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Al Hantavirusi v Sloveniji povzro¢ajo hemoragi¢no mrzlico z renalnim sindromom (HMRS), njen

potek pa se razlikuje od blage oblike bolezni do smrtnega izida. Kljub temu, da na potek HMRS
vpliva v veliki meri tip hantavirusa, $e ni poznana natan¢na patogeneza okuzb, saj ni na voljo
primernega zivalskega modela. Z doktorsko disertacijo smo skusali opredeliti vpliv genetske
raznolikosti v lokusu HLA in virusnega genoma na potek bolezni pri posamezniku. V $tudijo
smo vklju¢ili 160 bolnikov in jih razdelili v skupine glede na potek bolezni. Pomembno vlogo
pri poteku HMRS pri posamezniku, naj bi imela predstavitev virusnih peptidov preko molekul
HLA, ki lahko vzbudijo primeren ali pretiran imunski odziv. Pri bolnikih s HMRS v primerjavi
z zdravo slovensko populacijo nismo dokazali nobene znadilne razlike v frekvencah alelov
HLA. V skupini bolnikov okuZenih z virusom DOB, predstavlja skupina alelov HLA-B*35
tveganje za tezji potek bolezni. Dejavnik tveganja za razvoj tezje oblike bolezni pri bolnikih
okuzenih z virusom PUU, bi lahko bila skupina alelov HLA-DRBI1*13. Zas¢itno vlogo v
slovenski populaciji, pred okuzbo z virusom PUU, bi lahko imeli aleli HLA-B*07 in HLA-
DRB1*15. Ugotovili smo tudi, da se razli¢ni hantavirusi v isti populaciji predstavljajo na
razliéne nacine. Poleg dejavnikov humane genetike smo analizirali tudi nukleotidne in
aminokislinske znacilnosti virusov ter izmerili vi§ino virusnega bremena neposredno v akutnem
vzorcu bolnikov z razli¢nim potekom bolezni. Virusno breme smo dokazali pri 69,4% bolnikov,
okuzenih z virusom DOB, in 77,3% bolnikov, okuzenih z virusom PUU. Izmerjene
koncentracije virusne RNA pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, so bile znacilno visje kot pri
bolnikih, okuzenih z virusom PUU. Za analizo nukleotidnih zaporedij smo dokazali, da krozi v
Sloveniji ve¢ genetskih linij virusa PUU in DOB, ki se zdruZujejo v zemljepisno loCene
monofiletske linije. Dokazali smo ve¢ aminokislinskih zamenjav v tarénih odsekih virusa,
vendar pa nismo ugotovili nobene povezave med genetskimi razli¢icami virusa in potekom
bolezni pri bolniku oziroma vi§jim virusnim bremenom.
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AB | Several studies have shown that in hemorrhagic fever with renal syndrome patients, the disease

outcome is determined by a complex interaction between the virus and immunopathologic and
human genetic factors. HFRS patients with different disease outcome were included in our study
and the determination of HLA haplotype and virus sequence was made. Comparison of HLA
frequencies between healthy individuals and HFRS patients showed no strong association with
the susceptibility for hantaviral infection. Significant associations were recognized when the
patient group was separated according to the virus responsible for the infection. DOB virus
infected patients have a significantly higher frequency of HLA-B*35 in contrast with the
frequency of HLA-DRB1*13, where this phenotype was more frequent in PUU virus infected
patients, especially in the severe form of the disease. Therefore this haplotype might be a
genetic risk factor in Slovenian population. On the other hand, HLA-B*07 could play a
protective role in PUU virus caused HFRS in the Slovenian population. Presumably, different
hantaviruses are presented differently through the same HLA molecules and this might lead to
either a more severe or a milder form of the disease. Viral load was demonstrated in 77,3%
patients infected with PUU virus and 69,4% infected with DOB virus. Not only that higher viral
load levels were demonstrated in patients infected with DOBV, but also a significant correlation
between a higher viral load level and the severity of the disease was shown. Additionally, a
virus sequence was determined directly from an acute human sample. In Slovenia several
genetic lineages of PUU virus and DOB virus are circulating the country and they form different
monophyletic clusters based on their geographical origin. Despite the fact that several SNP were
established in different lineages and that some of them even lead to the amino acid change, no
correlation between severity of the disease and the virus genetic variant was found.
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Poravnava aminokislinskega zaporedja tarénega odseka na segmentu S virusa DOB
Poravnava nukleotidnega zaporedja tar¢nega odseka na segmentu M virusa DOB
Poravnava aminokislinskega zaporedja tarénega odseka na segmentu M virusa DOB
Poravnava nukleotidnega zaporedja tar¢nega odseka na segmentu S virusa PUU
Poravnava aminokislinskega zaporedja tarénega odseka na segmentu S virusa PUU
Poravnava nukleotidnega zaporedja tarénega odseka na segmentu M virusa PUU
Poravnava aminokislinskega zaporedja tarénega odseka na segmentu M virusa PUU

Objavljen ¢lanek, ki zajema izsledke doktorske disertacije
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hemoragi¢na mrzlica z renalnim sindromom (angl. Haemorrhagic Fever
with Renal Syndrom)

hantavirusni sr¢no-plju¢ni sindrom (angl. Hantavirus Cardio-Pulmonary
Syndrome)

¢loveski levkocitni antigeni (angl. Human Leukocyte Antigen)

virus Hantaan

metoda posredne imunofluorescence (angl. Indirect Immunofluorescent
Assay)

nephropathia epidemica

verizna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction)

virus Puumala

ribonukleinska kislina (angl. Ribonucleic acid)

verizna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo (angl. Polymerase
Chain Reaction with Reverse Transcriptase)

polimorfizem posameznega nukleotida (angl. Single Nucleotide
Polimorphizm)

virus Seewis
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1 UVvOD

Hemoragi¢na mrzlica z renalnim sindromom (HMRS) je oznaka za skupino klini¢no
podobnih bolezni, ki se pojavljajo v Evropi in Aziji ze od 19. stoletja (Gajdusek, 1962),
vendar je prepoznavanje in razumevanje hantavirusov, ki so povzroditelji te bolezni,
napredovalo predvsem v zadnjem desetletju (Heyman in sod., 2009). Hantavirusi sodijo v
druzino Bunyaviridae in se ohranjajo v naravi s krozenjem med glodavci in Zuzkojedi. Ve¢ino
okuzb v Evropi povzrocata hantavirusa Puumala (PUU) in Dobrava (DOB), ki se ohranjata v
gozdni voluharici, Myodes glareolus, in rumenogrli misi, Apodemus flavicollis. Bolezen se
pojavlja na endemic¢nih obmogjih, in prizadene samo v Evropi ve¢ kot deset tisoc
posameznikov letno. Prav zato sodi med virusne bolezni, ki imajo velik vpliv na socialne in

ekonomske razmere v druzbi (Heyman in sod., 2009).

V Sloveniji krozijo hantavirusi tako med glodavci kot tudi Zuzkojedimi gostitelji. Med
glodavci krozijo kar 4 tipi hantavirusov: PUU, DOB, Saaremaa (SAA) in Tula (TUL) (Avsic-
Zupanc in sod., 2000; Avsic-Zupanc in sod., 2007; Korva in sod., 2009a). Nedavno smo v
gozdni rovki, Sorex araneus, dokazali tudi hantavirus Seewis (SWS) (neobjavljeni podatki).
V Sloveniji povzro¢ata HMRS le hantavirusa PUU in DOB. Virus PUU povzroc¢a blazjo
obliko bolezni, imenovano tudi »nephropathia epidemica«, ki zaradi nespecifi¢nih znakov,
pogosto spominja na vrocinsko bolezen z bole¢inami v trebusni votlini. Okuzba z virusom
DOB povzroci tezjo obliko bolezni ter doseze do 16% smrtnost. Potek bolezni vkljucuje Sirok
spekter klini¢nih simptomov od blagega vro¢inskega stanja do fulminantnega hemoragi¢nega

poteka z akutno odpovedjo ledvic in Sokom (Avsic-Zupanc in sod., 1999; Pal in sod., 2005).

Patogeneza HMRS je ne poznana predvsem zaradi ko-evolucije virusa z naravnim
gostiteljem, ni na voljo primernega zivalskega modela. Vecina Studij je omejenih na pogoje in
vitro, ki zahtevajo laboratorij tretje stopnje bioloSke varnosti (Bray, 2005). Kljub temu so z
razli¢nimi laboratorijskimi in kliniénimi raziskavami nakazali, da ima v patogenezi HMRS
pomembno vlogo imunski odziv posameznika (Khaiboullina in St Jeor, 2002; Maes in sod.,
2004; Markotic, 2003; Schonrich in sod., 2008).
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1.1 NAMEN DELA

Z doktorsko disertacijo smo zeleli opredeliti vpliv genetske raznolikosti v lokusu HLA na
potek HMRS pri bolnikih v Sloveniji. Rezultate tipizacije lokusa HLA pri bolnikih s HMRS
smo primerjali s frekvencami skupine alelov HLA v slovenski populaciji. Nameravali smo
ugotoviti morebitni rizi¢ni ali zaS€itni haplotip HLA za okuzbo s hantavirusi in za izid
bolezni. Bolnike s HMRS smo razdelili v skupine glede na potek bolezni in primerjali
haplotip HLA-B in HLA-DRB1 ter mutacije v nukleotidnem zaporedju virusa glede na izid
bolezni. Pri posameznih bolnikih smo pomnozili taréne odseke na virusnih segmentih S in M
ter opisali mutacije, ki so se pojavile v virusnem genomu. Analizirali smo mesta, Kjer se

pojavljajo mutacije pogosteje ter njihov vpliv na aminokislinsko zaporedje virusa.

Zanimalo nas je, ali lahko poveZzemo potek bolezni in virusno breme z genetskimi
predispozicijami posameznika ali s specificnimi mutacijami v genomu virusa oziroma

medsebojne povezave.
HIPOTEZE:

1) Doloceni haplotipi HLA pogojujejo obcutljivost ali odpornost na okuzbo s
hantavirusoma DOB in PUU v slovenski populaciji.

2) Haplotip HLA lahko po okuzbi z virusom DOB ali PUU vpliva na potek HMRS pri

bolniku.

3) V hantavirusnem genomu obstajajo razlicne toCkovne mutacije, ki vplivajo na
spremembo aminokislinskega zaporedja virusa in s tem lahko vplivajo tudi na

patogenezo HMRS.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINSKI PREGLED

HMRS se je pojavila v Aziji ze pred tiso¢ leti. Prvi zapisi, Ki opisujejo prvo znano epidemijo
na obmocju danasnje Rusije segajo v leto 1913 (Casals in sod., 1970). Bolezen je postala
prepoznavnejsa Sele med leti 1950 in 1953, ko se je med korejsko vojno z njo okuzilo preko
3000 ameriskih vojakov. Kljub temu, da so ze leta 1940 ruski in japonski znanstveniki sumili,
da gre za virusno bolezen, je Sele leta 1976 korejski virolog Ho Wang Lee s sodelavci uspel iz
pljuénega tkiva dimaste misi, A. agrarius, izolirati povzrocitelja HMRS. Virus so
poimenovali Hantaan (HTN), po bliznji reki, kjer so ulovili misi (Lee in sod., 1978). Postal je
tipska vrsta za rod Hantavirus (Schmaljohn in sod., 1985).

V Evropi so se skandinavski zdravniki sre¢evali s podobno boleznijo, vendar se je ta izrazala
v veliko blazji obliki (Peters in sod., 1999). Leta 1980 so na Finskem iz gozdne voluharice,
M. glareolus, izolirali virus PUU in ga prepoznali kot povzrocitelja bolezni, imenovane
»nephropathia epidemica« (Brummer-Korvenkontio in sod., 1980). Temu so sledila odkritja
drugih hantavirusov v Evropi in Aziji: virus Seoul (SEO) iz podgane vrste Rattus norvegicus
(Lee in sod., 1980), virus DOB iz rumenogrle misi (Avsic-Zupanc in sod., 1992), virus SAA
iz dimaste misi (Nemirov in sod., 1999), virus TUL iz poljske voluharice, M. arvalis in M.

rossiaemeridionalis (Plyusnin in sod., 1994) ter mnogi drugi.

Leta 1993 se je v ZdruZenih drZzavah Amerike pojavila epidemija, ki je vodila do odkritja
novega hantavirusa, virusa Sin Nombre (SN). Bolezen se je razlikovala od HMRS predvsem
po tem, da so bila namesto ledvic prizadeta plju¢a in sréno-zilni sistem. Zato, SO jo
poimenovali hantavirusni sréno-plju¢ni sindrom (HCPS, angl. hantavirus cardio-pulmonary
syndrom); (Nichol in sod., 1993). Kljub temu, da so odkrili povzrocitelje HCPS Sele pred
dobrimi 10 leti, to ne pomeni, da gre za nove viruse. Zgodovinski viri indijanskega plemena
opisujejo bolezen, ki se je pojavila ob povec€ani gostoti glodavcev na obmocju, kjer so ziveli
Indijanci. Tudi leta 1993, ob epidemiji HCPS, je prislo do ekoloskih sprememb, ki so prisilile
glodavce, da so se zatekli v okolico ljudi zaradi potrebe po hrani. Posledica je bil izbruh
bolezni z znacilnimi znaki hemoragi¢ne mrzlice in pljuénega edema (Mertz in sod., 1997).

Kasneje so tako imenovane »hantaviruse novega sveta« odkrili v mnogih glodavcih, tako v
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Severni kot tudi Juzni Ameriki (Jones in sod., 2008; Schmaljohn in Hjelle, 1997). Prav v
Juzni Ameriki so leta 1999 odkrili hantavirus Andes (AND), ki povzro¢a HCPS z visoko
smrtnostjo v Argentini (Calderon in sod., 1999) in je edini hantavirus pri katerem so opisali
neposredni prenos s ¢loveka na ¢loveka (Martinez in sod., 2005; Padula in sod., 1998). Po letu
1993, so na ameriskem kontinentu odkrili preko 30 novih vrst hantavirusov, med katerimi je

mnogo patogenih za ¢loveka (Jonsson in sod., 2010; Kruger in sod., 2001).

Novo presenetljivo odkritje je sledilo leta 2006, ko so Klempa in sodelavci odkrili hantavirus
Sangassou (SANG) v tkivu afriske lesne misi, Hylomyscus simus, ujete v Gvineji (Klempa in
sod., 2006). Odkritje je dalo nov zagon raziskovalcem, saj so kmalu po tem odkrili $e¢ en
hantavirus na afriski celini, ki pa je postavil nov mejnik v raziskovanju. Hantavirus Tanganya
(TGN) so odkrili v Teresini rovki, Crocidura theresae, prav tako v Gvineji (Klempa in sod.,
2007). Ravno z odkritjem hantavirusov v zuzkojedih gostiteljih se je odprlo ¢isto novo

poglavije v raziskovanju hantavirusov.

Pravzaprav je bil prvi hantavirus, virus Thottapalayam (TPM), izoliran ze leta 1971 iz tkiva
azijske rovke, Suncus murinus (Carey in sod., 1971; Zeller in sod., 1989). Vendar so ga Sele
desetletje kasneje uvrstili v hantavirusni rod (Xiao in sod., 1994; Zeller in sod., 1989). Prav
zato je dolgo veljalo, da je virus TPM izjema v rodu Hantavirus saj virus ni povezan z
glodavcem, ampak z Zzuzkojedim rezervoarjem. Kljub temu, so se nadaljevale raziskave na
tem podro¢ju in danes poznamo ze ve¢ kot 10 zuzkojedih gostiteljev, med katere spadajo tako
rovke kot tudi krti. Hantaviruse, povezane z zuzkojedim rezervoarjem so odkrili povsod po
svetu: virus Camp Ripley v kratkorepi rovki, Blarina brevicauda, (Arai in sod., 2007), virus
Ash River v maskirani rovki, Sorex cinereus, v Severni Ameriki (Arai in sod., 2008a), virus
Cao Bang v kitajski krtni rovki, Anourosorex squamipes, v Vietnamu (Song in sod., 2007b),
virus Asama v japonski krtni rovki, Urotrichus talpoides, (Arai in sod., 2008b) ter virus SWS
v gozdni rovki, S. araneus, v Svici (Song in sod., 2007a). Prav zadnji je zemljepisno zelo
razsirjen vV Evropi (Kang in sod., 2009; Yashina in sod., 2010). Kljub Stevilnim novim
odkritjem pa Se vedno ni znano ali so ti hantavirusi patogeni za ¢loveka ali ne (Arai in sod.,
2008a; Arai in sod., 2007; Klempa, 2009).
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2.2  OSNOVNE ZNACILNOSTI HANTAVIRUSOV

Hantavirusi so ovalne oblike, veliki od 80 do 120 nm (Slika 1). Virus je obdan z lipidno
ovojnico. PovrSina ima znacilen mrezast vzorec, ki je razpoznaven pod elektronskim
mikroskopom. Znotraj nukleokapside se nahaja negativno polarna enovijacna segmentirana
ribonukleinska kislina (RNA, angl. ribonucleic acid). Sestavljajo jo trije deli: velik (L, angl.
large), srednji (M, angl. medium) in majhen (S, angl. small). Na 5' in 3' koncih vsakega
segmenta so mo¢no ohranjena zaporedja, ki omogocajo tvorbo zanke. Tako segment doseze
navidezni ucinek krozne molekule. Prav te strukture loc¢ijo hantaviruse od drugih
bunjavirusov in naj bi imele vlogo pri razmnoZevanju virusa v gostiteljski celici (Plyusnin,
2002).

Glikoproteina

Lipidna

ovojnica

Polimeraza

Nukleokapside

: 80-120 nm :

Slika 1: Shematski prikaz hantavirusa (Saksida, 2011)

Velikost segmentov se razlikuje glede na hantavirusni tip, in sicer je segment L velik
priblizno 6500 bp in ima zapis za od RNA odvisno RNA-polimerazo (RdRP), ki ima vlogo
replikaze, transkriptaze, endonuklaze in verjetno tudi RNA-helikaze. Frekvenca mutacij v
hantavirusnem genomu je priblizno 1x107, kar je primerljivo z ostalimi RNA-virusi (Plyusnin
in sod., 1996; Ramsden in sod., 2008). Segment M je velik priblizno 3700 bp in ima zapis za
prekurzor povrsinskih glikoproteinov G¢ in Gp, ki nastaneta po proteolitski cepitvi med
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translacijo. Glikoproteina sta odgovorna za prepoznavanje hantavirusnih receptorjev na
tar¢nih celicah (Hart in Bennett, 1999; Plyusnin, 2002). Na segmentu S, 1800 bp, je zapis za
nukleoprotein, ki tvori nitasto vijacno nukleokapsido okrog genoma (Mertz in sod., 1997),
hkrati pa sprozi antigenski odziv (Kallio-Kokko in sod., 1993). Hantavirusi, ki jih
povezujemo z glodavci iz poddruzine Murine (npr. virusi DOB, HTN, SEO), imajo na
segmentu S le en bralni okvir in zato nimajo zapisa za nestrukturno beljakovino (Ns), ki je
pogosto prisotna pri ostalih bunjavirusih (Schmaljohn in sod., 1986). V nasprotju s tem, so
odprt bralni okvir (ORF, angl. Open Reading Frame) odkrili pri hantavirusih, ki imajo naravni
rezervoar v glodavcih iz poddruzin Sigmodontinae (npr. virusi SN, AND) in Arvicolinae (npr.
virusi PUU, TUL). Odprt bralni okvir omogoca prepis nestrukturne beljakovine, ki naj bi pri
virusu PUU zaviral delovanja promotorja interferona 3 v gostiteljski celici in tako uravnaval

imunski odziv gostitelja (Jaaskelainen in sod., 2007; Jaaskelainen in sod., 2008).

Po okuzbi se vezejo hantavirusi z glikoproteinom G, na celi¢éne receptorje na povrsini
endotelijskih, epitelijskih in dendriti¢nih celic ter limfocitov (Mackow in Gavrilovskaya,
2001; Markotic in sod., 2007; Raftery in sod., 2002; Zaki in sod., 1995). Patogeni hantavirusi
vstopajo Vv celico z od Kklatrina odvisno enodcitozo preko integrinskega receptorja 3, medtem
ko nepatogeni hantavirusi vstopajo preko integrinskega receptorja 1 (Gavrilovskaya in sod.,
1998; Jonsson in Schmaljohn, 2000; Mackow in Gavrilovskaya, 2009). Po vstopu v celico se
hantavirusi razmnozujejo v citoplazmi: najprej potece prepis nukleoproteina in RdRP.
Nukleoprotein je najstevilénejSa virusna beljakovina v celici, ki tvori nitasto vijacno
nukleokapsido (Mertz in sod., 1997), poleg tega pa je pomembna tudi za prepis virusa,
signalizacijo in pakiranje virusnih delcev (Jonsson in sod., 2010). Kljub temu, da sprozi
antigenski odziv (Kallio-Kokko in sod., 1993) ima hkrati pomembno vlogo tudi pri modulaciji
vnetnega imunskega odziva (Taylor in sod., 2009a; Taylor in sod., 2009b). Hantavirusni
nukleoprotein omeji interferonski odziv v gostiteljski celici, tako da prepreci aktivacijo TNF-
a z vezavo NF-kappaB v citoplazmi celice (Taylor in sod., 2009a). Sinteza glikoproteinskih
prekurzorjev poteka v endoplazmatskem retikulumu, kjer po proteolitski cepitvi nastaneta
glikoproteina G, in G. (Hart in Bennett, 1999; Mertz in sod., 1997). Po prenosu v Golgijev
aparat ti tvorijo heterodimere, ki vezejo integrinske receptorje na tar¢nih celicah (Plyusnin,

2002). Zorenje virusnih delcev poteka na membranah Golgijevega aparata ali na membrani
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gostiteljske celice, kar je odvisno od hantavirusnega tipa (Jonsson in sod., 2010; Vapalahti in
sod., 2003).

2.3 EKOLOGIJA HANTAVIRUSOV

Hantavirusi so razsirjeni po vsem svetu in so domnevno prisotni v naSem okolju ze stoletja.
Razvijali so se skupaj s svojimi naravnimi gostitelji in se prilagajali okoljskim spremembam,
zato danes ugotavljano med njimi veliko genetsko raznolikost. Za razliko od ostalih virusov v
druzini Bunyaviridae hantavirusi nimajo znanega ¢lenonoznega vektorja in se ohranjajo v
naravi v trajno okuzenih gostiteljih (Plyusnin in Morzunov, 2001). Hantavirusi se prenasajo

med gostitelji in tudi na ¢loveka z aerosoliziranimi izlo¢ki (Vapalahti in sod., 2003).

Teorija 0 ko-evoluciji hantavirusov pravi, da se ohranja v naravi vsak hantavirus v to¢no
dolo¢enem glodavcu, zato lahko pri filogenetskih analizah hantavirusov opazimo ko-evolucijo
virusa in gostitelja. To se odraza tudi v zemljepisni raz§irjenosti virusov, ki sovpada z
ekolosko niSo njihovih gostiteljev (Plyusnin, 2002). Kljub temu, da filogenetske analize
odrazajo vez med naravnim gostiteljem in evolucijo hantavirusov, pa lahko pri podrobnejsih
analizah opazimo dolo¢ene »nepravilnosti«, ki nakazujejo, da je med evolucijo prislo do

zamenjave gostitelja (Plyusnin in sod., 2001; Ramsden in sod., 2009).

Danes vemo, da je ekologija hantavirusov mnogo kompleksnejsa kot so sprva predvidevali,
saj ne le glodavci, temvec tudi Zuzkojedi (rovke in krti) lahko sluzijo kot naravni rezervoar
virusa, s ¢imer je virus pridobil mnogo SirSo ekolosko niso. K temu sodi tudi odkritje, da so
hantavirusi poleg v Aziji, Evropi in Ameriki razsirjeni tudi v Afriki (Preglednica 1); (Jonsson
in sod., 2010; Klempa, 2009).
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Preglednica 1: Prikaz zemljepisne razsirjenosti hantavirusov po svetu. Virusi v odebeljenem tisku

povzrocajo bolezen pri ljudeh.

VIRUS NARAVNI GOSTITELJ ZEMLJEPISNA RAZSIRITEV
EVROPA
virus Dobrava Apodemus flavicollis Balkan, srednja Evropa, Rusija
virus Seoul Rattus rattus po celem svetu
virus Saaremaa Apodemus agrarius Estonija, Rusija, Slovenija, MadZarska, Slovaska
virus Puumala Myodes glareolus Skandinavija, Evropa
virus Tula Mictotus arvalis srednja Evropa, evropski del Rusije
virus Seewis Sorex araneus Svica, Madzarska, Slovenija
AZIJA
virus Hantaan Apodemus agrarius Kitajska, Juzna Koreja, Rusija
virus Seoul Rattus rattus Koreja, Japonska, Kitajska
virus Amur Apodemus peninsulae daljnovzhodna Rusija
Soochong virus Apodemus peninsulae Juzna Koreja
virus Khabarovsk Microtus fortis daljnovzhodna Rusija
virus Muju Myodes regulus Juzna Koreja
virus Topografov Lemmus sibericus Sibirija
virus Tobetsu Myodes rufocanus Japonska
virus Bat Rhinolophus ferrum-equinum Koreja
virus Thottapalyam Suncus murinus Indija
virus Thailand Bandicota indica jugovzhodna Azija
virus Vladivostok Microtus fortis daljnovzhodna Rusija in Kitajska
virus Hokkaido Myodes rufocanus Japonska
virus Fusong Myodes rufocanus Kitajska
virus Cao Bang Anourosorex squamipes Vietnam
virus Asama Urotrichus talpoides Japonska
AMERIKA
virus Seoul Rattus rattus ZDA, Brazilija
virus Prospect Hill Microtus pennsylvanicus ZDA, Kanada
virus Isla Vista Microtus californicus zahodna ZDA
virus Sin Nombre Peromyscus maniculatus ZDA, Mehika
virus Black Creek Canal Sigmodon hispidus jugovzhodna in juZzna ZDA, Mehika, centralna Amerika
virus Bayou Orytomys palustris vzhodna ZDA
virus Limestone Canyon Peromyscus boylii severna Amerika
virus Playa de Oro Oryzomys couesi Mehika
virus Catacamas Oryzomys couesi Honduras
virus Choclo Oligoryzomys fulvescens Panama
virus Calabazo Zygodontomys brevicauda Panama
virus Rio Segundo Reithrodontomys mexicanus Kostarika
virus Cano Delgadito Sigmodon alstoni Venezuela
virus Andes Oligoryzomys longicaudatus Argentina, Cile
virus Bermejo Oligoryzomys chocoensis Argentina
virus Pergamino Akodon azarae Argentina
virus Lechiguanas Oligoryzomys flavescens Argentina
virus Maciel Bolomys obscurus Argentina
virus Oran Oligoryzomys longicaudatus Argentina
virus Laguna Negra Calomys laucha Paragvaj, Bolivija, Argentina
virus Alto Paraguay Holochilus chacoensis Paragvaj, Argentina
virus Ape Aime Akodon montensis vzhodni Paragvaj
virus Itapua Oligoryzomys nigripes vzhodni Paragvaj
virus Rio Mamore Oligoryzomys microtis Bolivija, Peru, Paragvaj, Argentina
virus Araraquara Bolomys lasiurus Brazilija
virus Juquitiba Oligoryzomys nigripes Brazilija
virus Jabora Akodon montensis Brazilija, Paragvaj
virus Bloodland Lake Microtus ochrogastor ZDA, Kanada
virus Leaky Mus musculus ZDA, Mehika
virus Monongahela Peromyscus maniculatus nubiterrae vzhodna ZDA, Kanada
virus New York Peromyscus leucopus ZDA, Kanada, Mehika
virus Blue River Peromyscus leucopus centralna ZDA
virus EI Moro Canyon Reithrodontomys megalotis ZDA, Kanada, Mehika
virus Muleshoe Suncus hispidus jugovzhodna in juZzna ZDA, Mehika, centralna Amerika
virus Camp Ripley Blarina brevicauda ZDA
virus Ash River Sorex cinereus ZDA
virus Jemez Springs Sorex monticolus ZDA
AFRIKA
virus Sangassou Hylomyscus simus Gvineja
virus Tanganya Crocidura theresae Gvineja
virus Seoul Rattus rattus Egipt
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Hantavirusi povzrocajo trajno okuzbo pri naravnem gostitelju brez razvoja klini¢ne slike, v
celi¢nih kulturah pa se razmnozujejo brez pojava znacilnega citopatogenega ucinka (Klein in
Calisher, 2007). Kljub temu, da poteka okuzba v naravnem gostitelju brez bolezenskih
znakov, pa so pokazale nekatere Studije, da virus vseeno zmanjSa prezivetje gostitelja ez
zimo (Kallio in sod., 2007). Pri posameznih primerkih lahko celo povzro¢a manjse
bolezenske spremembe na pljucih, vendar te vseeno ne vodijo v razvoj bolezni, ki jo opazimo
pri ljudeh (Lyubsky in sod., 1996; Netski in sod., 1999). Po okuzbi sledi kratkotrajna
viremija, nato pa razsoj virusa v skoraj vse notranje organe, kjer se virus razmnozuje vse
zivljenje, tudi po razvoju specifi¢nih protiteles (Gavrilovskaya in sod., 1983; Korva in sod.,
2009b; Lee in sod., 1981). Okuzeni glodavci izlo¢ajo virus v slini, fecesu in urinu tudi mesec
dni po okuzbi (Bernshtein in sod., 1999; Botten in sod., 2002; Hutchinson in sod., 1998; Lee
in sod., 1981). Poleg tega, so hantavirusi zelo obstojni v okolju (Kallio in sod., 2006), zato
posreden prenos virusa preko okuzenih izlockov, na nakljuénega gostitelja, kot je ¢lovek, ni

presenetljiv (Slika 2).

OKUZBA Z VDIHAVANJEM
AEROSOLIZIRANIH OKUZENIH
1IZLOCKOV NARAVNIH
GOSTITELJEV

Slika 2: KroZenje hantavirusov v naravi in prenos virusa na ¢loveka (Saksida, 2011).
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Clovek je nakljuéni gostitelj v kroZenju hantavirusov v naravi. S hantavirusi se lahko okuzi na
dva nacina: najpogostejSa pot vnosa virusa je vdihavanje kuznih aerosolov iz izlockov
glodavcev, ali neposredno, z ugrizom okuzene podgane (Douron in sod., 1984). Prenos virusa
iz Cloveka na Cloveka je zelo redek in so ga opisali le pri virusu AND, ki velja za enega
najbolj patogenih hantavirusov (Padula in sod., 1998; Wells in sod., 1997). Tudi pri virusu
PUU so nasli raziskovalci virusno RNA v vzorcu sline bolnika s HMRS, vendar niso dokazali

kuznih virusnih delcev (Pettersson in sod., 2008).

2.4 EPIDEMIOLOGIJA HMRS IN HCPS

Hantavirusi povzro¢ajo dva bolezenska sindroma: HMRS v Evropi in Aziji (Vapalahti in sod.,
2003), ter HCPS v Ameriki (Klein in Calisher, 2007; Nichol in sod., 1993).

Bolezen je endemi¢na na podro¢jih, kjer ljudje sobivajo z naravnimi gostitelji virusa, do
izbruha pa lahko pride zaradi nenadnega okoljskega pojava, ki prisili glodavce, da se zateCejo
v ¢lovekovo blizino (Jonsson in sod., 2010; Vapalahti in sod., 2003). Posamezni primeri
bolezni se vedinoma pojavijo pozno spomladi in poleti ter ob jesenski ohladitvi. Takrat je
¢lovek dejavnejsi v naravi in je verjetnost stika z naravnimi gostitelji ve¢ja, hkrati pa se zaradi
prihajajoce zime glodavci selijo v naselja, kjer je hrane v izobilju (Avsi¢-Zupanc in Petrovec,
2003; Heyman in sod., 2009); (Slika 3).

Letno poroc¢ajo o okoli 150.000 bolnikih s HMRS po celem svetu, pri ¢emer okoli 70%
bolezni zabelezijo na Kitajskem (Zhang in sod., 2004). V Evropi poroc¢ajo 0 9.000 primerih
bolezni letno. Toda, vecino okuzb povzroca v Evropi virus PUU, zato ostaja velik delez
bolnikov neprepoznan, saj so brezsimptomni ali imajo le blage, gripi podobne znake. Po
nekaterih ocenah tako letno v Evropi podcenijo $tevilo primerov HMRS za kar 30%
(Brummer-Korvenkontio in sod., 1999; Heyman in sod., 2009). V Severni in Juzni Ameriki
zabelezijo le 1000 primerov HCPS letno, vendar je smrtnost kar 40% (Jonsson in sod., 2010;

Jonsson in sod., 2008) .

HMRS, ki jo povzrocajo virusi HTN, AMR, SEO, PUU, TUL, SAA in DOB se endemi¢no
pojavlja na evrazijski celini (Slika 3). Izbruhe HMRS v Aziji povezujemo predvsem z virusi
HTN, AMR in SEO, pri zadnjem je potek bolezni blazji. Virus HTN je endemicen v Koreji,
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na Kitajskem, v Mongoliji, Rusiji in Mjanmaru. Virus SEO je edini hantavirus, ki se je zaradi
svojih gostiteljev, navadne in ¢rne podgane, uspel razsiriti po vsem svetu, vendar je bolezen

endemicna predvsem na Kitajskem, Japonskem in v JV Aziji (Lee in van der Groen, 1989).

HCPS .
C]o5 =,
[ ]6-20
[ 21-100 *
[ 101-1,000

[ 1,001-5,000

HMRS
[_]Jo-s
[ 100-1,000

[ 10,000-20,000

NE

[_]Jo-s

[ ]6-20

] 21-100
[ 101-1,000
[ 1,001-5,000

HMRS & NE
[_15,000-10,000

Slika 3: Zemljepisna razporeditev hantavirusnih okuzb, s pribliZno letno pojavnostjo bolezni
(Jonsson in sod., 2011)

V Evropi krozijo §tirje patogeni hantavirusi PUU, DOB, SAA in TUL (Preglednica 1);
(Heyman in sod., 2009; Plyusnin in sod., 2001). Ve¢ino okuzb povzroca virus PUU, ki je
odgovoren za blazjo obliko bolezni t.i. nephropathia epidemica, s smrtnostjo < 2% (Heyman
in Vaheri, 2008; Vapalahti in sod., 2003). Najve¢ primerov zabeleZijo na Finskem, Svedskem
in v zahodni Rusiji. Poleg tega o primerih poroc¢ajo Se v Belgiji, na Norveskem,
Nizozemskem, v Nemciji, Avstriji in Sloveniji ter nekaterih drugih zahodnoevropskih drzavah
(Heyman in Vaheri, 2008).

