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1. UvOD

Virus zausnjaka je RNA virus iz porodice Paramyxoviridae, s ¢ovjekom kao jedinim
prirodnim domac¢inom. Prijenos virusa obicno se odvija respiratornim putem, uzrokujuci akutnu
infekciju najée$¢e pracenu upalom parotidinih Zlijezda. Oko 10% infekcija povezano je s
neuroloskim komplikacijama poput meningitisa ili rijede encefalitisa zbog neurotropne prirode
virusa (1). Cjepljenje protiv zausnjaka, zapoceto 60-ih godina 20. stoljeca, uspjesno je smanjilo
obolijevanje, ali povremene epidemije u procjepljenim populacijama isticu potrebu za razvojem
ucinkovitijeg cjepiva (2). Takoder, specifi¢ni lijek za bolest uzrokovanu ovim virusom ne postoji.
Virusi RNA svijeta, patako i virus zau$njaka, imaju visoku stopu mutacija §to im pruza evolucijsku
prednost u prilagodljivosti i u izbjegavanju imunosnog odgovora domacina. Smatra se da je
prirodna stopa mutacije RNA virusa uravnotezena na naéin da omogucuje maksimalnu stopu
mutacija koja jo$ uvijek nije negativna za vijabilnost populacije (3). Sva trenutna cjepiva za virus
reverzije u virulentni fenotip. Opcenito, razvoj novih zivih atenuiranih cjepiva usmjeren je na
racionalni dizajn s ciljem poveéanja sigurnosti i efikasnosti. Istrazuje se i mogucnost lijeCenja
virusnih bolesti putem letalne mutageneze, koja povecava mutacijsku stopu virusa do razine koja
uzrokuje ekstinkciju virusne populacije. Uvid u prirodnu stopu mutacije virusa te istrazivanje
mogucnosti njene manipulacije omogucuje bolje shvacanje same biologije promatranog virusa kao
I otkrivanje njegovog potencijala za razvoj novog tipa cjepiva ili antivirusnog lijeka. Potencijal
manipulacije virusne populacije zaus$njaka koji bi mogao pruZiti osnovu za razvoj novog cjepiva

ili antivirusne terapije do sada nije istrazivan.

Ciljevi istraZivanja

1) Ispitati u¢inak nukleozidnih analoga (ribavirina, 5-fluorouracila i 5-azacitidina) na infektivnost
virusa zauSnjaka kultiviranjem virusnih varijanti na razli¢itim stani¢nim linijima te usporedbom
titra kontrolnih i tretiranih virusa u supernatantu inficirane stani¢ne kulture.

2) Ispitati u¢inak nukleozidnih analoga (ribavirin, S-fluorouracil i 5-azacitidin) na heterogenost
populacije virusa zausnjaka analizom genoma pomocu metode sekvenciranja nove generacije i

analizom rezultata dobivenih ovom metodom.



Hipoteze istraZzivanja

1) Nukleozidni analozi imaju antivirusnu aktivnost prema virusu zausnjaka

2) Nukleozidni analozi uvode specifi¢ne promjene u genom virusa zauSnjaka
3) Nukleozidni analozi mijenjanju stopu mutacija u populaciji virusa zausnjaka

4) Promjena stope mutacija u populaciji virusa mumpsa utjece na njegovu infektivnost in vitro

Ovo istrazivanje omogucit ¢e bolje razumijevanje genske kompleksnosti 1 heterogenosti
populacija virusa zau$njaka, antivirusne ucinkovitosti nukleozidnih analoga prema virusu
zausnjaka kao 1 potencijala za moduliranje genske heterogenosti ovog virusa u vidu njegove
atenuacije ili ekstinkcije. Mogucnost razvoja rezistentnosti virusa zauSnjaka na ispitivane

nukleozidne analoge takoder Ce biti istrazivana u ovom radu.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Patogeneza virusa zauSnjaka

Jedini prirodni domacin kod kojeg virus zau$njaka uzrokuje bolest je Covjek. Virus
uzrokuje akutnu infekciju ¢iji simptomi ukljucuju temperaturu, glavobolju, umor i, za zauSnjake
karakteristi¢no, oticanje parotidnih zlijezda (parotitis) iako parotitis nije ni primarni ni nuzni korak
u infekciji ovim virusom (1). Kod otprilike jedne tre¢ine do polovice slucajeva bolest je
asimptomatska (4). Prijenos virusa odvija se respiratornim putem, a virus prvotno inficira epitelne
stanice gornjih di$nih puteva. Dalje se prenosi u regionalne limfne ¢vorove $to rezultira viremijom
u ranoj akutnoj fazi bolesti. Posljedi¢no, virus inficira epitel razli¢itih organa kao $to su gusteraca,
mokraéni mjehur, jajnici i testisi Sto moze dovesti do ozbiljnijih komplikacija (pankreatitis, orhitis,
ooforitis ili privremena gluho¢a). Obzirom na svoju neurotropnu prirodu, virus moze inficirati i
sredis$nji zivéani sustav. U manje od 10% slucajeva virus zausnjaka uzorkuje meningitis te rjede
encefalitis (manje od 0,5% slucajeva infekcije ovim virusom) (4).

Pedesetih godina proslog stolje¢a proizvedeno je inaktivirano cjepivo u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama, no ono se s vremenom pokazalo neu¢inkovitim zbog svoje kratkotrajne
imunogeni¢nosti (5). Nakon otkri¢a Endersa i suradnika da se kultiviranjem virusa zaus$njaka u
embrioniranim koko§jim jajima zadrzava imunogeni¢nost dok se istvremeno gubi infektivnost,
zapocet je rad na zivim atenuiranim cjepivima protiv ovog virusa (6). Sva cjepiva protiv zauSnjaka
u sebi sadrZe Zivi atenuirani virus i dobivena su kultiviranjem virusa kroz velik broj pasaza u
stani¢noj kulturi ili u embrioniranim jajima. Neka od tih cjepiva su Jeryl-Lynn, RIT 4385,
Leningrad-3, Leningrad-Zagreb, Urabe Am9, S79, Rubini, Hoshino i Torii. Zbog nize stope
serokonverzije od ostalih dostupnih cjepiva iz uporabe se povlaci cjepivo Rubini. Djelomi¢no se
povlaci i L-Zagreb (npr. L-Zagreb jos uvijek koristi i prodaje Serum Institute of India), te isto tako
1 ruska 1 japanska cjepiva zbog vece incidencije neuroloskih problema u odnosu na sojeve Jeryl-
Lynn i RIT 4385 (7).

Povremene epidemije uzrokovane ovim virusom prisutne unato¢ visokoj procjepljenosti
populacije (2) te primjena suboptimalno atenuiranih cjepiva (8) ukazuju na njihovu neu¢inkovitost
ili nedovoljnu sigurnost. To naglasava potrebu za istrazivanjem molekularne osnove atenuacije
ovog virusa i racionalni dizajn cjepiva posebno s obzirom da je prije uvodenja cjepiva za zausnjake

ovaj virus bio vodeci uzrok asepti¢nog meningitisa (9).



2.2 Struktura viriona i organizacija genoma virusa zausnjaka

Virus zau$njaka (Mumps orthorubulavirus) spada u red Mononegavirales, s obzirom da mu
genom ¢ini jednolan¢ana RNA negativnog smisla. Na temelju svojih bioloskih karakteristika,
morfologije i organizacije genoma svrstan je u rod Orthorubulavirus, potporodicu Rubulavirinae,
porodicu Paramyxoviridae (10). Virusne Cestice su izrazito pleomorfne, a njihova veli¢ina je u
rasponu izmedu 100 i 600 nm (11) (slika 1a). Sastoje se od ribonukleoproteinskog kompleksa
(RNP) kojeg ¢ini virusna RNA vezana uz nukleoprotein (N) zajedno s kompleksom virusnog
fosfoproteina (eng. phosphoprotein, P) i velikog proteina (eng. large protein, L). Kompleks ova
dva proteina djeluje kao RNA-ovisna RNA polimeraza (eng. RNA-dependent RNA polymerase,
RdRp) zaduZena za transkripciju i replikaciju genoma virusa. Kompleks RNP je obavijen lipidnom
ovojnicom (porijeklom od stanice domacina) u koju su uklopljeni virusni proteini hemaglutinin-
neuraminidaza (HN), fuzijski (F) protein i mali hidrofobni (eng. small hydrophobic, SH) protein
(Slika 1b) ().

fuzijski (F) protein & hemaglutinin-neuraminidaza

(HN)
Wl /
)

ribonukieokapsidni kompleks:
RNA

+

nukleoprotein (NP)
+

RNA polimeraza (L protein +

SH protein fosfoprotein (P))

lipidna ovojnica

Slika 1. Struktura cestice virusa zausnjaka. (a) Presjek Cestice snimljen transmisijskim
elektronskim mikroskopom (4); (b) Shematski prikaz Cestice s proteinima N, P, M, F, SH, HN i L,
prilagodeno prema (12) (b).

Genom virusa zausnjaka ¢ini jednolancana molekula RNA negativnog smisla duljine 15384
nukleotida (shematski prikaz na slici 2). Ona se sastoji od sedam gena koji pocevsi od 3' kraja
kodiraju za: N, P/V/I, M, F, SH, HN i L protein (1). Kod svih, osim kod P gena, prepisuje se po
jedna mRNA Kkoja se zatim translatira u jedan protein. Procesom kotranskripcijske insercije

gvanina s gena P nastaju tri mRNA od kojih nastaju tri razli¢ita proteina: P, I i V. Protein V je



kopija samoga gena, dok je protein P rezultat insercije dva gvanina, a protein I insercije Cetiri
gvanina (13). Konzervirane regije duljine 9 nukleotida koje sluze kao signal za pocetak i zavrSetak
transkripcije gena nalaze se na oba kraja svakog gena. Sami geni medusobno su odvojeni
intergenskim regijama koje se ne prepisuju u mRNA. Izmedu gena Pi M, M1 F te HN i L ove
regije sadrze po jedan nukleotid, izmedu gena N i P dva nukleotida te sedam nukleotida izmedu
gena SH i HN. Na 3' kraju virusnog genoma nalazi se nekodirajuca regija duljine 55 nukleotida
(eng. leader, Le), a na 5' kraju nekodirajuca regija duljine 24 nukleotida (eng. trailer, Tr). One su

obrnuto komplementarne i imaju ulogu u kapsidaciji, transkripciji te replikaciji virusa.

N VPI M F SH HN L
3 Le —-E- - b p=Tr 5'

Slika 2. Shematski prikaz organizacije genoma virusa zau$njaka.

2.3 Replikacijski ciklus virusa zau$njaka

Virus zausnjaka zapocinje svoj replikacijski ciklus (slika 3) vezanjem na stani¢nu povrsinu i
ulaskom u stanicu (1). Oba procesa pod kontrolom su povrSinskih glikoproteina HN i F. Protein
HN se, zahvaljuju¢i svojoj hemaglutininskoj aktivnosti, veze na stani¢ne glikoproteine ili
glikolipide koji sadrze sijali¢nu kiselinu. Vezanje proteina HN na stani¢ni receptor dovodi do
konformacijskih promjena u samom proteinu i/ili promjena u interakciji proteina HN i F §to
rezultira aktivacijom proteina F. Ulazak virusne nukleokapside u stanicu omogucen je fuzijom
virusne ovojnice 1 stanicne membrane.

Replikacija virusa odvija se u stani¢noj citoplazmi. Kao i kod drugih ¢lanova reda
Mononegavirales, kod virusa zausnjaka gola genomska RNA nije infektivna (1). Ona je vezana
cijelom duzinom za protein N u virusnu nukleokapsidu koja predstavlja jedinu bioloski aktivnu
formu virusne RNA. Virusna nukleokapsida sluzi kao funkcionalan kalup za sintezu virusne RNA.
S obzirom da je genomska RNA virusa reda Mononegavirales negativnog smisla, ona ne moze
izravno posluziti kao mRNA nego prije mora biti prepisana u RNA pozitivnog smisla (antigenom)
pomocu virusne replikaze RNA virusa - RNA-ovisne RNA polimeraze (eng. RNA-dependant RNA
polymerase, RdRp) koju ¢ini kompleks proteina P i L. Funkcija proteina P je vezanje RdRp na

nukleokapsidu te spreavanje samosklapanja proteina N (14). Aktivnost proteina L je enzimatska



i omogucuje inicijaciju, elongaciju i terminaciju sinteze RNA. Takoder, protein L dodaje cap na 5'
kraj 1 poli(A) sekvenciju na 3' kraj novosintetiziranin mRNA (15).

Transkripcija po¢inje od 3' kraja genoma, a prepisuju se mMRNA za sve virusne proteine. Sto
je gen udaljeniji od 3' kraja to je manja efikasnost transkripcije ¢ime se stvara koli¢ina proteina u
to¢nim omjerima potrebnim za sklapanje virusne ¢estice (1). Antigenom predstavlja kalup prema
kojem se umnozava genomska RNA. Virusni genom i antigenom se nakon sinteze ne modificiraju
dodatkom 5' cap, ali su oboje prekriveni kapsidom od proteina N i tada se nazivaju
ribonukleoproteinskim kompleksom. Vezanjem proteina L i P na ribonukleoprotein nastaje nova
nukleokapsida.

\ Replikacija (4) antigenom
\ANAS

() genom VNN m
Transkripcija l Replikacija

AP NS e () gENOM
CAPSANASAA . CENPNS
Transkripcija

CAP SN AAA
- > 0w

mMRNA

Translacija

.
- W NP -
',, ? ? Sklapanje cestice
F HN, ?G '

—

& Pupanje

Slika 3. Replikacijski ciklus paramiksovirusa. Preuzeto i prilagodeno prema (16).

Na stani¢noj plazmatskoj membrani odvija se sklapanje virusne ¢estice (1). U membranu se
ugraduju virusni glikoproteini HN i F, a vaznu ulogu u formiranju ¢estica imaju molekule proteina
M koje se agregiraju s unutarnje strane plazmatske membrane. Virusna Cestica izlazi iz stanice
pupanjem. Neuraminidazna aktivnost proteina HN sprjecava vezanje tog proteina sa sijalicnom
kiselinom ¢ime je onemoguceno agregiranje novonastalin virusnih Cestica. Kako je povrSina

inficirane stanice prekrivena virusnim glikoproteinima, virus se izmedu stanica moze $iriti fuzijom



stani¢énih membrana ukoliko u okolini postoji tripsinproteaza potrebna za aktivaciju proteina F. Na

taj se nacin stanice medusobno udruzuju u sincicije - velike tvorbe nac¢injene od vise jezgara.

2.4 Evolucija RNA virusa (kvazivrsta)

U RNA viruse ubrajaju se i retrovirusi, no kod njih u replikaciji reverznom transkripcijom
nastaje DNA meduprodukt. U daljnjem tekstu sintagma RNA virusi odnosi se samo na viruse kod
kojih iz postoje¢e RNA nastaje nova uz pomo¢ RdRp.

Pojam mutacijska stopa odnosi se na frekvenciju mutacija koje nastaju u odredenom
vremenskom intervalu (npr. koli¢ina mutacija po replikacijskom ciklusu), dok pojam frekvencija
mutacija oznacava koli¢inu mutanata u virusnoj populaciji (izrazenu kao prosjek po cijeloj
sekvenciji ili po odredenoj poziciji u genomu (17)).

Paradigma evolucije je prilagodba jedinke na promjene uvjeta okolisa putem prirodne
selekcije. Temelji se na postojanju mutacija koje mogu biti odabrane kao one koje jedinki
omogucuju najveci reprodukcijski uspjeh. Parameter kojim se kvantitativno opisuje prilagodba
jedinke na okolis je fitnes (od eng. fitness) pomocu kojeg je vidljivo kolika je sposobnost jedinke
da prezivi i ostavi potomstvo (18). Relativni fitnes virusa definiran je kao sposobnost virusa da
proizvede infektivne virusne Cestice, a kvantificira se u odnosu na referentni virus (17).

Osnovna jedinica evolucije je jedan odredeni genotip koji daje fenotip s najvecim fitnesom u
trenutnim uvjetima okolisa (3). Prirodna selekcija favorizira taj genotip dok su uvjeti povoljni (slika
5, populacija A), a kada se okoli§ promijeni, dolazi do odabira drugih genotipova koji su
prilagodeni novim uvjetima. S vremenom, dolazi do dominacije nisko zastupljene mutacije u
populaciji koja je prilagodena na nove uvjete ili, u slu¢aju da takva mutacija ne postoji u populaciji,
do izumiranja vrste. U slucaju RNA virusa (slika 5, populacija B), princip evolucije je nesto
drugadiji. RNA virusi produciraju ogromne populacije, imaju jako kratak replikacijski ciklus, male
genome te izrazito visoku stopu mutacija zbog niske vjernosti transkripcije njihovih replikaza (19).
Takoder, njihove replikaze nemaju mehanizam popravka (20) pri transkripciji s obzirom da im
nedostaje 3° — 5’ egzonukleazna domena koja je prisutna u stani¢nim DNA polimerazama (21). To
dodatno pridonosi visokoj frekvenciji mutacija (otprilike 1 mutacija na 10000 nukleotida), najvecoj
u usporedbi s DNA virusima i zivu¢im organizmima (19). Za usporedbu, DNA virusi imaju
frekvenciju mutacija od otprilike 1 mutacije na 100000000 do 1 mutacije na 1000000 nukleotida

(22). Stopa mutacija koja je odredena vjerno$cu transkripcije replikaze odreduje raspon genske



varijabilnosti nad kojim prirodna selekcija moze djelovati (3). Niska vjernost transkripcije
replikaze rezultira genski izrazito raznolikim virusnim populacijama. Takva heterogenost prisutna
je u obliku mutacija koje ¢ine razliku izmedu pojedinih virusnih sojeva, ali i u postojanju velikog
broja virusnih varijanti unutar iste populacije. Opisana evolucijska strategija RNA virusa odgovara
postavkama teorije kvazivrste (3) koju su definirali Eigen i Schuster (23) sto je pokazano i u
eksperimentalnim sustavima (24-26). Istrazivanja provedena na Qp bakteriofagu 1960-ih godina

postavila su temelje za teoretska i eksperimentalna istrazivanja kvazivrste RNA virusa (27-29).

~ .

Sekvencijski raspon

-

_Fitnes
Fitnes

-

Sekvencijski raspon

Sekvencijski raspon

Niska mutacijska stopa Visoka mutacijska stopa

Slika 4. Ponasanje razli¢itih populacija ovisno 0 stopi mutacije. Populacija A predstavlja poznati
zivi svijet u kojem je jedna karakteristika pozitivno odabrana kao ona koja u danim okolisnim
uvjetima omogucéuje najbolje prezivljenje. U slucaju populacije B ne odabire se samo jedan genom
s najvec¢im fitnesom u danim uvjetima, ve¢ se odrzava prisutnost populacije s razli¢ito mutiranim
genomima. Time je omogucena brza prilagodba na nove uvjete okolisa i manji pad fitnesa (desni

dio slike). Sekvencijski raspon predstavlja sve teoretski moguce varijacije sekvencija. (3)

Kvazivrsta je definirana kao distribucija makromolekula s medusobno visoko srodnim
sekvencijama koje kooperativno djeluju na funkcionalnoj razini, a u kojima dominira jedna ili vise
takozvanih master sekvencija (eng. master sequence). Vanjski faktori uvjetuju odabir najbolje

prilagodene distribucije sekvencija, a ne samo jednu odredenu sekvenciju (23). Heterogenost
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virusne populacije pruza evolucijsku prednost i povecava mogucnost prezivljenja virusa s obzirom
na izrazito dinami¢no okruzenje u organizmu domacina kojeg inficiraju (3). Virusnu kvazivrstu
¢ini takozvani oblak (eng. cloud) sli¢nih, ali u malom postotku razli¢itih genotipova Koji
istovremeno postoje u populaciji i zajednicki doprinose njenim karakteristikama. Stoga je osnovna
evolucijska jedinica kod RNA virusa cijela populacija razli¢itih genotipova, a ne samo jedna
sekvencija, tj. jedan genotip.

Svi ti genotipovi prisutni u populaciji u danom trenutku organizirani su oko konsenzus

sekvencije (slika 5).
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Slika 5. Prikaz teoretskih sekvencija prisutnih u virusnoj populaciji (oznaCene brojevima).
Simbolima su naznacene razli¢ite mutacije koje oni nose. Na dnu je prikazana konsenzus

sekvencija. Preuzeto i priagodeno prema (30).

Konsenzus sekvencija predstavlja najzastupljeniji nukleotid na svakoj pojedinoj poziciji u
sekvencijama promatrano za cijelu virusnu populaciju (30). Kao takva, ona ne mora uopce biti
prisutna u fizickom obliku u virusnoj populaciji.

Visoka stopa mutacija omogucuje brzu prilagodbu na dinamicki okoli§ u kojem se virusi
nalaze, ali isto tako visoka stopa mutacija proizvodi i veliku koli¢inu sekvencija koje nemaju

replikativni kapacitet ili ne kodiraju za vijabilne virusne ¢estice (3). Stoga virusna evolucija mora



balansirati izmedu vjernosti transkripcije koja proizvodi dovoljno vijabilnih virusnih cestica i,
istodobno, potrebe za velikom stopom mutacija kako bi se virus mogao prilagoditi dinamickom
okruzenju domacina (31). Istrazivanja pokazuju da su RNA virusi evoluirali vrlo blizu takozvanog
praga pogreske (eng. error threshold). Prag pogreske definiran je kao maksimalna stopa mutacija
pri kojoj master sekvencija jo§ moze stabilizirati oblak mutanata (32). Ukoliko stopa mutacija
prijede prag pogreske postojeca master sekvencija prestaje dominirati populacijom i dolazi do
drifta u sekvencijskom rasponu. Populacija ne moze odrzati genotip S najve¢im fitnesom pa dolazi
do gubitka genotipa s najve¢om prilagodbom u korist drugih genotipova s nizim fitnesom, ali
ve¢om otporno$cu na mutacije (33). Ukoliko visoka stopa mutacija ne dopusta prezivljenje
nijednog genotipa, tj. nijedan genotip nema replikativni kapacitet, dolazi do ekstinkcije ukupne
virusne populacije.

Eksperimentalno je pokazano (npr. virus vezikularnog stomatitisa, virus dje¢je paralize, virus
limfocitnog koriomeningitisa, HIV, hepatitis B virus i drugi) da povecanje prirodne stope mutacije
virusa uz pomo¢ mutagena dovodi do velikog pada u infektivnosti virusa (3,34). S druge strane,
povecanje homogenosti virusne populacije, odnosno smanjenje stope mutacija povecanjem
vjernosti replikacije smanjuje moguénost prilagodbe na promjene uvjeta dinami¢kog okolisa virusa
I uzrokuje svojevrsnu stabilnost virusne populacije (35,36). Opcenito, promjene u prirodnoj stopi
mutacija RNA virusa rezultiraju smanjenom infektivnoséu virusa, a ¢esto i atenuiranim fenotipom
virusa in vitro i in vivo (37,38). Ovaj koncept istrazuje se u svrhu racionalnog dizajna atenuiranih
zivih cjepiva (u kontrastu s empirijskim dizajnom kojim je proizvedena vec¢ina danas postojecih

cjepiva) te za klinicku primjenu u lije¢enju virusnih bolesti na principu letalne mutageneze.

2.4.1 Letalna mutageneza

Visoka mutacijska stopa RNA virusa koja njihovim populacijama omoguéuje da opstaju na
samom rubu praga pogreske pretpostavlja moguénost povecanja stope mutacije vanjskim faktorima
do razine koja ¢e dovesti do nemogucénosti zadrzavanja vijabilnih virusnih ¢estica u populaciji te
time izumiranja cijele virusne populacije (39). Nacini na koje se frekvencija mutacija moze
povecati su direktno osSteCenje gena, ugradnja nekomplementarnih nukleotida za vrijeme
replikacije, ili ugradnja nukleotidnih analoga u genom koji na sebe vezu baze nekomplementarne
nukleotidu umjesto kojeg su vezani. Istrazivanja provedena na virusima dje¢je paralize i virusa

vezikularnog stomatitisa pokazala su da povecanje u frekvenciji mutacija izmedu 1,1 do 2,8 puta
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dovodi do pada u titru virusa za vise od 100 puta (40,41). Za usporedbu, za isti u¢inak kod DNA
organizama potrebno je povecati frekvenciju mutacija oko 80000 puta (42). Loeb i suradnici su
kasnih 90-ih godina 20. stolje¢a pokazali da kultiviranje virusa HIV-1 (Koji je retrovirus) u
prisustvu mutagena hidroksideoksicitidina nakon 24 uzastopnih pasaza u stani¢noj kulturi dovodi
do potpunog gubitka titra virusa, tj. letalne mutageneze (43). Letalna mutageneza definirana je kao
antiviralna strategija u kojoj se povecava stopa mutacija prilikom replikacije virusa do razine koja
dovodi do ekstinkcije virusne populacije uz pomo¢ mutagena. Mutageni koji se obi¢no koristi u
ovim istrazivanjima su nukleozidni analozi. Nukleozidni analozi su sinteticki spojevi koji su
strukturno sli¢ni prirodnim nukleozidima koji se nalaze u DNA i RNA. Kao takvi mogu se ugraditi
u rastuci lanac DNA ili RNA tijekom replikacije ili transkripcije, $to dovodi do poremecaja ili
inhibicije normalnih stani¢nih procesa (44). Sekvenciranje virusa iz 23. pasaza, tj. onog koji je
prethodio pasazu u kojoj virusni titar HIV-1 nije bio detektibilan pokazala je povecanje frekvencije
mutacija A—G (o¢ekivane za ovaj mutagen) za 2,6 do 5 puta. Ovakav rezultat ide u prilog hipotezi
da do gubitka virusne populacije dolazi uslijed poveéanja frekvencije mutacija iako u obzir treba
uzeti i moguénost dodatnih mehanizama djelovanja koristenog mutagena (34). Pokazatelji kojima
se dokazuje da je do ekstinkcije virusne populacije doslo uslijed letalne mutageneze su pozitivna
korelacija izmedu povecanja frekvencije mutacija u virusnoj populaciji i gubitka virusnog titra
kojem je prethodilo povecanje frekvencije mutacija uslijed djelovanja mutagena te povecanje tipa
mutacija specifi¢nih za koriSteni mutagen (39).

U godinama koje su uslijedile provedena su istraZzivanja letalne mutageneze na razliitim
RNA virusima s razli¢itim nukleozidnim analozima (34). IstraZivanje provedeno na virusu
uzro¢niku bolesti ruku, nogu i usta pokazalo je potencijal ekstinkcije virusne populacije u stani¢noj
kulturi kombinacijom viralnih inhibitora i povecane stope mutacija koriStenjem nukleozidnih
analoga (45), dok je istraZivanje provedeno na virusu limfocitnog koriomeningitisa pokazalo
potencijal primjene letalne mutageneze in vivo u pokusima na misevima inficiranim ovim virusom,
a tretiranih nukleozidnim analogom 5-fluorouracilom (5-FU) (46). Moguénost ekstinkcije virusa
razli¢itim nukleozidnim analozima za sada je pokazana za razliCite pozitivne 1 negativne
jednolancane RNA viruse iz porodica Picornaviridae, Calciviridae, Flaviviridae, Herpeviridae,
Togaviridae, Coronaviridae, Virgaviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae, Hantaviridae,
Phenuiviridae, Arenaviridae i Filoviridae koristenjem razli¢itih nukleozidnih analoga (34). Za

neke virusne bolesti poput hepatitisa C i COVID-19 koriste se terapeutici (ribavirin (RBV),
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favipiravir i molnupiravir) za koje je pokazano da je mehanizam njihovog antivirusnog djelovanja
(barem dijelom) rezultat povec¢anja mutacija u virusnoj populaciji (34).

Unatoc potencijalu koji letalna mutageneza virusa pruza u lijeCenju virusnih bolesti, potrebno
je obratiti paznju na mogucénost genotoksi¢nog ili kancerogenog utjecaja nukleozidnih analoga na
stanice domacina (34). Takoder, poveéanje frekvencije mutacija virusa ne smije biti takvo da
proizvede kontraefekt prilagodbe virusa na nove uvjete te time pospjesi rezistenciju na sam

terapeutik te potencijalno dovede do stvaranja klini¢ki opasnijih sojeva virusa (47).

