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POPIS KRATICA

cDNA — kruzna DNA

eHAV — virus hepatitisa A s ovojnicom (engl. enveloped hepatitis A virus)
HAYV — virus hepatitisa A (Hepatitis A virus)

HBYV — virus hepatitisa B (Hepatitis B virus)

HCV — virus hepatitisa C (Hepatitis C virus)

HIV — virus humane imunodeficijencije (engl. Human immunodeficiency virus)
IRES — mjesto vezanja ribosoma (engl. internal Ribosomal Entry Site)

JIDNA — jednolan¢ana DNA

JIRNA — jednolan¢ana RNA

+JIRNA — jednolan¢ana RNA pozitivnog smisla

-JIRNA — jednolanc¢ana RNA negativnog smisla

MRNA — glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

MSM — muskarci koji imaju spolne odnose s muskarcima (engl. men who have sex with men)
NCR — nekodirajuéa regija (engl. non-coding region)

nt — nukleotid

ORF — otvoreni okvir ¢itanja (engl. open reading frame)

PCR — lancana reakcija polimerazom

pb — parovi baza

RT-PCR — lan¢ana reakcija polimerazom uz reverznu transkripciju (engl. reverse transcription

polymerase chain reaction)



SSCP — analiza polimorfizma konformacije jednolan¢anih molekula DNA (engl. single strand

conformation polymorphism)
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1. UvOoD

1.1.  Virusni patogeni Covjeka

Virusi su submikroskopski obligatni unutarstani¢ni paraziti koji nemaju vlastiti
metabolizam, nego koriste stani¢ne mehanizme i energiju domacina za proizvodnju novih virusnih
Cestica (Chaitanya, 2019). Genski su vrlo raznoliki, a razvoj novih genotipova, sojeva i vrsta odvija
se kontinuirano. Mogu zaraziti sve organizme, pa i covjeka. Virusni patogeni ¢ovjeka definirani su
kao oni za koje postoje dokazi o njihovoj prirodi da izazivaju bolesti u ljudskoj populaciji
(Woolhouse i sur., 2012). Gradeni su od DNA ili RNA genoma, koji je ve¢inom upakiran u zastitnu
proteinsku ovojnicu tzv. kapsidu, sastavljenu od jednog ili vise proteina (Chaitanya, 2019). Kapsida
Stiti virusni genom od vanjskih utjecaja i ima vaznu ulogu u interakciji sa stanicom domacina te
izbjegavanju imunosnog odgovora, $to virusu olakSava prijenos genoma u citoplazmu stanice
domacina i replikaciju (Stuart i sur., 2018). Kapsida je gradena od osnovnih strukturnih jedinica,
tzv. protomera, koje su gradene od jednog ili vise pojedinac¢nih polipeptida. Svaka polipeptidna
podjedinica unutar same protomere povezana je sa svojim susjednim podjedinicama na jednak
nacin, $to posljedi¢no uzrokuje simetricnu strukturu kapside. Prema rasporedu podjedinica
razlikuje se spiralni, ikozaedralni i kompleksni oblik kapside (Flint i sur., 2015). Zbog ovakve
simetricne strukture, virusi koriste mali skup gena za kodiranje potrebne informacije za izgradnju
relativno velike kapside (Chaitanya, 2019). Kapsida s nukleinskom kiselinom naziva se
nukleokapsida. Osim nukleokapside, neki virusi imaju dodatnu vanjsku lipidnu ovojnicu radi
jednostavnije interakcije s domacinskom stanicom (Banerjee i Mukhopadhyay, 2016). Na njenoj
povrsini nalaze se glikoproteini nuzni u prepoznavanju stani¢nih receptora, fuzioniranju virusa sa
stanicnom membranom 1 ulasku virusa u stanicu. Kako bi se u¢vrstila povezanost nukleokapside 1
vanjske ovojnice, mnogi virusi s ovojnicom sintetiziraju i unutarnje proteine, tzv. matriks-proteine
(Collins i sur., 2012).

Virusni genom sastoji se od dijela koji kodira za strukturne proteine i dijela za nestrukturne
proteine (Coffin i sur., 1997). Oni se sastoje od vrlo varijabilnih dijelova i dijelova koji ostaju
visoko o¢uvani, tj. konzervirani, za $to je glavni primjer strukturni motivi koji sluze kao mjesto
vezanja za ribosom (IRES) (Contreras i sur., 2002). Dijelovi genoma u kojima se na razli¢itim
polozajima pojavljuju razli¢ite aminokiseline nazivaju se varijabilnim regijama (Andreis i sur.,

2010). Komparativna analiza tih regija pokazala je da svi polozaji nisu podjednako varijabilni, ve¢



postoje mjesta koja su izrazito varijabilna, tzv. hipervarijabilne regije te manje varijabilne pozicije
koje odreduju opcu strukturu varijabilnog dijela genoma (Andreis i sur., 2010). Nisu u potpunosti
razjasnjene uloge takvih regija, no neki znanstvenici smatraju da hipervarijabilne regije sluze za
razdvajanje dvaju susjednih domena otvorenog okvira ¢itanja (ORF) (Koonin i sur., 1992), dok
drugi tvrde da one moduliraju replikaciju ili infektivnost virusa (Pudupakam i sur., 2011). Kod
nekih virusa, poput virusa humane imunodeficijencije (HIV) i virusa hepatitisa C (HCV), te regije
genoma su ukljuéene u “bijeg” od imunosnog odgovora domacina (Smith i sur., 2012).
Najvarijabilniji dijelovi virusnog genoma kodiraju za dijelove koji su najizlozeniji selekcijskom
pritisku 1 promjenama u okoliSu, a to su primjerice proteini na virusnoj ovojnici (Bankwitz 1 sur.,
2010). Ravnoteza izmedu konzerviranih i varijabilnih virusnih elemenata od izrazite je vaznosti
kako bi virusi izbjegli "katastrofu pogreske" ¢ime bi ugrozili odrzivost i prezivljavanje u virusnoj
populaciji (Contreras i sur., 2002).

Virusi zbog svoje veli¢ine ne mogu samostalno difundirati kroz stanicnu membranu
domacina, ve¢ im je nuzno pronalazenje odgovarajuceg stani¢nog receptora. O vrsti receptora ovisi
tropizam virusa, tj. sklonost virusa da ulazi u odredene vrste stanica (Andreis i sur., 2010).
Antigenska determinanta ili epitop je mjesto na povrSini antigena (u ovom slucaju virusa) koje se
specificno veZe za paratop antitijela ili stani¢nog receptora. Antigen moze imati vise razlicitih
epitopa ¢ime se povecava mogucénost odabira receptora te izbjegavanja imunosnog odgovora, $to
osigurava bolje prezivljavanje (Cruse i sur., 2004). Virusni protein kapside ili ovojnice prepoznaje
I Veze stani¢ni receptor te tako njegov genom ulazi u stanicu. Virusi bez ovojnice te poneki s
ovojnicom ulaze u stanicu endocitozom, dok virusi s ovojnicom ulaze fuzioniranjem virusne
ovojnice sa stanicnom membranom. Ulaskom u citoplazmu dolazi do razgradnje virusne kapside
stani¢nim enzimima pri ¢emu se oslobodi virusni genom (Flint i sur., 2015). Formiranje novih
virusnih €estica kod virusa s ovojnicom odvija se tzv. pupanjem kroz stani¢énu membranu zaraZene
stanice na kojoj su ranije locirani virusni glikoproteini (Banerjee i Mukhopadhyay, 2016). Takav
nacin izlaska, virusima s ovojnicom omogucava napustanje stanice bez da ju pri tome oStete ili
ubiju, kao Sto je slucaj kod virusa bez ovojnice. Novonastale virusne Cestice dalje se rasprostranjuju
do nezarazenih stanica ili se prenose na novu jedinku specifi¢nim mehanizmima (Flint i sur., 2015).
Svi organizmi mogu biti zarazeni virusima, ali za domacina odredene vrste ili njemu srodnih vrsta
specijalizirana je pojedina vrsta virusa. Sposobnost virusa da zarazi pripadnike razli¢itih vrsta u

nekim slucajevima ovisi 0 njegovoj sposobnosti mutiranja, odnosno prilagodljivosti.



1.2. Mutacije

Mutacije su iznenadne nasljedne promjene genetiCkog materijala u kojima je izvor svih
nasljednih varijabilnosti zivih bi¢a (Pavlica, 2012). Jedino one mogu stvoriti varijaciju unutar vrste,
a glavna pokretacka sila je prirodna selekcija. Iako se pojam mutacije najeSée veze za njene Stetne
ucinke, mutacije imaju vaznu ulogu u evoluciji (Johnston, 2006). Evolucijski napredak vrste ovisi
o povremenoj pojavi korisnih mutacija. No, takve su mutacije vrlo rijetke. Stetne mutacije su
ucestalije.

S obzirom na mjesto nastanka, mutacije mogu biti genske i kromosomske. Genske ili
tockaste mutacije nastaju zbog promjena u pojedinacnom genu $to rezultira izmijenjenim
nukleotidnim slijedom, a time i samom genskom informacijom. Takve mutacije mogu nastati u
somatskim i generativnim stanicama supstitucijom, insercijom ili delecijom nukleotida (Panawala,
2017). Supstituciju ili zamjenu jednog nukleotida dijelimo na tranziciju ili transverziju, ovisno
kojom dusi¢nom bazom je zamijenjena primarna baza. Tranzicija je zamjena jednog purina ili
pirimidina drugom bazom iste vrste (primjerice purin citozin zamijenjen purinom timinom), dok
se u transverziji baza zamjenjuje bazom suprotne vrste (primjerice purin citozin zamijenjen
adeninom ili gvaninom) (Stoltfus i Norris, 2015). Takve promjene u nukleotidnom slijedu mogu
se razli¢ito odraziti na translaciju poliproteina. S obzirom na mjesto pojave supstitucije u kodonu
dijelimo ih na sinonimne (istovjetne) i nesinonimne (pogresne i besmislene) mutacije (Griffiths i
sur., 1999). Zamjenom treceg slova kodona naj¢e$¢e nemaju utjecaj na redoslijed aminokiselina u
proteinu pa se takva mutacija naziva istovjetna ili tiha. Kada dode do supstitucije prvog ili drugog
slova kodona nastaju tzv. pogreSne i besmislene mutacije koje mogu ostaviti vrlo ozbiljne
posljedice za organizam. Primjerice, kada mutacija promijeni protein koji ima kriticnu ulogu u
tijelu, moze poremetiti normalan razvoj i ugroziti zdravstveno stanje organizma te dovesti do
genskog poremecaja
(https://ghr.nlm.nih.gov/primer/mutationsanddisorders/mutationscausedisease). Pogresne
mutacije uzrokuju promjenu u slijedu aminokiselina u poliproteinu, odnosno promjenu strukture i
funkcije proteina, a besmislenim mutacijama dolazi do prestanka biosinteze proteina
(https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mutations/). Kod insercije (umetanja) i
delecije (gubitka) jednog ili viSe nukleotida dolazi do pomaka okvira Citanja te ribosom tijekom
Citanja poruke zapisane u kodovima krivo prevodi u aminokiselinski slijed (Griffiths i sur., 1999).

Stopom mutacije izrazava se ucestalost novih mutacija u odredenom vremenu. Stope nisu

stalne, ve¢ ovise o genskom lokusu 1 vrsti organizma. Mutacije, kao rezultat utjecaja vanjskih 1
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unutarnjih ¢imbenika, nastaju spontano u normalnim uvjetima ili mogu biti inducirane mutagenima
(Pierce, 2005). Osim kemijskim agensima ili ionizirajuéem zraenjem, mutageneza moze biti

potaknuta i virusima (Schrader, 2016).

1.2.1. Mutacije kod virusa

Ljudski imunoloski sustav koristi mnogobrojne mehanizme u borbi protiv virusnih
patogena. Kako bi izbjegao imunosno prepoznavanje, glavna strategija virusa je sinteza
mnogobrojnih kopija samog sebe kako bi se $to uspjesnije rasprostranio na nove domacine. Pri
tome dolazi do stvaranja mnogobrojnih genskih varijanti
(https://www.historyofvaccines.org/content/articles/viruses-and-evolution). Izvor  genetske
varijacije u populaciji je mutacija, ¢ime je virusima omogucena brza i u¢inkovita prilagodba na
novog domacina i nove uvjete okolisa. Mutacije se dogadaju u genomu DNA i RNA virusa. Neke
mutacije nastaju tijekom replikacije genoma zbog pogreSaka enzima polimeraze. Kako je DNA
stabilnija molekula od RNA, DNA virusi imaju sposobnost provjere i korekcije pogresaka koje
nastaju replikacijom na nacin da koriste mehanizme stanice domacina za ispravljanje vlastitog
genoma (Payne, 2017). Medutim, RNA virusi nemaju tu sposobnost pa su mutacije ucestale i mogu

imati znacajne posljedice na njithove domacine.

1.3. RNA virusi

Vec¢ina RNA virusa kao geneticki materijal ima jednolancanu RNA (jJIRNA), a glavnina ih
pripada 1 skupini patogena ¢ovjeka. Ciklus umnaZzanja ve¢ine RNA virusa odvija se u citoplazmi,
gdje se sintetiziraju nove RNA molekule neophodne za stvaranje novih virusnih ¢estica te sintezu
vlastite mRNA molekule. Njena glavna znacajka je mogucnost u€inkovite translacije koristeci
mehanizme domacinske stanice za sintezu vlastitih proteina. Kod jIRNA virusa za koje kazemo da
su pozitivnog smisla (+jIRNA), genom im ujedno sluzi kao mRNA, koja se ulaskom u citoplazmu
direktno veze na stani¢ne ribosome 1 zapoc€inje translaciju. U slucaju virusa negativnog smisla (-
JIRNA), genom se prvo mora prepisati u +jIRNA da bi doslo do translacije (Philipson, 1983). Jedan
od kljuénih enzima nuzan za potpun zavrSetak ciklusa umnazanja genoma kod +jIRNA virusa je
RNA-polimeraza ovisna 0 RNA (RNA replikaza) kodirana virusnim genomom. Ona sintetizira -
JIRNA iz +jIRNA, koje sluze kao kalup za sintezu velikog broja novih virusnih RNA pozitivhog

smisla. Za razliku od DNA polimeraze, RNA polimeraza sklona je pogreSkama jer nema
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sposobnosti provjere i popravka krivo ugradenih nukleotida (Sanjuan i Domingo-Calap, 2016). Na
taj na¢in RNA virusi brze akumuliraju mutacije od virusa s DNA genomom (Elena i Sanjuan,
2005). Stopa mutacije RNA virusa je do milijun puta veca od stope mutacija domacina kojeg
zarazava, Sto ukazuje na njihovu visoku razinu virulencije te stvaranje tzv. adaptivne genske
raznolikosti (Duffy, 2018). Upravo zbog jednostavnije grade i visoke sklonosti mutacijama, RNA
virusi dominiraju kod eukariotskih organizama u odnosu na DNA viruse (Kormann, 2020).

