srednje teSke do teSke sa stopom smrtnosti >6%, dok genotip Kurkino uzrokuje
uglavnom blagi do umjereno teski tijek bolesti sa smrtnim ishodom u 0,3-0,9% slucajeva. Do

sada nema registriranih klini¢kih sluCajeva Saaremaa infekcije pa se ¢ini da je infekcija
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uglavnom asimptomatskog karaktera (5, 63, 70, 72-74). Osim $to postoji razlika u tezini
bolesti medu razli¢itim tipovima hantavirusa, postoji i znacajna varijabilnost u klinickoj
prezentaciji bolesti uzrokovana istom vrstom virusa.

Zanimljivo je istaknuti i znacajnu razliku u patogenic¢nosti izmedu virusa koji se odrzavaju u
istoj vrsti prirodnog rezervoara. Tako hantavirusi koje prenosi A. agrarius u Europi (DOBV
genotipovi Kurkino i Saaremaa) uglavnom uzrokuju blagu bolest ili potpuno asimptomatsku
infekciju (72-74), dok HTNV koji u istom rezervoaru cirkulira na podru¢ju Azije rezultira
teSkom, zivotno ugrozavaju¢om infekcijom (2).

Opseg i trajanje viremije moze znatno varirati i uvelike ovisi o tipu hantavirusa. Opéenito
govoreci, velika koli¢ina virusa u plazmi pronadena je kod teSkih hantavirusnih infekcija
uzrokovanih npr. HTNV, DOBV, SNV, ANDV, dok je razina viremije znatno niza u blazoj
formi HVBS-a uzrokovanog PUUV (75-81). Nekoliko studija je pokazalo povezanost razine
viremije s tezinom bolesti, gdje su bolesnici s tezom klinickom slikom imali znac¢ajno vecu
razinu virusa u cirkulaciji od bolesnika s blazim tijekom bolesti (75, 76, 78, 79). Cini se da
koli¢ina PUUV u krvi nije povezana s tezinom HVBS-a (81). Takoder je pokazano da
viremija kod HVBS-a traje puno duze nego §to se prije mislilo, a duZina trajanja ovisi o
patogenicnosti virusa (80). Visoka viremija u ranoj fazi razvoja HVBS-a mogla bi biti
pokazatelj nepovoljnog ishoda bolesti.

Osim genetskih ¢imbenika samih virusa odnosno virusnih genotipova, na ishod bolesti
takoder utjeCu i genetski (predisponirajuéi) ¢imbenici domacina. Pokazano je da su ucestalost
pojedinin HLA haplotipova u populaciji kao i polimorfizmi odredenih gena domacina
povezani s razli¢itom tezinom klini¢ke slike HVBS-a uzrokovanog razli¢itim hantavirusima

(82-85).

2.2.2.2 Lijecenje i prevencija HVBS-a

Za sada ne postoji sigurni i uc¢inkoviti specifiéni antivirusni lijek, cjepivo ili imunomodulator
koji je odobren za lije€enje virusnih hemoragijskih vruéica, ukljué¢uju¢i HVBS 1 NE. Lijecenje
HVBS-a zasniva se na simptomatskom lijeCenju uz balansiranu nadoknadu tekucine i
elektrolita. Obuhvaca kontinuirano pracenje vitalnih parametara, rjeSavanje hipotenzije ili
Soka, dehidracije, oligurije, krvarenja, plu¢nog edema. U slucaju akutnog bubreznog zatajenja
tijekom oligurijske faze provodi se lijecenje hemodijalizom.

Jedina kontrolirana klini¢ka studija provedena na bolesnicima s HVBS-om u Kini pokazala je

pozitivan uéinak ribavirina (analog nukleozida) na tijek bolesti smanjenjem rizika od smrtnog
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ishoda, ako se s terapijom zapo¢ne u ranoj fazi bolesti. Ovi rezultati su nedavno potvrdeni i
¢injenicom da ribavirin smanjuje pojavu oligurije i tezinu bubrezne insuficijencije. Kao
kratkotrajna nezeljena pojava pri primjeni ribavirina zabiljezena je anemija (86, 87). Buduci
da jos$ nije registriran za tu indikaciju ribavirin se ne primjenjuje u klini¢koj praksi.

Razvoj cjepiva protiv HVBS-a ide u dva smjera. U Aziji je fokus uglavnom na inaktiviranim
cjepivima. Nekoliko je cjepiva protiv HTNV i/ili SEOQV, u klini¢kim studijama provedenim u
Kini i Koreji, pokazalo obecavajuce rezultate, ali jo§ uvijek nema dovoljno uvjerljivih
podataka o njihovoj stvarnoj ucinkovitosti. Drugi je pristup razvoj molekularnih cjepiva. Do
danas su samo dva takva cjepiva protiv HVBS-a testirana na ljudima. Jedno je rekombinantno
cjepivo protiv HTNV, a drugo kombinirano DNA cjepivo koje bi trebalo pruzati zastitu protiv
svih uzro¢nika HVBS-a zajedno (88, 89).

Kako trenutno nema specifi¢nog lijeka ni profilakse, moguénost je jedino da se infekcija
HVBS-a prevenira kontrolom prirodnih rezervoara i prakticiranjem mjera opreza kada se

dolazi u kontakt s podrué¢jima gdje obitavaju glodavci.

2.2.3 Patogeneza HVBS-a

Mehanizmi koji vode do HVBS-a jo$ uvijek su vrlo slabo istrazeni i malo se zna o samoj
patogenezi bolesti. Faktori koji oteZavaju istrazivanje patogeneze prvenstveno leze u
nedostatku zadovoljavaju¢eg animalnog modela kojim bi se bolest mogla simulirati. Stoga se
glavnina spoznaja o patogenezi bazira na in vitro/ex vivo istrazivanjima te rijetkim klini¢kim
studijama. I ta istrazivanja su dodatno otezana potrebom za specijaliziranim laboratorijima 3.
stupnja biosigurnosti za rad s hantavirusima zbog, kod vecine, njihovog visokopatogenog
karaktera.

Povecana endotelna permeabilnost prac¢ena istjecanjem intravaskularne tekuéine (u vidu
hemoragija ili edema) i akutna trombocitopenija, glavne su patoloSke znacajke hantavirusne
infekcije i smatra se da cine osnovu patogeneze HVBS-a (9, 12, 90). Njima bi se mogla
objasniti ve¢ina simptoma 1 odlika infekcije u ljudi kao Sto su hipotenzija i bolovi u trbuhu,
ekstravazacija tekuéine u alveolarne prostore i nastanak edema pluca, kao i razliite
manifestacije krvarenja. Hantavirusi su jedni od samo nekoliko humanih patogena koji
specificno inficiraju vaskularni endotel i pretezno se repliciraju u endotelnim stanicama
kapilara razli¢itih organa (7-9, 12, 91). No hantavirusna infekcija nije liticka. Cini se da virus
per se nije citotoksican i da ovi patoloski dogadaji nisu posljedica neposrednog ucinka virusa

na inficirane stanice i1/ili virusom inducirane stani¢ne nekroze. U prilog tome govori ¢injenica
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da hantavirusi ne izazivaju citopatski efekt u inficiranom endotelu (9, 12) kao ni u drugim
primarnim stanicama permisivnim za hantaviruse in vitro (13-15). Do sada istrazivanja
ukazuju da je vjerojatnije da je patogeneza HVBS-a kompleksan multifaktorijalan proces i da

je nastanak bolesti rezultat i direktnog i indirektnog djelovanja hantavirusa (Slika 5).

2.2.3.1 Patologija inducirana virusom

Direktni u¢inci hantavirusa koji bi doprinosili patogenezi rezultat su djelovanja hantavirusnih
proteina (ili drugih virusnih komponenti) na stani¢ne proteine, signalne puteve i/ili
medustaniénu komunikaciju $to potencijalno rezultira deregulacijom normalne stani¢ne
fiziologije (24, 92). Patogeni hantavirusi koriste 3 integrine kao receptore za ulazak u stanicu
i pokazalo se da prilikom te interakcije mogu deregulirati funkciju integrina na endotelnim
stanicama (93, 94). Poznato je da B3 integrini imaju primarnu ulogu u regulaciji vaskularnog
integriteta, permeabilnosti endotelnih stanica i funkcije trombocita (24).

Tako vezanjem hantavirusa za B3 integrine dolazi do poremecéene regulacije lucenja faktora
permeabilnosti VEGF (od engl. vascular endothelial growth factor) i njime posredovane
hiperpermeabilnosti (19) sto sugerira da bi direktna interakcija hantavirusa i stani¢nog

receptora mogla pridonositi propusnosti vaskularnog endotela (Slika 5) (24).

Normalni endotel Inficirani endotel

Endotelna stanica '
[ 1 propusnost ‘

S sustav ™
@komplementa 0 bradikinin

‘ koagulacija

VE-cadherin

Slika 5. Mogu¢i patogenetski mehanizmi na vaskularnom endotelu tijekom infekcije

hantavirusima (modificirano prema: Vaheri i sur. 2013, ref. 3)

Inficirane endotelne stanice na svojoj povrSini adheriraju mirujuée trombocite gdje
hantavirusi predstavljaju most, vezu¢i se glikoproteinima za povrSinske B3 integrine

eksprimirane na obje vrsta stanica. Ovo mozZe utjecati na funkciju i endotelnih stanica i
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trombocita i moglo bi objasniti mehanizam nastanka trombocitopenije (Slika 5) (95).
Dosadasnje spoznaje ukazuju da se direktnom interakcijom hantavirusa s integrinskim
receptorima mogu objasniti neke od patofizioloskih pojava uo¢enih kod inficiranih bolesnika i

da bi takva vrsta interakcije mogla doprinijeti patogenezi bolesti.

2.2.3.2 Imunopatologija

U naporu imunoloskog sustava da rijesi infekciju, mozda cak ve¢i doprinos patogenezi imaju
ucinci indirektnog djelovanja hantavirusa tzv. imunopatogenetski ucinci. To su uéinci
razli¢itih komponenti imunoloskog sustava, nastali bilo kao rezultat virusom inducirane
deregulacije imunoloskog odgovora ili kao rezultat prirodnog odgovora na hantavirusnu
infekciju, §to u oba slu¢aja potencijalno rezultira imunoloski-posredovanim oste¢enjem (92,
96, 97). | zaista, HVBS se danas primarno smatra imunoloski posredovanom boles¢u i
predlozeno je nekoliko mehanizama hantavirusne imunopatogeneze Koji najvjerojatnije
zajedno pridonose razvoju bolesti.

Malobrojna istrazivanja ukazuju na to da su citokini vazni za patogenezu HVBS-a. Razlicite
stanice npr. monociti, makrofazi, limfociti lu¢e citokine kao odgovor na proupalne signale
budu¢i da oni sudjeluju u regulaciji upalnog odgovora. Povecane vrijednosti razliitih
citokina, prvenstveno proinflamatornih IL-1, IL-6 i TNF-a, pronadene su u serumu, urinu i
tkivima bolesnika s HVBS-om tijekom akutne faze bolesti (20-23, 98-104). Jedno vrijeme se
smatralo da je tzv. ,citokinska oluja“ jedan od glavnih uzroka nastanka simptoma tijekom
hantavirusne infekcije.

Stani¢ni imunoloski odgovor se takoder povezuje s imunopatologijom (105, 106). Tijekom
akutne hantavirusne infekcije dolazi do snaznog T-stani¢énog odgovora u kojem sudjeluju i
citotoksi¢ni (CD8+ ili CTL, od engl. cytotoxic T lymphocytes) i pomoénicki (CD4+ ili Th, od
engl. helper T lymphocytes) T-limfociti. Smatra se da citotoksi¢ni T-limfociti doprinose
kapilarnom istjecanju tekuc¢ine kod HVBS-a ili prekomjernom sekrecijom proinflamatornih
citokina ili direktnim ubijanjem virusom inficiranih endotelnih stanica. Nekoliko je manje ili
vise indirektnih dokaza koji to potvrduju kao npr. korelacija izvanstanicne razine perforina i
laktat dehidrogenaze u serumu, markera ostecenja stanicne membrane (107). Na uzorcima
biopsije otkriveno je da se citotoksi¢ni T-limfociti akumuliraju u bubrezima, a posebno se
lokaliziraju na mjestima tkivnog ostecenja (21, 108). To bi moglo biti povezano s
propustanjem i oste¢enjem epitelnog sloja te pridonositi akutnom bubreznom ostec¢enju. No

nedavna studija je pokazala da su inficirane endotelne stanice zasticene od citotoksi¢nog
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djelovanja CD8+ T-limfocita tako sto hantavirusni protein N inhibira djelovanje granzima B i
kaspaze 3, centralnih molekula u procesu T-stani¢nog ubijanja, te u njima ne dolazi do
indukcije apoptoze. Ovo je mehanizam koji bi mogao objasniti zasto usprkos snaznom
citotoksi¢nom odgovoru limfocita tijekom hantavirusne infekcije, inficirane endotelne stanice

u bolesnika s HVBS-om nisu unistene (109).

2.2.4 Imunoreakcije na hantavirusnu infekciju
2.2.4.1 Urodena imunost

Pravovremeno i ucinkovito aktiviranje antivirusnog stanja kao odgovor na virusni patogen
vazno je za uspostavu kontrole nad infekcijom, odnosno za sprjecavanje nekontrolirane
virusne replikacije i njegove diseminacije u domacinu. U ranoj fazi hantavirusne infekcije
nalazimo razlicit urodeni imunoloski odgovor domac¢ina na infekciju patogenim
hantavirusima u odnosu na infekciju nepatogenim hantavirusima. Upravo je ta razlika vazna i
zanimljiva buduci bi mogla odredivati virulenciju, diseminaciju i patologiju hantavirusa. U
vise studija je pokazano da u ranoj fazi infekcije patogeni hantavirusi mogu izbjeé¢i indukciju
urodenih stani¢nih odgovora koji su pak izrazito potaknuti kod infekcija nepatogenim
hantavirusima (17, 25-27, 110-112). Za sada je malo podataka o tome kako dolazi do
prepoznavanja hantavirusa od strane urodenog imunoloskog odgovora. Cini se da bi, barem
kod patogenih hantavirusa, prepoznavanje moglo i¢i preko TLR-3 receptora tijekom cega
dolazi do odgodene aktivacije antivirusnog odgovora tek u kasnijoj fazi infekcije, a
istovremeno s njim javlja se i upalni odgovor (112). Centralnu ulogu u regulaciji urodenog
imunoloskog odgovora i kontroli hantavirusne infekcije in vitro igraju interferoni tipa I.
Patogeni hantavirusi sprjecavaju ranu indukciju interferonskog odgovora u stanici regulirajuci
njegovu transkripciju putem virusnih proteina te na taj nac¢in omogucavaju replikaciju virusa
unutar humanih endotelnih stanica (26, 27, 111, 112). Nedavno je pokazano da je pored IFN
tipa 1 u kontrolu antivirusnog odgovora potaknutog hantavirusima ukljucen i IFN tipa IlI
(113, 114).

| dok nepatogeni hantavirusi u endotelnim stanicama rano potic¢u visoku razinu transkripcije
gena stimuliranih interferonom (ISG, od engl. interferon-stimulated genes), kod patogenih
hantavirusa otpor stanice na infekciju se razvija, ali s pomakom u fazi, budu¢i da do indukcije
ISG dolazi tek u kasnijoj fazi infekcije. To snazno sugerira da bi patogeni hantavirusi mogli

suprimirati rani antivirusni odgovor urodene imunosti (17, 25, 115). Usporedne studije
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potvrdile su i razli¢itu indukciju MxA proteina, koji se smatra pouzdanim aktivacijskim
markerom urodenog interferonskog sustava (tip I i tip III) (26, 112, 114). Svi tipovi
interferona i sami pokazuju antivirusno djelovanje na hantaviruse (116, 117) ako je prisutan
prije same infekcije. No nakon ve¢ uspostavljene infekcije ucinak interferona na blokiranje
virusne replikacije je znacajno umanjen (27, 113). Nacin na koji se patogeni hantavirusi u
kasnijoj fazi infekcije repliciraju usprkos prisustvu visoke razine ISG u stanici ostaje za
daljnja istrazivanja. Uzrok rezistencije na interferon kod ve¢ uspostavljene infekcije mogla bi
biti prisutnost velike koli¢ine virusnih produkata u stanici domacina koja prelazi koli¢inu
antivirusnih efektora. Kakva ¢e biti sudbina hantavirusne infekcije mogla bi ovisiti upravo o
ravnotezi izmedu proizvedenih virusnih produkata i koli¢ine antivirusnih efektora koji se
susrecu u stanici domacina.

Spoznaje Sto se dogada u ranoj fazi hantavirusne infekcije za sada se temelje iskljucivo na
rezultatima in vitro istrazivanja primarno na modelima endotenih stanica, glavnih ciljnih
stanica koje inficiraju hantavirusi. Histopatoloske analize tkiva bolesnika s HPS-om uputile su
na Cinjenicu da monociti/makrofazi takoder predstavljaju ciljne stanice za hantaviruse (9,
118). Monociti/makrofazi izolirani iz periferne krvi bili su prijem¢ljivi na infekciju razli¢itim
hantavirusima (15, 18, 116, 119, 120), a pokazano je i da mogu inficirati humane alveolarne
makrofage (121). Inficirani makrofazi producirali su vrlo niske razine TNF-a koje su bile
nedostatne da induciraju patoloSke promjene u endotelnim stanicama. Infekcija patogenim
hantavirusima potaknula je u monocitima diferencijaciju prema dendriti¢kim stanicama uz
povisenu ekspresiju ko-stimulatorih molekula (18). Hantavirusi mogu inficirati i nezrele
dendriticke stanice istovremeno ih aktiviraju¢i vodeéi pojacanoj ekspresiji ko-stimulatornih,
adhezijskih i molekula glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC, od engl. major
histocompatibility complex). Tijekom infekcije dolazi i do znaajne produkcije proupalnih
citokina (122). Monociti/makrofazi i dendriticke stanice su opc¢enito imunoloski vazne stanice
budu¢i da mogu producirati IFN tip I i druge upalne citokine, a pokazano je da hantavirusi
poticu stanoviti imunoloski odgovor u njima.

Prirodnoubilacke stanice (NK, od engl. natural killer cells) su uklju¢ene u stani¢ni imunoloski
odgovor na hantavirusnu infekciju kao dio urodene imunosti. Tijekom akutne infekcije dolazi
do rapidne ekspanzije NK-stanica ¢iji broj ostaje povisen duze od dva mjeseca. Takva
populacija NK-stanica eksprimira na svojoj povrsini aktivacijske stani¢ne receptore i
pokazano je da je funkcionalna ex vivo. Ovi nalazi sugeriraju na moguénost postojanja

stanovite NK-stani¢ne memorije i nakon sto je virus uklonjen iz organizma (123).
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Vrlo malo toga znamo S$to se dogada u HVBS bolesnika tijekom rane akutne faze infekcije.
Kako bi razumjeli Sto lezi u podlozi interferencije hantavirusa s normalnim stani¢nim
funkcijama i aktivacijom imunolo$kog odgovora tijekom ovih ranih dogadaja, vazno je prvo
definirati koji su to aktivacijski signali i putovi koje hantavirusi induciraju i reguliraju,
odnosno odgovoriti na pitanje koje su to klju¢ne imunoloske komponente koje sudjeluju u tim

procesima.

2.2.4.2 Steéena imunost

Hantavirusi induciraju vrlo rani humoralni imunoloski odgovor koji je stabilan i perzistira
tijekom cijelog trajanja bolesti. Ve¢ kod pojave prvih simptoma u serumu se mogu detektirati
protutijela svih subklasa dominantno specifi¢na za protein N, glavni hantavirusni antigen.
Neutraliziraju¢a protutijela stvaraju se kasnije tijekom progresije bolesti i to primarno
specificna za Gn i Gc glikoproteine (124). U ranoj fazi bolesti vazan je ucinkovit odgovor
specifi¢nih protutijela da bi se sto vise smanjila diseminacija virusa i ogranicio broj virusom
inficiranih endotelnih stanica. Titar protutijela biljezi se relativno dugo nakon preboljele
hantavirusne infekcije (i do nekoliko desetaka godina nakon infekcije PUUV) sto sugerira
mogucu zastitu od reinfekcije (125-127). Nekoliko studija je pokazalo da je humoralni
imunoloski odgovor povezan s tezinom bolesti. Kod tezeg oblika bolesti bio je zna¢ajno nizi
specifi¢ni 1gG odgovor (80, 81, 128).

Neutralizirajuc¢a protutijela vazna su za redukciju viremije u plazmi, ali ona ne eliminiraju
virusnu replikaciju u tkivima. Za eliminaciju hantavirusa iz tkiva vazna je T-stani¢na imunost.
U kontrolu hantavirusne replikacije ukljuceni su i CD8+ i CD4+ T-limfociti. Hantavirusni
protein N je imunodominantni virusni antigen kojeg prepoznaju antivirusni T-limfociti. On je
najkonzerviraniji u odnosu na ostale strukturne proteine i ujedno najzastupljeniji virusni
protein koji se stvara tijekom infekcije (129). T-stani¢ni odgovor obi¢no doseze vrhunac veé
kod pojave simptoma, u febrilnoj fazi bolesti (130, 131). Efektorske molekule, kao sto su
perforin i granzim B u velikoj su mjeri eksprimirane na povrsini stanica sto sugerira da su ove
efektorske stanice visoko aktivne.

Kod bolesnika s akutnom infekcijom PUUV u bioptatima bubrega nadeni su infiltrati T-
limfocita (uglavhom CD8+) u kolokalizaciji s virusnim antigenom i RNA (21, 108).
Ogranicene studije na makaki majmunima inficiranim PUUV pokazali su rezultate slicne
opservacijama u ljudi (132). Tijekom rane faze infekcije HVBS bolesnici imaju povisen Thl
odgovor (tj. IFNy i 1gG3), a Th2 odgovor (tj. IL-6, IL-10 i IgG1) tijekom kasne faze bolesti.
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Kako se viremija rjesava, frekvencija efektorskih T-limfocita se smanjuje (130, 131).
Regulacija i obuzdavanje T-stani¢nog odgovora vjerojatno je rezultat negativnih regulacijskih
signala unutar samih efektorskih stanica kao i vanjske regulacije, moguc¢e putem regulatornih
T-limfocita. Aktivnost regulatornih T-limfocita je suprimirana tijekom simptomatske
infekcije HTNV u ljudi, budu¢i da odgovor na hantavirusnu infekciju ukljucuje prekomjernu
produkciju proupalnih citokina (133). Na postojanje dugorocne efikasne T-stani¢cne memorije
upucuje prisustvo memorijskih CD8+ T-limfocita specifi¢nih za epitope proteina N ¢ak 15

godina nakon akutne hantavirusne infekcije (134).

2.3 MikroRNA molekule (miRNA)

Prije otprilike 20-ak godina u organizmu Caenorhabditis elegans otkrivena je klasa malih
nekodirajuc¢ih jednolan¢anih RNA molekula veli¢ine 20-25 parova baza koje su nazvane
mikro RNA molekule (miRNA, od engl. microRNA). Od tog vremena broj novootkrivenih
miRNA drasti¢no je porastao i trenutno ih ima oko 1500 identificiranih u ljudi. Njihova
osnovna bioloska funkcija u stanicama sisavaca je posttranskripcijska regulacija genske
ekspresije putem RNA interferencije. Biogeneza miRNA strogo je regulirani proces i ide u
nekoliko koraka. Zapocinje u jezgri stvaranjem prekursora miRNA tzv. pri-miRNA koja
daljnjim procesiranjem prelazi u drugu prekursorsku formu tzv. pre-miRNA. Pre-miRNA
prelazi iz jezgre u citoplazmu gdje dodatnim procesiranjem gubi formu ukosnice i nastaje
RNA dupleks. Obi¢no jedan lanac iz dupleksa, odnosno zrela miRNA, bude inkorporirana u
RISC kompleks (od engl. RNA-induced silencing complex) gdje se odvija interakcija miRNA
i ciljne mRNA molekule po principu komplementarnosti sekvenci. Do utiSavanja gena dolazi
na dva nacina ili snizavanjem razina ciljnih mRNA molekula njihovom destabilizacijom ili
represijom translacije odnosno sprjecavanjem prevodenja mMRNA u protein (Slika 6) (135).
Funkcija miRNA vrsi se u tzv. procesiraju¢im tijelima (P-bodies, od engl. processing bodies)
unutar citoplazme gdje se akumuliraju zajedno sa svojim ciljnim MRNA (136). Odredena
miRNA moze imati vise razli¢itih ciljnih mRNA molekula s kojima stupa u interakciju, a
takoder pojedina mRNA moze biti ciljna struktura za vise razli¢itih miRNA koje mogu

djelovati u suradnji da bi potisnuli njenu translaciju (137, 138).
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Slika 6. Biogeneza miRNA (modificirano prema:
http://www.sabiosciences.com/manuals/BRO_GEF_miRNA_0212_Ir.pdf)

Pokazano je da ove molekule u stanicama sisavaca sudjeluju u regulaciji niza stani¢nih
funkcija (npr. stani¢ni rast i razvoj, diferencijacija, homeostaza, metabolizam). U razli¢itim
tipovima stanica i tkiva nalaze se eksprimirani razli¢iti setovi miRNA (139). Sukladno s tim,
ne ¢udi da miRNA imaju sastavnu ulogu u regulaciji brojnih bioloskih procesa.