2.4.2 Potencijal promjene prirodne stope mutacija u proizvodnji Zivih atenuiranih cjepiva
Ziva atenuirana cjepiva smanjuju infektivnost virusa, ali on i dalje ostaje vijabilan (48). Ova
cjepiva imitiraju prirodnu infekciju, brzo aktiviraju imunoloski sustav (49), poti¢u humoralni i
stani¢ni imunosni odgovor, pruzaju dugoro¢nu zastitu od bolesti te imaju i nespecifi¢no djelovanje
protiv drugih patogena (50). Medutim, kod ovakvih cjepiva postoje odredeni nedostaci u usporedbi
s onima koja u sebi ne sadrze vijabilni virus. Ona mogu izazvati nezeljene imunoloske reakcije
zbog pogresnog rukovanja cjepivom, a mutacije ili interferencija s drugim virusima mogu dovesti
do reverzije virusa ili stvaranja novih sojeva koji mogu uzrokovati bolest (50). Cjepljenje zivim
atenuiranim cjepivima nije preporucljivo za imunokompromitirane osobe (51). Budu¢i da se cjepni
sojevi atenuiranih cjepiva otkrivaju empirijski i ¢esto se ne zna molekularna osnova atenuacije,
potrebna su opsezna i dugotrajna klini¢ka istrazivanja prije njihove masovne primjene (49).

Bolje poznavanje molekularne atenuacije cjepiva omogucéilo bi njihov racionalni dizajn te
dodatno smanjenje njihovih nedostataka. Jedan od smjerova istrazivanja racionalnog dizajna
ukljucuje upravo manipulaciju sastavom virusne populacije promjenom vjernosti transkripcije
virusne replikaze ¢ija je posljedica smanjenje ili povecanje stope mutacija virusa. IstraZivanja

provedena na razli¢itim virusima proucavala su oba pristupa.

2.4.3 Smanjenje prirodne stope mutacija

Povecanjem vjernosti transkripcije smanjuje se heterogenost virusne populacije Cime je
virusu smanjena sposobnost prilagodbe na dinamicki okoli§ domacina (37). Eksperimentalno su
ovu teoriju prvi put dokazale dvije zasebne istrazivacke skupine za virus djecje paralize (36,52).
Ovaj je virus od interesa za istrazivanje jer je kod postojecih cjepiva protiv djecje paralize prisutan

odredeni postotak reverzije cjepnog soja u divlji tip $to smanjuje mogucnost eradikacije ove bolesti
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iz populacije (53). Virusni mutant s povecanom vjernosti transkripcije nosio je jednu mutaciju na
aminokiselinskoj poziciji 64 gdje je glicin prisutan u divljem soju virusa zamijenjen serinom
(G64S). Mutant G64S, ¢ija mutacija se nalazi u domeni virusne polimeraze (52), pokazao je manju
frekvenciju mutacija i manju stopu inkorporacije nukleozidnih analoga u genom u usporedbi s
divljim sojem kada su oba bila kultivirana u njihovom prisustvu (37). Ovaj mutant ima sli¢nu
kinetiku replikacije kao divlji soj, ali proizvodi manje raznoliku virusnu populaciju, $to smanjuje
njegovu sposobnost prilagodbe i infektivnost (35). U slucaju dje¢je paralize, mutant G64S je
izgubio svoju neurotropnost i patogenost, ali je izazvao snazan imunosni odgovor u animalnom
modelu. Pove¢ana homogenost virusne populacije bez smanjenja sposobnosti replikacije ne
smanjuje ukupnu sposobnost prezivljavanja virusa (54). To bi moglo biti korisno za razvoj stabilnih
zivih atenuiranih cjepiva koja imaju smanjenu mogucnost povratka u divlji tip virusa. Trenutno je
to jedan od glavnih izazova u moguc¢em stavljanju takvih cjepiva u uporabu. Premisa djelovanja
mutagena u koncentraciji koja ne dovodi do letalne mutageneze virusa, a ipak dovodi do pada u
titru na virusnu populaciju u uzastopnim pasazima pretpostavljala je da ¢e poveéanjem prirodne
stope mutacija do¢i do stvaranja velikog broja nevijabilnih Cestica. Prirodnom selekcijom do¢i ¢e
do odabira virusnog mutanta koji ima vecu replikativnu vjernost jer takav virus nece u svoj genom
ugradivati nukleozidne analoge (36,55). Upravo na ovaj na¢in dobiven je opisani atenuirani mutant
virusa djecje paralize. Virusi s vecom replikativnom vjerno$¢éu dobiveni u pasazima u prisustvu
mutagena rezistentni su na djelovanje mutagena pomocu kojeg su dobiveni, kao i na djelovanje

drugih mutagena.

2.4.4 Povecanje prirodne stope mutacija

Povecanje prirodne stope mutacije, odnosno heterogenosti populacije takoder dovodi to
smanjenja infektivnosti virusa i moguénosti njegovog rasprostranjenja (38,56). Razlog tome je
nakupljanje velikog broja nevijabilnih virusnih Cestice uslijed stope mutacije koja prelazi prag
pogreske (57,58). Ukoliko se stopa mutacija virusa poveca toliko da populacija vise ne moze
proizvoditi vijabilne virusne Cestice, dolazi do ekstinkcije virusa (59). Istrazivanja su pokazala da
je uzastupnim pasazima virusa s mutagenom moguce ispoljiti i virus sa smanjenom vjernosti
transkripcije (60—63), iako su virusi sa smanjenom vjernosti transkripcije u veéini slucajeva
dobiveni direktnom mutagenezom nukleotida za koje je poznato da utjeCu na vjernost transkripcije

(38,64-66). Za razliku od virusnih mutanata dobivenih uzastopnim pasazima u prisustvu mutagena
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kod kojih dolazi do smanjenja prirodne stope mutacija, virusi sa smanjenom vjerno$c¢u transkripcije
dobiveni u ovakvim pasazima rezistentni su na djelovanje samo onog mutagena pomocu kojeg su
ispoljeni (60-63).

Obje vrste studija podrzavaju hipotezu da se RNA virusi repliciraju unutar evolucijski
odabranog raspona vjernosti i da odstupanje izvan tog raspona jako utjece na infektivnost virusa
(67).

U godinama koje su uslijedile, istrazivacke skupine identificirale su, i nastavljaju
identificirati, virusne mutante s promjenjenom vijernosti transkripcije (koja kao takva ima ili visu
ili nizu stopu mutacija od divljeg tipa virusa) u virusnim porodicama Picornaviridae, Togaviridae,
Flaviviridae, Caliciviridae, Arteriviridae, Orthomyxoviridae, Coronaviridae i Phenuiviridae (54).
Neki od primjera tih virusnih mutanata su bolesti ruku, nogu i usta (60), coxsackie B3 virus (38),
Chikungunya virus (68), virus zapadnog Nila (61), norovirus (69), virus gripe (62), virus groznice
doline Rift (70) i drugi. Ova istrazivanja pokazala su da mutacije u RARp mogu povecati ili smanjiti
replikativnu vjernost virusa koja kod veéine mutanata stvara populacije koje imaju 1,5 — 2 puta
vecu, odnosno manju mutacijsku stopu od prirodne populacije (54). U veéini sluc¢ajeva ovakva
promjena rezultira smanjenom infektivnoséu virusa §to daje potencijal za proizvodnju Zivih
atenuiranih cjepiva na ovaj nacin (71).

Nacin na koji se vjernost transkripcije polimeraze moze promijeniti je direktnom
mutagenezom nukleotida koji utjeCu na vjernost transkripcije (38,72) ili djelovanjem mutagena
(obi¢no nukleozidnog analoga) na virus pri ¢emu se moze ispoljiti varijanta virusa rezistentna na
mutagen (36,68).

Mutacije koje dovode do promjene vjernosti transkripcije polimeraze nalaze se u samom genu
koji je kodira (54) uz rijetke iznimke (73,74). lako su istrazivanja pokazala smanjenu infektivnost
i kod virusa s pove¢anom i sa smanjenom stopom mutacija, povecana vjernost transkripcije ¢ini se
kao bolja opcija s obzirom da rezultira ve¢om genskom stabilno$¢u koja je preduvjet za razvoj
dobrog cjepiva (54). Iako promjena sastava virusne populacije ima potencijal za razvoj zivih
atenuiranih cjepiva, potrebna su dodatna istrazivanja koja bi trebala imati poseban naglasak na
postizanju stabilnosti takvih virusnih populacija kako bi se $to vise smanjila mogu¢nost njihove
reverzije u divlji tip virusa.

Zasad nije poznato mogu li se opisani pristupi moduliranja vjernosti transkripcije polimeraze

primijeniti za viruse iz porodice Paramyxoviridae kojoj pripada i virus zausnjaka. S obzirom da
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kristalna struktura RdRp ovog virusa nije poznata, nije moguce istraziti opcije atenuacije direktnim

ciljanjem regija zasluznih za vjernost trasnkripcije.

2.5 Nukleozidni analozi

Kao §to je ve¢ spomenuto, za letalnu mutagenezu kao i za probir genski stabilnih virusnih
varijanti koriste se razli¢iti mutageni. U studijama ovog tipa Cest izbor mutagena su nukleozidni
analozi kao $to su npr. ribavirin (RBV), 5-fluorouracil (5-FU), 5-azacitidin (5-AZC), favipiravir i

drugi. Nukleozidni analozi su nukleozidi koji sadrze analog baze i Secer (slika 6).
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Slika 6. Kemijske strukture nukleozidnih analoga (a) ribavirin (RBV) (b) 5-fluorouracil (5-FU) i
(c) 5-azacitidin (5-AZC)

S obzirom na sli¢nost s prirodnim nukleozidima mogu se umjesto njih ugraditi u lanac nukleinske
kiseline pri replikaciji te prekinuti sintezu novog lanca ili povecati stopu mutacija stvaranjem
nekomplementarnih nukelotidnih parova (75). Osim mutagenog djelovanja, nukleozidni analozi
mogu iskazivati i druge direktne ili indirektne antivirusne u¢inke. Koriste se u lije¢enju razli¢itih
bolesti, ukljucujuci rak, virusne infekcije i autoimune poremecaje (76).

U genom virusa RBV (slika 6a) se moze ugraditi kao bazni analog gvanina, pri ¢emu se
jednako dobro sparuje i s uracilom i citozinom i time inducira tranzicije C—U i G—A u genomu
(77) (slika 7a). Unutar stanice RBV se pomocu stani¢nih kinaza fosforilira u metabolite mono-
(RMP), di- (RDP) i trifosfate (RTP). Oblik koji se moze ugraditi u rastu¢i DNA ili RNA lanac pri
replikaciji i dovesti do terminacije elongacije ili do ve¢ spomenutog krivog sparivanja baza je RTP
(77). Osim mutagenog, pokazana su i druga djelovanja RBV-a npr. RMP inhibira enzim domacina
inozin monofosfat dehidrogenazu (IMPDH) S§to dovodi do smanjenja u pricuvi (eng. pool)

intracelularnog gvanozin trifosfata. Uz navedeno, RBV takoder blokira sintezu virusa i capping
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virusne mRNA te je pokazan i njegov imunomodularni efekt — utjec¢e na TH1/TH2 odgovor kao i
na indukciju interferonom stimuliranih gena (ISG) (78). Poznato je da RBV ima antivirusni u¢inak
prema virusu zausnjaka (79,80), medutim to¢an mehanizam njegovog djelovanja zasad nije poznat.
Ovaj nukleozidni analog u kombinaciji s interferonom primarno se koristi u antivirusoj terapiji
hepatitisa C (81) iako se zbog nuspojava koje moze prouzrokovati u novije vrijeme istrazuju Novi
nacini tretiranja ove bolesti (82). Osim za hepatitis C, RBV se pokazao efikasnim i u tretmanu za
druge viruse kao $to su respiratorni sincicijalni virus (82), virus Lassa groznice (83), kod tretiranja
virusnih hemoragijskih groznica (83), u smanjivanju simpotoma gripe kod oboljelih (84), a u
istrazivanju provedenom 2021. godine (85) pokazan je pozitivan efekt RBV-a u lijecenju bolesti
COVID-19. S obzirom na svoje mutageno djelovanje, RBV se Cesto koristi u istrazivanjima
utjecaja promjene stope mutacija na infektivnost virusa. Prvi virusni mutant za kojeg se pokazalo
da smanjenje stope mutacije vodi atenuiranom fenotipu bio je G64S mutant virusa djecje paralize
dobiven upravo primjenom RBV-a na virus (36). Promjenjena stopa mutacije te smanjena
infektivnost virusa nakon tretmana RBV-om pokazana je i za virus slinavke i Sapa (86), virus
vezikularnog stomatitisa (87) i virus gripe A (88). Na stanice RBV djeluje tako da usporava
proliferaciju i brzinu dijeljenja, no sam uc¢inak je ovisan i 0 samoj vrsti stanica te o koristenim
koncentracijama RBV-a (77).

Nukleozidni analog 5-FU (slika 6b) analog je pirimidina. Unutar stanica se uz pomo¢
stani¢nih enzima metabolizira u svoje aktivne oblike: mono- (5-FUMP), di-(5-FUDP) i trifosfate
(5-FUTP) koji inhibiraju enzime koji su ukljuceni u sintezu i popravak DNA (89). Koristi se u
antitumorskoj terapiji jer na ovaj na¢in zaustavlja diobu stanica te posljedi¢éno dovodi do smanjenja
rasta tumora. Takoder, 5-FUTP se moze ugraditi u rastu¢i lanac RNA tijekom transkripcije umjesto
obi¢nog uridintrifosfata (UTP) $to moZe uzrokovati mutacije povecavajuci stopu tranzicija U — C
i A—G (slika 7b) i promjene u strukturi virusne ili stani¢ne RNA (90). lako se ne koristi u virusnoj
terapiji, u¢inak 5-FU-a se istrazuje u vidu utjecaja nukleozidnih analoga na mutagenezu virusa.
Povecanje stope mutacija pokazano je za virus vezikularnog stomatitisa kao 1 virusa djecje paralize
(41). Takoder, uzastupnim kultiviranjem u ovom nukleozidnom analogu izoliran je virusni mutant
pacjeg Tembusu virusa (91) s atenuiranim fenotipom. Utjecaj 5-FU na same stanice ovisi 0 vrsti
stanica i1 koriStenim koncentracijama ovog nukleozidnog analoga. Za razliku od RBV-a, osim

citostatickog, pokazan je i citotoksi¢ni utjecaj (92).
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Nukleozidni analog 5-AZC (slika 6c¢) je pirimidinski analog koji se unutar stanica pomoc¢u
stani¢nih kinaza metabolizira u aktivni oblik — 5-AZC trifosfat (5-AZC-CTP) koji se moze ugraditi
u rastuci lanac nukleinske kiseline prekidajuéi daljnju sintezu te povecavajuéi stopu transverzija
C— G i G—C (slika 7c) (93). Takoder, 5-AZC inhibira DNA metiltransferaze (94). Koristi se u
antitumorskoj terapiji s obzirom da demetilacija DNA te krivo sparivanje baza dovode do
diferencijacije tumorskih stanica $to posljedicno dovodi njihove smrti (95). Istrazivanja su
pokazala da 5-AZC dovodi do letalne mutageneze virusa HIV (96) te virusa gripe (97) no s obzirom
da demetilacija DNA u stanicama moZze dovesti do efikasnije virusne infekcije u nekim sluc¢ajevima
kao Sto je pokazano za herpes simplex virus te humani citomegalovirus (98,99) za mogucu
primjenu ovog nukleozidnog analoga u antivirusnoj terapiji potrebno je provesti dodatna
istrazivanja. Takoder, u istraZivanju provedenom na bakteriofagu Qf (100) nakon uzastupnog
kultiviranja virusa u prisustvu 5-AZC-a izoliran je virusni mutant s rezistencijom na ovaj
nukleozidni analog s pove¢anom vjernos$¢u transkripcije virusne polimeraze. Utjecaj na samu
infektivnost virusa nije proucavan u ovom istrazivanju. Kao i u slu¢aju RBV-a i 5-FU-a, utjecaj 5-
AZC-a na stanice ovisi o koristenoj dozi te vrsti stanica. Kao i 5-FU, 5-AZC ima citotoksi¢an

utjecaj na stanice (101).
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Slika 7. Shema ugradnje nukleozidnih analoga (a) ribavirina (RBV), (b) 5-fluorouracila (5-FU) i
(c) 5-azacitidina (5-AZC) te krivog sparivanja baza do koje dolazi njihovom ugradnjom. S lijeve

strane slike naznaceni su antigenomski (+) i genomski (-) lanac RNA u replikaciji.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijal

3.1.1 Bioloski materijal

Stanic¢ne linije

Koristene su kontinuirane stani¢ne linije porijeklom iz banke stanica ECACC (eng. European
Collection of Authenticated Cell Cultures).

Stani¢na linija Vero su fibroblasti normalnog bubrega afriCkog zelenog majmuna
(Cercopithecus aethiops). Kataloski broj u ECACC banci stanica je 84113001. Raspon pasaza u
kojima su koristene 4 — 40.

Stani¢na linija A549 su epitelne stanice adenokarcinoma pluca ¢ovjeka. Kataloski broj u
ECACC banci stanica je 86012804. Raspon pasaZa u kojima su koriStene 4 — 40.

Stani¢na linija LLC-MK2 su epitelne stanice dobivene iz pulirane suspenzije normalnog tkiva
bubrega rezus majmuna (Macaca mulatta). Kataloski broj u ECACC banci stanica je 85062804.

Raspon pasaza u kojima su koristene 4 — 40.

Virusi

Virusna varijanta MuVi-C izolirana je iz cjepnog soja L-Zagreb (pristupni broj AY685920,
NCBI GenBank) koji pripada genotipu N postupkom 3 plak purifikacije na stani¢noj liniji Vero.
Konsenzusom se razlikuje od L-Zagreba na tri pozicije: A5561C, T9994A i A14332T (virusni
genom nije sekvenciran u cjelosti stoga su moguce dodatne razlike u odnosu na L-Zagreb).

Soj virusa zauS$njaka ZgA/Cro69 genotipa D (pristupni broj SAMN22742377, NCBI
GenBank) dobiven je visestrukim kultiviranjem izolata u amnionu embrioniranih kokosjih jaja.
Ovako dobiven virus dodatno je kultiviran u stani¢noj liniji MRC-5 (porijeklom iz normalnih pluca

covjeka) 15 puta. Izolat je dobiven iz djeteta kojem su dijagnosticirani zauSnjaci 1969. godine.

Plazmid
Plazmid pMRV?2 sadrzi cijelu antigenomsku sekvenciju cjepnog soja L-Zagreb kloniranu u

286_p107(-)Luc. Sekvencija se razlikuje u devet nukleotidnih pozicija u usporedbi s L-Zagrebom
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(cjepni soj, pristupni broj AY685920, NCBI GenBank). Sedam od njih rezultat su uvodenja
dodatnih restrikcijskih mjesta, dok su dvije nukleotidne promjene u genu L nastale tijekom
postupka umnazanja i kloniranja. To su T9660C koja dovodi do aminokiselinske promjene

Leu408Pro te sinonimna promjena C11176T.

3.1.2 Kemikalije i otopine

Kemikalije i otopine za odrZavanje i infekciju stani¢nih kultura

e Minimalni esencijalni medij (eng. minimum essential medium) (MEM) (Capricorn Scientific
GmbH)

e Dulbeccov modificirani Eagle medij (eng. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (DMEM)
(Capricorn Scientific GmbH)

o fetalni tele¢i serum (FTS) (Pan-Biotech)

Mediji za uzgoj i supkultivaciju stanica: MEM + 10% FTS, DMEM + 10% FTS. U medije se

dodaje kombinacija otopina penicilin-streptomicina (Capricorn Scientific GmbH) i L-glutamin

(Capricorn Scientific GmbH) u kona¢nim koncentracijama 10 pL/mL.

Medij za infekciju stanica virusom: MEM + 2% FTS, DMEM + 2% FTS. U medije se dodaje

kombinacija otopina penicilin-streptomicina (Capricorn Scientific GmbH) i L-glutamin (Capricorn

Scientific GmbH) u kona¢nim koncentracijama 10 pL/mL. U pripremljeni medij dodaje se virusna

suspenzija.

Medij za prekrivanje stani¢nog sloja u testu plakiranja: 2XMEM + 10% FTS, bez fenolnog crvenila

s dodatkom neesencijalnin aminokiselina (NEAA, Sigma-Aldrich), L-glutamina i otopine

penicilin-streptomicin u kona¢nim koncentracijama 10 pL/mL.

Nukleozidni analozi i otapala potrebna za njihovu pripremu
Temeljna standarna otopina ribavirina (RBV) (Sigma-Aldrich) (10 mM) priredena je
otapanjem 50 mg RBV-a u 20,47 mL sterilne vode. Tako dobivena otopina je profiltrirana kroz

0,22 um filter, alikvotirana u alikvote od 0,5 mL i pohranjena pri -20 °C.
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Temeljna standarna otopina 5-fluorouracila (5-FU) (Sigma-Aldrich) (414 mM) priredena je
otapanjem 50 mg 5-FU-a u 1 mL 1M NH4OH. Otopina je zatim profiltrirana kroz 0,22 um filter,
zamotana parafilmom te pohranjena u foliji pri +4 °C (koriStena je tijekom 4 mjeseca).

Temeljna standarna otopina 5-azacitidina (5-AZC) (Sigma-Aldrich) (100 mM) priredena je
otapanjem 24,42 mg 5-AZC-a u 1 mL DMSO (Kemika). Otopina je profiltrirana kroz 0,22 pm
filter, alikvotirana u alikvote od 20 pL, zamotana parafilmom te pohranjena u foliji pri -20 °C.

Radne otopine nukleozidnih analoga priredivane su dvostrukim razrjedenjima nukleozidnih

analoga u mediju MEM ili DMEM s 2% FTS-a neposredno prije izvodenja pokusa.

Kemikalije i otopine za elektroforezu u agaroznom gelu
e Tris(hidroksimetil)-aminometan (Tris) (Sigma-Aldrich)
e HCI (Kemika)

e EDTA (Sigma-Aldrich)

e boratna kiselina (Kemika)

1 M Tris-HCI:

60,58 g Tris se otopi u 400 mL destilirane vode, pH otopine se podesi na dodatkom koncentrirane
HCI i doda se destilirane vode do volumena od 0,5 L

10xTBE-pufer:

89 mM Tris-HCI

89 mM boratna kiselina

2 mM EDTA

pH 8,3
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3.2 Metode

3.2.1 Uzgoj stani¢nih kultura

Stani¢ne kulture Vero, A549 i LLC-MK2 koje su koriStene u ovom istrazivanju su adherentne,

odnosno rastu prihvaéene na plasti¢nu povrsinu T-boca ili ploca sa zdencima u kojima se uzgajaju.
Stani¢ne linije uzgajaju se u u hranjivom mediju u kontroliranim uvjetima pri 37 °C u atmosferi
koja sadrzi 95% zraka i 5% CO2. Sam uzgoj zapocinje kratkotrajnim stavljanjem ampule stanica
(koja je prethodno bila pohranjena u teku¢em dusiku) pri 37 °C. Slijedi centrifugiranje stanica pri
150 x g 5 minuta nakon Cega se uklanja supernatant. Talog stanica se resuspendira u malom
volumenu svjezeg medija za uzgoj nakon ¢ega se stanice prenose u T-bocu od 25 cm?. U bocu se
dodaje 10 mL medija za uzgoj. Mediji za uzgoj, ucestalost kultiviranja i omjer stani¢ne suspenzije
za supkultivaciju navedeni su u tablici 1.
Supkultivacija je sli¢na za sve koriStene stani¢ne kulture. S izrasle stani¢ne kulture uklanja se medij
te se stanice ispiru s 0,25%-tnom otopinom tripsin-EDTA (0,25%-tna otopina, Imunoloski zavod
d.d.). Dodatkom 0,25%-tne otopine tripsin-EDTA (Imunoloski zavod d.d.) u volumenu Koji
prekriva stani¢ni sloj stanice se odvoje od podloge enzimskom digestijom u roku 2-3 minute
(tripsinizacija). Stanice se pregledaju mikroskopski kako bi se potvrdilo odvajanje od podloge. U
stani¢nu suspenziju dodaje se medij za uzgoj u omjeru 1:10 pri ¢emu FTS iz medija inaktivira
tripsin. Odredeni volumen stani¢ne suspenzije prenese se u novu bocu za uzgoj stanica i na stanice
se doda svjezi medij za uzgoj stanica u volumenu kojeg odreduje povrsina T-boce (10 mL za bocu
od 25 cm?, 35 mL za bocu od 75 cm? ili 60 mL za bocu od 150 cm?).

Ukoliko se stanice koriste u testu, one se izbroje u Neubauerovoj komorici za brojanje stanica
(W. Schreck Hofheim) i odredi se njihova koncentracija (st/mL). Broj stanica u stani¢noj suspenziji
podesi se prema potrebi testa u kojem Ce se stanice koristiti te se stanice nasaduju u T-boce ili ploce
sa zdencima za uzgoj.

Nasadene stanice se stavljaju u inkubator pri 37 °C u atmosferi koja sadrzi 5% CO> 24 sata
prije nego ih se koristi u daljnjim testovima. Ovaj postupak prisutan je u svim opisanim metodama
kod kojih je prvi korak nasadivanje stanica te se to nefe posebno naglaSavati dalje u tekstu.
Takoder, inkubacija stanica, bilo tretiranih ili netretiranih, izvodi se u inkubatoru u atmosferi koja

sadrzi 5% COg, a medij koji se koristi za uzgoj, kao i za infekcije, uvijek sadrzi otopinu penicilin-

21



streptomicin (Capricorn Scientific GmbH) u koncentraciji 10 pL/mL te se ni ti podaci nece posebno

naglasavati u daljnjim opisima postupaka.

Tablica 1. Pregled stani¢nih linija i uvjeta njihove kultivacije.

L Omjer stanic¢ne ] )
stani¢na B ) supkultivacija . Maksimalan broj
o medij za uzgoj . suspenzije za L
linija (dani) L supkultivacija
supkultivaciju

MEM + otopina

penicilin-streptomicina 40 (od pohranjene
Vero 3-4 1:6-1:10 viv
(10 pL/mL) + 10% stani¢ne banke)
FTS

DMEM + otopina
penicilin-streptomicina
A549 3-4 1:3-1:10 viv -
(10 pL/mL)

+10% FTS

MEM + otopina
penicilin-streptomicina
LLC-MK2 3-4 1:3-1:10 viv -
(10 uL/mL)+ 10%

FTS

3.2.2 Test za odredivanje metabolicke aktivnosti stanica

Zive stanice reduciraju topljivi zuti 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolijev bromid
(MTT) u ljubicasti netopivi formazan djelovanjem mitohondrijskog enzima sukcinat
dehidrogenaze. MTT test je kolorimetrijski test kojim se odreduje metabolicka aktivnost stanica
upravo na tom principu. U testu se dobiveni formazan otapa pomocu otopine za solubilizaciju te se
tako dobivenoj otopini mjeri apsorbancija koja ukazuje na koli¢inu Zivih stanica.

Otopina MTT-a priredi se otapanjem MTT-a (Sigma-Aldrich) u fosfatnom puferu (eng.
phosphate buffered saline — PBS, Capricorn Scientific GmbH) u kona¢noj koncentraciji 5 mg/mL,
sterilno profiltrira kroz 0,22 um filter, alikvotira i pohrani pri -20 °C nakon ¢ega se alikvoti uzimaju
po potrebi.