Populacije RNA virusa nemaju jedinstveni slijed nukleotida, ve¢ pokazuju velik genski
polimorfizam. Sacinjeni su od velikog broja genomskih varijanti ¢ija populacijska ucestalost varira
u vremenu. Ovakve populacije zajedno se nazivaju kvazivrste, a nastaju akumulacijom mutacija
tijekom umnazanja virusnog genoma u zarazenim stanicama (Andino i Domingo, 2015). U
ovakvim “oblacima” mutanata, ovisno o uvjetima okoliSa, odredena varijanta virusa u
odgovaraju¢em trenutku prikazuje najbolju prilagodenost, §to je vazno za uspjesnu evoluciju virusa
(Andino 1 Domingo, 2015). Vazno je istaknuti da se razli¢ite varijante unutar kvazivrste mogu
razlikovati i u svom patogenom potencijalu pa tako i nisko zastupljene varijante mogu imati vazan
utjecaj na virulenciju izolata i simptome bolesti, iako toc¢ne uloge u patogenezi bolesti joS nisu
razjasnjene (Domingo 1 sur., 2006). Iako se umnazanje RNA virusa dogada vrlo brzo s puno
greSaka, oni su podvrgnuti istim evolucijskim procesima kao i1 organizmi s DNA genomom, §to se
moze objasniti na modelu prirode mutacija, genskog pomaka (engl. genetic drift) i prirodne
selekcije (Moya i sur., 2000). Takoder, smatra se da navedene karakteristike RNA virusa u
konacnici omogucavaju virusu vecu Sansu za opstanak i vecu tendenciju uzrokovanja epidemija
poput one ospica, gripe i ebole, ukljucujuci i trenutno aktualnu epidemiju COVID-19 (Kormann,
2020).

1.4, Virus hepatitisa A

Jo§ u anti¢kim spisima u vrijeme Hipokrata govorilo se o bolesti s opisom koji nalikuje
danas poznatoj infekciji virusom hepatitisa A (Hepatitis A virus, HAV), gdje su je nazivali
“dobro¢udnom Zuticom”. Bolest izazvana ovim virusom i danas je narodu poznata kao zarazna
zutica  (https://www.hzjz.hr/aktualnosti/virusni-hepatitisi/). Znacajniji opisi simptoma i
karakteristika ove bolesti pojavljuju se tek u 17. stoljecu, a vezani su uz vojne kampove. U vrijeme
Drugog svjetskog rata vladala je epidemija hepatitisa od koje je umro veliki broj ljudi, Sto je
potaknulo tadasnje znanstvenike na nova istrazivanja. Otkrivena su dva razli¢ita oblika virusnog

hepatitisa, gdje je jedan od njih imao dugo inkubacijsko razdoblje i prenosio se krvlju, dok je drugi



imao kratko inkubacijsko razdoblje, a prenosio se fekalno-oralnim putem pa je nazvan “infektivnim
hepatitisom” (Feinstone, 2018). Navedene bolesti imenovao je MacCallum 1953. godine kao
bolesti virusnog hepatitisa tipa B i A. Cestica virusa hepatitisa A detektirana je 20 godina kasnije
pomoc¢u imunoelektronske mikroskopije u uzorku fecesa covjeka (Feinstone i sur., 1973).

Virus hepatitisa A (HAV) je linearni jednolancani RNA virus pozitivnog smisla (+jIRNA),
koji pripada rodu Hepatovirus unutar porodice Picornaviridae (Zell i sur., 2017). Nedavna
istrazivanja su pokazala evolucijsku razdvojenost virusa HAV od ostalih pripadnika porodice
Picornaviridae, zbog razlika u nukleotidnoj sekvenci njegovog genoma i razlicite strukture njegove
kapside (Stuart i sur., 2018). Njegov genom, veli¢ine oko 7500 nukleotida, smjesten je unutar
proteinske kapside, koja je ikozaedralnog oblika i promjera oko 30 nm (Slika 1). Virion moze, ali

ne mora, imati i ovojnicu (Jiang i sur., 2014).

Slika 1. Ikozaedralni oblik kapside virusa hepatitisa A koja je gradena od strukturnih
proteina VP1, VP2 i VP3, udruzenih u 12 pentamera.

Virus HAV moze egzistirati u dva razlicita oblika, Sto mu omogucuje iznimnu prilagodbu
na razlicite uvjete okoliSa (Feng 1 sur., 2013). Primarni oblik su tzv. zrele ,,gole* virusne Cestice, a
sekundarni Cestica s lipidnom ovojnicom (eHAV) (Slika 2). U nedavnim istrazivanjima objavljeno
je da su oba oblika podjednako zarazna (Rowlands, 2015), ali jedino virusne Cestice s ovojnicom
mogu cirkulirati krvlju tijekom infekcije, dok se zrele “gole” Cestice iskljucivo lociraju u

probavnom sustavu i fecesu (Feng i sur., 2014).



Kapsida se sastoji od 60 protomera koje su gradene od strukturnih podjedinica VP1, VP2 1
VP3 na jednak nacin kao i kod ostalih predstavnika porodice Picornaviridae. Protomeri se udruzuju
u pentamere i heksamere, njih ukupno 12, koji daju ikozaedralni oblik same ¢estice (Jiang i sur.,
2014).

Zahvaljujuéi iznimnoj stabilnosti kapside, virus HAV otporan je na kiseline 1 deterdZente,
organska otapala te visoke temperature do ¢ak 80 °C. Moze egzistirati u svjezoj i slanoj vodi te u
sedimentu vise od nekoliko mjeseci. Osjetljiv je na otopine klora i formalina, a moze se inaktivirati

autoklaviranjem pri 120 °C (Sattar i sur., 2000).

Slika 2. Elektromikroskopske snimke virusa hepatitisa A s lipidnom ovojnicom (A) (preuzeto iz Davis, 2013) i

zrelih ,,golih“ virusnih Cestica (B) (preuzeto iz http://www.medical-labs.net/hepatitis-a-virus-hav-structure-
2263/).

1.4.1. Organizacija genoma

Usporedbom sekvence genoma, razlikuje se Sest razli¢itih genotipova virusa hepatitisa A.
Genotipovi koji inficiraju ¢ovjeka su I, I1 1 III, a vecina ih pripada genotipu I, koji je podijeljen u
podtipove A i B, od kojih je podtip A ucestaliji od podtipa IB (Kaddoura i sur., 2020).

Kao i kod ostalih predstavnika porodice Picornaviridae, genom virusa hepatitisa A ima tri
karakteristi¢ne regije (Slika 3): dvije krajnje nekodirajuée regije (NCR), tj. 5'1 3' krajevi genoma
i srediSnje kodirajuée regije, koja obuhvaca najveci dio genoma (6681 pb) i ¢ini otvoreni okvir
¢itanja (ORF). Sastoji se od dijela koji kodira za strukturne proteine 1 dijela koji kodira za
nestrukturne proteine. Ovi dijelovi podijeljeni su u 3 domene: P1-2A, 2BC i P3. P1-2A regija
sadrzi tri glavna proteina kapside (VP2, VP3 i VP1) te protein (VP4) koji ima vaznu ulogu u
sastavljanju samog viriona i stvaranju pora na stanici domacina. U regijama 2BC i P3 nalaze se

geni koji kodiraju za replikacijske proteine i proteine vezane za promjene na membranama stanica
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domacina (McKnight i Lemon, 2018). Za proucavanje genske raznolikosti virusa i sekvenciranje,
najznacajnija je hipervarijabilna regija VP1-2A duljine 1080 pb, koja se nalazi unutar domene P1-
2A, odnosno dijelu genoma koji kodira za proteine kapside. Analiza nukleotidnih polimorfizama
u VP1-2A regiji moze ukazivati na prisutnost razli¢itih virusnih varijanti prisutnih unutar nekog
izolata (Wang i sur., 2013).

Glavna uloga otvorenog okvira €itanja je kodiranje za veliki poliprotein od priblizno 2230
aminokiselina, koji se zatim proteoliti¢ki cijepa u 10 cjelovitih i zrelih proteina pomocu virusnog
enzima cisteinske proteinaze 3Cr (McKnight i Lemon, 2018). Na regiju 5> NCR, duljine 735 pb,
kovalentno je vezan mali protein, tzv. VPg, koji sluzi kao proteinska pocetnica pri sintezi
nestrukturnih proteina, poput enzima RNA-polimeraze ovisne 0 RNA, nuZnog enzima za
umnazanje genoma. U 5’ regiji takoder se nalaze karakteristi¢ni strukturni elementi koji sluZe kao
mjesto vezanja ribosoma (IRES), $to je mjesto inicijacije translacije. 3' NCR regija zavr$ava repom
poli(A), sto je karakteristika i stanicne mRNA. Rep poli(A) je dugacak 63 pb i bogat sekundarnim
strukturama RNA, koje nisu detaljno istrazene. Njegova uloga je u inicijaciji umnazanja genoma i
vezanju specifi¢nih proteina domacina i/ili virusa koji su ukljuc¢eni u nastajanje -jJIRNA (McKnight

i Lemon, 2018).

_ 5NCR P1-2A . 2BC 9 P3 . _3NCR _
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Slika 3. Organizacija i ekspresija genoma virusa hepatitisa A. Genom virusa HAV ukljuéuje 5'i 3' nekodirajuée

regije (NCR) i otvoren okvir ¢itanja (ORF). Regija ORF podijeljena je na P1-2A domenu unutar koje se nalazi
hipervarijabilna regija VP1-2A te domene 2BC i P3.

1.4.2. Umnazanje virusa hepatitisa A

Virus hepatitisa A rasprostranjuje se konzumacijom kontaminirane hrane i vode, krvlju ili
izravnim kontaktom zarazene osobe (Lugoboni i sur., 2012). Prije pojave simptoma mozZe ga se
detektirati u krvi, jetri ili slini (Feng i sur.,, 2014). Radi jednostavnijeg pregleda, ciklus
umnozavanja virusa HAV moze se podijeliti u 8 glavnih koraka (a-i; Slika 4). Prije same replikacije
virusa koja se isklju¢ivo odvija u citoplazmi stanica jetre, kako bi uSao u stanicu, HAV se veze

pomocu specificnog proteina kapside za membranski receptor hepatocita HAVCR1 (Slika 4, a).



Medutim, osim navedenog receptora, postoji receptor na CD4+ T limfocita koji ima sli¢nu ulogu
kao receptor na hepatocitima (Silberstein i sur., 2003). Vezanje HAV-a za receptor T limfocita
inducira privremeno isklju¢ivanje T limfocita i utiSavanje imunosnog odgovora domacina
(Manangeeswaran i sur., 2012), $to omogucuje virusu slobodan ulazak u citoplazmu hepatocita.
Nije potpuno razjaSnjen mehanizam ulaska obavijenog oblika Cestice (eHAV) koji je krvlju
donesen do stanica jetre, ali znanstvenici smatraju da se ovaj proces odvija putem endocitoze
posredovane klatrinom, na nacin da se lipidna ovojnica razgradi lizosomskim enzimima Sto
omogucava oslobadanje kapside od ovojnice 1 pristup specificnom stani¢nom receptoru (Lemon 1
sur., 2018). Nakon specifiénog vezanja za receptor, samu penetraciju kroz membranu omogucuje
mu virusni protein VP4, tako da uzrokuje nastajanje pora u membrani stanice kroz koje se
neobavijeni oblik virusne Cestice moze transportirati u citoplazmu (McKnight i Lemon, 2018).
Nakon ulaska dolazi do razgradnje kapside proteolitickim enzimima i oslobadanja virusnog
genoma (Slika 4, b). Struktura IRES omogucava pocetak translacije (Slika 4, c), §to je sinteza
virusnog poliproteina (Slika 4, d). Iz jednog velikog poliproteina proteolitickim cijepanjem
pomoc¢u virusnog enzima proteinaze 3CP™ nastaju strukturni proteini i proteini ukljuceni u
umnazanje genoma (Sadahiro i sur., 2018) (Slika 4, e). Replikacijski proteini se medusobno
sklapaju u funkcionalni enzim i zapo¢inju sintezu negativnog lanca virusnog genoma. Ti negativni
lanci kasnije sluze kao kalup za sintezu brojnih kopija +jIRNA (Slika 4, f). Neke od
novosintetiziranih +jIRNA sluze kao kalup iz kojih se ponovno sintetiziraju nove -jJIRNA (Slika 4,
g), a preostale +jIRNA se pakiraju u nove virusne Cestice (Slika 4, h). Prilikom oslobadanja iz
stanica jetre pupanjem, nove virusne ¢estice stjeCu ovojnicu (Feng i sur., 2014) (Slika 4, i). Takve
virusne Cestice s ovojnicom (eHAV) preko zu¢nog kanala odlaze do probavnog sustava, gdje se

oslobode ovojnice te kao zrele virusne Cestice izlaze van iz organizma (McKnight 1 Lemon, 2018).



Slika 4. Ciklus umnozavanja virusa hepatitisa A moze se podijeliti u 8 koraka: a) prepoznavanje i vezanje na

specificne membranske receptore; b) penetracija endocitozom u stanicu domacina, razgradnja kapside i oslobadanje
genoma u citoplazmu; ¢) pocetak translacije virusnog poliproteina d) translacija virusnog poliproteina; e) sinteza

strukturnih i nestrukturnih virusnih proteina; f) sinteza -jIRNA koja sluzi kao kalup za sintezu novih kopija +jIRNA;
g) neke od novosintetiziranih +jIRNA ponovno se koristi za sintezu -jIRNA; h) sklapanje virusnih dijelova u nove

virusne Cestice; te i) oslobadanje virusa iz stanice (preuzeto i prilagodeno prema Martin i Lemon, 2006)

1.4.3. Epidemiologija

Osim fekalno-oralnim putem, kao glavnog nacina rasprostranjivanja, virus hepatitisa A
moze se prenijeti 1 spolnim putem, pretezito kod muske homoseksualne populacije (MSM)
(Ndumbi i sur., 2018). Smatra se da je HAV glavni uzroénik akutne bolesti jetre u svijetu i jedini
hepatotropni virus koji se moze kultivirati in vitro (Provost i sur., 1981). Bolest se manifestira
asimptomatski ili simptomatski, a upalno stanje obi¢no je akutno te se ponekad mozZe razviti u
kroni¢no (Setyowati i sur., 2019). ZaraZena osoba virus moze prenositi ¢ak dva tjedna prije pojave
simptoma bolesti, a pojavom simptoma smanjuje se moguénost zaraze zbog utjecaja specificnih

antitijela na HAV (Feng i sur., 2014). Inkubacijski period virusa traje prosje¢no 28 dana (15-50
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dana), dok sama bolest obi¢no ne traje dulje od dva mjeseca. Bolest obi¢no naglo po¢inje pojavom
vrucice, slabosti, anoreksije, mucnine i nelagode u trbuhu, pra¢ena tamnim urinom te Zuticom
(https://www.cdc.gov/vaccines/pubs/pinkbook/hepa.html). Virus HAV ne uzrokuje znacajan
citopatski efekt, a pacijenti se uglavnom spontano oporavljaju od bolesti uzrokovane ovim virusom
(Lanini 1 sur., 2017). 1z navedenog razloga, glavne mjere zastite protiv ove bolesti su odrzavanje
osnovnih higijenskih uvjeta i odgovorno spolno ponasanje, a ponekad ako je potrebno i cijepljenje
(https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-zarazne-bolesti/epidemija-hepatitisa-a-u-europskim-
zemljama/).

