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Popis kratica
BART RNA- BamHI-A regija desnog transkripta RNA
BL- Burkittov limfom

BZLF1- BamHI Z fragment lijevi otvoreni okvir za ¢itanje 1 (od eng. BamHI Z fragment
leftward open reading frame 1)

CD21- klaster diferencijacije 21, (od eng. cluster of differentiation 21)
CD4+- pomoc¢nicki T-limfociti

CD8+- citotoksi¢ni T-limfociti

CI- interval pouzdanosti

Cq- ciklus kvantifikacije (od eng. quantification cycle)

CR2- receptor komplementa tipa 2

EBER- molekula RNA kodirana virusom EBV

EBNA- nuklearni antigen virusa EBV

EBV- virus Epstein-Barr

FRET- fluorescentna rezonancija (od eng. fluorescence resonance energy transfer)
gB- glikoprotein ovojnice B

gH- glikoprotein ovojnice H

gl- glikoprotein ovojnice L

gp350- glikoprotein ovojnice 350

gp42- glikoprotein ovojnice 42

HLA- ljudski leukocitni antigen (od eng. human leukocyte antigen)

IL- interleukin

IRs- unutarnje ponavljajuce sekvence (od eng. internal repeat sequences)
JNK- c-Jun N-terminalna kinaza

LMP-latentni membranski protein

MHC II- glavni sustav tkivne podudarnosti klase II, (od eng. major histocompatibility
complex class II)

miRNA- molekula mikroRNA



MS- multipla skleroza

NK-stanice- stanice ubojice (od eng. natural killers)

NPC- karcinom nazofarinksa (od eng. nasopharyngeal carcinoma)

ORF- otvoreni okvir Citanja (od eng. open reading frame)

oriLyt- pocetak litiCke replikacije (od eng. the origin of lytic replication)

PDL1- Ligand programirane stani¢ne smrti 1 (od eng. Programmed Cell Death Ligand 1)
PRR- receptori za prepoznavanje uzoraka (od eng. pattern recognition receptors)

qPCR- kvantitativni PCR u stvarnom vremenu (od eng. quantitative polymerase chain
reaction)

RIG-1- geni inducibilni retinoi€nom kiselinom I (od eng. retinoic acid-inducible gene I)
SNP- polimorfizam jednog nukleotida (od eng. single nucleotide polymorphism)

TGF-p - ¢imbenik rasta tumora beta (od eng. tumor growth factor )

Thl- tip 1 pomoénicki T-limfociti (od eng. Type I T helper cells)

TNF - ¢imbenik nekroze tumora (od eng. tumor necrosis factor)

TPA- tkivni aktivator plazminogena (od eng. tissue plasminogen activator)

TRs- terminalna izravna ponavljanja (od eng. terminal direct repeats)



1. Uvod

1.1 Virus Epstein-Barr

Virus Epstein-Barr (EBV) pripada redu Herpesvirales, porodici Orthoherpesviridae,
podporodici Gammaherpesvirinae te rodu Lymphocryptovirus, a poznat je 1 pod nazivom
ljudski gammaherpesvirus 4 (International Committee on Taxonomy of Viruses 2022). Virus
EBYV S$iroko je rasprostranjen u populaciji na $to ukazuje i podatak da 90% odrasle ljudske
populacije ima protutijela specifi¢na za ovaj virus. Infekcija ovim virusom najcesc¢a je u ranom
djetinjstvu, prije pete godine Zivota, i tada ve¢inom prolazi asimptomatski, dok infekcija u
kasnijim periodima zivota naj¢esc¢e uzrokuje pojavu infektivne mononukleoze, €iji je i najcesci
uzro¢nik upravo EBV (Nowalk 1 Green, 2015). Virus EBV iskazuje znaajan onkogeni
potencijal i vazan je etioloSki kofaktor u razvoju karcinoma, poput Hodgkinova limfoma te
karcinoma nazofarinksa i dr. (Patel i sur., 2022). Nadalje, dokazana je povezanost infekcije

EBV-om s razvojem raznih autoimunih bolesti poput multiple skleroze te sistemskog

eritemskog lupusa (Bjornevik i sur. 2022).
1.1.1 Otkri¢e virusa EBV

Prica o otkricu EBV-a zapocinje 1961. godine predavanjem kirurga Denisa Burkitta pod
nazivom ,,Najc¢e$¢i dje¢ji rak u tropima Afrike: do sada neprepoznati sindrom®. Tema
predavanja bila je specifican limfom kojega je Burkitt otkrio tijekom rada u Ugandi. U pitanju
su bili tumori koji zahvacaju Celjust, abdomen, a ponekad i kosti te zlijezde slinovnice. Oboljeli
su najceS¢e bili pedijatrijski pacijenti, a najvec¢a prevalencija bila je u srediSnjoj Africi u
podrucju kojeg je nazvao ,,pojas limfoma* (Esau, 2017). Spomenutom predavanju prisustvovao
je virolog Anthony Epstein ¢ija su istrazivanja bila usmjerena na viruse koji uzrokuju tumore u
pili¢a. Sumnjajuci na virusnog uzroc¢nika kao etioloskog kofaktora ove bolesti, A. Epstein 1 D.
Burkitt intenzivno su suradivali te prikupljali uzorke bioptata oboljele djece. Nakon gotovo tri
godine neuspjesnih pokusaja izolacije i identifikacije nepoznatog virusa koristeci tradicionalne
pristupe rada s virusnim kulturama, A. Epstein je u suradnji s virologinjom Yvonne Barr i
patologom Bertom Achongom odluc¢io pokusati uzgojiti stanice tumora, sada ve¢ poznatoga
kao Burkittov limfom (BL)., in vitro. Znanstvenici su bili suoCeni s izazovom da 1960-ih
godina ljudski limfociti jo§ nisu bili uspjeSno uzgojeni u kulturi. Do rjeSenja je doslo
zahvaljuju¢i slucajnom slijedu dogadaja; let iz Ugande za Englesku kojim su stanice limfoma

stizale bio je preusmjeren 1 zbog toga je biopsija stigla u londonski laboratorij kasnije nego



ocekivano. Transportni medij uzorka bioptata BL-a bio je mutan te nakon mikroskopskog
pregleda u mediju su vizualizirane tumorske stanice te su na taj nacin uzgojene prve stanicne
linjje limfoma Covjeka. Poc¢etkom 1964. Epstein je promatrao te stanice, koju su sada nosile
naziv ,,EB1 stani¢na linija* pod elektronskim mikroskopom i1 zamijetio virusne cestice,
prikazane na Slici 1. Iz morfologije virusa zakljuc¢ilo se da se radi o herpes virusu, sada
poznatom po imenu virus Epstein-Barr ili EBV (Epstein, 2012) u ¢ast Dr. Epsteinu i Yvonne

Barr,

TOP

Slika 1. Prvi elektronski mikrograf ¢estica virusa Epstein-Barr (EBV). Zamjecuju se nezrele virusne Cestice (gore)
u zarazenoj stanici, a ispod je umetnuta fotografija zrele virusne Cestice s ovojnicom. Temeljem ovih morfoloskih
obiljezja postavljena je hipoteza o pripadnosti ovog virusa porodici Herpesviridae (Epstein, 2012)

1.1.2 Struktura i tropizam virusa EBV

Virion EBV-a sastoji se od dvolancane molekule DNA koja je zaSti¢ena nukleokapsidom 1
okruzena tegumentom te dvoslojnom lipidnom ovojicom (Slika 2). Tegument je graden od
razli¢itih proteina koji imaju vaznu ulogu u virusnoj replikaciji, reaktivaciji replikacije virusa
ili prijenosu iz endosoma do jezgre B-limfocita. B-limfociti najvaznije su ciljne stanice za
infekciju virusom EBYV, no prije infekcije ovih stanica virus zarazava stanice epitela

orofarniksa. Za fuziju viriona i membrana epitelnih stanica i B-limfocita nuzni su specifi¢ni

2



glikoproteini koji se nalaze u ovojnici virusa (Slika 2). Primjerice, prilikom ulaska u epitelne
stanice, virus EBV spaja svoju membranu izravno s membranom stanice domacina, $to aktivira
glikoprotein gB, dok gH/gL kompleks ima regulacijsku ulogu u tom procesu. Fuzija viriona s
membranom B-limfocita znacajno je kompleksniji proces; pocetnu vezu s B-limfocitima
uspostavlja virusni gp350 vezuci se na stanicni receptor komplementa tipa 2 (CR2), odnosno
CD21- transmembranski protein nuzan u razvoju imunoloskog odgovora. Vaznu ulogu u ovom
procesu ima i virusni gp42 koji odreduje tropizam viriona vezuéi se za molekule glavnog
sustava tkivne podudarnosti klase II (MHC II) ¢ime zapocinje fuzija viriona i stani¢ne
membrane. Ovaj glikoprotein osigurava da jedan virion ne zarazi viSe od jedne stanice, s
obzirom da se prilikom izlaska iz B-limfocita gubi. Nakon inicijalnog vezanja viriona i
membrane zapocinje bioloSka aktivnost glavnih fuzijskih glikoproteina, to jest gB, g1 gH, koji
su zajednicki svim herpesvirusima. Glikoproteini gH 1 gL djeluju zajedno te vezanjem na
integrin pokrec¢u ulazak virusa EBV-a u epitelne stanice, a ukoliko tvore kompleks sa gp42

pospjesuju vezanje za proteine MHC klase II (Rozman i sur., 2022).
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Slika 2. Struktura viriona EBV-a (prilagodeno iz Rozman i sur., 2022)



1.2 Ustrojstvo genoma

Genom EBV-a linearna je dvolan¢ana DNA molekula koja sadrzi oko 172 kb. Genom virusa
EBV prvi su sekvencirali R. Baer i sur. 1984. godine koriStenjem M13 sekvenciranja (Baer 1
sur. 1984). U tom istrazivanju koristen je B95-8 soj EBV-a, poznat kao uzro¢nik infektivne
mononukleoze. Navedenom soju virusa EBV nedostaje segment genoma duljine 11,8 kb radi
cega se u kasnijim istrazivanjima sastavila hibridna sekvenca u kojoj je dio sekvence
nadopunjen sekvenciranjem Raji soja EBV-a te je na taj nacin strukturirana sekvenca koja je
reprezentativnija za veéinu izolata ovog virusa. Nadalje, buduc¢i da je genom B95-8 sekvenciran
iz biblioteke kloniranih fragmenata koristeci restrikcijski enzim BamHI, otvoreni okviri ¢itanja
(ORF), geni i mjesta za transkripciju ili obradu RNA cesto se odnose na specificne BamHI

fragmente, imenovani slovima od A do Z ovisno o veli¢ini fragmenta (Young i sur. 2007).

Genom EBV-a ima niz od 0,5 kb terminalnih izravnih ponavljanja (TRs od eng. terminal direct
repeats) 1unutarnjih ponavljajucih sekvenci (IRs od eng. internal repeat sequences) koji dijele

genom na kratke i duge sekvencijske domene (Slika 2).