Stanic¢ne linije A549, Vero ili LLC-MK2 se nasaduju u mikrotitarske plocice s 96 zdenaca u
koncentraciji 15 000 stanica po zdencu u 130 uL DMEM s 10% FTS-a (za stanice A549) ili u 130

22



ML MEM s 10% FTS-a (za stani¢ne linije Vero i LLC-MK?2). Nakon 24 sata medij u kojem su
stanice rasle se zamjenjuje s 100 pL medija s 2% FTS-a za stanice koje sluze kao kontrola
(netretirane stanice) ili s 100 uL odredene koncentracije nukleozidnog analoga priredene u mediju
s 2% FTS-a. Koncentracije nukleozidnog analoga napravljene su u dvostrukim razrjedenjima
pocevsi od 1000 uM do 3,9 uM za RBV i 5-FU, te od 250 uM do 0,98 uM za 5-AZC. Netretirane
stanice kao i stanice tretirane svakim pojedinim razrjedenjem nukleozidnog analoga napravljene
su u 6 replika. Stanice se potom inkubiraju pri 35 °C narednih 3 dana za stani¢nu liniju Vero te
naredna 4 dana za stani¢ne linije A549 i LLC-MK?2. Nakon inkubacije medij se zamjenjuje sa 100
uL svjeze pripremljenog medija s 2% FTS-a koji sadrzi otopinu MTT-a u kona¢noj koncentraciji
0,5 mg/mL. Tako tretirane stanice se inkubiraju 4 sata pri 35 °C nakon ¢ega se uklanja medij, a
stanice se otapaju u 200 uL DMSO-a (Kemika) po zdencu, resusupendiraju i inkubiraju 5 minuta
na sobnoj temperaturi. Stanice se potom prebacuju u novu mikrotitarsku plo¢icu. Apsorbancija se
ocitava na spektrofotometru Multiskan Spectrum (Thermo Fisher Scientific) pri valnoj duljini 570
nm i 690 nm. Potonja sluzi kao referentna vrijednost koja se u analizi rezultata oduzima od
vrijednosti dobivene mjerenjem pri 570 nm. Sluzi kako bi se iz rezultata izbacio ucinak
precipitiranih proteina ili stani¢nih ostataka koji bi mogao interferirati s rezultatom. U tri zdenca
mikrotitarske ploc¢ice stavlja se 200 uL DMSO-a (Kemika) te se srednja vrijednost te tri
apsorbancije na poc¢etku analize oduzima od vrijednosti dobivenih za valnu duljinu 570 nm.

Za izraCun Zivih stanica prvo se odredi srednja vrijednost apsorbancije za svih Sest replikata
tj. zdenaca koji su prosli isti tretman. Postotak zivih stanica po svakom takvom zdencu/replikatu
1zrazava se kao vrijednost apsorbancije dobivene za taj zdenac podijeljene sa srednjom vrijednosti

svih replikata, pomnoZena s 100:

preZivljenje po zdencu = (apsorbancija po zdencu /srednja vrijednost svih zdenaca) x 100%

3.2.3 Brojanje stanica

Stanic¢ne linije A549 i Vero su nasadene u ploce za uzgoj s 12 zdenaca u koncentraciji 170 000
stanica po zdencu, a stani¢na linija LLC-MK?2 u koncentraciji 110 000 stanica po zdencu u 1 mL
medija za uzgoj stanica te inkubirane pri 37 °C. Nakon 24 sata uklonjen je medij i na stanice je
dodan 1 mL medija s 2% FTS-a (netretirane stanice) ili 1 mL odredenog razrjedenja nukleozidnog

analoga u mediju s 2% FTS-a. Koncentracije nukleozidnog analoga napravljene su u dvostrukim
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razrjedenjima. Koncentracije koriStene za razliite kombinacije stani¢nih linija i nukleozidnih
analoga naznaCene su u poglavlju Rezultati. Netretirane stanice i stanice treirane svakom
pojedinom koncentracijom napravljene su u triplikatu. Nakon 3 dana za stani¢nu liniju Vero te 4
dana za stani¢ne linije A549 i LLC-MK2 medij je uklonjen iz zdenaca, stanice su tripsinizirane s
100 uL 0,25%-tne otopine tripsin-EDTA (Imunoloski zavod d.d.) te je nakon nekoliko minuta
tripsin neutraliziran dodatkom 900 uL medija za uzgoj. U suspenziju stanica dodano je tripansko
modrilo te su Zive izbrojane u 8 kvadranata Neubauerove komorice za brojanje stanica (Wschreck
Hofheim) (tripansko modrilo ulazi u mrtve stanice s obzirom da im je membrana oSte¢ena te se
unutar stanice veze za njene proteine rezultirajuéi vizualno plavim stanicama). Broj zivih Stanica

po mL volumena stani¢ne suspenzije izratunava se prema formuli:

N = izbrojano/8 x 10 000 x faktor razrjedenja

s obzirom da volumen kvadranta iznosi 0,1 mm?® odnosno 10 000 mL™.
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3.2.4 Infekcija stani¢nih kultura

Infekcija stani¢nih kultura u svrhu odredivanja kinetike replikacije virusa zauSnjaka

Kako bi se 24 sata nakon nasada postigla otprilike 75%-tna konfluentnost sloja, u T-boce od
25 cm? nasaduje se 1 100 000 stanica A549 u 12 mL, a 1 000 000 stanica Vero i LLC-MK2 u 10
mL medija za uzgoj. Nasadene stanice inkubiraju se 24 sata pri 37 °C nakon Cega slijedi infekcija.
Sa stani¢ne kulture se uklanja medij i stanice se ispiru 2 puta sa PBS-om (Capricorn Scientific
GmbH). Na stani¢ni sloj se dodaje virusna suspenzija u zeljenoj koncentraciji tj. u Zeljenom omjeru
infektivnih virusnih Cestica i izraslih stanica (eng. multiplicity of infection, MOI). Potreban
volumen virusne suspenzije racuna se prema formuli:

Ve = (Nstan X MOI) / titar virusa [PFU/mI]

u kojoj Ve oznacava volumen virusnih Cestica, a Nstan broj izraslih stanica.

MOI koristeni u ovom istrazivanju navedeni su u poglavlju Rezultati. Inficirane stanice
inkubiraju se sat vremena pri 35 °C nakon ¢ega se neadsorbirani virus uklanja. Stani¢ni sloj se
zatim ispire dva puta PBS-om (Capricorn Scientific GmbH) te se na njega dodaje svjezi medij s
2% FTS-a. Inkubacija stanica se nastavlja pri 35 °C. Od prvog do sedmog dana nakon infekcije iz
bocice se uzima 1 mL virusne suspenzije, koji se centrifugira 5 minuta na 177xg te se takav
supernatant alikvotira i smrzava na temperaturi pri -60 °C ili niZe, nakon Cega se titar virusa za
svaki uzorak odreduje testom plakiranja (opisanim u poglavlju 3.2.5.). U svim metodama koje
ukljucuju sakupljanje virusa koji se nalazi u supernantantu stani¢ne kulture postupak

centrifugiranja, alikvotiranja i cuvanja je jednak opisanom.

Infekcija stani¢nih kultura u prisustvu nukleozidnog analoga

Stanié¢ne linije Vero, A549 i LLC-MK2 nasaduju se u mediju za uzgoj u odabrano posude. U
tablici 2 su navedeni volumeni i koncentracije koriteni ovisno o vrsti posuda. Nasadene stanice
inkubiraju se 24 sata pri 37 °C nakon ¢ega se s njih uklanja medij. Na stani¢ni sloj dodaje se medij
s 2% FTS-a ili medij s 2% FTS-a koji sadrzi nukleozidni analog u Zeljenoj koncentraciji. Stanice
se inkubiraju 2 sata pri 35 °C nakon ¢ega se sa stani¢nog sloja uklanja medij, stanice se ispiru dva
puta PBS-om (Capricorn Scientific GmbH) te inficiraju virusom na nacéin opisan u poglavlju

3.2.3.1. Nakon adsorpcije virusa u trajanju od sat vremena, virus se uklanja sa stanica, stanicni sloj
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se ispire dva puta PBS-om (Capricorn Scientific GmbH) te se na stanice dodaje isti medij kakvim
su stanice bile tretirane prije infekcije virusom. Slijedi inkubacija pri 35 °C. Vrijeme inkubacije
prije sakupljanja supernatanta odredeno je rezultatima kinetike replikacije virusa. Nakon
inkubacije sakuplja se supernatant sa stani¢nog sloja po ranijem opisanom postupku nakon ¢ega se

titar virusa za svaki uzorak odreduje testom plakiranja (opisanim u poglavlju 3.2.5).

Tablica 2. Koncentracije i volumeni za nasadivanje i infekciju za svaku pojedinu stani¢nu liniju

ovisno o koriStenom posudu.

koncentracija nasada
stani¢na ) ) N volumen za volumen za
o vrsta posuda (broj stanica/zdencu ili ) N
linija ) nasadivanje infekciju
boci)

plo¢a s 6 zdenaca 450 000 2mL 1mL
Vero ploga s 12 zdenaca 170 000 1mL 0,4 mL
T-boca od 25 cm? 1000 000 10 mL 2,8 mL

plo¢a s 6 zdenaca 400 000 2mL 1mL
A549 plo¢a s 12 zdenaca 150 000 1mL 0,4 mL
T-boca od 25 cm? 1100 000 12 mL 2,8 mL

plo¢a s 6 zdenaca 300 000 2mL 1mL
LLC-MK2 ploca s 12 zdenaca 110 000 1mL 0,4 mL
T-boca od 25 cm? 1000 000 10 mL 2,8 mL

3.2.5 Odredivanje titra virusa testom plakiranja

Test se temelji na replikaciji infektivnih virusnih Cestica u monosloju stani¢ne kulture Vero.
Na inficirani monosloj stavlja se polukruti pokrov zbog ¢ega je replikacija virusa mogu¢a samo u
inficiranim stanicama te u onima koje su s njima u direktnom kontaktu. Kao rezultat, citopatogeni
efekt (CPE) se na stani¢nom supstratu pojavljuje u obliku distina tj. plakova. Titar virusa se
izrazava u jedinicama stvaranja plakova (eng. plaque forming units, PFU) po jedinici volumena.

Priredi se suspenzija stani¢ne kulture Vero te se odredi koncentracija stanica na na¢in opisan
u poglavlju 3.2.1. Za plakiranje se nasaduju ploce s 6 zdenaca u koncentraciji 1 000 000 stanica u
3 mL medija za uzgoj po zdencu te se ploce odloze u inkubator pri 37 °C. Stanice se inkubiraju 48
sati do postizanja konfluentnog monosloja kojeg definira 100% povrSine prekriveno stanicama.
Pripremi se odgovarajuci niz predrazrjedenja i razrjedenja virusa u staklenim epruvetama u mediju
s 2% FTS (svako razrjedenje na stanice ide u duplikatu — za svako razrjedenje virusa potrebna su

dva zdenca s nasadenim stanicama). Sa stanica se uklanja supernatant i na stanicni sloj se inolkulira
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1 mL priredenog razrjedenja virusa ili 1 mL medija s 2% FTS na stanice koje ¢e sluziti kao
negativna kontrola. Ploce s inficiranim stanicama Se inkubiraju 1 sat pri 35 °C. Za to vrijeme
pripremi se pokrov za stanice; u jednoj staklenoj tikvici se napravi 1,5% agar (Noble agar, Sigma
Aldrich), a u drugu se nalijeva medij za prekrivanje stani¢nog sloja. Obje tikvice stavljaju se u
vodenu kupelj na temperaturu 42 °C do kraja inkubacije virusa na stanicama nakon ¢ega se sadrzaji
tikvica pomijeSaju u omjeru 1:1. Sa stanica se uklanja virus te se stani¢ni monosloj prekriva s 3
mL pokrova. Ploce se ostavljaju u polumraku ili mraku 20 minuta na sobnoj temperaturi kako bi
se pokrov skrutio nakon Cega se stavljaju u prozirne, plasti¢ne vrecice i inkubiraju 6 dana pri 35
°C. Nakon inkubacije se u svaki zdenac dodaje po 1 mL otopine za bojanje (0,5% neutralno
crvenilo (Sigma Aldrich) i PBS (Capricorn Scientific GmbH) u omjeru 1:10). Obojane plocice
inkubiraju se 1 sat pri 35 °C nakon ¢ega se uklanja boja iz zdenaca. Slijedi daljnja inkubacija pri
35 °C naredna 4 sata. Broj plakova o¢itava se makroskopski u svakom zdencu (plakovi se vide kao
prozirne ili svjetlije obojane Cistine naspram crveno obojanog stani¢nog monosloja). Titar virusa

(PFU/ml) izracunava se za svako razrjedenje virusa prema formuli:

PFU/mL = srednja vrijednost broja plakova po razrjedenju X reciproéna vrijednost

razrjedenja

3.2.6 Odredivanje u¢inka koncentracije stanica u sloju na virusnu replikaciju

Stani¢ne linije Vero, A549 i LLC-MK2 su nasadene u ploce s 12 zdenaca u razli¢itim
koncentracijama u triplikatu za svaku koncentraciju u 1 mL odgovarajuéeg medija za uzgoj.
Odabrane koncentracije rezultiraju s otprilike 75%, 50%, 35% i 25% konfluentnosti za stani¢ne
linije Vero i A549 te 75%, 50%, i 25% za stani¢nu liniju LLC-MK2 nakon inkubacije od 24 sata
pri 37 °C (u tablici 3 su navedene odabrane koncentracije stanica za nasadivanje). Nakon 24 sata
sa stanica je uklonjen medij, a stani¢ni sloj je dva puta ispran PBS-om (Capricorn Scientific GmbH)
nakon Cega su stanice inficirane u mediju s 2% FTS-a - Vero i LLC-MK2 virusnom varijantom
MuVi-C, a Ab549 virusnom varijantom ZgA/Cro69 pri MOI naznac¢enom u poglavlju Rezultati.
Nakon inkubacije pri 35 °C u trajanju od 1 sat, sa stanica je uklonjen virus, stani¢ni sloj je ispran
dva puta PBS-om (Capricorn Scientific GmbH) i na stanice je dodan 1 mL medija s 2% FTS-a.

Daljnja inkubacija nastavljena je pri 35 °C te je supernatant sa stanica sakupljen nakon 3 dana za
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stani¢nu liniju Vero i nakon 4 dana za stani¢ne linije A549 i LLC-MK?2 postupkom opisanim u

poglavlju 3.2.4. Titar virusa za sve uzorke odreden je testom plakiranja opisanim u poglavlju 3.2.5.

Tablica 3. Pregled koncentracija nasadenih stani¢nih linija Vero, A549 i LLC-MK2 u testu

odredivanja u¢inka koncentracije stanica u sloju na replikaciju virusa.

koncentracija nasada konfluentnost
stani¢na linija . )
(broj stanica po zdencu) nakon 24 sata*
90 000 25%
110 000 35%
Vero
130 000 50%
170 000 75%
70 000 25%
90 000 35%
A549
110 000 50%
150 000 75%
70 000 25%
LLC-MK2 110 000 50%
150 000 75%

*konfluentnost odredena vizualno mikroskopskim pregledom stani¢nog sloja

3.2.7 Odredivanje antivirusnog u¢inka nukleozidnih analoga

Stanic¢ne linije Vero, A549 i LLC-MK2 nasadene su u ploce s 12 zdenaca u koncentraciji koja
rezultira s otprilike 75% konfluentnosti 24 sata nakon nasadivanja (tablica 1) u 1 mL odgovarajuceg
medija za uzgoj. Uslijedila je inkubacija u trajanju od 24 sata pri 37 °C. Stanice su zatim isprane 2
puta PBS-om (Capricorn Scientific GmbH) te inficirane virusom u prisustvu nukleozidnog analoga
po postupku opisanom u poglavlju 3.2.4. Za svaku koncentraciju nukleozidnog analoga stanice su
inficirane u triplikatu. Takoder, kao kontrola, u triplikatu su inficirane stanice koje nisu tretirane
nukleozidnim analogom. U poglavlju Rezultati navedeni su koristeni virusi, MOI te koncentracije
nukleozidnih analoga. Daljnja inkubacija nastavljena je pri 35 °C te je supernatant sa stanica

sakupljen nakon 3 dana za stani¢nu liniju Vero i nakon 4 dana za stanic¢ne linije A549 i LLC-MK?2
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postupkom opisanim u poglavlju 3.2.4. Titar virusa za sve uzorke odreden je testom plakiranja

opisanim u poglavlju 3.2.5.

3.2.8 Kultiviranje virusa u prisustvu nukleozidnih analoga

Kultiviranje virusa u prisustvu nukleozidnog analoga za stani¢ne linije Vero i LLC-MK?2
radeno je u plo¢ama sa 6 zdenaca, dok je isti postupak za stani¢nu liniju A549 raden u T-bocama
od 25 cm? (volumeni koristeni u infekcijama ovisno o vrsti koristenog posuda navedeni su u tablici
1). Infekcija stanica i sakupljanje supernatanta napravljeno je prema postupku opisanom u
poglavlju 3.2.4, a titar virusa odreden je testom plakiranja opisanim u poglavlju 3.2.5. Postupak
kultiviranja prikazan je na slici 8. Stanice su inficirane originalnim virusom u mediju s ili bez
nukleozidnog analoga $to oznacava prvi pasaz. Nakon odredivanja titra virusa dobivenih u prvom
pasazu, ti se virusi koriste za daljnju infekciju stanica pri istom MOI (virus uzgajan na stanicama
tretiranim nuklezidnim analogom i u sljedecem se pasazu koristi za infekciju tretiranih stanica, dok
se kontrolni virus nastavlja kultivirati na stanicama koje nisu tretirane nukleozidnim analogom).

Nakon svakog pasaza usporeduje se titar kontrolnog virusa i tretiranog virusa iz istog pasaza.

= mﬁ&\’ | Kpl K p2 K p3 K py
Originalan
virus M. .
ol , . X .
Ay, 4 Sy . Qe . e . g
G‘z}al’{‘faoﬁa
/ h Tpl Tp2 Tp3 Tpy

Slika 8. Prikaz kultiviranja virusa u prisustvu nukleozidnog analoga. Originalni virus kultiviran je
u mediju bez nukleozidnog analoga (kontrola) ili u mediju s nukleozidnim analogom. Kroz seriju
pasaza nastavlja se daljnje kultiviranje kontrolnog i tretiranog virusa. Na slici K ozna¢ava kontrolni

virus, T tretirani virus, a broj uz p oznacava broj pasaza.
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3.2.9 Odredivanje rezistencije virusa kultiviranih u prisustvu nukleozidnih analoga

Virusi kultivirani u prisustnosti nukleozidnih analoga kao i njihove kontrole (virusi kultivirani
u mediju bez nukleozidnih analoga) koriSteni su za infekciju stanica u koncentracijama jednakim
onima koristenima za kultiviranje ili viSim (koncentracije su navedene su u poglavlju Rezultati).
Stanice su inficirane po postupku opisanom u 3.2.4., a titar virusa je odreden testom plakiranja

opisanim u poglavlju 3.2.5.

3.2.10 lzolacija ukupne virusne RNA

Ukupna virusna RNA izolira se iz 400 pL supernatanta inficiranih stani¢nih kultura
(dobivenog postupkom opisanom u poglavlju 3.2.4) pomo¢u kompleta reagensa Quick-RNA
Viral™ Kit (Zymo Research) prema uputstvima proizvodac¢a. Virusna RNA se eluirau 11 pL vode

bez DNaza i RNaza.

3.2.11 Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija (RT) predstavlja proces transkripcije RNA u njezinu komplementarnu
DNA (cDNA, eng. complementary DNA). Pri RT reakciji ukupne virusne RNA koriste se pocetnice
koje se vezu nasumic¢no duz virusne RNA (50 uM, Invitrogen) i omoguéuju reverznu transkripciju
segmenata cijelog virusnog genoma. Za ovaj postupak koriStena je RNA izolirana postupkom
opisanom u poglavlju 3.2.10. U prvom Kkoraku potrebno je denaturirati RNA. Reakcijske
komponente se pomijesaju u omjerima opisanima u tablici 4 te se smjesa zagrijava pri 70 °C kroz
10 minuta. Nakon toga slijedi hladenje na ledu u trajanju od jedne minute nakon ¢ega se u smjesu
dodaju preostale komponente (tablica 5). Slijedi RT reakcija pod uvjetima opisanima u tablici 6.
Prije zadnjeg koraka reakcija se zaustavlja kako bi se u uzorak dodala RNAza H (Invitrogen) koja
uklanja preostalu RNA nakon Cega slijedi nastavak reakcije. Dobivena cDNA pohrani se pri -20

°C ili 4 °C ako se koristi u roku 24 sata nakon postupka RT reakcije.

Tablica 4. Komponente i volumeni smjese reakcije koja prethodi reverznoj transkripciji.

Komponenta Volumen po reakciji
50 uM nasumiéne pocetnice (Invitrogen) 1 pL
10 mM dNTP (Invitrogen) 1uL
izolirana RNA 10 L
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Tablica 5. Komponente i volumeni smjese za reverznu transkripciju.

Komponenta Volumen po reakciji

pufer 5 x First-Strand Buffer (Superscript™ IIl,

Invitrogen) 4 pL

100 uM ditiotreitol (DTT, Superscript™ I11,
Invitrogen) 1L
20 U/pL inhibitor RNaze (Invitrogen) 1L

reverzna transkriptaza 200 U/ul SuperScript™
111 (Superscript™ 111, Invitrogen) 1uL

Tablica 6. Uvijeti reverzne transkripcije.

Temperatura Vrijeme inkubacije
25°C 5 min
50°C 50 min
70°C 15 min
(dodatak 1 pL 2 U/uL RNAze H (Invitrogen))
37°C 20 min

3.2.12 Lancana reakcija polimerazom

U svrhu sekvenciranja uzoraka metodom sekvenciranja nove generacije (eng. next-
generation sequencing, NGS) cDNA dobivene reverznom transkripcijom virusnih RNA umnozene
su u preklapaju¢im fragmentima lan¢anom reakcijom polimerazom (eng. polymerase chain
reaction, PCR) pomoc¢u termocikli¢kih amplifikatora Veriti i 2720 (Applied Biosystems). Razlike
u odabiru pocetnica za pojedine uzorke rezultat su nemoguénosti umnazanja njihovih odredenih
fragmenata po pocetnoj, teoretskoj shemi umnazanja. Temperature prijanjanja pocetnica (eng.
temperature of annealing, Ta) razli¢ite su za razlicite pocetnice, a vrijeme elongacije (te) OVisi 0
duljini fragmenta. Broj ciklusa ovisi o koli¢ini pocetnog uzorka za umnazanje. Ove su vrijednosti

odredene eksperimentalno u preliminarnim pokusima.
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UmnaZanje genoma virusa MRV?2 u triplikatu s plazmida u svrhu odredivanja greSke metode

Kako bi se razlikovale prave virusne varijante niske frekvencije od varijanti uzrokovanih

pogreSkama unesenim tijekom pripreme uzorka (RT, PCR) ili samog sekvenciranja, genom virusa

L-Zagreb ukloniranog u plazmid (pMRV2) je umnozen u 5 preklapajucih fragmenata (tablica 7) u

triplikatu. Komponente smjese za PCR reakciju navedene su u tablici 8 kao i uvjeti reakcije po

protokolu za DNA polimerazu Phusion iz kompleta reagensa Phusion® High-Fidelity DNA

Polymerase (New England Biolabs). Pripremljeni uzorci, kao i heumnozeni pMRV?2 (takoder u

triplikatu) koriSteni su za pripremu biblioteke fragmenata za sekvenciranje.

Tablica 7. Specifi¢ne pocéetnice (Macrogen) i uvjeti reakcije za umnozavanje genoma iz plazmida

PMRV?2 te genoma kontrolnih i tretiranih uzoraka virusa zausnjaka virusne varijante ZgA/Cro69

iz pasaza 8, 17 i 21.

Fragment Kori$tene pocetnice Veli¢ina fragmenta Uvjeti reakcije
NO nextera (+) Ta=61°C, te = 3 min 10 sek
1 5121 pb o
F2 () broj ciklusa = 40
M5 (+) Ta=62 °C, te = 2 min 14 sek
2 3693 pb o
LZ6 () broj ciklusa = 35
LZ9 (+) Ta=63°C, te =3 min 10 sek
3 4654 pb o
L12 () broj ciklusa = 40
MR9 (+) Ta=59 °C, te = 2 min 40 sek
4 3951 pb o
L23 (-) broj ciklusa = 35
L24 (+) T2=60 °C, te = 30 sek
5 736 pb o
L25 nextera (-) broj ciklusa = 40
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Tablica 8. Komponente i volumeni reakcijske smjese za lan¢anu reakciju polimerazom.

Komponenta

Volumen po reakciji

pufer 5 x High Fidelity *

10 mM dNTP (Invitrogen)

20 uM uzvodna pocetnica (Macrogen)
20 uM nizvodna pocetnica (Macrogen)
CDNA**

2000 U/mL polimeraza Phusion *
voda bez RNAza i DNAza

10 pL
4 pL
1,25 pL
1,25 pL
varijabilno
0,5puL
do 50 pL

| broj

ciklusa

Uvjeti reakcije prema protokolu za
Phusion DNA polimerazu

98°C 10 min

98 °C 1 min 30 sek

98°C  10sek

Ta 30 sek

72°C  Te

72°C 10 min

* komplet reagensa Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)

** Volumen ¢cDNA je varijabilan, ali kona¢na koncentracija mora biti manja od 250 ng po ukupnom

volumenu reakcije.

Umnazanje genoma virusne varijante ZgA/Cro69

Ishodi$ni uzorak, kontrolni i uzorak tretiran RBV-om u koncentraciji od 62,5 uM iz pasaza

14 umnozeni su u dva fragmenta (tablica 9), dok su kontrolni i uzorci tretirani u ovoj koncentraciji

iz pasaza 8, 17 i 21 umnoZeni u pet fragmenata (tablica 7). Komponente i volumeni reakcijske

smjese, kao i uvjeti reakcije jednaki su kao i pri umnazanju virusnog genoma s plazmida pMRV?2

(tablica 8).

Tablica 9. Specifi¢ne pocetnice (Macrogen) i uvjeti reakcije za umnazanje genoma kontrolnih i

tretiranih uzorka virusne varijante ZgA/Cro69 iz pasaza 14.

L25 nextera (-)

Fragment Koristene pocetnice Velicina fragmenta Uvijeti reakcije
NO nextera (+) Ta=60 °C, te =5 min 10 sek
1 7794 pb o
LZ6(-) broj ciklusa = 35
LZ10 (+) Ta=60 °C, te =5 min 10 sek
2 7722 pb

broj ciklusa = 35
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UmnaZanje genoma virusne varijante MuVi-C

Komponente i volumeni reakcijske smjese, kao i uvjeti reakcije jednaki su kao za virus MRV2
te virusnu varijantu ZgA/Cro69 (tablica 8). Za umnaZzanje uzoraka ove virusne varijante, osim za
uzorke prvog pasaza koji su tretirani 5-FU-om u koncentraciji 200 uM (200FU p1 pokus 1) i uzorke
prvog pasaza tretirane RBV-om u koncentraciji 250 uM ili 500 pM iz pokusa 3 (250R p1 pokus 3
i1 500R p1 pokus 3), koriStene su iste pocetnice i uvjeti reakcije (tablica 10). Za uzorak 200FU pl
pokus 1, pocetnice i uvjeti reakcije navedeni su u tablici 11, a za uzorke 250R p1 pokus 3 i 500R
pl pokus 3 u tablici 12.

Tablica 10. Specifi¢ne pocetnice (Macrogen) i uvjeti reakcije za umnazanje genoma kontrolnih i
tretiranih uzoraka virusne varijante MuVi-C — ishodisni uzorak te kontrolni i tretirani uzorci iz
pokusa kultiviranja virusa u prisustvu ribavirina, 5-fluorouracila i 5-azacitidina s izuzetkom
uzoraka 200FU p1 pokus 1 te 250R p1 i 500R pl iz pokusa 3.

Fragment | Koristene poCetnice | Veli¢ina fragmenta Uvjeti reakcije
NO T.=58 °C, te =3 min
1 5477 pb o
F8 broj ciklusa = 40
F15 Ta=61 °C, te = 1 min 30 sek
2 2657 pb o
LZz14 broj ciklusa = 40
LZ13 Ta=58°C, te =1 min 30 sek
3 2885 pb o
L26 broj ciklusa = 40
L9 Ta=57 °C, te = 2 min 30 sek
4 4835 pb -
L25 broj ciklusa = 35
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Tablica 11. Specifi¢ne pocetnice (Macrogen) i uvjeti reakcije za umnazanje virusnog genoma za
uzorak 200FU p1 pokus 1. Nedostaje zadnjih 624 pb genoma.