Broj oboljelih od hepatitisa A u Hrvatskoj bitno se smanjio u posljednjih 50 godina, ¢emu
su znatno pridonijeli poboljsani uvjeti Zivota i podizanje higijenskih navika. Medutim, u 2017. 1
2018. zabiljezen je porast broja oboljelih osoba, pretezito u populaciji muskarca koji imaju spolne
odnose s muskarcima, a kao posljedica “medunarodne epidemije hepatitisa A” od kojih je oko
polovica bila pozitivna i na virus humane imunodeficijencije (HIV). Sekvenciranje dijela virusnog
genoma hrvatskih izolata, potvrdilo je infekciju dvama sojevima: UK/Spain (VRD_521_2016) i
Europride (RIVM-HAV-069), koji se povezuju uz povorke ponosa za koje se smatra da su bile
zariSta epidemije (Petrov¢ié, 2017). Vrhunac epidemije u Europi zabiljezen je u ozujku 2017.
godine, dok je u Hrvatskoj evidentiran godinu dana kasnije (https://ecdc.europa.eu/en/news-
events/epidemiological-update-hepatitis-outbreak-eueea-mostly-affecting-men-who-have-sex-

men-2).

1.4.4. Detekcija i molekularna karakterizacija

Najjednostavniji princip detektiranja bolesti uzrokovane virusom HAV temelji se na
seroloSkoj prisutnosti specifi¢nih antitijela u serumu ili na direktnoj detekciji virusa nekom od
molekularnih metoda (https://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2020/travel-related-infectious-
diseases/hepatitis-a). Molekularnim testovima, poput lan¢ane reakcije polimerazom uz reverznu
transkripciju (RT-PCR) detektiraju se virusni geni koji se kasnije mogu detaljnije molekularno
karakterizirati u svrhu genotipizacije izolata (Nainan i sur., 2006). Lan¢ana reakcija polimerazom
(PCR) je metoda, koju je patentirao Kary Mullis 1984. godine. Iz pocetnog malog uzorka, u
prisustvu termostabilnog enzima, umnozava veliki broj identi¢nih sekvenci, koje se kasnije mogu
koristiti u daljnjoj analizi (Hutin i sur., 1999). Pomocu enzima reverzne transkriptaze se prevodi u

DNA. Nakon metode RT-PCR cesto se radi tzv. ugnijezdeni PCR, uz koristenje specifi¢nih
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pocetnica za kracu regiju unutar izvornog amplikona kako bi se povecala specifi¢nost umnozavanja
1 postigla $to vecéa koli¢ina umnozenog produkta.

Pri molekularnoj karakterizaciji virusa HAV najcesce se Kkoristi hipervarijabilna regija
VP1-2A (Coudray-Meunier i sur., 2014). Za potrebe identifikacije i karakterizacije virusnih
varijanti prisutnih unutar pojedinog izolata, nuzno je odrediti nukleotidni slijed virusnog genoma.
Nadalje, iz poznate nukleotidne sekvence moguce je odrediti aminokiselinski slijed, ¢cime se mogu
detektirati promjene na proteinskoj razini. Iako postoje razli¢ite metode sekvenciranja DNA nove
generacije, najjeftinija 1 najceS¢e korisStena metoda je Sangerova metoda sekvenciranja.
Utvrdivanje nukleotidnog slijeda i detektiranje mutanata, odnosno razli¢itih virusnih varijanti
unutar pojedinog uzorka od velike je vaznosti prilikom odredivanja selekcijskog pritiska na virus,
analiziranja ponasanja virusne populacije u promijenjenim uvjetima okoliSa te pradenja puta
rasprostranjivanja virusa u populaciji (Hussain i sur., 2005).

Rutinska dijagnostika virusa HAV podrazumijeva genotipizaciju izolata, odnosno njegove
konsenzus sekvence, ali ne i molekularnu karakterizaciju virusnih varijanti unutar kvazivrste. Za
ovakvu analizu nuzno je razdvojiti razliCite virusne varijante umnozene metodom PCR, postupkom
TA-kloniranja te analizirati njithove pojedinacne sekvence bez ili s prethodnom identifikacijom
(Zhou i Gomez-Sanchez, 2000). Kljucan preduvjet za TA-kloniranje je dodatak tzv. poli A repova
na 3’ krajeve DNA fragmenata pomocu enzima Taq polimeraze tijekom umnazanja. U ovom
nacinu kloniranja koriste se komercijalno dostupni T vektori, najceS¢e plazmidi, koji na svojim 3’
krajevima sadrze poli T repove. Zbog komplementarnosti T repova s poli A repovima PCR
produkta dolazi do ugradnje umnoZenih fragmenata DNA u plazmidni vektor. Ovakvim plazmidom
transformiraju se bakterijske stanice, pri ¢emu svaka bakterija 1 njena kolonija sadrze samo jedan
plazmid s ugradenom jednom virusnom varijantom (Zhou i Gomez-Sanchez, 2000). Radi
jednostavnosti 1 smanjenja troSkova sekvenciranja velikog broja sekvenci dobivenih iz plazmida
transformiranih bakterija, razliCite inserte umnozene metodom PCR moguce je identificirati
metodom analize polimorfizma konformacije jednolancanih molekula DNA (metoda SSCP)
(Thermo Scientific, 2010), a zatim ih vizualizirati postupkom tzv. bojanja srebrom. Metoda SSCP
vrlo je jednostavna i ekonomi¢na metoda koja omogucuje otkrivanje malih razlika u slijedu
nukleotida. Ovisno o razlikama u nukleotidnom slijedu, molekule jIDNA zauzimaju razlicite
konformacijske oblike koji se posljedicno razlikuju u elektroforetskoj pokretljivosti. Na temelju
navedenoga, ovom metodom mogu se jednostavno identificirati molekule jednake duljine, a
razli¢itog nukleotidnog slijeda. Medutim, ova metoda ne daje nikakve detalje o prirodi mutacija

stoga je nuzno za karakterizaciju sekvenci utvrditi nukleotidni slijed metodom sekvenciranja
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(Thermo Scientific, 2010). KoriStenjem ra¢unalnih analiza nukleotidnih sljedova, moze se detaljno

odrediti priroda mutacija i njihov bioloski zna¢aj unutar razlicitih virusnih varijanti kvazivrste.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Kao posljedica medunarodne epidemije hepatitisa A, u Hrvatskoj je u periodu od 2017. do
2019. godine zabiljezen povecan broj osoba zaraZzenih virusom hepatitisa A. Uzorci su uzeti u
Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢®, a dijagnostickom obradom utvrdeno je da
virusni izolati pripadaju genotipu IA. U sklopu prethodnog istrazivanja za izradu rada za Rektorovu
nagradu (Emanuela Adrovi¢ i Josipa Kuzle) analizirane su populacije 13 virusnih izolata te je
utvrdena njihova kompleksna struktura. lzolati su sadrzavali dominantan virusni genotip te razliciti
broj mutanata koje su bile manje ili viSe srodne dominantnoj varijanti.

Kako promjene u virusnom genomu mogu rezultirati promjenama u antigenim svojstvima
virusa, cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi brojnost i prirodu mutacija kod svih analiziranih

genomskih varijanti, njih ukupno 68, navedenih 13 uzoraka.

Specifi¢ni ciljevi:

1) Metodom TA-kloniranja genomske regije VP1-2A razdvojiti razli¢ite genomske varijante
virusa hepatitisa A prisutne u populacijama virusnih izolata iz 13 pacijenata

2) Metodom analize polimorfizma konformacije jednolanc¢anih molekula DNA (SSCP)
identificirati i kvantificirati razli¢ite virusne varijante te ih odabrati za sekvenciranje

3) Analizom sekvenci identificirati mutacijske dogadaje, utvrditi njihovu brojnost i prirodu
mutacija

4) Translacijom nukleotidnih sljedova utvrditi znacaj zabiljezenih mutacija na proteinskoj

razini
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIALI

3.1.1. Biolo$ki uzorci

U istrazivanje je ukljuceno 13 uzoraka iz pacijenata s detektiranom akutnom infekcijom
hepatitisa A 2017., 2018. i 2019. godine, tijekom trajanja europske epidemije. Pet od navedenih
pacijenata imalo je i dokazanu koinfekciju virusom HIV. Uzorci su uzeti i genotipizirani u Klinici
za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢®. Popis analiziranih uzoraka i njihove karakteristike

navedene su u tablici 1.

Tablica 1. Prikaz analiziranih uzoraka inficiranih virusom hepatitisa A i njihovih karakteristika

Koinfekcija s

Oznaka uzorka Soj uzorka .
J virusom HIV

17 001 UK/Spain NE
17 002 UK/Spain NE
17 003 UK/Spain DA
17 004 UK/Spain DA
17 006 UK/Spain NE
17 007 UK/Spain NE
17 009 UK/Spain DA
17 811 UK/Spain DA
18 001 UK/Spain NE
18 003 UK/Spain DA
18 008 Europride NE
18 011 UK/Spain NE
19 019 Europride NE

U navedenoj nomenklaturi uzoraka prvi broj oznacava godinu uzorkovanja, a preostale tri znamenke

Sifre pojedinog pacijenta.

3.1.2. Otopine, puferi i reagensi
Radi bolje preglednosti, popis svih koristenih otopina, pufera i reagensa koristenih u ovom

istrazivanju, navela sam u tablici 2, a zatim sam od najvaznijih objasnila i razlog primjene u

poglavlju ,,Metode*.
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Tablica 2. Popis priredenih otopina, pufera i reagensa te njihov sastav

Naziv reakcijske smjese

Sastojci reakeijske smjese

Molarna koncentracija
sastojaka

Konaé¢ni volumen
reakcijske smjese

: ; TBE pufer 1X 30 ml (mali gel) ili
Y
Agaroznt gal (1%) Agaroza 80 ml (veliki gel)
TRIS 90 mM
TBE pufer Boratna kiselina 90 mM 100 ml
EDTA 1 mM, pH 8,3
Bakto-tripton 10 mg/ml
3 v Kvaséev ekstrakt 5 mg/ml =
LB tekué¢i medij Natrijev klorid S'imig /i 250 ml
Sterilna voda
: . Bakto-agar 15 mg/ml
LB kruti medij LB tisknéi stiedi 250 ml
3 y s Ampicilin 50 mg/ml
Otopina ampicilina P - 1ml
Otopina izopropil IPTG 100 mM e
B-D-1-tiogalaktopiranozida Sterilna voda
Otopina 5-bromo-4-kloro-3- X-Gal 20 mg/ml o5
-indolil-3-D-galaktopiranozida  N,N- dimetilformamid 99,98%
Pufer za denaturaciju Foemamid 95%
iy EDTA 0,5M, pH 8 1ml
dvolancane DNA ;
Bromfenol plavo
TBE pufer 1X
Akrilamid 40%
Gse %0 gy ; Bisakrilamid 2%
o 5% "
Poliakrilamidni gel (5%)  —— 10% 10 ml
TEMED
Sterilna voda
i o
Octena kiselina (10%) Qctc.na kiseking 5% 250 ml
Sterilna voda
= T o
Nitratna kiselina (1%) .\hn'atna kiselna Gt 250 ml
Sterilna voda
Srebrov nitrat 2 mg/ml
Otopina srebrovog nitrata Formaldehid 36%; 1,63 ml/1 250 ml
Sterilna voda
Otopina natrijevog Natrijev tiosulfat pentahidrat 2 mg/ml 12 ml
tiosulfata pentahidrata Sterilna voda =
Natrijev karbonat 60 mg/ml
’ S Formaldehid 1,63 ml/1
i Otopina natrijevog tiosulfata pentahidrata 4 mg/1 s

Sterilna voda
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Sve pocetnice koje sam koristila u ovom istrazivanju navela sam u tablici 3, ukljucujuci

njihov to€an polozaj vezanja za genom te nukleotidni sastav.

Tablica 3. Prikaz sekvenci oligonukleotidnih po&etnica koristenih tijekom postupka lan¢ane reakcije polimerazom

Naziv pocetnice Pozicija u genomu  Sekvenca (5°-37)
VP1f1l homologna 2167-2192nt GTTTTGCTIUTCTTTATCATGCTATG
VPI1rl komplementarna 3384-3363nt CATIHATCTCAAGAGTIACAC
VP1Nf2 homologna 2181-2200nt TATCATGCTATGGATGTTAC
VP1Nr2 komplementarna 3286-3267nt TTCATTATTTCATGCTITC
M13/pUC homologna lacZ CGIAGGGTTTTICAGTCACGAC
M13/pUC komplementarna lacZ CAGGAAACAGCTATGAC

3.1.2.1. Koristeni kompleti reagensa

3.1.2.2.

Applied Biosystems™ GeneAmp™ RNA PCR Core Kit (Fisher Scientific, SAD), komplet
za reverznu transkripciju (RT) i reakciju poliadenilacije

Q5 High-Fidelity PCR Kit (New England BioLabs, USA), komplet za lan¢anu reakciju
polimerazom (PCR) i ugnijezdeni PCR

SYBR™ Safe DNA Gel Stain, (Invitrogen, SAD), boja za vizualizaciju DNA tijekom
elektroforeze

100bp DNA Ladder (New England BioLabs, SAD, molekularni marker za odredivanje

veli¢ine fragmenata

InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, SAD), komplet za postupak ligacije u

plazmidni vektor i transformaciju bakterijskih stanica

GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, USA), komplet za analizu rekombinantnih
pocetnica i PCR s M13/pUC

KoriSteni uredaji

PCR uredaj Thermal Cycler 2720 Applied Biosystems
UV-transiluminator Sigma T2202, Sigma, za vizualizaciju dobivenih fragmenata
Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Uredaji za elektroforezu na agaroznom gelu (Bio-Rad, SAD)

17



Uredaj za vertikalnu elektroforezu na poliakrilamidnom gelu Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoreses Cell (Bio-Rad, SAD)

Uredaj za susenje toplim zrakom GelAir Drying Frame Assembly Procedure (Bio-Rad,

SAD)

3.1.2.3.