Genom EBV-a ima varijabilnost od tek 0,002% te se smatra stabilnim (Rozman i sur., 2022).
Podjela virusnih varijanti moZze se napraviti na osnovu polimorfizama u genima za latenciju,
primarno genima EBNA-LP, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B 1 EBNA3C. Najces¢a podjela jest na
tipove 1 12, a najznacajnije razlike medu njima su u geografskoj rasprostranjenosti te riziku od
nastanka maligne transformacije stanica. Izolati virusa EBV tipa 1 prevladavaju u mnogim
zapadnim 1 azijskim zemljama, a takoder je dokazano da su uspjes$niji u postizanju
transformacije B-limfocita in vitro. Tip 2 virusa EBV manje je zastupljen u populaciji, a stanice
transformirane ovim sojem u in vitro istrazivanjima pokazuju sporiju kinetiku rasta u usporedbi

sa stanicama inficiranim tipom 1 virusa (Tao 1 sur., 2006).

Na Slici 3. vidimo shematski prikaz EBV genoma, a istaknuti su najvazniji geni latentnog

ciklusa virusa.
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Slika 3. Genom EBV-a prikazan u obliku dvolan¢anog DNA episoma (A) i linearnom obliku (B), s
oznacenim ishodistima replikacije plazmida (oriP) kao i liticke replikacije (oriLyt). Pune strelice prikazuju
kodirajuce egzone latentnih proteina te smjerove njihove transkripcije. EBNA-LP prepisuje se iz razliitog
broja ponavljajucih egzona u takozvanim BamHI W fragmentima. LMP?2 sastoji se od egzona koji se nalaze
s obje strane regije terminalnog ponavljanja (TR) koja se pojavi kada se linearna DNA cirkularizira i
poprimi oblik episoma. Za latentni ciklus nuzne su molekule EBER1 i EBER2, dvije male nepoliadenilirane
molekule RNA s visokim stupnjem transkripcije, a prikazane su neispunjenim strelicama. Vanjska duga
linija predstavlja veliki EBV transkript aktivan u tre¢em dijelu latentne faze, takozvanoj Lat III. Tada su
svi EBNA geni transkribirani sa nekog od promotora (Cp ili Wp). Iz tog dugackog primarnog transkripta
procesom alternativnog izrezivanja nastaju razlic¢iti EBNA proteini. U takozvanim Lat I i II prepisuje se
EBNALI transkript (sa Qp promotora) koji je oznacen sa unutarnjom kracom linijom. Nhet oznacava
podrucje koje je razlicito ovisno o virusnom izolatu ili stani¢nom klonu, a predstavlja varijabilan broj TR-
ova o kojima ovisi proizvodnja mRNA od kojih nastaju LMP2 proteini (prilagodeno iz Tao i sur., 2006).



1.3 Replikacijski ciklus

U dosadasnjim istrazivanjima biologije virusa EBV opisana su dva glavna tipa replikacijskog
ciklusa; latentni 1 liticki ciklus. Ukoliko je aktivan latentni ciklus virus se zadrzava u jezgri
stanice kao episom te se zbog ekstenzivnih epigenetskih promjena (na primjer metilacije DNA)
proizvodi malena koli¢ina proteina specificnih za ovaj ciklus (Hammerschmidt, 2015).
Zahvaljujuéi takvom ,,tthom* postojanju virus je u moguénosti izbje¢i imunosni odgovor i
zadrzati se u organizmu tijekom dugog vremenskog perioda. Virus se u tom obliku razmnozava
zajedno s domacinskom stanicom; kada je domacinska stanica u S fazi diobe virusni genom se
udvostruci te se procesom mitoze raspodjeli u stanice kéeri. Suprotno tome, u litickom ciklusu,
svi liticki geni EBV-a su eksprimirani, ukljuujuéi njegov vlastiti faktor transkripcije kao i
kataliticku podjedinicu DNA polimeraze. To omoguéava umnozavanje genoma do preko 100
puta te proizvodnju velikog broja novih virusnih Cestica $to uzrokuje prestanak rasta, a kasnije
1 smrt domacinske stanice. Opisan je 1 prelazak iz jedne faze replikacijskog ciklusa u drugu
(Slika 3); prelazak iz latentnog u liticki ciklus naziva se reaktivacija, a moze se potaknuti in
vitro koristenjem odredenih kemijskih ili bioloskih agensa kao primjerice s TPA, natrijevim
butiratom, anti-Ig, TGF-p 1 tako dalje. Prelazak iz litickoga u latentni ciklus virusa (tzv.
ponovno utiSavanje) povezuje se na molekularnoj razini s virusom-potaknutom onkogenezom

(Murata i Tsurumi, 2013).

. | Reaktivacija

,Ponovno utiSavanje”

Slika 4. Replikacijski ciklus EBV-a; latentna i liticka faza. Tijekom latentne infekcije, sinteza molekule
mRNA dogada se samo s ograni¢enog broja latentnih gena. Reaktivacija iz latentne faze rezultira ekspresijom
preko 80 gena, replikacijom virusne DNA te stvaranjem virusnog potomstva. Plavi, crveni i zuti krugovi
oznacavaju virusne proteine koji su ukljuceni u virusnu replikaciju (prilagodeno iz Murata i Tsurumi,, 2013)



1.3.1 Latentni ciklus

U latenciji eksprimirani su brojni geni i RNA virusa EBV: pet jezgrenih proteina virusa EBV
(Epstein-Barr virus nuclear antigen, EBNA), dva latentna membranska proteina virusa (LMP),
male virusne RNA molekule EBER (EBV-encoded small RNAs) i mikroRNA molekule
kodirane regijom BART (BamHI-A regija desnog transkripta). Ovisno o obrascu ekspresije
viralnih gena, latenciju dijelimo na tipove I, II i III. Latentni ciklus povezan je sa rastom i
proliferacijom stanica koji vode do nastanka razli¢itih tumora, a ponajvise latencija tipa Il u
kojoj je eksprimirano najviSe produkata latentnih gena poput EBER1/2 RNA, EBNA-LP,
EBNA-2, EBNA-3ABC, EBNA-1, LMP-2A/B, LMP-1 protein i BART RNA (Kang i Kieff,
2015). Upravo tada dogada se i proces imortalizacije B-limfocita (Price i Luftig, 2014).

U procesu latencije vrlo znacajnu ulogu ima protein EBNA-1 koji je neophodan za u€inkovitu
replikaciju i postojanost genoma EBV-a u stanici te za stabilnost i transkripcijsku aktivaciju
stanica koje se dijele. Takoder je zasluzan za mnoge procese povezane s onkogenezom kao §to
su degradacija p53, induciranje miRNA povezane sa metastaziranjem, a djeluje 1 na signalni
put faktora rasta TGF-f (od eng. tumor growth factor ). Virusni proteini EBNA-2 1 EBNA-LP
povezuju se s transkripcijskim faktorom vezanim uz uzvodne DNA elemente cMyc i cMyc-
regulirane gene, tvore¢i DNA petlju dugog dometa, $to u konac¢nici dovodi do ulaska u stani¢ni

ciklus te proliferacije (Kang i Kieft, 2015).

Latentni membranski proteini 1 i 2 (LMP-1 i LMP-2), takoder neophodni za uspjesno
odrZavanje latentnog ciklusa, oponaSaju biolosku aktivnost molekula CD40 1 receptora B-
limfocita (BCR) te tako poticu konstitutivnu aktivaciju signalnih puteva koji sprjecavaju
apoptozu B-limfocita u fizoloskim uvjetima, $to je nuzan korak u njihovoj imortalizaciji. Gen
LMP-1 pojacano je eksprimiran u raznim tumorima zbog njegovog djelovanja na signalne
putove posredovane molekulama NF-kB, c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) i p38 (Kang i Kieff,
2015). Ostali proteini latencije takoder imaju specificne uloge u odrZavanju ciklusa,

imortalizaciji B-limfocita i onkogenezi (Price 1 Luftig, 2014).
1.3.2 Liticki ciklus

Liticki geni EBV-a dijele se na neposredno rane, rane 1 kasne gene i eksprimiraju se kaskadno
navedenim redoslijedom. Neposredno rani geni induciraju ekspresiju ranih gena, nakon Cega
slijedi sinteza virusne DNA. Zatim dolazi do ekspresije kasnih gena koji kodiraju za strukturne

proteine i glikoproteine, a nukleokapsida se sastavlja u jezgri. Potom nukleokapsida pupa u



unutarnju jezgrinu membranu te skida ovojnicu na vanjskoj jezgrinoj membrani. Nakon
dodavanja proteina tegumenta virus se ponovo omotava ovojnicom u citoplazmi te, u konacnici,
izlazi u izvanstani¢ni prostor (Murata 2018). Prijelaz iz latentnog u liticki ciklus omoguéuje
ponajprije BZLF1 protein nazvan i molekularni prekidac za reaktivaciju EBV-a iz latencije. To
je transkripcijski aktivator koji tvori homodimere i veze se na pripadajuce elemente u
promotorima ranih liti€kih gena te potic¢e njihovu transkripciju (Murata i Tsurumi, 2013). Drugi
neposredno rani gen takoder je transkripcijski aktivator, BRLF'I, koji se veze ili direktno na
DNA preko svoje N-terminalne domene ili poti¢e transkripciju indirektno u interakciji sa
drugim transkripcijskim faktorima. Takozvanih ranih gena ima mnogo i nuzni su za uspjesnu
virusnu replikaciju. Primjerice, gen BALF5 kodira DNA polimerazu, BBLF4 helikazu, BSLF]
primazu itd. Promotor litickog ciklusa s kojeg krece transkripcija svih pripadajucih gena naziva
se oriLyt (Slika 2). Kasni geni zasluzni su za tvorbu strukturnih elemenata virusne ¢estice poput
BcLF1, BDLF1, BORF1, BFRF3 i BBRFI koji kodiraju proteine kapside, geni koji kodiraju
13 proteina tegumenta (BVRF 1, BGLF1, BNRF I i tako dalje) te geni koji kodiraju glikoproteine
(BLLFla/b (gp350/220), BALF4 (gB, gpl10). Koordinirana transkripcija navedenih gena

omogucuje uspjesnu replikaciju virusa i prijenos virusnih Cestica (Murata 2018).
1.4  Imunosni odgovor na infekciju virusom EBV

Imunosni odgovor na EBV infekciju iznimno je varijabilan u populaciji ¢ovjeka, te ovisi o
genetskim ¢imbenicima domacina, varijanti virusa, okoliSnim ¢imbenicima te dobi zarazene
osobe. Vec¢ina zaraza EBV-om prije pete godine Zivota najceS¢e prolazi bez klinickih
simptoma, dok u adolescenciji u se kod dijela zarazenih osoba moze razviti i infektivna
mononukleoza. Tijekom infektivnhe mononukleoze dolazi do intenzivne proliferacije CD8+ T-
limfocita 1 NK-stanica. Upravo zahvaljuju¢i CD8+T stanicama koje prepoznaju odredene
virusne proteine latencije (EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, LMP2) prezentacijom
antigeni¢nih peptida putem molekula klase I glavnog sustava tkivne podudarnosti (eng. Major
Histocompatibility Complex, MHC) na antigen-prezentiraju¢im stanicama, vecina zaraZenih
osoba zadrzava cjelozivotni imunitet na ovaj virus, sa eventualnim reaktivacijama koje su
najceS¢e povezane s periodima prolazne ili trajne deficijencije imunosnog sustava. Vaznu
ulogu u imunosnom odgovoru na virusne proteine, posebice na protein EBNAT, imaju i CD4+
T-limfociti. NK-stanice imaju vaznu ulogu u kontroli virusne replikacije u sklopu aktivacije
urodene imunosti tijekom primarne infekcije, ali 1 u litickoj fazi infekcije, dok druge populacije
limfocita poput NKT-stanica 1 yd T-limfocita ograni¢avaju virusnu replikaciju u fazama

latencije tipa I 1 11.



