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Mycoplasma synoviae in pti¢ji paramiksovirus tipa 1 (APMV-1) sta zelo pogosto prisotna patogena
mikroorganizma v intenzivni reji perutnine. Ker se M. synoviae prenasa tudi vertikalno preko valilnih
jaje, je mozno, da so z njo okuzeni Ze piscanci, ki jih preventivno cepimo proti APMV-1.
Sinergisti¢ni uéinki na pojav resnejsih kliniénih znakov so Ze bili dokazani, v poskusu in vitro pa smo
preverili kako v takih primerih poteka imunski odziv. Uporabili smo tipski sev bakterije M. synoviae
WVU 1853 in lentogeni sev APMV-1 La Sota. Njun udéinek na izrazanje nekaterih imunskih genov v
celicah CEC-32 in HD11 smo preverili s gRT-PCR. Ugotovili smo, da okuzba celic CEC-32 in HD11
z AMPV-1 po predhodni okuzbi z M. synoviae, vpliva na izraZanje imunskih genov, vpletenih v
vnetni odziv. V primerjavi s samostojno okuzbo je zaporedna okuzba v celicah CEC-32 vidnejse
znizala izrazanje gena za IFN-y ter genov za vnetne citokine IL-13 in IL-6 pri 6 urnem zamiku,
spodbudila pa je izrazanje genov za MIP-1f, IL-8 in IL-1p pri 24 urnem zamiku. V celicah HD11 je
bilo po zaporedni okuZbi zavrto izraZanje genov za IL-1B, IFN-y, IL-8, in TGF-B4, povisanje

izrazanja je bilo opaziti le pri genu za MIP-1f.
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AB Mycoplasma synoviae and avian paramyxovirus type 1 (APMV-1) are common pathogens in the
intensive rearing of poultry. Since M. synoviae can be vertically transmitted through eggs, it is
possible that chickens are already infected when vaccinated with APMV-1. It has already been
established that synergistic effects with these two pathogens can lead to more severe clinical signs,
but very little is known about the course of immune response in such conditions. We used M.
synoviae type WVU 1853 and the lentogenic APMV-1 La Sota with which we determined the effect
on expression of certain immune genes in CEC-32 and HD11 cells by gRT-PCR. We have found that
the addition of AMPV-1 on ongoing infection with M. synoviae in CEC-32 and HD11 cells, affects
the expression of immune genes involved in the inflammatory response. Compared with the
individuall infection with M. synoviae a sequential infection after 6 hours inhibited gene expression
of IFN-y and the proinflammatory cytokines IL-/4 and IL-6 in CEC-32 cells. Whereas the vaccine
adminstered after 24 hours has stimulated the expression of MIP-18, IL-8 and IL-18 genes. In HD11
cells the sequential infection inhibited gene expression of IL-18, IFN-y, IL-8, and TGF-54, a
distinctive increase in expression was observed only for MIP-15 gene.
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1 UVvOD

Mikoplazme so najmanj$i znani organizmi, ki so Se zmozni samostojne rasti in
razmnozevanja. Zaradi odsotnosti celi¢ne stene jih uvr$¢amo v razred Mollicutes, za
katerega je znacilna nizka vsebnost gvanina in citozina v genomu, velik delez
lipoproteinov v membrani in omejena biosinteza. V naravi so mikoplazme zelo razsirjene
in kot obvezni paraziti naseljujejo ljudi in druge sesalce, plazilce, ribe, clenonozce, Zuzelke
ter rastline (Razin in sod., 1998). Zaradi svojih zahtevnih prehranskih potreb ponavadi

naseljujejo to¢no dolo¢ene gostitelje in so pogosto tkivno specifiéne (Rottem, 2003).

Okuzbe z bakterijo Mycoplasma synoviae v intenzivni reji kokosi in pur povzrocajo veliko
ekonomsko Skodo (Dufour-Gesbert in sod., 2005). Pri okuzenih Zivalih se lahko razvijejo
bolezni dihal ali kuzni sinovitis, ki se kaze z oteklinami in vnetjem sklepov (Kleven in
sod., 1972). Okuzba se lahko prenasa vertikalno preko valilnih jajc, zato je mozno, da so

okuzeni ze novoizvaljeni pis¢anci (Kleven, 2008a).

Pti¢ji paramiksovirus tipa 1 (APMV-1) spada v rod Avulavirus, ki ga sestavlja 11
serotipov. Okuzba z visoko virulentnimi sevi APMV-1 povzro¢a ogromno ekonomsko
Skodo po vsem svetu (Alexander, 2009). Virulentni sevi APMV-1 povzrocajo atipi¢no
kokosjo kugo (AKK), ki se odvisno od starosti zivali in poti okuzbe odraza z razli¢nimi
klini¢énimi znaki (Alexander in Senne, 2008). Lahko prizadane ZivCevje ali povzroca
razlicno huda obolenja dihal, ¢emur sledi zmanjSan prirast, slabsa konverzija, slabsa
nesnost in slabsa plodnost zivali (Gallili in Ben-Nathan, 1998). Ker lahko AKK povzroci
celo do 100 % pogin, je za prepreevanje Sirjenja bolezni poleg dobre bioloske varnosti
nujno tudi cepljenje (Alexander in Senne, 2008). Mozno je, da so piscanci, ki jih
preventivno cepimo proti atpi¢ni kokosji kugi predhodno Ze okuzeni z M. synoviae zaradi
vertikalnega prenosa preko valilnih jajc. Ker potek imunskega odziva v takih primerih $e ni
dobro raziskan, smo v nasi raziskavi ugotavljali ali ima zaporedna in vitro okuzba celic na
molekularnem nivoju drugac¢ne znacilnosti kot posami¢na okuzba. Preverili smo, ali in
vitro okuzba celic HD11 in CEC-32 z M. synoviae in APMV-1 povzro¢i drugac¢no
izrazanje nekaterih imunskih genov kot in vitro okuzba celic s posameznim patogenim
mikrobom. V analizah smo uporabili lentogeni sev APMV-1 La Sota, ki se pogosto
uporablja za cepljenje perutnine ter tipski sev bakterije M. synoviae WVU 1853. Njun
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uéinek na izrazanje genov V celicah smo preverili s kvantitativno verizno reakcijo s

polimerazo v realnem ¢asu (QRT-PCR).

Pricakovali smo, da bo prisotnost APMV-1 spremenila potek imunskega odziva na
predhodno okuzbo z M. synoviae predvsem v smislu nastanka hujsih vnetnih reakcij ter

napredovanja bolezni, ki jih povzro¢a M. synoviae.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIKOPLAZME

Mikoplazme so prokariontski mikroorganizmi, ki jih taksonomsko, zaradi odsotnosti
celi¢ne stene, uvrs¢amo v razred Mollicutes (lat. mollis—mehak, cutis—koza). Imajo majhen
genom, obic¢ajno velik od 0,6 do 1,4 Mbp, kar naj bi bila posledica reduktivnega
evolucijskega razvoja iz po Gramu pozitivnih bakterijskih prednikov. Za njihov genom je
znacilna tudi nizka vsebnost gvanina in citozina (predstavniki debla Firmicutes kot so
Clostridium spp. in Bacillus spp.). V naravi so zelo razsirjene in kot obvezni paraziti
naseljujejo ljudi in druge sesalce, plazilce, ribe, ¢lenonozce, zuzelke ter rastline (Razin in

sod., 1998; Sasaki, 2006).

2.1.1 Taksonomska in filogenetska razdelitev

Razred Mollicutes spada v deblo Tenericutes kraljestva bakterij. Glede na karaketrizacijo
zaporedja 16S rRNA predstavnike razreda Mollicutes filogenetsko delimo na 5 skupin -
anaeroplazme, asteroplazme, spiroplazme, hominis in pneumoniae, ki so nadaljnje
razdeljene na gruce in podgruée Taksonomsko pa razred sestavlja 5 druzin -
Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales, Entomoplasmatales, Haloplasmatales in
Mycoplasmatales ter 9 rodov. Vecina predstavnikov razreda Mollicutes, razen nekaj iz
rodu Acholeplasma, so obvezni paraziti v specificnih gostiteljih. Predstavniki rodov
Entomoplasma, Mesoplasma, Spiroplasma in Phytoplasma naseljujejo rastline in Zuzelke,
predstavniki rodov Anaeroplasma in Asteroleplasma so anaerobi, ki naseljujejo goveji
vamp, predstavniki rodov Mycoplasma in Ureaplasma iz druzine Mycoplasmataceae pa
naseljujejo razlicne gostitelje, kot so ribe, ptice in sesalci (Sasaki, 2006). Predstavnike
razreda Mollicutes v druzine in rodove razvr§¢amo glede na karakterizacijo zaporedja
16S rRNA in glede na fenotipske lastnosti (Brown in sod., 2007). Pred uporabo genskega
sekvenciranja so jih razvrscali predvsem s pomocjo seroloSkih metod in specifi¢nih

antiserumov (Razin, 2006).
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Preglednica 1: Taksonomska razvrstitev in glavne znaéilnosti razreda Mollicutes (Razin, 2006; NCBI, 2015)

St. poznanih Vel. genoma Vsebno Potrebe po
Razvrstitev vrst (kbp) st G+C  holesterolu Gostitelj

Druzina Mycoplasmataceae
Rod Mycoplasma 147 580-1350 23-40 Da Ljudje in zivali

Rod Ureaplasma 8 760-1170 27-30 Da Ljudje in zivali

Druzina Entomoplasmataceae
Rod Entomoplasma 6 790-1140 27-29 Da Zuzelke in rastline

Rod Mesoplasma 11 870-1100 27-30 Ne Zuzelke in rastline

Druzina Spiroplasmataceae

Rod Spiroplasma 38 780-2220 24-31 Da Zuzelke in rastline

Druzina Acholeplasmataceae

Rod Acholeplasma 15 1500-1650 26-36 Ne Zivali in povrsina rastlin

Druzina Anaeroplasmataceae
Rod Anaeroplasma 3 1500-1600 29-34 Da Goveji in ov&ji vampi

Rod Asteroleplasma 1 1500 40 Ne

Nedefiniran taksonomskKi status (zaenkrat ni mozno gojenje in vitro)

Rod Phytoplasma Ni dolo¢eno 530-1185 23-29 Ni dologeno Zuzelke in rastline

2.1.2 Osnovne znaéilnosti

Popolna odsotnost celiéne stene doloéa mnoge posebnosti predstavnikov razreda
Mollicutes. Obcutljivi so na osmotski Sok in detergente, odporni so na penicilin in ostale
antibiotike, Ki zavirajo sitezo celi¢ne stene, njihove kolonije pa tvorijo obliko, ki spominja
na ocvrto jajce (Slika 1a). Po Gramu se zaradi odsotnosti celi¢ne stene barvajo negativno,
¢eprav so sorodni Gram pozitivnim bakterijam. V osnovi celico gradijo le trije organeli, in
sicer, celicna membrana, ribosomi ter krozna dvoverizna DNA. Celice so vefinoma
okrogle oblike, kar nekaj pa jih najdemo tudi v obliki hruske ali steklenice s filamenti
razli¢nih dolzin in oblik, kar namiguje na prisotnost citoskeleta. Posamezne celice so
velike od 0,2 do 0,5 um. Vecina je negibljivih, vendar so nekatere sposobne drsenja po
vlaznih, trdnih povrS§inah, mehanizem takega gibanja je Se vedno nepoznan. Spiroplazme

4
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so morfolosko najbolj posebni predstavniki razreda Mollicutes, saj so vija¢ne oblike in se

gibljejo z vrtenjem okoli svoje osi (Razin in sod., 1998; Razin, 2006).

Slika 1: Predstavnika razreda Mollicutes: Acholeplasma laidlawii in Mycoplasma gallisepticum. a) Kolonije
bakterije Acholeplasma laidlawii na agarju , kjer vidimo znaéilno obliko ocvrtega jajca ( 50 x povedava).
b) Celice M. gallisepticum pritrjene na koko§je epitelne celice sapnika 7 dni po okuzbi (Razin, 2006)

V osnovi se predstavniki razreda Mollicutes, kot ostali prokarionti, razmnoZzujejo z binarno
delitvijo. Pri tipi¢ni binarni delitvi mora biti delitev citoplazme popolnoma usklajena s
podvajanjem genoma. Pri njih pa delitev citoplazme lahko zaostaja za podvajanjem

genoma (Razin, 2006).

Mikoplazme so zaradi svojih zahtevnih prehranskih potreb relativno tezavne za gojenje v
pogojih in vitro, saj rastejo zelo pocasi. Ponavadi potrebujejo z beljakovinami bogat medij
z dodatkom 10-15 9% zivalskega seruma. Za preprecevanje bakterijskih in glivi¢cnih okuzb,
se v gojis¢e pogosto doda Se ustrezen antibiotik, najveckrat penicilin in talijev acetat.
M. synoviae za rast potrebuje Se prisotnost nikotinamid adenin dinukleotida (NAD).
Kolonije se razvijejo na agarju pri 37 °C po 3—10 dneh, pri nekaterih vrstah (M. gallinarum
in M. gallinaceum), pa se te lahko izoblikujejo Ze po enem dnevu. Tipi¢ne kolonije so
majhne (0,1-1 mm), gladke in okrogle z navadno vboéenim centralnim delom (oblika

ocvrtega jajca) (Kleven, 2008b).

2.1.3 Vpliv na celi¢ne funkcije gostitelja

Zaradi omejene biosinteze so predstavniki razreda Mollicutes po vecini paraziti z
znaCilnimi gostitelji in so pogosto tudi tkivno specifi¢ni. Najpogosteje naseljujejo

respiratorni in urogenitalni trakt, mle¢ne zleze in sklepe. V primernem gostitelju so
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sposobni preziveti zelo dolgo, saj so kljub majhnosti njihovega genoma razvili razli¢ne
molekularne mehanizme za spopadanje z gostiteljevo imunsko obrambo (Rottem, 2003;

Rosengarten in sod., 1999).

Nekaterim zivalskim mikoplazmam kolonizacijo in okuzevanje evkariontskih celic
omogoca poseben organel za pritrjevanje (Slika 1b). Ta se nahaja na koncu posebne
strukture mikoplazemskih celic v obliki hruske oz. steklenice in predstavlja njihov glavni
virulentni dejavnik. Poleg Skode, ki jo povzrocijo s pritrjevanjem na celice, z gostiteljem
tekmujejo tudi za prekurzorje, ki jih porabljajo za sintezo makromolekul, kar lahko v
gostitelju prizadane sintezo proteinov, rast in delitev celic, povzro¢i poskodbe kromosov
ali vodi celo v celi¢no smrt. Mikoplazme so zmozne tudi zlitja z evkariontsko celico, kjer
»izlijejo« svojo vsebino vanjo, s ¢imer lahko mocno prizadanejo celicne funkcije.
Mikoplazme vsebujejo razliéne hidroliti¢ne encime, ki lahko poskodujejo celico, med
drugim tudi nukleaze, ki lahko razgradijo gostiteljevo celicno DNA. Prav tako ob zlitju
prihaja do vstavljanja delov mikoplazemske membrane v gostiteljevo membrano, kar lahko
spremeni prepoznavna mesta receptorjev ali pa lahko vpliva na izrazanje citokinov, kar

prizadane signalizacijo med celicami v okuzenem tkivu (Rottem, 2003).

Sposobnost izogibanja imunskemu sistemu gostitelja je kljuna za prezivetje mikoplazem.
Eden izmed mehanizmov, ki so ga razvile je molekularno posnemanje antigenskih
epitopov gostitelja, ki jih gostitelj ne prepozna kot tuje in ne aktivira imunske obrambe.
S¢asoma proti takim mikoplazemskim epitopom, ki so strukturno zelo podobni
gostiteljevim, nastanejo specificna protitelesa, ki za gostitelja predstavljajo avtoprotitelesa,
zaradi katerih telo za¢ne napadati lastne celice. Do tak$nega spreminjanja membranskih
proteinov oz. lipoproteinov lahko prihaja zaradi signala iz okolice, ali pa zgolj zaradi
naklju¢nega spreminjanja izrazanja genov. Mikoplazemska populacija lahko z relativho
veliko frekvenco spontano oziroma naklju¢no Ssintetizira dolo¢en lipoprotein z vec
antigenskimi fenotipi. Gostiteljev imunski sistem bo sprva uni¢il mikoplazme, ki izrazajo
prvotne antigenske fenotipe, specificnim protitelesom pa bo »usla« populacija
mikoplazem, ki je spremenila svoje povrsinske proteine 0z. antigenske epitope (Rottem,
2003).