Kori$teni racunalni programi

Za detaljnu analizu dobivenih sekvenci, koristila sam racunalne programe koje sam navela

u tablici 11.

Tablica 4. Prikaz radunalnih programa i primjena u analizi nukleotidnih sljedova

Rac¢unalni program

Autor

Kratki opis

Sequencher,
verzija 5.4

Gene Codes Corporation,
SAD, 2016

Analiza dobivenih kromatograma

Clustal X,
verzija 1.2.2

Univeristy College Dublin,
Ireland, 2016

Sravnjivanje sekvenci

BioEdit Sequence
Alignment Editor,
verzija 7.2.5

Thomas A. Hall, 2013

Uredivanje i pregledavanje sravnjenih sekvenci

MEGA X

(Molecular Evolutionary
Genetic Analysis),
verzija 10.1.8

Institute for Genomics and
Evolutionary Medicine,
PA, SAD, 2018

Translacija nukleotidnih sekvenci;
filogenetske i evolucijske analize upotrebom razli¢itih metoda

PDFTRON,
(PDF Measuring Tool)

British Columbia,
Canada, 2020

Mjerenje udaljenosti izmedu vrpci unutar SSCP-profila
https://www.pdftron.com/pdf-tools/pdf-measurement,
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3.2. METODE

3.2.1. Reverzna transkripcija, lan¢ana reakcija polimerazom (RT-PCR) i ugnijezdeni PCR

Umnazanje hipervarijabilne regije VP1-2A provodila sam u tri zasebna koraka: i)
reverzna transkripcija (RT); i1) lanCana reakcija polimerazom (PCR); iii) ugnijezdeni PCR. Za
postupak reverzne transkripcije RNA u cDNA koristila sam reakcijsku smjesu volumena 20 ul
(Tablica 5). Reakcija je provedena uz koriStenje nasumicnih heksamera kao pocetnica prema
uputama proizvodaca. Za ograni¢enu koli¢inu pocetnog uzorka, ova metoda je vrlo u¢inkovita i
specifi¢na. Koristila sam enzim reverznu transkriptazu, odnosno RNA — ovisnu DNA polimerazu,
podrijetlom iz virusa misje leukemije (engl. Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase,

MuLV). Reakciju reverzne transkripcije provodila sam prema tablici 6.

Tablica 5. Komponente reakcijske smjese za postupak reverzne transkripcije

Komponenta reakcijske smjese Koli¢ina (pl)
PCR pufer II (10X) 2

MgCl, (25 mM) 4

Smjesa PCR nukleotida (10 mM) 2

Nasumi¢ni heksameri (50 pul) |

Inhibitor RNaze (20 U/pul) 1

MuLV reverzna transkriptaza (50 U/ul) 1

Izolirana RNA 5

Voda osolobodena nukleaza 4

Konaé¢ni volumen 20

Tablica 6. Prikaz reakcijskog ciklusa reverzne transkripcije genoma virusa hepatitisa A

Reakeijski ciklus  Inkubacija Reverzna transkripcija Zaustavljanje reakcije
Broj ciklusa 1 ciklus

Vrijeme 10 min 20 min 5 min

Temperatura Sobna temperatura 42 °C 99 °C

Nakon reakcije reverzne transkripcije zasebno sam obavila lananu reakciju
polimerazom (RT-PCR). Reakcijsku smjesu iz reverzne transkripcije dodala sam novoj smjesi pri
¢emu je konacni volumen druge smjese iznosio 25 ul (Tablica 7). Za drugu smjesu sam koristila

polimerazu, koja ima sposobnost ispravljanja krivo ugradenih nukleotida, ¢ime se povecava to¢nost
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umnazanja genoma. Koristila sam specifi¢ne pocetnice VP1fl i VP1rl za dio regije VP1-2A
genoma virusa (Tablica 3). KoriStena negativna kontrola sluzila je kao indikator potencijalne
kontaminacije, a sadrzavala je sterilnu vodu umjesto kalupa. Postupak reakcijskih ciklusa prikazani
su u tablici 8.

Tablica 7. Komponente reakcijske smjese za postupak lan¢ane reakcije polimerazom

Komponenta reakcijske smjese  Koli¢ina (pul)

Smjesa Q5 (2X) 12,5
VP1fl pocetnica (200 nM) 0,25
VP1rl pocetnica (200 nM) 0,25
cDNA 1
Voda oslobodena nukleaza 11
Konaé¢ni volumen 25

Tablica 8. Prikaz reakcijskog ciklusa lan¢ane reakcije polimerazom pri umnozavanju dijela VP1-2A regije

genoma virusa hepatitisa A

Bleakeiiski nildlos  Tlenshusaia Razdvajanje SpEj.l‘lVEnln‘]e. Produljenje Zavréna“.
lanaca pocetnica i kalupa lanaca elongacija
Broj ciklusa 1 ciklus 45 ciklusa 1 ciklus
Vrijeme 2 min 0.5 min 0.5 min 1.5 min 7 min
Temperatura 94 °C 94 °C 58 °C 12 °Q 72 °C

Radi postizanja $to veée koncentracije i specifi¢nosti amplifikacije, nakon RT-PCR
reakcije, dobivene produkte sam umnozila metodom ugnijezdene lanc¢ane reakcije polimerazom uz
upotrebu pocetnica VPIN2 i VPINr2 (Tablica 3) specifiénih za VP1-2A regiju genoma virusa
HAV. Konac¢ni volumen smjese takoder je bio 25 ul, a koristeni kompleti reagensa su isti kao i za
RT-PCR s nesSto drugacijim omjerom pojedinih sastojaka smjese (Tablica 9). Ugnijezdeni PCR
takoder se provodi u 45 ciklusa kako je prikazano u tablici 10. Nakon zavrSetka reakcije PCR, s
ciljem detekcije umnozenih fragmenata odgovarajuce veli¢ine, provodila sam elektroforezu na 1%-
tnom agaroznom gelu uz upotrebu 1X TBE pufera. Elektroforeza se odvijala pri naponu od 110 V
tijekom 45 min na sobnoj temperaturi u uredajima za elektroforezu koji imaju veli¢inu gelova 7 X
10 cm i 15 x 10 cm. Za veci uredaj sam napravila 80 ml agaroznog gela uz dodatak 2 ul boje za
vizualizaciju DNA, a za manji 30 ml gela s 0,7 ul iste boje. Volumen PCR produkta u jazicama je
iznosio 5 pl. Za odredivanje veli¢ine fragmenata koristila sam molekularni marker 100bp DNA

Ladder koji ima raspon fragmenata izmedu 100 pb i 1517 pb prireden prema uputi proizvodaca.
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Tablica 9. Komponente reakcijske smjese za postupak ugnijezdene lan¢ane reakcije polimerazom

Komponenta reakcijske smjese  Koli¢ina (ul)
Smjesa Q5 (2X) 12,5
VP1Nf2 pocetnica (200 nM) 0,2

VP1Nr2 pocetnica (200 nM) 0,2

PCR produkt 0,5
Voda oslobodena nukleaza 11,6
Konac¢ni volumen 25

Tablica 10. Prikaz reakcijskog ciklusa ugnijezdene lanéane reakcije polimerazom pri umnozavanju dijela VP1-2A

regije genoma virusa hepatitisa A

Reakoiiskiciklus  Denaturaciia Razdvajanje Spajrlvz.inje. Produljenje Zavrsnz&
lanaca pocetnica i kalupa lanaca elongacija
Broj ciklusa 1 ciklus 45 ciklusa 1 ciklus
Vrijeme 2 min 0.5 min 0.5 min 1 min 7 min
Temperatura 94 °C 94 °C 58 °C 72 °C 7290

3.2.2. Reakcija poliadenilacije i ugradnja umnozenih odsjeCaka DNA u plazmidni vektor

Prije ugradnje umnozenih PCR produkata u plazmidni vektor, potrebno im je sintetizirati
poli A repove na 3’ kraj novosintetiziranih lanaca budu¢i da koriStena polimeraza, koja ispravlja
krivo ugradene nukleotide ne sintetizira poli A repove. Reakcijska smjesa je radena prema tablici
11, a kona¢ni volumen smjese iznosio je 10,2 ul. Smjesu sam inkubirala u PCR uredaju 30 minuta
pri 72°C. TA-kloniranjem razdvajaju se razliCite virusne varijante iz populacije mutanata
umnozene PCR metodom pri ¢emu se amplikoni ugraduju u plazmidni vektor pTZ57R/T, na nacin
da se umnozeni odsjecci DNA komplementarno vezu sintetiziranim poli A repovima na 3'-ddT-
krajeve vektora. Linearizirani plazmidni vektor pTZ57R/T dobiven je cijepanjem pomocu
restrikcijskog enzima Eco321 i tretiran terminalnom deoksinukleotidil — transferazom, ¢ime su mu

na krajeve dodani 3'-ddT-repovi (Slika 5).
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Tablica 11. Komponente reakcijske smjese za postupak poliadenilacije

Komponenta reakcijske smjese  Koli¢ina (ul)

PCR pufer (5X) 2
MgCl, (25 mM) 1
dATP (10 mM) 0,2
PCR produkt 6
Konac¢ni volumen 10,2

EcoRl 615
Ecl136ll 621
Pdil 127 .
/,«“ Adel, BsaAl 230 :“:ssl 22
/ : cc
i Kpnl 627

Bsp68l 633
Mva12691 637
Mph11031 639

2) ddT Xbal 644

pddT i

pTZ57R/T Bte AdT —gamhil 654

2886 bp " Cfrol 658

Gsul 2054 Eco8sl 658
Eco31l 2036 Smal 658
Eam11051 1964 Sapl 053 Apal 661
Bsp120l 661

Hincll 667

Sall 667

\ Afl, BspLU11l 1076 Xmil 667

/ BseYl 1380 Pstl 672

Cail 1487 Alfl 674

Eco1471 678

Pael 684

Hindlll 690

i promoter

Slika 5. Mapa restrikcijskih mjesta u vektoru pTZ57R/T koristenog za ligaciju s istaknutim mjestom za ugradnju

zeljenog inserta (preuzeto iz uputa kompleta reagensa InsTAclone PCR Cloning Kit, Thermo Scientific, SAD)

Kako bih odredila koncentraciju analiziranih fragmenata usporedila sam ih s
koncentracijom fragmenata molekularnog markera. Maksimalna koli¢ina koriStenog PCR produkta
potrebna za reakciju ligacije iznosi 4 pl. Konaéni volumen reakcijske smjese ligacije je 30 pl
(Tablica 12). Smjesu sam inkubirala 1 h na sobnoj temperaturi, a zatim preko noc¢i u hladnjaku pri
4 °C. Kao kontrolu ligacije koristila sam kontrolni PCR fragment, koji sadrZi proc¢is¢eni amplikon
veli¢ine 953 pb umnozen enzimom DNA polimerazom, koja dodaje nukleotide na 3' — kraj PCR-
produkta.
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Tablica 12. Komponente reakcijske smjese za postupak ligacije

Komponenta reakcijske smjese Kolic¢ina (pul)
Plazmidni vektor pTZ57R/T (0,05 pg/pul) 3

Ligacijski pufer (5X) 6

T4 DNA ligaza (5 U/pul) 1

PCR produkt 4

Voda oslobodena nukleaza 16

Konac¢ni volumen 30

3.2.3. Priredivanje bakterijskih kompetentnih stanica za postupak transformacije

Prije postupka transformacije uzela sam koloniju bakterije E. coli soja XL1 — Blue, koja je
rasla preko no¢i na LB krutom mediju u inkubatoru na 37 °C i prenijela je u 1,5 ml pregrijanog
TransformAid™ C-medija, koji je izrazito hranjiv i poti¢e brzi rast kolonija. Inkubacija kolonija
se odvijala na termostatskoj treskalici 2 h pri 37 °C uz stalnu treSnju na 200 rpm, U epruvetama
veéeg volumena radi vece dostupnosti zraka. Nakon inkubacije, umnozene sam bakterije
centrifugirala 1 minutu na 10000 x g. Nastali supernatant sam odlila, a talog s bakterijama otopila
u 300 pl otopine TransformAid™ T priredene prema tablici 13 i inkubirala na ledu 5 minuta. Zatim
sam ponovila postupak centrifugiranja, a novonastali talog otopila u 120 ul T-otopine i ponovila
inkubaciju na ledu 5 minuta. Nakon ove procedure kompetentne bakterijske stanice su spremne za

postupak transformacije.

Tablica 13. Komponente priredene T otopine

Komponente T otopine Koli¢ina (pl)
TransformAidTM A otopina 250
TransformAidTM B otopina 250
Konaé¢ni volumen 500

Za postupak transformacije kompetentnih stanica s ranije priredenim plazmidima u kojima
je ugraden Zeljeni insert, u priredenu otopinu kompetentnih stanica (50 pl) dodala sam 2,5 pl
ligacijskog produkta prethodno izvadenog iz hladnjaka i inkubiranog 2 minute na ledu, ukljucujuci
i kontrolni plazmid s insertom, koji je sluzio kao kontrola transformacije. Inkubacija
transformiranih stanica je trajala 5 minuta na ledu.

Prije razmazivanja transformiranih kolonija s ugradenim insertom na LB kruti medij, u

razliveni LB medij dodala sam ampicilin koncentracije 50 mg/ml, a nakon skru¢ivanja razmazala

23



po 40 ul izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG) koncentracije 100 mM i 5-bromo-4-kloro-
3-indolil-p-D-galaktopiranozida (X-Gal) koncentracije 20 mg/ml kako bih ostvarila postupak plavo
bijele selekcije. Na tako priredene podloge, razmazivala sam 25 pl smjese kompetentnih
bakterijskih kolonija s ugradenim insertom. Petrijeve zdjelice s razmazima sam inkubirala preko

no¢i na 37 °C.