Koristene o B
Fragment _ Veli¢ina fragmenta Uvjeti reakcije
pocetnice
NO Ta=64 °C, t. = 1 min 30 sek
1 2097 pb o
P10rev broj ciklusa = 40
Dg4 Ta=59 °C, te = 2 min 15 sek
2 3592 pb o
MR4 broj ciklusa = 40
F15 Ta=61 °C, te = 1 min 30 sek
3 2657 pb o
LZz14 broj ciklusa = 40
LZ13 Ta=58°C, te = 1 min 30 sek
4 2885 pb o
L26 broj ciklusa = 40
L9 Ta=58 °C, te = 2 min 40 sek
5 4231 pb o
L23 broj ciklusa = 35

Tablica 12. Specifi¢ne pocetnice (Macrogen) i uvjeti reakcije za umnazanje virusnih genoma
uzoraka 250R pl i 500R pl iz pokusa 3. Nedostaje prvih 79 pb genoma.

Koristene o N
Fragment . Velic¢ina fragmenta Uvjeti reakcije
pocetnice
1. fragment Dg2 Ta=64 °C, te = 1 min 30 sek
2018 pb o
P10rev broj ciklusa = 40
2. fragment Dg4 Ta=59 °C, te = 2 min 15 sek
3592 pb o
MR4 broj ciklusa = 40
3. fragment F15 Ta=61°C, t. = 1 min 30 sek
2657 pb o
LZ14 broj ciklusa = 40
4. fragment LZ13 T2=58"°C, te =1 min 30 sek
2885 pb o
L26 broj ciklusa = 40
5. fragment L9 T.=58 °C, te = 2 min 40 sek
4835 pb
L25 broj ciklusa = 35
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3.2.13 Elektroforeza u agaroznom gelu i prociséavanje produkata lancane reakcije
polimerazom
Pripremi se 1,5% agarozni gel na nacin da se agaroza (Sigma-Aldrich) i 1XTBE pufer kuhaju dok
se agaroza ne rastali . Zatim se otopina ohladi na 50 do 55 °C i doda se 6 uL etidijevog bromida
koncentracije 10 mg/ml. Otopina se izlije u kadicu za gel u koju se dodaju cesljevi za jazice i
priceka se dok se gel ne stvrdne. PCR produkti se mijeSaju s kombinacijom 0,05% boje
bromfenolplavo (Sigma Aldrich) i 30% glicerola (Kemika) u omjeru 1:6 te se nanose na gel.
Elektroforeza uzoraka dobivenih lan¢anom reakcijom polimerazom traje oko 30 min. Postupak se
provodi pri sobnoj temperaturi u 1xTBE-puferu na izvoru napajanja pri 100 mV (Hoefer Scientific
Instruments). Rezultat se ocitava na transiluminatoru UVTM-25 (Hoefer Scientific Instruments).
PCR produkti se izrezuju iz agaroznog gela i proc¢is¢avaju pomocu kompleta reagensa NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) prema uputama proizvodaca i ispiru s membrane u 20

uL vode bez RNaza i DNaza.

3.2.14 Mjerenje koncentracije uzoraka nakon procis¢avanja iz gela
Uzorci za mjerenje koncentracije prociS¢enih produkata PCR reakcije pripremaju se pomocu
kompleta reagensa QuantiFluor ONE dsDNA System (Promega) prema uputstvima proizvodaca

nakon Cega se koncentracija DNA po UL mjeri na fluorometru Quantus (Promega).

3.2.15 Priprema biblioteka prociS¢enih produkata lanc¢ane reakcije polimerazom i
sekvenciranje metodom sekvenciranja nove generacije

Uredaj za sekvenciranje nove generacije Ilumina MiniSeq (llumina) koristi tehnologiju
sekvenciranja sintezom (eng. sequencing by synthesis, SBS). Prvi korak je enzimatsko cijepanje
genoma na manje fragmente. Na krajeve tih fragmenata dodaju se adapteri, indeksi i regije
komplementarne nukleotidnim slijedovima na proto¢noj ¢eliji pomocu koje se samo sekvenciranje
1zvrSava. Takav konstrukt ¢ini DNA biblioteku fragmenta. Osim za vezanje na proto¢nu ¢eliju prije
samog sekvenciranje, navedene dodatne regije potrebne su kako bi se kasnije u analizi rezultata
mogli razluciti pojedini dijelovi genoma. Nakon vezanja fragmenata slijedi njihovo umnazanje
kojim nastaju milijuni identi¢nih kopija pojedinih fragmenata. Na temelju dobivenih kalupa
sintetizira se DNA pomoc¢u nukleotida oznacenih bojom kako bi se mogli razluciti pojedini

nukleotidi. Rezultat procesa je ogroman broj tako sekvenciranih fragmenata koji se onda
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bioinformatickom analizom obraduju kako bi se od dobivenog dobila informacija o cijelom
genomu.

Biblioteke fragmenata za sekvenciranje priredene su koriStenjem kompleta reagensa Nextera
DNA Flex (Ilumina) prema uputstvima proizvodaca. Kvaliteta pripremljenih biblioteka
okarakterizirana je mjerenjem koncentracije DNA postupkom opisanim u poglavlju 3.2.14 te
analizom veli¢ine fragmenata pomoc¢u automatiziranog sustava za elektroforezu (Agilent 2100
Bioanalyzer System) uz pomo¢ kompleta reagensa High Sensitivity DNA Reagens (Agilent) prema
uputstvima proizvodaca. Uzorci zadovoljavajuce kvalitete sekvencirani metodom sekvenciranja
nove generacije (eng. next-generation sequencing, NGS) su na uredaju Ilumina MiniSeq (llumina)

prema protokolu iz ve¢ spomenutog Nextera DNA Flex (llumina) kompleta reagensa.

3.2.16 Analiza rezultata sekvenciranja metodom sekvenciranja nove generacije

Odredivanje pogreske metode

Kvaliteta sirovih podataka sekvenciranja odredena je pomoc¢u softvera FastQC v0.11.8.
Adapteri 1 nukleotidi s vrijednostima nizim od Q30 kao i o¢itane sekvencije krace od 75 parova
nukleotida uklonjeni su iz daljnje analize koriste¢i BBDuk softver. Ocitane sekvencije potom Su
sravnjene s referentnom sekvencijom virusa pomocu softvera Bowtie2 v2.4.2 za sravnjivanje
(102), a konsenzus sekvencije su odredene pomocu softvera Geneious Prime® 2019.2.3. Kako bi
se poboljSalo sravnjivanje, oCitane sekvencije ponovno su sravnjene na ovako dobivenu konsenzus
sekvenciju pomoc¢u Bowtie2 v2.4.2 programa. Daljnja obrada ukljucivala je filtriranje o€itanja koja
u odnosu na referentnu sekvenciju imaju maksimalno dva pogreSno sparena nukleotida pomocu
paketa programa Samtoolsv1.12 (103), a za odredivanje raznolikosti virusnih populacija
primijenjen je softver V-Phaser 2 (104). S obzirom da se kod uzoraka MRV2 i pMRV?2 ne oc¢ekuje
prirodna varijabilnost na nukleotidnim pozicijama, svaka pronadena nepodudarnost od konsenzusa
uzeta je kao greSka metode u skladu s metodom opisanom u (105). Maksimalni postotak
zastupljenosti varijante u ovim uzorcima uzet je kao granica ispod koje se varijante odbacuju u

svim analizama sekvenciranih uzoraka.
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Analiza rezultata sekvenciranja za uzorke virusnih varijanti ZgA/Cro69 i MuVi-C

Pocetna analiza ukljucuje ve¢ opisano u poglavlju 3.2.16 (FastQC v0.11.8, BBDuk softver,
Bowtie2 v2.4.2, Geneious Prime® 2019.2.3, Samtoolsv1.12, V-Phaser 2 ). Varijante zastupljene u
frekvenciji niZzoj od one koja se smatra greSkom metode odbacene su iz analize primjenom in-house
Python skripte koja ujedno odbacuje i varijante pronadene u regijama pocetnica koriStenim za
sekvenciranje kao i one koje nisu prisutne u minimalno pet oc€itanja u oba smjera. Kao mjere
raznolikosti virusnih populacija koristene su nukleotidna raznolikost (IT) i Shannonova entropija
(H) (106). Nukleotidna raznolikost genoma izvodi se iz formule koja izrazava raznolikost na svakoj

pojedinoj poziciji X (Rx):
Rx= Yig ninj / .N(N—1) = (N(N—1) =Yini (ni—1)) / N(N—1)
u kojoj i oznacava 0 kojem se nukleotidu radi (A, C, T ili G), nj oznacava broj kopija i

nukleotida, dok N oznacava dubinu sekvenciranja na poziciji. Nukleotidna raznolikost za cijeli

genom dobiva se po formuli:

H = ZL)(::L RX/ L
u kojoj x oznacava poziciju, a L duzinu genoma. Na ovaj nac¢in dobiva se frekvencija mutacija po
genomu. Stopa mutacija odredivana je kao pad ili porast nukleotidne raznolikosti po pasazu u
odnosu na nukleotidnu raznolikost ishodisnog uzorka, odnosno nukleotidnu raznolikost

prethodnog analiziranog pasaza.

Shannonova entropija je izvedena iz teorije informacije i oznacava mjeru kaosa u populaciji,
odnosno procjenjuje vjerojatnost varijabilnosti svake pojedine pozicije u vremenu. Za svaku

pojedinu poziciju Shannonova entropija se izracunava po formuli:

H= = 2= 1 pilog(pi)

u kojoj p oznacava frekvenciju nukleotida i na poziciji x.
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Shannonova entropija za cijeli genom (H) racuna se po formuli:

H:zLx=]_ Hx/ L

u kojoj x oznacava poziciju, a L duzinu genoma.
Rezultati sekvenciranja pohranjeni su u NCBI u repozitorij baze Sequence Read Archive
(SRA).

3.2.17 Razdvajanje virusnih varijanti postupkom plakiranja

Plakiranje virusa napravljeno je prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.5. Dobiveni
plakovi, zajedno s okolnim stanicama uzimaju se pomocu pipete nastavkom od 1 mL i stavljaju u
bocice za rast stanica povrsine 25 cm? u koje je 24 h ranije nasadeno 1x10° stanica Vero u 10 mL
medija koji sadrzi 2% FTS-a. Uzimano je 10 plakova po uzorku. Inficirane stanice pracene su
narednih dana kako bi se primijetila pojava CPE-a. Mikroskopski je procijenjeno kada je infekcija
dosegla dovoljnu jainu te je tada sakupljen supernatant stani¢ne kulture, centrifugiran 5 minuta na

177xg, alikvotiran i smrznut pri temperaturi -60 °C ili niZoj.
3.2.18 Priprema uzoraka za sekvenciranje metodom po Sangeru
Odabrani virusni uzorci pripremljeni su prema uputstvu davatelja usluge (Macrogen) pomocéu

pocetnica i u uvjetima prikazanima u tablici 13.

Tablica 13. Specifi¢ne pocetnice (Macrogen) i uvjeti reakcije za umnazanje replika uzorka 4Ap5.

Uzorak 4Ap5/1
Fragment Koristene pocetnice Veli¢ina fragmenta Uvjeti reakcije
N11 Ta=58 °C, te = 1 min 30 sek
1. fragment 1166 pb o
P10rev broj ciklusa = 40
LZ9 Ta=60 °C, te = 1 min 30 sek
2. fragment 1282 pb o
HNBamHI broj ciklusa = 40
L1 Ta=52 °C, te: = 2 min 40 sek
3. fragment 1829 pb o
L6 broj ciklusa = 40

39



Uzorak 4Ap5/2

Fragment Kori$tene pocetnice Veli¢ina fragmenta Uvjeti reakcije
LZ9 Ta=159 °C, t. = 2 min 45 sek
1. fragment 2487 pb o
L4 broj ciklusa = 40
L5 Ta=57 °C, te = 2 min 30 sek
2. fragment 2332 pb
L12 broj ciklusa = 40

3.2.19 Izra¢un 50%-tne inhibitorne doze i koeficijenta korelacije

Za odredivanje doze koja uzrokuje 50%-tnu inhibiciju (IC50, eng. inhibitory concentration)
vijabilnosti stanica koristen je model nelinearne regresije programa Graph Pad Prism 9.1.2.
(GraphPad Software Inc.).

Za odredivanje IC50, inhibicijske doze koja uzrokuje 50% preZivljenja infektivnih virusnih
Cestica, primijenjena je nelinearna regresija. KoriSteni model nelinearne regresije prilagoden je
eksperimentalnim rezultatima pomocu programa Excel (Microsoft Office). KoriStena je
odgovarajuca nelinearna regresijska formula kako bi se modelirala inhibicijska krivulja. 1C50
vrijednosti izra¢unate su na temelju prilagodenog modela.

Kako bismo procijenili korelaciju izmedu heterogenosti i titra virusa primijenjena je analiza
korelacije pomocu ugradenih alata za analizu podataka u Excelu (Microsoft Office) - Analysis
Toolpack. Dobiveni koeficijent korelacije koristi se za procjenu snage i smjera veze izmedu

varijabli.

3.2.20 Statisticka obrada rezultata

Statisti¢ka analiza provedena je pomocu ra¢unalnog programa Graph Pad Prism 9.1.2. (Prism
Software) i Excela (Microsoft Office). U sluc¢aju normalne distribucije, odnosno sli¢nih vrijednosti
varijanci unutar populacija koje su se usporedivale, koristen je Studentov t-test kod usporedbe dva
uzorka ili one-way ANOVA kod usporedbe vise razli¢itih grupa u kombinaciji s post-hoc Dunnett-
ovim testom za odredivanje specificnih grupa kod kojih postoji statisticki znacajna razlika. U
slu¢aju populacija koje nisu bile normalno distribuirane odnosno ¢ija vrijednost varijanci izmedu
skupina nije bila jednaka, koristen je Kruskal-Wallis test s post-hoc Dunnet-ovim testom za
viSestruku usporedbu. Kod svih statistickih izra¢una za p vrijednost jednaku ili manju od 0,05

podaci su se uzimali kao statisti¢ki znacajni.
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4. REZULTATI

4.1 Odredivanje Kinetike replikacije virusa zauSnjaka

Supernatant se s inficirane stani¢ne kulture uzimao u piku virusne infekcije, tj. virus postize
najvis$i mogudi titar. U sluc¢aju kada razlika u titru izmedu razli¢itih dana nije bila velika (manje od
0,5 logPFU/ml, proizvoljno odredeno) supernatant Se uzimao u ranijoj tocki kako bi se smanjio
negativan utjecaj nukleozidnog analoga na stanice i time njegova interferencija s rezultatima
utjecaja nukleozidnog analog na sam virus. U svrhu odredivanja tog trenutka, tj. vremena
inkubacije stanica nakon infekcije virusom, napravljeno je odredivanje kinetike replikacije virusa
na odabranim stani¢nim linijama.

Stanice su nasadene u hranjivom mediju za uzgoj stanica te su nakon 24 sata inficirane
virusom pri razli¢itim MOI. Svaki dan nakon infekcije tijekom 5 dana uziman je alikvot

supernatanta inficirane stani¢ne kulture te je u njemu odreden titar virusa testom plakiranja (slika

9).
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Slika 9. Rezultati replikacije virusa zausnjaka na odabranim stani¢nim linijama; (a) virusna
varijanta MuVi-C na stani¢noj liniji Vero (b) virusna varijanta ZgA/Cro69 na stani¢noj linij A549
i (c) virusna varijanta MuVi-C na stani¢noj liniji LLC-MK2. Strelicama (boja ovisna o MOI) su

naznaceni dani odabrani za sakupljanje supernatanta u daljnjim testovima.

Eksperimentalni uvjeti za infekciju razli¢itih stani¢nih linija razli¢itim virusnim varijantama

zau$njaka (tablica 14) odabrani su na temelju rezultata replikacije virusa (slika 9).
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Tablica 14. Kombinacije stani¢nih linija, virusnih varijanti, vremena inkubacije nakon infekcije te

MOI koristenih u svrhu odredivanja utjecaja nukleozidnih analoga na virus zausnjaka.

vrijeme . )
] . vrijeme titar na dan . .
inkubacije ) . o titar u piku
stani¢na ) o inkubacije sakupljanja ) N
o virus MOI | do sakupljanja ) infekcije
linija do pika supernatanta
supernatanta ) N (logPFU/mI)
) infekcije (logPFU/mI)
(dani)
Vero MuVi-C 0,001 3 4 6,77 7,13
ZgA/Cro69 | 0,01 4 4 5,57 5,57
A549
ZgA/Cro69 | 0,001 3 4 6,03 6,42
LLC- )
MuVi-C 0,001 4 5 5,28 5,32
MK2

4.2 OQOdredivanje uc¢inka nukleozidnih analoga na stanice

Ucinak nukleozidnih analoga odredivan je nakon 3 dana inkubacije za stani¢nu liniju Vero te
nakon 4 dana za stani¢ne linije A549 i LLC-MK2 postupcima opisanim u poglavlju 3.2.2 i 3.2.3.
Natemelju rezultata MTT testa je interpolirana vrijednost koncentracije nukleozidnog analoga koja
uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju vijabilnosti stanica za svaku pojedina¢nu kombinaciju stanica i

nukleozidnog analoga (IC50). IC50 vrijednosti prikazane su sumarno u tablici 17.

4.2.1 Uc¢inak ribavirina na stanice

Stani¢na linija Vero je u MTT testu tretirana dvostrukim razrjedenjima koncentracija RBV-a
pocevsi od 1000 uM do 3,9 uM (slika 10a). Najmanja koriStena koncentracija kod koje je prisutna
statisticki znacajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom (netretirane stanice) je 15,62
MM. Rezultati brojanja zivih stanica (slika 10b) pokazuju vecu vijabilnost stanica tretiranih
koncentracijama RBV-a od 500, 250 i 125 uM u usporedbi s rezultatima za iste koncentracije
koristene u MTT testu. Ova razlika iznosi otprilike 10%. Pri brojanju stanica udio mrtvih stanica
nije bio znac¢ajan, a mikroskopski pregled stani¢nog sloja takoder ne pokazuje citotoksi¢ni uc¢inak

RBV-a na stanice. (slika 10c).
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Slika 10. U¢inak ribavirina (RBV) na stani¢nu liniju Vero odreden (a) MTT testom, (b) brojanjem
zivih stanica i (¢) mikroskopskim pregledom stani¢nog sloja. Na slikama (a) i (b) su na apscisi
navedene koncentracije ribavirina kojima su stanice tretirane, a na ordinati postotak vijabilnih
stanica izra¢unat iz (a) vrijednosti dobivenih apsorbancija ili (b) broja zivih stanica. Za svaku
koncentraciju prikazana je srednja vrijednost + SD (n=6) te je naznaCena (*) najmanja
koncentracija ribavirina kod koje je prisutna statisticki znac¢ajno niza vijabilnost stanica u usporedbi
s kontrolom (one-way ANOVA uz post-hoc Dunnetov test, p < 0,05).

Stani¢na linija A549 je u MTT testu tretirana dvostrukim razrjedenjima koncentracija RBV-a
pocevsi od 1000 uM do 3,9 uM (slika 11a). Najmanja koristena koncentracija kod koje je prisutna
statisticki zna¢ajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom je 15,62 UM, jednako kao u

slu¢aju stanica Vero. Rezultati brojanja zivih stanica (slika 11b) pokazuju manju vijabilnost stanica
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tretiranih koncentracijama RBV-a od 250, 125 i 62,5 uM u usporedbi s rezultatima za iste
koncentracije koriStene u MTT testu. Najveca razlika prisutna je kod koncentracija od 125 pM u
kojoj brojanje hemocitometrom pokazuje 30% manju vijabilnost nego MTT test za istu
koncentraciju. Pri brojanju stanica udio mrtvih stanica nije bio zna¢ajan, a mikroskopski pregled

stani¢nog sloja takoder ne pokazuje citotoksi¢ni u¢inak RBV-a na stanice (slika 11c).
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Slika 11. U¢inak ribavirina (RBV) na stani¢nu liniju A549 odreden (a) MTT testom, (b) brojanjem
zivih stanica i (c) mikroskopskim pregledom stani¢nog sloja. Na slikama (a) i (b) su na apscisi
navedene koncentracije ribavirina kojima su stanice tretirane, a na ordinati postotak vijabilnih
stanica izraCunat iz (a) vrijednosti dobivenih apsorbancija ili (b) broja Zivih stanica. Za svaku

koncentraciju prikazana je srednja vrijednost + SD (n=6) te je naznafena (*) najmanja
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koncentracija ribavirina kod koje je prisutna statisticki znacajno niza vijabilnost stanica u usporedbi

s kontrolom (one-way ANOVA uz post-hoc Dunnetov test, p < 0,05).

Stani¢na linija LLC-MK2 je u MTT testu tretirana dvostrukim razrjedenjima koncentracija
RBV-a poc¢evsi od 1000 uM do 3,9 uM (slika 12). Najmanja koristena koncentracija kod koje je
prisutna statisticki znac¢ajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom je 15,62 pM, jednako
kao u slucaju stani¢nih linija Vero i A549. Pri brojanju stanica udio mrtvih stanica nije bio
znacCajan.
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Slika 12. Uc¢inak ribavirina na stani¢nu liniju LLC-MK2 odreden MTT testom. Na apscisi su
navedene koncentracije ribavirina kojima su stanice tretirane, a na ordinati postotak prezivljenja
stanica izraCunat iz vrijednosti dobivenih apsorbancija. Za svaku koncentraciju prikazana je srednja
vrijednost = SD (n=6) te je naznacena (*) najmanja koncentracija ribavirina kod koje je prisutna
statisticki zna¢ajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom (one-way ANOVA uz post-

hoc Dunnetov test, p < 0,05).

4.2.2 U¢inak 5-fluorouracila na stanice

Stanicna linija Vero je u MTT testu tretirana dvostrukim razrjedenjima koncentracija 5-FU-a
pocevsi od 1000 uM do 0,24 uM (slika 13a). Najmanja koristena koncentracija kod koje je prisutna
statisti¢ki znacajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom je 3,9 uM. Rezultati brojanja
zivih stanica stanicne linije Vero nakon tretmana 5-FU-om u koncentracijama 100 i 200 uM (slika
13b) pokazuju nesto vecéu osjetljivost stanica od rezultata MTT testa. Ova razlika iznosi otprilike
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10%. U brojanju stanica uo¢ene su i mrtve stanice, a mikroskopski pregled stani¢nog sloja u kojem

su vidljive mrtve stanice u supernatantu kulture takoder upucuje na citotoksicni uc¢inak 5-FU-a

(slika 13c).
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Slika 13. Uc¢inak 5-fluorouracila (FU) na stani¢nu liniju Vero odreden (a) MTT testom, (b)
brojanjem zivih i mrtvih stanica i () mikroskopskim pregledom stani¢nog sloja. Na slikama (a) i
(b) na apscisi su navedene koncentracije 5-fluorouracila kojima su stanice tretirane, a na ordinati
postotak vijabilnih stanica izracunat iz (a) vrijednosti dobivenih apsorbancija ili (b) broja Zivih
stanica. Za svaku koncentraciju prikazana je srednja vrijednost £ SD (n=6) te je naznacena (*)
najmanja koncentracija 5-fluorouracila kod koje je prisutna statisticki znacajno niza vijabilnost

stanica u usporedbi s kontrolom (one-way ANOVA uz post-hoc Dunnetov test, p < 0,05).
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Stanic¢na linija A549 je u MTT testu tretirane dvostrukim razrjedenjima koncentracija 5-FU-a
pocevsi od 62,5 uM do 0,24 uM (slika 14a). Najmanja koristena koncentracija kod koje je prisutna
statisti¢ki zna¢ajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom je 0,98 uM. Rezultati brojanja
zivih stanica napravljeni su za koncentracije 5-FU-a od 100 uM i 200 uM (slika 14b). U istim
koncentracijama napravljen je i mikroskopski pregled stani¢nog sloja (slika 14c). Rezultati
pokazuju znacajan uinak na vijabilnost stanica (smanjenje vijabilnosti za vise od 50%) koji
ukljucuje citotoksi¢ni efekt (uoCene mrtve stanice pri brojanju kao i u mikroskopskom pregledu

stani¢nog sloja).
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Slika 14. Ucinak 5-fluorouracilaa na stani¢nu liniju A549 odreden (a) MTT testom, (b) brojanjem
zivih stanica i (c) mikroskopskim pregledom stani¢nog sloja. Na slikama (a) i (b) su na apscisi
navedene koncentracije 5-fluorouracila kojima su stanice tretirane, a na ordinati postotak vijabilnih
stanica izracunat iz (a) vrijednosti dobivenih apsorbancija ili (b) broja Zivih stanica. Za svaku
koncentraciju prikazana je srednja vrijednost + SD (n=6) te je naznafena (*) najmanja
koncentracija 5-fluorouracila kod koje je prisutna statisti¢ki znac¢ajno niza vijabilnost stanica u

usporedbi s kontrolom (one-way ANOVA uz post-hoc Dunnetov test, p < 0,05).

Stani¢na linija LLC-MK2 je u MTT testu tretirana dvostrukim razrjedenjima koncentracija 5-
FU-a pocevsi od 1000 uM do 3,9 uM (slika 15). Najmanja koriStena koncentracija kod koje je

prisutna statisticki znac¢ajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom je 7,81 uM.

49



150+

100
99

100 —

83 *

vijabilnost (%)

50—

Q O O O D 9 2 &V oN O
S S P @f PGP

koncentracija (uM)

Slika 15. Uc¢inak 5-fluorouracila na stani¢nu liniju LLC-MK2 odreden MTT testom. Na apscisi su
navedene koncentracije 5-fluorouracila kojima su stanice tretirane, a na ordinati postotak
prezivljenja stanica izraCunat iz vrijednosti dobivenih apsorbancija. Za svaku koncentraciju
prikazana je srednja vrijednost £ SD (n=6) te je naznaCena (*) najmanja koncentracija 5-
fluoruracila kod koje je prisutna statisticki znacajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s

kontrolom (one-way ANOVA uz post-hoc Dunnetov test, p < 0,05).

4.2.3 Uc¢inak 5-azacitidina na stanice

Stani¢na linija Vero je u MTT testu tretirana dvostrukim razrjedenjima koncentracija 5-AZC-
apocevsiod 125 uM do 0,49 uM (slika 16a). Najmanja koristena koncentracija kod koje je prisutna
statisti¢ki znacajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom je 0,49 uM $to je ujedno i
najmanja koncentracija kojem su stanice tretirane. Rezultati brojanja zivih stanica stani¢ne linije
Vero nakon tretmana 5-AZC-om u dvostrukim razrjedenjima koncentracija po¢evsi od 15,62 uM
do 0,49 uM (slika 16b) pokazuju nesto vecu osjetljivost stanica od rezultata MTT testa za iste
koncentracije. Ova razlika iznosi do 26% za koncentraciju 1,95 uM. Vidljiv je citotoksi¢ni efekt
5-AZC-a— uocene su mrtve stanice pri brojanju hemocitometrom kao i u mikroskopskom pregledu

stani¢nog sloja (slika 16c¢).
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Slika 16. U¢inak 5-azacitidina na stani¢nu liniju Vero odreden (a) MTT testom, (b) brojanjem zivih
stanica i (c) mikroskopskim pregledom stani¢nog sloja. Na slikama (a) i (b) su na apscisi navedene
koncentracije 5-azacitidina kojima su stanice tretirane, a na ordinati postotak vijabilnih stanica
izracunat iz (a) vrijednosti dobivenih apsorbancija ili (b) broja zivih stanica. Za svaku koncentraciju
prikazana je srednja vrijednost = SD (n=6) te je naznacena (*) najmanja koncentracija 5-azacitidina
kod koje je prisutna statisticki zna¢ajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom (one-way
ANOVA uz post-hoc Dunnetov test, p < 0,05).

Stani¢na linija A549 je u MTT testu tretirana dvostrukim razrjedenjima koncentracija 5-AZC-a
pocevsi od 125 uM do 0,49 uM (slika 17a). Najmanja koristena koncentracija kod koje je prisutna
statisti¢ki znacajno niza vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom je 3,9 uM. Rezultati brojanja

zivih stanica za koncentracije 62,5 UM, 31,25 pM i 15,62 uM (slika 17b) pokazuju nesto veéu
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osjetljivost na 5-AZC u usporedbi s istim koncentracijama u MTT testu (slika 17a). U
koncentracijama 31,25 uM i 15,62 uM napravljen je i mikroskopski pregled sloja (slika 17c) na
temelju kojeg je vidljivo da je vijabilnost od kontrole smanjena za otprilike 50% u obje
koncentracije. Takoder, prisutan je i citotoksi¢ni uc¢inak 5-AZC-a pokazan brojanjem stanica

hemocitometrom te pregledom stani¢nog sloja.
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Slika 17. U¢inak 5-azacitidina na stani¢nu liniju Vero odreden (a) MTT testom, (b) brojanjem Zivih
stanica i (c) mikroskopskim pregledom stanica. Na slikama (a) i (b) su na apscisi navedene
koncentracije 5-azacitidina kojima su stanice tretirane, a na ordinati postotak vijabilnih stanica
izraunat iz (a) vrijednosti dobivenih apsorbancija ili (b) broja Zivih stanica . Za svaku

koncentraciju prikazana je srednja vrijednost + SD (n=6) te je naznafena (*) najmanja
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koncentracija 5-AZC-a kod koje je prisutna statisticki znacajno niza vijabilnost stanica u usporedbi

s kontrolom (one-way ANOVA uz post-hoc Dunnetov test, p < 0,05).

