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Popis kratica

RT — reverzna transkriptaza

PCR — eng. polymerase chain reaction

PERT-test — eng. product enhanced reverse transcriptase test
AMV-RT - reverzna transkriptaza virusa pti¢je mijeloblastoze
HIV-RT - reverzna transkriptaza virusa ljudske imunodeficijencije
MLV-RT - reverzna transkriptaza virusa misje leukemije

ALV — virus pti¢je leukoze

Ct —eng. threshold cycle

ERYV — endogeni retrovirusi

HERYV — ljudski endogeni retrovirusi

LTR — eng. long terminal repeats

PF — pile¢i fibroblasti

MEM-H(N) — eng. minimum essential medium with Hanks' salts; neomycin sulphate
DMEM - eng. Dulbecco's modified Eagle medium

FBS — eng. foetal bovine serum

HPLC — eng. high performance liquid chromatography

CIM — eng. Convective Interaction Media

QA — kvarterni amin, naziv za aktivnu skupinu CIM-QA-diska
SO; — sulfonil, naziv za aktivnu skupinu CIM-SOs-diska

TEM — transmisijski elektronski mikroskop

CPE — citopatski efekt
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1. Uvod

1. UVOD

Retrovirusi su RNA virusi koji tijekom replikacije kopiraju svoj RNA-genom u DNA 1 pritom
koriste enzim reverznu transkriptazu (RT). Inficiraju sve razrede kraljesnjaka, ukljucujuci
ribe, vodozemce, ptice 1 sisavce (Carter 1 Saunders, 2007). U domacinu se mogu naci kao
integralni dio stanicnog genoma (endogeni retrovirusi) ili kao neovisne Cestice koje inficiraju
stanice domacina tijekom akutne ili kroni¢ne infekcije (egzogeni virusi). Infekcija
retrovirusima veze se uz imunodeficijencije, maligne i neuroloske bolesti (Fields i sur., 2001).
Mjerenjem aktivnosti reverzne transkriptaze (RT), kao sastavnog dijela retrovirusa, moze se
dokazati prisutnost retrovirusa u bioloSkim materijalima. Reverzna transkriptaza prepisuje
poznati RNA kalup u molekule cDNA koje se zatim umnazaju lan¢anom reakcijom
polimeraze (eng. polymerase chain reaction, PCR) kako bi se mogle detektirati. Kvantitativna
metoda kojom se umnaZanjem produkata reverzne transkripcije u stvarnom vremenu (eng.
real-time) otkriva aktivnost RT u bioloSkim materijalima naziva se eng. Product Enhanced
Reverse Transcriptase test, odnosno PERT-test. Detekcija umnozene DNA u PERT-testu vrsi
se preko fluorescentno obiljeZene probe, a redni broj ciklusa PCR-a u kojem fluorescentni
signal (odnosno koli¢ina umnozene DNA) prvi puta postane izraZeniji od pozadinskih signala
naziva se pocetnim (eng. threshold cycle, Ct).

U proizvodnji 1 kontroli kvalitete bioloskih proizvoda iznimno je vazno osigurati odsutnost
bilo kakvog stranog agensa koji bi bio unesen u proizvod bilo preko ulaznih materijala
(sirovine, stanice 1 sl.), bilo preko operatera ili iz proizvodnog prostora. Iz tog razloga vazeca
europska farmakopeja (Ph. Eur. 01/2011:50203) propisuje testiranje mati¢nih banki diploidnih
1 kontinuiranih stani¢nih kultura koje se koriste za proizvodnju cjepiva za ljudsku upotrebu na

prisutnost, medu ostalim, retrovirusa koriste¢i upravo PERT-test.

1.1. Definicija problema

1.1.1. Uspostava odgovarajuée metode za detekciju retrovirusa

Detekcija retrovirusa vazna je stavka pri testiranju bioloSkih proizvoda namijenjenih za
ljudsku upotrebu (Ph. Eur. 01/2011:50203). UobiCajene metode za otkrivanje nepoznatih
retrovirusa u uzorku su transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) (de Wit 1 sur., 2000) ili
testiranje infektivnosti na stani¢énim kulturama. TEM je slabo dostupna, skupa i dugotrajna
metoda slabe osjetljivosti, a testiranje infektivnosti na stani¢nim kulturama ne omogucava
detekciju svih retrovirusa jer se neki retrovirusi ne mogu razmnozavati in vitro u stani¢nim

kulturama ili nisu citopatogeni. Iz tih razloga nuzno je razviti metodu koja otkriva prisutnost
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retrovirusa po drugom nacelu, na nacin da mjeri aktivnost reverzne transkriptaze (RT) kao

sastavnog dijela svih retrovirusa.

1.1.2. Priprema uzoraka za PERT-test

Priprema uzoraka za PERT-test zahtijeva korak u kojem se retrovirusne Cestice iz uzorka
koncentriraju. UobiCajeno se retrovirusne Cestice koncentriraju ultracentrifugiranjem uzorka
(Boni et.al., 1996), nakon Cega se odstranjuje supernatant, a na talog se dodaje pufer za lizu
kako bi se RT oslobodila iz virusnih Cestica. Prilikom odstranjivanja supernatanta ne moze se
u potpunosti kontrolirati zaostali minimalni volumen supernatanta, $to onemogucuje preciznu
kvantifikaciju retrovirusnih Cestica u uzorku (moguénost razrjedivanja taloga). Takoder,
zaostali volumen supernatanta, u kojem se nalaze razlicite bioloske molekule, moze
eventualno imati nepovoljan (inhibitorni) utjecaj na PERT-test. Ultracentrifugiranjem se
koncentriraju samo virusne ¢estice, no nije moguce koncentrirati sami enzim RT.

Monolitni kromatografski nosaci (diskovi) napravljeni su od jednog dijela materijala porozne
strukture. Njihove najvaZznije karakteristike su olakSano vezanje makromolekula na aktivna
mjesta zbog dominantno konvektivnog toka mobilne faze kroz proto¢ne pore nosaca i
moguénost vrlo brzih separacija pri niskom tlaku (Tennikova i Svec, 2003). Convective
Interaction Media® (CIM) diskovi napravljeni su od organskog materijala metakrilata
(Strancar 1 sur., 2002). Nisu poznate osobitosti CIM-diskova pri izolaciji retrovirusnih ¢estica
1 enzima RT. Kako bi se istrazilo mogu li se kromatografijom koncentrirati retrovirusne
Cestice 1 sami enzim RT iz uzorka, ¢ime bi se standardizirao postupak pripreme uzorka za

PERT-test, potrebno je uzorke pripremiti kromatografijom na CIM-diskovima.

1.1.3. Prisutnost retrovirusa u razli¢itim bioloSkim materijalima

Za neke stani¢ne kulture koje se koriste u proizvodnji cjepiva za ljudsku upotrebu, kao Sto je
primarna kultura pilecih fibroblasta (PF), nije potrebno u sklopu kontrole kvalitete provoditi
testiranje na prisutnost retrovirusa (Ph. Eur. 01/2011:50203), premda je poznato da PF sadrze
endogene retrovirusne Cestice te da supernatant kulture PF daje pozitivan rezultat u PERT-
testu, kao 1 cjepiva proizvedena na tom stanicnom supstratu (Boni 1 sur., 1996; Robertson 1
sur., 1997; Andre i sur., 2000). Pretpostavljam kako je navedeno testiranje izostavljeno zbog
toga Sto pojavnost endogenih retrovirusnih Cestica u kulturi PF nije joS dovoljno istrazena i
nije moguce postaviti granicu dozvoljene aktivnosti reverzne transkriptaze. Kako bi se
istrazila pojavnost endogenih retrovirusnih Cestica u PF, potrebno je istraziti ovisi li njihovo

lu¢enje o nacinu proizvodnje 1 infekcije proizvodnog stanicnog supstrata. Potrebno je takoder
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istraziti jesu li izlu€ene endogene retrovirusne Cestice infektivne. Navedeno se moze istrazZiti
testom infektivnosti u indikatorskim stani€nim kulturama in vitro, te testiranjem infektivnosti
in vivo u Zivotinjama.

Poznato je da joS neke kontinuirane stani¢ne kulture, uz primarnu kulturu PF, u PERT-testu
daju pozitivan rezultat na prisutnost RT. Potrebno je takoder istraziti dostupne diploidne 1

kontinuirane stani¢ne kulture na prisutnost retrovirusa.

1.2. Cilj rada

Ovim istraZzivanjem Zelim (1) doprinijeti znanju o osobitostima PERT-testa za otkrivanje
aktivnosti reverzne transkriptaze 1 posredno retrovirusa u bioloSkim uzorcima. Cilj je nadalje
(2) poboljsati osjetljivost testa primjenom kromatografije na kratkim monolitnim nosa¢ima pri
pripremi uzoraka 1 istraziti omogucuju li navedeni nosaci izolaciju 1 retrovirusnih Cestica 1
enzima reverzne transkriptaze. Takoder Zelim (3) istraZiti razliite bioloSke materijale kako
bih u njima utvrdila razinu aktivnosti RT. Ukoliko se potvrdi aktivnost RT u bioloskom
materijalu cilj je (4) utvrditi potjeCe li aktivnost od infektivnih retrovirusnih Cestica te postoji

li rizik od prijenosa aktivnosti RT in vivo 1in vitro.

1.3. Radne hipoteze

1. PERT-test je dovoljno osjetljiv da moze otkriti prisutnost reverzne transkriptaze (RT)
prisutne u uzorku u vrlo maloj koncentraciji 1 dovoljno je osjetljiv da moze detektirati
prisutnost RT porijeklom iz razliCitih vrsta.

2. Retrovirusne Cestice prisutne u bioloSkom materijalu i njthova RT mogu se vezati i eluirati
s CIM-diska koriStenjem sustava za tekucinsku kromatografiju visokog ucinka (eng. high
performance liquid chromatography, HPLC).

3. Neki bioloski materijali daju pozitivan rezultat PERT-testa, odnosno sadrze retrovirusne
Cestice iz kojih se oslobada RT.

4. Retrovirusne Cestice prisutne u PERT-test pozitivnom bioloSkom materijalu nisu infektivne

in vivo ni in vitro.

1.4. Zadaci rada i metodologija istraZivanja

1. Uspostava PERT-testa

- testirati reverzne transkriptaze (RT) porijeklom iz razli€itih retrovirusa:
e RT virusa ljudske imunodeficijencije (HIV-RT);
e RT virusa pti¢je mijeloblastoze (AMV-RT);
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e RT virusa mi§je leukemije (MLV-RT)
- odrediti osjetljivost, granice detekcije, otpornost (eng. robusntess) 1 izdrzljivost (eng.
ruggedness) PERT-testa
- odabrati standardnu RT za testiranje bioloSkog materijala
2. Testiranje bioloskog materijala PERT-testom
- testiranje supernatanta primarnih, diploidnih i kontinuiranih stani¢nih kultura
- testiranje bioloSkog materijala dobivenog tijekom proizvodnje virusnih cjepiva pod
razli¢itim uvjetima pripreme 1 infekcije proizvodnih stani¢nih supstrata
3. Obrada bioloskog materijala
- priprema bioloskog materijala ultracentrifugiranjem — istraziti uc¢inkovitost koncentriranja
retrovirusnih ¢estica mjerenjem aktivnosti RT u talogu i u supernatantu
- kromatografija na dva razli¢ita kratka monolitna nosaca (jaki kationski izmjenjivac 1 jaki
anionski izmjenjiva¢) — istraziti mogu li se koncentrirati retrovirusne Cestice 1 enzim RT
osloboden iz retrovirusnih ¢estica
4. Detekcija prijenosa retrovirusnih cestica
- istraziti in vitro infektivnost supernatanta stani¢ne kulture koja daje jaki pozitivan signal u
PERT-testu infekcijom indikatorskih stani¢nih kultura — prati se razina aktivnosti RT tijekom
1 na kraju perioda inkubacije (14 dana), indikatorske stanicne kulture se mikroskopski
pregledaju na prisutnost citopatskog efekta (CPE) te se testira prisutnost hemaglutiniraju¢ih
agensa
- istraziti in vivo infektivnost supernatanta stani¢ne kulture koja daje jaki pozitivan signal u
PERT-testu infekcijom miSeva i zamorcadi te pracenjem njihove tezine 1 opéeg zdravstvenog

stanja kroz sedam dana.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Retrovirusi

Retrovirusi su RNA virusi koji tijekom replikacije kopiraju svoj RNA-genom u DNA. Do
otkri¢a retrovirusa smatralo se kako informacije u genetskom materijalu uvijek idu isljucivo
od DNA prema RNA te je otkri¢e virusa koji prepisuju genetski materijal u drugom smjeru
bilo revolucionarno. Upravo su zbog te znacajke retrovirusi dobili ime, prema latinskoj rijeci
retro, Sto znaci natrag (Carter 1 Saunders, 2007). Nakon ulaska retrovirusa u stanicu domacina,
genomska RNA prepisuje se u DNA mehanizmom koji se naziva reverzna transkripcija.
Reverzna transkripcija odvija se pomocu RNA-ovisne DNA-polimeraze koja se naziva
reverzna transkriptaza (RT) 1 sastavni je dio retrovirusa. Novonastala molekula DNA
nasumicno se ugraduje u genom domacina (DNA-provirus) nakon ¢ega sluzi kao kalup za
sintezu virusnih proteina 1 virusne genomske RNA. Ovaj jedinstveni nacin replikacije
razlikuje 1h od svih ostalih porodica virusa, te omogucuje vrlo raznolike bioloske
karakteristike kao Sto su:

e postojanje velikog broja virusnih sojeva koji imaju razli¢ite Zivotne cikluse 1 patogene
ucinke;

e mogucénost mijenjanja strukture 1 funkcije genomskih sekvenci domacina (npr.
insercijska aktivacija onkogena) §to je uvelike doprinijelo istrazivanju i razumijevanju
karcinogeneze 1 kontrole stani¢nog rasta;

e mogucénost ugradivanja u genom spolnih stanica 1 prenoSenje s generacije na
generaciju — retrovirusi mogu biti dobri markeri evolucije;

e mogucnost brze promjene genoma mutacijama ili rekombinacijom $to osigurava brzu
prilagodbu na promjene uvjeta okolisa 1

e mogucnost koriStenja retrovirusa kao vektora za ubacivanje stranih gena u stanice

(Fields 1 sur., 2001).

2.1.1. Klasifikacija retrovirusa

Retrovirusi pripradaju porodici Retroviridae, koja sadrzi dvije potporodice, Orthoretrovirinae
1 Spumaretrovirinae (International Committee on Taxonomy of Viruses, 2012). Potporodica
Orthoretrovirinae sadrzi Sest rodova retrovirusa — Alpharetrovirus, Betaretrovirus,
Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Gammaretrovirus 1 Lentivirus, dok potporodica

Spumaretrovirinae sadrzi samo jedan rod, Spumavirus.
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Tablica 1. Klasifikacija retrovirusa i predstavnici pojedinih rodova.

Porodica Potporodica Rod Primjeri virusa
. Avian leukosis virus
Alpharetrovirus . o
Avian myeloblastosis virus
Betaretrovirus Mouse mammary tumour virus
Retroviridae | Orthoretrovirinae | Deltaretrovirus Bovine leukemia virus

Epsilonretrovirus | Walleye dermal sarcoma virus

Gammaretrovirus | Murine leukemia virus

Lentivirus Human immunodefficiency virus 1

Spumaretrovirinae | Spumavirus Simian foamy virus

2.1.2. Grada retrovirusne Cestice

Zrela retrovirusna Cestica promjera je oko 100 nm. U gradijentu saharoze odgovara gusto¢i od
1,16 do 1,18 g/ml. Virioni su osjetljivi na toplinu, detergente 1 formaldehid. Izgled
retrovirusne cestice prikazan je na Slici 1. Virusna genomska RNA je visoko kondenzirana i
vezana uz nukleoprotein (NC). Na svakoj kopiji virusne RNA nalazi se po jedna vezana
molekula tRNA, koja sluzi kao pocetnica za transkripciju, a koja potje€e iz stanice domacina
u kojoj se virus umnozio. Genomska RNA 1 NC nalaze se u proteinskoj ovojnici koja se
naziva kapsida. Unutar kapside se uz genomsku RNA nalaze 1 enzimi reverzna transkriptaza
(RT), proteaza i integraza (IN) koji sudjeluju u replikaciji virusa 1 procesiranju novonastalih
genskih produkata. Kapsida predstavlja srz viriona 1 okruzena je proteinima matriksa. Matriks
je okruzen lipidnim dvoslojem koji se naziva ovojnica. U ovojnici se nalazi glikoprotein s
transmembranskom podjedinicom (TM) 1 povrSinskim dijelom (SU) kojim se virion veze na

receptore stanice domacina.

ovojnica

kapsida

Slika 1. Retrovirusna Cestica. RT- reverzna transkriptaza; NC — nukleokapsida; IN —
integraza; TM — transmembranski glikoprotein; SU — povrSinski glikoprotein.
Preuzeto iz: Carter i Saunders, Virology Principles and Applications, 2007.
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2.1.3. Retrovirusni genom

Retrovirusni genom ¢ini dimer linearne jednolanc¢ane RNA. Svaki monomer je veli¢ine 7 do
13 kilobaza (kb). Monomeri su medusobno jednaki i spajaju se preko komplementarnosti 5'-
krajeva u regiji koja se naziva eng. kissing-loop kompleks. Buduc¢i da se u zivotnom ciklusu
virusa RNA-genom stvara na isti na¢in kao i mRNA, obje molekule imaju slicnu gradu. Na 5'-
kraju nalazi se klasicna cap-sekvenca, a na 3'-kraju poliadenilna sekvenca. Retrovirusni
genom graden je na nacin da su sve nekodiraju¢e sekvence koje sadrze vazne signale za
sintezu DNA 1ili RNA 1 za procesiranje smjeStene na krajevima genoma. Sekvence u
unutrasnjosti genoma kodiraju za virusne proteine (Carter 1 Saunders, 2007). Opcenita
organizacija retrovirusnog genoma prikazana je na Slici 2.

57 PBS 37

cap IR |u5| gag I pol env ]usl RI A,
MA CA NC PR RT RH IN su ™

Slika 2. Organizacija retrovirusnog genoma. Geni: gag, pol i env; Nekodirajuée sekvence: R
— ponavljajuce sekvence, U5 — jedinstvena sekvenca na 5'-kraju, U3 — jedinstvena sekvenca
na 3'-kraju, PBS — vezno mjesto za pocetnicu; Proteini: MA — matriks, CA — kapsida, NC —
nukleokapsida, PR — proteaza, RT — reverzna transkriptaza, RH — RNaza H, IN — integraza;

SU — povrsinski glikoprotein, TM — transmembranski glikoprotein.
Preuzeto iz: Carter i Saunders, Virology Principles and Applications, 2007.

2.1.3.1. Nekodirajuca regija

Regija R (eng. repeat, R) je kratka sekvenca (15-240 nukleotida) koja se ponavlja na oba
kraja genoma. Igra vaznu ulogu tijekom reverzne transkripcije tako $to omogucuje prijenos
novonastale molekule DNA s jednog kraja genoma na drugi. Sekvenca U5 je jedinstvena
(eng. unique, U) sekvenca od 75-200 nukleotida koja se prva prepisuje prilikom reverzne
transkripcije. Takoder, sadrzi mjesto koje omogucuje integraciju DNA provirusa. Vezno
mjesto za pocetnicu (eng. primer binding site, PBS) je sekvenca od 18 nukleotida koja je
komplementarna 3'-kraju specificne tRNA-pocetnice preko koje zapoCinje sinteza negativnog
DNA lanca (-DNA). Polipurinski trakt (polypurine tract, PPT) je kratka sekvenca bogata A 1
G nukleotidima s koje zapocinje sinteza pozitivnog DNA lanca (+DNA). Sekvenca U3 je
jedinstvena sekvenca od oko 150-1200 nukleotida koja nastaje na 5'-kraju novonastalog
provirusa nakon reverzne transkripcije. Sadrzi brojne cis-aktivirajuée elemente potrebne za

ekspresiju virusnih gena 1 mjesto potrebno za integraciju DNA provirusa.
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2.1.3.2. Kodirajuca regija

Genomi svih retrovirusa koji imaju sposobnost replikacije sadrze najmanje tri gena, odnosno
otvorena okvira Citanja (eng. open reading frame, ORF). Od 5'-kraja prema 3'-kraju nalaze se
geni gag (od eng. group-specific antigen), pol (od eng. polymerase) 1 env (od eng. envelope).
Produkt gena gag se translatira s molekule mRNA kao prekursorski poliprotein. Poliprotein se
nakon toga cijepa te nastaju unutarnji strukturni proteini. Gen pol kodira za enzime, a gen env
kodira za dva glikoproteina ovojnice preko kojih se retrovirus veze na stanicu domacina i

ulazi u nju.

2.1.4. Zivotni ciklus retrovirusa

Zivotni ciklus retrovirusa prikazan je na Slici 3. Prvi dogadaj u Zivotnom ciklusu retrovirusa
je vezanje virusa preko glikoproteina SU na stani¢ni receptor. Nakon vezanja dolazi do
konformacijske promjene u TM glikoproteinu, $to omogucuje stapanje virusne i stani¢ne
membrane 1 ulazak kompleksa za reverznu transkripciju u citoplazmu stanice domacina. U
kompleksu za reverznu transkripciju odvija se potom reverzna transkripcija RNA-genoma i
stvaranje dvolancane molekule DNA, tj. provirusa. Provirus, za kojeg je jo$ uvijek vezano
neSto virusnih proteina prenosi se u jezgru kao predintegracijski kompleks 1 uz pomoc¢
integraze ugraduje se u DNA domacina. Virusni geni mogu se odmah poceti prepisivati ili
infekcija moze biti latentna (Carter 1 Saunders, 2007). Novonastale RNA molekule prepisane
s provirusne DNA mogu se prevesti u virusne proteine (sluze kao mRNA) ili sluziti kao
genomska RNA.

Gen env prevodi se u Env protein u hrapavom endoplazmatskom retikulumu, gdje se
glikozilira. Env protein se potom prenosi u Golgi kompleks gdje se stani¢nim proteazama
cijepa na SU 1 TM molekule, koje se dodatno glikoziliraju 1 transportiraju u stani¢nu
membranu. Geni gag 1 pol prevode se u Gag 1 Gag-Pol poliproteine. Budu¢i da virus treba
puno vise Gag proteina, u samo 5% slucajeva nastaje Gag-Pol poliprotein 1 to ¢itanjem kroz
stop kodon na kraju gag gena. Gag i Gag-Pol proteini miristiliraju se na N-kraju (Carter i
Saunders, 2007). Vecina retrovirusa sastavlja virusne Cestice na unutra$njoj strani stani¢ne
membrane. Preko miristilnih grupa se Gag 1 Gag-Pol proteini vezu na stani¢nu membranu, a
ta se veza ucvrS¢uje preko elektrostatskih interakcija izmedu pozitivnih matriks proteina 1
negativnih fosfatnih grupa u stani¢noj membrani. Matriks proteini vezu se takoder i na
citoplazmatski dio TM proteina u stanicnoj membrani. Virusna RNA veZe se na
nukleokapsidne domene Gag 1 Gag-Pol proteina i1 nastaje RNA-dimer. Transportne RNA vezu

se na vezna mjesta za pocetnice na RNA-genomu. Nezreli virion pupa sa staniéne membrane i
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nakon pupanja dolazi do cijepanja Gag 1 Gag-Pol proteina pomocu virusne proteaze te nastaju

matriks, kapsida i nukleoproteini te virusni enzimi.
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Slika 3. Zivotni ciklus retrovirusa. (1) Prihva¢anje virusa na stanicu; (2) Ulazak; (3) Reverzna
transkripcija; (4) Transkripcija; (5) Translacija; (6) Replikacija genoma; (7) Sastavljanje 1 (8)
Izlazak. Preuzeto iz: Carter i Saunders, Virology Principles and Applications, 2007.

2.1.5. Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija je jedinstven nacin replikacije prema kojem su retrovirusi dobili ime.
Shematski prikaz reverzne transkripcije prikazan je na Slici 4. Transportna RNA koja sluzi
kao pocetnica vezana je na odgovaraju¢e vezno mjesto (PBS). Stvaranje DNA pocinje
produzivanjem 3'-kraja pocetnice do 5'-kraja virusnog genoma. Virusne sekvence U5 1 R se
zatim odstrane pomoc¢u RNaze H. Novonastala sekvenca DNA radi prvi ,,skok®, odnosno
premjesta se na drugi kraj virusnog genoma i veze na komplementarnu sekvencu R. Slijedi
zatim produzivanje DNA s 3'-kraja, uklanjanje virusne RNA pomoc¢u RNaze H do sekvence
PPT, daljnje produzivanje komplementarnog lanca DNA, uklanjanje tRNA 1 ostatka virusne

RNA pomoc¢u RNazeH, drugi ,,skok* 1 zavr$no produzivanje oba lanca DNA. Reverznom
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transkripcijom dobije se na kraju dvolanc¢ana DNA spremna za inserciju u genom stanice

domacina.
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Slika 4. Reverzna transkripcija.
Preuzeto s: http://www.microbiologybytes.com/virology/Retroviruses.html

2.1.6. Endogeni retrovirusi

2.1.6.1. Definicija i opée znacajke endogenih retrovirusa

Repetitivni elementi DNA koji se sami umnazaju 1 mijenjaju lokaciju u genomu
(transponiraju se) nazivaju se transpozoni (Buzdin, 2007). Proliferiraju bilo direktno preko
kopije DNA (transpozoni DNA) ili pak preko RNA-intermedijera (retroelementi), koriste¢i se
pritom mehanizmom reverzne transkripcije (Kurth 1 Bannert, 2010). Kod veéine genoma
sisavaca samo mali dio genoma predstavljaju kodiraju¢e sekvence. Vise od 40% genoma
predstavljaju retroelementi koji su ujedno 1 jedina vrsta transpozona koji u genomu sisavaca
imaju sposobnost transpozicije (Griffiths, 2001; Buzdin, 2007; Dewannieux 1 sur., 2010).
Vecina retroelemenata odgovaraju LINEs (eng. long interspersed nuclear elements) 1 SINEs
(eng. short interspersed nuclear elements) sekvencama 1 nisu direktno povezane s niti jednim
poznatim virusom. Druga skupina retroelemenata odgovara LTR retrotranspozonima, t;.

endogenim retrovirusima (ERV) (Dewannieux 1 sur., 2010). Endogeni retrovirusi sacinjavaju

10
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oko 5-10% genoma domacina sisavaca (Nelson 1 sur., 2004; Belshaw 1 sur., 2004; Weiss,
2006; Dewannieux 1 sur., 2010; Miyazawa, 2010), Sto je velik postotak ako imamo na umu da
samo oko 3% ljudskog genoma kodira proteine ili sudjeluje u proizvodnji proteina. ERV-i su
nastali od egzogenih retrovirusa, infekcijom spolnih stanica, prilikom ¢ega su se integrirali u
genom stanica domacina (Johnson 1 sur., 1999; Griffiths 2001; Nelson 1 sur., 2003, Gifford i
sur., 2003; Weiss, 2006; Dewannieux 1 sur., 2010). Integrirane sekvence dalje su se prenosile
iz generacije u generaciju, tijekom cega je moglo do¢i do re-infekcije spolnih stanica te

povecanja broja kopija u genomu domacina (Slika 5.).

ﬁz% INFEKCIJA
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Slika 5. Porijeklo i evolucija endogenih retrovirusa.
Preuzeto iz Dewannieux i sur., 2010.
Amplifikacija ERV-a vjerojatno je najve¢a odmah nakon kolonizacije domacina, a zatim pada
jer ERV moZe biti opasan za domacina pa se domacin brani na na¢in da suprimira ekspresiju
ERV-a mehanizmima kao §to je na primjer metilacija (Mang, 2001) ili gubi receptore za taj

virus (Gifford 1 sur., 2003).
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Na pocetku procesa endogenzacije 1 endogeni 1 egzogeni retrovirus koegzistiraju u populaciji 1
njihove su sekvence jednake. Potvrda toga je jedan novi endogeni retrovirus u australskim
koalama nazvan koala retrovirus (KoRV) (Miyazawa, 2010). KoRV ima sekvencu homolognu
sekvenci patogenog egzogenog virusa leukemije gibona (eng. Gibbon ape leukaemia virus,
GALYV), od kojeg je vjerojatno potekao i prilagodio se u koalama, u kojima je slabije patogen
(Tarlinton 1 sur., 2008). KoRV postoji 1 kao egzogeni infektivni virus, a uocen je i u svojoj
endogenoj formi u vecini populacije koala, osim u grupi koala koja od pocetka 20. stoljeca
zivi izolirano. Pretpostavlja se da ¢e endogeni retrovirus s vremenom izgubiti svoja patogena
svojstva, no zasad ima sposobnost prouzro€iti neoplazije 1 imunosupresiju u novom

domacdinu.

Razlika koja se kasnije pojavljuje izmedu endogenog retrovirusa 1 egzogenog od kojega je
potekao, posljedica je razliite selekcije izmedu ta dva virusa. Egzogeni retrovirus za
replikaciju koristi reverznu transkriptazu s niskom razinom pouzdanosti replikacije 1 izlozen
je selektivnom pritisku zbog kojeg opstaju samo oni retrovirusi koji zadrZze sve proteine
funkcionalnima. S druge strane, endogeni retrovirusi se nakon endogenizacije repliciraju
iskljucivo koristeci stani¢ne enzime, koji su znacajno pouzdaniji od reverzne transkriptaze, i
tim virusima nije bitno odrzati sve proteine funkcionalnima. Vecéina endogenih provirusa
sadrzi brojne toCkaste mutacije, delecije, insercije ili pomaknute otvorene okvire Citanja, 1 to
sve viSe S§to su evolucijski ranije endogenizirani. Koriste¢i tu karakteristiku, moguce je na
temelju sekvenci endogenih retrovirusa napraviti filogenetsko stablo koje se u visokom
postotku poklapa s ve¢ utvrdenim i dobro poznatim filogenetskim stablom primata (Johnson 1

sur., 1999).

Opcenito, karakteristika sekvenci ERV-a je da imaju LTR-sekvence koje okruzuju otvorene
okvire Citanja (ORF) sli¢ne onima koje kodiraju infektivni retrovirusi. ERV-i mogu biti
podijeljeni u dvije kategorije, ovisno o tome imaju li ili ne gen za glikoproteine ovojnice
(env), smjesSten nizvodno od oCuvanog otvorenog okvira ¢itanja za proteine Gag i Pol. ERV-i
nisu patogeni za svog domacina (uz iznimke kao §to su na primjer ERV-i iz AKR miseva koji
u svom domacinu uzrokuju limfome) no mogu biti infektivni. Primjer za to je macji ERV RD-
114 koji moZe inficirati macje stani¢ne kulture, ali 1 ljudske 1 psece, Sto ga €ini politropnim
ERV-om. Ukoliko se macje stanice koje sadrze RD-114 koriste za proizvodnju cjepiva (kao
Sto je slucaj za neka veterinarska cjepiva), moze doc¢i do nezeljenog Sirenja infekcije RD-114

ERV-om (Miyazawa, 2010). Budu¢i da se opCenito za proizvodnju cjepiva koriste stani¢ne
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kulture za koje se zna da sadrze (ne)infektivne ERV-e, jasno je zaSto ERV-i predstavljaju
zdravstveni rizik 1 zasto je nuzno kvalitetnim metodama detekcije retrovirusa osiguravati
neskodljivost cjepiva.

Uoceno je nadalje da neki uvjeti u stani¢noj kulturi mogu pogodovati jacoj ili slabijoj
ekspresiji ERV-a koji mogu 1 ne moraju biti infektivni (Khan 1 sur., 2001; Brorson 1 sur.,
2002). Uvjeti stani¢ne kulture koji izravno utjeCu na metabolizam stanica ili na razinu
ekspresije proteina, kao Sto su temperatura, pH ili dodatak natrijevog butirata koji inhibira
proliferaciju, poti¢e diferencijaciju 1 pojacava ili stiSava gensku ekspresiju (Kruh, 1981)
utjeCu znafajno na razinu sinteze retrovirusnih Cestica. Neki miS§ji retrovirusi poCinju se
spontano luciti in vivo sa starenjem miSa ili in vitro nakon dugotrajne kultivacije miSjih
stanica. U mi§jim stanicama lucenje infektivnih ERV-a mozZe se potaknuti dodatkom 5-

jododeoksiuridina (5-1 dU, halogenirani nukleotid) (Khan 1 sur., 2001).

2.1.6.2. Negativne znacajke endogenih retrovirusa

ERV-i se u zadnje vrijeme dosta povezuju s kroni¢nim bolestima u ljudi kao §to su dijabetes,
shizofrenija, multipla skleroza, sistemski lupus eritematozus i razne druge autoimune bolesti
(Brodziak 1 sur., 2012). Mehanizmi preko kojih se smatra da ERV-i uzrokuju bolesti su
molekularna mimikrija, aktivacija superantigena ili stvaranje novih antigena ukoliko dode do
rekombinacije endogenog i egzogenog retrovirusa (Perl, 2003; Nelson 1 sur., 2003 1 2004;

Brodziak i sur., 2012).