Kodre S. Izrazanje genov za imunost v ... HD11 in CEC-32 ob ... okuZbi z ... M. synoviae in APMV-1.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2016

2.1.4 Mikoplazme pri perutnini

Pri pticah najdemo ve¢ kot 20 razli¢nih vrst mikoplazem, od tega 12 vrst pri kokosih in
purah. Le 4 od njih pa povzrocajo vecjo ekonomsko Skodo v intenzivni reji zaradi slabsega
prirasta in nesnosti. Glavna povzroditelja bolezni pri kokosih in purah sta M. gallisepticum
in M. synoviae, medtem ko M. iowae in M. meleagridis povzrocata bolezni predvsem pri
purah. Okuzbe z M. iowae povzroc¢ajo povisan pogin zarodkov, M. meleagridis pa poleg
lazjih bolezni dihal lahko povzroca Se skeletne nepravilnosti in manjsi prirast. Bolezni
dihal pri kokosih in purah povzroca tudi M. imitans, bliznja sorodnica M. gallisepticum
(Kleven, 1998; Kleven, 2008a).

Ker se vse patogene mikoplazme, ki okuzujejo perutnino, lahko prenasajo vertikalno preko
valilnih jajc je za preprecevanje $irjenja okuzb najpomembnejse, da Se zagotovijo vzrejne
mati¢ne jate, ki so proste mikoplazem. Okuzbe se lahko preprecujejo tudi z zdravljenjem in
cepljenjem. Zdravljenje pomaga zmanjSevati ekonomsko S$kodo, vendar ne zagotovlja
dologoroc¢ne resitve. Tako reSitev lahko doseZzemo s cepljenjem proti najbolj razsirjenima
M. gallisepticum in M. synoviae, kar je najbolj koristno takrat, ko ne moremo zagotoviti
neokuzenih mati¢nih jat. Pri sami reji lahko Sirjenje okuzbe preprecujemo z izvajanjem
nacela popolne izpraznitve obrata pred ponovno naselitvijo (sistem »all in - all out«), z

dobro biolosko varnostjo na obratu in z doslednim programom nadzora (Kleven, 2008a).

Med relativno enostavne, poceni in obcutljive teste za detekcijo mikoplazem spada test
hitre serumske aglutinacije, ki je primeren za uporabo kot presajalni test. Slaba stran tega
testa so pogoste navzkrizne reakcije, posebno pri detekciji okuzbe nekaj tednov po
cepljenju s cepivi z oljno emulziskimi adjuvansi. Namesto njega se lahko odlo¢imo tudi za
encimsko imunoadsorpcijsko preiskavo ali test ELISA (ang.: Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Rezultate po obeh metodah lahko preverimo z metodo inhibicije
hemaglutinacije, saj imajo M. gallisepticum, M. synoviae in M. meleagridis uporabno
lastnost, da zlepljajo kokosje ali purje eritrocite. V uporabi sta med drugim Se encimsko
imunski test DIBA, s katerim dokazujemo specifi¢na proitelesa, in dokazovanje specifi¢ne

DNA s PCR (Kleven, 20084, b).
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2.1.4.1 Mycoplasma synoviae

M. synoviae spada med Stiri najpomembnejSe patogene mikoplazme, ki okuzujejo
perutnino. Najve¢ ekonomske $kode povzroci pri pitovnih pis¢ancih (brojlerjih) (Dufour-
Gesbert in sod., 2005), ¢eprav tudi skoda pri nesnicah ni zanemarljiva (Feberwee in sod.,
2009).

M. synoviae dokazano invadira kokosje celice, kar ji omogoca Sirjenje po gostitelju in
izmikanje imunskemu odzivu (Dusani¢ in sod., 2009). Glavni imunogen bakterije je
membranski lipoprotein in hemaglutinin VIhA, ki se pri vecini sevov cepi v N-terminalni
del oz. lipoprotein MSPB in C-terminalni del 0z. MSPA in pri kokosih spodbudi mo¢an
lokalni in sistemski protitelesni odziv, posebno MSPB (Narat in sod., 1998;
Noormohammadi in sod., 1999). Vendar pa se M. synoviae takemu odzivu uspe izmikati z
od c¢asa odvisno diverzifikacijo gena za VIhA (Slavec in sod., 2011). Ko je protitelesna
imunska obramba gostitelja ze aktivirana, se M. synoviae brani tudi s pomo¢jo cisteinske

proteaze CysP, ki razgradi kokosji IgG na Fab in Fc (Cizelj in sod., 2011).

M. synoviae najpogosteje povzroc¢a okuzbe zgornjih dihal, ki so pogosto subklini¢ne in
vecinoma potekajo brez izrazenih bolezenskih znakov, vseeno pa prizadanejo splosno
zdravije zivali. Ce bolezen napreduje in preraste v sistemsko okuZbo, prizadane $tevilne
organe, kot so bursa, jetra, vranica, mozgani ter Zivci in skeletne miSice. Takrat se bolezen
lahko razvije v kuZni sinovitis, ki se kaZe predvsem kot vnetje sklepov. Po cepljenju zivali
s cepivi proti kuznemu bronhitisu ali atipi¢ni kokosji kugi (AKK) je mozen tudi pojav

vnetja zra¢nih vreck (Buim in sod., 2011; Kleven in sod., 1972).

Prvi znaki, ki jih lahko opazimo pri Zivali s kuZznim sinovitisom so bleda barva grebena,
Sepanje in zaostanek v rasti. Ko bolezen napreduje, perje postaja vse grSe, se viha, greben
pa se skréi. Sklepi zatekajo in na prsih so pogosti zulji. Zival postane brezvoljna,
dehidrirana in shujSana. Pogosto je opaziti zeleno obarvanje iztrebkov, ki vsebujejo veliko
secne kisline. Akutnim znakom sledi pocasno okrevanje, vendar lahko kuzni sinovitis
vztraja v jati in pri nekaterih zivalih preraste v kroni¢no obolenje (Kleven in Ferguson-

Noel, 2008).
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Pri kokosih je pogin zaradi kuznega sinovitisa 2-75 %, najpogosteje med 5 in 15 %.
Bolezni dihal zaradi okuzbe z M. synoviae so navadno subklini¢ne, vendar je lahko
okuzenih 90-100 % ptic. Pogin je redek in ponavadi nizji od 1 %. Pri purah je pogin
ponavadi zelo nizek in znasa od 1 do 20 % (Kleven in Ferguson-Noel, 2008).

Ce okuzba z M. synoviae preko krvnega obtoka napreduje do jajcevodov lahko povzrodi
deformacije na konic¢astemu delu jajca ali t.i. sindrom EAA (eggshell-apex-abnormalities).
Zanj je znacilen pojav grobe povrsine lupine, ki je precej tanjSa, prosojna ter poka in se
lomi, na predelu do priblizno 2 cm od konice jajca. Delez deformiranih jajc je razlicen med

jatami, vendar lahko znasa tudi do 25 % (Feberwee in sod., 2009).

2.2 PTICJIPARAMIKSOVIRUS TIPA 1

Virulentni sevi pti¢jega paramiksovirusa tipa 1 (APMV-1) povzro¢ajo atipi¢no kokosjo
kugo, ki povzroc¢a ogromno ekonomsko $kodo po vsem svetu. Pred pandemijo virusa gripe
H5N1 je bil ekonomski uc¢inek APMV-1 dale¢ najvecji od vseh perutninskih bolezni in

verjetno tudi od vseh zivalskih virusov nasploh (Alexander, 2009).

Prvi izbruh AKK je bil leta 1926 zabeleZen v Indoneziji. Eno leto kasneje se je bolezen
pojavila tudi v Angliji v mestu Newcastle, po katerem je virus dobil tudi prvo ime -
Newcastle disease virus (NDV), ki je bilo najprej misljeno le kot zacasno. Ime je e danes
v splo$ni uporabi in oznacuje virulentne seve APMV-1, ki povzrocajo AKK (Alexander,
2009).

V Sloveniji smo vecji izbruh atipicne kokoSje kuge zabelezili leta 1966 na obmocju
takratne obc¢ine Ptuj, manjsi pa Se leta 1991. Atipi¢na kuga je tudi edina posebno nevarna

bolezen Zivali, proti kateri v Sloveniji izvajamo preventivno cepljenje kokos$i (Drzavna

ocena..., 2012).

2.2.1 Taksonomska in filogenetska opredelitev

APMV-1 spada v druzino Paramyxoviridae reda Mononegavirales kraljestva virusov.
Druzino Paramyxoviridae delimo na dve poddruzini, Pneumovirinae in Paramyxovirinae,
ki jo sestavlja 5 rodov. Rubulavirus vklju¢uje virus mumpsa in viruse parainfluence tipa 2

in 4, Respirovirus vkljucuje viruse parainfluence tipa 1 in 3, v rod Morbillivirus spadajo
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virusi oSpic ter goveje in pasje kuge, v Henipavirus uvrséamo viruse Hendra in Nipah, rod
Avulavirus pa sestavljajo pti¢ji paramiksovirusi. Poznamo 11 serotipov pti¢jih
paramiksovirusov, od APMV-1 do APMV-11. Med njimi je APMV-1 najpomembne;jsi
povzrocitelj bolezni pri perutnini, APMV-2, APMV-3, APMV-6 in APMV-7 tudi
okuzujejo domaco perutnino, preostali pa ponavadi okuzujejo prostozivece ptice.

Preglednica 2: Opis lastnosti serotipov APMV (Alexander, 2009; Miller in sod., 2010; Briand in sod., 2012;
Terregino in sod., 2013)

Serotip Obicajni gostitelji Drugi mozni Povzrocena obolenja pri perutnini
gostitelji
APMV-1 Domace vrste Zelo Stevilni (241 vrst iz Izrazeni bolezenski znaki so dvisni od seva in
perutnine 27 redov ptic) gostitelja
APMV-2 Pure, ptice selivke Kokosi, papige, tukalice ~ Milejse bolezni dihal, manjsi vpliv na nesnost
APMV-3 Pure Ptice selivke, tukalice MilejSe bolezni dihal, manjsa nesnost pri
purah
APMV-4 Race Gosi Ni znano
APMV-5 Skobcevke Ne povzroca klini¢nih znakov
APMV-6 Race Gosi, tukalice, pure Milejse bolezni dihal, veéji pogin pri purah
APMV-7 Golobi Pure, noji Milejse bolezni dihal pri purah
APMV-8 Race, gosi Ni znano
APMV-9 Race Asimptomatske okuzbe gojenih rac
APMV-10 Copasti pingvini Ni znano
APMV-11 Kozica Ni znano
(mocvirska ptica)
APMV-12 Navadna zvizgavka Ni znano
(raca)

Za razvrS¢anje sevov APMV-1 je v splosni uporabi genotipiziranje glede na protein F, ki je
pomemben virulenten dejavnik seva. Glede na filogenetske analize sevov APMV-1, lahko

seve razdelimo v dva razreda, razred | in Il. Razred | naj bi vseboval samo 1 genotip,
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razred Il pa je razdeljen na 16 genotipov in vkljucuje ve¢ino sevov, ki okuzujejo perutnino
po vsem svetu (Diel in sod., 2012). Imena novih sevov so sestavljena iz serotipa, vrste 0z.
pasme ptice iz katere je bil izoliran, geografske lokacije izolacije, referen¢ne Stevilke ali

imena in leta izolacije (Alexander, 2009).

2.2.2 Osnovne znaéilnosti

Kot za vse predstavnike redu Mononegavirales je tudi za APMV-1 znadilna enoverizna
nesegmentirana negativno polarna molekula RNA, ki je obdana z nukleokapsido. Genom
je velik priblizno 15,2 kbp in nosi zapis za 6 strukturnih proteinov: nukleokapsidni protein
(NP), fosforilacijski protein (P), matri¢ni protein (M), fuzijski protein (F), hemaglutinin
nevraminidazni protein (HN) in veliki protein (L), ki je od RNA odvisna RNA polimeraza
ter 2 nestrukturna proteina, ki nastajata s transkripcijskim urejanjem gena, ki kodira protein
P. Virusni delci so navadno pleomorfni, oziroma okrogli s premerom 100-500 nm. Lahko
pa so nitasti in Siroki priblizno 100 nm ter razlicnih dolzin. Povr$ina delcev je pokrita s
proteini HN in F, ki se kazejo kot priblizno 8 nm dolge strukture, ki sodelujejo pri vezavi

in vstopanju virusa v gostiteljsko celico (Alexander, 2009; Cardenas-Garcia in sod., 2015).

Ena izmed znacilnih bioloskih lastnosti APMV-1 je sposobnost aglutinacije eritrocitov, Ki
je posledica vezave proteinov HN na njihove povrSinske receptorje. Lastnost aglutinacije
in specifi¢ne inhibicije aglutinacije se izkoris¢a pri diagnostiki. APMV-1 lahko povzro¢i
tudi celi¢cno zlitje in hemolizo, ki potekata v bistvu po enakem postopku. Po pritrditvi
virusa na celi¢ne receptorje s pomoc¢jo proteinov HN sledi zlitje celi¢ne in virusne
membrane ter vstop nukleokapside v celico s pomoc¢jo proteina F. Pri rde€ih krvnickah
zaradi toge membrane, vstopu viriona ponavadi sledi liza. Encim nevraminidaza, ki je
sestavni del proteina HN, poskrbi $e za eno biolosko znacilnost. Poleg tega, da povzroca
postopno izpiranje aglutiniranih eritrocitov, naj bi imela funkcijo tudi pri razmnoZevanju
virusa, kjer naj bi odstranjevala virusne receptorje z gostiteljske celice in tako preprecila

ponovno pritrjevanje sproscenih virusnih delcev po brstenju (Alexander, 2009).

Pri razmnozevanju APMV-1, pritrditvi virusa na celicne receptorje in vstopu
nukleokapside v celico sledi znotrajcelicno razmnozevanje virusa, Ki v celoti poteka
znotraj citoplazme. Ker je njihova RNA negativno polarna, od RNA odvisna RNA

polimeraza najprej naredi komplementarno pozitivno polarno RNA, ki sluzi kot matrica za

11
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nastanek nove negativno usmerjene genomske RNA za potomce. Pred prepisovanjem
genomske RNA se ustvarijo Se transkripti mMRNA molekule, ki dolo¢ajo virusne proteine
(Alexander, 2009). Novi vironi se sestavijo v citoplazmi in zapustijo celico s pomog¢jo

brstenja skozi celicno membranno (Sinkovics in Horvath, 2000).

Med razmnozevanjem APMV-1 se funkcijsko pomemben protein F sintetizira kot
prekurzorski glikoprotein FO, ki se mora cepit na F1 in F2 podenoti, da bi na novo nastali
virusni delci postali infektivni. To posttranslacijsko cepljenje omogocijo gostiteljeve
proteaze. Ce do cepitve ne pride, nastali delci niso zmozni nadaljne okuZbe, saj ne morejo
vstopati v gostiteljeve celice. Zmoznost okuzevanja neinfektivnih virusnih delcev se lahko
povrne, ¢e pri in vitro gojenju dodajamo tripsin, ki cepi vse proteine FO APMV-1
(Alexander, 2009).

Virulenco APMV-1 doloca predvsem aminokislinsko zaporedje cepnega mesta proteina F,
saj se je izkazalo, da so gostiteljeve proteaze, ki cepijo poteine F virulentnih sevov,
prisotne v vecih tkivih in celicah kot tiste, ki cepijo proteine F manj virulentnih sevov. To
pomeni, da se bolj virulentni sevi lahko razsirijo v Stevilne organe, manj virulentni pa so
zaradi pomanjkanja specificnih proteaz omejeni le na dolocen tip celic in gostitelju ne
prizadanejo tolik$ne Skode. Razlike pa vseeno obstajajo tudi pri sevih, ki nosijo enak zapis

za cepno mesto F, k ¢emer naj bi prispeval predvsem protein HN (de Leeuw in sod., 2005).

Zmoznost okuZevanja in posledi¢no izraZanje klini¢nih znakov je mo¢no odvisno tudi od
gostitelja, starosti zivali, okoljskih dejavnikov in okuzbe z drugimi organizmi. Naceloma
velja, da mlajSa kot je kokos, hitreje bo potekala okuzba in huj$i bodo klini¢ni znaki

(Alexander, 2009).