Znotraj zivalske vrste Apodemus sp. krozijo v Evropi kar trije hantavirusi, ki povzrocajo
HMRS pri ljudeh, vendar se razlikujejo po poteku bolezni. Tezjo obliko bolezni, s smrtnostjo
do 16%, povzroca virus DOB, ki v naravi krozi med rumenogrlimi mismi, A. flavicollis, in je
razsirjen po celotnem Balkanskem polotoku (Avsic-Zupanc in sod., 2000; Heyman in sod.,
2009). O bolnikih so porocali v Albaniji (Eltari in sod., 1987), Bolgariji (Vasilenko in sod.,
1987), Romuniji (Manasia in sod., 1977), Gr¢iji (Papa in sod., 1998), na Hrvaskem, v Bosni
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in Hercegovini, Srbiji, Crni Gori, Makedoniji (Gligic in sod., 1992) in Sloveniji (Avsic-
Zupanc in sod., 1999; Avsic-Zupanc in sod., 1992). Virus SAA je razSirjen po centralni in
vzhodni Evropi in se ohranja v naravi v dimastih misih, A. agrarius (Nemirov in sod., 1999;
Sironen in sod., 2005). O bolnikih so porocali iz Rusije (Garanina in sod., 2009; Klempa in
sod., 2008; Plyusnin in sod., 1999), Nemcije (Klempa in sod., 2003), Estonije (Golovljova in
sod., 2000), Danske (Nemirov in sod., 2004) ter Slovaske (Sibold in sod., 1999). Virus
povzroc¢a blazjo obliko HMRS, brez znanih smrtnih primerov. Nedavno so v Rusiji, v regiji
Sochi, kjer poro¢ajo o bolnikih s srednje tezkim do tezkim potekom HMRS, odkrili $e en tip
virusa DOB, ki se ohranja v naravi v mi$ih vrste A. ponticus (Klempa in sod., 2008).

Na Ceskem, v Svici in Nemgiji so porodali o serologkih dokazih, da naj bi HMRS v Evropi
povzrocal tudi virus TUL, vendar do danes Se niso dokazali virusnega genoma v bolniku z

akutnim HMRS (Klempa in sod., 2003; Schultze in sod., 2002; Vapalahti in sod., 1996).

Po odkritju virusa SN v ZDA leta 1993 o primerih HCPS porocajo $e iz Argentine, Bolivije,
Kanade, Paname, Paragvaja, Cila in Urugvaja (Jonsson in sod., 2010). Skupaj v Juzni in
Severni Ameriki letno poroc¢ajo o priblizno 1000 primerih HCPS, ki pa jih lahko povzroca kar
15 razli¢nih hantavirusov (Preglednica 1). NajhujSo obliko bolezni povzroca virus AND, ki je
razSirjen predvsem v Juzni Ameriki in dosega kar 40% smrtnost (Jonsson in sod., 2010;
Padula in sod., 1998).

Prvi dokazi o krozenju hantavirusov na afriski celini segajo ze v leto 1984, ko je Gonzalez s
sodelavci dokazal protitelesa proti hantavirusom med prebivalci Benina, Burkine Faso,
centralne AfrisSke Republike in Gabona (Gonzalez in sod., 1984). Kasneje so o posrednih
dokazih o kroZenju hantavirusov v Afriki porocali Se iz drugih drzav (Klempa, 2009), vendar

do danes $e niso uspeli dokazati nobenega akutnega primera HMRS ali HCPS.

2.4.1 HMRS v Sloveniji

Slovenija je biotsko zelo raznovrstna saj omogoca zivljenje mnogim sesalcem, ti pa imajo tudi
razli¢ne viruse. Tako med glodavci v Sloveniji krozijo Stirje tipi hantavirusov: PUU, DOB,
TUL in SAA (Avsic-Zupanc in sod., 2000; Avsic-Zupanc in sod., 2007; Korva in sod.,
2009a); (Slika 4). Poleg tega smo hantavirus, ki je podoben virusu SWS, dokazali v gozdni
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Slika 4: Zemljepisna raz§
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Najbolj razsirjen hantavirus je virus DOB, ki izvira iz Slovenije. Odkrili so ga v rumenogrli
misi, ujeti v vasi Dobrava na Dolenjskem (Avsic-Zupanc in sod., 1992). Virus DOB in
njegovega gostitelja lahko najdemo povsod po Sloveniji, vendar veéina primerov bolezni
izvira predvsem iz dolenjske in ljubljanske regije (Avsic-Zupanc in sod., 2000). Poleg
omenjenega virusa je v Sloveniji prisoten tudi virus SAA, ki krozi v naravi med dimastimi
miSmi, raz$irjenimi predvsem v Prekmurju in na Goriskem (Avsic-Zupanc in sod., 2000). V
obeh regijah so virus SAA dokazali v naravnem gostitelju, med tem ko ga iz bolnikov niso

osamili (Avsic-Zupanc in sod., 2000).

V Prekmurju in na Stajerskem lahko v naravnem gostitelju, poljski voluharici, najdemo virus
TUL. Ta izvira iz Rusije in naj bi bil patogen tudi za ¢loveka (Klempa in sod., 2003;
Vapalahti in sod., 1996), vendar smo ga dokazali v Sloveniji le v naravnem gostitelju (Korva
in sod., 2009a). Vecino primerov HMRS v Sloveniji, tako kot po vsej Evropi, povzroca virus
PUU, ki se ohranja v naravi v gozdni voluharici, razsirjeni povsod po Sloveniji (Avsic-
Zupanc in sod., 2007).

Prvi primer HMRS so v Sloveniji zabelezili ze leta 1954 (Radosevic in Mohacek, 1954). Do
danes je prijavljenih ve¢ kot 310 bolnikov, ki so bili sporadi¢ni primeri HMRS ali bolniki v
manjsih epidemijah (Slika 5). VV Sloveniji se pojavlja HMRS v dveh oblikah. Prvo, blazjo
obliko bolezni, nephropathia epidemica, povzroc¢a virus PUU. Druga oblika bolezni, ki jo
povzroc¢a virus DOB, pa ima veliko resnejSe simptome in doseze tudi do 16% smrtnost

(Avsic-Zupanc in sod., 1999).

Kljub temu, da se pojavlja HMRS v Sloveniji po vsej drzavi, je veéina bolnikov iz treh

endemicnih regij: Ljubljane z okolico, dolenjske regija in Prekmurja (Slika 5).
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Slika 5: Zemljepisna razporeditev bolnikov s HMRS po Sloveniji. Vsaka rde¢a pika predstavlja enega
bolnika.

2.5 KLINICNA SLIKA HMRS

Potek okuzbe s hantavirusi je odvisen od tipa hantavirusa, ki lahko prizadene predvsem
pljuéne kapilare (HCPS), ali ledvi¢ne kapilare (HMRS). Poleg razvoja dveh sindromov pri
okuzbah s hantavirusi opazimo tudi zelo razlicen potek bolezni: od brezsimptomne oziroma
zelo blage oblike bolezni do bolezni s tezkim potekom, s krvavitvami in Sokom ali celo
smrtnim izidom. Blazje oblike bolezni so navadno povezane z okuzbo z virusom PUU, SAA
in SEO, tezje pa predvsem z virusom HTN in DOB (Avsic-Zupanc in sod., 1999; Linderholm
in Elgh, 2001; Schmaljohn in Hjelle, 1997).
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Slika 6: Shematski prikaz klini¢nega poteka HMRS (Vapalahti in sod., 2003)

Znacilen potek HMRS lahko razdelimo na pet faz: vrocinska, hipotenzivna, oliguri¢na,
diureticna faza in faza okrevanja (Vapalahti in sod., 2003) (Slika 6). Po 2-3 tednih
inkubacijske dobe nenadno izbruhnejo bolezenski znaki: vro¢ina, mrzlica, glavobol in drugi
simptomi, ki spominjajo na gripo. Sledijo tezave s prebavili, bole¢ine v trebuhu, zaspanost in
motnje vida (Settergren in sod., 1991). Pojavijo se lahko tudi manjSe krvavitve sluznice v
prebavilih, rde€ice obraza, injicirane konjuktive, petehije in hematurija. V tej fazi bolezni je
znacilna tudi akutna trombocitopenija, ki se slabsa do konca vrocinske faze. Hipotenzivna
faza nastopi hitro, s padcem krvnega tlaka, ki je posledica povecane prepustnosti zilnega
epitelija. Pri hujSih primerih bolezni lahko v tej fazi bolnik pade v Sok, kar vodi v odpoved
srca in smrt. Po 3-4 dneh se pojavijo znaki okvare ledvic (oligurija, anurija) s proteinourijo,
elektrolitskim neravnovesjem, poviSanjem serumskega kreatinina in bole¢inami v hrbtu. Pri
tezjih bolnikih je potrebno zafasno zdravljenje s hemodializo. Sledi diureti¢na faza, kjer se

ledvi¢na funkcija postopoma izboljsuje, ponovno se vzpostavi elektrolitsko ravnovesje. Faza
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popolnega okrevanja lahko traja nekaj tednov ali celo mesecev (Schmaljohn in Hjelle, 1997;
Schonrich in sod., 2008; Vapalahti in sod., 2003). Pri okuzbi z virusom PUU so faze bolezni
med seboj tezko lo€ljive, saj le pri 5% bolnikov pride do akutne odpovedi ledvic in porusitve
elektrolitskega ravnovesja v telesu, kar zahteva bolnisni¢no zdravljenje in dializo (Mustonen
in sod., 1994; Rollin in sod., 1994). Do resnih zapletov zaradi krvavitev pride le pri 10%

bolnisni¢no zdravljenih bolnikov (Alexeyev in sod., 1994; Nuutinen in sod., 1992).

Kljub razliénim potekom bolezni, tako znotraj skupine bolnikov okuzenih s posameznim
hantavirusom, kot tudi med bolniki, okuzenimi z razli¢nim hantavirusi, so dolo¢eni klini¢ni
znaki skupni vsem: poviSana prepustnost zilnega epitelija, ki vodi v hipotenzijo,
hemokoncentracija, vazodilatacija, akutna trombocitopenija, aktivacija CD8" limfocitov T,
levkocitoza in povisano Stevilo nezrelih levkocitov (Schonrich in sod., 2008). Dodatno so
pogosti tudi naslednji laboratorijski kazalci: poviSane vrednosti serumskega kreatinina, C-
reaktivnega proteina in jetrnih transaminaz (Kuzman in sod., 2003; Schonrich in sod., 2008;
Vapalahti in sod., 2003).

Velja, da povzrocajo hantavirusi v Evropi akutno odpoved ledvic, kljub temu pa zdravniki
opazajo vse ve¢ bolnikov s hudo dihalno stisko (Linderholm in sod., 1992; Linderholm in
sod., 1997; Rasmuson in sod., 2011) ali nenavadnimi kardioloskimi izvidi (Makela in sod.,
2009), ki so znacilni za HCPS. Pogosto, predvsem pri bolnikih z virusom DOB, opisujejo tudi
nevroloske spremembe, od delnih parez obraza do epilepti¢nih napadov (Cerar in sod., 2007;
Kuzman in sod., 2003). Vse to pojasnjuje dejstvo, da veliko Stevilo bolnikov, predvsem tistih

z nespecifi¢nimi vroéinskimi znaki bolezni, ostane neprepoznanih.

Prav na podlagi klini¢nih in laboratorijskih kazalcev so Kuzman in sodelavci v najvedji
epidemiji HMRS na Hrvaskem leta 2002, izdelali tockovno lestvico za oceno poteka bolezni
(Kuzman in sod., 2003), (Preglednica 2).
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Preglednica 2: Lestvica za oceno poteka bolezni pri bolnikih s HMRS (Kuzman in sod., 2003).

Pokazatelji poteka bolezni Stevilo to¢k

1. SOK, HIPOTENZIJA*
Sok (nemerljiv tlak) 10
Hipotenzija, sistoli¢ni tlak < 90 mm Hg 5
Tahikardija, pulz > 120/min 2
2. KRVAVITVE*
Obilne: potrebna transfuzija 5
Notranje (melena, hematemeza, hemoptoa, intrakranialno) 3
Epistaksa 2
Na kozi (petehije) in sluznicah (subkonjuktivalno, enantem) 1
3. SPLOSNI SIMPTOMI
Temperatura > 40 °C 2
Epileptic¢ni napad 2
Motnje (zamegljenost) vida 1
Izrazito moc¢ne boleine v ledvenem delu 1
Bruhanje in driska 1
4. LABORATORIJSKI 1ZzVIDI
Urea in/ali kreatinin > 5-krat vecji od normale 5
> 4-krat vecji od normale 4
> 3-krat vecji od normale 3
> 2-krat vecji od normale 2
Trombociti <20 x 10°/L 2
<50 x 10°/L 1
AST/ALT > 5-krat vecji od normale 2
> 3-4-krat vecji od normale 1
RTG pljuc pneumonitis 2
plevralni izliv 1
EKG mioperikarditis 1

ey
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Na podlagi zbranih tock so bolnike razdelili v $tiri skupine glede na potek bolezni: blag potek
(< 7 tock), srednje tezek potek (8-14 tock), tezek potek (15-21 tock) in zelo tezek potek
bolezni (> 22 tock). Tockovno lestvico so ovrednotili Cebalo in sodelavci, ki so v
retrospektivni §tudiji ocenili potek bolezni pri bolnikih s HMRS na Hrvaskem od leta 1995 do
2000 in ugotovili, da povzroci veéino zelo tezkih in tezkih oblik HMRS virus DOB. Kljub
temu, da zboli ve¢ bolnikov s HMRS zaradi okuzbe z virusom PUU, pa ta povzro¢i navadno
blazjo obliko bolezni. Ne glede na to so pri 11% bolnikov okuzenih z virusom PUU dokazali
tezji potek bolezni, kar potrjuje ugotovitve, da lahko tudi virus PUU povzroci tezko obliko

bolezni (Cebalo in sod., 2003).

Predlagano tockovno lestvico smo uporabili tudi pri ocenjevanju poteka bolezni slovenskih
bolnikov s HMRS. V retrospektivni $tudiji smo zajeli bolnike, ki so bili bolni$ni¢no
zdravljeni v Slovenji med leti 1988 in 2006. Skupno smo v raziskavo vkljucili 152 bolnikov s
HMRS, 69 okuzenih z virusom DOB in 83 z virusom PUU. Glede na to¢kovno lestvico smo,
priredili Kkriterije tako, da smo bolnike okuzene z virusom DOB razvrstili v 3 skupine, pri
¢emer so se uvrstili v skupino z najtezjim potekom bolezni bolniki s hudo trombocitopenijo,
krvavitvami, anurijo oz. oligurijo, vsaj 4-krat povisanimi vrednostmi serumskega kreatinina
ali se¢nine, in/ali s potrebo po dializnem zdravljenju. Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU,
kjer je potek bolezni navadno blazji, smo priredili kriterije za ocenjevaje poteka bolezni tako,
da smo uvrstili v skupino s tezjim potekom bolezni bolnike, ki so potrebovali dializno
zdravljenje o0z. sta bila prisotha vsaj dva izmed naslednjih kazalcev: krvavitve,
anurija/oligurija ter vsaj 3-krat povisane vrednosti serumskega kreatinina ali se¢nine (Saksida,
2008; Saksida in sod., 2008).

2.6 PATOGENEZA IN IMUNOST HMRS

Patogeneza HMRS je nepoznana, zlasti zato, ker zaradi tesne ko-evolucije virusa z naravnim
gostiteljem ni na voljo primernega zivalskega modela. Kljub omejenim pogojem si
raziskovalci pri raziskovanju patogeneze pomagajo z nekaterimi zivalskimi modeli, kot SO
model hr¢ka za okuzbe z virusom AND (Hooper in sod., 2001), modeli sesajo¢ih misi

(Ebihara in sod., 2000) ter rezus opic za proucevanje patogeneze HMRS (Klingstrom in sod.,
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2002; Sironen in sod., 2008). Vecina studij je kljub temu omejena na pogoje in vitro, Ki

zahtevajo laboratorij tretje varnostne stopnje ali na redke klini¢ne $tudije (Bray, 2005).

2.6.1 Vpliv genotipa ¢loveskih levkocitnih antigenov na potek HMRS

Osnova celicnega imunskega odziva je kompleks tkivne skladnosti (MHC, angl. Major
Histocompatibility Complex), ki ga imenujemo pri ljudeh tudi ¢loveski levkocitni antigeni
(HLA, angl. Human Leukocyte Antigen). Molekule MHC so odkrili in proucevali v zvezi z
zavrnitvijo presaditvenih organov. Ugotovili so, da so molekule v tem kompleksu odgovorne
za prepoznavanje lastnih in tujih peptidov in da predstavljajo zacetek niza dogodkov v

imunskem odgovoru (Kindt in sod., 2007).

6. ¢loveski kromosom

dil Il BI1INENIEID

HLA odsek
6p21.1-21.3

Il. razred IIl. razred I. razred

- — -

Slika 7: Genska mapa odseka HLA na 6. ¢loveskem kromosomu. Klasi¢ni geni v vsaki regiji so obarvani z

znacdilno barve: I. razred — modro, Il. razred — rdece, I11. razred — zeleno. Med Kklasi¢ne gene uvr§éamo
tiste, ki neposredno sodelujejo pri imunskem odzivu, z vezavo virusnih antigenov. Poleg njih pa so s sivo
obarvani neklasi¢ni geni v posameznem razredu. Funkcija neklasi¢nih genov HLA po ve€ini ni $§e poznana

(Mehra in Kaur, 2003).

Genetski zapis za molekule HLA je na krajsem kraku 6. Cloveskega kromosoma in je
organiziran v tri razrede: geni v I. razredu imajo zapis za glikoproteine, ki so prisotni na vseh
celicah z jedrom in predstavljajo peptide citotoksi¢nim limfocitom T (T¢), geni v Il. razredu
imajo zapis za glikoproteine, ki so prisotni le na antigen predstavitvenih celicah in

predstavljajo peptide limfocitom T-pomagalkam (Ty), in geni v I11. razredu pa imajo zapis za
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ostale beljakovine, ki sodelujejo v imunskem odzivu, kot so molekule komplementa, vnetni
citokini in dejavnik tumorske nekroze (Klein in Sato, 2000a), (Slika 7). Molekule HLA
nadalje delimo Se v podrazrede in sicer: molekule v 1. razredu delimo na membranske
glikoproteine HLA-A, HLA-B in HLA-C, ki vezejo razlicne virusne antigene in jih
predstavljajo naivnim limfocitom T (CD8+). Tako vzbudijo njihovo aktivacijo in nastanek
citotoksi¢nih limfocitov T. Geni, zbrani v II. razredu, imajo zapis za glikoproteine, ki jih
najdemo le na makrofagih, limfocitih B in zrelih dendritiénih celicah; delimo jih v 3
podrazrede: HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR. lIzrazanje teh je mo¢no uravnano, saj z aktivacijo
limfocitov T-pomagalk sprozijo vsesplosni imunski odziv, ki je lahko v napa¢nem trenutku
tudi zelo skodljiv (Kindt in sod., 2007). Molekule MHC se na povrsini celic izrazajo
kodominantno, s tem pa zagotavljajo veliko Stevilo kombinacij glikoproteinskih molekul, ki
lahko vezejo razliéne peptide. Do vezave peptida in molekule HLA pride v endoplazmatskem
retikulumu, potem skupaj potujeta na povrsino celice. Razli¢ne kombinacije molekule HLA in
peptida sprozijo razlicno hiter in mocan celi¢ni odgovor (Thorsby, 1997). Poleg vpliva
molekul HLA na celi¢no imunost, pa v zadnjem ¢asu ugotavljajo, da imajo le-te vlogo tudi pri
naravni imunosti, saj aktivirajo celice ubijalke preko receptorja KIR (KIR, angl. Killer-cell
Immunoglobulin-like Receptor); (Blackwell in sod., 2009). Vse kaze na to, da je predstavitev
virusnih peptidov z molekulami MHC in aktivacija imunskega odgovora na ve¢ ravneh,
kompleksen in obcutljiv niz dogodkov, ki morajo biti strogo uravnani, da ne pride do
Skodljivih uéinkov. Vse to pa izkoris¢ajo tudi virusi, da si zagotovijo okolje za
razmnozevanje. Kljub velikemu napredku v humani genetiki, je raziskovanje genetskega
vpliva posameznika za obcutljivost ali odpornost na posamezno virusno okuzbo ter njen potek

Se vedno na zacéetku svoje poti (Coffey in sod., 2009).

Raziskava haplotipa HLA pri bolnikih s HMRS v Skandinaviji (virus PUU) je nakazala na
pozitivno povezavo med tezjim potekom bolezni in haplotipom HLA-B*08-DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 (Makela in sod., 2002; Mustonen in sod., 1996; Plyusnin in sod.,
1997). Posamezniki s haplotipom HLA-B*08-DRB1*03:01 so nagnjeni k preobcutljivosti,
povisanemu protitelesnemu odzivu, ovirani aktivaciji limfocitov T in znizanem nivoju
regulatornih citokinov (Candore in sod., 1994; Hashimoto in sod., 1989). V nasprotju s tem so

povezali posameznike s skupino alelov HLA-B*27 z blazjo obliko okuZbe z virusom PUU.
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Frekvenca skupine alelov HLA-B*27 je bila med bolnisni¢no zdravljenimi bolniki s HMRS
nizja kot v povpre¢ju v finski populaciji, nihée od bolnikov v skupini S tezjim potekom
bolezni ni imel tega alela. To odraza zasc¢itno vlogo skupine alelov HLA-B*27 pri okuzbi z
virusom PUU v finski populaciji (Mustonen in sod., 1998). V nasprotju z zas¢itno vlogo pri
virusnih okuZzbah, so isti haplotip povezali z razvojem razli¢nih avtoimunskih bolezni (Klein
in Sato, 2000b). Tudi v ¢ilski populaciji so tezji potek HCPS, ki ga povzro¢a virus AND,
povezali s skupino alelov HLA-B*08. Blazji potek bolezni, pa s skupino alelov HLA-
DRB1*15 (Ferrer in sod., 2007). Posamezniki z alelom HLA-B*35:01 naj bi bili nagnjeni k
tezjim potekom bolezni in celo smrtnim izidom HCPS, ki ga povzro¢a okuzba s hantavirusom

SN v Ameriki (Kilpatrick in sod., 2004).

Mehanizem povezave haplotipa HLA in poteka bolezni pri posamezniku ni znan, vendar pa
malostevilne Studije na tem podroc¢ju predvidevajo, da HLA vpliva tako na aktivacijo kot tudi
na uravnavanje imunskega odziva s spreminjanjem nivoja citokinov (Makela in sod., 2002).
Dejstvo, da so razli¢ni geni imunskega odziva tesno povezani med seboj in se tudi vezano
dedujejo, dodatno potrjuje hipotezo, da so doloceni posamezniki s svojim genskim zapisom
lahko nagnjeni k obcutljivosti ali odpornosti proti razliénim virusnim okuzbam (Hill, 1999;

Thorsby, 1997).

2.6.2 Vpliv celi¢nega imunskega odziva na potek HMRS

Pri razvoju HMRS ima poleg virusa v patogenezi pomembno vlogo tudi imunski odziv
posameznika, saj je izid virusne okuzbe kompleksna povezava med virusnimi znacilnostmi in
imunskim odzivom bolnika (Khaiboullina in St Jeor, 2002; Maes in sod., 2004; Markotic in
sod., 2002; Schonrich in sod., 2008). Glavni dokaz okuzbe s hantavirusi je poskodba Zilnega
endotelija in s tem vis§ja prepustnost zilnih sten, vendar neposrednega delovanja hantavirusov
na mesto poskodbe niso mogli dokazati (Cosgriff in sod., 1991; Kim in sod., 1993; Terajima
in sod., 2007; Zaki in sod., 1995). Primarno mesto razmnozevanja hantavirusov so
endotelijske celice pljuc in ledvic ter makrofagi, kljub temu lahko virusni antigen dokazemo v
mnogih razli¢nih tkivih (Hughes in sod., 1993; Schmaljohn in Hjelle, 1997). Glavno vlogo pri
raz§irjanju hantavirusov po telesu naj bi imele nezrele dendriticne celice. Hantavirusi vstopijo

preko integrinskih receptorjev v nezrele dendriticne celice in jih s tem aktivirajo, da le-te
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potujejo proti limfaticnim organom, kjer sprozijo aktivacijo limfocitov T in makrofagov
(Peebles in Graham, 2001; Raftery in sod., 2002). Zato predvidevajo, da vnetni citokini
sprozijo pretiran imunski odziv in s tem poskodbe zilnega endotelija (Khaiboullina in St Jeor,
2002; Maes in sod., 2004; Markotic, 2003; Schonrich in sod., 2008). Pri bolnikih z akutno
odpovedjo ledvic, zaradi okuzbe z virusom PUU, so v biopsijskem vzorcu ledvice dokazali
virusni antigen ter manjSe poSkodbe endotelija, ki niso bile zadostne za razlago ledvicne
odpovedi (Temonen in sod., 1996; Terajima in sod., 2007). Hkrati so v teh vzorcih dokazali
tudi veliko $tevilo vnetnih celiénih infiltratov, pri ¢emer predvidevajo, da hantavirusno
pomnozevanje v endoteljiskih celicah sprozi mocan lokalen imunski odziv, ki povzroci
kon¢no okvaro tar¢nega organa (Groeneveld in sod., 1995; Linderholm in sod., 1996;
Temonen in sod., 1996). Vecina virusov, ki povzro¢ajo hemoragi¢ne mrzlice, skusa ovirati
zorenje dendriti¢nih celic in tako prepre¢ijo aktivacijo limfocitov T. Hantavirusi pa Se
dodatno vzbudijo dendriticne celice in izzovejo tako mocan imunski odziv, da porusijo
ravnovesje med celicami T-pomagalkami in citotoksi¢nimi celicami T, v prid zadnjim (Chen
in Yang, 1990; Huang in sod., 1994; Kilpatrick in sod., 2004; Tuuminen in sod., 2007). Prav
poruseno ravnovesje med celicnim in protitelesnim imunskim odzivom, visok nivo vnetnih
citokinov ter zaviranje regulatornih citokinov vodi v tezko obliko HMRS (Chen in Cosgriff,
2000; Schonrich in sod., 2008). Celi¢ni imunski odziv deluje proti vsem trem virusnim
strukturnim beljakovinam (N, G, Gp), vendar pa je nukleoprotein najbolj ohranjen in verjetno
zato glavna tarca citotoksi¢nih limfocitov T (Kaukinen in sod., 2005). Visoko koncentracijo
spominskih limfocitov T, v glavnem usmerjenih proti hantavirusnem nukleoproteinu, so
dokazali tudi pri bolnikih, ki so pred 15 leti preboleli okuzbo z virusom PUU. Presenetilo je
dejstvo, da so tako visoke koli¢ine spominskih limfocitov T po navadi prisotne pri virusih, Ki
ali povzrocajo trajne okuzbe ali pa se z njimi srecamo veckrat v zivljenju (Schonrich in sod.,
2008; Van Epps in sod., 2002). Visok nivo spominskih limfocitov T je lahko tudi posledica
mocnega imunskega odziva pri akutni okuzbi, saj so vi§je koli¢ine limfocitov T nasli pri

posameznikih, ki so preboleli tezjo obliko bolezni (Kilpatrick in sod., 2004).

2.6.3 Vpliv protitelesnega imunskega odziva na potek HMRS

Podobno kot pri celicnem imunskem odzivu, tudi pri protitelesnem odzivu okuzba s

hantavirusi vzbudi mocan in dolgotrajen imunski odziv. Navadno so pri bolnikih s HMRS ob
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pojavu simptomov prisotna tudi protitelesa razreda IgM, usmerjena proti virusnemu
nukleoproteinu in beljakovinama G. in G, (Lundkvist in sod., 1993; Lundkvist in sod.,
1997b). Pri vecini bolnikov, okuzenih z virusom PUU, pri prihodu k zdravniku lahko v
serumu ze dokazemo protitelesa razreda IgA, IgM in IgG proti virusnemu nukleoproteinu
(Vapalahti in sod., 2001). Nevtralizirajo¢a protitelesa usmerjena proti beljakovinama G. in G,
nastanejo po 15 dneh po okuzbi in najverjetneje nudijo dozivljenjsko zas¢ito (Lundkvist in
sod., 1993; Vapalahti in sod., 2001).

Hantavirusi spodbudijo protitelesni odziv, po navadi znacilen za viruse, ki povzrocajo trajno
okuzbo pri ¢loveku (virus hepatitis B, virus variéela-zoster, herpesvirus ...), kljub temu pa
morebitne dolgotrajne okuzbe s hantavirusi niso potrdili ne z molekularnimi tehnikami ne z

dokazom antigena v biopsijskih vzorcih (Vapalahti in sod., 2001).

2.6.4 Vpliv virusnega bremena in mutacij v virusnem genomu na potek HMRS

Ne glede na vse raziskave, ki kazejo v smer, da je potek HMRS v ve¢ji meri odvisen od
imunskega odziva posameznika kot od virusa samega, pa to vseeno ne pojasni zakaj
povzrocajo nekateri hantavirusi tezjo obliko bolezni (virus AND) (Padula in sod., 1998),
drugi le blago obliko bolezni z manj kot 2% smrtnostjo (Vapalahti in sod., 2003), tretji pa so
za ¢loveka nepatogeni. S proucevanjem razlik med patogenimi in nepatogenimi hantavirusi so
ugotovili, da slednji pri vstopu v celico izkoris¢ajo razlicne P-integrinske receptorje
(Gavrilovskaya in sod., 1999; Gavrilovskaya in sod., 2002; Mackow in Gavrilovskaya, 2001).
Nadalje so prisli do spoznanja, da hantavirusi (virusa DOB, SN), ki povzrocajo tezje oblike
bolezni, dosegajo visje virusno breme v krvi bolnikov (Saksida in sod., 2008; Xiao in sod.,
2006). Pri bolnikih, okuzenih z virusom AND, so v prospektivni §tudiji dokazali virusno RNA
dva tedna pred pojavom simptomov oziroma protiteles ter nato tudi do 35 dni po razvoju
HCPS (Ferres in sod., 2007). V nasprotju s tem so pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, ki
povzroc¢a blazjo obliko HMRS, virusno RNA dokazali v krvi bolnikov le med 4. in 9. dnevom
bolezni, kar je sovpadalo s porastom titra protiteles razreda IgM in IgG (Evander in sod.,
2007). Kljub dokazom, da vi§je virusno breme pri nekaterih hantavirusih poveca verjetnost za
tezji potek bolezni, ostaja vprasanje ali je dokazano vi§je virusno breme posledica virulence

virusa ali imunskega odziva.
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Glavni mehanizmi mikroevolucije hantavirusa PUU v naravnem rezervoarju virusa Sso
toCkovne mutacije in genomska prerazporeditev virusnih segmentov. Pri analizi vseh treh
virusnih segmentov so ugotovili, da se najvecje Stevilo tockovnih mutacij pojavi na segmentu
L. Vecina mutacij je tihih in le redke se izrazijo v zamenjavi aminokisline (Razzauti in sod.,
2008). Pri analizi segmenta S virusa PUU, na katerem je zapis za nukleoprotein, so dokazali
sekundarni odprti bralni kodon na mestu +1, ki naj bi imel vlogo v patogenezi okuzb
hantavirusov (Schonrich in sod., 2008). Nukleoprotein je najpomembnejsi virusni antigen in
je v gostiteljski celici prisoten v relativno velikem Stevilu kopij. Poleg tvorbe nitaste vijatne
nukleokapside, sodeluje tudi pri razmnozevanju in transkripciji virusa tako z vezavo virusne
polimeraze RNA, kot tudi s posredovanjem v metabolnih poteh gostiteljske celice (Kaukinen
in sod., 2005). Pri analizi genetskih linij hantavirusa PUU v Sloveniji so pri prvi¢ opisali
delecijo na segmentu S, izoliranem iz gozdne voluharice (Avsic-Zupanc in sod., 2007). Pri
gojenju virusa PUU v celi¢nih linijah VeroE6 so opazili, da celi¢no prilagojena razli¢ica
virusa izgubi prvotno virulentnost in ni sposobna ponovnega razmnozevanja v naravnih
gostiteljih. Pri analizi genoma celi¢no prilagojenih razli¢ic so zaznali, da se mutacije pojavijo
v vseh treh segmentih virusnega genoma. V segmentih S in M se mutacije pojavljajo le v
nekodirajo¢ih regijah, v segmentu L pa se je na mestu 2053 pojavila fenotipsko znacilna
mutacija zamenjave aminokisline fenilalanin s serinom (Lundkvist in sod., 1997a; Nemirov in
sod., 2003a). Za visjo virulentnost virusa HTN v sesajo¢ih miSkah naj bi bila odgovorna
zamenjava enega nukleotida v zaporedju segmenta M, ki je povzrocila zamenjavo
aminokisline treonin v izolevcin. Ta virusna razli¢ica se je razmnoZevala hitreje in je dosegla
vi§je virusno breme v vseh organih, kar so povezali z boljSo sposobnostjo membranske fuzije

(Ebihara in sod., 2000).

