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1. UVOD

1.1. Hantavirusi

1.1.1. Povijest

Svijet

Klinicka slika hemoragijske vrucice s bubreznim sindromom (HVBS) na podrudju
Azije poznata je veC stolijeCima te prvi vazniji opisi bolesti datiraju s pocCetka
prosloga stolje¢a [1]. Rusi su ve¢ 1913. godine opisali bolest koja se pojavila u
okolici Moskve i koja klinickom prezentacijom moze odgovarati HVBS-u. Opisana se
bolest kasnije pojavljuje i u drugim podrucjima zemalja bivSeg Sovjetskog Saveza
[2]. Japanski lije€nici takoder opisuju sli€nu bolest medu vojnicima tijekom okupacije
MandZzurije (1935. — 1944.) [3].

Medutim, vazna prekretnica u istrazivanju hantavirusa bila je epidemija HVBS-a
tijekom sudjelovanja vojnika Ujedinjenih Naroda u Korejskom ratu (1951.-1954.
godine) [4, 5]. Paznju istraZzivaca i javnosti znatno je privuklo vise od 3000 vojnika
oboljelih od akutne bolesti pracene vruéicom te u jednoj treéini slu€ajeva
hemoragijskim manifestacijama. U 5-10% slu€ajeva, bolest je zavrSila smrtnim
ishodom [4, 5]. Od ovoga razdoblja zapocinje intenzivno istrazivanje bolesti koje ¢e
dovesti do otkrica hantavirusa kao uzro€nika bolesti te miSolikih glodavaca kao
rezervoara virusa. Buduci da su se sukobi tijekom Korejskoga rata odvijali na
podrucju izmedu Sjeverne i Juzne Koreje, virus koji su otkrili Lee i suradnici 1976.
godine dobiva naziv virus Hantaan (HTNV) po rijeci Hantaan koja protje¢e na tom

podrucju [6, 7]. Usprkos znatnim naporima znanstvenika, nakon razdoblja korejskog



rata pro$lo je joS 25 godina do otkrica da je poljski mi§, Apodemus agrarius,
rezervoar virusa [7].

Tijekom toga razdoblja na podrucju Europe prepoznata je slicna, premda blaza
bolest koja dobiva naziv nephropathia epidemica [8]. Prva velika epidemija ove
bolesti na podrucju Europe opisana je za vrijeme Drugog svjetskog rata u Finskoj
[9]. Opazanje da konvalescentni serum oboljelih od nephropathie epidemice reagira
s virusom Hantaan, dovelo je do otkrica virusa Puumala (PUUV) kao uzrocnika
ovoga blazeg oblika bolesti te ride voluharice, Clethrionomys glareolus, kao
rezervoara virusa [10]. Tijekom daljnjih istrazivanja otkriveno je viSe hantavirusa te
njihova povezanost s odredenom vrstom misolikih glodavaca. Takoder je pokazano
da je virus Dobrava (DOBYV) uzro¢nik tezih oblika hemoragijske vrucice s bubreznim
sindromom na podru¢ju Europe te da je povezan s glodavcem Apodemusom
flavicolisom [11].

Vazna godina u istrazivanju hantavirusa je zasigurno i 1993. kada je na jugozapadu
SAD-a buknula epidemija hantavirusnog plu¢nog sindroma (HPS), do tada u Svijetu
neprepoznate bolesti. Klinicka slika bolesti zapoc€ela bi s vruéicom, glavoboljom te
Nakon kratkog razdoblja od 2 do 10 dana od pocetka bolesti gotovo 50 % slu€ajeva
zavrSilo je smrtnim ishodom. Ubrzo nakon pojave bolesti, otkriven je i uzro€nik, virus
Sin Nombre, te njegov domacin Peromyscus maniculatus [12, 13]. Tijekom godina
bolest se prosirila i na ostale dijelove SAD-a te je otkriveno vise od 15 razli€itih
hantavirusa koji mogu uzrokovati HPS. Takoder je retrospektivnim seroloSkim
istraZivanjima utvrdeno da se bolest pojavila na podrucju SAD-a znatno ranije, a prvi

dokazani slu¢aj datira jos iz 1959. godine [14].
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Hrvatska

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je gotovo cijela Hrvatska, osim otoka i
priobalja, endemsko podru¢je za HVBS te da su infekcije izazvane virusima
Puumala i Dobrava [15]. NajceSci rezervoari su Clethrionomys glareolus i
Apodemus flavicolis (Slika 1.) [16].

Clethrionomys glareolus Apodemus flavicolis

W

ww.konigphoto. cais/galerie/xt

Izvor:www.zoologi.no/atlas/pat_foto.htm ‘
Slika 1. Prenosioci virusa Puumala i Dobrava, Clethrionomys glareolus i Apodemus flavicolis.

Prvi slu¢aj HVBS-a u Hrvatskoj zabiljezen je 1952. godine te se do danas, svake
godine pojavljuju sporadi¢ni slu€ajevi [17]. Nakon toga su opisane i dvije manje
epidemije; prva epidemija opisana je 1967. godine na Plitvickim jezerima, kada je
oboljelo 14 Sumskih radnika, dok 1989. godine izbija epidemija medu vojnicima u
blizini Velike Gorice [18, 19].

Prva vecéa epidemija buknula je 1995. godine za vrijeme trajanja Domovinskog rata
u Hrvatskoj [15, 20, 21]. Epidemija je pocela naglo u prolje¢e s istodobnim
pojavljivanjem bolesti na viSe lokaliteta. Oboljelo je 120 vojnika te nekoliko civila. Do
1995. godine na podrucju Hrvatske bilo je poznato nekoliko prirodnih Zarista bolesti,
uklju€ujuéi Plitvicka jezera i podrucja oko Ogulina, Slunja i Zagreba te pojedini
dijelovi Like [22]. Tijekom trajanja epidemije otkrivena su nova Zari$ta pojavljivanja

bolesti na podrucju Male Kapele, Dinare te zapadne Slavonije [15, 21, 23]. Tijekom
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daljnjih godina slu¢ajevi HVBS-a pojavljuju se sporadi¢no sve do 2002. godine kada
je registrirana do sada najveca epidemija s oko 400 oboljelih [24-28]. Epidemija koja
je trajala osam mijeseci zapocela je u Zajednici lije€enih ovisnika u lvanovcu kod
Nove GradiSke te se prosirila na gotovo cijelo podrucje kontinentalne Hrvatske [24,
27]. Uz ve¢ navedene lokalitete HVBS se tijekom zadnjeg epidemijskog pojavljivanja
takoder javlja i na pozeSkom i novogradiSkom podru€ju, u brodskoj Posavini,
virovitickoj Podravini, osjeCkom i vinkovackom podrucju, bjelovarskoj i sisackoj
okolici te u Gorskom kotaru sve do Kvarnerske obale [28, 29]. Tijekom ove
epidemije obolijevali su pripadnici svih dobnih skupina, bez osobito izrazenog
profesionalnog karaktera bolesti. Od posljedica bolesti umro je jedan bolesnik koiji je
bio ticenik Zajednice lije€enih ovisnika u lvanovcu gdje je epidemija i zapocela [24,

27].

1.1.2. Morfoloske i molekularne znacajke hantavirusa

Hantavirusi predstavljaju rod geneticki i seroloski srodnih virusa koji pripadaju

porodici Bunyaviridae [30, 31]. Virusna Cestica je sfericnog oblika, veli¢ine oko 100

nm te je pri pogledu elektronskim mikroskopom lako uodljiva dvoslojna vanjska

membrana debljine oko 5 nm (Slika 2.).
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Slika 2. Shematski prikaz hantavirusne ¢estice. Virusna Cestica je veli¢ine 90 do 100 nm te su jasno
vidljivi lipidna ovojnica i membranski glikoproteini. Unutar ovojnice nalaze se tri jednolanéane RNK
molekule.

Virion je sastavljen od >50% proteina, 20 - 30% lipida te 2 - 7% ugljikohidrata [32].
Genom virusa predstavlja jednolan¢ana RNK, negativhog polariteta koja se sastoji
od tri segmenta koji su oznageni kao L - veliki (large - 2,7 x 10° kDa), M - sredniji
(medium - 1,2 x 10® kDa) i S - mali (small - 0,6 x 10° kDa) [33, 34]. Navedeni
segmenti kodiraju tri strukturalna proteina; S segment kodira nukleokapsidni protein
(N), M segment kodira dva glikoproteina (G1 i G2), dok L segment kodira polipeptid
od otprilike 240 kDa, za koji se vjeruje da predstavlja virusnu polimerazu. Svaki od
tri genomska segmenta ima zajednicke 3' terminalne nukleotidne sekvence koje su
komplementarne 5' terminalnim sekvencama. Ovi dijelovi genoma mogu stvarati
cirkularne strukture za koje se vjeruje da sudjeluju prilikom transkripcije i replikacije

virusa [35].
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Kao i kod ostalih virusa koji sadrze ovojnicu, hantavirusi se mogu brzo inaktivirati
toplinom, deterdZzentima te organskim otapalima. Infektivni su pri pH 7 - 9 te pri
temperaturi od 4 do 20°C. Do inaktivacije dolazi na 60°C te pri pH 5.

Prva uspjeSna kultivacija hantavirusa na stanicama u laboratorijskim uvjetima
uspjeSno je provedena tek 1981. godine [36]. Vero stanice (stanice bubrega
majmuna), osobito E6 klon, radi njihove osjetljivosti na infekciju hantavirusima
najpogodnije su stanice za njihovu kultivaciju. Virus obi€no u kulturi raste sporo,
replicira se u citoplazmi stanice domacina te se oblikuje i pupa posredstvom Golgi
kompleksa, uz iznimku virusa Sin Nombre za koji je pokazano kako u cijelosti pupa
iz membrane inficiranih stanica [37-39]. Rano tijekom infekcije najviSe se proizvodi
N-protein, a RNK virusa moZe se detektirati u stanicama ve¢ Sest sati nakon
infekcije [40]. Stoga postoje pretpostavke da slicno kao u ostalih pripadnika obitelji
Bunyaviridae, hantavirusni N-protein igra centralnu ulogu tijekom replikacijskog
ciklusa [41-43]. N-protein mozZe zastititi virusnu RNK enkapsidacijom te sprijeciti
njezinu degradaciju. Takoder je pokazano medudjelovanje N-proteina i stanicnih
proteina, §to mozZe imati utjecaja na stanic¢nu vitalnost te replikaciju virusa [44]. Za
hantavirusne glikoproteine pokazano je kako utje€u na staniCnu adheziju te fuziju.
Tako virus Hantaan ulazi u stanicu koristeci integrinske receptore te vjerojatno
dijelom i procesom endocitoze [45]. Pretpostavija se da blago kiseli okoli$
endosoma djeluje na konformacijske promjene povrSinskih proteina vodecéi do fuzije
endosoma i virusne membrane [46].

Do danas je otkriveno viSe od 30 hantavirusa razlicita genotipa koji su povezani s
odredenom vrstom miSolikih glodavaca. Od do sada otkrivenih vrsta hantavirusa,

njih oko 20 su patogeni za ljude (Tablica 1.) [47].
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1.1.3. Etiologija i epidemiologija hantavirusnih infekcija

Hemoragijska vruc¢ica s bubreznim sindromom i hantavirusni pluéni sindrom
zoonoze su uzrokovane virusima iz roda Hantavirus, porodice Bunyaviridae.
Rasprostranjene su Sirom svijeta te predstavljaju vazan javnozdravstveni problem
[30, 31]. Svaki je virus povezan s odredenom vrstom glodavca u kojoj razvija trajnu
inaparentnu infekciju te je pokazano da filogenija virusa usko prati filogeniju
glodavca domacina [48].

Virus se horizontalno prenosi medu glodavcima, vjerojatno putem ugriza i ogreba,
premda se ne moze iskljuciti ni uloga zarazenog aerosola [49]. Glodavci virus
izlu€uju putem urina, fecesa i sline. Udisanje zarazenog aerosola dokazan je nacin
zaraze u ljudi, medutim postoji opis ljudske zaraze i nakon ugriza glodavca [50]. Do
danas nije dokazan prijenos hantavirusa koji uzrokuju HVBS s €ovjeka na Covjeka,
medutim epidemija HPS-a uzrokovanog virusom Andes (ANDV) koja je buknula u
Argentini pokazatelj je moguéeg interhumanog prijenosa [51, 52]. Pet oboljelih
tijekom epidemije bili su lije€nici koji su imali kontakt s bolesnicima, dok nisu imali
kontakt s glodavcima. Opisano je i viSe slu¢ajeva laboratorijske infekcije pri kontaktu
radnika sa zarazenim glodavcima [53, 54].

Tijekom prolje¢a i ljeta raste incidencija HVBS-a, radi veceg kontakta ljudi s
glodavcima tijekom poljoprivrednih radova te boravka u prirodi [32]. Zna¢ajan broj
sluajeva pojavljuje se kao posljedica profesionalne izlozenosti kod vojnika, Sumskih
radnika te poljodjelaca [55, 56]. Epidemijska pojavljivanja obi¢no su posljedica
povecane brojnosti glodavca koja je uzrokovana klimatskim i okoliSnim promjenama
te ciklickim varijacijama u brojnosti populacija glodavaca. Bolest se vrlo rijetko

pojavljuje u djece, te su muskarci eS¢e zahvaéeni od zena [57].
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Procjenjuje se da u svijetu godiSnje oboli od 60000 do 100000 ljudi, od ¢ega se
najviSe sluCajeva pojavljuje u Azijskim zemljama [55]. Geografska distribucija
HVBS-a i HPS-a odgovara rasprostranjenosti glodavca-domacina odredenog virusa

(Tablica 1.).

Tablica 1. Klinicke manifestacije, geografska distribucija i rezervoari patogenih
hantavirusa

Hantavirusi Bolest Geografska Rezervoar virusa
distribucija
virus Amur HVBS Azija Apodemus
peninsula
virus Andes HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
longicaudatus
virus Araraquara HPS Juzna Amerika Bolomys lasiurus
virus Araucaria HPS Juzna Amerika Bolomys lasiurus
(?)
virus Bayou HPS Sjeverna Amerika Oryzomys
palustris
virus Bermejo HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
chacoensis
virus Black Creen Canal | HPS Sjeverna Amerika Sigmodon
hispidus
virus Castelo dos HPS Juzna Amerika Oligoryzomyys
Sonhos spp. (?)
virus Choclo HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
flavescens
virus Dobrava-Aa HVBS sjeveroistoCna i Apodemus
centralna Europa agrarius
virus Dobrava-Af HVBS jugoisto¢na Europa i Apodemus
Bliski Istok flavicolis
virus Hantaan HVBS isto¢na Azija Apodemus
agrarius
virus Hu39694 HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
flavescens
virus Juquitiba HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
nigripes
virus Laguna negra HPS Juzna Amerika Calomys laucha
virus Lechiguanas HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
flavescens
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virus Maciel HPS Juzna Amerika Necromys
benefactus
virus Monongahela HPS Sjeverna Amerika Peromyscus
maniculatus
virus New York HPS Sjeverna Amerika Peromyscus
leucopus
virus Oran HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
longicaudatus
virus Puumala HVBS Europa Clethrionomys
glareolus
virus Rio Mamore HPS Juzna Amerika Oligoryzomys
microtis
virus Seoul HVBS cijeli Svijet Rattus norvegicus
virus Sin nombre HPS Sjeverna Amerika Peromyscus
maniculatus
virus Tula HVBS? Europa Microtus arvalis

HVBS-hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom, HPS-hantavirusni plu¢ni sindrom

Tablica priredena prema Schmaljohn i sur. [30] i Khaiboullina i sur. [58].

Na podru¢ju Europe HVBS uzrokuju virusi Dobrava i Puumala. Medutim, u
posliednje vrijeme postoje podaci da u Europi i virus Tula uzrokuje bolest u ljudi
[59]. Virus Dobrava je najpatogeniji uzro¢nik HVBS u Europi te s njime povezana
smrtnost iznosi do 12%, poglavito radi teSkih hemoragijskin manifestacija.
Zanimljivo je da dva geneticki sli¢na podtipa virusa Dobrava prenose dva nesrodna
miSolika glodavca; Apodemus flavicollis (DOBV-Af) i Apodemus agrarius (DOBV-
Aa) [60]. Virus Puumala kojeg prenosi Clethrionomys glareolus je rasprostranjen
vec¢inom na podru€ju sjeverne i srediSnje Europe te obi¢no uzrokuje blazi oblik
bolesti nazvan nephropathia epidemica [61, 62].

U svibnju 1993. godine na sjevernoamerickom kontinentu buknula je epidemija
akutne respiratorne bolesti te od tada zapocinje era istrazivanja HPS-a te virusa
uzroc€nika bolesti [12]. Virus Sin Nombre je prvi virus uzro€nik HPS-a koji je otkriven,

a prenosi ga Peromyscus maniculatus [63]. Od 1995. godine prijavljuju se i prvi
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slu¢ajevi HPS-a s podrucja Sredi$nje i Juzne Amerike te se otkrivaju novi uzroc¢nici
bolesti [64-66].
Do sada je zabiliezeno oko 1000 slu¢ajeva ove teSke bolesti kod koje je smrtnost

vrlo visoka te iznosi oko 50% oboljelih [63].

1.1.4. Dijagnostika hantavirusnih infekcija

Uz Klinicku sliku i simptome karakteristicne za HPS ili HVBS, za kvalitetnu
dijagnosti¢ku obradu izrazito su vazni i epidemioloSki podaci o mogucoj izloZzenosti
miSolikim glodavcima, osobito u razdoblju epidemije.

Medutim, kliniCku sumnju treba potvrditi i specificnim laboratorijskim testovima. U
kliniCkoj praksi najceS¢e se koriste seroloSki testovi za dokazivanje specifi¢nih
antitijela na hantaviruse. IgM antitijela pojavljuju se vrlo rano, ve¢ u prvim danima
bolesti te perzistiraju nekoliko mjeseci, dok se IgG antitijela pojavljuju u drugom
tjiednu bolesti i ostaju prisutna dozivotno [67, 68].

Enzimski imunotest (ELISA) je metoda izbora za ranu detekciju IgM antitijela na
hantaviruse te je u kombinaciji s IgG testom snazno dijagnosti¢ko sredstvo. Ovi
serolo$ki testovi pokazuju visoku specifi€nost i osjetljivost [69].

Test neizravne imunofluorescencije (IFA) je metoda koja pokazuje visoku osjetljivost
i specificnost u detekciji IgG antitijela, dok slabiju osjetljivost pokazuje kod detekcije
IgM antitijela [70, 71].

Test inhibicije hemaglutinacije (IH) jednostavan je i brz test koji pokazuje vecu

osjetljivost od IFA-testa, premda postoji rizik od subjektivne procjene rezultata, dok
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se test imunoadherencija hemaglutinacije (IAHA) moze koristiti za seroloSku
diferencijaciju hantavirusa [72-74].

Detekcija hantavirusnog antigena najéeSc¢e se primjenjuje za dokazivanje
hantavirusa u biopti¢kom ili obdukcijskom materijalu [75].

Kod direkine etioloSke dijagnostike hantavirusa koriste se metode kojima mozemo
detektirati sam virus, odnosno virusni antigen. U tu svrhu mogu se koristiti razliCite
metode poput lanCane reakcije polimeraze (PCR, od engl. polymerase chain
reaction) ili izolacije virusa [76, 77]. Medutim, ove se metode ne koriste u rutinskoj
dijagnostici radi duzine trajanja, potrebe za stupnjem 3 bioloSke zastite pri radu te
zbog jos uvijek niske osjetljivosti (PCR).

Takoder se u zadnje vrileme u praksu uvode i brzi probirni testovi za detekciju
hantavirusnih antitijela. Ovi imunokromatografski testovi mogu dati rezultat unutar

nekoliko minuta [78, 79].

1.2. Hemoragijska vrucica s bubreznim sindromom

1.2.1. Klini¢ka slika

Tezina klinicke slike HVBS-a varira od subklini¢kih infekcija, preko blagih i srednje
tedkih, do teskih oblika bolesti sa smrtnim ishodom [80, 81]. Klinickom slikom
dominiraju vrucica, slabost, mijalgije, muénina, hemoragijske manifestacije,
zamucenje vida te zahvacenost bubreznog sustava [1, 82]. Jo$ uvijek nisu poznati

svi parametri koji utjeCu na tezinu bolesti i njezino trajanje. Pored opceg
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zdravstvenog stanja bolesnika, njegove genetske predispozicije, vaznu ulogu
takoder imaju genetske karakteristike samih virusa [83, 84].

Inkubacija HVBS-a traje od 5 do 40 dana. Tipi¢na se klinicka slika moze podijeliti u
pet faza, a svaka je karakterizirana prepoznatljivim kliniCkim i laboratorijskim
znacCajkama [1, 85]. Medutim, ne mora se svih pet faza javiti u svakog bolesnika.
Bolest obi¢no pocinje naglo s izrazenim op¢im simptomima, visokom temperaturom
podrucju, ledima i trbuhu. U ovoj ranoj fazi bolesti karakteristiche su i jake
glavobolje, umor, muénina te nerijetko povracanje ili proljev. Premda nisu izrazeni
kao kod HPS-a, respiratorni simptomi (hunjavica, kasalj, konjunktivitis) prisutni su u
oko polovice bolesnika. Tijgkom ove prve ili febrilne faze koja traje tri do sedam
dana pojavljuju se i hiperemija koze lica i vrata, dok je u laboratorijskim nalazima
prisutna trombocitopenija, a u urinu albuminurija i eritrociturija.

Nakon ove faze, bolesnik ulazi u drugu ili hipotenzivnu fazu koja traje jedan do dva
dana. Glavna znacajka ove faze je snizenje krvnoga tlaka te u tezim slu¢ajevima
zatajenje bubrega, sve do pojave Soka. U laboratorijskim nalazima pojavljuje se
porast vrijednosti ureje i kreatinina, leukocitoza sa skretanjem u lijevo te proteinurija
i trombocitopenija. Trec¢a ili oligurijska faza obi¢no nastupa po¢etkom drugog tjedna
bolesti. U ovoj fazi ureja i kreatinin dosezu najvece vrijednosti te se javlja oligurija ili
anurija te elektrolitski disbalans. Bolesnik osje¢a jake bolove te se pojavljuju
hemoragijske manifestacije. Hemoragije mogu varirati od petehijskog osipa na koZi i
sluznicama, preko subkonjunktivalnog krvarenja, do manifestnih krvarenja u
pojedinim organskim sustavima (nos, plu¢a, probavni sustav, bubrezi, mozak).
Takoder se u tezim slu€ajevima mogu pojaviti i komplikacije sa strane srediSnjeg

Ziv€anog sustava (dezorijentacija, nemir, somnolencija). Na ovu se fazu nadovezuje
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kompenzacijska poliurijska faza kod koje se izlu€uju velike koli¢ine urina niske
specificne tezine. Ova faza moze potrajati do dva tjedna te normalizacijom diureze
nastupa poboljSanje u klinickoj slici te normalizacija laboratorijskih nalaza. Tada
nastupa rekonvalescentna ili faza oporavka. Karakterizirana je normalizacijom
krvnoga tlaka i bubreznih funkcija. Ovisno o tezini bolesti oporavak moze trajati i do
nekoliko mjeseci. HVBS obi¢no zavrSava potpunim ozdravljenjem, premda su

opisani i slu€ajevi s kroni¢nim posljedicama u vidu povisenog krvnog tlaka [86, 87].

1.2.2. Lije€enje

Zlatni standard u lije¢enju HVBS-a je suportivna terapija [88]. Glavni elementi ovoga
pristupa jesu odrzavanje intravaskularnog volumena te elektrolitske ravnoteze. U
tezim sluCajevima bolesti kada dolazi do zatajenja bubrega primjenjuje se i
hemodijaliza. Medutim, novija istrazivanja pokazuju da se intravenskim davanjem
antivirotika ribavirina do sedmog dana od pocetka bolesti, tezina bolesti, a i smrtnost

smanjuju [89, 90].
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1.3. Hantavirusni pluéni sindrom

1.3.1. Klini¢ka slika

Sam razvoj bolesti odvija se u tri faze; prodromalna, kardiopulmonarna te
rekonvalescentna faza [80]. Nakon inkubacijskog perioda koji moze trajati jedan do
dva tjedna, obi¢no se javlja vruéica praéena zimicom, glavobolja te mijalgije. Cesti
su takoder i gastrointestinalni simptomi kao $to su mucnina, povra¢anje, bolovi u
trouhu ili proljev. Premda sam pocetak bolesti moze nalikovati HVBS-u daljnji razvoj
bolesti znatno se razlikuje. Kod HPS-a je rijetko prisutna blaga zahvacéenost
bubrega te se ne javljaju hemoragijske manifestacije. Samo nekoliko dana od
poCetka bolesti javlja se dispneja povezana s respiratornom dekompenzacijom te se
razvija pluéni edem [63, 91]. Kod svih bolesnika koji su hospitalizirani prisutan je
infiltrat u pluénom parenhimu. Rendgenska snimka plu¢a kod bolesnika koji su
razvili respiratornu insuficijenciju na poc€etku otkriva intersticijalni edem koji se
razvija u bibazilarne infiltrate koji se ubrzo proSiruju i na ostale dijelove plu¢a. U
laboratorijskim nalazima prisutna je trombocitopenija, hemokoncentracija i
leukocitoza. Takoder je prisutno i umjereno povecéanje vrijednosti laktat
dehidrogenaze i aspartat aminotransferaze te alanin aminotransferaze. Proteinurija
je Cesto prisutna, dok je koncentracija kreatinina obi¢no u granicama normale.

Tedka kardiopulmonarna disfunkcija 10§ je prognostiCki pokazatelj u bolesnika s
HPS-om [92]. Obi¢no se javlja smanjenje ventrikularne sistolicke funkcije. Kod
bolesnika s teZzim oblikom bolesti smrt nastupa nakon 1-3 dana, medutim opisani su
i smrtni ishodi nakon samo nekoliko sati [92, 93]. Smrtnost je kod ove bolesti vrlo

visoka te iznosi oko 50% [63].

22



1.3.2. Lijeéenje

Premda jo$ uvijek postoje dvojbe moze li se HPS prenijeti s Covjeka na Covjeka
respiratornim putem, dobro je izolirati bolesnike buduci da u diferencijalnu dijagnozu
ulazi i pluéni oblik kuge. Ribavirin se nije pokazao djelotvornim u dosadas$njim
istrazivanjima lije€enja HPS-a te se i ne koristi u rutinskom lije€enju [94]. Bolesnici
kod kojih postoji sumnja na HPS trebali bi se lijeciti antibiotskim rezimom koji
obuhvaca tipi¢ne i atipiéne uzroCnike upale pluéa i sepse, ukljuCujuci i Yersiniu
pestis. Vrlo je vazan monitoring oksigenacije tako da se pravovremeno moze
provesti intubacija i mehani¢ka ventilacija ukoliko za to bude potrebe. Takoder je
potrebno pratiti i vrijednosti arterijskog tlaka. Inotropni lijekovi kao §to su dobutamin,
dopamin i norepinefrin trebali bi se koristiti rano u lije€enju Soka kod bolesnika s
HPS-om. Takoder se preporucuje i agresivna terapija kardijalnih aritmija, osobito

epizoda elektromehanicke disocijacije [92].