APMV-1 se navadno goji v koko§jih zarodkih in v celi¢nih kulturah. Vse pticje
paramiksoviruse lahko razmnoZujemo v oplojenih kokosjih jajcih. Ker je to dostopna
metoda in zagotavlja velik izplen, se ponavadi uporablja za izolacijo in razmnoZevanje
virusa ter za pridobivanje cepiv. V vecini celi¢nih kultur je rast APMV-1 slaba, zato se v

praksi ta nacin gojenja naceloma ne uporablja za namnozevanje virusa (Alexander, 2009).
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2.2.3 Okuzbaz APMV-1

Svetovna organizacija za zdravje zivali (OIE) definira atipi¢no kokos$jo kugo kot okuzbo
ptic s katerimkoli APMV-1, ki izpolnjuje vsaj enega od dveh Kkriterijev. Prvi je
intracerebralni indeks patogenosti, ki mora pri dan starih piS€ancih znasati vsaj 0,7. Drugi
pa se nanaSa na cepno mesto proteina F, ki mora na C-terminalnem koncu F2 proteina
vsebovati vsaj tri argininske ali lizinske ostanke med 113. in 116. mestom ter na 117.
mestu N-terminalnega konca F1 proteina aminokislino fenilalanin (Newcastle disease ...,
2012).

Razli¢ni sevi APMV-1 povzro¢ajo zelo razli¢ne kliniéne znake in so razli¢no virulentni.
Zato jih glede na povpreéen ¢as pogina kokosjih zarodkov po okuzbi z minimalno letalno
dozo virusa razdelimo na tri skupine. Zelo virulentni so velogeni sevi, pri katerih
povpreCen Cas znasa manj kot 60 ur. Delimo jih na viscetropne, ki povzroc¢ajo hude
krvavitve Crevesja in nevrotropne, ki povzro¢ajo huda obolenja dihal. Tiste seve, ki pogin
povzrocijo v 60 do 90 urah uvr§¢amo med mezogene. Ti so manj virulentni in ponavadi
povzrocajo milejSe dihalne bolezni, vcasih lahko prizadanejo celo zivéevje, vendar
ponavadi do pogina pride le pri mlajsih Zivalih. Lentogeni sevi so najmanj virulentni in
lahko povzro€ijo le blage bolezni dihal. Ponavadi jih uporabljajo za izdelavo zivih cepiv

(Gallili in Ben-Nathan, 1998; de Leeuw in sod., 2005).

Poleg razli¢nih sevov na razvoj bolezni vplivajo tudi drugi dejavniki. Eden izmed njih je
gostitelj. Enaki sevi lahko pri razli¢nih zivalih povzroc€ijo razliéno moc¢ne klini¢ne znake.
Pomembna je tudi koli¢ina virusa, nacin okuzbe in starost zivali. Praviloma so klini¢ni
znaki hujsi in pogin pogostejsi pri mlajsih zivalih. Pri naravni poti okuzbe, skozi kljun in
o¢i, naj bi bil bolj pogost razvoj bolezni dihal, med tem ko naj bi v eksperimentalnih
pogojih intramuskularne, intravenozne in intracerebralne okuzbe povzrocale predvsem

nevroloSke znake (Alexander in Senne, 2008).

Pri pticah, ki prebolijo bolezen, lahko opazimo zmanjsan prirast, slabso konverzijo krme,
slabSo nesnost in nepravilnosti na lupini jajc. Prizadeta je tudi plodnost in odstotek
izvaljenih jajc. Ce se zgodi, da se z APMV-1 okuzi ¢lovek, lahko pride do vnetja odesne
veznice, ki lahko vodi do poskodb vida, pogosti so tudi glavoboli, slabse pocutje in mrzlica
(Gallili in Ben-Nathan, 1998).
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Zivali se lahko okuZijo z vdihavanjem virusnih delcev iz dihalnega trakta okuZenih Zivali
ali prasnih delcev iz iztrebkov. Ena izmed glavnih poti okuZbe je zauzivanje z virusom
okuzenih iztrebkov, ki jih zZivali med okuzbo izloCajo. O vertikalnem prenosu okuzbe, iz
kokosi na zarodek, skorajda ne moremo govoriti, saj to v veliki vecini primerov privede do
odmrtja zarodka. Lahko pa se zgodi, da se jajce okuzi z lentogenimi sevi iz cepiv, kar
ponavadi ni usodno. Novo izvaljeni piS€anci se tako najpogosteje okuzijo skozi

poskodovano lupino ali z ostanki okuzenih iztrebkov na njej (Alexander in Senne, 2008).

AKK se lahko 8iri z vetrom, kontaminirano vodo in krmo, s perutninskimi proizvodi, z
ljudmi in opremo, preko drugih zivalskih vrst, ki same ne zbolijo in s premiki divjih ptic,
okrasnih ptic in tekmovalnih golobov. Ce pride do nepopolne inaktivacije ali
kontaminacije cepiv oz. inStrumentov za cepljenje, je za Sirjenje lahko krivo tudi cepljenje.
Pri nizkih temperaturah lahko virus v iztrebkih ali vodi ohrani svojo infektivnost ve¢

tednov, v zamrznjenem mesu pa prezivi tudi leta (Atipi¢na kokosja ..., 2015).

Ker lahko atipi¢na kokos$ja kuga pri kokosih povzro¢i do 100 % pogin, je nujno, da rejci
skrbijo za dobro biolosko varnost na svojih farmah. Za preprecevanje Sirjenja bolezni pa je
nujno tudi cepljenje (Alexander in Senne, 2008). V uporabi so heterologna cepiva z zivimi
oslabljenimi ali mrtvimi virusi, ki zivali §€itijo pred pojavom resnejSih klini¢nih znakov pri
okuzbah z vecino APMV-1 v obtoku. Ne zagotavljajo pa popolne imunosti in ne
prepreCujejo razmnozevanja virusa, le zmanjSajo ga. Zato Cardenas-Garcia in sod.
predlagajo, da bi se zacela uporabljati homologna cepiva, ki zaradi tega, ker vsebujejo
viruse z enakim genotipom, ki krozi, zagotavljajo precej boljso imunost, manjsi pogin in

zmanjsujejo Sirjenje okuzbe (Cardenas-Garcia in sod., 2015).

2.3 IMUNSKE CELICE

Pti¢i in sesalci si delijo mnoge znacilnosti imunskega sistema, razvili pa so tudi mnogo
posebnosti (Davison, 2008). Razlike lahko najdemo tako na ravni genov, molekul, celic in
organov vpletenih v imunski sistem, kot pri funkcionalnih mehanizmih, ki so jih razvili
(Kaiser, 2010). Na virusne, bakterijske in parazitske okuzbe se kokosi in sesalci odzovejo
podobno, prisotna je tako prirojena, kot pridobljena imunost z zmoZnostjo celi¢no

posredovanega in humoralnega odziva ter imunskega spomina. Vendar pa je pot po kateri
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dosezejo imunski odziv razli¢na in pri kokosih v mnogih pogledih poenostavljena (Kaiser,
2012).

Vdor mikroorganizmov v telo v okuzenem tkivu povzro€i vnetje, za$¢itni odziv na okuzbo
s strani imunskega sistema, ki poskuSa omejiti razmnozevanje patogenega organizma.
Akutno vnetje je pomemben del imunskega odziva, ki lahko, ¢e se razvije v kroni¢no
vnetje, povzroc€i tudi poskodbe tkiva in avtoimunske motnje. Imunske celice, ki sodelujejo

v vnetnem odzivu, usklajujejo citokini (Roitt in sod., 2001).

Citokini so topni regulatorni proteini, z molekulsko maso manjso od 30 kDa (Kaiser in
Stéheli, 2008). So pomembne sporocilne molekule, ki nadzorujejo in koordinirajo imunske
celice med nespecificnim in specificnim imunskim odzivom, kot tudi med razvojem in
vzdrzevanjem homeostaze (Kaiser, 2010). Lahko jih izlo¢ajo zelo razli¢ni celi¢ni tipi in se
ponavadi ne izloc¢ajo konstantno, ampak kot odziv na prisotnost antigenov, vnetnih
posredovalcev, tkivnih poskodb in prisotnost samih citokinov (Kapczynski in Kogut,
2008). Glede na funkcijo, ki jo opravljajo in celice, ki jih izlo¢ajo, citokine razdelimo na
interlevkine (IL), interferone (IFN), transformirajoe rastne faktorje (TGF), dejavnike
tumorske nekroze (TNF), kolonijsko stimulirajo¢e faktorje (CSF) in kemokine. Kokosji
citokini si z ortologi pri sesalcih delijo 25-35 % aminokislinskega zaporedja in imajo manj

predstavnikov razli¢nih skupin citokinov kot sesalci (Kaiser in Stédheli, 2008).

Nekateri citokini, kot IL-6 in TNF spodbujajo vnetni odziv, medtem ko drugi delujejo na
specificne imunske celice. Katere celice bodo sodelovale pri odzivu, je odvisno od narave
patogenega mikroorganizma. Pri bakterijskih okuzbah prvo obrambo zagotavljajo
makrofagi in ostale fagocitirajoce celice. Makrofagi spodbujajo vnetni odziv nevtrofilcev,
fibroblastov in endotelijskih celic z izlo¢anjem IL-1 in TNF. IL-1 in TNF sta pirogena
citokina, ki sta sposobna povecati telesno temperaturo in povzro€iti vro¢ino. Ob njuni
prisotnosti fibroblasti in endotelijske celice na mesto okuzbe posredujejo vecje Stevilo
imunskih celic. Makrofagi so tudi antigen predstavitvene celice, Ki predstavijo antigen
celicam T pomagalkam, ki igrajo klju¢no vlogo pri uravnavanju imunskega odziva s
spodbujanjem klonalne ekspanzije T celic, ki za¢nejo izlocati IL-2, glavni mediator pri
proliferaciji in aktivaciji T celic. Kot negativni regulator proliferacije v razlicnih celicah

deluje TGF-B, ki zavira vnetni odziv. Pri virusnih okuzbah in pojavu tumorskih celic 1L-2
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skupaj z drugimi citokini stimulira citotoksi¢no aktivnost naravnih celic ubijalk (celice
NK). Celice T pomagalke so pomembne tudi pri aktivaciji B celicnega odziva. Z
izloCanjem IL-10, IL-4 in ostalih citokinov regulirajo klonalno namnozevanje in
diferenciacijo antigen specificnih B celic v plazmatke, ki izlo¢ajo velike koliCine protiteles

in v spominske celice (Roitt in sod., 2001).
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Slika 2: Sinergisti¢no delovanje citokinov ob vnetnem odzivu. (Cytokines and..., 2015)
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2.3.1 Vnetni citokini

2.3.11 IL-6

IL-6 je vecfunkcijski citokin, ki sodeluje pri imunski regulaciji, reakciji akutne faze in
hematopoezi. Izloajo ga razli¢ni tipi celic in vpliva na razmnoZevanje in diferenciacijo B
in T celic, hepatocitov, krvotvornih mati¢nih celice in celic zivénega sistema (Nishimichi
in sod., 2005). Je tudi eden izmed glavnih posredovalcev vrocine, saj je sposoben preiti
krvno mozgansko bariero in posredno poviSati nastavljeno toCko telesne temperature
(Prakasam in sod., 2013). Zac¢ne se izlocati hitro po okuzbi, saj je aktivator akutne faze in
stimulira razvoj limfocitov. Igra tudi pomembno vlogo pri preklopu imunskega odziva iz
nespecifiénega v specificen in spodbuja nastajanje protiteles (Jones, 2005). IL-6 pri
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kokosih kodira gen IL-6, Ki je po strukturi podoben sesalskemu, obsega 445 aminokislin in
si deli 40 % aminokislinskega zaporedja s homologi pri sesalcih (Nishimichi in sod.,
2005).

23.1.2 IL-1p

IL-1 pri sesalcih izlo¢ajo Stevilni tipi celic, glavni pa so aktivirani makrofagi. Lahko
povzro¢i vro¢ino, povisa raven kortikosteronov v serumu in z aktivacijo ostalih citokinov
sprozi odgovor akutne faze v jetrih in aktivacijo Zzilnega endotelija. Stimulira tudi
proliferacijo T celic preko indukcije IL-2 in spodbuja dozorevanje B celic in nastajanje
protiteles (Weining in sod., 1998). Pri ljudeh gensko druzino IL-1 sestavlja 11
predstavnikov. Devet jih lezi na 2. kromosomu, IL-18 in IL-33 pa na 11. in 9. kromosomu.
Pri kokosih je bilo odkritih precej manj predstavnikov in sicer, ligandi IL-1p, IL-1RN,
IL-36RN in IL-18 ter dva receptorja za IL-1RI in ST2. Najbolj raziskan predstavnik te
druZine pri kokosih je gen IL-1p, ki se pri kokoSih nahaja na 4. kromosomu. Kodira 267
aminokislin in si deli 25 % aminokislinskega zaporedja s ¢loveskim ortologom (Gibson in
sod., 2014). Po strukturi je kokos§ji gen zelo podoben ¢loveskemu, ima pet eksonov in pet
intronov v kodirajo¢i regiji, vendar je za tri Cetrtine manjsi (Wigley in Kaiser, 2003).
Gensko izrazanje IL-1f je poviSano pri bakterijskih, virusnih ali parazitskih okuzbah, saj
igra vlogo takojSnjega vnetnega posredovalca (Gibson in sod., 2014). Lahko inducira
izrazanje drugih vnetnih posredovalcev, TNF-o in IL-6. TNF-a pozitivho vpliva na
izraznje IL-1p in IL-6, medtem ko IL-6 zavira izrazanje IL-1p in TNF-a (Kaiser in Stiheli,
2008).

2.3.1.3 IFN-y

Je znacilni citokin celi¢no posredovane imunosti. IFN-y pri sesalcih v prvi vrsti izlo¢ajo
limfociti T in celice NK. Aktivira protimikrobno delovanje makrofagov, poveca
procesiranje antigenov in poviSa izraZzanje molekul glavnega histokompatibilnega
kompleksa Il na makrofagih in ostalih celicah. Vpleten je tudi v preklaplanje tezkih verig
imunoglobulinskih razredov. IFN-y pri kokosih kodira gen IFN-y sestavljen iz 164
aminokislin, ki predstavljajo 16,8 kDa velik protein. Gen je podobno strukturiran kot
¢loveski, ima podobno intronsko in eksonsko sestavo in se nahaja na kromosomu 1. Delita

si 32 % aminokislinskega zaporedja (Wigley in Kaiser, 2003).
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2.3.2 Kemokini

Kemokini ali kemotakti¢ni citokini so majhne sekretorne beljakovine, ki igrajo klju¢no
vlogo v Stevilnih bioloskih procesih. Sodelujejo pri vnetnih procesih, kjer omogocajo
transport in aktivacijo levkocitov, nadzorujejo premikanje limfocitov, dendriti¢nih celic in
makrofagov ter vzdrzujejo nekatere procese homeostaze. Veliki so 8-14 kDa in jih glede
na zgradbo delimo na dve vecji, CC in CXC, ter dve manjsi skupini, XC in CX3C (Yadav
in sod., 2010). Bolj pomembna pa je delitev po funkciji, ki jo opravljajo, delitev na vnetne
in homeostatske kemokine. Vnetni citokini in njihovi receptorji so razdeljeni na
multigenske druzine. V druzino CXCL spada npr. IL-8 (CXCLi2), v druzino CCL pa
makrofagni vnetni proteini (MIP) in monocitni kemoatraktivni proteini (MCP) (Kaiser,
2012).

2.3.2.1 MIP-1B (CCLA4)

Gen za koko$ji MIP-1B (MIP-1p) je sestavljen iz 69 aminokislin in ima 75-80 %
homologijo s ¢loveskim oziroma misjim MIP-/4 (Lam in DaMassa, 2000). Protein izloc¢ajo
aktivirani makrofagi, limfociti in fibroblasti. Deluje kot kemoatraktant za celice T,
stimulira nastanek monocitov in granulocitov ter inhibira negativni u¢inek MIP-la na

maticne celice (Sick in sod., 2000).