2.7 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA HMRS

Klini¢ni potek hantavirusne okuzbe je zelo raznolik, od blagega vrocinskega stanja do
fulminantnega hemoragicnega poteka z akutno odpovedjo ledvic in Sokom (Avsic-Zupanc in
sod., 1999; Pal in sod., 2005). Prav zato je potrditev diagnoze mogoc¢a le s pravilno
laboratorijsko diagnostiko. Poleg neznacilne klini¢ne slike, je na istem endemskem podrocju
mogoca okuzba z razliénimi hantavirusi, kar brez laboratorijske potrditve Se dodatno

onemogoca pravilno diagnostiko (Avsi¢-Zupanc in Petrovec, 2003).
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S seroloskimi metodami navadno dokazujemo specifi¢na protitelesa razredov IgM in 1gG. V
rutinski diagnostiki uporabljajo najpogosteje metodo posredne imunofluorescence (IFA, angl.
Immunofluorescent Assay) in encimsko-imunski test (EIA, angl. Enzyme Immuno Assay)
(Avsi¢-Zupanc in Petrovec, 2003). Diagnostika temelji na porastu titra specifi¢nih protiteles
IgG, zato je treba preiskati vsaj dva vzorca seruma bolnika, enega v akutni fazi in drugega v
fazi okrevanja (Vapalahti in sod., 2003). Z EIA lahko dolo¢imo tudi specifi¢na protitelesa
razreda IgM, ki se za razliko od protiteles razreda IgG, pojavijo ze v prvih dneh po okuzbi.
Zvisana raven protiteles IgM ostane prisotna le nekaj tednov, medtem ko protitelesa 1gG
zaznamo celo zivljenje (Niklasson in Kjelsson, 1988). Protitelesa proti hantavirusom
navzkrizno reagirajo predvsem znotraj skupin HTN/SEO/DOB/SAA in PUU/PH/TUL, zato s
temi metodami ni mogoc¢e natan¢no dolocanje tipa virusne okuzbe znotraj posameznih skupin
(Kruger in sod., 2001). Tip hantavirusne okuzbe lahko dolo¢imo z nevtralizacijskim testom
redukcije plakov (PRNT angl. Plaque Reduciton Neutralization Test) ali z molekularnimi
metodami (Avsi¢-Zupanc in Petrovec, 2003; Bowen in sod., 1997; Chu in sod., 1995). Ker je
PRNT zelo zahtevna in asovno zamudna metoda, se v zadnjem ¢asu pogosteje uporabljajo
razli¢ne inacice veriZzne reakcije s polimerazo z reverzno transkriptazo v realnem casu (RT-
PCR, angl. Reverse Transcription Polyerase Chain Reaction). Kljub temu, da molekularne
metode omogocajo hitro in natan¢no diagnostiko ter tudi kvantifikacijo virusnega bremena pri
posameznem bolniku (Evander in sod., 2007; Ferres in sod., 2007; Saksida, 2008), pa $tudije
kazejo, da ob sprejemu bolnika v bolnisnico lahko dokazemo virusno RNA le pri manj kot

polovici bolnikov (Horling in sod., 1995b; Kruger in sod., 2001).
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3 METODE IN PREISKOVANCI

3.1 PREISKOVANCI

V studijo smo vkljucili bolnike s HMRS, ki so se med leti 1996-2011 bolni$ni¢no zdravili v
Sloveniji. Skupno smo vkljucili v raziskavo 160 bolnikov s HMRS, od tega 72 okuzenih z
virusom DOB in 88 z virusom PUU. Okuzbo smo potrdili pri vseh bolnikih z dokazom
protiteles proti hantavirusu PUU ali DOB, s posredno imunofluorescen¢no metodo. Za vse
bolnike smo zbrali popise zdravljenja in jih glede na glavne laboratorijske in klini¢ne kazalce
toc¢kovali ter razdelili v skupine z blazjim ali tezjim potekom bolezni oziroma smrtnim izidom
(Kuzman in sod., 2003; Saksida, 2008).

3.2 METODE DELA

3.2.1 Metoda posredne imunofluorescence za doloc¢anje specifi¢nih protiteles razreda

IgG proti virusu DOB oz. PUU

Z metodo posredne imunofluorescence smo dokazali protivirusna protitelesa v serumu
bolnikov s HMRS. Specifi¢na protitelesa iz bolnikovega seruma se najprej vezejo z virusnim
antigenom, ki je pritrjen na predmetnik. Kompleksu dodamo s fluorokromom oznacena
sekundarna protitelesa, ki prepoznajo primarna bolnikova protitelesa, vezana v imunski
kompleks z antigenom. Nastali sekundarni imunski kompleks opazujemo z mikroskopom.

Rezultate testiranja izrazimo s titrom protiteles.

Uporabili smo predmetna stekelca s pritrjenimi antigeni virusa DOB in virusa PUU, na katere
smo nanesli s fosfatnim pufrom red¢ene serume bolnikov v razmerjih 1 : 16, 1 : 32, 1 : 64,
1:128,1:256,1:512,in 1:1024. Za dokazovanje nastalih imunskih kompleksov smo
uporabili s fluoresceinom oznacena kozja protitelesa proti cloveskim protitelesom razreda

IgG. Kot mejni titer smo dolo¢ili red¢ino 1 : 16.
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3.2.2 Encimsko-imunska metoda za doloc¢anje specificnih protiteles razreda IgM proti
virusu DOB oz. PUU

Specifi¢na protitelesa razreda IgM proti virusu DOB o0z. PUU, v serumu bolnikov, smo
dolocili s komercialnima kompletoma: Reagena DOBRAVA-HANTAAN IgM EIA in
Reagena PUUMALA IgM EIA (Reagena International Oy Ltd, Toivala, Finska), po navodilih

proizvajalca.

Za dolocevanje protiteles razreda IgM je test pripravljen tako, da so v vdolbinice mikrotitrske
plosCice vezana protitelesa proti ¢loveskim protitelesom razreda IgM (usmerjena proti p-
verigi protiteles IgM). Vzorce bolnikov red¢imo v pufru za red¢enje v razmerju 1 : 201, in jih
v dveh ponovitvah nanesemo na mikrotitrsko plos¢ico ter dodamo kontroli. Nato dodamo
sekundarna protitelesa, ki imajo vezan rekombinantni nukleoprotein virusa HTN oz. PUU, ter
konjugiran encim hrenovo peroksidazo. Po dodatku substrata se razvije barvna encimska
reakcija. Intenziteta obarvanosti je sorazmerna s koli¢ino specifi¢nih protiteles v bolnikovem
serumu proti virusu DOB oz. PUU. Koli¢ino protiteles dolo¢imo z merjenjem absorbance pri
450 nm. Iz absorbance dobimo rezultat (R) tako, da absorbanco pri vzorcu delimo z
absorbanco pri kontroli ter mnozimo s konstanto, ki jo dolo¢i proizvajalec. Kot pozitivne
prepoznamo tiste vzorce, pri katerih je R > 1. Pri vzorcih, ki imajo R med 0,8 in 1, moramo

ponoviti testiranje, 0ziroma, ¢e je to mogoce, pridobiti Se dodaten vzorec za testiranje.

3.2.3 Encimsko-imunska metoda za dolo¢anje specifi¢nih protiteles razreda 1gG proti
virusu DOB oz. PUU

Specifi¢na protitelesa razreda IgG proti virusu DOB oz. PUU, v serumu bolnikov, smo
doloc¢ili s komercialnima kompletoma: Reagena DOBRAVA-HANTAAN 1gG EIA in
Reagena PUUMALA IgG EIA (Reagena International Oy Ltd, Toivala, Finska), po navodilih

proizvajalca.

Test izvajamo na mikrotitrski plos¢ici, na katero je vezan rekombinanten nukleoprotein virusa
HTN oz. PUU. Vzorce bolnikov red¢imo v pufru za red¢enje v razmerju 1 : 201, in jih v dveh
ponovitvah nanesemo na mikrotitrsko plos¢ico ter dodamo kontroli. Specificna protitelesa

razreda IgG v serumu bolnika se vezejo na pritrjeni antigen. Nato dodamo sekundarna
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protitelesa, ki so usmerjena proti ¢loveskim protitelesom razreda IgG in so konjugirana z
encimom hrenovo peroksidazo. Po dodatku substrata se razvije barvna encimska reakcija.
Intenziteta obarvanosti je sorazmerna s koli¢ino specifi¢nih protiteles v bolnikovem serumu
proti virusu DOB oz. PUU. Koli¢ino protiteles dolo¢imo z merjenjem absorbance pri 450 nm.
Iz absorbance dobimo rezultat (R) tako, da absorbanco pri vzorcu delimo z absorbanco pri
kontroli, kar mnozimo s konstanto, ki jo dolo¢i proizvajalec. Kot pozitivne prepoznamo tiste
vzorce, pri katerih je R > 1,2. Pri vzorcih, ki imajo R med 0,8 in 1,2, moramo ponoviti

testiranje, oziroma, ¢e je to mogoce, pridobiti $e dodaten vzorec za testiranje.

3.2.4 Osamitev genomske DNA

Za osamitev genomske DNA iz vzorcev krvi bolnikov s HMRS smo uporabili avtomatsko
osamitev s komercialnim kompletom reagentov EZ1 DNA Blood 350 ul Kit (Qiagen, Hilden,
Nemcija). Osamitev smo izvedli po navodilih proizvajalca. V prvem koraku potece liza celic,
nato se prosta genomska DNA, v prisotnosti kaotropnih soli, veze na delce silike. V
naslednjem koraku z magnetom aparat loci delce silika z vezano DNA od ostalih necisto¢ in

tako dobimo, v elucijskem pufru, ¢isto ter visoko kvalitetno izolirano DNA.

Za osamitev genomske DNA iz seruma bolnikov s HMRS, Kjer je prisotnih malo celic in je
zato potrebna zelo obcutljiva metoda, smo uporabili komercialni komplet reagentov
QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemcija). Osamitev smo izvedli po navodilih
proizvajalca. V prvem koraku smo vzorcu dodali proteinazo K, ki lizira celice. Nato smo vso
vsebino prenesli na prilozene kolone z membrano silika, ki veze prosto genomsko DNA. V
naslednjih korakih smo vzorec spirali s pufri za spiranje, s ¢imer sSmo se znebili necisto¢ v
vzorcu. Na koncu smo dodali elucijski pufer, ki je spral genomsko DNA iz membrane in
zagotavlja optimalno okolje za nadaljnje shranjevanje izolirane DNA.

3.2.5 Osamitev celokupne RNA

Celokupno RNA smo osamili iz serumskih vzorcev bolnikov s HMRS po izboljSanem
postopku Chomczynskega in Sacchija (Chomczynski in Sacchi, 1987). Metoda temelji na
fenol-kloroform-alkoholni osamitvi celokupne RNA iz vzorca. Uporabili smo reagent

TRIZOL LS (raztopino gvanidin izotiocianata in fenola), (Invitrogen Life Technologies™,
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Carlsbad, Kalifornija, ZDA), ki ohranja integriteto RNA, kljub temu, da lizira celice in
celicne komponente. Poleg tega §Citi izolirano RNA pred RNAzami v nadaljnjih postopkih,
kar omogoca lazje rokovanje in boljSe rezultate. Osamljeno RNA smo raztopili v sterilni vodi,

ki je primerna za molekularno detekcijo, in jo shranili pri -20 °C do nadaljnje uporabe.

3.2.6 Tipizacija lokusa HLA

Tipizacijo lokusa HLA pri bolnikih s HMRS, ki smo jih vkljucili v naso Studijo smo izvedli

na Centru za tipizacijo tkiv, na Zavodu RS za transfuzijsko medicino.

Tipizacijo lokusa HLA-B in HLA-DRB smo izvedli na aparatu Luminex (LABScan™ 100,
Luminex Corporation, Austin, Teksas, ZDA) s komercialnima kompletoma LABType® SSO
B Locus in LABType® SSO DRB1 (One Lambda, Canoga Park, Los Angeles, ZDA).
Tipizacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca. Princip metode sloni na pomnozevanju
genomske DNA bolnika z metodo PCR ter detekcijo prideleka s sekvencno-specifiénimi
lovkami, ki so vezane na fluorescentno ozna¢ene mikrokroglice. Po osamitvi genomske DNA
smo pomnozili taréni odsek na 6. ¢loveskem kromosomu, pri cemer sSmo uporabili skupinsko
specifi¢ne zacetne oligonukleotide. Pridelek smo oznadili z biotinom, kar nam je omogocilo
njegovo prepoznavanje po koncani reakciji. Nato smo hibridizirali pridelek s sekvenéno-
specifi¢nimi lovkami, ki so bile oznacene s flourescinom in vezane na mikrokroglice. Vsaka
mikrokroglica je oznacena tudi s fikoeritrinom, ki absorbira svetlobo v modrem delu spektra
ter oddaja rdeco svetlobo. Kombinacija obeh fluorescinov nam je omogocila, da smo ob
potovanju mikrokroglic skozi preto¢ni citometer razbrali ali je vzorec pozitiven in kateri

genotip je prisoten.

3.2.6.1 Subtipizacija lokusa HLA-B*35

Pri bolnikih, ki so imeli skupino alelov HLA-B*35, smo se odlocili za subtipizacijo tipa HLA
do posameznega alela natan¢no. Tipizacijo smo izvedli z molekularnim kompletom Olerup
SSP, HLA-B*35, 101.522-24u (OlerupSSP, Stockholm, Svedske), po navodilih proizvajalca.
Molekularni test temelji na reakciji PCR in hibridizaciji vzorca s skupinsko specifi¢nimi
lovkami, ki omogoc¢ajo prepoznavanje prideleka. Vsak vzorec pomnozimo z 48 razli¢nimi
reakcijami, v katerih so specifi¢ni zacetni oligonukleotidi, skupinsko specifi¢ne lovke ter

kontrolni par zacCetnih oligonukleotidov, za preverjanje uspesnosti reakcije. Po koncani
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reakciji lahko, glede na vzorec hibridizacije in navodila proizvajalca, dolo¢imo subtip HLA-
B*35.

3.2.7 Dolocanje virusnega bremena

Za dolocanje virusnega bremena v serumu bolnikov s HMRS smo uporabili metode
kvantitativne verizne reakcije s polimerazo in reverzno transkriptazo v realnem casu (RT-
PCR, angl. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), ki smo jih vpeljali v
laboratorij v predhodnih $tudijah (Korva in sod., 2009b; Saksida, 2008; Saksida in sod.,
2008).

3.2.8 Doloclitev nukleotidnega zaporedja virusa DOB in PUU neposredno iz vzorca
bolnika

Za dolocitev nukleotidnih zaporedji segmenta S in M virusov DOB in PUU v vzorcih
bolnikov smo uporabili ze objavljene kot tudi izvirne zacetne oligonukleotide, ki smo jih
naredili na podlagi Ze znanih zaporedij virusov, izoliranih v Sloveniji (DOB), (Preglednica 3),
ali na Balkanu (PUU), (Preglednica 4). Genom virusa smo skusali pomnoziti v vzorcih krvi in
seruma bolnikov, ki so bili akutno okuzeni z virusom, in smo pri njih predhodno ze izmerili

virusno breme.

Za optimizacijo metode RT-PCR za posamezni par zacetnih oligonukleotidov smo uporabili

naslednje komercialne komplete reagentov:

e SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA)

e SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq High Fidelity DNA
Polymerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA)

e Qiagen OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Nem¢ija)

e RobusT Il RT-PCR KIT (Thermo Scientific Finnzymes, Vantaa, Finska)
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Za optimizacijo metode vgnezdena PCR smo uporabili komercialni komplet reagentov

Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA).

Preglednica 3: Seznam zadetnih olignukleotidov, ki smo jih uporabili v doktorski disertaciji za

doloc¢evanje nukleotidnih zaporedij virusov DOB pri bolnikih v Sloveniji.

VIRUS DOBRAVA

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE 5°- 3" PRIDELEK PCR REFERENCA
SEGMENT S
DOB-SF2 ACT CCC TAA AGA GCA CTA CA o
705 bp izvirni
DOB-SR2 AAA CCC AAU CAC ACUCA
DOB-SF1 CCT GTTCTT GTC AAT GCC CAAT
654 bp izvirni
DOB-SR1 CAA CUG CCU CcuU uUcC ccc
DOB-SF GCA TGG CAG AGC TAG GT o
618 bp izvirni
DOB-SR GGU AGU AGU UGU UGA GGU
MS120C GGA TGCA GAA AAI CAG TAT GA .
1051 bp (Papa in sod., 1998)
MS1170R AGT TGT ATI CCC ATI GAT TGT
MS363C GAI ATT GAT GAACCT ACAG .
599 bp (Papa in sod., 1998)
MS986R GAI ATT GAT GAACCT ACAG
SEGMENT M
RT-DOB TTC TGC AGT AGT AGT AKR CTC CCT AAARAG 3647 bp (Schmaljohn in sod., 1986)
DOB-M1F CAA AAT CCC ACATAC TGC AA
1281 bp izvirni

DOB-M1R

AGT CTC CCATCA AAC CAA
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Preglednica 4: Seznam zadletnih olignukleotidov, ki smo jih uporabili v doktorski disertaciji za

doloc¢evanje nukleotidnih zaporedij virusov PUU pri bolnikih v Sloveniji.

VIRUS PUUMALA

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE 5°- 3° PRIDELEK PCR REFERENCA
SEGMENT S

RT-PUU TAG TAG TAG ACT CCT TGA AAA G 1850 bp (Schmaljohn in sod., 1986)
PUU-BF AGA AGG CAG TGG AAATGG A

1614 bp izvirni
PUU-BR AGT GGT GAA AAA GGA AAA GG
PUU-BM* GGA TGG CTG AAC TTG GTG
PUU-SF AAG AGA AGA ATG GCA GA

1481 bp izvirni
PUU-SR GGU GAA AAG GAA AGG GAU AG
PUUS126F AGA GAA GGC AGT GGA AAT

1596 bp izvirni
PUUS1722R AGT GGT GAA AAA GGA AAA GG
PUUS699F GAT GGG GGT TAT AGG ATT

615 bp izvirni
PUUS1314R GGC TCC TGG TTA GAT ATT
PPT334C TAT GGI AAT GTC CTT GAT GT

653 bp (Bowen in sod., 1997)
PPT986R GCA CAI GCA AAI ACC CA

SEGMENT M

PUU-M1F AGU ACA GGG GAU UGC AUU U

1166 bp izvirni
PUU-M1R TTGTTC GTT TGC TGG GTT
MOF103 GGA CCA GGT GCA GCT TGT GAAGC

490 bp (Chu in sod., 1995)
MOR204 ACC TCA CAA ACCATT GAACC
PUUF1 GGT GCA GAG CAA CAA ATC AA .

200 bp (Awvsic-Zupanc in sod., 2007)
PUUR1 CAT TGT AGC CCAGCC ATG TA
HG2F1 TGG GCT GCA AGT GC o

365 bp (Xiao in sod., 1994)

HG2R1 CAACCCCAGCTAGTY TCA
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3.2.8.1 Pomnozevanje tarénega odseka na segmentu S virusa DOB

Za analizo nukleotidnega zaporedja segmenta S virusa DOB, pomnozenega neposredno iz

vzorca bolnika, smo uporabili dva para zacetnih oligonukleotidov.

S parom zacetnih oligonukleotidov DOB-SF2 in DOB-SR smo pomnozili 1617 bp dolg odsek
na segmentu S virusa DOB. Zato smo uporabili komplet reagentov SuperScript® III One-Step
RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornija, ZDA), reakcija pa je potekala v aparaturi Eppendorf Mastercycler® pro
(Eppendorf, Hamburg, Nemcija).

Za vsak vzorec smo uporabili 50 ul reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

= 25 ul 2-krat koncentriranega reakcijskega pufra,
= 0,5 ul zacetnih oligonukleotidov DOB-SF2 (50 uM) in DOB-SR (50 uM),
= 2 ul encimske meSanice SSIII RT/Platinum® Taq Mix,
= 17 pl sterilne deionizirane vode,
= 5 pulRNA.
Reverzni prepis RNA v cDNA je potekal 30 min pri 50 °C. Nato smo z 2 min segrevanjem pri

94 °C inaktivirali delovanje reverzne transkriptaze in razdvojili nastale dvojne vijacnice
RNA-cDNA. Sledilo je 40 ciklov reakcije PCR (30 s pri 94 °C , 1 min pri 45 °C, 2 min pri 68
°C) ter 7 min pri 68 °C.

Prideleke PCR smo nato pomnozevali z notranjima zacetnima oligonukleotidoma MS120C in
MS1170R ter pomnozili 1051 bp dolg odsek na segmentu S virusa DOB. Zato smo uporabili
komplet reagentov Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA). Reakcija je potekala v aparaturi Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA).

Za vsak vzorec smo uporabili 50 ul reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

= 45 ul 1,1-krat koncentriranega reakcijskega pufra,
= 2 ul zacetnih oligonukleotidov MS120C (10 uM) in MS1170R (10 uM),
= 3l prideleka PCR.



35
Korva M. Vpliv genetske variabilnosti v HLA lokusu in hantavirusnega tipa na patogenezo hemoragi¢ne mrzlice z renalnim sindromom.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2011

Temperaturna reakcija je potekala pod naslednjimi pogoji: 2 min pri 94 °C, sledilo je 35
ciklov reakcije PCR (20 s pri 94 °C, 30 s pri 50 °C, 1,5 min pri 68 °C) ter 5 min pri 68 °C.

Prisotnost pridelekov PCR smo ugotavljali z elektroforezo v agaroznem gelu. Molekule DNA
smo locevali v 2% agaroznem gelu (agaroza NuSieve GTG, FMC BioProducts, Rockland,
ZDA\), ki smo ga pripravili v 50 ml 1 x koncentriranega pufra TAE (pufer Tris Acetat EDTA,
vsebuje bazo tris, natrijev acetat, natrijev klorid in EDTA; pH = 8,3).

3.2.8.2 PomnoZevanje tarénega odseka na segmentu M virusa DOB

Za analizo nukleotidnega zaporedja segmenta M virusa DOB, pomnozenega neposredno iz
vzorca bolnika, smo uporabili zacetna oligonukleotida DOB-M1F in DOB-M1R. Z njima smo
pomnozili 1281 bp dolg odsek na segmentu M virusa DOB. Za to smo uporabili komplet
reagentov SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA), reakcija pa je potekala v

aparaturi Eppendorf Mastercycler® pro (Eppendorf, Hamburg, Nemg&ija).

Za vsak vzorec smo uporabili 50 ul reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

= 25 ul 2-krat koncentriranega reakcijskega pufra,

= 0,5 ul zacetnih oligonukleotidov DOB-M1F (50 uM) in DOB-M1R (50 uM),
= 2 pl encimske meSanice SSIII RT/Platinum® Taq Mix,

= 17 pl sterilne deionizirane vode,

» 5ulRNA.

Reverzni prepis RNA v ¢cDNA je potekal 30 min pri 50 °C. Nato smo z 2 min segrevanjem pri
94 °C inaktivirali delovanje reverzne transkriptaze in razdvojili nastale dvojne vijacnice
RNA-cDNA. Sledilo je 40 ciklov reakcije PCR (15 s pri 94 °C , 30 s pri 57 °C, 1 min pri 68
°C) ter 7 min pri 72 °C.

Prisotnost pridelkov PCR smo ugotavljali z elektroforezo v agaroznem gelu. Molekule DNA
smo locevali v 2% agaroznem gelu (agaroza NuSieve GTG, FMC BioProducts, Rockland,
ZDA), ki smo ga pripravili v 50 ml 1 x koncentriranega pufra TAE (pufer Tris Acetat EDTA,
vsebuje bazo tris, natrijev acetat, natrijev klorid in EDTA; pH = 8,3).
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3.2.8.3 Pomnozevanje tarénega odseka na segmentu S virusa PUU

Za analizo nukleotidnega zaporedja segmenta S virusa PUU, pomnozenega neposredno iz

vzorca bolnika, smo uporabili dva para zacetnih oligonukleotidov.

S parom zacetnih oligonukleotidov PUU-SF in PUU-SR smo pomnozili 1481 bp dolg odsek
na segmentu S virusa PUU. Za to smo uporabili komplet reagentov SuperScript® III One-
Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornija, ZDA), reakcija pa je potekala v aparaturi Eppendorf Mastercycler® pro

(Eppendorf, Hamburg, Nemcija).

Za vsak vzorec smo uporabili 50 ul reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

= 25 ul 2-krat koncentriranega reakcijskega pufra,

= 0,5 ul zacetnih oligonukleotidov PUU-SF (50 uM) in PUU-SR (50 uM),
= 2 ul encimske meSanice SSIII RT/Platinum® Taq Mix,

= 17 pl sterilne deionizirane vode,

= 5pul RNA.

Reverzni prepis RNA v cDNA je potekal 45 min pri 50 °C. Nato smo z 2 min segrevanjem pri
94 °C inaktivirali delovanje reverzne transkriptaze in razdvojili nastale dvojne vijacnice
RNA-cDNA. Sledilo je 40 ciklov reakcije PCR (15 s pri 94 °C , 30 s pri 53 °C, 2 min pri 68
°C) ter 7 min pri 68 °C.

Pridelke PCR smo naprej pomnozevali z vgnezdenim PCR, kjer smo z notranjima zacetnima
oligonukleotidoma PPT334C in PPT986R pomnozili 653 bp dolg odsek na segmentu S virusa
PUU. Za to smo uporabili komplet reagentov Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Reakcija je potekala v aparaturi Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA).

Za vsak vzorec smo uporabili 50 ul reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

= 45 ul 1,1-krat koncentriranega reakcijskega pufra,
= 0,5 ul zacetnih oligonukleotidov PPT334C (50 uM) in PPT986R (50 uM),
= 2 ul prideleka PCR.
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Temperaturna reakcija je potekala pod naslednjimi pogoji: 2 min pri 94 °C, sledilo je 40
ciklov reakcije PCR (20 s pri 94 °C, 30 s pri 45 °C, 1 min pri 68 °C) ter 5 min pri 68 °C.

Prisotnost pridelkov PCR smo ugotavljali z elektroforezo v agaroznem gelu. Molekule DNA
smo locevali v 2% agaroznem gelu (agaroza NuSieve GTG, FMC BioProducts, Rockland,
ZDA\), ki smo ga pripravili v 50 ml 1 x koncentriranega pufra TAE (pufer Tris Acetat EDTA,
vsebuje bazo tris, natrijev acetat, natrijev klorid in EDTA; pH = 8,3).

3.2.8.4 PomnoZevanje tarénega odseka na segmentu M virusa PUU

Za analizo nukleotidnega zaporedja segmenta M virusa PUU, pomnoZenega neposredno iz

vzorca bolnika, smo uporabili dva para zacetnih oligonukleotidov.

S parom zacetnih oligonukleotidov MOF103 in MOR204 smo pomnozili 490 bp dolg odsek
na segmentu M virusa PUU. Za to smo uporabili komplet reagentov SuperScript® III One-
Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornija, ZDA), reakcija pa je potekala v aparaturi Eppendorf Mastercycler® pro

(Eppendorf, Hamburg, Nemcija).

Za vsak vzorec smo uporabili 50 ul reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

= 25 ul 2-krat koncentriranega reakcijskega pufra,

= 0,5 ul zacetnih oligonukleotidov DOB-SF2 (50 uM) in DOB-SR (50 uM),
= 2 pl encimske meSanice SSIII RT/Platinum® Taq Mix,

= 17 pl sterilne deionizirane vode,

= 5ulRNA.

Reverzni prepis RNA v cDNA je potekal 45 min pri 50 °C. Nato smo z 2 min segrevanjem pri
94 °C inaktivirali delovanje reverzne transkriptaze in razdvojili nastale dvojne vijacnice
RNA-cDNA. Sledilo je 40 ciklov reakcije PCR (15 s pri 94 °C, 30 s pri 50 °C, 30 s pri 68 °C)
ter 5 min pri 68 °C.

Pridelke PCR smo naprej pomnozevali z vgnezdenim PCR, kjer smo z notranjima zacetnima
oligonukleotidoma PUUF1 in PUUR1 pomnozili 200 bp dolg odsek na segmentu M virusa
PUU. Za to smo uporabili komplet reagentov Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen Life
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Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Reakcija je potekala v aparaturi Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA).

Za vsak vzorec smo uporabili 50 pl reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

= 45 pl 1,1-krat koncentriranega reakcijskega pufra,
= 2 ul zacetnih oligonukleotidov PUUF1 (50 uM) in PUURL (50 uM),
= 2 ul prideleka PCR.

Temperaturna reakcija je potekala pod naslednjimi pogoji: 2 min pri 94 °C, sledilo je 35
ciklov reakcije PCR (20 s pri 94 °C, 30 s pri 53 °C, 30 s pri 68 °C) ter 5 min pri 68 °C.

Prisotnost pridelkov PCR smo ugotavljali z elektroforezo v agaroznem gelu. Molekule DNA
smo loc¢evali v 2% agaroznem gelu (agaroza NuSieve GTG, FMC BioProducts, Rockland,
ZDA\), ki smo ga pripravili v 50 ml 1 x koncentriranega pufra TAE (pufer Tris Acetat EDTA,
vsebuje bazo tris, natrijev acetat, natrijev klorid in EDTA; pH = 8,3).

3.2.9 Dolocevanje nukleotidnega zaporedja pridelekov PCR

Dobljene prideleke smo analizirali z gelsko elektroforezo (UltraPure™ Agarose, Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Po rezanju pridelekov iz gela smo jih oéistili
s komercialnim kompletom Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison,
ZDA). Cis¢enje temelji na vezavi DNA na delce silicijevega dioksida v membrani kolone in
spiranju necisto¢ s pufri. DNA smo iz kolone sprali s sterilno vodo brez nukleaz, segreto na
56 °C. Ociscene prideleke PCR smo ponovno nanesli na gelsko elektroforezo in glede na
koli¢ino pridelka semikvantitativno ocenili koncentracijo DNA. Koli¢ino DNA smo
ovrednotili z oceno od 1 do 5, sorazmerno s koli¢ino prideleka, ki smo ga nato dodali

sekvencni reakciji.

Za sekvencno reakcijo smo uporabili komercialni komplet reagentov BigDye® Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA). Princip temelji na Sangerjevi metodi dolocevanja nukleotidnega
zaporedja, kjer je vsak terminator oznacen S svojim barvilom. V vsaki sekven¢ni reakciji smo

uporabili en zaCetni oligonukleotid, v reakcijski meSanici pa je poleg fluorescentno oznacenih
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dideoksi teminatorjev tudi mesSanica neoznacenih dNTP-jev in polimeraza FS. Sekvencna
reakcija je potekala v aparaturi Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Glede na koli¢ino prideleka PCR smo izbrali
ustrezno Stevilo ciklov sekvencne reakcije (od 25 do 50 ciklov), med tem ko smo pustili
temperaturne pogoje takSne, kot jih priporoca proizvajalec (20 s pri 96 °C, 10 s pri 50 °C, 3
min pri 60 °C).

Po koncani sekvenc¢ni reakciji smo ocistili prideleke s komercialnim kompletom reagentov
BigDye XTerminator® Purification Kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA), ki veze neporabljene terminatorje na silika delce v raztopini te pa smo nato

posedli s centrifugiranjem na dno mikrotitrske ploscice.

Vzorcem smo nukleotidno zaporedje dolo¢ili z avtomatskim genetskim analizatorjem ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija,
ZDA), s programskim paketom BDx Standard Sequencing Reaction (Applied Biosystems,
Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA).

3.2.10 Analiza nukleotidnih zaporedij

Dobljeno nukleotidno zaporedje virusov smo racunalnisko obdelali s programskim paketom
CLC Main Workbench, verzija 6.1 (CLC bio, Aarhus, Danska). Zaporedja posameznih
zaCetnih oligonukleotidov smo sestavili v soglasno zaporedje, odrezali zacetke in konce
zaporedij ter preverili mesta morebitnih neujemanj. Zato, da smo zagotovili natan¢ne
rezultate, smo dolocevali nukleotidno zaporedje pridelekov vsakega posameznega bolnika v
dveh ponovitvah. Nukleotidna zaporedja smo preverili v genski banki preko medmreZnega
servisa BLAST (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, ZDA).
Nukleotidna zaporedja virusa iz posameznega bolnika smo poravnali, analizirali smo mesta
mutacij, ter nukleotidno zaporedje prevedli v aminokislinsko zaporedje v programu MEGA
5.05 (Tamura in sod., 2011).

Filogenetska drevesa smo izrisali s programom MEGA 5.05 (Tamura in sod., 2011). Za
izraun razdalj med nukleotidnimi zaporedij virusov smo uporabili Kimurin dvoparametri¢ni

model in model Tamura-Nei. Filogenetska drevesa smo izrisali z metodo najvecje verjetnosti



40
Korva M. Vpliv genetske variabilnosti v HLA lokusu in hantavirusnega tipa na patogenezo hemoragi¢ne mrzlice z renalnim sindromom.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2011

(MLE, angl. Maximum Likelihood Estimation Method), pri tem smo uporabili tudi statisticno
metodo vezanja s 1000 poskusi (angl. Bootstrap method). Filogenetska drevesa smo obdelali
v programu TreeDyn (GEMI Bioinformatics, Montpellier, Francija), kjer smo dodali
nukleotidnim in aminokislinskim zaporedjem opis (potek bolezni, viSina virusnega bremena,

zemljepisni izvor okuzbe) in to prikazali na filogenetskem drevesu.

3.2.11 Statisti¢na analiza rezultatov

Za analizo nominalnih rezultatov smo uporabili programski paketom PASW 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois, ZDA). Za osnovni opis znacilnosti smo uporabili parametri¢ne metode. Za
testiranje razlik med skupinami smo uporabili za numeri¢ne spremenljivke t-test. Kot

statisticno znacilne smo upostevali razlike z vrednostmi p < 0,05.

Analizo tipizacije lokusa HLA pri bolnikih s HMRS smo opravili na Centru za tipizacijo tkiv,
Zavoda RS za transfuzijsko medicino (CTT). Rezultate smo analizirali s posebnim
programskim paketom, ki so ga razvili v ta namen na CTT. Za primerjalno analizo frekvenc
skupine alelov med razli¢nimi skupinami bolnikov ter kontrolno skupino smo uporabili XZ -
test ter izraCunali relativni rizik (RR) za razvoj in potek bolezni. Za analizo frekvenc skupine
alelov HLA-B*35 smo uporabili Wolf-Haldanov izracun. Kot statisti¢cno znacilne rezultate

smo upostevali razlike z vrednostmi p < 0,05.

Analizo nukleotidnih sprememb v virusnem genomu smo analizirali s programom MEGA 5
(Tamura in sod., 2011), kjer smo poravnali nukleotidna zaporedja in jih prevedli v

aminokislinska zaporedja.
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4 REZULTATI

4.1 KLINICNE ZNACILNOSTI IN RAZDELITEV BOLNIKOV

Med leti 1988 in 2011 so v Laboratoriju za diagnostiko zoonoz na Institutu za mikrobiologijo
in imunologijo potrdili HMRS pri 316 bolnikih. Od tega jih je bilo 121 okuzenih z virusom
DOB, 195 pa z virusom PUU.

V na$o $tudijo smo vkljucili 160 bolnikov s HMRS, ki so bili zdravljeni bolni$ni¢no. Po
kon¢anem zdravljenju smo, v sodelovanju z leCe¢imi zdravniki, lahko pridobili popis poteka
bolezni, v laboratoriju pa smo imeli dovolj vzorca krvi in seruma, da smo izolirali genomsko
DNA in virusno RNA. Tako smo vkljucili v raziskovalno nalogo 72 bolnikov, okuzenih z

virusom DOB, in 88 bolnikov, okuZenih z virusom PUU.

Pri bolnikih smo potek bolezni to¢kovali glede na laboratorijske in kliniéne parametre, Ki so
jih opisali Kuzman in sodelavci (Preglednica 2) (Kuzman in sod., 2003), ter jih razdelili v 3
skupine glede na predhodno $tudijo (Saksida, 2008; Saksida in sod., 2008).