Njihova disregulacija je Cesta u razliitim bolestima u ljudi. NajviSe su istrazivane u
tumorima, a povezuju se i s kardiovaskularnim, upalnim, autoimunim i bolestima jetre, misica
i koze (140). Mikro RNA koje nisu eksprimirane na odgovaraju¢i nacin tj. koje nemaju
normalnu ekspresiju uzrokuju znacajne promjene u kljuénim bioloSkim putovima i pokretaci

su patogeneze bolesti.
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2.3.1 miRNA i imunoloski odgovor

lako je njihova uloga u imunosti tek nedavno identificirana, brojne studije koje se pojavljuju
sugeriraju da miRNA igraju znacajnu i vaznu ulogu u imunolo§kom odgovoru organizma.
Mikro RNA sudjeluju u regulaciji razli¢itih aspekata imunoloskog odgovora kao §to su razvoj
I diferencijacija B- 1 T-limfocita, proliferacija stanica imunoloSkog sustava, prekapcéanje
protutijela, otpustanje medijatora upale (141). Pokazano je takoder da miRNA imaju direktni
antivirusni u¢inak djeluju¢i na klju¢ne proteine i putove kojima se koriste neki virusi (142-
144).

Prvu naznaku da bi miRNA mogle regulirati imunoloski odgovor dali su 2004. godine Chen i
sur. kada su pokazali selektivnu ekspresiju nekoliko miRNA u timusu i kostanoj srzi (145).
Do danas je u hematopoetskim stanicama identificiran znac¢ajan broj miRNA. Mnoge se od tih
MIRNA specifiéno eksprimiraju u stanicama i tkivima imunoloskog sustava pa se tako na
osnovu specifiénih ekspresijskih profila miIRNA mogu selektivno razlikovati od stanica
drugih tkiva. Sve hematopoetske stanice eksprimiraju pet visoko specifi¢cnih miRNA — miR-
142, miR-144, miR-150, miR-155 i miR-223 (146).

Vrlo je vazno da procesi detekcije patogena, inicijacije upalnog odgovora kao i zapocinjanja
specificnog steCenog imunoloskog odgovora budu strogo regulirani kako bi se izbjegao
pretjerani upalni odgovor. Mikro RNA bi mogle biti vazna veza izmedu urodene i steCene
imunosti i njihova disregulacija bi mogla imati ulogu u patogenezi upalnih bolesti (141, 147).
U nastavku slijede opisi regulatornog djelovanja nekoliko miRNA za koje je pokazano da su

vazne u imunoloSkom odgovoru.

2.3.1.1 miR-146

Porodica miR-146 sastoji se od dva ¢lana miR-146a i miR-146b i oba su uklju¢ena u urodeni
imunoloski odgovor. Povecana ekspresija miR-146 detektirana je u mijeloidnim stanicama
nakon njihove aktivacije putem TLR-2, -4 ili -5 ili nakon izlaganja proupalnim citokinima
(TNF-o i IL-1P) (148, 149). S druge strane aktivacija TLR-3, -7 i -9 nije dovela do povecane
ekspresije miR-146a (148). Pokazalo se da bi IRAK1 i TRAF6 mogle biti potencijalne mete
za miR-146, a one su dio zajednic¢kog signalnog puta TLR-2, -4, -5 i IL-1pB receptora. Mikro
RNA-146a je negativno regulirao IL-8 i RANTES inducirane preko IL-1B, ali samo u
prisutnosti visokih koncentracija IL-1B. To upuéuje da je negativna sprega aktivirana samo

tijekom jakog upalnog odgovora te da bi to moglo biti kljuéno u sprjecavanju upalnog
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odgovora da izmakne kontroli (149). Tako bi miR-146a mogao djelovati kao negativni

regulator urodenog imunoloskog odgovora.

2.3.1.2 miR-155

Centralna uloga miR-155 je u regulaciji T- 1 B-stani¢nog odgovora tijekom steCenog
imunoloskog odgovora. “Knockout” misevi za miR-155 pokazali su smanjenu produkciju
protutijela i B-stani¢éne memorije (150, 151). Takoder naivni T-limfociti imali su poveéanu
sklonost diferencijaciji u Th2 stanice radije nego u Thl s prate¢om produkcijom Th2 citokina
(IL-4, IL-5, IL-10). T-stani¢ni odgovor je bio naruSen, a stanice su pokazale smanjenu
produkciju IL-2 i IFN-y kao odgovor na antigen (151, 152). Mikro RNA-155 vezan je i za
urodeni imunoloski odgovor buducéi da dolazi do njegove povecane ekspresije u makrofazima
i monocitima uslijed aktivacije TLR-2, -3, -4, -9 (153). Za razliku od miR-146a, ¢ini se da je
miR-155 pozitivni regulator produkcije proupalnih medijatora tijekom urodenog imunoloskog
odgovora, jer je povecavao produkciju TNF-a u HEK293 stanicama. Takoder, stimulira
proliferaciju granulocita i monocita. Regulacija ekspresije miR-155 ide preko transkripcijskih
faktora AP-1 i NF-«xB (151, 153).

2.3.1.3 miR-223

Ekspresija miR-223 vezana je za mijeloidne stanice u kostanoj srzi i njegova povecana
ekspresija vodi diferencijaciji u neutrofile. Pokazalo se da je negativni regulator proliferacije i
aktivacije neutrofila (154, 155).

2.3.2 miRNA i hantavirusna infekcija

Poznato je da stani¢ne miRNA igraju klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢ne ekspresije gena u
razli¢itim virusnim infekcijama (156, 157). Virusi su takoder razvili nacine da naruse taj
proces. Jedan od nacina koji su virusi razvili je sposobnost da smanje ili povecaju ekspresiju
specificnih stanicnih miRNA kako bi na taj naCin povecali svoju replikaciju (158).
Imunoreakcije u hantavirusnoj infekeiji igraju vaznu ulogu u razvoju bolesti. Hantavirusi
takoder reguliraju odredene imunoloSke odgovore i1 interferiraju s razli¢itim stanicnim
signalnim putevima u domacinu kako bi uspjeS$no uspostavili infekciju. No jo§ uvijek vrlo
slabo razumijemo mehanizme modulacije stani¢ne imunosti u domacinu inducirane

hantavirusima. Moguce da bi ba§ mehanizmi koji leZze u pozadini imunoreakcija tijekom
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hantavirusne infekcije mogli biti posljedica promijenjene funkcije specifiénih miRNA vaznih
za regulaciju imunoloskog odgovora.

Na koji na¢in miRNA sudjeluju u hantavirusnoj infekciji gotovo da i nema podataka.
Recentna literatura donosi tek dvije studije koje pokazuju da su miRNA ukljucene i u
hantavirusnu infekciju. Pepini i1 sur. pokazali su da tijekom infekcije endotelnih stanica
ANDYV dolazi do promjene razina specificnih miRNA, prvenstveno onih koje reguliraju
procese angiogeneze i vaskularnog integriteta. Interferencija ANDV sa stani¢nim miRNA
doprinijela je povecanoj permeabilnosti inficiranih endotelnih stanica. Ovo istrazivanje je
uputilo na moguéu ulogu miRNA u patogenezi hantavirusne infekcije (159). Druga grupa
autora je pokazala da su hantavirusi inducirali razlicite profile ekspresije miRNA u razli¢itim
vrstama stanica koje su inficirali, ali i da su se profili ekspresije znacajno razlikovali izmedu
patogenih i nepatogenih hantavirusa. Mikro RNA u kojima je doslo do promjena uslijed
infekcije bile su povezane s upalnim odgovorom i signalnim putevima posredovanim
receptorima urodene imunosti (160).

Interferencija hantavirusa s normalnim funkcijama miRNA u stanicama imunoloskog sustava
mogla bi doprinijeti sprje¢avanju pravovremenog i adekvatnog imunoloskog odgovora na

infekciju i biti jedna od determinanti hantavirusne patogenic¢nosti.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1 Ispitanici

U ovo istrazivanje bili su ukljuéeni bolesnici koji su zbog akutnog HVBS-a bili bolnicki
lijeceni u Klinici za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu tijekom 2012. godine.
Dijagnoza HVBS-a postavljena je na temelju klinicke slike i potvrdena je laboratorijskom
dijagnostikom. U istrazivanje su ukljuceni samo bolesnici koji su imali seroloski i/ili
molekularno potvrdenu infekciju PUUV. Grupu ispitanika ukupno je sa¢injavalo 39 bolesnika
(35 muskaraca i 4 zene) u dobi izmedu 25-71 godinu (Tablica 1).

Svi ispitanici dali su pismeni i usmeni informirani pristanak za sudjelovanje u studiji, a
istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti “Dr. Fran

Mihaljevi¢” kao i Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1.1 Raspodjela bolesnika s HVYBS-om prema stupnju tezine bolesti

Na temelju Kklini¢kih i laboratorijskih pokazatelja u akutnoj fazi HVBS-a prikupljenih iz
povijesti bolesti te uz pomo¢ bodovne ljestvice za procjenu tezine bolesti (Prilog 2 (A i B))
(161), bolesnici su bili razvrstani u tri skupine: bolesnici s blagim, srednje teskim i teskim
tijekom bolesti. Buduc¢i da se radilo o bolesnicima inficiranim PUUV, gdje obi¢no nalazimo
laksi oblik bolesti, o¢ekivano je bio mali broj onih s teskom klinickom slikom. Stoga su u
svrhu ovog istrazivanja bolesnici raspodjeljeni u dvije skupine: bolesnici s blazom i bolesnici
sa srednje teskom/teskom klinickom slikom gdje su posljednje dvije skupine bolesnika
grupirane u jednu. Bolesnici koji su svrstani u skupinu sa srednje teskom/teskom bolesti,
najc¢esce su imali jedan ili vise od navedenih kriterija: lijecenje u jedinici intenzivne njege,
hipotenzija (sistoli¢ki krvni tlak <90 mmHg), tahikardija ve¢a od 120 otkucaja/min., razli¢ite
manifestacije krvarenja, potreba za transfuzijom, potreba za dijalizom, izrazito povisene
vrijednosti ureje i kreatinina i radioloski potvrdene promjene na plu¢ima (pneumonitis,

pleuralni izljev).

3.2 Kontrolna skupina ispitanika

Kontrolnu skupinu sac¢injavalo je 20 zdravih ispitanika, zaposlenika Klinike za infektivne
bolesti te ostalih dobrovoljaca. Kriteriji za uklju¢ivanje u kontrolnu skupinu bili su da

neposredno prije uzimanja uzoraka krvi kod kandidata nije bilo klini¢ckih znakova ili sumnje
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na neku akutnu infekciju. Zdravi ispitanici su prema spolu i dobi odgovarali skupini
bolesnika (Tablica 1).

Tablica 1. Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika

HVBS bolesnici (N=39) | Zdrave kontrole (N=20)

Spol [M:Z] 35:4 18:2
Dob, godine [medijan (raspon)] 41 (25-71) 37 (24-55)
Tezina bolesti
- Blagi 24/39
- Srednje teski/teski 15/39
3.3 Materijali

Koristeni su reagensi visokog stupnja Cistoce i kvalitete. Svojstva pojedinih reagensa

navedena su u dokumentaciji prilozenoj od strane proizvodaca.

3.3.1 Otopine i puferi

otopina fikola (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare, Uppsala, Svedska)
otopina fenola i gvanidin tiocijanata za izolaciju nukleinskih kiselina i proteina (TriPure
Isolation Reagent, Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka)
otopina 0,3 M gvanidin-hidroklorida u 95% etanolu
otopina 8 M ureje u Tris-HCI, pH 8,5
PBS pufer (fosfatni pufer)
e Sadrzi: 1 tableta, otopiti u 500 ml destilirane vode (Gibco, Invitrogen
Corporation, Paisley, Skotska, UK)
TE pufer
e Sadrzi: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)
10X TBE pufer (Tris-boratni EDTA pufer, 50 mM)
e Sadrzi: 108 g Tris baze, 55 g borne kiseline, 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0),
dopuniti do 1 L destiliranom vodom
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4X pufer za nanoSenje uzoraka na gel
e Sadrzi: 1,25 ml 0,5 M Tris (pH 6,8), 4 ml 10% SDS, 4 ml glicerol, 200 pl
bromofenolnog modrila, 40 pl 1M DTT, 4 pl 0,5 M EDTA, dopuniti do 10 ml
destiliranom vodom
10X pufer za SDS-PAGE elektroforezu
e Sadrzi: 25 mM Tris-HCI, 200 mM glicin, 0,1% SDS
1X pufer za transfer proteina
e Sadrzi: 3 g Tris, 14,4 g glicin, 10 ml 10% SDS, 200 ml metanol, dopuniti do 1 L
destiliranom vodom
1X TBS-T pufer (pufer za ispiranje)
e Sadrzi: 20 mM Tris-HCI, 137 mM NacCl, 0,05% Tween-20
1X pufer za blokiranje
e Sadrzi: 5% BSA u TBS-T puferu

3.3.2 Reagensi

Reagena POC® PUUMALA IgM (Reagena International Oy, Toivala, Finska)
e Sadrzaj kita: testna plocica; pufer
QIlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen Sciences, Germantown, Maryland, SAD)

e Sadrzaj kita: QlAamp Mini Spin kolonice; tubice za sakupljanje; AVL pufer;

AW1 pufer; AW?2 pufer; AVE pufer; RNA nosac (poli A)
RNeasy Mini Kit (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD)

e Sadrzaj kita: RNeasy Mini Spin kolonice; tubice za sakupljanje (1,5 ml, 2 ml);

RLT pufer; RPE pufer; RNaza-DNaza Cista voda
miRNeasy Serum/Plasma kit (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD)

e Sadrzaj kita: QIAzol® reagens za lizu; RNeasy® MinElute® Spin kolonice;
tubice za sakupljanje (1,5 ml, 2 ml); RWT pufer; RPE pufer, RNaza-DNaza cista
voda

Access RT-PCR System (Promega, Madison, Wisconsin, SAD)

e Sadrzaj kita: AMV reverzna transkriptaza, 5 U/ul; Tfl DNA polimeraza, 5 U/ul,
AMV/Tfl 5X reakcijski pufer; MgSO,4, 25 mM; dNTP mjesavina, 10 mM svaki
dATP, dCTP, dGTP i dTTP; RNaza-DNaza &ista voda
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miScript Il RT kit (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD)

e Sadrzaj kita: miScript mjeSavina reverzne transkriptaze; 10X miScript mjesavina

nukleotida; 5X miScript HiSpec pufer; RNaza-DNaza Cista voda
LightCycler TagMan Master (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka)

e Sadrzaj kita: LightCycler® FastStart enzim (FastStart Taq DNA polimeraza);
LightCycler® FastStart TagMan® reakcijska mjesavina (reakcijski pufer, MgCl,,
dNTP mjesavina); RNaza-DNaza cista voda

RT?> SYBR Green ROX gPCR Mastermix (QIAGEN Sciences, Germantown,
Maryland, SAD)

e Sadrzi: 2X RT? SYBR Green ROX gPCR reakcijsku mjesavinu (HotStart DNA

Taq polimeraza, PCR pufer, ANTP mjesavina, SYBR Green boja)
miScript SYBR Green PCR kit (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD)

e Sadrzaj kita: 2X QuantiTect® SYBR Green PCR reakcijska mjesavina
(HotStarTag® DNA polimeraza, QuantiTect SYBR Green PCR pufer, dNTP
mjesavina, SYBR Green I boja, ROX™ referentna boja, MgCl, 5 mM); 10X
miScript univerzalna pocetnica; RNaza-DNaza Cista voda

Human Innate and Adaptive Immune Responses PCR array (QIAGEN Sciences,
Germantown, Maryland, SAD)

e Sadrzi: plocicu za PCR s 96 tubica od kojih svaka sadrzi specifi¢ni par pocetnica

za pojedini gen ili kontrolu; poklopce u obliku stripova
MiRNA PCR array (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD)

e Sadrzi: plocicu za PCR s 96 tubica od kojih svaka sadrzi specifi¢nu uzvodnu

pocetnicu za pojedinu miRNA ili kontrolu; poklopce u obliku stripova
ELISA test za IL-10 (Human IL-10 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems Europe,
Abingdon, UK)

e Sadrzaj kita: mikrotitarska plocica s 96 udubina presvu€ena s mi§jim
monoklonskim protutijelom protiv 1L-10; IL-10 standard, 5 ng/vijalici
(rekombinantni ljudski 1L-10); konjugat (misje monoklonsko protutijelo protiv
IL-10 konjugirano s peroksidazom iz hrena); Assay Diluent RD1W,; Calibrator
Diluent RD6P; pufer za ispiranje; reagens A (vodik-peroksid); reagens B (TMB

supstrat); otopina za zaustavljanje reakcije (2 N sulfatna kiselina); pokrovne folije
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- ELISA test za CXCL-10 (Human CXCL10/1P-10 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems
Europe, Abingdon, UK)

e Sadrzaj kita: mikrotitarska plocica s 96 udubina presvucena s misjim
monoklonskim protutijelom protiv CXCL-10; CXCL-10 standard, 5 ng/vijalici
(rekombinantni ljudski CXCL-10); konjugat (poliklonsko protutijelo protiv
CXCL-10 konjugirano s peroksidazom iz hrena); Assay Diluent RD1-56;
Calibrator Diluent RD6Q); pufer za ispiranje; reagens A (vodik-peroksid); reagens
B (TMB supstrat); otopina za zaustavljanje reakcije (2 N sulfatna kiselina);
pokrovne folije

- ELISA test za sCD40L (Human CD40 Ligand/TNFSF5 Quantikine ELISA Kit, R&D
Systems Europe, Abingdon, UK)

e Sadrzaj kita: mikrotitarska ploCica s 96 udubina presvucena s poliklonskim
protutijelom protiv. CD40L; CD40L standard, 40 ng/vijalici (rekombinantni
ljudski CD40L); konjugat (poliklonsko protutijelo protiv CD40L konjugirano s
peroksidazom iz hrena); Assay Diluent RD1-65; Calibrator Diluent RD5P; pufer
za ispiranje; reagens A (vodik-peroksid); reagens B (TMB supstrat); otopina za
zaustavljanje reakcije (2 N sulfatna kiselina); pokrovne folije

- nasumicne pocetnice, 500 pg/ml (Promega, Madison, Wisconsin, SAD)
- specifi¢ne pocetnice za PUUV S segment, 50 uM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
SAD; TIB Molbiol GmbH, Berlin, Njemacka) (Tablica 2)
- fluorescentno obiljezena proba bojama FAM/TAMRA, 20 uM (Applied Biosystems, Life
Technologies, SAD) (Tablica 2)
- dNTP mjesavina, 10 mM svaki dATP, dCTP, dGTP i dTTP (Promega, Madison,
Wisconsin, SAD)
- inhibitor RNaze, 40 U/ul (Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor, Promega,
Madison, Wisconsin, SAD)
- MMLYV reverzna transkriptaza, 200 U/ul (Promega, Madison, Wisconsin, SAD)
e Sadrzi: 5X reakcijski pufer
- HotStart Taq polimeraza, 5 U/ul (Jena Bioscience, Jena, Njemacka)
e Sadrzi: 10X reakcijski pufer; MgCl,, 25 mM
- DNaza, 1 U/ul (RQ RNase-free DNase, Promega, Madison, Wisconsin, SAD)
e Sadrzi: 10X reakcijski pufer; otopina za zaustavljanje reakcije
- tRNA iz kvasca, ~10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)
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- standard RNA PUUV (10% kop/ml) (dobiven ljubaznoséu Prof M. Weidmann-a)

- miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland,
SAD)

- RNaza-DNaza ¢ista voda (Promega, Madison, Wisconsin, SAD)

- voda za injekcije (B. Braun Melsungen, Melsungen, Njemacka)

- kloroform (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

- 2-propanol (Kemig, Sesvete-Soblinec, Hrvatska)

- etanol (75%, 80%, 100%) (Claro-prom, Zagreb, Hrvatska)

- metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- agaroza (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)

- boja za vizualizaciju DNA u agaroznom gelu (SYBR® Safe DNA Gel Stain, Invitrogen,
Life Technologies, SAD)

- DNA Loading Buffer, 6X (Thermo Scientific, SAD)

- DNA marker, 0,5 pg/ul (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Invitrogen, Life
Technologies, SAD)

- poliakrilamid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)

- bisakrilamid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)

- Proteinski marker (ColorBurst” Electrophoresis Marker, Mol wt 8-220 kDa, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)

- zecje poliklonsko protutijelo specificno za NFkB podjedinice p65 fosforilirane na poziciji
Ser 536 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornija, SAD)

- zecje poliklonsko protutijelo specificno za -aktin (abcam, Cambridge, UK)

- kozje anti-ze¢je IgG protutijelo konjugirano enzimom alkalna fosfataza (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornija, SAD)

- polyvinylidene difluoride (PVDF) membrana (Amersham Hybond-P, GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, Svedska)

- Whatman papir (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Svedska)

- kemiluminiscentni supstrat za alkalnu fosfatazu (ECF Substrate, GE Healthcare Life

Sciences, Uppsala, Svedska)

3.4 Oprema, rac¢unalni programi i potroSni materijal

- stolna centrifuga Heraeus Multifuge 3L-R (Thermo Electron Corporation, Osterode,

Njemacka)
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stolna centrifuga Rotofix 32A (Hettich Holding, Kirchlengern, Njemacka)

stolna centrifuga s hladenjem Mikro 200 R (Hettich Holding, Kirchlengern, Njemacka)
LC Carousel Centrifuge 2.0 (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka)

PCR uredaj Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

real-time PCR uredaj LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka)
program LightCycler Software, ver. 4.1.1.21 (Roche Applied Science, Mannheim,
Njemacka)

real-time PCR uredaj ABI 7500 Standard (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija,
SAD)

program 7500 System SDS Software, ver. 1.4.0 (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)

program Microsoft Office Excel 2007 (Redmond, Washington, SAD)

program STATISTICA, ver. 10.0 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma, SAD)

RT2 Profiler PCR Array Data Analysis v3.5 (QIAGEN-SABiosciences, Frederick,
Maryland, SAD)

miScript miIRNA PCR Array Data Analysis (QIAGEN-SABiosciences, Frederick,
Maryland, SAD)

Ingenuity pathways analysis (IPA) (Ingenuity Systems, Redwood City, Kalifornija, SAD)
Multivariate adaptive regression splines (MARS) (Salford Systems, San Diego,
Kalifornija, SAD)

aparatura za horizontalnu gel elektroforezu Mini Sub CELL GT (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornija, SAD)

uredaj za snimanje gelova ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornija, SAD)

aparatura za vertikalnu SDS-PAGE elektroforezu (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Svedska)

transiluminator Kodak Digital Science Image Station 440CF (Kodak, Rochester, New
York, SAD)

vaga PB303-S DeltaRange (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

termoblok Thermomixer comfort 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
spektrofotometar BioPhotometer plus (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
spektrofotometar za ploc¢ice PR 3100 TSC Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornija, SAD)
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horizontalna orbitalna tresilica za mikrotitarske ploc¢ice Titramax 1000 (Heidolph
instruments, Schwabach, Germany)

vorteks Lab dancer (IKA®-Werke, Staufen, Njemacka)

automatske pipete s promjenjivim volumenom (0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 ul, 20-200 pl,
100-1000 pl) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka; Thermo Scientific, SAD)

multikanalne pipete s promjenjivim volumenom (10-100 ul, 30-300 ul) (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka; Thermo Scientific, SAD)

pipetor Easy-pet (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

vertikalni “laminarflow” kabinet, model KTP-A-IV (Klimaoprema, Samobor, Hrvatska)
sigurnosni mikrobioloski kabineti, model KTB-NS-II (Klimaoprema, Samobor, Hrvatska)
kombinirani hladnjaci 2-8 °C, -20 °C ili nize (Koncar, Zagreb, Hrvatska)

ledenica -80 °C ili nize Hera freeze (Thermo Scientific, SAD)

vakutejneri (3, 6 ml; Z serum aktivator zgrusavanja, KsEDTA) (Greiner bio-one,
Frickenhausen, Njemacka)

LightCycler® kapilare (20 ul) (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka)

PCR tubice (0,2 ml) (Sarstedt, Nimbrecht, Njemacka)

mikrotubice (1,5 ml, 2 ml) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka; Starlab, Hamburg,
Njemacka)

polipropilenske tubice s ¢epom (5 ml) (Sarstedt, Nimbrecht, Njemacka)

tubice za reagense i centrifugiranje (15 ml, 50 ml) (Sarstedt, Numbrecht, Njemacka;
Starlab, Hamburg, Njemacka)

kivete za spektrofotometar (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

sterilni nastavci s filterom za pipete (10, 20, 100, 200, 1000 ul) (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka; Starlab, Hamburg, Njemacka)

seroloske pipete za jednokratnu upotrebu (2, 5, 10, 25 ml) (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Svicarska)

transfer pipete (3,5 ml) (Sarstedt, Numbrecht, Njemacka)

RT? PCR Array kadice (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD)

kadice za ELISA-u (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD)

parafilm “M” (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, Wisconsin, SAD)
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3.5 Metode
3.5.1 Postupak prikupljanja uzoraka krvi

U istrazivanju smo koristili perifernu punu krv bolesnika s HVBS-om koja je prikupljana i
koristena dijelom za molekularnu i serolosku dijagnostiku hantavirusa tijekom rutinske
dijagnosticke obrade (u Odjelu za znanstvena istrazivanja i Odjelu za virusologiju Klinike za
infektivne bolesti u Zagrebu), a dijelom za planirana testiranja u ovom istrazivanju. Svakom
ispitaniku izvadene su dvije epruvete venske krvi: jedna epruveta s aktivatorom zgrusavanja i
jedna epruveta s dodatkom K3EDTA kao antikoagulansom. Uzorci krvi uzimani su
venepunkcijom kod dolaska u bolnicu tj. u ranoj akutnoj fazi HVBS-a. Kod odredenog broja
bolesnika prikupljeni su uzorci krvi i u drugoj tocki tj. u kasnoj akutnoj fazi HVBS-a odnosno
prije otpusta iz bolnice. Svi uzorci su uzimani u sklopu rutinskih pretraga i kontrola. Zdravim
ispitanicima jednokratno je izvaden jedan set od dvije epruvete venske krvi.