1.4. Cimbenici ukljuéeni u odgovor stanica na infekciju

1.4.1. Citokini

Citokini su farmakoloski aktivni proteini koji igraju vrlo vaznu ulogu u obrani
organizma od razli¢itih patogena, uklju€ujuéi viruse [95, 96]. Ove bioloski aktivne
molekule izlu€uje stanica bilo zbog djelovanja na svoje funkcije (autokrini ucinak) ili
funkcije susjednih stanica (parakrini u€inak). Takoder su ukljuceni u patogenezu i

razvoj simptoma tijekom infekcije. Svoje ucinke ostvaruju vezivanjem za povrsinske
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receptore na cilinim stanicama te posljedi¢no prosljedujuci signal u jezgru stanice
aktivirajuci transkripciju razli¢itih gena [97, 98].

Cesto pojedinaéni citokini imaju visestruke bioloke uginke. Medutim, razligiti citokini
mogu takoder imati isti uc€inak, §to osigurava funkcionalnu raznovrsnost upalnog
odgovora i imunoloSkog sustava [99]. BioloSke promjene izazvane citokinima krecu
se od proliferacije stanica, njihove aktivacije, diferencijacije pa sve do inhibicije rasta
te staniCne smrti.

Citokine mozemo podijeliti u Cetiri skupine, ovisno o njihovoj indukciji te
funkcionalnim karakteristikama: (a) pocetni ili urodeni citokini, (b) adaptivni ili ste€eni
citokini, (c) kemokini i (d) hematopoetski ¢imbenici rasta [95].

Imunoreakciju na patogene mozemo tradicionalno podijeliti na urodenu i stecenu.
Pojedini citokini mogu biti sastavni dio obiju faza imunoloSskog odgovora ili biti
specificni za odredenu fazu odgovora [100]. Tako se u ranoj fazi obi¢no stvaraju
interleukin (IL)-1, IL-6 i ¢imbenik tumorske nekroze alfa (TNF-a, od engl. tumor
necrosis factor alpha), dok se interferon y (IFN-y, od engl. interferon gamma) moze
luciti i tijekom urodenog, ali i steCenog odgovora. S druge strane, IL-2 je citokin
karakteristi¢an za ste¢eni imunoloski odgovor [100, 101].

Urodeni citokini uklju€eni su u primarni i rani odgovor na infekciju. LuCe se od strane
razliitin stanica u tijelu ili stanica koje sudjeluju u mehanizmima urodene imunosti
kao Sto su: polimorfonukleari, monociti, prirodnoubilacke stanice (NK, od engl.
natural killer) ili dendriticke stanice. U ovu skupinu pripadaju mnogi vazni medijatori
imunoloskog odgovora, uklju€ujuéi IL-1, IL-6, IFN-o/B i TNF-a. Postoje najmanje dva
puta proizvodnje citokina tijekom ranog imunoloS8kog odgovora. Prvi vodi do
proizvodnje visokih razina IFN-o i IFN-B, Sto je karakteristika ranog odgovora

prilikom mnogih virusnih infekcija [99, 102]. Ovi su citokini bili najprije opisani u
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sklopu svojeg antivirusnog djelovanja. Glavni su im uginci djelovanje na ekspresiju
brojnih citokina i citokinskih receptora, mijenjanje distribucije imunolo$kih stanica in
vivo, aktivacija NK citotoksi¢ne aktivnosti te inhibicija odgovora NK-stanica na
djelovanje IL-12 [103-105].

Drugi put vodi do lu¢enja IL-6, IL-12, TNF-a, te ranog IFN-y. Ovakav citokinski profil
sastavni je dio mnogih nevirusnih, ali i odredenih virusnih infekcija [106, 107].
TNF-a vazna je karika u imunoloSkom odgovoru s obzirom na njegovo izrazeno
proupalno djelovanje koje se oc€ituje u indukciji adhezivne sposobnosti vaskularnog
endotela, pojaane vaskularne permeabilnosti, aktivaciji monocita te indukciji
ekspresije MHC (glavni sustav tkivne podudarnosti, od engl. major histocompatibility
complex) klase | [108].

BioloSko djelovanje IL-1 znatno se preklapa s djelovanjem TNF-o [109]. Ovaj
¢imbenik stoga igra vaznu ulogu u poticanju imunoreakcija te djeluje kao endogeni
pirogen [109]. Zanimljivi su i lokalni ucinci ovoga citokina, koji uklju€uju poticanje
sinteze metaloproteinaza u hondrocitima te kolagenaza u sinovijalnim stanicama,
djelovanja koja pridonose ostecenju tkiva.

IL-6 je vazan citokin koji posjeduje brojne bioloske ucinke, a glavha mu je uloga
stimulacija imunoreakcije. Ovo djelovanje odraz je indukcije aktivnosti stani¢ne
imunosti stimulacijom T-limfocita, ali i humoralne imunosti poti€uci diferencijaciju B-
limfocita u plazma stanice te inducirajuéi lu€enje imunoglobulina [110].

IFN-y se prvenstveno izluCuje od strane NK-stanica tijekom ranih imunoreakcija,
premda ga mogu luciti i T-limfociti tijekom ste€ene imunosti. Glavne su znacajke
ovoga citokina aktivacija monocita te djelovanje na aktivnost viSe citokina i

kemokina [111].
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Za razliku od prije opisane grupe, adaptivni citokini sudjeluju u kasnijim imunoloskim
dogadajima te igraju vaznu ulogu u ste¢enoj imunosti. Razli¢ite podgrupe T-limfocita
mogu izluCivati razliCite citokine, ovisno o polaritetu imunoreakcije. Tako je Th1
odgovor povezan s izlu€ivanjem IL-2 i IFN-y, dok je Th2 odgovor karakteriziran
izlu€ivanjem IL-4, IL-5 i IL-13. IstraZzivanja su pokazala da razli€ite virusne infekcije
mogu inducirati proizvodnju IL-2. Uz njegovo autokrino djelovanje na rast T-
limfocita, IL-2 takoder djeluje i na njihovo povecéano lu¢enje IFN-y [112]. Izlu€ivanje
IFN-y od strane T-limfocita vazan je ¢imbenik u antivirusnom odgovoru. Ovaj citokin
ima vaznu imunoregulatornu funkciju, djelujuéi na izotipsko prekap€anje klasa
imunoglobulina te pojaCavajuci antigensku prezentaciju.

IL-4 i IL-13 posjeduju strukturalne i funkcionalne sli¢nosti. Oba su citokina vazna u
regulaciji lu¢enja antitijela IgE te modulaciji funkcije mastocita i eozinofila [113]. IL-5
ima djelovanije sli¢no prije spomenutim citokinima u aktivaciji eozinofila te je njegova
prisutnost opisana u nekim virusnim infekcijama [114].

Kemokini Cine obitelj kemotakti¢kih citokina koji su u centru istrazivanja zadnjih 20
godina. Lu€e ih mnoge stanice imunolo$kog sustava, ali i stanice koje direktno ne
sudjeluju u obrani domacina kao $to su fibroblasti i epitelne stanice. Do danas je
poznato 46 kemokina i 23 kemokinskih receptora, ali mnogi se kandidati jo$
istrazuju. Podjela kemokina bazirana je na njihovoj primarnoj aminokiselinskoj
sekvenci, tako da razlikujemo &etiri grupe: CXC - o kemokini, CC - B kemokini, C -y
kemokini i CX3C kemokini [115].

Kemokini svoju funkciju ostvaruju vezivanjem za specificne receptore, koji su
gradeni od sedam transmembranskih domena. Klju¢na uloga kemokina je u
usmjeravanju i aktivaciji leukocita. Pokazano je da pored njihove osnovne funkcije,

kemokini i njihovi receptori takoder igraju vaznu ulogu prilikom virusnih infekcija te
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virusne replikacije. Tako je pokazano kako kemokinski receptori &ine dio
receptor/fuzijskog kompleksa ljudskog virusa primarne imunodeficijencije (HIV, od
engl. human immunodeficiency virus) te da odredeni kemokini mogu utjecati na
ulazak virusa u stanicu [116]. Mnogi virusi kao §to su herpesvirusi kodiraju stvaranije
razli¢itin kemokina koji posljedi¢no djeluju na replikaciju ne samo primarnog virusa,
vec i ostalih nesrodnih virusa [117].

Kemokine CXC vec¢inom luc€e aktivirani monociti, a djeluju poglavito na neutrofile,
monocite, limfocite te na nehematopoetske stanice tijekom cijeljenja rana [118]. Vrlo
vazan predstavnik prve skupine kemokina je IL-8. Njegova glavna uloga je
kemotaksija neutrofila. U ovu skupinu kemokina takoder pripada i interferonom-
inducibilni protein 10 (IP-10, od engl. interferon-inducible protein 10), kojeg luce
mnoge stanice, a prvenstveno djeluje na kemotaksiju limfocita [118].

Kemokine C-C luce prvenstveno aktivirani T-limfociti i monociti, medutim najmanje
dva c&lana, makrofagni upalni protein (MIP, od engl. macrophage inflammatory
protein) i RANTES (od engl. regulated upon activation, normal T expressed and
secreted) takoder mogu luciti i NK-stanice [115]. Vazni predstavnici ove skupine
jesu i monocitni kemotaktiCki proteini (MCP-1,2,3, od engl. monocyte chemotactic
protein) te MIP-1a i 1B. Njihovo je kemotaktiCko djelovanje prvenstveno usmjereno
na monocite/makrofage.

Obitelj C kemokina trenutno ima samo jednog clana, limfotaktin, koji djeluje
kemotakti¢no na limfocite. Od kemokina C-X3-C takoder je poznat do sada samo
jedan €lan, fraktalkin, koji djeluje na monocite i limfocite.

Cetvrta grupa citokina sastavljena je od medijatora ukljuéenih u rast, diferencijaciju i
sazrijevanje stanica. Ovoj grupi pripadaju granulocitno-makrofagni ¢imbenik

stimulacije kolonija (GM-CSF, od engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating
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factor), granulocitni €imbenik stimulacije kolonija (G-CSF, od engl. granulocyte
colony-stimulating factor) i makrofagni €imbenik stimulacije kolonija (M-CSF, od
engl. macrophage colony-stimulating factor), koji redom stimuliraju sazrijevanije
granulocitno-monocitnih, granulocitnih, odnosno monocitnih prekursora. Premda im
je primarna funkcija u sklopu normalnog razvoja ciljnih stanica, neki pripadnici ove
grupe mogu sudjelovati i u imunoloskom odgovoru [119, 120]. Tako GM-CSF
pojatava mikrobicidnu aktivnost, oksidativni metabolizam i fagocitozu neutrofila i
makrofaga, a moze djelovati i kao kemoatraktant za neutrofile i eozinofile [121, 122].
Nadalje, pokazana je njegova uloga u imunoloSskom prepoznavanju, budué¢i da
uzrokuje funkcionalno sazrijevanje Langerhansovih stanica u dendritiCke stanice. Za
M-CSF je takoder pokazana imunoloska uloga u vidu indukcije sinteze proupalnih
citokina te poticanja oksidativnog metabolizma [123].

Cimbenici rasta fibroblasta (FGFs, od engl. fibroblast growth factors) predstavljaju
veliku obitelj molekula koja djeluje na kompleksne bioloSke procese u tijelu [124].
Pokazano je kako mnogi signali poti¢u lu¢enje ovih molekula uklju€uju¢i metabolicki
stres (nizak pH, hipokalcemija), citokine, mehanicki stres, genetske mutacije te
imunoreakcije posredovane imunoloskim stanicama koje su dospjele na mjesto
upale. FGFs igraju vaznu ulogu u nekoliko procesa koji uklju€uju pregradnju tkiva
kao Sto su embrionalni razvoj, neoangiogeneza, zarastavanje rana te upala [125].
Ove se promjene ostvaruju djelovanjem ovih ¢imbenika rasta na vlastite receptore
koji dalje posreduju u ucincima kao Sto su stani¢no prezZivljavanje, proliferacija,

migracija, invazija i diferencijacija.
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1.4.2. NF-kB

Obitelj NF-kB (od engl. nuclear factor kB) transkripcijskin Cimbenika predstavlja
grupu evolucijski konzerviranih proteina koji igraju vaznu ulogu kod ranog
imunoloSkog odgovora domacina na patogene [126, 127].

Do aktivacije ovoga puta dolazi prilikom odgovora na razne stimuluse kao $to su
virusne infekcije, bakterijske infekcije, mitogeni, ¢imbenici rasta te proinflamatorni
citokini (Slika 3.) [128-130]. U pojedinim slu¢ajevima, vezivanje virusne Cestice za
vlastiti receptor dovoljan je poticaj za aktivaciju NF-kB puta, a ovakvo djelovanje
mogu imati i virusni produkti kao $to su dsRNK i virusni proteini.

U vecini stanica NF-kB se nalazi u obliku inaktivnog citoplazmatskog kompleksa,
vezan za obitelj inhibitornih proteina (IkB, od engl. inhibitor of kB) [126]. Njihova
interakcija maskira jezgrino vezujuée mjesto na NF-kB molekuli onemogucujuci
prelazak ¢imbenika iz citoplazme u jezgru, a time i njegovo bioloSko djelovanije.
Pojedini aktivacijski stimulusi pokrecu razliite kaskadne reakcije koje u vecini
sluCajeva vode do fosforilacije i degradacije IkB proteina. Time dolazi do
oslobadanja NF-kB proteina i njegove translokacije u jezgru. Ova kaskadna reakcija
kontrolirana je na viSe razina mehanizmima negativne i pozitivne povratne sprege
[131-134]. Ovakva viSestruka kontrola potrebna je s obzirom na veliki broj gena €ija

je ekspresija regulirana putem NF-kB puta.
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Slika 3. Temeljni putevi aktivacije NF-kB transkripcijskog puta. Do danas je opisano pet ¢lanova NF-
kB obitelji: NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB i c-Rel. Heterodimer p50/p65 je
glavni Rel/NF-kB kompleks u vecini stanica. NF-kB se nalazi u citoplazmi stanice vezan za
inhibitorne proteine IkB obitelji. Pojedini aktivacijski stimulusi pokrecu razliCite kaskadne reakcije koje
u vecini slu¢ajeva vode do fosforilacije i degradacije kB proteina. Time dolazi do oslobadanja NF-kB
proteina i njegove translokacije u jezgru gdje djeluje na ekspresiju mnogih gena, uklju€ujuéi gene za

kemokine, adhezijske molekule, enzime i druge.

RTK-receptor tirozin kinaza, PIl-3K-fosfatidil inozitol kinaza, AKT-serin/treonin kinaza, IkB-inhibitorni
protein, IKK-IkB kinaza, TNFR-receptor ¢imbenika tumorske nekroze, FADD-FAS-vezana domena
smrti, TRADD-adaptorski protein povezan s receptorom TNF obitelji, TRAF2-Cimbenik povezan s

receptorom obitelji TNF 2, NIK-protein kinaza kinaze kinaze 14
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Do danas su NF-kB vezuju¢a mjesta dokazana u promotorskim regijama kod viSe
od 150 gena, ukljuCuju¢i gene za citokine i kemokine, receptore potrebne za
adheziju i transmigraciju neutrofila, receptore uklju¢ene u imunoloSskom
prepoznavanju, kao i proteine vazne u antigenskoj prezentaciji [135]. Medutim,
zanimljivo je da citokini koji su inducirani putem NF-kB puta, kao $to su TNF-a i IL-
1B jesu takoder i snazni aktivatori samoga NF-kB puta te mogu pojac¢ati imunoloski
odgovor te pridonijeti razvoju kroniéne upale. Radi jakog utjecaja na imunolo$ki
sustav, NF-kB put je poznat kao cilj djelovanja protuupalnih lijekova, nadasve
nesteroidnih protuupalnih lijekova.

Nedavna istrazivanja naglasavaju vaznost ovoga transkripcijskog puta u kontroli
stanine proliferacije i apoptoze. NF-kB aktivira mnoge pozitivhe regulatore
stani¢nog ciklusa te takoder potiCe gene koji imaju antiapoptoti¢ke ucinke. Tako NF-
kB direktno utjeCe na prezivljavanje stanice djelujuci na ¢lanove Bcl-2 (od engl. B-
cell CLL/lymphoma 2) obitelji, celularne inhibitore apoptoze te ¢imbenike povezane
s receptorima obitelji TNF (TRAF, od engl. TNF receptor associated factor), TRAF-1
i TRAF-2 molekule. Premda NF-kB prvenstveno sprje€ava proces apoptoze djelujuci
na tzv. receptore smrti i na mitohondrijski put apoptoze, u odredenim slu€ajevima
aktivacija NF-kB puta moze dovesti i do smrti stanice [136-138].

Upravo glavne znacCajke NF-kB aktivacije; djeluje unutar nekoliko minuta od
pocCetnog stimulusa, ne zahtjeva sintezu proteina, te je u mogucnosti djelovati na
klju¢ne korake prilikom imunoreakcija, ucinili su ovaj transkripcijski put iznimno
priviaénom metom za razliCite patogene, osobito viruse. Zato ne €udi §to su mnogi
virusi kao sto su HIV, virus influence, virus hepatitisa B (HBV) i herpesvirusi razvili

razliCite strategije kako bi modulirani NF-kB aktivnost [139].
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Uvrijezeno je miSljenje da aktivacija NF-kB puta djeluje protektivno za domacina
kojem prijeti infekcija odredenim virusom. Ovu tvrdnju potvrduju i pokusi s miSevima
koji su deficijentni u pojedinim segmentima NF-kB puta te koji imaju vedéu
prijemljivost za infekcije [140]. Nadalje, u prilog tomu govori i €injenica da su mnogi
virusi razvili strategije za zaustavljanje NF-kB aktivacije. Tako HIV sprjeCava
degradaciju IkB proteina te time onemogucéava oslobadanje aktivnog NF-kB [141].

Medutim, postoje indikacije da odredeni virusi mogu koristiti i strategiju aktivacije
NF-kB puta. Ovakvo bi djelovanje bilo usmjereno u smjeru blokiranja apoptoze te
posliediéno produzenju Zzivota stanice domacdina virusa, poboljSanju replikacije te
diseminacije. Ovaj je nacin iskoristavanja NF-kB puta pokazan za viSe virusa
uklju€ujuéi HIV, herpesviruse i virus hepatitisa C (HCV) [142]. Nadalje, novija su
istrazivanja pokazala da su stanice koje imaju nisku aktivnost NF-kB puta
rezistentne na infekciju virusom influence, medutim postaju prijemljive za infekciju
nakon njegove aktivacije $to takoder govori u prilog negativnog utjecaja aktivacije

ovoga transkripcijskog puta [143].

1.4.3. Apoptoza

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt klju¢an je proces ukljuéen u normalan
razvoj, odrzavanje tkivhe homeostaze te odigravanje efektivnog imunoloskog
odgovora. Ovaj evolucijski konzervirani mehanizam razvijen je kako bi se odstranile
oStecene stanice, stanice tijekom organogeneze, autoreaktivni limfociti ili stanice

zarazene odredenim patogenom [144].
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Sam proces apoptoze mozemo podijeliti u tri faze. Prva faza predstavlja inicijacijski
signal koji pokrec¢e programiranu stani€¢nu smrt te ukljucuje cijeli niz stimulusa [145].
Nakon ove pocetne faze slijedi period umiranja koji moze trajati razli¢ito dugo ovisno
o vrsti poticaja te vrsti stanice koja je krenula u programiranu stani¢énu smrt. Ovaj
stadij ukljuCuje Kkarakteristicne apoptotiCne promjene u morfologiji stanice,
uklju€uju¢i kondenzaciju kromatina te vakuolizaciju citoplazme. U finalnom stadiju
dolazi do stvaranja apoptotickih tjeleSaca koja pupaju sa stani¢ne membrane te koja
naknadno progutaju stanice fagocitnog sustava (Slika 4.).

Glavnu ulogu tijekom procesa apoptoze imaju kaspaze, grupa proteaza koje mogu
djelovati na nekoliko stotina stani¢nih supstrata [146].

Kako bi se sprijeCilo nezeljeno kretanje u staniénu smrt kaspaze se u stanicama
nalaze u inaktivnom obliku (zimogeni). Prije no §to "izvrSne" kaspaze (kaspaza 3, 6,
7) napadnu svoje substrate, iz inaktivnog se oblika pretvaraju u aktivne

posredstvom "inicijacijskih" kaspaza kao $to su kaspaza 8 i kaspaza 9.

lzvor: www.apoptosisinfo.com/images/apoptosis-logo.jpg

Slika 4. Smrt stanice procesom apoptoze. Stvorena apoptoticka tjeleSca uvlaci stanica fagocitnog
sustava.

Najpoznatija su dva puta aktivacije ovog suicidalnog mehanizma; fiziolo$ki (vanjski

put) i stresom aktivirani (unutarnji put) (Slika 5.).
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FizioloSki mehanizmi aktivacije ukljuéuju odredene receptore na povrSini stanice,
uklju€ujuéi TNF receptore ili CD95, koji su poznati i kao "receptori smrti" [147].
Vezivanjem liganda na receptore smrti dolazi do njihove agregacije te do vezivanja
adaptorskog proteina FADD (od engl. Fas-associated death domain) koji dalje
tijekom procesa djeluje na aktivaciju poglavito kaspaze 8. Ova kaspaza posljedi¢no
premjesta apoptoticki signal do mitohondrija ili direkino na slijede¢e kaspaze,
osobito kaspazu 3. Uloga kaspaze 3 prvenstveno se odnosi na izvrSenje
apoptoti€énog signala, djelovanjem na viSe stani¢nih enzima te strukturalnih proteina

jezgre i citoskeleta.
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Slika 5. Osnovni apoptotiCki putevi. Vanjski apoptoticki put zapoc€inje vezivanjem liganda na
receptore smrti te slijedom signala dolazi do aktivacije kaspaze 8. Aktivirana kaspaza 8 sada moze
aktivirati izvrSnu kaspazu 3 koja uvodi stanicu u apoptozu. Unutarnji apoptoticki put aktivira se nakon
odredenih stresnih poticaja kao $to je zracenje. Tada dolazi do promjena koje dovode do otpustanja
citokroma c iz mitohondrija, koji zajedno s molekulom Apaf 1 (apoptosom) dovodi do aktivacije
kaspaze 9. Aktivirana kaspaza 9 tada djeluje na izvrSne kaspaze koje pokrecu programiranu staniénu
smrt.

Bid-proapoptoticki ¢lan Bcl-2 obitelji, Bax-Bcl2 pridruzen X protein, Bad-Bcl2 antagonist stani¢ne
smrti, DIABLO-mitohondrijski proapoptoticki protein, XIAP-antiapoptoticki protein, Bcl-2-
antiapoptoticki regulator, Bcly-antiapoptoticki regulator
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Znatno se manje zna o mehanizmima kako dolazi do stresom provocirane
programirane stani¢ne smrti. Medutim, poznato je da kod ovoga oblika pokretanja
staniCne smrti dolazi do aktivacije kaspaze 9 posredstvom aktiviraju¢eg Cimbenika
apoptotiCkih proteaza 1 (Apaf 1, od engl. apoptotic protease activating factor).
Poticaji za ovakvu stani¢nu smrt uklju€uju ekspoziciju UV zrakama te izlaganje
slobodnim radikalima. Vjeruje se da vrlo vaznu ulogu u ovom putu aktivacije imaju
¢lanovi Bcl-2 obitelji te mitohondriji. Istrazivanja su pokazala kako rano tijekom
stresom inducirane apoptoze dolazi do permeabilizacije vanjske membrane
mitohondrija, oslobadanja citokroma C i ostalih proteina koji mogu inducirati smrt
stanice [149]. Kako pojedini ¢lanovi Bcl-2 obitelji mogu sprijeciti ove promjene, te
onemoguditi oslobadanje kaspaza, prozvani su Cuvarima integriteta mitohondrija
[150, 151]. Medutim, novija istrazivanja su pokazala da i tijekom stresom inducirane
stani¢ne smrti moze doci do aktivacije kaspaza i neovisno od mitohondrija.

Mnogi su virusi razvili sposobnost moduliranja apoptoti¢kih procesa unutar stanice
domacina. Virus moze imati koristi i indukcijom i inhibicijom apoptoze, premda mu u
vecini slucajeva prirodni apoptoticki procesi unutar stanice Skode. Dovoljno je da
virus djeluje na samo jedan korak slozenog signalnog puta kako bi utjecao na
poCetak ili razvoj programirane stani¢ne smrti. Medutim, postoje i druge strategije
zaobilaZzenja utjecaja apoptoze kojima se koriste virusi osim djelovanja na signalni
put. Tako odredeni virusi proizvode veliki broj viriona u kratkom vremenu
onemogucujuci efektivan imunoloski odgovor ili mogu razviti kriptinu infekciju, kod
koje je onemoguéeno otkrivanje infektivne ¢&estice [152]. Ovakvo djelovanje
pokazuju ve¢inom RNK virusi kao $to su virus vezikularnog stomatitisa ili virus
influence [153, 154]. Prednost inhibicije apoptoze u virusnim infekcijama odnosi se

na duze prezivljavanje stanice domacina te na mogucnost Sirenja virusa po tijelu.
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Medutim, i indukcija smrti stanice moze predstavljati prednost za prezivljavanje
virusa. U ovom slu€aju dolazi do stvaranja malih vreéastih tijela koja su poznata kao
apoptotiCka tjeleSca. Ova se tjeleSca odvajaju od umiruée stanice te bivaju
progutana od okolnih fagocitnih stanica. Ovakav oblik fagocitoze predstavlja nacin
diseminacije virusa bez razvoja imunoloSskog odgovora koji bi slijedio nakon
ispustanja virusa u izvanstani¢nu tekucinu [155].

Medutim, nije rijetkost ni da pojedini virus proizvodi proteine koji mogu djelovati i na
inhibiciju i na indukciju apoptoze. Tako HIV moze preko proteina negativni ¢imbenik
(Nef, od engl. negative factor) inducirati apoptozu preko povecanja ekspresije TNF-
o na staniénoj povrsSini, a posredstvom regulatornog transaktivirajuc¢eg proteina (Tat,
od engl. transactivating regulatory protein) djeluju¢i na poveéanu ekspresiju CD95
[156, 157]. IstraZivanja su pokazala kako proapoptoti¢ki protein Tat moze takoder
djelovati i na inhibiciju stani€ne smrti povecavajuéi razinu Bcl-2 te djelujuc¢i na
apoptoticki signal preko T-stani¢nog receptora [158]. Ovakva dvojna strategija moze
se objasniti djelovanjem virusnih proteina ovisno o stadiju infekcije. Tako da na
poCetku infekcije inhibicija apoptoze omogucuje replikaciju virusa, dok kasnija

indukcija mozZe posredovati u njegovoj diseminaciji.