Bolnike, okuzene z virusom PUU, smo razdelili v 3 skupine: bolniki s tezkim potekom
bolezni (ve¢ kot 15 tock), bolniki s srednje tezkim potekom bolezni (8-14 tock) in bolniki z
blagim potekom bolezni (manj kot 7 to¢k) (Preglednica 5). Med bolnike s tezkim potekom
bolezni smo uvrstili tiste, ki so izpolnjevali naslednje pogoje: vsaj 1 X v ¢asu okrevanja so
potrebovali dializno zdravljenje ali pa so imeli prisotna vsaj dva od naslednjih kazalcev:
krvavitve, oligurija, vsaj 3 x povisane vrednosti se¢nine in/ali kreatinina. Glede na to smo
prepoznali tezko obliko bolezni pri 37 bolnikih (42%), srednje tezek potek bolezni je imelo 9
bolnikov (10%) in blag potek bolezni 42 bolnikov (48%). Noben bolnik ni umrl zaradi okuzbe

Z virusom PUU.

Pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, smo imeli v skupini kar 7 smrtnih primerov, kar je
9,8% smrtnost. Ostale bolnike smo razdelili v 3 skupine: bolniki s tezkim potekom bolezni
(ve¢ kot 15 tock), bolniki s srednje tezkim potekom bolezni (8-14 tock) in bolniki z blagim
potekom bolezni (manj kot 7 tock). Glede nato, da virus DOB povzroca tezjo obliko bolezni
in ima vi§jo smrtnost (Avsic-Zupanc in sod., 1999; Pal in sod., 2005; Saksida, 2008), smo

zaostrili kriterije za uvrstitev v skupino bolnikov s tezkim potekom bolezni. Kot znake tezke
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oblike bolezni smo upostevali hudo trombocitopenijo, prisotnost krvavitev in znake akutne
ledvi¢ne odpovedi (prisotnost anurije ali oligurije ter vsaj 4 x poviSane vrednosti Kreatinina
in/ali se€nine). 24 bolnikov (33,3%), okuZenih z virusom DOB, smo uvrstili v skupino z
blazjim potekom bolezni 9 bolnikov smo uvrstili v skupino s srednje tezkim potekom bolezni
(12,5%), 32 bolnikov je imelo tezek potek bolezni (44,4%) (Preglednica 5).

Preglednica 5: Razdelitev bolnikov s HMRS v skupine, glede na potek bolezni.

OBLIKA BOLEZNI
BOLNIKI

smrtni izid teZek potek srednji potek blag potek
okuZeni z virusom DOB 7(9,8 %) 32 (44,4 %) 9 (12,5 %) 24 (33,3 %)
okuzeni z virusom PUU / 37 (42,0 %) 9 (10,0 %) 42 (48,0 %)

Najpogostejsi razlog za napotitev bolnikov s HMRS v bolni$nico, je visoka temperatura in
spremljajo¢a mrzlica ter izrazito mocne bolecine v ledvenem delu. Pri bolni$ni¢no zdravljenih
bolnikih okuzenih z virusom PUU, ki so bili vklju¢eni v naso $tudijo, so bile izrazito mo¢ne
bolecine ledvenem delu izrazene pri kar 78,4% bolnikov, sledi trombocitopenija pri 32,9%
bolnikov in motnje vida (13,6%). Razlike med skupinama bolnikov s tezjim oz. blazjim
potekom bolezni so prikazani v Preglednici 6. V skupini bolnikov s tezkim potekom bolezni
se anurija oz. oligurija razvije pri 59,5% bolnikov, medtem ko se razvije v skupini bolnikov z
blagim potekom le pri 9,5%. Drugi najpogostejsi klini¢ni kazalec okuzbe s hantavirusi je
razvoj trombocitopenije. Do hude trombocitopenije je prislo v kar 45,9% bolnikov s tezkim
potekom okuzbe in le v 19% pri bolnikih z blagim potekom okuzbe. Prav tako prihaja
pogosteje do krvavitev pri bolnikih s tezko obliko bolezni (16,2% vs. 4,8%). Med
laboratorijskim kazalci akutne odpovedi ledvic so najpogostejSi znaki poviSane vrednosti
secnine in Serumskega kreatinina. Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, se gibljejo vrednosti
serumskega kreatinina med 55 in 1420 umol/l. Izmerjene vrednosti se¢nine Se gibljejo med
2,5 in 48,2 umol/l. Kar 40% bolnikov je imelo najvi§jo izmerjeno vrednost serumskega

kreatinina ali/in se¢nine 4 x vis$jo od normalne vrednosti.
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Pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, smo imeli v skupini bolnikov s tezkim potekom
bolezni 7 takih s smrtnim izidom bolezni. Ti bolniki so imeli najobseZnejSe krvavitve, poleg
tega so bili hipotenzivni in tahikardni. Smrt je navadno nastopila zaradi dihalne stiske ter
odpovedi ve¢ organov. V skupini bolnikov s tezkim potekom bolezni so bile krvavitve
izrazene pri kar 59,4% bolnikov, trombocitopenija pri 62,5% bolnikov in kar 68,8% bolnikov
je potrebovalo dializo vsaj enkrat v ¢asu zdravljenja (Preglednica 6). Pri bolnikih v skupini z
blagim potekom bolezni so bile krvavitve prisotne pri 29,2% bolnikov, trombocitopenija pri
22,2% bolnikov in 55,6% bolnikov pa je potrebovalo dializno zdravljenje vsaj enkrat.
Izmerjene vrednosti serumskega kreatinina so se gibale med 83 in 991 pmol/l. Izmerjene
najvisje vrednoti secnine so bile med 5,2 in 1020 umol/l. Skupno je imelo 63,3% bolnikov
najvisje izmerjene vrednosti seénine oz. serumskega kreatinina kar 4 X visje od normalnih
vrednosti. V skupini bolnikov s tezkim potekom bolezni je imelo kar 78,1% bolnikov vsaj 4 X
vi§je izmerjene vrednosti seCnine 0z. kreatinina od normalnih vrednosti. Med bolniki z blagim

potekom bolezni je bilo taksnih bolnikov 41,7%.

Preglednica 6: Izbrani klini¢ni in laboratorijski kazalci, ki smo jih zabeleZili najpogosteje pri bolnikih s

HMRS, okuZenih z virusom DOB ali PUU, in razlitnim potekom bolezni (vrednosti so prikazane v
odstotkih).

Bolniki z virusom DOB Bolniki z virusom PUU
Klini¢ni in laboratorijski kazalci C) (C)
(n=72) (n=88)
smrtni tezek srednji blag tezek srednji blag
izid potek potek potek potek potek potek
n=7 n=32 n=9 n=24 n=37 n=9 n=42
SOK 28,6 9,4 / / 8,1 / /
HIPOTENZIJA 71,4 219 33,3 12,5 13,5 11,1 2,3
TAHIKARDIJA / 15,6 / 8,3 135 11,1 /
KRVAVITVE* 714 59,4 11,1 29,2 16,2 / 4,8
MOTNJE VIDA 14,2 25,0 / 20,8 24,3 111 4.8
UREA IN/ALI KREATININ: > 4X 85,7 78,1 33,3 417 72,1 22,2 14,3
TROMBOCITOPENIJA: <50X 10%/L 71,4 62,5 22,2 33,3 45,9 44,4 19,0
ANURIJA/OLIGURIJA 85,7 719 77,8 41,7 59,5 22,2 95
DIALIZA 42,9 68,8 55,6 8,3 18,9 / /
PLEVRALNI IZLIV 71,4 375 44,4 16,7 21,6 22,2 9,5

*Najpogostejse krvavitve so: petehije, melena, subkonjuktivalne injekcije
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4.2 DOLOCANIJE VIRUSNEGA BREMENA PRI BOLNIKIH S HMRS

Pri bolnikih s HMRS, bolezen navadno dokazemo s prisotnostjo specifi¢nih protiteles proti
virusu DOB o0z. PUU. V akutnih vzorcih bolnikov s HMRS lahko okuzbo dokazemo tudi z
molekularnimi tehnikami, med katerimi je najpogostejsa metoda RT-PCR v realnem casu.
Poleg hitrega in obcutljivega dokaza povzrocitelja metoda RT-PCR omogoca tudi
razlikovanje med hantavirusnimi tipi. Kvantitativna razli¢ica te metode, ki smo jo uvedli v
laboratoriju v predhodnih studijah (Saksida, 2008; Saksida in sod., 2008: Korva in sod.,
2009b) pa omogoca tudi dolo¢anje koncentracij virusnega bremena virusov DOB in PUU v
vzorcih bolnika s HMRS.

Virusno breme smo merili v vzorcih odvzetih v akutnem obdobju bolezni, tik ob pojavu
simptomov (od 2. do 15. dneva bolezni). Virus smo pri bolnikih okuzenih z virusom DOB,
dokazali pri 50 bolnikih (69,4%), razpon virusnega bremena je bil med 2,03 in 8,63 logio
kopij RNA/mI vzorca. Pri bolnikih, okuZzenih z virusom PUU, smo virus dokazali pri 68
bolnikih (77,3%), razpon virusnega bremena je bil med 2,50 in 7,59 log;o kopij RNA/mI
vzorca (Slika 8). lzmerjene koncentracije virusne RNA pri bolnikih, okuzenih z virusom
DOB, so bile zna¢ilno visje kot pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, (5,72 £ 1,59 vs. 5,27 +
1,25, p =0,019).

10,00 p =0,019

8,00+

6,00

4,00

Logl0 (virusno breme)

2,00+

,00

virus

Slika 8: Dolocitev virusnega bremena pri bolnikih s HMRS, okuZenimi z virusom DOB, in bolnikih,

okuzZenimi z virusom PUU.
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Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, in tezkim potekom bolezni smo dokazali virusno RNA
pri 78,4% bolnikov (razpon med 2,52 in 7,59 log;o kopij RNA/mI vzorca), v skupini s srednje
tezkim potekom bolezni pri 66,7% (razpon med 3,69 in 6,77 logio kopij RNA/ml vzorca) in v
skupini z blagim potekom bolezni pri 78,6% bolnikih (razpon med 2,50 in 7,16 logio kopij
RNA/mI vzorca). Med skupinami bolnikov, okuzenimi z virusom PUU, in razli¢nim potekom

bolezni nismo ugotovili znacilnih razlik v visini virusnega bremena (Slika 9).

Pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, smo virusno RNA dokazali pri 78,1% bolnikov s
tezko obliko bolezni (razpon med 2,15 in 8,63 logl0 kopij RNA/ml vzorca), pri 88,9%
bolnikov s srednje tezkim potekom bolezni (razpon med 4,06 in 7,71 log1l0 kopij RNA/mI
vzorca), in pri 54,2% bolnikov z blagim potekom bolezni (razpon med 2,03 in 7,51 log10
kopij RNA/mI vzorca). Pri bolnikih, s smrtnim izidom okuzbe z virusom DOB, nismo
dokazali virusne RNA pri 4 bolnikih (57,1%), razpon virusnega bremena pa smo izmerili med
5,20 in 7,39 log10 kopij RNA/mI vzorca (Slika 9). Izmerjene koncentracije virusne RNA pri
bolnikih, s smrtnim izidom bolezni, so bile znaéilno visje od izmerjenih koncentracij virusne
RNA pri bolnikih, z blagim potekom bolezni (6,55 + 0,87 vs. 4,75 £ 1,93, p = 0,016).
Znacilno vi§je izmerjene koncentracije virusne RNA smo dokazali tudi pri bolnikih s tezkim
potekom bolezni v primerjavi z bolniki z blagim potekom bolezni (6,15 + 1,37 vs. 4,75 +
1,93, p = 0,010).
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Slika 9: Primerjava virusnega bremena pri bolnikih s HMRS, okuZenimi z virusom DOB, ali virusom

PUU, in razli¢nim potekom bolezni.
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4.3 GENETSKA RAZNOLIKOST V LOKUSU HLA BOLNIKOV S HMRS

4.3.1 Genetska raznolikost v lokusu HLA pri bolnikih s HMRS

Pri 160 bolnikih s HMRS, ki smo jih vkljuéili v $tudijo, smo dokazali 23 razli¢nih skupin
alelov HLA-B in 12 razli¢nih skupin alelov HLA-DRB1. Pogostost pojavljanja skupin alelov
pri bolnikih s HMRS smo primerjali s pogostostjo pojavljanja skupin alelov v kontrolni
skupini. V slednjo smo vklju¢ili 131 zdravih posameznikov slovenskega rodu, ki so
predstavljali reprezentativno skupino glede na frekvenco dolo¢enih skupin alelov HLA v
slovenski populaciji. Frekvence skupine alelov HLA-B in HLA-DRBL, ki smo jih ugotovili
pri bolnikih s HMRS, smo primerjali s frekvencami v kontrolni skupini in jih prikazali v
Preglednici 7.
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Preglednica 7: Frekvence skupine alelov HLA-B in HLA-DRB1, ki smo jih dokazali pri bolnikih s HMRS

in kontrolni skupini zdravih ljudi.

F (%) G0 F(%) F(%) P P P P
ALEL KONTROLA HMRS DOB PUU HMRS/K DOB/K PUU/K DOB/PUU
n=131 n=160 n=72 n=88
B*07 24,4 18,1 19,4 18,4 ns ns ns ns

B*08 13,7 11,3 11,9 11,5 ns ns ns ns
B*13 6,9 8,1 6,0 10,3 ns ns ns ns
B*14 3,1 5,6 75 4,6 ns ns ns ns
B*15 7,6 8,8 6,0 11,5 ns ns ns ns
B*18 16,0 12,5 9,0 16,1 ns ns ns ns
B*27 13,0 18,8 19,4 19,5 ns ns ns ns
B*35 23,7 24,4 34,3 18,4 ns ns ns 0,027
B*37 31 0,6 0,0 1,2 ns ns ns ns
B*38 8,4 8,1 75 9,2 ns ns ns ns
B*39 31 31 4,5 23 ns ns ns ns
B*40 9,9 8,1 6,0 10,3 ns ns ns ns
B*41 15 1,9 15 23 ns ns ns ns
B*44 17,6 17,5 23,9 13,8 ns ns ns ns
B*47 0,0 1,3 15 1,2 ns ns ns ns
B*49 4.6 31 3,0 35 ns ns ns ns
B*50 31 2,5 45 1,2 ns ns ns ns
B*51 13,0 17,5 16,4 19,5 ns ns ns ns
B*52 2,3 1,3 0,0 2,3 ns ns ns ns
B*53 31 0,0 0,0 0,0 0,040 (0,0) ns ns ns
B*55 4,6 44 45 4,6 ns ns ns ns
B*56 0,8 19 0,0 35 ns ns ns ns
B*57 6,9 6,9 6,0 8,1 ns ns ns ns
B*58 3,1 0,6 0,0 1,2 ns ns ns ns
DRB1*01 28,2 29,4 33,8 26,1 ns ns ns ns
DRB1*03 23,7 14,4 16,9 12,5 0,049 (0,737) ns 0,053* (0,602) ns
DRB1*04 16,0 17,5 18,3 17,1 ns ns ns ns
DRB1*07 18,3 22,5 22,5 22,7 ns ns ns ns
DRB1*08 31 5,0 5,6 4,6 Ns ns ns ns
DRB1*10 0,8 1,3 0,0 2,3 Ns ns ns ns
DRB1*11 26,0 25,6 23,9 27,3 Ns ns ns ns
DRB1*12 0,8 25 4,2 11 Ns ns ns ns
DRB1*13 20,6 25,6 18,3 31,8 Ns ns 0,080* (1,392) 0,068*
DRB1*14 8,4 8,8 12,7 57 Ns ns ns ns
DRB1*15 22,1 19,4 16,9 21,6 Ns ns ns ns
DRB1*16 16,0 10,6 9,9 11,4 Ns ns ns ns

LEGENDA: F KONTROLA = frekvenca skupine alelov v kontrolni skupini, F HMRS = frekvenca skupine alelov pri bolnikih s HMRS, F DOB = frekvenca
skupine alelov pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, F PUU = frekvenca skupine alelov pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, vrednost p, izratunana s

Fisherjevim dvostranskim eksaktnim testom, (relativni rizik), ns = ni statisti¢no znagilno, * mejna statisti¢na zna¢ilnost (p<0,1).
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Med molekulami v I. razredu HLA-B smo ugotovili znacilno razliko med bolniki s HMRS in
kontrolno skupino le pri HLA-B*53 (p=0,040), ki je prisotna v slovenski populaciji le pri
3,1% ljudi in je nismo dokazali med bolniki s HMRS. Nizjo frekvenco skupine alelov
DRB1*03 smo ugotovili pri bolnikih s HMRS v primerjavi s kontrolno skupino (p=0,049).
Skupina alelov DRB1*03 je bila najnizja pri skupini bolnikov, okuzenih z virusom PUU,
glede na kontrolno skupino (12,5% vs. 23,7%), vendar je bila razlika v frekvencah le mejno
znacilna (p=0,053). Med bolniki, okuzenimi z virusom DOB, in kontrolno skupino nismo
ugotovili nobene znacilne razlike. Pri primerjavi frekvenc med obema skupinama smo
ugotovili, da je frekvenca skupine alelov B*35 med bolniki, okuzenimi z virusom DOB
34,3%, medtem ko je v zdravi populaciji prisotna skupina alelov le pri 23,7% ljudi .

Statisticno pomembnej$e povezave smo ugotovili, ko smo med bolniki s HMRS primerjali
tiste, okuZzene z virusom PUU, in tiste, okuzene z virusom DOB (Preglednica 7). Pri
primerjavi obeh skupin bolnikov smo dokazali skupino alelov B*35 veckrat pri bolnikih,
okuzenih z virusom DOB (34,3 % vs. 18,4 %, p=0,027). V nasprotju s tem imajo bolniki,
okuzeni z virusom PUU, pogosteje skupino alelov HLA-DRB1*13 (18,3% vs. 31,8%,
p=0,068).

4.3.2 Primerjava polimorfizma v lokusu HLA pri bolnikih s HMRS in razli¢nim
potekom bolezni

4.3.2.1 Vpliv polimorfizma v lokusu HLA pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, na potek

bolezni

Vpliv polimorfizma v lokusih HLA-B in HLA-DRB1 na potek HMRS smo proucevali pri 88
bolnikih, ki so bili bolni$ni¢no zdravljeni, zaradi okuzbe z virusom PUU. Klini¢na slika
bolnikov je nihala od blage okuzbe preko srednje tezke okuzbe do tezkega poteka bolezni.
Zaradi podobnih klini¢nih in laboratorijskih rezultatov bolnikov z blago in srednje tezko
okuzbo in zaradi majhnega $tevila bolnikov, smo ti dve skupini zdruzili: da bi povecali mo¢

Studije. Rezultati tipizacije molekul HLA pri teh bolnikih so prikazani v Preglednici 8.
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Preglednica 8: Frekvence skupine alelov HLA-B in HLA-DRB1, ki smo jih dokazali pri bolnikih, okuZenih

z virusom PUU, in primerjava s skupino zdravih ljudi ter analiza vpliva polimorfizma v lokusu HLA na

potek bolezni.

F (%) F (%) F (%) p P p
KONTROLA tezek blag t/b b/k t/k
n=131 n=37 n=51

244 8,1 26,0 0,049 (0,392) ns 0,038 (0,335)
137 18,9 6,0 0,090* (1,797) ns ns
6,9 135 8,0 ns ns ns
31 2,7 6,0 ns ns ns
7,6 18,9 6,0 0,090* (1,703) ns 0,062* (2,073)
16,0 13,5 18,0 ns ns ns
13,0 21,6 18,0 ns ns ns
23,7 13,5 22,0 ns ns ns
31 0,0 2,0 ns ns ns

8,4 13,5 6,0 ns ns ns

31 2,7 2,0 ns ns ns

9,9 5,4 14,0 ns ns ns

1,5 0,0 4,0 ns ns ns

17,6 13,5 14,0 ns ns ns
B*47 0,0 2,7 0,0 ns ns ns

4,6 54 2,0 ns ns ns

31 2,7 0,0 ns ns ns

13,0 18,9 20,0 ns ns ns

2,3 0,0 4,0 ns ns ns

31 0,0 0,0 ns ns ns

4,6 54 4,0 ns ns ns

08 8,1 0,0 0,073* (2,471) ns 0,034 (3,458)

6,9 0,0 14,0 0,019 (0,0) ns ns

3,1 2,7 0,0 ns ns ns

28,2 18,9 31,4 ns ns ns

23,7 18,9 78 ns 0,020 (0,359) ns

16,0 24,3 11,8 ns ns ns

18,3 21,6 235 ns ns ns

3,1 2,7 59 ns ns ns

0,8 54 0,0 ns ns ns

26,0 32,4 235 ns ns ns

0,8 2,7 0,0 ns ns ns

20,6 432 235 0,065* (1,633) ns 0,010 (2,215)

8.4 2,7 7.8 ns ns ns

22,1 8,1 31,4 0,009 (0,320) ns 0,060* (0,375)

DRB1*16 16,0 135 9,8 ns ns ns

LEGENDA: F KONTROLA = frekvenca skupine alelov v kontrolni skupini, F tezek = frekvenca skupine alelov pri bolnikih s teZjim potekom bolezni, F blag =
frekvenca skupine alelov pri bolnikih z blazjim potekom bolezni, t = tezek potek bolezni, b = blag potek bolezni, k = kontrolna skupina, vrednost p, izratunana s

Fisherjevim dvostranskim eksaktnim testom, (relativni rizik), ns = ni statisti¢no zna¢ilno, * mejna statisti¢na znacilnost (p<0,1).
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V skupini bolnikov s tezkim potekom bolezni smo dokazali visjo frekvenco skupine alelov
HLA-B*08 (18,9% vs. 6,0%, p=0,090), HLA-B*15 (18,9% vs. 6,0%; p=0,090) in HLA-B*56
(8,1% vs. 0,0%; p=0,073) v primerjavi s skupino bolnikov z blagim potekom bolezni.
Frekvenca skupine alelov HLA-B*56 je bila znacilno visja v skupini bolnikov s tezko obliko
bolezni v primerjavi s kontrolno skupino (8,1% vs. 0,8%; p=0,034), kar nakazuje nato, da je
HLA-B*56 dejavnik tveganja za okuzbo z virusom PUU ter za razvoj tezke oblike bolezni. V
nasprotju s tem smo ugotovili, da je v skupini bolnikov s tezko obliko bolezni frekvenca
skupine alelov HLA-B*07 znacilno manj pogosta kot v skupini bolnikov z blagim potekom
bolezni in kontrolni skupini (8,1% vs. 26,0%; p=0,049). V skupini bolnikov z blagim
potekom bolezni smo ugotovili vi§jo frekvenco skupine alelov HLA-B*57, tako v primerjavi
s skupino bolnikov s tezko obliko bolezni (14,0% vs. 0,0%; p=0,019), kot tudi v primerjavi s
kontrolno skupino (14,0 % vs. 6,9 %). V nasprotju s tem, smo v skupini bolnikov z blagim
potekom bolezni ugotovili nizjo frekvenco skupine alelov HLA-DRB1*03; v primerjavi s
skupino bolnikov s tezkim potekom bolezni (7,8% vs. 23,7%; p=0,020). Poleg skupine alelov
HLA-DRB1*03 lahko nudi zasc¢itno vlogo v slovenski populaciji tudi skupina alelov HLA-
DRB1*15, ki je prav tako manj pogosta v skupini bolnikov s tezkim potekom bolezni (8,1%
vs. 31,4%; p=0,009). Kot morebitni dejavnik tveganja za razvoj tezke oblike bolezni po
okuzbi z virusom PUU smo prepoznali skupino alelov HLA-DRB1*01, ki se je pogosteje
pojavljala v skupini bolnikov s tezko obliko bolezni kot v skupini bolnikov z blago obliko
bolezni (43,2% vs. 23,5%, p=0,065) oz. v kontrolni skupini (43,2 % vs 20,6 %, p = 0,010).

4.3.2.2 Vpliv polimorfizma v lokusu HLA pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, na potek

bolezni

Za ugotavljanje polimorfizma v lokusu HLA na potek bolezni pri bolnikih, okuzenih z
virusom DOB, smo vkljuéili v §tudijo 72 bolnikov. V primerjavi z bolniki, okuzenimi z
virusom PUU, so bile pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, razlike v skupinah alelov HLA,

ki bi lahko vplivali na potek bolezni zanemarljive (Preglednica 9).
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Preglednica 9: Frekvence skupine alelov HLA-B in HLA-DRB1, ki smo jih dokazali pri bolnikih, okuZenih
z virusom DOB, in primerjava s skupino zdravih ljudi ter analiza vpliva polimorfizma v lokusu HLA na

potek bolezni.

F (%) F (%) F(%)  F(%) p P P
ALEL  KONTROLA SMRTNI TEZEK BLAG fim sim | flc slc

B*27

n=131 n=7 n=31 n=29

B*35

8.4 69
3,1 3,2 6,9 ns ns ns ns ns ns
9,9 6,5 6,9 ns ns ns ns ns ns
15 3,5 ns ns ns ns ns ns

17,6 29,0 241 ns ns ns ns ns ns
0,0 3,5 ns ns ns ns ns ns
4,6 3,2 35 ns ns ns ns ns ns
3,1 3,2 6,9 ns ns ns ns ns ns
13,0 12,9 24,1 ns ns ns ns ns ns

4,6 3,2 35 ns ns ns ns ns ns
DRB1*01 28,2 34,4 31,3 ns ns ns ns ns ns

DRB1*03 23,7 18,8 18,8 ns ns ns ns ns ns
DRB1*04 16,0 18,8 21,9 ns ns ns ns ns ns

DRB1*07 18,3 28,6 21,9 21,9 ns ns ns ns ns ns
DRB1*08 3,1 3,1 94 ns ns ns ns ns ns
DRB1*11 26,0 42,9 25,0 18,8 ns ns ns ns ns ns

DRB1*12 0,8 31 6,3 ns ns ns ns ns ns
DRB1*13 20,6 18,8 21,9 ns ns ns ns ns ns

8,4 14,3 9,4 15,6 ns ns ns ns ns ns
22,1 14,3 18,8 15,6 ns ns ns ns ns ns

DRB1*16 16,0 14,3 9,4 9,4 ns ns ns ns ns ns

LEGENDA: F KONTROLA = frekvenca skupine alelov v kontrolni skupini, F tezek = frekvenca skupine alelov pri bolnikih s tezjim potekom bolezni, F blag =
frekvenca skupine alelov pri bolnikih z blazjim potekom bolezni, t = tezek potek bolezni, b = blag potek bolezni, k = kontrolna skupina, vrednost p, izratunana s

Fisherjevim dvostranskim eksaktnim testom, (relativni rizik), ns = ni statisti¢no zna¢ilno, * mejna statisti¢na znac&ilnost (p<0,1).

Kljub temu, da ni bilo znacilnih razlik med skupinami bolnikov, pa smo ugotovili, v skupini
bolnikov s smrtnim izidom bolezni, visje frekvence haplotipov HLA-B*35, HLA-B*57,
HLA-DRB1*01 in HLA-DRB1*11. V primerjavi s kontrolno skupino je bila frekvenca

skupine alelov HLA-B*35 moc¢no povisana v skupini bolnikov s smrtnim izidom (57,1% vs.
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23,7%, p=0,069). Prav tako je bila povisana frekvenca skupine alelov HLA-B*57 v skupini
bolnikov s smrtnim izidom bolezni v primerjavi s skupino bolnikov z blagim (28,6% vs 3,5%,
p=0,090) in s tezkim potekom bolezni (28,6 % vs. 3,2 %, p=0,081). V skupini bolnikov s
tezkim potekom bolezni je bila frekvenca skupine alelov HLA-B*27 dvakrat visja glede na
kontrolno skupino (25,8% vs. 13,0% p=0,096). Med molekulami v Il. razredu HLA nismo
ugotovili nobene razlike med bolniki, okuzenimi z virusom DOB, in razlicnim potekom

bolezni.

4.3.3 Subtipizacija skupine alelov HLA-B*35 pri bolnikih s HMRS

Glede na rezultate tipizacije polimorfizma v lokusu HLA pri bolnikih s HMRS, smo ugotovili
zanimivo razliko med bolniki, okuzenimi z virusom DOB in PUU, ter kontrolno skupino v
skupini alelov HLA-B*35. Najvi§jo frekvenco skupine alelov HLA-B*35 smo dolo¢ili v

skupini bolnikov, okuZenih z virusom DOB, s smrtnim izidom bolezni (Preglednica 9).

Zato smo se odlocili, da bomo pri bolnikih, ki imajo molekulo HLA-B*35, to subtipizirali in
skusali ugotoviti, ali je kateri od alelov iz te skupine znacilno povezan s tezkim potekom
bolezni (Preglednica 10). Med bolniki s HMRS, vkljuéenimi v §tudijo, je imelo 32 bolnikov
skupino alelov HLA-B*35, od tega jih je bilo 17 okuZenih z virusom DOB in 15 z virusom
PUU. Med bolniki, okuzenimi z virusom DOB, smo subtipizirali molekulo HLA-B*35 pri 2
bolnikih s smrtnim izidom, 8 bolnikih s tezkim potekom bolezni in 7 bolnikih z blagim
potekom bolezni. Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, smo subtipizirali molekulo HLA-

B*35 pri 4 bolnikih s tezkim potekom bolezni in 11 bolnikih z blagim potekom bolezni.

Preglednica 10: Frekvence alelov HLA-B*35, ki smo jih dokazali pri bolnikih s HMRS.

BOLNIKI OKUZENI Z VIRUSOM DOB BOLNIKI OKUZENI Z VIRUSOM PUU
n=17 n=15

smrtni izid zek p. . zek p. blag p.
n=2 n=11

:
;
;
:
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Zaradi majhnih skupin bolnikov z razli¢nim potekom bolezni ni bila mozna statisticna analiza
vzorcev. Kljub temu smo ugotovili, da sta imela oba bolnika s smrtnim izidom bolezni alel
HLA-B*35:01. V skupini bolnikov, ki so bili okuZeni z virusom DOB in so imeli tezek potek
bolezni, je imelo najve¢ bolnikov alel HLA-B*35:03. Isti alel je bil najpogostejsi tudi v
skupini bolnikov, ki so bili okuzeni z virusom PUU in so imeli blag potek bolezni. Med
bolniki s tezkim potekom bolezni, ki ga je povzroc€il virus PUU, nismo ugotovili nobene

povezave s skupino alelov HLA-B*35.

Ker nismo ugotovili povezave med skupno alelov HLA-B*35 in potekom bolezni pri bolnikih
s HMRS, smo primerjali frekvence alelov med bolniki in kontrolno skupino (Preglednica 11).
Najpogostejsa alela pri bolnikih s HMRS sta HLA-B*35:01 in HLA-B*35:03 (oba 43,8%), ki
sta zelo pogosta v slovenski populaciji (55,2% in 31,0%). Alel HLA-B*35:01 manj pogost v
skupini bolnikov, okuZenih z virusom PUU, kot pri bolnikih, okuZzenih z virusom DOB
(26,7% vs. 58,8%, p= 0,071) ali v kontrolni skupini (26,7% vs. 55,2%, p=0,076). Alel HLA-
B*35:08 je prisoten v slovenski populaciji le pri 3,4% prebivalstva, medtem ko je med
bolniki, okuzenimi z virusom PUU, prisoten kar v 13,3%. Kljub temu razlika v pogostosti
pojavljanja alela med bolniki in kontrolno skupino ni znacilna. Znacilna je bila le razlika v
pogostosti pojavljanja alela HLA-B*35:02 med bolniki, okuzenimi z virusom PUU oz. DOB,
saj pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, nismo dokazali tega alela. Poleg tega je je bil ta
alel v skupini bolnikov, okuzenih z virusom PUU, ve¢ kot dvakrat pogostejsi kot v kontrolni
skupini (26,7% vs. 10,3%, p=0,024) (Preglednica 11).

Preglednica 11: Frekvence alelov HLA-B*35, ki smo jih dokazali pri bolnikih s HMRS in primerjava s

kontrolno skupino.

F (%) F(%) F(%) p p p p
ALEL KONTROLA HMRS DOB PUU HMRS/K DOB/K PUU /K DOB/PUU
n=29 n=32 n=17 n=15
B*35:01 55,2 43,8 58,8 26,7 ns ns 0,076* (0,320) 0,071*(0,280)
B*35:02 10,3 12,5 0,0 26,7 ns ns ns 0,024 (13,7)
B*35:03 31,0 43,8 41,2 46,7 ns ns ns ns
B*35:08 3,4 9,4 59 13,3 ns ns ns ns

LEGENDA: F KONTROLA = frekvenca skupine alelov v kontrolni skupini, F HMRS = frekvenca skupine alelov pri bolnikih s HMRS, F DOB = frekvenca
skupine alelov pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, F PUU = frekvenca skupine alelov pri bolnikih, okuZenih z virusom PUU, vrednost p, izradunana z

Woolf-Haldanovim testom, (relativni rizik), ns = ni statisti¢no zna¢ilno, * mejna statisti¢na zna¢ilnost (p<0,1).
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4.3.4 Vpliv molekul HLA na viSino virusnega bremena

V studiji smo ugotavljali ali katera od skupin alelov HLA-B 0z. HLA-DRBI vpliva na vi$je

virusno breme pri bolnikih ter na moznost dokaza virusne RNA v akutnem vzorcu

(Preglednica 12).

Za primerjavo viSine virusnega bremena in skupine alelov HLA-B in HLA-DRB1 smo
razdelili bolnike v 4 skupine:

1) bolniki, pri katerih nismo dokazali virusne RNA,

2) bolniki z nizkim virusnim bremenom (2,03-3,96 logso kopij RNA/ml vzorca),

3) bolniki s srednje visokim virusnim bremenom (4,01-5,93 log;o kopij RNA/mI vzorca),

4) bolniki z visokim virusnim bremenom (6,02-8,63 logio kopij RNA/mI vzorca).
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Preglednica 12: Razporeditev visine virusnega bremena glede na skupine alelov HLA-B in HLA-DRB pri
bolnikih s HMRS.