Odmah po primitku krvi, a nakon odvajanja dijela uzorka za rutinsku dijagnostiku, pristupilo
se izolaciji mononuklearnih stanica i odvajanju seruma koji su po zavrsetku pohranjeni na

-80 °C u Odjelu za znanstvena istrazivanja za daljnja testiranja.

3.5.1.1 Izolacija mononuklearnih stanica periferne krvi na gradijentu gustoce

Mononuklearne stanice periferne krvi izolirane su iz epruvete s dodatkom antikoagulansa
(KsEDTA) metodom razdvajanja na gradijentu gusto¢e. Ukratko, ukupna koli¢ina Krvi
prethodno razrijedena fosfatnim puferom (PBS, od engl. phosphate buffered saline) (u omjeru
1:1) polagano je nadslojavana na otopinu fikola (Ficoll-Paque, GE Healthcare, Uppsala,
Svedska) volumena koji je odgovarao volumenu nerazrijedene krvi. Nakon centrifugiranja na
900 x g kroz 30 min. razdvojile su se tri faze. Mononuklearne stanice prisutne u tzv. fikolnom
prstenu pazljivo su izdvojene Pasteurovom pipetom u novu epruvetu. Stanice su dva puta

isprane u PBS-u te je njihov talog pohranjen na -80 °C do daljnje obrade.

3.5.1.2 Postupak odvajanja seruma

Serum je iz epruvete s aktivatorom zgruSavanja nakon zgrusavanja krvi odvojen
centrifugiranjem na 3000 x g tijekom 10 min. Alikvotiran je i takoder pohranjen na -80 °C do

daljnje obrade.
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3.5.2 Odredivanje specificnih protutijela na PUUV

Akutna infekcija PUUV dijagnosticirana je kod dolaska u bolnicu detekcijom specifi¢nih IgM
protutijela na PUUV u serumu bolesnika. U tu svrhu koristen je brzi imunokromatografski,
poin-of-care test Reagena POC® PUUMALA IgM (Reagena International Oy Ltd, Toivala,
Finska). Specifi¢nost i osjetljivost testa varira izmedu 83-100%.

3.5.3 Detekcija genomske RNA PUUV

Molekularna dijagnostika akutne infekcije PUUV zasniva se na detekciji genomske RNA
PUUV u punoj krvi ili serumu bolesnika ve¢ uspostavljenom metodom “klasi¢nog” nested
RT-PCR-a (162, 163). Metoda se sastoji od dva koraka, odnosno dvije reakcije PCR-a, pri
¢emu se u prvom koraku reverzna transkripcija i prva PCR reakcija odvijaju u istoj

reakcijskoj smjesi.

3.5.3.1 Izolacija ukupne RNA iz pune Krvi

Ukupna RNA izolirana je iz pune krvi upotrebom otopine na bazi fenola i gvanidin tiocijanata
- TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka). Prema preporuci
proizvodaca koristen je protokol koji je poboljsana verzija metode izolacije RNA u jednom
koraku koju su razvili Chomczynski i Sacchi (164). Ukratko, RNA je izolirana iz 250 pl pune
krvi dodatkom 750 pl TriPure reagensa u medusobnom volumnom omjeru 1:3. Tijekom ovog
koraka dolazi do liziranja svih stanica u uzorku i oslobadanja stani¢nih komponenti izvan
stanica. Nakon dodatka kloroforma i centrifugiranja otopina se razdvojila u tri faze —
bezbojnu (vodenu) gornju fazu, bijelu interfazu i crvenu (organsku) donju fazu. Gornja faza
prenesena je u novu tubicu iz koje je RNA precipitirana izopropanolom. Etanolom isprani i
osuseni talog RNA otopljen je u 20 ul RNaza-DNaza ciste vode te pospremljen na -20 °C do

daljnje upotrebe.

3.5.3.2 Metoda reverzne transkripcije i lan¢ane reakcije polimerazom u jednom koraku

Za reverznu transkripciju 1 lancanu reakciju polimerazom u jednom koraku upotrebljen je
komercijalni komplet reagencija Access RT-PCR System (Promega, Madison, Wisconsin,
SAD). Reakcijska smjesa s konacnim volumenom 50 pl sadrzavala je: 1 uM pocetnice PPT
334C, 1 uM pocetnice PPT 986R (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD) i 5 ul RNA

kalupa. Koncentracije ostalih reagencija u reakciji su bile u skladu s uputama proizvodaca.
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Reakcija se provela u PCR uredaju Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).
Reverznu transkripciju (60 min. na 42 °C) slijedila je inaktivacija reverzne transkriptaze i
aktivacija polimeraze (2 min. na 94 °C) te rekcija umnoZzavanja s 40 temperaturnih ciklusa: 30
sek. na 94 °C, 1 min. na 45 °C 1 2 min. na 68 °C te zavrSnim korakom 7 min. na 68 °C. Ovim
postupkom umnozen je 653 pb dugacak fragment S segmenta PUUV. Nukleotidni slijed

pocetnica je naveden u Tablici 2.

3.5.3.3 Nested PCR

Da bi se povecala osjetljivost metode detekcije virusne RNA pristupilo se nested PCR-u.
Produkt prve rekcije PCR sluzi kao DNA kalup u drugoj reakciji. U nested PCR-u koristen je
drugi par pocetnica PPT 376C i PPT 716R (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)
svaka u konacnoj koncentraciji 0,5 pM. Reakcijska smjesa kona¢nog volumena 50 pl jos je
sadrzavala i 1 pl DNA kalupa, 1,5 mM MgCl,, 200 uM mjesavine dNTP, 2,5 U Taq
polimeraze (Jena Bioscience GmbH, Jena, Njemacka). Nakon aktivacijskog koraka 2 min. na
94 °C reakcija je tekla kroz 36 ciklusa temperaturnog profila: 30 sek. na 94 °C, 1 min. na 49
°Ci2min. na72 °C u PCR uredaju Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).
PCR produkti vizualizirani su na 1% agaroznom gelu. Prisutnost fragmenta veli¢ine 341 pb
smatrala se potvrdom prisutnosti RNA PUUV u testiranom uzorku. Nukleotidni slijed

pocetnica je naveden u Tablici 2.

3.5.4 Odredivanje razine viremije PUUV

Viremija, odnosno koncentracija RNA PUUYV je odredivana u serumu bolesnika s HVBS-om
u dva koraka - metodom kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu (qPCR, od engl.
quantitative real-time PCR) upotrebom TagMan probe koji je ve¢ ranije opisan u literaturi
(165), u kombinaciji s klasi¢nim RT-PCR-om.

3.5.4.1 lzolacija ukupne RNA iz seruma

Ukupna RNA izolirana je iz seruma preko sistema mini kolonica pomo¢u komercijalnog kita
QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD) prema
uputama proizvodaca. Ukupni volumen seruma s kojim se krenulo u izolaciju bio je 140 pl.
Uzorak je prvo liziran puferom za lizu pod visoko denaturirajucim uvjetima uz dodatak RNA

nosaca (engl. carrier RNA) kako bi se inaktivirale RNaze i osigurala izolacija intaktne RNA
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PUUV te je potom nanesen u mini kolonicu. Tijekom dva kratka koraka centrifugiranja RNA
se vezala za silikonsku membranu. Nakon dva koraka ispiranja koja su uslijedila, RNA
vezana za silikonsku membranu eluirana je u 30 ul RNaza ¢istog pufera. Ovako pripremljena

RNA bila je pospremljena na -20 °C do daljnje upotrebe.

3.5.4.2 Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu

Izolirana RNA prvo je amplificirana metodom klasi¢nog RT-PCR-a (opisanog u poglavlju
3.5.3.2), a zatim se u drugom koraku pristupilo kvantitativnom real-time PCR-u koji je
zapravo u ovom slucaju bio nested PCR. Koristen je komercijalni komplet reagencija
LightCycler TagMan Master (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka). Reakcijska
smjesa s kona¢nim volumenom 20 pl je sadrzavala: 1 pM pocetnice PUUV CroFP, 1 pM
pocetnice PUUV CroRP (TIB Molbiol GmbH, Berlin, Njemacka), 200 nM probe PUU S
(Applied Biosystems by Life Technologies) i 5 ul PCR produkta iz predhodnog PCR-a kao
kalupa te preporucenu koli¢inu PCR mjesavine sa svim ostalim potrebnim komponentama.
Reakcija je izvodena u real-time PCR uredaju LightCycler 2.0 (Roche Applied Science,
Mannheim, Njemacka). Pocetnu aktivaciju polimeraze (10 min. na 95 °C) slijedila je reakcija
umnozavanja s 45 temperaturnih ciklusa: 10 sek. na 95 °C , 15 sek. na 50 °C i 15 sek. na 72
°C. Po zavrsetku reakcije rezultati su obradeni i analizirani u programu LightCycler Software
Version 4.1.1.21 (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka) metodom Fit Points uz
samostalno postavljanje praga (engl. treshold). Standardna krivulja za odredivanje
koncentracije PUUV temeljila se na nizu standardnih razrijedenja u rasponu koncentracija 10

do 10" RNA kopija po ml. Nukleotidni slijedovi pogetnica i probe navedeni su u Tablici 2.

Tablica 2. Izabrane nukleotidne sekvence pocetnica i probe koristenih za detekciju RNA i

odredivanje viremije PUUV

Pocetnica/

Proba Nukleotidni slijed (5°-3°) Pozicija | Segment | Ref.
PPT 334C TATGGIAATGTCCTTGATGT

PPT 986R GCACAIGCAAAIACCCA 334-986 | S 162
PPT 376C CCIAGTGGICAIACAGC

PPT 716R AAICCIATIACICCCAT 376-716 | S 163
PUUV CroFP | TAARGATGATACATCATTTGARGACATC ¢ | nove

PUUV CroRP | CTGCCTGGAGTAAGYTCTTCTGC
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PUU S (FAM)TCCATGCCAACAGCCCAGTCAAC(TAMRA) | 580-602 S 165

3.5.5 Analiza ekspresije gena imunoloskog odgovora u mononuklearnim stanicama

periferne krvi

Za analiziranje ekspresije gena odgovornih u imunoloskom odgovoru koristena je metoda
PCR array-a u stvarnom vremenu (od engl. real-time PCR array). Ova tehnologija unutar
sebe objedinjava prednosti visoko osjetljive i pouzdane tehnologije PCR-a u stvarnom
vremenu i moguénosti ,,microarray-a““ da se ekspresija moze detektirati istovremeno kod vise
gena. Za analiziranje ekspresije gena koji sudjeluju u imunoloSkom odgovoru odabran je
Human Innate and Adaptive Immune Responses PCR array (QIAGEN Sciences,
Germantown, Maryland, SAD) u formatu PCR plocice s 96 tubica. Real-time PCR array
sadrzava 84 gena imunoloskog odgovora te 12 kontrola, redom su to: pet ,,housekeeping*
gena (normalizacija dobivenih rezultata), jedna kontrola za genomsku DNA (detekcija
kontaminacije genomskom DNA), tri kontrole reverzne transkripcije (testiranje u¢inkovitosti
reakcije reverzne transkripcije) i tri pozitivne kontrole PCR-a (testiranje u¢inkovitosti PCR
reakcije) (Slika 7). Popis svih gena koji su testirani real-time PCR array-om nalazi se u
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Slika 7. Shematski prikaz real-time PCR array plocice
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3.5.5.1 Izolacija ukupne RNA iz mononuklearnih stanica periferne krvi

Za analizu genske ekspresije bilo je potrebno dobiti RNA visoke kvalitete. Ukupna RNA
izolirana je iz mononuklearmih stanica periferne krvi upotrebom otopine TriPure Isolation
Reagent (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka). Na stani¢ni talog dodan je 1 ml
TriPure reagensa za lizu stanica, a protokol je dalje slijedio sve korake prethodno opisane kao
za postupak izolacije ukupne RNA iz pune krvi. Nakon postupka izolacije, u uzorcima RNA
napravljena je digestija DNazom (RQ RNase-free DNase, Promega, Madison, Wisconsin,
SAD) (1 U enzima na 1 ug RNA) da se ukloni prisutnost genomske DNA nakon ¢ega je RNA
procis¢ena preko sistema kolonica koriste¢i RNeasy Mini Kit (QIAGEN Sciences,
Germantown, Maryland, SAD) i eluirana u 30 pul RNaza-DNaza c¢iste vode. Koncentracija i
¢isto¢a izolirane RNA za svaki je uzorak odredena spektrofotometrijski mjerenjem
apsorbancija (Azso, Ao | Azgp) U TE puferu na spektrofotometru BioPhotometer plus
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Cistoca RNA bila je zadovoljavaju¢a ukoliko je omjer
Aoeoi280 bio izmedu 1,8-2,1 i omjer Ageor230 Ve¢i od 1,7. Kvaliteta izolirane RNA dodatno je
provjerena testom integriteta. Prisutnost dva ostra benda na 1% agaroznom gelu, koji
odgovaraju 18S i 28S ribosomalnoj RNA, smatrala se potvrdom da je integritet RNA

zadovoljavajuce kvalitete. RNA je bila pospremljena na -20 °C do daljnje upotrebe.

3.5.5.2 Sinteza prvog lanca cDNA

U sintezi prvog lanca cDNA koristeno je 2 pg ukupne RNA i jednaka koli¢ina RNA kalupa
koristena je za sve uzorke kroz cijeli eksperiment. Smjesi RNA kalupa i odgovarajuce
kolicine RNaza-DNaza ciste vode dodana su 2 ul nasumicnih pocetnica (c=500 pg/ml) (od
engl. random primers) (Promega, Madison, Wisconsin, SAD) te je nakon inkubacije 3 min. na
70 °C i 10 min. na 37 °C doslo do denaturacije kalupa, a potom do sparivanja pocetnica s
kalupom. U reakcijsku smjesu su zatim dodani 5X reakcijski pufer, dNTP mjesavina,
inhibitor RNaze (Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor) i enzim reverzna transkriptaza
(MMLV Reverse Transcriptase) (svi Promega, Madison, Wisconsin, SAD) do kona¢nog
volumena 40 pl. Reakcija reverzne transkripcije odvijala se na 37 °C kroz 60 min., uz
inaktivaciju 5 min. na 95 °C u PCR uredaju Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka).
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3.5.5.3 Real-time PCR array

Za analiziranje ekspresije gena koji sudjeluju u imunoloskom odgovoru odabran je Human
Innate and Adaptive Immune Responses PCR array (QIAGEN Sciences, Germantown,
Maryland, SAD). Kao kalup je koristena cDNA pripremljena u prethodnom koraku. Prema
preporuci proizvodaca smjesa cDNA razrijedena je s RNaza-DNaza cistom vodom i u
odgovaraju¢em omjeru pomijesana s ostalim komponentama za PCR reakciju (izuzev
pocetnica) objedinjenih u gotovoj PCR mjesavini RT> SYBR Green ROX gqPCR Mastermix
(QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD), a potom je multikanalnom pipetom po
25 ul preneseno u svaku tubicu PCR arraya. Svaka tubica sadrzavala je po jedan set
specificnin pocetnica ili za zeljeni gen ili odredenu kontrolu. Reakcija je izvedena pod
slijede¢im uvjetima: 10 min. na 95 °C, zatim 40 ciklusa 15 sek. na 95 °C, 1 min. na 60 °C u
real-time PCR uredaju ABI 7500 Standard (Applied Biosystems, Foster City, California,
SAD). Za odredivanje disocijacijske krivulje koristen je program odreden uredajem (95 °C,
15 sek.; 60 °C, 1 min.; 95 °C, 15 sek.; 60 °C, 1 min.). Analiza i izracun C; vrijednosti po
zavrsetku reakcije (C; od engl. threshold cycle), kao i analiza disocijacijske krivulje
napravljeni su koriste¢i pripadaju¢i program uredaja 7500 System SDS Software, ver. 1.4.0

(Applied Biosystems, Foster City, California, SAD).

3.5.6 Odredivanje koncentracije citokina i kemokina u serumu

Za odredivanje koncentracije odabranih citokina i kemokina u serumima bolesnika s HVBS-
om KkoriSten je enzimski imunotest na Cvrstoj fazi (ELISA, od engl. enzyme-linked
immunosorbent assay). Koncentracije interleukina 10 (IL-10, od engl. interleukin 10),
interferonom gama stimuliranog proteina 10 (IP-10/CXCL10, od engl. interferon gamma-
induced protein 10/C-X-C motif chemokine 10) i solubilnog CD40 liganda (sSCD40L, od engl.
solubile CD40 ligand) u serumu su redom odredene komercijalno dostupnim ELISA
testovima Human IL-10 Quantikine ELISA Kit, Human CXCL10/IP-10 Quantikine ELISA
Kit, Human CD40 Ligand/TNFSF5 Quantikine ELISA Kit (svi R&D Systems Europe Ltd.,
Abingdon, UK) prema uputama proizvodaca.

Svi testovi izvodeni su u mikrotitarskim ploc¢icama na dnu ¢ijih udubina, a u koje nanosimo
uzorke i standarde, su vezana specificna protutijela za pojedine analite. Koncentracije citokina
I kemokina u uzorcima i standardima odreduju se dodatkom konjugiranog specifi¢nog

poliklonskog protutijela na koje je vezan enzim peroksidaze iz hrena. Dodatkom supstrata na
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kraju enzimske reakcije nastaje obojeni produkt proporcionalan koli¢ini citokina/kemokina
vezanog u pocetnom koraku. Intenzitet nastale boje, odnosno njegova apsorbancija mjerena je
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 450 nm na spektrofotometru PR 3100 TSC
Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, SAD). To¢na koncentracija
citokina/kemokina izracunata je interpolacijom standardne krivulje koja je kreirana na osnovi
izmjerenih apsorbancija serijski razrijedenih standarada poznate koncentracije. Za odredivanje
sCD40L uzorke seruma je bilo potrebno 5X prethodno razrijediti, a za odredivanje CXCL10
20X razrijediti. Buduc¢i da su visoke koncentracije CXCL10 prisutne u slini, tijekom
izvodenja testa koristene su mjere zastite kako bi se sprijec¢ila moguca kontaminacija

reagencija. U Tablici 3 navedene su karakteristike koristenih testova.

Tablica 3. Mjerni raspon, osjetljivost testa te preciznost unutar i izmedu testova koristenih za
odredivanje koncentracije 1L-10, CXCL10 i sCD40L

Mjerni raspon | Osjetljivost testa | Preciznost unutar | Preciznost izmedu
(pg/ml) (pg/ml) testa CV% testova CV%
IL-10 0-500 < 3,90 1,7-5,0 5,9-7,5
CXCL10 0-500 <1,67 3,0-4,6 5,2-8,8
sCD40L 0-4000 <4,20 45-54 6,0-6,4

Legenda: sCD40L=solubilni CD40 ligand; CV=koeficijent varijacije; CXCL10=interferonom gama stimulirani
protein 10; IL-10=interleukin 10

3.5.7 Odredivanje prisutnosti fosforiliranog NFkB (p65) proteina u mononuklearnim

stanicama periferne krvi

Detekcija fosforiliranog NFkB (p65) (p-NFkB p65) proteina u mononuklearnim stanicama

periferne krvi radena je Western blot analizom.

3.5.7.1 lIzolacija proteina iz mononuklearnih stanica periferne krvi

Ukupni proteini izolirani su iz mononuklearnih stanica periferne krvi upotrebom otopine
TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science, Mannheim, Njemacka). lzolacija je
zapocela paralelno s izolacijom ukupne RNA iz istih uzoraka stanica. Nakon razdvajanja
otopine u tri faze izolacija proteina nastavljena je iz interfaze i donje organske faze prema
protokolu za izolaciju proteina. Nakon precipitacije DNA 100% etanolom, iz dobivenog

supernatanta slijedila je precipitacija proteina izopropanolom. Proteinski talog tri puta je
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ispran 0,3 M gvanidin-hidrokloridom u 95% etanolu i zavr$nim ispiranjem u 100% etanolu.
Osuseni proteinski talog otopljen je u 50 ul 8 M otopine ureje i pospremljen na -20 °C do

daljnje upotrebe.

3.5.7.2 Western blot analiza za p-NFkB p65

Proteini pripremljeni na prethodno opisan nacin mogli su direktno biti koriSteni u Western
blotu. Koncentracija proteina izmjerena je metodom po Bradfordu na spektrofotometru
BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Prethodno denaturirani proteini u puferu
za nanosenje na gel (5 min. na 95 °C) razdvojeni su na 10% poliakrilamidnom gelu
vertikalnom SDS-PAGE elektroforezom. Po zavrsetku elektroforeze proteini su preneseni na
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranu (Amersham Hybond-P, GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, Svedska), blokirani u 5% BSA puferu za blokiranje, te inkubirani s
primarnim protutijelom u razrijedenju 1:1000. Koristeno je zec¢je poliklonsko protutijelo
specificno za NFkB podjedinice p65 fosforilirane na poziciji Ser 536 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, SAD). Nakon ispiranja dodano je sekundarno
kozje anti-ze¢je IgG protutijelo konjugirano enzimom alkalna fosfataza (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, SAD) u razrijedenju 1:5000. Proteini su na
membrani vizualizirani dodatkom kemiluminiscentnog supstrata za alkalnu fosfatazu (ECF
Substrate, GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Svedska) i snimanjem u transiluminatoru
Kodak Digital Science Image Station 440CF (Kodak, Rochester, New York, SAD). Kao
kontrola nanoSenja koriSten je P-aktin koji je detektiran poliklonskim ze€jim protutijelom

specificnim za B-aktin u razrijedenju 1:1000 (abcam, Cambridge, UK).

3.5.8 Analiza ekspresije gena miRNA u mononuklearnim stanicama periferne krvi i u

serumu

Za analiziranje genske ekspresije miRNA koristena je takoder tehnologija real-time PCR
array-a koja omogucava osjetljivu i specificnu detekciju i kvantifikaciju miRNA. Za
analiziranje ekspresije gena miRNA po narudzbi je dizajniran miRNA PCR array (QIAGEN
Sciences, Germantown, Maryland, SAD) u formatu PCR plocice s 96 tubica. Real-time PCR
array sadrzava 11 gena miRNA (let-7i, miR-9, miR-19a, miR-21, miR-125b, miR-126, miR-
132, miR-146a, miR-147a, miR-155, miR-223) te pet kontrola, redom su to: jedna vanjska

kontrola miR-39 iz C. elegans (normalizacija rezultata iz seruma), dva ,,housekeeping* gena
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SNORDG61 i SNORDG68 (normalizacija rezultata iz stanica), jedna kontrola reverzne
transkripcije (testiranje ucinkovitosti reakcije reverzne transkripcije) i jedna pozitivna

kontrola PCR-a (testiranje uc¢inkovitosti PCR reakcije).

3.5.8.1 Izolacija ukupne RNA (miRNA) iz seruma

Za izolaciju miRNA iz seruma odabran je komercijalni miRNeasy Serum/Plasma kit
(QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD) koji je optimiziran za izolaciju ukupne
RNA izvan stanica — prvenstveno miRNA i drugih malih RNA molekula iz tjelesnih tekuc¢ina
koje ne sadrze stanice. U izolaciju se krenulo s maksimalno dozvoljenim volumenom seruma
od 200 pl i slijedilo se upute proizvodaca. Da bi se mogla napraviti normalizacija rezultata
uzoraka iz seruma koristena je sinteticka kontrola koja imitira miR-39 miRNA iz C. elegans
(miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control, QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland,
SAD) koja je neposredno prije same izolacije dodana u uzorak seruma. RNA je eluirana u 14
ul RNaza-DNaza ciste vode.