1.4.4. Adhezijske i molekule izvanstaniénog matriksa

lzvanstani¢ni matriks (ECM, od engl. extracellular matrix) predstavlja kompleksnu
mrezu strukturalnih i funkcionalnih makromolekula koje imaju vaznu ulogu u
morfogenezi organa i tkiva te u odrzavanju stani¢ne i tkivne strukture i funkcije

[159]. Medutim, osim utjecaja ECM-a na fizioloSke procese, sve se vise pojavljuju i
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pokazatelji o njegovoj ulozi tijekom patoloskih stanja, osobito prilikom odgovora
domacina na virusne infekcije.

ECM je graden od cijelog niza obitelji molekula, ukljuCujuci obitelj kolagena,
elasticnih vlakana, glikozaminoglikana, proteoglikana te adhezivnih glikoproteina.
Razli¢ita kombinacija, imobilizacija te prostorna organizacija sastavnica Ccine
gradevnu osnovu svih tkiva u ljudskome tijelu [159, 160].

Kolagen je najzastupljeniji protein u tijelu svih kraljeznjaka. Do sada je pronadeno
20 vrsta kolagena koji imaju razli€¢ita mehanicka i funkcionalna svojstva. Kolageni
tipa I, 1l i lll najzastupljeniji su kolageni u ljudskome tijelu te Cine fibrile vazne za
tenzijsku snagu tkiva. Ostale vrste kolagena, kao §to su tip IV, VII, IX; X i Xl
gradevni su elementi kolagenskih fibrila ili se nalaze u sklopu bazalnih lamina. Uz
ve¢ navedene mehanicke i strukturalne funkcije, kolagen takoder igra vaznu ulogu
prilikom uspostave kontakta stanica s okolnim strukturama te tijekom stani¢ne
diferencijacije i migracije [161, 162].

Adhezivni glikoproteini jesu grupa izvanstani¢nih molekula koji imaju sposobnost
vezivanja za kolagen, proteoglikane te stani¢nu povrsinu [163]. Glavni predstavnici
ove skupine molekula jesu fibronektin, laminin, vitronektin i trombospondin.

Vecina stanica u tijelu lu€i fibronektin u izvanstani¢ni prostor, gdje ulazi u interakciju
s ostalim molekulama, uklju€uju¢i kolagen, glikozamninoglikane, proteoglikane te
trombospondin. Fibronektin ima vaznu ulogu tijekom vezanja stanice za okolne
strukture te tijekom stani¢nog pomicanja i diferencijacije [164]. Takoder je pokazano
da kod pojedinih virusnih infekcija moze olak$ati ulazak virusa u stanicu djelujuéi
kao most izmedu stanice i izvanstani¢nog prostora [165].

Laminin se poglavito nalazi u sklopu bazalne membrane te ima sposobnost vezanja

za stani¢nu povrsinu, heparin te tip IV kolagena. Posjeduje brojne bioloSke funkcije

37



uklju€ujuéi indukciju stani¢ne adhezije, migracije, rasta i diferencijacije. Do danas je
opisano nekoliko receptora koji vezu laminin, od kojih neki takoder mogu
posredovati u virusnim infekcijama [166].

Glikoprotein trombospondin nalazi se u izvanstaniéhnom matriksu vezan za
fibronektin ili heparan sulfat. Poznat je njegov utjecaj na koagulaciju i
antikoagulantne ¢imbenike te agregaciju trombocita. Takoder je ukljuéen u staniénu
adheziju, proliferaciju, angiogenezu te sudjeluje u oporavku tkiva nakon osteéenja.
Istrazivanja su pokazala da prilikom infekcije fibroblasta ljudskim citomegalovirusom
dolazi do smanjene ekspresije gena za trombospondin 1 i trombospondin 2,
medutim uloga ovoga odgovora nije do kraja poznata [167].

Dva su glavna nacina na koja izvanstaniéni matriks moze djelovati na stani¢ne
procese.

Prvi je nacin da interakcija stanica-izvanstani¢ni matriks moze direktno utjecati na
stani¢ne funkcije djeluju¢i na signalne puteve preko povrsinskih stani¢nih receptora.
Na stani¢noj povrSini nalaze se dvije vrste receptora: ne-integrinski i integrinski
receptori. Od ne-integrinskih receptora najvazniji su povrSinski proteoglikani
sindekan i CD44. Vezivanje receptora CD44 za tip | i tip IV kolagena te hijaluronan
igra vaznu ulogu prilikom stani¢ne adhezije i migracije. Sindekan uz to Sto veze
razliCite vrste kolagena, fibronektin i trombospondin, takoder veze i €imbenike rasta
fibroblasta. Djelovanje ECM-a na signalne puteve koji su aktivirani ¢imbenicima
rasta i diferencijacije vjerojatno je njegova najvaznija bioloska funkcija [168]. Tako je
studija Aplina i sur. otkrila da je u fibroblastima djelovanje ¢imbenika rasta pojac¢ano
kada su stanice adherentne [168].

S druge strane, izvanstani¢ni matriks moze utjecati na mobilizaciju ¢imbenika rasta

ili diferencijacije te time djelovati na proliferaciju ili fenotip stanice [168]. ECM moze i
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limitirati difuziju ¢imbenika rasta te tako osigurati lokalni pul aktivnih molekula nakon
Sto se one prestanu Iuciti.

Drugu skupinu povrSinskin receptora predstavljaju integrini, glikoproteinski
heterodimeri gradeni od jednog a i jednog B lanca [169]. Integrini igraju vaznu ulogu
tijekom medusobne adhezije stanica, ekstravazacije, agregacije trombocita te
migracije endotelnih stanica na proteinima izvanstani¢nog matriksa te posreduju u
kemijskoj signalizaciji [170]. Svi glavni gradevni elementi ECM-a mogu biti
prepoznati od strane jednog ili viSe integrina, medutim znacenje ove redundancije
nije poznato. Integrini igraju vaznu ulogu tijekom virusnih infekcija te su
Gavrilowskaya i sur. prvi pokazali kako B3 integrini sluze kao receptori za ulazak
hantavirusa u stanicu [171]. Medutim, novija in vivo istrazivanja pretpostavljaju da
patogeni hantavirusi mogu koristiti i dodatne receptore [172].

Ostecenja razlicitih tkiva i organa dijelom su uzrokovana i narusenom ravnotezom
izmedu matriks metaloproteinaza (MMPs) i njihovih tkivnih inhibitora (TIMPs, od
engl. tissue inhibitors of MMPs) [173, 174]. Nedavna istrazivanja pokazala su znacaj
ovih molekula tijekom odgovora na infekcije razliitim patogenima agensima [175,
176]. Vrlo vazna karika imunoloSkog odgovora je migracija imunoloskih stanica na
mjesto infekcije. MMPs znacajno utjeCu na ovaj proces degradiraju¢i komponente
izvanstanitnog matriksa, osobito bazalnu membranu $to dopusta stanicama
imunoloskog sustava daljnju migraciju [175]. Takoder mogu djelovati na imunoloski
odgovor i modulirajuéi citokinsku aktivnost, kao na primjeru IL-8 kojega cijepaju na
fragmente koji imaju 10 puta vecu djelotvornost od polazne molekule [177]. Premda
sekrecija MMPs omogucava ucinkovit imunoloski odgovor, pretjerana aktivnost ovih
proteaza moze takoder dovesti do oSteCenja tkiva $to je pokazano i kod nekih

virusnih infekcija uklju€ujuéi HIV i HBV [178, 179]. Promjena u razini iRNK za viSe
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MMPs pokazana je tijekom encefalitisa uzrokovanog koronavirusima, te je u istoj
studiji nadena i poveéana ekspresija iRNK za TIMP-1 [180].

Takoder postoje i pokuSaji lije¢enja infektivnih bolesti djelovanjem na MMPs.
Preliminarni rezultati na modelu Stakora pokazali su da inhibicija MMPs i TNF-a

smanjuje smrtnost kod pneumokoknog meningitisa [181].

1.5. MRC-5 i HEK 293 stanice

1.5.1. MRC-5 stanice

MRC-5 (od engl. Medical Research Council 5) ljudske, diploidne stanice nastale su
1966. godine iz normalnog pluénog tkiva 14 tjedana starog muskog fetusa [182]. To
su pluéni fibroblasti koji se mogu dijeliti izmedu 42 i 46 puta prije pocetka

senescencije (Slika 6.).

MRC-5 stanice koriste se u laboratorijima Sirom svijeta kod razli€itih aplikacija,
uklju€ujuci in vitro istrazivanja citotoksi¢nosti, razvoju cjepiva te kao model za

istrazivanje razli€itin virusnih oboljenja.
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lzvor:www-micro.msb.le.ac.uk/Video/graphics/MRC5.jpg

Slika 6. Mikroskopska slika MRC-5 stanica u kulturi

Glavna je uloga pluénih fibroblasta, pa tako i MRC-5 stanica, sudjelovanje u
odrzavanju normalnog tkivnog integriteta, odnosno u gradi samoga plu¢nog tkiva
[183]. Medutim, sve je viSe dokaza kako je uloga ovih stanica u ljudskom tijelu puno
kompleksnija. Danas je poznato kako pluéni fibroblasti sudjeluju u procesu popravka
tkiva nakon upalnog procesa lu¢enjem mnogih proteina izvanstani€énog matriksa.
Ove stanice mogu i migrirati na mjesto osteéenja tkiva te nadomijestiti stanice koje

nedostaju [184].

Uz ulogu koja je vazna tijekom pregradnje tkiva, pluéni fibroblasti bi takoder mogli
biti vazni u€esnici u regulaciji lokalnih imunoreakcija, uklju€ujuci upalni odgovor. Sve
je vise podataka o ulozi pluénih fibroblasta u urodenoj imunosti. Van Compernolle i
sur. su pokazali kako ljudski fibroblasti posjeduju formil peptidne receptore [185].
Ovi su receptori prvenstveno prisutni na neutrofilima te sudjeluju u njihovoj
kemotaksiji na mjesto infekcije [186]. Aktivacija ovih receptora sa strane razli€itih
patogena takoder dovodi do morfoloskih i biokemijskin promjena u stanici,

ukljuuju¢i polarizaciju aktinskog citoskeleta, aktivaciju razli€itih integrina te
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migraciju. Signalizacija preko ovih receptora takoder poti€e i produkciju
superoksidnih metabolita te degranulaciju. Ove promjene vazne su prilikom
migracije neutrofila, sekvestracije te ubijanja prisutnih mikroorganizama [186].
Mozemo pretpostaviti da prisutnost ovih receptora na neimunoloskim stanicama kao
§to su fibroblasti moze govoriti u prilog vaznosti ovih mezenhimskih stanica u

urodenoj imunosti.

Nadalje, pluéni fibroblasti posjeduju adhezijske molekule vazne za kemotaksiju
leukocita te su u mogucnosti proizvesti Siroku paletu upalnih citokina i kemokina
[187]. Do danas je poznato kako pluéni fibroblasti mogu lu€iti kemokine RANTES i
IL-8 nakon stimulacije s TNF-a, ali i prilikom virusnih infekcija [188, 189].
IstraZivanja su pokazala da plucni fibroblasti mogu takoder lu€iti MCP-1 i IL-11, te
da izrazavaju iRNK za eozinofilne kemokine MCP-3 i MCP-4 [188, 190]. Takoder je
pokazano da prilikom infekcije MRC-5 stanica rinovirusom 14 dolazi do izlu€ivanja

IL-6 te da je ovaj proces pod utjecajem NF-kB transkripcijskog puta [191].

Vazno je naglasiti kako fibroblasti mogu Iuciti razliCite &imbenike rasta koiji
posljedicno mogu djelovati na diferencijaciju, aktivaciju i prezivljavanje mnogih vrsta

stanica [183].

Smith i sur. nazivaju fibroblaste stanicama ¢Cuvarima koje primaju i odaSilju vazne
informacije drugim stanicama te naglaSavaju vaznost istrazivanja uloge ovih stanica

u imunopatogenezi infektivnih bolesti [192].
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1.5.2. HEK 293 stanice

HEK 293 (od engl. Human embryonic kidney) stanice nastale su transformacijom
ljudskih embrionalnih stanica bubrega pomoéu DNK adenovirusa 5, a prvi ih je

opisao Graham 1977. godine (Slika 7.) [193].
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Slika 7. Mikroskopska slika HEK 293 stanica u kulturi

Pokazalo se kako su ove stanice pogodne za proizvodnju razli¢itih virusnih vektora i
rekombinantnih proteina te se uglavnom koriste u viroloskim testiranjima te kao
transfektirane stanice za ekspresiju rekombinantnih proteina u studijama mnogih
istrazivackih podrucja.

Premda apoptoza igra vaznu ulogu tijekom embrijskog razvoja, patoloSka aktivacija
ovoga procesa mogla bi dovesti i do o$tecenja razli€itih tkiva i organa.

Nedavno je pokazano kako hantavirusi u ovim stanicama uzrokuju citopati¢ni u¢inak
te da je za ovu promjenu odgovoran proces apoptoze [194]. IstraZivanje Markotic i
sur. te nedostatak znanja o mehanizmima apoptoze uzrokovane hantavirusima,
naglasavaju potrebu daljnjeg istrazivanja razli€itih ¢imbenika Kkoji sudjeluju u

programiranoj stani¢noj smrti HEK 293 stanica tijekom infekcije ovim virusima [194].
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lzvanstani¢ni matriks igra glavnu ulogu u normalnoj gradi i funkciji bubrega. Veliki
broj bubreznih oboljenja praéeno je kvalitativnom i kvantitativnom promjenom
kompozicije ove specijalizirane strukture [195]. Vaznu ulogu u ovom procesu igraju
matriks metaloproteinaze i njihovi tkivni inhibitori. Istrazivanja su pokazala kako HEK
293 stanice eksprimiraju viSe proteaza te da bi mogle imati aktivhu ulogu u

promjenama izvanstani¢nog matriksa tijekom virusnih infekcija [196, 197].

1.6. Imunopatogeneza hantavirusnih infekcija

Dosadasnja istrazivanja su pokazala kako imunopatogenetski mehanizmi igraju
znacajnu ulogu kod hantavirusnih infekcija.

Specifiéna IgM antitijela mogu se otkriti ve¢ na samom pocetku obje bolesti te
dostizu maksimum unutar nekoliko dana [198]. IgG antitijela pojavljuju se kasnije te
dostizu maksimum oko drugog tjedna bolesti [20, 198]. Takoder je pokazano kako
IgE antitijela imaju ulogu u ranoj fazi infekcije djeluju¢i na povecanje ekspresije
citokina te ulazeéi u sastav imunokompleksa [199]. Kako se hantavirusi prenose
aerosolom te primarno inficiraju stanice respiratornog trakta, prisutnost IgA antitijela
mogla bi utjecati na rezoluciju akutne infekcije, buduéi da IgA antitijela najveéu
razinu dostizu na pocetku bolesti [200].

Pretpostavlja se da humoralna imunost i kod HFRS-a i kod HPS-a moze trajati
gotovo dozivotno.

Premda je znacaj stani¢ne imunosti kod hantavirusnih infekcija manje istrazen, neki
su autori pokazali kako je upravo ovaj vid imunosti vec¢im dijelom odgovoran za

otpornost Zivotinja na infekciju ovim virusima [201].
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T-limfocitna aktivacija pojavljuje se vrlo rano tijekom hantavirusne infekcije te je
pracena porastom broja neutrofila, monocita, B-limfocita te CD8+ T-limfocita [75,
202, 203]. Povecan broj aktiviranih T-limfocita koji mogu djelovati na vaskularnu
permeabilnost dokazan je u krvi i u tkivima akutnih HPS bolesnika [75, 204]. Vjeruje
se kako su upravo ovi specifi¢ni T-limfociti dijelom odgovorni za nastanak osteéenja
tijekom hantavirusnih infekcija [205].

Tijekom HVBS-a dolazi do aktivacije komplementa, i klasi¢nim i alternativnim putem
te je stupanj aktivacije u korelaciji s tezinom bolesti [206, 207]. Ulogu u nastanku
oStecenja takoder mogu imati cirkulirajuéi imunokompleksi te njihovo talozenje u
glomerularnoj bazalnoj membrani i tubulima bubrega [208, 209].

LuCenje citokina i kemokina tijekom infekcije hantavirusima moglo bi znatno
doprinijeti nastanku simptoma kod HPS-a i HVBS-a.

Kod bolesnika s HVBS-om dolazi do lu¢enja citokina te su u akutnoj fazi bolesti u
serumu dokazani IL-6, IL-1 i IL-10 [210, 211]. Kod bolesnika s HVBS-om takoder
nalazimo povecane vrijednosti solubilnog IL-2 i solubilnog IL-6 receptora [212].
Podaci o povisenim razinama TNF-a u krvi bolesnika s HVBS-om te povecan broj
TNF-a pozitivnih stanica iz plu¢nog tkiva umrlih od HPS-a govori u prilog vaznosti
ovog citokina u imunopatogenezi ove dvije bolesti [211, 213]. Citokini poput TNF-a,
IL-1 i IL-6 odgovorni su za nastanak vrucice, septichog Soka i lu¢enje proteina
akutne faze. Medutim, vjeruje se kako ovi medijatori imaju vaznu ulogu u nastanku
pojaCane vaskularne propusnosti prisutne kod HPS-a i HVBS-a, premda to¢an
mehanizam ostaje nejasan [214].

Kemokini su vazni lokalni medijatori koji usmjeravaju migraciju stanica koje sudjeluju

u imunoloSkom odgovoru.
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In vitro istraZivanja su pokazala kako infekcije virusima Hantaan i Sin Nombre
induciraju ekspresiju RANTES-a i IP-10, kemokina vaznih za kemotaksiju leukocita
na mjesto infekcije [214]. Studija Geimonena i sur. pokazala je kako virus Hantaan
inducira proizvodnju kemokina u endotelnim stanicama, ukljuéujuc¢i kemokine IL-8,
RANTES i IP-10, dok nepatogeni hantavirus Prospect Hill nije doveo do njihove
indukcije [215]. Ovi podaci potkrepljuju misljenje kako kemokini igraju vaznu ulogu u
imunopatogenezi hantavirusnih infekcija.

Istrazivanja su pokazala da hantavirusi mogu inficirati Siroki spektar ljudskih stanica,
uklju€ujuéi fibroblaste [216]. Medutim, prema dosada$njim spoznajama endotelne
stanice i makrofazi predstavljaju glavne ciljne stanice za hantaviruse.

Premda makrofazi imaju vaznu ulogu u obrani organizma od razli¢itih infekcija,
njihova pojatana aktivacija moze dovesti do oSte¢enja tkiva putem prevelike
proizvodnje proinflamatornih citokina. Vjeruje se kako ove fagocitne stanice takoder
doprinose Sirenju hantavirusa s primarnog mjesta infekcije [207].

Infekcija hantavirusima uzrokuje porast vaskularne permeabilnosti, premda nije
jasno koji mehanizmi dovode do ove patoloSke promjene. Za sada je poznato da
hantavirusi poveéavaju ekspresiju adhezijskih molekula na endotelnim stanicama te
poti¢u migraciju imunoloskih efektorskih stanica (monocita i leukocita) kroz kapilarnu
stienku [217].

Mnoga djelovanja izvanstani¢nog matriksa posredovana su integrinima, receptorima
na stani€énoj povrSini koji povezuju stanicu s izvanstani¢nim prostorom [45].
Gavrilowskaya i sur. su po prvi puta pokazali kako B3 integrini posreduju ulazak
hantavirusa u stanicu [45]. Buduci da je povecana kapilarna permeabilnost dijelom
odredena i o,P3 integrinima mozemo pretpostaviti kako vezanje hantavirusa za

vlastiti receptor moze imati ulogu u narusavanju normalne hemostaze [171].
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Podaci o ulozi apoptoze prilikom hantavirusnih infekcija dijelom su kontradiktorni.
Kang i sur. jo$§ 1999 godine daju prve dokaze o mogucoj ulozi apoptoze prilikom
smrti Vero E6 stanica tijekom infekcije virusima Hantaan i Prospect Hill [218].
Premda novija istrazivanja pokretanja apoptoze konfluentnih Vero E6 stanica
patogenim hantavirusima nisu potvrdila ova ispitivanja, apoptoticka smrt bila je
pojacana u Vero E6 stanicama koje su u fazi dijeljenja [219].

Nedavno je pokazano kako hantavirusi uzrokuju citopatic¢ni efekt u kulturi HEK 293
stanica te da je za ovu promjenu odgovoran proces apoptoze [194]. Premda je u
viSse studija pokazana uloga apoptoze kod infekcije patogenim i nepatogenim
hantavirusima, vrlo se malo zna o0 mehanizmima i putevima nastanka programirane
stani¢ne smrti [194, 220].

Istrazivanje Li i sur. pokazalo je kako nukleokapsidni protein virusa Puumala djeluje
na protein 6 vezan za domenu smrti (Daxx, od engl. death-associated protein 6),
molekulu koja djeluje kao pojaciva¢ apoptoze pokrenute FAS-putem [44]. Medutim,
nasa prethodna istrazivanja nisu pokazala znacaj FAS puta u pokretanju apoptoze
kod hantavirusnih infekcija u HEK 293 stanicama [194]. Nadalje, infekcija Vero E6
stanica nepatogenim virusom Tula dovela je do pokretanja programirane stani¢ne
smrti, a ulogu u ovom procesu imale su kaspaza 3 i kaspaza 8 [220]. Takoder je
nedavno otkrivena moguc¢a uloga endoplazmatskog retikuluma kod pokretanja
apoptoze Vero E6 stanica nakon infekcije virusom Tula [221]. 1z navedenih
istrazivanja je jasno da jo$ uvijek postoji pitanje kojim se putem pokrec¢u apoptoticki
procesi kod patogenih i nepatogenih hantavirusa.

Jo$ uvijek nije poznata uloga NF-kB transkripcijskog puta kod hantavirusnih
infekcija. Ranija istraZzivanja su pokazala da kod infekcije virusom Denge,

uzroCnikom teskog oblika hemoragijske vruéice dolazi do aktivacije NF-kB puta te
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posljedicno do apoptotiCne smrti stanica [137]. Medutim, nakon infekcije ljudskih
endotelnih stanica virusom New York, uzro¢nikom HPS-a, do$lo je do smanjene
ekspresije gena za TRAF-2, §to moze govoriti u prilog modulacije NF-kB puta
tijekom infekcije hantavirusima [215]. |z navedenog mozemo zakljuciti da uloga NF-

kB u hantavirusnim infekcijama tek treba biti otkrivena.
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2. CILJEVI RADA | OBRAZLOZENJE

Glavni cilj ovoga rada bio je istraziti promjene u ekspresiji gena kao odgovor na
infekciju virusom Hantaan i virusom Andes. lako spadaju u isti rod Hantavirus, ova
dva virusa uzrokuju dva razli¢ita klinicka entiteta; virus Hantaan uzrokuje HVBS te
pretezno bubrezne promjene, dok virus Andes uzrokuje HPS te zahvaca pluca.
Stoga smo istrazili utjecaj ovih virusa na ekspresiju gena u dvije razliCite vrste
stanica; stanica podrijetiom iz pluénog tkiva, MRC-5 stanica (pluéni fibroblasti) i
stanica podrijetlom iz bubreznog tkiva, HEK 293 stanica (ljudske embrionalne
epitelne stanice bubrega).

Razlike u ekspresiji gena koje smo dobili ovim istraZzivanjem mogle bi nam dati nove
spoznaje o imunoreakcijama koje se dogadaju prilikom infekcije hantavirusima, te
dati blizi uvid zasto virus Hantaan najveée promjene uzrokuje u bubrezima, dok

virus Andes u pluc¢ima.

1. Prilikom infekcije pluénih fibroblasta cilj je bio istraziti promjene u ekspresiji
gena tijekom rane infekcije (6 sati) te smo odredili gene za ove tri skupine
molekula:

1. Citokine

2. NF-kB transkripcijski put

3. Adhezijske i matriks molekule
Odlucili smo istraziti ove tri skupine molekula koje mogu biti pokazatelji rane
aktivacije pluénih fibroblasta i njihove potencijalne imunoregulatorne uloge.
Citokini su molekule koje sudjeluju u svim fazama imunoreakcija. Prethodna

istrazivanja su pokazala vaznost nekih proupalnih citokina i kemokina kod
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hantavirusnih infekcija, dok se vrlo malo zna o ulozi ¢imbenika rasta i antiupalnih
citokina. U ovom istrazivanju zeljeli smo potvrditi vaznost pojedinih citokina te otkriti
nove ¢lanove koji utje€u na ishod infekcije.

NF-kB transkripcijski put predstavlja vaznu kariku u ranom odgovoru organizma
na razliCite patogene, osobito viruse. Buduc¢i da gotovo i nema podataka o vaznosti
ovoga transkripcijskog puta kod hantavirusnih infekcija, cilj nam je bio otkriti utjecu li
hantavirusi na ovaj put te na koji nacin.

Sve je viSe pokazatelja kako adhezijske i molekule izvanstanicnog matriksa ne
predstavljaju samo gradevni element tkiva, ve¢ aktivho sudjeluju u razli€itim
imunoreakcijama. Vazni ¢lanovi ove obitelji molekula jesu MMP i njihovi inhibitori te
integrini. Cilj nam je bio otkriti kako infekcija hantavirusima utje¢e na promjene u

ekspresiji gena za ovu vaznu grupu molekula.

2. Prilikom infekcije HEK 293 stanica cilj nam je bio pratiti ekspresiju stani¢nih
gena u dvije vremenske tocke, nakon tri i pet dana te smo istrazivali gene
vezane za:

1. Razli¢ite puteve apoptoze

2. Adhezijske i molekule izvanstani¢nog matriksa
Nedavno je pokazano kako hantavirusi uzrokuju citopati¢i efekt u kulturi HEK 293
stanica te da je za ovu promjenu odgovoran proces apoptoze. Medutim, kako se
vrlo malo zna o mehanizmima i putevima nastanka programirane stani¢ne smrti kod
infekcije ovim virusima cilj nam je bio istraziti molekule koje sudjeluju u razli€itim

putevima apoptoze te otkriti njihovu vaznost kod hantavirusnih infekcija.
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Promjene koje se dogadaju u izvanstaniénom matriksu mogu znacajno utjecati na
stani¢ne funkcije. Cilj nam je bio otkriti mogu li ove molekule imati utjecaja na

imunoreakcije tijekom hantavirusnih infekcija te osobito u nastanku apoptoze.
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3. HIPOTEZE

Glavne hipoteze ovoga rada jesu:

1.

Tijekom rane faze infekcije hantavirusima dolazi do indukcije gena koji se
nalaze u sklopu NF-kB transkripcijskog puta — budué¢i da je NF-kB vazan
regulator imunolo$kog odgovora kod mnogih virusnih infekcija, vjerujemo da

NF-kB put sudjeluje i u ranom odgovoru domacina na infekciju hantavirusima.