ERV-1 mogu predstavljati rizik 1 kod ksenotransplantacije, odnosno prijenosa organa, tkiva ili
stanica iz jedne vrste u drugu, najceSce iz zivotinje u covjeka (Mang, 2001; Mattiuzzo i sur.,
2010). Mnogi ERV-i ne reinficiraju vlastite stanice, no mogu inficirati stanice druge vrste.
Tako je uoceno da svinjski endogeni retrovirusi (eng. Pig endogenous retrovirus, PERV)
mogu in vitro inficirati ljudske stanice, no zasad nije uocena takva infekcija in vivo kod ljudi
koji imaju transplantirana tkiva svinje. Potreban je oprez i1 kod proizvodnje na primjer
terapijskih monoklonskih protutijela u mi§jim stanicama jer stanice mi§jeg hibridoma luce
ksenotropni virus mi§je leukemije (eng. Xenotropic murine leukaemia virus, XMLV) (Weiss,
2006). Takoder, XMLV je pronaden u stanicama raka prostate, no njegova pojavnost mora

biti dodatno istrazena (Kurth 1 Bannert, 2010).
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2.1.6.3. Pozitivne znacajke endogenih retrovirusa

Osim opisanih patogenih 1 infektivnih svojstava ERV-a, postoje 1 sasvim drugacije
karakteristike ERV-a koje svojem domacinu sluZe na dobrobit. Za razliku od slu¢aja u kojem
retrovirus koristi ugradivanje u genom domacina kao vlastitu selektivnu prednost, postoje
slu¢ajevi u kojima je domacin iskoristio ugradnju retrovirusa u genom za svoju prednost (Mi 1
sur., 2000; Blond 1 sur., 2000; Griffiths, 2001; Blaise i sur., 2003; Frendo 1 sur., 2003; Dunn 1
sur., 2003; de Parseval 1 sur., 2005). Tako je otkriven retrovirusni protein sincitin koji
sudjeluje u stvaranju sinciciotrofoblasta (Ryan FP, 2004; Black 1 sur., 2010; Kurth i Bannert,
2010). Sinciciotrofoblast je struktura debljine jedne stanice koja obavija placentu, odnosno
nalazi se na medi izmedu majke 1 fetusa i olakSava izmjenu otpadnih tvari. Sincitin je jako
fuzogeni¢ni membranski glikoprotein 1 proizvod je env gena ljudskog ERV-a W (HERV-W).
Sadrzi 25 aminokiselina 1 potiCe fuziju trofoblasta, Sto predstavlja klju¢an dogadaj u stvaranju
posteljice (Mi 1 sur., 2000; Griffiths, 2001). Poti¢e fuziju stanica i u razli¢itim stani¢nim
kulturama nakon interakcije s tip D retrovirusnim receptorom (Blond 1 sur., 2000; Frendo 1
sur., 2003). Njegova mo¢ da fuzionira stanice nije neocekivana, buduci da je zadaca proteina
Env da fuzionira virus sa stanicom prilikom infekcije. Uz sincitin se u posteljici eksprimira
jos$ jedan ljudski ERV, HERV-R (ERV-3) (Mi i sur., 2000; Nelson i sur., 2003). Oba HERV-a
imaju imunosupresivnu peptidnu regiju te se smatra da imaju pozitivnu ulogu u sprecavanju
maj¢inog imunosnog odgovora na semi-alogenski plod (Mang, 2001; Nelson 1 sur., 2003;
Dupressoir 1 sur., 2012). U teoriji, endogenizirani retrovirusi su mozda posluzili kao
instrument u prelasku iz lijeganja jaja u razvoj sisavaca unutar maternice (Dupressoir i sur.,
2012).

Jo§ jedna pozitivna karakteristika HERV-a je obrana od egzogenih retrovirusa (Kurth 1
Bannert, 2010). Proteini HERV-a mogu, na primjer, blokirati receptore za ulazak egzogenih
retrovirusa u stanice (Nelson 1 sur., 2003). Poznat je tako primjer prostitutki u Gambiji 1
Keniji koje su stalno izlozene infekciji HIV-om, ali se njime ne inficiraju (seronegativne su).
Uocena je visoka sli¢nost izmedu peptida koji se prezentiraju na MHC 1 citotoksi¢énim T
limfocitima koji inace nastaju kao odgovor na HIV infekciju 1 peptida koji potjecu od HERV-
K10 (Nelson 1 sur., 2003). Moguce je da HERV peptidi zapoCinju imunosni odgovor na HIV.
Pronadeno je da stanice karcinoma bubrega eksprimiraju HERV antigen koji potice snazan
imunosni odgovor u donorskim transplantiranim stanicama koStane srZi te se time doprinosi

smanjenju tumora (Kurth i Bannert, 2010).
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2.1.6.4. Pti¢ji endogeni retrovirusi

Kod ptica su takoder otkriveni ERV-1. Tijekom 1960-ih godina velik problem predstavljala je
pti¢ja leukoza kokoSi nesilica izazvana virusom pti¢je leukoze (eng. Avian leukosis virus,
ALV). U to vrijeme razvijen je seroloski test za detekciju ALV Gag proteina p27, no uoceno
je da 1 neinficirane kokosi daju pozitivan rezultat u testu. Takoder je kriZanjem gag negativnih
1 Gag-pozitivnih kokoS$i utvrdeno da se Gag antigen nasljeduje po Mendelovim nacelima.
Tijekom 1970-ih godina otkrivena je prisutnost DNA povezane s ALV-om u neinficiranim
pilicima (Weiss, 2006). Uoceno je 1 da kokos§ji filogenetski stariji srodnik, crvena perad iz
dZungle (eng. red jungle fowl) takoder sadrzi endogeni ALV, §to ukazuje na to da se genom
ALV-a integrirao u genom kokosi prije mnogo godina, no nije prisutan u svim vrstama roda
Gallus. Nakon pronalaska kokota kod kojeg nije naden integrirani endogeni ALV, od njega je
potekla linija kokoSi slobodnih od ALV ERV-a, ¢ime je potvrdeno da sekvence ALV nisu
esencijalne za zivot kokoSi (Weiss, 2006). No unato¢ tome, navedene kokoS$i sadrzavale su
jedan drugi ERV, nazvan endogeni pticji retrovirus (eng. Endogenous avian retrovirus, EAV).
EAV nije infektivan 1 nalazi se u svim vrstama roda Gallus, Sto znaci da je porijeklom stariji
od ALV-a.

Treca vrsta pti¢jih ERV-a je virus retikuloendotelioze (eng. Reticuloendotheliosis virus,
REV), koji se ne ugraduje u genom domacina, ve¢ se nalazi u genomu herpersivirusa koji
uzrokuje Marekovu bolest u peradi. Tako se virus endogenizirao u genom veceg i slozenijeg

DNA-virusa (Weiss, 2006).

2.1.6.4.1. Pti¢ji endogeni retrovirusi u cjepivima

Buduc¢i da se neka ziva atenuirana virusna cjepiva, kao Sto je cjepivo protiv ospica, protiv
mumpsa ili na primjer Zute groznice, proizvode na primarnoj kulturi pile¢ih fibroblasta ili u
embrioniranim jajima, bilo je za ocekivati da ¢e se endogeni retrovirusi prisutni u pile¢im
stanicama takoder moci detektirati 1 u virusnim cjepivima. Navedeno je dokazano za sva
virusna cjepiva kod kojih je barem jedna komponenta proizvedena na pileCem supstratu (Boni
1 sur., 1996; Weissmahr i sur., 1997; Robertson i sur., 1997; Maudru 1 sur., 1998; Khan 1 sur.,
1998; Tsang i sur., 1999; André i sur., 2000; Johnson 1 sur., 2001 1 2003; Shahabuddin 1 sur.,
2001; Hussain i sur., 2001 1 2003; Victoria 1 sur., 2010). Dokazano je da aktivnost RT oc¢itana
u virusnim cjepivima potjeCe upravo od endogenih retrovirusa prisutnih u proizvodnom
supstratu. Aktivnost RT vezana je barem dijelom uz cCesticu (aktivnost RT ne prolazi kroz
0,02 um filtar, dok kroz 0,2 um filtar prolazi; talozi se u gradijentu gustoce tipicnom za

retroviruse; moze se istaloziti ultracentrifugiranjem) (Boni 1 sur., 1996; Weissmahr 1 sur.,
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1997). Identifikacijom RNA vezane uz aktivnost RT otkriveno je da potjece od ALV 1 EAV
(Weissmahr 1 sur., 1997; Tsang 1 sur., 1999).

Slika 6. Prikazi elektronske mikroskopije. Strelice pokazuju ALV-sli¢ne Cestice u talogu
supernatanta kulture pilecih fibroblasta (A 1 B) 1 u talogu pile¢ih fibroblasta (C).
Preuzeto iz Tsang i sur., 1999.

Elektronskom mikroskopijom (Slika 6.) u neinficiranoj kulturi pile¢ih fibroblasta (talog
supernatanta 1 talog stanica) vizualizirane su Cestice retrovirusa tipa C, promjera oko 90 nm, s
vanjskom ovojnicom, unutarnjom membranom 1 centralnim nukleoidom. Ove morfoloSke
karakteristike odgovaraju ALV-Cesticama.

Europska farmakopeja (Ph. Eur. 07/2010:50202) propisuje da embrionirana kokosja jaja koja
se koriste za proizvodnju cjepiva moraju biti iz SPF (eng. specific pathogen free) jata kokosi,
kod kojih je uvjetima uzgoja osigurano da su slobodna od propisanih stranih agensa,
prisutnost, medu ostalim, egzogenih ALV-a. Ukoliko se SPF jato kokoSi pokaze da je
pozitivno na prisutnost ALV-a ili bilo kojeg drugog stranog agensa, jato vise nije SPF 1 ne
moze se koristiti za pripremu cjepiva. Ovim testiranjem je Ph. Eur. osigurala da se za
proizvodnju cjepiva ne koriste embrionirana jaja koja sadrze egzogene ALV Ccestice, no ne
propisuje testiranje na prisutnost endogenih ALV destica. Ph. Eur. takoder ne propisuje
testiranje na prisutnost EAV, premda se nalazi u svim virusnim cjepivima testiranima na
prisutnost sekvence endogenih retrovirusa. S EAV sekvenci se stvaraju neinfektivne Cestice
koje sadrze RT. Budu¢i da je pokazano da pticji retrovirusi mogu upakirati glikoproteine na
primjer VSV-a (eng. Vesicular stomatitis virus), bilo bi korisno pokazati mogu li upakirati
hemaglutinin ili fuzijske proteine virusa ospica ili mumpsa 1 tako ste¢i tropizam za ljudske

stanice (Weiss, 2001).

16



2. Literaturni pregled

2.1.6.4.2. Infektivnost pti¢jih endogenih retrovirusa

Testiran je prijenos aktivnosti RT porijeklom iz PERT-test pozitivnih uzoraka. Studije u
kojima su s PERT-test pozitivnim uzorkom inficirane razli¢ite Zivotinjske ili ljudske stani¢ne
kulture pokazale su da u tim kulturama nema porasta aktivnosti RT, odnosno da nije doslo do
infekcije pti¢jim ERV-om (Robertson 1 sur., 1997; Khan i sur., 1998).

Istrazene su takoder mononuklearne stanice periferne krvi ljudi cijepljenih s cjepivima
proizvedenima na pile¢em supstratu (Tsang 1 sur., 1999; Shahabuddin i sur., 2001). U
navedenim stanicama nisu pronadene sekvence bilo EAV-a bilo ALV-a. U serumima 206
cijepljene djece nisu nadena protutijela na endogeni ALV, od toga u limfocitima periferne
krvi stotinu djece nije nadena prisutnost ni ALV ni EAV provirusnih sekvenci (testiranje
PCR-om) (Hussain i sur., 2001). Takoder, u serumima 200 djece koja su primila cjepivo
protiv ospica, mumpsa i rubele nisu pronadena protutijela na EAV kapsidni protein (Johnson i
sur., 2003). U serumima 43 osobe koje su primile cjepivo protiv Zute groznice nisu pronadena
protutijela na EAV kapsidni protein, niti protutijela na ALV, niti su detektirane EAV ili ALV
sekvence pomoc¢u RT-PCR-a (Johnson i sur., 2003; Hussain 1 sur., 2003).

Svi ovi dokazi upucuju na neskodljivost cjepiva proizvedenih na pile¢em supstratu, odnosno

na neinfektivnu prirodu EAV-ai1 ALV-a.

2.2. PERT-test

Konvencionalni test za otkrivanje aktivnosti reverzne transkriptaze (RT), odnosno prisutnosti
nepoznatih retrovirusa, ukljucuje ugradnju obiljezenih nukleotida u novonastaju¢u DNA i
potom ocitanje koli¢ine ugradenih nukleotida. Taj je test znatno manje osjetljiv od testova
koji se koriste za detekciju poznatih retrovirusa, kao $to su imunotestovi ili pogotovo PCR-
testovi. Buduc¢i da retrovirusi izazivaju razne bolesti u ljudi 1 Zivotinja, a svima je zajednicka
prisutnost RT, razvijen je vrlo osjetljiv test za otkrivanje prisutnosti nepoznatih retrovirusa
preko aktivnosti RT (Pyra i sur., 1994). Test je nazvan eng. product enhanced reverse
transcriptase test, odnosno PERT-test (Slika 7.). Ukoliko testni uzorak sadrzi RT, ona ¢e
prepisati poznati RNA kalup porijeklom iz bakteriofaga MS2 u cDNA. cDNA ¢e se zatim
umnoziti PCR-om, nakon Cega ¢e se PCR produkti detektirati. MS2-RNA izabrana je kao
kalup za test jer bakteriofag iz kojeg potjeCe tijekom replikacije nema DNA-intermedijer 1 jer
DNA-polimeraze imaju slabiji afinitet za tu molekulu RNA nego za sintetske kalupe (Pyra 1
sur., 1994). Kalup je dodatno stabiliziran inhibitorom RNaze, kako stani¢ne RNaze iz uzorka

ne bi razgradile kalup 1 tako dale laZzno negativan rezultat testa.
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Slika 7. Princip PERT-testa.

2.2.1. Lazno pozitivni rezultati PERT-testa

Budu¢i da je PERT-test vrlo osjetljiv, odmah je uocena pojava lazno pozitivnih rezultata
(Pyra i sur., 1994). Uzorak za PERT-test je uglavnom supernatant stani¢ne kulture, koja moze
sadrzavati Zive netaknute stanice, ali 1 lizirane stanice iz kojih potje€u razne stanicne
polimeraze, kao 1 drugi nuklearni enzimi povezani s RT-slicnom aktivnosti. Tako je pokazano
da procis¢ene DNA-polimeraze a, y 1 6 daju pozitivan rezultat u PERT-testu (Lovatt 1 sur.,
1999). Budu¢i da nije vjerojatno da u uzorku za PERT-test postoji velik broj liziranih stanica
od kojih bi potekla visoka koncentracija DNA-polimeraza, 1 s obzirom na labilnu prirodu tih
enzima, doprinos DN A-polimeraza pozitivnom nalazu PERT-testa nije velika (Brorson i sur.,
2002). Jo§ jedan izvor aktivnosti RT mogu biti telomeraze, no budu¢i da u testu nema
specificnog kalupa za njihovu aktivnost, nije vjerojatno da doprinose pozitivnom signalu.

Od reagencija za PERT-test, uoceno je da inhibitor RNaze takoder sadrzi RT-sli¢nu aktivnost
(Pyra i sur., 1994). Navedena se aktivnost moZze izbje¢i provjerom svake serije inhibitora prije
upotrebe za test 1 koriStenjem samo onih serija koji nemaju RT-sli¢nu aktivnost (Pyra 1 sur.,
1994). Takoder, uoCena je potreba da se svaka serija MS2-RNA-kalupa provjeri prije
testiranja, jer potjeCe iz bakteriofaga uzgojenog u bakteriji te je moguca kontaminacija
bakterijskim polimerazama ili prisutnost reverzno transkribirane MS2-RNA (preko
prokariotskih retroelemenata) (Brorson 1 sur., 2002; Kothapalli 1 sur., 2003). Tag-polimeraza
takoder ima RT-sli¢nu aktivnost (Jones i sur., 1989; Pyra i sur., 1994; Maudru 1 sur., 1997).

Ta je aktivnost eliminirana na nekoliko nacina, (1) uvodenjem koraka razgradivanja RNA
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nakon koraka reverzne transkripcije (Maudru 1 sur., 1997) kako DNA-polimeraza ne bi imala
kalup za prepisivanje ili (2) dodatkom kompetitivne molekule DNA za koju polimeraza ima
veci afinitet nego za RNA (Lovatt 1 sur., 1999; André i sur., 2000; Voisset 1 sur., 2001) ili (3)
dodatkom heparina koji je inhibitor DNA-polimeraze (Fan 1 sur., 2006).

2.2.2. PERT-test u stvarnom vremenu

Kako bi se poboljSala detekcija ¢cDNA produkata, uvedena je 5' nukleazna TagMan®-
tehnologija u PCR-korak PERT-testa (Maudru 1 sur., 1998). Ona koristi 5'-egzonukleaznu
aktivnost DNA-polimeraze kojom se sa specificne probe vezane na srediSnji dio molekule
cDNA oslobada fluorescentni signal. Detekcija produkata se odvija u stvarnom vremenu (eng.

real-time).
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Slika 8. Princip real-time PERT-testa.
Preuzeto s: http://www.asuragen.com/images/TagMan%20GX%20cartoon.jpg

Specificna proba sadrzi reportersku boju (R) na jednom kraju i stiSavaju¢u boju (eng.
quencher, Q) na drugom kraju. Kad su te dvije boje u blizini, nema fluorescentnog signala.
Kako DNA polimeraza svojom egzonukleaznom aktivnosti oslobada R boju, ona se udaljava
od Q boje 1 pocinje fluorescirati (de Wit 1 sur., 2000). PERT-test u stvarnom vremenu je
aktivnost RT od RT-slicne aktivnosti (Lovatt 1 sur., 1999), nema potrebe za koriStenjem
reagencija opasnih za zdravlje, kao Sto je etidijev bromid 1 rezultat se dobije u znatno kra¢em

vremenu. Opisano je i provodenje PERT-testa u stvarnom vremenu unutar samo jedne
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reakcijske epruvete, uz koriStenje Ampliwax®-kuglica kako bi se odijelila RT-reakcija od
PCR-reakcije (Sears 1 sur., 2003; Fan 1 sur., 2006; Ma 1 sur., 2009). Navedene kuglice
napravljene su od voska i stavljaju se u epruvetu povrh RT-reakcijske smjese, zagriju se da se
otope 1 stvore Cvrsti sloj iznad smjese. Na taj sloj dodaje se zatim PCR-reakcijska smjesa.
Nakon RT-reakcije povisuje se temperatura uslijed ¢ega se otopi sloj voska 1 PCR-reakcijska
smjesa pomijesa se s RT-reakcijskom smjesom u kojoj se nalaze cDNA-produkti. Time se ta

dva koraka odvijaju kontinuirano, §to dodatno sprje¢ava kontaminaciju.

2.2.3. PERT-test i regulativa

Odmah nakon $to je otkriveno da se u zivim atenuiranim cjepivima moze detektirati aktivnost
RT, Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization, WHO) organizirala
je sastanak stru¢njaka da evaluira pitanje neSkodljivosti takvih cjepiva, prvo u listopadu
1995., a zatim u srpnju 1998. godine (Weekly Epidemiological Report, 1998). Glavni
zakljucci sastanka bili su da treba ponovo evaluirati sve stani¢ne supstrate za proizvodnju
cjepiva, da su cjepiva koja se proizvode na pileCem supstratu vrlo znacajna za suzbijanje
zaraznih bolesti te da epidemioloski podaci do sad nisu pokazali nikakve neZeljene ucinke
koji bi bili vezani uz prisutnost retrovirusa u cjepivima. Zakljuc¢eno je takoder da je potrebno i
dalje pratiti epidemioloske podatke cjepljenika, kao 1 bioloSke i1 druge karakteristike
endogenih retrovirusa u pile¢im stanicama. U travnju 2005. godine odrzano je WHO
savjetovanje o upotrebi molekularnih metoda za osiguravanje kvalitete, neSkodljivosti i
ucinkovitosti cjepiva, gdje je zakljuCeno da treba 1 dalje raditi na razvoju PERT-testa u
stvarnom vremenu 1 da treba odrediti razinu aktivnosti RT kod koje nema rizika za prijenos
virusa u modelima in vivo 1 in vitro (WHO Conference report, 2007).

Americka agencija za hranu 1 lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) uputila je u
prosincu 1998. godine pismo svim proizvodac¢ima virusnih cjepiva s uputom kako moraju
testirati proizvodni stani¢ni supstrat PERT-testom na prisutnost retrovirusa (CBER Letter to
Viral Vaccine Product Manufacturers, 1998). Preporuka za primarne proizvodne stanicne
kulture je da se testira svaka serija, a za stani¢ne kulture za koje postoji stanicna banka, da se
testira samo banka. U slu€aju pozitivnog nalaza, $to se oc¢ekuje kod pilecih stanica, potrebno
je napraviti test infektivnosti kako bi se dokazalo da pozitivan nalaz ne potjece od infektivnih
retrovirusnih Cestica.

Europska farmakopeja (Ph. Eur. 01/2011:50203) propisuje testiranje mati¢nih banki
proizvodnih diploidnih 1 kontinuiranih stani€nih kultura na prisutnost, medu ostalim,

retrovirusa koriste¢i PERT-test, uz transmisijsku elektronsku mikroskopiju (TEM). Ph. Eur.
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ne propisuje jasne zahtjeve za rezultate PERT-testa 1 TEM, ve¢ kaZe kako je u slucaju
pozitivnog nalaza jednog ili oba testa potrebno provesti testiranje infektivnosti na ljudskim
stanicama. Za PERT-test jo§ navodi kako je vrlo osjetljiv i da pozitivan nalaz moze biti
dvosmislen te da se odluka o prihvatljivosti mati¢ne banke proizvodne stani¢ne kulture mora
donijeti na temelju svih raspolozivih podataka. Ph. Eur. ne propisuje da je potrebno testirati

primarne stani¢ne kulture pile¢ih fibroblasta PERT-testom.

2.3. Validacija testa

Validacija testa osigurava da je test dobar za namijenjenu upotrebu. Prema vaZzecoj regulativi,
PERT-testom se u bioloSkim uzorcima otkriva prisutnost nezeljenih retrovirusa, pa tako taj
test prema validacijskim znacajkama najblize pripada u grupu testova za otkrivanje necistoca.
Opce prihvacene smjernice za validaciju analitickih metoda testove za otkrivanje necistoca
dijele na kvantitativne testove i limit testove (ICH Q2(R1), 2005; WHO/VSQ/97.02, 1997).
Svrha provodenja PERT-testa nije da kvantificira neZeljene retroviruse, niti da se odredi da
istih ima manje od neke granice. Svrha provodenja PERT-testa je kvalitativna, da se odredi
ima li ili nema neZeljenih retrovirusa. U tom smislu se PERT-test ne uklapa u potpunosti u
ICH-smjernice, tako da je kod wvalidacije PERT-testa vazan znanstveno opravdan
zdravorazumski pristup, imajuc¢i na umu principe i svrhu testa.

U validaciji PERT-testa istraZzena je njegova osjetljivost na detekciju reverzne transkriptaze
(RT) porijeklom iz razli¢itih retrovirusa (pti¢jeg, miSjeg i ljudskog). Razrjedivanjem RT
pokazana je linearnost kroz razrjedenja i1 posredno tocnost testa. Usporedbom linearnih
pravaca dobivenih iz viSe testova dokazana je njihova paralelnost i ponovljivost testa.
Takoder je utvrden raspon testa 1 granica detekcije. Istrazivanjem otpornosti (eng. robustness)
1 1zdrzljivosti (eng. ruggedness) testa pokazano je koje namjerne manje promjene u
parametrima testa utjeCu na rezultate PERT-testa. Opcenito, kod otpornosti testiraju se
skalabilni parametri unutar same metode (npr. temperatura, pH, vrijeme inkubacije,
koncentracije reagencija), dok se kod izdrZljivosti testiraju neskalabilni parametri koji se
izvana unose u metodu (npr. razli¢iti analitiCari, proizvodaci reagencija) (Araujo, 2009; Kutle

isur., 2010).

2.4. Dizajn eksperimenata
Dizajn eksperimenata (eng. design of experiments, DoE) je pristup sustavnog testiranja
efekata viSe parametara (faktora) na istrazivani postupak. Koristi se u razvoju novih proizvoda

1 procesa, kao 1 njthovom unaprjedivanju ili istrazivanju otpornosti te u pronalaZzenju faktora
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koji su znaCajni za neki proizvod 1 proces (Markusic 1 sur., 2012). Navedeno u konacnici
dovodi do pronalazenja optimuma u kojem je postignuta najbolja moguca kvaliteta uz
najmanje troskove, te do spoznaje o rasponu parametara procesa unutar kojih ne dolazi do
znacajnog utjecaja na kvalitetu procesa ili krajnjeg proizvoda.

DoE se provodi na nacin da se istovremeno sustavno testiraju svi parametri za koje se smatra
da imaju utjecaj na proizvod/proces. Razlikuje se od pristupa u kojem se testira utjecaj jednog

po jednog parametra, koji je dugotrajan 1 skuplji.

Standard 100

300/75/75

O X3

Tor
04@

200 Xy 400 %

Slika 9. Princip DoE - Preuzeto iz Eriksson i sur., 2000, ,, Design of Experiments, Principles
and Applications “, Umetrics Academy, ISBN 91-973730-0-1.

Princip provodenja DoE je takav da se definira neki standardni operativni uvjet (centralna
vrijednost) 1 zatim provede niz eksperimenata oko te standardne vrijednosti. Navedeno je
prikazano na Slici 9. Kao standardni uvjeti uzete su vrijednosti 300 za prvi parametar (X;), 75
za drugi parametar (x;) 1 75 za tre¢i parametar (x3). U sljede¢em koraku ovi se parametri
variraju kako je naznaceno na kocki (x; se testira na razini 200 1 na razini 400, x; 1 X3 svaki na
razini 50 1 na razini 100), sustavno oko centralne vrijednosti. Na kraju se izracuna koji
operativni parametar ima kakav utjecaj na proizvod/proces (Eriksson i sur., 2000). Ovakav
pristup omogucava definiranje takozvanog ,,prostora dizajniranja“ (eng. design space), kao
multidimenzionalne kombinacije 1 interakcije ulaznih parametara i parametara procesa za koje
je dokazano da nemaju utjecaja na kvalitetu proizvoda/procesa (ICH Q8). Ovaj pristup
testiranja jedan je od temelja modernog pristupa dizajniranja kvalitete (eng. Quality by

Design, QbD) u farmaceutskoj industriji (ICH QS).
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2.5. Tekuéinska kromatografija
Kromatografija obuhvaca niz metoda za razdvajanje molekula u kojima se one raspodjeljuju
izmedu dvije faze: stacionarne i mobilne. Odvajanje se temelji na razlikama u svojstvima
molekula zbog kojih se razli¢ite molekule razli¢ito dugo zadrzavaju na stacionarnog fazi.
Tekuéinska kromatografija, u kojoj je mobilna faza tekuca, a stacionarna faza kruta i nalazi se
u koloni, najcesce se koristi u izolaciji 1 proc¢iS¢avanju biomolekula u farmaceutsko;j industriji,
zahvaljuju¢i tome Sto je osjetljiva, brza 1 ucinkovita. NajceS¢e se koriste tekucinska
kromatografija visoke u¢inkovitosti (eng. high performance liquid chromatography, HPLC),
u novije vrijeme 1 eng. ultra high pressure liquid chromatography, UPLC.
Ovisno o tipu kromatografskog odijeljivanja molekula, teku¢inske kromatografije se dijele na:
1. molekulsko prosijavanje
2. hidrodinami¢ku kromatografiju
3. slalom-kromatografiju
4

adsorpcijske kromatogafske metode.

2.5.1. Molekulsko prosijavanje, hidrodinamicka i slalom-kromatografija

Molekulskim prosijavanjem, tj. gel filtracijom, dolazi do razdvajanja molekula na temelju
njihove veli¢ine u odnosu na veli¢ine pora stacionarne faze. Manje molekule ulaze u pore
stacionarne faze, zbog ¢ega duze putuju kroz kolonu, dok ve¢e molekule ne mogu u¢i u pore 1
brze se ispiru (eluiraju) s kolone (Stryer, 1996) (Slika 10.).

U hidrodinamickoj 1 s/lalom-kromatografiji razdjeljivanje molekula ovisi ponajvise o u€inku
toka mobilne faze. Odjeljivanje u ovoj vrsti kromatografije odvija se procesom konvekcije
(kovekcija zna¢i da se molekule kre¢u noSene strujanjem mobilne faze). Slalom-
kromatografija je princip odvajanja koji se koristi za prociS¢avanje velikih molekula DNA na
kolonama za molekulsko prosijavanje. Budu¢i da se dugacki lanci DNA omotaju oko

struktura na stacionarnoj fazi, brze se eluiraju manje molekule.

0 s »
3 .
Slika 10. Molekulsko prosijavanje.

Preuzeto s: http://kinardf.people.cofc.edu/221LabCHEM/CHEM?221L%20Gas%
20Chromatography%6200f%20Methyl%20Salicylate.htm
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2.5.2. Adsorpcijske kromatografske metode

Za razliku od ranije navedenih kromatografskih metoda u kojima se molekule razdvajaju na
temelju veliCine 1 ne vezu se za stacionarnu fazu, u adsorpcijskim kromatografskim metodama
molekule se vezu na aktivna mjesta stacionarne faze. Molekule koje nemaju afinitet da se
vezu na stacionarnu fazu samo prolaze kroz kolonu. Vezane molekule otpustaju se s kolone
dodatkom tvari koja ih istiskuje uslijed kompeticije za vezanje na aktivna mjesta. Sto su
molekule ¢vr§€e vezane na stacionarnu fazu, to ¢e se kasnije s nje otpustiti. OtpusStene
(eluirane) molekule najceS¢e se skupljaju u zasebnim frakcijama. Postoji viSe vrsta
adsorpcijskih kromatografskih metoda, ovisno o prirodi veze izmedu tvari iz mobilne faze i
aktivnih grupa na stacionarnoj fazi (ionska izmjena, afinitetna kromatografija, kromatografija
hidrofobnih interakcija i reverzno-fazna kromatografija).

U ionskoj izmjeni kao stacionarna faza koristi se nosac¢ koji je pozitivno ili negativno nabijen,
kako bi se tvari iz mobilne faze koje su suprotnog naboja mogle na njega vezati (Slika 11.).
Nosaci koji nose pozitivni naboj i tako vezu negativno nabijene molekule nazivaju se anionski
izmjenjivaci. S druge strane, nosaci koji nose negativan naboj 1 tako vezu pozitivno nabijene
molekule nazivaju se kationski izmjenjivaci. Tvari €iji je ukupni naboj povrSine mali, slabije
¢e se vezati na nosaC (Stryer, 1996). OtpuStanje vezanih tvari postize se porastom

koncentracije soli u puferu, tijekom ¢ega ioni iz pufera uzrokuju desorpciju vezanih tvari.

Slika 11. Kromatografija ionskom izmjenom.
Preuzeto s: http://kinardf.people.cofc.edu/221LabCHEM/CHEM?221L%20Gas%
20Chromatography%6200f%20Methyl%20Salicylate.htm

2.5.2.1. Nosaci u adsorpcijskoj kromatografiji

Nosaci u adsorpcijskoj kromatografiji trebaju zadovoljiti niz uvjeta koji ¢e osigurati da se
tvari iz mobilne faze mogu ucinkovito vezati i otpustiti, da kapacitet kolone bude §to ve¢i, da
bude dovoljno ¢vrst da moze izdrzati visoke protoke, da bude kemijski 1 fizicki stabilan
tijekom odrzavanja, 1 drugo. S obzirom na fizicka svojstva, kromatografski nosa¢i mogu biti

gradeni od (1) kuglica, mogu biti (2) membrane 1 mogu biti (3) monolitni nosaci.
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(1) S obzirom na poroznost kuglica, kromatografski nosa¢i mogu biti gradeni od poroznih
kuglica (porozni nosaci), neporoznih kuglica (neporozni nosaci) ili proto¢nih (gigaporoznih)
kuglica (proto¢€ni-gigaporozni nosaci). Na povrSini 1 u unutrasnjosti poroznih nosaca nalaze se
ligandi za vezanje tvari iz mobilne faze. Tvari iz mobilne faze teku konvekcijom kroz prostor
izmedu kuglica, odnosno difuzijom unutar pora kuglica. Najve¢i dio povrSine ovih nosaca
nalazi se u porama kuglica, a poroznost iznosi oko 0,5 (50%). Budu¢i da su velike
biomolekule 1 virusi ¢esto veci od pora poroznih nosaca, njihov kapacitet za ovu vrstu uzorka
je vrlo mali (Jungbauer i sur., 2008).