Usprkos jakom imunosnom odgovoru organizma na infekciju, virus EBV uspjesno odrzava
dugotrajnu latentnu infekciju u B-limfocitima. Naime, EBV ima sposobnost virusom-
potaknutog moduliranja vaznih bioloskih procesa u B-limfocitima te smanjivanja u¢inkovitosti
mnogih urodenih i adaptivnih aspekata imunoloskog sustava uz pomo¢ mnogih proteina koji
moduliraju imunoloski odgovor. Njihova aktivnost i uspjesnost djelovanja ovisi o fazi virusnog
ciklusa. Primjerice, protein EBNA1 moZze potaknuti indukciju regulatornih T-limfocita te
suprimirati aktivnost NK-stanica djeluju¢i na pripadajuce receptore. Protein EBNA2 ima
mogucnost transkripcijske aktivacije mnogih gena uklju¢enih u imunosni odgovor kao
primjerice faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF), limfotoksin-a,
(interleukin-18R), IL-18R 1 PDLI (Ligand programirane stani¢ne smrti 1), a takoder inhibira
sintezu antivirusnih citokina iz skupine interferona kao i ekspresiju gena MHC klase II. Virus
EBV izbjegava efektorske mehanizme imunosnog sustava na razliite nacine: sintezom
virokina tj. virusnog analoga citokina IL-10 koji ne potice signalizaciju sa stani¢nog receptora
te inhibira proupalni odgovor kao i putem virusnog proteina BNLF2a koji inhibira transporter

povezan za procesiranjem antigena (TAP) (Soldan i Lieberman, 2022).

Vazan molekularni mehanizam u biologiji virusa EBV su molekule mikroRNA (miRNA) koje
su vazne za post-transkripcijsku regulaciju kako domacinske tako i virusne genske ekspresije
te utjecu na stani¢nu proliferaciju, ali i apoptozu. Sekvenciranjem virusnog genoma pronadene
su dvije sekvence (klasteri) koji sintetiziraju miRNA; BHRF1 klaster, ¢iji se produkti
eksprimiraju samo u trecoj latentnoj fazi te Bart klaster, ¢ije se miRNA eskprimiraju tokom
cijele latencije (Slika 5). Obrasci ekspresije nisu jednaki u svakoj infekciji EBV-om ve¢ oni

ovise o genomskoj varijanti virusa kojim je osoba zarazena.

BHRF1 BART
klaster klaster

OriP EBNA-LP EBNAZ EBNAZ EBNAL LPM1 LMP 2A, B

PN

'BHRF1-1. Klaster 1 Klaster 2

BHRF1-2 BART3 BART21

BHRF1-3 BART4 BART18
BART1 BART7

BART1S BARTS
BARTS BARTS
BART16 BART22

BART17 BARTLO
BARTG BART11
BART12
BART19
BART20

Slika 5. Shematski prikaz genoma EBV-a s istaknutim klasterima koji kodiraju za miRNA molekule
(prilagodeno iz Zidovec Lepej i sur., 2020)



Molekule miRNA imaju vaznu ulogu u izbjegavanju imunosnog odgovora i omogucéavanju
dugogodisnje latentne infekcije. Ciljanjem signalnih putova posredovanih receptorima za
prepoznavanje uzoraka (PRR, od eng. pattern recognition receptors) kao §to su Toll-like i RIG-
1 receptori, ove molekule interferiraju s prijenosom signala te posljedi¢no inhibiraju sintezu
interferona tipa 1 kao i ostalih proupalnih citokina koji su nuzni za urodeni imunosni odgovor.
Molekule miRNA takoder smanjuju uspjeSnost prepoznavanja virusa uz pomo¢ NK-stanica
smanjujuéi ekspresiju faktora rasta TGF- B1, kao $to i onemogucuju aktivnost inflamosoma
ciljajuci IL-1 receptor. Djelujuci na proupalni citokin IL-12 koji je odgovoran za diferencijaciju
naivnih CD4+ T-limfocita u zrele Th1 limfocite, povecanu sintezu IFN-a, aktivaciju NK- i T-
limfocita kao 1 inhibiciju angiogeneze, suprimiraju uspjeh imunosnog odgovora posredovanog
CD8+ T-limfocitima. Modulacijom ekspresije kemokina virus izbjegava imunosni odgovor
posredovan Thl limfocitima. Molekule miRNA takoder onemogucéuju prezentaciju na svim
razinama; od smanjenja ekspresije lizosomalnih enzima zasluznih za procesiranje antigena,
preko ciljanja transportera koji donosi peptide do MHC sustava do same prezentacije antigena
smanjujuéi ekspresiju limfocitnog antigena 75 na dentritickim stanicama. Uz to, imaju klju¢nu
ulogu u djelovanju na adaptivnu stani¢nu imunost ciljaju¢i razne regulatore odgovora T-
limfocita pri ¢emu onemoguéuju adekvatnu kontrolu replikacije EBV-a (Zidovec Lepej i sur.,

2020)

Kombinacijom svih navedenih mehanizama, virus EBV osigurava moguénost doZivotne

infekcije zaraZzene osobe.
1.5  Virus EBV te povezanost s malignim 1 autoimunim bolestima

Nakon primarne infekcije, virus EBV ima sposobnost latencije u memorijskim B-limfocitima.
Pri tome su osobe zarazene EBV-om izlozZene riziku od reaktivacije latentne infekcije u vrijeme
stresa, infekcije ili imunosupresije. Osim direktnih posljedica koje moZe izazvati reaktivacija
virusne infekcije, pogotovo u imunosuprimiranih bolesnika, u biomedicinskom smislu posebno
je znacajna uloga virusa EBV kao etioloSkog kofaktora u razvoju odredenih malignih bolesti
kao S§to su nazofaringealni karcinom i Hodgkinov limfom, kao i nekih autoimunih bolesti
primjerice multiple skleroze 1 sistemskog eritemskog lupusa (Patel 1 sur, 2022 i
Soldan 1 Lieberman, 2022). Mehanizam djelovanja EBV-a na razvitak ovih bolesti objasnit ¢u
na primjeru karcinoma nazofarinksa (NPC, od eng. nasopharyngeal carcinoma) i multiple

skleroze (MS).
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NPC karakteriziraju neoplasticne modifikacije epitelnih stanica, a upravo njih EBV zarazava
tijekom ulaska u organizam i uspostavljanja primarne infekcije. EBV ima moguénost
epigenetske modifikacije genoma domacina modifikacijom histona i hipermetilacijom DNA.
Navedene promjene mogu uzrokovati smanjenje regulacije tumor-supresorskih gena, smanjenje
transkripcije proteina i inaktivaciju enzima za popravak DNA §to potice rast tumora. Nadalje,
EBV moze uzrokovati genomsku nestabilnost prelaskom izmedu liticke i latentne faze;
djelovanjem gena BZLF'I koji zaustavlja stani¢ni ciklus i gena BRLFI koji moze uzrokovati
nereguliran ponovni ulazak stanice u S fazu dolazi do poremecaja i u segregaciji kromosoma
stanice. Takoder, EBV kao i mnogi uzroc¢nici raka, ima ugradene mehanizme za izbjegavanje
imunoloskog sustava S$to onda sprjeCava antitumorsku obranu organizma. Primjerice, male
molekule RNA kodirane virusom- EBER mogu inaktivirati gene koje stimuliraju interferoni i
sudjeluyju u imunosnoj obrani. EBV takoder kodira EBNAI1 antigen koji omogucuje
kemoatrakciju regulacijskih T-limfocita koje smanjuju imunoloski odgovor na neoplasti¢ne

NPC stanice (Patel i sur., 2022).

MS jedna je od najc¢es¢ih kroni¢nih upalnih i neurodegenerativnih bolesti srediSnjeg zivéanog
sustava 1 smatra se da u osoba s genetskom predispozicijom bolest moze pokrenuti infektivni
agens kao $to je EBV. VaZan mehanizam koji povezuje infekciju virusom EBV 1 MS, ali i druge
autoimune bolesti jest molekularna mimikrija, a odnosi se na strukturalnu sli¢nost izmedu
stranih 1 vlastitih molekula, Sto moze dovesti do takozvane krizne reaktivnosti. T-limfociti iz
bolesnika s MS koje su autoreaktivne na bazi¢ni protein mijelina (MBP) (Sto je karakteristika
MS-a), iskazuju kriznu reaktivnost s ve¢im brojem virusnih peptida. Krizna reaktivnost
najznacajnija je u slucaju proteina EBNAI1 jer nekoliko domena tog proteina nalikuje na
razli¢ite dijelove domacinskih proteina, ali je zabiljezena i s ostalim proteinima EBV-a kao §to
su liticki proteine BHRF1 1 BPLF1. Mehanizam imortalizacije B-limfocita ima ulogu i u
razvitku autoimunih bolesti; infekcija EBV-om poti¢e proliferaciju 1 prezivljavanje
memorijskih B-limfocita koje mogu promijeniti kontrolu T-limfocita kako nad EBV infekcijom,
tako 1 nad autoimuno reaktivnim B stanicama i T stanicama, a olakSava prezivljavanje samih
autoreaktivnih B-limfocita (Soldan i Lieberman, 2022). Utjecaj EBV-a na razvoj tumora i

autoimunih bolesti razlikuje se ovisno o tipu bolesti, ali opéeniti mehanizmi sli¢ni su opisanima.
1.6  Izazovi u razvoju cjepiva protiv virusa EBV

Virus EBV iznimno je Siroko rasprostranjen virus koji uzrokuje razli€ite bolesti ¢ovjeka.