2.3.2.2 IL-8 (CXCLi2)

Je vnetni kemokin, ki pri sesalcih predstavlja glavni aktivator nevtrofilcev, spodbuja
fagocitozo, deluje na Zilni sistem ter posredno omogoca celjenje ran. Izlo€ajo ga makrofagi
in razli¢ne tkivne celice ob prisotnosti drugih vnetnih dejavnikov (Baggiolin in Clark-
Lewis, 1992). Tako pri sesalcih, kot pri kokoSih se gen za IL-8 (IL-8) nahaja na 4.
kromosomu. Med ljudmi in koko$mi je podobnost aminokislinskega zaporedja za ta
kemokin 59 % (Kaiser in sod., 1999).

2.3.3 Regulatorni citokin

2.3.3.1 TGF-p4

Druzina TGF je skupina multifunkcijskih citokinov, ki nadzira rast, diferenciacijo in
apoptozo celic, s pomembno vlogo med embrionalnim razvojem. Pri sesalcih poznamo 3
izoforme, TGF-B1-3. Pri kokosih obstajajo 3 0z. 4 oblike TGF (Kaiser in Stiheli, 2008).
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TGF-p4 ima pri kokosih enako biolosko vlogo kot TGF-B1 pri sesalcih. Proteina si delita
82 % aminokislinskega zaporedja (Pan in Halper, 2003). Druzina TGF-f ima klju¢no vlogo
pri uravnavanju vnetnih procesov. Pri sesalcih je TGF-B1 protivnetni citokin, ki ima lahko
pod dolo¢inimi pogoji tudi vnetne znacilnosti (Kaiser in Stdheli, 2008). Tudi kokosji
TGF-B4 uvrs¢amo med protivnetne citokine (Swaggerty in sod., 2004), kodira pa ga gen
TGF-p4.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 CELICNE KULTURE

3.1.1 Priprava kultur celic CEC-32 in HD11

Poskus smo opravili na dveh trajnih linijah kokosjih celic, in sicer na CEC-32 in HD11.
CEC-32 izvira iz kokosjih embrionalnih celic, ki so morfolosko fibroblastoidne celice
(Kaaden in sod., 1982), HD11 pa iz kokosjih hematopoetskih celic kostnega mozga, po
morfologiji pa so celice podobne makrofagom (Beug in sod., 1979). Obe celi¢ni liniji sta
bili prijazno darilo prof. Bernda Kaspersa (Miinchenska univerza, Miinchen, Nemcija)
Imunoloskemu in celi¢nemu laboratoriju Oddelka za Zootehniko in sta bili uporabljani tudi
v predhodnih Studijah (Dusani¢ in sod., 2012; Lavri¢ in sod., 2007, 2008).

Celice, ki so bile hranjene v teko¢em dusiku v celi¢ni zbirki Genske banke (BF, Oddelek
za zootehniko), smo odtajali v vodni kopeli na 37 °C. V sterilno centrifugirko z 10 ml
ogretega gojitvenega medija smo dodali celice, centrifugirali 10 minut pri 900 rpm in
odsesali supernatant. Celi¢no usedlino smo resuspendirali v 5 ml gojitvenega medija ter
suspenzijo prenesli v gojitveno plastenko T-75 (Sigma-Aldrich, 90076) in jo dali v
inkubator s 37 °C in 5 % CO,.

Preglednica 3: Sestava gojitvenih medijev za celice CEC-32 in HD11

CEC-32 HD11: Kratica Proizvajalec
; T DMEM RPMI 1640 - -
Osnovni medij (D5648) (R8755) Sigma-Aldrich
Fetalni goveji serum 8 % 8 % FBS ﬁgglngg'A'd"Ch’
Kokogji serum 2% 2% chs SpreAldreh.
Gentamicin 0,1 % 0,1 % Krka

Ko je bilo gojisCe izrabljeno, smo celice premestili v novo gojis¢e. Kot indikator, kdaj je
bil medij izrabljen, je sluzilo barvilo fenol rdece, ki ob znizanju pH spremeni barvo iz
roznato-rdeCe v oranzno-rumeno. Ker sta obe celi¢ni kulturi, tako CEC-32 kot HD11,

adherentni kulturi, smo celice pri presajanju tripsinizirali. Najprej smo odstranili gojisce,
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nato smo celice spirali dvakrat s po 5 ml HBSS (Sigma-Aldrich, 55021C), ki smo ga nato
odstranili. Dodali smo 1-2 ml tripsina (Trypsin-EDTA, Sigma-Aldrich, T4049) s
koncentracijo 0,125 g/ml, ki je v minuti do dveh odlepil celice z dna gojitvene plastenke.
Celice smo nato s pipeto resuspendirali in jim dodali priblizno 10 ml gojitvenega medija,
ki je ustavil aktivnost tripsina. Suspenzijo smo centrifugirali 10 minut pri 900 rpm in celice
prenesli v sveze gojiice in nove gojitvene plastenke. Ce smo celice samo vzdrzevali, smo
naprej gojili priblizno 1/3 celic, ¢e pa smo celice Zze nasajali za poskus, smo jih nasadili v

doloceni koncentraciji v 6 lukenjskih ploscah.

3.1.2 Stetje celic

Da bi uspes$no vzdrzevali celi¢ni kulturi in zagotovili potrebno koncentracijo celic za
poskuse, smo celice pri vsakem presajanju tudi presteli in naredili test viabilnosti. 20 pl
celi¢ne suspenzije smo v razmerju 1:1 zmeSali z 0,4 % raztopino barvila tripan modro
(Trypan Blue, Sigma-Aldrich, T8154), ki prodre le v mrtve celice. Te se obarvajo modro in
jih zato lahko lo¢imo od zivih. 20 pl celi¢ne suspenzije s tripanskim modrilom smo
prenesli pod krovno steklo Biirker-Tiirkove Stevne komore (Assistent, 445/2) presteli Zive
in mrtve celice v vseh S§tirih Stevnih poljih in koncentracijo celic v izhodnem vzorcu ter
njihovo viabilnost izracunali po spodnjih dveh formulah. Glede na presteto Stevilo celic v

gojitveni plastenki smo celice razdelili v veg plastenk, obitajno po 1,5x10° celic/plastenko.

Formula za izraun koncentracije celic

ccelic=a><R><V><104 [1]

Ceelic — koncentracija celic v izhodnem vzorcu

a — povprecno Stevilo celic v enem Stevnem polju
R — red¢itveni faktor

V — volumen izhodnega vzorca

Formula za izrac¢un viabilnosti celic

%Z = £ x 100 ...[2]

Nm
%7 — odstotek Zivih celic

n, — Stevilo zivih celic

Ny, — Stevilo mrtvih celic
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3.2 Mycoplasma synoviae IN PTICJI PARAMIKSOVIRUS TIPA 1

Za okuzevanje celic v pogojih in vitro smo uporabili tipski sev M. synoviae WVU 1853 v
logaritmski fazi rasti. Stevilo bakterij, ki tvorijo kolonije (CFU - ang. colony forming
units) je bilo doloceno po standardni metodi redéenja in nasajanja na agarske plosce
(Rodwell in Whitcomb, 1983).

Virus APMV-1, sev La Sota (Pestikal La Sota SPF, Genera), ki smo ga uporabili, je bil
liofilizirano cepivo, ki se uporablja za cepljenje piscancev, kokosi in pur proti AKK. Po
navodilih proizvajalca smo iz cepiva pripravili enake vzorce cepiva razredéenega s

fiziolosko raztopino, ki smo ga do okuZevanja celic hranili na -70°C.

3.3 1ZVEDBA POSKUSA

Izvedli smo dva lo¢ena poskusa. V prvem poskusu smo okuzili samo celice CEC-32 pri
drugem poskusu pa celice CEC-32 in celice HD11. Nacrt okuzevanja je bil v obeh
ponovitvah poskusa in za obe celi¢ni liniji enak. Vse poskusne skupine so bile sestavljene

iz treh vzorcev, ki smo jih pri izolaciji RNA zdruzili skupaj.

Za vsako celi¢no linijo smo za okuzevanje pripravili 150 luknjic (na 12 lukenjskih plos¢ah)
s celicami, in sicer 5x10° celic/ml na luknjo. Okuzevanje in vzoréenje celic je potekalo, kot

je prikazano v preglednici 4, kjer je prikazan primer za celice CEC-32.

V ¢asu 0 smo celice v poskusnih skupinah CM, CMV in CMV* okuzili z 0,4 ml kulture
M. synoviae WVU 1853 s priblizno 10’-108 CFU/mI (MOI je bila 10-100 mikoplazemskih
celic na eno evkariontsko celico). Ustreznim kontrolnim skupinam, CF, CFA in CFA¥*,
smo namesto M. synoviae dodali enak volumen Freyevega gojis¢a. Po 6ih urah smo
poskusno skupino CV okuzili z 0,4 ml 10° EIDs, (0,001 cepna doza) APMV-1 La Sota na
5x10° celic. Prav tako smo takrat izvedli tudi zaporedno okuzbo skupine CMV z enako
koli¢ino APMV-1. Kontrolnim skupinam CA in CMV smo dodali fizioloSko raztopino. Po
24ih urah smo zadnji korak ponovili pri skupinah CV* in CMV* ter kontrolah CA* in
CFA*. Celice so bile med poskusom v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO,.

Za vzorcenje celic za izolacijo RNA smo gojiS¢e odstranili, celice sprali s sterilnim PBS

(pH 7,4), jih odstranili s povrsine posamezne luknje gojitvene plosce s plastinim strgalom,
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centrifugirali 10 min pri 900 rpm in iz usedlin celic osamili celokupno RNA po navodilih

proizvajalca komercialnega kompleta PureLink™ RNA Mini Kit (Applied Biosystems,

12183-018A).

Preglednica 4: Primer naérta okuZevanja za celice CEC-32

Trajanje

koinkubacije celic Oh 6h 12h  18h 24h 30h 36h 48h 54h 72h
CEC-32 in MS Inokulacija®

Trajanje

koinkubacije celic Oh 6h  12h 24h 48h
CEC-32,MSin Inokulacija

virusa

Poskusne skupine!

CF inokulacija F X3 X X X X X X X X
CM inokulacija MS X X X X X X X X X
CA inokulacija A X X X X

Ccv inokulacijaV X X X X

CFA inokulacija F inokulacija A X X X X

CMV inokulacija MS inokulacijaV X X X X
Trajanje

koinkubacije celic inokulacija 6h  12h 24h 48h
CEC-32, MSin

virusa*

CA*! inokulacija A x X X X
cv*! inokulacijaV = x X X X
CFA*! inokulacija F inokulacija A X X X X
CMV* inokulacija MS inokulacijaV  x X X X

! CF - kontrola okuzbe z M. synoviae, dodano Freyevo gojisée; CM - okuZba celic z M. synoviae;
CA - kontrola okuzbe z APMV-1 La Sota, dodana fizioloska rartopina; CV - okuzba celic z APMV-1 La
Sota; CFA - kontrola zaporedne okuzbe z M. synoviae in APMV-1 La Sota, dodano Freyevo gojisce in
fizioloska raztopina; CMV - zaporedna okuzba celic z M. synoviae in APMV-1 La Sota; CA* - CA s
¢asovnim zamikom 24h; CV* - CV s ¢asovnim zamikom 24h; CFA* - CFA s Casovnim zamikom 24h;
CMV* - CMV s ¢asovnim zamikom 24h.

Okuzba celic z M. synoviae (inokulacija MS), APMV-1 La Sota (inokulacija V) ali dodajanje kontrole —
Freyevo gojisée (inokulacija F), fizioloska raztopina (inokulacija A).

3V zor&enje celic za izolacijo RNA
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3.3.1 lzolacija RNA

Za izolacijo RNA iz celic smo uporabili PureLink™ RNA Mini Kit in pri delu sledili
priloZzenemu protokolu. Po koncani izolaciji smo izmerili Se koncentracijo RNA

(NanoVue, GE Healthcare) pri 260 nm in dolo¢ili ¢istost s pomocjo 260:280 nm razmerja.

3.3.2 Tretiranje z DNAzo |

Da izolirana RNA ne bi vsebovala kakr$ne koli genomske DNA, ki bi motila nadaljnje
delo, smo vzorce tretirali z DNAzo | (Fermentas, EN0521). Ta endonukleaza razgradi
enojne in dvojne vijacnice DNA s hidrolizo fosfodiesterskih vezi, kar vodi v nastanek
mono in oligo deoksiribonukleotidov s 5'-fosfatno in 3'-OH skupino. Encimska aktivnost je
strogo odvisna od Ca?* ionov, aktivirajo pa jo Mg** ali Mn?* ioni. Ob prisotnosti Mg**
DNAza I cepi vsako vija¢nico dsDNA neodvisno in nakljuéno. Ce pa so prisotni Mn?* ioni

cepi encim obe vija¢nici na priblizno istem mestu.

Koncentracija RNA v 10 ul reakciji je znasala 0,1 pg/ul, zato smo vse vzorce ustrezno
red¢ili z destiirano vodo. Dodali smo $e po 1 pul reakcijskega pufra z MgCl, in DNAZzo | in
reakcijsko zmes inkubirali v toplotnem stresalniku (Eppendorf, Thermomixer comfort) 30
minut na 37 °C. Nato smo dodali po 1 pl 50 mM EDTA in inkubirali $¢ 10 minut na 65 °C.

3.3.3 Obraten prepis RNA v cDNA

Obraten prepis (obratno transkripcijo) RNA smo opravili s pomo¢jo komercialnega
kompleta z visoko zmogljivo cDNA transkriptazo in RNA inhibitorjem (Applied
Biosystems, 4374967). Uporabili smo 0,1 pg/ul RNA in sledili navodilom proizvajalca.

Pridobljeno cDNA smo do analiz s kvantitativnim PCR v realnem ¢asu hranili na -70 °C.

3.3.4 Kvantitativni PCR v realnem ¢asu

Kvantitativni PCR v realnem ¢asu (QRT-PCR), je Siroko uporabljena metoda, ki temelji na
klasiénem PCR, kjer lahko spremljamo podvojevanje DNA, ko se le ta dejansko dogaja
(Valasek in Repa, 2005). Metoda je enostavna, zelo obcutljiva, natan¢na, z njo je mozno
zaznati Ze majhne spremembe v genskem izrazanju in s pravilno normalizacijo zagotavlja

zanesljive in hitre rezultate (Pfaffl, 2001).

24



Kodre S. Izrazanje genov za imunost v ... HD11 in CEC-32 ob ... okuZbi z ... M. synoviae in APMV-1.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2016

Pri gqRT-PCR spremljamo eksponentno podvajanje DNA s pomocjo fluorescentne
tehnologije, ki nam omogoca tudi kvantifikacijo pomnozenega produkta. Pri tem se
izkoris¢a dejstvo, da vecje kot je Stevilo kopij taréne nukleinske kisline, hitreje opazimo
povecanje fluorescentnega signala. Z upoStevanjem povecanja fluorescence glede na
Stevilo cikla programska oprema izrise krivulje podvojevanja, ki nam podajo celovito sliko
0 poteku PCR podvojevanja. Program poda tudi vrednosti Cq za vsak vzorec posebej, ki
povedo, kdaj intenziteta fluorescentnega signala barvil preseze nastavljeni prag. S Cq
vrednostjo nato po eni od dveh metod dolo¢imo raven izrazanja genov. Pri absolutni
kvantifikacijski metodi koli¢ino tar¢ne sekvence dolo¢imo s pomocjo stanardne krivulje, ki
smo jo naredili s serijo red¢itev standardnega vzorca z znano koncentracijo. Pri relativni
kvantifikaciji pa izrazanje v tarénem vzorcu primerjamo z izrazanjem v kontrolnem ali
kalibratorskem vzorcu in rezultat podamo kot razliko v izrazanju (FC - ang. fold change)
(Dusani¢ in sod., 2012).

Se ve¢ informacij o pomnoZenem produktu lahko pridobimo, & ga podvrzemo nara§ajoci
temperaturi in dolo¢imo kdaj se dvojna vijac¢nica produkta »tali«. Tocka taljenja je
unikatna lastnost, ki je oodvisna od dolzine produkta in njegove nukleotidne sestave.
Programska oprema izmerjene temperature predstavi s krivuljo taljenja (Valasek in Repa,
2005).