Odvajanje na neporoznim nosa¢ima odvija se samo na njihovoj povrsini, zbog ¢ega je brzina
odvajanja makromolekula povecana. No, budu¢i da nemaju pore, povrSina ovih nosaca je
smanjena, a time 1 kapacitet.

Kako bi se zaobisli nedostaci poroznih 1 neporoznih nosaca, razvijen je proto¢ni nosac, koji
pored pora u koje tvari iz mobilne faze ulaze difuzijom imaju 1 pore kroz koje tvari teku
konvekcijom. Uz zadrzani visoki kapacitet, najvaznija karakteristika ovih nosaca je da ne
dolazi do povecanja tlaka povecanjem brzine protoka.

Najveci nedostatak navedenih nosaca je da ne ispunjavaju Citav prostor kolone, ¢ime im je
smanjena u¢inkovitost (Strancar i sur., 2002). Takoder, u ovim nosa¢ima postoji velika razlika
u brzini toka mobilne faze kroz razlicite dijelove nosaca, Sto uzrokuje nastanak vrtloga koji

mogu oStetiti labilne biomolekule.

(2) Membrane su gradene od vlaknastih struktura s velikim kanalima. Obi¢no se sastoje od
viSe slojeva membrane 1 debljine su nekoliko milimetara. Tvari u mobilnoj fazi se kroz njith
kre¢u konvekcijom. U njima ne dolazi do povecanja tlaka povecanjem brzine protoka, no

imaju vrlo veliki mrtvi volumen (Barut 1 sur., 2005).

(3) Monolitni nosaci rijesili su mnoge nedostatke uocene kod gore opisanih vrsta nosaca
(Slika 12.). Smatraju se cetvrtom generacijom kromatografskih stacionarnih faza. Gradeni su
od jednog dijela, od vrlo poroznog materijala. Imaju otvorene, protocne pore koje ¢ine mrezu
kanala kroz koje tece mobilna faza. Glavne znacajke su da je vrlo porozan (0,9, odnosno
90%), da ima visoku mo¢ vezanja vrlo velikih molekula te da se tvari kre¢u konvekcijom. Tok
mobilne faze je laminaran 1 bez turbulencija, Sto sprjecava oStecivanje labilnih biomolekula.
Zbog povecane poroznosti, smanjen je tlak u nosacu za oko 400 puta. Poroznost 1 veliina

pora su nezavisne 1 mogu se namjestati po zelji (Podgornik i sur., 2013). (Slika 13.)
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Monolitni nosaci mogu biti napravljeni od silikata ili od organskih materijala kao §to su

poliakrilamid, celuloza, polivinil, stiren ili metakrilat.

Slika 12. Usporedba monolitnog nosaca (lijevo) i nosaca s kuglicama (desno).
Preuzeto s: http://'www.validated.com/revalbio/pdffiles/London.pdf.

Yy 1000 nm

Slika 13. Tok mobilne faze kroz pore monolitnog nosaca. Siva podrucja oznaavaju materijal
monolita, bijela podrucja oznacavaju prostor pore, a crvene strelice oznac¢avaju laminarno
strujanje. Preuzeto s: http://www.validated.com/revalbio/pdffiles/London.pdf

2.5.2.1.1. Metakrilatni monolitni diskovi CIM

Convective Interaction Media® (CIM) diskovi dobili su ime upravo po svojstvu da tvari iz
mobilne faze prenose konvekcijom (Branovic i sur., 2003). Gradeni su od ¢vrstog i visoko
umrezenog polimera metakrilata, s porama promjera od 100-1500 nm (Slika 13.). Kemijskom
modifikacijom na metakrilatnu povrSinu postavljene su razlicite aktivne skupine. Dvije takve
skupine su kvarterni amin i sulfonil. Kvarteni amin aktivna je skupina u CIM-QA-disku, koji
je jaki anionski izmjenjivac prikladan za razli¢ite primjene, a posebno za purifikaciju virusa,
DNA i velikih proteina. Moze se takoder koristiti za uklanjanje endotoksina. Sulfonil je

aktivna skupina u CIM-SOs-disku, koji je jaki kationski izmjenjiva¢ koji se ponajviSe koristi
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za odvajanja velikih molekula kao $to su proteini i manjih molekula kao $to su peptidi.

Prikladan je 1 za proc¢iS€avanje virusa. CIM-QA-disk uspjesno je primijenjen za proc¢is¢avanje

virusa rubele, pri ¢emu je zadrzana infektivnost virusa (For¢i€ 1 sur., 2011). Takoder se koristi

za koncentriranje virusa mozai¢ne bolesti raj¢ice (eng. Tomato mosaic virus, ToMV)

(Kramberger 1 sur., 2004 i1 2007). I druge vrste CIM-diskova mogu se koristiti za

prociS¢avanje virusa, kao Sto su virus morbila ili mumpsa (Branovi¢ 1 sur., 2003), ili za

prociS¢avanje virusnih i satelitnih molekula RNA (Krajaci¢ 1 sur., 2007).

(A) e =2 o

Slika 14. (A) CIM-disk 1 pripadajuce kuciste; (B) 1 (C) Smjer toka mobilne faze.
Preuzeto s: http://www.biaseparations.com/sp/227/cim-laboratory-columns

CIM-QA 1 CIM-SOs-diskovi koristeni su u ovom radu. Njihove znacajke navedene su u

Tablici 2.

Tablica 2. Znacajke CIM-QA 1 CIM-SOs-diskova.

Vrsta diska:

QA
(jaki anionski izmjenjivac;
kvarterni amin)

SO3
(jaki kationski izmjenjivac;
sulfonil)

Promjer pora:

prosjecno 600-750 nm

prosjecno 600-750 nm

Matriks:

poli(glicidilmetakrilat-ko-
etilendimetakrilat)

poli(glicidilmetakrilat-ko-
etilendimetakrilat)

Dimenzije diska:

promjer: 12,0 mm
debljina: 3,0 mm
volumen: 0,34 ml

promjer: 12,0 mm
debljina: 3,0 mm
volumen: 0,34 ml

Prsten oko diska:

polietilen visoke gustoce
unutarnji promjer: 12,0 mm
vanjski promjer: 16,0 mm

polietilen visoke gustoce
unutarnji promjer: 12,0 mm
vanjski promjer: 16,0 mm

Kapacitet dinamickog
vezanja:

>21 mg BSA/ml

(uvjeti: BSA 1,0 mg/ml, 20 mM Tris-

HCI pufer, pH 7,4, protok 3 ml/min)

>21 mg lizozima/ml
(uvjeti: lizozim 0,5 mg/ml, 20 mM Tris-
HCI pufer, pH 7,4, protok 3 ml/min)

Protok: 2-4 ml/min (max. 6 ml/min) 2-4 ml/min (max. 6 ml/min)
Tlak: do 50 bara (5SMPa) do 50 bara (5SMPa)
Temperaturna stabilnost: 4-40 °C 4-40 °C

zarad 2-13 zarad 2-13

pH:

za CiS¢enje 1-14

za CiS¢enje 1-14

Otopina za pohranu:

20% etanol

20% etanol

Rok valjanosti:

3 godine

3 godine
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Reagencije i otopine

Koristila sam reagencije visokog stupnja Cistoce 1 kvalitete. Svojstva pojedinih reagencija
navedena su u dokumentaciji prilozenoj od strane proizvodaca. Sve otopine pripremila sam u
kabinetima s laminarnim strujanjem zraka. Gdje je bilo moguce, reagencije i otopine
razdijelila sam u odgovaraju¢e volumene za jednokratnu upotrebu kako bih izbjegla

mogucnost kontaminacije.

3.1.1. Reagencije i otopine za PERT-test

- standard za PERT-test - AMV-RT (Roche i Finnzymes)

- RT porijeklom iz mi§jeg retrovirusa — MLV-RT (Invitrogen)

- RT porijeklom iz ljudskog retrovirusa — HIV-RT (Ambion)

- AMV-RT 5x pufer (Roche)

- specificne pocetnice (Applied Biosystems 1 Eurofins MWG Operon), 25 pmol/ul (Tablica
3)

- fluorescentno obiljezena proba (Applied Biosystems 1 Eurofins MWG Operon), 7,5 pmol/ul
(Tablica 3.)

- MS2-RNA (Roche, 10 Azg jedinica (0,8 pg/ul) iz bakteriofaga MS2)

- komercijalna otopina za preciznu kvantifikaciju lancanom reakcijom polimeraze u stvarnom
vremenu (2 X TagMan® Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems)

- inhibitor RNaze (Applied Biosystems), 20 J/ul

- RNaza A iz govede gusterace (USB), 500 ng/ul

- ANTP smjesa (GE Healthcare) (dATP, dCTP, dGTP i dTTP), pojedina¢nih koncentracija
0,25 nmol/ul

- 10x PCR-pufer (GE Healthcare)

- voda koja ne sadrzi RNazu (USB)

- pufer za lizu (50 mM Tris, pH 7,5, 80 mM KCI;, 2,5 mM DTT; 0,75 mM
etilendiamintetraoctene kiseline (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) 1 0,5% Triton X-
100 u dietilpirokarbonat-(diethylpyrocarbonate, DEPC)-vodi). Priprema DEPC-vode:
pomijesa se 1000 ml destilirane vode s 1 ml dietilpirokarbonata, otopina se ostavi minimalno

4 sata na sobnoj temperaturi i potom autoklavira.
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Tablica 3. Pocetnice za PERT-test.

Oznaka Slijed nukleotida
Oligonukleotidna pocetnica A 5'-GCC TTA GCA GTG CCC TGT CT-3'
Oligonukleotidna pocetnica B 5-AAC ATG CTC GAG GGC CTT A-3'
Fluorescentno obiljezena proba | 5'-FAM-CCC GTG GGA TGC TCC TAC ATG TCA-TAMRA-3'

3.1.2. Reagencije i otopine za odrZavanje stani¢nih kultura i infekciju stanica virusom
- MEM-H(N)'

- DMEM-H(N)'

- fetalni govedi serum (FBS')

- tripsin® (Difco)

- EDTA? (Merck)

- tripansko modrilo 0,4%

- 0,5 %-tna suspenzija zamorackih eritrocita za hemadsorpciju

- fizioloSka otopina za ispiranje eritrocita

3.1.3. Reagencije i otopine za kromatografiju na kolonama CIM

- NaCl (Kemika)

- HCl (Kemika)

- NaOH (Kemika)

Za kromatografska odvajanja koristila sam pufere:

- pufer za vezanje (eng. binding buffer, BB) za QA-disk: 50 mM Tris pH = 8,5

- pufer za eluciju (eng. elution buffer, EB) za QA-disk: 50 mM Tris pH = 8,5 + 1 M NaCl

- pufer za vezanje (BB) za SOs-disk: 50 mM citratni pufer pH = 4,4

- pufer za eluciju (EB) za SO;-disk: 50 mM citratni pufer pH = 4,4 + 1 M NaCl

Pufere sam pripremila s procis¢éenom vodom (Simplicity 185, Millipore). pH pufera podesila
sam otopinom HCI i NaOH. Puferi su filtrirani kroz 0,45 pm filtar.

- otopine za regeneraciju CIM-diska: 2 M NaCl 1 0,5 M NaOH; obje otopine sam filtrirala
kroz 0,45 pum filtar

- otopina za ¢uvanje CIM-diska: 20%-tni etanol

! Stanice se kultiviraju u mediju MEM-H(N) (Minimum Essential Medium s Hanks-ovim solima i Neomicin-om)
ili DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) s ili bez dodatka FBS-a (Foetal Bovine Serum).
? Otopina za odvajanje stanica od podloge je 0,25%-tna otopina tripsin-EDTA
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3.2. Oprema, racunalni programi i potrosni materijal
- StatSoft® Statistica Version 6.016.1
- Excel, MS Office 2003
- sustav za HPLC AKTA purifier 100 gradient cromatographic system s programskim
paketom UNICORN (GE Healthcare)
- kromatografske kolone CIM:
Convective Interaction Media® (CIM®) QA-disk Monolithic Column (BIA Separations)
Convective Interaction Media® (CIM®) SO; Disk Monolithic Column (BIA Separations)
- kuéiste za disk CIM (BIA Separations)
- Hera Safe kabineti za rad u asepti¢nim uvjetima s okomitim strujanjem zraka (Heraeus
Instruments)
- stolna centrifuga s hladenjem 5810 R (Eppendorf)
- Optima™ XL-80K ultracentrifuga (Beckman Coulter)
- rotor SW 55 Ti (Beckman Coulter)
- sustav za kvantitativnu lancanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu: termociklicki
amplifikator 7500 Real Time PCR System 1 program 7500 System SDS (Applied Biosystems)
- vaga PB303-S DeltaRange (Mettler Toledo)
- mikroepruvete za PCR (Applied Biosystems)
- ¢Cepovi za mikroepruvete (Applied Biosystems)
- plo¢ice za PCR s 96 mikroepruveta (Applied Biosystems)
- pokrovna folija za plocice za PCR (Applied Biosystems)
- Ampliwax kuglice (Applied Biosystems)
- Eppendorf epruvete od 0,5 ml, 1,5 ml 1 2,0 ml (Eppendorf) — epruvete su prije koristenja
autoklavirane na +121 °C/20 minuta/1030 hPa
- epruvete za ultracentrifugu za SW 55 Ti rotor; thinwall polyallomer (Beckman Coulter) —
epruvete su prije koriStenja autoklavirane na +121 °C/20 minuta/1030 hPa
- polipropilenske (PP) sterilne epruvete za centrifugu od 15 ml 1 50 ml (Costar)
- filtar s porama 0,22 pm 10,45 pm (Costar)
- jednokratna polipropilenska Strcaljka 1 igla za Strcaljku
- polipropilenske (PP) boce za kultivaciju stanica za jednokratnu upotrebu, 75 cm® i 150 cm®
(Costar)
- mikrotitarske plo€ice s 96 jazica i ravnim dnom (Sarstedt 1 TPP)
- Biirker-Tiirk i Neubauerova komora za brojanje stanica

- automatske pipete (10 pl, 20 pl, 200 pl 1 1000 pl) (Eppendorf, Gilson)
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- nastavci za automatske pipete (10 pl, 20 pl, 200 pl 1 1000 pl) (Eppendorf, Gilson)
- pipete za jednokratnu upotrebu (1, 5, 10125 ml) (Costar)

- pipetor (Costar)

- staklene epruvete (13 x 100 mm)

- staklene boce (100, 500 1 2000 ml) 1 pripadajuci Eepovi

- stalak za epruvete

- stalak za pipete

- kompresa od netkanog materijala

- odljevnica

- invertni mikroskop (Nikon, Leitz)

- inkubator s kontroliranom temperaturom 1 CO, (Heraeus)

- klima komore (2-8 °C 135 + 2 °C) (Imunoloski zavod d.d.)

- hladnjaci 2-8 °C, -20 °C ili nize, -60 °C ili nize (Obod-Bauknecht, New Brunswick

Scientific)

3.3. Bioloski materijal

3.3.1. Embrionirana jaja i primarna kultura pile¢ih fibroblasta

Primarna kultura pile¢ih fibroblasta pripremljena je od embrija porijeklom iz SPF (eng.
specific pathogen free) jaja (Charles River). SPF-jaja porijeklom su od jata kokosi koja se
uzgajaju na nacin da se eliminiraju svi poznati egozgeni virusi.

Albumen sam uzela iz jaja obiljezenih s 1-5 od 12.11.2009. (za kontrolnu stani¢nu kulturu
pod brojem 159). Alantoisnu teku¢inu uzela sam iz jaja obiljezenih s 1, 4 1 6 od 25.03.2010.

(za kontrolnu stani¢nu kulturu pod brojem 161).

3.3.2. Diploidne stani¢ne kulture
Stani¢na kultura MRC-5 (National Institute for Biological Standards and Control, NIBSC,
Accession No. 660902) je diploidna kultura stanica plu¢a muskog ljudskog fetusa. Testirala

sam stani¢ne kulture u PDL’-ima n=13 i 17.

* PDL (eng. population doubling level) je stupanj podvostrugenja populacije; ra¢una se prema jednadzbi:
PDL=log;o(N/Ny)*3,33, gdje je N broj stanica u boci za kultivaciju na kraju perioda rasta, a N, broj inokuliranih
stanica
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3.3.3. Kontinuirane stani¢ne kulture

Stani¢na kultura Vero (ECACC, kataloski broj 84113001) je kontinuirana kultura stanica
epitela bubrega africkog zelenog majmuna. Koristena je u 36. pasazi.

Stani¢na kultura Vero WHO (ECACC, kataloski broj 88020401) je podlinija kontinuirane
kulture stanica epitela bubrega africkog zelenog majmuna. KoriStena je u 145. pasazi.
Stani¢na kultura A549 (ECACC, kataloski broj 86012804) je kontinuirana kultura stanica
ljudskog bazalnog epitela alveolarnog adenokarcinoma. Testirala sam jednu stani¢nu kulturu
u 11, 12.113. pasazi od odmrzavanja.

Stani¢na kultura SH-SYSY (ECACC, kataloSki broj 94030304) je kontinuirana kultura stanica
dobivenih iz ljudskog neuroblastoma. Testirala sam jednu stani¢nu kulturu u 10., 11. 1 12.

pasazi od odmrzavanja.

3.3.4. Virus mumpsa
Koristila sam radnu seriju virusa mumpsa, soj L-Zagreb (Imunoloski zavod d.d.); serija RSP

4/04.

3.4. Metode

3.4.1. PERT-test

PERT-test provodi se u svrhu otkrivanja aktivnosti reverzne transkriptaze, te posredno
prisutnosti retrovirusa u bioloskom materijalu. Test se temelji na sposobnosti RT prisutne u
testiranom uzorku da prepiSe poznati RNA kalup u molekulu cDNA koja se nakon toga
umnozi lananom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (eng. real-time PCR). Za
detekciju umnoZenih molekula DNA koristi se fluorescentna proba koja se specifi¢no veze za
srediSnji dio molekule DNA. Fluorescencija probe oslobada se djelovanjem 5'-egzonukleazne
aktivnosti DNA polimeraze 1 proporcionalna je koli¢ini umnozene DNA.

Aktivnost reverzne transkriptaze u PERT-testu izraZzava se preko rednog broja ciklusa PCR-a
u kojem fluorescentni signal (odnosno koli¢ina umnozene DNA) prvi puta postane izraZeniji
od pozadinskih signala. Taj ciklus PCR-a naziva se poéetnim (eng. threshold cycle, Ct). Sto je
veca koncentracija RT u uzorku, to je veca koli¢ina umnozenih molekula DNA 1 Ct se

pojavljuje ranije tijekom reakcije PCR-a (veca koncentracija RT — niza vrijednost Ct).

3.4.1.1. Aktivnost reverzne transkriptaze porijeklom iz razli¢itih retrovirusa
U svrhu odredivanja osjetljivosti, linearnosti, granica detekcije, raspona, preciznosti te

odabira standarda za testiranje bioloSkih materijala, istrazila sam aktivnost reverzne
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transkriptaze (RT) porijeklom iz razli€itih retrovirusa. Testirala sam RT virusa uzro¢nika
mijeloblastoze u ptica (eng. Avian myeloblastosis virus, AMV-RT), RT virusa uzro¢nika
imunodeficijencije u ljudi (eng. Human immunodeficiency virus, HIV-RT) 1 RT virusa mi§je
leukemije (eng. Murine leukemia virus, MLV-RT). Takoder sam istrazila otpornost (eng.
robustness) 1 izdrzljivost (eng. ruggedness) PERT-testa.

Opis navedenih validacijskih parametara PERT-testa:

Osjetljivost

Osjetljivost testa istrazila sam na na¢in da sam mjerila aktivnost RT porijeklom iz tri razlicita
retrovirusa, prateci nize navedene validacijske karakteristike.

Linearnost

Potvrdivanje linearnosti (samo za kvantitativne metode) ukljuCuje mjerenje razlicitih
koncentracija dobivenih razrjedivanjem uzoraka, kako bi se odredio raspon koncentracija
unutar kojih rezultati pokazuju linearnu meduovisnost. Posredno se dokazuje i1 toc¢nost
metode. Rezultate PERT-testa u ovisnosti o koncentraciji testirane RT prikazala sam graficki,
izvr$ila sam regresijsku analizu rezultata, odredila sam paralelnost pravaca medu testovima 1
definirala sam koeficijent determinacije (R?).

Granica detekcije

Granicu detekcije odredila sam kao najnizu koncentraciju RT u uzorku pri kojoj je u svim
provedenim testovima moguce precizno detektirati pozitivan signal u PERT-testu.
Raspon
Raspon metode odredila sam u linearnom dijelu ovisnosti koncentracije RT 1 izmjerene
aktivnosti RT.
Preciznost
Objektivnu procjenu (ne)preciznosti vezanu uz broj mjerenja iskazala sam preko 95%-tnog
intervala pouzdanosti (interval unutar kojeg se s 95%-tnom vjerojatnosti nalazi dobivena
vrijednost Ct). Odredila sam 95%-tni interval pouzdanosti za pojedini test, relativnu
standardnu devijaciju (koeficijent varijacije) 1 95%-tni interval pouzdanosti za srednju
vrijednost dobivenu iz svih provedenih testova.
Otpornost
Otpornost metode istrazila sam na nac¢in da sam:
- varirala volumen 2xTagMan otopine za PCR 1 ukupne PCR reakcijske smjese (21 pl
otopine u 50 pl smjese 1 30 pl otopine u 60 pl smjese)
- varirala koncentraciju dANTP-a u testu (0,25 nmol/ul 12,5 nmol/pl)
- varirala koncentraciju RNA u testu (0,32 pg/reakceiji i 0,032 pg/reakciji)
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- usporedila uspjesnost provodenja PERT-testa s ili bez Ampliwax kuglica

Izdrzljivost

U sklopu istrazivanja izdrZljivosti testirala sam uspjesnost provodenja PERT-testa:

- s AMV-RT od dva razli¢ita proizvodaca
- s pocetnicama od dva razli¢ita proizvodaca
- s AMV-RT 5x puferom

- u pojedinacnim mikroepruvetama i u plo¢icama s mikroepruvetama

3.4.1.2. Uzorkovanje i priprema uzoraka supernatanata

uzorke testiranih supernatanata® pohranila sam nakon prikupljanja u zamrziva¢ na -60
°C ili nize

dan prije daljnje obrade uzorka, izvadila sam uzorak iz zamrzivaca i stavila u hladnjak
na 2-8 °C da se otopi

otopljeni uzorak centrifugirala sam na 7000x g kroz 25 minuta na 4 °C

supernatant nakon centrifugiranja pretocila sam u epruvetu za centrifugu

pretoceni supernatant odmah sam filtrirala kroz 0,22 um filtar

filtrat sam pohranila na -60 °C ili nize

dan prije ultracentrifugiranja, izvadila sam jednu epruvetu s -60 °C ili niZe i stavila u
hladnjak na 2-8 °C da se filtrat otopi

otopljeni filtrat nanijela sam do vrha u epruvetu za ultracentrifugu (2x5 ml) koju sam
potom stavila u nosac (eng. bucket), a nosa¢ sam postavila na SW 55 Ti rotor

postavila sam uvjete vrtnje na ultracentrifugi: 194 000xg, 1h, 4 °C, uz maksimalno
ubrzavanje 1 zaustavljanje

po zavrSetku vrtnje, odbacila sam supernatant i stavila epruvete s otvorom prema dolje
na stanic¢evinu da se ocijede; viSak kapi pokupila sam s nastavkom pipete

epruvete sam postavila na stalak s otvorom prema gore i u svaku na talog (nije vidljiv)
nanijela po 90 pl pufera za lizu

nakon inkubacije od 5 minuta prenijela sam lizirani sadrzaj u Eppendorf epruvetu od

0,5 ml, obiljezila i pohranila na -60 °C ili nize

* Uzorak supernatanta je potroseni medij sa stani¢ne kulture.
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3.4.1.3. Uzorkovanje i priprema ostalih uzoraka

Osim supernatanata sa stani¢nih kultura testirala sam 1 FBS, te albumen 1 alantoisnu teku¢inu
iz jaja. FBS sam dobila od proizvodaca podloga kao zamrznutu tekucinu. Albumen sam
pokupila pipetom iz 5 jaja (ukupno 5 ml), zdruzila 1 centrifugirala. Zbog prirode materijala
nije ga bilo mogucée filtrirati kroz 0,22 pm filtar, stoga sam ga bez filtriranja
ultracentrifugirala kako je opisano u 3.4.1.2. Alantoisnu teku¢inu pokupila sam pipetom iz 3

jaja (ukupno 5 ml), zdruzila i pripremila uzorak kako je opisano u 3.4.1.2.

3.4.1.4. Izvodenje PERT-testa

Svaki se uzorak u PERT-testu testira u triplikatu, te takoder u triplikatu uz dodatak RT-
standarda. Reagense (pocetnice, proba, RNaza A, dNTP, 1xPCR-pufer) pripremila sam u
kabinetu za sterilni rad s okomitim strujanjem zraka razli¢itom od onog koji se koristi tijekom
izvodenja testa. Cijeli test izvodi se u istom kabinetu za sterilni rad s okomitim strujanjem

zraka na sljedec¢i nacin:

e Priprema RT-standarda:
AMV-RT-standard razrijedila sam s 1xXPCR-puferom na pocetnu koncentraciju od 1
J/ul. Od pocetne koncentracije AMV-RT (1 J/ul) pripremila sam deseterostruka
razrjedenja od 10™ J/ul do 10”° J/ul s 1xPCR-puferom.

e Priprema RT-standarda za dodatak RT poznate koncentracije u uzorak (eng. spiking):
Od razrjedenja 10? AMV-RT-standarda pripremila sam razrjedenje za spiking s
1xPCR-puferom. Razrjedenje RT za spiking je 2,08 x 107 J/ul (jedan udio razrjedenja
107 J/ul AMV-RT-standarda plus 3,8 udjela 1xPCR-pufera). Volumen standarda za

spiking za jednu reakciju iznosi 4,8 pl.
e Priprema smjese za reverznu transkripciju:

Volumeni za reakciju u jednoj mikroepruveti:

10xPCR-pufer - 2,5 pl

dNTP - 4,0 pul (0,25 nmol/ul)

pocetnica A - 1,3 pul (25 pmol/ul)

inhibitor RNaze - 0,4 ul (20 J/ul)

Smjesu za reverznu transkripciju pripremila sam uvijek u suvisku tako da pripremljeni
volumen dostaje za 3 mikroepruvete viSe nego Sto se testira (volumen za testiranje

jednog uzorka uz standard, kontrolne uzorke i suviSak iznosi 246 pl).
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Za jedan uzorak potrebno je 27 mikroepruveta:
- 12 mikroepruveta za AMV-RT-standard (Cetiri razrjedenja, svako u triplikatu)
- 3 mikroepruvete za kontrolu spikinga
- 3 mikroepruvete za negativnu kontrolu bez dodane MS2-RNA
- 3 mikroepruvete za negativnu kontrolu bez dodane RT
- 3 mikroepruvete za uzorak koji se testira

- 3 mikroepruvete za uzorak koji se testira sa spikingom

Negativna kontrola bez dodane RNA:
Prenijela sam po 8,2 pl smjese za reverznu transkripciju u 3 mikroepruvete za
negativnu kontrolu bez dodane MS2-RNA. U svaku mikroepruvetu dodala sam cistim

nastavkom po 6,8 pul vode koja ne sadrzi RNazu i DNazu.
Pripremila sam razrjedenje MS2-RNA tako da koncentracija iznosi 0,16 pg/ul.

Preostaloj smjesi za reverznu transkripciju (221,4 ul) dodala sam 54 pl razrjedenja
MS2-RNA (po 2 pl za svaku od preostale 24 mikroepruvete, plus 3 mikroepruvete u
suviSsku). Volumen smjese za reverznu transkripciju koja sadrzi MS2-RNA sad iznosi

2754 l.

Navedenu smjesu za reverznu transkripciju koja sadrzi MS2-RNA dodala sam u:
- 3 mikroepruvete za uzorak koji se testira sa spikingom, po 10,2 pl u svaku

- 3 mikroepruvete za kontrolu spikinga, po 10,2 pl u svaku

U ostatak smjese za reverznu transkripciju koja sadrzi MS2-RNA (214,2 ul) dodala
sam 100,8 pl vode koja ne sadrzi RNazu 1 DNazu (po 4,8 ul za svaku od preostalih 18
mikroepruveta, plus 3 mikroepruvete u suvisku). Volumen smjese za reverznu

transkripciju koja sadrzi MS2-RNA sad iznosi 315 pl.

Po 15 pl smjese za reverznu transkripciju koja sadrzi MS2-RNA prenijela sam s Cistim

nastavcima u preostale mikroepruvete.

Nanos$enje uzoraka:
- dodala sam s Ccistim nastavcima po 10 pl 1xPCR-pufera u svaku od 3
mikroepruvete za negativnu kontrolu bez dodane RT
- dodala sam s Ccistim nastavcima po 10 pl 1xPCR-pufera u svaku od 3

mikroepruvete za kontrolu spikinga
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- dodala sam s ¢istim nastavcima po 10 pl uzorka u svaku od 3 mikroepruvete
namijenjene za uzorak koji se testira

- dodala sam s ¢istim nastavcima po 4,8 pl razrjedenja AMV-RT za spiking u
svaku od 3 mikroepruvete za uzorak koji se testira sa spikingom

- dodala sam s ¢istim nastavcima po 4,8 ul razrjedenja AMV-RT za spiking u

svaku od 3 mikroepruvete za kontrolu spikinga

e NanoSenje standarda:

- dodala sam s ¢istim nastavcima po 10 ul svake koncentracije AMV-RT-
standarda (107, 10°, 107 i 10™ J/ul — predstavlja raspon od 10'° do 10* pj RT
po reakciji) u svaku od 3 mikroepruvete, pocevsi od najveéeg razrjedenja (10™)
do najmanjeg (10) — standardni pravac

- dodala sam s ¢istim nastavcima po 10 ul AMV-RT-standarda koncentracije 10

3 J/ul u 3 mikroepruvete za negativnu kontrolu bez dodane MS2-RNA

Mikroepruvete sam zatvorila 1 postavila u termociklicki amplifikator. Uvjeti reverzne

transkripcije postavljeni su na 37 °C kroz 90 minuta.
e Pred kraj reakcije reverzne transkripcije pripremila sam smjesu za PCR:

Volumeni za reakciju u jednoj mikroepruveti:

2 x TagMan® Gene Expression Master Mix - 30 pl

pocetnica A - 1,4 ul (25 pmol/ul)

pocetnica B - 1,4 ul (25 pmol/pl)

proba - 1,4 ul (25 pmol/ul)

RNaza - 1,4 pul (25 pmol/pl)
Smjesu za PCR pripremila sam uvijek u suvisku tako da pripremljeni volumen dostaje za
3 mikroepruvete viSe nego Sto se testira (volumen za testiranje jednog uzorka uz standard,

kontrolne uzorke 1 suviSak iznosi 1050 pl).

e Na kraju reakcije reverzne transkripcije izvadila sam mikroepruvete iz termociklickog
amplifikatora, skinula c¢epove/pokrovnu foliju 1 u svaku mikroepruvetu Ccistim
nastavkom dodala po 35 ul smjese za PCR.

Mikroepruvete sam ponovo zatvorila i1 postavila ponovo u termociklicki amplifikator.
Reakcija PCR-a odvijala se u sljede¢im uvjetima: 37 °C/15 minuta; 95 °C/10 minuta; 43
ciklusa PCR-a: 95 °C/15 sekundi; 60 °C 1 minuta.
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3.4.1.5. Normalizacija rezultata PERT-testa

Ukoliko je pojedini uzorak inhibirao PERT-test, izvrSena je korekcija dobivene Ct vrijednosti
prema rezultatu za RT-standard na sljedec¢i nacin:

Uzorak normaliziran prema RT-standardu = Uzorak - [(Uzorak + RT-standard) — RT-
standard]

Isti korigirani rezultat se dobije ukoliko se racuna preko broja pj / molekula RT / virusnih
Cestica:

Uzorak normaliziran prema RT-standardu = Uzorak / [(Uzorak + RT-standard) / RT-
standard].

3.4.2. Infekcija primarne kulture pileéih fibroblasta RNA virusom

3.4.2.1. Operativni faktori

Istrazila sam utjecaj tri operativna faktora na replikaciju 1 titar virusa mumpsa, cjepnog soja
L-Zagreb. Faktori su bili sljedeci:

X1 — metoda pripreme primarne stani¢ne kulture,

X2 — metoda infekcije

X3 — vrijeme skupljanja zetve (supernatanta sa stani¢ne kulture).

Navedene operativne faktore istrazila sam kroz osam pokusa oznacenih kao P1 do P8,
koriste¢i matricu punog faktorijalnog dizajna eksperimenata (eng. full factorial design of
experiments). U svakom pokusu skupljeno je Sest uzoraka Zetvi oznatenih kao Z0 do Z5.
Uzorci iz pokusa P1 do P8 analizirani su u cCetiri zasebna PERT-testa. U svim testovima

koriStena je ista serija standarda AMV-RT.