Usprkos tome, za sada ne postoji profilakti¢ko ili terapijsko cjepivo protiv EBV-a koje je
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odobreno za primjenu u ¢ovjeka, a razlozi za navedenu situaciju su kompleksni. Prvi razlog je
sama slozenost zivotnog ciklusa virusa, kao i velik broj razli¢itih proteina ovojnice.
Kompleksnosti ovog problema pridonosi i ¢injenica da virus zarazava veci broj ciljnih stanica
(epitelne stanice, B-limfociti, T-limfociti, NK-stanice) te da molekularni mehanizmi zaraze T-
limfocita i NK-stanica za sada nisu poznati. Stoga je razvoj cjepiva koje bi sprijecilo infekciju
svih ciljnih stanica za infekciju EBV iznimno kompleksan proces. Uz to, problem predstavlja i
nedostatak zivotinjskog modela za in vivo istrazivanja, s obzirom da je infekcija ovim virusom
zasad karakteristi¢na za populaciju covjeka. Moguci in vivo model su verirovke koje nakon
infekcije virusom EBV mogu oboljeti od bolesti koja je slicna infektivnoj mononukleozi u
covjeka, a njihov receptor CR2 koji je nuzan za vezanje virusnog gp350 za stanicu sli¢an je
analognoj molekuli u ¢ovjeka u klju¢nim aminokiselinama znacajnim za interakciju virusnog i

stani¢nog receptora.

Veliki problem vezan za tip cjepiva kojim se Zeli sprijeciti primarna infekcija upravo je
nedostatak kontrolne skupine. Naime, s obzirom da je oko 90% stanovniStva pozitivho na
antitijela EBV-a, vrlo tesko bi bilo pronaéi ispitanike za istrazivanja koji nikada nisu bili u

kontaktu s virusom.

Trenutno postoje klinicka istrazivanja za dva tipa cjepiva: profilakticko 1 terapeutsko.
Profilakticko cjepivo zasniva se na stvaranju adaptivnog imunosnog odgovora posredovanog
neutraliziraju¢im antitijelima i sprecavanju primarne infekcije. Glavne mete ove vrste cjepiva
su glikoproteini ovojnice koji su zasluzni sa inicijalno vezanje virusne Cestice i B-limfocita.
Ciljna molekula je glikoprotein gp350/220, tj. njegova N-terminalna regija od aminokiselina 1-
470 koja je potrebna za vezanje za molekulu CR2 na B-limfocitima. ITako su ovi epitopi
inducirali stvaranje antitijela u animalnim modelima, nisu pokazani zadovoljavaju¢i rezultati u
smislu opsega humoralne imunoreakcije. Jedan od novijih pristupa koji je joS u fazi istraZivanja
jest bivalentno cjepivo napravljeno od dva antigena, gp350 i gH/glL/gp42, koje je pokazalo
spreCavanje infekcije te pojave limfoma u humaniziranih miSeva. Terapeutska cjepiva
osmisljena su za primjenu nakon primarne infekcije kako bi se ublazilo daljnje Sirenje i razvoj
akutnih infekcija poput infektivhe mononukleoze. Namijenjena su osobama s povecanim
rizikom od malignih bolesti te posttransplantacijske limfoproliferativne bolesti. Jedan od nacina
stvaranja ovakvog cjepiva jest koristenje dentritickih stanica. Dendriticke stanice prikupljaju se
od bolesnika, a zatim se ex vivo stanicama dodaju antigeni¢ni epitopi viralnih proteina EBNA1
1 LMP2, koji su odgovorni za transformaciju stanica u nazofaringealnom karcinomu, a zatim se

vracaju bolesniku. Medutim, iako dendriti¢ne stanice mogu uspjesno aktivirati 1 CD4+ 1 CD8+
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T-limfocite specifine za virusne proteine, in vivo je potrebno pazljivo kontrolirati stupanj
aktivacije imunosnog sustava S§to otezava primjenu ovog tipa cjepiva. Druga metoda je
transformacija viralnih vektora poput Ankara i adenovirusog vektora s genima koji su bioloski
znacajni tj. EBNAI ili LMP]I. Prednost ove metode je snazna ekspresija molekularnih uzoraka
povezanih s patogenima in vivo. Moguce je 1 kombinirati ove dvije metode; tj. prvo provesti
postupak transdukcije autolognih dendriti¢nih stanica s rekombinantnim adenovirusom koji
kodira virusne proteine LMP1 i LMP2 te koriStenje tih stanica u stimulaciji T-imfocita, no

zeljeni odgovor nije postignut.

Najnovija metoda u svijetu razvoja cjepiva jest koriStenje mRNA molekula, te ova vrsta
istrazivanja postoji i za stvaranje cjepiva protiv EBV-a. Na primjer, razvija se cjepivo koje se
sastojalo od pet molekula mRNA koje kodiraju za glikoproteine gp350, gB, gH, gL i gp42 s
ciljem sprec¢avanja primarne infekcije i smanjenja pojavnosti infektivne mononukleoze. Unato¢
svim navedenim pokuSajima i istrazivanjima kroz posljednjih nekoliko desetlje¢a, uspjesno
cjepivo protiv EBV-a jo§ ne postoji. Sudec¢i po dosadasnjem napretku, stvaranje terapeutskog
cjepiva trebalo bi biti moguée u buduénosti, dok je sprecavanje primarne infekcije
profilaktickim cjepivom zasada teSko moguce zbog slozenog mehanizma infekcije kao i Sirokog

raspona tropizma stanica domacina (Rozman i sur., 2022).
1.7  Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu (qPCR)

Higuchi 1 sur. osmislili su 1992. godine nadin za detekciju umnoZavanja DNA tijekom trajanja
PCR reakcije. Proces je bio baziran na fluorescenciji etidijevog bromida u prisutnosti
dvolancane DNA, §to je omogucilo pracenje odvijanja PCR reakcije ,,bez otvaranja reakcijske
tubice®. Taj eksperiment bio je preteCa jedne od vaznijih 1 Siroko koriStenth metoda u
molekularnoj biologiji, kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu, ili takozvanog qPCR-a.
Moderna inacica ove metode takoder se bazira na pojac¢avanju fluorescencije rastom broja
molekula DNA, ali umjesto etidijevog bromida koriste se nespecifi¢ne fluorescentne DNA boje
ili fluorescentno obiljezene oligonukleotidne probe. U pocetnim ciklusima razina fluorescencije
je niska i ne razlikuje se od pozadinske, ali u jednom trenu dode do tocke u kojoj postaje
detektabilna, a ta se tocka naziva ciklusom kvantifikacije (Cq). Vrijednost Cq ovisi o po¢etnom

broju DNA molekula u uzorku kojeg se analizira.

Upravo je mogucnost kvantifikacije pocetne koli¢ine nukleinskih kiselina u uzorku ono §to ¢ini
ovu metodu izrazito bitnom u podrucjima molekularne biologije, infektologije, biomedicine,

ekologije i dr. (Kralik i Ricchi, 2017). Postoje dvije vrste kvantifikacije u qPCR metodi;
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apsolutna 1 relativna. Apsolutnu kvantifikaciju koristimo kako bi odredili to¢nu koli¢inu
prisutne DNA kalupa, a najcesce koriStena metoda jest metoda standardne krivulje. Ta metoda
temelji se na postojanju standarda u reakciji, to jest DNA ili RNA ¢ija je koncentracija unaprijed
poznata. UmnoZzavanjem standarda dobijemo takozvanu standardnu krivulju s kojom mozemo
usporedivati nepoznate vrijednosti te ekstrapolirati vrijednost. Apsolutna kvantifikacija koristi
se, medu ostalim, u biomedicinskim istrazivanjima te dijagnostici u svrhu dobivanja koli¢ine
virusnog materijala u uzorcima, pa je tako ta metoda koriStena i u ovom istrazivanju. Druga
vrsta kvantifikacije naziva se relativnom 1 koristi se za analizu ekspresije gena. Bazira se na
usporedbi ekspresije ciljnog gena sa onom od odabranog takozvanog ,, housekeeping “ gena,
gena koji je konstantno i jednako eksprimiran u stanici. Najcesce koriStena metoda u ovom tipu
kvantifikacije jest AACt metoda, kojom iz Ct vrijednosti ciljnog i kontrolnog gena nizom

formula dobijemo informacije o genskoj ekspresiji (ThermoFisher 2024, BiteSizeBio 2024).
1.7.1. Biokemijska osnova qPCR-a

U pracenju tijeka PCR reakcije koriste se dva nacina: metode koje omogucuju specifi¢nu 1
nespecificnu detekciju produkta koriste¢i boje koje se vezuju na dvolancanu DNA te one
metode koje uz pomo¢ oligonukleotida sa vezanim fluoroforom detektiraju samo specifi¢ne
PCR produkte (Navarro i sur. 2014). Biolozi su dizajnirali velik broj razli¢itih boja i proba koje
su danas Siroko dostupne, a njihove mehanizme djelovanja objasnit ¢u na primjeru cesto

koristene boje SYBR Green te hibridizacijskih proba, koje su 1 koriStene u ovome istrazivanju.

SYBR Green cijaninska je boja asimetri¢ne molekularne grade koja sadrzi dva pozitivna naboja
Sto u standardnoj PCR reakciji doprinosi njenom visokom afinitetu vezanja za dvolananu
DNA. Princip koriStenja ovakvih boja lezi u njihovoj pojacanoj fluorescenciji prilikom vezanja
za dvolan¢ane DNA molekule ¢iji se broj povecava kroz napredovanje PCR reakcije. Zbog
njihovog nespecificnog vezanja predlaze se dodatna analiza krivuljom topljenja u svrhu
provjere tocnosti vezanja. S druge strane, prednost koriStenja ove metode nad metodom
fluorescentnih proba jest njena niza cijena. Primjena SYBR Green, kao 1 ostalih sli¢nih boja jest
Siroka, koriste se za detekciju patogena, pracenje genske ekspresije, detekciju mutantnih

varijanti 1 SNP-ova te mnoge druge (Navarro i sur. 2014).

Hibridizacijske probe sastoje se od dva kratka, razli¢ita oligonukleotida koji se veZu na internu
sekvencu fragmenta koji se umnaza tijekom faze prianjanja za vrijeme trajanja amplifikacijskog
ciklusa. Naziv hibridizacijske probe koja se koristila u ovome istrazivanju jest Red valne duljine

640 nm. U toj probi, jedan oligonukleotid oznacen je na 5' kraju sa LightCycler Red 640, dok
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je na 3' kraju modificiran fosforilacijom kako bi se sprijecilo produljivanje. Drugi
oligonukleotid na 3' kraju oznacen je fluoresceinom. Kada probe hibridiziraju sa molekulom
DNA budu u neposrednoj blizini jedna drugoj $to omogucuje prijenos energije fluorescentnom
rezonancijom (FRET, od eng. fluorescence resonance energy transfer) izmedu dva fluorofora
(mehanizam prikazan na Slici). Tijekom FRET-a, izvor svijetlosti gPCR instrumenta pobuduje
donorski fluorofor fluorescein te se dio ekscitacijske energije prenese na akceptorski fluorofor,
LightCycler Red 640. Fluorescencija koju on emitira zabiljezi se LightCycler instrumentom.
Ukoliko zelimo pratiti umnazanje interne kontrole koristimo isti mehanizam, ali proba koju
koristimo naziva se LightCycler Red 690 (priru¢nik za koriStenje LightCycler® EBV
Quantification Kit, 2002). Prednost ovih, ali i ostalih hibridizacijskih probi jest njihov
jednostavni dizajn i sinteza, kao i mogucnost kvalitetne optimizacije uvjeta PCR reakcije.
Opisane probe mogu se Kkoristiti za detekcija te kvantifikaciju prisutnosti patogena,

genotipizaciju, detekciju mutacija i SNP-ova i dr. (Navarro i sur. 2014).