3.3.4.1 Casovno temperaturni profil qRT-PCR

Reakcijo qRT-PCR sestavljajo trije osnovni koraki. Prvi korak je denaturacija, kjer je
dvoverizna DNA podvrzZzena temperaturi od 94 °C do 98 °C, kar povzro€i, da se vija¢nica
odpre in lo¢i na dve enoverizni DNA matrici. V koraku naleganja, ki sledi, se temperatura
reakcije zniza na 45—65 °C, kar ustvari pogoje za naleganje zacetnih oligonukleotidov na
enoverizno DNA matrico. Pri zadnjem koraku, koraku podaljSevanja, je temperatura zopet
malo vi§ja, od 65 °C do 75 °C. DNA polimeraza v tem koraku sintetizira novo verigo s
pomocjo kratkih, sekvenc¢no specifi¢nih oligonukleotidov, ki jih dodajamo v reakcijo da
sluzijo kot zaCetniki za novonastalo dvoverizno DNA. Ta tristopenjski proces se obi¢ajno
ponavlja 40 ciklov, vendar pa se DNA podvaja le dokler se reaktanti ne porabijo in

aktivnost encima upade ter reakcija doseze »plato«. Podatki po tej fazi niso ve¢ uporabni
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za kvantifikacijo, zato koli¢ino nastalega produkta merimo le v eksponentni fazi in ne v

¢asu vseh 40 ciklov reakcije (Invitrogen, 2008; Valasek in Repa, 2005).

Pri analizah v sklopu nasih raziskav je denaturacija potekala 10 minut pri 95 °C,
temperaturo nadaljnjih dveh korakov pa smo prilagodili vsakemu preiskovanemu genu
posebej, glede na talilno temperaturo izbranih zacetnih oligonukleotidov, kar je razvidno iz
preglednice 5. Na koncu smo dodali Se korak za analizo disociacijske krivulje, ki je potekal
najprej 1 minuto pri 95 °C, nato 30 sekund pri talilni temperaturi specifi¢ni za vsak zacetni

oligonukleotid in nazadnje Se 30 sekund pri 95 °C.

3.3.4.2 Zaznavanje pomnozenih produktov

Uporabili smo reagent SYBR Green, ki je Siroko uporabljeno barvilo za gqRT-PCR. To
barvilo odda 1000 krat vecji fluorescentni signal, ko se veze na mali Zleb dvoverizne DNA,
kot takrat, ko je v raztopini (Pfaffl, 2001; Valasek in Repa, 2005). SYBR Green, kot tudi
ostala interkalirajo¢a barvila, ki so v uporabi (YOYO-1, TOTO-1, BEBO), se vezejo
neodvisno od nukleotidnega zaporedja in se zato uporabljajo za nespecifi¢no zaznavo
produktov (Valasek in Repa, 2005).

Za specifitno zaznavo to¢no dolocenih sekvenc, se uporabljajo sonde, ki se
komplementarno vezZejo s tarénim zaporedjem med oba zacetna oligonukleotida. Sonde so
sestavljene iz porocevalca (ang. reporter) in duSilca (ang. quencher), ki medsebojno
sodelujeta pri oddajanju signala. Ko sta oba dela sonde na zacetku po vezavi na taréno
zaporedje skupaj, dusilec absorbira signal porocevalca in tako fluorescentnega signala ni
mozno zaznati. Med sintezo verige DNA polimeraza s 5' nukleazno aktivnostjo razcepi
sondi, ki se med podaljSevanjem oddaljujeta druga od druge in ko se dovolj oddaljita, da
dusilec ni ve¢ zmozen absorbirati signala, lahko poroc¢evalski signal zaznamo in izmerimo

z detektorjem (Valasek in Repa, 2005).

Obe metodi sta primerljivo natanc¢ni, je pa metoda s sondami bolj specifi¢na, saj izmerimo
samo koli¢ino produkta sekven¢no specificnega podvojevanja. Vecjo specifi¢nost pri
uporabi interkalirajo¢ih barvil dosezemo z uporabo disociacijske krivulje in dolocitvijo
talilne temperature pomnozenega produkta (Valasek in Repa, 2005), ¢esar smo se posluzili

tudi mi.
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3.3.4.3 Izbor zacetnih oligonukleotidov

Dobro nacértovani zacetni oligonukleotidi so zelo pomemben parameter za uspesen PCR v
realnem cCasu. Pri naértovanju moramo upostevati, da naj bi bila dolzina pomnozenega
odseka dolga med 80 in 250 bp, saj se daljsi produkti ne podvojujejo tako u¢inkovito. Sami
oligonukleotidni zacetniki naj bi bili dolgi med 18 in 24 nukleotidov, specificni za tar¢no
sekvenco in ne bi smeli vsebovati notranjih sekundarnih struktur. Pomembno je tudi, da
ima par zacetnih oligonukleotidov podobno temperaturo taljenja, odstopanja so lahko

<5 °C (Invitrogen, 2008).

Uporabili smo oligonukleotidne zacetnike, ki so Ze bili naértovani za predhodne raziskave
(Bolha in sod., 2013). Specifi¢ni zacetni oligonukleotidi za taréne in referencne gene so
bili oblikovani z uporabo programske opreme IDT PrimerQuest ali pa so bili podatki o
sekvencah pridobljeni iz literature in nato sintetizirani pri IDT (Integrated DNA
Technologies). Specifi¢nost na¢rtovanih zaetnih oligonukleotidov in pomnozkov je bila

preverjena z analizo BLAST (Altschul in sod., 1990).
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Preglednica 5: Lastnosti za¢etnih oligonukleotidov uporabljenih pri qRT-PCR (Bolha in sod., 2013)

1 . L2 Vel. ] 6
Gen Sekvenca zadetnega oligonukleotida (bp)® Referenéna §t. T’ Program
7 , ,
IL-1p F: 5' ATGACCAAACTGCTGCGGAG 3 . ,
51 NM_204524.1 58 E_‘ :fg : A:30s,
R: 5 GTCGCTGTCAGCAAAGTCCC 3 ' PoUs.
7
IL-6 F: 5' CAGGACGAGATGTGCAAGAAG 3 ' . ,
421 NM_204628.1 56 E_‘ ;g’ K A:20s,
R: 5’ CCCTCACGGTCTTCTCCATA 3/ PoUs.
7 , .
IFN-y F:5' TGATGGCGTGAAGAAGGTG 3 _ _
150 NM_205149.1 55 E_’ :fg K A:30s,
R:5'GACTGGCTCCTTTTCCTTTTG 3’ :
s’ F: 5' AAGCACAATGGGTCTCCCTGTTCA 3 '
117 AJ009800.1 62  D:15s, A:1min.
R: 5 AGCTTGCCGTTCATGGTTAGGAGT 3 /
MIp-1g'  F:5'CCCTCATGCTGGTGTTGTGTTCAT 3’
119 AJ243034.1 62 D: 155, A: 1 min.
R: 5’ CATCCCTGGTGCATCAGTTCAGTT 3 '
TGF-p4.  F:5' TGGCGCTGTACAACCAACACAA 3
104 JQ423909.1 62  D:15s A:1min.
R: 5' CACATTCCGGCCCACGTAGTAAAT 3’
GAPDHY  F:5'ATGGCATCCAAGGAGTGAGC 3’ D 155 A 20
66 NM_204305.1 57 poge o
R: 5 AACAAAGGGTCCTGCTTCCC 3 ' s
YWHAZ?  F:5'TCCACCACGACAGACCA 3 '
358 NM_001031343.1 60  D:15s, A:1min.
R: 5 CCAGCCTTCCAACTTCC 3 '
RPLA® F: 5 TTATGCCATCTGTTCTGCC 3 '
235 NM_001007479.1 62  D:15s A:1min.
R: 5 GCGATTCCTCATCTTACCCT 3/
HPRTlg F: 5" ACTGGCTGCTTCTTGTG 3’
245 NM_204848.1 60  D:15s, A:1min.

R:5'GGTTGGGTTGTGCTGTT 3

YIL - Interlevkin; IFN - Interferon; MIP-1p (CCL4) - Makrofagni vnetni protein 1p; TGF-
B4 - Transformirajoci rastni faktor p4; GAPDH - Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza; YWHAZ - Tirozin
3-monooksigenaza; RPL4 - Ribosomski protein L4; HPRT1 - Hipoksantin gvanin fosforibozil transferaza 1

’F - smiselni oligonukleotidni zadetnik (ang. forward primer); R - protismiselni oligonukleotidni zagetnik
(ang. reverse primer)

*Velikost pomnozka

*Referen¢na Stevilka za dostopanje do sekvence v podatkovni bazi GenBank

T - Talilna temperatura za zaGetne oligonukleotide [°C]

SUporabljen program pri qRT-PCR. Uporabili smo dvo ali tro stopenjske programe (D -denaturacija pri
95°C; A - naleganje pri Ty, E - podaljsevanje pri 72°C)

"Taréni gen.

%Referenéni gen
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3.3.4.4 lzvedba qRT-PCR

Kvantitativni PCR v realnem c¢asu smo izvedli na inStrumentu Viia 7 (Applied
Biosystems). Deset mikrolitrske reakcije so vsebovale 3,5ul vode, po 0,25 ul
posameznega oligonukleotidnega zacdetnika, 5 pul reagenta SYBR Green (FastStart
Universal SYBR Green Master (Rox), Roche, 04913914001) in 1 pul ¢cDNA. Vzorce smo
na opti¢no plosco formata 384 nanaSali v duplikatih, vedno pa smo dodali Se 3 kontrole
brez cDNA (NTC — ang. no template control), kjer smo namesto 1 ul cDNA dodali 1 pul
vode. Plos¢ico smo po nanosu prelepili s folijo in jo centrifugirali 15 minut pri 2.000 rpm,

da smo se znebili morebitnih zra¢nih mehurckov.

Da bi zagotovili vecjo specificnost in preverili, ¢e je pri reakciji qRT-PCR prislo do
kontaminacije ali nastanka dimerov oligonukleotidnih zacetnikov, Smo po vsaki analizi
uporabili tudi analizo disociacijske krivulje (ang. melting-curve). Na talilno temperaturo
nukleinske kisline vpliva dolzina, vsebnost parov GC in prisotnost bazne neusklajenosti.
Razli¢ne produkte PCR obicajno lahko lo¢imo glede na temperaturo taljenja zato nam
uporaba krivulje taljenja olajSa delo, saj nam reakcijskih produktov ni potrebno vec

preverjati z gelsko elektroforezo (Invitrogen, 2008).

Za vsak tar¢ni in referen¢ni gen smo naredili standardno krivuljo. 1z 60 pl celokupne
c¢DNA smo naredili red¢itveno vrsto, in sicer smo red¢ili v razmerju 1:2, 1:10, 1:50, 1:100,
1:500, 1:1000 in 1:10000. Za izris standardnih krivulj smo uporabili logaritemske
vrednosti relativnih koncentracij v red¢itveni vrsti, ki smo jih nanesli na abcisno os in
pripadajoc¢e Cq vrednosti, ki smo jih nanesli na ordinatno os (Invitrogen, 2008). VVrednost
Cq racunalniski program izracuna glede na nastavljeno linijo praga (ang. treshold), ki smo
jo pri vseh genih nastavili na 0,3, zaradi lazjega primerjanja rezultatov. Z naklonom
krivulje smo dolo¢ili u¢inkovitost podvojevanja (E - ang. efficiency), ki je 100 % pri
naklonu -3,32. PresecisCe z y osjo odraza teoreticno mejo zaznave. Prileganje krivulje pa
nam opiSeta koeficient korelacije (r) in koeficient determinacije (R?), ki predstavljata mero

prileganja idealni oz. linearni premici.

3.3.4.5 Obdelava podatkov

Podatke, ki smo jih pridobili s programsko opremo Viia 7 smo obdelali v programu
Microsoft Exel.
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Za vsak gen, ki smo ga preiskovali, smo opravili zacetno analizo Cq vrednosti, ki nam jih
je podal program Viia 7 in izlo¢ili podatke, kjer je bil standardni odklon prevelik in kjer
smo pri disociacijski krivulji opazili odstopanja zaradi kontaminacije naSega produkta oz.
nastanka dimerov zacetnih oligonukleotidov. Nato smo pri vsakem vzorcu izracunali
geometrijsko povpre¢je dveh tehni¢nih ponovitev, ki smo ga uporabili za izracun ACq.
Vrednost ACq predstavlja razliko med Cq vrednostjo pri vzor¢ni (npr. poskusna skupina
CM) in kontrolni skupini (npr. poskusna skupina CF). Na enak nacin smo izracunali
referen¢no ACQ vrednost, le da smo uporabili geometrijsko povpreéje Cq vrednosti vseh
referen¢nih genov skupaj (GAPDH, YWHAZ, RPL4 in HPRT1) za vsak vzorec posebej ali
t.i. endogeno referenco (Pfaffl, 2001).

ACqtarena = Cqrontrota — Cquzorec --[3]
Uc¢inkovitost podvojevanja (E) smo izracunali po spodnji enacbi (Rasmussen, 2001).

E = 10(—1+naklon std.krivulje) [4]

S pomocjo E za taréne in referenéne gene smo nato izracunali razmerje relativne stopnje
izrazenosti gena (R — ang. relative expression ratio ali relative fold change ratio) po
postopku, ki ga je opisal Pfaffl (2001).

_ (Etaré.)Atharé'
- ACq
(Eref.) ref.

.[5]

IzraGunane vrednosti relativnih stopenj izrazenosti genov, ki smo jih predstavili v
odvisnosti od ¢asa smo zaradi boljse preglednosti logaritmirali z osnovo 2, zaradi Cesar
lazje razlocimo ali je bilo izraZanje gena po okuzbi poviSano ali zniZano glede na kontrolne
skupine saj vrednosti nad abscisno osjo pomenijo vi§je, pod njo pa nizje vrednosti od

kontrole.

Statisti¢no primerjavo med vzorci razli¢nih poskusnih in kontrolnih skupin smo naredili s
Studentovim t-testom, kjer je bila p-vrednost manjsa od 0,05 upostevana kot statisti¢no

znacilna.
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4 REZULTATI

4.1 STANDARDNE KRIVULIJE

Standardne krivulje smo izdelali po postopku, ki je opisan v tocki 3.3.4.4. Z uporabo
naklona krivulje smo izraCunali u¢inkovitost podvojevanja, ki smo ga uporabili za izracun
relativne stopnje izrazenosti genov. Z dobljenim koeficientom korelacije smo izvedeli ali
nasi podatki ustrezajo linearni premici in z determinacijskim koeficientom ugotovili koliko

variance smo pojasnili z njo. V preglednici 6 so predstavljeni podatki, ki smo jih pridobili.

Preglednica 6: Znadilnosti standardnih krivulj tarénih in referen¢nih genov

Gen Naklon standardne E? E [%]° (RY»* (n®
krivulje

IL-18 - 3.5837 1.90 90 0.9925 - 0.9963
IL-6 - 3.6178 1.89 89 0.9888 -0.9944
IFN-y -3,5569 191 91 0,9791 -0,9895
IL-8 - 3.5489 1.91 91 0.9961 - 0.9980
MIP-18 (CCL4) - 3.1803 2.06 106 0.9905 - 0.9952
TGF-p4 - 3.3263 2.00 100 0.9941 - 0.9970
GAPDH -3.5134 1.93 93 0.9978 - 0.9989
YWHAZ - 3.4830 1.94 94 0.9957 -0.9978
RPL4 - 3.2546 2.03 103 0.9950 - 0.9975
HPRT1 - 3.3906 197 97 0.9891 - 0.9945
Endogena referenca® - 3.4395 1.95 95 0.9867 - 0.9933

! Endogena referenca predstavlja geometrijsko povpregje izbranih vrednosti referenénih genov GAPDH,
YWHAZ, RPL4 in HPRT1

2 Utinkovitost PCR podvojevanja

¥ Ucinkovitost PCR podvojevanja izrazena v %

* Koeficient determinacije

> Pearsonov korelacijski koeficient. Negativen predznak predstavlja orientacijo krivulje

Naklon standardnih krivulj se je gibal med -3,62 in -3,25, kar pomeni, da je bila
ucinkovitost podvojevanja med 89 in 103 odstotki. Korelacijski koeficienti so povsod
znasali ve¢ kot 0,979, kar pomeni, da so se naSi podatki dobro prilegali. Pri vseh

preiskovanih genih in endogeni referenci smo pojasnili ve¢ kot 98 odstotkov variance.
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4.2 1ZRAZANJE GENOV

Pri vsakem od analiziranih genov smo spremljali njegovo izrazanje v primeru okuzbe z
M. synoviae, z APMV-1 ter z obema hkrati, pri ¢emer smo obravnavali dve moznosti:
okuzba APMV-1 se je zacela 6 ali pa 24 ur po zaCetku okuzbe z M. synoviae. Izrazanje
genov smo opazovali v dveh tipih celic, v CEC-32 in HD11, razen pri IL-6, kjer smo
podatke pridobili samo za celice CEC-32 in pri TGF-44, kjer smo jih pridobili samo za
HDL11, ker nam kljub uporabi razli¢nih oligonukleotidnih zacetnikov ni uspelo doseci

ucinkovitega pomnozevanja. Rezultati, ki so prikazani predstavljajo povprecje 2 poskusov.