Najmanji u¢inak na vijabilnost stanica od tri kori$tena nukleozidna analoga na stani¢nim
linijjama Vero i A549 pokazan je za RBV. Od testiranih, stani¢na linija A549 najosjetljivija je na
5-FU, a stani¢na linija Vero na 5-AZC (ovaj nukleozidni analog nije testiran na stanicama LLC-
MK2). Stani¢na linija LLC-MK2 manje je osjetljiva na u¢inak RBV-a i 5-FU-a od stani¢nih linija
Vero i A549 (tablica 15).

Tablica 15. Vrijednosti dobivene testom 50% inhibitorne doze za prikazane kombinacije stanica i
nukleozidnih analoga. Rezultati su prikazani u puM. RBV = ribavirin, 5-FU = 5-fluorouracil, 5-
AZC = 5-azacitidin.

RBV 5-FU 5-AZC
Vero 399 35 5
Ab549 423 11 45
LLC-MK?2 1394 220 n.o.

*1n.0.; nije odredivano

4.3 Utjecaj koncentracije stanica u sloju za infekciju na titar virusa

Stanice su nasadene u razli¢itim koncentracijama (tablica 16) i zatim inficirane virusom. Cilj
je bio utvrditi razliku u titru ovisno o koncentraciji nasada stanica. Supernatant stani¢ne kulture
skupljen je 3. dan za stani¢nu liniju Vero odnosno 4. dan za stani¢ne linije A549 i LLC-MK2 i u

njemu je odreden titar virusa testom plakiranja.
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Tablica 16. Koncentracije nasadenih stanica te procjenjeni postotak konfluentnosti sloja 24 sata

nakon nasadivanja.

stanitna linija koncentr_acija nasada (broj konfluentnost
stanica po zdencu) nakon 24 sata*
46 000 25%
Vero 88 000 35%
130 000 50%
170 000 75%
46 000 25%
88 000 35%
AS49 110 000 50%
150 000 75%
40 000 25%
LLC-MK2 70 000 50%
110 000 75%

*konfluentnost odredena vizualno mikroskopskim pregledom stani¢nog sloja

Kod stani¢nih linija A549 i LLC-MK2 rezultati pokazuju da razlika u koncentraciji stanica u
sloju prisutna u trenutku infekcije ne utjeée na titar virusa (slika 18b i c). S druge strane, razlika u
nasadu kod stani¢ne linije Vero ima znacajan utjecaj na virusni titar (slika 18a). Statisti¢ki znacajna
razlika prisutna je u titru ako se inficira sloj u kojem je pocetni broj stanica iznosio 170 000 i sloj
u kojem je pocetni sloj stanica iznosio 88 000. U tom sluc¢aju pada titra iznosi 1,55 logPFU/ml. Jos
veci pad u titru utvrden je kada je pocetni broj stanica u sloju 46 000 u usporedbi s 170 000 gdje
razlika iznosi 3,4 logPFU/m.
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Slika 18. Utjecaj razlike u po¢etnom broju stanica u nasadu za infekciju na titar virusa: (a) virusna
varijanta MuVi-C na stani¢noj liniji Vero, (b) virusna varijanta ZgA/Cro69 na stani¢noj liniji A549
i (c) virusna varijanta MuVi-C na stani¢noj liniji LLC-MKZ2. Prikazan je medijan vrijednosti titra
virusa £ 95% CI (n=3). Statisticki znacajne razlike medu grupama odredene su Kruskal-Wallis

testom (p < 0,05 za * i p < 0,005 za **). nz = razlika nije statisti¢ki znacajna.

4.4  Qdredivanje antivirusnog u¢inka nuklozidnih analoga na virusne varijante MuVi-C i
ZgA/Cro69
U svrhu odredivanja u¢inka odabranih nukleozidnih analoga na titar virusa zauSnjaka stanice
su tretirane razli¢itim koncentracijama istih nakon ¢ega su inficirane virusnom varijantom (MOl i

vrijeme inkubacije navedeno u tablici 14, za ZgA/Cro69 odabran MOI 0,001).

4.4.1 Odredivanje antivirusnog u¢inka ribavirina

Sve tri kombinacije stanica i virusa tretirane su RBV-om u dvostrukim razrjedenjima
koncentracija po¢evsi od 500 UM do 62,5 uM (slika 19). Odabir koncentracija kojima ¢e virusi biti
tretirani temeljio se na rezultatima MTT testa. S obzirom da su ove koncentracije RBV-a u slu¢aju
virusne varijante MuVi-C na stani¢noj liniji LLC-MK2 rezultirale nedetektabilnim titrom virusa,

za ovu kombinaciju pokus je ponovljen s dodatne 2 nize koncentracije (31,25 pM i 15,62 pM).
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Slika 19. Kombinacije stani¢nih linija i virusnih varijanti te koncentracije ribavirina koristene za

svaku kombinaciju. Podebljane su koncentracije za koje su rezultati antivirusnog ucinka prikazani

graficki na slici 20. Za ostale navedene koncentracije titar virusa nije bio detektabilan.

U slucaju stani¢ne linije Vero uzeto je u obzir da tretman RBV-om u koncentracijama 250

UM i 500 uM uzrokuje smanjenje vijabilnosti za 47% odnosno 54% (slika 10a). Smanjeni broj

stanica za infekciju u ovakvom postotku sam po sebi smanjuje titar virusne varijante MuVi-C na

stani¢noj liniji Vero za 3,4 logPFU/mI (slika 18a). Pad titra pod utjecajem RBV-a iznosi 3,1
logPFU/mI odnosno 3,7 logPFU/ml u slucaju koncentracije od 500 uM (slika 20a).

U sluc¢aju virusne varijante ZgA/Cro69 na stani¢noj liniji A549 i MuVi-C na LLC-MK2

tretiranih ribavirinom (slika 20b, 20c) koncentracija nasada nema utjecaj na titar virusa (slika 18b,

18c) stoga je pad titra virusa direktan rezultat antivirusnog djelovanja RBV-a.
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Slika 20. Uc¢inak ribavirina na virus zausnjaka: (a) virusna varijanta MuVi-C na stani¢noj liniji
Vero, (b) virusna varijanta ZgA/Cro69 na stani¢noj liniji A549 i (c) virusna varijanta MuVi-C na
stani¢noj liniji LLC-MK?2. Na lijevoj ordinati prikazan je postotak infektivnih virusnih Cestica
dobiven u slucaju tretmana u odnosu na kontrolu (plavi trokuti¢i), a na desnoj ordinati prikazan je

titar virusa (zeleni kruzi¢i). Za svaku koncentraciju prikazana je srednja vrijednost £ SD (n=3).

4.4.2 Odredivanje antivirusnog ucinka 5-fluorouracila

Koncentracije kojima su virusi tretirani 5-FU-om na stani¢nim linijama Vero i A549 bile su
odredene ovisno o ucinku 5-FU-a na vijabilnost stanica tj. koristene su koncentracije koje ne
uzrokuju znacajan pad u vijabilnosti stanica (slike 13a-c, 14a-c, 15). Te koncentracije (dvostruka
razrjedenja pocevsi od 15,62 UM) nisu pokazala znacajan pad u titru za bilo koju kombinaciju
virusa i stanica (podaci nisu prikazani). Stoga su odabrane koncentracije 5-FU-a prikazane na slici
21 unato¢ velikom utjecaju na vijabilnost stani¢nih linija Vero i A549 te nesto nizem, ali svejedno

zna¢ajnom utjecaju na stani¢nu liniju LLC-MK2.
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Virus: ZgA/Cro69
stanice: LLC-MK2 A549

|

koristene ) 250 pM 250 uM
koncentracyje 125 uM 125 pM
5-FU-a: 62,5 pM 62,5 pM

'I

Slika 21. Kombinacije stani¢nih linija i virusnih varijanti te koncentracije 5-fluorouracila koje su

koristene za odredivanje njegovog antivirusnog ucinka.

Titar virusne varijante MuVi-C na stani¢noj liniji Vero u prisustvu 5-FU-a pokazuje pad od
2 logPFU/mI kod koristenja koncentracije 250 UM (slika 22a). Koncentracije 5-FU-a od 125 puM i
250 puM uzrokuju pad vijabilnosti stanica od 61% odnosno 64% u usporedbi s netretiranom
kontrolom (slika 13a). Smanjenje u samom broju stanica za 50% uzrokuje virusni titar koji je za
3,4 logPFU/mI manji od titra virusa koji inficira stani¢ni sloj koji uzrokuje otprilike 75%-tnu
konfluentnost (slika 18a). S obzirom na to da je za stani¢ne linije A549 i LLC-MK?2 ustanovljeno
da smanjenje broja stanica za infekciju nema utjecaj na titar virusa (slika 18b i 18c), rezultati
pokazuju antivirusan ucinak 5-FU-a prema virusnim varijantama MuVi-C (na LLC-MK2) i
ZgA/Cro69 (na A549) koji je ovisan o koristenoj dozi nukleozidnog analoga (slika 22b i 22c).
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Slika 22. Uc¢inak 5-fluorouracila na virus zausnjaka: (a) virusna varijanta MuVi-C na stani¢noj
liniji Vero, (b) virusna varijanta ZgA/Cro69 na stani¢noj liniji A549 i (c) virusna varijanta MuVi-
C na stani¢noj liniji LLC-MK2. Na lijevoj ordinati prikazan je postotak infektivnih virusnih ¢estica
u odnosu na kontrolu (plavi trokuti¢i), a na desnoj ordinati prikazan je titar virusa (zeleni kruzici).

Za svaku koncentraciju prikazana je srednja vrijednost £ SD (n=3).

4.4.3 Odredivanje antivirusnog ucinka 5-azacitidina

Koncentracije koristene u pokusima bile su odredene ovisno o uc¢inku 5-AZC-a na vijabilnost
stanica (slike 16a i 17a). S obzirom na to da su koncentracije koje ne uzrokuju znacajan pad
vijabilnosti u slucaju stani¢ne linije Vero niske, ove su stanice tretirane i koncentracijom od 7,81
MM koja uzrokuje pad vijabilnosti stanica za otprilike 60% kako bi se povecala vjerojatnost

uocavanja antivirusnog uc¢inka (slika 23).
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Virus: ZgA/Cro69
stanice: A549

koriitene 62,5 tM
koncentracije 3125 M
5-AZC-a: 15,62 pM

Slika 23. Kombinacije stani¢nih linija i virusnih varijanti te koncentracije 5-azacitidina koje su
koriStene za svaku navedenu kombinaciju stanica i virusa. Podebljane su koncentracije za koje su
rezultati antivirusnog ucinka prikazani graficki na slici 16. Za ostale navedene koncentracije titar

virusa nije bio znacajno razli¢it od titra kontrolnog, netretiranog virusa.

Koncentracije 5-AZC-a od 1,95 i 3,9 UM uzrokuju smanjenje broja stanica stani¢ne linije
Vero u sloju od 40% odnosno 53%, a koncentracija 5-AZC-a od 7,81 uM smanjenje od 61% u
usporedbi s netretiranom kontrolom (slika 16a). Smanjenje u samom broju stanica za 40% uzrokuje
pad titra virusa za 1,5 logPFU/ml, a smanjenje broja stanica za 50% uzrokuje pad titra virusa za
3,4 logPFU/mI (slika 18a). Tretman virusne varijante MuVi-C na stani¢noj liniji Vero 5-AZC-om
u koncentraciji 1,95 uM uzrokuje pad u titru za 1,98 logPFU/mI, dok koncentracija od 3,9 uM
uzrokuje pad od 3,45 logPFU/mlI (slika 24a)

S obzirom na to da je za stani¢nu liniju A549 ustanovljeno da smanjenje broja stanica za
infekciju nema utjecaj na titar virusa, rezultati pokazuju jasan utjecaj 5-AZC-a na virusnu varijantu
ZgA/Cro69 na ovoj stani¢noj liniji koji je ovisan o koristenoj dozi nukleozidnog analoga (slika

24b).
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Slika 24. Uc¢inak 5-azacitidina na virus zau$njaka: (a) virusna varijanta MuVi-C na stani¢noj liniji
Vero i (b) virusna varijanta ZgA/Cro69 na stani¢noj liniji A549. Na lijevoj ordinati prikazan je
postotak infektivnih virusnih ¢estica u odnosu na kontrolu (plavi trokuti¢i), a na desnoj ordinati
prikazan je titar virusa (zeleni kruzi¢i). Za svaku koncentraciju prikazana je srednja vrijednost +
SD (n=3).

U tablici 17 prikazane su izracunate IC50 vrijednosti za ispitivane kombinacije virusne varijante,

stani¢ne linije i nukleozdinog analoga.

Tablica 17. Vrijednosti 50% inhibitorne doze (1C50) za ribavirin (RBV), 5-fluorouracil (5-FU) i

5-azacitidin (5-AZC) dobivene za razli¢ite kombinacije virusa i stanica.

Virusna varijanta  Stani¢na linija  1C50 (UM)

MuVi-C Vero 46,2
RBV ZgA/Cro69 A549 15,75
MuVi-C LLC-MK2 5,33
MuVi-C Vero 34,65

5-FU ZgA/Cro69 A549 34,65
MuVi-C LLC-MK2 30,13

5 AZC MuVi-C Vero 0,52
ZgA/Cro69 A549 5,33
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4.5 Uzastupno kultiviranje virusa zausnjaka u prisustvu nukleozidnih analoga

Na temelju rezultata utjecaja nukleozidnih analoga na stanice, replikacije virusnog soja na

stani¢noj liniji te utjecaja razli¢itih doza nukleozidnog analoga na virus, za uzastupno kultiviranje

virusa u prisustvu nukleozidnog analoga odabrane su kombinacije navedene u tablici 18. Cilj je

uzastupnog kultiviranja ispitati je li moguée populaciju virusa zauSnjaka dovesti do ekstinkcije

odnosno hoée li se ovim postupkom ispoljiti virusna varijanta rezistentna na koristeni nukleozidni

analog.

Tablica 18. Kombinacije stani¢nih linija, virusnih varijanti i nukleozidnih analoga koje su koristene

za uzastupno kultiviranje. RBV = ribavirin, 5-FU = 5-flurouracil, 5-AZC = 5-azacitidin.

nukleozidni stani¢na ] . .
o virusna varijanta | koncentracija nuk. analoga (uM) | MOI
analog linija

A549 ZgA/Cro69 62,5 0,01

RBV i
Vero MuVi-C 125; 250; 500 0,001
5-FU Vero MuVi-C 125; 250 0,001
5-AZC Vero MuVi-C 4;2 0,001

U tablici 19 navedene su skracenice za uzorke koje Ce se Koristiti u opisu daljnjih rezultata

istrazivanja. Kontrolni virus za svaki od navedenih tretiranih virusa oznacava virus koji je prosao

jednaki broj pasaza na istoj stani¢noj liniji u istim uvjetima, ali bez prisustva nukleozidnog analoga.
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Tablica 19. Koncentraciju (uM) nukleozidnog analoga kojom je pojedini uzorak tretiran naznac¢ena
je kod svakog uzorka prvim brojem, dok oznaka R, F ili A oznacava o kojem se nukleozidnom
analogu radi (R = ribavirin, F = 5-fluorouracil, A = 5-azacitidin). Oznaka p je skrac¢enica za pasaz

te ¢e se u daljnjem tekstu nakon nje nalaziti broj pasaza uzorka o kojem je rije¢. Kon = kontrolni

virus.

ZgA/Cro69 kultiviran na stani¢noj liniji A549 u prisustvu ribavirina

koncentracija RBV pokus 1
62,5 UM 62,5 R_p
1) Kon R p
MuVi-C kultiviran na stani¢noj liniji Vero u prisustvu ribavirina
koncentracija RBV-a pokus 1 pokus 2 pokus 3
500 uM 500_R2_p 500_R3 p
250 uM 250 R1 p 250 R2_p 250 R3 p
125 uM 125 R1 p 125 R2_p 125 R3 p
1) Kon R1 p Kon R2 p Kon_R3 p

MuVi-C kuliviran na stani¢noj

liniji Vero u prisustvu 5-fluorouracila

koncentracija 5-FU-a pokus 1 pokus 2
200 uM 200 F1 p 200 F2 p
100 uM 100 F1 p 100 F2 p
1) Kon F1 p Kon F2 p

MuVi-C kultiviran na stani¢noj linij Vero u pri

sustvu 5-azacitidina

koncentracija 5-AZC-a pokus 1 pokus 2
4 uM 4 Al p 4 A2 p
2 uM 2 Al p 2 A2 p

1) Kon_Al p Kon A2 p

45.1 Uzastupno kultiviranje virusa zauSnjaka u prisustvu ribavirina

Za uzastupno kultiviranje virusa zausnjaka u prisustvu RBV-a odabrane su dvije kombinacije
virusnih varijanti i stani¢nih linija (tablica 18).

Virusna varijanta ZgA/Cro69 kultiviran je na stani¢noj liniji A549 pri MOI 0,01 uz dodatak
RBV-a u koncentraciji 62,5 uM. Ova koncentracija uzrokuje inicijalno smanjenje virusnog titra za

1,2 logPFU/mI (20b). Tijekom 21 pasaza pracen je virusni titar tretiranog virusa i kontrolnog
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virusa (slika 25). Titar kontrolnog i tretiranog virusa izjednacili su se u pasazu 5 i pasazu 8, no ovaj
trend se nije zadrzao u narednim pasazima; u svim pasazima, osim u navedenim, titar kontrolnog

virusa je visi od titra tretiranog virusa (izmedu 0,8 logPFU/ml i 4,7 logPFU/ml ovisno o pasazu)
(slika 25).
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Slika 25. Titar virusne varijante ZgA/Cro69 tijekom uzastupnog kultiviranja na stani¢noj liniji
A549 u prisustvu ribavirina u koncentraciji od 62,5 uM. Crnom bojom oznacene su vrijednosti titra
kontrolnog, netretiranog virusa, a crvenom bojom vrijednosti ribavirinom tretiranog virusa kroz 21

pasazu.

Virusna varijanta MuVi-C na stani¢noj liniji Vero tretirana je RBV-om u koncentraciji 125
MM, 250 uM i 500 uM pri MOI 0,001 kroz 8 pasaza (slika 26). Za koncentracije 125 uM i 250 uM
napravljena su tri, a za koncentraciju 500 UM napravljena su dva neovisha pokusa.

Primjena RBV-a u koncentraciji od 500 uM u oba pokusa dovodi do inicijalnog pada u titru
(razlika od 4,12 logPFU/mlI, odnosno od 4,89 logPFU/mI). U oba pokusa titar tretiranog virusa vec¢
u pasazu 2 pada ispod granice osjetljivosti testa (slika 26a). Taj virus, tj. takav supernatant sa
stani¢ne kulture dodatno je kultiviran u mediju bez nukleozidnog analoga kako bi se utvrdilo je li
uistinu doslo do potpune ekstinkcije virusa. U narednih 5 pasaza titar ovako kultiviranog virusa
nastavio je biti ispod granice osjetljivosti testa (slika 26a).

Primjena RBV-a u koncentraciji od 250 UM u sva tri pokusa dovodi do inicijalnog pada u
titru (razlika od 3,27 logPFU/ml, odnosno od 3,25 logPFU/ml te 4,18 logPFU/mI) (slika 26b). U
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prvom pokusu dolazi do pada virusnog titra ispod osjetljivosti testa u pasazu 5 (slika 26b).
Supernatant stani¢ne kulture u kojem nije detektiran titar, dodatno je kultiviran u mediju bez
nukleozidnog analoga kroz 5 pasaza. Virusni titar ostao je ispod granice osjetljivosti. U preostala
dva pokusa u kojima je virusna varijanta MuVi-C tretirana RBV-om u koncentraciji 250 uM nije
doslo do pada titra virusa ispod granice detekcije testa (slika 26b). U tim slucajevima nakon
inicijalnog pada u titru u odnosu na kontrolu u narednim pasazima virusni titar naizmjence raste i
pada ne dosezu¢i visinu kontrolnog titra.

U slucaju tretiranja MuVi-C RBV-om u koncentraciji 125 uM, nakon incijalnog pada titra u
odnosu na kontrolu (u prvom pokusu razlika iznosi 2,68 logPFU/ml, u drugom 2,47 logPFU/ml, a
u tre¢em 3.22 logPFU/mI), titar u sva tri pokusa raste kroz narednih 8 pasaza u usporedbi sa
vrijedno$¢u u prvom pasazu, ali ne doseze vrijednost kontrolnog titra (slika 26¢).

Ovisno o primjenjenoj koncentraciji RBV-a, kultiviranje MuVi-C dovelo je do
nedetektabilnog titra (500 M), rasta titra tretiranog virusa nakon inicijanog pada (125 pM) te do
velikog pada u titru (250 puM) nakon kojeg je titar tretiranog virusa postao nedektabilan ili je

tretirani virus detektiran i u narednim pasazima uz nestalan titar ovisno o pasazu (slika 26).
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Slika 26. Titar virusne varijante MuVi-C tijekom uzastupnog kultiviranja na stani¢noj liniji Vero

u prisustvu ribavirina u koncentraciji (a) 500 uM, (b) 250 uM i (c) 125 uM.

4.5.2 Uzastupno kultiviranje virusa zau$njaka u prisustvu 5-fluororacila
Virusna varijanta MuVi-C tretirana je 5-FU-om u koncentracijama 100 uM i 200 uM na

stani¢noj liniji Vero kroz 5 pasaza. Napravljena su dva neovisna pokusa.
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Slika 27. Titar virusne varijante MuVi-C tijekom uzastupnog kultiviranja na stani¢noj liniji Vero

u prisustvu 5-fluorouracila u koncentraciji (a) 200 uM ili (b) 100 pM.

Tretman virusa 5-FU-om u svim ispitanim slu¢ajevima doveo je do inicijalnog pada u titru
(smanjenje od 1,23 logPFU/ml za100_F1 p1i1,65za100 F2 p1l te smanjenje od 2,79 logPFU/mlI
za200_F1 pli 2,92 logPFU/ml za200 F2 pl).Iu slucaju koncentracije 5-FU-a od 100 uM i one
od 200 uM, titar tretiranog virusa kroz svih 5 pasaza ostao je nizi od titra kontrolnog, netretiranog
virusa. Titar tretiranih virusa ne pokazuje kontinuiran rast iz pasaza u pasaz nakon prvotnog pada,

osim u slucaju virusa tretiranog koncentracijom 5-FU-a od 100 uM u pokusu 2 (slika 27b).

4.5.3 Uzastupno kultiviranje virusa zau$njaka u prisustvu 5-azacitidina

Virusna varijanta MuVi-C tretirana je 5-AZC-om u koncentracijama 4 UM i 2 uM na stani¢noj
liniji Vero kroz 5 pasaza. Napravljena su dva neovisna pokusa. U slucaju tretiranja virusa
koncentracijom 5-AZC-a od 4 UM, u prvom je pasazu zabiljezen pad titra za 4,49 log PFU/mI
odnosno 4,26 log PFU/ml, ovisno o pokusu (slika 28a). U narednim pasazima titar postepeno raste
te u petom pasazu razlika izmedu kontrolnog i tretiranog virusa iznosi 1,25 odnosno 1,77 log
PFU/mI. U slu¢aju tretmana virusa 5-AZC-om u koncentraciji od 2 uM (slika 28b), u prvom pasazu
razlika izmedu kontrolnog i tretiranog virusa iznosi 1,77 odnosno 2,36 log PFU/ml, dok ta
vrijednost u petom pasazu iznosi 0,83 ili 1,29 log PFU/ml. U slucaju tretmana virusa
koncentracijom od 2 puM rast titra kroz pasaze nije jasno vidljiv kao u slucaju koristenja

koncentracije od 4 uM (slika 28).
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Slika 28. Uzastupno kultiviranje virusne varijante MuVi-C na stani¢noj liniji Vero u prisustvu 5-

azacitidina u koncentraciji (a) 4 uM i (b) 2 uM.

4.6 Ispitivanje rezistentnosti virusa zauSnjaka uzastopno Kkultiviranih u prisustvu

nukleozidnih analoga

Moguénost razvoja rezistentnosti virusa zausnjaka na nukleozidne analoge nakon uzastopnih
pasaza u stani¢noj kulturi odredena je usporedbom rezidualne infektivnosti koju postize tretirani u
odnosu na kontrolni 1 ishodisni virus u prisustvu nukleozidnog analoga. Ocekuje se da bi razvoj
rezistentnosti trebao rezultirati istim replikativnim kapacitetom tretiranog i kontrolnog ili
ishodi$nog virusa. Rezistentnost je ispitivana u zadnjem pasazu za svaki virus. U slu¢aju postojanja
neovisnih pokusa odabrani su uzorci iz jednog pokusa osim u slucaju virusa tretiranih s 5-AZC-

om.

4.6.1 Rezistentnost virusa kultiviranih u prisustvu ribavirina

U slucaju virusne varijante ZgA/Cro69 nema statisticki znacajne razlike u rezistentnosti na
RBV izmedu ZgA/Cro69_ori, kontrolnih i virusa kultiviranih s RBV-om u koncentraciji 62,5 pM
iz pasaza 11121 (slika 29c).

Jednako tako, u slucaju virusne varijante MuVi-C nema statistiCki znacajne razlike u
rezistentnosti na RBV izmedu MuVi-C_ori, Kon_R2 p8i 250 R2 p8 (slika 29d).
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Slika 29. Rezistentnost uzastopno kultiviranih virusa na ribavirin. (a) i (c) stani¢na linija A549
tretirana je 125 i 250 pM ribavirinom ili obi¢nim medijem (kontrola), inficirana (MOI 0,01)
originalnim virusom (ZgA/Cro69_ori) te kontrolnim (Kon_R_p11 i Kon_R_p21) ili tretiranim
virusima iz 11. i 21. pasaza (62,5_R_plli 62,5 R p21) i inkubirana u mediju koristenom za
predtretman iduca 4 dana. (b) i (d) stani¢na linija Vero tretirana je 250 uM ribavirinom ili obi¢nim
medijem (kontrola) te inficirana (MOI 0,001) originalnim virusom (MuVi-C ori) te kontrolnim i
tretiranim virusima iz 8. pasaza (Kon_R2_p8 i 250 _R2_p8) i inkubirana u mediju koristenom za
predtretman iduca 3 dana. (a) i (b) Titar virusa u supernatantima odreden testom plakiranja. (c) i
(d) Za svaki virus, titar tretiranog i titar netretiranog virusa stavljen je u omjer i izrazen kao
postotak. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD (n=3-5). Vrijednosti medu grupama
usporedene su pomocu testa one-way ANOVA te Tukey post hoc testa.

4.6.2 Rezistentnost virusa kultiviranih u prisustvu 5-fluorouracila
Virus 200_F2_p5 nema statisti¢ki zna¢ajno razlicitu rezistentnost na 5-FU u koncentraciji

200 uM u odnosu na ishodisni uzorak. Statisticki veca rezistentnost prisutna je izmedu 200 F2 p5,
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i njegove kontrole, no ta kontrola pokazuje statisticki znac¢ajno manju rezistentnost na 5-FU od

ishodisnog virusa (slika 30).
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Slika 30. Rezistentnost uzastopno kultiviranih virusa na 5-fluorouracil. Stanic¢na linija Vero
tretirana je 200 pM 5-fluorouracilom ili obi¢énim medijem (kontrola) te inficirana originalnim
virusom (MuVi-C-ori), kontrolnim (Kon_F2_p5) ili 200_F2_p5 (MOI 0,001) i inkubirana u mediju
koristenom za predtretman kroz 3 dana. (a) Titar virusa u supernatantima je odreden testom
plakiranja. (b) Za svaki virus, titar tretiranog i titar netretiranog virusa stavljen je u omjer i izrazen
kao postotak. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD (n=3-5). Vrijednosti medu

grupama usporedene su pomocu testa one-way ANOVA te Tukey post hoc testa.