Akceptor Donor

' \ ¥ r\
5 3 COLELEERREL R Rty 2 3 PEREREELER Rty 3" Hibridizacija

Akceptor Donor

' \5' r\
5 FELEREREERRR g FELRERRERTERTR Rl 3 Detekcija

Taq

3'||[|||||||||||||||r:||||||||||||||[|||||||||||||r|||1||5! i 2 e

5’ 3’ Ekstenzija pocetnice

Slika 6. Princip djelovanja hibridizacijskih proba (preuzeto i prilagodeno sa DNA universe)

1.8. Primjena kvantifikacije EBV DNA u biomedicini

U biomedicini postoji mnogo nacina dijagnosticiranja virusne infekcije, a jedna od njih jest
mjerenje koli¢ine genomske RNA ili DNA patogenih mikroorganizama za koje se pretpostavlja
da su etioloski ¢imbenici bolesti pri ¢emu se u klinickim laboratorijima Siroko primjenjuje

metoda qPCR (Huh i sur., 2016). Kvantifikacija DNA EBV-a moze nam dokazati da je upravo
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virus EBV uzro¢nik infekcije 1 omoguciti postavljanje to¢ne dijagnoze. Takoder, omogucuje
nam pracenje progresije bolesti pracenjem promjene broja kopija DNA kroz odreden vremenski
period. Posebnu vaznost nosi prac¢enje kolicine DNA EBV-a u krvi imunokompromitiranih
bolesnika, poput pacijenata koji su lijeCeni transplantacijom. Kinetika virusne replikacije koja
se procjenjuje odredivanjem kolicine DNA EBV-a najceS¢e se povezuje sa simptomima
pojedinih bolesti (Lay i sur., 2010). Prediktivna vrijednost kvantifikacije DNA EBV-a istrazuje
se 1 u drugim modelima infektivnih i neinfektivnih bolesti covjeka. Npr. Alberti i suradnici
(2023) su objavili rad u kojem su utvrdili da se kvantifikacija DNA EBV-a iz plazme moze

koristiti kao prognosticki ¢imbenik kod raka zeluca povezanog s EBV-om.

Usprkos brojnim dokazima o vaZnosti kvantifikacije DNA EBV-a u biomedicinskim
istrazivanjima, medulaboratorijske usporedbe pokazale su znacajnu varijabilnost u mjerenje
koli¢ine prisutne virusne DNA. Posebno je vazno istaknuti da su literaturni podatci o usporedbi
koli¢ine DNA EBV-a mjerene razli¢itim molekularnim testovima u nekim sluc¢ajevima pokazali
znacajne analiticke razlike koje posljedicno mogu imati znacajan ucinak i na interpretaciju
bioloske znacajnosti analiti¢kih rezultata (Herdina i sur. 2022, Stelzl i sur. 2023, Vancutsem i
sur. 2023). Stoga nedvojbeno postoji potreba za usporedbom rezultata kvantifikacije DNA
EBV-a mjerene razli¢itim molekularnim testovima na razli¢itim bioloskim uzorcima te je nuzno
prosiriti 1 znanje o usporedbi primjene testova na razli¢itim generacijama PCR uredaja koji se
koriste u biomedicinskim istrazivanjima (Huh i sur.,, 2016). Posebno je znacajno provesti
usporedna testiranja u slucaju prestanka primjene odredenog molekularnog testa te, u slucaju
statistiCki znacajnih razlika u viremiji dobivenih standardnim odnosno novim molekularnim
testom, razmotriti interpretaciju eventualnih promjena u kinetici virusne replikacije tijekom
vremena u razli¢itim modelima biomedicinskih istrazivanja kao 1 bioloSku vaZnost

diskordantnih rezultata.
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2. Cilj istrazivanja

Ci]j istrazivanja je, po prvi puta, usporediti broj kopija DNA EBV-a u uzorcima periferne krvi
odredenih primjenom dvaju standardiziranih kvantitativnih PCR testova u stvarnom vremenu
te utvrditi da li su rezultati procjene kinetike virusne replikacije usporedivi i1 primjenjivi u

bioloskim i biomedicinskim istrazivanjima.
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3. Materijali 1 metode

3.1 Bioloski uzorci

U ovom je istrazivanju koristeno 100 uzoraka DNA izolirane iz periferne krvi ispitanika koji su
ukljuceni u znanstveno-istrazivacki projekt ,,Molekularna raznolikost virusa Epstein-Barr*
(Sifra projekta IP-2020-02-8961, Hrvatska zaklada za znanost, HRZZ). Navedeni projekt kao i
istrazivanje u sklopu ovog diplomskog rada provedeni su u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr.
Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu. Eticko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti odobrilo je ovo
istrazivanje na sjednici odrzanoj 28.08.2019.g. (ur.broj. 01-1247-3-2019).

DNA iz odabranih bioloskih uzoraka izolirana je uz primjenu standardiziranog kompleta
reagensa QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) koji je optimiziran za
izolaciju oko 6 pug ukupne DNA (genomske, viralne, mitohondrijske) iz 200 pL perferne krvi s
antikoagulansom etildiamintetraoctena kiselina. Uzorci DNA bili su pohranjeni u biobanci
HRZZ projekta IP-2020-02-8961 na -20°C do analize u sklopu ovog istrazivanja. Bioloski
uzorci prikupljeni su od ispitanika oboljelih od infektivne mononukleoze 1 drugih bolesti u

kojima je virus EBV jedan od znacajnih etioloskih ¢imbenika.

3.2 Metode

U ovom sam istraZzivanju usporedila rezultate kvantifikacije DNA EBV-a metodom
kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu primjenom dvaju standardiziranih testova na
razli¢itim instrumentima za amplifikaciju nukleinskih kiselina:

1. test LightMix for the detection of EBV DNA na instrumentu LightCycler 2.0. (Roche
Diagnostics, Mannheim, Njemacka, Slika 6) koji je standardna metoda u Klinici za infektivne
bolesti za kvantifikaciju DNA EBV-a i

2. novi test LightMix for the detection of EBV DNA s adaptiranim protokolom na instrumentu
nove generacije LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics, Slika 7) koji ¢e biti evaluiran u sklopu
ovog istrazivanja.

Oba testa temelje se na uporabi specifi¢nih pocetnica za umnoZavanje fragmenta veli¢ine 166
parova baza gena EBNA-2 koji kodira za jezgreni protein virusa EBV. U oba molekularna testa,
reakcijska smjesa za PCR sastoji se od molekule DNA, specificnih pocetnica, reagensa
FastStart Master HybProbe (Roche Diagnostics koji sadrzi 10x koncentrirane komponente za
stvaranje reakcijske smjese (FastStart Taq DNA polimeraza, reakcijski pufer, dNTP-ovi

pomijesani sa dUTP-ovima umjesto dTTP-ovima 1 10 mM MgCl,), 25mM otopinu MgCl, te
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vodu za PCR (voda specifi¢no procis¢ena od nukleaza, RNAza, DNA molekula i kemijskih
kontaminanata u svrhu koristenja u PCR reakciji), dok se umnozeni produkti PCR reakcije
detektiraju uz pomo¢ hibridizacijske probe Red valne duljine 640 nm (kanal 640). Jednaku
probu koristimo 1 pri izradi negativne kontrole. Granice detekcije oba PCR testa u stvarnom
vremenu iznose 10 kopija DNA EBV-a po mL pri ¢emu je linearno podrugje kvantifikacije 102
do 10° kopija DNA EBV-a. U istrazivanju sam koristila i interne kontrole koje se sastoje od
DNA virusa Lambda i PhV, a koja se detektira uz pomoc¢ hibridizacijske probe Red valne duljine
690 nm (kanal 705), negativnu kontrolu, kao 1 kvantifikacijske standarde koji se sastoje od
purificirane klonirane DNA EBV-a poznate koncentracije (od 10! do 10° kopija). Rezultati

testova dobiveni su analizom krivulje taljenja nakon zavrSetka reakcije PCR-a u stvarnom

vremenu.

Slika 7. Instrument LightCycler 2.0. Slika 8. Instrument LightCycler 480 II

3.2.1 Priprema reagensa za PCR u stvarnom vremenu

Pripremu reakcijske smjese za PCR u stvarnom vremenu zapocela sam dodavanjem 66 pL vode
za PCR 2uL Parametar-specificnog reagensa (PSR) u epruvetu s reagensom za PCR koji sadrzi
prethodno izmijeSane liofilizirane pocetnice 1 probe te kratko centrifugirala na 1500g, a u
epruvetu za kontrolnu PCR reakciju dodala sam 1200 pL vode za PCR. Za pripremu negativne
kontrole pomijesala sam 900 pL vode za PCR sa 100 pL pripremljenog reagensa za kontrolnu
reakciju.

Reakcijsku smjesu pripremila sam prema shemi prikazanoj u Tablici 1, mnozeéi navedene

koli¢ine s brojem za jedan ve¢im od broja uzoraka koje sam testirala u odredenoj grupi
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ispitivanih uzoraka (racunajuci i pozitivnu kontrolu, negativnu kontrolu te kvantifikacijske

standardne pripravke).

Tablica 1. Upute za pripremu reakcijske smjese

Komponenta Pojedinacna reakcija (volumen)
dH2O 6,35 uL
Mg?* otopina 25 mM 2,4 uL
PSR mix (parametar-specificni reagens) 2,0 uL
Pocetnice i1 probe za kontrolnu reakciju 0,25 uL
Reagens kontrolne reakcije 2.0 uL
Reakcijska smjesa za PCR 2,0 uL
Ukupan volumen reakcijske smjese 15,0 uL

Nakon priprave reakcijske smjese, kratko sam centrifugirala epruvete te prebacila po 15 uL
smjese u svaku od jazica mikrotitracijske plocice ili kapilare za PCR reakciju (ovisno o
instrumentu), te dodala po 5 uL uzorka DNA u sve jaZice osim jedne u koju sam dodala 5 pL
standarda. Napunjene jaZice sam zatvorila i postavila u prethodno kodirano ciljano mjesto na
instrumentu te pokrenula izvodenje reakcije.

Postupak programiranja instrumenata za PCR u stvarnom vremenu kao i1 metoda analize

rezultata na ova dva instrumenta znacajno su razliciti te su zasebno opisani.