BOLNIKI, OKUZENI Z VIRUSOM DOB BOLNIKI, OKUZENI Z VIRUSOM PUU

F (%) F (%) F (%) F (%) F (%) F (%) F (%) F (%)
NEG nizko srednje visoko NEG nizko srednje visoko

breme breme breme breme breme breme
n=44 n=12 n=42 n=46 n=40 n=21 n=64 n=51

2,4 73 5,7 5,0 2,4 33 73
1,2 4,9 45 3,8 3,3 3,1
12 50 1,2 23 13 71 33 1,0
1.2 2,4 2,3 38 2,4

24 5.0 11 13 24 33 5.2
2,4 2,4 23 2,5 48 5,0 31

3,7 5,0 6,1 45 50 48 50 5,2
12,2 10,0 6,1 9,1 38 95
13

1,2 5,0 1,2 23 25 2,4 33 1,0
12 12 13 08

2,4 2.4 2,5 4,2 2,1
6.1 73 57 13 4,8 33 6.3
50 13

1,2 1.2 13 0,8 2,1
12 2.4 10
6.1 5.0 24 34 75 71 33 42
13 10
23 | 25

24 0.8 1,0
2,4 23 13 50

10
98 5,0 8,5 125 5,0 71 10,0 8,3
2,4 6,1 5,7 6,3 2,5 3,1
98 5,0 2.4 45 5,0 2,4 3,3 7,3
4,9 10,0 8,5 6,8 2,5 9,5 8,3 5,2
2,4 15,0 2,4 1,3 0,8 2,1
2. 10
7,3 10,0 4,9 5,7 8,8 14,3 4,2 7,3
1,2 24 24

2,4 5,0 4,9 8,0 10,0 2,4 10,8 9,4
3,7 5,0 2.4 2,3 2,5 2,4 0,8 1,0
4,9 5,0 6,1 23 6,3 2,4 9,2 5,2
2,4 2,4 3,4 2,5 4,8 3,3 3,1

LEGENDA: F NEG = frekvenca skupine alelov pri bolnikih, kjer virusne RNA nismo dokazali, F nizko breme = frekvenca skupine alelov pri bolnikih z nizkim
virusnim bremenom, F srednje breme = frekvenca skupine alelov pri bolnikih s srednje visokim virusnim bremenom, F visoko breme = frekvenca skupine alelov

pri bolnikih z visokim virusnim bremenom.
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Znacilnih povezav med dolo¢eno skupino alelov HLA-B oz. HLA-DRB1 in dokazom virusne
RNA v akutnih vzorcih bolnikov nismo dokazali. Prav tako nismo ugotovili znacilne

povezave med viSino virusnega bremena v vzorcu in posamezno skupino alela HLA.

Pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, smo dokazali visoko virusno breme pogosteje pri
bolnikih s HLA-B*44 in HLA-B*55 ter HLA-DRB1*01 in DRB1*13. Pri bolnikih, okuZenih
z virusom PUU, smo dokazali visje virusno breme pogosteje pri tistih bolnikih, ki imeli HLA-
B*41, HLA-B*50 in HLA-B*58. V nasprotju s tem pri bolnikih, ki so bili okuzeni z virusom
DOB, in so imeli HLA-B*35 pogosteje nismo dokazali virusne RNA v vzorcu (neg vs. poz =
12,2% vs. 7,9%). Podobno smo dokazali tudi pri bolnikih s haplotipom HLA-B*51 (neg vs.
poz=6,1% vs. 3,2%) in HLA-DRB1*04 (neg vs. poz=9,7% vs. 3,7%). Pri bolnikih, okuzenih z
virusom PUU, smo manjkrat dokazali virusno RNA pri bolnikih s haplotipom HLA-B*51
(neg vs. poz=7,5% vs. 4,3%) ali HLA-DRB1*03 (neg vs. poz=6,3% vs. 2,3%) za razliko od
bolnikov s tipom HLA-DRB1*07, pri katerih smo dokazali virusno RNA pogosteje (neg vs.
poz=2,5% vs. 7,4%).
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4.4 NUKLEOTIDNE ZNACILNOSTI HANTAVIRUSOV DOB IN PUU POMNOZENIH
IZ AKUTNIH VZORCEV BOLNIKOV S HMRS

V Sloveniji krozijo v naravnem okolju vsaj 4 hantavirusi: DOB, PUU, TUL in SAA (Slika
10). Nedavno smo pri gozdnih rovkah nasli hantavirus soroden virus SWS, kar dokazuje, da
hantavirusi ne krozijo v Slovenji le med glodavci, temve¢ tudi med zuzkojedimi gostitelji.

HMRS v Sloveniji povrzocata le hantavirusa PUU in DOB, ki ju najdemo po celi drzavi in
povzroc¢ata bolezen, ki niha od blage oblike do smrtnih izidov.

SAAV  pOBV
ANDV \

SNV — .,,AH'“_U_:"-‘._“ | _______ SEOV
/
> \

‘ \

T L HTNV
PUUV / \
|
|
|
/ |
TULV \
‘\

SWSV

0,1

Slika 10: Filogenetska razmerja med hantavirusi v Evropi, Aziji in Ameriki. Hantaviruse oznacene z

rdeco barvo smo dokazali v naravnih gostiteljih tudi v Sloveniji.

4.4.1 Nukleotidne in aminokislinske znacilnosti tar¢nega odseka na segmentu S virusa
DOB

Pri bolnikih v Sloveniji smo za analizo genoma virusa DOB virusno RNA pomnoZzevali
neposredno iz vzorcev bolnikov. Tako smo se Zeleli izogniti nastanku morebitnih mutacij, ki
se pojavijo ob razmnozevanju virusa na celicnih kulturah. Virusno RNA smo skusali

pomnoziti pri 50 bolnikih okuzenih z virusom DOB, pri katerih smo s kvantitativnim RT-PCR
v realnem ¢asu izmerili virusno breme.
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4.4.1.1 Pomnozevanje tarcnega odseka
Za pridobitev nukleotidnega zaporedja segmenta S pri virusu DOB smo uporabili ve¢ zacetnih

oligonukleotidov (Preglednica 3), saj smo zeleli pomnoziti vseh 1667 baznih parov segmenta

S. Postopek pomnozevanja virusa DOB smo prikazali na Sliki 11.

200 400 600 80O 1.000 1200 1.400 1.600

I I 1 | I 1 I I
DOB-SF
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200 400 800 800 1.000 1.200 1.400 1.600

I I I I | [ I [
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Slika 11: Prikaz poteka pomnoZevanja segmenta S virusa DOB iz akutnih vzorcev bolnikov: 1) prvi poskus
pomnozevanja: 1667 bp virusnega segmenta S v treh loCenih reakcijah PCR; 2) drugi poskus pomnoZzevanja v
dveh zaporednih korakih z zaCetnimi oligonukleotidi objavljenimi v literaturi; 3) tretji poskus pomnoZevanja v
dveh zaporednih korakih: v prvi PCR reakciji smo uporabili naSe zacetne oligonukleotide, vgnezden PCR pa

smo naredili z ze objavljenimi zaCetnimi oligonukleotidi, ki pomnozijo pridelek velik 1051 bp.

V prvem poskusu smo oblikovali, na podlagi znanega nukleotidnega zaporedja virusa DOB,
izoliranega iz rumenogrle misi, ujete v vasi Dobrava (HNVNPSS), 6 zacetnih
oligonukleotidov, s katerimi smo zeleli v treh reakcijah PCR pomnoziti celoten segment S
(Slika 11; 1). Zaradi neuspeha smo v drugem poskusu uporabili zacetne oligonukleotide, ki so
jih opisali Ze v literaturi (MS120C/MS1170R in MS343C/MS986R), (Papa in sod., 1998),
(Slika 11; 2). Z njimi smo pri 10 bolnikih dobili pridelek PCR, velik 599 bp. Ker smo zeleli
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analizirati ¢im daljsi odsek na virusnem segmentu S, smo Vv tretjem poskusu uporabili metodo
vgnezdenega PCR, tako da smo uporabili v prvi reakciji zacetne oligonukleotide, ki smo jih
oblikovali sami; pomnoZijo celoten segment S (DOB-SF2/DOB-SR), v vgnezdeni reakciji pa
zacetna oligonukleotida MS120C/MS1170R (Papa in sod., 1998), (Slika 11; 3).

S tem postopkom smo pomnozili taréni odsek na segmentu S pri 23/50 bolnikih, okuzenih z
virusom DOB. Nukleotidno zaporedje virusa smo dolo¢ili pri bolnikih iz vseh 4 skupin (glede
na potek bolezni) iz razlicnih zemljepisnih lokacij (Preglednica 13). Nukleotidna zaporedja
virusov smo dolo¢ili iz vseh vzorcev bolnikov, ki so imeli srednje tezek potek bolezni, in le iz
tretjine tistih, ki so imeli tezek potek bolezni. Pri skupini bolnikov z blagim potekom bolezni
smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje virusov pri tistih, ki so imeli ve¢ kot 10* kopij virusne

RNA/mI vzorca.

Preglednica 13: Bolniki, okuZeni z virusom DOB, pri katerih smo pomnozili virusni segment S.

VIRUSNO BREME

BOLNIK LOKACIJA POTEK BOLEZNI [10g,, kopij RNA/mI vzorca]

m200 Novo mesto Blag 7,22
m132 Krsko Blag 747
m136 Gorenja vas — Poljane Blag 7,51
mo274 Komenda srednje tezek 4,06
mo297 Jesenice srednje tezek 4,10
mo273 Trbovlje srednje tezek 4,78
mo239 Cerkno srednje tezek 512
mo231 Novo mesto srednje tezek 5,80
mo193 Sol¢ava srednje tezek 5,93
mo256 Ribnica srednje tezek 6,48
mo279 Kocevje srednje tezek 7,71
$299 Ljubljana Tezek 454
$261 Ivan¢na Gorica Tezek 5,66
s207 Ribnica Tezek 5,92
5215 Trebnje Tezek 6,61
5276 Maribor Tezek 6,64
s301 Ljubljana Tezek 6,98
5130 Logatec Tezek 7,48
s129 Tolmin Tezek 8,63
275 Metlika smrtni izid 5,20
230 Krsko smrtni izid 6,77
286 Ljubljana smrtni izid 6,85
268 Ribnica smrtni izid 7,39




60
Korva M. Vpliv genetske variabilnosti v HLA lokusu in hantavirusnega tipa na patogenezo hemoragi¢ne mrzlice z renalnim sindromom.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2011

4.4.1.2 Analiza nukleotidnih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisali filogenetska drevesa z metodo najvecje
verjetnosti (Slika 12). Nukleotidna zaporedja virusa DOB pomnozena iz akutnih vzorcev
slovenskih bolnikov so se med seboj razlikovala od 0-4%. Vecina zaporedij se je med seboj
razlikovala le v 1-2% nukleotidov. Najbolj oddaljeno zaporedje virusa DOB smo pomnozili iz
vzorca bolnika s smrtnim izidom bolezni (f286). Od ostalih zaporedij virusa se je razlikovala

v 3-4% nukleotidov.

Na podlagi filogenetskega drevesa smo ugotovili, da je v Sloveniji prisotnih vec
monofiletskih skupin virusa DOB, ki se med seboj lo¢ujejo glede na zemljepisni izvor okuzbe
in ne glede na potek bolezni ali viSino virusnega bremena. Tipska vrsta virusa DOB sodi v
monofiletsko skupino, ki zdruzuje zaporedja virusov, pomnozenih iz vzorcev bolnikov iz
Metlike, Kocevja, Ribnice, Ivanéne Gorice, Novega mesta in Ljubljane. Svojstveni genetski
liniji tvorita virusa pomnozena iz vzorca bolnika iz Trbovelj in Ze prej omenjenega vzorca
bolnika s smrtnim izidom iz Ljubljane. Virusi, pomnozeni iz vzorcev bolnikov iz gorenjske

regije tvorijo tretjo genetsko linijo virusa DOB.

VIRUSNO

KRAJ BREME POTEK BOLEZNI
mo278 Trbovlje 10047 srednje teZak potek

1286 Ljubljana 106,8 smrtni izid
so—m0297 Jesenice 107 4,1 srednije tezak potek
mo193 Solcava 10°5,9 srednje tezak potek
Komenda 10 4,0 srednje teZak potek

Gorenja vas - poljane 10~ 7,5 blag potek

Ljubljans 10445 tezak potek

Cerkno

srednje teZak potek
tezak potek

srednije tezak potek

tezak potek

o073 smirtni izid
Krsko 10767 smrtni izid
Krsko 1007,4 blag potek
100 Ribnica 10759 tezak potek
Logatec 100 7,4 teZak potek
Maribor 10* 6,6 tezak potek
Metlika 1045.2 smrtni izid
Novo mesto 10°7,2 blag potek
ancna Gorica 1056 tezak potek
HNVNPSS_DOBV
GU904029_DOBV_Slo/AfBER
mo279 Kocevje 100 7,7 srednje tezak potek
82 mo356 Ribnica 104 6,4 srednje teZak potek
5301 Ljubljana 10 6,9 teZak potek
AJ410619_DOBV/Ano-Poroia/13Af99

EU188449_DOBV_Ap1584/Sachi-01

AJG16854_ Lvirus

Slika 12: Filogenetsko drevo tartnega odseka segmenta S virusa DOB, pomnoZenega neposredno iz

akutnih vzorcev bolnikov. Kot referenéne seve virusa DOB smo uporabili nukleotidna zaporedja, ki smo jih
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dobili v genski banki PubMed: HNVNPSS — prvotno zaporedje virusa DOB, izoliranega iz rumenogrle misi,
ujete v vasi Dobrava; GU904029 — zaporedje virusa HNVNPSS po pasiranju na celicah VeroE6; AJ410619 —
sev virusa DOB, izoliranega iz tkiva rumenogrle misi, ujete v Gréiji; EU188449 — sev virusa DOB izoliranega iz

tkiva mis$i vrste A. ponticus, v kraju Sochi v Rusiji; A616854 — virus Saaremaa.

Nukleotidna zaporedja tarénega odseka segmenta S virusov DOB, pomnoZzenih neposredno iz
bolnikov, in tipskega seva virusa izoliranega iz rumenogrle misi, ujete v vasi Dobrava, smo
primerjali med seboj (Priloga C). Na 981 bp dolgem tarénem odseku smo ugotovili kar 81
polimorfnih mest, kar pomeni, da je na tem odseku v virusnem genomu 8% variabilnih mest.
V vseh primerih je to polimorfizem posameznega nukleotida (SNP, angl. Single Nucleotide
Polimorfizem). Na mestu 29 smo ugotovili insercijo adenina pri 16 zaporedjih virusov
pomnozenih iz bolnikov, ki jih ni v zaporedju tipskega seva DOB. Insercija je prisotna tudi v
zaporedju virusnega izolata GU904029, ki je ponovni izolat tipskega virusa DOB na celi¢ni
kulturi. Na mestih 884 in 885 je pri vseh zaporedjih, razen tipskem, prislo do inverzije
nukleotidov TG v GT. Na vseh ostalih polimorfnih mestih, so se pojavljali SNP v ve¢
zaporedjih, ki smo jih pomnozili iz vzorcev bolnikov z razli¢nimi poteki bolezni. Nukleotidni
zaporedij virusov z najve¢ SNP sta bili pomnozeni iz vzorcev bolnika s smrtnim izidom

bolezni (f286) in srednje tezkim potekom bolezni (mo273).

4.4.1.3 Analiza aminokislinskih zaporedij

Nukleotidna zaporedja tarénih odsekov smo prevedli v aminokislinsko zaporedje
nukleoproteina N, ker nas je zanimalo, ali katera od mutacij privede do spremembe
aminokisline. Pomnozeno zaporedje smo prevedli s standardnim genetskim kodonom v
zaporedje, dolgo 319 aminokislin (Priloga D). Celoten nukleoprotein N je velik 428
aminokislin, kar pomeni, da smo uspeli pomnoziti 75% zaporedja nukleoproteina virusa
DOB. Ugotovili smo 9 aminokislinskih zamenjav, in sicer: insercijo serina (-10S), zamenjavo
izolevcina v valin (185V, 1132V, 1163V), valina v levcin (V186L), treonina v alalnin
(T192A), serina v alanin (S221A), asparagina v serin (N227S) in cisteina v valin (C295V). V
skupini bolnikov s smrtnim izhodom bolezni smo ugotovili pri bolniku 286 zamenjavo
aminokisline S221A. V skupini bolnikov z blagim potekom bolezni smo ugotovili pri bolniku
m200 zamenjavo alanin na mestu 192 v treonin in pri bolniku m132 na mestu 227 zamenjavo

asparagina v serin.
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4.4.2 Nukleotidne in aminokislinske znacilnosti tarénega odseka na segmentu M virusa
DOB

Pri bolnikih v Sloveniji smo za analizo segmenta M virusa DOB virusno RNA pomnozevali
neposredno iz vzorcev bolnikov. Tako smo se zeleli izogniti nastanku morebitnih mutacij, ki
se pojavijo ob razmnozevanju virusa na celi¢nih kulturah. Celoten segment M virusa DOB je
dolg 3644 bp in ima zapis za glikoproteina G, in Gc. Po prevodu nukleotidnega zaporedja
nastane peptid dolg 1134 aminokislin, ki se posttranslacijsko razreze na dva glikoproteina.
Glede na predhodne raziskave smo se odlo¢ili, da bi bilo za Studijo najzanimiveje prouciti

taréni odsek virusnega segmenta, kjer se polipeptid razreze na glikoproteina.

4.4.2.1 PomnoZevanje tarcnega odseka

Za dolocitev tar¢nega odseka smo, na podlagi nukleotidnega zaporedja segmenta M virusa
DOB, izoliranega iz rumenogrle misi (HNVDOBMS), oblikovali zacetne oligonukleotide
DOB-M1F/DOB-M1R (Slika 13), s katerimi smo pomnozili 1281 baznih parov dolg odsek
(Preglednica 3). Zaradi tezav s pomnoZevanjem virusnega segmenta S sSmo v prvi reakciji
uporabili zacetni oligonukleotid RT-DOB, ki se veZe na mo¢no ohranjena zaporedja na
koncih vsakega segmenta. S tem smo zagotovili ve¢ prideleka v naslednji reakciji, v kateri

smo pomnozili taréni odsek s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi.

= RT-DOB N

500 1.000 1.500 2.000 2500 3.000 3500
I | I | I 1 |

DOBM1F / DOBM1R

4 i A i |

500 1.000 1.500 2.000 2500 3.000 3500
1 | 1 | I 1 |

Slika 13: Prikaz pomnoZenega odseka segmenta M (1281 bp) virusa DOB, neposredno iz akutnega vzorca

bolnikov.

Tar¢ni odsek na segmentu M virusa DOB, neposredno iz akutnega vzorca smo uspeli
pomnoziti pri 19/50 bolnikih (Preglednica 14). Ne glede na to, ali smo vzorec predhodno
pomnozevali z za¢etnim oligonukleotidom RT-DOB ali ne, smo bili v naslednji reakciji PCR,
uspesSni pri istih bolnikih. Taréni odsek virusa smo doloc€ili pri bolnikih iz vseh 4 skupin
(glede na potek bolezni) in razliénih zemljepisnih lokacij. Virus smo pomnozili samo pri

bolnikih, ki so imeli ve¢ kot 10* kopij virusne RNA/mI vzorca.
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Preglednica 14: Bolniki, okuZeni z virusom DOB, pri katerih smo pomnoZili virusni segment M.

VIRUSNO BREME
[logyo kopij RNA/mI vzorca]

Krsko blag 7,47
Idrija blag 4,90
Sol¢ava srednje tezek 5,93
Novo mesto srednje tezek 5,80
Ribnica srednje tezek 6,48
Trbovlje srednje tezek 4,78
Kodevje srednje tezek 7,71
Jesenice srednje tezek 4,10
Logatec tezek 7,48
Metlika tezek 7,61
Cerkno tezek 7,33
Ribnica tezek 5,92
Trebnje tezek 6,61
Maribor tezek 6,64
Ljubljana tezek 4,54
Ljubljana tezek 6,98
Krsko smrtni izid 6,77
Ribnica smrtni izid 7,39
Metlika smrtni izid 5,20
Ljubljana smrtni izid 6,85

4.4.2.2 Analiza nukleotidnih zaporedij

BOLNIK LOKACIJA POTEK BOLEZNI

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisali filogenetska drevesa z metodo najvecje
verjetnosti (Slika 14). Nukleotidna zaporedja tar¢nega odseka segmenta M virusa DOB so se
med seboj razlikovala od 0-6%. Razporeditev zaporedij virusov DOB, pomnoZenih iz akutnih
vzorcev bolnikov, na filogenetskem drevesu je zelo podobna razporeditvi zaporedij glede na
poravnave segmenta S virusa DOB, kar pomeni, da med virusi ni pri§lo do izmenjave virusnih
segmentov. Pomnozena zaporedja virusov se delijo v ve¢ monofiletskih skupin, ki se
zdruzujejo glede na zemljepisni izvor okuzbe in ne glede na potek bolezni, ki ga povzroc¢ijo
pri ljudeh. Najbolj oddaljeno zaporedje virusa DOB je bilo pomnozeno iz vzorca bolnika s
smrtnim izidom bolezni (f286), iz Ljubljane, ki se od ostalih zaporedij razlikuje v 5-6%
nukleotidov. Svojstveno genetsko linijo tvori tudi zaporedje virusa DOB pomnoZenega iz

vzorca bolnika s srednje tezkim potekom bolezni, iz Trbovelj (mo273).
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VIRUSNO
KRAJ BREME POTEK BOLEZNI

smrtni izid

srednje tezak potek

52 srednje teZak potek

Solgava 10% 5,9 srednje teZak potek

ldrja 4,9 ag potek

Ljubljana tezak potek

Metlika 7.6 teZak potek

Logatec 5 tezak potek
srednje teZak potek

Trebnje 6 teiak potek

Ribnica 0~ 7.4 smrtni izid

Maribor teak potek
100

g potek
smrtni izid
teiak potek

srednje tezak potek

smrtni izid

Liubljania 1077, tezak potek

HNVDOBMS_DOBV
mo256 Ribnica srednje teak potek

GUI04035_DOBV_SIo/AFBER

AJ009774_SAAREMAA

Slika 14: Filogenetsko drevo tarénega odseka segmenta M virusa DOB pomnoZenega neposredno iz
akutnih vzorcev bolnikov. Kot referen¢ne seve virusa DOB smo uporabili zaporedja, ki smo jih dobili v genski
banki PubMed: HNVDOBMS — prvotno zaporedje virusa DOB, izoliranega iz rumenogrle misi, ujete v vasi
Dobrava; GU904035 — zaporedje virusa HNVDOBMS po pasiranju na celicah VeroE6; NC_005234 in
AJ410616 — sev virusa DOB, izoliranega iz tkiva rumenogrle misi, ujete v Gréiji; EU188450 — sev virusa DOB,

izoliranega iz tkiva misi vrste A. ponticus, v kraju Sochi v Rusiji; AJ009774 — virus Saaremaa.

Nukleotidna zaporedja tarénega odseka segmenta M virusov DOB pomnoZzenih neposredno iz
vzorcev bolnikov in tipskega seva virusa smo primerjali med seboj (Priloga E). Na 1163 bp
dolgem odseku genoma smo ugotovili kar 139 SNP, kar pomeni, da je na tem odseku virusa
kar 12% variabilnih mest. Vecina mutacij je bila prisotna v ve¢ zaporedjih virusa DOB
pomnozenih iz vzorcev bolnikov z razli¢nimi poteki bolezni. Vecina nukleotidnih zaporedij
virusov pomnozenih iz vzorcev bolnikov je v primerjavi s tipskim sevom imela naslednje
mutacije: A197G, G826A, T994C, C1017T. Kar 30 SNP mutacij se je pojavilo izklju¢no pri
nukleotidnih zaporedjih virusov pomnozenih neposredno iz vzorcev bolnikov s smrtnim

izidom okuzbe. Vecino mutacij smo dokazali le pri enem bolniku.
4.4.2.3 Analiza aminokislinskih zaporedij

Nukleotidna zaporedja tar¢nih odsekov smo prevedli v aminokislinsko zaporedje

glikoproteina, ker nas je zanimalo, ali privede katera od mutacij do spremembe aminokisline
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(Priloga F). Pomnozeno zaporedje smo prevedli s standardnim genetskim kodonom v
zaporedje, dolgo 387 aminokislin. S tem smo analizirali 34% peptida, ki ga kodira segment
M. Od 139 mutacij, ki smo jih ugotovili v nukleotidnem zaporedju tarénega odseka na
segmentu M, jih je bilo 130 tihih mutacij, 9 jih je povzrocilo zamenjavo aminokisline, in
sicer: zamenjavo serina v asparagin (S10N), prolina v histidin (P14H), valina v izolevcin
(V32l, V330I) in izolevcina v valin (1189V, 1205V), asparagina v serin (N329S) ter lizina v
arginin (K367R). Pri bolniku s smrtnim izidom (f286) so bile prisotne kar tri od nastetih
mutacij (1189V, N329S, K367R).

4.4.3 Nukleotidne in aminokislinske znac¢ilnosti tarénega odseka na segmentu S virusa

PUU

Za analizo segmenta S virusa PUU pri bolnikih v Sloveniji, smo skusali pomnoziti virusno
RNA pri 68 bolnikih okuzenih z virusom PUU, pri katerih smo izmerili s kvantitativnim RT-

PCR v realnem ¢asu virusno breme.

V nasprotju z virusom DOB, ki je bil prvi¢ opisan v Sloveniji, izvira virus PUU iz vasi
Puumala na Finskem in je bolj razSirjen po Evropi. Prav zaradi zemljepisne razsirjenosti
virusa od severa do Balkana, je v genski banki shranjenih veliko zaporedij virusa, ki se med
seboj moc¢no razlikujejo. Za oblikovanje zacetnih oligonukleotidov smo uporabili soglasno
zaporedje virusov PUU, izoliranih na Balkanu in Madzarskem (FN37782, AJ314600), saj smo
glede na zemljepisno raznolikost virusa pri¢akovali, da so ti virusi najbolj sorodni nasim.
Oblikovane zacetne oligonukleotide smo optimizirali na vzorcih gozdnih voluharic, ki smo jih

ujeli na razli¢nih lokacijah po Sloveniji (Slika 4).

4.43.1 PomnoZevanje tarcnega odseka

Za pridobitev nukleotidnega zaporedja segmenta S virusa PUU smo uporabili ve¢ zacetnih
oligonukleotidov (Preglednica 4), saj smo Zeleli pomnoziti vseh 1850 baznih parov. Postopek

pomnozevanja virusa PUU smo prikazali na Sliki 15.
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Slika 15: Prikaz poteka pomnoZevanja segmenta S virusa PUU iz akutnih vzorcev bolnikov: 1) prvi poskus
pomnoZevanja: 1614 bp; 2) drugi poskus pomnozevanja: 1481 bp; 3) tretji poskus pomnozevanja, v dveh
zaporednih korakih: 615 bp; 4) Cetrti poskus pomnozevanja: najprej smo uporabili zacetne oligonukleotide PUU-
SF/PUU-SR, s katerimi smo ze dobili virus pri slovenskih bolnikih: za vgnezdeni PCR smo uporabili v literaturi

ze objavljene zacetne oligonukleotide (Bowen in sod., 1997) in dobili pridelek PCR, dolg 653bp.

V prvem poskusu smo uporabili zacetni oligonukleotid RT-PUU, ki se veze na moc¢no
ohranjena zaporedja na koncih segmenta. Nato, smo pomnozili 1614 bp dolg tar¢ni odsek S
parom zacetnih oligonukleotidov PUU-BF/PUU-BR, vendar so bili vsi vzorci bolnikov
negativni. Oblikovali smo nove zacetne oligonukleotide, na podlagi soglasnega zaporedja
virusov PUU iz Balkana, Madzarske in gozdne voluharice TT80/98 ujete v Prekmurju.
Nukleotidno zaporedje virusa PUU iz gozdne voluharice smo pomnozili s prejSnjima paroma

zacetnih oligonukleotidov.

Nov par zacetnih oligonukleotidov (PUU-SF/PUU-SR) smo postavili na ohranjena mesta v
soglasnemu odseku genoma. Uspesni smo bili pri 6/68 bolnikih, ki so imeli ve¢ kot 10* kopij

virusne RNA/ml vzorca (Preglednica 15). Virusna zaporedja smo uspeli pomnoziti pri 5
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bolnikih z blagim potekom bolezni in enem bolniku s srednje tezkim potekom bolezni. Pri

bolnikih s tezkim potekom bolezni, ki so imeli vi§je virusno breme, nismo dobili nobenega

prideleka PCR.

Na podlagi novo pridobljenih zaporedij virusa PUU iz slovenskih bolnikov smo oblikovali
tretji par zaCetnih oligonukleotidov. Tokrat smo oblikovali specificne zacetne oligonukleotide
(PUUS126F/PUUS1722R) za prvo reakcijo RT-PCR in vgnezden PCR (PUUS669F/
PUUS13214R), s katerim smo skuSali pomnoziti 615 bp virusnega segmenta S. Kljub temu,
da smo oblikovali zacetne oligonukleotide na virusnih zaporedijh iz vzorcev bolnikov in smo
med optimizacijo uspe$no pomnozili virus iz teh vzorcev bolnikov in vzorcev gozdnih

voluharic, nismo pridobili nobenega novega zaporedja virusa PUU.

Ker smo Zeleli pomnoziti virus pri vseh treh skupinah bolnikov z razli¢nim potekom bolezni
smo uporabili v ¢etrtem poskusu pomnoZzevanja virusa kombinacijo zacetnih oligonukleotidov
PUU-SF/PUU-SR in PPT334C/PPT986R (Bowen in sod., 1997; Avsic-Zupanc in sod., 2007).
Tar¢ni odsek, velik 653 bp, smo pomnozili $e pri 6 bolnikih (2 z blagim potekom bolezni, 1 s
srednje tezkim potekom bolezni in 4 bolniki s tezkim potekom bolezni), (Preglednica 15).
Bolniki, pri katerih smo pomnozili virus PUU v 4. poskusu, so imeli virusno breme od 10° do

10° kopij virusne RNA/mI vzorca.

Preglednica 15: Bolniki, okuZeni z virusom PUU, pri katerih smo pomnoZili virusni segment S.

VIRUSNO BREME

BOLNIK LOKACIJA POTEK BOLEZNI [10gs, kopij RNA/mI vzorca]

Logatec blag 4,82
Zuzemberk blag 4,72
Ljubljana blag 5,09
Crnomelj blag 5,83
Kocevje blag 7,16
Loska dolina blag 6,03
Beltinci srednje tezek 3,69
Gornja Radgona srednje tezek 5,60
Crnomelj tezek 6,03
Velenje tezek 3,43
Sentilj tezek 6,60
Radenci tezek 6,93
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4.4.3.2 Analiza nukleotidnih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij virusov PUU pomnozenih iz vzorcev bolnikov smo
izrisali filogenetska drevesa z metodo najvecje verjetnosti (Slika 16). Nukleotidna zaporedja

tar¢nega odseka segmenta S virusa PUU so se razlikovala med seboj 0-7%.

Nukleotidna zaporedja virusa PUU, pomnozenega iz akutnih vzorcev slovenskih bolnikov, se
lo¢ijo na dve genetski liniji: ena obsega zaporedja virusa pomnozena iz vzorcev bolnikov iz
Stajerske in pomurske regije in je bolj sorodna virusu PUU, izoliranem na Madzarskem, druga
genetska linija zdruZuje zaporedja pomnozena iz vzorcev bolnikov iz dolenjske regije in
osrednje Slovenije ter se deli na ve¢ monofiletskih linij. Kljub temu, da kaze virus PUU
zemljepisno razporeditev zaporedij na filogenetskem drevesu, pa ta ni tako jasna kot pri
virusu DOB. Tudi pri virusu PUU nismo opazili zdruzevanja nukleotidnih zaporedij virusov

glede na viSino virusnega bremena pri bolnikih ali glede na potek bolezni.

VIRUSNO
KRAJ BREME POTEK BOLEZNI

Velenje teiak potek

ruz Cromelj tezak potek
m199 Logatec ag potek

mo235 Beltinc srednje tezak potek

5293 Radenc teiak potek
62
tmn?.ﬁi Gomja Radgona srednje teZak potek

FN37782_PUUV_Hungary
= i
AJ314600_PUUV_Balkan-1
5283 Sentil tezak potek

M32750_PUUV_CG18-20

Slika 16: Filogenetsko drevo tarénega odseka segmenta S virusa PUU, pomnoZenega neposredno iz
akutnih vzorcev bolnikov. Kot referenéne seve virusa smo uporabili zaporedja, ki smo jih dobili v genski banki
PubMed: FN37782 — virus PUU, izoliran iz gozdne voluharice na MadZarskem; AJ314600 — virus PUU izoliran

iz gozdne voluharice na Balkanu in M32750 — virus PUU, sev Héllnds B1.
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Nukleotidna zaporedja tarénega odseka segmenta S virusov PUU, pomnozenih neposredno iz
bolnikov, in najbolj sorodnega virusa PUU, izoliranega iz gozdne voluharice na Balkanu, smo
primerjali med seboj (Priloga G). Glede na referen¢ni sev (AJ314600) smo ugotovili na 1045
bp dolgem odseku genoma kar 100 SNP (9,5% variabilnih mest). Ko smo primerjali med
seboj le nukleotidna zaporedja virusov pomonozenih neposredno iz vzorcev slovenskih
bolnikov smo ugotovili na enakem odseku 86 SNP. Vec¢ina mutacij je bila prisotna v ve¢
nukleotidnih zaporedjih virusov v primerjavi z referenénim sevom, ne glede na to, da smo jih
pomnozili iz vzorcev bolnikov z razli¢nim potekom bolezni. Dve mutaciji smo ugotovili samo
pri bolnikih s tezkim potekom bolezni: T351C in C601T, vendar tudi ti dve nista bili prisotni
pri vseh zaporedjih virusov PUU.

4.4.3.3 Analiza aminokislinskih zaporedij

Nukleotidna zaporedja tarénega odseka smo prevedli v zaporedje, dolgo 348 oz. 232
aminokislin (Priloga H). S tem smo analizirali 18,8% oz. 12,5% nukleoproteina N. Od 86
mutacij v nukleotidnem zaporedju, smo ugotovili le eno aminokislinsko spremembo. Na
mestu 161 je prislo pri treh sekvencah do zamenjave glutaminske Kisline v aspartatno kislino
(E161D).

4.4.4 Nukleotidne in aminokislinske znacilnosti tarénega odseka na segmentu M virusa
PUU

Za analizo segmenta M virusa PUU pri bolnikih v Sloveniji, smo skusali pomnoziti virusno
RNA pri 68 bolnikih okuzenih z virusom PUU, pri katerih smo izmerili s kvantitativnim RT-

PCR v realnem ¢asu virusno breme.