Pri vseh genih smo rezultate na koncu logaritmirali z osnovo 2, zaradi ¢esar lazje vidimo
ali je bilo izraZanje gena po okuzbi poviSano ali znizano glede na kontrolne skupine, kjer
smo spremljali isti gen v neokuzenih celicah. Tako vrednosti nad abscisno osjo pomenijo
vi§je, pod njo pa nizje vrednosti od izrazanja istega gena v netretiranem kontrolnem
vzorcu. Kontrole na grafih niso predstavljene, so bile pa vse vrednosti relativnih stopenj
izrazenosti genov posameznih poskusnih skupin izracunane glede na kontrolne, kar
pomeni, da so vse vrednosti relativnih stopenj izrazenosti genov znotraj kontrolnih skupin
vedno znasale 1. Ko to logaritmiramo z osnovo 2, vrednosti kontrolnih skupin znasajo 0.
Za razumevanje te ponazoritve, je na sliki 3 predstavljena primerjava nelogaritmiranih

vrednosti FC (a in b) in logaritmiranih z osnovo 2 (c in d).

Statisticno znacilnost smo izraCunali glede na netretirano kontrolo pri vseh preuc¢evanih
skupinah (p vrednosti <0,05 so na slikah oznafene z *), glede na samostojno okuzbo z
M. synoviae pri zaporednih okuzbah z APMV-1 (p vrednosti <0,05 so na slikah oznacene z
+) in glede na samostojno okuzbo z APMV-1 prav tako pri zaporednih okuzbah z APMV-1

(p vrednosti na slikah niso predstavljene, saj so povsod znaSale <0,05).

421 1IL-6

Na sliki 3c, kjer je predstavljen vpliv zaporedne okuzbe celic CEC-32 z M. synoviae in

APMV-1 po 6ih urah, lahko opazimo naras¢anje izrazanja IL-6 po okuzbi z M. synoviae v

prvih 18ih urah, ¢emur sledi precejsnji padec 30 do 54 ur po okuzbi. Izrazanje je bilo v

vseh Casovnih toCkah statisticno znacilno glede na netretirano kontrolo (p<0,05). Pri

zaporedni okuzbi opazimo trend narasc¢anja vpliva na gensko izrazanje do 30 ur po zacetku

inkubacije, nato vpliva skoraj ni. V primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae je
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zaporedna okuzba zavrla izrazanje v zacetni fazi, po 30ih urah povzrocila ve¢je izrazanje,
po 54 urah pa je bil u¢inek enak. Samostojna okuzba z APMV-1 skoraj ni imela vpliva na

gensko izrazanje, glede na kontrolo ga je povecala manj kot za enkrat.

Pri 24 urnem zamiku (slika 3d) se izrazanje IL-6 pri okuzbi z M. synoviae zmanjSuje s
¢asom inkubacije. Uc¢inek zaporedne okuzbe je po 30ih urah od zacetka inkubacije vecji
kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae, nato pa se izrazanje zmanj$uje in med obema
okuzbama skoraj ni razlik. Gensko izrazanje po okuzbi z APMV-1 naras¢a do 48 ur po

zaCetku inkubacije, kjer je glede na kontrolo 2 krat veéje (p<0,01), nato izrazanje pade.

Zaporedna okuzba s 6 urnim zamikom vpliva na naras¢anje genskega izrazanja s ¢asom do
24 ur po dodatku cepiva, kjer tudi povzro¢i moénejSe izrazanje gena IL-6, kot samostojna
okuzba z M. synoviae. Pri zaporedni okuzbi s 24 urnim zamikom je trend obraten.
Izrazanje s Casom pada in je v zacetni fazi vecje kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae,

po 24ih urah od dodatka cepiva pa je manjse.

IL-6 CEC-32 IL-6 CEC-32
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Slika 3: Izrazanje gena IL-6 in primerjava prikaza nelogaritmiranih vrednosti FC in logaritmiranih vrednosti
FC na osnovo 2. Nelogaritmirane vrednosti FC za izrazanje IL-6 po 6 (a) in 24 urnem zamiku (b) okuzbe z
APMV-1 v celicah CEC-32 okuZenih z M. synoviae in vrednosti FC logaritmirane z osnovo 2 za izrazanje
IL-6 po 6 (c) in 24 urnem zamiku (d) okuzbe z APMV-1 v celicah HD11 okuzenih z M. synoviae. Stolpci
kazejo povpreéne vrednosti in standardno napako iz dveh locenih poskusov. Statistiéno znacilne vrednosti
glede na netretirano kontrolo s p<0,05 so oznaene z *. Statisti¢no znacilne vrednosti glede na samostojno
okuzbo z M. synoviae, kjer so vrednosti p<0,05 so oznacene s +.
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422 IL-18

Pri CEC-32 (Slika 4a), vpliva samostojne okuzbe z APMV-1 na izrazanje gena za IL-1f
skoraj ni zaznati. Po samostojni okuzbi z M. synoviae izrazanje IL-1f naras¢a do 30 ur po
zacetku inkubacije, kjer je povecano za 6 krat v primerjavi s kontrolo. U¢inek zaporedne
okuzbe sledi gibanju uéinka samostojne okuzbe z M. synoviae, vendar je ta manj$i in ni
statisticno znacilen glede na samostojno okuzbo z M. synoviae. Pri 24 urnem zamiku (Slika
4b) izstopa vpliv zaporedne okuzbe pri 30ih urah po zacetku inkubacije, kjer je izrazanje
gena povecano za 6 krat v primerjavi s kontrolo. Ta nato pada in je od 48 ur naprej manjsi

od vpliva samostojne okuzbe z M. synoviae, vendar ni statisti¢no znacilen.

Pri 6 urnem zamiku okuzbe celic HD11 (Slika 4c¢) je vpliv zaporedne okuzbe manjsi kot
vpliv samostojne okuzbe z M. synoviae, predvsem med 18. in 30. urami po zacetku
inkubacije, kjer je ta razlika tudi statisticno znacilna (p<0,001). Pri 24 urnem zamiku
okuzbe (Slika 4d) ima zaporedna okuzba malo manjsi vpliv kot samostojna okuzba z M.
synoviae. Razlika je statisticno znacilna pri 30, 48 in 72 urah po zacetku inkubacije
(p<0,001). Samostojna okuzba z APMV-1 zavre gensko izrazanje, do povecanja pride le na

koncu, pri 72ih urah.

Pri celicah HD11 se IL-1f po samostojni okuzbi z M. synoviae ali po zaporedni okuZzbi
izraza bolj konstantno, kot pri celicah CEC-32. Vpliv zaporedne okuzbe pri obeh tipih
celic povzro¢i manjSe izraZzanje IL-/f kot pri samostojni okuzbi, izpostavimo lahko le 5
krat vecje izrazanje pri zaporedni okuzbi s 24 urnim zamikom pri celicah CEC-32, v
primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae, vendar pa razlika med njima ni bila

statisticno znacilna (p = 0,09), velika je tudi standardna napaka (+ 1,01).
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Slika 4: Izrazanje gena IL-1§ v celicah CEC-32 in HD11 po okuzbi z APMV-1 in M. synoviae. Izrazanje IL-
1B po 6 (a) in 24 urnem zamiku (b) okuzbe z APMV-1 v celicah CEC-32 okuzenih z M. synoviae in izrazanje
IL-1f po 6 (c) in 24 urnem zamiku (d) okuzbe z APMV-1 v celicah HD11 okuzenih z M. synoviae.
Statisti¢no znacilne vrednosti glede na netretirano kontrolo s p<0,05 so oznaCene z *. Stolpci kazejo
povprecne vrednosti in standardno napako iz dveh lo¢enih poskusov. Statisti¢no znacilne vrednosti glede na
samostojno okuzbo z M. synoviae, kjer so vrednosti p<0,05 so oznacene s +.

4.2.3 1FN-y

Pri celicah CEC-32 (Slika 5a) se izrazanje gena IFN-y po samostojni okuzbi z M. synoviae
poveca med 12 in 18 ur po zacetku inkubacije, razvidno je 3 kratno pove€anje glede na
kontrolo, nato pada in je po 54ih urah povecéano le e 0,5 krat glede na kontrolo. Zaporedna
okuzba nekako sledi trendu izrazanja gena po samostojni okuzbi z M. synoviae in je
vseskozi manjse, vecje je le pri 54ih urah. APMV-1 na zacetku zavre izrazanje INF-y, nato
ga povecuje do 30 ur po zacetku inkubacije, kjer doseze vrh in je izrazanje glede na
kontrolo povecano za 1 krat, nakar spet pade. Okuzba z M. synoviae (Slika 5b) najbolj
poveca izrazanje IFN-y po 36ih urah od zacetka inkubacije, kjer je glede na kontrolo
1zrazanje povecano za 3 krat, nato se vpliv s Casom trajanja inkubacije zmanjSuje. Kot pri 6
urnem zamiku tudi tu izraZanje gena po zaporedni okuzbi sledi trendu izrazanju po
samostojni okuzbi z M. synoviae. Vpliv je po 30ih urah od zacetka inkubacije vecji v
primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae, potem pa zaporedna okuzba zavre

izrazanje. Razlika je statisti¢no znacilna po 361ih urah od zacdetka inkubacije (p = 0,003).
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APMV-1 na zacetku zavre izraZanje, potem pa ga poveca, vendar za manj kot 0,5 krat

glede na kontrolo.

Okuzba celic HD11 z M. synoviae (Slika 5c) skoraj nima vpliva, razen 18 ur po zacetku
inkubacije, kjer je izrazanje IFN-y poviSano za 2,5 krat glede na kontrolo. Zaporedna
okuzba s 6 urnim zamikom zavre izrazanje |IFN-y. Vse razlike so bile statisticno znacilne,
vrednosti p so bile za vse manjSe od 0,01. APMV-1 v zacetku poveca izraZanje za 1 krat
glede na kontrolo, nato ga zavre, na koncu pa skoraj nima ve¢ vpliva. Iz slike 5d lahko
razberemo, da ima samostojna okuzba z M. synoviae malo vpliva na gensko izrazanje, vsaj
na zacetku, ko poveca izrazanje IFN-y za manj kot 0,7 krat. Po 72 urah pa je vpliv malo
vedji, izrazanje je nizje za skoraj dvakrat glede na kontrolo. Zaporedna okuzba s 24 urnim
zamikom na zacetku zavre izrazanje IFN-y, nato sledi izrazito povecanje, poveca se za 4
krat glede na kontrolo in nato je izrazanje spet zvrto, najbolj po 72 urah. Samostojna
okuzba z APMV-1 ima majhen pozitiven ucinek na gensko izrazanje, ki je povecano za

manj kot enkrat.

Ce primerjamo izrazanje INF-y v obeh tipih celic, ugotovimo, da zaporedna okuZba v
celicah CEC-32 spodbudi izraZanje, medtem ko ga v celicah HD11 zavre, z izjemo pri 24
urnem zamiku 12 ur po dodatku virusa (36 ur na ¢asovnici), kjer je izrazanje za 3,5 krat
vecje, kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae. Najvecji pozitiven 0z. najmanjsi negativen
ucinek na izrazanje |FN-y pri obeh tipih celic in obeh ¢asovnih zamikih zaporedne okuzbe,

opazimo po 12ih urah od dodatka virusa (18 oz. 36 ur na ¢asovnici).
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Slika 5: Izrazanje gena IFN-y v celicah CEC-32 in HD11 po okuzbi z APMV-1 in M. synoviae. lzrazanje
gena IFN-y po 6 (a) in 24 urnem zamiku (b) okuzbe z APMV-1 v celicah CEC-32 okuzenih z M. synoviae in
izrazanje IFN-y po 6 (¢) in 24 urnem zamiku (d) okuzbe z APMV-1 v celicah HD11 okuZenih z M. synoviae.
Statisti¢no znacilne vrednosti glede na netretirano kontrolo s p<0,05 so oznaCene z *. Stolpci kazejo
povprecne vrednosti in standardno napako iz dveh lo¢enih poskusov za celice CEC-32 in iz enega poskusa za
celice HD11. Statistino znacilne vrednosti glede na samostojno okuzbo z M. synoviae, kjer so vrednosti
p<0,05, so oznacene s +.

424 MIP-1p

Pri CEC-32 (Slika 6a) izrazanje genov za MIP-1B pod vplivom samostojne okuzbe z
M. synoviae pocasi naras¢a do 18 ur po zacetku inkubacije, kjer je povecano za 6 krat, po
54ih urah pa pride do padca in je izrazanje povecano le $e za enkrat. Pri zaporedni okuzbi
opazimo podoben trend, le da je vrh pri 30ih urah po zacetku okuzbe in padec pri 54ih urah
ni tako velik, izrazanje je v primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae tu vecje za
dvakrat (p = 0,02). Okuzba z APMV-1 ni imela velikega vpliva na izrazanje. Pri sliki 6b,
izrazanje po okuzbi z M. synoviae naraséa do 36 ur od zacetka inkubacije, kjer je glede na
kontrolo pove€ano za 4,5 krat, s Casom pa nato pade. Zaporedna okuzba s 24 urnim
zamikom poveca izrazanje. Najvecje je takoj, 6 ur po dodatku APMV-1 (30 ur na
casovnici), kjer je izrazanje povecano v primerjavi s kontrolo za 5 krat. Izrazanje nato pada
in je v zadnjih dveh tockah vecje kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae. Razlika je

statistiéno znacilna po 72ih urah od zacetka inkubacije, kjer je p vrednost znasala <0,001.
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APMV-1 ima najvecji vpliv po 48ih urah od zacetka inkubacije, kjer je izrazanje glede na

kontrolo povecano za 2 krat.

Okuzba celic HD11 (Slika 6¢) z M. synoviae privede v prvih 18ih urah od zacetka
inkubacije do precej konstantnega genskega izrazanja, po 30ih urah naraste in je v
primerjavi s kontrolo vec¢je za 7 krat, od takrat naprej nima ve¢ vpliva. Zaporedna okuzba s
6 urnim zamikom v prvih 18ih urah inkubacije povzroé¢i vecje izrazanje MIP-14, kot
samostojna okuzba z M. synoviae, po 30ih urah je za 4 krat manj$e in nato po 54ih urah
spet malenkost vecje. Vse razlike so bile statisti¢no znacilne. Okuzba z APMV-1 povzroci
postopno nara$¢anje izrazanja in ga po 54ih urah poveca celo za 3,5 krat glede na kontrolo.
Okuzba z M. synoviae izrazanje najbolj spodbudi 30 ur po zacetku inkubacije (Slika 6d),
kjer je to v primerjavi s kontrolo povecano za 7 krat, nato pozitiven ucinek s ¢asom pada in
po 72 urah celo zavre gensko izrazanje. Zaporedna okuzba s 24 urnim zamikom ima po
30ih urah od zacetka inkubacije malo manjsi ucinek kot samostojna okuzba z M. synoviae
(p = 0,05), vpliv se nato znizuje, vendar je povsod ve¢ji kot vpliv samostojne okuzbe z
M. synoviae. Razliki sta bili statisti¢no znacilni pri 48ih in 72ih urah od zacetka inkubacije.
Okuzba z APMV-1 je konstantno spodbujala gensko izraZanje, ki je bilo v primerjavi s
kontrolo pove¢ano za priblizno enkrat, po 72ih urah pa je naraslo in je bilo povec¢ano

priblizno za dvakrat.

Podobnost v izraznju po zaporedni okuzbi, lahko opazimo, ¢e primerjamo 24 urni zamik
pri obeh tipih celic, kjer je trend enak, padanje izraZzanja s ¢asom, vendar je pri celicah
HDI11 gensko izrazanje vecje. V primerjavi s samostojno okuzbo pa je vpliv pri obeh,

skupno gledano, ve¢ji.
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Slika 6: Izrazanje gena MIP-14 v celicah CEC-32 in HD11 po okuzbi z APMV-1 in M. synoviae. Izrazanje
gena MIP-1 po 6 (a) in 24 urnem zamiku (b) okuzbe z APMV-1 v celicah CEC-32 okuZenih z M. synoviae
in izrazanje MIP-14 po 6 (c) in 24 urnem zamiku (d) okuzbe z APMV-1 v celicah HD11 okuzenih z M.
synoviae. Statistiéno znacilne vrednosti glede na netretirano kontrolo s p<0,05 so oznacene z *. Stolpci
kazejo povpreéne vrednosti in standardno napako iz enega poskusa. Statisticno znaéilne vrednosti glede na
samostojno okuzbo z M. synoviae, kjer so vrednosti p<0,05, so oznacene s +.