3.2.2 Programiranje 1 analiza rezultata na instrumentu LightCycler 2.0

Program uredaja sastoji se od 4 koraka reakcije PCR-a u stvarnom vremenu pri ¢emu su svi
parametri reakcije pojedinacno opisani u Tablici 2.:

e denaturacija (denaturacija uzorka i aktivacija enzima),

e amplifikacija (PCR amplifikacija ciljne DNA),

e taljenje (analiza krivulje taljenja za identifikaciju PCR produkta dobivenoga iz ciljne
DNA),

e te hladenje (hladenje instrumenta).

Prije samog pokretanja reakcije pokrenut je program kompenzacije boja, a koriStena metoda
je maksimum druge derivacije.
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Tablica 2. Program izvodenja PCR reakcije na LightCyler 2.0 uredaju

Parametri Denaturacija Amplifikacija Taljenje Hladenje
Nacin analize / Kvantifikacijski Krivulje taljenja /
Ciklusi 1 50 1 1
Ciljna temperatura 95 95 62 72 95 40 85 40
[°ci
Trajanje . 00:00:0 | 00:00:0 | 00:00:1 | 00:00:2 | 00:00:2 | 00:00:0 AN,
[hh:mm:ss] 00:10:00 5 5 5 0 0 0 00:00:30
Ramp Rate [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0.2 20
Sec Target [°C] - - 55 - - - - -
Step Size [°C] - - 0.5 - - - - -
Step Delay i i 1 i i i i i
(Cycles)
Acquisition Mode / / Jedan / / / Cont: /

Nakon zavrSetka reakcije PCR-a u stvarnom vremenu program instrumenta kreira krivulje
amplifikacije 1 taljenja. Analiza rezultata zapocinje provjerom rezultata vidljivih na kanalu pod
brojem 604 koji se odnosi na negativnu kontrolu. Tijekom analize provjerila sam rezultate te
utvrdila da negativna kontrola ne daje signal amplifikacije te na taj nacin potvrdila da tijekom
izvodenja PCR-a u stvarnom vremenu nije doslo do kontaminacije ili nespecifi¢ne amplifikacije
tj. da mogu pristupiti analizi rezultata bioloSkih uzoraka. Rezultate pozitivne kontrole provjerila
sam analizom podataka vidljivim na kanalu 705. Vjerodostojan PCR test u stvarnom vremenu
nema signala pri analizi negativne kontrole no pokazuje amplifikaciju pozitivne kontrole.
Dodatni kriterij vjerodostojnosti umnoZavanja ciljnog fragmenta je umnozZavanje interne
kontrole (za negativne rezultate), dok u pozitivnim uzorcima umnoZavanje interne kontrole nije
obvezno. U dijelu programa ,,Krivulje taljenja* vidljivi su rezultati kvantifikacije DNA EBV-a
(Slika 8.) pri ¢emu uzorci DNA s koncentracijama u rasponu od 10° kopija/reakciji do 10!
kopija/reakciji trebaju imati Ct vrijednosti izmedu 17. 1 35. ciklusa.
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Slika 9. Prikaz amplifikacijske krivulje dobiven na instrumentu LightCycler 2.0. U legendi iznad krivulja vidimo
brojeve nanesenih uzoraka i boje pod kojima se vide njima pripadajuce krivulje. Brojevima 1-7 oznaceni su uzorci
koji se analiziraju, pod brojem 9 nalazi se standard, a pod brojem 10 negativna kontrola. X os oznacava prolazak
ciklusa dok je na y osi oznacena zabiljeZzena fluorescencija pod kanalom 640. Prikazani rezultat je validan s
obzirom na to da se negativna kontrola nije umnozila, a standard, uz pomo¢ kojega program izracuna i viremiju
uzoraka, jest. Uzorci pod brojevima 2 i 7 smatraju se pozitivnima s obzirom da je zabiljezeno umnoZzavanje i
vidimo njihovu amplifikacijsku krivulju.

3.2.3 Programiranje i analiza rezultata na instrumentu LightCycler 480 11
U sklopu pripreme za rad na instrumentu oznacila sam popunjene jaZice mikrotitracijske

ploCice, programirala sam instrument za rad u modelu apsolutne kvantifikacije te prije
zapocinjanja reakcije upisala podatke o kvantifikacijskim standardima.

Program instrumenta LightCycler 480 II sastoji se od Cetiri koraka koji su identi¢ni prethodno
opisanim koracima za instrument LightCycler 2.0 tj. od denaturacije, amplifikacije, taljenja te
hladenja. Program izvodenja PCR reakcije prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3. Program izvodenja PCR reakcije na LightCyler 480 II uredaju

Parametri Denaturacija Amplifikacija Taljenje Hladenje
Nacin analize / Kvantifikacijski Krivulje taljenja /
Ciklusi 1 50 1 1
Ciljna temperatura 95 95 62 72 95 40 85 40
[°cj
Trajanje L 00:00:0 | 00:00:0 | 00:00:1 | 00:00:3 | 00:02:0 | 00:00:0 .
Ihhommss] 00:10:00 5 s s 0 0 0 00:00:30
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Ramp Rate [°C/s] 96 4.4 4.4 2.2 4.4 4.4 1.5 - 1.5
Ramp Rate [*C/5] 4.6 4.6 2.4 4.6 4.6 2.0 - 2.0
384
Sec Target [°C] - - 55 - - - - -
Step Size [°C] - - 0.5 - - - - -
Step Delay (Cycles) - - 1 - - - - -
Acquisition Mode / / Jedan / / / Cont: /

Acquisitions [per °C]

Nakon zavrSetka PCR reakcije, u programu sam odabrala moguénost analize u modelu
apsolutne kvantifikacije, analize vise boja (opcija multicolor analysis) te analize krivulje PCR

reakcije (metoda druge derivacije).

Rezultate kvantifikacije DNA EBV-a u bioloskim uzorcima analizirala sam kombinacijom
valnih duljina 498-640 nm pri ¢emu sam ocekivala da u uzorcima s mjerljivom DNA EBV-a s

koncentracijama u rasponu od 10° kopija/reakciji do 10! kopije/reakciji Ct vrijednost treba biti
izmedu ciklusa 17 1 35, negativna kontrola ne bi smjela pokazivati bilo kakav amplifikacijski
signal, a prisutnost interne kontrole sam provjeravala kombinacijom valnih duljina 498-660 nm.

Tumacenje rezultata jednako je kao 1 prethodno opisano za uredaj LightCycler 2.0.
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Slika 10. Prikaz amplifikacijske krivulje dobiven na instrumentu LightCycler 480 II. Na x osi vidimo brojeve
ciklusa dok je na y osi ozna¢ena zabiljeZena fluorescencija na valnim duljinama 498-640 nm. Ispod slike krivulja
vidljiva je standardna krivulja uz pomo¢ koje program izra¢una viremiju. Nazivi uzoraka bili bi vidljivi potezom
misa preko zasebnih amplifikacijskih krivulja. Uzorci koji zabiljezavaju umnoZzavanje rastom amplifikacijske
krivulje prije 35.ciklusa smatraju se pozitivnima.

Bitna razlika izmedu dva opisana testa jest nac¢in u nainu detekcije fluorescentnih signala.
Koriste¢i LightCycler 2.0 uredaj provjeravamo umnozavanje EBV DNA u kanalu 640, a interne
kontrole u kanalu 705, §to znaci da da se signal detektira samo na valnoj duljini od 640, odnosno
705 nanometara. Krivulje dobivene analizom na LightCyler 480 II. uredaju prou¢avamo pod
kombinacijom filtera 498-640 (645) nm za EBV DNA, a 498-660 (700) nm za internu kontrolu.
Taj princip omogucuje nam detekciju signala ne samo na valnoj duljini od 640 nm odnosno 705
nm, ve¢ 1 na valnim duljinama unutar tog raspona, sve do 640 (ili 645) odnosno 660 (ili 700)
nanometara, §to moze dovesti do vece osjetljivosti koriStene metode.

3.2.4 Statisticka analiza

Statisticka analiza u ovom radu za izradu statistickih testova i grafova usporedbe dva testa
radena je u programu R (verzija 4.2.1.) (R Core Team (2023). R: A Language and Environment
for Statistical Computing, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Izracuni
analize podataka o pacijentima radeni u programu Microsoft Excel 2016 (Verzija 2312).
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4. Rezultati

Ukupno 100 uzoraka periferne krvi ukljueno je u ovom istrazivanje i1 analizirano qPCR
testovima u stvarnom vremenu (standardni LightMix test na instrumentu LightCycler 2.0 i
LightMix test s adaptiranim protokolom na instrumentu nove generacije LightCycler 480 II).
Rezultati analize svih ispitivanih bioloskih uzoraka bili su validni tj. nije bilo inhibicije PCR
reakcije. U ovom sam istrazivanju analizirala i usporedila rezultate dvaju testova te odredila
broj uzoraka s nemjerljivom te uzoraka s mjerljivom viremijom te njihovu podudarnost. Za
uzorke u kojima je viremija tj. broj kopija DNA EBV-a bio mjerljiv, odredila sam i usporedila
vrijednost viremije te Ct vrijednosti. Takoder sam analizirala omjer spolova ispitanika,
usporedila raspon njihove dobi te analizirala pojavnost odredenih dijagnoza ispitanika koji su
ukljuceni u ovo istrazivanje.

4.1  Usporedba broja kopija DNA EBV-a koriStenjem dva testa

Rezultati kvantifikacije DNA EBV-a primjenom dvaju molekularnih testova kao i usporedba
viremija i Ct vrijednosti svih ispitanih uzoraka prikazani su u Tablici 4. Vrijednost viremije
izrazena je kao broj kopija DNA EBV-a po ml periferne krvi ispitanika.

Tablica 4. Rezultati analize bioloskih uzoraka uzoraka na instrumentima LightCycler 2.0 i LightCycler 480 II.
Drugi i tre¢i stupac odnose se na vrijednosti dobivene kvantitativnim PCR testom u stvarnom vremenu LightMix
for detection of EBV DNA na LightCycler 2.0 uredaju, dok se Cetvrti i peti stupac odnose na rezultate dobivene
LightMix testom s adaptiranim protokolom na LightCycler 480 II uredaju. Uzorci u kojima nije detektirana
prisutnost EBV DNA oznaceni su kao negativni ,,NEG. “(nema Ct vrijednosti). Uzorak imena ,,EBV 68 analiziran
je dva puta zbog razlicitih rezultata dobivenih primjenom dvaju testova te je oznacen crvenom bojom.