Pomnoziti smo Zeleli taréni odsek na segmentu M, Kjer pride posttranslacijsko do cepitve
poliproteina, na glikoprotein G, in G,. Pri oblikovanju zacetnih oligonukleotidov za
pomnozevanje tarnega odseka na segmentu M smo imeli tezavo izbrati ustrezni referencni
tip virusa, na katerem bi oblikovali zaetne oligonukleotide, saj je v genski banki PubMed
shranjenih le 15 razli¢nih sevov, vsi pa izvirajo iz zemljepisno oddaljenih krajev. V Slovenji
smo imeli dolo¢enih le nekaj krajsih odsekov virusa PUU, tako iz vzorcev gozdnih voluharic,
kot tudi bolnikov (Avsic-Zupanc in sod., 2007).
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4441 Pomnozevanje tarcnega odseka

Za pridobitev tarénega odseka na segmentu M virusa PUU smo uporabili ve¢ zacetnih
oligonukleotidov (Preglednica 4 in Slika 17). Na podlagi poravnave virusnih zaporedij za smo
oblikovali dva para zacetnih oligonukleotidov PUU-M2F/PUU-M2R in PUU/M1F/PUU-
MIR, ki smo ju uporabili v dveh zaporednih reakcijah PCR in sku$ali pomnoziti 1166 bp dolg
taréni odsek. Vsi vzorci bolnikov so bili negativni, vendar smo pomnozili virusno RNA iz

vzorca gozdne voluharice TT80/98, ki je bila ujeta v Prekmurju.

1) PUUM2F PUUM2R
) N { N
5 - : - —
,
500 1.000 1.500 2.000 2500 3.000 3500
I 1 1 1 1 1 1
PUUM1F), . ,PUUM1R .
i L4 ! Al i |
500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3500
I 1 1 1 1 1 1
2) PUUM1F PUUM1R
) N ] N
5 : — —
500 1.000 1.500 2,000 2,500 3.000 3500
I 1 1 1 1 1 1
PUUG1F PUUGIR
I\ ¢4 N N
| .4 Al
=
5?0 1.000 1 ‘I>DO 2‘(IXX) 2 riOO II:OO 'i.‘i()O
3) MOF103 4 MOR204 R
[ |4 A Pl
[
500 1.000 1.500 2,000 2.500 3.000 3500
| 1 1 1 I 1 [l
PUUF1 PUURA1
M 4 N
i V A| P, i l
5?0 1 iﬂO 1 ?DB 2(?00 2 Elv(!ﬂ 3.000 35|00
I
A1
4) A N 4 c2
i 4 | Al
500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3500
1 1 1 1 1 1
XN . 4 HG2R1
i V P Al
.
500 1.000 1.500 2.000 2 .’:00 3 L:OQ Z&Slm

Slika 17: Prikaz poteka pomnoZevanja segmenta M virusa PUU iz akutnih vzorcev bolnikov: 1) prvi
poskus pomnoZevanja v dveh zaporednih korakih: 1166 bp; 2) drugi poskus pomnoZevanja krajSega odseka
genoma: 324 bp; 3) tretji poskus pomnoZevanja po postopku, ki so ga Ze opisali v literaturi (Avsic-Zupanc in
sod., 2007): 200 bp; 4) Cetrti poskus pomnoZevanja z zacetnimi oligonukleotidi, ki so jih opisali v literaturi

(Horling in sod., 1995a; Xiao in sod., 1994) in pomnozijo drugi del segmenta M.
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V naslednjem poskusu smo uporabili zacetna oligonukleotida MOF103/MOR204 in
PUUG1F/PUUGIR (Chu in sod., 1995), s katerimi smo skuSali pomnoziti 324 bp dolg tar¢ni

odsek, vendar so bili vsi vzorci bolnikov negativni.

Nato smo uporabili zacetne oligonukleotide, s katerimi pomnozimo 200 bp dolg taréni odsek
segmenta M virusa PUU (Avsic-Zupanc in sod., 2007). Uspesno smo pomnozili virus pri 8
bolnikih, ki so imeli ve¢ kot 10% kopij virusne RNA/mI vzorca. Sest bolnikov s tezkim
potekom bolezni, en bolnik s srednje tezkim in en bolnik z blagim potekom bolezni
(Preglednica 16).

Preglednica 16: Bolniki, okuZeni z virusom PUU, pri katerih smo pomnozili virusni segment M.

VIRUSNO BREME

BOLNIK LOKACIJA POTEK BOLEZNI

[logso kopij RNA/mI vzorca]

m149 Lovrenc na Pohorju blag 6,42
mo263 Kocevje srednje tezek 5,24
s103 Novo mesto tezek 3,82
5120 Ljubljana tezek 4,01
5137 Gornja Radgona tezek 4,39
5142 Crnomelj tezek 6,03
5293 Radenci tezek 6,93
5280 Crensovci tezek 7,57

Kljub temu, da so imeli tudi drugi bolniki virusno breme nad 10° kopij virusne RNA/mI
vzorca in v vzorcih ni bilo prisotne inhibicije, vseeno nismo pomnozili virusne RNA.
Dodatno smo poskusili $e z enim parom zacetnih oligonukleotidov, ki so jih opisali Horling in
Xiao ter sodelavci (Horling in sod., 1995a; Xiao in sod., 1994), vendar prav tako nismo bili

uspesni.
4.4.4.2 Analiza nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisali filogenetska drevesa z metodo najvecje
verjetnosti (Slika 16). Nukleotidna zaporedja tarénega odseka segmenta M virusa PUU so se
razlikovala med seboj 0-7%. Ker smo pomnozili virus PUU le pri 8 bolnikih, na
filogenetskem drevesu niso jasno vidne razliéne genetske linije, saj je kljub kratkemu
tarcnemu odseku prisotnih kar nekaj mutacij. Vseeno je iz drevesa razvidno, da se

nukleotidna zaporedja virusa PUU zdruzujejo glede na zemljepisni izvor okuzbe.
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VIRUSNO
KRAJ BREME POTEK BOLEZNI
Radenci 10 6,9 teZak potek
Grensovei 7 tezak potek
Lovrenc na Pohonu 10" 6.4 blag potek
Gornja Radgona 10 4,4 teZak potek
Kocevie 108 5,2 srednje teZak potek
Ljubljana 108 4,0 teiak potek
MNovo mesto 10~ 3,8 teiak potek
—s5142 Crmomelf 104 6,0 teiak potek

PUUMSEG_PUUV_CG1820"

Slika 18: Filogenetsko drevo tar¢nega odseka segmenta M virusa PUU pomnoZenega neposredno iz
akutnih vzorcev bolnikov. Kot referen¢ni sev smo uporabili zaporedje, ki smo ga dobili v genski banki
PubMed: M32750 — virus PUU, sev Hillnés B1.

Nukleotidna zaporedja tarénega odseka segmenta M virusov PUU pomnoZzenega neposredno
iz vzorcev bolnikov, smo primerjali med seboj in na 172 dolgem odseku ugotovili kar 16 SNP
(Priloga 1), ki so bile prisotne v ve¢ zaporedjih. Po prevajanju v aminokislinsko zaporedje
smo dokazali eno mutacijo, ki je vodila v zamenjavo aminokisline (Priloga J). Pri bolniku s

tezkim potekom bolezni je na mestu 45 aminokislino valin zamenjal izolevcin (V45I).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Potek HMRS vkljucuje Sirok spekter klini¢nih simptomov, ki se razliéno mo¢no izrazajo pri
okuzbah z razli¢nimi tipi virusov. Vsi bolniki ne razvijejo klasicnega hemoragi¢nega
sindroma, nekateri razvijejo le blago, gripi podobno obliko bolezni, spet drugi cutijo
nevroloSke tezave, pri nekaterih pa okuzba povzro¢i odpoved ve¢ organov ter smrt. Potek
bolezni je odvisen od virulence virusa, nacina prenosa, infektivnega odmerka ter tudi
dejavnikov gostitelja. Patogeneza HMRS je nepoznana predvsem zaradi tesne ko-evolucije
virusa z naravnim gostiteljem, zaradi ¢esar ni na voljo primernega zivalskega modela,
klini¢ne Studije pa so izjemno redke (Bray, 2005). Kljub temu velja, da je potek bolezni v
ve¢ji meri odvisen od imunskega odziva posameznika kot od virusnega tipa (Khaiboullina in
St Jeor, 2002; Maes in sod., 2004; Markotic, 2003; Schonrich in sod., 2008).

Z doktorsko disertacijo smo skus$ali opredeliti vpliv genetske raznolikosti v lokusu HLA in
virusnega genoma na patogenezo HMRS ter potek bolezni pri posamezniku. V ta namen smo
preucili polimorfizem v lokusu HLA-B in HLA-DRBI1 ter dolocili nukleotidno zaporedje

virusov PUU in DOB, pomnozenih neposredno iz akutnih vzorcev bolnikov.

5.1 Klini¢ne znacilnosti bolnikov s HMRS

V §tudijo smo vkljucili 160 bolnikov, ki so se zdravili bolnisni¢no zaradi HMRS ter jih
razdelili v skupine glede na klini¢ne in laboratorijske parametre, s katerimi smo ocenili potek
bolezni. Pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, smo ugotovili, da so pogosteje kot pri
bolnikih, okuZenih z virusom PUU, izraZeni simptomi, Kot sO: obsezne krvavitve, huda
trombocitopenija, Sok in plevralni izliv. Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, smo kot
najpogostejsi simptom opazili hude bolecine v ledvenem predelu, trombocitopenijo in motnje
vida. S tem smo potrdili izsledke v literaturi, da virus DOB v Sloveniji povzroca tezjo obliko
HMRS (Avsic-Zupanc in sod., 1999; Pal in sod., 2005; Saksida, 2008). Med bolniki,
okuzenimi z virusom DOB, smo dokazali 9,8% smrtnost, ki je bila najpogosteje posledica
odpovedi delovanja srca. Kljub temu, da smo zabelezili nizji odstotek smrtnosti, kot so ga
opisali AvSi¢ in sodelavci v 10-letni $tudiji na dolenjskem (Avsic-Zupanc in sod., 1999), je to

verjetno posledica tega, da se v zadnjem ¢asu zmanjsuje Stevilo okuzb z virusom DOB ter da
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je v slovenskih bolni$nicah poznavanje poteka bolezni vse boljse, s tem pa je tudi podporno

zdravljenje bolnika hitrejse in u¢inkovitejse.

5.2 Vpliv genotipa HLA

Kljub pestri klini¢ni sliki, ki jo povzrocajo okuzbe s hantavirusi sta glavna simptoma okuzbe
akutna odpoved ledvi¢ne funkcije in pojav drobnih krvavitev na kozi, ki so posledica
poskodbe zilnega endotelija. Neposrednega delovanja hantavirusov na mesto poskodbe Se
vedno niso dokazali, vendar pa ugotavljajo, da lahko hantavirusi delujejo posredno na
povecanje prepustnosti zilnih sten, preko vezave na integrinske receptorje, ki uravnavajo
vazodialtacijo in vazokonstrikcijo (Gavrilovskaya in sod., 2002; Martinez-Lemus in sod.,
2003). Patogeni hantavirusi se pri vezavi na B3-integrine vezejo na domeno PSI (pleksin-
smeforin-integrin), za katero so dokazali, da lahko povzro¢i nastanek avtoprotiteles, ki
povzrocijo imunsko posredovano trombocitopenijo (Raymond in sod., 2005; Xiong in sod.,
2004). Pomembno vlogo v patogenezi naj bi imeli tudi vnetni citokini, ki sprozijo pretiran
imunski odziv (Khaiboullina in St Jeor, 2002; Maes in sod., 2004; Markotic in sod., 2002;
Markotic in sod., 2003); ker ne pride do povratnega uravnavanja mehanizma, to vodi v
neravnovesje med celi¢nim in protitelesnim imunskim odgovorom (Chen in Cosgriff, 2000).
Pridobljen imunski odgovor se zafne s predstavitvijo virusnih peptidov preko ¢loveSkih
levkocitnih antigenov, ki vzbudijo naivne limfocite T. Molekule HLA v 1. razredu so prisotne
na vseh nuklearnih celicah in spodbudijo imunski odziv preko aktivacije citotoksicnih
limfocitov T. Molekule HLA v I1. razredu so prisotne le na antigen predstavitvenih celicah in
vzbudijo imunski odziv preko aktivacije limfocitov T-pomagalk, ki sprozijo izlo¢anje vnetnih
citokinov, ti pa spodbudijo zorenje citotoksi¢nih limfocitov T, limfocitov B in makrofagov
(Klein in Sato, 2000a; Klein in Sato, 2000b). Pri bolnikih s HMRS smo v primerjavi z zdravo
slovensko populacijo opazili nizjo frekvenco skupine alelov HLA-B*53 in HLA-DRB1*03,
vendar so bile razlike le mejno znacilne, zato menimo, da te skupine alelov nimajo zascitne
vloge v slovenski populaciji pred okuzbo s hantavirusi. Prepoznavnejse razlike smo ugotovili,
ko smo razdelili bolnike na skupino, okuzeno z virusom PUU, in skupino, okuzeno z virusom
DOB. V skupini bolnikov, okuzenih z virusom DOB, smo ugotovili znaéilno razliko v
frekvenci HLA-B*35, predvsem pri bolnikih s smrtnim izidom bolezni, zato menimo, da

skupina alelov HLA-B*35 predstavlja tveganje za tezek potek bolezni. Isto skupino alelov
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povezujejo tudi s hitrejSim prehodom iz okuzbe z virusom HIV v AIDS (ltescu in sod., 1992).
Poleg tega so povezali alel HLA-B*35:01 s tezkim potekom bolezni in celo smrtnim izidom
ob okuzbi z virusom SN (Kilpatrick in sod., 2004). Zato smo se odlocili, subtipizirati skupino
alelov HLA-B*35. Pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, smo doloc¢ili 3 tipe alelov HLA-
B*35 (HLA-B*35:01, HLA-B*35:03 in HLA-B*35:08), medtem ko smo pri bolnikih,
okuzenih z virusom PUU, dolo¢ili Se alel HLA-B*35:02. V primerjavi z zdravo slovensko
populacijo smo ugotovili nizjo frekvenco alela HLA-B*35:01, ki je drugace zelo pogost alel v
slovenski populaciji. Znaéilno razliko smo ugotovili tudi pri frekvenci alela HLA-B*35:02, ki
smo ga dokazali samo pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, in je bil v primerjavi z zdravo
slovensko populacijo kar dvakrat pogostejsi. Zaradi majhnih skupin bolnikov, ki imajo
skupino alelov HLA-B*35 in so bili okuZeni s hantavirusi, ni bila moZna statisti¢na analiza
pojavljanja alelov HLA pri bolnikih z razli¢nim potekom bolezni. Kljub temu smo ugotovil,
da sta oba bolnika (okuzena, z virusom DOB, in smrtnim izidom bolezni) imela alel HLA-
B*35:01. Isti alel je bil pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, najpogostejsi v skupini
bolnikov z blagim potekom bolezni. Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, smo ugotovili
vi§jo frekvenco skupine alelov HLA-B*08 pri bolnikih s tezkim potekom bolezni. Enako
povezavo so opisali tudi v finski populaciji bolnikov, okuzenih z virusom PUU, kjer so tezek
potek bolezni povezali s skupino alelov HLA-B*08 DRB1*03 (Makela in sod., 2002;
Mustonen in sod., 2004; Mustonen in sod., 1996). Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, smo
ugotovili znacilno visjo frekvenco skupine alelov HLA-B*56 pri bolnikih s tezkim potekom
bolezni, kar pomeni, da ta skupina alelov verjetno predstavlja rizi¢ni dejavnik za razvoj tezke
oblike bolezni po okuzbi z virusom PUU. Za razliko od finske populacije, kjer so kot rizi¢ni
dejavnik za razvoj tezke oblike bolezni prepoznali skupino alelov HLA-DRB1*03, smo v nasi
Studiji ugotovili, da je ta v skupini bolnikov s tezkim potekom bolezni enako pogosta kot v
zdravi slovenski populaciji in manj pogosta pri bolnikih z blagim potekom okuzbe. To
nakazuje na za$Citno vlogo omenjenega alela v slovenski populaciji. Rizi¢ni dejavnik za
razvoj tezke oblike bolezni pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, bi bila lahko tudi skupina
alelov HLA-DRB1*13, ki jo v kitajski populaciji Han povezujejo z blagim potekom okuzbe z
virusom HTN (Wang in sod., 2009). Razvoj blage oblike bolezni po okuzbi z virusom AND v
¢ilski populaciji so povezali s skupino alelov HLA-DRB1*15 (Ferrer in sod., 2007). Tudi v

nasi Studiji smo to skupino alelov povezali z blagim potekom bolezni, po okuzbi z virusom
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PUU, vendar nismo ugotovili razlik v primerjavi z zdravo slovensko populacijo, zato
menimo, da skupina alelov nima za$¢itne vloge pred okuzbo z virusom PUU. V nasprotju s
Studijami v finski (Mustonen in sod., 1998) in ¢ilski populaciji (Kilpatrick in sod., 2004), med
nasimi bolniki s HMRS nismo potrdili zascitne vloge skupine alelov HLA-B*27, smo pa
ugotovili povezavo med blago obliko bolezni pri bolnikih, okuzenimi z virusom PUU, ki so
imeli skupino alelov HLA-B*07.

Zanimivo je, da smo ugotovili razliko v vlogah molekul HLA-B in HLA-DRBL1 pri bolnikih,
okuzenih z virusom PUU ali DOB v slovenski populaciji, kar pomeni, da se razli¢ni
hantavirusi v isti populaciji predstavljajo na razli¢ne nacine. To potrjujejo tudi ugotovitve
drugih raziskovalcev, ki so nakazali na mnogo povezav med potekom bolezni in okuzbo z
razli¢nimi hantavirusi, vendar pa so bile v posameznih populacijah znacilne razli¢ne povezave
(Ferrer in sod., 2007; Kilpatrick in sod., 2004; Makela in sod., 2002; Mustonen in sod., 2004;
Mustonen in sod., 1996; Mustonen in sod., 1998; Wang in sod., 2009). Molekule HLA v I. in
Il. razredu s predstavitvijo razli¢nih virusnih peptidov krmilijo med primernim in pretiranim
imunskim odzivom, tako da zamejijo virusno okuzbo, a ne poSkodujejo tkiva (Wang in sod.,
2009). Zanimivo je, da v kitajski populaciji Han, kjer krozi virus HTN, niso ugotovili mo¢nih
povezav med molekulami HLA in potekom bolezni (Wang in sod., 2009). Virus HTN je
molekularno najbolj soroden virusu DOB, ki povzroca HMRS v Sloveniji. V nasi $tudiji prav
tako nismo dokazali mo¢nih povezav med molekulami HLA in potekom bolezni. Za razliko
od virusa PUU, Kjer so bile tako v finski kot tudi nasi populaciji, povezave med potekom
bolezni in dolocenimi skupinami alelov HLA znacilnejSe. V §tudiji, ki so jo opravili v kitajski
populaciji Han, Wang in sodelavci ugotavljajo, da so najpogostejsi aleli HLA (HLA-B*08
DRB1*03 in HLA-B*46 DRB1*09) hkrati tudi dejavnik tveganja za razvoj tezke oblike
HMRS. To deloma potrjuje tudi nasa Studija, v kateri smo dokazali, da je skupina alelov
HLA-B*35, ki je zelo pogosta v slovenski populaciji, tudi najpogostejSa med bolniki S
smrtnim izidom bolezni, po okuzbi z virusom DOB. Spodbujanje razlicnega imunskega
odgovora in posledi¢no razli¢nega poteka bolezni z vezavo razli¢nih tipov hantavirusov oz.
njihovih peptidov na iste alele HLA podpira tudi ugotovitev, da je alel HLA-B*35:03
poostejsi pri vecini bolnikov, okuzenih z virusom DOB, ki so imeli tezek potek bolezni in

hkrati pri vecini bolnikom, z virusom PUU, ki so imeli blag potek okuzbe.
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Poleg poteka okuzbe pri bolnikih s HMRS, nas je zanimalo tudi, ali vplivajo razlike v
genotipu HLA na dokaz virusne okuzbe z molekularnimi metodami oziroma na viSino
virusnega bremena. Hantavirusno okuzbo navadno potrdimo z dokazom specifi¢nih protiteles,
ki so v serumu bolnika prisotna ob pojavu klini¢nih simptomov (Saksida, 2008; Vapalahti in
sod., 2001), zato ni bilo prave potrebe po molekularnem dokazu okuzbe, razen v primeru
tipizacije virusnega povzroditelja. Sele z razvojem metode kvantitativne RT-PCR v realnem
Casu, se je pokazala moznost uporabe molekularnih tehnik za merjenje virusnega bremena v
akutnih vzorcih bolnikov. Pri bolnikih s HMRS so, za razliko od veéine ostalih hemoragi¢nih
mrzlic, ugotovili, da kljub prisotnosti protiteles lahko isto¢asno dokazemo Vv vzorcu Krvi
bolnikov tudi virusno RNA (Cosgriff in Lewis, 1991). Visoke koncentracije virusne RNA so
dokazali pri bolniku, okuzenem z virusom PUU, in smrtnim izidom bolezni (Evander in sod.,
2007) ter pri bolnikih, okuzenih z virusom SN, in tezkim potekom bolezni (Terajima in sod.,
1999). Soodvisnost tezkega poteka bolezni in viSjega virusnega bremena v krvi bolnikov,
okuzenih z virusom DOB, smo dokazali tudi v Sloveniji (Saksida in sod., 2008). VV omenjeni
Studiji so ugotovili, da je virusno breme, pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, dokazljivo le
pri 55,9% bolnikov v akutni fazi bolezni. Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, pa v 67,5%
bolnikov (Saksida, 2008). V nasi $tudiji smo dokazali virusno breme pri 69,4% bolnikov,
okuzenih z virusom DOB, in 77,3% bolnikov, okuzenih z virusom PUU. Visji odstotek
dokazljivosti virusnega bremena pri bolnikih vkljuéenih v naso $tudijo je verjetno vzrok tudi
v tem, da smo virus pomnozevali v bolj svezih vzorcih bolnikov. Plyusnin in sodelavci so v
Studij med bolniki s HMRS na Finskem dokazali povezavo med haplotipom HLA-B*08
DRB1*03 in dokazljivostjo virusa z molekularnimi tehnikami (Plyusnin in sod., 1997). V
nasprotju s tem, v na$i Studiji nismo ugotovili nobene znacilne povezave med skupinami
alelov HLA-B ali HLA-DRB1 in molekularnim dokazom virusne RNA v bolnikovi krvi. Prav
tako nismo ugotovili nobene znacilne povezave med visino virusnega bremena in haplotipi
HLA. Visje virusno breme smo dokazali pri bolnikih s haplotipom HLA-DRB1*13, ki smo ga
povezali z razvojem tezke oblike bolezni po okuzbi z virusom PUU, vendar znacilnih razlik
med skupinami ni bilo. V $tudiji, ki so jo opisali Plyusnin in sodelavci, so zajeli le 17
bolnikov s HMRS, med katerimi jih je kar 6 imelo haplotip HLA-B*08 DRB1*03 (Plyusnin
in sod., 1997), medtem ko smo v nasi $tudij zajeli 160 bolnikov. Vecje Stevilo bolnikov je

sicer v prid Studiji hkrati pa s tem zveca $tevilo dejavnikov, ki lahko vplivajo na izid bolezni.
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5.3 Nukleotidne in aminokislinske znacilnosti virusov DOB in PUU pomnozenih

neposredno iz akutnih vzorcev bolnikov

Kljub stevilnim dokazom, da je patogeneza hantavirusov pri ljudeh osnovana na imunskih
mehanizmih nekatere Studije ugotavljajo, da lahko in vitro okuzba ¢loveskih embrionalnih
ledvi¢nih celic in celic Vero E6 povzroCi apoptozo ter nastanek citopatskih uc¢inkov (Li in
sod., 2004; Markotic in sod., 2003). To pomeni, da lahko hantavirusi neposredno vplivajo na
propad okuZenih celic. Zato smo v nasi $tudiji, poleg dejavnikov humane genetike, analizirali
tudi nukleotidne in aminokislinske znacilnosti virusov pomnozenih neposredno iz akutnih
vzorcev bolnikov z razlicnim potekom bolezni. Na takSen nafin smo se zeleli izogniti
postopkom, ki bi lahko povzrocili dodatne mutacije v virusnem genomu, kot je izolacija
virusa na celi¢nih kulturah. Ne glede na to, da dokazemo s kvantitativnim RT-PCR v realnem
Casu virus pri dobrih dveh tretjinah okuzenih bolnikov (Saksida in sod., 2008), pa je, v genski
banki shranjenih neverjetno malo virusnih izolatov iz vzorcev bolnikov. Pri virusu PUU, Ki
povzro¢a 5000 primerov letno v Evropi, najdemo v genski banki PubMed nekaj manj kot 60
nukleotidnih zaporedij virusov pomnozenih neposredno iz vzorcev bolnikov, vse krajse od
500 bp. Vecina virusnih zaporedij prihaja iz epidemije virusa PUU v regiji Udmurtia v Rusiji,
ostale pa so $e iz bolnikov iz Finske, Svedske in Slovenije (Avsic-Zupanc in sod., 2007;
Horling in sod., 1995b; Pettersson in sod., 2008; Plyusnin in sod., 1997). Pri virusu DOB, ki
povzroc¢a manj primerov HMRS v Evropi, najdemo v genski banki le 3 nukleotidna zaporedia,
Ki so pomnoZena neposredno iz vzorcev bolnikov iz Albanije, Gr¢ije ter Slovenije in so krajse

od 300 bp (Antoniadis in sod., 1996; Avsic-Zupanc in sod., 1994).

V doktorski disertaciji smo pomnozili 958 bp dolg odsek na segmentu S virusa DOB,
neposredno iz akutnih vzorcev 23 bolnikov, in 1163 bp dolg odsek na segmentu M virusa
DOB, iz akutnih vzorcev 19 bolnikov. Kar pomeni, da smo pomnoziti skoraj 1000 bp dolga
odseka virusa DOB v 38% vzorcev bolnikov v akutni fazi HMRS. Pri pomnoZzevanju virusa
PUU neposredno iz akutnih vzorcev bolnikov smo bili manj uspesni, saj smo 1045 bp dolg
odsek na segmentu S pomnozili le pri 6 bolnikih. Dodatno smo pomnozili krajsi odsek virusa
(653 bp) $e pri 7 bolnikih. Skupno smo bili tako uspesni v 19%. Se veé tezav smo imeli pri
pomnozevanju segmenta M virusa PUU neposredno iz vzorcev bolnikov. Kljub mnogim

poskusom in optimizaciji metode na gozdnih voluharicah ujetih v Sloveniji, smo uspeli
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pomnoziti le 173 bp dolg odsek pri 8 bolnikih (11%). Pa vendar, so nasi rezultati povsem
primerljivi z objavljeno Studijo na Finskem, kjer so virus PUU (274 bp segmenta S)
pomnozili pri 6 bolnikih od 20 (Plyusnin in sod., 1997) in v Rusiji, kjer so uspe$no pomnozili
virusni segment S pri 10% bolnikov (Horling in sod., 1995b). Kljub temu, da virus DOB pri
bolnikih, pri katerih smo uspeli pomnoziti virusne segmente, ni dosegal bistveno visjih
virusnih bremen, kot virus PUU, smo uspesno pomnozili veliko ve¢ in tudi dalj$e odseke
genoma. Tako, kot pri predstavitvi virusnih peptidov skozi molekulo HLA, smo tudi tukaj
ugotovili velike razlike med obema hantavirusoma, ki povzrocata HMRS v Sloveniji.
Presenetilo nas je tudi dejstvo, da smo z zacetnimi oligonukleotidi, ki smo jih oblikovali sami,
brez tezav pomnozili virus PUU iz vzorcev tkiva in tudi krvnega strdka gozdnih voluharic, ki
so naravni gostitelji virusa. Izmerjeno virusno breme v vzorcu ledvice je bilo 8,19 x 10° kopij
in v vzorcu krvnega strdka gozdne voluharice 2,83 x 10 kopij virusne RNA/mI vzorca
(Korva in sod., 2009). Vrednosti, ki smo jih izmerili v vzorcu krvi in tkiva gozdne voluharice,
so bile povsem primerljive izmerjenimi vrednostmi virusnega bremena v serumih bolnikov,
okuzenih z virusom PUU. Kljub temu, virusa nismo mogli pomnoziti s klasi¢nimi metodami
RT-PCR. Pri gojenju virusa PUU v celiénih linijah Vero E6 so opazili, da celi¢no prilagojena
razli¢ica virusa izgubi prvotno virulentnost in ni sposobna ponovnega razmnoZevanja v
naravnih gostiteljih. Pri analizi genoma celi¢no prilagojenih razli¢ic, so opazili, da se pojavijo
mutacije v vseh treh segmentih virusnega genoma (Lundkvist in sod., 1997a; Nemirov in sod.,
2003b). Najverjetneje se virus tudi po okuzbi ¢loveka prilagodi na novega gostitelja: od tod

razlike pri uspesnosti pomnozevanja iz akutnih vzorcev bolnika.

Genetske analize hantavirusov v Sloveniji so bile v vec€ini opravljene na vzorcih naravnih
gostiteljev virusa, torej na rumenogrli misi in gozdni voluharici. Pokazale so, da pri nas krozi
ve¢ gentskih linij virusa DOB in PUU, ki kazejo znalilno zemljepisno zdruzevanje v
monofiletske linije (Avsic-Zupanc in sod., 2000; Avsic-Zupanc in sod., 2007). Pri analizi
filogenetskih dreves posameznih segmentov virusov DOB in PUU smo ugotovili, da kazeta
oba segmenta enako filogenetsko sorodnost, kar pomeni, da med posameznimi genetskimi
linijjami ni priSlo do rekombinacij virusa. Pri podrobni analizi filogenetskih drevesih
posameznega virusnega segmenta smo opazili, da nekateri bolniki, glede na zemljepisni izvor

okuzbe, ne sodijo Vv isto genetsko linijo. Opazeno si razlagamo z dejstvom, da pri bolnikih za
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zemljepisni izvor okuzbe upostevamo kraj stalnega prebivalis¢a bolnika, saj dejanskega mesta
okuzbe ne poznamo. Zaklju¢imo lahko, da smo z analizo virusnega genoma iz slovenskih
bolnikov potrdili, da v Sloveniji krozi ve¢ genetskih linij virusa PUU in DOB, ki se

zdruzujejo v zemljepisno locene monofiletske linije.

Nukleotidna zaporedja virusa PUU pomnozena neposredno iz akutnih vzorcev slovenskih
bolnikov so si med seboj podobna v 93%, med tem, ko so si nukleotidna zaporedja virusa
DOB pomnozena iz vzorcev slovenskih bolnikov podobna v 98%. Najbolj genetsko oddaljeno
nukleotidno zaporedje virusa DOB smo pomnozili iz vzorca bolnika s smrtnim izidom
bolezni, ki se je od preostalih virusnih zaporedij slovenskih bolnikov razlikovala v 6%. Ena
od hipotez predpostavlja, da na Balkanu krozi bolj patogena razli¢ica virusa DOB (Klempa,
2004), saj je, kljub temu, da virus krozi po celotni osrednji Evropi, ve¢ino smrtnih izidov
bolezni prav na Balkanu. Pri analizi tarénega odseka segmenta S in M virusa DOB
pomnozenega iz bolnikov smo dokazali 9 aminokislinskih zamenjav. Pri ve€ini
aminokislinskih zamenjav je prvotno aminokislino zamenjala druga, ki je bila glede polarnosti
iste vrste. V segmentu S se je vefina mutaciji pojavljala pri ve¢ini virusnih zaporedij iz
vzorcev bolnikov, ne glede na potek bolezni. Pri analizi segmenta M virusa DOB smo veéino
mutaciji zasledili pri posameznih virusnih zaporedjih. Kar 3 posamezne aminokislinske
zamenjave smo ugotovili v virusnem zaporedju pomnoZzenem iz vzorcev bolnika f286 s
smrtnim izidom okuzbe. Raziskovalci ugotavljajo, da je vi§jo virulentnost virusa HTN v
sesajoCih miSkah povzroc¢ila le ena aminokislinska zamenjava v segmentu M, ki je
najverjetneje izboljsala sposobnost membranske fuzije hantavirusa in s tem hitrejSe
razmnozevanje virusa v tar¢nih celicah (Ebihara in sod., 2000). Dokazov, da je katera koli od
navedenih mutacij v virusnem zaporedju pomnozenem iz vzorca bolnika 286 spremenila
virulentnost virusa zal nimamo. Glede na to, da so to posamezne mutacije, ki se niso ponovile
pri virusnih zaporedjih pomnozenih iz vzorcev ostalih bolnikov s smrtnim izidom bolezni,

menimo, da smo pri bolniku 286 dokazali nov genotip virusa DOB.

Pri analizah nukleotidnih zaporedij virusov PUU pomnozenih iz akutnih vzorcev bolnikov
smo na krajSih tar¢nih odsekih virusa ugotovili ve¢ polimorfizmov posameznega nukleotida, s
¢imer smo potrdili ugotovitve, da je virus PUU genetsko bolj raznolik od virusa DOB (Avsic-

Zupanc in sod., 2007). Na aminokislinskem nivoju, smo pri bolnikih okuzenih z virusom
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PUU, na tarcnem odseku segmenta S, dokazali le 1 zamenjavo aminokisline, ki je bila
prisotna pri bolnikih z blagim in teZkim potekom bolezni. Kljub le 173 bp dolgem odseku
segmenta M virusa PUU, ki smo ga uspeli pomnoziti v akutnih vzorcih bolnikov, smo
dokazali kar 16 razli¢nih polimorfizmov posameznega nukleotida, kar kaze na to, da je odsek
genoma na koncu beljakovine G, mocno raznolika regija. Tudi po prevajanju odseka v
aminokislinsko zaporedje smo ugotovili eno aminokislinsko zamenjavo pri bolniku s tezkim
potekom bolezni, kar Se dodatno potrjuje ugotovitev, da je taréni odsek virusa mocno

raznolik.

Tako pri virusu DOB kot tudi PUU nismo povezali nobene genetske mutacije na tar¢nih
odsekih segmentov S in M, ne z vi§jim bremenom virusa v krvi bolnika ne s klini¢no
razli¢nim potekom bolezni. Kljub temu, mislimo, da ima pri bolnikih s HMRS glavno vlogo v
poteku bolezni posameznikov imunski odziv, ki lahko zasuc¢e potek bolezni v blago obliko ali
tako s smrtnim izidom. Vseeno pa na vprasanje, ali je vi§je virusno breme pri bolnikih s
tezjim potekom bolezni povezano z neustreznim imunskim odgovorom bolnika, haplotipom
HLA, ali le z dejstvom, da tezji bolniki prej pois¢ejo zdravstveno oskrbo in zato v akutnih
vzorcih posledi¢no dokazemo tudi visje virusno breme zal nismo mogli odgovoriti. Odprto je
ostalo tudi vpraSanje, zakaj pri nekaterih bolnikih, kljub visokemu virusnemu bremenu, nismo
uspeli pomnoziti virusa in zakaj pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, kljub zafetnim
oligonukleotidom, s katerimi brez tezav pomnoZimo virusni segment pri naravnih gostiteljih,

nismo bili uspesni.