Prilikom infekcije virusima Hantaan i Andes dolazi do povecanja ekspresije
odredenih citokinskin/kemokinskinh gena, poglavito gena koji kodiraju
proupalne citokine i kemokine — vaznost pojedinih citokina’kemokina ve¢ je
pokazana u nekim klini€kim studijama, kao i u in vitro pokusima, uglavhom
na endotelnim stanicama. U na8im ispitivanjima, koristeci Siroki panel za
veliki broj citokina i kemokina, oCekujemo definirati one molekule koje bi

mogle imati ulogu pri infekciji bubreznih epitelnih stanica i plu¢nih fibroblasta.

Virusi Hantaan i Andes u obje vrste stanica uzrokuju promjene u ekspresiji
gena za matriks metaloproteinaze i njihove tkivne inhibitore $to indirektno
moze govoriti 0 naruSenosti njihove homeostaze — buduéi da je vec
pokazana vaznost naruSene homeostaze matriks metaloproteinaza i njihovih
inhibitora u nastanku osteéenja razliCitih tkiva i organa tijekom virusnih
oboljenja, vjerujemo da bi ove izvanstani¢ne molekule mogle igrati ulogu i u

imunopatogenezi hantavirusnih infekcija.
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4.

Infekcija hantavirusima dovodi do promjene u ekspresiji gena za molekule
izvanstanicnog matriksa, koje mogu biti odgovorne za pokretanje
programirane stani¢ne smrti — za mnoge molekule izvanstani¢nog matriksa
pokazano je kako sudjeluju u nastanku apoptoze tijekom virusnih infekcija, a
nedavno je pokazano kako hantavirusi uzrokuju apoptozu u kulturi HEK 293
stanica. Stoga vjerujemo kako ¢e virusi Hantaan i Andes dovesti do promjene
u ekspresiji gena odredenih molekula izvanstani¢nog matriksa koje sudjeluju

u nastanku programirane stani¢ne smrti.
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4. MATERIJALI | METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Virusi i stanice

Virus Hantaan, soj 76118 (Lee i sur., 1978) i virus Andes, soj Chile-9717869 (Toro i
sur., 1998) koje smo u pokusu koristili za infekciju propagirali smo u Vero E6
stanicama (VeroC1008, ATCC CRL 1586) [7, 222].

Infekcija stanica radena je u laboratoriju tre¢eg stupnja zastite (BSL-3, od engl.
biosafety level 3), u Odjelu za virologiju, Medicinskog instituta za infektivne bolesti
vojske Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (USAMRID, od engl. United States Army
Medical Research Institute of Infectious Diseases), Fort Detrick, SAD.

MRC-5 stanice (ljudski fetalni plu¢ni fibroblasti, ATCC CCL-171) i HEK 293 stanice
(liudske embrionalne epitelne stanice bubrega, ATCC CRL 1573) kultivirali smo u
MEM mediju (od engl. Minimum essential medium) s 10% fetalnog bovinog seruma.
Tre¢i dan nakon nasadivanja obje vrste stanica inficirali smo virusima HTNV
(MOI=10, od engl. multiplicity of infection) i ANDV (MOI=1) [7, 222]. Viruse smo
adsorbirali jedan sat na 37°C i uz 5% CO.. Kao kontrole za inficirane stanice koristili
smo neinficirane stanice kojima je dodan samo medij. MRC-5 stanice smo inkubirati
6 sati, dok smo HEK 293 stanice inkubirali 3 i 5 dana, na 37°C uz 5% CO; bez
promjene medija. Sve stanice koriStene u pokusu testirane su na kontaminaciju

mikoplazmama ELISA-PCR-om (Roche, Basel, Svicarska).
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4.2. Plak test

Titar virusa odredili smo plak testom kako slijedi [7, 222]. 200 pl uzorka dodali smo u
plo€icu sa Sest udubina koja sadrzi konfluentni sloj sedam dana starih Vero E6
stanica. Nakon jednosatne adsorpcije na 37°C u svaku smo udubinu dodali po 3 mL
pokrovnog medija (overlay medium) (Earlov bazalni minimalni medij, 10 mM
HEPES, 0,6% agaroze, 8 mM L-glutamin, antibiotici) koji sadrzi 10% fetalnog
govedeg seruma te mjeSavinu 13 neesencijalnih aminokiselina (GIBCO, Carlsbad,
CA, SAD). Plocice smo nadalje inkubirali sedam dana na 37°C uz 5% CO, . Nakon
inkubacije u svaku smo udubinu dodali po 2 mL pokrovnog medija koji sadrzi 5%
fetalnog bovinog seruma te 5% neutral red otopine (GIBCO). Broj plakova smo
brojali nakon inkubacije od dva dana na 37°C. Osim titra virusa, plak testom smo

pokazali i vijabilnost virusa.

4.3. 1zolacija RNK

Izolacija RNK uzoraka radena je u BSL-3 laboratoriju, Odjela za virologiju,
USAMRID-a.

Ukupnu RNK iz sakupljenih uzoraka izolirali smo pomocu Trizola (Life Technologies,
Rockville, MD, SAD) te posljedicno faznom separacijom s kloroformom i
precipitacijom s izopropanolom. Ukratko, u tubice koje sadrze stanice suspendirane
u 1 mL Trizola dodali smo 250 uL kloroforma te muckali do razvoja mlije¢ne boje
otopine. Nakon inkubacije od 10 minuta na sobnoj temperaturi centrifugirali smo

uzorke (15min/4°C/12000g). Supernatant smo odlili u nove tubice te dodali 500 pL
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izopropanola. Tubice smo lagano promuckali te inkubirali uzorke 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja uzoraka (15min/4°C/12000g) odlili smo
supernatant u tubice i dodali 1 mL etanola te promuckali uzorke 1 minutu na
vorteksu. Nakon centrifugiranja (7min/4°C/75009) odstranili smo supernatant te
uzorke ostavili da se osuse. Uzorke RNK otopili smo u 20 pL vode koja ne sadrzi
RNA-azu. Integritet izolirane RNK odredili smo vizualizacijom na gelu. Uzorke smo

do testiranja ekspresije gena pohranili na —-80°C.

4.4. Detekcija ekspresije gena metodom «GEArray»

Usporedbu ekspresije gena razli€itih uzoraka RNK radili smo pomocu metode
GEArray (GEArray, Superarray Bioscience, Frederic, MD, SAD) u ImunoloSskom
zavodu, Zagreb.

Kod ispitivanja RNK iz MRC-5 stanica (6 sati nakon infekcije) koristili smo tri serije
membrana; GEArray Q serija ljudski citokini (kat.broj HS-003) (Tablica 2.), GEArray
Q serija ljudski NF-kB signalni put (kat.broj HS-016) (Tablica 3.) i GEArray Q serija
ljudske adhezijske i molekule izvanstani¢énog matriksa (kat.broj HS-010) (Tablica 4.).
Prilikom testiranja uzoraka RNK iz HEK 293 stanica (3 i 5 dana nakon infekcije)
koristili smo dvije vrste membrana, GEArray Q serija ljudske adhezijske i molekule
izvanstani¢nog matriksa (kat.broj HS-010) (Tablica 4.) i GEArray Q serija ljudska
apoptoza (kat.broj HS-002) (Tablica 5.).

GEArray membrane sadrze 96 cDNK fragmenata ukljuc¢enih u odredeni bioloski put
ili obitelj molekula. Kao interne pozitivne kontrole membrane takoder sadrze i

sekvence za B-aktin i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH, od engl.
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glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), dok kao negativhe kontrole sadrze

sekvence za PUC18 (od engl. PUC18 Plasmid DNA) (Slika 7.).

Slika 7. lzgled GEArray membrane.
Svako bijelo podru¢je predstavlja
jacinu ekspresije pojedinog testiranog
gena. Posljednjih 10 bijelih tocaka
prikazuju ekspresiju gena za pozitivnhe
kontrole, B-aktin i GAPDH.

Analizu ekspresije gena na membranama radili smo prema uputama proizvodaca.
Ukratko, uzorke RNK smo preveli u cDNK pomocéu reverzne transkripcije; 3 uL
uzorka smo pomijesali s 3 uL pufera A te dodali vode do ukupnog volumena od 10
uL. Tijekom inkubacije uzoraka (3min/70°C i 2min/42°C) napravili smo otopinu (RT
koktel) koja sadrzi 2 uL biotin-16-dUTP (Roche), 1 uL inhibitora reverzne
transkripcije, 1 uL MMLYV reverzne transkriptaze i 4 uL BN pufera (pufer sadrzi 1uL
1 M DTT, 50 uL dNTP smjese i 50 uL RT pufera) te zagrijali smjesu 1 min na 42°C.
Dobiveni RT koktel i uzorak smo pomijesali te inkubirali 90 min na 42°C i 5 min na
95°C te odmah stavili na led.

Dobivene c-DNK probe obiljeZzene biotinom spremne su za daljnju obradu. Tijekom
zadnjeg koraka sinteze proba zapoceli smo s pripremom membrana za hibridizaciju.
Membrane koje se nalaze u plasti¢nim nosacima ovlazili smo s 5 mL deionizirane
vode. Dok su se membrane vlazile napravili smo GEAprehib otopinu. Zagrijali smo

GEAhib hibridizacijsku otopinu na 60°C te smo stavili ,salmon sperm® DNK
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(Invitrogen, Frederick, MD, SAD) otopinu 5min na 100°C. PomijeSali smo zagrijanu
GEAhib hibridizacijsku otopinu te denaturiranu ,salmon sperm“ DNK te smo dobili
GEAprehib otopinu. Nakon &to smo odlili deioniziranu vodu iz nosac¢a dodali smo
GEAprehib otopinu te stavili nosace u cilindre hibridizatora i inkubirali 1,5 sati/ 60°C
pri stalnoj vrtnji od 8 rpm.

Tijekom ove inkubacije napravili smo GEAhib otopinu tako §to smo pomije$ali prije
pripremljene cDNK probe i 0,75 mL zagrijane GEAprehib otopine.

Nakon §to smo odlili GEAprehib otopinu iz plasti¢nih nosaa dodali smo GEAhib
otopinu te slijedi inkubacija u hibridizatoru preko no¢i na 60°C pri stalnoj vrtnji od 8
rpom. Slijedeci dan isprali smo membrane te smo dodali po 2 mL GEA blokiraju¢e
otopine Q. Slijedila je inkubacija od 40 min. pri stalnoj vrtnji od 20 rpm na sobnoj
temperaturi. Nakon S§to smo odlili otopinu Q iz nosaca, dodali smo streptavidin i
inkubirali 10 min. na sobnoj temperaturi, pri stalnoj vrtnji od 8 rpm. Nakon ispiranja
dodali smo 1 mL CDP-star kemiluminiscentnog supstrata te inkubirali na sobnoj
temperaturi 2 min. Nakon inkubacije pincetom smo izvadili membrane iz plasti¢nih
nosaCa te ih naslonili na filter papir kako bi odlili ostatak supstratne otopine.
Kemiluminiscentnu detekciju smo izveli izlaganjem membrana rendgenskom filmu (u
prosjeku je vrijeme ekspozicije iznosilo oko 5 min). Rendgenski film se skenira, a
slika se obraduje pomocu programa Kodak ID Analysis Software, Version 3.5
(Eastman Kodak Co., Rochester, NY, SAD). Jacina signala testiranih gena korigira
se u odnosu na jaginu pozadinske ekspresije te ekspresiju kontrolnih gena B-aktina i
GAPDH. Signifikantnom promjenom smatrali smo rezultat kod kojeg je omjer jacine
signala odredenog gena izmedu dva testirana uzorka veci od dva. Kao najslabiji
znacCajan signal smatrali smo jainu signala od najmanje 10% jacine signala

kontrolnih gena.

58



4.5. Detekcija ekspresije gena reverznom transkripcijom - lanéanom reakcijom

polimeraze (RT-PCR)

Pojedine gene ili skupinu gena kod kojih smo dobili znacajnu razliku u ekspresiji
izmedu testiranih uzoraka GEArray metodom takoder smo testirali RT-PCR-om u
Imunoloskom zavodu, Zagreb.

U tu svrhu Koristili smo komercijalno dostupne kitove “MultiGene”-12 RT-PCR
Profiling kitove (Superarray Bioscience, Frederic, MD, SAD). Pomoc¢u ovih kitova
moguce je odrediti ekspresiju 11 gena u jednom uzorku, dok jedan gen sluzi kao
interna pozitivha kontrola (GAPDH).

Za testiranje ekspresije citokinskih gena koristili smo slijedec¢e kitove: Prilagodeni
“MultiGene”-12™ RT-PCR kit za ljudske citokine/kemokine i njihove receptore koji
sadrzi pocetnice za IL-6, IL-8, IL-11, IL-12A, IL-12B, IL-13, IL-15, MCP-1,
kemokinski (C-C motiv) receptor 4 (CCR4, od engl. chemokine (C-C motif) receptor
4) , kemokinski (C-X-C motiv) receptor 4 (CXCR4, od engl. chemokine (C-X-C motif)
receptor 4) i IL-19; Prilagodeni “MultiGene™12™ RT-PCR kit za ljudske
angiogenetske ¢imbenike rasta koji sadrzi pocetnice za ¢imbenik stimulacije kolonija
3 (CSF-3, od engl. colony stimulating factor 3), Cimbenik rasta hepatocita (HGF, od
engl. hepatocyte growth factor), IL-8, kostani morfogenetski protein 2 (BMP-2, od
engl. bone morphogenetic protein 2), CSF-1, Cimbenik stimulacije kolonija 1
receptor (CSF-1R, od engl. colony stimulating factor 1 receptor), CSF-2, CSF-2RA,
CSF-2RB, CSF-3R i ¢imbenik ranog odgovora rasta (EGR-1, od engl. early growth
response 1) te prilagodeni “MultiGene”-12™ RT-PCR kit za ljudske angiogenetske
¢imbenike rasta koji sadrzi pocetnice za FGF-11, FGF-5, GADD45A (od engl.

growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha), GADD45B, GADDA45C,
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transformiraju¢i Cimbenik rasta f1 (TGFB1, od engl. transforming growth factor, beta
1), TGFB2, TGFB3, inducirani transformirajuc¢i ¢imbenik rasta  (TGFBI, od engl.
transforming growth factor, beta induced), TGFBR1, TGF-BR2 i TGFBRS.

Za testiranje ekspresije gena koji se nalaze u sklopu NF-kB transkripcijskog puta te
gena koji sudjeluju u procesu apoptoze koristili smo prilagodeni “MultiGene”-12™
RT-PCR ljudski p53 kit koji sadrzi po€etnice za Bcl2-pridruzen X protein (BAX, od
engl. BCL2-associated X protein), katepsin D (CTSD, od engl. cathepsin D), TNF,
tumorski protein p53 (TP53, od engl. tumor protein p53), adenozildifosfat-
riboziltransferazu (ADPRT, od engl. ADP-ribosyltransferase), Bcl2-antagonist
staniéne smrti (Bad, od engl. BCL2-antagonist of cell death), antiapoptoticki
regulator Bcl-2, citokrom ¢ 1 (CYC1, od engl. cytochrome c-1), Daxx, NFKBIB (od
engl. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor
beta) i TNFR1a.

Kako bi testirali ekspresiju gena za adhezijske i molekule koje €ine izvanstanicni
matriks koristili smo slijedec¢e kitove: Prilagodeni “MultiGene”-12™ RT-PCR kit za
ljudske integrine koji sadrzi pocetnice za integrin oy (ITGA1), ITGA2, ITGAS3, ITGA4,
ITGA5, ITGA6, ITGA2B, ITGAL, ITGAV, integrin B4 (ITGB1) i ITGB2; Prilagodeni
“MultiGene”-12™ RT-PCR kit za ljudske proteine izvanstani¢nog matriksa koji sadrzi
pocCetnice za kaveolin 1 (CAV1, od engl. caveolin 1), kolagen 1a; (COL1A1, od
engl. collagen, type I, alpha 1), COL4A2, ECM-1, fibronektin 1 (FN1), laminin B4
(LAMB1, od engl. laminin, beta 1), izlu€eni fosfoprotein 1 (SPP1, od engl. secreted
phosphoprotein 1), COL18A1, ITGAS, ITGB1 i trombospondin 2 (THBS2, od engl.
thrombospondin 2); Prilagodeni “MultiGene”-12™ RT-PCR kit za ljudske matriks

metaloproteinaze koji sadrzi poc¢etnice za MMP-1, MMP-13, MMP-2, MMP-3, MMP-
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12, MMP-10, MMP-24, MMP-25, MMP-26, MMPL-1 i MMP-15; Prilagodeni
“MultiGene”-12™ RT-PCR kit za adhezijske molekule endotelnih stanica 1 koji
sadrzi pocetnice za ITGB3, adhezijsku molekulu trombocitnih/epitelnih stanica 1
(PECAMT1, od engl. platelet/endothelial cell adhesion molecule 1), selektin L (SELL),
katenin oy (CTNNA1), kateninu a-slican 1 (CTNNAL1, od engl. catenin alpha-like
1), katenin By (CTNNB1), katenin &; (CTNND1), katenin & (CTNND2), adhezijsku
molekulu neuralnih stanica 1 (NCAM1, od engl. neural cell adhesion molecule 1),
NCAM2 i adhezijsku molekulu neurona (NRCAM, od engl. neuronal cell adhesion
molecule); Prilagodeni “MultiGene”-12™ RT-PCR kit za ljudske kaspaze koji sadrzi
poCetnice za kaspazu 1 (CASP1), CASP2, CASP3, CASP4, CASP5, CASP6,
CASP7, CASP8, CASP9, CASP10 i CASP14; Prilagodeni “MultiGene™-12™ RT-
PCR kit za ljudske adhezijske molekule endotelnih stanica 2 koji sadrzi po&etnice za
kadherin 1 (CDH1, od engl. cadherin 1), CEACAMS5 (od engl. carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 5), CTNNA1, CTNNAL1, CTNNB1,
CTNND1, CTNND2, medustaniénu adhezijsku molekulu 1 (ICAM1, od engl.
intercellular adhesion molecule), selektin E (SELE), SELL i adhezijsku molekulu
vaskularnih stanica (VCAM1, od engl. vascular cell adhesion molecule 1).

Kako bi odredili ekspresiju proapoptotickog BIK gena (od engl. BCL2-interacting
killer) takoder smo upotrijebili i “SingleGene” PCR kit istoga proizvodaca kod kojega
je moguce testirati ekspresiju jednoga gena i interne pozitivne kontrole GAPDH.
RT-PCR izvodili smo prema uputama proizvodaca. Ukratko, uzorke RNK smo
preveli u cDNK pomocu reverzne transkripcije. 1 uL uzorka smo pomijesali s 1 uL
nasumicnih pocetnica (Promega) te dodali vode do ukupnog volumena od 10 pL.

Tijekom inkubacije uzoraka (3min/70°C i 10min/37°C) napravili smo otopinu koja
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sadrzi 4 uL dNTP (2,5 mM) smjese, 1 uL RNAza inhibitora, 1 uL MMLV reverzne
transkriptaze i 4 uL RT pufera te inkubirali 1 min na 37°C. Dobivenu otopinu i uzorak
smo pomijesali te inkubirali 60 min na 37°C i 5 min na 95°C. Dobivene c-DNK

uzorke smo drzali na ledu do daljnje obrade. Uzorke smo testirali ili “MultiGene”-12

RT-PCR kitom ili “SingleGene® PCR kitom kako slijedi.

“MultiGene”-12 RT-PCR metoda

Za svaki testirani c-DNK uzorak resuspendirali smo HotStart “Sweet* PCR master
mix u 300 uL deionizirane vode. Tada smo prebacili 20 uL ¢c-DNK uzorka u tubicu
koja sadrzi otoplieni PCR master mix te smo dobili PCR koktel. Nadalje smo dodali
po 25 uL PCR koktela u svaku od 12 PCR tubica pojedinog “MultiGene”™-12 PCR
kita.

Uzorke smo dalje obradili metodom lan¢ane reakcije polimeraze prema programu:
15 minuta na 95°C i 30 ciklusa (30 sekundi na 95°C, 30 sekundi na 55°C, 30

sekundi na 72°C).

“SingleGene” PCR metoda

Za svaki testirani c-DNK uzorak resuspendirali smo “Sweet“ PCR master mix u 150
uL deionizirane vode te smo dobili 2XPCR koktel. Za svaki testirani gen pomijesali
smo 12,5 uL 2XPCR koktela, 1 uL ¢cDNK uzorka, 1 uL GAPDH pocetnica, 2 uL
smjese pocetnica za testirani gen te smo dodali deionizirane vode do konacnog
volumena od 25 pL. Uzorke smo dalje obradili metodom lanane reakcije
polimeraze prema programu: 5 minuta na 94°C i 22 ciklusa (30 sekundi na 94°C, 30

sekundi na 50°C, 45 sekundi na 72°C).
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Produkte PCR-a prikazali smo elektroforezcom na 2% agaroznom gelu te smo
naknadno obradili pomoc¢u programa Kodak ID Analysis Software, Version 3.5

(Eastman Kodak Co., Rochester, NY, SAD).

Tablica 2. Popis testiranih citokina

Redni Banka Simbol Naziv proteina

broj gena gena
1 NM_001623  AlF1 Alograftski upalni ¢imbenik 1 (od engl. allograft inflammatory factor 1)
2 NM_006129 BMP1 Kos&tani morfogenetski protein 1 (od engl. bone morphogenetic protein 1)
3 NM_001200 BMP2 Kostani morfogenetski protein 2
4 NM_004962 GDF10 Cimbenik diferencijacije rasta 10 (od engl. growth differentiation factor 10)
5 NM_130851 BMP4 Kostani morfogenetski protein 4
6 NM_001718 BMP6 Kostani morfogenetski protein 6
7 NM_001720 BMP8B Kostani morfogenetski protein 8b
8 NM_000757 CSF1 Cimbenik stimulacije kolonija (od engl. colony stimulating factor 1)
9 NM_000758 CSF2 Cimbenik stimulacije kolonija 2
10 NM_000759 CSF3 Cimbenik stimulacije kolonija 3
11 NM_000799 EPO Eritropoetin
12 NM_000800 FGF1 Cimbenik rasta fibroblasta 1 (od engl. fibroblast growth factor 1)
13 NM_004465 FGF10 Cimbenik rasta fibroblasta 10
14 NM_004112 FGF11 Cimbenik rasta fibroblasta 11
15 NM_021032 FGF12 Cimbenik rasta fibroblasta 12
16 NM_ 004113 FGF12 Cimbenik rasta fibroblasta 12
17 NM_004115 FGF14 Cimbenik rasta fibroblasta 14
18 NM_ 003868 FGF16 Cimbenik rasta fibroblasta 16
19 NM _ 003867 FGF17 Cimbenik rasta fibroblasta 17
20 NM_005117 FGF19 Cimbenik rasta fibroblasta 19
21 NM_002006 FGF2 Cimbenik rasta fibroblasta 2
22 NM_019851 FGF20 Cimbenik rasta fibroblasta 20
23 NM_019113 FGF21 Cimbenik rasta fibroblasta 21
24 NM_020638 FGF23 Cimbenik rasta fibroblasta 23
25 NM_005247 FGF3 Cimbenik rasta fibroblasta 3
26 NM_002007 FGF4 Cimbenik rasta fibroblasta 4
27 NM_004464 FGF5 Cimbenik rasta fibroblasta 5
28 NM 020996 FGF6 Cimbenik rasta fibroblasta 6
29 NM_002009 FGF7 Cimbenik rasta fibroblasta 7
30 NM_002010 FGF9 Cimbenik rasta fibroblasta 9
31 NM_004469 FIGF C-fos-om induciran ¢imbenik rasta (od engl. C-fos induced growth factor)
32 NM_000601 HGF Cimbenik rasta hepatocita (od engl. hepatocyte growth factor)
33 NM_024013 IFNA1 Interferon o1
34 NM 000605 IFNA2 Interferon a2
35 NM 021068 IFNA4 Interferon a4
36 NM 002169 IFNA5 Interferon a5
37 NM 021002 IFNA6 Interferon a6
38 NM 021057 IFNA7 Interferon o7
39 NM_002176 IFNB1 Interferon B1
40 NM_000619 IFNG Interferon y
41 NM_002177 IFNW1 Interferon w1
42 NM_000618 IGF1 Cimbenik rasta sli¢an inzulinu 1 (od engl. insulin-like growth factor 1)
43 NM_000612 IGF2 Cimbenik rasta sli¢an inzulinu 2 (od engl. insulin-like growth factor 2)
44 NM_000572 IL10 Interleukin 10
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71

72
73
74
75
76
77
78

79

80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

94

95
96

NM_000641

IL11

NM_000882  IL12A
NM_002187 IL12B
NM_002188  IL13
L15344 IL14
NM_172175  IL15
NM_004513  IL16
NM_002190  IL17
NM_014443 IL17B
NM_001562  IL18
NM_013371  IL19
NM_000575  IL1A
NM_000576  IL1B
NM_000586  IL2
NM_ 018724  IL20
NM_020525  IL22
NM_000588  IL3
NM_000589  IL4
NM_000879  IL5
NM_000600  IL6
NM_000880  IL7
NM_000584  IL8
NM_000590  IL9
NM_000230  LEP
NM_000595  LTA
NM_002341  LTB
NM_002608 PDGFB
NM_002607 PDGFA
NM_002825 PTN
NM_003236 TGFA
NM_000660 TGFB1
NM_003238 TGFB2
NM_003239 TGFB3
NM_000460 THPO
NM_000594  TNF
NM_003810 TNFSF10
NM_003701 TNFSF11
NM_003809 TNFSF12
NM_003808 TNFSF13
NM_006573 TNFSF13B
NM_003807 TNFSF14
NM_005118 TNFSF15
NM_005092 TNFSF18
NM_003326 TNFSF4
NM_000074 CD40LG
NM_000639 FASLG
NM_001252 TNFSF7
NM_001244 TNFSF8
NM_003811 TNFSF9
NM_003376 VEGF
NM_003377 VEGFB
NM_005429 VEGFC