3.5.8.2 Sinteza prvog lanca cDNA

Kao pocetni materijal za sintezu cDNA Koristila se ukupna RNA koja je sadrzavala unutar
sebe i miRNA. Postupak se izvodio na jednak nacin za RNA izoliranu i iz uzoraka
mononuklearnih stanica periferne krvi i iz seruma pomoc¢u komercijalno dostupnog miScript
Il RT kita (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD) prema uputama proizvodaca.
Upotrebom specificnog 5X miScript HiSpec pufera omogucéeno je selektivno prevodenje
samo zrelih miRNA molekula u cDNA. Iz uzoraka seruma dodano je 1,5 ul RNA kalupa
odnosno 250 ng RNA iz uzoraka stanica u reakciju reverzne transkripcije koja se odvijala
tijekom 60 min. na 37 °C i 5 min. na 95 °C u PCR uredaju Mastercycler gradient (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka).

3.5.8.3 Real-time PCR array za zrele miRNA molekule

Za analiziranje ekspresije gena miRNA po narudzbi je dizajniran miRNA PCR array
(QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, SAD). Kao kalup je koriStena cDNA
pripremljena u prethodnom koraku. Prema preporuci proizvodaca smjesa cDNA razrijedena je
s RNaza-DNaza cistom vodom i u odgovarajuéem omjeru pomijesana s ostalim

komponentama za PCR reakciju (izuzev uzvodne pocetnice) objedinjenih u gotovoj PCR
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mjesavini miScript SYBR Green PCR kit (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland,
SAD), a potom je po 25 ul preneseno u svaku tubicu PCR arraya. Svaka tubica sadrzavala je
po jednu specifi¢nu uzvodnu pocetnicu za odredenu zrelu miRNA molekulu ili za odredenu
kontrolu. Reakcija je izvedena pod slijede¢im uvjetima: inicijalni aktivacijski korak 15 min.
na 95 °C, zatim 40 ciklusa 15 sek. na 94 °C, 30 sek. na 55 °C, 30 sek. na 70°C u real-time
PCR uredaju ABI 7500 Standard (Applied Biosystems, Foster City, California, SAD). Za
odredivanje disocijacijske krivulje koristen je program odreden uredajem (95 °C, 15 sek.; 60
°C, 1 min.; 95 °C, 15 sek.; 60 °C, 1 min.). Analiza i izracun C; vrijednosti po zavrsetku
reakcije, kao i analiza disocijacijske krivulje napravljeni su koristenjem pripadajuceg
programa uredaja 7500 System SDS Software, ver. 1.4.0 (Applied Biosystems, Foster City,
California, SAD).

3.5.9 Prikupljanje podataka o klini¢kim i laboratorijskim parametrima

Podaci o klinickim i laboratorijskim parametrima retrospektivno su prikupljani iz medicinske
dokumentacije bolesnika pridrzavaju¢i se standardnih mjera za zaStitu osobnih podataka

ispitanika. Svi podaci pohranjeni su u bazu podataka koriste¢i program Microsoft Office

Excel 2007.

3.5.10 Statisti¢ka analiza podataka

Statisticka obrada podataka radena je u statistickom programu STATISTICA, ver. 10.0
(StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, SAD). Od statistickih metoda koristena je deskriptivna
statistika za osnovni opis klinickih i laboratorijski parametara. Za testiranje razlika izmedu
dvaju nezavisnih uzoraka, tj. medu skupinama (npr. HVBS bolesnici-kontrolna skupina)
primijenjeni su testovi neparametrijske statistike kao Mann-Whitney U-test, a Kruskal-Wallis
ANOVA & Median test koristen je za utvrdivanje razlika izmedu vise od dviju skupina
numeric¢kih varijabli. Za komparativnu analizu nominalnih varijabli koristen je Fisher exact p
test, x2. Korelacije izmedu pojedinacnih varijabli procjenjivane su testom Spearmanove
korelacije ranga.

Rezultati dobiveni u analizi geneske ekspresije tehnologijom real time PCR arraya sistema
analizirani su pomocu mrezno integriranih software-skih paketa RT2 Profiler PCR Array Data
Analysis v3.5 (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) i miScript
miRNA PCR Array Data Analysis
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(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna/arrayanalysis.php) osiguranog od strane
proizvodaca (QIAGEN-SABiosciences, Frederick, Maryland, SAD). Relativne razine
ekspresije (razlike ili promjene ekspresije) raunate su AAC; metodom relativne
kvantifikacije. Studentovim t-testom usporedivane su razlike izmedu grupa bioloskih replikata
ili su usporedivane sve grupe usporedo.

U svim statisti¢kim analizama razina od p<0,05 smatrana je staisticki zna¢ajnom.

3.5.11 Bioinformati¢ka analiza podataka

Za funkcionalnu analizu podataka dobivenih tehnologijom real time PCR array sistema
koristena je IPA analiza (IPA, od engl. Ingenuity Pathways Analysis) (Ingenuity Systems Inc.,
Redwood City, California, SAD). Da bi se vidjelo koji regulatorni odnosi postoje izmedu
testiranih gena imunoloskog odgovora i miRNA odredivane su mreze interakcija. Takoder je
analizirano koje bi bioloske funkcije i stani¢ni signalni putevi bili najrelevantniji u nasem
eksperimentalnom modelu.

Neparametrijska regresijska metoda modeliranja MARS (od engl. Multivariate Adaptive
Regression Splines) (Salford Systems Inc., San Diego, California, SAD) koristena je za
kreiranje optimalnog modela za predikciju ishoda bolesti na temelju pojedina¢nih varijabli.
Unutar metode koristene su tehnike unakrsne validacije (10-struki CV) da bi se testirala
preciznost modela. U modeliranje su ukljucene slijedece varijable: normalizirani podaci
relativne ekspresije testiranih gena i miRNA (samo onih koji su bili statisticki znacajno
promjenjeni (p<0,05)), rezultati ELISA testa i odabrani klinicki podaci. Imunoloski parametri
mjereni na genskoj i proteinskoj razini modelirani su neovisno od miRNA iz razloga §to su

isti testirani na dva razliCita seta ispitanika te nije bilo preklapanja u podacima.
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4. REZULTATI

4.1 Klini¢ke karakteristike bolesnika s HYBS-om

Osnovne klinicke i laboratorijske znacajke bolesnika s HVBS-om inficiranih virusom PUU
koji su ukljuceni u studiju prikazani su u Tablici 4. Svi bolesnici u akutnoj fazi bolesti imali
su vrucicu prac¢enu zimicama, uz pojavu tresavica u vise od 80% bolesnika. Kod 20% njih
temperatura je prelazila 40 °C. Vise od 85% bolesnika imalo je prisutan i op¢i algicki sindrom
s glavoboljom, mijalgijama i bolovima u ledima. U polovice bolesnika zabiljezene su
manifestacije mutnog vida i/ili injekcije konjuktiva, a tre¢ina je javljala retroorbitalnu bol u
o¢nim jabuc¢icama. Smetnje probavnog sustava zabiljezene su u 40% bolesnika u vidu bolova
u trbuhu, gubitka apetita (67%), mucnine (46%), povrac¢anja (36%) i dijareje (39%). lako su
blazi znakovi krvarenja bili rijetko prisutni kod nasih bolesnika, najcesce su bili prisutni na
sluznicama (21%) u obliku enantema i subkonjunktivalnog krvarenja, a u manjem postotku na
kozi (8%) kao petehijalan osip. Epistaksa je bila prisutna u samo 8% bolesnika. Kod vise od
50% bolesnika bila je prisutna trombocitopenija, a dva su bolesnika primila transfuziju
trombocita. Do razvoja oligurije ili anurije doslo je u 14% bolesnika, a u dva bolesnika je bilo
potrebno lijecenje dijalizom. Medijan najvisih izmjerenih vrijednosti serumskog kreatinina
bio je 337 umol/L (raspon 99-1238 pmol/L) te ureje 14,6 mmol/L (raspon 4,6-60,7 mmol/L).
Ultrazvu¢nim pregledom bubrega zamijec¢eni su voluminozno uvecani bubrezi kod 41%
bolesnika. Hipotenzija je bila prisutna u 18% bolesnika, ali ni kod jednog nije progredirala u
Sok. U skupini bolesnika nije bilo smrtnih ishoda.

Populacija nasih ispitanika koja je ukljucena u studiju (ukupno 39 HVBS bolesnika inficiranih
PUUV) prema klinickim karakteristikama i njihovoj pojavnosti usporediva je s podacima koje
navode nase prijasnje studije i studije na bolesnicima s HVBS-om uzrokovanim PUUV iz
drugih europskih drzava i drzava iz regije (4, 70, 71, 166-170).
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Tablica 4. Znacajke bolesti kod bolesnika s HVBS-om uzrokovanim infekcijom PUUV

Legenda:

EKG=elektrokardiogram; * Rezultati su prikazani kao medijan najvisih izmjerenih vrijednosti (raspon)

Karakteristika

HVBS-PUUV (N=39)

N (%)
Vrudica 39/39 (100%)
Hiperpireksija 8/39 (21%)
Zimica 38/39 (97%)
Tresavica 32/39 (82%)
Mijalgije 33/39 (85%)
Bolnost u ledima 34/39 (87%)
Glavobolja 36/39 (92%)
Retroorbitalna bolnost 12/39 (31%)
Zamucen vid 21/39 (54%)
Edem lica 16/39 (41%)
Konjuktivalna injekcija 19/39 (49%)
Bolnost u trbuhu 15/39 (39%)
Gubitak teka 26/39 (67%)
Mu¢nina 18/39 (46%)
Povracanje 14/39 (36%)
Dijareja 15/39 (39%)
Hepatomegalija 23/39 (59%)
Splenomegalija 5/39 (13%)
Uvecani bubrezi 7117 (41%)
Kasalj 13/39 (33%)
Crvenilo lica i vrata 6/39 (15%)
Petehije 3/39 (8%)
Enantem 8/39 (21%)
Hemoragije 3/39 (8%)
Sok 0 -
Hipotenzija 7/39 (18%)
Tahikardija 7/39 (18%)
Oligurija (<400 ml/dan) 5/37 (14%)
Potreba za dijalizom 2/39 (5%)
Patoloski radiogram pluéa 5/36 (14%)
Patoloski EKG 12/39 (31%)
Trombocitopenija (<50 x10%/L) 20/39 (51%)
PoviSene transaminaze 23/39 (59%)
Proteinurija 35/39 (90%)
Urejamaks (mmol/L)* 14,6 (4,6-60,7)
Kreatininuwaks (Wmol/L)* 337 (99-1238)
HVBS=hemoragijska  vru¢ica s  bubreznim sindromom; PUUV=virus

Puumala;
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4.2 Analiza ranog perifernog imunoloskog odgovora u bolesnika s HVBS-om tijekom
infekcije PUUV

4.2.1 Analiza ekspresije gena koji sudjeluju u urodenom i ste¢enom imunoloskom

odgovoru

Da bi karakterizirala rani imunoloski odgovor u bolesnika s HVBS-om uzrokovanim PUUV u
mononuklearnim stanicama periferne krvi analizirala sam ekspresiju 84 razlicita gena
povezana s urodenim i ste¢enim imunoloskim odgovorom (Prilog 3). Analiza je provedena na
14 bolesnika s HVBS-om i 10 zdravih kontrola. Dalje su usporedivani i analizirani samo geni
koji su pokazali promjenu ekspresije vecu ili manju od 2 puta u odnosu na kontrolu. Promjene
znacajno povecanu ekspresiju u odnosu na kontrolnu skupinu — 1L10, CXCL10 i MX1. Kod
¢ak 19 gena ekspresija je bila vise od dva puta snizena uslijed PUUV infekcije (Tablica 5 i
Slika 8). Najizrazenije promjene u ekspresiji u vidu njezinog snizenja pokazali su geni za 1L.2
i CD40L, a stupanj promjene redom je iznosio -10,58 i -13,60. Vidljivo je bio veci broj gena
koji su dozivjeli utiSavanje svoje ekspresije u odnosu na one kod kojih je ekspresija bila
dodatno potaknuta u ranoj fazi infekcije, $to upucuje na to da u bolesnika s HVBS-om postoji

tendencija supresije ranog imunoloSkog odgovora.
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Tablica 5. Promjene ekspresije gena u mononuklearnim stanicama periferne krvi bolesnika s

HVBS-om tijekom ranog imunoloskog odgovora na infekciju PUUV

Gen Stupanj promjene p
Geni s poviSenom ekspresijom HVBS (N=14)

IL10 5,69 <0.001
CXCL10 5,19 <0.001
MX1 2,14 0.005
Geni sa sniZenom ekspresijom HVBS (N=14)
GATA3 -2,01 0,003
IL4 -2,01 0,252
NOD1 -2,01 <0,001
TBX21 -2,07 <0,001
MAPKS -2,08 <0,001
C3 -2,33 0,130
CCRS8 -2,34 0,296
TLR9 -2,54 <0,001
TLR1 -2,73 0,062
CCL2 -2,93 0,186
CCR4 -2,95 <0,001
HLA-A -3,24 0,002
STAT4 -3,33 <0,001
RAG1 -3,36 <0,001
TLR3 -3,56 <0,001
CCR6 -4,53 <0,001
RORC -5,83 <0,001
IL2 -10,58 <0,001
CD40L -13,60 <0,001

Legenda: HVBS=hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom

Legenda naziva gena od engl.: C3=Complement component 3; CCL2=Chemokine (C-C motif) ligand 2;
CCR4=Chemokine (C-C motif) receptor 4; CCR6=Chemokine (C-C motif) receptor 6; CCR8=Chemokine (C-
C motif) receptor 8; CD40L=CD40 ligand; CXCL10=Chemokine (C-X-C motif) ligand 10; GATA3=GATA
binding protein 3; HLA-A=Major histocompatibility complex, class I, A; IL2=Interleukin 2; IL4=Interleukin 4;
IL10=Interleukin 10; MAPKS8=Mitogen-activated protein kinase 8; MX1=Myxovirus (influenza virus)
resistance 1, interferon-inducible protein p78 (mouse); NOD1=Nucleotide-binding oligomerization domain
containing 1; RAGI1=Recombination activating gene 1; RORC=RAR-related orphan receptor C;
STATA4=Signal transducer and activator of transcription 4; TBX21=T-box 21; TLR1=Toll-like receptor 1,
TLR3=Toll-like receptor 3; TLR9=Toll-like receptor 9

IStatisticki znagajno pri p< 0,05
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Slika 8. Volcano plot za 84 testirana gena u bolesnika s HVBS-om uzrokovanim PUUV. Na
osi-x prikazan je stupanj promjene relativne genske ekspresije, a na osi-y -logio p. U gornjem
lijevom i desnom kvadrantu pri grani¢nim vrijednostima praga: p=0,05 (horizontalna plava
linija) 1 dvostruko snizenje/poviSenje relativne genske ekspresije (vertikalne sive linije)
selektirano je 17 statisticki znacajno promijenjenih gena. Zeleni kruzi¢i oznacavaju gene sa

snizenom ekspresijom, a crveni kruzi¢i gene s poviSenom ekspresijom.

4.2.2 Usporedba ekspresije gena koji sudjeluju u urodenom i ste¢enom imunoloskom

odgovoru prema tezini klinicke slike bolesnika s HVBS-om

Bolesnike s HVBS-om sam na osnovu Kriterija opisanih u Prilogu 2 (A i B) dodatno
podijelila u dvije skupine s razli¢itim klinickim tijekom bolesti. Od ukupno 14 bolesnika
devet ih je imalo blagi tijek bolesti, a pet srednje teski do teski tijek bolesti. Kada su bolesnici
bili podjeljeni u dvije grupe, promjene na razini genske ekspresije bile su jo§ izrazenije u
smjeru supresije gena i pokazale su se jasno vidljive razlike izmedu dviju grupa bolesnika s
HVBS-om.
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U grupi bolesnika s tezom klinickom slikom bio je veéi broj gena ¢ija je genska ekspresija
bila promijenjena (26/84) u odnosu na bolesnike s blazom bolesti (16/84), koja je prije svega
bila sniZzena u obje grupe: 23/26 gena imala su snizenu ekspresiju u grupi tezih bolesnika, a
12/16 u grupi blazih bolesnika. Geni koji su bili promijenjeni pokazivali su u svim
slu¢ajevima isti smjer regulacije ekspresije u obje grupe, odnosno, nije bilo situacije da bi u
jednoj grupi ekspresija pojedinog gena bila povisena, a istovremeno u drugoj grupi sniZena.
Stovise, kod svih gena koji su imali snizenu ekspresiju u obje grupe (TLR1, TLR3, TLRY,
CCR4, CCRG6, HLA-A, RORC, IL2, CD40L, RAG1, STAT4), dominantno je bio prisutan jaci
stupanj supresije u grupi bolesnika s tezim klinickim tijekom bolesti (Tablica 6).

Kod nekih gena do znadajne promjene u ekspresiji je doslo samo u grupi tezih bolesnika
(GATAS3, NOD1, TBX21, MAPKS, IL4, C3, CCL2, CCRS) te je vidljivo da je njihova
supresija bila jo§ izrazenija kad su bili razdvojeni od grupe s blagim HVBS-om (Tablica 5 i
Tablica 6). Ovi geni su u grupi blazih bolesnika takoder pokazivali tendenciju sniZavanja
ekspresije, ali ona nije prelazila donju arbitraznu granicu od £2 koju smo odredili kao ,,cut-
off* vrijednost za promjenu u genskoj ekspresiji.

Osim toga promjene su identificirane i u nekoliko novih gena (MPO, CCL5, CD80, FOXP3,
IL1A, IL23A) koji nisu bili promijenjeni u analizi svih bolesnika zajedno.

Opcenito, rezultati ukazuju da su promjene na nivou genske ekspresije bile jace izraZzene u

grupi bolesnika s tezim tijekom bolesti (Slika 9).
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Tablica 6. Promjene ekspresije gena u mononuklearnim stanicama periferne krvi tijekom
ranog imunoloskog odgovora na infekciju PUUV izmedu bolesnika s blagim i srednje

teSkim/teskim tijekom bolesti

Gen Stupanj promjene p' Stupanj promjene p’
Geni s poviSenom ekspresijom Blazi HVBS (N=9) Tezi HVBS (N=5)
IL10 511 <0,001 6,91 0,001
CXCL10 6,38 <0,001 3,58 0,001
CSF2 2,78 0,297 -1,99 0,044
MX1 2,42 0,003 1,71 0,014
MPO -1,09 0,944 2,25 0,149
Geni sa sniZenom ekspresijom  Blazi HVBS (N=9) Tezi HVBS (N=5)
CCL5 -2,11 0,014 -1,61 0,172
IL23A -1,55 <0,001 -2,10 <0,001
GATA3 -1,93 0,018 -2,17 0,019
CD80 -1,40 0,016 -2,27 <0,001
NOD1 -1,88 <0,001 -2,28 <0,001
TBX21 -1,95 <0,001 -2,31 <0,001
MAPKS8 -1,94 <0,001 -2,36 <0,001
FOXP3 -1,35 0,020 -2,82 <0,001
TLR1 -2,56 0,088 -3,07 0,086
IL1A -1,28 0,667 -3,12 0,092
TLR9 -2,19 <0,001 -3,32 <0,001
IL4 -1,49 0,460 -3,43 0,211
RAG1 -3,06 <0,001 -3,98 <0,001
STAT4 -3,00 <0,001 -4,02 <0,001
C3 -1,65 0,367 -4,35 0,100
TLR3 -2,88 <0,001 -5,23 <0,001
CCR4 -2,13 0,002 -5,34 <0,001
HLA-A -2,42 0,004 -5,49 0,033
CCRS8 -1,33 0,874 -6,45 0,002
CCR®6 -3,25 <0,001 -8,25 <0,001
CCL2 -1,56 0,777 -9,10 0,001
RORC -4,07 <0,001 -11,14 <0,001
IL2 -7,42 <0,001 -20,05 <0,001
CD40L -5,68 <0,001 -65,37 <0,001

Legenda: HVBS=hemoragijska vru¢ica s bubreznim sindromom

Legenda naziva gena od engl.: C3=Complement component 3; CCL2=Chemokine (C-C motif) ligand 2;
CCL5=Chemokine (C-C motif) ligand 5; CCR4=Chemokine (C-C motif) receptor 4, CCR6=Chemokine (C-C
motif) receptor 6; CCR8=Chemokine (C-C motif) receptor 8; CD40L=CD40 ligand; CD80=CD80 molecule;
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CSF2=Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage); CXCL10=Chemokine (C-X-C motif) ligand 10;
FOXP3=Forkhead box P3; GATA3=GATA binding protein 3; HLA-A=Major histocompatibility complex,
class I, A; IL1A=Interleukin 1, alpha; IL2=Interleukin 2; IL4=Interleukin 4; IL10=Interleukin 10;
IL23A=Interleukin 23, alpha subunit pl9; MAPKS8=Mitogen-activated protein  kinase 8;
MPO=Myeloperoxidase; MX1=Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78
(mouse); NOD1=Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1; RAG1=Recombination activating
gene 1; RORC=RAR-related orphan receptor C; STAT4=Signal transducer and activator of transcription 4;
TBX21=T-box 21; TLR1=Toll-like receptor 1; TLR3=Toll-like receptor 3; TLR9=Toll-like receptor 9
!Statisti¢ki znagajno pri p< 0,05
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Slika 9. Diferencijalno eksprimirini geni u mononuklearnim stanicama periferne krvi u grupi

bolesnika s blagim i srednje teskim/teskim tijekom HVBS-a

4.2.3 Odredivanje koncentracije 1L-10, CXCL10 i SCD40L u serumu

Na razini proteina sam mjerila tri imunoloska parametra za koje sam profiliranjem ekspresije
gena zakljuéila da bi mogli imati vaznu ulogu u imunopatogenezi HVBS-a. IL-10 i CXCL10
imali su znacajno poviSenu ekspresiju gena u ranoj fazi infekcije PUUV dok je CD40L
pokazivao najveci stupanj utiSavanja genske ekspresije te sam zeljela vidjeti razinu ovih

proteina u serumu bolesnika.
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Kao $to se ocekivalo na osnovi predhodnih rezultata i iz literature, pokazala sam znacajno
vise koncentracije IL-10 i CXCL10 u bolesnika s HVBS-om uzrokovanim PUUV nego u
zdravih kontrola. Koncentracije IL-10 i CXCL10 su zna¢ajno poviSene u ranoj akutnoj fazi
bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu, nakon toga padaju, ali su jo§ uvijek statisticki

znacajno vise od razina IL-10 i CXCL10 u zdravih ispitanika (Slika 10 i Slika 11).
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Slika 10. Razina IL-10 u serumu bolesnika s HVBS-om u ranoj (1) (medijan 6 dana od pojave
simptoma) i u kasnoj (Il) (medijan 15 dana od pojave simptoma) akutnoj fazi HVBS-a u
odnosu na zdrave kontrole (K). Razlika je statisticki znacajna izmedu testiranih skupina
(Kruskal-Wallis ANOVA & Median test, p<0,001), kao i izmedu svih pojedina¢nih skupina
(Mann-Whitney U test, p<0,001).
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Slika 11. Razina CXCL10 u serumu bolesnika s HVBS-om u ranoj (I) (medijan 6 dana od
pojave simptoma) i u kasnoj (I1) (medijan 15 dana od pojave simptoma) akutnoj fazi HVBS-a
u odnosu na zdrave kontrole (K). Razlika je statisticki znacajna izmedu testiranih skupina
(Kruskal-Wallis ANOVA & Median test, p<0,001), kao i izmedu svih pojedina¢nih skupina
(Mann-Whitney U test, p<0,001).