3.4.2.1.1. Faktor X1 — metoda pripreme stani¢ne kulture

Istrazila sam utjecaj metode pripreme primarne stanicne kulture (protokol K i protokol P)
pile¢ih fibroblasta (PF) na titar virusa mumpsa u Zetvama. Prema protokolu K, koji se koristi
kod obrade manjeg broja pile¢ih embrija, embriju se odstranjuju glava, utroba i ekstremiteti.
Preostalo tkivo sam homogenizirala 1 isprala tri puta u mediju MEM-H(N). Tkivo sam zatim
tripsinizirala tri puta kroz 15 minuta na 37 °C. Tripsin sam neutralizirala s MEM-H(N)+10%
FBS. Stanice sam centrifugirala, resuspendirala u svjeZem mediju MEM-H(N)+10% FBS 1
filtrirala. Prema protokolu P, koji je namijenjen obradi velikog broja pile¢ih embrija,
embrijima se odstranjuje glava 1 utroba, dok ekstremiteti ostaju. Za razliku od protokola K,
prema protokolu P tripsinizirala sam stanice samo jedanput kroz 30 minuta na 35 °C 1 zatim

filtrirala bez prethodnog centrifugiranja.
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3.4.2.1.2. Faktor X2 — metoda infekcije

Istrazila sam utjecaj infekcije virusom mumpsa na stani¢ni sloj (oznaka A) 1 utjecaj infekcije
virusom mumpsa u suspenziju (prije formiranja stanicnog sloja, oznaka B) na titar virusa
mumpsa u zetvama. U oba sam slucaja inficirala stanice s m.o.i. 0,03 (eng. multiplicity of
infection) odnosno s 3 virusne cestice na 100 stanica. U pokusima A, inokulum stanica
iznosio je 1,0x10° stanica/cm® u mediju MEM-H(N)+10% FBS. U pokusima B, inokulum
stanica iznosio je 1,5x10° stanica/cm’® u mediju MEM-H(N)+10% FBS. Nakon inokulacije,
stanice sam inkubirala na 37+1 °C bez CO,.

U pokusima A, 24 sata nakon uspostave kulture promijenila sam medij, a stanice sam
inficirala virusom 72 sata nakon uspostave kulture (32+1 °C bez CO, kroz 1 sat), nakon ¢ega
sam na stani¢ni sloj dodala medij MEM-H(N)+2% FBS. Inkubacija stanica odvijala se dalje
na 32+1 °C bez CO,.

U pokusima B, virus sam dodala odmah pri uspostavljanju kulture u suspenziju stanica u
mediju MEM-H(N)+10% FBS. Stanice sam inkubirala na 37+1 °C bez CO, kroz prvih 24
sata, zatim na 35+1 °C bez CO; kroz sljede¢ih 24 sata i potom na 3241 °C bez CO; od 72-og

sata na dalje.

3.4.2.1.3. Faktor X3 — vrijeme skupljanja Zetve

Istrazila sam utjecaj vremena skupljanja zetvi na titar virusa mumpsa u zetvama. Sa svih
stani¢nih kultura prvu Zetvu (Z0) skupila sam 72 sata nakon infekcije, nakon &ega sam isprala
serum sa staniéne kulture koristeéi MEM-H(N). Zetve Z1 do Z5 skupljala sam svakih 24 sata
(oznaka 24) ili svakih 48 sati (oznaka 48), ovisno o pokusu. Kod svih sljede¢ih Zetvi dodala

sam MEM-H(N) bez FBS-a u sve stani¢ne kulture.

Tablica 4. Popis testiranih faktora i njihovih razina.

Faktor Opis Razina n
X1 Metoda pripreme primarne stani¢ne kulture P K
X2 Metoda infekcije A B
X3 Vrijeme izmedu Zetava 24 48
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Tablica 5. Uvjeti pokusa P1 do PS.

Faktori

Pokus X1 X2 X3
P1 3 3 3
P2 + - -
P3 ; mn ;
P4 n n :
P5 ; ; mn
P6 mn ; mn
P7 - + +
PS + + +

3.4.2.2. IstraZivanje utjecaja stabilizatora na PERT-test

Za potrebe gore navedene studije planirano je u uzorke odmah nakon Zetve dodati 20%
stabilizatora® (v/v). Kako bih istrazila mogu li se uzorci stabilizirani sa stabilizatorom testirati
u PERT-testu te ima li prisutnost stabilizatora u uzorku bilo kakvog utjecaja na rezultate
PERT-testa, izvrSila sam pokusno testiranje. Pripremila sam uzorke supernatanata s primarne
stani¢ne kulture PF. U uzorcima nije bio prisutan virus mumpsa, no uzorci su prema matriksu
odgovarali uzorcima iz studije. Supernatante sa stani¢ne kulture PF prikupila sam 24 sata 1 96
sati nakon uspostave stanicne kulture te sam u njih dodala 20% stabilizatora (v/v). Za
kontrolu razrjedenja supernatanata pripremila sam uzorke istih supernatanata u koje sam
dodala 20% MEM-H(N) (v/v). Zajedno s navedenim uzorcima testirala sam 1 nerazrijedene
uzorke istih supernatanata. Negativna kontrola bili su uzorci medija MEM-H(N)+10% FBS
(matriks), medija razrijedenog s 20% stabilizatora (v/v) 1 medija razrijedenog s 20% MEM-

H(N) (v/v).

3.4.2.3. Izra¢un broja endogenih retrovirusnih Cestica
Broj virusnih Cestica raCunala sam tako da sam prvo izracunala omjer broja pikojedinica (pj)

AMV-RT ibroja molekula AMV-RT (Ma 1 sur., 2009) kako slijedi:

Molarna masa (M) AMV-RT =157 000 Da (g/mol)
Masa jedne molekule AMV-RT [(M/6,02x10% mol™) x 10'* pg] =0,261x10° pg
Specificna aktivnost AMV-RT (podatak od proizvodaca) =4,325x107 j/pg

Iz specifi¢ne aktivnosti slijedi da 10~ j odgovara 0,231 pg (10” j=1/4,325 pg).
Temeljem mase jedne molekule RT izra¢unala sam broj molekula AMV-RT koji je sadrzan u

0,231 pg, odnosno 107 j:

> Stabilizator - sastav 1 litre otopine: Zelatina (125 g), sorbitol (250 g) i voda za injekcije (do 1 1)
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=0,231 pg/0,261x10° pg = 8,86x10° molekula

Broj pj ekvivalentan jednoj molekuli RT = 107 j / 8,86x10° molekula =
=1,13x10™" j/molekuli = 11,3 pj/molekuli

1 molekula RT = 11,3 pj (1 pj = 0,0885 molekula RT)

Prema podacima za pti¢je retroviruse, jedna virusna Cestica sadrzi 70 molekula RT.

1 virusna Cestica = 791 pj

Za svaki pokus dobivena je jednadzba pravca za AMV-RT-standard. U jednadzbu je uvrStena
vrijednost Ct (y) za svaki uzorak zetve te je izraCunat broj pj (x). Na temelju broja pj izracunat
je broj virusnih ¢estica na gore navedeni nacin. Jednadzbe glase:

Pokusi P11 P2 : y=-2,9082x + 43,016

Pokusi P31P4:y=-3,1502x + 45,279

Pokusi P51 P6 : y=-3,0843x + 45,072

Pokusi P71 P8 : y=-2,9413x + 43,046

3.4.2.4. Izracun prinosa endogenih retrovirusnih cestica po stanici

Kako bi se izracunalo u kojim uvjetima operativnih faktora nastaje najveéi broj endogenih
retrovirusnih Cestica, izracunala sam prinos endogenih retrovirusnih Cestica po stanici kroz
Zetve. Posebno sam ra¢unala prinos za Z0 (buduéi da u Z0 jo§ uvijek ima FBS-a), a posebno
kumulativni prinos za Z1 do Z5.

Primijenila sam sljede¢e jednadZzbe:

CrT=nr7/ V

Yrr= (crr % Vz) / (n’st % P)

gdje je:

crt — koncentracija endogenih retrovirusnih Cestica

nrt — broj endogenih retrovirusnih €estica (izracunat kao u 3.4.2.3.)

V — volumen (racunala sam po 1 ml)

Yrr — prinos endogenih retrovirusnih Cestica (eng. yield)

V7 — volumen jedne Zetve (30 ml)

(crt % V7) — ukupan broj endogenih retrovirusnih Cestica u zetvi

n’st — broj stanica u trenutku infekcije virusom mumpsa po cm’

P — povrsina boce za kultivaciju stanica (cm®)

(n’st x P) — ukupan broj stanica u boci za kultivaciju
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U pokusima su koristene boce za kultivaciju povrsine 75 cm’. Kod infekcije na stani¢ni sloj
(pokusi P1, P2, P5 i P6) nasad stanica bio je 1,0x10° stanica/cm’ te je nakon 72 sata, tj. do
trenutka infekcije, dostigao ukupni broj od 18,95x10° stanica/boci (stanice prema protokolu
P), odnosno 17,80x10° stanica/boci (stanice prema protokolu K). Kod infekcije u suspenziju
(pokusi P3, P4, P7 i P8) nasad stanica bio je 1,5x10° stanica/cm’, odnosno ukupni broj iznosi
11,25%10° stanica/boci.

Za 70 izradunala sam prinos preko gornje jednadZbe (Yrr).

Za 71 do 75 izratunala sam prvo ukupan broj endogenih retrovirusnih &estica u svakoj
pojedinoj Zetvi. Za Z1 izra¢unala sam prinos preko gornje jednadZbe (Yrr). Za Z2 prvo sam
zbrojila ukupan broj endogenih retrovirusnih &estica iz Z1 i Z2 i zatim podijelila s ukupnim
brojem stanica u boci za kultivaciju, te tako izradunala prinos (Yrr 72). Za Z3 prvo sam
zbrojila ukupan broj endogenih retrovirusnih Gestica iz Z1, Z2 i Z3 i zatim podijelila s

ukupnim brojem stanica u boci za kultivaciju (Yrr 73), i tako do Z5.

3.4.2.5. Izracun utjecaja operativnih faktora na prinos endogenih retrovirusnih cestica
po stanici

3.4.2.5.1. Prinos u Z0

Za 70 sam kao odziv procesa za ratunanje kriti¢nih efekata operativnih faktora uzela gore
izradunati prinos (Ygrr). Buduéi da se faktor X3 (vrijeme skupljanja Zetve) ne odnosi na Z0,
pratila sam samo utjecaj faktora X1 (metoda pripreme primarne stani¢ne kulture) 1 faktora X2
(metoda infekcije). Ako se izuzme faktor X3, u 8 pokusa je za Z0 puni faktorijelni dizajn
eksperimenata proveden dva puta.

Pomocu programa Statistica 6.1 izracunala sam glavne efekte operativnih faktora,
primjenjujuci donju jednadzbu:

Yo =Bo+ X BiXi

gdje je Yin - vrijednost odziva, By - srednja vrijednost odziva, B; - koeficijenti uz osnovne
faktore, X; - pojedini faktor. Treba napomenuti da je vrijednost efekta pojedinog faktora
jednak dvostrukoj vrijednosti odgovaraju¢eg koeficijenta u matematickom modelu. Ovo

proizlazi iz postavke modela na prostor kodiranih vrijednosti osnovnih faktora {-1; 1}. Dakle

Ey =2p, itako nadalje za ostale efekte.

Za procjenu statistiCke znacajnosti uocenih efekata procijenila sam standardnu gresku za
efekte, (SE)., takoder pomoc¢u programa Statistica 6.1. IzraCun se zasniva na sumi kvadrata

reziduala eksperimentalnih podataka od matematickog modela. Za identifikaciju statisticki
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znaCajnih efekata izraCunala sam pomocu programa Statistica 6.1 f¢-vrijednost za svaki
osnovni efekt prema formuli:
I

(SE),

Apsolutne vrijednosti efekata 1 pripadajuce ¢-vrijednosti usporedila sam s kritiénim

vrijednostima tx 1 Eir a koje sam izracunala prema formulama:
ty.. =TINV (a,DF)
EKrit = tKrit (SE)e
gdje je: a - razina znacajnosti (oo = 0,05) 1 DF je broj stupnjeva slobode. Efekt sam smatrala

statistiCki znacajnim, za uzeti razina znacajnosti o, ako je ‘E X‘ > Ey ., ,odnosno > tg.

3.4.2.5.2. Prinos u Z1 do Z5

Iz podataka je vidljivo da promjena kumulativnog prinosa naglo raste do Z1 ili do 72, a
nadalje ima slabi linearni uspon. Ukoliko sam kao odziv procesa za raunanje kriti¢nih
efekata operativnih faktora uzela maksimalnu specificnu brzinu promjene kumulativnog
prinosa, raunajuéi pritom promjenu kroz sve zetve (Z1 do Z5), dobila sam da se specifi¢na
maksimalna brzina u svim pokusima nalazi u vremenu t=0, te na taj nafin nisam mogla
razluditi efekte medu faktorima. Ovo upucuje na &injenicu da se tijekom Zetvi Z1 i Z2 veéina
endogenih retrovirusnih Cestica ispere sa stanica, te da za stanice u uvjetima bez FBS-a moze
biti karakteristi¢an samo linearni uspon kumulativnog prinosa kod zadnjih Zetvi (Z3 do Z5,
eventualno ukljuéujuéi Z2, ukoliko je u linearnom odnosu s Z3 do Z5). Podatke sam prikazala
u nelinearnom modelu, te u linearnom modelu na vrijednostima zadnjih Zetvi. Nagib pravca
linearnog modela predstavlja specificnu brzinu promjene kumulativnog prinosa, odnosno
predstavlja odziv procesa za racunanje kriticnih efekata operativnih faktora. Efekti 1 kritiCne

vrijednosti efekata su ponovo izracunati kao u 3.4.2.5.1.

3.4.2.6. Odredivanje titra virusa mumpsa

Titar virusa mumpsa odreden je kao infektivna doza virusa mumpsa koja izaziva citopatske
promjene (eng. cytopathic effect, CPE) na 50% inficiranih stani¢nih kultura (eng. cell culture
infectious dose 50, CCIDs). Stani¢na kultura Vero nasadena je u mikrotitracijske plocCice s 96
udubina. Pripremila sam po deset trostrukih razrjedenja svakog uzorka koja su nanesena na

stani¢ne kulture u deset udubina mikrotitracijske plocice. U svakom testu koristen je takoder

43



3. Materijali i metode

laboratorijski referens od kojeg je pripremljeno po Cetiri niza trostrukih razrjedenja i prema
kojem je na kraju testa izvrSena korekcija za uzorak. Nakon inkubacije mikrotitracijskih
plo¢ica s inficiranim staniénim kulturama od 10 dana, mikroskopski su ocitane stanicne
kulture na prisutnost CPE. Titar virusa mumpsa odreden je preko Sparman-Kerber-ove

jednadzbe.

3.4.3. Infektivnost retrovirusnih Cestica porijeklom iz stani¢nih kultura
Kako bih otkrila potjece li aktivnost RT od infektivnih endogenih retrovirusnih Eestica,
istrazila sam njihovu infektivnost na indikatorskim stani¢nim kulturama te utjecaj endogenih

retrovirusnih ¢estica na opce stanje miseva i zamorcica.

3.4.3.1. Priprema indikatorskih stani¢nih kultura

Koristila sam indikatorske kulture MRC-5 1 Vero stanica. Prvi korak u pripremi indikatorskih
stani¢nih kultura je disocijacija postoje¢e stanicne kulture enzimskom metodom
(tripsinizacijom). Nakon mikroskopskog pregleda odabrala sam boce u kojima su stanice
konfluentne 1 bez vidljivih znakova kontaminacije. Iz boca sam izbacila potroSeni supernatant
1 zatim isprala stanicni sloj s nekoliko mililitara otopine tripsina prethodno zagrijanog na 37
°C, kako bih uklonila ostatak seruma na stanicama koji bi mogao inhibirati daljnje djelovanje
tripsina. Otopinu tripsina zajedno s ostatkom medija izbacila sam iz boce. Ponovo sam dodala
otopinu tripsina (oko 1 ml) 1 polegla bocu tako da otopina prekrije stanicni sloj. Nakon oko 2
minute stanice su se odvojile od boce. Djelovanje tripsina prekinula sam dodatkom 5 ml
medija MEM-H(N)+10% FBS zagrijanog na 37 °C. Stanice sam mehanicki rasprSila pomocu
pipete tako da sam mlaz stanicne suspenzije iz pipete snazno istisnula u stjenku boce za
kultivaciju.

Sljedeci korak bio je odredivanje koncentracije i1 vijabilnosti stanica u suspenziji. U epruvetu
sam dodala 0,1 ml stani¢ne suspenzije dobivene tripsinizacijom 1 0,9 ml tripanskog modrila
(razrjedenje 1:10). Nakon mijeSanja, automatskom pipetom sam dodala po kap razrijedene
stani¢ne suspenzije uz rub pokrovnog stakalca u dvije komorice za brojanje stanica i pustila
da kapilarnim silama suspenzija ude pod pokrovno stakalce. U svakoj komorici izbrojala sam
zive 1 mrtve (obojene) stanice u Cetiri velika vanjska kvadrata koji se nalaze na uglovima
mrezice (povr§ina jednog kvadrata iznosi 1 mm?®). Koncentraciju stanica izra¢unala sam
prema formuli:

c=n/8x 10" x d
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gdje je

¢ = stani¢na koncentracija (br. stanica/ml)

n = broj stanica u 8 kvadrata

d = faktor razrjedenja

10* = faktor za pretvorbu broja stanica iz 0,1 mm’ u 1 ml
Vijabilnost stanica izracunala sam prema formuli:

vijabilnost (%) = (br. zivih stanica / ukupan br. stanica) x 100
Suspenzija ¢ija je vijabilnost < 85% ne uzima se u daljnji postupak.
U boce za kultivaciju prenijela sam volumen stani¢ne suspenzije tako da bude 2,0x10*
vijabilnih stanica/cm” i dodala medij za rast i odrzavanje stanica (MEM-H + 10% FBS) do 40
ml u bocu za kultivaciju od 75 cm’. Stanice su inkubirane na 37 °C kroz 72 sata prije

infekcije.

3.4.3.2. Testiranje u indikatorskim stani¢nim kulturama

Indikatorske stani¢ne kulture MRC-5 1 Vero inficirala sam supernatantom primarne kulture
PF koji je bio pozitivan u PERT-testu. Indikatorske stani¢ne kulture sam zatim kultivirala
kroz 14 dana tijekom kojih sam skupljala uzorke za PERT-test prema niZe navedenom
protokolu. Sve sam uzorke nakon prikupljanja pohranila prvo na -60 °C ili nize, a nakon toga

centrifugirala, filtrirala i ultracentrifugirala kako je opisano u 3.4.1.2.

Tijekom izvodenja protokola koristila sam stalno istu seriju medija (od MEM-H(N)+10%
FBS 1 MEM-H(N) pripremljeni su svi mediji).

Pripremila sam suspenziju PF u bocama za kultivaciju stanica povrdine 150 cm’ s
inokulumom 1,2x10° stanica/cm’. Dodala sam podlogu MEM-H(N)+5% FBS (uzorak 1) do
ukupnog volumena od 75 ml po boci. Pripremljenu stani¢nu kulturu inkubirala sam na 3542
°C. Nakon 24 sata promijenila sam podlogu tako da sam izbacila supernatant (uzorak 2) i
dodala MEM-H(N)+5% FBS do 75 ml. Nakon 72 sata kultivacije izbacila sam supernatant
(uzorak 3) 1 dodala MEM-H(N)+2% FBS (uzorak 4). Zatim sam stani¢nu kulturu inkubirala
14 dana na 32 °C.

Cetrnaesti dan inkubacije mikroskopski sam pregledala sve boce na prisutnost citopatskog
ucinka, zdruZila sam supernatant iz svih boca s PF, alikvotirala, uzorkovala (uzorak 5) i
pohranila na -60 °C 1ili nize (supernatant prikupljen ovdje sluZio je 1 kao uzorak za

kromatografiju, vidi 3.4.4.). Na PF iz Cetiri boce napravila sam test hemadsorpcije sa
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zamorackim eritrocitima. Eritrociti su bili pripremljeni dan ranije, inkubirani su 30 minuta sa

stanicama u dvije boce na sobnoj temperaturi 1 30 minuta sa stanicama u dvije boce na 2-8 °C.

Pripremila sam sedam boca s indikatorskom kulturom MRC-5 i1 7 boca s indikatorskom
kulturom Vero. Podloga za rast MRC-5 1 Vero stanica bila je MEM-H(N)+10% FBS (uzorak
6).

Na dan infekcije zdruzila sam supernatante iz sedam boca s indikatorskom kulturom MRC-5

(uzorak 7) 11z sedam boca s indikatorskom kulturom Vero (uzorak 8).

U pet boca s indikatorskom kulturom MRC-5 dodala sam po 10 ml supernatanta PF 1
nadopunila do 40 ml s podlogom MEM-H(N)+2,5% FBS. Preostale dvije boce s
indikatorskom kulturom MRC-5 bile su kontrola stani¢ne kulture i u njih sam dodala samo 40

ml podloge.

U pet boca s indikatorskom kulturom Vero dodala sam po 10 ml supernatanta PF i nadopunila
do 40 ml s podlogom MEM-H(N)+2,5% FBS. Preostale dvije boce s indikatorskom kulturom

Vero bile su kontrola stani¢ne kulture 1 u njih sam dodala samo 40 ml podloge.

Sve boce s MRC-5 1 Vero stanicama inkubirane su na 3542 °C kroz 14 dana. Uzorke sam

uzimala prema shemi:

1. dan inkubacije — supernatant iz prve od 5 boca s MRC-5 stanicama (uzorak 9)

— supernatant iz prve od 5 boca s Vero stanicama (uzorak 10)

3. dan inkubacije — supernatant iz druge od 5 boca s MRC-5 stanicama (uzorak 11)

— supernatant iz druge od 5 boca s Vero stanicama (uzorak 12)

7. dan inkubacije — supernatant iz tre¢e od 5 boca s MRC-5 stanicama (uzorak 13)

— supernatant iz tre¢e od 5 boca s Vero stanicama (uzorak 14)

10. dan inkubacije = — supernatant iz ¢etvrte od 5 boca s MRC-5 stanicama (uzorak 15)

— supernatant iz ¢etvrte od 5 boca s Vero stanicama (uzorak 16)

14. dan inkubacije =~ — supernatant iz pete od 5 boca s MRC-5 stanicama (uzorak 17)

— supernatant iz pete od 5 boca s Vero stanicama (uzorak 18)

Svaki put prije uzimanja uzorka pregledala sam boce mikroskopski na prisutnost CPE.
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Cetrnaesti dan inkubacije zdruZila sam supernatant iz dvije kontrolne boce s indikatorskom
kulturom MRC-5 (uzorak 19) i iz dvije kontrolne boce s indikatorskom kulturom Vero
(uzorak 20). Napravila sam test hemadsorpcije sa zamorackim eritrocitima (pripremljenima
dva dana ranije) tako da su stanice iz po jedne boce svake indikatorske kulture inkubirane 30

minuta na sobnoj temperaturi i 30 minuta na 2-8 °C.

Tablica 6: Uzroci za PERT-test.

Uzorak Opis uzorka
broj Stani¢na kultura Medij Supernatzllnt Inkubacija
kulture

1 / MEM-H(N)+5% FBS - /
2 PF / + 24 sata
3 PF / + 72 sata
4 / MEM-H(N)+2% FBS - /
5 PF / + 14 dana
6 / MEM-H(N)+10% FBS - /
7 MRC-5 / + 72 sata
8 Vero / + 72 sata
9 MRC-5 / + 1. dan p.i.°
10 Vero / + 1. dan p.1.
11 MRC-5 / + 4. dan p.i.
12 Vero / + 4. dan p.i.
13 MRC-5 / + 7. dan p.1.
14 Vero / + 7. dan p.1.
15 MRC-5 / + 12. dan p.1i.
16 Vero / + 12. dan p.i.
17 MRC-5 / + 14. dan p.i.
18 Vero / + 14. dan p.1.
19 MRC-5 / + 14. dan p.i. (kontrola)
20 Vero / + 14. dan p.i. (kontrola)

! Potroseni medij nakon inkubacije

? p.i=nakon infekcije MRC-5 i Vero stanica s uzorkom 5 (potroSeni medij, odnosno
supernatant kulture PF)

Korekcija rezultata prema RT-standardu 1 izraCun broja endogenih retrovirusnih cestica,
odnosno molekula RT u uzorku proveden je po istom principu kao u 3.4.1.5. 1 3.4.2.3.

Jednadzbe pravaca za izracun glase:

uzorcil, 2,6,7,8,9,10,13,14,17,18119: y =-4,0203x + 55,607
uzorci 3, 415: y =-3,3695x + 49,041
uzorak 20: y =-3,532x + 50,644
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3.4.3.3. Istrazivanje u Zivotinjama

Negativan utjecaj endogenih retrovirusnih Cestica na opce stanje zamorcadi 1 miSeva istrazen
je u testu opce neskodljivosti (Ph. Eur. 01/2008:20609). U testu su upotrijebljena dva zdrava
zamorceta 1 pet zdravih miSeva koji nisu ranije upotrebljavani u testu. Filtrirani supernatant
pile¢ih fibroblasta (0,22 um filtar) koji sadrzi endogene retrovirusne cestice injiciran je
zivotinjama intraperitonealno. Opce stanje zivotinja praceno je kroz sljede¢ih sedam dana te

su zadnji dan Zivotinje izvagane.

3.4.4. Kromatografija na monolitnim nosa¢ima

3.4.4.1. Priprema uzoraka za PERT-test na monolitnim nosa¢ima

U svrhu standardizacije pripreme uzoraka za PERT-test, koncentrirala sam endogene
retrovirusne cCestice 1 reverznu transkriptazu kromatografijom na monolitnim nosacima,
odnosno CIM-QA-disku (jaki anionski izmjenjiva¢) 1 CIM-SOs-disku (jaki kationski
izmjenjivac). Uzorci za kromatografiju bili su supernatant primarne kulture PF i medij MEM-
H(N)+2% FBS za odrZavanje pile¢ih fibroblasta (centrifugirani i filtrirani kao u 3.4.1.2.).
Endogene retrovirusne cCestice 1 njthove RT koncentrirala sam ionskom kromatografijom
koriste¢i stupnjeviti gradijent soli (tj. eluiranje povecanjem ionske jakosti). S oba diska elucija
je provedena s trostupanjskim gradijentom NaCl-a: 0,2 M, 0,5 M i 1 M. Prije nanoSenja na
QA 1 SOs-disk, uzorak sam svaki puta pomijesala s puferom za vezanje (BB) u omjeru 1:1

(v/v).

Enzime RT koncentrirala sam na dva nacina:

(1) uzorak sam nanijela na diskove, eluirala ga u tri stupnja i testirala u PERT-testu — oznaka
uzorka la; 1 (2) uzorak sam prvo pomijeSala s puferom za lizu u omjeru 1:1 (v/v) kroz 5
minuta, nanijela na diskove, eluirala ga u tri stupnja 1 testirala u PERT-testu — oznaka uzorka
Ic.

U prvom slucaju (1a) koncentrirala sam slobodnu RT prisutnu u uzorku, a u drugom slucaju
(1c), uz RT iz la, koncentrirala sam RT oslobodenu iz endogenih retrovirusnih Cestica

prisutnih u uzorku.

Endogene retrovirusne Cestice kao takve koncentrirala sam na na¢in da sam uzorak nanijela na
diskove, eluirala ga u tri stupnja, zatim pomijesala s puferom za lizu u omjeru 1:1 (v/v) kroz 5

minuta 1 testirala u PERT-testu — oznaka uzorka 1b. U ovom slu¢aju, dobiveni rezultat
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odgovara broju molekula RT koje su kao slobodne prisutne u uzorku (la) zajedno s brojem
molekula RT oslobodenih iz virusnih €estica koncentriranih na disku (1b).

Koncentrirane uzorke prikupila sam kroz pet kromatografija (Tablica 7.) U svakoj
kromatografiji skupila sam uzorak nakon prolaska kroz disk (eng. flowthrough, FT) u kojem
se nalaze molekule RT/virusne Cestice koje se nisu vezale na disk. Zatim sam s 0,2 M, 0,5 M i
1,0 M NaCl-om eluirala molekule RT/virusne Cestice vezane na disk.

Mjerila sam apsorbanciju na 280 nm i uzorke skupljala ru¢no.

Kromatografija na QA-disku

(1) QA-disk, protok 4 ml/min

Pomijesala sam 17,5 ml MEM-H(N)+2% FBS s 17,5 ml BB 1 nanijela na disk. Skupila sam
uzorak FT 1 uzorke eluirane s 0,2 M, 0,5 M i 1,0 M NaCl-om. Po 3 ml svakog uzorka
pohranila sam na -80 °C. Oznake uzoraka su: MEM 1aQAFT, MEM 1aQA0,2, MEM
1aQA0,5 1 MEM 1aQA1,0. Od 3 ml uzorka odvojila sam nakon otapanja po 1 ml i pomijesala
s 1 ml pufera za lizu (opcija 1b), testirala sam u PERT-testu 1 ostatak pohranila na -80 °C.

Oznake uzoraka su: MEM 1bQAFT, MEM 1bQAO0,2, MEM 1bQAO0,5 1 MEM 1bQA1,0.

(2) QA-disk, protok 4 ml/min

Pomijesala sam 10 ml supernatanta primarne kulture PF s 10 ml BB 1 nanijela na disk.
Skupila sam uzorak FT 1 uzorke eluirane s 0,2 M, 0,5 M 1 1,0 M NaCl-om. Skupila sam po 3
ml svakog uzorka. Odvojila sam po 1 ml 1 pomijesala s 1 ml pufera za lizu (opcija 1b),
rasto€ila 4x0,5 ml 1 pohranila na -80 °C. Preostalih 2 ml rastocila sam 4x0,5 ml 1 pohranila na
-80 °C (opcija 1a). Oznake uzoraka su: 1aQAFT, 1aQA0,2, 1aQAO0,5 1 1aQA1,0, te 1bQAFT,
1bQAO0,2, 1bQAO0,5 i 1bQAL,0.

(3) QA-disk, protok 4 ml/min

Pomijesala sam 10 ml supernatanta primarne kulture PF s 10 ml pufera za lizu, inkubirala 5
minuta na sobnoj temperaturi 1 zatim pomijeSala s 20 ml BB i nanijela na disk. Skupila sam
uzorak FT 1 uzorke eluirane s 0,2 M, 0,5 M 1 1,0 M NaCl-om. Skupila sam po 3 ml svakog
uzorka, rasto€ila 6x0,5 ml i pohranila na -80 °C. Oznake uzoraka su: 1cQAFT, 1cQAO0,2,
1cQAO0,5 1 1cQAL1,0.
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Kromatografija na SOs-disku

(4) SOs-disk, protok 4 ml/min

Pomijesala sam 10 ml supernatanta primarne kulture PF s 10 ml BB i nanijela na disk.
Skupila sam uzorak FT 1 uzorke eluirane s 0,2 M, 0,5 M 1 1,0 M NaCl-om. Skupila sam po 3
ml svakog uzorka. Od 3 ml odvojila sam 1 ml 1 pomijesala s 1 ml pufera za lizu (opcija 1b),
rasto€ila 4x0,5 ml 1 pohranila na -80 °C. Preostalih 2 ml rastocila sam 4x0,5 ml 1 pohranila na
-80 °C (opcija la). Uzorci nose nazive: 1aSOs;FT, 1aS030,2, 1aS030,5 1 1aS0;1,0, te
1bSOsFT, 1bS050,2, 16S030,5 1 1bSO51,0.

(5) SOs-disk, protok 4 ml/min

Pomijesala sam 10 ml supernatanta primarne kulture PF s 10 ml pufera za lizu, inkubirala 5
minuta na sobnoj temperaturi 1 zatim pomijeSala s 20 ml BB i nanijela na disk. Skupila sam
uzorak FT 1 uzorke eluirane s 0,2 M, 0,5 M 1 1,0 M NaCl-om. Skupila sam po 3 ml svakog
uzorka, rastocila 6x0,5 ml 1 pohranila na -80 °C. Uzorci nose nazive: 1¢SO;FT, 1¢S0;0,2,

1¢S030,5 1 1¢SO;31,0.