UZORAK Ll‘;}}éﬁg‘é 0 Ct VRIJEDNOST Lig)z]tIgyEcll\ngS’ 01 Ct VRIJEDNOST
EBV 1 28700 33,24 4800 32,55
EBV 2-5 NEG. / NEG. /
EBV 6 30100 33,15 2700 33,61
EBV 7 566000000 17,5 308000000 16,1
EBV 8 176000 30,72 400000 26,96
EBV 9 112000 31,52 186000 28,09
EBV 10 40800 31,63 21900 31,25
EBV 11 893000 28,35 928000 25,72
EBV 12 400000 29,09 396000 26,98
EBV 13 145000 31,13 17700 31,57
EBV 14 151000 30,36 237000 27,73
EBV 15 7540000 24,6 7230000 22,68
EBV 16 NEG. / NEG. /
EBV 17 NEG. / NEG. /
EBV 18 96600 32,08 4100 31,68
EBV 19 169000 29,61 415000 24,84
EBV 20 11900 33,08 4600 31,5
EBV 21 13400 31,93 1600 33,27
EBV 22 128000 29,83 1900 33,91
EBV 23 696000 33,25 81500 27,24
EBV 24-31 NEG. / NEG. /
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EBV 32 181000 30,51 26000 29,58
EBV 33 526000 28,69 69100 28,16
EBV 34 180000 30,51 40500 28,94
EBV 35 192000 30,89 3600 32,42
EBV 36 42900 33,52 4700 32,06
EBV 37 449000 28,95 202000 26,6
EBV 38 491000 28,89 89500 27,78
EBV 39 445000 29,06 114000 27,43
EBV 40 356000 29,86 200000 26,61
EBV 41 319000 28,76 296000 26,05
EBV 42 40100 32,65 13900 30,49
EBV 43 40000 31,96 25200 29,62
EBV 44 2600 34,26 2700 33,12
EBV 45 53800 31,73 486000 25,24
EBV 46 12100 32,57 3100 32,88
EBV 47 321000 29,72 1310000 23,78
EBV 48 1610000 26,8 3050000 22,53
EBV 49 91900 31,8 152000 26,96
EBV 50 174000 30,23 898000 24,33
EBV 51 3090 33,64 2900 32,95
EBV 52 223000 29,97 32200 29,95
EBV 53 114000 30,77 3500 32,62
EBV 54 96000 30,96 318000 25,87
EBV 55 62900 30,76 17700 30,14
EBV 56 3300 33,59 23000 29,75
EBV 57 249000 30,18 52900 28,62
EBV 58 108000 30,07 117000 27,45
EBV 59 84200 30,61 103000 27,63
EBV 60 624000 29,44 594000 25,04
EBV 61 58800 30,91 9600 31,14
EBV 62 65500 31,37 10100 31,07
EBV 63 777000 27,37 613000 25

EBV 64 164000 29,58 45900 28,83
EBV 65 79800 31,64 5000 32,12
EBV 66 38700 31,91 11300 30,91
EBV 67 58000 31,58 56000 28,53

EBV 69-70

EBV 71-100 NEG. / NEG. /

4.2 Statisticka analiza rezultata usporedbe viremije 1 Ct vrijednosti u
testovima kvantifikacije DNA EBV-a

Usporedbu rezultata qPCR testova u stvarnom vremenu koriStenih u ovom istrazivanju zapocela
sam analizom podudarnosti mjerljivih (pozitivni rezultati) i nemjerljivih (negativni rezultata)
viremija.

Od ukupno 100 analiziranih bioloskih uzoraka, 53 uzorka (53.0%) bili su pozitivni (mjerljiva
viremija) uz primjenu standardnog LightMix testa na instrumentu LightCycler 2.0, dok su 54
uzorka (54.0%) bila pozitivna u LightMix testu s adaptiranim protokolom.
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Nepodudarni tj. diskordantni rezultat dokazala sam u jednom od 100 uzoraka. Navedeni
bioloski uzorak je u oba testa bio nemjerljiv (negativan) na standardnom LightMix testu na
instrumentu LightCycler 2.0 dok je u oba testiranja koja su provedena novim testom LightMix
s adaptiranim protokolom na instrumentu LightCycler 480 II viremija bila mjerljiva (1700 i
1800 kopija DNA EBV-a po ml periferne krvi). Obzirom na to da su rezultati testiranja bili
podudarni u 99 od 100 uzoraka, Kohenov kappa koeficijent, koji se koristi kod analize slaganja
rezultata dva testa, iznosio je 0.98. 95% interval pouzdanosti (eng. confidence interval, Cl) za
ovaj Kappa koeficijent je od 0,94 do 1,00 (95% CI 0.94 - 1.00).

U svrhu usporedbe rezultata ovih molekularnih testova, detaljnije sam analizirala viremije u
pozitivnim uzorcima kako bih utvrdila da li postoje razlike u broju DNA EBV-a u istim
uzorcima pri koristenju razlicitih testova. Na Slici 11. prikazana je distribucija vrijednosti
viremije kod pozitivnih uzoraka tj. uzoraka s mjerljivom viremijom dobivenih primjenom dvaju
analiziranih testova. Analizom 53 uzorka koja su bila pozitivna u oba molekularna testa utvrdila
sam da je u 15 uzoraka (28.3%) viremija dobivena primjenom novog LightMix testa s
adaptiranim protokolom bila je viSa u usporedbi sa rezultatima standardnog testa, dok je
viremija u ¢ak 38 uzoraka (71.7%) izmjerena standardnim testom bila viSa u usporedbi s novim
molekularnim testom.

Statistickom analizom uz primjenu Wilcoxon signed-rank test metode utvrdila sam da je
medijan viremije dobiven primjenom novog LightMix testa s adaptiranim protokolom iznosio
49 400 kopija DNA EBV-a po ml dok je medijan viremije dobiven standardnim testom iznosio
128 000 kopija DNA EBV-a te da je razlika u izmjerenim viremija statisti¢ki znacajna (p<
0.001).
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Slika 11. Graficki prikaz distribucije vrijednosti viremija kod pozitivnih uzoraka primjenom standardnog
LightMix testa na instrumentu LigthCycler 2.0 (crveno, ,,Standardni LightMix test*) i novog testa LightMix
s adaptiranim protokolom na instrumentu LightCycler 480 II (plavo, ,,LightMix test s adaptiranim
protokolom®). Na x osi oznaceni su testovi, dok su na y osi prikazane logaritamske vrijednosti viremija.
Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do treceg
kvartila raspodjele. Tockice predstavljaju individualne uzorke, a linije predstavljaju razlike u vrijednostima
izmedu testova

Nakon usporedbe viremija dobivenih standardnim i novim testom, usporedila sam i pripadajuce
Ct vrijednosti analize pojedinacnih bioloSkih uzoraka. Na Slici 12. prikazana je distribucija Ct
vrijednosti pozitivnih uzoraka izmjerena standardnim LightMix testom i novim LightMix testom
s adaptiranim protokolom.

Od ukupno 53 bioloSka uzorka s mjerljivom viremijom u oba testa, Ct vrijednost 9 uzoraka
(17.0%) bila je visa u novom testu u odnosu na standardni test dok je u ostalim uzorcima (n=44,
83.0%) Ct vrijednosti bila viSa u standardnom LightMix testu. Medijan Ct vrijednosti uzoraka
u standardnom LightMix testu iznosio je 30.8 dok je u novom LightMix testu s adaptiranim
protokolom iznosio 28.7 pri ¢emu je razlika bila statisticki znacajna (p<0.001). U statistickoj
analizi primijenla sam Wilcoxon signed-rank test koji se koristi za usporedbu distribucija dvaju
numerickih varijabli koje nisu normalno distribuirane.
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Slika 12. Graficki prikaz distribucije vrijednosti Ct vrijednosti kod pozitivnih uzoraka na standardnom LightMix
testu na instrumentu LightCycler 2.0 (crveno, ,,Standardni LightMix test”) i novom LightMix testu s adaptiranim
protokolom na instrumentu LigthCycler 480 II (plavo, ,,.LightMix test s adaptiranim protokolomi‘). Na x osi oznaceni
su testovi, dok su na y osi oznacene Ct vrijednosti. Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se
pravokutnici protezu od prvog do tre¢eg kvartila raspodjele. Tockice predstavljaju individualne uzorke, a linije
predstavljaju razlike u vrijednostima izmedu testova.

U ovom sam istrazivanju takoder analizirala podatke o spolu, dobi i uputnoj dijagnozi ukupno
62 ispitanika ¢iji su bioloSki uzorci bili uklju€eni u ovo istrazivanje. Aritmeticka sredina dobi
ispitanika iznosila je 34.7 godina (raspon od 3-71 godina) pri ¢emu je 36% ispitanika bilo
muskog spola.

Vecina ispitanika ukljucena je u istrazivanje zbog vrucice nepoznatog podrijetla tj. etiologije
(11 ispitanika), infektivne mononukleoze (4 ispitanika) i transplantacije (6 ispitanika) dok su u
ostalith ispitanika utvrdene druge virusne infekcije (npr. infekcija virusom ljudske
imunodeficijencije tipa 1 1 virusa hepatitisa C) kao 1 brojne autoimune bolesti
(demijeliniziraju¢e bolesti srediSnjega Ziv€anog sustava, sistemski lupus eritematozus,
Sjogrenov sindrom i dr.).
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5. Rasprava

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su statistiCki znacajne razlike u broju kopija DNA EBV-a i
Ct vrijednosti u perifernoj krvi koje su dobivene primjenom standardiziranih qPCR testova u
stvarnom vremenu LightMix na instrumentu LightCycler 2.0 i1 LightMix s adaptiranim
protokolom na instrumentu LightCycler 480 II kao 1 postojanje nepodudarnih rezultata
testiranja. Oba testa temelje se na umnozavanju identi¢ne ciljne sekvence u genu EBNA-2 te
imaju identi¢nu deklariranu granicu detekcije i raspon kvantifikacije DNA EBV-a. Rezultati
ovog istrazivanja prvi su dostupni podatci o usporedbi rezultata kvantifikacije DNA EBV-a
navedenim standardiziranim molekularnim testovima.

Literaturni podatci o usporedbi rezultata kvantifikacije DNA EBV-a u perifernoj krvi ili plazmi
ispitanika primjenom standardiziranih molekularnih testova razli¢itih proizvodaca u brojnim
modelima biomedicinskih istrazivanja iznimno su heterogeni te ukazuju na postojanje
znacajnih razlika u viremiji obzirom na test.

Stelzl i sur. (2023) usporedivali su novi standardizirani molekularni qPCR test u stvarnom
vremenu Cobas EBV test koji je bio u ranoj fazi analiti¢ke validacije s Cetiri qPCR testa koji su
prethodno bili koriSteni u brojnim biomedicinskim istrazivanjima kao i u dijagnostici: EBV R-
GENE® kit, artus EBV RG PCR Kit, RealStar® EBV PCR Kit 2.0 te RealTime EBV assay.
Usporedba rezultata ovih testova napravljena je primjenom referentnog pripravka DNA EBV-a
Svjetske zdravstvene organizacije uz razrjedenja kao i analizom uzoraka plazme anonimiziranih
osoba. Rezultati kvantifikacije DNA EBV-a primjenom testa Cobas EBV test pokazali su
odstupanje od -0.0097 logio u odnosu na ciljnu vrijednost standardnog pripravka dok su
odstupanja drugih testova analiziranih u ovom istrazivanju bila u rasponu od 0.0037 i -0.12
logio. DNA EBV-a. Rezultati usporedbe ovih molekularnih testova pri analizi uzoraka plazme
pokazala su manja odstupanja koja su bila unutar -0.5 log1o pri ¢emu je potrebno istaknuti da je
analiza izradena na modelu plazme, a ne periferne krvi (poput ovog istrazivanja) te direktna
usporedba s nasim rezultatima nije moguca.