Razine IL-10 i CXCL10 su takoder znacajno viSe u bolesnika s blagim ili srednje
teSkim/teskim oblikom HVBS-a u odnosu na kontrolnu skupinu, ali ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu te dvije skupine bolesnika mjereno 1 tijekom rane 1 tijekom kasne
akutne faze HVBS-a (Slika 12 i Slika 13). Ipak, u ranoj akutnoj fazi HVBS-a mozemo vidjeti
trend porasta razine IL-10 i CXCL10 u grupi tezih bolesnika u odnosu na skupinu blazih
bolesnika (medijani 1L-10: 84,58 pg/ml; 62,61 pg/ml i medijani CXCL10: 4993,68 pg/ml;
3712,37 pg/ml).
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Slika 12. Razina IL-10 u serumu bolesnika s blagom (B) i srednje teskom/teskom (ST)
klini¢kom slikom HVBS-a u odnosu na zdrave kontrole (K) u ranoj i u kasnoj akutnoj fazi
HVBS-a. Razlika je statisticki znacajna izmedu testiranih skupina (Kruskal-Wallis ANOVA
& Median test, p<0,001). Razlika je statisticki znacajna izmedu bolesnika s blagom klinickom
slikom i zdravih ispitanika (Mann-Whitney U test, p<0,001) i izmedu bolesnika sa srednje
teSkom/teSkom klinickom slikom i zdravih ispitanika (Mann-Whitney U test, p<0,001) i u

ranoj i u kasnoj akutnoj fazi HVBS-a.
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Slika 13. Razina CXCL10 u serumu bolesnika s blagom (B) i srednje teskom/teskom (ST)
klini¢kom slikom HVBS-a u odnosu na zdrave kontrole (K) u ranoj i u kasnoj akutnoj fazi
HVBS-a. Razlika je statisticki znacajna izmedu testiranih skupina (Kruskal-Wallis ANOVA
& Median test, p<0,001). Razlika je statisticki znacajna izmedu bolesnika s blagom klinickom
slikom i zdravih ispitanika (Mann-Whitney U test, p<0,001) i izmedu bolesnika sa srednje
teSkom/teSkom klinickom slikom i zdravih ispitanika (Mann-Whitney U test, p<0,001) i u

ranoj i u kasnoj akutnoj fazi HVBS-a.
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Koncentracije sSCD40L su, medutim, nize u ranoj akutnoj fazi bolesti u odnosu na kontrolnu
skupinu, iako razlika nije statisticki znacajna. Tek u kasnoj akutnoj fazi bolesti razina
sCD40L u serumu bolesnika s HVYBS-om znacajno raste u odnosu na zdrave kontrole (Slika
14).
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Slika 14. Razina sCD40L u serumu bolesnika s HVBS-om u ranoj (1) (medijan 6 dana od

pojave simptoma) i u kasnoj (Il) (medijan 15 dana od pojave simptoma) akutnoj fazi HVBS-a
u odnosu na zdrave kontrole (K). Razlika je statisticki znacajna izmedu testiranih skupina
(Kruskal-Wallis ANOVA & Median test, p<0,001). Razina sCD40L u prvom serumu je niza,
ali ne statisti¢ki znacajna u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann-Whitney U test, p=0,065), ali
je zato zna¢ajno niza u odnosu na razinu u kasnoj akutnoj fazi HVBS-a (Mann-Whitney U
test, p<0,001). Razina sCD40L je znacajno visa u kasnoj akutnoj fazi u odnosu na kontrolnu

skupinu (Mann-Whitney U test, p<0,001).

U ranoj akutnoj fazi bolesti ne postoje znacajne razlike izmedu razina sSCD40L u bolesnika s
blagom 1 srednje teSkom/teSkom klinickom slikom medusobno ili u odnosu prema zdravoj
kontroli (Slika 15). U kasnoj akutnoj fazi HVBS-a serumske razine sCD40L su znacajno
porasle u obje grupe u odnosu na zdrave kontrole. Porast je bio nesto sporiji u grupi bolesnika
s tezim U usporedbi s bolesnicima s blazim tijekom bolesti. lako razlika nije bila statisticki

znacajna moze se vidjeti tendencija porasta razine sCD40L u serumu bolesnika s blazim
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oblikom bolesti, u odnosu na skupinu s tezim oblikom bolesti (medijani: 11456,67 pg/ml i
9598,33 pg/ml) (Slika 16).
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Slika 15. Razina sCD40L u serumu bolesnika s blagom (B) i srednje teskom/teSkom (ST)
klinickom slikom HVBS-a u odnosu na zdrave kontrole (K) u ranoj akutnoj fazi HVBS-a.
Razlika nije statisticki znacajna izmedu tri testirane skupine (Kruskal-Wallis ANOVA &
Median test, p=0,072).
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Slika 16. Razina sCD40L u serumu bolesnika s blagom (B) i srednje teSkom/teSkom (ST)
klini¢kom slikom HVBS-a u odnosu na zdrave kontrole u kasnoj akutnoj fazi HVBS-a.
Razlika je statisticki znacajna izmedu testiranih skupina (Kruskal-Wallis ANOVA & Median

test, p<0,001). Razlika je statisticki znacajna izmedu bolesnika s blagom klini¢kom slikom 1
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zdravih ispitanika (Mann-Whitney U test, p<0,001) i izmedu bolesnika s srednje
teSkom/teSkom klinickom slikom i zdravih ispitanika (Mann-Whitney U test, p=0,018).

4.2.4 Mjerenje aktivacije NFkB proteina u mononuklearnim stanicama periferne krvi

Budu¢i da su rezultati analize ekspresije gena ukazivali na stanovitu supresiju gena
odgovornih u imunoloskom odgovoru domacina mjerenjem aktivacije NF«xB indirektno sam
zeljela procijeniti status aktivacije imunoloSkog odgovora tijekom infekcije PUUV.

NFkB ima kljuénu ulogu u regulaciji imunoloskog odgovora na infekciju i centralna je
molekula u mnogim signalnim stani¢énim putevima. Fosforiliranu formu p65 podjedinice
NF«B kompleksa odabrala sam kao nespecifi¢ni marker aktivacije imunoloskog odgovora.

U Sest bolesnika i Sest zdravih kontrola sam u proteinima izoliranim iz mononuklearnih
stanica periferne krvi Western blotom analizirala prisutnost p-NFkB p65. Uzorci stanica
prikupljeni su u ranoj fazi bolesti, a za dva bolesnika analizirala sam i uzorak iz kasnije faze
bolesti. U mononuklearnim stanicama periferne krvi ¢etvero bolesnika iz rane faze HVBS-a
detektirala sam p-NF«kB p65. Kod dva bolesnika za koje je bio dostupan uzorak i iz kasne faze
bolesti, p-NFxB p65 bio je detektabilan i u kasnijoj fazi HVBS-a (Slika 17). Kod zdravih
kontrola nije detektiran p-NF«B p65 (podaci nisu prikazani).

M 4 5 6 7 8

PK 1 2 3
p-NF«B p65 ’ - w “ . 65 kDa
m S .

" y
[-aktin ~ - -~ ‘ - P A 42 kDa
- o

Slika 17. Western blot za p-NFkB p65 (Ser 536) s B-aktinom kao kontrolom nanoSenja.
PK=pozitivna kontrola, M=proteinski marker (ColorBurst Electrophoresis Marker (Sigma-
Aldrich Inc., Saint-Louis, Missouri, SAD)), 1, 2, 3, 5, 6, 8=uzorci rane faze HVBS-a, 4,
7=uzorci kasne faze HVBS-a.

60



4.3 Uloga miRNA u modulaciji ranog perifernog imunoloskog odgovora virusom PUU

4.3.1 Identifikacija potencijalnih miRNA regulatora imunoloskog odgovora domacdina

na infekciju PUUV

U ranoj fazi HVBS-a analizirala sam ekspresiju miRNA kao odgovor na infekciju PUUV. Za
analizu sam odabrala 11 miRNA za koje je prethodno dokazano da imaju ulogu u
fizioloskom, ali i u patoloSkom imunoloskom odgovoru organizma. Ekspresiju miRNA
analizirala sam u 17 bolesnika s HVBS-om i 10 zdravih kontrola u uzorcima mononuklearnih
stanica periferne krvi i u serumu. Jedna miRNA (miR-147a) izostavljena je iz daljnje obrade
buduéi da je analiza disocijacijske krivulje pokazivala prisutnost nespecifi¢nih produkata.

Od ukupno 10 analiziranih miRNA u ranoj akutnoj fazi bolesti u mononuklearnim stanicama
periferne krvi, detektirala sam sedam miRNA C¢ija je ekspresija bila promijenjena uslijed
infekcije: let-7i, miR-9, miR-19a, miR-21, miR-132, miR-155 i miR-223. Svih sedam miRNA
imalo je vise od dva puta povisenu ekspresiju U bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu.
Najveci porast ekspresije otkriven je kod miR-21, a stupanj promjene iznosio je 11,29. U
ranoj akutnoj fazi infekcije relativna ekspresija miR-125b, miR-126 i miR-146a je bila
nepromjenjena (Tablica 7 i Slika 18).

U devet bolesnika analizirala sam i mononuklearne stanice periferne krvi iz kasne akutne faze
bolesti kako bih pratila dinamiku ekspresije miRNA. Tijekom trajanja bolesti doslo je do joS$
veceg povecanja ekspresije iako ono nije bilo statisticki znacajno u odnosu na kontrolu. U
kasnoj akutnoj fazi HVBS-a povecana ekspresija biljezi se u svih 10 miRNA (Tablica 7 i
Slika 18).

U serumu je relativna genska ekspresija mjerenih miRNA bila niska ili nedetektabilna i kod

bolesnika s HVBS-om i kod zdravih kontrola (rezultati nisu prikazani).
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Tablica 7. Promjene ekspresije miRNA u ranoj i kasnoj fazi HVBS-a u mononuklearnim

stanicama periferne krvi

IRNA Stupielnj ot Stupiamj L
promjene promjene

MiRNA s povisenom ekspresijom Rani HVBS (N=17) Kasni HVBS (N=9)
let-7i 4,15 0,002 8,10 0,279
miR-9 4,04 <0,001 10,75 0,284
miR-19a 5,57 0,003 11,44 0,285
miR-21 11,29 <0,001 19,56 0,275
miR-125b 3,90 0,297
miR-126 9,15 0,249
miR-132 2,14 0,162 3,94 0,285
miR-146a 5,47 0,280
miR-155 3,35 0,004 4,61 0,291
miR-223 5,50 0,184 7,57 0,283

Legenda: HVBS=hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom
IStatisticki znagajno pri p< 0,05

25

B Rani HVBS M Kasni HVBS

20

STUPANJ PROMIJENE

15
10
| I| J
11148

miR-125b miR-146a miR-126 miR-132 miR-155 miR-9 let-7i  miR-223 miR-19a miR-21

Slika 18. Diferencijalno eksprimirane miRNA u ranoj

mononuklearnim stanicama periferne krvi

kasnoj fazi

HVBS-a u
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4.3.2 Promjene u ekspresiji miRNA u mononuklearnim stanicama periferne Kkrvi

tijekom infekcije PUUV spram tezini bolesti

Ekspresiju miRNA u mononuklearnim stanicama periferne krvi analizirala sam i medu
skupinama bolesnika s razli¢itom tezinom bolesti. Od ukupno 17 bolesnika sedam ih je imalo
blagu klini¢ku sliku, a 10 srednje tesku do tesku. Kada su bolesnici bili podijeljeni u dvije
grupe ovisno o tezini bolesti pokazale su se jasno vidljive razlike izmedu dviju grupa
bolesnika u razinama relativne genske ekspresije sedam miRNA. To su bile iste miRNA koje
su bile promjenjene u HVBS-u u odnosu na zdrave kontrole. Infekcija PUUV snaznije je
potaknula ekspresiju svih miRNA u grupi bolesnika s tezim oblikom bolesti u usporedbi s
grupom s lakS$im oblikom bolesti. Pojacana ekspresija miR-132 registrirana je samo u grupi
bolesnika sa srednje teskom/teskom klinickom slikom (Tablica 8 i Slika 19).
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Tablica 8. Promjene ekspresije miRNA u mononuklearnim stanicama periferne Krvi

bolesnika s blagim i srednje teskim/teskim tijekom HVBS-a

RNA Stupismj ot Stupielnj L
promjene promjene

miRNA s poviSenom ekspresijom Blazi HVBS (N=7) Tezi HVBS (N=10)
let-7i 3,59 <0,001 4,50 0,004
miR-9 3,34 <0,001 4,48 <0,001
miR-19a 3,86 0,003 6,81 0,001
miR-21 9,16 <0,001 12,65 <0,001
miR-132 2,43 0,128
miR-155 2,99 <0,001 3,57 0,005
miR-223 3,69 0,022 6,84 0,136

Legenda: HVBS=hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom
IStatisticki znagajno pri p< 0,05

M BlaZi HVBS m TeZi HVBS

4
2 I '
0 T T T T T T

miR-132 miR-155 miR-9 let-7Zi miR-223 miR-19a miR-21

STUPANJ PROMIJENE

Slika 19. Diferencijalno eksprimirane miRNA u grupi bolesnika s blagim i srednje

teskim/teskim tijekom HVBS-a u ranoj akutnoj fazi bolesti u odnosu na zdravu kontrolu
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4.4 Analiza bioloskih putova promijenjenih uslijed infekcije PUUV

Kako bi u potpunosti razmotrila i karakterizirala funkciju diferencijalno eksprimiranih gena i
miRNA, odabrala sam gene i miRNA koji su pokazali promijenjenu ekspresiju tijekom rane
akutne faze HVBS-a uzrokovanog PUUYV i analizirala njihove bioloSke funkcije, molekularne
1 stani¢ne funkcije, kanonske puteve pomocu IPA analize.

Rezultati analize bioloskih funkcija su pokazali da je medu selektiranim genima, Cija je

ekspresija bila £2 1 viSe puta promijenjena tijekom infekcije uzrokovane PUUV, znacajan broj
gena bio ukljuc¢en u upalni odgovor, medustanicno djelovanje i1 signalizaciju, stanicni rast i
proliferaciju (Slike 20 i 21). Takoder je utvrdeno da je vec¢ina gena bila ukljucena u regulaciju

signalnih putova komunikacije stanica urodene i steCene imunosti, diferencijacije Th stanica i

signalnih putova receptora urodene imunosti (Slika 22).

Slika 20. IPA analiza mreze interakcija gena i miRNA koji su regulirani u mononuklearnim

stanicama periferne krvi tijekom rane akutne faze HVBS-a uzrokovanog PUUV
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Slika 21. IPA analiza mreze interakcija gena i miRNA koji su regulirani u mononuklearnim

stanicama periferne krvi tijekom rane akutne faze HVBS-a uzrokovanog PUUV
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Slika 22. IPA analiza kanonskih signalnih putova koji su regulirani genima i miRNA u
mononuklearnim stanicama periferne krvi tijekom rane akutne faze HVBS-a uzrokovanog
PUUV

4.5 Identifikacija imunoloSkih markera teZine i ishoda bolesti

4.5.1 Klini¢ke karakteristike bolesnika s blagom i sa srednje teskom/teskom klini¢kom
slikom HVBS-a uzrokovanog PUUV

U Tablici 9 analizirane su klinicke znacajke HVBS-a uzrokovanog PUUV tako da je
usporedena razlika u pojavnosti odredenih simptoma, znakova ili promjena tijekom
aparaturne obrade izmedu bolesnika s blagom i bolesnika sa srednje teskom/teskom
klinickom slikom. Jedini parametri koji su se znacajno cesce javljali u bolesnika s tezim
oblikom HVBS-a su mu¢nina (p=0,045) i povracanje (p=0,035). Retroorbitalna bolnost je bila
dva puta ces¢a u bolesnika s tezim HVBS-om, a enantem se u iste skupine javljao tri puta
cesc¢e u odnosu na bolesnike s blazim HVBS-om iako ne postoji statisticki znacajna razlika

vjerojatno zbog malog broja bolesnika.
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Tablica 9. Razlike u klinickim parametrima izmedu bolesnika s blagom i srednje

teskom/teskom klinickom slikom (Fisher exact p test, x2)

. Blazi HVBS Tezi HVBS 1

Karakteristika (N=24) (N=15) p
N (%) N (%)

Vruéica 24/24 (100%) 15/15 (100%) 0,592
Hiperpireksija 4124 (17%) 4115 (27%) 0,411
Zimica 24/24 (100%) 14/15 (93%) 0,535
Tresavica 18/24 (75%) 14/15 (93%) 0,417
Mijalgija 20/24 (83%) 13/15 (87%) 0,564
Bolnost u ledima 20/24 (83%) 14/15 (93%) 0,501
Glavobolja 21/24 (88%) 15/15 (100%) 0,481
Retroorbitalna bolnost 4124 (17%) 8/15 (53%) 0,083
Zamucen vid 9/24 (38%) 12/15 (80%) 0,132
Edem lica 8/24 (33%) 8/15 (53%) 0,312
Konjuktivalna injekcija 10/24 (42%) 9/15 (60%) 0,357
Bolnost u trbuhu 7124 (29%) 8/15 (53%) 0,247
Gubitak teka 13/24 (54%) 13/15 (87%) 0,253
Mu¢nina 6/24 (25%) 12/15 (80%) 0,045
Povracanje 4124 (17%) 10/15 (67%) 0,035
Dijareja 8/24 (33%) 7115 (47%) 0,402
Hepatomegalija 13/24 (54%) 10/15 (67%) 0,450
Splenomegalija 1/24 (4%) 4/15 (27%) 0,099
Uveéani bubrezi 3/11 (27%) 4/6 (67%) 0,296
Kagsalj 7124 (29%) 6/15 (40%) 0,431
Crvenilo lica i vrata 3/24 (13%) 3/15 (20%) 0,456
Petehije 2124 (8%) 1/15 (7%) 0,679
Enantem 2124 (8%) 6/15 (40%) 0,066
Hemoragije 1/24 (4%) 2/15 (13%) 0,355
Sok 0 0 -
Hipotenzija 3/24 (13%) 4/15 (27%) 0,303
Tahikardija 2124 (8%) 5/15 (33%) 0,114
Potreba za dijalizom 0 2/15 (13%) 0,166
Patoloski radiogram pluéa 1/22 (5%) 4/14 (29%) 0,105
Patoloski EKG 7124 (29%) 5/15 (33%) 0,550

Legenda: HVBS=hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom; EKG=elektrokardiogram

IStatisticki znagajno pri p< 0,05
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U Tablici 10 su pokazane vrijednosti odabranih laboratorijskin parametara izmjerenih u
bolesnika s blagom ili srednje teSkom/teSkom klini¢kom slikom u ranoj akutnoj fazi HVBS-a.
Za nekoliko parametara, kao $to su ukupni broj lekocita, neutrofili, serumski proteini, ureja,
kreatinin, natrij i LDH dokazane su statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu bolesnika u ovisnosti o
tezini klinicke slike. Vrijednosti ukupnih proteina u serumu, albumina i natrija su u bolesnika
s tezom klini¢kom slikom bile znacajno nize, dok su vrijednosti leukocita, neutrofila, alfal-
globulina, gama-globulina, ureje, kreatinina i LDH bile znacajno viSe u istih bolesnika u
odnosu na bolesnike s blagim HVBS-om.

Izmedu bolesnika s blazom i tezom klinickom slikom HVBS-a nije bilo znacajne razlike u
danima bolesti kada su mjereni laboratorijski i imunoloski parametri (p=0,943, Mann-
Whitney U test) (Tablica 10).
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Tablica 10. Deskriptivna statistika laboratorijskih parametara i razlike medu njima izmedu bolesnika s blagom i srednje teskom/teskom

klini¢kom slikom HVBS-a izmjerenih u ranoj akutnoj fazi bolesti (Mann-Whitney U test)

Blazi HVBS Tezi HVBS
N Medijan Raspon 25%-75% N Medijan Raspon  25% - 75% pt
Dan bolesti 24 6,5 4-10 5-7,5 15 6 4-10 5-8 0,943
Sedimentacija 21 30 10-64 14-35 14 25 8-80 12-48 0,960
Eritrociti (x10™/L) 23 4,87 3,91-5,40 4,36-5,18 15 4,49 3,66-6,00 4,32-5,50 0,746
Hemoglobin (g/L) 23 144 117-165 134-155 15 134 115-180 130-172 0,575
Hematokrit (L/L) 23 0,440 0,353-0,500 0,399-0,470 15 0,402 0,346-1  0,388-0,510 0,535
MCV (fL) 23 90,4 83,3-101,5 88,5934 15 90,8 84,9-99,0 89,4-94,0 0,575
MCH (pg) 23 30,0 28,4-34,9 29,3-31,0 15 30,6 28,8-33,0 30,1-31,3 0,425
MCHC (g/L) 23 334 323-349 331-338 15 336 328-346 331-338 0,408
Trombociti (x10%/L) 23 68 44-138 49-105 15 73 9-186 27-89 0,314
Leukociti (x10%/L) 23 8,0 3,3-16,2 6,3-11,7 15 11,8 6,3-22,0 8,8-16,0 0,017
Neutrofili (%) 23 64,4 35,3-76,5 58,6-69,0 15 704 61,0-78,0 63,0-73,8 0,030
Limfociti (%0) 23 16,6 7,1-35,1 13,0-21,2 15 144 6,7-28,0 11,6-17,8 0,213
Monociti (%) 23 141 8,4-28,9 11,7-178 15 1211 6,5-19,0 8,7-14,8 0,078
Eozinofili (%) 23 3,2 1,0-11,1 1,8-4,1 15 1,7 0,1-11,0 0,4-4,1 0,064
Bazofili (%) 23 0,6 0,1-1,6 0,3-0,9 15 0,8 0,1-2,0 0,4-1,0 0,595
Ukupni proteini (g/L) 21 68 55-78 61-71 11 58 49-77 53-67 0,018
Albumini (g/L) 18 36,95 28,44-43,70 32,45-3890 13 30,86 22,94-40,00 29,60-36,73 0,028
Globulini (g/L) 17 29,10 23,80-33,90 27,26-30,64 9 29,92  19,40-40,00 25,76-32,06 0,958
Albumini (rel. %) 17 54,7 51,7-61,6 52,9-57,2 11 52,8 41,7-57,0 49,0-54,0 0,017
Alfal-globuilini (rel. %) 17 5,0 3,5-7,0 4,3-5,3 11 5,8 4,3-7,0 5,5-6,1 0,022
Alfa2-globulin (rel. %0) 17 13,6 11,1-17,6 12,8-149 11 14,0 9,8-17,0 13,5-16,0 0,487
Beta-globulin (rel. %0) 17 12,0 9,2-13,9 11,4-132 11 11,7 10,2-15,0 10,9-13,7 0,781
Gama-globulin (rel. %) 17 13,5 10,0-19,2 11,8-156 11 159 12,5-24,0 13,6-19,3 0,033
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Glukoza-krv (mmol/L)
Ureja (mmol/L)
Kreatinin (umol/L)
Na (mmol/L)

K (mmol/L)

Cl (mmol/L)

CRP (mg/L)

Ukupni bilirubin (umol/L)

AST (U/L)

ALT (U/L)
GGT (U/L)
ALP (U/L)

CK (U/L)

LDH (U/L)

PV (omjer)
APTV (omjer)
TV (s)
Fibrinogen (g/L)

Koli¢ina virusa (x10° kop/mL)

N
21
23
23
23
23
20
22
20
21
21
21
21
10
22
16
14
12
16
24

Medijan
6,5
6,0
116
136
4,0
98,5
60,8
12,8
36
35
37
66
87,5
230
0,98
0,96

18,05
4,15
1,71

Blazi HVBS

Raspon
4,1-16,3
2,9-24,5
68-387
130-141
3,5-4,7
95-107
19,5-162,5
7,2-33,2
16-81
14-122
14-238
44-200
29-293
163-456
0,88-1,10
0,91-1,40
16,5-19,8
3,4-6,6
0-371

25% - 75%
5,5-7,2
5,5-8,9
102-157
133-138
3,8-4,3
96-101

47,9-104,6

10,6-20,5
25-47
22-67
23-51
51-81
35-217
222-275
0,92-1,02
0,93-1,02
17,6-18,7
3,7-5,2
0-12,31

N Medijan
14 6,5
15 138
15 337
15 135
15 4,0
15 99
14 81,2
14 112
14 29,5
14 29
14 235
14 525
6 49
13 309
11 0,95
11 1,15
8 1945
10 3,9
15 4,44

Tezi HVBS

Raspon
5,0-9,0
4,8-33,0
107-631
130-139
3,6-5,0
91-106
42,4-240,0
6,1-20,0
19-80
10-92
14-121
39-99
14-265
190-475
0,83-1,00
0,87-2,00
15,9-94,0
2,5-6,0
0-3130

25% - 75%
5,7-1,7
8,7-19,0
147-420
132-135
3,8-4,3
97-100
54,5-118,9
10,3-18,6
25-52
20-51
16-50
50-69
25-63
299-376
0,93-1,01
0,95-1,23
17,7-22,0
3,8-51
0,11-18

1

Y
0,778

0,002
<0,001
0,044
0,637
0,705
0,281
0,259
0,702
0,678
0,135
0,186
0,264
0,006
0,904
0,085
0,238
0,551
0,296

Legenda: ALP=alkalna fosfataza; ALT=alanin aminotransferaza; APTV=aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; AST=aspartat aminotransferaza; CK=kreatin
kinaza; Cl=klor; CRP=C reaktivni protein; GGT=gama-glutamil transferaza; HVBS=hemoragijska vruc¢ica s bubreznim sindromom; K=Kkalij; LDH=laktat-dehidrogenaza;
MCV=prosje¢ni volumen eritrocita; MCH=prosje¢ni sadrzaj hemoglobina u eritrocitu; MCHC=prosje¢na koncentracija hemoglobina u 1 L eritrocita; Na=natrij;
PV=protrombinsko vrijeme; TV=trombinsko vrijeme

IStatisticki znagajno pri p< 0,05
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4.5.2 Viremija u bolesnika s blagom i sa srednje teskom/teskom Kklini¢kom slikom
HVBS-a uzrokovanog PUUV

Viremija je mjerena u bolesnika inficiranin PUUV u uzorcima seruma iz rane akutne faze
bolesti (Tablica 11 i Slika 23). Genomska RNA PUUV detektirana je u ukupno 24/39 (62%)
bolesnika (srednja vrijednost 1,02x10° kopija/ml), odnosno 50% bolesnika s blagim tijekom
bolesti imalo je detektabilnu RNA naspram 80% bolesnika sa srednje teskom/teskom
klinickom slikom. Visa razina viremije nije bila znac¢ajno povezana s tezom klinickom slikom
(p=0,296) iako se vidi tendencija vise koncentracije virusa u bolesnika s tezim HVBS-om
(medijan 4,44x10° kopija/ml) u odnosu na bolesnike s blazim HVBS-om (medijan 1,71x10°
kopija/ml) (Tablica 10).