3.4.4.2. Membranska ultrafiltracija kromatografskih uzoraka

Uzorke dobivene kromatografijom dodatno sam koncentrirala membranskom ultrafiltracijom
na Vivaspin™ 500 koncentratorima. Membrana ima propusnost za molekule manje od Mr =
3000. Navedeno sam provela ne toliko zbog koncentriranja uzorka, koliko zbog uklanjanja
soli koja potjece od pufera za eluciju (EB), a koja inhibira RT/PCR reakciju u PERT-testu. U
gornji dio Cetiri Vivaspin epruvete prvo sam nanijela po 500 ul DEPC vode i centrifugirala na
15 000 g kroz 10 minuta kako bi voda prosla kroz membranu koja dijeli gornji 1 donji dio 1
tako ju pripremila za uzorak. Visak vode iz gornjeg dijela sam dekantirala. U gornji dio
Vivaspin epruveta sam zatim dodala po 500 pl uzorka iz kromatografije broj (2) - 1aQAFT,
1aQA0,2, 1aQA0,5 i 1aQA1,0. Uzorke sam centrifugirala kroz 15 minuta na 15 000 g, na
temperaturi 20 °C. U gornjem dijelu na membrani ostalo je jo$ oko 50 ul uzorka. Dekantirala
sam otopinu koja je prosla kroz membranu u donji dio, a u gornji dio dodala po 400 pul PCR-
pufera 1x. Ponovo sam centrifugirala kroz 10 minuta na 15 000 g, na temperaturi 20 °C. U
gornjem dijelu na membrani ostalo je jo§ oko 100 ul uzorka. Dekantirala sam otopinu koja je
proSla kroz membranu u donji dio, a u gornji dio dodala ponovo po 400 ul PCR-pufera 1x.
Ponovo sam centrifugirala kroz 15 minuta na 15 000 g, na temperaturi 20 °C. U gornjem
dijelu na membrani ostalo je oko 90 pul uzorka koji sam skupila u novu Eppendorf epruvetu od

500 pl i pohranila na -80 °C.
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3.4.4.3. Testiranje uzoraka iz kromatografije u PERT-testu

U prvom PERT-testu testirala sam uzorke 1aQA — nerazrijedene 1 razrijedene, te
koncentrirane, odnosno odsoljene membranskom ultrafiltracijom kako bih definirala koji je
uzorak najbolji za testiranje u PERT-testu. Uzorak 1aQAFT testirala sam nerazrijeden i
koncentriran membranskom ultrafiltracijom. Uzorak 1aQA0,2 testirala sam nerazrijeden,
razrijeden 1/100 1 1/1000 1 koncentriran membranskom ultrafiltracijom, a uzorke 1aQAO0,5 1
1aQA1,0 testirala sam razrijedene 1/100 1 1/1000 1 koncentrirane membranskom
ultrafiltracijom (Tablica 7.). U sljede¢im PERT-testovima testirala sam uzorke MEM 1aQA,
I1bQA, 1cQA, 1aS0Os;, 1bSO; 1 1¢SOs3 razrijedene na nacin: FT — 1/10, a eluati 0,2, 0,51 1,0 —
1/100 (Tablica 7.)

Budu¢i da sam za 10, 100, odnosno 1000 puta razrijedila uzorke, izvrSila sam korekciju
rezultata na na¢in da sam prvo preko Ct rezultata i jednadzbe standardnog pravca u pojedinom
testu izraCunala broj pj za svaki uzorak (kao u 3.4.2.3.), zatim sam broj pj pomnozila sa 10,
100 ili 1000 1 preracunala natrag u Ct vrijednosti. Svi Ct rezultati kod kojih je uocCena
inhibicija su na pocetku korigirani prema RT-standardu kako je opisano u 3.4.1.5.

Jednadzbe pravaca glase:

uzorci 1aQA: y=-3,056x+44,417
uzorci 1bQA, 1cQA 1 1aSOs: y=-2,9363x+43,209
uzorci 1bSOs3, 1¢SO;3: y=-3,6027x+51,027

Konacni Ct rezultat za 1aQA je srednja vrijednost mjerenja uzorka 1/100 1 1/1000.

Korigirane Ct vrijednosti sam zatim preracunala u broj molekula RT kao u 3.4.2.3. Dobiveni
broj molekula RT odgovarao je broju molekula RT prisutnom u 10 pl uzorka koji sam stavila
po reakciji u PERT-test. Da bih dobila broj molekula RT prisutnih u volumenu pojedinog
eluata (3 ml za 1aQA 1 1cQA; 1bQA je dvostruko razrijedeni uzorak 1aQA) pomnozila sam
dobiveni broj molekula RT s 300 za 1aQA 1 1cQA, odnosno 600 za 1bQA.

Budu¢i da je volumen FT ve¢i od 3 ml uzorka FT koji sam skupila, pomnoZila sam dobiveni
broj molekula RT tako da odgovara ukupnom volumenu uzorka koji je nanesen na disk.
Konac¢no, ukupni broj molekula RT koncentriranih u pojedinoj varijanti na disku izracunala

sam na nac¢in da sam zbrojila molekule RT iz svih eluata (0,2, 0,5 1 1,0 M).
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Tablica 7: Priprema uzoraka za PERT-test na monolitnim nosacima.

Pocetni uzorak Kroma- Obrada uzorka Ultrafﬂ Razrjedenje U uzorku za PERT-test
za torafiia Oznaka uzorka nakon -tracija uzorka za oéekuie se prisutnost
kromatografiju gratl) kromatografije | (UF) PERT-test J p
MEM 1aQAFT - - 1/10 o '
MEV 10080 ||| iig | i s
MEM 1aQA0,5 i i 1/100 ok o8
. NNEE/A-FBS (1) QA- | MEM 1aQA1,0 - - 1/100
( )—i- Bl; disk MEM 1bQAFT | +pufer za lizu - - koncentriranih slobodnih
MEM 1bQA0,2 | +pufer za lizu - - molell<ul+a RTI ‘iuﬁoclit;‘Qg
T uzorka + mole a 12
MEM 1bQA0,5 | +pufer za lizu - - koncentriranih retrovirusnih
MEM 1bQA1,0 | +pufer za lizu - - Sestica
1aQAFT - + neraz. i UF
koncentriranih slobodnih
1aQA0,2 - +
aQAQ, neraz., 1/100, molekula RT iz pocetnog
12QA0,5 - * | 1/1000i UF wzorka
Supernatant PF | (2) QA- 1aQAI1,0 - +
+ BB disk 1bQAFT +pufer za lizu - 1/10 koncentriranih slobvodnih
1bQA0,2 +pufer za lizu - 1/100 Tz‘z)‘fli‘;fnﬂ;uﬂzcgﬁf
1bQAO0,5 +pufer za lizu - 1/100 koncentriranih retrovirusnih
1bQA1,0 +pufer za lizu - 1/100 Cestica
1cQAFT - - 1/10 koncentriranih slobodnih
Supematant.PF (3) QA- 1cQA0.2 N N 1/100 molekula RT iz pocetnog
+ pufer za lizu disk uzorka + koncentriranih
+ BB 18 1cQA0,5 - - 1/100 molekula RT oslobodenih iz
1cQAL,0 - - 1/100 retrovirusnih Gestica
1aSO5FT - - 1/10
o — —— —— e e
1250,0,5 i i 1/100 ok o8
Supernatant PF | (4) SOs- 1aS051,0 - - 1/100
+ BB disk 1bSO;FT +pufer za lizu - 1/10 koncentriranih slobodnih
16S050,2 +pufer za lizu - 1/100 Tz‘gflf;fnﬂ;uﬂ?gﬁf
1bS0;0,5 +pufer za lizu - 1/100 koncentriranih retrovirusnih
1bS0;1,0 +pufer za lizu - 1/100 Sestica
1cSOsFT - - 1/10 koncentriranih slobodnih
Supematant.PF (5) SO;- 1¢8040.2 N N 17100 molekula RT iz poletnog
+ pufer za lizu disk uzorka + koncentriranih
+ BB s 1c5050,5 - - 1/100 molekula RT oslobodenih iz
1¢S051,0 - - 1/100 retrovirusnih Gestica

3.4.4.4. Usporedba uspjesnosti koncentriranja molekula RT/virusnih ¢estica

Kako bi se mogla usporediti uspjeSnost koncentriranja molekula RT/virusnih cestica

kromatografijom 1 ultracentrifugiranjem u odnosu na broj molekula RT/virusnih Cestica

prisutan u neobradenom uzorku supernatanta kulture PF, u PERT-testu sam takoder testirala

uzorak supernatanta PF. Uzorak supernatanta stavila sam neobraden u test, ili sam ga

prethodno pomijesSala s puferom za lizu u omjeru 1/1 1 1/10. Radi usporedbe s kulturom PF, u

test sam stavila 1 supernatant kulture stanica MRC-5, sam 1 pomijeSan s puferom za lizu u

omjeru 1/1.
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Takoder sam testirala supernatant PF nakon ultracentrifugiranja, sam 1 pomijeSan s puferom

za lizu u omjeru 1/1, kako bih vidjela ostaju 1i u supernatantu RT molekule/virusne Cestice.
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4. REZULTATI

4.1. Aktivnost reverzne transkriptaze porijeklom iz razli¢itih retrovirusa

U svrhu standardizacije PERT-testa i odabira standarda RT za testiranje bioloskih materijala,
testirala sam tri RT porijeklom iz razli¢itih animalnih retrovirusa (3.1.1.). Tijekom uvodenja 1
standardizacije PERT-testa odredila sam sljedece karakteristike: osjetljivost, linearnost,

raspon, granicu detekcije, preciznost, otpornost 1 izdrzljivost.

4.1.1. Standardizacija PERT-testa

U Tablicama 8., 9. 1 10. prikazala sam rezultate za svaku RT kao srednju vrijednost Ct iz svih

provedenih testova za pojedinu koncentraciju RT (}nr), uz standardnu devijaciju (SD n,) i
95%-tni interval pouzdanosti (95%IP n,). Takoder je za svaku koncentraciju RT prikazan
raspon 95%-tnih intervala pouzdanosti (95%]IP) 1 raspon relativnih standardnih devijacija
(RSD) za pojedinacne testove, te RSD medu svim testovima (medutestna RSD).

Rezultati pokazuju da se PERT-testom moze uspjesno myjeriti aktivnost AMV-RT, HIV-RT 1
MLV-RT, odnosno da je test osjetljiv za sve testirane RT. PERT-test je precizan, na S§to
ukazuju vrijednosti 95%IP 1 RSD. Pravci dobiveni iz pojedinih testova za svaku RT su
paralelni, Sto dodatno potvrduje preciznost i posredno ukazuje na tocnost testa u linearnom

rasponu koncentracija (Slike 15., 17.119.).

4.1.1.1. Aktivhost AMV-RT

AMV-RT testirala sam u pet navrata: jedanput u rasponu koncentracija od 10® do 10°
pj/reakeiji, te etiri puta u rasponu koncentracija od 10® do 10" pj/reakciji. Razrjedenja uzorka
bila su desetostruka. U Tablici 8. prikazala sam statisticku obradu vrijednosti Ct iz svih

testova za pojedinu koncentraciju AMV-RT.
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Tablica 8. Vrijednost Ct za razli¢ite koncentracije AMV-RT u PERT-testu.

AMV-RT

Kone.RT , broj Ct £95%IP u RSDu

(pi/ broj | dobivenih s pojedinom | medutestna
a _ pojedinom
reakciji) | testova rez(ult)ata Xn, +SDn, | £95%IP 0, | testy, raspon” testu(, O;z;spon RSD (%)
n, 0

10° 5 15/15 23,35 1,34 0,74 0,70 - 1,48 1,11 -2,56 5,75
107 5 15/15 27,46 0,97 0,54 0,58 - 1,94 0,83 -2,76 3,52
10° 5 14/15 30,90 1,12 0,65 0,53 -1,58 0,01 -2,12 3,61
10° 4 12/12 35,11 1,91 1,21 0,24 - 3,24 0,27 - 3,53 5,44
10* 4 11/12 38,59 2,09 1,41 0,76 - 3,35 0,77 - 6,22 5,43
10° 4 2/12 40,67 0,87 - - 2,15 -
10° 4 0/12 nedetektirano - - - - -
10" 4 0/12 nedetektirano - - - - -

* U jednom testu svaka koncentracija RT testirana je u triplikatu.
® Prikazano samo za testove u kojima je dobiven rezultat od Citavog triplikata.

Linearni prikaz odnosa koncentracije (logio pj) 1 aktivnosti AMV-RT (Ct) u PERT-testu

pokazuje da pravci dobiveni iz pojedinih testova zadovoljavaju kriterije za paralelnost

(»=0,93) u programu Statistica 6.0 (Slika 15.).

AMV-RT

Koncentracija (log1o pj)

2 1

R? = 0,997
R? = 0,997

Slika 15. Pojedinac¢na testiranja AMV-RT u PERT-testu. Svaka tocka predstavlja srednju

vrijednost Ct, a stupci pogreske predstavljaju raspon Ct za pojedinu koncentraciju RT u

jednom testu. Za svaki test povucen je regresijski pravac i odreden koeficijent determinacije.

Regresijska analiza (MO Excel 2003) rezultata iz svih testiranja pokazala je linearnu ovisnost

izmedu pada koncentracije AMV-RT i porasta vrijednosti Ct (p=2,42x107), koju dodatno

potvrduje koeficijent determinacije od 0,992 (Slika 16.).
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AMV-RT

29 T R? = 0,992

Ct
w
>

8 7 6 5 4 3 2 1
Koncentracija (log1o pj)

Slika 16. Srednja vrijednost Ct za AMV-RT u pet PERT-testova (}nr, Tablica 8.). Stupci
pogreske predstavljaju raspon Ct iz svih testiranja pojedine koncentracije RT. Povucen je

regresijski pravac 1 odreden koeficijent determinacije.

4.1.1.2. Aktivnost HIV-RT
HIV-RT testirala sam u tri navrata u rasponu koncentracija od 10° do 10' pj/reakciji.
Razrjedenja uzorka bila su desetostruka. U Tablici 9. prikazala sam statisticku obradu

vrijednosti Ct iz svih testova za pojedinu koncentraciju HIV-RT.
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Tablica 9. Vrijednost Ct za razliite koncentracije HIV-RT u PERT-testu.

HIV-RT
Kone.RT | broi Ct 95%IP u RSDu
(pJ{ B broj dobivenih pojedinom pojedinom | medutestna
reakciji) | testova® rez(ult)ata Xn, +SD n, | £95%IP 1, | testu, raspon® testu(, O;z;spon RSD (%)
n, 0
10° 3 9/9 21,82 1,02 0,78 0,45 -1,63 0,88 -2,90 4,66
10 3 8/9 25,46 0,96 0,80 0,22 - 0,43 0,34 -0,72 3,75
10° 3 8/9 29,57 0,98 0,82 0,94 - 1,35 1,33 -1,84 3,31
10° 3 9/9 33,66 1,32 1,01 0,89 - 1,64 1,12 - 1,96 3,91
10° 3 7/9 36,79 0,85 0,78 0,48 0,06 - 2,61 2,30
10° 3 0/9 nedetektirano - - - - -
10° 3 0/9 nedetektirano - - - - -
10" 3 0/9 nedetektirano - - - - -

* U jednom testu svaka koncentracija RT testirana je u triplikatu.
® Prikazano samo za testove u kojima je dobiven rezultat za ¢itav triplikat

Linearni prikaz odnosa koncentracije (logio pj) 1 aktivnosti HIV-RT (Ct) u PERT-testu

pokazuje da pravci dobiveni iz pojedinih testova zadovoljavaju kriterije za paralelnost

(»=0,99) u programu Statistica 6.0 (Slika 17.).

Ct

HIV-RT

>
"\
A i:\
g
~
8 7 6 5 4 3 2 1

Koncentracija (log1o pj)

R?=0,994

R%=1

Slika 17. Pojedinacna testiranja HIV-RT u PERT-testu. Svaka tocka predstavlja srednju

vrijednost Ct, a stupci pogreske predstavljaju raspon Ct za pojedinu koncentraciju RT u

jednom testu. Za svaki test povucen je regresijski pravac i odreden koeficijent determinacije.

Regresijska analiza (MO Excel 2003) rezultata iz svih testiranja pokazala je linearnu ovisnost

izmedu pada koncentracije HIV-RT i porasta vrijednosti Ct (p=3,72x107), koju dodatno

potvrduje koeficijent determinacije od 0,998 (Slika 18.).
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Slika 18. Srednja vrijednost Ct za HIV-RT u tri PERT-testa (}nr, Tablica 9.). Stupci
pogreske predstavljaju raspon Ct iz svih testiranja pojedine koncentracije RT. Povucen je

regresijski pravac 1 odreden koeficijent determinacije.

4.1.1.3. Aktivnost MLV-RT
MLV-RT testirala sam u Getiri navrata u rasponu koncentracija od 10° do 10" pj/reakciji.
Razrjedenja uzorka bila su desetostruka. U Tablici 10. prikazala sam statisticku obradu

vrijednosti Ct iz svih testova za pojedinu koncentraciju MLV-RT.
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Tablica 10. Vrijednost Ct za razli¢ite koncentracije MLV-RT u PERT-testu.

MLV-RT

Kone.RT | broi Ct 95%IP u RSDu

(pJ/ broj | dobivenih s pojedinom | medutestna
a _ pojedinom
reakciji) | testova rez(ult)ata Xn, £SD n, | £95%IP n: | testu, raspon” testu(, O;z;spon RSD (%)
n, 0

10° 4 12/12 24,78 0,86 0,54 0,61 -1,57 0,97 - 2,61 3,46
107 4 11/12 27,97 0,63 0,43 0,27 -0,93 0,02 - 1,37 2,27
10° 4 12/12 31,89 0,38 0,24 0,20 - 1,40 0,26 - 1,76 1,20
10° 4 11/12 35,82 1,34 0,90 2,84 -3,61 0,02 -4,17 3,74
10* 4 0/12 nedetektirano - - - - -
10° 4 0/12 nedetektirano - - - - -
10° 4 0/12 nedetektirano - - - - -
10" 4 0/12 nedetektirano - - - - -

* U jednom testu svaka koncentracija RT testirana je u triplikatu.
® Prikazano samo za testove u kojima je dobiven rezultat za Citav triplikat.

Linearni prikaz odnosa koncentracije (logjo pj) 1 aktivnosti MLV-RT (Ct) u PERT-testu

pokazuje da pravci dobiveni iz pojedinih testova zadovoljavaju kriterije za paralelnost

(»=0,98) u programu Statistica 6.0 (Slika 19.).

Ct

MLV-

RT

3

Koncentracija (log1o pj)

2 1

Slika 19. Pojedina¢na testiranja MLV-RT u PERT-testu. Svaka tocka predstavlja srednju

vrijednost Ct, a stupci pogreske predstavljaju raspon Ct za pojedinu koncentraciju RT u

jednom testu. Za svaki test povucen je regresijski pravac i odreden koeficijent determinacije.

Regresijska analiza (MO Excel 2003) rezultata iz svih testiranja pokazala je linearnu ovisnost

izmedu pada koncentracije MLV-RT i porasta vrijednosti Ct (p=1,03x107), koju dodatno

potvrduje koeficijent determinacije od 0,998 (Slika 20.).
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Slika 20. Srednja vrijednost Ct za MLV-RT u cetiri PERT-testa (}nr, Tablica 10.). Stupci

pogreske predstavljaju raspon Ct iz svih testiranja za pojedinu koncentraciju RT. Povucen je

regresijski pravac 1 odreden koeficijent determinacije.

4.1.1.4. Usporedba aktivnosti RT porijeklom iz razli¢itih retrovirusa

Usporedila sam rezultate PERT-testa za tri RT porijeklom iz razli¢itih retrovirusa (Tablica

11., Slika 21.). Podatke sam analizirala linearnom regresijom 1 izracunala sam koeficijent

determinacije. Pravci dobiveni iz testova za svaku RT su paralelni. Varijable koje sam mjerila

u PERT-testu u linearnoj su korelaciji. Korelacija je pozitivna: niska koncentracija RT

odgovara manjoj aktivnosti RT (porast vrijednosti Ct). Koeficijenti determinacije vrlo su

visoki (0,99).

Tablica 11. Linearnost 1 koeficijent determinacije za RT porijeklom iz razli¢itih retrovirusa u

PERT-testu.
Reverzna transkriptaza
AMV-RT HIV-RT MLV-RT
Linearnost 10°do 10° pj | 10" do 10° pj | 10° do 10° pj
Koeficijent determinacije (R”) 0,992 0,998 0,998
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Slika 21. Usporedba rezultata PERT-testa tri RT porijeklom iz razli¢itih retrovirusa (sumarni

prikaz Slika 16. 18.120.).

4.1.2. Granica detekcije PERT-testa
PERT-testom se mogu detektirati vrlo niske koncentracije RT u uzorku (10° pj RT oznacava

koncentraciju uzorka koji je od koncentracije 1 j/ul razrijeden 10° puta). U Tablici 12.

(granica detekcije 10° pj, odnosno 10*pj) nego za MLV-RT (granica detekcije 10° pj).

Tablica 12. Granica detekcije za RT porijeklom iz razli€itih retrovirusa u PERT-testu.

Reverzna transkriptaza
AMV-RT HIV-RT MLV-RT

Granica detekcije 10° pj 10" pj 10° pj

4.1.3. Otpornost PERT-testa

Tijekom uvodenja PERT-testa prvotni volumen PCR smjese po reakciji bio je 25 pul, a ukupni
volumen u mikroepruveti tijekom PCR-a 50 pl. Komercijalni komplet za preciznu
kvantifikaciju lan¢anom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (2 x TagMan® Gene
Expression Master Mix) dvostruko je koncentriran te ga je trebalo razrijediti tako da se na 50
pul ukupnog volumena doda 25 pl reagensa iz komercijalnog kompleta. No, da bi se

zadovoljio volumen od 50 pl tijekom PCR-a nisam ga mogla dodati u volumenu u kojem je
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trebalo (25 pl), ve¢ sam dodala u volumenu od 21 pl kako bi ostalo prostora za druge
reagense. Rezultati PERT-testa sa smanjenom koncentracijom ovog reagensa nisu bili
zadovoljavaju¢i, odnosno Ct je bio visSi od ocekivanog. Upotrebom odgovarajuce
koncentracije reagensa (30 ul na 60 pul PCR smjese), odnosno podeSavanjem volumena PCR
smjese na 60 pl poboljSala sam izvedbu 1 granicu detekcije PERT-testa (primjer za razrjedenje

10° AMV-RT: prije korekcije Ct je 28,37, nakon korekcije Ct je 24,33).

Tijekom uvodenja PERT-testa koristila sam AmpliWax kuglice koje omogucuju odvijanje
reakcije RT 1 PCR reakcije bez otvaranja mikroepruveta izmedu ta dva koraka 1 tako smanjuju
mogucnost kontaminacije. Rezultati PERT-testa izvodenog s AmpliWax kuglicama nisu bili
zadovoljavajuéi, odnosno Ct je bio vi§i od o&ekivanog (primjer za razrjedenje 10° AMV-RT:
s AmpliWax kuglicama Ct je 29,89, bez AmpliWax kuglica Ct je 28,37). AmpliWax kuglice
vrlo su nespretne za upotrebu i tesko se njima manipulira. Iz navedenih razloga nisam ih dalje
koristila. Tijekom izvodenja PERT-testova bez kuglica niti jednom nisam uocila

kontaminaciju.

Tijekom uvodenja PERT-testa koristila sam koncentraciju dNTP-a od 0,25 nmol/pl 1 deset
puta vecu koncentraciju. Nije uocena razlika izmedu dobivenih rezultata PERT-testa te sam
dalje koristila koncentraciju 0,25 nmol/ul (primjer za razrjedenje 10° AMV-RT: s
koncentracijom dNTP-a 0,25 nmol/ul Ct je 29,89, deset puta veca koncentracija ANTP-a daje
Ct 29,85).

Tijekom uvodenja PERT-testa testirala sam koncentraciju MS2-RNA od 0,32 pg/reakciji
(Pyra 1 sur., 1994; Andre i sur., 2000), deset puta manju koncentraciju (0,032 pg/reakciji) 1
koncentraciju 1,6 pg/reakciji (nerazrijedena RNA). Rezultati PERT-testa izvodenog s
koncentracijama MS2-RNA od 0,32 pg/reakeiji 1 1,6 pg/reakciji bili su podjednaki. Rezultati
PERT-testa izvodenog s koncentracijom MS2-RNA 0,032 pg/reakciji bili su loSiji, odnosno
Ct je bio visi u odnosu na rezultate s veCom koncentracijom MS2-RNA (primjer za
razrjedenje 107 AMV-RT: uz koncentraciju RNA 0,32 pg/reakciji Ct je 36,62, a uz
koncentraciju 0,032 npg/reakciji Ct je 39,27). Nastavila sam koristiti koncentraciju 0,32
ug/reakciji.

4.1.4. Izdrzljivost
[zdrzljivost PERT-testa testirala sam na slijede¢e nacine:
(1) Tijekom istraZivanja aktivnosti AMV-RT koristila sam enzim od dva razli¢ita proizvodaca

(Roche 1 Finnzymes). Nije uocena znacajna razlika izmedu aktivnosti AMV-RT (primjer za
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razrjedenje 10° AMV-RT: uz enzim od Roche-a Ct je 24,33, a uz enzim od Finnzymes-a Ct je
23,72).

(2) Tyekom istrazivanja aktivnosti RT koristila sam pocetnice od dva razli¢ita proizvodaca
(Applied Biosystems 1 Eurofins MWG Operon). Nije uocena razlika izmedu aktivnosti RT
(primjer je jednak kao pod (1)).

(3) Tijekom uvodenja PERT-testa u RT koraku koristila sam 10xPCR-pufer (GE Healthcare)
ili umjesto njega odgovaraju¢i pufer za AMV-RT (5 x Incubation buffer for AMV-RT,
Roche). Rezultati PERT-testa izvodenog s puferom za AMV-RT nisu bili zadovoljavajuci (Ct
je bio visi od o&ekivanog) te sam dalje koristila 10xPCR-pufer (primjer za razrjedenje 10~

AMV-RT: uz 10xPCR-pufer Ct je 24,33, uz pufer za AMV-RT Ct je 28,31).

(4) Tijekom uvodenja PERT-testa koristila sam pojedinaéne mikroepruvete za PCR s
odgovaraju¢im cepovima 1 takoder plocice za PCR s 96 mikroepruveta s odgovaraju¢om
pokrivnom folijom. Izmjerene aktivnosti RT nisu se razlikovale ovisno o vrsti upotrijebljene

mikroepruvete te se mogu koristiti obje vrste mikroepruveta.

4.1.5. Odabir standarda za testiranje bioloSkog materijala
Budu¢i da se prisutnost RT o¢ekuje u bioloSkom materijalu porijeklom iz ptica, odlucila sam
kao standard u PERT-testu koristiti AMV-RT. Navedena RT pokazala se kao dobar standard,

lako je dostupna, a aktivnosti AMV-RT razli€itih proizvodaca se ne razlikuju.

4.2. Aktivnost reverzne transkriptaze u stani¢énim kulturama i embrioniranim jajima
PERT-testom istrazila sam aktivnost reverzne transkriptaze u matriksu, supernatantima
razli¢itih neinficiranih primarnih, diploidnih i kontinuiranih stani¢nih kultura 1 supernatantima
primarne kulture pile¢ih fibroblasta (PF) inficirane virusom mumpsa. Takoder sam istrazila
aktivnost RT u embrioniranim jajima.

Kod istrazivanja stani¢nih kultura, pocetni materijal za pripremu uzorka za PERT-test bio je
supernatant stani€ne kulture koji sam ultracentrifugirala. Na talog sam nakon
ultracentrifugiranja dodala pufer za lizu. Resuspendirani talog je uzorak za PERT-test. Na isti
nacin pripremila sam 1 uzorke alantoisne tekucine i albumena embrioniranih jaja.

U svakom PERT-testu testirala sam standard AMV-RT u rasponu koncentracija od 10* do
10" pj po reakciji. Svaki uzorak testirala sam u izvornom obliku i nakon §to sam dodala 10"
pj AMV-RT-standarda (eng. spike). Rezultati su izrazeni kao broj Ct, koji predstavlja srednju

vrijednost tri, odnosno najmanje dva mjerenja u sklopu jednog PERT-testa.
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4.2.1. Aktivnost reverzne transkriptaze u matriksu

Matriks supernatanta stani¢ne kulture je medij za rast ili odrzavanje stanica. Testirala sam
medij MEM-H(N), u koji sam dodala razli¢ite volumne udjele fetalnog govedeg seruma
(FBS). Testirala sam i sami FBS. Vrijednosti Ct za testirane uzorke medija 1 FBS-a prikazane

su u Tablici 13.

Tablica 13. Aktivnost RT u podlozi za rast ili odrZavanje stanica 1 FBS-u.

Ct
Podloga Serija (B) RT- (C) uzorak+

(A) uzorak standard | RT-standard C-B
MEM-H(N) 1 nedetektirano 16,68 17,01 0,33
1 nedetektirano 16,68 17,50 0,82

_ + 0 2 ’ )
MEM-H(N) + 2% FBS 2 38,81* 16,57 18,76 2,19
1 34,51* 16,47 16,12 -0,35

_ 0 ) 2 2 2
MEM-H(N) +5% FBS > nedetektirano | 15.32 1621 0.89
1 nedetektirano 16,68 25,65 8,97
2 nedetektirano 15,16 18,82 3,66

_ 0 2 ’ )
MEM-H(N) + 10% FBS 3 33.53% 16.47 16.33 20.14
4 nedetektirano 15,32 18,77 3,45
FBS 1:100%* 1 nedetektirano 15,32 14,93 -0,39

* MEM-H(N)+2% FBS ili 5% FBS dobiven je od MEM-H(N)+10% FBS razrjedivanjem s
MEM-H(N)

** FBS sam razrijedila 100x jer sam zbog pozitivnog rezultata za MEM-H(N)+10% FBS
ocCekivala njegovu visoku vrijednost, a ujedno sam zeljela razrjedivanjem maknuti inhibiciju

U mediju bez FBS-a nisam uocila aktivnost RT. Medij s FBS-om u vecini pokusa inhibira
RT-standard u uzorku, $to je posebno vidljivo za MEM-H(N)+10% FBS. U jedinom pokusu u
kojem nije bilo inhibicije PERT-testa detektirala sam neocekivano visoku aktivnost RT u
mediju s 10% FBS-a. Budu¢i da su medij s 2% FBS-a i s 5% FBS-a pripremljeni od medija s
10% FBS-a, pozitivan rezultat u njima bio je ocekivan, a 1 aktivnost je padala sukladno padu
postotka FBS-a, Sto je posebno uocljivo izmedu uzoraka s 10% FBS-a (49383 RT
molekule/ml) 1 5% FBS-a (28172 RT molekule/ml). Testirani ¢isti FBS iste je serije kao i

FBS u mediju, samo iz razli¢ite posiljke.

Budu¢i da sam uocila da medij s FBS-om inhibira PERT-test, istraZila sam utjecaj FBS-a i1z
potroSenog medija, odnosno supernatanta stanicne kulture PF porijeklom iz komercijalnih
jaja, na PERT-test. Dio stanica PF kultivirala sam kontinuirano od 1. do 16. dana u mediju za

rast stanica s 2,5% FBS-a, dok sam s drugog dijela stanica 13. dan od uspostave kulture
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uklonila medij s 2,5% FBS-a i dodala isti medij bez FBS-a. Sesnaesti dan skupila sam oba

supernatanta, obradila ih 1 testirala u PERT-testu. Rezultati su prikazani u Tablici 14.

Tablica 14. Utjecaj seruma (FBS) u supernatantu primarne kulture PF na rezultat PERT-testa.

. Ct
Primarna Starost
stani¢na . oy Medij za rast uzorak
kul Serija | stani¢ne . RT- uzorak+ | Kkorigiran
ultura Kkulture stanica worak | oo RT- prema
PF standar standard RT-
standardu
Stanice kultivirane od
1 16 dana | 1. do 16. dana u mediju | 23,19 16,68 19,47 20,40
s 2,5% FBS-a
konzu-
mna jaja Stanice kultivirane od
1. do 13. dana u mediju
1 16 dana | s2,5%FBS-a,od 13. | 23,21 16,68 18,19 21,70
do 16. dana u mediju
bez FBS-a

Rezultati iz Tablice 14. pokazuju (1) da u supernatantu kulture PF ima molekula RT, (2) da je
veca aktivnost RT u kulturi kontinuirano kultiviranoj u prisutnosti FBS-a (ukoliko gledamo
korigirane vrijednosti Ct) 1 (3) da supernatant primarne kulture PF porijeklom iz
komercijalnih jaja inhibira RT-standard, a inhibicija je izrazenija u kulturi koja je

kontinuirano kultivirana u prisutnosti seruma.

4.2.2. Stabilnost uzoraka za PERT-test

Uzorak za PERT-test je resuspendirani talog filtrata supernatanta kulture nakon
ultracentrifugiranja. Istrazila sam stabilnost filtrata s kulture PF porijeklom s SPF-jaja, starih
24 sata 1 72 sata, obzirom na operativne uvjete tijekom pripreme uzoraka. Uzorkovani
supernatant sam filtrirala 1 filtrat podijelila u tri dijela — prvi dio ultracentrifugirala sam
odmah nakon filtriranja, drugi dio nakon 24 sata pohrane filtrata na 2-8 °C (samo s 24 sata
stare kulture) 1 tre¢i dio nakon zamrzavanja na -80 °C kroz nekoliko dana. Izmjerene

vrijednosti Ct prikazane su u Tablici 15.
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Tablica 15. Stabilnost filtrata za pripremu uzorka za PERT-test.