4.6.3 Rezistentnost virusa kultiviranih u prisustvu 5-azacitidina

Rezistentnost na 5-AZC ispitana je za viruse kultivirane uz 4 pM 5-AZC kroz 5 pasaza
(4_Al1_p5, 4_A2_p5), njihove kontrole te za ishodi$ni virus. Tretirani virusi iz oba pokusa
(4_Al p5i4 A2 p5)pokazali su statistiCku znacajno vecéu rezistentnost na 5-AZC u koncentraciji
4 uM u odnosu na ishodi$ni virus (MuVi-C ori) te u odnosu na svoje kontrole (Kon_A1_p5 i
Kon_A2_p5) (slika 31).
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Slika 31. Rezistentnost uzastopno kultiviranih virusa na 5-azacitidin. Stani¢na linija Vero tretirana
je 3,9 UM 5-azacitidinom ili obi¢nim medijem (kontrola) te inficirana originalnim virusom (MuVi-
C_ori), kontrolnim (Kon_A1 _p5i Kon_A2_p5) te tretiranim (4_Al p5i4 A2 p5) virusima iz 5.
pasaza na istim stanicama (MOI 0,001) i inkubirana u mediju kori$tenom za predtretman iduca 3
dana. (a) Titar virusa u supernatantima je odreden testom plakiranja. (b) Za svaki virus, titar
tretiranog i titar netretiranog virusa stavljen je u omjer i izrazen kao postotak. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost £ SD (n=3-5). Vrijednosti medu grupama usporedene su pomocu testa one-
way ANOVA te Tukey post hoc testa.

4.7 Genska Kkarakterizacija virusa zauSmjaka wuzastopno Kkultiviranih u prisustvu
nukleozidnih analoga
Odabrani uzorci su sekvencirani metodom NGS (tablica 20). Kriteriji odabira uzoraka za
sekvenciranje navedene su u podpoglavljima ove cjeline. Ovaj postupak omogucuju dubinsku
karakterizaciju genoma virusa tj. odredivanje heterogenosti svake sekvencirane virusne populacije
i zastupljenosti pojedinih nukleotidnih promjena. Promjene u rezultatima su navedene kao
promjene u cDNA u koju je virusna RNA prepisana kako bi mogla biti sekvencirana. Navedene

promjene time su komplementarne promjenama u virusnoj RNA.
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Tablica 20. Popis uzoraka za gensku karakterizaciju metodom sekvenciranja nove generacije.

ZgAICro69_ori
MuVi-C_ori

ZgAICro69 tretiran RBV-
om:

Kon_R_p8 62,5 R p8
Kon_Rpl4 62,5 R_pl4
Kon_R _p17 62,5 R _pl7
Kon_R_p21 62,5 R _p21
MuVi-C tretiran RBV-om:
Kon_R2 pl 250_R2 p1
Kon_R2_p8 250_R2 p8
Kon_R3 pl 250_R3 p1
Kon_R3 p8 250 _R3 p8
500_R3 p1

MuVi-C tretiran 5-FU-

om:

Kon_F1 p1 200_F1 p1
Kon_F1 p5 200_F1 p5
Kon_F2_p5 200_F2_p5
MuVi-C tretiran 5-AZC-om:

Kon_Al p1l 4 Al p1
Kon_Al p5 4 Al p5
Kon_F2_p5 4 A2 p5

4.7.1 Odredivanje greske polimeraze i metode sekvenciranja nove generacije

Analiza triplikata sekvenciranog plazmida i virusnih genoma umnozenih s plazmida pokazala

je da najveca frekvencija krivog sparivanja (eng. mismatch frequency) (odredena prema metodi

koju su opisali Orton i sur. (105)) otkrivenih na jednoj poziciji u genomu iznosi 0,99% (slika 32).

Na temelju ovog rezultata, postavljen je prag varijabilnosti metode za uzorke virusa na 1% Sto

znaci da ¢e se u analizi rezultata sekvenciranja virusnih uzoraka odbacivati varijante zastupljene

manje od 1% u virusnoj populaciji (svi rezultati za sekvencirane uzorke odnose se na promjene

zastupljene u postotku ve¢em od 1% te se ovaj podatak u daljnjim opisima rezultata nec¢e dodatno

naglaSavati).
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Slika 32. Zastupljenost potencijalno krivo proc¢itanih baza na pojedinim pozicijama za triplikate

sekvenciranog plazmida i virusnih genoma. Crveno isprekidanom linijom naznacen je 1%

zastupljenosti.

4.7.2 Genska karakterizacija virusa zauSnjaka uzastopno kultiviranih u prisustvu

ribavirina

Analiza sekvenciranih uzoraka virusne varijante ZgA/Cro69 tretiranih ribavirinom

U svrhu molekularne karakterizacije virusne varijante ZgA/Cro69 uzastopno kultivirane na
stani¢noj liniji A549 uz dodatak 62,5 pM RBV-a sekvenciran je ZgA/Cro69_ori te kontrolni i
tretirani uzorci iz pasaza 8, 14, 17 i 21 (slika 33). Pasaz 8 je odabran jer se u njemu izjednacavaju
titar kontrolnog i tretiranog virusa, a ostala tri kako bi se potencijalno mogao odrediti trend koji
prati virusna populacija ukoliko takav postoji.
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Slika 33. Virusna varijanta ZgA/Cro69 kultivirana na stani¢noj liniji A549 u prisustvu 62,5 uM

ribavirina. Crvenom bojom oznaceni su uzorci odabrani za gensku karakterizaciju pomoc¢u metode

sekvenciranja nove generacije. p = pasaz.

Ukupna raznolikost i Shannonova entropija su veée kod uzoraka tretiranih RBV-om u
usporedbi s kontrolnim te ZgA/Cro69_ori (tablica 21). Ova razlika iznosi 1,86 do 4,38 puta za
ukupnu raznolikost i 1,76 do 4,55 puta za Shannonovu entropiju kada se usporeduju tretirani uzorci
s kontrolom iz istog pasaza. Kon_R_pl17 i Kon_R_p21 imaju gotovo jednake vrijednosti kao i
ZgA/Cro69_ori za obje mjere raznolikosti. Ukupna raznolikost i Shannonova entropija tretiranih
uzoraka pokazuju rastuci trend od pasaza 8 do pasaza 17, dok su vrijednosti za 62,5 R _p21

usporedive s vrijednostima 62,5 R _pl7.
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Tablica 21. Ukupna raznolikost i Shannonova entropija virusnih populacija te postotak promjena
koje ribavirin (RBV) specifi¢no uvodi u genome virusne varijante ZgA/Cro69 tretirane ribavirinom

i odgovarajucih kontrola.

Ukupna Shannonova .
) ) ] . Postotak promjena u genomu
Virusni uzorak raznolikost entropija
specifi¢nih za RBV* (%)
(x 107 (x107)
ZgA/Cro69_ori 2,6 2,0 36
Kon_R_p8 3,5 2,9 34
Kon_R _pl4 2,9 2,5 32
Kon_R_p17 2,6 2,1 36
Kon_R _p21 2,4 2,0 39
62,5 R_p8 6,5 51 82
62,5 R pl4 7,8 6,5 80
62,5 R_pl7 10,5 9,4 89
62,5 R_p21 10,5 9,1 88

*C—T,GC—A

Broj varijabilnih pozicija u genomu veci je kod tretiranih uzoraka (slika 34). Takoder,
postotak promjena C—T i G—A (promjene koje RBV u teoriji unosi u genom) znacajno je veci u
tretiranim, nego u kontrolnim uzorcima (promjene C—T i G—A analizirane zajedno naspram svih
ostalih promjena u uzorku) (pasaz 8: 2 (1, 99) = 23,32, p < 0000,1; pasaz 14: ¥2 (1, 165) = 38,65,
p <00001; pasaz 17: 42 (1, 202) = 44,01, p < 0,00001; pasaz 21: ¥2 (1, 183) = 36,97, p < 0000,1)
(slika 33, tablica 21) iako ove dvije promjene, uz T—C i A—G, imaju vecu ucestalost i u samom

ZgA/Cro69_ori i kontrolnim uzorcima u usporedbi s ostalim nukleotidnim promjenama (slika 35).
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Slika 34. Genska heterogenost virusne varijante ZgA/Cro69 — ZgA/Cro69_ori te kontrolnih i ribavirinom tretiranih uzoraka pasaza 8, 14, 17 i 21. Na apscisi
su prikazane pozicije u genomu izraZene u parovima baza, a na ordinati postotak zastupljenosti nukleotidne varijante (u odnosu na konsenzus ZgA/Cro69_ori)
na odredenoj poziciji. Crvenom bojom oznacene su promjene koje odgovaraju promjenama specificnim za ribavirin (C—T, G—A). Oznaceni su dijelovi
genoma ovisno o genskoj regiji kojoj pripadaju (N, P, M, F, SH, HN, L). Isprekinutom linijom naznacena je zastupljenost od 50% (varijante zastupljene iznad
50% postaju promjene konsenzusa za dane pozicije).
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U ZgAJ/Cro69_ori i kontrolnim uzorcima najvise su zastupljene tranzicijske promjene
(C—T, T-C, A—>G, G—A) (ukupno zastupljene izmedu 66% i 75% u uzorku ovisno o

pasazu), a promjena G—C nije prisutna ni u ZgA/Cro69, niti u jednom kontrolnom uzorku
(slika 35).

ZgA/Cro69_ori Kon R _p8 Kon R pl4 =Kon R pl7 =Kon R _p21
62,5 R p8 62,5 R pl4 =625 R pl7 = 62,5 R p21

W (=)}
o (=}
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Slika 35. Zastupljenost razli¢itih nukleotidnih promjena u uzorcima virusne varijante
ZgA/Cro69 kultiviranih na stani¢noj liniji A549 u prisustvu ribavirina te u ZgA/Cro69_ori i
kontrolnim virusima. Crveno su zaokruzene promjene specifi¢ne za ribavirin (C—T, G—A).

Lijevo od plave isprekidane linije su tranzicije, desno su transverzije.

Tijekom uzastopnog kultiviranja virusa, u kontrolnim i u tretiranim uzorcima doslo je
do promjena u odnosu na konsenzus sekvenciju uzorka ZgA/Cro69_ori, medutim te
promjene nisu medusobno podudarne (tablice 22 i 23).

Kon_R_p8 ima 5 promjena u odnosu na konsenzus sekvenciju ZgA/Cro69_ori. Uzorci
Kon_R_pl14, Kon_R_p17, Kon_R_p21 sadrze te iste promjene uz dodatnu promjenu 3472
C—G (tablica 22), koja je kod Kon_R_p8 prisutna u postotku od 40%. Svih Sest promjena
konsenzusa u kontrolnim uzorcima smjeSteno je u kodiraju¢em dijelu genoma, pet ih dovodi
do promjene aminokiseline, a jedna promjena je sinonimna. Od 6 promjena konsenzus
sekvencije kontrolnih uzoraka dvije uopée nisu prisutne kao varijante u ZgA/Cro69_ori
(3472 C—G, 5240 C—T), tri su zastupljene ispod 10% (1460 T—C, 8005 C—A, 10068
C—T), a jedna (6438 T—C) je zastupljena 39%.
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Tablica 22. Promjene konsenzusa prisutne u Kon_R_p8, Kon_R_pl4, Kon_R_pl7 i

Kon_R_p21. Zvjezdicom (*) je naznaena promjena koja nije promjena konsenzusa

Kon_R_p8, ali je prisutna u visokom postotku (40%).

u

pozicija u genomu | promjena nukleotida | promjena aminokiseline gen
1460 T—-C Ser—Pro N
3472* C—-G Thr—Arg M
5240 C—-T Thr—Met F
6438 T—-C Leu (sin.) SH
8005 C—A Asn—Lys HN
10068 C->T Pro—Leu L

U RBV-om tretiranim uzorcima postoji 6 promjena konsenzusa koje su prisutne u svim

analiziranim pasazima (tablica 23). Sveukupan broj promjena konsenzusa iznosi 14
62,5 R p8i 625 R pl7, 13 za 62,5 R _pl4 te 17 za 62,5 R_p21. Promjene konsezusa
prisutne u pasazu 21 prikazane su u tablici 23. Cetiri od njih prisutne su kao varijante u
ZgA/Cro69: promjena na poziciji 3474 C—T (31%), 3670 C—T (30%), 6138 T—A (15%)

te 13332 AT (29%).
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Tablica 23. Promjene konsenzusa prisutne u 62,5 R_p21. Sivom bojom oznafene su
promjene koje ribavirin specifi¢no unosi u genom (C—T, G—A). Podebljano su naznacene
promjene koje su prisutne i u uzorcima 62,5 R p8, 62,5 R pl4i625 R _pl7. Zvjezdicom
(*) su naznacene promjene konsenzusa koje nisu zabiljezene kao promjene konsenzusa u

ostalim pasazima. Kratica sin. oznac¢ava sinonimnu promjenu aminokiseline.

pozicija u genomu promjena nukleotida promjena aminokiseline gen
315 G—A Arg—Lys N
1775 G—A Val—Met N
2503 C—T Ser (sin.) P
3474 C-T Pro—Ser M
3670 C-T Pro—Leu M
4981* G—A Ala—Thr F
5178 A—G Leu (sin.) F
5261 C—T Thr—Ile F
6138 T—A Ser—Arg F
8683* C—T Ser (sin.) L
10102* G—A Lys (sin.) L
11584 G—-T Glu—Asp L
12051 G—A Gly—Glu L
12800 G—A Val—lle L
13332 A—-T Thr—lle L
13417 G—A Glu (sin.) L
14018 G—oA Val—lle L

Dakle, analiza rezultata opisanih u ovom poglavlju pokazuju veéu heterogenost kod
virusnih populacija tretiranih RBV-om u koncentraciji od 62,5 uM u odnosu na kontrolne
uzorke, kao i na ZgA/Cro69 _ori (tablica 21, slika 34). Obje mjere raznolikosti pokazuju
rastu¢i trend od pasaza 8 do 17, dok su ove vrijednosti usporedne za pasaze 17 i 21.
Najzastupljenije nukleotidne promjene u tretiranim uzorcima su C—T i G—A (slika 35).

Promjene konsenzusa prisutne su i u kontrolnim (6 promjena) i u tretiranim uzorcima (13, 14
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ili 17 promjena, ovisno o pasazu). Dok su promjene konsenzusa jednake za sve kontrolne
uzorke (osim 3472 C—G u pasazu 8 u kojem je ona zastupljena 40%) (tablica 22), u

tretiranim uzorcima manji je postotak zajedni¢kih promjena konsenzusa (tablica 23).

Analiza sekvenciranih uzoraka virusne varijante MuVi-C tretiranih ribavirinom

U svrhu odredivanja ucinka RBV-a na genski sastav virusne varijante MuVi-C
kultivirane na stani¢noj liniji Vero, sekvenciran je MuVi-C_ori (ovaj uzorak jednak je
ishodisnom i za tretman istog virusa 5-FU-om kao i 5-AZC-om te je sekvenciran jednom), te
250 R2 p1,250 R3 p1, 250 R2 p8, 250 R3 p8, 500 _R3 plinjihove kontrole (slika 36).
Kod uzoraka 250_Rp3_p1i500_R3_p1 nije bilo moguée umnoziti prvih 79 pb genoma. Kod
ostalih uzoraka nije zabiljezena nijedna promjena u tom dijelu genoma. Ovi uzorci odabrani
su za dubinsko sekvenciranje jer je koncentracija RBV-a od 250 UM u prvom pokusu dovela
do nedetektabilnog titra MuVi-C nakon petog pasaza, a u pokusu 2 i 3 virus opstaje, ali s
velikim padovima u titru. Uzorak 500_R3 pl, odabran je jer u sljede¢em pasazu virus

pokazuje nedetektabilan titar.
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Slika 36. Virusna varijanta MuVi-C kultivirana na stani¢noj liniji Vero s ili bez ribavirinaa.
Crvenom bojom oznaceni su uzorci odabrani za gensku karakterizaciju pomoc¢u metode
sekvenciranja nove generacije. U lijevom kutu prikazana je koncentracija ribavirina koja je
koriStena u kultiviranju virusa kroz pasaze. Simbol X oznacava da je virusni titar bio ispod

granice osjetljivosti testa. p = pasaz.

Vrijednosti ukupne raznolikosti i Shannonove entropije veée su kod uzoraka tretiranih
RBV-om u usporedbi s kontrolnim uzorcima te uzorkom MuVi-C_ori (tablica 24). Obje

mjere raznolikosti 3 puta su vece za uzorke 250 R2 p8, 250 R3 pl i 500 R3 pl u
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usporedbi s njihovim kontrolama. Najmanje povecanje mjera raznolikosti zabiljezeno je kod
uzorka 250 R2_pl u usporedbi s njegovom kontrolom (tablica 24), dok je kod uzorka
250 _R3_p8 ukupna raznolikost 21 put, a Shannonova entropija 14,75 puta vec¢a nego kod
Kon_R3_p8.

Vrijednosti obaju mjera medusobno su usporedive kod uzoraka 250 R2 pl i
250 R2 p8. Kod uzorka 250 R3 p8 ove su vrijednosti vece nego kod uzorka 250 R3 pl,
dok su opcenito u pokusu 3 vrijednosti obaju mjera raznolikosti su ve¢e od onih u pokusu 2.
Za uzorak 500_R3_pl vrijednosti ukupne raznolikosti i Shannonove entropije usporedive su
sa uzorkom 250 _R3_pl (tablica 24).

U kontrolnim uzorcima je u oba pokusa u prvom pasazu doslo do povecanja ukupne
raznolikosti i Shannonove entropije u odnosu na ishodi$ni uzorak. U pasazu 8 obje su ove

vrijednosti nize u odnosu na prvi pasaz u oba pokusa.
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Tablica 24. Ukupna raznolikost i Shannonova entropija virusnih populacija te postotak
promjena koje ribavirin (RBV) specificno uvodi u genome virusne varijante MuVi-C
tretirane ribavirinom i odgovarajucih kontrola. Radi lakSeg snalaZenja uzorci unutar istog

pokusa naznaceni su istom pozadinskom bojom redaka.

Ukupna Shannonova Postotak promjena u
Virusni uzorak raznolikost entropija genomu specifi¢nih za
(x10 (x10 RBV* (%)
MuVi-C_ori 0,4 0,4 13
Kon_R2_pl 2,1 1,6 18
Kon_R2_p8 0,9 0,9 15
Kon_R3 pl 1,9 1,5 19
Kon_R3 p8 0,4 0,4 12
250 R2 pl 2,5 2,3 55
250_R2_p8 2,9 2,3 73
250 _R3 p1 57 4,7 66
250_R3 _p8 8,4 59 67
500 _R3_pl 5,9 4,4 65

*C—T, G—A
Na grafickom prikazu svih varijanti zastupljenih u genomu (slika 37) vidljivo je da je
broj varijabilnih pozicija u genomu veéi kod uzoraka tretiranih RBV-om u koncentraciji od

250 UM za oba pokusa u odnosu na kontrolne uzorke i MuVi-C-ori.
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Slika 37. Genska heterogenost virusne varijante MuVi-C: MuVi-C-ori, 250 _R2_p1, 250 R2 p8, 250 _R3 p1, 250_R3_p8 i njihovih kontrola. Na apscisi
su prikazane pozicije u genomu izrazene u parovima baza, a na ordinati postotak zastupljenosti nukleotidne varijante (u odnosu na konsenzus sekvenciju
MuVi-C-ori) na odredenoj poziciji. Crvenom bojom oznacene su promjene koje odgovaraju promjenama specifi¢nim za ribavirin (C—T, G—A).
Oznaceni su dijelovi genoma ovisno o genskoj regiji kojoj pripadaju (N, P, M, F, SH, HN, L). Isprekinutom linijom naznacena je zastupljenost od 50%

(varijante zastupljene iznad 50% postaju promjene konsenzusa za dane pozicije).
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Postotak promjena C—T i G—A, teoretski specificnih za RBV, znacajno je veéi u
tretiranim uzorcima, nego u njihovim kontrolama (C—T i G—A analizirane zajedno naspram
svih ostalih promjena u uzorku) (250 R2_p1: %2 (1, 71) = 9,31, p =0,00228, 250 R3_p1l: %2
(1, 130) = 16,02, p = 0,000063; 500_R3_p1: 2 (1, 81) = 13,19, p = 0,000282; 250 _R2_p8:
x2 (1, 85) = 27,10, p < 0,00001; 250_R3 p8: %2 (1, 92) = 22,20, p < 0,00001) (slika 37,
tablica 24). U uzorku MuVi-C_ori najzastupljenije su transverzije A—T i C—A te tranzicija
A—G (slika 38). U svim kontrolnim uzorcima (oba pasaza za oba pokusa) u najveem
postotku su prisutne tranzicije T—C i A—G.

MuVi-C_ori Kon R2 pl Kon R3 pl =Kon R2 p8 = Kon R3 p8
250_R2 pl 250 R3_pl = 250 R2 p8 = 250_R3 p8

o

(=) ~1
o

50

=
o

30

20

Zastupljenost promjene (%)

10

I“ |||| ||| |.|‘| Mot Iilse sl il s
T->C A->G (G—>A A->C C->A A->T T->A C->G G->C G->T T->G

0

Slika 38. Zastupljenost razlic¢itih nukleotidnih promjena u uzorcima virusne varijante MuVi-
C kultiviranih na stani¢noj liniji A549 u prisustvu ribavirina te u MuVi-C_ori i kontrolnim
virusima. Crveno su zaokruzene promjene teoretski specificne za ribavirin (C—T, G—A).

Lijevo od plave isprekidane linije su tranzicije, desno su transverzije.

Promjene konsenzusa u odnosu na uzorak MuVi-C_ori postoje i kod kontrolnih i kod
uzoraka tretiranin RBV-om u koncentraciji od 250 UM, no nisu iste izmedu uzoraka (tablica
25).

U uzorku Kon_R2 pl prisutna je jedna promjena konsenzusa (5561 C—A sa
zastupljenosc¢u od 54%). U uzorku Kon_R3_p1l nema promjene konsenzusa, ali je promjena
5561 C—A zastupljena u virusnoj populaciji s 24%. U osmom pasazu kontrolni uzorci iz oba

pokusa imaju iste promjene u odnosu na konsenzus sekvenciju, a medu njima je 1 vec

navedena promjena.
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Nijedna od promjena konsenzusa u kontrolnim uzorcima nije prisutna u uzorcima
tretiranima RBV-om u koncentraciji od 250 uM, osim u sluc¢aju 250 R2 p8. Ovaj uzorak
ima ukupno 14 promjena konsenzusa, od kojih je 9 prisutno u kontrolnim uzorcima osmog
pasaza. Ni u prvom, niti u osmom pasazu nijedna promjena konsenzusa kod tretiranih

uzoraka nije zajednicka (tablica 25).

Gledano sumarno, rezultati genskih analiza provedenih za uzorke MuVi-C kultivirane
na stanicnoj liniji Vero pokazuju da je heterogenost virusnih populacija tretiranih s 250 1 500
MM RBV-a veéa u usporedbi s MuVi-C_ori i kontrolnim uzorcima (tablica 24, slika 37).
Najzastupljenije nukleotidne promjene u tretiranim uzorcima su C—T i G—A (slika 38).
Promjene konsenzusa prisutne su i u kontrolnim i u tretiranim uzorcima (tablica 25). One su
zajednicke kontrolnim uzorcima oba analizirana pokusa (s iznimkom promjene C5561A koja
nije promjena konsenzus sekvencije u Kon_R3 pl, ali je zastupljena s 24%). Promjene

konsenzus sekvencije tretiranih uzoraka nisu medusobno usporedive.
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Tablica 25. Promjene konsenzusa prisutne u kontrolnim ili ribavirinom tretiranim uzorcima
virusne varijante MuVi-C u odnosu na ishodi$ni uzorak. Sivom bojom oznacene su promjene
koje ribavirin specifi¢no unosi u genom (C—T, G—A). Podebljano su naznaene promjene

koje su prisutne i kod uzorka 250 R2 p8. Kratica sin. oznaCava sinonimnu promjenu

aminokiseline.
uzorak pozicija u genomu | promjena nukleotida | promjena aminokiseline | gen
Kon_R2 pl 5561 C—A Ala—Glu F
1059 A—>G Asp—Gly N
1676 T—C Lys (sin.) N
1680 T—-C Leu—Ser N
1685 T—C Tyr—His N
Kon_R2_p8 1996 C—A Asn—Lys P
Kon_R3_p8 5348 A>T GIln—Leu F
5561 C—A Ala—Glu F
9994 A—-T Lys—Asn L
12492 C-T Ala—Val L
14332 T—A Phe—Leu L
293 C—A Gln—Lys N
250 R2 pl
2500 G—A Glu (sin.)
250_R3_pl 11998 T—C Glu (sin.) L
6802 CoT Gln (sin.) HN
10146 G—-T Arg—lle L
250 R2 p8
12677 C—-T Leu—Phe L
13801 C—T Ser (sin.) L
3773 C—T lle (sin.) M
250_R3_p8
7860 G—A Arg—Gln HN
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4.7.3 Genska Kkarakterizacija uzoraka virusne varijante MuVi-C uzastopno

kultiviranih u prisustvu 5-fluorouracila

Za odredivanje u¢inka 5-FU-a na genom virusne varijante MuVi-C metodom NGS
sekvencirani su uzorci 200_F1 p1, 200_F1 p5, 200_F2_p5 i njihove kontrole (slika 39).

Pokus 1

pl1  p2 p4  ps
xorie @) () (] ()
wre ) L) ) OJ O
x>l () CJC) @8

p3

Pokus 2

Slika 39. Virusna varijanta MuVi-C kultivirana na stani¢noj liniji Vero s ili bez 5-
fluorouracila. Zelenom bojom oznaceni su uzorci odabrani za gensku karakterizaciju pomocu
metode sekvenciranja nove generacije. U lijevom kutu prikazana je koncentracija 5-

fluorouracila koja je koristena u kultiviranju virusa kroz pasaze. p = pasaz.

S obzirom da umnazanje nije bila moguce za zadnji fragment genoma uzorka

200_F1 p1, kod njega je sekvenciran genom bez zadnjih 624 pb. Iz ovog razloga, analiza
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ostalih uzoraka napravljena je bez tog zadnjeg segmenta genoma kako bi rezultati bili
usporedivi.

Kod svih uzoraka ukupna raznolikost, kao i Shannonova entropija, veca je izmedu 6,25
i 8,75 puta (ovinso o uzorku) od vrijednosti ovih mjera kod uzorka MuVi-C_ori (tablica 26).
Uzorci tretirani 5-FU-om imaju 1,59 do 2,33 puta vecée vrijednosti ovih mjera u usporedbi s
kontrolnim uzorcima (tablica 26). Uzastopnim kultiviranjem kontrolnog i tretiranog virusa,

ne povecava se heterogenost populacija.

Tablica 26. Ukupna raznolikost i Shannonova entropija virusne populacije te postotak
promjena koje 5-fluorouracil (5-FU) specificno uvodi u genome virusne varijante MuVi-C

tretirane 5-fluorouracilom i odgovarajucih kontrola.

Ukupna Shannonova Postotak promjena u
Virusni uzorak raznolikost entropija genomu specifi¢nih za
(x 104 (x 104 5-FU* (%)
MuVi-C_ori 0,4 0,4 25
Kon_F1_p1 2,2 1,6 45
Kon_F1_p5 1,4 1,2 36
Kon_F2 p5 1,3 1,2 42
200 F1 p1 3,5 3,5 74
200 F1 p5 2,6 2,5 77
200_F2_p5 2,8 2,6 81

*T—C, A—G

Na grafickom prikazu varijabilnih pozicija te zastupljenosti svake pojedine promjene
za kontrolne te tretirane uzorke iz pasaza 1 i pasaza 5 (slika 40) vidljivo je da tretirani uzorci
imaju veéi postotak varijabilnih pozicija, kao i da je vecina tih promjena prisutna u malom
postotku. lako je postotak promjena koje 5-FU u teoriji specifi¢no unosi u genom (T—C i
A—QG) visok i kod kontrolnih uzoraka, ovaj postotak je veci za 29 — 41% u tretiranim

uzorcima (slika 41, tablica 26).
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Slika 40. Genska heterogenost virusne varijante MuVi-C: MuVi-C-ori, 200_F1 p1, 200 _F1_p5, 200_F2_p5 i njihovih kontrola. Na apscisi
su prikazane pozicije u genomu izrazene u parovima baza, a na ordinati postotak zastupljenosti virusne varijante (u odnosu na konsenzus
sekvenciju MuVi-C-ori) na odredenoj poziciji. Zelenom bojom oznacene su promjene koje odgovaraju promjenama specificnima za 5-
fluorouracil (po literaturi) (T—C, A—G). Oznaceni su dijelovi genoma ovisno o genskoj regiji kojoj pripadaju (N, P, M, F, SH, HN, L).