Interleukin 11
Interleukin 12A
Interleukin 12B
Interleukin 13
Interleukin 14
Interleukin 15
Interleukin 16
Interleukin 17
Interleukin 17B
Interleukin 18
Interleukin 19
Interleukin 1o
Interleukin 1P
Interleukin 2
Interleukin 20
Interleukin 22
Interleukin 3
Interleukin 4
Interleukin 5
Interleukin 6
Interleukin 7
Interleukin 8
Interleukin 9
Leptin
Limfotoksin o (od engl. lymphotoxin alpha)
Limfotoksin B
Cimbenik rasta trombocitnog podrijetla B (od engl. platelet-derived growth
factor beta polypeptide)
Cimbenik rasta trombocitnog podrijetla o
Pleiotropin
Transformirajuci Eimbenik rasta o (od engl. fransforming growth factor, alpha)
Transformirajuéi cimbenik rasta B1
Transformirajuci ¢imbenik rasta 2
Transformirajuci ¢imbenik rasta B3
Trombopoetin
Cimbenik tumorske nekroze 2 (od engl. tumor necrosis factor (TNF
superfamily, member 2)
Cimbenik tumorske nekroze 10
Cimbenik tumorske nekroze 11
Cimbenik tumorske nekroze 12
Cimbenik tumorske nekroze 13
Cimbenik tumorske nekroze 13b
Cimbenik tumorske nekroze 14
Cimbenik tumorske nekroze 15
Cimbenik tumorske nekroze 18
Cimbenik tumorske nekroze 4
CD40 ligand
Fas ligand (TNF obitelj, ¢lan 6)
Cimbenik tumorske nekroze 7
Cimbenik tumorske nekroze 8
Cimbenik tumorske nekroze 9
Cimbenik rasta vaskularnog endotela (od engl. vascular endothelial growth
factor)
Cimbenik rasta vaskularnog endotela B
Cimbenik rasta vaskularnog endotela C
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Tablica 3. Popis testiranih gena uklju¢enih u NF-kB transkripcijski put

Redni
broj

O©CoONOOOTRAWN =

Banka gena

NM_000029
NM_001880
NM_001710
NM_000064
NM_001278
NM_004379
NM_000758
NM_000759
NM_001964
NM_005229
NM_005230
NM_003824

NM_005252

NM_000201
NM_000873
NM_002162
NM_001544
NM_003259
NM_024013
NM_002176
NM_000619
NM_001556
NM_003639
NM_014002
NM_000882
NM_002187
NM_000575
NM_000576
NM_000877
NM_004633
NM_000586
NM_000600
NM_000584

NM_001569

NM_001570
NM_002198

NM_002228
NM_000595
NM_003010

XM_042066
NM_003954
NM_006609
NM_003188
NM_001315
NM_002746
NM_002750
NM_002752
NM_002382
NM_002467

Simbol
gena
AGT
ATF2
BF
C3
CHUK
CREBH1
CSF2
CSF3
EGR1
ELK1
ELK3
FADD

FOS

ICAM1
ICAM2
ICAM3
ICAM4
ICAM5
IFNA1
IFNB1
IFNG
IKBKB
IKBKG
IKBKE
IL12A
IL12B
IL1A
IL1B
IL1R1
IL1R2
L2
IL6
IL8

IRAK1

IRAK2
IRF1

JUN
LTA

MAP2K4

MAP3K1
MAP3K14
MAP3K2
MAP3K7
MAPK14
MAPKS3
MAPKS8
MAPK9

MAX
MYC

Naziv proteina

Angiotenzinogen
Aktivacijski transkripcijski €imbenik 2 (od engl. activating transcription factor 2)
B-Cimbenik, properdin
Komponenta komplementa 3
IkB kinaza (od engl. conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase)
Transkripcijski cimbenik (od engl. CAMP responsive element binding protein 1)
Cimbenik stimulacije kolonija 2 (od engl. colony stimulating factor 2)
Cimbenik stimulacije kolonija 3
Cimbenik ranog odgovora rasta 1 (od engl. early growth response 1)
Transkripcijski ¢imbenik, ¢lan ETS obitelji 1 (od engl. Ets-like protein 1)
Transkripcijski ¢imbenik, ¢lan ETS obitelji 1
FAS-vezana domena smrti (od engl. Fas-associated via death domain)
Viralni onkogeni homolog (od engl. V-fos osteosarcoma viral oncogene
homolog)
Medustani¢na adhezijska molekula 1 (od engl. intercellular adhesion molecule 1)
Medustani¢na adhezijska molekula 2
Medustani¢na adhezijska molekula 3
Medustani¢na adhezijska molekula 4
Medustani¢na adhezijska molekula 5
Interferon o
Interferon B1
Interferon y
Kinaza inhibitora kB B (od engl. Inhibitor of kB, kinase beta)
Kinaza inhibitora kB y
Kinaza inhibitora kB e
Interleukin 12A
Interleukin 12B
Interleukin 1o
Interleukin 13
Interleukin 1 receptor, tip |
Interleukin 1 receptor, tip Il
Interleukin 2
Interleukin 6
Interleukin 8
Interleukin 1 receptor povezana kinaza 1 (od engl. interleukin-1 receptor-
associated kinase 1)
Interleukin 1 receptor povezana kinaza 2
Cimbenik regulacije interferona 1 (od engl. interferon regulatory factor 1)
Onkogeni homolog, kodira dio transkripcijskog ¢imbenika AP-1 (od engl. V-jun
sarcoma virus 17 oncogene homolog)
Limfotoksin a
Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaze 4 (od engl. mitogen-activated
protein kinase kinase 4)
Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaze kinaze 1
Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaze kinaze 14
Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaze kinaze 2
Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaze kinaze 7
Mitogenom aktivirana protein kinaza 14
Mitogenom aktivirana protein kinaza 3
Mitogenom aktivirana protein kinaza 8
Mitogenom aktivirana protein kinaza 9
MY C-u pridruzen ¢imbenik X (od engl. MYC associated factor X)
Onkogeni homolog (od engl. V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog)
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50
51

52
53
54
55
56
57
58

59

60
61
62
63
64
65
66

67

68
69
70
71
72
73

74

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

85

86

87
88
89

90

91
92
93
94
95

96

NM_002468
NM_000615

NM_003998
NM_002502
NM_020529
NM_002503
NM_005163
NM_005007
NM_013432

NM_006165

NM_000625
NM_000607
NM_017617
NM_002880
NM_002908
NM_021975
NM_006509

NM_003804

NM_000331
NM_002982
NM_000450
NM_000655
NM_003006
NM_003131

NM_006116

NM_013254
NM_030956
NM_003264
NM_003265
NM_003266
NM_003268
NM_006068
NM_016562
NM_016610
NM_017442

NM_000594
NM_006290

NM_003839
NM_003701
NM_003789

NM_005658

NM_021138
NM_003300
NM_004295
NM_004619
NM_004620

NM_001078

MYD88 Cimbenik sazrijevanja stanica mijeloidne loze 88 (od engl. myeloid differentiation)
Adhezijska molekula neuralnih stanica 1 (od engl. neural cell adhesion

NCAM1
molecule 1)
NFKB1 Nuklearni &imbenik kB 1 (od engl. Nuclear factor kB 1)
NFKB2 Nuklearni ¢imbenik kB 2
NFKBIA Inhibitor NF-kB o
NFKBIB Inhibitor NF-kB
AKT1 Onkogeni homolog (od engl. V-akt thymoma viral oncogene homolog 1)
NFKBIL1 Inhibitoru NF-kB-sli¢an protein 1 (od engl. NF-kB inhibitor-like 1)
NFKBIL2 Inhibitoru NF-kB-sli¢an protein 2
NFRKB Nuklearni ¢imbenik povezan s kB vezujuc¢im proteinom (od engl. nuclear factor
related to kappaB binding protein)
NOS2A Sintaza dusi¢nog oksida 2A (od engl. nitric oxide synthase 2A)
ORM1 Orosomukoid 1
NOTCH1 Transmembranski receptor
RAF1 Onkogeni homolog (od engl. V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1)
REL Onkogeni homolog (od engl. V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog)
RELA Homolog viralnog onkogena V-rel A
RELB Homolog viralnog onkogena V-rel B
RIPK1 Receptoru TNF obitelji pridruzena serin-treonin kinaza 1 (od engl. receptor
(TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1)
SAA1 Serumski amiloid A1
CCL2 Kemokinski (C-C motiv) ligand 2 (od engl. chemokine (C-C motif) ligand 2)
SELE Selektin E
SELL Selektin L
SELPLG Selektin P ligand
SRF Cimbenik serumskog odgovora (od engl. serum response factor)
MAP3K7IP Mitogenom aktiviran protein 1 koji djeluje na kinazu kinaze 7 (od engl. mitogen-
1 activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 1)
TBK1 TANK-vezujuéa kinaza 1 (od engl. TANK-binding kinase 1)
TLR10 Toll-u sli¢an receptor 10 (od engl. Toll-like receptor 10)
TLR2 Toll-u sli¢an receptor 2
TLR3 Toll-u sli¢an receptor 3
TLR4 Toll-u sli¢an receptor 4
TLR5 Toll-u sli¢an receptor 5
TLR6 Toll-u sli¢an receptor 6
TLR7 Toll-u sli¢an receptor 7
TLR8 Toll-u sli¢an receptor 8
TLR9 Toll-u sli¢an receptor 9
TNE Cimbenik tumorske nekroze 2 (od engl. tumor necrosis factor (TNF
superfamily, member 2)
TNFAIP3 Cimbenikom tumorske nekroze o inducirani protein 3 (od engl. tumor necrosis
factor, alpha-induced protein 3)
TNFF/:SH 1 Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 11a
TNFSF11 Cimbenik tumorske nekroze 11
TRADD Adaptorski protein povezan s receptorom TNF obitelji (od engl. TNFRSF1A -
associated via death domain)
TRAF1 Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 1 (od engl. TNF receptor-
associated factor 1)
TRAF2 Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 2
TRAF3 Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 3
TRAF4 Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 4
TRAF5 Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 5
TRAF6 Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 6
VCAMH Adhezijska molekula vaskularnih stanica 1 (od engl. vascular cell adhesion

molecule 1)
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Tablica 4. Popis testiranih adhezijskih i molekula izvanstani¢nog matriksa

Redni

broj Banka gena Simbol gena Naziv proteina
Metaloproteinaza s trombospondinskim motivom 1 (od engl. A disintegrin-like and

1 NM_006988 ADAMTST metalloprotease with thrombospondin type 1 motif, 1)

2 NM_007037 ADAMTSS8 Metaloproteinaza s trombospondinskim motivom 8

3 NM_001228 CASP8 Kaspaza 8

4 NM_001229 CASP9 Kaspaza 9

5 NM_001753 CAV1 Kaveolin 1

6 NM_000610 CD44 CD44 antigen

7 NM_ 004360 CDHA1 E-kadherin

Karcinoembrijskom antigenu-srodna stani¢na adhezijska molekula 5 (od

8 NM_004363 CEACAMS engl. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5)

9 NM_001843 CNTN1 Kontaktin 1

10 NM_030582 COL18A1 Kolagen, tipa XVIII, a1

11 NM_000088 COL1A1 Kolagen, tipa I, a1

12  NM_001846 COL4A2 Kolagen, tipa IV, a2

13 NM_000099 CST3 Cistatin C

14  NM_001903 CTNNA1 Katenin o

15 NM_003798 CTNNAL1 Kateninu o-sli¢an1

16 NM_001904 CTNNBH1 Katenin B1

17  NM_001331 CTNND1 Katenin 81

18 NM 001332 CTNND2 Katenin 62

19 NM_001908 CTSB Katepsin B

20 NM_001909 CTSD Katepsin D

21 NM_001911 CTSG Katepsin G

22 NM_001912 CTSL Katepsin L

23 NM_005215 DCC Izbrisan kod kolorektalnog karcinoma (od engl. deleted in colorectal carcinoma)
24 NM_004425 ECM1 Protein izvanstani¢nog matriksa 1 (od engl. extracellular matrix protein 1)
25 NM_005141 FGB Fibrinogen B

26 NM_002026 FN1 Fibronektin 1

27 NM_006665 HPSE Heparanaza

28 NM_000201 ICAM1 Medustani¢na adhezijska molekula 1 (od engl. intercellular adhesion molecule )
29 NM_181501 ITGA1 Integrin oy

30 NM_003637 ITGA10 Integrin oug

31 NM_012211 ITGA11 Integrin o4

32 NM_002203 ITGA2 Integrin o

33 NM_000419 ITGA2B Integrin oy

34 NM_002204 ITGA3 Integrin o

35 NM_000885 ITGA4 Integrin oy

36 NM_002205 ITGAS Integrin os

37 NM_000210 ITGA6 Integrin o

38 NM_002206 ITGA7 Integrin o

39 XM_167711 ITGA8 Integrin og

40 NM_002207 ITGA9 Integrin oy

41 NM_002209 ITGAL Integrin oy

42 NM_000632 ITGAM Integrin oy

43 NM_002210 ITGAV Integrin ay

44 NM_000887 ITGAX Integrin ax

45 NM_002211 ITGB1 Integrin B4

46 NM_000211 ITGB2 Integrin B2

47 NM_000212 ITGB3 Integrin B3

48 NM_000213 ITGB4 Integrin B4
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49
50
51
52
53
54
55

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

74
75

76
77
78
79
80
81
82

83
84
85
86
87
88
89
90

91
92
93
94

95
96

NM_002213
NM_000888
NM_000889
NM_002214
NM_002291
NM_002293
NM_012215

NM_000247
NM_002421
NM_002425
NM_005940
NM_002426
NM_002427
NM_004995
NM_002428
NM_005941
NM_016155
NM_004530
NM_004771
NM_006690
NM_021801
NM_002422
NM_002423
NM_002424
NM_004994

NM_000615
NM_005010

NM_000442
NM_000930
NM_002658
NM_002659
NM_000450
NM_000655
NM_003005

NM_002575
NM_002639
NM_000602
NM_003118
NM_000582
NM_003246
NM_003247
NM_007112

NM_003254
NM_003255
NM_000362
NM_019894

NM_001078
NM_000638

ITGB5
ITGB6
ITGB7
ITGB8
LAMB1
LAMCH1
MGEA5

MICA
MMP1
MMP10
MMP11
MMP12
MMP13
MMP14
MMP15
MMP16
MMP17
MMP2
MMP20
MMP24
MMP26
MMP3
MMP7
MMP8
MMP9

NCAM1
NRCAM

PECAM1
PLAT
PLAU

PLAUR
SELE
SELL
SELP

SERPINB2

SERPINB5

SERPINE1
SPARC

SPP1

THBSH
THBS2
THBS3

TIMP1

TIMP2

TIMP3
TMPRSS4

VCAM1
VTN

Integrin Bs

Integrin Be

Integrin B~

Integrin Bg

Laminin B4

Laminin v,
Antigen eksprimiran u meningeomu 5 (od engl. meningioma expressed antigen)
MHC klasi | podudarna sekvenca A (od engl. MHC class | polypeptide-

related sequence A)

Matriks metaloproteinaza 1

Matriks metaloproteinaza 10
Matriks metaloproteinaza 11
Matriks metaloproteinaza 12
Matriks metaloproteinaza 13
Matriks metaloproteinaza 14
Matriks metaloproteinaza 15
Matriks metaloproteinaza 16
Matriks metaloproteinaza 17
Matriks metaloproteinaza 2
Matriks metaloproteinaza 20
Matriks metaloproteinaza 24
Matriks metaloproteinaza 26
Matriks metaloproteinaza 3
Matriks metaloproteinaza 7
Matriks metaloproteinaza 8
Matriks metaloproteinaza 9

Adhezijska molekula neuralnih stanica 1 (od engl. neural cell adhesion
molecule 1)

Adhezijska molekula neurona (od engl. neuronal cell adhesion molecule)
Adhezijska molekula trombocitnih/epitelnih stanica 1 (od engl.
platelet/endothelial cell adhesion molecule)
Plazminogen aktivator, tkivni
Plazminogen aktivator, urokinaza
Plazminogen aktivator, urokinaza receptor
Selektin E
Selektin L
Selektin P
Serinski (ili cisteinski) inhibitor proteinaze B2 (od engl. serine (or
cysteine) proteinase inhibitor, clade B, member 2)
Serinski (ili cisteinski) inhibitor proteinaze B5
Serinski (ili cisteinski) inhibitor proteinaze E1
Osteonektin (od engl. secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin))
Osteopontin (od engl. secreted phosphoprotein 1 (osteopontin))
Trombospondin 1
Trombospondin 2
Trombospondin 3
Tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 1 (od engl. tissue inhibitor of
metalloproteinase 1)

Tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 2
Tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 3
Transmembranska proteaza (od engl. transmembrane protease, serine 4)
Adhezijska molekula vaskularnih stanica 1 (od engl. vascular cell
adhesion molecule 1)

Vitronektin
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Tablica 5. Popis testiranih gena uklju¢enih u proces apoptoze

R;r%?' Banka gena Simbol gena Naziv proteina
1 NM_001160  APAF1 Aktivirajuéi ¢imbenik apoptotiéki_h pgptidaza 1 (od engl. apoptotic peptidase
activating factor 1)
2 NM_013258 PYCARD Protein uklju¢en u proces apoptoze (od engl. PYD and CARD domain containing)
Kinaza koja je promjenjena u bolesnika s ataksijom teleangiektazijom (od
3 NM_000051 ATM engl. ataxia telangiectasia mutated)
4 NM_004322 BAD BCL2-antagonist stani¢ne smrti (od engl. BCL2-antagonist of cell death)
5 NM_001188 BAK1 BCL2 antagonist 1 (od engl. BCL2-antagonist/killer 1)
6 NM_004324 BAX BCL2-pridruzen X protein (od engl. BCL2-associated X protein)
7 NM_003921 BCL10 Proapoptoti¢ki regulator (od engl. B-cell CLL/lymphoma 10)
8 NM_000633 BCL2 Antiapoptoticki regulator
9 NM_004049 BCL2A1 BCL2-srodan protein A1 (od engl. BCL2-related protein A1)
10 NM_138578 BCL2L1 BCL2-sli¢an 1
11 NM_006538 BCL2L11 BCL2-sli¢an 11
12 NM_004050 BCL2L2 BCL2-sli¢an 2
13 NM_001197 BIK Proapoptoticki protein (od engl. BCL2-interacting killer)
14 NM_004536 BIRC1 Inhibitorni protein apoptoze 1 (od engl. Baculoviral IAP repeat-containing 1)
15 NM_001166 BIRC2 Inhibitorni protein apoptoze 2
16 NM_001165 BIRC3 Inhibitorni protein apoptoze 3
17 NM_001167 BIRC4 Inhibitorni protein apoptoze 4
18 NM_001168 BIRC5 Inhibitorni protein apoptoze 5
19 NM_016252 BIRC6 Inhibitorni protein apoptoze 6
20 NM_001715 BLK B limfoidna tirozin kinaza (od engl. B lymphoid tyrosine kinase)
21 NM_004052 BNIP3 Proapoptoticki ¢lan BCL2 pbitelji (_od engl. _BCL2/adenovirus E1B 19kDa
interacting protein 3)
22 NM_032515 BOK BCL2 srodan proapoptoti¢ki protein u jajniku (od engl. BCL2-related ovarian killer)
23 NM_033292 CASP1 Kaspaza 1
24 NM_001230 CASP10 Kaspaza 10
25 NM_003723 CASP13 Kaspaza 13
26 NM_012114 CASP14 Kaspaza 14
27 NM_032982 CASP2 Kaspaza 2
28 NM_004346 CASP3 Kaspaza 3
29 NM_001225 CASP4 Kaspaza 4
30 NM_004347 CASP5 Kaspaza 5
31 NM_032992 CASP6 Kaspaza 6
32 NM_001227 CASP7 Kaspaza 7
33 NM_001228 CASPS8 Kaspaza 8
34 NM_012115 CASP8AP2 CASP8 pridruzeni protein 2 (od engl. CASP8 associated protein 2)
35 NM_001229 CASP9 Kaspaza 9
CASP8 i FADD-u slican regulator apoptoze (od engl. CASP8 and FADD-like
36 NM_003879 CFLAR apoptosis regulator)
37 NM_001274 CHEK1 Serin/treonin protein kinaza 1 (od engl. CHK1 checkpoint homolog)
38 NM_001279 CIDEA DFFA-slican induktor apoptoze a (od engl. cell death-inducing DFFA-like effector a)
39 NM_014430 CIDEB DFFA-slican induktor apoptoze b
40 NM_003805 CRADD Adaptorni proapoptoti_élfi protein (od _engl. CASP2 apd RIPK1 domain
containing adaptor with death domain)
41 NM_014326 DAPK2 Protein kinaza 2 (od engl. death-associated protein kinase 2)
42 NM_004401 DFFA DNK fragmentacijski ¢imbenik o (od engl. DNA fragmentation factor, alpha)
43 NM_004402 DFFB DNK fragmentacijski ¢imbenik [
44 NM_003824 FADD FAS-vezana domena smrti (od engl. Fas-associated via death domain)
Zaustavljanjem rasta i DNK-oste¢enjem-inducibilni protein o (od engl. growth
45 NM_001924  GADDA45A arrest and DNA-damage-inducible, alpha)
46 NM_003806 HRK Harakiri (aktivator apoptoze)
47 NM_016561 BFAR Bifunkcionalni regulator apoptoze (od engl. bifunctional apoptosis regulator)
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48

49
50
51

52

53

54

55

56
57
58

59

60
61

62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

90

91
92
93
94
95

96

NM_004507

NM_000595
NM_002341
NM_002342

NM_021960
NM_002392
NM_002468

NM_006092

NM_003946
NM_006825
NM_007194

NM_003804

NM_003821
NM_002947

NM_004180

NM_000594
NM_003844
NM_003842
NM_003841
NM_003840
NM_003790
NM_003820
NM_001065
NM_001066
NM_003327
NM_001250
NM_000043
NM_001242
NM_001243
NM_001561
NM_003810
NM_003701
NM_003809
NM_003808
NM_003807
NM_003326
NM_000074
NM_000639
NM_001252
NM_001244
NM_003811
NM_000546

NM_005658

NM_021138
NM_003300
NM_004295
NM_004619
NM_004620

NM_005879

HUS1

LTA
LTB
LTBR

MCLA1

MDM2

MYD88

CARD4

NOL3
CKAP4
CHEK2

RIPK1

RIPK2
RPA3

TANK

TNF
TNFRSF10A
TNFRSF10B
TNFRSF10C
TNFRSF10D

TNFRSF25
TNFRSF14
TNFRSF1A
TNFRSF1B
TNFRSF4
CD40
FAS
TNFRSF7
TNFRSF8
TNFRSF9
TNFSF10
TNFSF11
TNFSF12
TNFSF13
TNFSF14
TNFSF4
CD40LG
FASLG
TNFSF7
TNFSF8
TNFSF9
TP53

TRAF1

TRAF2
TRAF3
TRAF4
TRAF5
TRAF6

TRAIP

Protein vazan za odrzavanje genomskog integriteta (od engl. HUS1
checkpoint homolog (S. pombe)
Limfotoksin a
Limfotoksin B
Limfotoksin B receptor
Sekvenca 1 leukemijskih mijeloidnih stanica (od engl. myeloid cell leukemia
sequence)
p53 vezujuci protein (od engl. Mdm2, transformed 3T3 cell double minute 2,
p53 binding protein)
Cimbenik diferencijacije stanica mijeloidne loze 88 (od engl. myeloid
differentiation factor)
Protein koji sudjeluje u kaskadi apoptoze te NF-kB puta (od engl. caspase
recruitment domain family, member 4)

Nukleolarni protein 3 (od engl. nucleolar protein 3)
Citoskeletu pridruzen protein 4 ( od engl. cytoskeleton-associated protein 4)
Serin/treonin protein kinaza 2 (od engl. CHK2 checkpoint homolog 2)
Kinaza povezana s TNF receptorom 1 (od engl. receptor (TNFRSF)-
interacting serine-threonine kinase 1)

Kinaza povezana s TNF receptorom 2
Replikacijski protein A3 (od engl. replication protein A3)

NF-kB aktivator povezan s TRAF obitelji (od engl. TRAF family member-
associated NFKB activator)

Cimbenik tumorske nekroze (od engl. tumor necrosis factor )
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 10a
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 10b
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 10c
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 10d
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 25
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 14
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 1A
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 1B
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 4
CD40 antigen
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 6 (od engl. TNF receptor superfamily, 6)
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 7
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 8
Receptor ¢imbenika tumorske nekroze 9
Cimbenik tumorske nekroze 10
Cimbenik tumorske nekroze 11
Cimbenik tumorske nekroze 12
Cimbenik tumorske nekroze 13
Cimbenik tumorske nekroze 14
Cimbenik tumorske nekroze 4
CD40 ligand
Fas ligand
Cimbenik tumorske nekroze 7
Cimbenik tumorske nekroze 8
Cimbenik tumorske nekroze 9

. Tumorski protein p53

Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 1 (od engl. TNF receptor-associated

factor)

Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 2
Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 3
Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 4
Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 5
Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 6

Protein vezan s ¢imbenikom povezanim s receptorom obitelji TNF (od engl.

TRAF interacting protein)
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Virus Hantaan, uzroénik HVBS-a i virus Andes, uzro¢nik HPS-a koriSteni su za
infekciju dviju vrsta stanica, ljudskih fibroblasta i epitelnih stanica bubrega.

Cilj istrazivanja bio je pratiti ekspresiju gena razli¢itih molekula u stanicama
inficiranim s ova dva virusa koji pripadaju istoj obitelji, medutim uzrokuju dvije
razliCite bolesti.

Uzorke RNK iz MRC-5 stanica analizirali smo Sest sati nakon infekcije te smo
dobivene rezultate usporedili s ekspresijom gena neinficiranih stanica.

Uzorke RNK iz HEK 293 stanica analizirali smo tri i pet dana nakon infekcije te

takoder dobivene rezultate usporedili s ekspresijom gena neinficiranih stanica.

5.1. Promjene u ekspresiji gena nakon infekcije MRC-5 stanica virusima

Hantaan i Andes

5.1.1. Analiza ekspresije gena metodom «GEArray»

5.1.1.1. Analiza ekspresije citokinskih gena

Omijeri ekspresije gena za razliCite citokine izmedu stanica inficiranih virusima

Hantaan ili Andes i kontrolnih stanica prikazani su na slici 8. Od 96 testiranih

citokinskih gena nasli smo promjenu kod devet gena.
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U ovom ranom stadiju infekcije virus Hantaan je utjecao na povecanje ekspresije
gena za samo jedan gen, IL-6. Takoder je smanjio ekspresiju gena za razliCite
¢imbenike rasta ukljuCujuc¢i, HGF, CSF-1 i ¢imbenik rasta vaskularnog endotela C
(VEGFC, od eng. vascular endothelial growth factor). Najve¢a promjena nadena je
kod gena za BMP-2, kojeg je ekspresija bila smanjena 7,6 puta.

Vedéi utjecaj na ekspresiju citokinskih gena imao je virus Andes, koji je smanijio
ekspresiju pet gena, dok je ekspresija tri gena bila povec¢ana u odnosu na kontrolne
stanice. Sliéno kao virus Hantaan, i virus Andes je smanjio ekspresiju gena za HGF
i VEGFC, medutim ekspresija gena za CSF-1 bila je pove¢ana. Virus Andes je
takoder utjecao na povecanije ekspresije gena za FGF-11, dok je smanijio ekspresiju
gena za FGF-5i TGF-B1.