Primarna Starost . Ct
stani¢na | Serija | stani¢ne Filtrat
ultracentrifugiran RT- uzorak+
kultura PF kulture uzorak | i ndard | RT-standard
1 24 sata svjez 29,76 15,82 26,94
1 24 sata | nakon 24 sata na 2-8 °C 31,73 15,82 nije testirano
SPF-jaja 1 24 sata nakon Zflg(])r %évanja ha 30,78 15,82 nije testirano
1 72 sata svijez 23,58 15,82 17,37
1 72 sata nakon Zflg(])r févanja ha 21,88 15,82 nije testirano

U odnosu na svjeze pripremljeni filtrat, pohrana filtrata prije ultracentrifugiranja kroz 24 sata

na 2-8 °C ili pohrana na -80 °C nije znacajno utjecala na rezultate PERT-testa.

Stabilnost dva uzorka resuspendiranog taloga za PERT-test testirala sam nakon dugotrajne
pohrane na -80 °C. Resuspendirani talog sam nakon pripreme podijelila na vise alikvota,
jedan alikvot testirala sam odmah u PERT-testu, a drugi nakon pohrane od 1 godine. Rezultati
prikazani u Tablici 16. pokazuju da pokazuju da tijekom pohrane uzoraka za PERT-test na -80
°C kroz godinu dana razina aktivnosti RT pada, odnosno da stabilnost uzorka pada. Testirani
svjezi uzorci imali su odmah u pocetku visoku razinu aktivnosti RT tako da je aktivnost RT
uocena 1 nakon godinu dana, bez obzira na pad. U slu¢aju uzoraka s niskom razinom

aktivnosti RT u pocetku, vazno je voditi raCuna o vremenu pohrane prije testiranja.

Tablica 16. Stabilnost uzorka za PERT-test.

Ct
Primarna stani¢na Starost
Serija | stani¢ne Uzorak testiran RT- uzorak+
kultura PF Kul uzorak RT-
ulture standard
standard
1 24 sata svjez 16,26 23,72%* 17,09
.. .. 1 24 sata | nakon 1 godine na -80 °C 24,57 16,68 19,97
komercijalna jaja —
1 9 dana svjez 14,90 23,72%* 15,39
1 9 dana | nakon 1 godine na -80 °C 20,28 16,68 19,67

* Koncentracija RT-standarda nije bila 10" pj po reakciji kao za sve druge uzorke ve¢ 10° pj
po reakciji (navedeni uzorci bili su prvi ikad testirani te je nakon njihovog testiranja
korigirana koncentracija RT-standarda). Ct za uzorak+RT-standard je stoga irelevantan jer je
koncentracija RT u uzorku znatno veca od koncentracije RT u RT-standardu.
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4.2.3. Aktivnost reverzne transkriptaze u neinficiranim stanicnim Kkulturama i
embrioniranim jajima

4.2.3.1. Primarne stani¢ne kulture

PERT-testom istrazila sam primarnu kulturu pile¢ih fibroblasta (PF) porijeklom iz dva izvora:
oplodenih komercijalnih jaja 1 oplodenih SPF-jaja.

Primarna kultura PF porijeklom iz oplodenih SPF-jaja, pripremljena prema protokolu P,
kultivirana je kroz 24, 72 1 96 sati (serije 1 1 2), a ona pripremljena prema protokolu K
kultivirana je kroz 24 1 72 sata (serija 3). Primarna kultura PF porijeklom iz oplodenih SPF-
jaja, pripremljena prema protokolu K, kultivirana je 14 dana.

Primarna kultura PF porijeklom iz oplodenih komercijalnih jaja pripremljena je prema

protokolu K. Rezultati istraZivanja prikazani su u Tablici 17.

Tablica 17. Aktivnost RT u neinficiranim primarnim stani¢nim kulturama PF.

Ct
. Primarna Starost uzorak
Pon"?klo stani¢na Serija | stanicne RT- uzorak+ Korigiran
stanica k RT- g
kultura (PF) Kulture uzora standard prema RT-
standard

standardu

1 24 sata 29,76 15,82 26,94 18,64

72 sata 23,58 15,82 17,37 22,03

5 24 sata 19,86 15,16 15,50 19,52

96 sati 17,09 15,16 15,42 16,83

24 sata 18,25 16,47 16,55 18,17

SPF-jaja 3 72 sata 21,95 16,57 20,50 18,02

14 dana 22,41 16,57 18,75 20,23

.. 4 14 dana 24,35 16,23 15,90 24,35

embrij

Jeta 5 14 dana 21,33 16,23 17,22 20,34

P 6 14 dana 23,69 16,23 18.81 21,11

7 14 dana 24,70 17,32 17,39 24,63

24 sata 24,57 16,68 19,97 21,28

4 dana 19,42 16,68 19,57 16,53

komercijalna 1 6 dana 19,83 16,68 19,28 17,23

jaja 9 dana 20,28 16,68 19,67 17,29

11 dana 19,52 16,68 19,56 16,64

16 dana 23,19 16,68 19,47 20,40
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Slika 22. Aktivnost RT u stani¢nim kulturama pile¢ih fibroblasta porijeklom iz SPF-jaja.
[]- serija 1 (24h i 72h); [l - serija 2 (24h 1 96h); [ - serija 3 (24h, 72h i 14 dana); [O- serija
4 (14 dana); [J- serija 5 (14 dana); [l - serija 6 (14 dana) i [l - serija 7 (14 dana).

Aktivnost RT u staniénim kulturama PF, konzumna jaja,
jedna serija
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Slika 23. Aktivnost RT u stani¢nim kulturama pilec¢ih fibroblasta porijeklom iz komercijalnih
jaja.

U svim sam testiranim primarnim stani¢nim kulturama porijeklom iz pile¢ih embrija otkrila

aktivnost RT (Tablica 17., Slike 22. 1 23).
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U supernatantu 24-satne primarne kulture PF porijeklom iz SPF-jaja (serija 1) postoji faktor
koji inhibira aktivnost RT (vrijednost Ct za uzorak+RT-standard je znatno veca od vrijednosti
Ct za sam RT-standard) (Tablica 17. 1 Slika 22.). U uzorku s iste stani¢ne kulture stare 72 sata
inhibicija je znatno manja. Nakon korekcije za inhibiciju, uo¢avam da je aktivnost RT veca u

kulturi staroj 24 sata.

Uzorci serije 2 nisu inhibirali PERT-test niti u kulturi staroj 24 sata niti u kulturi staroj 96 sati.

Aktivnost RT u kulturi staroj 96 sati je ve¢a nego u kulturi staroj 24 sata.

U uzorcima iz serije 3 inhibicija je uoc¢ena u kulturama starim 72 sata i1 14 dana, ali je nema u
kulturi staroj 24 sata. Nakon korekcije za inhibiciju, aktivnost RT je podjednaka u kulturi

staroj 24 1 72 sata, a manja je u kulturi staroj 14 dana.

Prema rezultatima prikazanima u Tablici 17. 1 na Slici 22. zakljucila sam da je aktivnost RT
podjednaka u svim testiranim supernatantima porijeklom s kontrolnih kultura PF starih 14
dana, uz raspon Ct od 20 do 24. U tri uzorka primarne kulture PF uocila sam inhibiciju
aktivnosti RT, dok u ostala dva uzorka nisam.

Rezultati ukazuju na neujednacenost kvalitete supernatanata kulture SPF-jaja obzirom na

aktivnost RT 1 inhibiciju PERT-testa pri kratkotrajnoj kultivaciji.

Supernatanti kulture pile¢ih fibroblasta iz komercijalnih jaja kultivirani su kroz 16 dana, a
uzorkovani su 24 sata i zatim 4, 6, 9, 11 1 16 dana nakon uspostave kulture. U uzorcima je
detektirana aktivnost reverzne transkriptaze koja pokazuje tendenciju porasta unutar prva
Cetirt dana kultivacije. Aktivnost RT je konstantna od 4. do 11. dana kultivacije, ali se 16.
dana vraca na vrijednost oc¢itanu nakon 24 sata kultivacije. U tim supernatantima takoder
postoji faktor koji inhibira RT standard u uzorku 1 koli¢ina tog faktora se ne mijenja tijekom
kultivacije (Tablica 17., Slika 23.). Obzirom da sam istrazila samo jednu seriju kulture iz
komercijalnih jaja ne mogu suditi o ujednaCenosti kvalitete supernatanata kulture

komercijalnih jaja.

Razina aktivnosti RT u svim istrazenim kulturama pile¢ih fibroblasta (i od oplodenih SPF-jaja
1 od oplodenih komercijalnih jaja) nakon kultivacije od 14, odnosno 16 dana, jednaka je ili
manja od razine aktivnosti nakon uspostave stanicne kulture. Prema tome zakljucujem da
aktivnost RT potjece od neinfektivnih endogenih retrovirusnih estica koje se luce iz stanica

tijekom kultivacije, no nisu se sposobne umnazati.
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4.2.3.2. Embrionirana jaja

Testirani uzorci alantoisne tekucine 1 albumen embrioniranih jaja bili su pozitivni u PERT-

testu. U uzorku alantoisne tekucine prisutno je 300 000x vise endogenih retrovirusnih Cestica.

Tablica 18. Aktivnost RT u embrioniranim jajima.

Ct
uzorak
Uzorak Porijeklo uzorka RT- uzorak+ korigiran prema
uzorak RT- . A
standard standard razrjedenju i
RT-standardu
Albumen 1:10 smizdruzenog | 3,40 | 153 | 16,64 36,09
uzorka iz 5 jaja
Alantoisna tekuc¢ina 5 ml zdmzepqg 19.63 15.32 17,59 17.36
1:10 uzorka iz 3 jaja

4.2.3.3. Diploidne i kontinuirane stani¢ne kulture

U PERT-testu istrazila sam supernatante diploidne stanicne kulture MRC-5 1 kontinuiranih

stani¢nih kultura A549, SH-SYS5Y, Vero i Vero WHO.

Tablica 19. Rezultati PERT-testa za diploidnu 1 kontinuirane stani¢ne kulture.

Rezultati (Ct)
Uzorak Medij uzorak RT- uzorak+RT
standard -standard

MRC-5 n+13 MEM-H(N)+10% FBS 42,23 16,47 15,87
MRC-5 n+17 MEM-H(N)+10% FBS 42,57 16,30 15,34
A549 11. p. DMEM-H(N)+10% FBS 38,83 16,30 16,32
A549 12. p. DMEM-H(N)+10% FBS 41,12 16,30 16,06
A549 13. p. DMEM-H(N)+10% FBS 41,05 16,30 16,13
SH-SY5Y 10. p DMEM-H(N)+10% FBS 41,27 16,30 16,60
SH-SYSY 11.p DMEM-H(N)+10% FBS 38,96 16,30 15,51
SH-SYSY 12.p DMEM-H(N)+10% FBS 39,23 16,30 15,38
Vero, 36. p. MEM-H(N)+10% FBS 42,66 16,47 15,66
Vero (WHO) 145. p. MEM-H(N)+10% FBS nedetektirano 16,30 18,27

U svim testiranim supernatantima, osim u supernatantu Vero WHO stanica, dobila sam

pozitivan rezultat u PERT-testu. Visoka vrijednost Ct ukazuje na mali broj molekula RT

prisutnih u supernatantu. Supernatant Vero WHO stanica inhibirao je PERT-test te stoga

rezultat nisam mogla ocitati, Sto ne znaci da u tom supernatantu takoder ne postoji mali broj

molekula RT. Visoke vrijednosti Ct za navedene stani¢ne kulture nalaze se na samom rubu

detekcije metode.
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4.2.4. Aktivnost reverzne transkriptaze u inficiranim stani¢nim kulturama
Istrazila sam aktivnost RT u primarnim stani¢nim kulturama pile¢ih fibroblasta porijeklom iz
SPF-jaja, koje su bile inficirane virusom mumpsa, cjepni soj L-Zagreb. U supernatantima

inficiranih stani¢nih kultura se, uz virus, medij 1 serum, nalazi 1 stabilizator za virus.

4.2.4.1. Utjecaj stabilizatora u uzorku na PERT-test

Provjerila sam ima li prisutnost stabilizatora u uzorku utjecaj na rezultate PERT-testa.
Rezultati iz Tablice 20. pokazuju da se nerazrijedeni supernatanti 1 supernatanti razrijedeni s
20% MEM-H(N) (v/v) u PERT-testu ne razlikuju. Takoder, ti uzorci nisu inhibirali PERT-
test. Supernatanti u koje sam dodala 20% stabilizatora (v/v) inhibirali su PERT-test. Iz tog
razloga, uzorke supernatanata inficirane kulture pile¢ih fibroblasta nisam stabilizirala sa

stabilizatorom nakon prikupljanja, ve¢ sam ih odmah pohranila na -80 °C ili nize.

Tablica 20. Istrazivanje utjecaja stabilizatora na rezultate PERT-testa (postoci predstavljaju

volumne udjele).

Ct

Uzorci Matriks uzorak+
uzorak RT-standard RT-standard

supernatant PF, 24 sata

nakon uspostave kulture MEM-H(N)+10%FBS 19,86 15,16 15,50

supernatant PF, 24 sata MEM-H(N)+10%FBS

nakon uspostave kulture + + 20% MEM.H 19,41 15,16 15,32
20% MEM-H(N) (kontrola) 0% M)

supernatant PF, 24 sata o

nakon uspostave kulture + %E;go/?gl); %i(;:t)grlzs 20,71 15,16 17,07
20% Stabilizatora

supernatant PF, 96 sata MEM-H(N)+10%FBS 17,09 15,16 15,42
nakon uspostave kulture

supernatant PF, 96 sata o

nakon uspostave kulture + Mf %;ORZII)EJ;}IOI{/EE?S 16,38 15,16 15,07
20% MEM-H(N) (kontrola)

supernatant PF, 96 sata o

nakon uspostave kulture + MEM-H(N)+10%FBS 19,25 15,16 17,79

oH + 20% Stabilizat
20% Stabilizatora o Stabilizatora

MEM-H(N)+10% FBS - nedetektirano 15,16 18,63

MEM-H(N)+10% FBS +

20% MEM-H(N) (kontrola) - nedetektirano 15,16 18.82

MEM-H(N)+10% FBS +

20% Stabilizatora - nedetektirano 15,16 nedetektirano
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4. Rezultati

4.2.4.2. Aktivnost RT u inficiranim stani¢nim kulturama — Ct vrijednosti

Rezultati koji slijede su rezultati analize uzoraka Zetvi iz pokusa P1 do P8 bez dodanog

stabilizatora.
Tablica 21. Aktivnost RT (Ct) u zetvama Z0 do Z5 u pokusima P1 do P8.
Ct
Operativni v
Pokus . Zetve uzorak+
fak 3
aktori uzorak RT-standard RT-standard
70 21,12 15,34 16,73
71 26,16 15,34 15,95
72 28,43 15,34 15,77
P P, A 24sata i —53 2928 15,34 1521
74 29.45 15,34 15,38
75 29.64 15,34 15,48
70 17,92 15,34 15,98
71 27.35 15,34 15,30
72 29.10 15,34 17,02
P2 K A 24 sata i —53 28.10 15.34 15.61
74 30,82 15,34 15,55
75 31,06 15,34 15,34
70 22.85 14,96 18,44
71 25,09 14,96 17,19
72 26,98 14,96 15,82
P3| P, B, 24sata —53 26.81 14.96 15.60
74 26,30 14,96 15,27
75 27,51 14,96 15,37
70 19,21 14,96 16,80
71 22.96 14,96 16,08
72 24.65 14,96 15,13
P4 | K, B, 24 sata >3 26.65 14.96 15.40
74 26,29 14,96 15,51
75 29,50 14,96 15,24
70 19,59 15,24 17,16
71 25.35 15,24 17,37
. 72 24,84 15,24 15,99
PSP A 48satl 53 25.16 1524 15,44
74 27.37 15,24 15,77
75 28,90 15,24 15,63
70 17,50 15,24 16,76
71 23.80 15,24 18,50
. 72 24,57 15,24 15,39
P6 | K A 48 satl 57 30.00 15.04 15.66
74 30,44 15,24 15,69
75 36,14 15,24 15,65
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4. Rezultati

nastavak Tablice 21.

Operativni Ct
Pokus . Zetve uzorak+
fakt 3
aktorl uzorak RT-standard RT-standard
70 22.46 14,82 17,96
71 26,29 14,82 18,95
|72 28,32 14,82 21,22
P7 | P, B, 48 sati —>7 24.73 14.82 15.60
74 25,87 14,82 15,79
75 27,14 14,82 15,30
70 19,68 14,82 18,01
71 20,80 14,82 16,59
) 72 22.88 14,82 15,72
P8 | K, B, 48 sati —53 25.82 14.82 15.36
74 27.34 14,82 15,25
75 32,48 14,82 15,31

Aktivnost RT u pojedinim Zetvama (Z0 do Z5) kroz pokuse prikazana je na Slici 24..

Vrijednost Ct u uzorku korigirana je prema vrijednosti Ct u uzorku+RT-standard.

Aktivnost RT u Z0 do 25

13,00
16,00 I: ;?
19,00 O
03
2200 4w W val
B4
& 25,00 a5
28,00
31,00 +
34,00 +
37,00 -
P8
Pokusi (P)

Slika 24. Usporedba aktivnosti RT u zetvama 1 pokusima (korigirano prema RT-standardu).

U svim pokusima aktivnost RT najvi$a je u Zetvi nula (Z0) (Slika 24.), a zatim se smanjuje u
svakoj sljedeéoj Zetvi i najniZa je u petoj zetvi (Z5), bez obzira na operativne uvjete pojedinog
pokusa. Navedeno je i odekivano jer je vrijeme prije skupljanja Zetve Z0 najduze (72h), za

razliku od Zetvi Z1-Z5 koje su prikupljane nakon 24h ili 48h.
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4. Rezultati

Slike 25. do 32. koje slijede sadrze prikaze rezultata iz Tablice 21., po pokusima (P1 do P8),

bez korekcije rezultata prema uzorku RT-standarda.

Ct

13,00
16,00
19,00
22,00
25,00
28,00
31,00
34,00

37,00

Pokus P1 (P, A, 24h)
—o—P1
— & — S —=— P1+spike
spike
AN
20 2 22 Z3 Z4 75 . N
Zetve (2)

Slika 25. Aktivnost RT kroz zetve u pokusu P1 (P: nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa

na stani¢ni sloj; 24h: Zetve svaka 24 sata).

Ct

13,00
16,00
19,00
22,00
25,00
28,00
31,00
34,00

37,00

Pokus P2 (K, A, 24h)
— . —e—P2
| e e —m P2+spike
\ e spike
\\ &
\/
20 21 72 73 74 75 . .
Zetve (2)

Slika 26. Aktivnost RT kroz zetve u pokusu P2 (K: nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa

na stani¢ni sloj; 24h: Zetve svaka 24 sata).
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Ct

13,00
16,00
19,00
22,00
25,00
28,00
31,00
34,00

37,00

Pokus P3 (P, B, 24h)

——P3

—— P3+spike
spike

Zetve (2)

Slika 27. Aktivnost RT kroz Zetve u pokusu P3 (P: nacin pripreme PF, B: inokulacija virusa u

suspenziju; 24h: zetve svaka 24 sata).

Ct

13,00
16,00
19,00
22,00
25,00
28,00
31,00
34,00

37,00

Pokus P4 (K, B, 24h)

—o—P4

—m— P4+spike

spike

20 Z1 22 Z3 Z4

Zetve (2)

Slika 28. Aktivnost RT kroz zetve u pokusu P4 (K: nac¢in pripreme PF, B: inokulacija virusa u

suspenziju; 24h: zetve svaka 24 sata).
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Ct

13,00
16,00
19,00
22,00
25,00
28,00
31,00
34,00

37,00

Pokus P5 (P, A, 48h)
——P5
a4 —=B— P5+spike
l\./ spike
. B \
~y
20 Z1 22 Z3 74 75 . .
Zetve (2)

Slika 29. Aktivnost RT kroz zetve u pokusu P5 (P: nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa

na stani¢ni sloj; 48h: Zetve svakih 48 sati).

Ct

13,00
16,00
19,00
22,00
25,00
28,00
31,00
34,00

37,00

Pokus P6 (K, A, 48h)

—e—P6
—m— P6+spike

N

spike

\‘\«

N

20 21 72 73 74

Zetve (2)

Slika 30. Aktivnost RT kroz zetve u pokusu P6 (K: nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa

na stani¢ni sloj; 48h: Zetve svakih 48 sati).
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Pokus P7 (P, B, 48h)

13,00

——P7
—=— P7+spike

spike

16,00

19,00

22,00

25,00

Ct

28,00

31,00

34,00

37,00
20 21 72 73 Z4 7 . .
Zetve (2)

Slika 31. Aktivnost RT kroz Zetve u pokusu P7 (P: nacin pripreme PF, B: inokulacija virusa u
suspenziju; 48h: zetve svakih 48 sati).

Pokus P8 (K, B, 48h)
13,00
—o—P8
16,00 e E— —m— P8+spike
././. Spike
19,00
22,00 \\\
S 25,00 \
28,00
31,00 \
34,00
37,00
20 21 22 Z3 Z4 N N
Zetve (2)

Slika 32. Aktivnost RT kroz Zetve u pokusu P8 (K: nacin pripreme PF, B: inokulacija virusa u
suspenziju; 48h: zetve svakih 48 sati).

Inhibicija aktivnosti RT opaZena je u ranim Zetvama (Z0 do Z2) pokusa P3 do P8. Inhibicija
je najizrazenija u P7 u Zetvama Z0 do Z2. Ja¢ina inhibicije nije povezana s nadinom pripreme

stani¢ne kulture niti sa inokulacijom virusa.
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4. Rezultati

4.2.4.3. Aktivnost RT u inficiranim stani¢nim kulturama — broj virusnih Cestica

Ct vrijednosti preracunate su u broj endogenih retrovirusnih cestica kako bi se mogao

izraCunati prinos virusnih Cestica po stanici, te tako razluciti koji operativni faktor ima kakav

utjecaj na lucenje virusnih cCestica. Broj virusnih Cestica izracunat je preko AMV-RT-

standarda na temelju izmjerenih Ct vrijednosti za svaki uzorak zetve. Vrijednosti su okvirne 1

ne odgovaraju stvarnom broju endogenih retrovirusnih ¢estica koje mjerimo, buduc¢i da za njih

nedostaju relevantni podaci kao specifi¢na aktivnost mjerene RT, molekularna masa RT 1 broj

molekula RT po virusnoj Cestici. Unato€ tome, rezultati prikazani kao broj virusnih Cestica

slikoviti su 1 u omjerima odgovaraju stvarnom stanju, bez obzira na to¢an brojc¢ani iznos.

Broj virusnih Cestica naveden u Tablici 22. je broj nakon korekcije prema RT-standardu.

Jasno je vidljivo kako je broj virusnih ¢estica daleko najveéi u Z0 i opada do Z5.

Tablica 22. Aktivnost RT (broj virusnih Gestica) u Zetvama Z0 do Z5 u pokusima P1 do PS8.

Operativni

Broj virusnih Cestica

Pokus faktori Zetve uzorak RT-standard
70 128 487 4153217
71 1281 4153217
72 184 4153217
PL | P, A 24 sata | —57 67 4153217
74 60 4153217
75 56 4153217
70 893 934 4153217
71 308 4153217
72 291 4153217
P2 K A 24 sata i —53 211 4153217
74 23 4153217
75 16 4153217
70 212 032 5324 925
/1 16 540 5324925
72 1526 5324 925
P3| P, B, 24sata —53 1472 5324 925
74 1679 5324925
75 746 5324 925
70 914 709 5324 925
/1 34 860 5324925
72 5062 5324 925
P4 | K B, 24 sata i —53 1429 5324 925
74 2015 5324 925
75 158 5324 925
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nastavak Tablice 22.

Operativni

Broj virusnih cestica

Pokus faktori Zetve uzorak RT-standard

70 968 713 5943 689

71 15373 5943 689

. 72 8029 5943 689

PSP A 48sati 53 4194 5943 689
74 1031 5943 689

75 296 5943 689

70 3 420 829 5943 689

71 113 678 5943 689

. 72 6276 5943 689

P6 | K, A, 48 sati i —53 133 5943 689
74 98 5943 689

75 1 5943 689

70 147 349 4992 087

71 15951 4992 087

. 72 19 248 4992 087

P7 | P B, d8sati | —57 3928 4992 087
74 1867 4992 087

75 471 4992 087

70 1350 536 4992 087

71 184 902 4992 087

. 72 18 365 4992 087

P8 | K. B, 48sati —53 1387 4992 087
74 387 4992 087

75 7 4992 087

U Tablici 23. prikazan je za svaki pokus prinos retrovirusnih Cestica po stanici kroz Zetve. U

70 se nalazi FBS i ta se Zetva u proizvodnji virusnog cjepiva ina¢e odbacuje pa sam tu Zetvu

obradila odvojeno od Zetvi Z1 do Z5. Vrijednosti za prinos za Z0 navedene u Tablici 23.

koristila sam direktno za racunanje efekata faktora X1 do X3 na razinu aktivnosti RT (Tablica

25. i Slika 41.). Za Z1 do Z5 prvo sam izratunala kumulativni prinos i vrijednosti obradila

graficki, a za raCunanje efekata faktora koristila sam nagib pravca u linearnom dijelu krivulje

kumulativnog prinosa (Tablica 24. 1 26; Slike 33.-40. 142.).
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Tablica 23. Prinos retrovirusnih ¢estica po stanici u pokusima P1 do P8.

Pokusi Faktori - Prino§ (broj retl:ovirusnih Véestica po §tanici) V
X1 | X2 | X3 70 71 72 73 74 75
P1 - - - 0,36614 | 0,00365 | 0,00418 | 0,00437 | 0,00454 | 0,00470
P2 + - 2,71193 0,00093 0,00182 | 0,00246 | 0,00253 0,00258
P3 - + - 1,01776 | 0,07939 | 0,08672 | 0,09378 | 0,10184 | 0,10542
P4 + + - 4,39060 | 0,16733 0,19162 | 0,19848 | 0,20816 | 0,20892
P5 - - + 2,76045 | 0,04381 0,06669 | 0,07864 | 0,08158 | 0,08242
Po6 + - + 10,37779 | 0,34487 | 0,36391 0,36431 0,36461 0,36461
P7 - + + 0,70727 | 0,07656 | 0,16895 | 0,18781 0,19677 | 0,19903
P8 + + + 6,48257 | 0,88753 0,97568 | 0,98234 | 0,98420 | 0,98423

Tablica 24. Nagib pravca kao odziv procesa za radunanje kriti¢nih efekata za Zetve iza Z0.

Pokusi X1 Fa}lztzorl X3 Nagib pravca’
P1 - - - 6,91x10°
P2 + - - 2,51x10°
P3 - + - 3,10x10™
P4 + + - 2,57x10™
P5 - - + 3,94x10”
P6 + - + 7,31x10°
P7 - + + 1,17x10™
P8 + + + 5,73x10”

Tablica 25. Efekti faktora na prinos retrovirusnih ¢estica u Z0.

8

Faktori Efekt (SE)e t p
X1 4,778 1,859 2,5697 0,0501
X2 -0,905 1,859 -0,4865 0,6472

Tablica 26. Efekti faktora na prinos retrovirusnih ¢estica u Z1 do Z5.

3

Faktori Efekt (SE). t p
X1 -3,739x10° | 5,477x10° | -0,6827 | 0,5323
X2 1,712x10* | 5,477x10° | 13,1248 0,0354
X3 -8,876x10” | 5,477x10° | -1,6204 | 0,1805

8 U 70 kao odziv procesa za radunanje kriti¢nih efekata operativnih faktora uzet je prinos.

71z linearnog uspona kumulativnog prinosa na zadnjim Zetvama (Z3 do 75, eventualno ukljuéujuéi Z2, ukoliko
je u linearnom odnosu s Z3 do Z5).
¥ znagajno ako je p<0,05
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Slika 33. Nelinearni 1 linearni model prinosa retrovirusnih ¢estica po stanici za pokus P1 (P:
nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa na stani¢ni sloj; 24h: zetve svaka 24 sata).
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Slika 34. Nelinearni 1 linearni model prinosa retrovirusnih Cestica po stanici za pokus P2 (K:
nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa na stani¢ni sloj; 24h: zetve svaka 24 sata).
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Slika 35. Nelinearni i linearni model prinosa retrovirusnih ¢estica po stanici za pokus P3 (P:
nacin pripreme PF, B: inokulacija virusa u suspenziju; 24h: zetve svaka 24 sata).
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Slika 36. Nelinearni 1 linearni model prinosa retrovirusnih Cestica po stanici za pokus P4 (K:
nacin pripreme PF, B: inokulacija virusa u suspenziju; 24h: Zetve svaka 24 sata).
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Slika 37. Nelinearni i linearni model prinosa retrovirusnih ¢estica po stanici za pokus P5 (P:
nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa na stani¢ni sloj; 48h: Zetve svakih 48 sati).
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Slika 38. Nelinearni 1 linearni model prinosa retrovirusnih €estica po stanici za pokus P6 (K
nacin pripreme PF, A: inokulacija virusa na stani¢ni sloj; 48h: Zetve svakih 48 sati).
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Slika 39. Nelinearni i linearni model prinosa retrovirusnih Cestica po stanici za pokus P7 (P:
nacin pripreme PF, B: inokulacija virusa u suspenziju; 48h: zetve svakih 48 sati).
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Slika 40. Nelinearni i linearni model prinosa retrovirusnih ¢estica po stanici za pokus P8 (K:
nacin pripreme PF, B: inokulacija virusa u suspenziju; 48h: Zetve svakih 48 sati).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Yrt
2**(2-0) design; MS Residual=6.913694
DV: Yrt

(1)x1 2.569744

(2)%x2 -486499

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Slika 41. Pareto dijagram s apsolutnim vrijednostima standardiziranog efekta za svaki faktor
za prinos retrovirusnih ¢estica po stanici u Z0 (vodoravne kolone) i # vrijednost za razinu
znacajnosti a=0,05 (crvena isprekidana linija).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: kRt
2**(3-0) design; MS Residual=0
DV: kRt

(2)%x2 3.12476

(3)X3

-1.62044

(1)X1 -.682677

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Slika 42. Pareto dijagram s apsolutnim vrijednostima standardiziranog efekta za svaki faktor
za prinos retrovirusnih ¢estica po stanici u Z1 do Z5 (vodoravne kolone) i # vrijednost za
razinu znac¢ajnosti a=0,05 (crvena isprekidana linija).
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4.2.4.4. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa

Usporedba titra virusa mumpsa i aktivnosti RT u uzorcima zetvi iz pokusa P1 do P8 pokazuju
da titar virusa mumpsa raste od Z0 do ZI, odnosno Z2, nakon &ega po¢inje padati, dok
aktivnost RT pada od Z0 do Z5. (Slike 43.-50). Razlika medu uzorcima Zetvi za mjerenje

aktivnosti RT 1 uzorcima Zetvi za mjerenje titra je dodatak stabilizatora u potonje.

Aktivnost RT i titar virusa mumpsa - P1
13,00 8,0 | —e—akt.RT
titar
16,00 7,5
19,00 70 £
o\ &
22,00 6,5 o
- O
S 25,00 \\ 60
28,00 e 55 &
£
31,00 50 &
=
34,00 4,5
37,00 4,0
20 Z1 22 Z3 Z4 Z5
Zetve (2)

Slika 43. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa u pokusu P1 (P: na¢in pripreme PF;

A: inokulacija virusa na stanicni sloj; 24h: Zetve svaka 24 sata).

86



4. Rezultati

13,00
16,00
19,00

22,00

Ct

25,00
28,00
31,00
34,00

37,00

Aktivhost RT i titar virusa mumpsa - P2

8,0

75

\ 4 7,0
\ 6,5

\ 6,0
\\ o 55

¢ —e 50

4,5

4,0
Z1 Z2 Z3 Z4 5
Zetve (2)

—e—akt.RT
titar

Titar virusa (log CCIBo/ml)

Slika 44. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa u pokusu P2 (K: nacin pripreme PF;

A: inokulacija virusa na stanicni sloj; 24h: Zetve svaka 24 sata).

Aktivnhost RT i titar virusa mumpsa - P3
13,00 8,0
16,00 7,5
19,00 7,0
22,00 6,5
'

S 25,00 \\’—_—‘/‘\’ 6,0
28,00 55
31,00 50
34,00 4,5
37,00 4,0

20 21 22 Z3 Z4 Z5
Zetve (2)

—e— akt.RT
titar

Titar virusa (log CCIBo/ml)

Slika 45. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa u pokusu P3 (P: nacin pripreme PF;

B: inokulacija virusa u suspenziju; 24h: zetve svaka 24 sata).
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Aktivhost RT i titar virusa mumpsa - P4
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Slika 46. Usporedba aktivnosti RT 1 titra virusa mumpsa u pokusu P4 (K: nacin pripreme PF;

B: inokulacija virusa u suspenziju; 24h: zetve svaka 24 sata).