Isprekinutom linijom naznacéena je zastupljenost od 50% (varijante zastupljene iznad 50% postaju promjene konsenzusa za dane pozicije).
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U kontrolnim uzorcima najzastupljenija je promjena T—C (u Kon_F1_p5 jednako je
zastupljena i promjena A—T) (slika 41). Promjena A—G takoder je za sve kontrolne uzorke
pri vrhu zastupljenosti (medu prve Cetiri za sve uzorke).

U svim uzorcima tretiranim s 200 UM 5-FU statisti¢ki je znacajnija zastupljenost
promjena T—C i A—G u usporedbi s njihovim kontrolama (promjene T—C i A—G
analizirane zajedno naspram svih ostalih promjena u uzorku) (200_F1 pl:y2(1,148)=7,12,
p = 0,007638, 200_F1 p5: %2 (1,124) = 15,15, p = 0,000099, %2 (1, 111) = 16,33, p =
0,000053) koje zajedno ¢ine preko 70% ukupnih promjena za svaki pojedini uzorak (tablica
26).

MuVi-C or1 = Kon F1 pl = Kon F1 p5 =Kon F2 p5
200_F1_pl = 200 F1 p5 = 200_F2 p5

C->T \T >c> (A >G) G->A A->C C->A A->T T->A C->G G->C G->T T->G

Zastupljenost promjene (%)
— o W - o [+ ~1
o o o o o o [=}

o

Slika 41. Zastupljenost razli¢itih nukleotidnih promjena u uzorcima virusne varijante MuVi-
C kultiviranih na stani¢noj liniji Vero u prisustvu 5-fluorouracila te u MuVi-C_ori i
kontrolnim virusima. Zeleno su zaokruzene promjene koje literatura navodi kao specifi¢ne
za 5-fluorouracil (T—C, A—G). Lijevo od plave isprekidane linije su tranzicije, desno su
transverzije.

Promjene konsenzusa prisutne su u prvom pasazu kod kontrolnog, te petom pasazu za
kontrolne i tretirane uzorke (tablica 27). Kod 200 _F1_pl nema promjene konsenzusa.
Promjene konsenzusa zajednicke su kontrolama petog pasaza za oba pokusa. Od 10 promjena
konsenzusa kontrolnih uzoraka, 4 su prisutne kod tretiranih uzoraka u petom pasazu za

uzorke oba pokusa. Kod tretiranih uzoraka, osim promjena zajednickih s kontrolnim
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uzorcima, postoji jo§ 14 promjena konsenzusa. Uzorak 200_F2_p5, uz ovih 18 promjena ima

i dodatnu promjenu koja nije prisutna u njegovom replikatu (tablica 27).

Tablica 27. Promjene konsenzusa prisutne u kontrolnim ili 5-fluorouracilom tretiranim
uzorcima virusne varijante MuVi-C u odnosu na ishodi$ni uzorak. Sivom bojom oznacene
su promjene koje 5-fluorouracil po literaturi unosi u genom (T—C, A—G). Podebljano su
prikazane promjene konsenzusa kontrolnih uzoraka koje su prisutne i kod uzoraka tretiranih
5-fluorouracilom. Kratica sin. ozna¢ava sinonimnu promjenu aminokiseline. U zadnjem redu

je navedena promjena prisutna za tretirani uzorak iz pokusa 2, koja nije prisutna u njegovom

replikatu.
Lrorak pozicijau promjena promjena gen
genomu nukleotida aminokiseline
Kon_F1 pl 5561 C—A Ala—Glu F
1059 A—>G Asp—Gly N
1676 T—C Lys (sin.) N
1680 T—C Leu—Ser N
1685 T—C Tyr—His N
Kon_F1 p5 1996 C—A Asn—Lys P
Kon_F2_p5 5348 A>T Gln—Leu F
5561 C—-A Ala—Glu F
9994 A—T Lys—Asn L
12492 C->T Ala—Val L
14332 T—A Phe—Leu L
1601 T—C Tyr—His N
1606 T—C Pro (sin.) N
200_F1_p5 1615 T—C Ser (sin.) N
200_F2_p5 1639 T—C His (sin.) N
1735 T—C Asn (sin.) N
1739 T—C Phe—Leu N
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1753 T—C Pro (sin.) N

1762 T—C Asn (sin.) N

1801 T—C nije kodirajuca

1846 T—C nije kodirajuca

7678 A—-T GIln—His HN

8782 A—G Lys (sin.)

9241 G—A Lys (sin.)

9602 C-T Pro—Ser L
200 _F2 p5 6719 T—C Leu (sin.) HN

Sumarno, genske analize provedenih za uzorke virusne varijante MuVi-C kultivirane
na stani¢noj liniji Vero pokazuju da je heterogenost virusnih populacija tretiranih s 200 uM
5-FU-a veca u usporedbi s MuVi-C_ori i kontrolnim uzorcima (tablica 26, slika 40).
Heterogenost virusnih populacija ne povecava se uzastopnim kultiviranjem. Promjene T—C
I A—G znacajno su zastupljenije u tretiranim, nego u kontrolnim uzorcima (slika 41). lako
je postotak ovih promjena veéi u tretiranim uzorcima, promjena T—C najzastupljenija je u
kontrolnim uzorcima, a A—G takoder ima visok postotak pojavnosti. Promjene konsenzusa
zajednicke su replikatima i kod kontrolnih i kod tretiranih uzoraka uz iznimku promjene 6719

T—C u uzorku 200_F2_p5, a koja nije uopc¢e prisutna u njegovom replikatu (tablica 27).

4.74 Genska Kkarakterizacija uzoraka virusne varijante MuVi-C uzastopno
kultiviranih u prisustvu 5-azacitidina

Za odredivanje u¢inka 5-AZC-a na genom virusne varijante MuVi-C metodom NGS

sekvencirani su virusi 4 Al pl, 4 Al p5, 4 A2 p5 i njihove kontrole, svi uzgajani na

stani¢noj liniji Vero (slika 42).
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Slika 42. Prikaz odabira uzoraka virusne varijante MuVi-C kultiviranih na stani¢noj liniji
Vero s ili bez 5-azacitidina za gensku karakterizaciju pomoc¢u metode sekvenciranja novom
generacijom (oznaceni plavom bojom). U lijevom kutu prikazana je koncentracija 5-

azacitidina koja je kori$tena u kultiviranju virusa kroz pasaze. p = pasaz

Najmanje vrijednosti ukupne raznolikosti i Shannonove entropije prisutne su kod
MuVi-C_ori te Kon_A2 p5 (tablica 28). Za oba kontrolna uzorka iz pasaza 5 mjere
raznolikosti manje su nego u pasazu 1 (tablica 28). I Shannonova entropija i ukupna
raznolikost vece su za tretirane uzorke u pasazu 5 od tretiranog uzorka pasaza 1. Ove

vrijednosti medusobno su usporedive izmedu jednako tretiranih uzoraka u oba pokusa

(tablica 28).
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Tablica 28. Ukupna raznolikost i Shannonova entropija virusne populacije te postotak
promjena koje 5-azacitidin (5-AZC) specifi¢no uvodi u genome virusne varijante MuVi-C

tretirane 5-azacitidinom i odgovarajucih kontrola.

Ukupna Shannonova Postotak promjena u
Virusni uzorak raznolikost entropija genomu specifi¢nih za 5-
(x104 (x10 AZC* (%)
IshodiSni 0,4 0,4 0
Kon_Al pl 2,2 1,7 0
Kon_Al_p5 1,3 1,2 0
Kon_A2_p5 0,3 04 0
4 Al pl 2,0 1,7 8
4 Al p5 3,0 2,3 12
4 A2 _p5 3,2 2,7 8

*C—G,G—C
Na grafickom prikazu pozicija nukleotidnih varijanti te njihove zastupljenosti vidljivo

je da je broj varijabilnih pozicija u genomu veéi kod uzoraka tretiranih 5-AZC-om u

koncentraciji od 4 UM u odnosu na kontrolne uzorke (slika 43).
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Slika 43. Genska heterogenost virusne varijante MuVi-C: MuVi-C ori, 4_Al pl,4 Al p5,4 A2 p5injihovih kontrola. Na apscisi su prikazane
pozicije u genomu izrazene u parovima baza, a na ordinati postotak zastupljenosti virusne varijante (u odnosu na konsenzus sekvenciju MuVi-C-
ori) na odredenoj poziciji. Plavom bojom oznacene su promjene koje odgovaraju promjenama specificnima za 5-AZC (po literaturi) (C—G, G—C).
Oznaceni su dijelovi genoma ovisno o genskoj regiji kojoj pripadaju (N, P, M, F, SH, HN, L). Isprekinutom linijom naznacena je zastupljenost od

50% (varijante zastupljene iznad 50% postaju promjene konsenzusa za dane pozicije).
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Na slici 44 prikazana je zastupljenost svake pojedine vrste promjene za kontrolne i
uzorke tretirane 5-AZC-om u koncentraciji od 4 uM. Kod svih uzoraka osim 4_Al pl
promjena T—C uvijek je medu tri je najzastupljenije promjene U uzorku (za uzorak 4_Al pl
peta je po zastupljenosti). Osim promjena specifi¢nih za 5-AZC (prema literaturi; C—G |
G—C), promjena koje nema niti u jednom kontrolnom uzorku, a pojavljuje se u tretiranim
uzorcima petog pasaza je A—C (slika 44).

MuVi-C_ori Kon_Al pl =Kon Al p5 =Kon A2 p5
=4 Al pl  =4AlpS =4A2DS

s
Y

.
o

ene (%)
W oW
o o

h

Zastupljenost promjene (%
o8 ow

—
o

c->T T->C A->G G->A A->C C->A A->T T->A G-3T “T-36

Slika 44. Zastupljenost razli¢itih nukleotidnih promjena u uzorcima virusne varijante MuVi-

o n

C kultiviranih na stani¢noj liniji Vero u prisustvu 5-azacitidina te u MuVi-C_ori i kontrolnim
virusima. Plavo su zaokruzene promjene koje literatura navodi kao specificne za 5-AZC

(C—G, G—C). Lijevo od plave isprekidane linije su tranzicije, desno su transverzije.

Promjene konsenzusa nisu prisutne u prvom pasazu ni kod kontrolnog uzorka niti kod
uzorka tretiranog 5-AZC-om u koncentraciji od 4 uM. U petom pasazu promjene konsenzusa
prisutne su i kod kontrolnih i kod uzoraka tretiranih 5-AZC-om (tablica 29). Promjene
konsenzusa jednake su za kontrolne uzorke oba pokusa.

U uzorku 4 A1 _p5 prisutna je 21 promjena u odnosu na konsenzus sekvenciju MuVi-

C-ori, dok je samo jedna promjena prisutna u njegovom replikatu (tablica 29). Ta promjena
nije prisutna u uzorku 4_Al p5.
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Tablica 29. Promjene konsenzusa prisutne u kontrolnim ili 5-azacitidinom tretiranim

uzorcima virusne varijante MuVi-C u odnosu na MuVi-C-ori. Sivom bojom oznacene su

promjene koje 5-azacitidin specifi¢no unosi u genom (C—G, G—C). Sivom bojom znakova

kod 5-azacitidinom tretiranih uzoraka prikazane su promjene konsenzusa koje su prisutne i

u kontrolnim uzorcima. Kratica sin. oznacava sinonimnu promjenu aminokiseline.

uzorak pozicija u genomu promje-na promjena aminokiseline gen
nukleotida
1059 A—G Asp—Gly N
1676 T—C Lys (sin.) N
1680 T—-C Leu—Ser N
1685 T—C Tyr—His N
Kon_Al p5 1996 C—A Asn—Lys P
Kon_A2_p5 5348 A—T Gln—Leu F
5561 C—A Ala—Glu F
9994 A—-T Lys—Asn L
12492 C—-T Ala—Val L
14332 T—A Phe—Leu L
1601 T—C Tyr—His N
1606 T—C Pro (sin.) N
1615 T—C Ser (sin.) N
1639 T—C His (sin.) N
1735 T—C Asn (sin.) N
4 Al _p5 1739 T—C Phe—Leu N
1753 T—C Pro (sin.) N
1762 T—C Asn (sin.) N
1801 T—-C nije kodirajuca
1846 T—C nije kodirajuca
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7678 A>T Gln—His HN
8262 G—C Gly—Ala HN
8773 A—-T Val (sin.) L
8782 A—G Lys (sin.) L
9241 G—A Lys (sin.) L
9602 C-T Pro—Ser L
4 A2 p5 8270 A—C Ser—Arg HN

Za analizirane uzorke veca heterogenost prisutna je kod virusnih populacija tretiranih

5-AZC-om u odnosu na kontrolne i MuVi-C_ori (tablica 28, slika 43). Dok su kod kontrolnih

uzoraka mjere raznolikosti manje u pasazu 5 u odnosu na pasaz 1, situacija je obrnuta u

tretiranim uzorcima. Promjene C—G, G—C te A—C prisutne su u tretiranim uzorcima, dok

ih u kontrolnima nema (slika 43). Promjene konsenzusa jednake su za replikate kontrolnih

uzoraka (tablica 29). Kod tretiranih uzoraka nema zajednickih promjena konsenzusa (tablica

29).

4.8 Korelacija izmedu heterogenosti virusne populacije i titra virusa

Korelacijski koeficijent izmedu stope mutacija virusnih populacija i njihovog titra (slika

45) za virusne uzorke tretirane RBV-om iz tablice 19 iznosio je -0,8. Ovakav korelacijski

indeks upucuje na negativnu korelaciju vrijednosti ovih dviju kategorija.
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Slika 45. Korelacija izmedu stope mutacija virusne populacije i titra virusa

4.9 Izolacija varijanti virusa4_A1l p5i4_A2 pS te odredivanje njihove rezistentnosti
na 5-azacitidin
S obzirom da su uzorci kultivirani u prisustvu 5-AZC-a u koncentraciji 4 uM kroz 5
pasaza, za oba pokusa pokazali vecu rezistentnost na 5-AZC (slika 31) od MuVi-C_ori i
kontrolnih uzoraka, po 10 zasebnih plakova ovih virusa je purificirano metodom plak
purifikacije kako bi se izolirale zasebne virusne varijante te utvrdilo je li neka od njih

zasluzna za opisanu rezistentnost (slika 46).
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Odredivanje rezistencije virusnih Odabir varijanti koje se razlikuju
varijanti na 4 uM 5-AZC o u sekvenciranim regijama

Slika 46. Shematski prikaz postupka izolacije i karakterizacije plakova virusa 4_Al p5 i
4 A2 p5.

Nakon §to su zasebni plakovi izolirani (odabir plakova temeljio se na njihovoj razlicitoj
morfologiji) i uzgojeni u stani¢noj kulturi Vero, odreden im je titar. Jedan plak za 4 A2 p5
nije dao detektabilan titar stoga je u daljnju obradu uslo njegovih 9 plakova. Za plakove
uzorka 4 A1 pS5 titar je iznosio izmedu 6,5 1 8,0 logPFU/mI a za plakove uzorka 4_A2_p5
izmedu 6,7 1 7,7 logPFU/ml. Metodom po Sangeru sekvencirane su tri genske regije za svaki
plak (unutar N, HN i L gena) koje su prethodno odabrane kao regije u kojima je zabiljeZena
genska varijabilnost na temelju rezultata NGS sekvenciranja virusa 4_Al p5 (slika 43).
Rezultati su prikazani u tablici 30.
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Tablica 30. Genska karakterizacija varijanti virusa4_Al p5i4_A2_p5 natemelju tri regije

u genomu (dio N, HN i L gena).

virus broj fragment A fragment B fragment C
plaka pozicijau promjena pozicijau promjen pozicija promjena
genomu nt genomu ant u nt
genomu
4 Al p 1 1059 G—A 7320 G—A 9994 T—A
S 1846 T—-C
1996 A—C
2-6, 1601 T—-C 7678 A—>T 8773 A—>T
9 1606 T-C 8262 G—C 8782 A—G
1639 T-C 9241 G—A
1735 T—C 9602 C—-T
1739 T-C
1762 T—C
1801 T—C
1846 T-C
7 1059 G—A 7262 C—G 9994 T—A
1996 A—C 8018 A—C
8 1059 G—A 7320 G—A 9994 T—A
1996 A—C
10 1680 T—-C 8191 A—C
1685 T—C
4 A2 p 1 n.o. 8696 G—C 9994 T—A
5 10270 A—G
2-7 n.o. isto kao 9994 T—A
MuVi-C 10270 A—-G
ishodi$ni
8 n.o. 7678 A—-T 9602 C—-T
8782 A—G 10270 A—G
8897 G—-T
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9241 G—A

10 n.o. isto kao 9994 T—A
MuVi-C

1shodisni

* n.0. = nije odredivano

Kod plakova virusa 4 Al _p5, prema analiziranim genskim regijama, definirano je pet
zasebnih virusnih varijanti, a kod plakova virusa 4 A2 p5 cetiri. Svaka od njih testirana je
na rezistentnost na 5-AZC u koncentraciji 4 uM (slika 47).

U slucaju uzorka 4_Al p5, samo je plak 10 pokazao statisti¢ki znacajnu razliku u
odnosu na MuVi-C_ori, dok je u slucaju uzorka 4 A2 p5 statisti¢ki znacajna razlika u
rezistentnosti u odnosu na ishodi$ni uzorak prisutna za sve testirane plakove (slika 47).

Iako se izolirane varijante uzorka 4 A2 p5 medusobno razlikuju u rezistentnosti
(najveca razlika je prisutna izmedu plaka 8 i plaka 10), ni u slu¢aju 4 Al p5, ni 4 A2 p5
virusa, nije pronaden plak koji bi imao statisticki znacajno vecu rezistentnost od

odgovarajuceg originalnog virusa, 4 Al p5ili4 A2 p5 (slika 47).
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Slika 47. Rezistentnost plakova virusa (a) 4_Al p5i(b) 4_A2_p5na5-AZC. Stani¢na linija
Vero tretirana je s 4 UM 5-azacitidinom ili obi¢énim medijem (kontrola) te inficirana (MOI
0,001), virusnom varijantom MuVi-C ori, uzorcima 4 _Al p5 i 4 A2 p5 ili pojedinim
plakovima izoliranim iz ovih dvaju uzoraka i inkubirana u mediju koristenom za predtretman
kroz 3 dana. Rezultati su izrazeni kao udio plakova tretiranog virusnog uzorka u odnosu na
kontrolni i prikazani kao srednja vrijednost £ SD (n=3-9). Vrijednosti medu grupama
usporedivane na temelju log transformiranih vrijednosti (one-way ANOVA uz post-hoc
Tukey test, p <0,05. Virusna varijanta MuVi-C ori pokazala je statisticki manju rezistentnost

u odnosu na sve viruse na slici b) (zbog jednostavnosti prikaza nije naznaceno).
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5. RASPRAVA

U ovom radu istrazivan je utjecaj tri nukleozidna analoga — ribavirina (RBV), 5-
fluorouracila (5-FU) i 5-azacitidina (5-AZC) na gensku varijabilnost i infektivnost virusa
zau$njaka kako bi se ispitala mogucnost ispoljavanje polimeraze s promijenjenom vjernosti
transkripcije ili potencijal za letalnu mutagenezu kod ovog virusa. Naime, pri replikaciji
virusa nukleozidni analozi se mogu vezati na rastu¢i lanac nukleinske kiseline umjesto
dusi¢nih baza ¢ime uzrokuju njihova kriva sparivanja i time promjene u genskom kodu.
Manipulacija genskog zapisa na ovaj nac¢in moze dovesti do ispoljavanja virusne varijante s
promijenjenom vjernosti transkripcije polimeraze $to moze biti osnova za atenuaciju virusa
u svrhu dizajna cjepiva. Takoder, mutacije u genomu koje poti¢u nukleozidni analozi mogu
dovesti do ekstinkcije virusne populacije §to ih ¢ini kandidatima za lijeCenje same Vvirusne
bolesti letalnom mutagenezom. U ovom istrazivanju kao pokazatelj infektivnosti odabran je
titar virusa odredivan u supernatantu inficirane kulture stanica.

Za ostvarenje optimalnog sustava in vitro za prou¢avanje utjecaja nukleozidnih analoga
na virus potrebno je ispuniti nekoliko razli¢itih uvjeta. Za poc¢etak, kombinacija virusnog soja
i stanica treba rezultirati relativno visokim titrom virusa s obzirom da se antivirusni u¢inak
nukleozidnog analoga dokazuje smanjenjem titra nakon tretmana. Takoder, odabrani omjer
infektivnih virusnih Cestica i izraslih stanica (eng. multiplicity of infection, MOI) ne smije
dovoditi do stvaranja defektivnih interferiraju¢ih Cestica dok visoki titar istovremeno treba
biti postignut $to ranije u infekciji kako bi se smanjio negativan utjecaj nukleozidnih analoga
na same stanice. S obzirom na sporu replikaciju virusa zauSnjaka (107) ispunjavanje ovih
uvjeta predstavljalo je odredeni izazov.

Odabrane su stani¢ne linije epitela za koje je poznato da podrzavaju replikaciju virusa
zaus$njaka te dvije razliite varijante virusa zau$njaka, MuVi-C i ZgA/Cro69, kako bi se
eliminirala moguc¢nost da je djelovanje pojedinog nukleozidnog analoga ovisno o samoj
virusnoj varijanti. Sva tri nukleozidna analoga (RBV, 5-FU, 5-AZC) imaju dokazane
viSestruke mehanizme djelovanja na stanice uz pretpostavljene dodatne koji jo§ nisu

dokazani.
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Kod proucavanja djelovanja nukleozidnih analoga na virus cilj je Koristiti stanice koje
su optimalno osjetljive na koristeni analog (108). U istrazivanjima promjene vjernosti
transkripcije polimeraze djelovanjem nukleozidnog analoga na virus, Beaucourt i sur. (108)
predlazu da vijabilnost stanica ne bude smanjena za viSe od 50% u odnosu na kontrolne,
netretirane stanice kako ovaj ucinak ne bi interferirao s rezultatima. Takoder, u slucaju
primjene nuklozidnog analoga u terapiji, on ne smije biti toksi¢an za stanice. U ovom
istrazivanju kao glavni test za odredivanje vijabilnosti stanica odabran je MTT za odredivanje
metaboli¢ke aktivnosti stanica. Literatura navodi stani¢ne linije Vero i A549 kao relativno
rezistentne na RBV s obzirom da su neucinkovite u pretvaranju RBV-a u njegove mono-
(RMP) i trifosfatne oblike (RTP) (77). Poznato je da ovaj nukleozidni analog ima vise
razli¢itih mehanizama pomocu kojih utje¢e na stanice domacina i sam virus (78). Sposobnost
stani¢ne linije LLC-MK?2 da fosforilira RBV na njegove mono- i tri-fosfatne metabolite do
sada nije istrazivana. U ovom istrazivanju pokazan je usporediv utjecaj RBV-a izmedu
stani¢nih linija Vero i A549 §to je u skladu s istrazivanjem Franca i sur. (77) u kojem je 50%
inhibitorna doza (eng. inhibitory concentration, IC50) za Vero iznosila 266 puM, a za A549
205,6 1M nakon 3 dana inkubacije u prisustvu RBV-a. Rezultati dobiveni za stani¢nu liniju
Vero takoder su u skladu s istrazivanjem Shigete i sur. u kojem je 1C50 za stani¢nu liniju
Vero iznosio 282 uM (80). IC50 za stani¢nu liniju LLC-MK?2 iznosio je 266 pM §to nije u
skladu s rezultatima ovog istrazivanja (1394 uM) u kojem se stani¢na linija LLC-MK?2
pokazala znacajno rezistentnijom na RBV i u usporedbi s Vero i A549. Valja naglasiti da je
istrazivanje Shigete i sur. (80) jedino u kojem je objavljen utjecaj RBV-a na samu stani¢nu
linijju LLC-MKZ2, dok vecina radova iskazuje utjecaj RBV-a na virus uzgajan na ovoj
stani¢noj liniji. U njima je pokazan veci utjecaj na virus kultiviran na stanicama LLC-MK?2
u usporedbi s utjecajem RBV-a na virus kultiviran na stani¢noj liniji Vero (109-111) sto
odgovara rezultatima dobivenima u ovom radu. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja
utjecaja RBV-a na samu stani¢nu liniju LLC-MK2 kako bi se utvrdio to¢an mehanizam kojim
ovaj nukleozidni analog smanjuje njihovu vijabilnost. Time bi se potencijalno razjasnila
nepodudarnost izmedu niske osjetljivosti samih stanica na RBV, a s druge strane velike

osjetljivost virusa kultiviranog na ovim stanica u prisustvu RBV-a.
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Ni pri najvisim koriStenim koncentracijama RBV-a (1000 uM) u ovom istrazivanju
nijepokazan citotoksi¢ni u¢inak na stani¢ne linije Vero, A549 ni LLC-MK2. Umjesto toga,
mikroskopski pregled stani¢nog sloja pokazuje smanjenje proliferacije stanica tj. citostaticki
ucinak $to je u skladu s postojec¢im istrazivanjima (77,79,112).

Stani¢na linija LLC-MK2 pokazala se otpornijom i na 5-FU u odnosu na stani¢ne linije
A549 i Vero. U radu Jianga i sur. istrazivan je utjecaj 5-FU-a na stani¢ne linije A549 i Vero
(113). Pokazan je citotoksi¢an u¢inak na obje vrste stani¢nih linija s postotkom preZivljenja
oko 20% za obje linije pri koncentraciji od 200 uM §to je u skladu s rezultatima ovog
istrazivanja ukoliko se u obzir uzmu rezultati brojanja stanica nakon bojanja tripanskim
modrilom. Vrijeme inkubacije duze je za 24h, a za kra¢u inkubaciju mjerenja nisu radena. S
obzirom da su Taskin i sur. (114) pokazali da 5-FU nakon 24h inkubacije smanjuje vijabilnost
stani¢ne linije Vero za viSe od 15% tek kod koncentracija visih od 700 UM moze se
pretpostaviti da bi duze izlaganje nukleozidnom analogu rezultiralo manjom vijabilnosc¢u
stanica. U postojecoj literaturi nema podataka o osjetljivosti stani¢ne linije LLC-MK2 na 5-
FU. Mehanizam djelovanja 5-FU-a je inhibicija aktivnosti timidilat sintaze njegovim
metabolitima koji nastaju u stanicama ¢ime se smanjuje dostupnost TTP-a u stanicama te
poveéava ugradnja metabolita 5-FU-a u genom i posljedi¢no krivo sparivanje baza (89).
Relativna otpornost stan¢ne linije LLC-MK2 na 5-FU u usporedbi sa stani¢nim linijama
A549 1 Vero vjerojatno je posljedica kombinacije razli¢itth ¢imbenika povezanih s
metabolizmom ovog nukleozidnog analoga, kapacitetom popravka DNA i karakteristikama
rasta stanica (92) za $to bi trebalo provesti dodatna istrazivanja.