Takoder smo primijetili da je ekspresija gena za IL-11 bila pove¢ana kod stanica
inficiranih virusom Andes. Zanimljiv rezultat je i smanjena ekspresija gena za BMP-2

kod infekcije virusom Andes Sto smo takoder nasli i kod infekcije virusom Hantaan.
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BMP-2 CSF-1 FGF-11 FGF-5 HGF IL-11 IL-6 TGFb1 VEGFC

BMP-2-kostani morfogenetski protein 2, CSF-1-Cimbenik stimulacije kolonija 1, FGF-11-Cimbenik
rasta fibroblasta 11, FGF-5-Cimbenik rasta fibroblasta 5, HGF-Cimbenik rasta hepatocita, IL-11-
interleukin 11, IL-6-Interleukin 6, TGFb1-transformirajuéi ¢imbenik rasta 1, VEGFC-Cimbenik rasta
vaskularnog endotela C

Slika 8. Citokinski geni kod kojih je nadena zna€ajna promjena u genskoj ekspresiji izmedu
kontrolnih MRC-5 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes. Uzorci RNK izolirani su Sest
sati nakon infekcije pomocu Trizola te posljedi¢no faznom separacijom s kloroformom i precipitacijom
s izopropanolom. Usporedbu ekspresije gena razliCitih uzoraka RNK radena je pomoc¢u metode
GEArray. Kod ispitivanja citokinskih gena koristili smo membranu GEArray Q serija ljudski citokini. Za
kvantifikaciju genskih signala na membranama koristili smo Kodak ID Image Analysis Software.
Jacina signala testiranih gena korigira se u odnosu na jainu pozadinske ekspresije te ekspresiju
kontrolnih gena B-aktina i GAPDH. Zna¢ajnom promjenom smatramo rezultat kod kojeg je omjer
jacine signala odredenog gena izmedu dva testirana uzorka veci od dva.
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5.1.1.2. Analiza ekspresije gena u sklopu NF-kB transkripcijskog puta

Omijeri ekspresije gena za molekule ukljuéene u NF-kB transkripcijski put izmedu
stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes i kontrolnih stanica prikazani su na slici
9. Od 96 testiranih gena koji se nalaze u sklopu NF-kB puta nasli smo promjenu kod
njih osam.

Virus Hantaan je utjecao na povecanje ekspresije tri gena, dok je smanijio ekspresiju
dva gena. Smanjena ekspresija pronadena je kod gena za aktivacijski transkripcijski
¢imbenik 2 (ATF-2, od engl. activating transcription factor 2) i Cimbenik ranog
odgovora rasta 1 (EGR-1, od engl. early growth response 1). Povec¢ana genska
ekspresija nadena je kod ¢lana Rel/NF-kB/IkB obitelji, vezuju¢eg proteina NFRKB
(od engl. nuclear factor related to kappa b binding protein) te kod gena za E-selektin
i TNF.

Virus Andes utjecao je na promjenu ekspresije sedam gena, kod Sest gena smo
pronasli poveéanu ekspresiju, dok je kod samo jednoga gena (ATF-2) ekspresija
bila smanjena. Kao i kod infekcije virusom Hantaan, virus Andes je povecao
ekspresiju gena za NFRKB, TNF i E-selektin. Medutim, kod infekcije virusom Andes
takoder smo uocili povecanu ekspresiju gena za inhibitor NF-kB 3, NFKBIB (od
engl. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor
beta), onkogeni homolog JUN (od engl. V jun sarcoma virus 17 oncogene homolog)

te TRAF-1.
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o0 HTNV/kont
m ANDV/kont

Omijer intenziteta ekspresije gena

T T T T T T T I
ATF-2 EGR-1 JUN NKKBIBNFRKB SELE TNF TRAF-1

ATF-2-aktivacijski transkripcijski ¢imbenik 2, EGR-1-¢imbenik ranog odgovora rasta 1, JUN-V-jun
onkogeni homolog, NFKBIB-inhibitor NF-kB B, NFRKB-nuklearni ¢imbenik povezan s kB vezujuéim
proteinom, SELE-selektin E, TNF-Cimbenik tumorske nekroze, TRAF1-Cimbenik povezan s
receptorom obitelji TNF 1

Slika 9. Geni u sklopu NF-kB transkripcijskog puta kod kojih je nadena znacajna promjena u genskoj
ekspresiji izmedu kontrolnih MRC-5 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes. Uzorci
RNK izolirani su Sest sati nakon infekcije pomoc¢u Trizola te posljedi€no faznom separacijom s
kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Usporedbu ekspresije gena razli€itih uzoraka RNK
radena je pomoc¢u metode GEArray. Kod ispitivanja gena u sklopu NF-kB puta koristili smo
membranu GEArray Q serija ljudski NF-kB signalni put. Za kvantifikaciju genskih signala na
membranama koristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala testiranih gena korigira
se u odnosu na jaCinu pozadinske ekspresije te ekspresiju kontrolnih gena B-aktina i GAPDH.
Znacajnom promjenom smatramo rezultat kod kojeg je omjer jacine signala odredenog gena izmedu
dva testirana uzorka veci od dva.
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5.1.1.3. Analiza ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstaniénog

matriksa

Omijeri ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstaniénog matriksa izmedu
stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes i kontrolnih stanica prikazani su na slici
10. Od 96 testiranih gena nasli smo promjenu kod njih 14.

Virus Hantaan je utjecao na povecanje ekspresije tri gena, dok je smanijio ekspresiju
Cetiri gena. Smanjena ekspresija nadena je kod gena za ECM-1, integrin oy i
metaloproteinazu s trombospondinskim motivom 1 (ADAMTS-1, od engl. a
disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif). Smanjena
ekspresija nadena je kod gena za MMP-12, dok je ekspresija gena za MMP-2 bila
povecana. Virus Hantaan utjecao je i na ekspresiju gena za serinski (ili cisteinski)
inhibitor proteinaze 2 (SERPINB2, od engl. serine (or cysteine) proteinase inhibitor,
clade B, member 2 ili (PAI-2)) i TIMP-3 te je kod oba gena ekspresija bila poveéana.
Virus Andes je utjecao na promjenu ekspresije jedanaest gena, kod devet gena je
ekspresija bila smanjena, dok je kod dva gena bila povecana. Infekcija MRC-5
stanica virusom Andes znatno je utjecala na ekspresiju gena nekoliko ¢lanova
obitelji integrina. Tako je pronadena smanjena ekspresija gena za integrin oy,
integrin oz i integrin as. Ovaj uzroénik HPS-a takoder je utjecao na smanjenje
ekspresije gena za katepsin b (CTSB) i laminin 4. Virus Andes je smanijio
ekspresiju gena za tri matriks metaloproteinaze MMP-3, MMP-12 i MMP-24. Sli¢no
kao kod infekcije virusom Hantaan, virus Andes je smanjio ekspresiju gena za

ADAMTS-1.
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ADAMTS1-metaloproteinaza s trombospondinskim motivom 1, CTSB-katepsin b, ECM1-protein
izvanstani¢énog matriksa 1, ITGA1-integrin o4, ITGA2-integrin ap, ITGAS5-integrin as, LAMB1-laminin

51, MMP12-matriks metaloproteinaza 12, MMP24-matriks metaloproteinaza 24, MMP3-matriks
metaloproteinaza 3, PAI-2-serinski (ili cisteinski) inhibitor proteinaze 2, TIMP3-tkivni inhibitor matriks
metaloproteinaza 3

Slika 10. Geni za adhezijske i molekule izvanstani¢nog matriksa kod kojih je nadena znacajna
promjena u genskoj ekspresiji izmedu kontrolnih MRC-5 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan
ili Andes. Uzorci RNK izolirani su Sest sati nakon infekcije pomocu Trizola te posljedi¢no faznom
separacijom s kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Usporedbu ekspresije gena razli€itih
uzoraka RNK radena je pomo¢u metode GEArray. Kod ispitivanja gena za adhezijske i molekule
izvanstani¢nog matriksa koristili smo membranu GEArray Q serija ljudske izvanstani¢ne i adhezijske
molekule. Za kvantifikaciju genskih signala na membranama koristili smo Kodak ID Image Analysis
Software. Jacina signala testiranih gena korigira se u odnosu na jacinu pozadinske ekspresije te
ekspresiju kontrolnih gena B-aktina i GAPDH. Zna¢ajnom promjenom smatramo rezultat kod kojeg je
omjer jacine signala odredenog gena izmedu dva testirana uzorka veci od dva.
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5.1.2. Analiza ekspresije gena metodom RT-PCR

5.1.2.1. Analiza ekspresije citokinskih gena

Na slici 11 prikazani su rezultati testiranja citokinskih gena RT-PCR metodom, dok
su u tablici 6 prikazani citokinski geni kod kojih smo RT-PCR analizom dobili
znacajne razlike u ekspresiji izmedu inficiranih i kontrolnih stanica.

Rezultati testiranja ovom metodom sli¢ni su rezultatima GEAarray analize. Tako
smo pokazali kako virus Hantaan znacajno povisuje ekspresiju gena koji kodira IL-6,
dok je smanjena ekspresija pronadena kod gena za CSF-1 i TGF-f2. Na slici 11
jasno je vidljiv slabiji intenzitet signala za gen koji kodira ¢imbenik rasta CSF-2 kod
MRC-5 stanica inficiranih virusom Hantaan. Medutim, radi jakog intenziteta
pozadine, ekspresija istoga gena kod kontrolnih stanica izrazito je smanjena.
Premda je radi ograni€enja analize kontrolni signal smanjen te nema statisticke
znacajnosti, smatramo kako bi trebalo napraviti daljnja istraZivanja koja bi pokazala
dolazi li kod infekcije virusom Hantaan do sniZzenja ekspresije ovoga ¢imbenika
rasta.

Kod infekcije virusom Andes nismo nasli povecanje ekspresije niti jednog testiranog
gena, ve¢ smanjenje ekspresije gena za multifunkcionalni protein koji ima ulogu u
popravku DNK, GADD45A (od engl. growth arrest and DNA-damage-inducible) te
molekule TGF-B2, ¢lana TGF-f obitelji.

Zanimljivo je naglasiti kako je RT-PCR analiza takoder potvrdila i smanjenje

ekspresije gena za BMP-2 kod infekcije virusima Hantaan i Andes.
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A
IL-6 IL-8 IL-11  IL-12A IL-12B IL-13 IL-15 MCP-1 CCR4 CXCR4 IL-19 GAPDH

e
e

ANDV E_— —

IL-6-interleukin 6, IL-8-interleukin 8, IL-11-interleukin 11, IL-12A-interleukin 12a, IL-12B-interleukin 12b, IL-13-
interleukin 13, IL-15-interleukin 15, MCP-1-monocitni kemotakticki protein 1, CCR4-kemokinski (C-C motiv)
receptor 4, CXCR4-kemokinski (C-X-C motiv) receptor 4, IL-19- interleukin 19, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza

CSF3 HGF -8 BMP-2 CSF1 CSFIR CSF2 CSF2RA CSF2RB CSF3R EGR1 GAPDH

CSF3-¢imbenik stimulacije kolonija 3, HGF-Cimbenik rasta hepatocita, IL-8-interleukin 8, BMP-2-koStani
morfogenetski protein 2, CSF1-¢imbenik stimulacije kolonija 1, CSF1R-¢imbenik stimulacije kolonija 1 receptor,
CSF2-¢imbenik stimulacije kolonija 2, CSF2RA-Cimbenik stimulacije kolonija 2 receptor a, CSF2RB-Cimbenik
stimulacije kolonija 2 receptor B, CSF3R-Cimbenik stimulacije kolonija 3 receptor, EGR1-Cimbenik ranog
odgovora rasta 1, GAPDH- gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Cc

kontrola

HTNV

FGF11-Cimbenik rasta fibroblasta 11, FGF5-Cimbenik rasta fibroblasta 5, GADD45A-zaustavljanjem rasta i
ostecenjem DNK-inducibilni protein 45 o, GADD45B-zaustavljanjem rasta i oSte¢enjem DNK-inducibilni protein
45 B, GADD45C-zaustavljanjem rasta i oSte¢enjem DNK-inducibilni protein y, TGFB1-transformiraju¢i ¢imbenik
rasta B1, TGFB2-transformiraju¢i Cimbenik rasta P2, TGFB3-transformirajuéi ¢imbenik rasta B3, TGFBI-
inducirani transformirajuéi ¢imbenik rasta 3, TGFBR1-transformiraju¢i ¢imbenik rasta B receptor 1, TGFBR3-
transformirajuci ¢imbenik rasta 3 receptor 3, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Slika 11. RT-PCR detekcija ekspresije citokinskih gena kod neinficiranih stanica te stanica inficiranih
virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su Sest sati nakon infekcije pomocu Trizola te
posljedicno faznom separacijom s kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Analiza ekspresije
citokinskih gena razli¢itih uzoraka RNK radena je pomoc¢u (A) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za
ljudske citokine/kemokine i njihove receptore, (B) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske
angiogenetske Cimbenike rasta 1 i (C) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske angiogenetske
¢imbenike rasta 2. Za kvantifikaciju genskih signala na agaroznim gelovima koristili smo Kodak ID
Image Analysis Software. Jacina signala testiranih gena korigira se u odnosu na ja¢inu pozadinske
ekspresije te unutarnje kontrole (GAPDH).
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Tablica 6. Citokinski geni kod kojih je nadena zna€ajna promjena u genskoj

ekspresiji RT-PCR metodom

inficiranih virusima Hantaan ili Andes.

izmedu kontrolnih MRC-5 stanica i stanica

Simbol gena Naziv molekule HTNV/kont | ANDV/kont
IL-6 Interleukin 6 2,4 1,5
BMP-2 Kostani morfogenetski protein 2 -4 -2,6
CSF-1 Cimbenik rasta kolonija 1 -2,3 -1,5
GADDA45A Zaustavljanjem rasta i oSte¢enjem -1,1 -2,9
DNK-inducibilni protein 45a
TGFB2 Transformirajuci ¢imbenik rasta 2 -2,3 -10

5.1.2.2. Analiza ekspresije gena u sklopu NF-kB transkripcijskog puta

Od 11 testiranih gena RT-PCR metodom, virus Andes je utjecao na ekspresiju

dva gena, dok virus Hantaan nije imao utjecaja na testirane gene. Smanjenje

ekspresije gena utvrdeno je za gen koji kodira inhibitor NF-kB  (NFKBIB) i gen

za molekulu Bcl-2 (Slika 12. i Tablica 7.).

Premda nismo nasli statisticki znacajnu razliku u ekspresiji gena izmedu

kontrolnih stanica i stanica inficiranih virusom Andes, na slici 12 vidljiv je utjecaj

ovoga virusa na tri znacajne molekule u sklopu NF-kB puta, Bad, Daxx i TNFR1a

(snizenje ekspresije kod sve tri molekule iznosilo je 1,8 puta). Stoga vjerujemo

kako bi bilo zanimljivo dalje istraziti promjene ovih molekula te njihovu mogucu

ulogu kod hantavirusnih infekcija.
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BAX CTSD TNF TP53 ADPRT BAD BCL2 CYC1 DAXX NFKBIB TNFR1A GAPDH

BAX-BCL2-pridruzen X protein, CTSD-katepsin D, TNF-Cimbenik tumorske nekroze, TP53-
tumorski protein p53, ADPRT-adenozildifosfat-riboziltransferaza, BAD-BCL2-antagonist stani¢ne
smrti, BCL2-antiapoptoticki regulator, CYC1-citokrom ¢, DAXX-protein 6 vezan za domenu smrti,
NFKBIB-inhibitor NF-kB B, TNFR1A-Cimbenik tumorske nekroze receptor 1a, GAPDH-
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Slika 12. RT-PCR detekcija ekspresije 11 gena koji se nalaze u sklopu NF-kB puta kod
neinficiranih stanica te stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su Sest
sati nakon infekcije pomoc¢u Trizola te posljedicno faznom separacijom s kloroformom i
precipitacijom s izopropanolom. Analiza ekspresije gena razli€itih uzoraka RNK radena je
pomocéu “MultiGene™12™ RT-PCR ljudskog p53 kita. Za kvantifikaciju genskih signala na
agaroznim gelovima koristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala testiranih
gena korigira se u odnosu na jacinu pozadinske ekspresije te unutarnje kontrole (GAPDH).

Tablica 7. Geni u sklopu NF-kB puta kod kojih je nadena znac¢ajna promjena u
genskoj ekspresiji RT-PCR metodom izmedu kontrolnih MRC-5 stanica i stanica
inficiranih virusima Hantaan ili Andes.

Simbol gena Naziv molekule HTNV/kont | ANDV/kont
BCL2 Antiapoptoticki regulator 1,7 -2,4
NFKBIB Inhibitor NF-kB 3 1,6 -2,9

5.1.2.3. Analiza ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstaniénog

matriksa
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Infekcija virusom Hantaan utjecala je na poviSenje ekspresije gena za dvije
matriks metaloproteinaze, MMPL-1 i MMP-15.

Kod infekcije virusom Andes uocene su veée promjene u ekspresiji, osobito kod
integrinskih gena. Tako je nadeno smanjenje ekspresije gena za integrin oy,
integrin o i integrin ag. Virus Andes je takoder utjecao na ekspresiju gena jedne
matriks metaloproteinaze, MMP-10, koja je bila smanjena. Nadalje, infekcija ovim
virusom uzrokovala je i smanjenje ekspresije gena za ECM-1 i trombospondin 2

(Slika 13. i Tablica 8.).

A
MMP1 MMP13 MMP2 MMP3 MMP12 MMP10 MMP24 MMP25 MMP26 MMPL1 MMP15 GAPDH

E 3 4 -
kontrolaP — — —

HTNV
ANDV

RN
MMP1-matriks metaloproteinaza 1, MMP13-matriks metaloproteinaza 13, MMP2-matriks metaloproteinaza
2, MMP3-matriks metaloproteinaza 3, MMP12- matriks metaloproteinaza 12, MMP10-matriks
metaloproteinaza 10, MMP24-matriks metaloproteinaza 24, MMP25-matriks metaloproteinaza 25, MMP26-
matriks metaloproteinaza 26, MMPL1-matriks metaloproteinazi 1-slican, MMP15-matriks metaloproteinaza
15, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

B
ITGA1 ITGA2 ITGA3 ITGA4 ITGA5 ITGA6 ITGA2B ITGAL ITGAV ITGB1 ITGBR GAPDH

ITGA1-integrin a4, ITGA2-integrin oo, ITGA3-integrin oz, ITGA4-integrin o4, ITGA5-integrin os, ITGA6-
integrin o, ITGA2B-integrin oy, ITGAL-integrin oy, ITGAV-integrin ow, ITGB1-integrin B4, ITGBR-integrin B
receptor, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

C CAV1 COL1A1 COL4A2 ECM1 FN1 LAMB1 SPP1 COL18A1ITGA5 ITGB1 THBS2 GAPDH
e R N e

kontrola m“mw,ihht — S e —

HTNV o— e S— — 'Z“:"*ll.i_’-“

ANDV s s = e ——— o
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CAV1-kaveolin 1, CAL1A1-kolagen, tipa |, a1, COL4A2-kolagen, tipa IV, 02, ECM1-protein izvanstani¢nog
matriksa 1, FN1-fibronektin 1, LAMB1-laminin 1, SPP1-osteopontin, COL18A1-kolagen, tipa XVIII, al,
ITGA5-integrin a5, ITGB1-integrin  B1, THBS2-trombospondin 2, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza

Slika 13. RT-PCR detekcija ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstani¢énog matriksa
kod neinficiranih stanica te stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su
Sest sati nakon infekcije pomocéu Trizola te posljedi€no faznom separacijom s kloroformom i
precipitacijom s izopropanolom. Analiza ekspresije gena razlicitih uzoraka RNK radena je
pomocu (A) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske matriks metaloproteinaze, (B) “MultiGene”-
12™ RT-PCR kita za ljudske integrine i (C) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske proteine
izvanstaniénog matriksa. Za kvantifikaciju genskih signala na agaroznim gelovima koristili smo
Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala testiranih gena korigira se u odnosu na jacinu
pozadinske ekspresije te unutarnje kontrole (GAPDH).

Tablica 8. Geni za adhezijske i molekule izvanstani€nog matriksa kod kojih je
nadena znacajna promjena u genskoj ekspresiji RT-PCR metodom izmedu

kontrolnin MRC-5 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes.

Simbol gena Naziv molekule HTNV/kont | ANDV/kont
MMP10 Matriks metaloproteinaza 10 -1,4 -3,3
MMPLA1 Matriks metaloproteinazi 1-sli¢an 2,4 1,2
MMP15 Matriks metaloproteinaza 15 2,0 1,7
ITGA2 Integrin o, 1,0 -3,3
ITGA3 Integrin o -1,1 -2,5
ITGA6 Integrin o -1,3 -6,4

ECM1 Protein izvanstani¢nog matriksa 1 1,1 -2,6
THBS2 Trombospondin 2 1,0 -4.4

5.2. Promjene u ekspresiji gena nakon infekcije HEK 293 stanica virusima

Hantaan i Andes
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5.2.1. Promjene u ekspresiji gena tri dana nakon infekcije HEK 293 stanica

virusima Hantaan i Andes

5.2.1.1. Analiza ekspresije gena metodom «GEArray»

5.2.1.1.1. Analiza ekspresije gena uklju¢enih u proces apoptoze

Omijeri ekspresije gena za molekule uklju¢ene u proces apoptoze izmedu stanica
inficiranih virusima Hantaan ili Andes i kontrolnih stanica prikazani su na slici 14.
Od 96 testiranih gena nasli smo znac&ajnu promjenu kod njih 10.

Infekcija HEK 293 stanica virusom Hantaan uzrokovala je poveéanu ekspresiju
gena za Bcl-10, BIK i proapoptoticki ¢lan Bcl-2 obitelji, BNIP-3 (od engl.
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3). Takoder je primijecen porast
ekspresije gena za dvije kaspaze, kaspazu 7 i kaspazu 14. Nadalje, virus
Hantaan je uzrokovao i poviSenje ekspresije za TNF-11, dok je smanijio
ekspresiju gena za receptor TNFR10d.

Sliéno kao kod infekcije virusom Hantaan, virus Andes je uzrokovao povecanje
ekspresije gena za Bcl-10, BIK, BNIP-3, ali i za apoptoza inhibitorni protein 6,
BIRC6 (od engl. baculoviral IAP repeat-containing 6). Ovaj je virus takoder
povecao ekspresiju gena za TNF-11 i kaspazu 3.

Oba su virusa utjecala na povecanje ekspresije gena za aktivator apoptoze,

molekulu harakiri.
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Bcl-10-proapoptoticki regulator, BIK-proapoptoticki protein, BIRC6-apoptoza inhibitorni protein 6,
BNIP3-proapoptotiCki ¢lan BCL2 obitelji, CASP14-kaspaza 14, CASP3-kaspaza 3, CASP7-
kaspaza 7, TNFSF11-Cimbenik tumorske nekroze 11, TNFR10D-Cimbenik tumorske nekroze
receptor 10d, Harakiri-aktivator apoptoze

Slika 14. Geni ukljuCeni u proces apoptoze kod kojih je nadena znacajna promjena u genskoj
ekspresiji izmedu kontrolnih HEK 293 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes.
Uzorci RNK izolirani su tri dana nakon infekcije pomocu Trizola te posljedicno faznom
separacijom s kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Usporedbu ekspresije gena razli€itih
uzoraka RNK radena je pomoéu metode GEArray. Kod ispitivanja gena uklju¢enih u proces
apoptoze koristili smo membranu GEArray Q serija ljudska apoptoza. Za kvantifikaciju genskih
signala na membranama koristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala
testiranih gena korigira se u odnosu na jaginu pozadinske ekspresije te ekspresiju kontrolnih
gena B-aktina i GAPDH. Znacajnom promjenom smatramo rezultat kod kojeg je omjer jacine
signala odredenog gena izmedu dva testirana uzorka veci od dva.

5.2.1.1.2. Analiza ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstaniénog

matriksa

Omijeri ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstani¢nog matriksa izmedu
stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes i kontrolnih stanica prikazani su na
slici 15. Od 96 testiranih gena nasli smo znacajnu promjenu kod njih 13.

Najveci utjecaj na ekspresiju gena infekcija virusom Hantaan pokazala je kod

¢lanova obitelji matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora. Tako je ovaj
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virus uzrokovao povecanje ekspresije gena za MMP-14 i MMP-26, dok je do
smanjenja ekspresije doslo kod gena za MMP-10, MMP-15 i MMP-24. Utjecaj na
tkivne inhibitore matriks metaloproteinaza kod infekcije virusom Hantaan
pokazao se kroz povecanje ekspresije gena za TIMP-1 i TIMP-3. Virus Hantaan
je doveo i do povecanja ekspresije za CDH-1 i PECAM-1, dok je uzrokovao
smanjenje ekspresije gena za COL18a1 i laminin ;. Ovaj je uzro¢nik HVBS-a
takoder doveo i do povecane ekspresije gena za adhezijsku molekulu CD44.

Virus Andes je takoder pokazao jaki utjecaj na ekspresiju gena za matriks
metaloproteinaze i njihove tkivne inhibitore. Sli€no kao kod infekcije virusom
Hantaan, virus Andes je uzrokovao povecanje ekspresije za MMP-26 te
smanjenje ekspresije gena za MMP-10 i MMP-15. Ovaj uzro¢nik HPS-a povecao
je ekspresiju gena za TIMP-1. Virus Andes doveo je do promjene ekspresije vise
adhezijskih molekula, uklju€uju¢i povecanje ekspresije gena za CDH-1 i CD44,
dok je uzrokovao smanjenje ekspresije gena za PECAM-1 i laminin y;. Nadalje,
infekcija virusom Andes dovela je do promjene ekspresije gena koji kodira vazan
gradevni element COL18a1 te molekulu MGEA-5 (od engl. meningioma

expressed antigen 5).
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CD44-antigen CD44, CDH1-kadherin 1, COL18A1-kolagen, tipa XVIIl, a1, LAMC1-laminin vy,
MGEAS5-antigen eksprimiran u meningeomu 5 (hijaluronidaza), MMP10-matriks metaloproteinaza
10, MMP15-matriks metaloproteinaza 15, MMP26-matriks metaloproteinaza 26, MMP24-matriks
metaloproteinaza 24, PECAM1-adhezijska molekula trombocitnih/epitelnih stanica 1, TIMP-1-
tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 1, TIMP-3-tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 3

Slika 15. Geni za adhezijske i molekule izvanstaniénog matriksa kod kojih je nadena znacajna
promjena u genskoj ekspresiji izmedu kontrolnih HEK 293 stanica i stanica inficiranih virusima
Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su tri dana nakon infekcije pomocu Trizola te posljedi¢no
faznom separacijom s kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Usporedbu ekspresije gena
razli¢itih uzoraka RNK radena je pomoc¢u metode GEArray. Kod ispitivanja gena za adhezijske i
molekule izvanstani€énog matriksa koristili smo membranu GEArray Q serija ljudske adhezijske i
molekule izvanstani€nog matriksa. Za kvantifikaciju genskih signala na membranama koristili smo
Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala testiranih gena korigira se u odnosu na jacinu
pozadinske ekspresije te ekspresiju kontrolnih gena B-aktina i GAPDH. Zna¢ajnom promjenom
smatramo rezultat kod kojeg je omjer jacine signala odredenog gena izmedu dva testirana uzorka
veci od dva.