3.2.4. Analiza transformiranih bakterijskih stanica

Iz preko no¢ne bakterijske kulture identificirala sam bakterije transformirane plazmidom
pTZ57R/T kao bijele kolonije. Naime, ugradnja inserta u plazmid inaktivira lacZ gen koji kodira
za B-galaktozidazu, kojoj IPTG sluzi kao induktor. Uloga -galaktozidaze je razgradnja Secera X-
Gal analoga laktoze, stoga kolonije koje nemaju ugradeni insert mogu razgraditi X-Gal pri ¢emu
nastaje plavo obojenje kolonija, dok one s insertom to ne mogu te ostaju neobojene (bijele).

Radi dodatne provjere da uistinu transformirane bakterije sadrze zeljeni insert te dobivanja
veceg broja virusnih varijanti, iz svake sam petrijeve zdjelice odabrala oko 25 nasumic¢no izabranih
bijelih kolonija, koje sam koristila kao kalup za reakciju PCR uz upotrebu istih pocéetnica kao i kod
priredivanja inserta (Tablica 3). U reakcijsku smjesu kona¢nog volumena od 25 ul (Tablica 14)
dodala sam malu koli¢inu bijelih kolonija, uzetih pomoc¢u sterilnog nastavka za pipetu. Radi
velikog broja reakcija, iz financijskih sam razloga za umnozavanje Koristila Taq polimerazu.
Reakcijski ciklusi su se odvijali prema protokolu za navedenu metodu (Tablica 15). U svaku
reakciju sam ukljucila i negativnu kontrolu (sterilnu voda) radi provjere tocnosti PCR reakcije. Kao
u sluéaju prethodno provedenih PCR reakcija, prisutnost amplikona sam provjerila elektroforezom
na 1%-tnom agaroznom gelu po istom principu. Za analizu SSCP uzela sam po 20 pozitivnih PCR

produkata svakog izolata.

Tablica 14. Komponente reakcijske smjese za postupak metode PCR pri detekciji Zeljenog inserta u

transformiranim bakterijama

Komponenta reakcijske smjese Koli¢ina (pl)
PCR pufer (5X) 5

MgCl, (25 mM) 2

Smjesa PCR nukleotida (10 mM) 0,5

VPIN{f2 pocetnica (200 nM) 0,25
VPINr2 pocetnica (200 nM) 0,25

Taq polimeraza (5 U/pul) 0,125

Voda oslobodena nukleaza 16,875
Konaéni volumen 25
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Tablica 15. Prikaz reakcijskog ciklusa lanéane reakcije polimerazom pri detekciji Zeljenog inserta u

transformiranim bakterijama

Bedioiskicldus  Densfuraciia Razdvajanje sz}mvz‘mje. Produljenje Zavrsnz%.
lanaca pocetnica i kalupa lanaca elongacija
Broj ciklusa 1 ciklus 30 ciklusa 1 ciklus
Vrijeme 5 min 0.5 min 0.5 min 0.75 min 5 min
Temperatura 94 °C 92 °C 52 °C 72°C 72°C

3.2.5. Analiza polimorfizma konformacije jednolan¢anih molekula DNA (SSCP) i postupak

bojanja srebrom

Koristila sam metodu analize polimorfizma konformacije jednolan¢anih molekula DNA
(SSCP) s ciljem identifikacije i kvantifikacije razli¢itih varijanti prisutnih u populaciji pojedinog
uzorka. Na temelju razlika u dobivenim SSCP profilima, moguce je utvrditi razlike u nukleotidnom
slijedu umnozenog gena. Prije vertikalne elektroforeze na poliakrilamidnom gelu, amplikone je
potrebno denaturirati u puferu za denaturaciju (Tablica 2). U 2 ul PCR-produkta dodala sam 8 pl
denaturacijskog pufera. Denaturacija se odvijala u PCR uredaju 5 minuta na 92 °C, a zatim
inkubacija 5 minuta na ledu. Vertikalnu elektroforezu sam provodila 3 h na naponu od 200 V u
hladnjaku uz dodatak TBE pufera. Za vizualizaciju dobivenih SSCP-profila, gelove sam bojala
srebrom. Cijeli postupak bojanja odvijao se na treskalici pri sobnoj temperaturi. Nakon
elektroforeze, kako bih fiksirala gelove, uronila sam ih u svjeze pripremljenu 10%-tnu otopinu
octene kiseline u trajanju od minimalno 20 minuta. Zatim sam ih ispirala 3 puta po tri minute u
sterilnoj vodi. Nakon ispiranja, gelove sam prebacila u 1%-tnu otopinu nitratne kiseline i
inkubirala tri minute te ponovila postupak ispiranja vodom kao u prethodnom slucaju. Isprane sam
gelove inkubirala 30 minuta u otopini srebrovog nitrata (priredenoj prema tablici 2) u mraku kako
srebro ne bi promijenio svojstva na svjetlu. Nakon jo$ jednog ispiranja u trajanju od Cetiri minute,
gelovi se inkubiraju u otopini razvijata do pojave obojenja. Zaustavila sam reakciju ponovnom
inkubacijom gelova 5 minuta u 10%-tnoj otopini octene kiseline. Kako bih se izgubio miris octene
kiseline ponovila sam postupak ispiranja sterilnom vodom (3 puta po 3 minute). Gelove sam susila

toplim zrakom u uredaju prema protokolu proizvodaca.
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3.2.6. Odabir virusnih haplotipova za sekvenciranje

Na osusenim gelovima svakog uzorka usporedila sam dobivene SSCP-profile i pomoc¢u
PDFTRON programa izmjerila razmake izmedu vrpci kako bih §to preciznije odredila razliku medu
haplotipovima. Produkte PCR SSCP-profila uzoraka za koje sam pretpostavila da su drugaciji od
ostalih, pripremila sam za slanje na sekvenciranje, tako da sam ponovno uzela bakterijske kolonije
koje su dale pozitivan rezultat i izravno provela PCR s univerzalnim pocetnicama M13/pUC
(Tablica 3). Ove pocetnice se specifi¢no vezu za regiju plazmida, gdje je umnozeni fragment veci
od ugradenog inserta pa je time osigurano sekvenciranje ¢itavog slijeda nukleotida zeljenog inserta.
Volumen PCR smjese iznosi 50 pl prema uputama prikazanim u tablici 16, dok su reakcijski ciklusi
umnazanja prikazani u tablici 17. Provjerila sam uspjesnost PCR metode elektroforezom na 1%-
tnom agaroznom gelu i poslala na sekvenciranje po Sangeru u tvrtku Macrogen EU (Nizozemska).
Nakon sekvenciranja, sljedove nukleotida sam utvrdila i analizirala pomocu programa Sequencher
5.4. (Tablica 4).

Tablica 16. Komponente reakcijske smjese za postupak lan¢ane reakcije polimerazom koristenjem M13/pUC

pocetnica

Komponenta reakcijske smjese Koli¢ina ()
PCR pufer (5X) 10

MgCl, (25 mM) 3

Smjesa PCR nukleotida (10 mM) 4
M13/pUC-f pocetnica (200 nM) 1,5
M13/pUC-r pocetnica (200 nM) 1.5

0.25

Taq polimeraza (5 U/ul)
Voda oslobodena nukleaza 29,75
Konaé¢ni volumen 50

Tablica 17. Prikaz reakcijskog ciklusa lanéane reakcije polimerazom uz upotrebu M13/pUC poletnica

Bedioiskicldus  Densfuraciia Razdvajanje Sp?VLFIVE.lIlJe. Produljenje Zavrsnz%‘
lanaca pocetnica i kalupa lanaca elongacija
Broj ciklusa 1 ciklus 30 ciklusa 1 ciklus
Vrijeme 5 min 0.5 min 0.5 min 0.75 min 5 min
Temperatura 94 °C 92 °C 52 °C 72°C 72°C
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3.2.7. Analiza nukleotidnih sljedova

Pri racunalnim analizama dobivenih sekvenci koristila sam programe opisane u tablici 4.
Sekvenciranje nukleotidnog slijeda svakog lanca napravljeno je u oba smjera, odnosno neovisno
jedan od drugoga, stoga sam za odredivanje nukleotidnih sljedova iz oba dobivena kromatograma
svakog klona koristila raunalni program Sequencher 5.4 prema protokolu Gene Codes
Corporation (Gene Codes Corporation, Sequencher 5. 4. 6, 2017). Za viSestruko sravnjivanje
sekvenci medusobno te sa sekvencom citavog genoma (LC435031.1), koristila sam program
ClustalX 1.2.2 (Thompson i sur., 1997). Kako su sekvence bile nejednake duljine, usporedba
dobivenih sekvenci s referentnom sekvencom ¢itavog genom omogucéila mi je odredivanje to¢nih
polozaja mutacija u genomu. Isto tako, u analiziranim sam sekvencama mogla utvrditi pravilan
okvir ¢itanja (ORF) jer se u referentnoj sekvenci mozZe tocno odrediti mjesto pocetka ORF regije
genoma. Za uredivanje sravnjenih sekvenci i ujednacavanje njihovih duljina te medusobno
usporedivanje koristila sam program BioEdit 7.2.5. (Hall, 1999). Takoder, pomocu tog programa
sam detektirala i identificirala mutacije za svaku sekvencu zasebno, a potom odredila i potencijalna
mjesta Cestih pojavljivanja mutacija, na nacin da sam sva mjesta na kojima su se dogodile mutacije
pojedinih sekvenci usporedila s mjestima sekvence ¢itavog genoma 1 utvrdila o kojim mutacijama
je rije¢. S obzirom na vrstu promjene u nukleotidnom slijedu analiziranih sekvenci, mutacije sam
podijelila na supstitucije, delecije i insercije. Kod insercije (umetanje) i delecije (gubitka) jednog
ili viSe nukleotida dolazi do pomaka okvira ¢itanja te ribosom tijekom citanja poruke zapisane u
kodovima krivo prevodi u aminokiselinski slijed (Griffiths i sur., 1999). Ovisno o vrsti zamjene
dvaju nukleotida, supstitucije sam podijelila na tranzicije (zamjena jedne baze drugom iste vrste) i
transverzije (zamjene jedne baze drugom razli¢ite vrste), koje mogu (nesinonimne), ali i ne moraju
utjecati (sinonimne) na promjenu u aminokiselinskom slijedu (Stoltfus i Norris, 2015). Genska
raznolikost (engl. sequence diversity) definira stupanj genskog polimorfizma analizirane
populacije sekvenci na nacin da se odredi prosjecan broj razlika u nukleotidnom slijedu genoma.
Izracune prosje¢ne nukleotidne raznolikosti varijanti (engl. overall mean distance) napravila sam
u programu MEGA X (Kumar i sur., 2018). Taj program sam Koristila i u svrhu provjere utjecaja
mutacija na proteinskoj razini, translatirajuci sravnjene sekvence u aminokiselinski slijed, pritom
vode¢i raCuna o ispravnosti okvira Citanja. Kako bih to¢no utvrdila koja je promjena u
nukleotidnom slijedu uzrokovala promjenu u aminokiselini, svim sam sekvencama odrezala prvih
733 nt koji su pripadali 5' nekodiraju¢em kraju (NCR) te podijelila s brojem 3 jer tri uzastopna

nukleotida odreduju jednu aminokiselinu.
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4. REZULTATI

4.1. Umnozavanje hipervarijabilne regije VP1-2A

Cilj je bio utvrditi varijabilnost virusa hepatitisa A kod 13 izolata. Virusne sekvence RNA
su prevedene reverznom transkripcijom u DNA i umnozene metodom PCR pomocu pocetnica
VP1f1 i VP1rl specifi¢nih za hipervarijabilnu regiju genoma. Umnozeni fragment imao je duljinu
1080 pb koja je provjerena elektroforetski na 1%-tnom agaroznom gelu. Elektroforezom sam
vizualizirala fragmente (Slika 6) koji odgovaraju veli¢ini ciljne regije. Negativna kontrola se nalazi

u posljednjoj jazici.

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3

1200 pb

1000 pb

500 pb

Slika 6. Prikaz rezultata elektroforeze u 1%-tnom agaroznom gelu umnoZene regije VP1-2A genoma virusa

hepatitisa A reakcijom RT-PCR. Dobiveni fragmenti su umnozeni specifi¢nim pocetnicama VP11 i VP1rl iz
ekstrakta ukupne RNA, a njihova duljina iznosi 1080 pb.; M- molekularni standard 100bp DNA Ladder (New
England BioLabs, SAD) s rasponom fragmenata od 100 pb do 1517 pb, K - negativna kontrola.

4.2.  Analiza transformiranih bakterijskih stanica

Sekvence DNA dobivene reverznom transkripcijom virusne RNA ugradene su u plazmide

metodom TA-kloniranja. Plazmidi s ugradenim sekvencama selektirani su metodom plavo-bijele
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selekcije. U kontrolnim reakcijama prilikom koriStenja kontrolnog inserta (kontrola ligacije) te
kompetentnih stanica s plazmidom koji ima ve¢ ugradeni insert (kontrola transformacije) izrasle
su brojne bijele kolonije. Pomo¢u navedenih kontrola potvrdila sam uspjesnost provedbe postupka
ligacija i transformacije. Tehnikom tzv. plavo-bijele selekcije uspjesno sam odredila one bakterije
koje u sebi sadrze plazmid s ugradenim insertom (Slika 7 A), odnosno koje pokazuju bijelo
obojenje. Prisutnost Zeljenog inserta kod svakog sam uzorka provjerila metodom PCR u minimalno
20 nasumi¢no odabranih bijelih kolonija (Slika 7 B), a zatim sam one, koje su se pokazale
ispravnima, bakterioloSkom uSicom precijepila na novu hranjivu podlogu i koristila za daljnju
analizu. Kod nekoliko uzoraka nisam dobila dovoljan broj transformiranih bakterija pa sam

ponovila postupak kako bih uvrstila jednak broj klonova svih uzoraka za daljnje analize.

" . : ¢ ‘ /@:’QQ. '?'/ 5
& e,

A
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Slika 7. A) Prikaz transformiranih bakterija izraslih na krutom LB-mediju. B) ZaokruZene bijele kolonije s

plazmidom koji ima ugradeni insert odabrane su za daljnju analizu.