Osjetljivost stani¢ne linije A549 na 5-AZC pokazala se manjom u usporedbi s
rezultatima istrazivanja Nguyena i sur. (115) (IC50 26 puM u odnosu na 6,3 pM) za jednako
vrijeme inkubacije. Razlog za ovu nepodudarnost mogla bi biti razlika u fazi stani¢nog
ciklusa u kojem su stanice tretirane nukleozidnim analogom. U istrazivanju Ma i sur.
smanjenje vijabilnosti stani¢ne linije Vero za 50% vidljiva je tek kod koncentracija 5-AZC-
aiznad 20 pM (116). Daljnim porastom koncentracija ovog nukleozidnog analoga vijabilnost
stanica nije pokazivala daljnji pad. U ovom istrazivanju zabiljeZen je relativno podudaran
pad vijabilnosti na koncentraciji 15,62 uM (34% prezivljenja), a pad vijabilnosti na ve¢im

koncentracijama takoder nije dramatican. Veca osjetljivost stani¢ne linije Vero na 5-AZC od

111



stani¢ne linije A549 mogla bi biti posljedica nekoliko ¢imbenika, ukljucujuéi razlike u
stani¢nom ciklusu i mehanizmima popravka DNA, kao i razlike u samom stani¢nom
metabolizmu, no to¢no objasnjenje zahtijeva daljnja istraZivanja mehanizma ulaska
nukleozidnog analoga u stanice i njihovog daljnjeg procesuiranja.

U studijama koje istrazuju u¢inak mutagena ili nekog drugog faktora na virus pozeljno
je da netretirani virus postize $to visi titar kako bi se jasno mogla utvrditi razlika u titru u
usporedbi s tretiranim virusom. Ukoliko je titar netretiranog virusa nizak, djelovanje
vanjskog faktora lako moze dovesti do pada titra virusa ispod razine detekcije Sto
onemogucuje daljnje istrazivanje i karakterizaciju virusa. S obzirom da kod virusa zausnjaka
pri visokom MOI dolazi do stvaranja defektnih inteferirajuéih (DI) Cestica koje interferiraju
s replikacijom infektivnih Cestica (117), od interesa za istrazivanje odabrani su MOI 0,01 i
MOI 0,001. Takoder, ciljalo se da vrijeme inkubacije bude Sto krace s obzirom na negativan
uc¢inak nukleozidnih analoga na proliferaciju i vijabilnost stanica. Virusna varjanta MuVi-C
dosezala je niski titar kod infekcije stani¢ne linije A549 (maksimalni titar 2,90 logPFU/ml,
5. dan nakon infekcije, MOI 0,1) te su zbog toga kao glavne kombinacije u istrazivanju
odabrane stani¢na linija Vero i MuVi-C te A549 i ZgA/Cro69. Na temelju ovih rezultata
odabrane kombinacije stani¢nih linija i virusnih varijanti bile su optimalne za provjeru
utjecaja nukleozidnih analoga na virusne varijante zausnjaka.

Neke od koriStenih koncentracija nukleozidnih analoga u ovom istraZivanju prema
rezultatima MTT testa smanjuju vijabilnost stanica za vise od 50% $to predstavlja grani¢nu
vrijednost koja se navodi u istrazivanjima ovog tipa (108) s obzirom da bi manje stanica za
infekciju u sloju moglo utjecati na stupanj replikacije 1 Sirenja virusa medu stanicama.
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da promjene u koncentraciju nasada stani¢ne linije
Vero za infekciju utjecu natitar virusa, dok to nije slucaj za stani¢ne linije A549 i LLC-MK2.
Ovakav rezultat vjerojatno je posljedica vise razli¢itih faktora kao npr. interakcije izmedu
stanica, brzine njihovog rasta, imunoloskog odgovora stanice, a sama gustoca sloja moze
utjecati na razinu ekspresije receptora za virus na povrsini stanice (118). Kao posljedica, u
interpretaciji rezultata dobivenih za utjecaj nukleozidnih analoga na stani¢nu liniju Vero
uzeto je u obzir da je pad u titru barem djelomi¢no rezultat smanjene Vvijabilnosti odnosno

proliferacije stanica, a ne nuzno djelovanja nukleozidnog analoga. Valja naglasiti da je u
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pokusima u kojima je ispitivan antivirusni u¢inak nukleozidnih analoga, pocetni broj stanica
bio jednak i kod kontrolne skupine i kod stanica koje su bile izlozene nukleozidnom analogu.
S druge strane, u eksperimentima koji su istrazivali utjecaj koncentracije stanica u sloju na
titar virusa, pocetni broj inficiranih stanica bio je manji medu uzorcima. Stoga je nemoguce
tocno kvantificirati pad titra uslijed smanjene proliferacije stanica nakon tretmana
nukleozidnim analogom. Rezultati za stani¢nu liniju Vero dobiveni u ovom istrazivanju u
skladu su s rezultatima Rosena i sur. koji su istrazivali utjecaj razlic¢itih faktora na
potencijalno cjepivo protiv SARS-CoV-2 i pokazali da smanjen broj stanica za infekciju
negativno utjeCe na titar virusa (119). U razli¢itim studijama (120-123) je pokazano da
razlike u konfluentnosti stani¢nog sloja kod razli¢itih virusa mogu utjecati na titar na nacin
da smanjena konfluentnost vodi do manjeg broja stanica koje mogu biti inficirane i otezava
prijenos virusa izmedu stanica, dok prevelika konfluentnost dovodi do ogranic¢enja hranjivih
tvari, inhibicija putem nusproizvoda ili zaustavljanje stanicnog ciklusa pri visokoj gustoci
stanica koje umanjuje produktivnost specificnu za stanicu (118).

Koncentracije RBV-a kojima su tretirani virusi su odabrane na temelju literature (79,80)
te imajuc¢i na umu ucinak RBV-a na vijabilnost stanica (slike 10-12). U slu¢aju 5-FU i 5-
AZC ne postoje literaturni podaci o utjecaju ovih nukleozidnih analoga na virus zausnjaka
stoga su koncentracije odabrane prema rezultatima utjecaja tih nukleozidnih analoga na
vijabilnost stanica.

Titar virusnih varijanti ZgA/Cro69 (kultiviranih na stani¢noj liniji A549) i MuVi-C
(kultiviranih na stani¢nim linijama Vero i LLC-MK2) smanjen je pod utjecajem RBV-a
ovisno o njegovoj koncentraciji. U¢inak na virus zauSnjaka ovisan o dozi u skladu je s
istrazivanjem McCammona i sur. (80). Vrijednost 50%-tne inhibitorne doze (eng. inhibitory
concentration, IC50) RBV-a za virusnu varijantu MuVi-C na stani¢noj liniji Vero (46,2 uM)
usporediva je s vrijednoséu IC50 za soj virusa zau$njaka WV-3 na stani¢noj liniji Vero (56,9
uM) u istrazivanju Shigete i sur. (80) u kojem je pokazano da antivirusni u¢inak RBV-a ovisi
I 0 virusnoj varijanti (vrijednosti dobivene za Cetiri razli¢ita soja zau$njaka u tom istrazivanju
bile su u rasponu od 56,9 do 134,3 uM). U istom istrazivanju pokazan je i utjecaj RBV-a na
razli¢ite sojeve drugih paramiksovirusa. Vrijednost IC50 dobivena u ovom istraZivanju za

virusnu varijantu MuVi-C na stani¢noj liniji Vero usporediva je s u¢inkom na virus ospica

113



(35,2 — 273 uM), dok se virus parainfluenze pokazao otpornijim (111,4 — 122,8 uM), a
a nalazi se u rasponu izmedu 6,6 — 14,3 uM). Tretman RBV-om primjenjuje se u lijeCenju
bolesti uzrokovane RSV-om. Kombinacija virusne varijante MuVi-C uzgajane na stani¢noj
liniji LLC-MK2 pokazala se osjetljivijom na RBV od kombinacije iste virusne varijante i
stani¢ne linije Vero ili stani¢ne linije A549 §to ukazuje na kompleksno medudjelovanje
nukleozidnog analoga na stanice i virus s obzirom da je stani¢na linija LLC-MK2 sama po
sebi otpornija na utjecaj RBV-a od stani¢ne linije Vero. Veca osjetljivost virusa na stani¢noj
liniji LLC-MK2 u usporedbi sa stani¢nom linijom Vero u skladu je s drugim istrazivanjima
(110,124). Opazeno je vjerojatno rezultat djelovanja vise razli¢itih faktora — razlike u
replikaciji virusa izmedu stanica (u istrazivanju je pokazano da se isti virus replicira sporije
u LLC-MK2, nego u Vero te postize nizi titar) te u kombinaciji razli¢itih mehanizma
djelovanja RBV-a na stanice i virus.

S obzirom da je za stani¢ne linije A549 i LLC-MK2 pokazano da smanjenje broja
stanica za infekciju nema utjecaj na titar virusa, rezultati tretmana virusne varijante
ZgA/Cro69 na A549 odnosno MuVi-C na stani¢noj liniji LLC-MK2 5-FU-om ukazuju na
direktan utjecaj na virus koji je ovisan o koristenoj dozi 5-FU-a. Ovi rezultati u skladu su s
istrazivanjem provedenom na virusu govede kuge (125) koji kao i virus zauSnjaka pripada
porodici Paramyxoviridae. Spomenuti virus uzgajan na stani¢noj liniji Vero pokazuje nizu
osjetjivost na 5-FU od virus zausnjaka (IC50 iznosi 3,8 uM u odnosu na 34,65 uM).

Pad titra virusa ovisan o dozi 5-AZC-a u skladu je s istrazivanjem provedenom na virusu
gripe (97) koja spada u porodicu Orthomyxoviridae. U navedenom istrazivanju koriStena je
stani¢na linija MDCK (epitelne stanice pse¢eg bubrega), a koncentracije 5-AZC u vrijednosti
5, 10 i 15 puM spustale su vrijednosti titra virusa za vrijednost jednog, dva, odnosno tri
logaritma. Usporedna razina osjetljivosti na ovaj nukleozidni analog pokazana je i u ovom
istrazivanju. Utjecaj 5-AZC-a na viruse iz porodice Paramyxoviridae nije istrazivan do sada.

Uzastupno kultiviranje virusa u prisustvu nukleozidnih analoga u razli¢itim
kombinacijama provedeno je kako bi se ispitalo je li moguée; a) populaciju virusa zausnjaka
dovesti do ekstinkcije 1 b) hoce li se ovim postupkom ispoljiti virusna varijanta rezistentna

na kori$teni nukleozidni analog. U slucaju b) ocekuje se da ¢e, nakon pocetnog pada u titru
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tretiranog virusa, uzastupnim kultiviranjem do¢i do izjednacenja tretiranog virusa s titrom
kontrolnog virusa koje ¢e se pokazati stabilnim u narednim pasazima (108).

Ovisno o virusu, obi¢no je potrebno 5-15 pasaza za odabir rezistentnog fenotipa
povezanog s vjernoSc¢u transkripcije polimeraze (108). Medutim, suprotno opazanjima za
mnoge druge RNA viruse koji pokazuju pojavu i nakupljanje rezistentnih varijanti tijekom
uzastupnih pasaza u subletalnim koncentracijama RBV-a (126-128) ili 5-FU-a (74,128),
pokazalo se da, u uzastupnim pasazima virusne varijante ZgA/Cro69 ili MuVi-C u prisustvu
RBV-a te MuVi-C u prisustvu 5-FU-a ne dolazi do izjedna¢avanja titra tretiranog virusa u
odnosu na kontrolni virus koji bi bio stabilan. Ne moze se iskljuciti mogucnost da bi se
nastavkom kultiviranja virusa u prisustvu RBV-a ili 5-FU-a s vremenom ispoljio virusni
mutant rezistentan na ove nukleozidne analoge, no s obzirom na opaZeno te u skladu s
rezultatima vecine ve¢ spomenutih istrazivanja to nije za ocekivati.

U slucaju tretiranja virusne varijante MuVi-C RBV-om, koncentracija od 500 uM u
drugom pasazu dovodi do nedetektabilnog titra virusa, a pri koristenju koncentracije od 125
KM, nakon inicijalnog pada, virusna varijanta postize titar koji se ne izjednacava s titrom
kontrolnog virusa, ali se odrzava na priblizno istim vrijednostima iz pasaza u pasaz §to je u
korelaciji s istrazivanjem Feigelstocka i sur. (129) provedenom na virusu hepatitisa C.
Koncentracija RBV-a od 250 pM u jednom pokusu nakon petog pasaza vodi do
nedetektabilnog titra virusa dok u druga dva pokusa virus opstaje uz velike padove i poraste
u titru $to upucuje na mogucénost da je upravo ova koncentracija grani¢na za opstanak virusne
populacije. U spomenutom istrazivanju Feigelstocka i sur. (129) koncentracija od 250 uM
smanjivala je titar virusa hepatitisa C u prvih pet pasaza, nakon ¢ega je virus u sljede¢a dva
pasaza postigao titar kontrolnog. Ovako kultivirani virus pokazao je rezistenciju na RBV.
Takoder, u istrazivanju kojeg su proveli Borrego i sur. (130) na virusu groznice doline Rift
provedeno je uzastupno kultiviranje virusa u razli¢itim koncentracijama nukleozidnog
analoga favipiravira. Kod visokih koncentracija netektabilni titar postignut je nakon jednog,
dva, tri ili pet pasaza, dok je kod nizih koncentracija odrzavan stabilni titar, nesto nizi od
vrijednosti kontrolnog virusa. Virus tretiran najnizom koncentracijom favipiravira kod koje
je doslo do pojave nedetektabilnog titra - nakon jos tri pasaza u normalnom mediju dosegao

je titar kontrolnog virusa. Ovaj virus nalazi se na granici ekstinkcije s obzirom da su virusne

115



populacije tretirane viSim koncentracijama favipiravira otiSle u ekstinkciju, a virusne
populacije tretirane nizim koncentracijama su do kraja pokusa odrzavale relativo stabilan
titar. Kao takvog, mozemo ga usporediti s virusnom varijantom MuVi-C tretiranom 250 uM
RBV-om u pokusu u kojem je doslo do nedetektabilnog titra u petom pasazu. Virusni mutant
groznice doline Rift pokazao je rezistentnost na nuklezidni analog kojim je bio tretiran te se
kasnije pokazalo da ovakva virusna varijanta ima povecanu vjernost transkripcije polimeraze
(70). Za razliku od njega, virusna varijanta MuVi-C tretirana RBV-om u koncentraciji od
250 uM koja je pokazala nedektabilan titar nakon petog pasaza, nije povratila titar ni nakon
dodatnih pet pasaza u normalnom mediju. Ovakvi rezultati upucuju na to da u virusnoj
populaciji dobivenoj u ovom istrazivanju tretmanom virusne varijante MuVi-C 250 uM
RBV-om ne postoji virusna varijanta koja bi imala mutaciju koja bi uzrokovala rezistenciju
na RBV, za razliku od virusnih populacija hepatitisa C i virusa groznice doline Rift u
Spomenutim israzivanjima.

U slucaju virusne varijante MuVi-C tretirane RBV-om u koncentraciji 500 pM,
mehanizam koji dovodi do ekstinkcije virusa nije nuzno letalna mutageneza s obzirom da je
heterogenost ovog virusa u pasazu prije ekstinkcije jednaka heterogenosti koju pokazuje
virusna varijanta tretirana koncentracijom RBV-a od 250 UM iz istog pokusa, a koja opstaje
u daljnjim pasazima. Ekstinkcija virusne varijante uslijed tretmana nukleozidnim analogom
bez promjene stope mutacije pokazana je za virus HIV-1 u istrazivanju Tapie i sur. (131). U
ovom istrazivanju sama mutageneza mogla bi biti jedan od mehanizama koji dovodi do
ekstinkcije ovog virusa, ali nije nuzno jedini, stoga nije moguce sa sigurno$c¢u tvrditi da samo
promjena u stopi mutacije zausnjaka utjeCe na njegovu infektivnost. U slucaju koriStenja
druga dva nukleozidna analoga u ovom istrazivanju, nije moguce povlaciti paralele izmedu
stope mutacije virusa i pada titra virusa s obzirom da je ispitana virusna varijanta uzgajana
na stani¢noj linij Vero te se ne moze razluciti utjecaj samog Smanjenja broja stanica za
infekciju na titar od utjecaja samog nukleozidnog analoga.

Na temelju rezultata sekvenciranja metodom NGS napravljena je genska karakterizacija
uzoraka od interesa. Kod svih uzoraka su iz analize izbac¢ene promjene zastupljene ispod 1%

kao moguc¢i rezultat greske metode. Valja naglasiti da to ne znaci da ovakvih promjena nema
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U uzorcima, no ne postoji nacin na koji bi se moglo razlikovati koje su od ovih promjena
uistinu prisutne u virusnoj populacij, a koje su proizvod pogreske metode.

U kontrolnim uzorcima virusne varijante ZgA/Cro69 kultivirane na stani¢noj liniji
Ab549, kao i u kontrolnim uzorcima virusne varijante MuVi-C kultivirane na stani¢noj liniji
Vero u svim analiziranim pasazima prisutne su iste promjene konsenzusa (promjene nisu
podudarne izmedu dvije virusne varijante) Sto pretpostavlja da su ove promjene rezultat
prilagodbe virusa na stanice u skladu s teorijom kvazivrste i postojecih istraZzivanja
(30,132,133).

U slucaju virusne varijante ZgA/Cro69 tretirane RBV-om, postoje promjene
konsenzusa koje su zajednicke za razliCite pasaze virusa, ali nisu nuzno postojane iz pasaza
u pasaz. Takav rezultat sugerira da detektirane promjene nisu one koje pridonose otpornosti
virusa na RBV s obzirom da bi u suprotnom takve promjene trebale biti odabrane daljnim
kultiviranjem u nukleozidnom analogu kako su pokazala postojeéa istrazivanja u kojima je
uspje$no izolirana virusna varijanta otporna na nukleozidni analog kojim je tretirana
(30,36,37,68,132-134).

Jedan od pokazatelja da u virusnoj populaciji dolazi do selekcije varijante rezistentne
na nukelozidni analog je njena smanjena heterogenost (108) koja se moze izraziti primjenom
razli¢itih mjera raznolikosti od kojih su Cesto koriStene upravo Shannonova entropija i
ukupna raznolikost odredivane u ovom istrazivanju (106). U postoje¢im istraZivanjima,
heterogenost virusne populacije za virusni mutant kod kojeg je dokazano da je doSlo do
promjene vjernosti transkripcije polimeraze naj¢e$ce je smanjena ili povecana za 1,5 do 2
puta u odnosu na heterogenost divljeg tipa virusa (54). Neovisno o primijenjenom
nukleozidnom analogu, heterogenost tretiranih virusnih populacija u ovom istrazivanju veca
je 2 do 9 puta u odnosu na kontrolne uzorke i ishodi$ni uzorak (osim u slucaju uzorka
4 Al pl koji ima usporedive vrijednosti obaju mjera sa svojom kontrolom) sto upucuje na
zakljucak da nukleozidni analozi djeluju na virus zauSnjaka tako da mu povecavaju stopu
mutacija u odnosu na ishodiSni uzorak. Ovakvi rezultati u skladu s s istraZzivanjem
provedenim na virusu gripe u kojem RBV, 5-FU i 5-AZC povecavaju stopu mutacija u

virusu, ali ne dolazi do ispoljavanja varijante otporne na nukleozidni analog (97).
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Stopa mutacija izraCunata po pasazu pokazala je negativnu korelaciju s titrom virusa
Sto bi znacilo da povecanjem stope mutacija opada titar virusa $to je u skladu s teorijom
kvazivrste (30). Analiza je napravljena samo na uzorcima tretiranima RBV-om s obzirom da
kod uzoraka tretiranih 5-FU-om i 5-AZC-om na titar virusa utjece i sam broj stanica u sloju
stani¢ne kulture Vero.

Niti kod jednog od uzoraka tretiranih RBV-om ili 5-FU-om nije doslo do pojave
rezistentnosti na koriSteni nukleozidni analog koja bi upucivala na promjenu vjernosti
transkripcije virusne polimeraze, dok je kod uzoraka virusne varijante MuVi-C tretirane 5-
AZC-om u koncentraciji od 4 uM pokazana rezistentnost na 5-AZC kod tretiranih virusa iz
petog pasaza. Poveéana heterogenost kod ovih uzoraka u usporedbi s uzorkom iz pasaza 1 te
u odnosu na svoje kontrole upucuje na to da za ovu rezistentnost nije zasluzna jedna virusna
varijanta koja je postala dominantna u populaciji $to su pokazali i daljnji eksperimenti u
kojima su virusne varijante izolirane plak purifikacijom. lako je uocena razlika u
rezistentnosti izmedu pojedinih plakova, ona ni za jedan plak nije pokazala statisticki
znacajnu razliku u odnosu na pocetni uzorak iz kojeg su plakovi purificirani. Ovakvi rezultati
pretpostavljaju da za pokazanu rezistentnost nije zasluzna jedna odredena mutacija u genomu
suprotno onome sto se pokazalo u mnogim istrazivanjima ovog tipa (36,63,134-136).
Medudjelovanje velikog broja razli¢itih virusnih varijanti prisutnih u virusnoj populaciji
mogla bi uvjetovati rezistentnost na nukleozidni analog kao $to je predlozeno U istrazivanju
Bessiére i sur. (137) u kojem autori pretpostavljaju da bi jedna virusna varijanta unutar iste
populacije mogla pruziti funkciju koja nedostaje drugoj varijanti, §to bi rezultiralo njihovom
suradnjom i vec¢im fitnesom cijele populacije.

Najzastupljenije promjene koje se javljaju u uzorcima tretiranima RBV-om za virusnu
varijantu ZgA/Cro69 na stani¢noj liniji A549 i MuVi-C na stani¢noj liniji Vero su promjene
C—T i G—A koje su utvrdene i u istrazivanjima utjecaja RBV-a na druge viruse (97,138).

U skladu s istrazivanjima mutagenog djelovanja 5-FU-a na druge RNA viruse (46,139),
u uzorcima virusne varijante MuVi-C tretiranima 5-FU-om najzastupljenije su promjene
T—C i A—G. U svim kontrolnim uzorcima visoko su zastupljene promjene koje u genom
dodatno uvode 5-FU ili RBV. Visoka zastupljenost promjene T—C i A—G kod kontrolnih
uzoraka vjerojatno su rezulatat djelovanja stani¢nih proteina ADAR Koji su dio prirodne
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antivirusne obrane i za koje se pokazalo da povec¢avaju upravo ove mutacije u genomu virusa
(140). Svejedno, u uzorcima tretiranima 5-FU-om ove promjene su statisti¢ki znacajno
zastupljenije nego kod kontrolnih uzoraka. Zastupljenost tranzicijske promjene C—T u
virusnom genomu, takoder bi djelomi¢no mogao biti rezultat djelovanja obrambenih
mehanizama stanice, u ovom slu¢aju APOBEC enzimom (141).

U uzorcima virusne varijante MuVi-C tretiranih 5-AZC-om javljaju se promjene C—G,
G—C te A—C koje su i u drugim istrazivanjima opisane kao one ¢iji postota raste
djelovanjem ovog nukleozidnog analoga na virus (96,97). U uzorcima ovog istraZivanja one
su zastupljene ispod 10%, ali nijedna od ovih promjena nije prisutna u kontrolnim uzorcima.
Zaklju¢no, u svim analiziranim uzorcima, znacajno je veca zastupljenost promjena koje se
smatraju specificnima za svaki pojedini nukleozidni analog. Svojevrsna rezistentnost na
nukleozidni analog razvila se u slu¢aju tretmana MuVi-C 5-AZC-om koji u genom uvodi
promjene (C—G, G—C, A—C) koje se prirodno ne javljaju u virusu zausnjaka tijekom
kultiviranja, dok se rezistentnost nije razvila u slu¢aju tretmana virusa RBV-om ili 5-FU-om
koji u virusa zauSnjaka znacajno povecavaju zastupljenost promjena koje se nalaze i u
virusima koji su uzastupno kultivirani u mediju bez nukleozidnog analoga. Ovakav rezultat
upucéuje na mogucnost da je na virus potrebno djelovati na na¢in da se potakne nakupljanje
mutacija koje se ne javljaju (ili se javljaju u niskom postotku) pri kultiviranju u normalnom
mediju kako bi doslo do odredene selekcije na Sto upucuju i rezultati istrazivanja RBV-a, 5-
FU-a i 5-AZC-a na virus gripe (97).

Ovo istrazivanje potvrdilo je antivirusni u¢inak RBV-a, te isti taj u¢inak pokazalo i za
5-FU-a i 5-AZC-a kod dvaju razli¢itih varijanti virusa zau$njaka, kao i njihovo mutageno

djelovanje u smislu uvodenja specifiénih promjena i povecanja heterogenosti populacija.
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6. ZAKLJUCCI

1) Nukleozidni analozi ribavirin, 5-fluorouracil i 5-azacitidin smanjuju titar virusa zausnjaka

in vitro.

2) Tijekom uzastopnog kultiviranja virusa zausnjaka u prisustvu ribavirina, 5-fluorouracila i
5-azacitidina u genomu se nakupljaju promjene specificne za svaki od navedenih

nukleozidnih analoga.

3) Tijekom kultiviranja virusa zausnjaka u prisustvu odabranih nukleozidnih analoga mijenja
se genska varijabilnost virusne populacije. Ona je uvijek vecéa u tretiranoj virusnoj populaciji

u odnosu na kontrolnu.

4) Povecanje stope mutacija u virusnim populacijama tijekom uzastopnog kultiviranja u

prisustvu nukleozidnih analoga je u negativnoj korelaciji s titrom virusa.

5) Uzastupno kultiviranje u prisustvu nukleozidnih analoga nije dovelo do ispoljavanja

virusne varijante rezistentne na nukleozidni analog.

6) Kultiviranje virusne varijante MuVi-C u prisustvu ribavirina u koncentraciji 500 puM

dovelo je do ekstinkcije virusne populacije, no letalna mutageneza nije mogla biti potvrdena.

7) Kultiviranje virusne varijante MuVi-C u prisustvu 5-azacitidina dovodi do rezistencije

virusne populacije na ovaj nukleozidni analog.
Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju isticu mutagenezu i promjenu heterogenosti

virusne populacije kao mehanizme prilagodbe virusa zaus$njaka na djelovanje sva tri ispitana

nukleozidna analoga sto doprinosi boljem razumijevanju biologije i evolucije ovog virusa.
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POPIS KRATICA

RNA — ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid)

RBV — ribavirin

5-FU — 5-fluorouracil

5-AZC — 5-azacitidin

RNP — ribonukleoproteinski kompleks

RdRp - RNA-ovisna RNA polimeraza (eng. RNA-dependent RNA polymerase)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

RMP — ribavirin monofosfat

RDP — ribavirin difosfat

RTP — ribavirin trifosfat

IMPDH - inozin monofosfat dehidrogenaza

5-FUMP — 5-fluorouracil monofosfat

5-FUDRP - 5-fluorouracil difosfat

5-FUTP - 5-fluorouracil trifosfat

5-AZC-CTP - 5-azacitidin trifosfat

ECACC - banka stani¢nih linija (eng. European Collection of Authenticated Cell
Cultures).

MEM — minimalni esencijalni medij (eng. minimum essential medium)

DMEM - Dulbeccov modificirani Eagle medij (eng. Dulbecco’s modified Eagle’s
medium)

FTS — fetalni tele¢i serum

DMSO — dimetil sulfoksid

NEAA — neeasencijalne aminokiseline

PBS - fosfatni pufer ( eng. phosphate buffered saline)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid)
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolijev bromid

MOI - omjer infektivnih virusnih Cestica i izraslih stanica (eng. multiplicity of
infection)

CPE - citopateogeni efekt
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PFU — jedinica stvaranja plakova (eng. plaque forming unit, PFU)

dNTP — deoksiribonuleozidni trifosfati

NGS - sekvenciranje nove generacije (eng. next-generation sequencing)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction)

Ta— temperatura prianjanja pocetnica (eng. temperature of annealing)

te— temperatura elongacije (eng. temperature of elongation)

RT — reverzna transkripcija

cDNA — komplementarna DNA (eng. complementary DNA)

IC50 — 50%-tna inhibitorna doza (eng. half-maximal inhibitory concentration)
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biotehnologiji Sveucilista u Zagrebu kao asistent na projektu Centar izvrsnosti za virusnu
imunologiju i cjepiva (CERVirVac) - Jacanje kapaciteta CERVirVac-a za istrazivanja u
virusnoj imunologiji i vakcinologiji pod vodstvom akademika prof.dr.sc. Stipana Jonjica. Iste
godine upisuje doktorski studij Biologije na PMF-u. Koautor je 3 izvorna znanstvena rada
indeksirana u bazi Web of Science, a aktivno je sudjelovala na vise domacih i medunarodnih
znanstvenih skupova predstavljanjem svojih istrazivanja kroz postere ili predavanja. Od
2023. zaposlena je na Zavodu za fiziologiju, imunologiju i patofiziologiju Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Rijeci.
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