5.2.1.2. Analiza ekspresije gena metodom RT-PCR
5.2.1.2.1. Analiza ekspresije gena ukljué¢enih u proces apoptoze

Kod infekcije virusom Hantaan od 11 testiranih gena za razlicite kaspaze dobili
SMO POjESERTIEAHESORSEIE RMMIZ AR KEBPREZU 8ASP7 CASP8 CASP9 CA

S druge strane, infekcija virusom Andes je uzrokovala snizenje ekspresije gena
za tri kaspaze; kaspazu 2, kaspazu 3 i kaspazu 10 (Slika 16. i Tablica 9.).

CASP1 CASP2 CASP3 CASP4 CASP5 CASP6 CASP7 CASP8 CASP9 CASP10 CASP14 GAPDH

kontrola — S e a— e — —— “

ANDV
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CASP1-kaspaza 1, CASP2-kaspaza 2, CASP3-kaspaza 3, CASP4-kaspaza 4, CASP5-kaspaza
5, CASP6-kaspaza 6, CASP7-kaspaza 7, CASP8-kaspaza 8, CASP9-kaspaza 9, CASP10-
kaspaza 10, CASP14-kaspaza 14, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Slika 16. RT-PCR slike ekspresije gena uklju€enih u proces apoptoze kod neinficiranih HEK 293
stanica te stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su tri dana nakon
infekcije pomocu Trizola te posljedicno faznom separacijom s kloroformom i precipitacijom s
izopropanolom. Analiza ekspresije gena razli¢itih uzoraka RNK radena je pomocu “MultiGene’-
12™ RT-PCR kita za ljudske kaspaze. Za kvantifikaciju genskih signala na agaroznim gelovima
koristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala testiranih gena korigira se u
odnosu na jacinu pozadinske ekspresije te unutarnje kontrole (GAPDH).

Tablica 9. Geni za molekule uklju¢ene u proces apoptoze kod kojih je nadena
znaCajna promjena u genskoj ekspresiji RT-PCR metodom izmedu kontrolnih
HEK 293 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes tri dana nakon
infekcije.

Simbol gena Naziv molekule HTNV/kont | ANDV/kont
CASP2 Kaspaza 2 1,2 -3,5
CASP3 Kaspaza 3 1,4 -6,9
CASP8 Kaspaza 8 2,1 1,3

CASP10 Kaspaza 10 -1,7 -2,2




5.2.1.2.2. Analiza ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstaniénog

matriksa

Tri dana nakon infekcije HEK 293 stanica virus Hantaan uzrokovao je poviSenje
ekspresije kod gena koji kodira matriks metaloproteinazu 13. Blago povecéanje
ekspresije u odnosu na kontrolne stanice primijetii smo i kod gena za
trombospondin 2 koje je iznosilo 1,9 puta.

Vece promjene u ekspresiji gena za adhezijske i molekule izvanstani¢nog
matriksa uoCili smo kod infekcije HEK 293 stanica virusom Andes. Ovaj je virus
uzrokovao povecanje ekspresije nekoliko adhezijskihn molekula ukljucujuci
selektin L i kadherin 1. Smanjenje ekspresije gena virus Andes uzrokovao je kod
gena za NCAM-2 i trombospondin 2. Najznacajnije promjene u ekspresiji nakon
infekcije virusom Andes primijetili smo kod c¢lanova obitelji matriks
metaloproteinaza. Tako je smanjena ekspresija nadena kod gena za MMP-1,

MMP-2, MMP-3, MMP-24 te MMPL-1 (Slika 17. i Tablica 10.).
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A

ITGB3 PECAM1 SELL CTNNA1 CTNNAL1 CTNNB1 CTNND1 CTNND2 NCAM1 NCAM2 NRCAM GAPDH

kontrola b — e — — — e
HTNV e . — — —
ANDV S s s e, e —

ITGB3-integrin B3, PECAM1-adhezijska molekula trombocitnih/epitelnih stanica 1, SELL-selektin L,
CTNNA1-katenin o1, CTNNAL1-kateninu o4-sli¢an, CTNNB1-katenin 31, CTNND1-katenin &;, CTNND2-
katenin &;, NCAM1-adhezijska molekula neuralnih stanica 1, NCAM2-adhezijska molekula neuralnih stanica
1, NRCAM-adhezijska molekula neurona, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

B CAV1 COL1A1 COL4A2 ECM1 FN1 LAMB1 SPP1 COL18A1ITGA5 ITGB1 THBS2 GAPDH

kontrola

CAV1-kaveolin 1, CAL1A1-kolagen, tipa |, a1, COL4A2-kolagen, tipa IV, 02, ECM1-protein izvanstani¢nog
matriksa 1, FN1-fibronektin 1, LAMB1-laminin B4, SPP1-osteopontin, COL18A1-kolagen, tipa XVIII, al,
ITGA5-integrin a5, ITGB1-integrin  B1, THBS2-trombospondin 2, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza

Cc

CDH1 CEACAM5 CTNNA1 CTNNAL1 CTNNB1 CTNND1 CTNND2 ICAM1 SELE SELL VCAM1 GAPDH

kontrola (O y C—  — -—
HTNV = - G — ' J—
ANDV —— ey S — — o p—— "
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CDH1-kadherin 1, CEACAMb5-karcinoembrijskom antigenu-srodna stani¢éna adhezijska molekula 5,
CTNNA1-katenin o1, CTNNAL1-kateninu o4-slican, CTNNB1-katenin 31, CTNND1-katenin &;, CTNND2-
katenin &, ICAM1-medustani¢éna adhezijska molekula 1, SELE-selektin E, SELL-selektin L, VCAM1-
adhezijska molekula vaskularnih stanica 1, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

D MMP1 MMP13 MMP2 MMP3 MMP12 MMP10 MMP24 MMP25 MMP26 MMPL1 MMP15 GAPDH
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MMP1-matriks metaloproteinaza 1, MMP13-matriks metaloproteinaza 13, MMP2-matriks metaloproteinaza
2, MMP3-matriks metaloproteinaza 3, MMP12- matriks metaloproteinaza 12, MMP10-matriks
metaloproteinaza 10, MMP24-matriks metaloproteinaza 24, MMP25-matriks metaloproteinaza 25, MMP26-
matriks metaloproteinaza 26, MMPL1-matriks metaloproteinazi 1-sli¢an, MMP15-matriks metaloproteinaza
15, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Slika 17. RT-PCR detekcija ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstani€nog matriksa
kod neinficiranih stanica te stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su
tri dana nakon infekcije pomocéu Trizola te posliedi€no faznom separacijom s kloroformom i
precipitacijom s izopropanolom. Analiza ekspresije gena razli€itih uzoraka RNK radena je
pomocéu (A) “MultiGene”™-12™ RT-PCR kita za ljudske endotelne adhezijske molekule 1, (B)
“MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske proteine izvanstani¢énog matriksa, (C) “MultiGene”-12™
RT-PCR kita za ljudske endotelne adhezijske molekule 2 i (D) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za
ljudske matriks metaloproteinaze. Za kvantifikaciju genskih signala na agaroznim gelovima
koristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jadina signala testiranih gena korigira se u
odnosu na jacinu pozadinske ekspresije te unutarnje kontrole (GAPDH).

Tablica 10. Geni za adhezijske i molekule izvanstaniénog matriksa kod kojih je
nadena znacajna promjena u genskoj ekspresiji RT-PCR metodom izmedu
kontrolnin HEK 293 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes tri
dana nakon infekcije.
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Simbol gena

Naziv molekule HTNV/kont | ANDV/kont
NCAM2 Adhezijska molekula neuralnih 1 -2,6
stanica 2

SELL Selektin L 1 2,6
THBS2 Trombospondin 2 1,9 -6,1
CDH1 Kadherin 1 1,1 5,8
MMP1 Matriks metaloproteinaza 1 -1,2 -5,8
MMP13 Matriks metaloproteinaza 13 2,2 1,1
MMP2 Matriks metaloproteinaza 2 -1,7 -6,4
MMP3 Matriks metaloproteinaza 3 -1,5 -4
MMP24 Matriks metaloproteinaza 24 -1,2 -2,2
MMPLA Matriks metaloproteinazi 1-sli¢an -1,3 -2,3

5.2.2. Promjene u ekspresiji gena pet dana nakon infekcije HEK 293 stanica

virusima Hantaan i Andes

5.2.2.1. Analiza ekspresije gena metodom «GEArray»

5.2.2.1.1. Analiza ekspresije gena uklju¢enih u proces apoptoze
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Omijeri ekspresije gena za molekule uklju¢ene u proces apoptoze izmedu stanica
inficiranih virusima Hantaan ili Andes i kontrolnih stanica prikazani su na slici 18.
Od 96 testiranih gena nasli smo znacajnu promjenu kod njih 12.

Infekcija virusom Hantaan uzrokovala je znatno veée promjene u ekspresiji gena
od infekcije virusom Andes.

Tako je znacajno povecéanje ekspresije virus Hantaan inducirao kod gena za Bcl-
10, BIK, kaspazu 2 i kaspazu 7. Povecéanje ekspresije pronasli smo i kod gena
koji kodira serin/treonin protein kinazu 1 (CHEK 1, od engl. CHK1 checkpoint
homolog) i aktivator apoptoze, molekulu harakiri. Zna€ajno povecanje ekspresije
virus Hantaan je inducirao kod gena koji se nalaze u sklopu TNF obitelji.
Povecana ekspresija nadena je kod gena za TNF-9 i TNF-11 te u obitelji TNF
receptora, ukljuéujuc¢i TNFR10b i TNFR10c. Takoder je povecana ekspresija
nadena i kod gena za TRAF-4 te kod vrlo vaznog tumor supresor gena, gena
p53.

Virus Andes je pet dana nakon infekcije HEK 293 stanica inducirao vrlo male
promjene u ekspresiji te smo uodili jedino povecanje ekspresije kod gena za

kaspazu 2.

O HTNV/kont
B ANDV/kont

Omjer intenziteta ekspresije gena
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Bcl-10-proapoptoticki regulator, BIK-proapoptoticki protein, CASP2-kaspaza 2, CASP7-kaspaza
7, CHEK1-serin/treonin protein kinaza 1, Harakiri-aktivator apoptoze, TNFR10B-Cimbenik
tumorske nekroze receptor 10b, TNF9-Cimbenik tumorske nekroze 9, TNF11-&imbenik tumorske
nekroze 11, p53-tumorski protein p53, TRAF4-Cimbenik povezan s receptorom obitelji TNF 4,
TNFR10C-¢imbenik tumorske nekroze receptor 10c

Slika 18. Geni ukljuCeni u proces apoptoze kod kojih je nadena znacajna promjena u genskoj
ekspresiji izmedu kontrolnih HEK 293 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes.
Uzorci RNK izolirani su pet dana nakon infekcije pomocu Trizola te posljedicno faznom
separacijom s kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Usporedbu ekspresije gena razliitih
uzoraka RNK radena je pomoéu metode GEArray. Kod ispitivanja gena uklju¢enih u proces
apoptoze koristili smo membranu GEArray Q serija ljudska apoptoza. Za kvantifikaciju genskih
signala na membranama koristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala
testiranih gena korigira se u odnosu na jacinu pozadinske ekspresije te ekspresiju kontrolnih
gena B-aktina i GAPDH. Znagajnom promjenom smatramo rezultat kod kojeg je omjer jacine
signala odredenog gena izmedu dva testirana uzorka vecéi od dva.

5.2.2.1.2. Analiza ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstaniénog

matriksa

Omijeri ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstani¢nog matriksa izmedu
stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes i kontrolnih stanica prikazani su na
slici 19. Od 96 testiranih gena nasli smo znacajnu promjenu kod njih 21.

Infekcija HEK 293 stanica virusom Hantaan dovela je do sniZzenja ekspresije dva

gena, gena za ADAMTS-1 i integrin B1. Nadalje, virus Hantaan je utjecao i na
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povecanje ekspresije gena koji kodira integrin as. Ovaj je virus takoder imao
znaCajan utjecaj i na molekule iz obitelji matriks metaloproteinaza i njihovih
tkivnih inhibitora ¢ime je narusena njihova fizioloS8ka homeostaza. Tako je virus
Hantaan povecao ekspresiju gena za MMP-14 i MMP-26 te tkivnog inhibitora
TIMP-3. Prilikom infekcije ovim uzroénikom HVBS-a takoder je doSlo do
povecanja ekspresije gena za nekoliko vaznih adhezijske molekula, ukljuCujuci
gene za E-kadherin, NCAM-1, PECAM-1 i E-selektin. Virus Hantaan povecao je
ekspresiju gena za MHC klase | podudarnu sekvencu A, MICA gen (od engl.
MHC class | polypeptide-related sequence A).

Znacajne promjene u ekspresiji gena nadene su i kod infekcije virusom Andes.
Ovaj je uzroénik HPS-a povecao ekspresiju gena za glikoprotein stani¢ne
povrSine CD44, dok je smanjenje ekspresije gena inducirao kod gena za laminin
v1. Ovaj je virus takoder imao utjecaj na matriks metaloproteinaze i njihove tkivne
inhibitore. Tako je nadena povecana ekspresija gena za MMP-26, dok je
smanjena ekspresija nadena za gene koji kodiraju TIMP-1 i TIMP-2. Virus Andes
je utjecao i na ekspresiju razli¢itih adhezijskih molekula. Tako je nadena

povecana ekspresija gena za E-kadherin, katenin a,, katenin o; ligand, katenin

&1, NRCAM i integrin B1. Nadalje, infekcija virusom Andes uzrokovala je i
povecanje ekspresije gena za inhibitor cisteinske proteinaze, cistatin C te

hijaluronidazu MGEA-5.
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O HTNV/kont
B ANDV/kont

Omjer intenziteta ekspresije gena

ADAMTS1 CD44 CDH1 CST3  CTNNA1 CTNNAL1 CTNND1  ITGAS ITGB1  LAMC1

ADAMTS1-metaloproteinaza s trombospondinskim motivom 1, CD44-antigen CD44, CDH1-kadherin 1,
CST3-cistatin C, CTNNA1-katenin oy, CTNNAL1-kateninu a;-slican, CTNND1-katenin &1, ITGA5-integrin o,
ITGB1-integrin 31, LAMC1-laminin v
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MGEAS5-antigen eksprimiran u meningeomu 5 (hijaluronidaza), MICA-MHC klasi | podudarna sekvenca A,
MMP14-matriks metaloproteinaza 14, MMP26-matriks metaloproteinaza 26, NCAM1-adhezijska molekula
neuralnin stanica 1, NRCAM-adhezijska molekula neurona, PECAM1-adhezijska molekula
trombocitnih/epitelnih stanica, SELE-selektin E, TIMP1-tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 1, TIMP2-
tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 2, TIMP3-tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza 3

Slika 19a i 19b. Geni za adhezijske i molekule izvanstani€énog matriksa kod kojih je nadena
znacajna promjena u genskoj ekspresiji izmedu kontrolnih HEK 293 stanica i stanica inficiranih
virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su pet dana nakon infekcije pomoc¢u Trizola te
posljedi¢no faznom separacijom s kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Usporedbu
ekspresije gena razli¢itih uzoraka RNK radena je pomoc¢u metode GEArray. Kod ispitivanja gena
za adhezijske i molekule izvanstani€énog matriksa koristii smo membranu GEArray Q serija
ljudske adhezijske i molekule izvanstaniénog matriksa. Za kvantifikaciju genskih signala na
membranama Kkoristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala testiranih gena
korigira se u odnosu na jacinu pozadinske ekspresije te ekspresiju kontrolnih gena B-aktina i
GAPDH. Znagajnom promjenom smatramo rezultat kod kojeg je omjer jaine signala odredenog
gena izmedu dva testirana uzorka veci od dva.

5.2.2.2. Analiza ekspresije gena metodom RT-PCR

5.2.2.2.1. Analiza ekspresije gena uklju¢enih u proces apoptoze

Pet dana nakon infekcije HEK 293 stanica virusom Hantaan do$lo je do promjene
ekspresije vise gena ukljucenih u proces apoptoze. Tako je ovaj virus povecao
ekspresiju gena za TNFR1a, Bcl-2 i BIK.

Omijer jacine ekspresije za gene p53, Bad i Daxx izmedu stanica inficiranih
virusom Hantaan i kontrolnih stanica iznosio je gotovo dva. Stoga smatramo kako

bi bilo zanimljivo u daljnjim istraZzivanjima utvrditi dolazi li kod infekcije virusom
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Hantaan do indukcije ovih gena te otkriti njihov moguéi znacaj u imunopatogenezi
ovoga virusa.

Najve¢u promjenu prilikom infekcije virusom Hantaan uoCili smo kod c¢lanova
obitelji kaspaza. Ovaj je uzro€nik HVBS-a povecao ekspresiju gena za kaspazu
2, kaspazu 3, kaspazu 4, kaspazu 6, kaspazu 8, kaspazu 9 i kaspazu 10.

Virus Andes je takoder utjecao na povecanije ekspresije vise gena koji sudjeluju u
procesu apoptoze, ukljuéujuéi Bcl-2, TNFR1a i Daxx. Slicno kao kod infekcije
virusom Hantaan, virus Andes je takoder povecao ekspresiju vise kaspaza

(kaspaza 2, kaspaza 3, kaspaza 6 i kaspaza 8) (Slika 20. i Tablica 11.).

A
BAX CTSD TNF TP53 ADPRT BAD BCL2 CYC1 DAXX NFKBIB TNFR1A GAPDH

kontrola | s s
E

BAX-BCL2-pridruzen X protein, CTSD-katepsin D, TNF-Cimbenik tumorske nekroze, TP53-
tumorski protein p53, ADPRT-adenozildifosfat-riboziltransferaza, BAD-BCL2-antagonist stani¢ne
smrti, BCL2-antiapoptoti¢ki regulator, CYC1-citokrom ¢, DAXX-protein 6 vezan za domenu smrti,
NFKBIB-inhibitor NF-kB [, TNFR1A-Cimbenik tumorske nekroze receptor 1a, GAPDH-
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

B CASP1 CASP2 CASP3 CASP4 CASP5 CASP6 CASP7 CASP8 CASP9 CASP10 CASP14 GAPDH
kontrola i, —— L — —
HTNV '

A
ANDV ——

CASP1-kaspaza 1, CASP2-kaspaza 2, CASP3-kaspaza 3, CASP4-kaspaza 4, CASP5-kaspaza
5, CASP6-kaspaza 6, CASP7-kaspaza 7, CASP8-kaspaza 8, CASP9-kaspaza 9, CASP10-
kaspaza 10, CASP14-kaspaza 14, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza



Cc

BIK GAPDH

kontrola ﬂ -

-

BIK-proapoptoticki protein, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Slika 20. RT-PCR detekcija ekspresije gena uklju¢enih u proces apoptoze kod neinficiranih HEK
293 stanica te stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK izolirani su pet dana
nakon infekcije pomocu Trizola te posljediéno faznom separacijom s kloroformom i precipitacijom
s izopropanolom. Analiza ekspresije gena razligitih uzoraka RNK radena je pomocéu (A)
“MultiGene”-12™ RT-PCR ljudskog p53 kita i (B) “MultiGene™12™ RT-PCR kita za ljudske
kaspaze. Ekspresiju gena za molekulu BIK testirali smo pomoc¢u “SingleGene“ PCR kita istoga
proizvodaca (C). Za kvantifikaciju genskih signala na agaroznim gelovima koristili smo Kodak 1D
Image Analysis Software. Jacina signala testiranih gena korigira se u odnosu na jacinu
pozadinske ekspresije te unutarnje kontrole (GAPDH).

Tablica 11. Geni za molekule ukljucene u proces apoptoze kod kojih je nadena
znaCajna promjena u genskoj ekspresiji RT-PCR metodom izmedu kontrolnih
HEK 293 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes pet dana nakon
infekcije.

Simbol gena Naziv molekule HTNV/kont | ANDV/kont
BCL2 Antiapoptoticki regulator 3,1 5,7
DAXX Protein 6 vezan za domenu smrti 1,9 2,6

TNFR1A Cimbenik tumorske nekroze, receptor 1a 4.6 9,6
BIK Proapoptoticki protein 3,2 -1,7
CASP2 Kaspaza 2 2,4 2,7
CASP3 Kaspaza 3 2,3 3
CASP4 Kaspaza 4 4 1,9
CASP6 Kaspaza 6 2,6 4,8
CASPS8 Kaspaza 8 8 2,6
CASP9 Kaspaza 9 2,2 1
CASP10 Kaspaza 10 3,2 1
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5.2.2.2.2. Analiza ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstaniénog

matriksa

Virus Hantaan je utjecao na ekspresiju vise gena za razliCite adhezijske
molekule. Tako smo nasli snizenje ekspresije gena za katenin 61 i NCAM-2, dok
je povecanje ekspresije uoceno kod gena za kadherin 1 i ICAM-1. Ovaj je virus
najvedi utjecaj imao kod ¢lanova obitelji integrina. Poveéana ekspresija nadena je
kod gena za integrin oy, integrin og, integrin as i integrin o

U skupini adhezijskih molekula virus Andes je utjecao na snizenje ekspresije
gena za NCAM-2. Ovaj je virus takoder imao znacajan utjecaj na molekule iz
obitelji integrina. Tako je poviSenje ekspresije nadeno kod gena za integrin ooy,

integrin oz i integrin o (Slika 21. i Tablica 12.).

A

ITGB3 PECAM1 SELL CTNNA1 CTNNAL1 CTNNB1 CTNND1 CTNND2 NCAM1 NCAM2 NRCAM GAPDH
HTNV — e —
ANDV

ITGB3-integrin B3, PECAM1-adhezijska molekula trombocitnih/epitelnih stanica 1, SELL-selektin
L, CTNNA1-katenin o4, CTNNAL1-kateninu o4-sli¢an, CTNNB1-katenin §;, CTNND1-katenin &,,
CTNND2-katenin 3,, NCAM1-adhezijska molekula neuralnih stanica 1, NCAM2-adhezijska

molekula neuralnih stanica 2, NRCAM-adhezijska molekula neurona, GAPDH-gliceraldehid-3-
fosfat dehidrogenaza
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CDH1 CEACAMS5 CTNNA1 CTNNAL1 CTNNB1 CTNND1 CTNND2 ICAM1 SELE SELL VCAM1 GAPDH

kontrola —— s W— — J—
ANDV =« e Sy~ — ﬂ

CDH1-kadherin 1, CEACAMS5- karcinoembrijskom antigenu-srodna stani¢éna adhezijska molekula
5, CTNNA1-katenin oy, CTNNAL1-kateninu a4-slican, CTNNB1-katenin 3;, CTNND1-katenin §;,
CTNND2-katenin 3,, ICAM1-medustani¢na adhezijska molekula 1, SELE-selektin E, SELL-
selektin L, VCAM1-adhezijska molekula vaskularnih stanica 1, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza

C
ITGA1 ITGA2 ITGA3 ITGA4 ITGA5 ITGA6 ITGA2BITGAL ITGAV ITGB1 ITGBR GAPDH
kOntI’O|a — = NS im— L ——
HTNV' | o e — — e S— m—
ANDV s s ™ — — — —

ITGA1-integrin o4, ITGA2-integrin o,, ITGA3-integrin o, ITGA4-integrin a4, ITGAS5-integrin s,
ITGA6-integrin ag, ITGA2B-integrin oyy,, ITGAL-integrin oy, ITGAV-integrin o, ITGB1-integrin B,
ITGBR-integrin 3 receptor, GAPDH-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Slika 21. RT-PCR detekcija ekspresije gena adhezijskih i molekula izvanstani¢énog matriksa kod
neinficiranih HEK 293 stanica te stanica inficiranih virusima Hantaan i Andes. Uzorci RNK
izolirani su pet dana nakon infekcije pomocéu Trizola te posljediéno faznom separacijom s
kloroformom i precipitacijom s izopropanolom. Analiza ekspresije gena razli€itih uzoraka RNK
radena je pomocu (A) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske adhezijske molekule endotelnih
stanica 1, (B) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske adhezijske molekule endotelnih stanica 2
i (C) “MultiGene”-12™ RT-PCR kita za ljudske integrine. Za kvantifikaciju genskih signala na
agaroznim gelovima koristili smo Kodak ID Image Analysis Software. Jacina signala testiranih
gena korigira se u odnosu na jacinu pozadinske ekspresije te unutarnje kontrole (GAPDH).

Tablica 12. Geni za adhezijske i molekule izvanstani€énog matriksa kod kojih je
nadena znacajna promjena u genskoj ekspresiji RT-PCR metodom izmedu
kontrolnin HEK 293 stanica i stanica inficiranih virusima Hantaan ili Andes pet
dana nakon infekcije.

| Simb3NgEna | Ndpienblekule | HTNS%&ont | ANDV/kont |
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NCAM2

Adhezijska molekula neuralnih -6 -2
stanica 2
CDH1 Kadherin 1 2,2 1,3
ICAM1 Medustani¢na adhezijska 3 1
molekula 1
ITGA2 Integrin o 2,8 2
ITGA3 Integrin og 4,3 2
ITGA5 Integrin o 2,9 2,1
ITGAV Integrin oy 2,2 1,9
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6. RASPRAVA

Do danas se vrlo malo zna o mehanizmima koji stoje u pozadini promjena i
ostecenja uzrokovanih hantavirusnim infekcijama. Takoder je nepoznato zasto
odredeni virusi ovoga roda uzrokuju pretezno bubrezne promjene te dovode do
razvoja HVBS-a (virus Hantaan), dok drugi prvenstveno oste¢uju plu¢a te dovode
do razvoja HPS-a (virus Andes).

Istrazivanja su pokazala da i kod HVBS-a i kod HPS-a znacajnu ulogu u
patogenezi bolesti imaju imunolo$ki mehanizmi [75, 202, 203, 214].

Tako je pokazano kako bi citokini i kemokini, koji su produkt razli€itih stanica,
mogli znac¢ajno doprinijeti razvoju i rezoluciji same bolesti [210-212, 214]. Stoga
smo u nasem istrazivanju zeljeli utvrditi dolazi li tijekom infekcije ovim virusima do
promjene u ekspresiji gena za pojedine citokine i kemokine.

Nadalje, NF-kB transkripcijski put, kojeg takoder mozemo nazvati ,centralnim
medijatorom imunoloSkog odgovora®“, se aktivira nakon izlaganja brojnim
stimulusima, uklju€ujuci viruse. Aktivacija NF-kB puta posljedicno moze dovesti
do modulacije vise od 150 gena, ukljuCujuci razli€ite citokine i kemokine, kao i

receptore potrebne kod imunoloskog prepoznavanja te receptore vazne kod
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neutrofilne adhezije i transmigracije kroz stjenku krvnih zila [135]. Kako je uloga
ovoga transkripcijskog puta pokazana kod mnogih virusnih infekcija, zeljeli smo
istraziti dolazi li kod hantavirusnih infekcija do modulacije molekula koje ¢ine dio
ovoga puta.