Tablica 11. Viremija u serumu bolesnika s blagom i sa srednje teskom/teskom klinickom
slikom HVBS-a uzrokovanog PUUV

Blazi HVBS (N=24) Tezi HVBS (N=15)
Dan bolesti RNA PUUV (kopija/ml) Dan bolesti RNA PUUV (kopija/ml)
Bl 7 0
B2 10 0
B3 9 0
B4 6 0
B5 5 4,56E+03
B6 7 1,03E+05
B7 6 3,41E+03
B8 6 4,59E+04
B9 7 4,80E+04
B10 6 0
B11 7 4,29E+03
B12 5 0
B13 4 0
B14 6 0
B15 8 0
B16 4 3,71E+05
B17 5 1,59E+04
B18 8 0
B19 8 0
B20 8 0
B21 5 5,29E+03
B22 5 8,16E+03
B23 7 8,72E+03
B24 7 5,04E+04

Legenda: B=bolesnik; HVBS=hemoragijska vru¢ica s bubreznim sindromom; PUUV=virus Puumalg;
RNA=ribonukleinska kiselina
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Slika 23. Viremija u serumu bolesnika s blagom i sa srednje teskom/teSkom klinickom slikom

HVBS-a uzrokovanog PUUV

4.5.3 Meduodnosi imunolos$kih parametara prema laboratorijskim parametrima i razini
viremije

Kako bismo vidjeli ima 1i povezanosti izmedu testiranih imunoloskih parametara i
laboratorijskih nalaza u Tablici 12 analizirane su korelacije izmedu imunoloskih parametara
koji su se pokazali znac¢ajno promjenjeni izmedu bolesnika s blagim i srednje teSkim/teSkim
oblikom HVBS-a i klini¢kih laboratorijskih parametara. Fokus je bio na onim laboratorijskim
parametrima koji su tijekom bolesti u bolesnika s HVBS-om najcescée patoloski promijenjeni
(npr. broj trombocita i leukocita, ureja, kreatinin, jetreni enzimi itd.) i onim medu kojima je
bilo statistiCki znacajne razlike izmedu bolesnika s blazim i tezim tijekom bolesti. Ureja i
kreatinin imaju znacajnu negativnu korelaciju s genskom ekspresijom niza gena vaznih u
imunoloskom odgovoru za koje je pokazana znacajna promjena ekspresije, ali i razlike
izmedu bolesnika s razli¢itom tezinom klini¢ke slike. Broj trombocita u ranoj akutnoj fazi

bolesti negativno je korelirao s koncentracijom IL-10 i CXCL10 u serumu, a pozitivno je
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korelirao s SCD40L. Ovi rezultati upucuju na mogucu prakti¢nu vrijednost ovih klinickih i
imunoloskih parametara kao ranih prediktora tezine klinicke slike.
U bolesnika s HVBS-om dokazana je pozitivna korelacija izmedu viremije i koncentracije IL-

10 u serumu (R=0,421; p<0,05; N=35) (podaci nisu prikazani u tablici).
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Tablica 12. Korelacije laboratorijskih i imunoloskih parametara za koje postoji znacajna

razlika (p<0,05) u njihovim razinama izmedu bolesnika s blagom i srednje teSkom/teSkom

klini¢kom slikom

Rl

Trombociti

Leukociti

Ureja

Kreatinin

Ukupni
proteini

al-globulin

Na

PROTEINI

N=35

N=30

N=35

IL-10

-0,362

CXCL10

-0,368

-0,392

-0,405

sCD40L

0,439

GENI

N=12

N=9

N=10

N=12

IL10

-0,598

CXCL10

0,778

CSF2

0,758

MX1

MPO

CCL5

IL23A

GATA3

CD80

NOD1

TBX21

MAPKS

FOXP3

TLR1

IL1A

TLR9

IL4

RAG1

STAT4

C3

TLR3

CCR4

HLA-A

CCR8

CCRG6

CCL2

RORC

IL2

CD40L

miRNA

let-7i

miR-19a

miR-21

miR-125b

miR-126

miR-132

miR-146a

miR-155

0,611

miR-223

Legenda: Na=natrij; R=Spearmanov koeficijent korelacije

Legenda naziva gena od engl.: C3=Complement component 3; CCL2=Chemokine (C-C motif) ligand 2;
CCL5=Chemokine (C-C motif) ligand 5; CCR4=Chemokine (C-C motif) receptor 4; CCR6=Chemokine (C-C
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motif) receptor 6; CCR8=Chemokine (C-C motif) receptor 8; (s)CD40L=(solubile)CD40 ligand; CD80=CD80
molecule; CSF2=Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage); CXCL10=Chemokine (C-X-C motif)
ligand 10; FOXP3=Forkhead box P3; GATA3=GATA binding protein 3; HLA-A=Major histocompatibility
complex, class I, A; IL1A=Interleukin 1, alpha; IL2=Interleukin 2; IL4=Interleukin 4; IL10=Interleukin 10;
IL23A=Interleukin 23, alpha subunit pl19; MAPKS8=Mitogen-activated protein  kinase 8;
MPO=Myeloperoxidase; MX1=Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78
(mouse); NOD1=Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1; RAG1=Recombination activating
gene 1; RORC=RAR-related orphan receptor C; STAT4=Signal transducer and activator of transcription 4;
TBX21=T-box 21; TLR1=Toll-like receptor 1; TLR3=Toll-like receptor 3; TLR9=Toll-like receptor 9
'Statisti¢ki znagajno pri p< 0,05

4.5.4 Identifikacija imunolo$kih prediktora patogeneze HVBS-a neparametrijskim

modeliranjem

Kako bi identificirali molekularne znacajke ranog imunoloskog odgovora tijekom HVBS-a,
ali i potencijalne imunoloske prediktore patogeneze ovisne o tezini klinickog tijeka bolesti,
modelirala sam vrijednosti relativne ekspresije testiranih gena, koncentraciju IL-10, CXCL10
I SCD40L u serumu kao i vrijednosti relativne ekspresije testiranihn miRNA, dob i spol
ispitanika koriste¢i 10-struki CV model. Optimalni MARS modeli za HVBS te blagi ili
srednje teski/teski HVBS predstavljeni su svojim tzv. osnovnim funkcijama ¢ije vrijednosti su
prikazane u Tablici 13. Model predstavlja jedna ili kombinacija vise osnovnih funkcija gdje
je svaka osnovna funkcija raspon kojim razina relativne genske ekspresije pojedina¢nog gena
ili miRNA doprinosi Kklasifikaciji. MARS model 1 dobiven je modeliranjem gena
imunoloskog odgovora, a model 2 modeliranjem rezultata miRNA. Kako bih odredila koja
znaCajka najviSe doprinosi ukupnoj ucinkovitosti modela izraCunala sam njihove razine
znacajnosti (Slika 24). Razina znacajnosti prema zdravoj kontroli od 100% izracunata je za
MAPKS8 i miR-21 u svih bolesnika s HVBS-om, IL-10 i miR-21 u bolesnika s blagim
oblikom HVBS-a te STAT4 i miR-21 u bolesnika s srednje teSkim/teSkim oblikom HVBS-a.
Pokusala sam napraviti model usporedbe bolesnika s blazim i tezim HVBS-om, no zbog male
veli¢ine uzorka nije se uspio posti¢i zadovoljavajué¢i model koji bi se mogao dobro primijeniti

na druge studije (rezultati nisu prikazani).
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Tablica 13. Osnovne funkcije za razli¢ite MARS modele hemoragijske vruéice s bubreznim

sindromom
MARS model Bm Definicija* am Opis varijable
HVBS
1 BF1 (MAPKS - 4.41) - 0.574817 MAPKS
e BF2 (CCR5-222) 0395004 CCRS ___.
5 BF1 (miR-21 +1.87) 0.574797 miR-21
BF3 (miR-19a - 1.66) - 0.479764 miR-19a
Blazi HVBS
1 BF1 (1L10 - 8.45) - 0.214177 IL10
ieee____BF2 ____ (MAPK8 441) 0431546 MAPKS ___
2 BF1 (miR-21 + 2.78) - 0.258675 miR-21
Tezi HVBS
1 BF1 (STAT4 - 3.46) 0.396817 STAT4
e BR2 (STAT1-103) ___ 0279515 STATL ___
2 BF1 (miR-21 + 3.72) - 0.223249 miR-21

Legenda: ap=koeficijent osnovne funkcije; By=pojedina¢na osnovna funkcija; HVBS=hemoragijska vrucica s
bubreznim sindromom; *(y)=max(0,y)

Legenda naziva gena od engl.: CCR5=Chemokine (C-C motif) receptor 5; CCR8=Chemokine (C-C motif)
receptor 8; IL-10=Interleukin 10; MAPK8=Mitogen-activated protein kinase 8; STAT1=Signal transducer and
activator of transcription 1; STAT4=Signal transducer and activator of transcription 4
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Slika 24. Varijable koje su Kkoristene za kreiranje pojedinog modela i njihova razina

znacajnosti
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5. RASPRAVA

Vecina hantavirusa do danas otkrivenih su nepatogeni i samo nekolicina njih koje prenose
glodavci izazivaju bolest u ljudi. Bolest se prezentira s dva razlicita sindroma HVBS ili HPS
ovisno o tome radi li se o hantavirusima ameri¢kog ili euroazijskog podrucja. Razlikuju se
svojom virulencijom za sto kao posljedicu vidamo sirok spektar razli¢itih klini¢kih stanja, od
¢esto inaparentne ili blage bolesti do fulminantne hemoragijske bolesti s teskim bubreznim ili
kardio-pulmonalnim zatajenjem i moguc¢im smrtnim ishodom. Do danas jo§ uvijek imamo
slabe spoznaje o faktorima koji odreduju njihovu virulenciju, ali vjerojatno je da potjecu i od
strane samog virusa i od strane domacina. No, za razliku od onoga sto bi se moglo ocekivati
nisu pronadene nikakve znacajne (upecatljive) razlike u strukturi ovih virusa ili njihovoj
genomskoj organizaciji koje bi mogle pruziti jedinstveno i izravno objasnjenje razlika njihove
patogenic¢nosti i/ili virulentnosti. Posebno tome u prilog govore novije spoznaje da razliciti
genotipovi DOBYV, unato¢ medusobno velikoj genetskoj sli¢cnosti, pokazuju fascinantne
razlike u virulenciji i izazivaju razli¢iti stupanj tezine HVBS-a, od zivotno ugrozavajuée do
sasvim blage, a mozda i inaparentne infekcije.

| dok se traga za molekularnim deterninantama, istovremeno je vazno razumjeti i mehanizme
koji leze u podlozi interakcija virusa i domacina i vode razvoju bolesti. Virus u covjeku
prvenstveno radi Stetu na nivou vaskularno-endotelnog sustava te je glavna patoloska
karakteristika bolesti povec¢ana kapilarna permeabilnost pracena istjecanjem intravaskularne
tekuc¢ine uz trombocitopeniju. Zanimljivo je da unato¢ tome s$to virus primarno inficira
endotelne stanice, ne dolazi do morfoloskog ostecenja endotela, ali usprkos tome dolazi do
dramati¢nih promjena u njegovoj funkciji kao barijere u cjelosti kao i u funkciji inficiranih
endotelnih stanica. Mehanizmi odgovorni za ovakav slijed dogadaja jos uvijek su vrlo slabo
rasvjetljeni i ne prestaju intrigirati znanstvenu zajednicu koja proucava hantaviruse.
Dosadasnje spoznaje ukazuju da su mehanizmi posljedica direktnog i indirektnog djelovanja
virusa, mozda ¢ak dominantnije indirektnog, preko virusom induciranih imunopatogenetskih
uc¢inaka. To su ucinci razlicitih komponenti imunoloskog sustava stetni po organizam, nastali
bilo kao rezultat virusom inducirane deregulacije imunoloskog odgovora ili kao rezultat
prirodnog odgovora na hantavirusnu infekciju. Imunoloski odgovor domacina duboko je
involviran u razvoj i rasplet dogadaja tijekom hantavirusne infekcije i svakako je moduliran
od strane hantavirusa. Hipoteza ovog rada bila je da uloga imunoloskog sustava zapocinje

vrlo rano i da ona uvelike odreduje kasnije dogadaje tijekom infekcije. Zbivanja na
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imunoloskoj razini mozemo gledati kroz odgovor endotelnih stanica (ciljnih stanica infekcije)

i kroz odgovor “klasi¢nih” stanica imunoloskog sustava.

Spoznaje sto se dogada u ranoj fazi akutne hantavirusne infekcije zasada se temelje uglavnom
na rezultatima in vitro istrazivanja u razlic¢itim stanicnim modelima, ponajprije na endotelnim
stanicama kao glavnim hantavirusnim ciljnim stanicama i u manjoj mjeri
monocitima/makrofazima te dendritickim stanicama kao vrlo vjerojatnoj meti hantavirusa (18,
116, 120-122, 171, 172). Pored toga je, svega nekoliko ogranicenih klinickih ex vivo studija u
kojima je mjeren citokinski odgovor u serumu bolesnika ili su analizirane karakteristike
stani¢nog imunoloskog odgovora (20, 22, 23, 80, 98, 99, 101, 102, 104, 173-175). Za sada
prema literaturnim podacima ne postoji ni jedna studija koja bi dala detaljniji uvid u
imunoloske procese koji se odvijaju tijekom rane akutne faze bolesti u stanicama
imunoloskog sustava u bolesnika s HVBS-om. Ovim istrazivanjem prvi puta smo, prema
nasem saznanju, pokazali promjene u ranom perifernom imunoloskom odgovoru na
molekularnoj razini uslijed hantavirusne infekcije u ljudi. Takoder smo pokusali dati uvid u
moguce mehanizme regulacije odnosno modulacije ranog imunoloskog odgovora
posredovanog PUUV.

Analizom ranog transkripcijskog odgovora mononuklearnih stanica periferne krvi na infekciju
PUUV otkrila sam mnoge gene domacina koji su bili regulirani virusnom infekcijom, a ¢ija je
uloga u imunoreakcijama urodene i ste¢ene imunosti. lako se radi o infekciji niskopatogenim
hantavirusom vec¢i dio gena koji je dozivio regulacijske promjene imao je znacajno snizenu
ekspresiju, $to je ukazivalo na supresiju ranog imunoloskog odgovora PUUV.

U populaciji mononuklearnih stanica periferne krvi dominiraju limfociti (T-limfociti, B-
limfociti i NK-stanice) 70-90%, monociti ¢ine 10-30%, a dendriticke stanice su rijetke,
zastupljene u svega 1-2%. Pokazano je da hantavirusi inficiraju limfocite periferne Kkrvi
tijekom ranih stadija HVBS-a, ali se u njima ne umnazaju (119, 176). S druge strane
monociti/makrofazi i dendriticke stanice podlozne su infekciji PUUV kao i drugim
hantavirusima te podrzavaju virusnu replikaciju (15, 18, 116, 119-122, 171, 172), iako
pokazuju relativno slabu do umjerenu ucinkovitost infekcije. Na osnovi toga je predlozeno da
bi monociti i dendriticke stanice mogle takoder biti ciljne stanice hantavirusa i mogle bi
pridonositi sirenju virusne infekcije in vivo (119). Ako je tako, utisavanje imunoloskog
odgovora moze biti virusu od koristi da nesmetano ,,plovi“ u inficiranim stanicama kroz tijelo,

na taj nac¢in osiguravajuci sebi sigurnu sredinu i moguc¢nost nesmetanog prijenosa do ciljnih
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organa, umirujuéi stanicu i njezinu aktivnost. Onemogucavanje stanica imunoloskog sustava
da obavljaju svoju zadac¢u, interferencijom s normalnim stani¢nim funkcijama, islo bi u korist
i slobodnom virusu u cirkulaciji $to bi potencijalno moglo utjecati na opseg i trajanje
viremije. Virusna regulacija ekspresije gena imunoloskog odgovora mogla bi biti nacin na
koji PUUV izbjegava imunoloski nadzor posredovan mononuklearnim stanicama periferne
krvi u ranoj fazi bolesti.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da su geni ¢ija je ekspresija bila suprimirana kodirali
receptore za prepoznavanje obrazaca (PRR, od engl. pattern recognition receptor), kemokine
I kemokinske receptore, citokine, transkripcijske faktore, neke signalne molekule i dr..
Razli¢iti patogeni prepoznati su od strane urodenog imunoloskog sustava preko interakcija s
PRR-om. To su nespecifi¢ni receptori eksprimirani na ili u razli¢itim stanicama koji
prepoznaju evolucijski sa¢uvane molekularne obrasce vezane za mikroorganizme (PAMP, od
engl. pathogen-associated molecular pattern). Aktivacijom PRR-a vezanjem za virusne
PAMP-molekule dolazi do aktivacije niza signalnih kaskada i transkripcijskih faktora te
pokretanja urodenog antivirusnog (sekrecije IFN tipa 1) i upalnog odgovora (sekrecije
proupalnih citokina). Najbolje karakterizirani PRR su ¢lanovi porodice TLR receptora te
slobodni citoplazmatski RIG-1 i MDAS receptori c¢ija je aktivnost potrebna za rano
prepoznavanje nekoliko patogenih RNA virusa (177). Handke i sur. su pokazali da bi TLR3
mogao posredovati u jednom od mogucih puteva indukcije urodenog imunoloskog odgovora
hantavirusima, barem kod HTNV, (112) iako u obzir dolaze i drugi modaliteti aktivacije za
sada jos nepoznatih PRR drugim hantavirusima (178). Nadalje, indukcija IFN tipa I (IFN-o/p)
moze biti pobudena angaziranjem nekoliko razlicitih PRR (TLR3, TLR4, TLR7, TLRS,
TLR9, RIG-1, MDA5) (179). Nasi su rezultati pokazali da je PUUV u mononuklearnim
stanicama periferne krvi bolesnika s HVBS-om smanjio ekspresiju nekoliko razli¢itin PRR
medu kojima TLR1, TLR3 i TLR9. Stovise, u ovom istrazivanju razina genskih transkripata
za IFN-a je bila nedetektabilna u bolesnika s HVBS-om kao i u zdravih kontrola, a ekspresija
IFN-B nije bila promjenjena u odnosu na zdrave ispitanike uz to sto je bila relativno niska u
obje grupe. lzostanak ekspresije gena za IFN tip 1 mogao bi se barem djelomi¢no objasniti
utisavanjem TLR3 i TLR9 gena. Ovi nalazi su medusobno sukladni i zajedno navode na
pretpostavku da utisavanjem pojedinih TLR receptora, PUUV izbjegava da ga prepoznaju
stanice imunoloskog sustava toc¢nije monociti/makrofazi, dendriticke stanice i B-limfociti,
onemogucéava uspostavu antivirusnog stanja, a time i posljedicnu aktivaciju ste¢enog

imunoloskog odgovora.
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Kao rezultat aktivacije interferonskog puta u stanici se dogada ekspresija citavog niza
unutarstani¢nih proteina induciranih IFN-a/B koji imaju antivirusnu, antiproliferativnu i
imunomodulatornu funkciju. Jedan od glavnih proteina za limitiranje Sirenja virusa je MxA
protein koji interferira s replikacijom raznih RNA virusa (180-183). Cesto je mjeren kao
marker indukcije IFN tipa | kod razli¢itih hantavirusa u razli¢itim stani¢nim modelima (17,
26, 27, 115, 116, 122, 184, 185). Rezultati ovog istrazivanja govore da u mononuklearnim
stanicama periferne krvi nije zabiljezena genska aktivnost IFN kod bolesnika s HVBS-om u
ranoj akutnoj fazi bolesti (medijan trajanja bolesti od pojave prvih simptoma bio je sest dana),
ali je istovremeno relativna ekspresija MxA (ili Mx1) gena u bolesnika s HVBS-om bila
pojacana u usporedbi s kontrolom. Ovi rezultati nisu iznenaduju¢i budu¢i da je od ranije
poznato iz literature da je PUUV slabi induktor IFN u humanim primarnim
monocitima/makrofazima. U istrazivanju Temonena i sur. inficirani  primarni
monociti/makrofazi lucili su niske koncentracije IFN-o koje su bile detektabilne tek kasnije
tijekom infekcije (5-7 dana nakon infekcije). No, i prije nego §to je IFN-a bio detektabilan
doslo je do ekspresije MxA proteina u monocitima/makrofagima tijekom infekcije PUUV (tri
dana nakon infekcije) (116). lako vrlo niske koncentracije IFN-a (<1 1U/ml) mogu potaknuti
produkciju MxA proteina (186), moguce je da je pojacana genska aktivnost MxA koju smo
detektirali zapravo posljedica aktivacije IFN-om Kkoji ne potjece nuzno od tih istih
mononuklearnih stanica perferne krvi ve¢ od npr. okolnih aktiviranih endotelnih stanica. Shin
i sur. nedavno su pokazali da se u THP-1 stanicama (monocitna stani¢na linija) inficiranim
patogenim hantavirusima ekspresija mRNA MxA gena znacajno povecala do 3. dana nakon
infekcije, dok kod nepatogenih hantavirusa uopce nije bila potaknuta (172).

Kod mnogih akutnih infektivnih bolesti indukcija sinteze odredenih citokina i kemokina
uobicajeni je ¢imbenik koji doprinosi patologiji bolesti. Kemokini su signalni proteini koji
upravljaju kemotaksijom ciljnih stanica, a stvaraju se kao odgovor na upalni podrazaj.
Tijekom infekcije dolazi do produkcije velike koncentracije proupalnih kemokina kako bi
doslo do regrutacije stanica imunoloskog sustava na mjesto infekcije. Nasi rezultati su
pokazali da je tijekom rane akutne infekcije PUUV doslo do promjena u regulaciji nekih
kemokina i njihovih receptora. 1zmjerili smo znacajno snizenu ekspresiju proupalnog CCL2
kemokina kao i kemokinskih receptora CCR4, CCR6 i CCR8. Njihova je uloga primarno u
regulaciji migracije monocita, dendritickih stanica i T-limfocita na mjesto upale, mogu biti
vazni u sazrijevanju i diferencijaciji B-limfocita 1 doprinositi pravilnom pozicioniranju

aktiviranih T-limfocita na mjestima antigenskog prepoznavanja. Nasa prijasnja istrazivanja
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pokazala su neke razlike u produkciji kemokina izmedu patogenih i nepatogenih hantavirusa
(18, 120). Visokopatogeni HTNV je u primarnim monocitima u ranoj fazi infekcije (do 2.
dana nakon infekcije) potaknuo produkciju nekih B-kemokina i gensku ekspresiju njihovih
receptora (CCL3, CCL4, CCL5, CCR1, CCR5), ali ne i CCL2 i CXCLS8. No vrlo brzo nakon
visokog pocetnog otpustanja kemokina njihova je koncentracija poc¢ela naglo padati, osobito
izmedu 2. i 4. dana nakon infekcije, a relativna genska ekspresija njihovih receptora se
dodatno povecala (18). S druge strane, nepatogeni TULV dva dana po infekciji takoder je u
monocitima/makrofazima potaknuo produkciju B-kemokina (CCL2, CCL4 i CXCLS) ¢ija je
razina bila povisena i devet dana nakon infekcije, ali nije potaknuo lucenje CCL3, CCL5
(120).

CXCL10 je vazan kemokin kojeg luce razliciti tipovi stanica (monociti, endotelne stanice,
fibroblasti) kao odgovor na stimulaciju IFN-y. Njegovo kemotaksijsko djelovanje pretezito je
usmjereno na mononuklearne leukocite (187). Istovremeno nasi su rezultati pokazali znacajno
povisenu ekspresiju CXCL10 gena u mononuklearnim stanicama periferne krvi tijekom rane
akutne faze HVBS-a. Stovise, tijekom rane akutne faze infekcije PUUV razina CXCL10
kemokina u serumu bolesnika znacajno je porasla u odnosu prema zdravoj kontrolnoj skupini.
U kasnoj akutnoj fazi razina CXCL10 u serumu pada, ali je jos uvijek zna¢ajno visa nego u
zdravih ispitanika. Dobiveni rezultati u skladu su s ranijim studijama koje su pokazale
povisene vrijednosti ovog kemokina u serumu bolesnika s HVBS-om dosezu¢i maksimalne
vrijednosti tijekom hipotenzivne i oligurijske faze bolesti (23, 173). Pokazano je da sama
hantavirusna infekcija potice ekspresiju CXCL10 i na genskoj i na proteinskoj razini kako u
endotelnim stanicama tako i u makrofazima in vitro (16, 160, 172). Uocena je vremenska
razlika u regulaciji ekspresije CXCL10 patogenim i nepatogenim hantavirusima u endotelnim
stanicama, gdje je u usporedbi s ranom indukcijom nepatogenim hantavirusima, ekspresija
CXCL10 bila tek kasnije potaknuta pri infekciji patogenim hantavirusima (17). Cini se da bi
vaznu ulogu u regulaciji ekspresije CXCL10 u endotelnim stanicama mogla imati aktivacija
TLR3, RIG-1 i MDADS puta inducirana virusnom replikacijom (188). Buduc¢i da smo pokazali
da je ekspresija TLR3 bila znacajno snizena u mononuklearnim stanicama periferne Kkrvi
tijekom rane akutne faze infekcije PUUV moguce je da regulacija CXCL10 u ovim stanicama
ide preko aktivacije drugih puteva urodene imunosti (189).