Zanimljivo je istaknuti da je u ovom istrazivanju od ukupno 30 pozitivnih bioloskih uzoraka u
kojima je DNA EBV-a bila mjerljiva, primjenom Cobas EBV testa DNA EBV-a uspjesno
kvantificirana u 28 uzoraka, odnosno u 27 uzoraka primjenom RealTime EBV i RealStar EBV
PCR Kit 2.0 testova. KoriStenjem artus EBV RG PCR Kit testa viremija je odredena u 25
uzoraka, dok je koriStenjem EBV R-GENE testa dobiveno samo 15 mjerljivih rezultata. Ovakvi
rezultati pokazuju vece neslaganje medu testovima te ne ukazuju na visoku vjerodostojnost
testova analiziranih u ovome istrazivanju. Naime, analiti¢ki rasponi detekcije 1 kvantifikacije
DNA EBV-a umolekularnim testovima koji su analizirani u ovom radu bili su znacajno razli€iti:
Cobas EBV test EBV 35-1,0x10% ITU/ml, R-GENE® kit 5,0 x 102-1,0x10” IU/ml, artus EBV RG
PCR Kit nije definiran, RealStar® EBV PCR Kit 2.0 10-1,0x10® i RealTime EBV assay 40-
2,0x10® TU/ml, odnosno za jedan test nije bio definiran. Stoga je konzistentna usporedba
viremija izmjerenih u bioloSkim uzorcima plazme bila oteZana.
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Statistickom analizom nasih rezultata dobiven je Cohenov Kappa koeficijent koji iznosi 0,98,
Sto upucuje na izuzetno velik stupanj slaganja izmedu dva analizirana testa. Takoder, 95%
interval pouzdanja (CI) za ovaj Kappa koeficijent je od 0,94 do 1,00. To sugerira da, s 95%
sigurnosti, prava vrijednost Cohenovog Kappa koeficijenta u ovom istrazivanom uzorku lezi
izmedu 0,94 i 1,00. Odnosno, vrlo visoko slaganje (0,98) je unutar ovog intervala. Hardin i sur.
(2022) analizirali su analiticke parametre novog qPCR testa NeuMoDx s testom koji je
prethodno koristen u brojnim biomedicinskim istrazivanjima Altona EBV DNA test. Od ukupno
245 analiziranih uzoraka, ¢ak 11 rezultata bilo je nepodudarno u odabranim testovima iz ¢ega
slijedi nizi stupanj slaganja izmedu ova dva testa (95.5%) u usporedbi s testovima koji su
analizirani u ovom istrazivanju. Obzirom na to da su LightMix i LightMix test s adaptiranim
protokolom za kvantifikaciju DNA EBV-a koji su ukljuceni u naSe istrazivanje bili izvedeni uz
primjenu instrumenata istog proizvodaca, no druge generacije (LightCycler 2.0 1 LightCycler
480 II), visi stupanj podudarnosti izmedu dva molekularna testa kojeg smo opazili u naSem
istrazivanju u usporedbi s istrazivanjem Herdina i sur. (2022) je o¢ekivan. Iz toga zaklju¢ujemo
da pri prestanku primjene odredenog molekularnog testa te potrebe primjene novih generacija
testova, izbor testova drugih proizvodaca koji se izvode na drugim instrumentima za PCR u
stvarnom vremenu moze uzrokovati znacajniji stupanj neslaganja s dotadaS$njim rezultatima
kvantifikacije DNA EBV-a.

U istrazivanju Vancutsem i sur. (2023) analizirane su analiticke karakteristike testa AltoStar®
EBV PCR Kit 1.5 za kvantifikaciju DNA EBV-a u perifernoj krvi, u usporedbi sa
standardiziranim testom Real/Time EBV assay koji je prethodno koriSten u biomedicinskim
istrazivanjima i dijagnostici. Donja granica detekcije testa AltoStar® EBV PCR Kit 1.5
odredena je usporedbom s testom RealTime EBV assay koji je prethodno validiran usporedbom
sa standardnim pripravkom DNA EBV-a Svjetske zdravstvene organizacije (WHO NISBC
09/260 international standard) i iznosila je 148 1U/ml dok je podrucje linearne kvantifikacije
bilo u rasponu od 375 do 500 000 IU/ml. Uz to, dokazana je podudarnost rezultata izmedu
NISBC standardnih pripravaka i rezultata testa AlfoSar EBV PCR kit 1.5 u rasponu od 2.2 do
9.6%. Visoki postotak nepodudarnosti u viremijama koje su dobivene primjenom ovih testova
pokazuje da nije moguce istovremeno koristiti oba testa za longitudinalno pracenje kinetike
virusne replikacije ve¢ je zbog visokog stupnja varijacije obvezno koristiti uvijek identi¢an
gqPCR test u stvarnom vremenu. Ukupno 22 bioloska uzorka analizirana su u kontekstu
kvantifikacije DNA EBV-a (zbog razlika u linearnom rasponu kvantifikacije ovih testova), te
je dokazan visok stupanj podudarnosti. Obzirom na tako mali broj uzoraka koji su analizirani u
podrucju linearnosti ovih testova, za sada nije moguce pouzdano zakljuciti jesu li rezultati
kvantifikacije DNA EBV-a dobiveni ovim testovima usporedivi ili ne (Vancutsem 1 sur. 2023).

U ovom su radu dokazane znacajne razlike u viremiji mjerenoj odabranim molekularnim
testovima pri ¢emu je broj kopija DNA EBV-a bio veci u vecini uzoraka (71.7%) u standardnom
testu (LightMix na instrumentu LightCycler 2.0) u usporedbi s novim testom (LightMix s
adaptiranim protokolom na instrumentu LightCycler 480 II), a sli¢an trend je dokazan i za
razlike u Ct vrijednostima. Detaljnijom analizom rezultata utvrdila sam da su primjenom novog
testa na instrumentu LightCycler 480 II dobivene niZe razine viremije u uzorcima s visokom
koncentracijom DNA EBV-a, dok je u ve¢ini uzoraka s manjom koncentracijom DNA EBV-a
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dokazana visa viremija u usporedbi sa standardnim testom. Navedeni rezultat vrlo vjerojatno
pokazuje da usprkos znacajno nizim viremijama koje su dokazane primjenom novog testa u
usporedbi sa standardnim testom analizom kompletnog seta podataka o svim bioloskim
uzorcima ukljuenim u istrazivanje, test LightMix s adaptiranim protokolom na instrumentu
LightCycler 480 II daje vece viremije u usporedbi sa standardnim testom u uzorcima s niskim
(diskordantni) rezultat jednog uzorka (EBV 68) kojeg sam opisala u ovom radu pri ¢emu je
viremija u tom uzorku izmjerena novim testom (uzorak je bio negativan u standardnom testu)
bila manja od 2 000 kopija/ml.

Herdin i sur. (2022) su u svom istrazivanju takoder analizirali podudarnost pojedinih uzoraka u
odabranim testovima te otkrili 4 uzorka (1,6%) koji su bili pozitivni koriStenjem Altona EBV
testa, ali negativni na NeuMoDx platformi, dok je ¢ak 12 uzoraka (4,9%) imalo mjerljivu
viremiju na platformi NeuMoDx, no za razliku od Altona testa, ti mjerljivi rezultati bili su ispod
vrijednosti na kojoj bi ih smatrali pozitivnima. U radu je posebno istaknut jedan uzorak (0,4%)
u kojem je viremija bila mjerljiva NeuMoDx testom, no rezultat testa Altona EBV testa bio je
negativan. lako su ukupni rezultati istrazivanja novog testa NeuMoDx za kvantifikaciju DNA
EBV-a pokazali visoki stupanj podudarnosti sa standarnim testom (A4/fona EBV test), potrebno
je istaknuti da je 1 u ovom istrazivanju dokazan diskordantni rezultat Sto se podudara s
rezultatom naSeg istraZivanja na dva drugacija PCR testa u stvarnom vremenu. Iz navedenog
mozemo zakljuciti da se u podrucju kvantifikacije DNA EBV-a moze ocekivati varijabilnost u
rezultatima standardiziranih testova kao i diskordantni rezultati.

Obzirom na to da literaturni podatci pokazuju znacajne razlike u granici detekcije kao i u
kvantifikaciji DNA EBV-a razli¢itim molekularnim testovima, razvijen je i test koji koristi dva
para pocetnica tj. ima dvije ciljne regije u genima EBNA 1 1 BMRF?2 (Liitgehetmann 1 sur., 2023)
kako bi se osigurao bolji obuhvat svih genotipova i1 varijanti virusa EBV. Prvi rezultati
kvantifikacije DNA EBV-a ovim testom pokazali su da je usporedbom novog testa i
standardnog tesat Abbott RealTime EBV assay koji se ve¢ godinama koristi u biomedicinskim
istrazivanjima na 126 bioloska uzorka pokazan visok stupanj korelacije (R*=0.96, aritmeticka
sredina razlike u rezultatima viremije od 0.1 logio ) Sto ukazuje na potrebu razvoja testova s
viSe ciljnih struktura u buduénosti.

Rezultati naSeg istraZivanja kao 1 literaturni podatci nedvojbeno ukazuju na iznimno visoku
varijabilnost u rezultatima kvantifikacije DNA EBV-a dobivenih primjenom qPCR testova u
stvarnom vremenu te ukazuju na obvezno koriStenje identicnog molekularnog testa u
longitudinalnom pracenju kinetike virusne replikacije u biomedicinskim istraZivanjima.
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6. Zakljucak

Rezultati usporedbe broja kopija DNA EBV-a u perifernoj krvi i Ct vrijednosti dobivenih
primjenom dvaju standardiziranih qPCR testova u stvarnom vremenu pokazali su statisticki
znacajne razlike kao i postojanje nepodudarnih rezultata. Pri tome je potrebno istaknuti da se
radi o standardiziranim testovima u kojima se umnozavaju identi¢ne ciljne sekvence te da su
deklarirane granice detekcije 1 rasponi kvantifikacije DNA EBV-a jednaki. Stoga zaklju¢ujemo
da se pracenje kinetike replikacije virusa EBV u biomedicinskim istrazivanjima obvezno mora
temeljiti na primjeni identi€nog standardiziranog molekularnog testa u kompletnom
istrazivanju te da rezultati izmedu dostupnih standardiziranih testova nisu ekvivalentni. Takoder
zaklju¢ujemo da je biolosku znacajnost u klinickom kontekstu moguéih razlika u rezultatima
DNA EBV-a u identi¢nim uzorcima dobivenih razli¢itim molekularnim testovima potrebno
obvezno interpretirati u kontekstu literaturnih podataka o usporedivosti odabranih testova, to
jest uzeti u obzir nemoguénost potpuno validne usporedbe razli¢itih molekularnih testova.
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