Aktivnost RT i titar virusa mumpsa - P5
13,00 8,0
16,00 7,5
19,00 7,0
22,00 \ 6,5
G 25,00 > ¢ 6,0
28,00 \\ 55
31,00 5,0
34,00 45
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Slika 47. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa u pokusu PS5 (P: nacin pripreme PF;

A: inokulacija virusa na stanicni sloj; 48h: Zetve svakih 48 sati).
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Ct

Aktivnost RT i titar virusa mumpsa - P6
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16,00 7,5
19,00 \ 70 g
a
(@]
22,00 \\« 6,5 3
()]
25,00 6,0 &
@
[72]
28,00 55 2
N\ :
— g
31,00 50 =
34,00 \ 4.5
37,00 \ 4,0
20 Z1 72 73 74 75
Zetve (2)

Slika 48. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa u pokusu P6 (K: nacin pripreme PF;

A: inokulacija virusa na stanicni sloj; 48h: Zetve svakih 48 sati).

Ct

Aktivnost RT i titar virusa mumpsa - P7
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Slika 49. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa u pokusu P7 (P: nacin pripreme PF;

B: inokulacija virusa u suspenziju; 48h: Zzetve svakih 48 sati).
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Slika 50. Usporedba aktivnosti RT i titra virusa mumpsa u pokusu P8 (K: nacin pripreme PF;

B: inokulacija virusa u suspenziju; 48h: Zetve svakih 48 sati).

4.3. Infektivnost retrovirusnih cestica porijeklom iz stani¢nih kultura

4.3.1. Testiranje na indikatorskim stani¢nim kulturama

Kako bih otkrila potjece li aktivnost RT od infektivnih endogenih retrovirusnih Eestica,

istrazila sam infektivnost na indikatorskim stani¢nim kulturama MRC-5 i Vero u koje sam

dodala supernatant primarne kulture pile¢ih fibroblasta koji je bio pozitivan u PERT-testu.

Indikatorske stani¢ne kulture sam zatim kultivirala 14 dana tijekom kojih sam skupljala

uzorke za PERT-test (Tablica 27.). U Tablicama 28. do 31. nalaze se podaci iz Tablice 27.

ras¢lanjeni prema vrsti uzorka.
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Tablica 27. Vrijednost Ct uzoraka za PERT-test, skupljenih tijekom istraZivanja infektivnosti

endogenih retrovirusnih ¢estica na indikatorskim stani¢nim kulturama.

Ct
Uzorak . uzorak
broj Opis uzorka uzorak RT- uzorak+RT | Korigiran
standard | -standard | prema RT-
standardu
1 MEM-H(N)+5% FBS 34,51 16,47 16,12 34,51
2 supernatant PF, 24 sata 18,25 16,47 16,55 18,17
3 supernatant PF, 72 sata 21,95 16,57 20,50 18,02
4 MEM-H(N)+2% FBS 38,81 16,57 18,76 36,62
22,41 16,57 18,75 20,23
5 supernatant PF, 14 dana 23.00 15.32 21.39 16.93
6 MEM-H(N)+10% FBS 33,53 16,47 16,33 33,53
7 supernatant MRC-5, 72 sata; prije infekcije 42,23 16,47 15,87 42,23
8 supernatant Vero, 72 sata; prije infekcije 42,66 16,47 15,66 42,66
9 supernatant MRC-5, 1. dan nakon infekcije 20,54 16,47 16,05 20,54
10 supernatant Vero, 1. dan nakon infekcije 20,21 16,47 15,94 20,21
11 supernatant MRC-5, 4. dan nakon infekcije n.t.* n.t.* n.t.* n.t.*
12 supernatant Vero, 4. dan nakon infekcije n.t.* n.t.* n.t.* n.t.*
13 supernatant MRC-5, 7. dan nakon infekcije 21,73 16,47 16,29 21,73
14 supernatant Vero, 7. dan nakon infekcije 23,52 16,47 16,20 23,52
15 supernatant MRC-5, 12. dan nakon infekcije n.t.* n.t.* n.t.* n.t.*
16 supernatant Vero, 12. dan nakon infekcije n.t.* n.t.* n.t.* n.t.*
17 supernatant MRC-5, 14. dan nakon infekcije | 22,54 16,47 16,42 22,54
18 supernatant Vero, 14. dan nakon infekcije 27,76 16,47 18,43 25,80
19 supernatant MRC-5, 14. dan, kontrola stanica | 39,91 16,47 16,28 39,91
20 supernatant Vero, 14. dan, kontrola stanica 40,96 16,30 17,25 40,01

* Uzorci 4. 1 12. dana nakon infekcije nisu testirani. SluZili su kao uzorci koji bi dali dodatnu
informaciju o infektivnosti endogenih retrovirusnih cestica za slu¢aj da nema dovoljno
informacija nakon testiranja uzoraka 1., 7. 1 14. dana.

U Tablici 28. navedeni su rezultati aktivnosti RT u mediju za rast i odrZzavanje stanica kao
matriksu uzoraka supernatanata stani¢nih kultura. Neocekivano je u tim uzorcima otkrivena
aktivnost RT koja je padala s padom volumnog udjela FBS-a pa tako medij s 10% FBS-a
sadrzi 27 435 molekula RT po rekaciji, s 5% FBS-a 15 651 molekula RT po reakciji, a medij s
2% FBS-a 430 molekula RT po reakciji. U Tablici 29. prikazani su rezultati za uzorke
supernatanata kulture PF, kao izvora endogenih retrovirusnih Cestica ¢ija se infektivnost
istrazivala. Vidi se pad aktivnosti RT sa starenjem stani¢ne kulture PF s oko 180x10° na oko
125x10° molekula RT po reakciji. U Tablicama 30. i 31. prikazani su rezultati za uzorke
indikatorskih kultura stanica MRC-5 1 Vero na kojima se istrazivala infektivnost endogenih

retrovirusnih Cestica iz kulture PF. U tim kulturama se takoder vidi pad aktivnosti RT s oko
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46x10° na 14x10° molekula RT po reakciji za stanice MRC-5 i pad s oko 56x10° na 2x10°

molekula RT po reakciji za stanice Vero.

Tablica 28. Korigirana vrijednost Ct 1 broj molekula RT u mediju za rast 1 odrZzavanje stanica.

Uzorak . Rezultati
broj Materijal uzorka uzorak Korigiran prema | broj moleku!‘fll RT po
RT-standardu (Ct) reakciji
uzorak 4 MEM-H(N)+2% FBS 36,62 430
uzorak 1 MEM-H(N)+5% FBS 34,51 15651
uzorak 6 MEM-H(N)+10% FBS 33,53 27 435

Tablica 29. Korigirana vrijednost Ct 1 broj molekula RT u supernatantu kulture pile¢ih

fibroblasta.
Uzorak . Rezultati
broj Materijal uzorka uzorak korigiran prema | broj moleku!‘fl‘ RT po
RT-standardu (Ct) reakciji
uzorak 2 supernatant PF, 24 sata 18,17 181515284
uzorak 3 supernatant PF, 72 sata 18,02 142 341 652
uzorak 5 supernatant PF, 14 dana 17,98 125410 927

Tablica 30. Korigirana vrijednost Ct 1 broj molekula RT u indikatorskoj stani¢noj kulturi

MRC-5.

Uzorak 3 Rezultati

broj Materijal uzorka uzorak korigiran prema | broj moleku!‘fl‘ RT po
RT-standardu (Ct) reakciji

uzorak 7 supernatant MRC-5, 72 sata; prije infekcije 42,23 188

uzorak 9 supernatant MRC-5, 1. dan nakon infekcije 20,54 46 709 471
uzorak 13 | supernatant MRC-5, 7. dan nakon infekcije 21,73 23 626 922
uzorak 17 | supernatant MRC-5, 14. dan nakon infekcije 22,54 14 856 949
uzorak 19 | supernatant MRC-5, 14. dan, kontrola stanica 39,91 710

Tablica 31. Korigirana vrijednost Ct 1 broj molekula RT u indikatorskoj stani¢noj kulturi

Vero.

Uzorak 3 Rezultati

broj Materijal uzorka uzorak korigiran prema | broj moleku!‘fl‘ RT po
RT-standardu (Ct) reakciji

uzorak 8 supernatant Vero, 72 sata; prije infekcije 42,66 147

uzorak 10 supernatant Vero, 1. dan nakon infekcije 20,21 56 427 184
uzorak 14 supernatant Vero, 7. dan nakon infekcije 23,52 8475527
uzorak 18 supernatant Vero, 14. dan nakon infekcije 25,80 2 296 386
uzorak 20 supernatant Vero, 14. dan, kontrola stanica 40,01 91

? Rezultat izraunat preko srednje vrijednosti dobivenog broja RT molekula iz dva PERT-testa.
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Kako vrijednost Ct, odnosno broj molekula RT pada tijekom kultivacije indikatorskih

stani¢nih kultura kroz 14 dana, zakljucila sam da endogene retrovirusne Cestice porijeklom iz

pilecih fibroblasta nisu infektivne (Slika 51. 1 Slika 52.).

Supernatant indikatorske stani¢ne kulture MRC-5
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Slika 51. Broj molekula RT 1 Ct u supernatantu indikatorske stani¢ne kulture MRC-5 kroz

inkubacijski period.
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Slika 52. Broj molekula RT 1 Ct u supernatantu indikatorske stani¢ne kulture Vero kroz

inkubacijski period.

93



4. Rezultati

4.3.2. Istrazivanje na Zivotinjama
Istrazila sam opc¢u neSkodljivost supernatanta kulture pile¢ih fibroblasta u miSevima i

zamorcadi.

Tablica 32. Opca neSkodljivosti supernatanta kulture pile¢ih fibroblasta.

0 oy Masa miSeva (g) Kontrola zdravstvenog stanja Zivotinja
znaka miSeva TR
prije iniciranja 7. dan 1. do 7. dan
1. 18,3 20,8 bez obiljezja
2. 19,2 20,2 bez obiljezja
3. 19,8 21,0 bez obiljezja
4. 18,6 20,2 bez obiljezja
5. 18,4 19,5 bez obiljezja
Masa zamorcadi (g) Kontrola zdravstvenog stanja zivotinja
Oznakzt prije iniciranja 7. dan 1. do 7. dan
zamorcica
1. 301 388 bez obiljezja
2. 316 381 bez obiljezja

Rezultati testa op¢e neSkodljivosti na miSevima 1 zamorcadi pokazuju da je zdravstveno stanje
svih zivotinja kroz sedam dana nakon iniciranja supernatanta PF bez obiljezja 1 da su sve
zivotinje dobile na tezini (Tablica 32.). Zaklju¢ujem da endogene retrovirusne Cestice prisutne

u supernatantu PF nisu infektivne i ne utjecu nepovoljno na zdravlje miSeva 1 zamorcadi.

4.4. Priprema uzoraka za PERT-test na monolitnim nosa¢ima

4.4.1. Rezultati kromatografije

Ionskom kromatografijom na CIM-QA-disku (jaki anionski izmjenjivac) 1 CIM-SOs-disku
(Jaki kationski izmjenjiva¢) koncentrirala sam endogene retrovirusne Cestice i njithove RT
prisutne u supernatantu primarne kulture pile¢ih fibroblasta 1 mediju MEM-H(N)+2% FBS.
Cestice, odnosno RT molekule koje su se vezale na diskove eluirala sam u tri stupnja s NaCl-

om (0,2 M, 0,5M i1 M).
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uzorak
800 ~ NaCl -+ 1,1
700 - !
+ 0,9
600 - + 0,8
E 500 - 107 5
o 106 £
& 400 - =
) +050
< 1]
£ 300 - 104 2
’ (3]
200 - +03
+ 0,2
100 M 0,1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T ‘ ‘ 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
volumen (ml)

Slika 53: Tipi¢an kromatogram, primjer uzorka 1cQA.

U Tablici 33. prikazani su rezultati od uzoraka supernatanata primarne kulture pile¢ih
fibroblasta 1 medija nakon kromatografije na QA-disku. Ovisno o pokusu (la, 1b 1 1c¢),
koncentrirane su molekule RT ili retrovirusne ¢estice. U Tablici 34. prikazani su rezultati od
uzoraka supernatanata primarne kulture pile¢ih fibroblasta nakon kromatografije na SOs-
disku, takoder su koncentrirane molekule RT ili retrovirusne Cestice.

Kako bi se wuspjeSnost koncentriranja kromatografijom mogla usporediti s
ultracentrifugiranjem, u Tablici 35. navela sam broj molekula RT preracunat na pocetni
volumen uzorka od 5 ml, koliki je volumen uzorka pri ultracentrifugiranju. Razlucila sam broj

molekula RT koje su vezane na disk i one koje su prosle kroz disk bez vezanja (FT).
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Tablica 33. Vrijednosti Ct u uzorcima supernatanata primarne kulture pile¢ih fibroblasta i

medija nakon kromatografije na QA-disku. Legenda: 1a — rezultati za slobodnu RT prisutnu u

uzorku 1 koncentriranu na disku; 1b — rezultati za RT iz virusnih Cestica koncentriranith na

disku; 1c — rezultati za ukupnu RT koncentriranu na disku: slobodnu RT prisutnu u uzorku,

plus RT oslobodenu iz endogenih retrovirusnih Cestica prisutnih u uzorku; 0,2; 0,5: 1,0 —

koncentracija NaCl-a u puferu za eluciju; FT — flowthrough; UF — uzorak koncentriran

membranskom ultrafiltracijom (Vivaspin™ 500).

Rezultati (Ct)
korigirano prema
Uzorak uzorak RT- | uzoraktRT- | gl b il
standard standard . .

razrjedenju
1aQAFT 38,46 14,87 18,03 35,30
1aQAFT UF 29,46 14,87 15,57 28,76

1aQAO0,2 nerazrijeden | nedetektirano 14,87 23,60 /

1aQAO0,2 1/100 34,76 14,87 14,93 28,59
1aQAO0,2 1/1000 38,49 14,87 14,73 29,32
1aQAO0,2 UF 31,55 14,87 18,15 28,27
1aQAO0,5 1/100 33,34 14,87 14,77 27,23
1aQA0,5 1/1000 37,77 14,87 14,77 28,60
1aQAO0,5 UF 32,12 14,87 17,51 29,49
1aQA1,0 1/100 33,24 14,87 14,96 27,04
1aQA1,0 1/1000 37,03 14,87 14,79 27,86
1aQA1,0 UF 27,99 14,87 17,14 25,72
1bQAFT 1/10 32,14 14,73 14,63 29,20
1bQAO0,2 1/100 35,17 14,73 14,73 29,30
1bQAO0,5 1/100 31,69 14,73 14,56 25,82
1bQA1,0 1/100 30,22 14,73 14,53 24,35
1cQAFT 1/10 27,27 14,73 14,69 24,33
1cQAO0,2 1/100 28,42 14,73 14,75 22,53
1cQAO0,5 1/100 29,54 14,73 14,69 23,67
1cQA1,0 1/100 33,14 14,73 14,59 27,27

MEM 1aQAFT 1/10 | nedetektirano 16,27 15,64 nedetektirano

MEM 1aQA0,2 1/100 | nedetektirano 16,27 16,02 nedetektirano

MEM 1aQA0,5 1/100 | nedetektirano 16,27 16,11 nedetektirano

MEM 1aQA1,0 1/100 | nedetektirano 16,27 15,53 nedetektirano

MEM 1bQAFT nedetektirano 15,32 15,99 nedetektirano

MEM 1bQAO0,2 nedetektirano 15,32 16,62 nedetektirano

MEM 1bQA0,5 nedetektirano 15,32 29,65 nedetektirano

MEM 1bQA1,0 nedetektirano 15,32 nedetektirano nedetektirano
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Tablica 34. Vrijednosti Ct u uzorcima supernatanata primarne kulture pile¢ih fibroblasta i
medija nakon kromatografije na SOs-disku. Legenda: 1a — rezultati za slobodnu RT prisutnu u
uzorku 1 koncentriranu na disku; 1b — rezultati za RT iz virusnih estica koncentriranith na
disku; lc — rezultati za ukupnu RT koncentriranu na disku: slobodnu RT prisutnu u uzorku,
plus RT oslobodenu iz endogenih retrovirusnih Cestica prisutnih u uzorku; 0,2; 0,5: 1,0 —
koncentracija NaCl-a u puferu za eluciju; FT — flowthrough; UF — uzorak koncentriran

membranskom ultrafiltracijom (Vivaspin™ 500).

Rezultati (Ct)
korigirano prema
Uzorak uzorak RT- | uzoraktRT- | gl b il
standard standard . .
razrjedenju
1aSOsFT 1/10 nedetektirano 14,73 14,52 /
1aS030,2 1/100 37,48 14,73 14,79 31,55
1aS030,5 1/100 37,75 14,73 14,83 31,78
1aS0O51,0 1/100 38,44 14,73 14,67 32,57
1bSOFT 1/10 41,42 16,27 14,99 37,82
1bS050,2 1/100 36,69 16,27 15,88 29,48
1bS050,5 1/100 35,58 16,27 15,59 28,37
1bS0O51,0 1/100 41,21 16,27 15,09 34,00
1¢SOFT 1/10 29,32 16,27 15,36 25,72
1¢S050,2 1/100 39,28 16,27 15,56 32,07
1¢S0O30,5 1/100 37,57 16,27 15,40 30,36
1¢S0O51,0 1/100 38,70 16,27 15,32 31,49

Najbolji je uzorak eluata za PERT-test bio onaj razrijeden 1/100 jer viSe nije inhibirao PERT-
test, za razliku od nerazrijedenog uzorka u kojem se zbog inhibicije nije mogao ocitati
rezultat. Uzorak 1/1000 takoder nije inhibirao PERT-test, no budu¢i da je uzorak 1/100 veé
pokazao dobre rezultate nije bilo potrebe za dodatnim razrjedivanjem. Koncentrirani uzorak
je, kao 1 nerazrijedeni uzorak inhibirao PERT-test, ali u manjoj mjeri. Budu¢i da
koncentriranje (odsoljavanje) uzorka membranskom filtracijom nije dalo Zeljene rezultate,
nisam ga dalje koristila. Zaklju€ila sam takoder da uzorak FT treba razrijediti 1/10 kako bi se

uklonila inhibicija.
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Tablica 35. Korigirane vrijednosti Ct i broj molekula RT koncentriranih kromatografijom.

Ukupan broj . Broj mol.RT koji
Ct mol. RT Iil;ug'll?obéoljo odgovara 5 ml pocetnog
Uzorak PF . Broj mol. RT eluiranih s ’ uzorka
(korig.) . ml uzorka . .
diska od 10 ml (disk+FT) a) eluirano s diska

uzorka (disk) b) eluirano s diska+FT
1aQAFT | 35,30 170 319
1aQA0,2 | 28,96 3033 623 a) 9 569 601
1aQA0,5 | 27,92 6 641 647 19139202 19309 521 b) 9 654 761
1aQA1,0 | 27,45 9463 932
IbQAFT | 29,20 20 830 118
1bQAO0,2 | 29,30 2903 167 a) 94 095 497
1bQA0.S | 25.82 | 44 466 023 | 188190994 1 209021 112 b) 104 510 556
1bQA1,0 | 24,35 | 140 820903
IcQAFT | 24,33 | 948 946 226
1cQA0,2 | 22,53 | 293403 172 a) 210 272 903
160A0.5 | 23.67 | 120011 012 | 420345806 1 13694920321 3 ces 746 016
1cQA1,0 | 27,27 7131 622
1aSO;FT / /
1aS050,2 | 31,55 248 640 a) 283 992

2 b 4 4

1aS050,5 | 31,78 207 607 56798 56798 b) 283 992
1aS0O;1,0 | 32,57 111737
1bSOsFT | 37,82 1 642 830
1bS050,2 | 29,48 50651017 a) 78 217 209
16S0,0.5 | 28.37 | 102065 100 | 106434419 | 158077249 b) 79 038 625
1bSO51,0 | 34,00 2 818 211
1cSOSFT | 25,72 | 3751 326 522
1¢S0O50,2 | 32,07 4 837 856 a) 13 138 833
1680505 | 3036 | 14431 017 | 26277666 | 377760488 |3 g88 802 094
1cSO;1,0 | 31,49 7 008 794

4.4.2. Usporedba ucinkovitosti koncentriranja molekula RT/virusnih estica

U Tablici 36. prikazani su rezultati za uzorak neobradenog supernatanta pile¢ih fibroblasta

(PFns) koji sam testirala u PERT-testu. Isti uzorak testirala sam razrijeden 1:1 1 1:10 (v/v) s

puferom za lizu (PZL). Svrha testiranja bila je odrediti ukupnu koli¢inu molekula RT

/virusnih cCestica koje se nalaze u uzorku PF,, koji se ultracentrifugira ili koncentrira

kromatografijom. Uz navedeni uzorak, testirala sam 1 neobradeni supernatant MRC-5 stanica

(MRC-5,5), nerazrijeden irazrijeden 1:1 (v/v) s PZL.
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Tablica 36. Rezultati PERT-testa za neobradeni uzorak supernatanta PF 1 MRC-5.

Rezultati (Ct)
korigirano prema
Uzorak uzorak RT- uzorak+RT- RT-sgtandarI()iu i/ili
standard standard . .
razrjedenju
PF,;. 38,61 16,30 27,16 27,75
PF.:PZ1L=1:1 24,87 16,30 20,64 19,47
PF,:PZ1=1:10 22,83 16,30 15,82 19,30
MRC-5,.. nedetektirano 15,32 14,82 /
MRC-5,:PZL=1:1 | nedetektirano 15,32 19,14 /

U Tablici 37. prikazana je usporedba ucinkovitosti koncentriranja molekula RT/virusnih

Cestica kromatografijom 1 ultracentrifugiranjem u odnosu na broj molekula RT/virusnih

Cestica prisutan u neobradenom uzorku supernatanta kulture PF (PF,).

Tablica 37. Usporedba ucinkovitosti koncentriranja molekula RT/virusnih estica.

Broj mol. RT koji

Uzorak (C ti(:)zrlil:i?‘:mi) odgovara 5 ml pocetnog
uzorka
PF, s (neobradeni supernatant) 27,75 134 205 871
PF,:PZL=1:1 19,47 29 714 547 536
PF PF,PZL=1:10 19,30 33 170 345 720
PF UC* 17,98 1 128 698 346
PF supernatant nakon UC 27,53 88 898 688
PF supernatant nakon UC:PZL=1:1 26,39 191 427 651
12QA a) elui'rano S di'ska nije primjenjivo a) 9 569 601
b) eluirano s diska+FT b) 9 654 761
1bQA a) elui'rano S di'ska nije primjenjivo a) 94 095 497
b) eluirano s diska+FT b) 104 510 556
16QA a) eluirano s diska nije primjenjivo a) 210 272 903
b) eluirano s diska+FT b) 684 746 016
12SO; a) elui'rano s diska nije primjenjivo a) 283 992
b) eluirano s diska+FT b) 283 992
1bSOs a) eluirano s diska nije primjenjivo a) 78 217209
b) eluirano s diska+FT b) 79 038 625
16SO; a) eluirano s diska nije primjenjivo a) 13 138 833
b) eluirano s diska+FT b) 1 888 802 094

*UC = ultracentrifugiranje; rezultat od uzorka 5 iz 4.3.1.

U kromatografskim uzorcima la o¢ekuje se prisutnost koncentriranih slobodnih molekula RT

iz pocetnog uzorka. U uzorcima 1b ocekuje se prisutnost koncentriranih slobodnih molekula

RT iz pocetnog uzorka i jo§ molekula RT iz koncentriranih retrovirusnih ¢estica. U uzorcima

Ic ocekuje se prisutnost koncentriranih slobodnih molekula RT iz pocetnog uzorka i jo$

koncentriranih molekula RT oslobodenih iz retrovirusnih Cestica.
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Budu¢i da su rezultati za uzorke 1b 1 1c veci nego rezultati za uzorke la (npr. 1cQA oko
684x10° molekula RT, a 1aQA oko 9x10° molekula RT), zaklju¢ujem da se vise molekula RT
nalazi unutar virusnih Cestica nego slobodnih u supernatantu, $to je oc¢ekivano. To se takoder
vidi iz rezultata za PF,;, budu¢i da dodatkom pufera za lizu, koji omogucuje oslobadanje
molekula RT iz virusnih Cestica, za oko 200 puta raste broj oc¢itanih molekula RT. Ovaj
rezultat za PF, ukazuje na to da ocitana aktivnost RT nije nespecificna (zbog eventualne
prisutnosti drugih molekula u neobradenom supernatantu koje bi imale aktivnost slicnu RT),
vec€ je vezana uz aktivnost koja proizlazi iz Cestice.

U pocetnom uzorku PF, s ima viSe virusnih Cestica nego ih se moze ocitati nakon obrade bilo
ultracentrifugiranjem ili kromatografijom na disku.

Nakon ultracentrifugiranja, u supernatantu ostaje joS dio retrovirusnih Cestica koji se nije
istalozio. Udio neistaloZenih retrovirusnih Cestica iznosi oko 10%.

Veci broj molekula RT se ocita u uzorku pripremljenom ultracentrifugiranjem nego Sto ih se
moze ocitati nakon elucije s diska. Ako wusporedim broj molekula RT dobiven
ultracentrifugiranjem 5 ml supernatanta PF (1 128 698 346) i broj molekula RT koji se dobije
od 5 ml uzorka u opcijama 1bQA ili 1bSO; (sva tri stupnja elucije zajedno), zakljuCujem da se
ultracentrifugiranjem moZe koncentrirati 12-15 puta viSe retrovirusnih Cestica. Povecanjem
ionske jakosti su se u opciji 1bQA s diska bolje eluirale virusne Cestice (preracunato na
molekule RT s 0,2 M NaCl eluira se oko 3x10° molekula RT, as 1,0 M NaCl oko 140%10°
molekula RT) te pretpostavljam da je na disku ostalo vezanih Cestica koje bi se mozda eluirale
da se joS povecala ionska jakost.

Ako usporedim broj molekula RT dobiven ultracentrifugiranjem 5 ml supernatanta PF (oko
1,1x10%) i broj molekula RT koji se dobije od 5 ml uzorka u opciji 1cQA (oko 0,7x10%),
zakljucujem da se ultracentrifugiranjem moze u konacnici oc€itati ve¢i broj molekula RT. U
opciji 1cQA otprilike dva puta vise molekula RT prode kroz kolonu bez vezanja nego ih se
eluira s kolone. Ova pojava je posebno naglaSena u opciji 1¢SOs, u kojoj ¢ak oko 150 puta
visSe molekula RT prode kroz kolonu bez vezanja nego ih se eluira s kolone.

U ovim uvjetima kromatografije, QA-disk bolje koncentrira molekule RT nego virusne
Cestice, odnosno molekule RT bolje se eluiraju s diska nego virusne Cestice.

Za koncentriranje molekula RT QA-disk je bolji od SOs-diska. Virusne Cestice se podjednako

dobro eluiraju s oba diska.
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5. DISKUSIJA

PERT-test je farmakopejski test, propisan za otkrivanje retrovirusa kao nezeljenih stranih
agenasa u uzorcima stanic¢nih kultura koje sluze kao supstrat u proizvodnji lijekova za ljudsku
upotrebu (Ph. Eur., 01/2011:50203). Glavni problem PERT-testa je Sto ne postoji
internacionalni standard prema kojem bi rezultati PERT-testa, ¢iji je postupak izvodenja
prepusten samim izvodacima, bili u svijetu medusobno usporedivi, a i koji bi omogucio da se
pojedini izvedeni PERT-test oznaci kao valjan ili nevaljan. Bez ovih osnovnih preduvjeta koji
omogucuju standardizaciju PERT-testa, teSko je govoriti o stvarnoj sigurnosti stani¢nih
kultura po pitanju odsustva nezeljenih retrovirusa. 1z tih sam razloga testirala tri komercijalno
dostupne reverzne transkriptaze (RT) porijeklom iz razli¢itih retrovirusa (AMV-RT, HIV-RT
1 MLV-RT) kako bih definirala klju¢ne karakteristike testa i1 odredila standard za daljnja

istrazivanja uzoraka stani¢nih kultura 1 ostalog bioloskog materijala.

Uspostavila sam PERT-test primjenjujuc¢i lancanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu
(eng. real-time PCR). Tijekom istrazivanja validacijskih parametara test se pokazao kao
precizan, linearan u testiranom rasponu, otporan i osjetljiv. Rezultate aktivnosti RT koje sam
dobila pri uvodenju metode (4.1.1.1.-4.1.1.3.) odgovaraju rezultatima iz literature (Ma 1 sur.,
2009). Odabrala sam AMV-RT kao standard jer se pokazala vrlo dobra, lako je dostupna i

nema razlike u aktivnosti AMV-RT nabavljenoj od dva razlicita proizvodaca.

Europska farmakopeja (Ph. Eur.) propisuje testiranje mati¢nih banki proizvodnih diploidnih 1
kontinuiranih stani¢nih kultura na prisutnost, medu ostalim, retrovirusa koriste¢i upravo
PERT-test, uz transmisijsku elektronsku mikroskopiju (TEM). Za razliku od toga, Ph. Eur. ne
propisuje provodenje PERT-testa na primarnoj kulturi pile¢ih fibroblasta koja se koristi za
proizvodnja virusnih cjepiva, a za koju je poznato ve¢ oko 15 godina da sadrzi endogene
retrovirusne Cestice pticje leukoze (ALV) 1 endogene retrovirusne Cestice (EAV), te da daje
pozitivan rezultat u PERT-testu (Boni 1 sur., 1996; Weissmabhr 1 sur., 1997; Robertson 1 sur.,
1997; Maudru 1 sur., 1998; Khan 1 sur., 1998; Tsang i sur., 1999; André 1 sur., 2000; Johnson i
sur., 2001 12003; Shahabuddin 1 sur., 2001; Hussain 1 sur., 2001 1 2003; Victoria 1 sur., 2010).

Ne samo da nema zahtjeva za primarne stani¢ne kulture, ve¢ je 1 zahtjev za diploidne 1
kontinuirane stani¢ne kulture nejasan. Prema Ph. Eur., u slucaju pozitivnog nalaza PERT- ili
TEM-testa potrebno je istrazZiti infektivnost na ljudskim stanicama. Za PERT-test jo§ navodi

kako je vrlo osjetljiv, ali da pozitivan nalaz moze biti dvosmislen (eng. equivocal) te da se
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odluka o prihvatljivosti mati¢ne banke proizvodne stani¢ne kulture mora donijeti na temelju

svih raspoloZivih podataka.

Uz ove nejasne zahtjeve, te uz Cinjenicu da ne postoji standard za PERT-test, ostavlja se
prostor za subjektivne interpretacije rezultata, ¢ime se dovodi u pitanje smisao provodenja

PERT-testa.

S druge strane, smjernice za procjenu virusne neSkodljivosti biotehnoloskih proizvoda
dobivenih iz stani¢nih kultura ljudskog ili Zivotinjskog porijekla (ICH Q5A(R1), 1997 1 FDA
Q5A, 1998), koje ne obuhvacaju bioloske proizvode kao §to su inaktivirana ili Ziva atenuirana
cjepiva, daju vrlo striktne naputke o detekciji 1 eliminaciji detektiranih stranih virusa. Poznate
retrovirusne kontaminante, kao Sto su retrovirus-slicne endogene Cestice u stani¢noj kulturi
CHO koja se koristi za proizvodnju lijekova, vrlo su opS$irno istrazene i1 pokazano je da
stvaraju neinfektivne Cestice (de Wit 1 sur., 2000; Brorson i sur., 2002). Cak i takve dobro
karakterizirane retrovirusne ¢estice moraju se eliminirati iz proizvoda i1 njihova eliminacija se

mora mo¢i dokazati.

Ph. Eur. propisuje da se pile¢i fibroblasti moraju pripremiti od jaja dobivenih iz SPF-jata
kokosi, koje su testirane na prisutnost ¢itavog niza nezeljenih patogena, ukljucujuci i1 razne
egzogene retroviruse. Pretpostavljam da se zbog toga smatra da su jaja dobivena iz SPF-jata
dovoljno siguran supstrat za proizvodnju lijekova 1 da se poslije, tijekom upotrebe, ne moraju

viSe testirati.

Za razliku od retrovirusnih Cestica u kulturi CHO, o retrovirusnim ¢esticama porijeklom iz
pile¢ih stanica ima vrlo malo objavljenih podataka. Stoga sam odlucila istraziti pojavnost
retrovirusne aktivnosti prvenstveno u embrioniranim pile¢im jajima i primarnim kulturama
pile¢ih fibroblasta, ali i u raznim drugim stani¢nim supstratima. Istrazila sam po prvi puta
pojavnost retrovirusne aktivnosti tijekom proizvodnje zivog virusnog cjepiva na primarnoj
kulturi pile¢ih fibroblasta. Takoder, istraZila sam inhibiciju PERT-testa uzorcima stani¢nih
kultura, §to je vrlo slabo opisano u literaturi. Postavljaju¢i metodu, otkrila sam manjkavosti
pripreme uzoraka za PERT-test te sam pokuSala unaprijediti pripremu uzoraka na nov i

originalan nacin.