Pri infekciji uzrokovanoj visokopatogenim HTNV povisene razine CXCL10 u serumu
korelirale su s tezim oblikom bolesti (23). Nasuprot tomu, nase istrazivanje nije pokazalo

povezanost razine CXCL10 s tezinom Kklini¢ke slike tijekom infekcije PUUV ni na razini
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ekspresije gena ni na proteinskoj razini u serumu, moguce zbog relativno malog broja
bolesnika po skupinama. No moze se uociti tendencija porasta serumske koncentracije
CXCL10 kod tezih bolesnika sto govori u smjeru rezultata Wangove studije te visa relativna
genska ekspresija kod blazih bolesnika. Nekonzistencija CXCL10 na genskoj i proteinskoj
razini mogla bi se objasniti time da osim mononuklearnih stanica periferne krvi i druge
stanice pridonose ukupnoj koncentraciji CXCL10 u serumu (vrlo vjerojatno je to najve¢im
djelom doprinos endotelnih stanica), a da ovisno o tipu stanica virus u njima razli¢ito inducira
njegovu ekspresiju. U svakom slucaju bi virus regulacijom kemokinske signalizacije mogao
utjecati na procese privlacenja upalnih stanica u podruc¢je oste¢enja. Na taj nacin virus bi
istovremeno mogao usporiti rjesavanje ili obuzdavanja njegovog prodora na mjestu ulaska u
organizam, a stanice koje ostaju u cirkulaciji mogu lako biti koristene za transfer do ciljnih
organa i na taj nacin pridonositi patogenezi HVBS-a.

Prijasnje klinicke studije su pokazale disreguliranu produkciju citokina tijekom akutne faze
hantavirusne infekcije gdje su nadene povisene koncentracije proupalnih i drugih citokina i
kemokina u serumu bolesnika (TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-a, CCLJ5,
CXCL10) (20, 22, 23, 80, 98, 99, 101, 102, 104, 174, 190). Upalne citokine produciraju
makrofazi i dendriticke stanice nakon aktivacije (191). No pokazalo se da in vitro
hantavirusna infekcija u primarnim monocitima/makrofazima nije dovela do produkcije
proinflamatornih kao ni antiinflamatornih citokina osim, u nekim slu¢ajevima, skromnih
koli¢ina TNF-o i IFN-a (18, 116, 120, 121). Nasim istrazivanjem ovome dajemo dodatnu
potporu gdje smo pokazali da je u mononuklearnim stanicama periferne krvi ekspresija veceg
broja testiranih citokina bila nepromjenjena ili ¢ak snizena u odnosu na zdravu kontrolu
ukljucujuci proinflamatorne citokine kao sto su TNF-a, IL-1a, IL-1f, IL-6, ali i brojne druge.
Iz toga proizlazi da bi mononuklearne stanice periferne krvi bile od manjeg znacaja za ukupni
doprinos povecanju razine citokina i kemokina u perifernoj cirkulaciji u ranoj fazi infekcije te
da bi vrlo vjerojatno za to mogle biti odgovorne virusom aktivirane endotelne stanice (192).
Postavlja se pitanje dolazi li uopée i u kojoj mjeri do aktivacije monocita/makrofaga tijekom
infekcije hantavirusima ili virus pokusava utisati upalni odgovor unato¢ tome §to su u
serumskom okruzenju mononuklearnih stanica periferne krvi prisutni faktori aktivacije
monocita/makrofaga kao npr. IFN-y. Takoder rezultati su pokazali pojacanu gensku
ekspresiju 1L-10, kao i znacajno povisene vrijednosti IL-10 u serumu bolesnika u ranoj
akutnoj fazi infekcije PUUV. Povecane razine IL-10 u akutnom serumu i ranije su pokazane

pri infekciji drugim hantavirusima kao i kod bolesnika s dengue hemoragijskom vru¢icom
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(20, 22, 80, 102, 104, 174, 193), a potvrdene su nasom analizom. Osim toga pokazali smo i
znacajno snizenu ekspresiju IL-2 i IL-4 $to bi odgovaralo rezultatima vecine autora koji su
pokazali da su IL-2 i IL-4 nedetektabilni ili su detektirani u minimalnim koli¢inama u serumu
akutne faze (20, 23, 102).

IL-10 je pleiotropni citokin sa sirokom paletom vrlo vaznih imunomodulatornih funkcija
kojima utjece na aktivnost razlicitih tipova efektorskih stanica imunoloskog sustava, stoga se
smatra glavnim regulatorom urodene imunosti tijekom infekcije. Smatra se zapravo da
njegova indukcija kao odgovor na infekciju ima centralnu ulogu u oblikovanju patogeneze.
Pokazuje snazno anti-inflamatorno djelovanje potiskuju¢i u aktiviranim makrofazima
ekspresiju inflamatornih citokina (TNF-a, IL-1, IL-6). Takoder moze blokirati aktivnost
NFkB vaznu za TLR posredovan interferonski odgovor, produkciju IL-2, IL-12, IFN-y,
ekspresiju MHC klase 11 molekula (194). Visoke razine IL-10 izmjerene u serumu i visoka
transkripcijska aktivnost u stanicama mogle bi rezultirati imunosupresivnim ucinkom na
mononuklearne stanice periferne krvi i biti odgovorne za obuzdavanje upalnog odgovora koji
smo u njima registrirali $to bi se dalje odrazilo na cis¢enje od virusa odnosno njegovu
perzistenciju u organizmu domacina.

Relativna ekspresija CD40L gena pokazala je najvisi stupanj supresije kod bolesnika s
HVBS-om u ranoj akutnoj fazi. To se moglo vidjeti i na razini proteina gdje u ranoj akutnoj
fazi bolesti nije bilo promjene u koncentraciji solubilnog CD40L u odnosu prema zdravim
kontrolama. Ovo je prva studija koja govori 0 njegovoj moguc¢oj ulozi u hantavirusnoj
infekciji. CD40L u najvecoj je mjeri eksprimiran na povrsini CD4+ T-limfocita i zajedno sa
svojim receptorom CD40 cini kostimulatorni par molekula kojim je omogucena dvosmjerna
komunikacija izmedu T-limfocita i antigen prezentirajucih stanica. Vezanjem za CD40 na
razlicitim stanicama utjece na njihovu aktivnost, pa tako aktivira endotelne stanice i potice
ekspresiju adhezijskih molekula; aktivira makrofage i inducira produkciju upalnih citokina,
kemokina, dusikovog oksida; aktivacijom B-limfocita vodi njihovoj diferencijaciji,
proliferaciji i produkciji protutijela. Poznato je da specifi¢ni citokini kao, IL-2, 1L-12 i IL-15
poticu ekspresiju CD40L, dok drugi kao IL-4 i IL-10 ju snizavaju (195). Zanimljivo je da je
upravo ekspresija IL-2 utisana u mononuklearnim stanicama periferne krvi tijekom infekcije
PUUV, a ekspresija IL-10 znacajno potaknuta, a ista situacija se odrazava i na razini proteina
u serumskom miljeu. Moguce je da bi neravnoteza izmedu ova dva citokina mogao biti jedan

vid regulacije ekspresije CD40L i time moguce objasnjenje za njegovu snizenu ekspresiju.
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Trombociti takoder eksprimiraju CD40L i preko njega se mogu vezati za makrofage,
endotelne stanice i T-limfocite. Trombocitopenija je jedna od glavnih patoloskih
karakteristika HVBS-a. Za sada nema nikakvih podataka koji bi govorili 0 povezanosti
CDA40L i trombocitopenije u HVBS-u.

Infekcija kako endotelnih stanica tako i makrofaga virusom PUU pokre¢e u stanicama
produktivnu virusnu replikaciju. Nasi rezultati sugeriraju da PUUV modulira rani imunoloski
odgovor u mononuklearnim stanicama periferne krvi na nacin da suprimira rani stani¢ni
transkripcijski odgovor. Ekspresiju gena koji kodiraju razlicite medijatore imunoloskog
odgovora, reguliraju i na nju utjecu brojni endogeni i egzogeni ¢imbenici. Nedavno su
miRNA identificirane kao klju¢ne komponente regulacije imunoloskog odgovora (141). Nasa
hipoteza je bila da bi utisavanje transkripcijskog odgovora u mononuklearnim stanicama
periferne krvi tijekom infekcije PUUV moglo biti posljedica djelovanja miRNA. S druge
strane virusna infekcija znacajno utjece na ekspresiju stanicnin miRNA poticu¢i ili
snizavajuci njihovu ekspresiju, sto moze biti posljedica bilo antivirusne obrane domacina, bilo
djelovanja samih virusnih faktora.

Ranije je izlozeno da su miRNA usko povezane s patogenezom flavivirusa, prije svega
infekcijom virusom dengue (DENV). DENV izaziva virusnu hemoragijsku vrucicu ¢iji su
patogenetski mehanizmi, barem dijelom vrlo slicni onima kod HVBS-a i takoder se
pretpostavlja da je u osnovi imunoloski posredovana bolest. Pokazano je da stani¢ne miR-122
I MiR-142 sudjeluju u ograni¢avanju replikacije DENV (196, 197). PredloZeno je da bi miR-
147 mogla biti negativni regulator razli¢itih proinflamatornih citokina koji se luce
mononuklearnim stanicama periferne krvi inficiranim DENV ukljuc¢uju¢i CCL2, CCL3,
CCLS8, IP-10 (198). Relativno nedavna studija je pokazala da je infekcija DENV u
mononuklearnim stanicama periferne krvi vodila do promjene u ekspresiji razlic¢itih miRNA
osobito onih kojima bi citokini mogli biti ciljni geni. To bi za posljedicu imalo derepresiju
ekspresije citokina ¢ime bi se mogao objasniti nastanak citokinske oluje, glavnog
patofizioloskog dogadaja uslijed infekcije DENV (199).

Podaci o mogucoj ulozi miRNA u patogenezi hantavirusa vrlo su skromni. Prve dokaze da bi
miRNA mogle imati ulogu u patogenezi hantavirusne infekcije dali su Pepini i sur. pokazavsi
da regulacija stani¢énih miRNA tijekom infekcije ANDV doprinosi virusom induciranoj
propusnosti endotelnih stanica. Infekcija je dovela do promjena ekspresije stanovitog broja

miRNA ¢ija je wuloga u regulaciji vaskularnog integriteta, sekrecije 1 vaskularne
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permeabilnosti §to pak sugerira da bi one mogle biti potencijalne regulatorne molekule
patoloskih dogadaja tijekom hantavirusne infekcije (159). Nedugo nakon njih grupa Shin i
sur. dala je uvid u mogu¢e mehanizme modulacije imunoloskog odgovora domacina tijekom
hantavirusne infekcije. Inficirane endotelne stanice, makrofazi i epitelne stanice pokazale su
razli¢itu miRNA ekspresiju ovisno o vrsti stanica kao i o tipu hantavirusa kojim su bile
inficirane. Takoder su bioinformati¢ki predvidjeli da su ciljne mMRNA molekule onih miRNA
promjenjenih pod utjecajem hantavirusne infekcije, povezane s upalnim odgovorom i
signalnim putevima posredovanim receptorima urodene imunosti, $to implicira da bi
imunoloski odgovor tijekom hantavirusne infekcije barem djelomi¢no mogao biti reguliran
ovim miRNA kroz disregulaciju gena nuznih u procesu upale (160). U ovoj studiji po prvi
puta smo pokazali da dolazi do regulacije/modulacije ekspresije stani¢énih miRNA u bolesnika
s HVBS-om. Infekcija PUUV u mononuklearnim stanicama periferne krvi tijekom rane
akutne faze HVBS-a dovela je do pojacane ekspresije sedam miRNA, ukljucujuéi let-7i, miR-
9, miR-19a, miR-21, miR-132, miR-155, miR-223 sa stupnjem promjene u rasponu od 2.14
do 11.29. Nasa pretpostavka je bila da bi ove poviSene miRNA mogle regulirati gene
imunoloskog odgovora koji su bili diferencijalno eksprimirani u stanicama bolesnika s
HVBS-om inficiranih PUUV. OpaZeno smanjenje ili povecanje relativne ekspresije pojedinih
gena imunoloSkog odgovora moglo bi biti rezultat direktnog (ciljanjem specificnog gena
imunoloskog odgovora) ili indirektnog (ciljanjem jednog od transkripcijskog regulatora
specificnog gena imunoloskog odgovora) uinka regulacije odredenom miRNA. Takoder,
miRNA bi mogle regulirati ekspresiju ne samo direktnim vezanjem ciljne mRNA i njenom
destabilizacijom ve¢ 1 putem epigenetskih mehanizama. Poznato je da miRNA ciljaju 1
specifi¢ne epigenetske regulatorne proteine (135, 200).

Poznato je da makrofazi posjeduju svu potrebnu masineriju za procesiranje miRNA, a
nedavno je identificirano i 119 razli¢itih miRNA koje se normalno eksprimiraju u humanim
primarnim makrofazima (201). Ve¢ina miRNA koje su bile pojacano eksprimirane u
mononuklearnim stanicama periferne krvi u HVBS bolesnika (let-7i, miR-21, miR-132, miR-
155, miR-223 i miR-146a), mogu se detektirati u primarnim makrofazima. Stovise, miR-155 i
miR-223 spadaju u visokospecificne miRNA koje se selektivno eksprimiraju u stanicama
hematopoetskog sustava (146, 202). PUUV je u mononuklearnim stanicama periferne krvi
potaknuo i ekspresiju miR-9, miR-19a, miR-125b i miR-126 koje se ne eksprimiraju
normalno u primarnim makrofazima te je moguce da potjecu i od drugih stanica npr. limfocita

ili dendritickih stanica. Ovo ukazuje da bi miRNA iz monocita/makrofaga mogle imati vaznu
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ulogu u posttranskripcijskoj regulaciji stani¢nog imunoloskog odgovora na infekciju PUUV te
znacajno doprinositi kako normalnoj funkciji makrofaga u obrani tako i patogenezi HVBS-a.
Specificna uloga svake od tih miRNA tijekom infekcije PUUV tek treba biti istrazena.

U ovom istrazivanju po prvi puta smo pokazali i dinamiku promjena ekspresije miRNA
tijekom hantavirusne infekcije odnosno analizirali smo promjene u ranoj (medijan od pocetka
pojave simptoma - Sest dana) i kasnoj (medijan od pocetka pojave simptoma - 15 dana)
akutnoj fazi HVBS-a. Kako se akutna faza bolesti blizila kraju ekspresija svih sedam miRNA
bila je jos jace potaknuta iako se promjena nije pokazala statisticki zna¢ajnom u odnosu na
kontrolnu skupinu. Dok su neke miRNA pokazale produzeno regulacijsko djelovanje tijekom
cijele akutne faze HVBS-a, ¢ini se da funkcija nekih miRNA u regulaciji imunoloskog
odgovora tijekom hantavirusne infekcije dolazi do izrazaja tek u kasnijoj fazi bolesti kao npr.
za miR-125b, miR-126 i miR-146a od kojih nijedna nije bila aktivirana u ranoj akutnoj fazi.
Ovi rezultati upucuju da postoji i vremenski specifi¢na regulacija na nivou miRNA $§to nije
iznenadujuce jer se i virusna replikacija i patogeni¢nost koja proizlazi iz nje mijenjaju tijekom

progresije bolesti.

Kako bi dobili Siru sliku odnosno bioloski kontekst promjena nastalih na razini ranog
imunoloskog odgovora posredovanih infekcijom PUUV pokusali smo funkcionalno analizirati
diferencijalno eksprimirane gene i miRNA u ranoj akutnoj fazi HVBS-a te vidjeti Kkoji
regulatorni odnosi medu njima postoje. Zeljeli smo takoder vidjeti kako se nastale promjene
odrazavaju na molekularne i stani¢ne funkcije mononuklearnih stanica periferne krvi, kao i
koje su bioloske funkcije pogodene ovim promjenama odnosno koja patoloska stanja ili
procesi inducirani.

Rezultati su pokazali da su infekcijom PUUV bili pogodene funkcije hematoloSkog sustava
Sto nije bilo iznenaduju¢e budu¢i se radilo o mononuklearnim stanicama periferne krvi.
Upalni odgovor se pokazao kao najrelevantniji patoloski proces u koji je najveéi broj
promjenjenih gena bio involviran tijekom infekcije PUUV, a buduci da je veéina gena imala
smanjenu ekspresiju mozemo Spekulirati da virus na periferiji interferira na razini regulacije
upalnog odgovora. Na stani¢noj razini rezultati ukazuju da je virus najviSe interferirao s
funkcijama medustani¢ne signalizacije 1 interakcije te na stanicni rast, razvoj i1 proliferaciju.
To se ocitovalo i na razini stani¢nih signalnih puteva. Tako smo pokazali da su infekcijom
PUUV pogodeni putevi komunikacije stanica urodene i steCene imunosti, diferencijacije Th

stanica i prepoznavanja virusa putem receptora urodene imunosti (PRR). Nasa mreza
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interakcija razli¢ito eksprimiranih gena u mononuklearnim stanicama periferne krvi
posredstvom infekcije PUUV 1 funkcionalna analiza tih interakcija podupiru ve¢ ranije
karakterizirane 1 potencijalno vazne receptore i signalne puteva u razli€itim stanicama
regulirane patogenim hantavirusima (19, 94, 112, 160, 189). Istovremeno daje i nove spoznaje
u putove koje hantavirusi moduliraju u monocitima/makrofazima, limfocitima i dendritickim
stanicama, stanicama koje su s jedne strane vazne u imunoloS$kom odgovoru i obrani
organizma od infekcije dok istovremeno predstavljaju vrlo vjerojatne ciljne stanice za njihovu
replikaciju, a upravo o tim interakcijama jo§ uvijek jako malo znamo. Stovise, mnogi geni
domacina koji su regulirani virusnom infekcijom grupiraju se u bioloske putove koji mogu

baciti novo svijetlo na patogenezu hantavirusne infekcije.

PUUYV se smatra niskopatogenim hantavirusom i generalno moZzemo re¢i da je klinicki tijek
infekcije PUUV obi¢no blag i povoljan. No, u manjem postotku sluc¢ajeva bolest moze
poprimiti i1 teze forme s pojavom teskih komplikacija koje vode lijeCenju u jedinicama
intenzivne skrbi pa ¢ak i smrtnom ishodu u do 0.4% slucajeva (5, 90, 203). Nekoliko je
komparativnih studija infekcija s PUUV i DOBV ve¢ ranije pokazalo da su ucestalost i
intenzitet klinickih obiljezja i laboratorijskih parametara uobicajeno izrazeniji kod HVBS-a
uzrokovanog DOBV (3, 70, 71). Klini¢ki tijek bolesti nasih bolesnika inficiranih PUUV je
bodovan i na osnovi toga su bili raspodjeljeni u grupu s blazim ili tezim oblikom HVBS-a.
Analiziraju¢i glavne klinicke manifestacije nismo nasli vec¢i broj parametara koji su se
statisticki znacajno razlikovali u bolesnika s blagom i bolesnika s tezom klinickom slikom,
ilako se moze vidjeti da je pojavnost gotovo svih klini¢kih parametara bila veca u grupi
bolesnika s tezim oblikom bolesti. Moguce da je na to utjecao relativno mali broj ispitanika
unutar svake pojedina¢ne grupe. Rezultati su u sukladnosti s podacima iz drugih studija koje
su usporedivale tezinu klini¢ke slike medu bolesnicima s HVBS-om uzrokovanim PUUV (81,
104). Ve¢ tijekom rane akutne faze infekcije bolesnici s blazom i bolesnici s tezom klinickom
slikom imali su jasno diferencirane odredene laboratorijske parametre. S tezim klinickim
ishodom znacajno su bile povezane nize vrijednosti ukupnih proteina u serumu, albumina i
natrija te vise vrijednosti leukocita, neutrofila, kreatinina, ureje, alfal-globulina, gama-
globulina i LDH. Pettersson i sur. su u svojoj recentrnoj studiji takoder pokazali da su
leukociti, neutrofili, kreatinin, LDH, odnosno njihove maksimalne vrijednosti, bile znac¢ajno

povezane s tezinom bolesti, kao i trombociti te titar 1gG protutijela u infekciji PUUV (81).
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lako je trombocitopenija jedno od glavnih patoloskih obiljezja HVBS-a u ovom istrazivanju
nisam dokazala statisticki znacajnu razliku u broju trombocita izmedu grupa.

Zanimljivo je da, kao ni u studijama Petterssona i sur. i Sakside i sur., nismo nasli povezanost
koncentracije RNA PUUV s tezim klinickim tijekom bolesti koja je ina¢e pokazana u
nekoliko studija na HVBS i HPS bolesnicima inficiranim drugim hantavirusima te se ¢ini da
koli¢ina PUUV u cirkulaciji nema utjecaj na tezinu bolesti (75, 76, 78- 81, 204). Niza razina
viremije PUUV (srednja vrijednost 10° kop/ml) u nasih bolesnika takoder je odgovarala
podacima iz literature (80, 81, 204).

Obzirom na to da kod PUUV (kao i kod drugih hantavirusa s ve¢im patogenim potencijalom)
postoje razli¢iti stupnjevi tezine bolesti, pokusala sam utvrditi postoje li razlike u ranom
imunoloskom odgovoru ovisne o teZini bolesti, odnosno utjece li imunoloski odgovor na
klinicku prezentaciju bolesti. Pokazano je da su odredeni aspekti imunosti kao npr. humoralni
imunoloski odgovor povezani s tezinom klinicke slike HVBS-a. Tako je niski odgovor
specifi¢nih IgG protutijela znacajno povezan s tezim oblikom bolesti (81, 128, 205). U tezim
oblicima hantavirusne infekcije u serumu bolesnika pronadene su 1 znaajno vise
koncentracije razli€itih citokina 1 kemokina kao vaznih medijatora imunoloSskog odgovora
(23, 102-104, 174). Ovo je prva studija koja je proucavala imunoloski odgovor na infekciju
hantavirusima u ljudi na razini gena i istrazivala mogucu povezanost izmedu relativne
ekspresije gena ukljucenih u odgovor organizma na infekciju i indikatora tezine HVBS-a.
Istrazivanjem smo pokazali da su U bolesnika s teZim tijekom bolesti promjene na razini
stani¢nog transkripcijskog odgovora bile izrazenije. Kod tezih bolesnika opazili smo ukupno
veci broj promjenjenih gena (dominantno sa snizenom ekspresijom) 1 kod svih gena S ja¢im
stupnjem supresije u odnosu na bolesnike s blazim oblikom bolesti. Kod bolesnika u serumu
nismo pronasli znacajne razlike u mjerenim citokinima i kemokinima gledajuéi prema tezini
bolesti, ali ipak su u skupini bolesnika s tezim tijekom bolesti bile prisutne vise vrijednosti
medijana za IL-10 i CXCL10, dok je medijan izmjerene koncentracije citokina sSCD40L bio
visi u bolesnika s blazim tijekom bolesti $to se ocitovalo tek u kasnoj akutnoj fazi. Nekoliko
studija do sada, na virulentnijim hantavirusima kao HTNV, DOBV ili hantavirusi koji
uzrokuju HPS, evidentno je pokazalo da bi neuravnotezena produkcija citokina i kemokina u
cirkulaciji mogla pridonositi tezem klinickom tijeku bolesti (23, 102, 104, 174). Moguce da
su razlicitosti koje vidimo u promjenama imunoloskog odgovora medu bolesnicima razlicite
tezine bolesti inficirane PUUV slabije i1 ne toliko izraZzene jer i sam virus pokazuje slabiju

patogeni¢nost u odnosu na ostale patogene hantaviruse. Slicna opazanja vezana za PUUV
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imali su u svojoj studiji Saksida i sur. (104). Svakako bi bilo potrebno rasvjetliti je li
neuravnotezenost u produkciji citokina tijekom hantavirusne infekcije uzrok ili rezultat
imunopatogenetskih mehanizama i posljedi¢no klini¢ke simptomatologije koju vidimo.