4.3.  ldentifikacija virusnih varijanti i njihova populacijska struktura unutar pojedinog izolata

Umnozene Zeljene inserte virusnih sekvenci dobivene iz 20 bijelih kolonija svakog izolata,
kojima sam prethodno potvrdila prisutnost u kolonijama metodom PCR, podvrgnula sam analizi
SSCP u svrhu odredivanja razli¢itih varijanti genoma prisutnih unutar kvazivrste svakog izolata.
Nakon bojanja srebrom, na poliakrilamidnim gelovima identificirala sam razlicite SSCP-profile
koji su sadrzavali Cetiri elektroforetske vrpce (Slika 8 A), §to ukazuje na postojanje dvije jednako
stabilne konformacije svakog lanca analizirane DNA. Svaka vrpca odgovara jednom lancu, a zbog
komplementarnosti dvaju lanaca, prisutne su najmanje po dvije vrpce na SSCP-profilima. Radi §to
preciznijeg odredivanja razli¢itih virusnih haplotipova, osim vizualnog pregleda, koristila sam

rac¢unalni program PDFTRON, pomoc¢u kojeg sam na skeniranim gelovima izmjerila udaljenosti
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izmedu elektroforetskih vrpci (Slika 8 B). Kod vecine uzoraka uocila sam po tri razli¢ita SSCP-
profila (uzorci 17 002, 17 006, 18 001 i 18 011) Sto upucuje na pojavu tri razli¢ite varijante virusnog
genoma, dok kod dva uzorka (17 009 i 19 019) nije bilo vise od jedne varijante, a jedino u uzorku
18 008 sam zabiljezila pet razli¢itih varijanti. Prosjecan broj razli€itih varijanti po uzorku iznosio
2,85. Promatraju¢i odvojene izolate iz pacijenata koinficiranih virusom HIV, prosjecan broj

varijanti bio je nesto manji (2,6) u odnosu na izolate HIV-negativnih pacijenata (3,0).

= L.10mm

. Jrerom

Slika 8. A) Reprezentativni prikaz SSCP-profila s Getiri elektroforetske vrpce. B) Mjerenje udaljenosti

izmedu elektroforetskih vrpci i identifikacije virusnih varijanti pomocu programa PDFTRON.

Nakon identifikacije, za sve razlicite varijante sam izracunala populacijsku ucestalost i
njihovu prosje¢nu nukleotidnu raznolikost (Tablica 18). Raspon ucestalosti dominantnog SSCP-
profila/haplotipa varirao je od minimalno 60% (uzorci 17 007 i 18 003) pa do 100% (uzorci 17 009
1 19 019) s prosjeCnom zastupljenoScu 84,6%. Ucestalost manje zastupljenih haplotipova kod

virusa HAV bila je 5 do 40% s prosje¢nom zastupljenoscu 15,3%.

Tablica 18. Prikaz ugestalosti identificiranih virusnih haplotipova kod analiziranih uzoraka.

Oznaka Soi uzorka Broj razlicitih ~ Prosje¢na nukleotidna  Utestalost dominantnog Ucestalost manje Koinfekeija s
wzorka 0O haplotipova raznolikost varijanti haplotipa (%) zastupljenih haplotipova (%)  virusom HIV
17 001 UK/Spain 2 0,003 95 5 NE
17002 UK/Spain 3 0,006 90 10 NE
17 003 UK/Spain 4 0.002 85 15 DA
17 004 UK/Spain 2 0,001 95 5 DA
17 006 UK/Spain 3 0,003 80 20 NE
17 007 UK/Spain 4 0,004 60 40 NE
17009  UK/Spain 1 0 100 0 DA
17 011 UK/Spain 2 0,008 95 5 DA
18 001 UK/Spain 3 0,002 90 10 NE
18 003 UK/Spain 4 0,002 60 40 DA
18 008  Europride 5 0,002 75 15 NE
18 011 UK/Spain 3 0,015 75 25 NE
19019  Europride 1 0 100 0 NE
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Iz svakog sam uzorka sve varijante koje su pokazale razli¢ite SSCP-profile odabrala za
sekvenciranje. U svrhu evaluacije same metode uzela sam nekoliko klonova istog uzorka (po pet
klonova uzoraka 17 003 1 17 009 i Cetiri klona uzorka 17 004) koji su pokazali identican dominantan
haplotip. Rezultati sekvenciranja potvrdili su identi¢nost nukleotidnog slijeda svih klonova uzoraka
17 004 i 17 009, dok se kod uzorka 17 003 samo se jedan od pet klonova razlikovao u jednom
nukleotidu (gvanin umjesto adenina na 2530. nukleotidu). Sekvenciranje nukleotidnog slijeda
svakog lanca napravljeno je u oba smjera, odnosno neovisno jedan od drugoga, stoga sam za
sastavljanje i uredivanje cjelokupnog slijeda koristila racunalni program Sequencher 5.4. 1z 13 sam
uzoraka utvrdila nukleotidne sljedove analizirane regije genoma ukupno 68 varijanti (Tablica 19).
Kvaliteta ve¢ine dobivenih sekvenci bila je vrlo dobra. Jedino kod nekih varijanti rubne regije dale
su nesto losije rezultate ili su imale pouzdanu sekvencu dobivenu iz samo jednog smjera te sam
takve slucajeve izuzela iz analize, odnosno skratila nepouzdane dijelove. KoriStenjem programa
ClustalX napravila sam viSestruko sravnjivanje dobivenih nukleotidnih sljedova u svrhu usporedbe

sekvenci svakog pojedinog izolata te detekcije i analize, njihovih mutacija.
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Tablica 19. Popis analiziranih nukleotidnih sekvenci virusa hepatitisa A s oznakom identificiranog

haplotipa
Oznaka Oznaka Oznaka Oznaka Oznaka Oznaka
uzorka klona haplotipa uzorka klona haplotipa
2.2 6
- 18 7
17 001 23 A 17011 93 A
24 25
1 B 24 B
7 :
14 A 19 A
= 009 .
17 002 23 18 001 20
11 B 23 B
19 C 14 C
5
10
9
}é A 11.2 A
17 003 21 18 003
7 B 10 B
19 C 10.2 C
24 D 8 D
3
9
17 004 17 A 15 A
18
55 B 18 008 51 B
5
17 A 18 C
17 006 22
8 B 13 D
19 C 7 E
9 7
1 : 18011 2 :
17007 21 B ) 9 B
18 C 6
6 D
3
16 5
17 009 18 A 19 019 7 A
20 25
31

Sto je veca vrijednost genske raznolikosti to je veéi stupanj populacijskog polimorfizma
navedenog uzorka. Najveci polimorfizam zabiljezen je kod uzorka 18 011 (0,015), a najmanji kod
uzoraka 17 009 1 19 019 (0), dok je prosjecna vrijednost bila 0,0038. Takoder, uocila sam razliku
u populacijskoj varijabilnosti usporedivsi vrijednosti HIV-inficiranih i HIV-neinficiranih
pacijenata. Dok je prosje¢na vrijednost kod HIV-negativnih pacijenata iznosila 0,0043, ona kod
HIV-pozitivnih bila je nesto niza, odnosno 0,0026.
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4.4.  Brojnost i priroda mutacija

Sve dobivene sekvence razli¢itih genomskih varijanti virusa hepatitisa A iz 13 izolata te
sekvencu ¢itavog virusnog genoma sravnila sam u programu ClustalX. Koriste¢i racunalni program
BioEdit medusobno sam usporedila sravnjene sekvence svakog izolata te zabiljezila nukleotidne
promjene kod svih manje zastupljenih haplotipova u odnosu na dominantan haplotip. Prvo sam
detektirala i zabiljezila prirodu mutacije za svaku sekvencu zasebno, a potom odredila mjesta cestih
pojavljivanja mutacija usporedivsi medusobno sve sekvence (Slika 9). Pri utvrdivanju to¢nog
polozaja detektiranih mutacija vodila sam se sekvencom ¢itavog genoma. U prethodnom
istrazivanju potvrdeno je grupiranje uzoraka u dva soja: UK/Spain i Europride. Soju Europride
pripadale su sekvence uzoraka 18 008 i 19 019, dok su sve ostale (17 001, 17 002, 17 003, 17 004,
17 006, 17 007, 17 009, 17 011, 18 001, 18 003 i 18 011) pripadale soju UK/Spain. Usporedujuci
sekvence tih dvaju sojeva, analizom fragmenta duljine 1200 nukleotida odredila sam 59
medusobnih razlika koje su bile prisutne u svim sekvencama soja Europride (Slika 9). Samo cetiri
sekvence tri izolata soja UK/Spain imale su po jedan nukleotid identican sekvencama soja
Europride, ali svaki izolat na razli¢itom polozaju. Uzorak 17 003 klon 24D na polozaju 2608,
uzorak 18 001 klonovi 6A i 23B na polozaju 2485 te uzorak 18 011 klon 9B na polozaju 2836. U
svim se navedenim slu¢ajevima radilo o supstituciji citozina u timin. Kao najvarijabilniji dio
umnozene regije identificirala sam onaj izmedu 2200. i 2400. nukleotida, dok se najvise delecija
dogodilo izmedu 2900. i 3100. nukleotida. Takoder, 3’ krajevi umnozene regije (od 3200.

nukleotida nadalje) u nekim su sekvencama bili iznimno raznoliki.

W ,mWw-~dwwww - -

Slika 9. Prikaz nukleotidnih razlika izmedu sekvenci soja Europride i sekvenci soja UK/Spain u programu BioEdit.
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Analizom svih sekvenci, utvrdila sam mutacije na ukupno 129 polozaja u genomu.
Detektirane mutacije uglavnom su bile tipa supstitucije s prosjecnom ucestalos¢u od 93%, dok su
se delecije pojavljivale u prosje¢no 7% slucajeva. Nisam zabiljezila niti jedan sluc¢aj insercije. Od
supstitucija, ¢eSce su bile tranzicije (62%), a najcescéa je bila ona gvanina u adenin s 24,1% svih
tranzicija te adenina u gvanin s 21%. Najzastupljenija transverzija koju sam detektirala bila je ona
adenin u citozin s 12,5% svih transverzija. Kod 10 analiziranih uzoraka (17 001, 17 002, 17 003,
17 004, 17 006, 17 007, 18 001, 18 003, 18 008 i 18 011) ucestalost tranzicije je bila veca od
ucestalosti transverzije. Dva uzorka (17 009 i 19 019) nisu imale nikakve mutacije, dok je uzorak
17 011 jedini koji imao zabiljezenu vecu ucestalost transverzija u odnosu na tranzicije. Ucestalost
mutacija, odnosno njihovu stopu sam izracunala na na¢in da sam sumirala svaki zasebno tip
mutacije i podijelila s ukupnom koli¢inom mutacija koju sam detektirala (129), dok sam ucestalost
pojedine tranzicije, odnosno transverzije gledala prema broju supstitucija (120).

Delecije sam detektirala u Cetiri uzorka 17 002, 18 003, 18 008 1 18 011. Najveca delecija
zabiljezena je kod uzorka 18 008 klon 7E od ¢ak 14 nukleotida (Slika 10) te klona 18C istog uzorka
od 12 nukleotida. Slijedi uzorak 17 002 klon 11B s delecijom od 9 nukleotida, dok su ostale
sekvence imale deleciju od po jednog nukleotida: 17 002 klon 12A; 18 003 klonovi 9A i 10B; 18
008 klon 21B s dvije delecije te 18 011 klon 6C.

17 1 23 A e v 0000096060060 0006e68e688sae6ssssseadosseseessessossnessseessss
17 68 B o i R A 0 S W . O e i o
17 T 9 A J|eeossacsencsscsenoscnssssscssssssssoesbsosssstssbessssesnnseassss
17 7 15 A |esssccsascosncacsssocnscsscsanscssnscacsscssnssasnssnssssnsanssnsensas
17 T IB Q |eoacasseeesessesnesnenesesssses (5 0 a5 A R B SR AR 1)
17 3 14 A |ccccccsccccnsscssnscscsnscscsscssensssssssascsnssssssassassssssasns
1B 1 23 B  |ecosssescssvsscsncsscssascscsscsnsssccsessossosnsosesssssensesasss
18 1] 6 A |eescsescscsssscsscssscssscascssssssascesnsncssanscssssssssssssssss
18 1 34 C Jeiosscavssasssctonssassssssscssesssoscsssnsositsasstossseneess
1B 8 15 A |sssasssnesascamassensesssssssassd CiicscBocencssamesssnossa 5
18 8 AR I TR i T
18 8 21 B |csscessascsssssassssassssssssssanse 0, i o o B s sy T Ll i T
18 8 I8 Q@ |rassssesasessnedssaedesasesansena B3 iaace Beascsoessansssassss -
18 B8 13 D |eccccccscccscscscsscccsncncssnscaasnsase R R i i 7 N T
18 8 A0 & lsisssessiaivsissssasasisssnsionini Cisivica ey e, T
19 19 7T A |eescecesescscscnccsscsosnsansssnocsssessassa R o co o A o R i oo i Gl T 5
LC435031 .1 clevocsososcsnsnssnossesteseyaesssses 0 b - i e i, G e T
X1 Bk ek AG W a0 i T R £ Sl s S BB e s A o

Slika 10. Prikaz delecije od 14 nukleotida kod klona 7E uzorka 18 008.
Usporedbom ucestalosti mutacija izmedu sekvenci virusa izoliranog iz HIV-inficiranih i

HIV-neinficiranih pacijenata uocila sam odredenu razliku. Dok je prosjecna ucestalost mutacija

kod HIV-negativnih pacijenata iznosila 52,7%, ona kod HIV-pozitivnih bila je nesto niza i iznosila
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je 47,3%. U sekvencama HIV-pozitivnih i HIV-negativnih pacijenata prisutna su oba tipa

supstitucija s veCom ucestalos¢éu tranzicije te delecije.

4.4.1. Usporedba razli¢itih genomskih varijanti virusa unutar svakog analiziranog izolata

Kod svakog izolata usporedbom sekvenci manje zastupljenih haplotipova s dominantnima,
zabiljezila sam polozaj i prirodu uo¢enih mutacija. Radi lakSe preglednosti, rezultati su prikazani
tablicno, a za svaku mutaciju naznacila sam i eventualnu promjenu na aminokiselinskoj razini

uocenu nakon translacije nukleotidnog slijeda u pravilnom okviru ¢itanja (Tablica 20).

Tablica 20. Prikaz detektiranih mutacija s poloZajem u genomu i utjecajem na aminokiselinski slijed za

analizirane varijante genomske virusa hepatitisa A.