Vsa odprta vprasanja kazejo na zapleteno povezavo virusa in molekul imunskega odziv pri
posameznikih, ki vodijo v razli¢ne izide hemoragi¢nih mrzlic. Proucevanje le teh Se dodatno
omejuje dejstvo, da ni na voljo nobenega primernega zivalskega modela in da so redke
klinicne S$tudije izvedene na genetsko raznolikih populacijah, kar Se dodatno zamegli
povezave. Pri klini¢nih §tudijah hantavirusov, kot je tudi nasa, je vedno problemati¢no dobiti
dovolj velike skupine ljudi, da bi s statisticnimi analizami lahko dovolj trdno potrdili dobljene
povezave. Poleg tega gre navadno za retrospektivne Studije, kjer smo vedno omejeni s tipom
in koli¢ino vzorca. Kljub temu pa ve¢ raziskav, ki proucujejo razli¢ne hipoteze na istem

podrocju pripelje do vec¢jih spoznan;.
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5.4 SKLEPI

Z naSo raziskavo, v katero smo vkljucili 160 bolnikov s HMRS, ki so bili
zdravljeni bolnis$ni¢no, smo potrdili izsledke iz literature, da hantaivrus DOB
povzroca tezjo obliko HMRS, kot virus PUU.

Virusno breme smo dokazali pri 69,4% bolnikov, okuzenih z virusom DOB, in
77,3% bolnikov, okuzenih z virusom PUU. Izmerjene koncentracije virusne
RNA pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, so bile znacilno vi§je kot pri

bolnikih, okuzenih z virusom PUU.

Pri bolnikih, okuZenih z virusom DOB, in tezkim potekom bolezni ali celo
smrtnim izidom so bile izmerjene koncentracije virusne RNA znacilno visje od

izmerjenih koncentracij virusne RNA pri bolnikih z blagim potekom bolezni.

V skupini bolnikov s HMRS smo dolo¢ili 23 razli¢nih skupin alelov HLA-B in
12 razli¢nih skupin alelov HLA-DRB1. V primerjavi med zdravo slovensko
populacijo in bolniki s HMRS nismo ugotovili nobene znacilne povezave med

virusno okuzbo in skupino alelov HLA.

V skupini bolnikov, ki so bili okuZeni z virusom DOB, smo dokazali vi§jo
frekvenco samo pri skupini alelov HLA-B*35, predvsem pri bolnikih s
smrtnim izidom bolezni. Smrtni primeri so bili povezani z alelom

HLA*B35:01, vendar razlike, zaradi majhne skupine, niso bile znacilne.

HLA-B*07 bi lahko imel zasCitno vlogo pred okuzbo z virusom PUU in
razvojem tezkih oblik bolezni, saj je bi znacilno manj prisoten v skupini

bolnikov, okuZenih z virusom PUU.

Z naso Studijo smo dokazali, da se peptidi virusov DOB in PUU predstavljajo z
razli¢cnimi molekulami HLA, oziroma tudi pri predstavitvi z istimi molekulami

HLA ne spodbudijo enakega imunskega odgovora.

Nukleotida zaporedja virusov PUU pomnoZenih neposredno iz vzorcev

slovenskih bolnikov so si med seboj podobna v 93%, medtem, ko so si
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nukleotidna zaporedja virusa DOB pomnozena iz vzorcev slovenskih bolnikov
podobna v 98%.

e S studijo nismo mogli potrditi povezave med gentskimi razli¢icami virusa in
potekom bolezni oziroma visjim virusnim bremenom pri posameznih bolnikih,
kljub temu da smo dokazali ve¢ aminokislinskih zamenjav v tar¢nih odsekih

virusnega genoma.

e Tako virus DOB kot tudi virus PUU krozita v Sloveniji v ve¢ genetskih
razlic¢icah, ki pa so med seboj povezane glede na zemljepisni izvor in ne glede

na potek bolezni pri ljudeh.
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6 POVZETEK

Zaradi tesne ko-evolucije virusa z naravnim gostiteljem ni na voljo primernega zivalskega
modela, zato je patogeneza HMRS nepoznana (Bray, 2005). Kljub temu velja, da je potek
bolezni v ve¢ji meri odvisen od imunskega odziva posameznika kot od virusnega tipa
(Khaiboullina in St Jeor, 2002; Maes in sod., 2004; Markotic, 2003; Schonrich in sod., 2008).
Z doktorsko disertacijo smo skusali opredeliti vpliv genetske raznolikosti v lokusu HLA in
virusnega genoma na patogenezo HMRS in potek bolezni pri posamezniku. V ta namen smo
preucili polimorfizem v lokusu HLA-B in HLA-DRBI1 ter dolocili nukleotidno zaporedje

virusov PUU in DOB pomnoZenih neposredno iz akutnega vzorca bolnika.

V studijo smo vkljucili 160 bolnikov s HMRS, ki so se zdravili bolnisni¢no ter jih razdelili v
skupine glede na klinicne in laboratorijske parametre, s katerimi smo ocenjevali potek
bolezni. Med bolniki, okuzenimi z virusom DOB, smo dokazali 9,8% smrtnost, ki je bila
najpogosteje posledica odpovedi delovanja srca, medtem ko pri bolnikih, okuzenih z virusom
PUU, nismo dokazali nobenega smrtnega izida bolezni. S studijo smo potrdili izsledke, da v
Sloveniji povzroca tezjo obliko HMRS virus DOB, kljub temu pa je znotraj skupine bolnikov,
okuzenih z virusom DOB potek bolezni razlikuje od blage oblike do smrtnega izida.
Pomembno vlogo pri tem naj bi imela tudi predstavitev virusnih peptidov skozi sistem HLA,
ki lahko vzbudi primeren ali pretiran imunski odziv. Pri bolnikih s HMRS, v primerjavi z
zdravo slovensko populacijo nismo dokazali nobene znacilne razlike v frekvencah alelov
HLA. Prepoznavnejse razlike smo ugotovili, ko smo razdelili bolnike na skupino, okuzeno z
virusom PUU, in skupino, okuzeno z virusom DOB. V skupini bolnikov, okuzenimi z
virusom DOB, smo ugotovili razliko v frekvenci HLA-B*35, predvsem pri bolnikih s tezkim
potekom bolezni in takih s smrtnim izidom bolezni, zato menimo, da skupina alelov HLA-
B*35 predstavlja tveganje za tezji potek bolezni. Pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, smo
ugotovili visjo frekvenco skupine alelov HLA-B*08 in HLA-B*56 pri bolnikih s tezkim
potekom bolezni. Dejavnik tveganja za razvoj tezje oblike bolezni pri bolnikih, okuzenih z
virusom PUU, bi lahko bila skupina alelov HLA-DRB1*13. Zas¢itno vlogo, v slovenski
populaciji, pred okuzbo z virusom PUU bi lahko imeli aleli HLA-B*07 in HLA-DRB1*15.
Zanimivo je, da smo ugotovili razliko v vlogah molekul HLA-B* in HLA-DRB1* pri

bolnikih, okuZenih z virusom PUU ali DOB v slovenski populaciji, kar pomeni, da se
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predstavljajo razli¢ni hantavirusi v isti populaciji na razli¢ne nacine. To potrjuje ugotovitev,
da sta bolnika s smrtnim izidom okuzbe z virusom DOB, imela alel HLA-B*35:01, hkrati pa
je bil isti alel pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU, najpogostejsi v skupini bolnikov z

blagim potekom bolezni.

Poleg dejavnikov humane genetike bi lahko vplivala na potek bolezni tudi koncentracija in
nukleotidne znacilnosti virusa, zato smo pri bolnikih s HMRS izmerili virusno breme in
dolocili nukleotidne in aminokislinske znacilnosti virusa. Virusno breme smo dokazali pri
69,4% bolnikov, okuzenih z virusom DOB, in 77,3% bolnikov, okuzenih z virusom PUU.
Izmerjene koncentracije virusne RNA pri bolnikih, okuzenih z virusom DOB, so bile znacilno
vi§je kot pri bolnikih, okuzenih z virusom PUU. Prav tako smo dokazali tudi, da pri bolnikih,
okuzenih z virusom DOB, in tezkim potekom bolezni so izmerjene koncentracije virusne
RNA znacilno vi§je od izmerjenih koncentracij virusne RNA pri bolnikih, z blagim potekom

bolezni.

Nukleotidne in aminokislinske znacilnosti virusov smo analizirali neposredno iz akutnega
vzorca bolnikov z razlicnim potekom bolezni. Na taksen nac¢in smo se izognili postopkom, ki
bi lahko povzro€ili dodatne mutacije v virusnem genomu, vendar pa smo zato uspeli
pomnoziti virus pri manjSem odstotku bolnikov. Pomnozili smo 1000 bp dolg odsek na
segmentu S in M virusa DOB pri 38% vzorcev bolnikov z akutnim HMRS, ter 700 bp dolg
odsek na segmentu S pri 19% bolnikov, okuZenih z virusom PUU. Pri analizi filogenetskih
dreves posameznih segmentov virusov DOB in PUU smo ugotovili, da oba segmenta kaZeta
enako filogenetsko sorodnost, kar pomeni, da ni prislo do rekombinacij virusa med
posameznimi genetskimi linijami. Z genetsko analizo virusov DOB in PUU pomnozenih
neposredno iz akutnih vzorcev bolnikov, smo potrdili, da krozi v Sloveniji ve¢ genetskih linij
virusa PUU in DOB, ki se zdruzujejo v zemljepisno lo¢ene monofiletske linije. Na
nukleotidnem nivoju so si virusi PUU pomnozeni iz slovenskih bolnikov med seboj podobni v
93%, medtem, ko so si nukleotidna zaporedja virusov DOB pomnozenih iz slovenskih
bolnikov podobna v 98%. Kljub temu, da smo dokazali kar 9 aminokislinskih zamenjav v
tarénih odsekih virusa, pa nismo ugotovili nobene povezave med gentskimi razli¢icami virusa

in potekom bolezni pri bolniku oziroma visjem virusnim bremenom. Na podlagi rezultatov
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Studije menimo, da ima glavno vlogo v poteku bolezni pri bolnikih s HMRS posameznikov

imunski odziv, ki zasuce potek bolezni zasuce v blago obliko ali tako s smrtnim izidom.
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7  SUMMARY

Several studies have shown that in hemorrhagic fever with renal syndrome patients, the
disease outcome is determined by a complex interaction between the virus and
immunopathologic and human genetic factors. Major histocompatibility complex class | and
class Il genes regulate the balance between appropriate aggressive responses and invading

pathogens while minimizing the destruction of host tissue.

In Slovenia, the severity of the disease caused by Puumala virus (PUU) is significantly lower
than that of HFRS due to Dobrava virus (DOB). Therefore, HFRS patients with different
disease outcome were included in our study and the determination of HLA haplotype and the
virus sequence was made. The DOB virus is responsible for more severe cases of HFRS in
Slovenia and among our group of patients the fatality rate was 9,8%. On the other hand, no
one of the PUU virus infected patients included in our study died, but nevertheless some of
them experienced severe course of the disease. We have determined 23 different HLA-B and
12 different HLA-DRBL types in Slovenian HFRS patients. Comparison of HLA frequencies
between healthy individuals and HFRS patients showed no strong association with the
susceptibility for hantaviral infection. Significant associations were recognized when the
patient group was separated according to the virus responsible for the infection. DOB virus
infected patients have a significantly higher frequency of HLA-B*35 in contrast with the
frequency of HLA-DRB1*13, where this phenotype was more frequent in PUU virus infected
patients, especially in the severe form of the disease. We believe that HLA-DRB1*13 might
be a risk factor for development of severe form of the disease after PUU virus infection in
Slovenian population. On the other hand haplotypes HLA-B*07 and HLA-DRB1*15 could
play a protective role in PUUV-caused HFRS in the Slovenian population. Interestingly, our
study showed a diverse associations of HLA molecules with DOB virus and PUU virus
induced HFRS, and therefore, we presume that different hantaviruses are presented differently
through the same HLA molecules and that this might lead to either a more severe or a milder

form of the disease.

Besides human genetic factors and immune response, also the virus itself could play a role in
pathogenesis and the disease outcome. Viral load was demonstrated in 77,3% patients
infected with PUU virus and 69,4% infected with DOB virus. Above that, higher viral load



88
Korva M. Vpliv genetske variabilnosti v HLA lokusu in hantavirusnega tipa na patogenezo hemoragi¢ne mrzlice z renalnim sindromom.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2011

levels were demonstrated in patients infected with DOB virus in comparison with patients
infected with PUU virus. Also a significant correlation between high viral load level and the
severity of the disease was shown for patients infected with DOB virus. No such correlation
was found for patients infected with PUU virus. In addition to that virus sequence was
determined directly in acute human samples. By direct sequencing we have successfully
determined segments S and M in 38% patients infected with DOB virus and 19% of the
patients infected with PUU virus. The phylogenetic analysis has shown that in Slovenia
several genetic lineages of PUU virus and DOB virus are circulating. They form different
monophyletic clusters based on their geographical origin. Slovenian PUU viruses isolated
from patients are similar in 93% on nucleotide level. DOB virus isolates show even higher
nucleotide identity (98%). Despite the fact that several single nucleotide polymorphisms sites
were established in different virus lineages and that some of them even lead to the amino acid
change, no correlation between severity of the disease and the virus genetic variant was

found.

Based on the results from our study and the work of other researchers in the field of
hantaviruses we believe that the main role in hantavirus pathogenesis is played by each

individual immune response.
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PRILOGE

PRILOGA A: Preglednica bolnikov, okuzenih z virusom DOB, ki smo jih vkljuéili v raziskavo

ID BOLNIKA POTEK BOLEZNI HLAB HLA DRB1 VIF_{_USNO BIREYIE VIRUS 3= S
[kopij RNA/mI vzorca] segm. S segm. M

58 blag B*14 B*27 DRB1*03 DRB1*15 0,00E+00 DOB

60 blag B*08 B*51 DRB1*03 DRB1*04 0,00E+00 DOB

63 blag B*35 B*44 DRB1*01 DRB1*11 0,00E+00 DOB

74 blag B*44 B*51 DRB1*04 DRB1*11 0,00E+00 DOB

89 blag B*35 B*40 ND ND 0,00E+00 DOB

98 blag B*35 B*40 DRB1*08 DRB1*11 0,00E+00 DOB

116 blag ND ND DRB1*01 DRB1*16 0,00E+00 DOB

192 blag ND ND DRB1*04 DRB1*13 0,00E+00 DOB

300 blag B*35 B*49 DRB1*01 DRB1*01 0,00E+00 DOB

304 blag B*44 B*51 DRB1*01 DRB1*13 0,00E+00 DOB

306 blag B*07 B*13 DRB1*07 DRB1*15 0,00E+00 DOB

209 blag B*13 B*51 DRB1*07 DRB1*08 1,06E+02 DOB

298 blag B*15 B*35 DRB1*14 DRB1*15 1,90E+02 DOB

172 blag B*38 B*47 DRB1*07 DRB1*11 5,96E+02 DOB

100 blag ND ND DRB1*08 DRB1*08 1,18E+03 DOB

7 blag ND ND DRB1*04 DRB1*13 1,71E+03 DOB

173 blag B*08 B*13 DRB1*03 DRB1*07 3,63E+04 DOB

218 blag B*08 B*51 DRB1*03 DRB1*07 5,72E+04 DOB

270 blag B*18 B*35 DRB1*01 DRB1*15 7,89E+04 DOB +
210 blag B*14 B*38 DRB1*03 DRB1*13 6,69E+05 DOB

170 blag B*35 B*51 DRB1*01 DRB1*04 1,30E+06 DOB

200 blag B*07 B*57 DRB1*07 DRB1*11 1,65E+07 DOB +

132 blag B*14 B*44 DRB1*01 DRB1*11 2,92E+07 DOB + +
136 blag B*08 B*08 DRB1*03 DRB1*14 3,20E+07 DOB +

73 srednje tezak B*44 B*50 DRB1*04 DRB1*04 0,00E+00 DOB

274 srednje tezak B*39 B*50 DRB1*13 DRB1*16 1,15E+04 DOB +

297 srednje tezak B*27 B*44 DRB1*07 DRB1*12 1,27E+04 DOB + +
273 srednje tezak B*18 B*27 DRB1*01 DRB1*12 6,06E+04 DOB + +
239 srednje tezak B*07 B*39 DRB1*14 DRB1*15 1,31E+05 DOB +

231 srednje tezak B*44 B*44 DRB1*04 DRB1*16 6,36E+05 DOB + +
193 srednje tezak B*51 B*55 DRB1*13 DRB1*14 8,58E+05 DOB + +
256 srednje tezak B*35 B*41 DRB1*01 DRB1*14 3,05E+06 DOB + +
279 srednje tezak B*27 B*35 DRB1*01 DRB1*13 5,07E+07 DOB + +
83 tezak B*15 B*27 DRB1*11 DRB1*16 0,00E+00 DOB

91 tezak B*35 B*51 DRB1*01 DRB1*04 0,00E+00 DOB

162 tezak B*44 B*57 DRB1*07 DRB1*11 0,00E+00 DOB

166 tezak B*27 B*39 DRB1*01 DRB1*12 0,00E+00 DOB

168 tezak B*35 B*35 DRB108 DRB1*14 0,00E+00 DOB

203 tezak B*07 B*38 DRB1*14 DRB1*15 0,00E+00 DOB

305 tezak B*18 B*51 DRB1*04 DRB1*04 0,00E+00 DOB

106 tezak B*27 B*35 DRB1*01 DRB1*11 1,40E+02 DOB

171 tezak B*14 B*27 DRB1*01 DRB1*01 2,07E+04 DOB

134 tezak B*07 B*35 DRB1*11 DRB1*15 2,95E+04 DOB

299 tezak B*07 B*44 DRB1*08 DRB1*08 3,45E+04 DOB + +
160 tezak B*08 B*35 DRB1*03 DRB1*04 2,12E+05 DOB

185 tezak B*07 B*35 DRB1*01 DRB1*15 2,68E+05 DOB

232 tezak B*40 B*49 DRB1*07 DRB1*13 4,35E+05 DOB

122 tezak B*27 B*44 DRB1*07 DRB1*11 4,47E+05 DOB

261 tezak B*35 B*44 DRB1*07 DRB1*11 4,60E+05 DOB +

204 tezak B*08 B*50 DRB1*03 DRB1*07 6,51E+05 DOB

207 tezak B*07 B*40 DRB1*01 DRB1*15 8,37E+05 DOB + +
87 tezak B*27 B*35 DRB1*11 DRB1*13 1,05E+06 DOB

205 tezak B*18 B*55 DRB1*03 DRB1*04 1,74E+06 DOB

165 tezak B*07 B*44 DRB1*07 DRB1*07 2,14E+06 DOB

215 tezak B*08 B*35 DRB1*03 DRB1*14 4,04E+06 DOB + +
276 tezak B*07 B*27 DRB1*01 DRB1*15 4,35E+06 DOB + +
108 tezak B*18 B*44 DRB1*07 DRB1*16 5,04E+06 DOB

169 tezak B*08 B*15 DRB1*01 DRB1*03 8,45E+06 DOB

301 tezak B*38 B*44 DRB1*13 DRB1*13 9,59E+06 DOB + +
127 tezak B*38 B*51 DRB1*04 DRB1*13 1,58E+07 DOB

206 tezak ND ND DRB1*01 DRB1*15 2,13E+07 DoB

130 tezak B*07 B*44 DRB1*03 DRB1*11 3,05E+07 DoB + +
135 tezak B*14 B*35 DRB1*01 DRB1*13 4,10E+07 DoB +
118 tezak B*27 B*51 DRB1*01 DRB1*16 1,93E+08 DoB

129 tezak B*07 B*44 DRB1*04 DRB1*13 4,22E+08 DOB +

39 smrtni izid B*35 B*57 DRB1*15 DRB1*11 0,00E+00 DoB

57 smrtni izid B*15 B*18 DRB1*01 DRB1*14 0,00E+00 DoB

99 smrtni izid B*35 B*35 DRB1*07 DRB1*07 0,00E+00 DOoB

275 smrtni izid B*07 B*27 DRB1*01 DRB1*11 1,59E+05 DoB + +
230 smrtni izid B*35 B*55 DRB1*11 DRB1*16 5,85E+06 DoB + +
286 smrtni izid B*13 B*13 DRB1*07 DRB1*07 7,04E+06 DoB + +
268 smrtni izid B*35 B*57 DRB1*01 DRB1*01 2,45E+07 DOB + +

*ND - tipizacija HLA ni uspela



PRILOGA B: Preglednica bolnikov, okuzenih z virusom PUU, ki smo jih vkljuéili v raziskavo

ID BOLNIKA POTEK BOLEZNI HLAB HLA DRB1 VIR_USNO ERENE VIRUS S S
[kopij RNA/mI vzorca] segm.S segm. M

211 blag B*07 B*39 DRB1*13 DRB1*15 0,00E+00 PUU

223 blag B*35 B*51 DRB1*11 DRB1*14 0,00E+00 PUU

226 blag B*40 B*44 DRB1*03 DRB1*11 0,00E+00 PUU

227 blag B*18 B*27 DRB1*15 DRB1*15 0,00E+00 PUU

229 blag B*38 B*08 DRB1*03 DRB1*13 0,00E+00 PUU

244 blag B*07 B*55 DRB1*14 DRB1*15 0,00E+00 PUU

257 blag B*14 B*27 DRB1*01 DRB1*07 0,00E+00 PUU

291 blag B*07 B*14 DRB1*04 DRB1*11 0,00E+00 PUU

303 blag B*37 B*52 DRB1*01 DRB1*01 0,00E+00 PUU

236 blag B*13 B*14 DRB1*07 DRB1*15 3,14E+02 PUU

260 blag B*35 B*35 DRB1*01 DRB1*07 1,09E+03 PUU

197 blag B*35 B*51 DRB1*01 DRB1*03 1,24E+04 PUU

272 blag B*07 B*35 DRB1*15 DRB1*15 1,63E+04 PUU

240 blag B*15 B*27 DRB1*01 DRB1*01 1,63E+04 PUU

234 blag B*08 B*51 DRB1*01 DRB1*01 5,19E+04 PUU

247 blag B*40 B*57 DRB1*04 DRB1*13 5,30E+04 PUU +

289 blag B*18 B*51 DRB1*15 DRB1*15 5,61E+04 PUU

199 blag B*18 B*57 DRB1*04 DRB1*13 6,54E+04 PUU +

147 blag B*27 B*57 DRB1*16 DRB1*16 8,48E+04 PUU

265 blag B*35 B*57 DRB1*07 DRB1*14 1,03E+05 PUU

241 blag B*08 B*49 DRB1*01 DRB1*07 1,10E+05 PUU

248 blag B*18 B*38 DRB1*01 DRB1*11 1,24E+05 PUU +

225 blag B*35 B*44 DRB1*13 DRB1*16 1,79E+05 PUU

221 blag B*07 B*18 DRB1*07 DRB1*13 2,96E+05 PUU

217 blag B*35 B*55 DRB1*01 DRB1*11 3,24E+05 PUU

271 blag B*13 B*44 DRB1*07 DRB1*07 4,71E+05 PUU

238 blag B*35 B*40 DRB1*13 DRB1*15 4,78E+05 PUU

302 blag B*44 B*57 DRB1*01 DRB1*11 6,02E+05 PUU

163 blag B*07 B*27 DBR1*11 DRB1*15 6,70E+05 PUU

250 blag B*13 B*18 DRB1*07 DRB1*15 6,72E+05 PUU +

262 blag B*07 B*52 DRB1*11 DRB1*15 1,07E+06 PUU +

243 blag ND ND DRB1*01 DRB1*08 1,21E+06 PUU

251 blag B*44 B*44 DRB1*01 DRB1*13 1,88E+06 PUU

149 blag B*07 B*27 DRB1*01 DRB1*01 2,66E+06 PUU +
164 blag B*15 B*27 DRB1*11 DRB1*16 3,84E+06 PUU

255 blag B*35 B*51 DRB1*13 DRB1*13 3,96E+06 PUU

253 blag B*07 B*15 DRB1*04 DRB1*15 4,03E+06 PUU

246 blag B*27 B*41 DRB1*03 DRB1*16 4,30E+06 PUU +

259 blag B*18 B*51 DRB1*01 DRB1*08 5,67E+06 PUU

245 blag B*07 B*51 DRB1*01 DRB1*15 5,97E+06 PUU

285 blag B*35 B*51 DRB1*04 DRB1*14 9,84E+06 PUU

252 blag B*40 B*44 DRB1*13 DRB1*13 1,46E+07 PUU +

228 srednje tezak B*35 B*51 DRB1*11 DRB1*16 0,00E+00 PUU

266 srednje tezak B*38 B*57 DRB1*07 DRB1*13 0,00E+00 PUU

287 srednje tezak B*18 B*51 DRB1*08 DRB1*11 0,00E+00 PUU

235 srednje tezak B*27 B*44 DRB1*04 DRB1*11 4,89E+03 PUU +

284 srednje tezak B*13 B*40 DRB1*07 DRB1*15 1,04E+05 PUU

263 srednje tezak B*40 B*57 DRB1*07 DRB1*13 1,72E+05 PUU +
254 srednje tezak B*07 B*40 DRB1*01 DRB1*15 3,96E+05 PUU +

277 srednje tezak B*07 B*18 DRB1*11 DRB1*15 2,20E+06 PUU

278 srednje tezak B*07 B*41 DRB1*07 DRB1*15 5,88E+06 PUU

111 tezak B*35 B*51 DRB1*11 DRB1*13 0,00E+00 PUU

128 tezak B*08 B*27 DRB1*03 DRB1*13 0,00E+00 PUU

145 tezak B*07 B*27 DRB1*01 DRB1*04 0,00E+00 PUU

189 tezak B*08 B*51 DRB1*03 DRB1*13 0,00E+00 PUU

233 tezak B*13 B*51 DRB1*04 DRB1*15 0,00E+00 PUU

281 tezak B*49 B*55 DRB1*11 DRB1*13 0,00E+00 PUU

282 tezak B*15 B*40 DRB1*04 DRB1*16 0,00E+00 PUU

288 tezak B*14 B*47 DRB1*03 DRB1*13 0,00E+00 PUU

155 tezak B*07 B*51 DRB1*07 DRBI1*11 3,33E+02 PUU

222 tezak B*18 B*27 DRB1*11 DRB1*16 5,01E+02 PUU

269 tezak B*38 B*56 DRB1*12 DRB1*14 2,69E+03 PUU +

264 tezak B*13 B*35 DRB1*10 DRB1*11 4,88E+03 PUU

196 tezak B*44 B*51 DRB1*01 DRBI1*11 4,89E+03 PUU

103 tezak B*15 B*51 DRB1*13 DRB1*16 6,55E+03 PUU +
121 tezak B*13 B*35 DRB1*01 DRB1*07 8,40E+03 PUU

242 tezak B*08 B*18 DRB1*03 DRB1*11 9,04E+03 PUU

120 tezak B*18 B*35 DRB1*08 DRB1*13 1,03E+04 PUU +
191 tezak B*08 B*27 DRB1*03 DRB1*16 1,39E+04 PUU

123 tezak B*27 B*38 DRB1*01 DRB1*04 1,47E+04 PUU

296 tezak B*39 B*55 DRB1*13 DRB1*13 2,31E+04 PUU

119 tezak B*38 B*44 DRB1*03 DRB1*13 2,40E+04 PUU

137 tezak B*15 B*51 DRB1*13 DRB1*15 2,43E+04 PUU +
195 tezak B*13 B*56 DRB1*01 DRB1*07 4,02E+04 PUU

184 tezak B*08 B*18 DRB1*07 DRB1*11 4,52E+04 PUU

258 tezak B*27 B*38 DRB1*13 DRB1*15 8,28E+04 PUU

124 tezak B*15 B*15 DRB1*04 DRB1*13 9,28E+04 PUU

142 tezak B*08 B*13 DRB1*03 DRB1*07 1,08E+06 PUU + +
292 tezak B*27 B*58 DRB1*01 DRB1*13 1,43E+06 PUU

267 tezak B*15 B*27 DRB1*04 DRBI1*11 1,52E+06 PUU

110 tezak B*44 B*50 DRB1*04 DRB1*07 1,60E+06 PUU

177 tezak B*15 B*44 DRB1*07 DRB1*13 2,12E+06 PUU

283 tezak B*08 B*18 DRB1*04 DRB1*11 3,94E+06 PUU +

294 tezak B*49 B*49 DRB1*01 DRB1*07 4,20E+06 PUU

295 tezak B*07 B*15 DRB1*04 DRB1*04 5,50E+06 PUU

293 tezak B*40 B*44 DRB1*10 DRB1*16 8,51E+06 PUU + +
280 tezak B*38 B*56 DRB1*11 DRB1*13 3,69E+07 PUU +
290 tezak B*35 B*35 DRB1*11 DRB1*13 3,88E+07 PUU

* ND - tipizacija HLA ni uspela



PRILOGA C: Poravnava nukleotidnih zaporedji tar¢nega odseka na segmentu S virusa DOB

BOLNIKI

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV
GU04029 DOBY Slo/Af-BER

GAATAAAAGGGCATTGAGTGAT

CGGGARA.:-

GCATTGCACAATC CAATTCAGGGAAAAATLCGATGAATTAAGGAGALCASGE CT

230

e i

>

P

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

G GCTGATCGT GTGGCAGCAGGG

AAAAACATCGGCAAAGAAAGGGACCCAASGC

T

GGGCTAGACCCTGGAGATCACCTCAR

230

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

A GAGAAGT CAATGCTCAGTT AT

GGAAATGTCATTGACCTCAACCAT CTTGACATTGATGAACCTALC

AGGGCAAACTGC

230

G

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

A GACTGGCTAAGCATTGTGATC

TACCTGACATCATTCGT GGTCCCAATACTGTT T GAAGGCT CTTTACATGCTTACCA-C

230

o

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

CAGAGGGAGACAAACTACTAR A

GACAATAAGGGAATGAGGATTCGATTTAAGGATGACAGCTCTTTTGAAGATGTGAHA

230

c

A

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

€T GTTCTTGTCAATGCCCAATGCACAATCTAGTATGAAGGCAGATGAGATTACAECSEC

78
1781
1781



BOLNIKI

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV
GU904029 DOBY Slo/Af-BER

A GGT CGGTTCAGGACT GCAATCTGTGGACTATATCC

CAGCCCAGGTTAAGGCAAGGAAT T TTAATCAGT CCTGTGATGAG

230

AL . A

A

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

T GT GATTGGGT TTGTAGCCCTTGCAAAAAACTGGA

CAGAACGGGTTGAAGAATGGCTTGACCTCCCGTGCAAGCTACT

230

C)

oo0aolo:

o

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

AT CTGAGCCATCT CCAACGT CTTTGACCAAA AGEGECC

CATCCACCAATCGTGACTACTTGAATC CAAAGACAAGGAGTCGC CT

230

T A

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

T GCAAAAATGGAAACGAAGGAAGCT CAGGCTGTGA

GGAAACATGC

@

ATAGATGCTGGTTGCAACCTCATTGACCATAT

230

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

A GACTCACCATCATCAATCTGGGT CTTTGCAGGASG

CACCTGATAGATGCCCTCCTACCT GCCTGTTTATTGCAGGCAT

230

c
c

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS ¢

G GCAGAGCTAGGTGCATTCTTTGCTT

CCTCCAGGACATGAGGAACACCATCATGGCATCAAAAACCATCGGAACATC

DoBV
GU904029 DOBV Slo/Af-BER
230

)

coolpooooooolooonooonloooonle



BOLNIKI

NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV
GU904029 DOBY Slo/Af-BER

T GAGGAAAAGCT AAAGAAAAARG

230




PRILOGA D: Poravnava aminokislinskih zaporedji tarénega odseka na segmentu S virusa DOB

BOLNIKI

AMINOKISLINSKO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

NKRALSDRE

AQS1 QGKIDELRRQLADRVAAG KNI GKERTDPTGLDGPGDHLEKERKSMLSY GNVIDLNHLDIDEPTGAQT ADW

604029 DOBV Slo/AL-BER
230

BOLNIKI

AAMINOKISLINSKO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

S1 VI YLTS

F

VVPILLKALYMLTTRGRQTTKDN KGMRIRF KDDSSF EDVNGI RKPKHLEFLSMPNAQSSMKADEITTPGREFR

6U904029 DOBV Slo/Af-BER
230

BOLNIKI

AAMINOKISLINSKO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

Al CGLYPAQVKARNLI SPVMSVIGEF

VALAKNWTERVEEWLDLPCKLLSEPSPTSLTKGPSTNRDYLNQRQGALAKMETK

U04029 DOBV Slo/AL-BER
230

BOLNIKI

AAMINOKISLINSKO ZAPOREDJE

HNVNPSS_DOBV

EAQAVRKHA

DAGECNL

b

]

DsPss

WVFAGAP DRCPPTCLFIAGMAELGAFFACL QDMRNT I MASKTI GTSEEKLEKKEK
v

GUS04029 DOBV Sio/Af-BER
230

<<<lcc<<c<<<<lccccccc<|cc<z<

[80]



PRILOGA E: Poravnava nukleotidnih zaporedji tarénega odseka na segmentu M virusa DOB

BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVDOBMS_DOBV GATGGGC ATTATTTATAGCCCAGGATT 1781
GU304035 DOBV Slo/AF-BER e B 1781
230 1781
1268 1781
1275 1781
1286 1781
5130 1781
5135 1781
5207 1781
215 1781
5276 1781
5299 1781
5301 1781
m132 1781
m270 1781
mo193 1781
mo231 1781
mo256 1781
mo279 1781
mo297 1781
mo273 o . 1781
BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
HNVDOBS_DOBV

X ATATGGGAAGGGTACATAGAT CCTGGIETATTATGAARACAGT [156
GU04035 DOBV Slo/AFBER

11561
230 11561
1268 11561
275 11561
286 11561
130 11561
s135 11561
5207 11561
215 11561
276 11561
5299 11561
5301 11561
m132 11561
m270 11561
mo193 11561
mo231 11561
mo256 11561
mo279 11561
mo297 11561
mo273 11561
BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
HNVDOBMS_DOBV 6GGCCCAGGIAGCATCATGTGAGGCATTCTCAGAAGGTGGTATTTTCAA (28]
GU304035 DOBV Slo/AF-BER PP " |
230 1230)
1268 1230)
1275 1230)
1286 1230)
130 1230]
5135 1230)
5207 1230)
215 1230)
5276 1230)
5299 1230)
5301 1230)
mi32 1230)
m270 1230)
mo193 1230)
mo231 1230)
mo256 1230)
mo279 1230)
mo297 1230)
mo273 o 4 .. &2 . ... ... ... A =2 . . .. .. & .. 1230)
BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
HNVDOBMS_DOBV T ATTACAT CCCCTACAT GCCTTGTGTCAAAGCAAAATCGGT T CAGGGCAGCTGAGCAGECA-A GTATGECCA [312
GU304035 DOBV Slo/AFBER 13121
230 13121
7268 13121
275 13121
286 13121
5130 13121
s135 13121
5207 13121
215 13121
276 13121
5299 13121
5301 13121
m132 1312]
270 1312]
mo193 1312]
mo231 1312]
mo256 1312]
mo279 1312]
mo297 1312]
0273 1312]

BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
HNVDOBMS_DOBV G C
GU304035 DOBV Slo/AF-BER
230

AATGGACAR MR AR SGAA

NUKLEOTIDNO ZAPOREDIE

BOLNIKI
HNVDOBMS_DOBV G TG ATTTATTCAGTGGACTAGT T 161717171 CAATAATGCCTGGEG GGT
GU304035 DOBV Slo/AF-BER M FFERENENE AN
230

EEE]
[ Y A



BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

FINVDOBS_DOBY T GGG CAACTGCTGCcT Tcrcac T T TGGCTGGATACTGATCCCTTC 5461
(GU904035 DOBV_Slo/Af-BER P P 15461
230 5461
268 5461
frs 5461
28 5461
130 5461
ass 5461
207 5461
15 5461
76 5461
299 5461
01 5461
mi32 5461
m270 5461
mo193 5461
mo231 5461
mo2se 5461
mo279 5461
mo2s7 5461
mo273 5461
BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
HINVDOBMS_DOBY G G CT GTAITTGGT T GT CTTAARAGT T T T TGCAGCAATIEIT TACATARTAGCT CTCARGR (624)
(GU904035 DOBV_Slo/Af-BER . P e P S S S SN 16241
230 16241
268 16241
275 16241
286 16241
5130 16241
5135 16241
5207 16241
5215 16241
5276 16241
5299 16241
5301 16241
m132 16241
m270 16241
mo193 16241
mo231 16241
mo256 16241
mo279 16241
mo297 16241
mo273 . e e B 16241
BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
HNVDOBMS_DOBV A A G AAGATTAAAGAAGAATTTGAAAAGACTAAGGGCTCAATGGTTTGTGAAGTGT GCAAGTATGAGTGTGAAACAGG [702
(GU904035 DOBV_Slo/Af-BER 17021
23 17021
268 17021
frs 17021
86 17021
<130 17021
a5 17021
<207 17021
215 17021
276 17021
<209 17021
01 17021
mi32 17021
m270 17021
mo1s3 17021
ma231 17021
ma2ss 17021
ma279 17021
ma2s7 17021
ma273 17021
BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVDOBMS_DOBV G AAGGAGCTTAAAGCCCATAAT

CAGTCACAGT G
GU304035 DOBV Slo/AF-BER e
230

BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVDOBMS _

0BMS_DOBV. TcTeccTT CAGGCACATTATAAAGT
GUS04035 DOBV Slo/Af-BER e L.
230

BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

HNVDOBMS_DOBV T CAATCTACAAGCECC YGYYA|CGGAC|YYAAAYCY|YYYAGGYAYAA AGTAGGTGTTACAT

GUS04035 DOBV Slo/AF-BER
230

BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
AT TGARTCAATCATGT GGGCAGEC

1268
1275

HNVDOBMS_DOBV

1014




BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
HNVDOBMS_DOBV CAAJCGCACAT GGT GT T GGTGT T GTCCCAATGCATACTGATCT GGAACTAGATTTTTC
GU904035 DOBV Slo/AFBER
230

TCAAGTTCTAAGT A [109]

110921

BOLNIKI NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

ACAAG cCcATT AATCA GAACA TCAGTAGATCTTCACATAGAGATAGAGA [1163]
1163]

1163]

R 1163]

HNVDOB!