Osim §to smo pokazali da postoje razli¢itosti u ranom imunoloskom odgovoru na PUUV koje
sugeriraju povezanost s tezinom bolesti, nasi rezultati pokazali su i jasno vidljive razlike u
izmedu dviju grupa bolesnika u potencijalnim regulatorima tog imunoloskog odgovora gdje
su jaci stupanj ekspresije dozivjele sve miRNA u grupi tezih u odnosu na blaze bolesnike.
Postavlja se pitanje je li to rezultat snaznijeg odgovora domacina koji je trebao staviti pod
kontrolu intenzivniju disregulaciju imunoloskog odgovora ili je to rezultat disregulacije u
ekspresiji mMiRNA koja zajedno s ostalim ¢imbenicima pridonosi patogenezi i vodi u tezi oblik
bolesti.

Pojedini imunolos§ki parametri pokazali su znacajnu korelaciju s odredenim laboratorijskim
parametrima i to upravo s onim koji bivaju patoloski promijenjeni tijekom HVBS-a ukazujuci
na tezinu i stupanj patofizioloSke promjene. Ureja i kreatinin koji su indikatori akutnog
bubreznog ostecenja tijekom hantavirusne infekcije, te ukupni broj trombocita kao indikator
akutne trombocitopenije imali su znacajne korelacije s odredenim imunolo$kim varijablama
Sto dodatno uévrséuje indikacije o njihovoj povezanosti s tezinom klinicke slike.

Zeljeli smo istraziti i potencijalne prediktore klinicke progresije bolesti i/ili tezine klinic¢ke
slike u bolesnika s HVBS-om uzrokovanim PUUV. Pokusali smo napraviti nekoliko razli¢itih
vrsta modela za predikciju razli€itih statusa bolesti ukljucujuéi model za predikciju HVBS-a,
model za predikciju blaZzeg oblika bolesti, model za predikciju tezeg oblika bolesti.
Identificirali smo nekoliko potencijalnih molekularnih imunoloSkih markera kao §to su
MAPKS8, CCR5, IL-10, STAT1, STAT4, miR21 i miR19a koji su selektirani na osnovu
neparametrijskog modeliranja. Buduci da se ve¢ od ranije zna da razliciti aspekti imunoloskog
sustava mogu imati reperkusije na tijek i tezinu hantavirusne infekcije mozemo reci da bi bilo
bitno identificirati molekularne determinante imunoloSkog odgovora domacina koje su
povezane s losijim ishodom. Identifikacija prediktivnin modela bila bi znacajna u ranoj
detekciji teSkih oblika hantavirusne infekcije i translaciji znanstvenih rezultata iz podrucja
biologije u medicinu. Svakako su potrebna dodatna istrazivanja na ve¢em broju bolesnika da

bi se rasvjetlila njihova stvarna uloga i utjecaj na tijek bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

1. U ovoj studiji sam po prvi put sveobuhvatno na razini ekspresije gena detektirala
vazne elemente nespecificne i specificne imunosti u mononuklearnim stanicama
periferne krvi bolesnika s hemoragijskom vru¢icom s bubreznim sindromom
uzrokovanom virusom Puumala. Analiza je bila usmjerena na imunoreakcije u ranoj

akutnoj fazi bolesti.

2. Veliki broj gena kod kojih su dokazane regulacijske promjene imao je znaajno
sniZzenu ekspresiju, Sto ukazuje na supresiju ranog imunoloskog odgovora na PUUV
na razini mononuklearnih stanica periferne krvi. Geni koji su bili suprimirani kodirali
su: receptore za prepoznavanje obrazaca, kemokine i kemokinske receptore, citokine,

transkripcijske faktore, neke signalne molekule i dr.:

a. TLRI1, TLR3 i TLRY su bili snizeni u mononuklearnim stanicama periferne
krvi u ranoj akutnoj fazi bolesti $to bi PUUV mogao koristiti kao potencijalni
mehanizam izbjegavanja prepoznavanja od strane stanica imunoloskog

sustava.

b. U mononuklearnim stanicama periferne krvi nije zabiljeZzena genska aktivnost
IFN tipa | u ranoj akutnoj fazi HVBS-a, ali je istovremeno relativna genska

ekspresija MxA (ili Mx1) bila pojac¢ana u usporedbi s kontrolom.

c. Ekspresija veéeg broja testiranih citokina je bila nepromjenjena ili snizena (IL-
2, IL-4) u odnosu na zdravu kontrolu uklju€ujuéi proinflamatorne citokine kao
§to su: TNF-a, IL-1a, IL-1B i IL-6. Nasuprot tomu, pokazali smo pojacanu
gensku ekspresiju IL-10, kao i znacajno povisene vrijednosti IL-10 u serumu
bolesnika u ranoj akutnoj fazi infekcije PUUV, §to je u skladu s nalazima

prethodnih studija.

d. Snizena ekspresija proupalnog CCL2 kemokina kao i kemokinskih receptora
(CCR4, CCR6 i CCR8) koju sam dokazala na razini mononuklearnih stanica
periferne krvi, mozZe utjecati na regulaciju migracije, diferencijacije 1
sazrijevanja stanica upalnog odgovora. Pokazala sam pojacanu gensku

ekspresiju CXCL10 kemokina kao i znacajan porast razine CXCL10 kemokina
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u serumu bolesnika u ranoj akutnoj fazi HVBS-a u odnosu na zdravu kontrolu.
U kasnoj akutnoj fazi razina CXCL10 u serumu pada, ali je jo$ uvijek znacajno

vi$a nego u zdravih ispitanika.

e. Ovo je prva studija koja je pokazala mogucu znacajnu ulogu CD40L u
imunopatogenezi HVBS-a. U ranoj akutnoj fazi HVBS-a zabiljeZena je izrazita
supresija genske aktivnosti CD40L na razini mononuklearnih stanica periferne
krvi te istovremeno nije bilo promjene u koncentraciji solubilnog CD40L u
serumu bolesnika s HVBS-om u odnosu prema zdravim kontrolama. U kasnoj
akutnoj fazi razina solubilnog CD40L u serumu je znacajno porasla te je

mogucée da CD40L u hantavirusnoj infekciji ima odgodeno djelovanje.

f. lako naSa istraZivanja zorno pokazuju brojne elemente koji mogu imati ulogu u
supresiji upalnog odgovora u ranoj fazi HVBS-a, detektirala sam fosforiliranu
formu p65 podjedinice NFkB kompleksa koja predstavlja nespecificni marker
aktivacije imunoloskog odgovora, $to nije neocekivano obzirom na razvoj

upalnog odgovora u kasnijim fazama HVBS-a.

3. Rezultati ovoga rada jedan su od prvih eksperimentalnih ex vivo dokaza o mogucoj
vaznosti miRNA u regulaciji imunolos§kog odgovora u HVBS-u. Infekcija PUUV u
mononuklearnim stanicama periferne krvi tijekom rane akutne faze HVBS-a dovela je
do pojacane ekspresije sedam miRNA: let-7i, miR-9, miR-19a, miR-21, miR-132,
miR-155, miR-223.

4. BioinformatiCkom analizom koja daje predikciju funkcije pokazali smo da PUUV
modulira bioloske funkcije 1 stani¢ne signalne puteve u mononuklearnim stanicama
periferne Kkrvi:

a. Infekcijom PUUV bile su pogodene funkcije hematoloskog sustava.

b. Upalni odgovor se pokazao kao najrelevantniji patoloski proces u koji je
najveci broj promjenjenih gena bio involviran tijekom rane akutne faze HVBS-
a. Budu¢i da je vedina gena imala smanjenu ekspresiju moZemo pretpostaviti
da virus na periferiji interferira na razini regulacije upalnog odgovora.

c. PUUV vjerojatno interferira s funkcijama medustani¢ne signalizacije i
interakcije, stani¢nog rasta, razvoja i proliferacije, a mogao bi imati i vazan

utjecaj na puteve komunikacije stanica urodene i steCene imunosti,
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diferencijacije Th stanica te prepoznavanja virusa putem receptora urodene
imunosti (PRR).

5. Klinicke 1 klinicko-laboratorijske znacajke HVBS-a u naSih bolesnika nisu se
razlikovale od nalaza u nasim prethodnim studijama, medutim, nasli smo razlike u
spomenutim parametrima izmedu bolesnika s blagom 1 srednje teSkom/teSkom
klinickom slikom. S tezim klinickim ishodom znaajno su bile povezane nize
vrijednosti ukupnih proteina u serumu, albumina i natrija te viSe vrijednosti leukocita,

neutrofila, kreatinina, ureje, alfal-globulina, gama-globulina i LDH.

6. Ekspresija gena povezanih s reakcijama urodene i steCene imunosti kao i ekspresija
miRNA pokazala je povezanost s tezinom bolesti PUUV infekcije iako nije bila
statisticki znacajna najvjerojatnije jer je PUUV niskopatogeni hantavirus koji ne radi

tako dramati¢ne razlike u samoj tezini bolesti.

7. Statistickom analizom i neparametrijskim modeliranjem identificirali smo potencijalne

imunoloske prediktore patogeneze HVBS-a uzrokovanog PUUV.

a. Ureja i kreatinin su bili u negativnoj korelaciji sa znacajnim brojem molekula

koje predstavljaju vazne elemente nespecificne i1 specifi¢ne imunosti.

b. Neparametrijskim modeliranjem identificirano je nekoliko potencijalnih
molekularnih imunoloskih prediktora klinicke progresije bolesti i/ili tezine
klinicke slike kao $to su MAPKS8, CCRS, IL-10, STAT1, STAT4, miR21 i
miR19a, a potrebna su daljnja istrazivanja na vecem broju bolesnika da bi se

rasvjetlila njihova uloga i utjecaj na tijek bolesti.

8. U bolesnika s HVBS-om dokazana je znacajna pozitivna korelacija izmedu koli¢ine
PUUV u cirkulaciji (,,viral load*) i razine IL-10 u serumu, Sto je pokazano i u
nekoliko prethodnih studija. Nije pokazana pozitivna ili negativna korelacija koli¢ine

virusa u cirkulaciji s ostalim klini¢ko-laboratorijskim ili imunoloskim parametrima.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Popis kratica

AMRV/SOOV

ANDV
BCCV
cDNA

CTL/CD8+

CcVv
CXCL10
DENV
DNA
DOBV
ELISA

HLA
HPS
HTNV
HVBS
ICTV

19G
IgM
IL-10
IP-10

IPA

I1ISG
K3EDTA
KHAV
LDH
MARS
MHC

miRNA
MRNA
NE
NFxB

NK
NS
NYV
ORF

virus Amur/Soochong

virus Andes

virus Black Creek Chanal

od engl. complementary DNA, komplementarna DNA

od engl. cytotoxic T lymphocytes, citotoksi¢ni T-limfociti

od engl. coefficient of variation, koeficijent varijacije

od engl. C-X-C motif chemokine 10, kemokinski ligand 10
virus dengue

od engl. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina
virus Dobrava

od engl. enzyme-linked immunosorbent assay, enzimski imunotest na
¢vrstoj fazi
od engl. human leukocyte antigen, humani leukocitni antigeni

hantavirusni pluéni sindrom
virus Hantaan
hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom

od engl. International Committee on Taxonomy of Viruses,
Medunarodni odbor za taksonomiju virusa
imunoglobulini klase G

imunoglobulini klase M
od engl. interleukin 10, interleukin 10

od engl. interferon gamma-induced protein 10, interferonom gama
stimulirani protein 10
od engl. Ingenuity Pathways Analysis

od engl. interferon-stimulated genes, geni stimulirani interferonom
antikoagulans

virus Khabarovsk

laktat dehidrogenaza

od engl. Multivariate Adaptive Regression Splines

od engl. major histocompatibility —complex, glavni sustav
histokompatibilnosti

od engl. micro RNA, mikro RNA

od engl. messenger RNA, glasnicka RNA

nephropathia epidemica

od engl. nuclear factor kappa-light-chain- enhancer of activated B cells,

nuklearni faktor kapa B
od engl. natural killer cell, prirodnoubilacke stanice

od engl. non-structural protein, nestrukturni protein
visus New York
od engl. open reading frame, otvoreni okvir ¢itanja
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PAMP

PBS

PCR
PHV
PRR

PUUV
gPCR

RdRp

RISC
RNA
RT-PCR

SAAV
SANGV
sCD40L
SDS-PAGE

SEQV
SNV
Th/CD4+
TOPV
TPMV
TULV
VEGF

od engl. pathogen-associated molecular pattern, molekularni obrasci
vezani za mikroorganizme
od engl. phosphate buffered saline, fosfatni pufer

od engl. polymerase chain reaction, lanCana reakcija polimerazom
virus Prospect Hill

od engl. pattern recognition receptor, receptori za prepoznavanje
obrazaca
virus Puumala

od engl. quantitative real-time PCR, kvantitativna lan¢ana reakcija
polimerazom u stvarnom vremenu

od engl. RNA-dependent RNA polymerase, RNA-ovisha RNA
polimeraza

od engl. RNA-induced silencing complex

od engl. ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina

od engl. reverse transcription polymerase chain reaction, reverzna
transkripcija i lanCana reakcija polimerazom
virus Saaremaa

virus Sangassou
od engl. solubile CD40 ligand, solubilni CD40 ligand

od engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
natrij-dodecilsulfat elektroforeza na poliakrilamidnom gelu
virus Seoul

virus Sin Nombre

od engl. helper T lymphocytes, pomo¢nicki T-limfociti
virus Topografov

virusa Thottapalayam

virus Tula

od engl. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor
rasta
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Prilog 2A. Tablica za procjenu tezine bolesti u bolesnika s hemoragijskom vru¢icom s

bubreznim sindromom (ref. 161)

1. SOK, HIPOTENZIJA* BODOVI
Sok (nemjerljiv tlak) 10
Hipotenzija, sistolicki tlak <90 mm Hg )
Tahikardija, puls >120/min 2
2. KRVARENJE*
Obilno, potrebna transfuzija 5
Unutarnje (melena, hematemeza, hemoptoa, intrakranijsko) 3
Epistaksa 2
Na kozi (petehije) i sluznicama (subkonjunktivalno, enantem) 1
3. OPCI SIMPTOMI
Temperatura >40 °C 2
Epilepticki napad 2
Smetnje (zamuéenje) vida 1
Izrazito jaki bolovi lumbalno 1
Povracanje ili proljev 1
4. LABORATORIJSKI NALAZI
BUN i/ili kreatinin >5 puta veci od normale 5
>4 puta veci od normale 4
>3 puta veci od normale 3
>2 puta veci od normale 2
Trombociti <20x10°/L 2
<50 x10°/L 1
AST/ALT >5 puta veci od normale 2
3 - 4 puta ve¢i od normale 1
RTG pluca pneumonitis 2
pleuralni izljev 1
EKG mioperikarditis 1

*1z skupine 1. 1 2. boduje se samo jedna znacajka (ona s najvise bodova)
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Prilog 2B. Stupnjevi tezine bolesti u bolesnika s hemoragijskom vru¢icom s bubreznim

sindromom (ref. 161)

Oblik (tezina) bolesti

Broj bodova

I. Lak (blag)
Il.  Srednje tezak
.  Tezak
IV.  Vrilo tezak

<7
8-14
15-21
>22
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Prilog 3. Popis gena testiranih na real-time PCR array-u

A0l APCS serumska amiloidna P komponenta Amyloid P component, serum

AQ02 C3 komponenta komplementa 3 Complement component 3

A03 CASP1 kaspaza 1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin
1, beta, convertase)

A04 CCL2 kemokinski ligand 2 Chemokine (C-C motif) ligand 2

A05 CCL5 kemokinski ligand 5 Chemokine (C-C motif) ligand 5

A06 CCR4 kemokinski receptor 4 Chemokine (C-C motif) receptor 4

A07 CCR5 kemokinski receptor 5 Chemokine (C-C motif) receptor 5

A08 CCR6 kemokinski receptor 6 Chemokine (C-C motif) receptor 6

A09 CCR8 kemokinski receptor 8 Chemokine (C-C motif) receptor 8

Al0 CD14 CD14 molekula CD14 molecule

All CD4 CD4 molekula CD4 molecule

Al2 CD40 CD40 molekula CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5

BO1 CD40LG  CDA40 ligand CD40 ligand

B02 CD80 CD80 molekula CD80 molecule

B03 CD86 CD86 molekula CD86 molecule

B0O4 CD8A CD8a molekula CD8a molecule

B05 CRP C-reaktivni protein C-reactive protein, pentraxin-related

B06 CSF2 faktor stimulacije kolonija 2 (granulocita-makrofaga) Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)

BO7 CXCL10  kemokinski ligand 10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10

BO8 CXCR3 kemokinski receptor 3 Chemokine (C-X-C motif) receptor 3

B09 DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) “box” polipeptid 58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58

B10 FASLG Fas ligand Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

B11 FOXP3 transkripcijski faktor “forkhead box” P3 Forkhead box P3

B12 GATA3 GATA vezujuéi protein 3 GATA binding protein 3

Cco1 HLA-A glavni sustav histokompatibilnosti, razred I, A Major histocompatibility complex, class I, A

C02 HLA-E glavni sustav histokompatibilnosti, razred I, E Major histocompatibility complex, class I, E

C03 ICAM1 medustani¢na adhezijska molekula 1 Intercellular adhesion molecule 1

C04 IFNA1 interferon, alfa 1 Interferon, alpha 1

C05 IFNAR1 interferon (alfa, beta i omega) receptor 1 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1

C06 IFNB1 interferon, beta 1 Interferon, beta 1, fibroblast
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Cco7 IFNG interferon, gama Interferon, gamma

Co08 IFNGR1 interferon gama receptor 1 Interferon gamma receptor 1

C09 IL10 interleukin 10 Interleukin 10

C10 IL13 interleukin 13 Interleukin 13

C1l1 IL17A interleukin 17A Interleukin 17A

C12 IL18 interleukin 18 Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor)

D01 IL1A interleukin 1, alfa Interleukin 1, alpha

D02 IL1B interleukin 1, beta Interleukin 1, beta

D03 ILIR1 interleukin 1 receptor, tip | Interleukin 1 receptor, type |

D04 IL2 interleukin 2 Interleukin 2

D05 IL23A interleukin 23, alfa podjedinica p19 Interleukin 23, alpha subunit p19

D06 IL4 interleukin 4 Interleukin 4

D07 IL5 interleukin 5 Interleukin 5 (colony-stimulating factor, eosinophil)

D08 IL6 interleukin 6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)

D09 IL8 interleukin 8 Interleukin 8

D10 IRAK1 IL-1-receptor pridruzena kinaza 1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1

D11 IRF3 regulatorni faktor interferona 3 Interferon regulatory factor 3

D12 IRF7 regulatorni faktor interferona 7 Interferon regulatory factor 7

EO1 ITGAM integrin, alfa M Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3
subunit)

EO02 JAK?2 Janus kinaza 2 Janus kinase 2

EO03 LY96 limfocitni antigen 96 Lymphocyte antigen 96

E04 LYZ lizozim Lysozyme

EO05 MAPK1  mitogenom aktivirana protein kinaza 1 Mitogen-activated protein kinase 1

EO06 MAPKS8  mitogenom aktivirana protein kinaza 8 Mitogen-activated protein kinase 8

EO7 MBL2 lektin koji veze manozu 2 Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble

EO08 MPO mijeloperoksidaza Myeloperoxidase

E09 MX1 interferonom inducirani Mx1 protein Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-
inducible protein p78 (mouse)

E10 MYD88 gen primarnog odgovora mijeloidne diferencijacije (88) Myeloid differentiation primary response gene (88)

E1l1l NFKB1 nuklearni faktor kapa B Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 1

E12 NFKBIA inhibitor nuklearnog faktora kapa B Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in

B-cells inhibitor, alpha

123



FO1 NLRP3 gen koji kodira proteine porodice NLR NLR family, pyrin domain containing 3

F02 NOD1 unutarstani¢ni receptor koji sadrzi oligomerizacijsku Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1
domenu 1 za vezanje nukleotida

F03 NOD2 unutarstani¢ni receptor koji sadrzi oligomerizacijsku Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
domenu 2 za vezanje nukleotida

F04 RAG1 gen aktivacije rekombinacije 1 Recombination activating gene 1

F05 RORC RAR-vezan receptor C RAR-related orphan receptor C

F06 SLC11A1l membranski transportni protein iz obitelji “solute carrier” Solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion
11 transporters), member 1

FO7 STAT1L prijenosnik signala i aktivator transkripcije 1 Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa

F08 STAT3 prijenosnik signala i aktivator transkripcije 3 Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-

phase response factor)
F09 STAT4 prijenosnik signala i aktivator transkripcije 4 Signal transducer and activator of transcription 4
F10 STAT6 prijenosnik signala i aktivator transkripcije 6 Signal transducer and activator of transcription 6,
interleukin-4 induced

F11 TBX21 protein “T-box” 21 T-box 21

F12 TICAM1 adaptorska molekula Toll-u sli¢énog receptora 1 Toll-like receptor adaptor molecule 1

G01 TLR1 Toll-u sli¢an receptor 1 Toll-like receptor 1

G02 TLR2 Toll-u sli¢an receptor 2 Toll-like receptor 2

GO03 TLR3 Toll-u sli¢an receptor 3 Toll-like receptor 3

G04 TLR4 Toll-u sli¢an receptor 4 Toll-like receptor 4

GO05 TLR5 Toll-u sli¢an receptor 5 Toll-like receptor 5

GO06 TLR6 Toll-u sli¢an receptor 6 Toll-like receptor 6

GO07 TLR7 Toll-u sli¢an receptor 7 Toll-like receptor 7

GO08 TLR8 Toll-u sli¢an receptor 8 Toll-like receptor 8

GO09 TLRY Toll-u sli¢an receptor 9 Toll-like receptor 9

G10 TNF faktor nekroze tumora Tumor necrosis factor

G11 TRAF6 TNF-receptor pridruzen ¢imbenik 6 TNF receptor-associated factor 6

G12 TYK2 tirozin kinaza 2 Tyrosine kinase 2

HO1 ACTB aktin, beta Actin, beta

HO02 B2M beta-2-mikroglobulin Beta-2-microglobulin

HO3 GAPDH  gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

H04 HPRT1 hipoksantin fosforiboziltransferaza 1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

HO5 RPLPO ribosomski protein, veliki, PO Ribosomal protein, large, PO

124



HO06 HGDC kontaminacija ljudskom genomskom DNA Human Genomic DNA Contamination
HO7 RTC kontrola reverzne transkripcije Reverse Transcription Control

HO8 RTC kontrola reverzne transkripcije Reverse Transcription Control

HO09 RTC kontrola reverzne transkripcije Reverse Transcription Control

H10 PPC pozitivna kontrola PCR-a Positive PCR Control

H11 PPC pozitivna kontrola PCR-a Positive PCR Control

H12 PPC pozitivna kontrola PCR-a Positive PCR Control
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9. ZIVOTOPIS

Lidija Cvetko Krajinovi¢ je rodena 1976. godine u Zagrebu. Nakon zavrSene prirodoslovno-
matematicke gimnazije u Zagrebu, upisuje Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u
Zagrebu. Diplomirala je 2001. godine na studiju biologije, smjer molekularna biologija, te
stekla akademski stupanj - dipl. ing. biologije. Poslijediplomski znanstveni studij je upisala
2003. godine takoder na Prirodoslovno-matematicCkom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu iz
znanstvenog polja biologija, smjer molekularna i stani¢na biologija.

Znanstveni je novak u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu na
znanstveno-istrazivackom projektu ,,Imunoreakcije na hantaviruse i leptospire®, voditeljice
projekta: prof.dr.sc. Alemke Markoti¢, dr.med. U okviru projekta bavila se istraZivanjima
molekularne epidemiologije i evolucije hantavirusa u Hrvatskoj, a u posljednje vrijeme njezin
rad je usmjeren na istrazivanja imunopatogenetskih mehanizama induciranih infekcijom
hantavirusima.

Tijekom 2003. godine bila je na struénom usavrSavanju na Haartman institutu Sveucilista u
Helsinkiju u Finskoj, a 2012. godine na Istituto Clinico Humanitas u Milanu u Italiji.

Objavila je 17 znanstvenih i stru¢nih radova, od kojih je devet citirano u CC/SCI bazi i
koautor je dva poglavlja u knjizi. Tijekom svog rada aktivno je sudjelovala na brojnim
medunarodnim i domac¢im znanstvenim skupovima te je prezentirala svoj istrazivacki rad u
obliku postera ili usmenih izlaganja. OdrZala je sedam pozvanih predavanja.

Za prisustvovanja na kongresima te za stru€no usavrSavanje u Finskoj dobila je nekoliko
putnih nagrada (od Local Committee of the 6th International Conference on HFRS, HPS and
Hantaviruses, Seoul, Juzna Koreja, Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta R Hrvatske,
Hrvatskog mikrobioloSkog drustva).

Sudjeluje u nastavi na Poslijediplomskim specijalistickim studijima infektologije i
epidemiologije Sveucilista u Zagrebu te na Diplomskom studiju forenzike Sveucilista u
Splitu.

Clan je Hrvatskog druitva za infektivne bolesti, Hrvatskog imunoloskog drustva, Europskog

drustva za klinicku mikrobiologiju i infektivne bolesti (ESCMID).
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