Oznaka Oznaka Oznaka Tip mutacije Polozaj u Promjena na
uzorka  haplotipa klona Supstitucija  Supstitucija genomu (nt) razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)

Delecija  Insercija

2.2
A 18 AuG 3071 DuG
17 001 AuT 2295 DuV
93 AuT 2302 KuN
’ AuT 2344 QuH
GuT 3104 Eu STOP
24
TuC 2613 LuP
B 1 TuC 2703 VuA
TuC 2761 -
Oznaka Oznaka Oznaka Tip mutacije Polozaj u Promjena na
uzorka  haplotipa  klona Sn]‘)shAt\!t‘:l.]n‘ Supsrlrn(‘lﬁy Delecija Insercije genomu (nt)  razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)
10 AuG 2391 KuR
AuG 3080 RuG
Tul
279
o 12 CuT A i POMAK
) B OKVIRA CITANJA
14 AuG 3046 -
23 TuC 2842 -
25
NEMA POMAKA
B 11 IGTCTTTTA 134-294 OKVIRA CITANJA
C 19 AuG 2365 -
Tip mutacije Lo .
Oznaka Oznaka Oznaka Polozaj u Promjena na

Supstitucija  Supstitucija

. Delecija  Insercija  genomu (nt) razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)

uzorka  haplotipa klona

5
10
14‘ AuG 2530 -
A GuA 3316 Rul
16
21
TuC 2713 -
B 7 GuA 3316 Rul
17 003
c 19 TuC 2314 -
GuA 3316 Rul
CuT 2608 -
D 24 GuA 2756 AuT
GuA 3316 Rul
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Tip mutacije

Oznaka  Oznaka Oznaka, e - Polozaj u Promjena na
. Supstitucija  Supstitucija .. .. . P
uzorka  haplotipa klona L . Delecija  Insercija  genomu (nt) razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija) -
3
9
17 004 A 17
18
B 25 GuA 3098 RuG
Oznaka  Oznaka Oznaka T . T}.p “_‘T“"“’l-“’ Polozaj u Promjena na
. Supstitucija  Supstitucija .. .. L .
uzorka  haplotipa klona L .. Delecija  Insercija  genomu (nt) razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)
5}
A 17
17 006 B 8 GuA 3068 VuM
GuA 2277 GubD
C 19 TuC 2761 -
TuC 2816 WuR
Oznaka  Oznaka Oznaka T Tu) H.H,Jtau‘]e Polozaj u Promjena na
L Supstitucija  Supstitucija .. .. T
uzorka  haplotipa  klona L. . Delecija Insercija  genomu (nt)  razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)
9
A AuC 2395 KuN
15 AuG 2530 -
GuA 3316 Rul
GuC 2211 GuA
B 21 AuG 2217 DuG
CuG 2252 QuE
GuA 3316 Rul
CuT 2296 -
AuG 2507 NuD
17 007 C 18 AuG 2530 -
AuG 2753 TuA
AuG 3052 -
GuA 3316 Rul
D 6 AuG 3215 RuG
GuA 3316 Rul
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Tip mutacije

Oznaka Oznaka Oznaka —; — - - Polozaj u Promjena na
uzorka  haplotipa klona SuPStl,tl,l_cua Sll])Stltl]Clj.'ta. Delecija  Insercija  genomu (nt) razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)
TuA 2098 -
6 GuT 3096 Rul
GuT 3226 KuN
AucC 3240 QubP
AuC 2221 -
GuT 2222 GuWw
TuA 2227 FulL
CuA 2230 -
AuG 2233 -
CuT 2238 -
AucC 2239 Tul
AuC 2246 -
CuT 2247 TulL
AuG 2285 TuA
GuT 2474 G u STOP
AuT 2098 LuF
AuT 3000 -
TuC 3001 Nul
A - CuT 3003 -
AuG 3004 Sul
AucC 3005 -
TuA 3007 Nu@Q
GuT 3008 -
17 o CuG 3009 AuC
TuC 3017 -
AuC 3020 PuS
CuA 3021 -
TuC 3022 TuH
GuA 3023 -
AuG 3024 EuR
CuT 3027 SuF
AuG 3029 Mu$S
AuT 3125 Ku STOP
23 AuG 2285 TuA
AuT 2998 LuF
25
AuG 2285 TuA
AuT 2998 LuF
TuC 3001 -
GuT 3008 AulS
B 24 TuC 3017 SubP
AuC 3020 TuP
TuC 3022 EuK
GuA 3023 -
AuT 3125 Ku STOP
Tip mutacije L. .
Oznaka  Oznaka Oznaka T S Polozaj u Promjena na
uzorka  haplotipa  klona Supst-lltlf?'l_]a Supstlt‘.ttl_?‘.d. Delecija  Insercija  genomu (nt)  razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)
6 GuA 3316 Rul
A 19
20
18001 B 23 GuA 3376 -
. TuG 2350 -
c 1 AuG 2390 KuE
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Tip mutacije . .
Oznaka  Oznaka Oznaka : - - : ‘D - J PoloZaj u Promjena na
. Supstitucija  Supstitucija
uzorka  haplotipa klona

(tranzicija)  (transverzija)

Delecija  Insercija  genomu (nt) razini aminokiselina

yu A 2351 VuM
9 POMAK
T 3236 .
A ’ OKVIRA CITANJA
11.2 TuC 2409 FuS
AuCG 2446 -
18003 B 10 TucC 2492 Culk
T 3936 POMAK
o OKVIRA CITANJA
C 10.2 AuG 2706 DuG
D 3

Tip mutacije

Oznaka  Oznaka Oznaka —; e - - Polozaj u Promjena na
uzorka  haplotipa klona &'“ps“,nffyl‘]ﬂ hupsnnl(.l‘?? Delecija Insercija  genomu (nt) razini aminokiselina
(tranzicija)  (transverzija)
10 AuC 3232 LuV
GuA 3316 RuE
A AuG 2600 NubD
15 AuC 3232 LuV
AuC 3312 QubP
GuA 3316 RuE
GuA 2345 AuT
- . POMAK
! 2380 OKVIRA CITANJA
TuC 2602 -
B 21 AuC 3232 LuV
A 3312 POMAK
OKVIRA CITANJA
GuA 3316 RuE
18 008 TuC 2260 -
[N NEMA POMAKA
o - TTAATTCAAATA 2505-2518 OKVIRA CITANJA
AuC 3232 LuV
GuA 3316 RuE
GuA 2990 AuT
D 13 AuC 3232 LuV
GuA 3316 RuE
. o . POMAK
AGTAGAATTGCAGCT 3035-3049 OKVIRA CTTANJA
E 7 AuC 3232 LuV
GuA 3316 RuE
Oznaka Oznaka Oznaka Tip mutacije Polozaj u Promjena na

Supstitucija  Supstitucija

uzorka  haplotipa  klona ) Delecija  Insercija  genomu (nt) razini aminokiselina

(tranzicija)  (transverzija)

A - GuA 3316 Rul
’ : GuA 2839 -
CuT 2836 -
9 AuG 2853 DuG
18 011
GuA 3316 RuK
GuA 3081 RuK
C 6 POMAK
’ T 3315 OMAK

OKVIRA CITANJA

Analiza 20 klonova po uzorku pokazala je prisutnost samo jedne virusne varijante u
uzorcima 17 009 i 19 019, stoga nisu prikazani tabli¢no. Kod uzoraka 17 003, 17 004 i 17 006 sve
supstitucije pripadale su tranzicijama, dok ostali tipovi mutacija nisu zabiljezeni. U uzorcima 17
002, 18 0031 18 011 takoder su sve supstitucije bile transverzije, ali zabiljezene su i delecije. Uzorci
17 002 i 18 003 imaju po dvije delecije, dok je u uzorku 18 011 zabiljezena jedna delecija. Uzorci
17007, 18 001 i 18 008 pokazuju oba tipa supstitucije s ve¢com ucestaloséu tranzicije (17 007 80%;
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18 001 75%; 18 008 61%). Dok u uzorcima 17 007 i 18 001 nema zabiljezenih ostalih tipova
mutacije, u uzorku 18 008 evidentirane su i Cetiri delecije. Jedini tip mutacije koji je zabiljeZen u
uzorku 17 001 jest supstitucija s jednakom ucestalos¢u tranzicija i transverzija (50%). Za razliku
od ostalih uzoraka, u uzorku 17 011 zabiljeZena je manja ucestalost tranzicija (43%) u odnosu na

transverzije (57%).

4.5.  Utjecaj mutacija na aminokiselinski slijed

Kako bih provjerila jesu li detektirane mutacije sinonimne ili nesinonimne, odnosno utjecu
li na promjenu u aminokiselinskom slijedu, sravnjene sekvence translatirala in silico sam pomoc¢u
programa MEGA X (Slika 11). Usporedbom aminokiselinskih sljedova manje zastupljenih
virusnih varijanti svakog izolata s dominantnom, utvrdila sam da je vecina detektiranih mutacija
nesinonimna, odnosno da je 72,8% mutacija rezultirao promjenom u aminokiselinskom slijedu
analiziranih varijanti. Identificirala sam cak 94 promjene u aminokiselinskom slijedu. 57%
promjena dogodilo se posljedicom tranzicije, a 33% posljedicom transverzije. Preostalih 10%
promjena, odnosno gubitaka je uzrokovano delecijama. U slucajevima gdje se dogodila tranzicija,
najcese su se pozitivno nabijene aminokiseline (arginin i lizin) zamjenjivale hidrofobnima
(izoleucin, valin, alanin 1 leucin) u 18,5% sluc¢ajeva, dok su se kod transverzije hidrofobne (leucin
i alanin) zamjenjivale drugim hidrofobnim aminokiselinama (fenilalanin, valin) s 32,3%
pojavljivanja. Takoder, posljedicom transverzije zabiljezena su Cetiri slu¢aja gdje aminokiselina
prelazi u STOP kodon. Kod uzoraka 17 001 klon 23A i 17 011 klon 23B zabiljezena je po jedna
promjena aminokiseline u STOP kodon, dok kod 17 011 klon 7A zabiljezene su ¢ak dvije takve
promjene. Delecije u nukleotidnom slijedu (9) utjecale su i gubitkom aminokiselina (9) te je doslo
do pomaka okvira ¢itanja kod sekvenci koje nisu izgubile tri ili njegov visekratnik nukleotida
Pojavnost gubitka aminokiselina bila je u 9,6% slucajeva, a dogodile su se u uzorcima 17 002, 18
003, 18 008 1 18 011. Najveci gubitak dogodio se u uzorku 18 008 u klonovima 18C i 7E, gdje je
izgubljeno pet aminokiselina posljedicom delecije 14, odnosno 12 nukleotida, a zatim slijedi
gubitak Cetiriju aminokiselina posljedicom 9 nukleotida kod uzorka 17 002 klona 11B te po jedna
aminokiselina zbog gubitka jednog nukleotida u ostalih uzoraka (17 002 klon 12A, 18 003 klonovi
9A i 10B, 18 008 klon 21B na dva razli¢ita mjesta te 18 011 klon 6C).

Prosjean broj promjena u slijedu aminokiselina po sekvenci iznosio je 2,4. NajviSe
zabiljezenih aminokiselinskih promjena zabiljezila sam u uzorku 17 011 klon 7A, a iznosio je 17,
dok je najmanja zapazena promjena bila u samo jednoj aminokiselini, a zabiljeZena je u ¢ak 15

analiziranih sekvenci. Gledajué¢i broj promjena na proteinskoj razini sumarno unutar svakog
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pojedinog izolata, u uzorku 17 004 zabiljeZena je tek jedna promjena, dok u uzorku 17 011 bilo
njih ¢ak 29.

Usporedba virusnih varijanti izolata iz HIV-inficiranih i HIV-neinficiranih pacijenata
pokazala je da je prosje¢na ucestalost promjena u slijedu aminokiselina kod HIV-neinficiranih

pacijenata 56,4%, a ona kod HIV-inficiranih pacijenata bila je 43,6%.
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Slika 11. Prikaz usporedbe aminokiselinskih sljedova analiziranih izolata virusa hepatitisa A koriste¢i radunalni

program MEGA X.
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5. RASPRAVA

Virus hepatitisa A (HAV) je glavni uzro¢nik akutne upale jetre u svijetu. Rasprostranjuje
se uglavnom fekalno-oralnim putem te krvlju (Ndumbi i sur., 2018). Virus HAV umnaza se u
stanicama jetre, a moze se detektirati u krvi i fecesu zaraZenih osoba. Kao i ostali virusi s RNA
genomom, HAV je zbog brzog umnazanja i nemogucénosti popravaka pogreSaka enzima RNA-
polimeraze ovisne 0 RNA sklon nakupljanju mutacija. Posljedi¢no, virusni izolati pokazuju velik
genski polimorfizam. Oni sadrze tzv. oblake mutanata, odnosno genomskih varijanti, koje se
zajedno nazivaju kvazivrste. Evolucijski napredak vrste ovisi 0 povremenoj pojavi korisnih
mutacija pa ovisno o uvjetima okoliSa, odredena mutanta virusa u odgovaraju¢em trenutku
prikazuje najbolju prilagodenost (Andino i Domingo, 2015). Vazno je istaknuti da se razlicite
varijante unutar kvazivrste mogu razlikovati i u svom patogenom potencijalu pa tako i nisko
zastupljene varijante mogu imati vazan utjecaj na virulenciju izolata (Domingo i sur., 2006).
Najbolji nacin zastite od ove bolesti, osim cijepljenjem, je odrzavanje osnovnih higijenskih uvjeta
i odgovorno  spolno  ponaSanje  (https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-zarazne-
bolesti/epidemija-hepatitisa-a-u-europskim-zemljama/). Stopa incidencije infekcije u odredenim
dijelovima Europe, a medu njima i Hrvatske, u padu je zahvaljujuéi dobrim higijenskim uvjetima.
Pojava bolesti na tim podru¢jima vezana je uz kretanje migranata, putovanja u visoko endemi¢na
podruc¢ja ili  konzumacijom kontaminirane hrane uvezene iz takvih  podrucja
(https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-zarazne-bolesti/epidemija-hepatitisa-a-u-europskim-
zemljama/), a javlja se samo kod visoko rizi¢nih skupina ljudi, medu kojima je i muska
homoseksualna populacija (MSM) (D’Andrea i sur., 2015). Epidemija hepatitisa A, koja je
pretezito zahvatila populaciju MSM u Europi zapocela je sredinom 2016. godine. U Hrvatskoj je
takoder zabiljezen porast broja oboljelih od ovog virusa tijekom 2017. 1 2018. godine od kojih je
oko polovica oboljelih bila pozitivna i na virus HIV (https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-
zarazne-bolesti/epidemija-hepatitisa-a-u-europskim-zemljama/). Prema rezultatima genotipizacije
virusnih izolata unutar populacije MSM u Hrvatskoj, utvrdeno je prevladavanje dva soja virusa:
soj UK/Spain 1 soj Europride (Ujevi¢, 2019), a povezuju se s povorkama ponosa za koje se
pretpostavlja da su bila zarista epidemije (Petrov¢i¢, 2017). Vrhunac epidemije u Europi zabiljezen
je u ozujku 2017. godine, dok se u Hrvatskoj dogodio godinu dana kasnije.
(https://ecdc.europa.eu/en/news-events/epidemiological-update-hepatitis-outbreak-eueea-mostly-

affecting-men-who-have-sex-men-2).
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Za istrazivanje genotipizacije i evolucije RNA virusa najéeScée se analizira hipervarijabilna
regija virusnog genoma (Smith i sur., 2012). Kao i kod drugih hepatotropnih virusa (McAllister i
sur., 1998; Smith i sur., 2012), svi genotipovi virusa hepatitisa A definirani su na temelju analize
hipervarijabilne regije kapsidnog proteina (Costa-Mattioli i sur., 2002; Graff i sur., 1999), koja se
kod virusa HAV naziva VP1-2A. S obzirom na ranije koriStenje ove regije za analizu drugih
hepatotropnih virusa (Martell i sur., 1999; Cerni i sur., 2015), pretpostavila sam i kasnije potvrdila
da je pogodna i za analizu pri identifikaciji razli¢itih virusnih varijanti unutar pojedinih izolata
hepatitisa A te karakterizaciji ucestalosti i prirode mutacija.