425 1IL-8

Pri okuzbi celi¢ne linije CEC-32 z M. synoviae po 6ih urah (slika 7a) je najve¢ji vpliv na
izrazanje gena IL-8 opaziti pri 12ih urah (1,1 krat ve¢ji), nato se s Casom inkubacije
zmanj$uje, znizanje izrazanja pri 54 urah ni statisti¢no znacilno glede na kontrolo (p = 0,9).
Okuzba z APMV-1 na zacetku in koncu povzro¢i zmanjSanje izrazanja, medtem ko v
vmesni fazi, pri 12ih in 54ih urah vpliva pozitivno. Socasna okuzba po 12 urah skupne
inkubacije vpliva na zmanjSanje izraZanja, ki pa ni statisti¢no znacilno glede na kontrolo
(p = 0,5). Najvecji vpliv je po 18ih in 54ih urah (1,8 kratno povecanje), kjer je vpliv veéji
kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae. Pri vmesnem padcu po 30 urah razlik v primerjavi
s samostojno okuzbo z M. synoviae in APMV-1 skoraj ni. Na sliki 6b po okuzbi z
M. synoviae opazimo narascanje izrazanja s ¢asom inkubacije, ki ga pri 72ih urah poveca
za skoraj enkrat v primerjavi s kontrolo. Vpliv zaporedne okuzbe pri 24 urnem zamiku
povzro€i vecje izrazanje kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae in je najvecje pri 72ih
urah (vrednost p glede na samostojno okuzbo je znasala 0,03). Izjema je zavrto izrazanje

po 36ih urah od zacetka inkubacije, ki pa ni statisticno znacilno glede na kontrolo. Prav
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tako ni znacilna razlika s samostojno okuzbo z M. synoviae (p = 0,5). Velika je tudi

standardna napaka (+0,21). Okuzba z APMV-1 nima vpliva na izraZanje.

Pri HD11 (Slika 7, a in b) opazimo, da ima samostojna okuzba z APMV-1 edina pozitiven
ucinek na izrazanje IL-8 za razliko od samostojne okuzbe z M. synoviae in zaporedne
okuzbe po 6ih in 24ih urah, ki to izrazanje zavirata . Izjema je le pozitiven ucinek
samostojne okuzbe z M. synoviae po 12ih in 18ih urah inkubacije ter pozitiven u¢inek
zaporedne okuzbe s 6 urnim zamikom po skupno 12ih urah ki je tudi veéji od vpliva
samostojne okuzbe z M. synoviae (p = 0,06), kar je prikazano na sliki 7c. Pri 18ih urah
(Slika 7c) je zaviralen ucinek zaporedne okuzbe z APMV-1 s 6 urnim zamikom po 6ih
urah statisticno znacilen tako glede na kontrolo (p<0,001), kot glede na samostojno okuzbo
z M. synoviae (p<0,001). Taka okuzba najve¢ji ucinek razvije po 30ih urah, oz. 24 ur po
dodatku APMV-1, Ko je izrazanje zmanj$ano za 4 krat). Tudi pri 24 urnem zamiku okuzbe
z APMV-1 (Slika 7d) je najvecji vpliv zaznati 24 ur po dodatku, izrazanje je zmanj$ano za
4 krat v primerjavi s kontrolo. Ta je statisticno znacilen glede na netretirano kontrolo
(p<0,01) in glede na samostojno okuzbo z M. synoviae (p<0,01). Zaporedna okuzba s 6 ali
24 ur zamika, zmanjsa izrazanje IL-8 in ima bolj negativen u¢inek kot samostojna okuzba z

M. synoviae.

Zaporedna okuzba z APMV-1 celic CEC-32 okuzenih z M. synoviae povzro¢i pozitivno
izrazanje IL-8, medtem ko ga pri celicah HD11 zavre. Ucinek zaporedne okuzbe na
izrazanje, pozitiven ali negativen, je pri obeh tipih celic ve¢ji ali enak kot ucinek
samostojne okuzbe z M. synoviae, razen ko izraZanje po zaporeni okuZzbi ni statisticno
znacilno glede na kontrolo. Samostojna okuzba z APMV-1 stimulira izrazanje gena za IL-8

v celicah HD11.
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Slika 7: Izrazanje gena IL-8 v celicah CEC-32 in HD11 po okuzbi z APMV-1 in M. synoviae. IzraZanje gena
IL-8 po 6 (a) in 24 urnem zamiku (b) okuzbe z APMV-1 v celicah CEC-32 okuZenih z M. synoviae in
izrazanje IL-8 po 6 (c¢) in 24 urnem zamiku (d) okuzbe z APMV-1 v celicah HD11 okuzenih z M. synoviae.
Statisti€no znacilne vrednosti glede na netretirano kontrolo s p<0,05 so oznacene z *. Stolpci kazejo
povpreéne vrednosti in standardno napako iz dveh lo¢enih poskusov za celice HD11 in iz enega poskusa za
celice CEC-32. Satisti¢no znacilne vrednosti glede na samostojno okuzbo z M. synoviae, kjer so vrednosti
p<0,05 so oznacene s +.

4.2.6 TGF-p4

Pri celicah HD11 (Slika 8a) okuzba z M. synoviae zavre gensko izrazanje, z izjemo 0,5
kratnega poviSanja po 18ih urah inkubacije. Zaporedna okuzba s 6 urnim zamikom
izrazanje zavre v Se vecji meri kot samostojna okuzba z M. synoviae. Ta ucinek je najvecji
po 18ih urah od zacetka inkubacije, kjer je izraZanje zmanjSano za priblizno petkrat v
primerjavi s kontrolo in Stirikrat v primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae
(p<0,001). APMV-1 ima zelo majhen vpliv na izrazanje, najvecji vpliv je v konéni fazi, ko
ga pri 30ih urah zmanjSa za 0,4 krat, pri 72ih urah pa poveca za enako vrednost. Pri
preucevanju vpliva zaporedne okuzbe s 24 urnim zamikom (Slika 8b) povecanje izrazanja
povzroci samo samostojna okuzba z APMV-1, z vrhom pri 48ih urah, medtem ko ga ostali
dve okuzbi zmanj$ata. Okuzba z M. synoviae povzro¢i najve¢je zmanjSanje izrazanja po
36ih urah inkubacije, kjer je izrazanje v primerjavi s kontrolo manjse za 4 krat, nato se
ucinek s ¢asom zmanjSuje. Zaporedna okuzba s 24 urnim zamikom najmanjSe izraZanje

povzroci po 48ih urah od zacetka inkubacije, kjer je izrazanje 5,5 krat manjSe kot pri
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kontroli. Izrazanje je v primerjavi s samostojno okuzbo v tej tocki tudi statisticno znacilno

(p<0,001). Vpliv zaporedne okuzbe je bil v primerjavi s samostojno okuzbo povsod vecji.

Zaporedna okuzba z APMV-1 celic HD11 okuZenih z M. synoviae povzro¢i zmanjsanje
izrazanja TGF-f4 glede na kontrolo. Njen ucinek je vecji kot pri samostojni okuzbi.

Samostojna okuzba z APMV-1 stimulativno vpliva na gensko izrazanje TGF-44.
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Slika 8: Izrazanje gena TGF-f4 v celicah CEC-32 in HD11 po okuzbi z APMV-1 in M. synoviae. Izrazanje
gena TGF-$4 po 6 (a) in 24 urnem zamiku (b) okuzbe z APMV-1 v celicah CEC-32 okuZenih z M. synoviae
in izrazanje TGF-$4 po 6 (c) in 24 urnem zamiku (d) okuzbe z APMV-1 v celicah HD11 okuzenih z M.
synoviae. Statistiéno znacilne vrednosti glede na netretirano kontrolo s p<0,05 so oznacene z *. Stolpci
kazejo povpre¢ne vrednosti in standardno napako iz dveh lo¢enih poskusov. Satistiéno znaéilne vrednostis
glede na samostojno okuzbo z M. synoviae, kjer so vrednosti p<0,05 so oznacene s +.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Intenzivna reja perutnine, zaradi socasne prisotnosti razli¢nih virusov, mikoplazem in
drugih bakterij, imunosupresivnih dejavnikov ter neugodnih okoljskih razmer, ustvarja
pogoje za nastanek zapletenih interakcij med mikrobnimi in gostiteljevimi celicami.
Socasne okuzbe so v takih pogojih veliko bolj obicajne kot enostavne okuzbe, kjer nastopa
samo posamezen patogeni mikroorganizem (Kleven, 2008c). Zagotavljanje dobre bioloske
varnosti na obratih pogosto ni dovolj za preprecevanje Sirjenja razlicnih okuzb, zato je
potrebno uvajati ostrej$e preventivne ukrepe, kjer je pomembno cepljenje. S tem pa lahko
ustvarimo situacijo, ko je v zivalih Ze prisoten nek patogen mikroorganizem, z vakcinacijo
pa zival izpostavimo Se drugemu patogenu, ¢eprav je le ta inaktiviran. Posledica je lahko
spremenjen potek bolezni, ki jo povzroca mikroorganizem pa tudi spremenjen potek

mehanizmov imunskega odziva, ki jih induciramo s cepivom (Saif, 2008).

V skupino pti¢jih patogenih mikroorganiizmov, ki so lahko so¢asno prisotni pri kokosih,
spadata tudi Mycoplasma synoviae in pti¢ji paramiksovirus tipa 1 (APMV-1). Ker se
M. synoviae prenasa tudi vertikalno preko valilnih jajc (Kleven, 2008a), je mozno, da so z
njo okuZeni Ze piScanci, ki jih preventivno cepimo proti atipi¢ni kokos§ji kugi. Sinergisti¢ni
ucinki in pojav resnejsih klini¢nih znakov so Ze bili dokazani (Kleven in sod., 1972; King
in sod., 1973; Vardaman in sod., 1973; Springer in sod., 1974; Villegas in sod., 1976;
Hopkins in Yoder, 1982), ni pa veliko znanega, kako v takih primerih poteka imunski
odziv. Pri proucevanju tako kompleksnih mehanizmov se ponavadi vsaj v prvih korakih

posluZujemo primarnih ali trajnih celi¢nih kultur, ki izvirajo iz proucevane Zivalske vrste.

APMV-1 pri perutnini povzro€a atipicno koko§jo kugo, ki je Ze vrsto let pere¢ problem
rejcev, saj povzroca veliko ekonomsko skodo zaradi visoke smrtnosti, manjSega prirasta,
slabSe konverzije krme, slabSe nesnosti in slabse valilnosti (Alexander, 2009; Gallili in
Ben-Nathan, 1998). Klini¢ni znaki okuZenih zivalih so zelo razli¢ni in so odvisni od
virulentnosti seva, na podlagi Cesar jih delimo na zelo virulentne velogene seve, manj
virulentne mezogene in najmanj virulentne lentogene seve, ki se ponavadi uporabljajo za

izdelavo cepiv (de Leeuw in sod., 2005).
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Tudi gensko izrazanje imunskih celic je zelo odvisno od virulentnosti seva in seveda, od
proucevanega tipa celic. Ugotovljeno je bilo, da velogeni sev APMV-1 CAO02 po 6ih urah
inkubacije v levkocitih vranice mo¢no poveca izrazanje genov za IFN-a, IFN-y, IL-6 in
IL-1B, medtem ko pri lentogenemu sevu LaSota ni bilo opaZenega odziva (Kapczynski in
sod., 2013). Munir in sod. (2005) so porocali, da velogeni nevrotropni sev Texas GB v
kokosjih embrionalnih fibroblastih zavre interferonski odziv v zacetnih fazah okuzbe. Pri
zarodkih pa je lentogeni sev APMV-1 LaSota znacilno povisal izrazanje genov za IFN-y,
IL-6 in IL-16 v vranici ter genov za IFN-vy, IL-1p, IL-2, IL-16, IL-21, XCL1 in MIP-1B v
timusu (Bolha in sod., 2013).

V in vivo poskusu, kjer so SPF kokosi (specific pathogene free) okuzili z viscetropnim
velogenim sevom APMV-1 CAQ02, se je pri izolaciji iz vranice pokazalo povisano izrazanje
genov IL-6, MIP-3a in prekurzorja IFN-y po 24ih urah od okuzbe. Drugi dan se je
izrazanje teh genov Se povecalo, povecalo pa se je tudi izrazanje iNOS in genov za vnetne
citokine IL-B, IL-18, IL-8 in IFN-y. V istem poskusu so primerjali tudi in vitro izrazanje
genov po okuzbi s sevom CAOQ2 in LaSota. Pri okuzbi z LaSoto je bilo izraZzanje IFN-a,
IFN-y, IL-1§ in IL-6 v primerjavi s sevom CA02 manjse tudi za 30 krat (Kapczynski in
sod., 2013).

Mikoplazme so prokariontski mikroorganizmi, ki jih taksonomsko, zaradi odsotnosti
celiéne stene, uvrs¢amo v razred Mollicutes (Razin in sod., 1998). Pri pticah najdemo
nekaj ve¢ kot 20 razli¢nih vrst mikoplazem, od tega 12 vrst pri kokosih in purah. Le 4 od
njih pa povzrocajo ve¢jo ekonomsko Skodo v intenzivni reji zaradi slabsega prirasta in
nesnosti zivali (Kleven, 2008a). M. synoviae je ena izmed najbolj patogenih predstavnic
svojega rodu in pri perutnini najpogosteje povzro¢a okuzbe zgornjih dihal. Okuzba se
lahko razvije tudi v kuzni sinovitis, ki se kaze predvsem z vnetjem sklepov ali pa z vnetjem
zranih vreCk. Do slednjega najpogosteje pride po cepljenju zivali proti kuznemu

bronhitisu ali atipi¢ni kokosji kugi (Buim in sod., 2011; Kleven in sod., 1972).

Ugotovljeno je bilo, da M. synoviae vpliva na izrazanje Stevilnih imunskih genov. V
kokosjih makrofagih M. synoviae povzro¢i povisano izrazanje IL-6 in IL-14 (Lavri¢ in
sod., 2007, 2008). Pri okuzenih embrijih pa so porocali o povisanju IFN-y, IL-1p, IL-6,
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IL-12p40, IL-16, IL-18, MIP-1p, iNOS, XCLI in LITAF v jetrih, vranici, bursi in timusu
(Bolha in sod., 2013).

Na podlagi dosedanjih raziskav (Bolha in sod., 2013; Lavri¢ in sod., 2007) smo se odlo¢ili,
da bomo podrobneje pogledali izrazanje genov za IL-1B, IL-6, IFN-y, MIP-1p, IL-8 in
TGF-B4 v celicah CEC-32 in HD11 po samostojni okuzbi z M. synoviae in APMV-1 ter ga
primerjali z u¢inkom zaporedne okuzbe celic z M. synoviae in APMV-1 po 6ih ali 24ih
urah. Uporabili smo tipski sev bakterije M. synoviae WVU 1853 in lentogeni sev APMV-1
La Sota, ki se pogosto uporablja za cepljenje perutnine. U¢inek na izraZanje genov smo

preverili s kvantitativnim PCR v realnem casu.

Ker se M. synoviae prenasa preko valilnih jajc in tako okuzuje ze embrije (Kleven, 2008a),
smo v raziskavi uporabili celi¢no linijo kokos$jih embrionalnih fibroblastov (CEC-32), ki so
za raziskavo odziva na okuzbo z M. synoviae primerne tudi zato, ker med drugim gradijo
tudi tkiva, ki jih prizadane ta bakterija. V predhodnih $tudijah je bila na tej celiéni liniji ze
dokazana invazivnost M. synoviae (Dusani¢ in sod., 2009).