Kako bih kvalitetno interpretirala rezultate uzoraka stani¢nih kultura, napravila sam prvo

procjenu matriksa tih uzoraka. Uzorak za testiranje u PERT-testu bio je potroSeni medij

102



5. Diskusija

(supernatant) sa stani¢nih kultura, s dodatkom FBS-a ili bez njega. Podatke o testiranju

matriksa uzoraka stani¢nih kultura PERT-testom nisam pronasla u literaturi.

U distom mediju bez FBS-a nisam uocila aktivnost RT. IstraZivanjem medija s razliitim
volumnim udjelom FBS-a uocila sam prvenstveno da ovi mediji inhibiraju PERT-test,
posebno medij s 10% FBS-a. Navedeno je u skladu s literaturnim podatkom koji navodi kako
u serumu postoje inhibitori RT-PCR-a, §to je posebno znacajno za uzorke s niskom
koncentracijom RNA (Konet i sur., 2000). U jedinom pokusu na medijima s FBS-om u kojem
nije bilo inhibicije PERT-testa, neocekivano sam detektirala nisku aktivnost RT koja je padala
s padom udjela FBS-a u mediju (Tablica 13.). Moguce je da i u drugim serijama medija
postoji aktivnost RT, no ona se zbog inhibicije nije mogla ocitati. Upravo zbog izostanka
inhibicije, smatram da se ovdje ne radi o kontaminaciji medija. Testirala sam 1 Cisti FBS, iste
serije kao 1 FBS u pozitivnom mediju, samo iz razli¢ite poSiljke, o€ekuju¢i visoku razinu

aktivnosti RT. No, ¢isti FBS se pokazao negativan u PERT-testu (Tablica 13.).

Prema ovom nalazu €ini se da aktivnost RT ne potjece niti od FBS-a (osim ako se poSiljke
razlikuju) niti od sastojaka medija buduci da (1) medij bez FBS-a ne pokazuje aktivnost RT,
nit1 inhibira PERT-test 1 (2) medij za razrjedivanje 1 medij s FBS-om su istog sastava: jedina

razlika izmedu inhibitornih i neinhibitornih uzoraka medija je postotak FBS-a.

Svjezi medij s FBS-om nije pravi matriks uzoraka stani¢nih kultura i ne moze sluziti kao
negativna kontrola u PERT-testu, budu¢i da stanice tijekom proliferacije koriste sastojke
medija za svoj rast 1 razvoj 1 time mu mijenjaju sastav. Osim u sastavu nutrijenata i ostalih
supstanci u mediju, svjezi medij 1 potroSeni medij sa stani¢nih kultura razlikuju se i u
aktivnosti RT. Pokazala sam da je niza aktivnost RT u potroSenom mediju nego u svjezem
mediju iste serije (Tablica 27.). Tijekom kultivacije stani¢ne kulture retrovirusne Cestice su se

vjerojatno inaktivirale ili raspale.

Budu¢i da je FBS vazna komponenta u proizvodnji 1 kontroli kvalitete bioloskih proizvoda,
smatram ovaj pozitivan nalaz u PERT-testu vrlo zna¢ajnim. Fetalni govedi serum dobiva se iz
krvi fetusa goveda. Ako se moze povuci analogija s ljudskim fetusom, odnosno ljudskom
posteljicom u kojoj je aktivnost endogenih retrovirusa iznimno velika 1 ima znacajnu ulogu
(M1 1 sur., 2000; Blond 1 sur., 2000; Griffiths, 2001; Blaise 1 sur., 2003; Frendo 1 sur., 2003;
Dunn 1 sur., 2003; de Parseval 1 sur., 2005), nije nemogucée ocekivati prisutnost endogenih
retrovirusa i u govedoj posteljici, no o tomu zasad nema objavljenih podataka. Svakako je u

buduénosti potrebno testirati ve¢i broj uzoraka FBS-a razliCitih serija 1 iz razli¢itih poSiljki.
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Otkrivanje aktivnosti RT u mediju s FBS-om postavilo je vazno pitanje — §to ako izvor
retrovirusnih Cestica uopce nije pile¢i supstrat, ve¢ one potjecu iz medija i sposobne su
umnazati se na PF? [z tog razloga bilo je nuzno istraziti aktivnost RT u embrioniranim jajima
1 pokazati da ona tamo postoji. Istrazila sam alantoisnu tekucinu 1 albumen embrioniranih
SPF-jaja, potvrdila aktivnost RT 1 time pokazala da je pile¢i embrij uistinu izvor retrovirusnih
Cestica (Tablica 18.) (Robertson i1 sur., 1997; Maudru 1 sur., 1998). Broj detektiranih
endogenih retrovirusnih ¢estica bio je 300 000x veci u alantoisnoj tekucini, $to je 1 ocekivano
s obzirom na njegovu funkciju u jajetu. Alantoisna Supljina sluzi za izmjenu plinova preko
ljuske 1 u njoj se skupljaju otpadne teku¢ine embrija, a albumen sluzi prvenstveno za zastitu

embrija 1 kao dodatni izvor hranjivih tvari.

Nakon testiranja matriksa 1 dokaza porijekla aktivnosti RT, pristupila sam istrazivanju
stanicnih kultura. U svim primarnim stani¢nim kulturama pile¢ih fibroblasta (PF), bilo iz
komercijalnih jaja ili iz SPF-jaja, pokazala sam aktivnost RT (Tablica 17., Slike 22. 1 23.).
Navedeni rezultati u skladu su s literaturnim podacima koji navode da primarna kultura
pile¢ih fibroblasta sadrzi neinfektivne endogene retrovirusne ¢estice koje su izvor aktivnosti
RT (Boni 1 sur., 1996; Weissmahr 1 sur., 1997; Robertson i sur., 1997; Maudru 1 sur., 1998;
Khan 1 sur., 1998; Tsang i sur., 1999; André i sur., 2000; Johnson i sur., 2001 1 2003;
Shahabuddin i sur., 2001; Hussain i sur., 2001 12003; Victoria i sur., 2010). Razina aktivnosti
RT porijeklom od endogenih retrovirusnih cCestica u testiranim uzorcima odgovara
koncentraciji AMV-RT-standarda u rasponu od 10° do 10" pJ po reakciji, §to odgovara
koli¢ini od oko 10° do 10® molekula RT po reakeiji, odnosno broju virusnih &estica pticje

mijeloblastoze od oko 10* do 10°(Ma i sur., 2009).

Zbog nacina uzgoja, ocekivala sam visu aktivnosti RT u kulturi dobivenoj od komercijalnih
jaja nego od SPF-jaja, te sam pri uspostavi metode prvo istrazila supernatante primarne
kulture PF dobivene iz oplodenih komercijalnih jaja (Slika 23.). Pratila sam stani¢nu kulturu
kroz 16 dana 1 pokazala kako je aktivnost RT u njoj konstantna od 4. do 11. dana, a 24 sata
nakon uspostave kulture 1 16. dan je niza. Stanice nakon 24 sata jo§ nisu formirale
konfluentan stani¢ni sloj, odnosno manji ih je broj te je zbog toga vjerojatno i1 oitana manja
razina aktivnosti RT. Vijabilnost stani¢ne kulture 16. dan je smanjena te pretpostavljam da je
zbog propadanja kulture ocitana manja razina aktivnosti RT. Uocila sam inhibiciju PERT-
testa kroz sve dane kultivacije. Inhibicija je uvijek bila na istoj razini, bez obzira na starost

kulture. Tijekom kultivacije stanica mijenjao se (povecavao) kroz prve dane broj stanica, a
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takoder se mijenjao volumni postotak FBS-a u mediju za rast stanica (5% kroz prva 24 sata,
nakon toga 2,5%), stoga je teSko povezati konstantnu razinu inhibicije s nekim od ova dva

faktora.

Kako bih istrazila razlike u inhibiciji PERT-testa u odnosu na sadrzaj FBS-a u mediju, u
jednoj boci sa stanicama sam 13. dan izbacila medij s 2,5% FBS-a 1 dodala medij bez FBS-a 1
inkubirala do 16. dana. U paraleli sam testirala uzorak supernatanta 16. dan bez promjene
medija. U oba slucaja PERT-test je bio inhibiran, s time da je inhibicija bila izrazenija u
kulturi s FBS-om (Tablica 14.). Uklanjanje FBS-a nije dovelo po potpune eliminacije
inhibicije, Sto ukazuje na to da FBS nije jedini faktor koji inhibira PERT-test.

Zanimljivost koju sam pritom otkrila bila je da je aktivnost RT bila samo neznatno visa u
kulturi s FBS-om. Trinaesti dan sam iz gore navedene boce sa stanicama izbacila medij s
FBS-om, a s njime 1 sve retrovirusne Cestice izlu¢ene od uspostave kulture do tada. Ocekivala
sam nisku aktivnosti RT 16. dan, no dodavanje svjezeg medija i kultivacija kroz sljedeca tri
dana ocito je omogucila ponovno stvaranje i otpustanje retrovirusnih Cestica iz stanica, i to do

otprilike iste razine koja je ocitana tijekom kultivacije bez promjene medija.

Nakon §to sam uspostavila metodu na komercijalnim jajima, istrazila sam supernatant ukupno
sedam serija kulture PF porijeklom iz SPF-jaja, kroz prvih 96 sati 1/ili nakon 14 dana (Slika
22.). Za razliku od kulture PF porijeklom iz komercijalnih jaja koju sam pripremila isklju¢ivo
za potrebe ove doktorske disertacije, uzorke kultura porijeklom iz SPF-jaja dobivala sam iz
drugih laboratorija pa sam ih testirala samo u pojedinom trenutku nakon uspostave, a ne kroz

¢itav period kultivacije.

U uzorcima supernatanta kultura SPF-jaja postoji faktor koji inhibira PERT-test. Pokazala
sam da je inhibicija neovisna o starosti kulture, pa tako neke kulture stare 24 sata jace
inhibiraju PERT-test u odnosu na kasnije, dok je kod drugih to obratno. Navedene kulture
pripremljene su u istom laboratoriju 1 prema istom protokolu u kratkom vremenskom
razdoblju, no od razli¢itih poSiljki jaja 1 s razliitim serijama podloge za rast stanica.
Inhibicija je pak konstantna ili je ¢ak uopée nema u drugim kulturama, pripremljenima u
drugom laboratoriju. Zaklju¢ujem da razlika medu stani€énim kulturama vjerojatno potjece od
pocetnog bioloSkog uzorka, odnosno pile¢eg embrija, te od osobitosti pripreme primarne

kulture stanica kao takve.
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Bez obzira na uocenu veliku rasprSenost rezultata aktivnosti RT, u svim testiranim stani¢nim
kulturama, bilo porijeklom iz SPF ili komercijalnih jaja, aktivnost RT nakon kultivacije 14,
odnosno 16 dana jednaka je ili manja od aktivnosti RT neposredno nakon uspostave kulture.
To potvrduje tezu da aktivnost RT potjee od neinfektivnih endogenih retrovirusnih Cestica

koje se luce iz stanica tijekom kultivacije, no nisu se sposobne umnazati.

Istrazila sam takoder supernatante diploidne stani¢ne kulture MRC-5, te kontinuiranih
stani¢nih kultura A549, SH-SYSY, Vero 1 Vero WHO (Tablica 19.). U literaturi sam pronasla
samo jedan podatak o aktivnosti RT na stanicama koje nisu pile¢eg porijekla, u cjepivu protiv
bjesnoce s Vero stanica, u kojem su autori pokazali kako se radi o originalnoj aktivnosti RT
potekloj od retrovirusnih Cestica, a ¢ije porijeklo nisu mogli objasniti (André i sur. 2000). S
obzirom na dostupne literaturne podatke, nisam ocekivala aktivnost RT u svim uzorcima
stani¢nih kultura, no upravo je to bio rezultat koji sam dobila. Iznimka je bio jedino
supernatant Vero WHO stanica, no on je jedini inhibirao PERT-test, §to ne znaci da taj
supernatant nije pozitivan, ve¢ se aktivnost RT zbog inhibicije ne mozZe ocitati.

Ostali supernatanti nisu inhibirali PERT-test. Sve stani¢ne kulture inkubirane su u mediju s
10% FBS-a, Sto dodatno pokazuje kako inhibicija u stani¢nim kulturama ne potjece jedino od

FBS-a, bez obzira na to Sto Cisti medij s 10% FBS-a jako inhibira PERT-test.

Ocitana aktivnost RT u ovim diploidnim 1 kontinuiranim stani¢nim kulturama vrlo je niska 1
dobivene vrijednosti Ct nalaze se na samom rubu detekcije metode. Kako je u jednoj seriji
medija s 10% FBS-a uocena aktivnost RT, ostaje otvorena mogucnost da se ovdje uocena
aktivnost u stani¢nim kulturama zadrzala upravo od medija za rast i odrzavanje stanica. Nije
vjerojatno da bi uoCena aktivnost bila nespecificna i potjecala od na primjer RNA-ovisnih
stani¢nih DNA polimeraza jer su labilne (Boni 1 sur., 1996) i nije vjerojatno da bi bile jednako
prisutne u svim istrazenim stani¢nim kulturama porijeklom iz Covjeka i iz majmuna. Takoder
nije rije¢ o lazno pozitivnom rezultatu poteklom od upotrijebljenih reagencija (na primjer od
inhibitora RNaze koji ima RT-sli¢nu aktivnost, (Pyra i sur., 1994) jer su negativne kontrole u

testu bile negativne.

Nigdje u literaturi nije opisano kakva je dinamika lucenja endogenih retrovirusnih Cestica u
kulturi PF tijekom proizvodnje nekog virusnog cjepiva 1 koliko ovisi o operativnim faktorima
poput uvjeta pripreme PF (faktor X1), nacinu infekcije PF (faktor X2) ili vremenu ubiranja

virusnih Zetvi (faktor X3). Dinamiku lucenja endogenih retrovirusnih €estica u odnosu na
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navedene faktore istrazila sam u studiji u kojoj se testirao utjecaj istih faktora na replikaciju
virusa mumpsa, soj L-Zagreb. Inace se za stabilizaciju virusa mumpsa koristi stabilizator koji
sadrzi zelatinu 1 sorbitol, no budu¢i da sam pokazala kako stabilizator inhibira PERT-test

(Tablica 20.), uzorke sam pohranjivala bez stabilizatora.

Istrazivanje navedenih operativnih faktora provela sam po modelu dizajna eksperimenata
(DoE), u kojem se sustavno testira efekt viSe parametara (faktora) na istrazivani postupak
(Kutle 1 sur., 2010; Markusic 1 sur., 2012). DoE se pokazao kao odli¢an model jer se u malom
broju pokusa dalo jasno razluciti koji faktor utjeCe na lu€enje retrovirusa, a koji ne.
Istrazivanje sam provela kroz osam pokusa, a u svakom pokusu skupila sam Sest uzoraka
Zetvi oznaGenih kao Z0 do Z5. Zetvu Z0 skupila sam tri dana nakon infekcije virusom
mumpsa (Z0 sadrzi FBS iz medija), a ostale Zetve skupljala sam kroz sljedeé¢ih pet, odnosno
deset dana, ovisno o razmaku medu Zetvama. Rezultati pokazuju da je u svim uvjetima studije
aktivnost RT najvi$a u Zetvi nula (Z0) te da pada u svakoj sljedecoj Zetvi i najniza je u Zetvi
pet (Z5) (Slika 24.). Navedeni pad je o¢ekivan, buduéi da endogene retrovirusne &estice od
kojih potjece aktivnost RT nisu infektivne. Najveéi broj endogenih retrovirusnih cestica
izlugio se iz stanica na podetku infekcije virusom mumpsa i to u Z0. Vrijeme inkubacije prije

Zetve 70 je bilo najduZe (72 h) te je navedeni rezultat u skladu s odekivanjem.

Kako bih vidjela koji operativni faktor ima kakav utjecaj na proizvodnju endogenih
retrovirusa, izraunala sam prinos endogenih retrovirusa po stanici u svakoj zetvi. Zetvu Z0
sam posebno obradila jer se u toj zetvi joS uvijek nalazi FBS 1 jer se ta Zetva inaCe odbacuje u
proizvodniji virusnih cjepiva. Buduéi da se vrijeme medu Zetvama (X3) ne odnosi na Z0,
pratila sam samo utjecaj metode pripreme stanicne kulture (X1) 1 utjecaj metode infekcije
(X2). Rezultati pokazuju da faktor X2 nema utjecaja na prinos endogenih retrovirusa u Z0
(Tablica 25.). Niti faktor X1 nije se pokazao statisticki znacajan, no dobiveni rezultati su na
samom rubu znacajnosti (nije znacajno ako je p<0,05, a dobiven rezultat je p=0,0501). Ocito
je da uvjeti pripreme homogenije primarne stani¢ne kulture doprinose povecanju broja
endogenih retrovirusnih Cestica. Smatram da se, unato¢ statistickoj neznacajnosti, svakako
treba obratiti paznju na rezultat za X1 jer o€ito ima utjecaja na prinos endogenih retrovirusa

koji je oko pet puta veci od utjecaja metode infekcije (X2).

U kasnijim Zetvama, od Z2 ili Z3 do Z5, statisticki zna¢ajan utjecaj na stvaranje endogenih

retrovirusnih Cestica ima metoda infekcije (X2) (Tablica 26.). Infekcija virusa u stanicnu
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suspenziju doprinosi porastu broja endogenih retrovirusnih Cestica u zadnjim Zetvama.
Metoda pripreme stanicne kulture (X1) 1 vrijeme medu Zetvama (X3) nemaju utjecaj na
lu¢enje endogenih retrovirusnih Cestica, s time da najmanji utjecaj ima faktor X1.

Zanimljivo je da uvjeti koji odgovaraju replikaciji virusa mumpsa (priprema homogenije
stani¢ne kulture 1 infekcija u suspenziju), odgovaraju i replikaciji endogenih retrovirusa (Slike
43.-50.). Infekcija virusa mumpsa u suspenziju homogenije stani¢ne kulture povecava
produktivnost za 50-70 puta (Markusic 1 sur., 2012). Dok s jedne strane dobivamo visok
prinos virusa mumpsa, s druge strane dobivamo visok prinos neZeljenih stranih retrovirusnih

agenasa.

Usporedbom broja endogenih retrovirusnih Cestica detektiranih u neinficiranoj stani¢noj
kulturi primarnih fibroblasta porijeklom iz SPF-jaja i u stani¢noj kulturi inficiranoj virusom
mumpsa, utvrdila sam da nema velike razlike u jacini lu¢enja, premda oba virusa pupaju sa
stani¢ne membrane 1 u tom smislu su konkurencija. Zakljucujem da stanice pile¢ih fibroblasta
imaju odredeni kapacitet stvaranja endogenih retrovirusnih Cestica koji pada sa starenjem

stanicne kulture 1 neovisan je o prisutnosti drugog virusa u kulturi.

Ima li dakle smisla raditi na povecanju prinosa zeljenih cjepnih virusa kad to za sobom
povlaci 1 opasnost po neSkodljivost stanicnih supstrata? Smatram da svakako ima. Istrazila
sam infektivnost retrovirusnih estica iz stani¢nih kultura na indikatorskim stanicama MRC-5
1 Vero 1 pokazala da te Cestice nisu infektivne (Tablice 27.-31. i Slike 51. 1 52.), Sto je i u
skladu s rezultatima iz literature (Robertson i sur., 1997; Khan i sur., 1998). Takoder,
istrazila sam infektivnost endogenih retrovirusnih Cestica u farmakopejskom testu opce
neskodljivosti na miSevima i zamorc¢adi (Tablica 32.), o ¢emu nisam nasla podatke u literaturi.
Zdravstveno stanje Zivotinja tijekom sedam dana od intraperitonealnog iniciranja supernatanta
kulture pile¢ih fibroblasta bilo je u redu 1 sve su zivotinje dobile na teZini. Prema tome
zaklju¢ujem da endogene retrovirusne Cestice nisu infektivne i ne utjeu nepovoljno na

zdravlje miSeva i zamorcadi.

U svim vrstama uzoraka prisutna je inhibicija PERT-testa 1 potrebno ju je komentirati.
Inhibiciju je teSko povezati bilo s izvorom uzorka (stani¢na kultura ili embrionirano jaje) ili
razinom aktivnosti RT, ili pak sastavom medija. Neke stani¢ne kulture s visokom razinom

aktivnosti RT jako inhibiraju PERT-test, neke samo malo, a neke uopée ne. Enzim RT, osim
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Sto vrsi reverznu transkripciju 1 ima RNaznu aktivnost (RNaza H), ima jo$ neka svojstva koja
mogu objasniti povezanost visoke razine aktivnosti RT i inhibicije PERT-testa. Tako se enzim
RT moze vezati na komplekse pocetnica/kalup (eng. primer/template) kao §to su RNA:DNA,
DNA:DNA ili RNA:RNA, moze imati i DNA-ovisnu DNA polimeraznu aktivnost, te moze
dodavati nukleotide na terminalni dio molekule nevezano uz kalup (eng. terminal non-
template directed nucleotide addition) (Suslov 1 sur., 2005). Reverzne transkriptaze osjetljive
su na visoku temperaturu te ih povecanje temperature na kraju RT reakcije u RT-PCR-u u
stvarnom vremenu na 95 °C, kojom se aktivira TagMan®-DNA-polimeraza i deaktivira
inhibitor RNaze, uniStava. No, pokazano je da su AMV-RT i MLV-RT stabilnije na poviSenoj
temperaturi ukoliko su vezane na kompleks pocetnica/kalup (Yasukawa 1 sur., 2008). Moguce
je da dio molekula RT ostane vezano na komplekse nukleinskih kiselina 1 nakon povisenja
temperature na kraju reakcije RT, zbog Cega te nukleinske kiseline ostaju neupotrebljive za
umnazanje u PCR-koraku 1 tako daju lazno snizen rezultat. Veza izmedu RT 1 nukleinskih
kiselina moze se zadrzati kroz ¢ak 10 ciklusa PCR-a (Suslov 1 sur., 2005). Takoder, zbog
svoje DNA-ovisne DNA-polimerazne aktivnosti, RT se moze vezati na vezna mjesta
TagMan®-DNA-polimeraze i1 tako smanjiti broj kalupa dostupnih DNA-polimerazi. Ovo se
moze dogoditi u kratkom periodu nakon RT koraka, a prije poviSenja temperature koja
aktivira TagMan®-DNA-polimerazu. Inhibicija ovisi o omjeru RT 1 DNA-polimeraze i pada s
padom koncentracije RT (Sellner 1 sur., 1992; Suslov 1 sur., 2005). Pokazano je i kako RT
potiCe stvaranje dimera pocetnica (eng. primer-dimer) tako $to dodaje nukleotide na 3' kraj
pocetnica (Chumakov, 1994; Suslov 1 sur., 2005). Takve pocetnice postaju neupotrebljive, $to
smanjuje broj umnoZenih nukleinskih kiselina 1 daje laZzno sniZen rezultat.

U sklopu disertacije svaki sam uzorak testirala samostalno i1 uz dodatak RT-standarda (eng.
spike). Koncentracija RT-standarda za spike je visoka, odnosno, u uzorak se dodaje velik broj
molekula RT. Ukoliko i u testiranom uzorku ima velik broj molekula RT, moguce je da ta
visoka koncentracija enzima potice njegovo nezeljeno vezanje na komplekse nukleinskih
kiselina 1 na stvaranje dimera pocetnica. Time se smanjuje kapacitet slobodnih molekula
nukleinskih kiselina koji sudjeluju u RT- 1 PCR-koracima reakcije u stvarnom vremenu i
dobivaju se lazno nizi, odnosno, inhibirani rezultati. Dakle, sama prisutnost velikog broja
molekula RT uzrokuje inhibiciju PERT-testa. Dodavanje dodatnih nehomolognih kalupa
RNA u RT-PCR reakciju moglo bi ukloniti inhibiciju jer bi, kao alternativni supstrat za
vezanje, okupiralo RT 1 tako uklonilo inhibiciju (Sellner 1 sur., 1992).

Povezanost inhibicije PERT-testa 1 koncentracije FBS-a u uzorku nije moguce dokazati, tim

viSe $to se procis¢eni albumin iz seruma goveda, koji je glavni sastojak FBS-a, inace koristi
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za stabilizaciju PCR reakcije. No, FBS sadrzi neke supstancije koje inhibiraju RT-PCR, §to je
uoceno kod uzoraka s niskom koncentracijom virusne RNA (Konet 1 sur., 2000). U svakoj
PERT-test reakciji koristila sam istu koncentraciju RNA-kalupa, no pretpostavljam da su
oCitane razlike u inhibiciji PERT-testa potekle od razli¢ite koncentracije inhibitora u
testiranim uzorcima.

Prisutnost ili odsutnost inhibicije uoCene tijekom prvih dana kultivacije primarne stani¢ne
kulture pile¢ih fibroblasta, neovisne o visini aktivnosti RT, ne mogu sa sigurno$¢u objasniti.
Pretpostavljam da je uzrok ovom fenomenu specifi¢nost svake pojedine pripreme primarne
stanicne kulture od embrioniranih jaja. Budu¢i da se radi o pripremi stanic¢ne kulture od Zivih
embrija koji nisu svi jednaki, moguce je da endogene retrovirusne Cestice koje se stvaraju
tijekom prvih dana kulture imaju razliito sposobne molekule RT koje iskazuju razlicita

svojstva.

Tijekom uvodenja 1 koriStenja PERT-testa uocila sam odredene slabosti metode te sam
odlucila unaprijediti metodu pripreme uzoraka za PERT-test. Prema literaturnim podacima,
endogene retrovirusne Cestice koncentriraju se ultracentrifugiranjem, uz prethodno
centrifugiranje, kojim se wuklanja stani€ni debris, 1 sterilnu filtraciju. Nedostaci
ultracentrifugiranja bili su u tome §to sam primijetila da se velik dio retrovirusnih Cestica ne
istalozi. Naime, u neobradenom uzorku supernatanta kulture PF bilo je znatno viSe aktivnosti
RT nego u ultracentrifugiranom uzorku. Uocena aktivnost RT u neobradenom uzorku vezana
je uz Cesticu 1 zbog toga autenticna. Takoder, nakon ultracentrifugiranja u supernatantu ostaje
oko 10% aktivnosti RT, dakle, ne istaloze se sve retrovirusne cestice, Sto je u skladu
literaturom (Boni 1 sur., 1996). Sam postupak dobivanja uzorka iz taloga nakon
centrifugiranja tesko je standardizirati jer je talog nevidljiv pa operater nikad nije siguran je li
pokupio sav talog. Uz to, i uz najvecu paznju moze nakon odbacivanja supernatanta na
stijenkama epruvete zaostati kapljica. Kapljica moze skliznuti na talog i1 tako promijeniti
koncentraciju retrovirusnih Cestica po jedinici volumena, a i unijeti u uzorak tvari koje bi
inace ostale u supernatantu, a koje imaju potencijalni negativni uc¢inak na sam PERT-test

(inhibicija).

Kao cilj rada, vezano uz pripremu uzoraka za PERT-test, navela sam da zelim poboljSati
osjetljivost testa primjenom kromatografije na kratkim monolitnim nosafima 1 istraziti
omogucuju li navedeni nosaci izolaciju 1 retrovirusnih Cestica i enzima reverzne transkriptaze.

Cilj je postignut utoliko Sto sam pokazala da je moguce izolirati, odnosno koncentrirati oboje
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— 1 endogene retrovirusne Cestice 1 sami enzim reverznu transkriptazu (Tablice 34. 1 35.). U
primijenjenim uvjetima kromatografije ova metoda pripreme uzoraka nije se pokazala boljom
poboljsanje pripreme uzoraka kromatografijom 1 to ponajprije na QA-disku u opciji u kojoj se
koncentriraju molekule RT. Promjenom pufera za vezanje mogli bi se namjestiti uvjeti u
kojima bi se sva RT iz uzorka vezala za kolonu, a zatim 1 eluirala s nje. Uvjete elucije trebalo
bi vrsiti u vise stupnjeva koncentracije soli.

Svrha PERT-testa u kontroli kvalitete stani¢nih supstrata za proizvodnju cjepiva za ljudsku
upotrebu je kvalitativno pokazati ima 1i ili nema aktivnosti RT wu supernatantu.
Kromatografskom metodom mogu se, unato¢ slabijoj mo¢i koncentriranja, otkriti velike
koli¢ine molekula RT u uzorku (stotine milijuna), a rezultati na granici detekcije PERT-testa
krecu se oko reda veliCine stotinjak molekula RT. U tom smislu, priprema uzoraka za PERT-
test kromatografijom za potrebe kontrole kvalitete moZe biti zadovoljavaju¢a za uzorke s
visokom razinom aktivnosti RT, no dok se ne poboljSaju kromatografski uvjeti ne mozemo
biti sigurni da neCemo dobiti lazno negativan rezultat ukoliko se u uzorku nalazi jako mali

broj endogenih retrovirusnih Cestica.

Zaklju¢no, PERT-test je vrlo osjetljiv test kojim se mogu detektirati vrlo niske koncentracije
RT u uzorku. Kako bi test bio internacionalno prihvatljiv, potrebno je uvesti standard kao $to
je AMV-RT, koja se pokazala kao kvalitetan standard u izradi ove disertacije.

Svi uzorci potekli s pileCeg supstrata sadrze aktivnost RT, odnosno retrovirusne cestice.
Aktivnost RT otkrila sam 1 u uzorcima diploidnih 1 kontinuiranih stani¢nih kultura, te u
mediju za rast 1 odrzavanje stanica s FBS-om. Prisutnost aktivnosti RT u mediju s FBS-om
svakako je potrebno dalje istraziti zbog eventualnog znacajnog utjecaja na kvalitetu krajnjeg
proizvoda. Detektirana aktivnost RT ne potjece od infektivnih retrovirusnih Cestica, buduéi da
nema porasta aktivnosti RT u indikatorskim stani¢nim kulturama niti negativno utjece na
miSeve 1 zamorcad u testu opée neSkodljivosti.

Istrazila sam utjecaj razliCitih uvjeta proizvodnje cjepiva na pojavnost endogenih retrovirusa u
proizvodnoj stani¢noj kulturi. Uvjeti koji su optimalni za uzgoj cjepnog virusa odgovaraju i
endogenim retrovirusnim Cesticama, no kako sam pokazala da su one neinfektivne, ne
predstavljaju opasnost po pitanju neskodljivosti cjepiva.

Kromatografijom na monolitnim nosa¢ima moguce je koncentrirati i endogene retrovirusne
Cestice 1 molekule RT, no potrebno je dodatno namjestiti kromatografske uvjete kako bi se

priprema uzoraka za PERT-test poboljsala.
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6. ZAKLJUCCI

1. Reverzna transkriptaza porijeklom iz virusa pti¢je mijeloblastoze (AMV-RT) dobar je
standard za testiranje aktivnosti RT porijeklom iz bioloSkog materijala u PERT-testu 1 trebao
bi postati internacionalni standard dostupan svim proizvodac¢ima lijekova na stanicnim

kulturama.

2. Aktivnost reverzne transkriptaze (RT) prisutna je u svim uzorcima poteklima s pileceg
supstrata (embrionirana jaja 1 primarne kulture pile¢ih fibroblasta), neovisno o porijeklu
embrioniranth jaja, te u vecini istraZenih diploidnih 1 kontinuiranih stani¢nih kultura.

Aktivnost RT potjece od neinfektivnih retrovirusnih Cestica.

3. Fetalni govedi serum (FBS), kao sastojak medija za rast stanica u stani¢nim kulturama,

potencijalno sadrzi endogene retrovirusne Cestice, ¢iju je pojavnost potrebno istraziti.

4. Tijekom proizvodnje cjepiva protiv virusa mumpsa, priprema homogene primarne
kulture pilec¢ih fibroblasta (za razliku od manje homogene) i infekcija virusom mumpsa u
stani¢nu suspenziju (za razliku od na stani¢ni sloj) uzrokuju veée luc¢enje virusa mumpsa, ali i

endogenih retrovirusnih Cestica.

5. Kromatografijom na CIM-QA-disku 1 CIM-SOs-disku koncentrira se, uz endogene
retrovirusne cestice, 1 enzim reverzna transkriptaza, cime se povecava osjetljivost PERT-testa.
U testiranim uvjetima CIM-QA-disk je ucinkovitiji u koncentriranju enzima reverzne
transkriptaze. Potrebno je dodatno istraziti uvjete kromatografije jer se pripremom uzoraka

ultracentrifugiranjem detektira ve¢i broj endogenih retrovirusnih €estica.

6. Neki uzorci inhibiraju PERT-test. Inhibicija moZe potjecati od samog enzima reverzne
transkriptaze u uzorcima s visokom koncentracijom enzima. Izvor inhibicije u uzorcima s

niskom koncentracijom enzima trebao bi se dodatno istraZiti.
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