Tijekom umnozavanja zeljenog fragmenta regije VP1-2A genoma pomoc¢u metoda RT-
PCR i ugnijezdenog PCR-a, Kkoristila sam tzv. proofreading polimerazu, koja ima sposobnost
ispravljanja pogresaka koje se javljaju prilikom umnaZzanja, §to nije slucaj s klasicnom Taq
polimerazom. Medutim, uslijed umnazanja inserata ugradenih u plazmide, kako se radilo o velikom
broju uzoraka, iz financijskih sam razloga koristila Taq polimerazu (New England BioLabs inc.,
2020), sto potencijalno objasnjenje nekih nedosljednosti zabiljezenih izmedu nukleotidnih sljedova
i SSCP-profila, odnosno detektiranih nukleotidnih razlika sekvenci koje su pokazivale identi¢ne
SSCP-profile. Takoder, moguce su i pogreske nastale kao posljedica sekvenciranja. Najveca
uocena razlika izmedu sekvenci identiénih SSCP-profila bila je od dva nukleotida. Izracunom
pogreske koristene polimeraze koja je iznosila 2,13 nt (duljina fragmenta: 1080 nt, broj ciklusa u
reakciji PCR: 45, stopa pogreske polimeraze 4,4 x 107), zakljucila sam da se radi o o&ekivanom
broju pogresaka jer je u okvirima dobivenih rezultata. Sekvenciraju¢i veci broj varijanti istog
uzorka identi¢nih SSCP-profila, kada god je to bilo moguce, smanjila sam utjecaj oCekivanih
pogresaka.

Populacije RNA virusa pokazuju velik genski polimorfizam zbog brojnih mutacija te su
sacinjene od velikog broja genomskih varijanti medu kojima je najceS¢e jedna dominantna, i to ona
najbolje prilagodena, dok su ostale varijante/mutante prisutne u razli¢itom broju i uglavnom u
manjem postotku (Nigam 1 sur., 2020). Genska heterogenost virusa, osim na evoluciju, ima vazan
utjecaj i na njihovu patogenost i epidemiologiju (Duarte i sur., 1994). Prema dobivenim
rezultatima, vecina analiziranih uzoraka kod hepatitisa A imala je kompleksnu populacijsku
strukturu sastavljenu od veceg broja varijanti, pri ¢emu je jedna uvijek bila dominantna u odnosu
na ostale. Kod vecine uzoraka uocila sam po tri razli¢ite varijante (17 002, 17 006, 18 001 1 18
011), dok kod dva uzorka (17 009 1 19 019) nije bilo vise od jedne varijante, a najveci broj razli¢itih
genomskih varijanti zabiljeZen je kod uzorka 18 008 (pet varijanti). Kompleksna populacijska

struktura sastavljena od velikog broja virusnih varijanti unutar jednog domacina zabiljeZena je i
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kod drugih virusa s RNA genomom, poput virusa HIV, virusa gripe, Ebole i dr. (Martinez i sur.,
2012).

Proucavanjem prirode mutacija svih analiziranih sekvenci svakog uzorka zasebno, utvrdila
sam ukupno 129 mutacijskih dogadaja, od kojih su supstitucije bile najucestalije, ¢inile su ¢ak 93%.
Ovaj rezultat usporediv je s prija$njim istrazivanjima mutacija kod virusa, gdje je navedeno da je
supstitucija kao tip mutacije u prosjeku 4x ¢es¢i od delecija ili insercija (Sanjuan i sur., 2010).
Takoder, smatra se da su delecije i insercije najcesce nastale kao posljedica prirodne selekcije i da
nemaju pravilnosti u pojavljivanju, kao $to je sluéaj kod supstitucijskih mutacija (Wood i sur.,
2009). U ovom istraZivanju, insercije nisam zabiljeZila, dok su delecije bile puno manje ucestale
od supstitucija. Govoreci o supstitucijama, dokazano je da se transverzije pojavljuju puno rjede od
tranzicija (Lyons i Lauring, 2017). Razlog tome je veéi utjecaj transverzija na promjenu u
aminokiselinskom slijedu, a time 1 veéi evolucijski znacaj. Kod 10 analiziranih uzoraka (17 001,
17 002, 17 003, 17 004, 17 006, 17 007, 18 001, 18 003, 18 008 i 18 011) ucestalost tranzicija bila
je veca od ucestalosti transverzija. Dva uzorka (17 009 i 19 019) nisu imali zabiljeZene mutacije,
dok je uzorak 17 011 jedini sa zabiljezenom ve¢om ucestalosti transverzije u odnosu na tranziciju,
Sto je moguce objasniti loSijom kvalitetom sekvenci kod ovog uzorka. U samo pet od 13
analiziranih uzoraka (17 001, 17 007, 17 011, 18 001 i 18 008) detektirala sam oba tipa supstitucije,
a tri su uzorka (17 003, 17 004 i 17 006) imala detektirane jedino tranzicijske supstitucije bez
ostalih tipova mutacija. TeSko je predvidjeti koja ¢e od mutacija u danom trenutku imati evolucijski
znacaj, a koja e varijanta iS¢eznuti iz populacije. Kako se u nekoliko slu€ajeva (17 001 klon 23A;
17 011 klonovi 7A i 23B) radi o transverzijama koje su uzrokovale promjenu u STOP kodone, nije
izgledno da ¢e ove varijante biti sposobne izgraditi funkcionalnu virusnu ¢esticu i osigurati svoj
opstanak. S druge strane, one varijante kod kojih je delecija uzrokovala pomak okvira ¢itanja imaju
vecu vjerojatnost formiranja funkcionalnih virusnih Cestica i eventualne promjene svojih antigena,
S$to moze u odredenom trenutku biti evolucijska prednost.

Usporedujuci sekvence dvaju sojeva Europride 1 UK/Spain, odredila sam 59 medusobnih
razlika u nukleotidima analizirane hipervarijabilne regije VP1-2A. Sve sekvence koje pripadaju
istom soju imale su karakteristicne nukleotide na odredenim mjestima, ¢ime se pokazala pravilnost
i medusobne razlike navedenih sojeva. Ranije radene analize razlika medu sojevima virusa
hepatitisa A potvrdile su 624 nukleotidne razlike u ¢itavom sekvenciranom genomu (Cohen i sur.,
1987), Sto s obzirom na broj u analiziranoj regiji, koja predstavlja 14,6% genoma, potvrduje
varijabilnost te regije. Kod nekih sekvenci soja UK/Spain (uzorci 17 003 klon 24D, 18 001 klonovi
6A 123B1 18 011 klon 9B) detektiran je po jedan nukleotid identi¢an sekvencama soja Europride,

a radilo se o supstituciji citozina u timin. Kako su se navedene mutacije dogodile na razli¢itim
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polozajima u svakoj sekvenci, pretpostavila sam da je rije¢ o slucajnom dogadaju. Izuzev
pojavljivanja pravilnosti u pozicijama mutacija kod usporedbe dvaju sojeva ovog virusa, nisam
pronasla pozicije ili regije u kojima bi mutacije bile ucestalije.

Usporedbom nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova, utvrdila sam da je vecina
detektiranih mutacija nesinonimna, odnosno da nastale mutacije imaju velikog utjecaja na
aminokiselinski sastav analiziranih varijanti. U svih identificiranih mutanata svakog uzorka
zabiljezena je barem jedna nesinonimna mutacija koja bi mogla biti od bioloske vaznosti. Prosje¢an
broj promjena u aminokiselinskom slijedu po pojedinoj sekvenci iznosio je 2,4. Najveci broj
promjena zabiljeZen je u uzorku 17 011 klon 7A, a iznosio je 17 aminokiselina, dok je po jedna
promjena zabiljeZzena u ¢ak 15 sekvenci. Takoder, u sekvencama uzoraka iz 2018. godine (6
sekvenci), ¢esce se pojavljuje pomak okvira ¢itanja uzrokovan delecijama u nukleotidnom slijedu,
od onih iz 2017. godine gdje se pojavio u samo jednoj sekvenci (uzorak 17 002 klon 12A). lako je
analizom nukleotidne sekvence kod uzoraka 17 006 i 18 001 identificirano postojanje po dvije
mutante u odnosu na dominantnu, samo je jedna od njih kod oba uzorka pokazivala promjenu i na
aminokiselinskoj razini, odnosno potencijalni bioloski znacaj. Ostale mutacije, iako za sada nisu
rezultirale promjenom na razini aminokiselina, nakupljanjem novih mutacija uslijed brzog
umnazanja virusa mogu vVremenom dovesti do bioloski znacajnih promjena. Omjer nesinonimnih i
sinonimnih mutacija bio je ve¢i od 1, §to sugerira na pozitivni selekcijski pritisak, odnosno da je
izraZzena stalna tendencija nastanka populacija razli¢itih genotipova §to omogucuje virusu bolju
prilagodbu na promjenjive uvjete okolisa. Dosad nema obavljenih istrazivanja koji se bave
karakterizacijom ucestalosti 1 prirode mutacija virusa hepatitisa A. Iz tog razloga, vrlo je tesko
usporediti dobivene rezultate s prethodnim istrazivanjima vezanih za ovaj virus. Broj nesinonimnih
mutacija u analiziranoj VP1-2A regiji bio je relativno velik $to se moZe potencijalno odraziti na
biologiju virusa.

Kako je pet od 13 pacijenata istovremeno bilo pozitivno i na virus HIV, bilo mi je
zanimljivo napraviti usporednu analizu izmedu izolata ovih pacijenata i izolata HIV-negativnih
pacijenata. Osim razlike u prosjecnom broju varijanti, ucestalost mutacija kod HIV-inficiranih
pacijenata pokazala se nizom u odnosu na HIV-neinficirane pacijente Prosje¢na u€estalost mutacija
kod HIV-negativnih pacijenata iznosila 52,7%, od kojih je 56,4% bilo nesinonimo. U slu¢aju HIV-
pozitivnih pacijenata, ucestalost mutacija bila je nesto niza i iznosila je 47,3%, a 43,6% ih je bilo
nesinonimno, odnosno imalo utjecaj na promjenu slijeda aminokiselina. U sekvencama HIV-
pozitivnih i HIV-negativnih pacijenata prisutne su delecije te oba tipa supstitucija s ve¢om
ucestaloS¢u tranzicije. Kako je analiza radena na relativno malom broju uzoraka (pet) s HIV-

koinfekcijom, svakako bi bilo pozeljno istraziti navedeni problem na vecem broju uzoraka.
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Takoder, kako su HIV-pozitivni pacijenti bili pod stalnom tzv. antiretrovirusnom terapijom,
pretpostavila sam da terapija na neki nacin ima utjecaj na brzinu umnazanja te posljedicno manji
broj mutacija i kod virusa HAV. Sukladno tome, istrazivanja ukazuju da odredene terapije imaju
negativni u¢inak na replikaciju virusa hepatitisa B kod pacijenata kojima je dokazana koinfekcija
virusom HIV-a (Healy i sur., 2013). Budu¢i da je primjenjivana terapija individualizirana i sastoji
se od vise razli¢itih antivirusnih agenasa, bilo bi zanimljivo do¢i do tih podataka i detaljnije istraziti
eventualni u€inak anti-HIV terapije na HAV po moguénosti na ve¢em broju pacijenata.

Poznato je da mnogobrojne antivirusne terapije predstavljaju selekcijski pritisak kako bi se
iz oblaka mutanata selektirale varijante koje su spontanim mutacijama stekle rezistenciju (Pellerin
i sur., 2004). Hepatitis A je samoeliminatorna bolest i nema specifi¢ne terapije pa je selektivni
pritisak uglavnom ograni¢en na imunosni odgovor domacina. Prema dobivenim rezultatima velik
broj detektiranih mutacijskih dogadaja koji su uzrokovali promjene u slijedu aminokiselina,
pogotovo onih koje su uzrokovale pomak okvira ¢itanja u sekvencama s analiziranim regijama
VP1-2A, mogu biti znacajne u promjeni antigenih svojstava virusa, sto u odredenim uvjetima moze

predstavljati prednost s evolucijskog aspekta.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati dobiveni provedenim istrazivanjem ukazuju na sljedece:

1) Kod svih 13 izolata virusa hepatitisa A dobivenih iz seruma pacijenata, uspje$no sam
umnozila hipervarijabilnu regiju VP1-2A virusa hepatitisa A te metodom TA-kloniranja razdvojila

razliCite genomske varijante

2) Analizom po 20 rekombinantnih bakterijskih klonova svakog izolata metodom SSCP
identificirala sam 1 kvantificirala razli¢ite genomske varijante dobivene kloniranjem, $to potvrduje

hipotezu o kompleksnoj populacijskog strukturi virusa HAV.

3) Analizom virusnih varijanti podrijetlom iz 13 uzoraka, identificirala sam ukupno 129
mutacijskih dogadaja, Sto je prosje¢no 3.2 mutacije po genomskoj varijanti. Najzastupljenije
mutacije bile su tranzicijske supstitucije, a njihova distribucija unutar analizirane regije bila je
potpuno nasumicna. Jasne nukleotidne razlike zabiljezene su samo izmedu virusnih varijanti
razli¢itih sojeva. Uz supstitucije, zabiljezene su i delecije, ali nije zabiljezena niti jedna insercija.
Broj mutacijskih dogadaja bio je nesto manji (47,3%) kod HIV-koinficiranih pacijenata u odnosu

na HIV-negativne pacijente.

4) Od 129 detektiranih mutacija, njih ¢ak 94 rezultiralo je nesinonimnom promjenom
aminokiselinskog slijeda, u Cetiri slu¢aja mutacije su uzrokovale terminaciju translacije. Kod HIV-
koinficiranih pacijenata zabiljeZena je i manja ucestalost nesinonimnih mutacija (43,6%) u odnosu

na HIV-negativne pacijente (56,4%).
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