Predpostavljali smo, da bo prisotnost APMV-1 pri ze okuzenih celicah z M. synoviae
spremenila vnetni odziv na primarno okuzbo, zato smo gensko izraZanje izbranih imunskih
genov preverili tudi pri makrofagom podobni celi¢ni liniji HD11. Makrofagi predstavljajo
prvo linijo obrambe proti patogenim dejavnikom tako v respiratornem traktu (Reese in
sod., 2006), preko katerega se horizontalno prenasajo okuzbe z M. synoviae (Kleven in
Ferguson-Noel, 2008), kot tudi v ostalih tkivih (Qureshi, 1998). Igrajo klju¢no vlogo pri
homeostazi tkiva, specifi¢ni in nespecificni imunosti in pri vnetnih procesih. Nahajajo se
povsod v telesu vretencarjev in nevretencarjev, kjer s specificnimi receptorji zaznavjo tako
apoptoti¢ne fagocitirane in odmrle celice, kot tuje snovi in mikroorganizme, na katere

odgovarjajo z izlo¢anjem signalnih in efektorskih molekul (Kaspers in sod., 2008).

Po pri¢akovanjih je okuzba z M. synoviae povecala izrazanje genov za vnetne citokine IL-6
in IL-1P. Izrazanje je bilo v celicah CEC-32 povecano do 30 ur po zacetku inkubacije,
nakar se je ustavilo. To sovpada z dejstvom, da sta oba citokina aktivatorja akutne faze in
se v najvecji meri izlocata takoj po okuzbi (Gibson in sod., 2014; Jones, 2005). Zaporedna

okuzba z APMV-1 s 6 urnim zamikom je v primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae
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zavrla izrazanje IL-6 in IL-/f v prvih 12ih urah po dodatku virusa, po 24ih pa povecala.
Trend je bil drugacen pri 24 urnem zamiku. Izrazanje genov po zaporedni okuzbi je bilo v
prvih 12ih urah po dodatku virusa veéje kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae, nato pa je
bilo manjse. Izrazanje IL-1/, ki ga izlo¢ajo predvsem makrofagi (Wigley in Kaiser, 2003),
je bilo v celicah HD11 precej ve¢je in bolj konstantno, kot pri CEC-32. Sinergisti¢en
u¢inek mikoplazme in APMV-1 je pri 6 urnem zamiku po 12ih in 24ih urah od dodatka
cepiva znacilno zmanjsal izrazanje IL-1f v primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae.
Pri 24 urnem zamiku je zaporedna okuzba prav tako zavrla imunski odziv na okuzbo z

M. synoviae.

IFN-y sodeluje pri Thl odzivu in primarno vpliva na aktivacijo makrofagov, kar pospesi
predstavljanje antigenov v molekulah poglavitvenega histokompatibilnostnega kompleksa
tipa Il (MHC I11). Njegovo delovanje je torej usmerjeno proti virusom (Wigley in Kaiser,
2003). Velja nacelo, da vecja kot je prisotnost IFN-y v celicah HD11, ve¢je bo sinteza
dusikovega oksida, ki deluje mo¢no protimikrobno (Wigley in Kaiser, 2003; Kaspers in
sod., 2008) V nasi raziskavi je sinergisti¢ni uc¢inek M. synoviae in APMV-1 znaéilno zavrl
izrazanje gena IFN-y, v celicah HD11 $e bolj kot v CEC-32, kar pomeni, da je bila verjetno
zavrta tudi sinteza NO, zmanj$ano je bilo verjetno tudi predstavljanje virusnih antigenov v
makrofagih z MHC 11, kar bi v zZivali posredno povzroc¢ilo zmanjSan protitelesni odziv na
APMV-1 in zmanjsano za$Cito pred ze prisotno okuzbo z M. synoviae in ostalimi
patogenimi mikroorganizmi, ki bi Se lahko bili prisotni v organizmu. Najpomembnejsi

ucinek pa bi lahko bil zmanjSan odziv spominskih celic B, kar zelimo doseci s cepljenjem.

IL-8 in MIP-1p sta kemotakti¢na citokina, ki prav tako sodelujeta pri vnetnem odzivu. IL-8
je glavni aktivator nevtrofilcev, ki so bistveni za akutno fazo vnetja (Baggiolin in Clark-
Lewis, 1992). MIP-1B izlo¢ajo tako aktivirani makrofagi kot fibroblasti, deluje kot
kemoatraktant za celice T in stimulira nastanek monocitov ter granulocitov (Sick in sod.,
2000). Sinergisti¢ni u¢inek M. synoviae in dodanega cepiva je v celicah CEC-32 na genski
ravni povecal vnetni odziv s strani IL-8 v primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae. V
makrofagom podobni celi¢ni liniji pa je zaporedna okuzba povzrocila Se vecji padec v
izrazanju gena kot pri samostojni okuzbi z M. synoviae. Zanimiv je bil Sibek in zakasnel

ucinek APMV-1, ki je povisal izarazanje gena za IL-8. Podobno so opazili tudi Munir in

46



Kodre S. Izrazanje genov za imunost v ... HD11 in CEC-32 ob ... okuZbi z ... M. synoviae in APMV-1.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2016

sod. (2005), ki so tak ucinek pripisali inhibiciji proteina V velogenega nevrotropnega seva
APMV-1 Texas GB s strani zmanjSane interferonske aktivnosti. Zaporedna okuzba s 24
urnim zamikom je pri obeh tipih celic povzrocila enak trend pri izrazanju MIP-1p.
Stimulativen ucinek je s Casom padal in je bil veéji, kot pri samostojni okuzbi z
M. synoviae. 6 urni zamik okuzbe z APMV-1 je v razli¢nih celicah povzrocil razli¢no
izrazanje. Pri CEC-32 je bilo izrazanje gena v prvih 12ih urah po dodatku cepiva zavrto v
primerjavi s samostojno okuzbo z M. synoviae, v naslednjih 36ih urah pa je bil uinek
veéji. Obratno se je izkazalo pri celicah HD11, kjer so bille vse razlike v primerjavi s

samostojno okuzbo statisticno znacilne.

TGF-B4, ki ima pri kokos$ih protivneten u¢inek (Swaggerty in sod., 2004), v celicah HD11
oéitno ne regulira vnetnega odziva pri okuzbi z M. synoviae, saj je bilo izrazanje gena v
tem primeru zavrto. Zaporedna okuzba z APMV-1 je ta ucinek Se povecala. Ce bi bil
protivnetni odziv po okuzbi reguliran s strani TGF-Bf4, bi bilo njegovo izrazanje pri
povecanem izrazanju vnetnih citokinov tudi povisano in ne zavrto, kot v naSem primeru.
Izrazanje TGF-f4 pa je bilo povecano po samostojni okuzbi z APMV-1, kar je verjetno
posledica hemaglutinin nevraminidaznega proteina. Nevraminidaza virusa gripe ima
sposobnost direktne aktivacije latentnega TGF-B, ki vodi v sistemsko povecanje aktivne
oblike TGF-p (Fitzpatrick in Bielefeldt-Ohmann, 1999). Sekvenca in struktura proteina HN
APMV-1 in nevraminidaze virusa gripe sta si v mnogih to¢kah enaki (Colman in sod.,
1993). TGF-f med drugim zagotavlja tudi kemotakti¢en gradient za levkocite in ostale
celice, ki sodelujejo pri vnetnih procesih (Letterio in Roberts, 1998), kar bi lahko
povzrocilo tudi povecanje izrazanja genov IL-8 in MIP-14 pri okuzbi celic HDI1 z
APMV-1.

Ce povzamemo, dodatek AMPV-1 na Ze prisotno okuzbo z M. synoviae, je v fibroblastnih
in makrofagom podobnih celicah spremenil izrazanje imunskih genov, vpletenih v vnetni
odziv. V primerjavi s samostojno okuzbo je zaporedna okuzba v celicah CEC-32 vidnejSe
zavrla izrazanje genov vnetnih citokinov IL-18 in IL-6 pri 6 urnem zamiku ter IFN-y.
Spodbudila pa je izrazanje genov MIP-1p, IL-8 in IL-1f pri 24 urnem zamiku. V celicah
HDI11 je bilo po zaporedni okuzbi zavrto izrazanje IL-1f, IFN-y, IL-8, in TGF-p4.

IzrazitejSe poviSanje izraZanja je bilo opaziti le pri genu MIP-15.
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Imunosupresija vnetnih citokinov, ki se izrazajo pri samostojni okuzbi z M. synoviae, bi po
cepljenju proti APMV-1 lahko vodila v napredovanje okuzbe z M. synoviae in razvoj
hujsih klini¢nih znakov kot sicer. Prav to je verjetno razlog za opaZeno pogostejse
pojavljanje vnetja zra¢nih vreck (Kleven in sod., 1972). Zaradi zmanjSanega izrazanja
vnetnih citokinov so zivali bolj dovzetne tudi za sekundarne okuzbe. Pogosto v takih
primerih prihaja do respiratorne kolibaciloze, ki naj bi bila najpogostejSa respiratorna
bolezen komercialno rejene perutnine (Kleven, 2008c). Po drugi strani bi lahko povecan
vnetni odziv s strani vnetnih citokinov, ki so bili povisani pri kasnejSem impliciranju
cepiva, zaradi delovanja imunskega sistema povzro€il prekomerno unic¢evanje tkivnih celic

in propad tkiva (Roitt in sod., 2001).

Zaradi pomembnosti obeh patogenih organizmov in ogromne ekonomske Skode, ki jo
povzro€ata v intenzivni reji perutnine bi bilo koristno ucinek cepljenja proti atipi¢ni
kokosji kugi pri zivalih, okuzenih z M. synoviae, na izrazanje imunskih genov preveriti
tudi in vivo. Trajne celi¢ne linije nam lahko pomagajo razumeti procese v organizmu, ne

morejo pa nam podati popolne slike o dogajanju znotraj zivega bitja.
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5.2 SKLEPI

e Samostojna okuzba z M. synoviae poveca izrazanje genov za vnetne citokine IL-1§

in IL-6 do 30 ur po zacetku inkubacije.

e Samostojna okuzba z APMV-1 poveca izrazanje genov IL-8 in TGF-f4 v celicah

HD11.

e Dodatek AMPV-1 na ze prisotno okuzbo z M. synoviae v celicah CEC-32 in HD11

spremeni izraZzanje imunskih genov vpletenih v vnetni odziv.

e Na Ze prisotno okuzbo z M. synoviae ima dodatek AMPV-1 po 6ih urah drugacen

vpliv na izraZzanje imunskih genov kot po 24ih urah.

e Pri celicah CEC-32, okuzenih z M. synoviae, dodatek APMV-1 po 6ih urah zavre

izrazanje IL-1, IL-6 in IFN-y.

e Pri celicah CEC-32, okuzenih z M. synoviae, dodatek APMV-1 po 24ih urah

spodbudi izrazanje IL-1p, IL-8 in MIP-1p.

e  Pri celicah HD11, okuzenih z M. synoviae, dodatek APMV-1 zavre izrazanje IL-1p,

IL-8, IFN-y in TGF-p4.

e Pri celicah HD11, okuZenih z M. synoviae, dodatek APMV-1 spodbudi izrazanje

gena MIP-1p.

e TGF-B4 v celicah HD11 ocitno ne regulira vnetnega odziva pri okuzbi z M. synoviae

ali pri zaporedni okuzbi z APMV-1.

e Iz nas$ih rezultatov lahko sklepamo, da dodatek AMPV-1 na Ze prisotno okuzbo z

M. synoviae povzro¢i imunosupresijo vnetnih citokinov, kar bi lahko vodilo v

napredovanje bolezni, ki jo povzroc¢a M. synoviae in vecjo dovzetnost za sekundarne

okuzbe.

e Predhodna okuzba z M. synoviae bi zaradi zavrtega izrazanja IFN-y lahko vplivala na

izid cepljenja proti atipi¢ni kokosji kugi z ve¢jim razmnozevanjem virusa in

izrazitejSimi klini¢nimi znaki po cepljenju.
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6 POVZETEK

Mikoplazme so najmanjSi zanani organizmi, ki so Se zmozni samostojne rasti in
podvojevanja. V naravi so zelo razsirjene in kot obvezni paraziti naseljujejo ljudi in druge
sesalce, plazilce, ribe, Clenonozce ter rastline. Pri pticah najdemo nekaj ve¢ kot 20
razli¢nih vrst mikoplazem, od tega 12 vrst pri kokosih in purah. Le 4 od njih pa povzroc¢ajo

vecjo ekonomsko Skodo v intenzivni reji zaradi slabSega prirasta in nesnosti.

Mycoplasma synoviae je ena izmed najbolj patogenih predstavnic svojega rodu in pri
perutnini najpogosteje povzroca okuzbe zgornjih dihal. Okuzba se lahko razvije tudi v
kuzni sinovitis, ki se kaze predvsem z vnetjem sklepov ali pa z vnetjem zra¢nih vrec¢k. Do
slednjega najpogosteje pride po cepljenju zivali proti kuznemu bronhitisu ali atipicni

kokosji kugi.

Atipi¢na kokosja kuga, ki jo povzroc¢a pti¢ji paramiksovirus tipa 1 (APMV-1), je ze vrsto
let vzrok za ogromno ekonomsko Skodo po vsem svetu. Klini¢ni znaki okuzenih zivalih so
zelo razliéni in so odvisni od virulentnosti seva. Pogosta so predvsem razlicno huda
obolenja dihal, redkeje pa prihja do krvavitev Crevesja ali okvar Zzivéevja. Ker lahko
atipi¢na kokosja kuga pri kokosih povzroci celo do 100 % pogin, je nujno, da rejci skrbijo
za dobro biolosko varnost na svojih farmah. Za preprecevanje Sirjenja bolezni pa je nujno

tudi cepljenje.

Ker se M. synoviae prenasa tudi vertikalno preko valilnih jajc, je mozno, da so z njo
okuzeni Ze piS€anci, ki jih preventivno cepimo proti atipicni kokosji kugi. Sinergisti¢ni
ucinki na pojav resnejSih klini¢nih znakov so Ze bili dokazani, ni pa veliko znanega, kako v

takih primerih poteka imunski odziv.

Namen naloge je bil preveriti ali prisotnost APMV-1 spremeni potek imunskega odziva na
prej prisotno okuzbo z M. synoviae predvsem v smislu nastanka huj$ih vnetnih reakcij ter
napredovanja bolezni, ki jih povzroca M. synoviae. V raziskavi smo uporabili tipski sev
bakterije M. synoviae WVU 1853 in lentogeni sev APMV-1 La Sota, ki se pogosto
uporablja za cepljenje perutnine. Njun ucinek na izrazanje genov v celicah CEC-32 in

HD11 smo preverili s kvantitativnim PCR v realnem casu.
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Ugotovili smo, da dodatek AMPV-1 na Ze prisotno okuzbo z M. synoviae, v fibroblastnih
in makrofagom podobnih celicah vpliva na izrazanje imunskih genov, vpletenih v vnetni
odziv. V primerjavi s samostojno okuzbo je zaporedna okuzba v celicah CEC-32 vidnejse
zavrla izrazanje gena IFN-y ter genov za vnetne citokine IL-1p in IL-6 pri 6 urnem zamiku
Spodbudila pa je izrazanje genov MIP-14, IL-8 in IL-1f pri 24 urnem zamiku. V celicah
HDI11 je bilo po zaporedni okuzbi zavrto izrazanje IL-1f, IFN-y, IL-8, in TGF-f4.

IzrazitejSe povisanje izrazanja je bilo opaziti le pri genu MIP-15.

Imunosupresija vnetnih citokinov, ki se izrazajo pri samostojni okuzbi z M. synoviae, bi po
cepljenju proti APMV-1 lahko vodila v napredovanje okuzbe z M. synoviae in razvoj
hujsih klini¢nih znakov kot sicer. Zaradi zmanjSanega izrazanja vnetnih citokinov bi bile
zivali bolj dovzetne tudi za sekundarne okuzbe. Po drugi strani bi lahko povecan vnetni
odziv s strani vnetnih citokinov, ki so bili poviSani pri kasnejSem impliciranju cepiva,
zaradi delovanja imunskega sistema povzrocCil prekomerno unicevanje tkivnih celic in

propad tkiva.

Zavrto izrazanje IFN-y pa bi lahko vplivalo na u¢inek cepljenja proti atipi¢ni kokosji kugi,
saj bi to lahko povzro¢ilo manjSe predstavljanje antigenov v molekulah poglavitvenega
histokompatibilnostnega kompleksa tipa 11 ter posledi¢no zmanjsan obseg spominskih celic
B, kar je glavni namen cepljenja.
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