Ms_DOBY
GU304035 DOBV Slo/AF-BER
230




PRILOGA F: Poravnava aminokislinskih zaporedji tar¢nega odseka na segmentu M virusa DOB

BOLNIKI AMINOKISLINSKO ZAPOREDJE
HNVDOBMS_DOBY Y s s LsVFIGSQDGP 11 Y5SPGLFPKLNQS SCDKVALPLIWEGYI!DLPGYYETVHPCNVFCVLS GPGASCEAFS EGGI F NI T (80
GU904035 DOBV_Slo/Af-BER . . . . . . . . . . . . P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 801
230 N 1801
f268 801
275 1801
286 801
5130 1801
5135 H 801
5207 1801
5215 1801
5276 1801
5299 801
5301 1801
m132 N 801
m270 1801
mo193 801
mo231 1 1801
mo256 801
mo279 1801
mo297 801
mo273 . . . 1801
BOLNIKI AMINOKISLINSKO ZAPOREDJE
HNVDOBMS_DOBV s P T CLVSKQNRFRA AE QQV¥NFVCQRVDQDI I I YCNGQKK TI LTKTLVIGQCI YSVTSLFSI MPGVAHSI AIE LCVPGFHG [160]
GU904035 DOBV_Slo/Af-BER - . [1601
f230 - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1601
268 . . [1601
f275 - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1601
286 - v [1601
5130 B . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1601
5135 . . [1601
5207 - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1601
5215 . . [1601
5276 - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1601
5299 . . [1601
5301 B - - - P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - [1601
m132 . . [1601
m270 o . . . 11601
mo193 . [1601
mo231 . 1601
mo256 . . 1601
mo279 . 1601
mo297 | . 1601
mo27: - ;. . . . . . . . . . . . . 1601
BOLNIKI AMINOKISLINSKO ZAPOREDIE
HNVDOBMS_DOBY W AT AALLTTFCFGW L I PSI TLAVLVVL KFFAAILHRNSS QENRFKI I LRKI KEEFEKTGKGSMVCEVCKYECE TGKELKAH [2)
GU904035 DOBV_Slo/Af-BER . . . . . P . . . . . . . B . . . . . . . . 12401
230 N 12401
268 . 12401
275 . 12401
286 - 12401
<130 N 12401
5135 . 12401
207 . 12401
5215 . 12401
276 . 12401
5299 . 12401
s301 . 12401
m132 . 12401
m270 . 12401
mo193 . 12401
mo231 . 2401
mo256 . 12401
mo279 . 12401
mo297 . 12401
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mo231 S . 387]
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mo297 13871
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PRILOGA H: Poravnava aminokislinskih zaporedji tarénega odseka na segmentu S virusa PUU
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PRILOGA I: Poravnava nukleotidnih zaporedji tarénega odseka na segmentu M virusa PUU
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PRILOGA J: Poravnava aminokislinskih zaporedji tar¢nega odseka na segmentu M virusa PUU
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Major histocompatibility complex (MHC) class I and class II genes regulate the balance between appro-
priate aggressive responses and invading pathogens while minimizing the destruction of host tissue. Several
studies have shown that in hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) patients, the disease outcome is
determined by a complex interaction between the virus and immunopathologic and human genetic factors. In
Slovenia, the severity of the disease caused by Puumala virus (PUUYV) is significantly lower than that of HFRS
due to Dobrava virus (DOBV). We have determined 23 different HLA-B and 12 different HLA-DRB1 types in
Slovenian HFRS patients. Comparison of HLA frequencies between healthy individuals and HFRS patients
showed no strong association with the susceptibility for hantaviral infection. Significant associations were
recognized when the patient group was separated according to the virus responsible for the infection. DOBV-
infected patients have a significantly higher frequency of HLA-B*35 than PUUV-infected patients. For HLA
class II genes, the biggest difference between the PUUV- and DOBV-infected groups of patients was in
HLA-DRB1%13, where this phenotype was more frequent in PUUV-infected patients, especially in the severe
form of the disease. HLA-B*07 could play a protective role in PUUV-caused HFRS in the Slovenian population.
Our study shows diverse associations of HLA molecules with DOBV- and PUUV-induced HFRS, and therefore,
we presume that different hantaviruses are presented differently through the same HLA molecules and that this
might lead to either a more severe or a milder form of the disease. In line with this idea, we have noticed that

HLA-B*35 might be a genetic risk factor for DOBYV infection in the Slovenian population.

The genus Hantavirus, family Bunyaviridae, encompasses
several pathogenic viruses which cause two systemic infectious
diseases, hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) in
Eurasia and hantavirus cardiopulmonary syndrome (HCPS) in
the Americas. In Europe, hantavirus disease is an endemic
zoonosis that affects tens of thousands of individuals per year
(11). Puumala virus (PUUYV), Dobrava virus (DOBV), Saare-
maa virus (SAAV), Tula virus (TULV), and Seoul virus
(SEOV) have been proven to circulate in Europe, but the
disease is mainly caused by PUUV in northern and western
Europe and by DOBYV in the central Europe and Balkan re-
gion (11).

Slovenia is a country in central Europe touching the Alps
and bordering the Mediterranean. It covers an area of 20,273
square kilometers and has a population of 2.06 million people.
Despite being a small country, it was shown that four types of
hantaviruses, but not SEOV, circulate in the country (1, 2, 17).

In Slovenia, HFRS is caused by PUUV and DOBYV hanta-
viruses, but the clinical severity varies greatly. In all, PUUV is
usually the cause of a milder form of disease and DOBYV is
mainly responsible for more severe cases of the disease, with
up to a 10% mortality rate (3, 25). The disease is clinically
characterized by a sudden onset of acute fever, headache, back
and abdominal pain, myalgia, nausea, vomiting, and transient
myopia. In more severe cases, acute renal insufficiency needs
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to be treated with transient hemodialysis, and hemorrhagic
manifestations due to capillary leak syndrome are observed
(8, 20).

Hantavirus pathogenesis is likely to be a complex multifac-
torial process that includes contributions from immune re-
sponses, platelet dysfunction, and the deregulation of endothe-
lial cell barrier functions (21). In humans, hantaviruses elicit a
strong immune response which seems to be an essential part of
virus-associated pathogenesis (27). A mixed pattern of Th1 and
Th2 immune response patterns and high levels of proinflam-
matory cytokines and their insufficient suppression by regula-
tory cytokines lead to harmful effects of the immune response
in HFRS-infected patients (29).

The root of the adaptive immune response in humans in-
volves the human leukocyte antigen (HLA) system. The HLA
genes involved in the immune response fall into two function-
ally different classes: class I genes are expressed in most so-
matic cells, but the level of expression varies depending on the
tissue involved. Class II genes are expressed only on B cells,
activated T cells, macrophages, dendritic cells, and thymic ep-
ithelial cells. The role of both HLA classes is the presentation
of short, pathogen-derived peptides to T cells and the conse-
quent initiation of the adaptive immune response (15, 16).
Besides the fact that the class I molecules are essential to the
acquired immune response, they are also important in innate
immunity as ligands for the killer cell immunoglobulin-like
receptors (KIR) on the surface of natural killer cells. In con-
trast to the case for many bacterial and parasitic infections, an
effective host response against viruses that contravene early
innate defenses relies heavily on HLA-restricted T-cell re-
sponses (5). A genetic predisposition toward severe HFRS
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disease caused by PUUYV infection was shown to be associated
especially with the haplotype HLA-B*08 DRB1*03:01 (22, 24,
26). Individuals with the haplotype HLA-B*08 DRB1%03:01
are prone to higher antibody production and lower production
of regulatory cytokines (6). The same HLA haplotype was
linked to a more rapid progression from HIV infection to
AIDS (13) and with failure of the response against hepatitis B
vaccine (9). In contrast, the HLA B*27 molecule, a known
marker for autoimmune diseases (15), was associated with a
more benign clinical course of HFRS disease in patients with
PUUV infection (24) and significantly improved survival in
HIV-infected individuals (7). For hantavirus infections, an as-
sociation between HLA molecules and the clinical course of
the disease was also shown for Sin Nombre virus (SNV), where
patients with B*35:01 or DRB1*14:02 were more likely to
experience a severe course of the disease or even a fatal out-
come (14). In patients infected with Andes virus (ANDV),
HLA B*08 was again correlated with the severe course of the
disease, but HLA DRB1*15 alleles were significantly more
common in a group of patients with the mild course of the
disease (10).

The immunogenetic relationships between severe forms of
hantaviral disease in humans are complex, but several parallels
between the same alleles and different viruses suggest further
investigation. In this study, we have investigated a correlation
between HLA type and disease progression in hospitalized
patients with HFRS in Slovenia. This study represents the first
determination of HLA molecules and analysis of their possible
impact on the clinical course of the disease in patients infected
with DOBV.

MATERIALS AND METHODS

Patients and control group. A total of 160 patients hospitalized in Slovenia
with the diagnosis of hemorrhagic fever with renal syndrome were included in the
study. Of these, 72 patients were diagnosed with DOBYV infection and 88 patients
with PUUV infection. During the course of the disease, the clinical diagnosis was
confirmed serologically by an indirect immunofluorescence assay and by enzyme-
linked immunoassay IgM and IgG tests or with one-step quantitative reverse
transcription (RT)-PCR assay, as described previously (3, 18, 28).

A control group consisted of 131 randomly chosen healthy unrelated individ-
uals. All subjects were of Slovenian nationality.

Clinical data collection. For all patients included in the study, the clinical data
were collected retrospectively. In addition, patients were categorized into three
different groups based on the severity of the disease. The severity of the disease
was graded on the basis of clinical and laboratory parameters used in the pro-
posed Croatian scale for grading disease severity in patients with HFRS (19),
which has previously been evaluated on a group of Slovenian HRFS patients
(28).

The first group comprised the patients with a fatal outcome of the disease. The
second group consisted of patients with severe disease, and the third group of
patients had a mild disease progression. In more detail, patients with severe
disease were classified as having increased serum creatinine and urea levels
(maximum values of at least 4 times the normal value), the need for hemodial-
ysis, and the presence of hemorrhagic manifestations. Since the study was ret-
rospective, informed consent was not obtained from patients. The research
protocol was approved by the National Medical Ethics Committee of the Re-
public of Slovenia.

HLA typing. Genomic DNA was extracted from whole-blood samples using a
DNA minikit (Qiagen) or with a DNA blood kit on an EZ1 BioRobot (Qiagen),
depending on the available sample volume.

Individuals with HFRS and the control group were typed for HLA-B and
HLA-DRBI1 with LABType SSO typing tests (LT SSO B Locus and LT SSO
DRBI1 by One Lambda, Canoga Park, CA) using Luminex technology on a flow
cytometer-like instrument (Labscan 100, Luminex Corporation, Austin, TX).
This product is a reverse sequence-specific-oligonucleotide DNA typing assay
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that uses sequence-specific oligonucleotide probes and color-coded micro-
spheres to identify the HLA allele group.

Statistical analysis. A computer program was developed for statistical analy-
sis. The two-tailed Fischer’s exact test was used for comparison of the frequen-
cies of individual alleles between the control group and HFRS patients. Among
HFRS patients, comparisons were made between those infected with PUUV and
with DOBV and according to the disease progression. The level of significance
was set at a P value of <0.05.

RESULTS

In total, the study was performed on 88 HFRS patients
hospitalized due to PUUYV infection and 72 HFRS patient with
DOBY infection. On the basis of their clinical and laboratory
parameters during the hospitalization period, patients infected
with PUUV were categorized into two groups: 51 patients were
assigned to the mild group and 37 patients to the severe group.
In addition, 72 patients hospitalized due to DOBV infection
were sorted into three groups consisting of 7 patients with a
fatal outcome, 31 patients in the severe group, and 29 patients
in the mild group.

Comparison of HLA-B and HLA-DRBI1 phenotype frequen-
cies in a control group versus their frequencies in patients
with HFRS due to either DOBV or PUUV infection. Alto-
gether, we determined 23 different HLA-B and 12 different
DRBI phenotypes in Slovenian HFRS patients (Table 1). Ad-
ditionally, we examined 131 healthy individuals who represent
a control group in the study. The frequencies established in the
control group correspond to HLA frequencies in the Slovenian
general population (Table 1). From HLA class I loci, only
allele group HLA-B*53 showed a significant difference (P =
0.040) between its frequency in HFRS patients and in the
control group, but this HLA type is very low in frequency in
Slovenian population and was not present at all among HFRS
patients. Besides HLA class I molecules, a significantly lower
frequency of DRB1*03 (P = 0.049) was also observed in the
patient group than in the control group. The lower frequency
of this type was also observed when the group of patients was
divided according to the virus responsible for the infection. In
the group of PUUV-infected patients, the frequency of HLA-
DRB1*03 was lower than its frequency in the control group
(12.5% versus 23.7%; P = 0.053). When comparing DOBV-
infected patients and the control group, no significant differ-
ences in frequencies were observed for HLA class I or II. The
only distinction was a greater frequency of HLA-B*35 among
patient groups infected with DOBV (34.3% versus 23.7%).

When comparing allele group frequencies of HLA-B be-
tween patients infected with DOBV and PUUYV, a statistical
difference was observed in the frequencies of HLA-B*35 (P =
0.027). The frequency of HLA-B*35 was significantly higher
among DOBV-infected patients than in PUUV-infected pa-
tients (34.3% versus 18.4%). A borderline significance (P =
0.068) was also noticed for HLA-DRB1*13, which was, in
contrast, more common in the PUUV-infected group of pa-
tients (18.3% versus 31.8%).

Comparison of HLA typing in PUUV-infected HFRS pa-
tients with different disease progressions. The results for com-
parison of HLA typing in PUUV-infected HFRS patients with
the different disease progressions are presented in Table 2.
The potential effects of HLA-B and HLA-DRBI on disease
progression were evaluated in 88 PUUV-infected Slovenian
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TABLE 1. Frequencies of HLA-B and HLA-DRBI1 were determined for HFRS patients and the control group and compared among groups
of patients and/or the control group®

Frequency (%) among individuals in indicated group

P value (relative risk)”

Allele

(ncoszgll) (anliéso) (HDC:’B;;) (EZU%) HFRS/control  DOBV/control PUUV/control DOBV/PUUV
B*07 24.4 18.1 19.4 18.4 NS NS NS NS
B*08 13.7 11.3 11.9 11.5 NS NS NS NS
B*13 6.9 8.1 6.0 10.3 NS NS NS NS
B*14 3.1 5.6 7.5 4.6 NS NS NS NS
B*15 7.6 8.8 6.0 11.5 NS NS NS NS
B*18 16.0 12.5 9.0 16.1 NS NS NS NS
B*27 13.0 18.8 19.4 19.5 NS NS NS NS
B*35 23.7 244 343 18.4 NS NS NS 0.027
B*37 3.1 0.6 0.0 1.2 NS NS NS NS
B*38 8.4 8.1 7.5 9.2 NS NS NS NS
B*39 3.1 3.1 4.5 2.3 NS NS NS NS
B*40 9.9 8.1 6.0 10.3 NS NS NS NS
B*41 1.5 1.9 1.5 2.3 NS NS NS NS
B*44 17.6 17.5 23.9 13.8 NS NS NS NS
B*47 0.0 1.3 1.5 1.2 NS NS NS NS
B*49 4.6 3.1 3.0 35 NS NS NS NS
B*50 3.1 2.5 4.5 1.2 NS NS NS NS
B*51 13.0 17.5 16.4 19.5 NS NS NS NS
B*52 2.3 1.3 0.0 2.3 NS NS NS NS
B*53 3.1 0.0 0.0 0.0 0.040 (0.0) NS NS NS
B*55 4.6 44 4.5 4.6 NS NS NS NS
B*56 0.8 1.9 0.0 35 NS NS NS NS
B*57 6.9 6.9 6.0 8.1 NS NS NS NS
B*58 3.1 0.6 0.0 1.2 NS NS NS NS
DRB1*01 28.2 29.4 33.8 26.1 NS NS NS NS
DRB1*03 23.7 14.4 16.9 12.5 0.049 (0.737) NS 0.053* (0.602) NS
DRBI*04 16.0 175 183 17.1 NS NS NS NS
DRB1*07 18.3 22.5 22.5 22.7 NS NS NS NS
DRB1*08 3.1 5.0 5.6 4.6 NS NS NS NS
DRB1*10 0.8 1.3 0.0 2.3 NS NS NS NS
DRB1*11 26.0 25.6 23.9 27.3 NS NS NS NS
DRB1*12 0.8 2.5 4.2 1.1 NS NS NS NS
DRB1*13 20.6 25.6 18.3 31.8 NS NS 0.080* (1.392) 0.068*
DRB1*14 8.4 8.8 12.7 5.7 NS NS NS NS
DRBI*15 2.1 19.4 16.9 216 NS NS NS NS
DRB1*16 16.0 10.6 9.9 11.4 NS NS NS NS

“ The groups comprised a control group of healthy individuals and a group of HFRS patients which was additionally separated into a DOBV-infected group and a

PUUV-infected group.

b P values between indicated groups were determined using the two-tailed Fischer’s exact test. NS, not significant; *, borderline significant (P < 0.1).

patients. The HLA-B*08 haplotype was more frequent among
our PUUV-infected patients with the severe outcome (18.9%
versus 6.0%; P = 0.090). Similarly, HLA-B*15 was more fre-
quent in patients with the severe disease progression than in
patients with the mild form of the disease (18.9% versus 6.0%;
P = 0.090). Moreover, HLA-B*56 was noticed significantly
more frequently in the severe group of patients than in the
control group (8.1% versus 0.8%; P = 0.034). On the other
hand, there was a significantly lower frequency of HLA-B*07
among patients with the severe form of the disease than in the
mild group of patients (8.1% versus 26.0%; P = 0.049). Besides
the alleles already pointed out, HLA-B*57 was also signifi-
cantly different when comparing groups of patients with the
mild and the severe form of the disease (14.0% versus 0.0%;
P = 0.019). The frequency of allele group HLA-B*57 was, in
contrast, two times higher in the group of patients with the
mild disease progression than in the control group (14.0%
versus 6.9%), but the difference was not significant. Our results
show that the frequency of HLA-DRB1*03 was significantly
lower in the group of patients with mild disease progression

than in the control group (7.8% versus 23.7%; P = 0.020).
HLA-DRB1*15 is suggested to have a protective role, since its
frequency was significantly lower in the severe group than in
the mild group of patients (8.1% versus 31.4%; P = 0.009). On
the other hand, allele group HLA-DRB1*13 could be associ-
ated with the severe progression of the disease, since the fre-
quency of this allele group in the severe group was 43.2%
versus 23.5% in the mild group of patients (severe versus mild;
P = 0.065) and 20.6% in the control group (severe versus
control; P = 0.010).

Comparison of HLA typing in DOBV-infected HFRS pa-
tients with different disease progressions. HFRS patients in-
fected with DOBYV were sorted into three groups according to
disease progression, and the HLA-B and HLA-DRBI frequen-
cies were compared among groups of patients and the control
group (Table 3). In contrast to the patient group infected with
PUUYV, no statistically significant differences were noted
among DOBV-infected patients with different clinical progres-
sions. However, we observed higher frequencies of HLA-B*35,
HLA-B*57, HLA-DRB1*01, and HLA-DRB1*11, especially
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TABLE 2. Frequencies of HLA-B and HLA-DRBI were determined for PUUV-infected patients with different disease progressions and
compared among groups

Frequency (%) among individuals in indicated group

P value (relative risk)”

Allele Outcome
(fo:ntlrg i) Severe Mild Severe/mild Mild/control Severe/control
(n =37) (n =51)

B*07 24.4 8.1 26.0 0.049 (0.392) NS 0.038 (0.335)
B*08 13.7 18.9 6.0 0.090* (1.797) NS NS
B*13 6.9 13.5 8.0 NS NS NS
B*14 3.1 2.7 6.0 NS NS NS
B*15 7.6 18.9 6.0 0.090* (1.703) NS 0.062* (2.073)
B*18 16.0 13.5 18.0 NS NS NS
B*27 13.0 21.6 18.0 NS NS NS
B*35 23.7 13.5 22.0 NS NS NS
B*37 3.1 0.0 2.0 NS NS NS
B*38 8.4 13.5 6.0 NS NS NS
B*39 3.1 2.7 2.0 NS NS NS
B*40 9.9 54 14.0 NS NS NS
B*41 1.5 0.0 4.0 NS NS NS
B*44 17.6 13.5 14.0 NS NS NS
B*47 0.0 2.7 0.0 NS NS NS
B*49 4.6 54 2.0 NS NS NS
B*50 3.1 2.7 0.0 NS NS NS
B*51 13.0 18.9 20.0 NS NS NS
B*52 2.3 0.0 4.0 NS NS NS
B*53 3.1 0.0 0.0 NS NS NS
B*55 4.6 5.4 4.0 NS NS NS
B*56 0.8 8.1 0.0 0.073* (2.471) NS 0.034 (3.458)
B*57 6.9 0.0 14.0 0.019 (0.0) NS NS
B*58 3.1 2.7 0.0 NS NS NS
DRB1*01 28.2 18.9 31.4 NS NS NS
DRB1*03 23.7 18.9 7.8 NS 0.020 (0.359) NS
DRB1*04 16.0 24.3 11.8 NS NS NS
DRB1*07 18.3 21.6 23.5 NS NS NS
DRB1*08 3.1 2.7 5.9 NS NS NS
DRB1*10 0.8 54 0.0 NS NS NS
DRBI1*11 26.0 324 23.5 NS NS NS
DRB1*12 0.8 2.7 0.0 NS NS NS
DRB1*13 20.6 43.2 23.5 0.065* (1.633) NS 0.010 (2.215)
DRBI1*14 8.4 2.7 7.8 NS NS NS
DRBI1*15 22.1 8.1 31.4 0.009 (0.320) NS 0.060* (0.375)
DRBI1*16 16.0 13.5 9.8 NS NS NS

¢ P values between control group and/or groups with indicated outcomes were determined using the two-tailed Fischer’s exact test. NS, not significant; *, borderline

significant (P < 0.1).

among DOBV-infected patients with a fatal outcome of the
disease. A greater frequency of HLA-B*35 was observed when
comparing patients with a fatal outcome of the disease and the
control group (57.1% versus 23.7%; P = 0.069). Also, the
frequency of allele group HLA-B*57 was greater in the group
of patients with a fatal outcome than in the mild group of
patients (P = 0.090) or the severe group of patients (P =
0.081). In addition, HLA-B*27 was more frequent among pa-
tients with the severe disease progression, and the frequency
was twice as high as in the control group (P = 0.096).

DISCUSSION

In HFRS patients, the disease outcome is determined by a
complex interaction between the virus and immunopathologic
and human genetic factors. In Slovenia, DOBV and PUUV
coexist in a single region of endemicity, and the disease caused
by PUUV is significantly less severe than that of HFRS due to
DOBYV (3). Beyond that, differences in disease severity among

the HFRS cases caused by DOBV have been noticed (3, 4). In
our study reported here, we examined HLA-B and HLA-
DRBI1 molecules in Slovenian HFRS patients.

First, a comparison was made between healthy individuals
from the Slovenian population and HFRS patients. No strong
association was observed except for HLA-B*53 and HLA-
DRB1*03, where decreased frequencies were present in the
patient group. In any case, in our opinion, HLA-B and HLA-
DRBI1 are not significantly associated with the susceptibility of
an individual to hantaviral infection. More significant associa-
tions were recognized when the patient group was separated
according to the virus responsible for the infection. DOBV-
infected patients have a significantly higher frequency of HLA-
B*35 than PUUV-infected patients, especially those with a
severe outcome of the disease. An association between HLA-
B*08 DRB1%03 and a severe progression of HFRS caused by
PUUYV has previously been reported for the Finnish popula-
tion (22, 23). In our study, HLA-B*08 was also associated with
a severe disease progression in PUUV-infected patients, but
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TABLE 3. Frequencies of HLA-B and HLA-DRB1 were determined for DOBV-infected patients with different disease progressions and
compared among groups

Frequency (%) among individuals in
indicated group

P value (relative risk)*

Allele Outcome
(nCo:nt1r g i ) Fatal Severe Mild Fatal/severe Fatal/mild Severe/mild Fatal/control Severe/control  Mild/control
m=7 (n=31) (=29
B*07 24.4 14.3 29.0 10.3 NS NS NS NS NS NS
B*08 13.7 12.9 13.8 NS NS NS NS NS NS
B*13 6.9 14.3 10.3 NS NS NS NS NS NS
B*14 3.1 6.5 10.3 NS NS NS NS NS NS
B*15 7.6 14.3 6.5 3.5 NS NS NS NS NS NS
B*18 16.0 14.3 9.7 6.9 NS NS NS NS NS NS
B*27 13.0 14.3 25.8 13.8 NS NS NS NS 0.096* (1.906) NS
B*35 23.7 57.1 323 31.0 NS NS NS 0.069* (3.924) NS NS
B*38 8.4 9.7 6.9 NS NS NS NS NS NS
B*39 3.1 32 6.9 NS NS NS NS NS NS
B*40 9.9 6.5 6.9 NS NS NS NS NS NS
B*41 1.5 3.5 NS NS NS NS NS NS
B*44 17.6 29.0 24.1 NS NS NS NS NS NS
B*47 0.0 3.5 NS NS NS NS NS NS
B*49 4.6 32 3.5 NS NS NS NS NS NS
B*50 3.1 32 6.9 NS NS NS NS NS NS
B*51 13.0 12.9 24.1 NS NS NS NS NS NS
B*55 4.6 14.3 32 3.5 NS NS NS NS NS NS
B*57 6.9 28.6 32 3.5 0.081* (4.667)  0.090* (4.340) NS 0.098* (4.618) NS NS
DRB1*01 28.2 429 344 31.3 NS NS NS NS NS NS
DRB1*03 23.7 18.8 18.8 NS NS NS NS NS NS
DRB1*04 16.0 18.8 21.9 NS NS NS NS NS NS
DRB1*07 18.3 28.6 21.9 21.9 NS NS NS NS NS NS
DRB1*08 3.1 3.1 9.4 NS NS NS NS NS NS
DRBI1*11 26.0 42.9 25.0 18.8 NS NS NS NS NS NS
DRBI1*12 0.8 3.1 6.3 NS NS NS NS NS NS
DRB1*13 20.6 18.8 21.9 NS NS NS NS NS NS
DRBI1*14 8.4 14.3 9.4 15.6 NS NS NS NS NS NS
DRBI1*15 22.1 14.3 18.8 15.6 NS NS NS NS NS NS
DRBI1*16 16.0 14.3 9.4 9.4 NS NS NS NS NS NS

“ P values between control group and/or groups with indicated outcomes were determined using the two-tailed Fischer’s exact test. NS, not significant; *, borderline

significant (P < 0.1).

the difference in allele group frequencies was only borderline
significant. No such association was observed among DOBV-
infected patients. The only association between the severity of
the disease and HLA haplotype in DOBV-caused HFRS was
seen in the group of patients with a fatal outcome, where a
greater frequency of HLA-B*35 was noted. The same HLA
type has already been reported in correlation with a severe
form of HCPS induced by SNV (14) and an accelerated pro-
gression to AIDS (12). Additionally, a significantly greater
frequency of allele group HLA-B*56 was observed in PUUV-
infected patients, especially in those with the severe disease
progression. This implies that selected alleles could be a risk
factor for a more severe form of PUUV-caused HFRS. Signif-
icant associations between HLA type and the severe progres-
sion of PUUV-caused disease were established for HLA class
II DRBI1 alleles. The greatest difference between the PUUV-
and the DOBV-infected groups of patients was in HLA-
DRB1%13, which was more frequent in PUUV-infected pa-
tients, especially in those with the severe form of the disease.
In addition, HLA-DRB1*03 was more frequent in the severe
group of patients infected with PUUYV than in the mild group,
but the frequency was comparable to that in the control group.
In the group of patients with the mild form of the disease, the

selected HLA type was significantly less frequent than in the
control group. HLA-DRBI alleles have already been con-
nected to the severe disease progression for PUUV-infected
patients in the Finnish population (HLA-DBR1%03) (22, 23)
and also with a mild form of ANDV-caused HCPS in the
Chilean population (HLA-DRB1*15) (10). Similar results
were observed in the Chinese Han population, where HLA-
DRB1*13 and HLA-DRB1*15 were detected in fewer individ-
uals with Hantaan virus (HTNV)-induced HFRS than in the
control population, but no significant correlation was estab-
lished between susceptibility to HTNV and selected allele
groups (31). In the Slovenian population, a mild form of
PUUV-caused HFRS was associated with HLA-DRB1*15;
therefore, we think that this type might have a protective role
against a severe form of the disease but does not influence the
susceptibility to infection. Unfortunately, no such observation
was found in DOBV-infected patients, which implies that dif-
ferent hantaviruses are differently processed through HLA
molecules. In addition, it has been previously reported that the
allele group HLA-B*27 has a protective role in PUUV- and
SNV-induced disease (14, 24), but no parallel could be con-
firmed among Slovenian patients, neither those infected with
PUUYV nor those infected with DOBV. A protective role of
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HLA type in the Slovenian population against the severe form
of PUUV-caused HFRS could be associated with HLA-B*07,
which was statistically more frequent in HFRS patients with
the mild disease progression.

Major histocompatibility complex (MHC) class I and class I1
genes regulate the balance between appropriate aggressive re-
sponses to invading pathogens and minimized destruction of
host tissue (30). Different studies concerning genetic suscepti-
bility and the disease progression of HFRS have shown diverse
associations of HLA molecules and hantavirus infection (10,
14, 22, 23, 31). Based on that and the results from our study,
which show diverse associations of HLA molecules for DOBV-
and PUUV-induced HFRS, we presume that different hanta-
viruses are presented differently through the same HLA mol-
ecules and that that might lead to either the more severe or the
mild form of the disease. In their study, Wang et al. hypothe-
sized that HLA-B*08 DRB1*3 and B*46 DRB1*09 haplo-
types, which are very frequent in the Caucasian and Chinese
populations, respectively, are two genetic risk factors for
HFRS in those populations (31). In line with that observation,
we have noticed that HLA-B*35 might be a genetic risk factor
for the same disease in the Slovenian population. HLA-B*35 is
a common HLA type in our population, so it is possible that
hantaviruses adapt to the most frequent allele groups in a
selected population. Although genetic epidemiological studies
of HLA are important, they still require complementation by
other, mostly large-scale studies to confirm their results be-
cause, as in the case of most human-pathogen interactions, the
hantavirus disease outcome cannot be exclusively explained by
human genetic factors. Our study has confirmed some previous
findings about HLA type influencing the hantavirus disease
outcome and exposed some new possible associations. In order
to confirm our observations, further studies are needed in the
Slovenian population, as well as in other countries with han-
tavirus infections.
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