ViSe je istrazivaca do danas pokazalo kako hantavirusi u stani¢noj kulturi mogu
dovesti do umiranja stanica procesom apoptoze [194, 220]. Medutim, vrlo se
malo zna koji putevi dovode do ovoga procesa te koje su molekule ukljucene u
njegov daljnji tijek. Takoder je vrlo malo poznato o promjenama koje se dogadaju
u pogodenim tkivima te dolazi li do naru$avanja tkivne arhitekture i funkcije.

Kako bi bolje razumijeli imunoloSske promjene kod hantavirusnih infekcija, te
pokazali vaznost prije spomenutih bioloskih promjena i molekula analizirali smo
promjene u ekspresiji gena kod dvije vrste stanica razli€itog porijekla; MRC-5
stanica (plu¢ni fibroblasti) te HEK 293 stanica (epitelne stanice bubrega), nakon

infekcije virusima Hantaan i Andes.

MRC-5 stanice

Kod infekcije MRC-5 stanica na$i rezultati pokazuju kako oba virusa dovode do
rane aktivacije pluénih fibroblasta, upucujuéi na moguéu ulogu ovih
mezenhimskih stanica u imunoloSkom odgovoru tijekom hantavirusnih infekcija.
Kod infekcije MRC-5 stanica virusom Andes nasli smo izraZzenije promjene u
ekspresiji gena u odnosu na infekciju virusom Hantaan, vjerojatno radi toga Sto

pretezito uzrokuje pluc¢ne promjene.
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Oba virusa utjecala su na gensku ekspresiju kod ¢lanova Rel/NFkB/IkB obitelji,
molekula koje su modulirane preko NF-kB puta, transkripcijskih ¢imbenika te
adaptornih proteina. Navedene promjene mogu govoriti u prilog nasoj hipotezi da
tjekom rane faze hantavirusnih infekcija dolazi do aktivacije NF-kB
transkripcijskog puta.

Infekcija virusom Andes smanjila je ekspresiju gena za Bcl-2, integralnog
membranskog proteina Kkoji je poglavito lociran na vanjskoj membrani
mitohondrija [223]. Buduc¢i da moze sprijeciti proces apoptoze, njegova smanjena
razina mogla bi dijelom biti odgovorna za apoptoticku smrt pluénih fibroblasta,
ve¢ opisanu kod hantavirusnih infekcija [224]. Nadalje, Kang i sur. jo§ 1999.
godine opisuju smanjenu razinu Bcl-2 molekule kod hantavirusne infekcije Vero
E6 stanica te spominju njegovu mogucu ulogu kod indukcije apoptoze od strane
hantavirusa [218].

Virus Andes je smanijio ekspresiju gena koji kodira NFKBIB protein. Ovaj IkB
protein vezan je za NF-kB transkripcijski ¢imbenik u citoplazmi i onemogucuje
njegov ulaz u jezgru te posljediéno njegovo djelovanje [225]. Smanjenje njegove
ekspresije moglo bi utjecati na oslobadanje NF-kB transkripcijskog Cimbenika iz
citoplazme te vezivanje za ciljne gene u jezgri.

Virus Andes je djelovao na povecéanje ekspresije Jun gena. Protein kojeg kodira
dio je transkripcijskog ¢imbenika AP-1 (od engl. activator protein 1) koji djeluje na
mnoge stani¢ne procese, ukljucujuéi stani¢ni rast, diferencijaciju te apoptozu
[226, 227]. Novija istrazivanja su pokazala spregu izmedu AP-1 transkripcijskog

¢imbenika i NF-kB puta u vidu uzajamnog pozitivhog funkcionalnog ucinka [228].
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Kod MRC-5 stanica koje su bile inficirane virusom Hantaan GEArray metodom
pokazali smo da je do$lo do sniZzenja ekspresije gena za EGR-1, dok je PCR-om
uoCena razlika, ali je ona bila manja od 2. EGR-1 djeluje kao transkripcijski
regulator te se aktivira kao odgovor na razliCite Cimbenike rasta, citokine i
mitogene [229]. Nedavna istrazivanja pokazuju kako opisani protein djeluje na
gene uklju¢ene u oporavak DNK, prezivljavanje stanice te apoptozu [230].
Takoder je pokazano da u sinovijalnim fibroblastima djeluje naruSavajudi
homeostazu izmedu matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora te bi
mogao imati vaznu ulogu kod razvoja ostecenja zahvacenih tkiva [231].

Oba su virusa pojacala ekspresiju gena za selektin E, molekule &ija je ekspresija
regulirana putem NF-kB transkripcijskog puta [232]. Njegova ekspresija na
endotelnim stanicama vaskularnog zida igra vaznu ulogu prilikom adhezije i
akumulacije leukocita na mjesto upale, te govori o aktivaciji stanica [233].
PovecCanje ekspresije gena za selektin E koje smo uodili na fibroblastima
inficiranim hantavirusima moze govoriti 0 aktivaciji ovih mezenhimskih stanica te
0 mogucoj ulozi u imunoloSkom odgovoru. Povecéanje ekspresije gena za selektin
E primijeceno je kod drugih virusnih infekcija, ukljuCujuéi infekciju virusom
Epstein-Barr, premda znacenje ove promjene nije jasno [234].

Zadnjih nekoliko godina sve se viSe govori o vaznosti pripadnika Bcl-2 obitelji u
pokretanju procesa apoptoze.

Tako bi ulogu u imunoreakcijama kod hantavirusnih infekcija mogla imati dva
¢lana Bcl-2 obitelji, Bad i Daxx, budu¢i da je njihova ekspresija kod stanica

inficiranih virusom Andes bila smanjena gotovo dva puta. Novija istrazivanja
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naglasavaju utjecaj molekule Daxx tijekom urodenog antivirusnog odgovora, a
postoje pokazatelji o interakciji ove molekule i N-proteina virusa Puumala [44,
235]. Pretpostavliiena su dva puta kojima Daxx moze ispuniti svoju
proapoptotiCku ulogu; kao nuklearni transkripcijski regulator ili kao citoplazmatski
¢imbenik koji sudjeluje u FAS apoptotickom putu. S druge strane, Bad u mnogim
stanicama utjeCe na apoptotiCke procese translokacijom i djelovanjem na
mitohondrije [236]. Stoga, svojim utjecajem, Bad i Daxx mogu djelovati i na
unutrasnji i na vanjski apoptoticki put. Buduéi da hantavirusi u kulturi rastu sporo
te da apoptoticki proces zapoc€inje u kasnijem stadiju infekcije, bilo bi ih
zanimljivo testirati u naprednijoj fazi. lako nismo dokazivali moguéu apoptozu
MRC-5 stanica pri infekciji patogenim hantavirusima, buduca istrazivanja ¢lanova
Bcl-2 obitelji, uz ostale vazne sudionike apoptoti¢kih procesa, mogla bi pokazati
dolazi li te kojim se putem odvija programirana stani¢na smrt kod pluénih
fibroblasta.

NF-kB put ima izuzetno vaznu ulogu u ranom imunoloSkom odgovoru te nakon
aktivacije moze djelovati na indukciju cijelog niza ¢imbenika, uklju€ujuéi citokine.
IL-6 je citokin koji ima Siroki spektar djelovanja u ljudskom tijelu te se povezuje s
imunoreakcijama na razlicite patogene, ukljuujuci viruse [110].

Kod MRC-5 stanica inficiranih virusom Hantaan nasli smo povecanu ekspresiju
gena za IL-6. Moguca uloga IL-6 kod hantavirusnih infekcija ve¢ je pokazana u in
vitro, ali i u in vivo uvjetima [211, 215, 237]. Tako je njegova povecana razina
nadena u plazmi i mokraci kod bolesnika u akutnom stadiju HVBS-a [237]. Uz

stimulaciju imunoreakcije i sintezu proteina akutne faze, izravnim utjecajem na
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centre u mozgu djeluje kao endogeni pirogen. Prije navedena uloga vjerojatno
doprinosi razvoju vrucice, jednog od glavnih simptoma kod bolesnika s HVBS-om
i HPS-om. Nadalje, svojim bioloSkim svojstvima moze doprinijeti nastanku
razlicitih oStecenja, a spominje se uloga u mijenjanju vaskularnog integriteta i
trombocitnog potencijala [238, 239]. Ekspresija gena za IL-6 je regulirana putem
NF-kB, te njegova pojacana ekspresija takoder moze govoriti u prilog aktivaciji
NF-kB puta [135, 232].

Iz dobivenih rezultata mozemo zaklju€iti kako u ranoj fazi hantavirusne infekcije
dolazi do promjene viSe gena koji se nalaze u sklopu NF-kB transkripcijskog
puta, ali i gena na koje ovaj put posljedi¢no djeluje. Stoga mozemo pretpostaviti
kako NF-kB sudjeluje u imunoreakcijama koje se odvijaju tijekom infekcije
virusima Hantaan i Andes.

Cimbenici rasta su molekule za koje se sve vise spominje uloga tijekom
odgovora na infekciju razliitim patogenima [119, 120]. Stoga promjene
spomenutih ¢imbenika tijekom infekcije mogu imati znacajne posljedice na razvoj
bolesti.

Kod infekcije virusom Hantaan nasli smo smanjenu ekspresiju gena za CSF-1,
koji posjeduje mnoge funkcije u organizmu, ukljuéuju¢i djelovanje na
diferencijaciju, rast i aktivaciju makrofaga [123]. Aktivacija fagocitnih stanica
vazna je karika u odgovoru domacina na infekciju mnogim patogenim
mikroorganizmima, osobito virusima. Smanjena ekspresija CSF-1 kod infekcije
virusom Hantaan mogla bi utjecati na funkciju pluénih makrofaga te smanijiti

njihovo mikrobicidno djelovanje.
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Oba virusa djelovala su na smanjenje ekspresije gena za Cimbenik rasta
vaskularnog endotela VEGF-c. On kodira protein koji je aktivan u angiogenezi,
rastu endotelnih stanica te moze djelovati na propusnost krvnih Zila [240].
Takoder je pokazano kako VEGF-c pojacava aktivnost plazminogen aktivatora u
endotelnim stanicama [240]. Premda su glavne ciljne stanice za opisani Cimbenik
rasta endotelne stanice, njegovo smanjeno lu€enje sa strane fibroblasta moglo bi
takoder imati utjecaja na stanice endotela okolnih krvnih zila.

Virusi Hantaan i Andes djelovali su na povecanje ekspresije gena za PAI-2. Kao
specificni  inhibitor proteaza u ljudskom tijelu regulira plazminogen
aktiviraju€i/plazminski sistem, najjaci katalizator izvanstani¢ne proteolize [241].
Medutim, za PAI-2 je pokazano da utje€e na stanica koje predstavljaju ciljno
mjesto hantavirusne infekcije, monocite. IstraZzivanja su pokazala kako kod
monocita moze modulirati adheziju, proliferaciju i diferencijaciju [241]. Stoga bi
povecana aktivnost PAI-2 uz prije opisano snizenje ekspresije CSF-1 moglo
pridonijeti oslabljenoj funkciju plu¢nih makrofaga te umaniiti njihovo protuvirusno
djelovanje. Posljedica toga mogla bi biti olakSano Sirenje hantavirusa u tijelu
domacina, buduc¢i da monociti sudjeluju u migriranju hantavirusa s primarnog
sjela infekcije [242].

Prilikom testiranja ekspresije citokinskih gena iznenadio nas je rezultat da virusi
Hantaan i Andes smanjuju ekspresiju gena za BMP-2. Kostani morfogenetski
proteini pripadaju obitelji proteina TGF-B, a glavna uloga u tijelu im je
osteoinduktivna aktivnost [243]. Tijekom zadnjih nekoliko godina saznanja o

funkciji BMPs znatno su se proSirila. Tako danas na njih gledamo kao na
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multifunkcionalne citokine, uklju¢ene u proces apoptoze, embrijski razvoj te
zaraStavanje oStecenog tkiva [244, 245]. Pokazano je da BMP-2 mozZe aktivirati
NF-kB put tako da njegova smanjena ekspresija moze posljedi¢no dovesti do
slabije aktivacije ovoga transkripcijskog puta. Buduéi da moze sprijeciti proces
apoptoze putem inhibicije kaspaze 3 i kaspaze 9, smanjena ekspresija BMP-2
kod hantavirusnih infekcija mogla bi pogodovati nastanku programirane stani¢ne
smrti, iako ove parametre u plu¢nim fibroblastima nismo ispitivali [245].

Infekcija MRC-5 stanica virusima Hantaan i Andes djelovala je na smanjenje
ekspresije gena koji kodira TGF-B2. Medutim, utjecaj virusa Andes na ¢lanove
TGF obitelji mogao bi biti i veéi budu¢i da u PCR analizi postoje naznake
smanjene ekspresije gena za TGF-B3 i receptora TGFBR3, premda su signali
suvie slabi za analizu. Glavna zada¢a TGF-B u tijelu je odrzavanje tolerancije
putem regulacije limfocitne proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja [246].
Djelovanje testiranih hantavirusa na smanjenje ekspresije gena ¢lanova iz TGF
obitelji moglo bi doprinijeti pojac¢avanju upalnog odgovora te razvoju ostecenja
radi smanjenog imunomodulatornog djelovanja ovih molekula.

GEArray metodom otkrili smo da je infekcija virusom Andes dovela do povecanja
ekspresije gena za FGF-11, medutim PCR metodom nismo dobili ekspresiju
ovoga gena. Moguce objasnjenje za ovakav fenomen moglo bi biti to Sto je
GEArray metoda manje specifitcna od PCR analize tako da postoji moguénost
laZzno pozitivnih rezultata. S druge strane, GEArray metodom dobili smo da je
ekspresija gena za FGF-5 smanjena, sto smo i potvrdili PCR tehnikom (omjer je

iznosio 1,7 puta). FGF-5 pripada FGF obitelji proteina koji posjeduju Sirok
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mitogeni potencijal te sudjeluju u mnoStvu bioloskih aktivnosti kao Sto su
embrijski razvoj, stani¢ni rast i popravak ostecenog tkiva [247]. Tako je pokazano
da FGF-5 potice proliferaciju mezenhimskih fibroblasta te posljedi¢no sudjeluje u
popravku oste¢enog tkiva [248]. Njegova snizena ekspresija u fibroblastima kod
infekcije virusom Andes mogla bi pridonijeti nastanku osteéenja plu¢a kod HPS-a
te produziti vrijeme oporavka radi nedostatka vaznog poticaja za rast.

Iz dobivenih rezultata ekspresije citokinskih gena mozemo zakljuditi kako ova
skupina molekula vjerojatno ima vaznu ulogu u obrani domacina od infekcije
virusima Hantaan i Andes. Takoder zelimo naglasiti potrebu za daljnjim
istrazivanjem utjecaja molekula koje do sada nisu prepoznate kao vazne u
imunoreakcijama protiv hantavirusa, kao sto su razliciti ¢imbenici rasta te kostani
morfogenetski proteini.

Adhezijske i molekule izvanstani¢nog matriksa osim $to sudjeluju u odrzavanju
tkivne arhitekture i funkcije, utje€u i na stani¢nu signalizaciju. Medutim, s
vremenom sve vise dolaze na povrSinu saznanja o slozenim interakcijama te
njihovim kompleksnim djelovanjima. Ovoj obitelji pripadaju integrini, molekule
koje djeluju kao poveznica stanice i izvanstani¢nog prostora.

Virus Andes znacajno je utjecao na ekspresiju vise ¢lanova koji pripadaju obitelji
integrina. Tako je snizena ekspresija nadena za gene koji kodiraju integrin oy,
integrin o i integrin o.

Integrini su heterodimerni proteini koji se sastoje od jednog o i jednog B lanca te
sudjeluju u medusobnoj adheziji stanica te u prijenosu signala sa stani¢ne

povrsine [169]. Nadalje, vazno je naglasiti da mogu sluziti kao receptori za ulazak
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razli¢itin virusa u stanicu. Tako je pokazano kako B3 integrini posreduju kod
ulaska patogenih hantavirusa u stanicu, medutim nedavna in vivo istrazivanja
pretpostavljaju postojanje dodatnih receptora [45, 172].

Uz jo§ nedovoljno poznate mehanizme ulaska u stanicu, nejasne su i promjene
koje se nalaze u pozadini povecane kapilarne propusnosti te nastanka plu¢nog
edema kod infekcije virusom Andes. Kako su integrini vazni sudionici u
odrzavanju integriteta kapilarne stjenke, postoje pretpostavke da hantavirusi
svojim djelovanjem na ove molekule utjeCu na kapilarnu propusnost [171, 249].
Medutim, utjecaj promjene ekspresije gena za razliCite integrine na pluénim
fibroblastima ostaje nejasan. Moguce posljedice uklju€uju poremecaj u stani€noj
povezanosti s okolnim strukturama te poremecenu signalizaciju s povrSine
stanice, promjene koje mogu znacajno narusiti stani¢ne funkcije.

Novija istrazivanja su pokazala da naruSena homeostaza matriks
metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora sudjeluje u nastanku promjena i
oStecenja pluéa razliCite etiologije. Na ekspresiju gena pripadnika ove vazne
skupine molekula znac¢ajno su utjecala oba testirana virusa.

Tako je GEArray metodom nadena povecana ekspresija gena za MMP-2 kod
infekcije virusom Hantaan, dok je PCR tehnikom takoder nadena povecana
ekspresija, ali je bila manja od dva. PCR tehnikom smo i kod infekcije virusom
Andes nasli neSto poveéanu ekspresiju gena za MMP-2 koja je u odnosu na
kontrolne stanice iznosila 1,7 puta. Testirana gelatinaza je konstitutivho
eksprimirana na mezenhimskim stanicama te je povezana s viSe patoloskih

entiteta [250-252]. Povecana razina MMP-2 pronadena je u pleuralnim efuzijama
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razlicitog uzroka, patoloSke promjene koja je nadena kod hantavirusnih infekcija
[251]. Njena povecana ekspresija nadena je kod razli¢itih virusnih infekcija,
uklju€ujuci infekciju HIV-om [176]. Opisana saznanja te na$ rezultat o povecanoj
ekspresiji gena za MMP-2 kod oba virusa mogla bi govoriti u prilog mogucoj ulozi
ove matriks metaloproteinaze u patogenezi hantavirusnih oboljenja.

Kod infekcije virusom Andes dobili smo smanjenu ekspresiju gena za MMP-10.
Glavna funkcija MMP-10 je degradacija proteoglikana i fibronektina. Za MMP-10
Medutim, postoje podaci o mogucoj ulozi u cijeljenju oStec¢enog tkiva, te bi
smanjena ekspresija kod infekcije virusom Andes mogla negativno utjecati na
reparatorne procese kod bolesnika s HPS-om [253].

Kod infekcije virusom Hantaan primijetili smo poveéanje ekspresije gena za
MMPL-1 i MMP-15. Osim uloge u razgradnji izvanstaniénog matriksa, obje
metaloproteinaze mogu utjecati na aktivaciju MMP-2 djeluju¢i na konverziju
neaktivnog (pro-MMP-2) u njen aktivni oblik (MMP-2) [254, 255]. Prije opisano
djelovanje, uz povecanu ekspresiju gena za MMP-2, moglo bi pridonijeti
povecanoj aktivnosti ove matriks metaloproteinaze kod hantavirusnih infekcija.
Nadalje, znacajnu promjenu kod infekcije virusima Hantaan i Andes primijetili
smo kod gena koji kodira ADAMTS-1, Cija je ekspresija bila smanjena. Ona je
vazna za normalan rast, fertiinost te morfologiju i funkciju organa [256].
ADAMTS-1 posjeduje tri trombospondinska nastavka koje nalazimo i kod
trombospondina 2. Buduéi da je ekspresija trombospondina 2 u naSem
istrazivanju bila smanjena, mozZzemo pretpostaviti kako postoji povezanost u

regulaciji ekspresije ove dvije molekule. Uzrok smanjenoj ekspresiji ADAMTS-1
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moguce lezi i u povecéanoj ekspresiji gena za TIMP-3 koju smo nasli kod infekcije
s oba virusa. Novija istraZzivanja su pokazala kako TIMP-3 negativno djeluje na
ekspresiju ADAMTS-1 proteina [257, 258].

Povecana ekspresija TIMP-3 molekule takoder djeluje i na smanjenje funkcije
matriks metaloproteinaza te moze uzrokovati apoptotiCku smrt u viSe vrsta
stanica [259]. Poveéana ekspresija TIMP-3 pokazana je kod razli€itih virusnih
infekcija kao $to su infekcija virusom ospica te infekcija HIV-om [260]. Danas je
poznato kako su razliCita pluéna osSte¢enja dijelom izazvana naruSenom
homeostazom izmedu matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora [173].
Neravnoteza izmedu matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora koja je
pronadena kod hantavirusnih infekcija moze govoriti u prilog vaznosti ovih
molekula te njihove neravnoteze u imunopatogenezi HPS-a.

Kod infekcije MRC-5 stanica virusom Andes doSlo je do smanjenja ekspresije
gena za katepsin B. Ova se cisteinska proteaza normalno nalazi unutar lizosoma,
gdje je uklju€ena u razgradnju proteina te odrzavanje staniénog metabolizma
[261]. Budu¢i da ima ulogu tijekom razgradnje izvanstani¢énog matriksa, mozemo
pretpostaviti kako smanjena aktivnost katepsina B moze, uz naruSenu
homeostazu matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora koju smo
pronasli kod infekcija virusima Hantaan i Andes, doprinijeti nastanku oStecenja
plucnih fibroblasta te razvoju bolesti.

Virus Andes smanijio je ekspresiju gena za trombospondin 2. Pretpostavlja se da
ovaj glikoprotein moze imati sloZzenu ulogu tijekom imunolodkog odgovora,

budué¢i da moze regulirati lokalnu razinu citokina te razli€itih proteaza koje
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sudjeluju u razgradnji izvanstani¢nog matriksa. Tako je razina i aktivhost matriks
metaloproteinaze 2 u kulturi fibroblasta koji nemaju trombospondin 2 bila
povecana. Transfekcija DNK trombospondina 2 u istoj kulturi dovela je do
snizenja razine MMP-2 na normalnu vrijednost, utjecaj koji potvrduje
medudijelovanje ove dvije molekule [262]. Ranije opisano istrazivanje u skladu je
s naSim rezultatima, buduéi da smo i mi uz snizenje ekspresije gena za
trombospondin 2 primijetili povec¢anu ekspresiju gena za MMP-2, §to govori u
prilog njihovom uzajamnom djelovanju. Nadalje, istrazivanja su pokazala kako
trombospondin 2 ima ulogu kod razli€itih virusnih infekcija, uklju€ujuci infekciju
citomegalovirusom [263]. Smanjena ekspresija ove izvanstani€ne molekule
nadena je takoder kod infekcije herpes simplex virusom [264]. Premda je
pokazana uloga trombospondina 2 tijekom razli€itih virusnih infekcija, mehanizmi
djelovanja tijekom infekcija nisu jasni. Medutim, moguée je da smanjena
ekspresija trombospondina 2 kod infekcije virusom Andes negativno utjeCe na
cijeli niz funkcija koje obi¢no obavlja u stanici, uklju€ujuci stani¢nu vijabilnost, rast
i diferencijaciju.

Iz dobivenih rezultata ekspresije gena za adhezijske i molekule izvanstani¢nog
matriksa Zelimo istaknuti moguci utjecaj narusene homeostaze izmedu matriks
metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora na promjene koje nastaju kod
infekcija virusima Hantaan i Andes. Njihova uloga vec¢ je pokazana kod razli€itih
oboljenja, a na$8i rezultati po prvi puta otvaraju moguénost da ove molekule

sudjeluju i u imunopatogenezi hantavirusnih infekcija.
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HEK 293 stanice

Nedavna istrazivanja su pokazala kako hantavirusi uzrokuju citopati¢ni efekt u
kulturi HEK 293 stanica te da je za ovu promjenu odgovoran proces apoptoze
[194]. Medutim, to¢ni mehanizmi koji dovode do smrti stanice ostaju nejasni.
Stoga smo zeljeli istraziti utjecaj virusa Hantaan i Andes na ekspresiju gena koji
sudjeluju u razli¢itim apoptotickim putevima te gena koji kodiraju molekule vazne
za odrzavanje izvanstaniénog matriksa te tkivne arhitekture i funkcije.

Ekspresiju ciljnih gena gledali smo u dvije vremenske to¢ke, nakon tri i nakon pet
dana, kako bismo pratili dinamiku promjena. Kao Sto smo i oCekivali vece
promjene u ekspresiji gena uklju€enih u proces apoptoze primijetili smo pet dana
nakon infekcija. Opisani rezultat vjerojatno je odraz usporene replikacije virusa u
kulturi i kasnije progresije apoptotickog procesa kod infekcije hantavirusima.
Virus Hantaan uzrokovao je pojacanu ekspresiju gena za Bcl-10. Ovaj signalni
protein sudjeluje u vise vaznih procesa u tijelu, ukljuéujuéi indukciju apoptoze te
aktivaciju NF-kB signalnog puta [265, 266]. Nadalje, pokazano je da miSevi koji
nemaju Bcl-10 ubrzo nakon rodenja postaju prilemcivi za infekcije [266].
Istrazivanje Zhang i sur. pokazalo je da povecanje njegove ekspresije dovodi do
pokretanja apoptoze u HEK 293 stanicama [267]. Stoga, povecana ekspresija
Bcl-10 koju smo nasli u naSem istrazivanju otvara moguc¢nost njegove uloge u
pokretanju apoptotickih mehanizama u HEK 293 stanicama inficiranim

hantavirusima.
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Znacajne promjene u ekspresiji gena primijetili smo u vide pripadnika obitelji Bcl-
2.

BIK je proapoptoti¢ki pripadnik obitelji Bcl-2, Cija je ekspresija bila povisena kod
infekcije virusom Hantaan. U ljudskim stanicama induciran je od strane mnogih
stimulusa te sudjeluje u pokretanju apoptoze djelovanjem na membranu
endoplazmatskog retikuluma, gdje poti¢e otpustanje Ca** [268]. Svojim utjecajem
na endoplazmatski retikulum, BIK posljedi¢no potiCe proces apoptoze ljudskih
epitelnih stanica djelujuci na otpustanje citokroma C iz mitohondrija [269]. Uloga
endoplazmatskog retikuluma u pokretanju apoptoze ve¢ je pokazana kod
infekcije virusom Tula, nepatogenim hantavirusom [221]. Pretpostavlja se kako
nakupljanje virusnih proteina tijekom njegovog replikativnog ciklusa moze
potaknuti apoptotiCki proces zapoc€et stresom endoplazmatskog retikuluma [221].
Nakupljanje virusnih proteina u endoplazmatskom retikulumu, uz utjecaj
pojacane ekspresije BIK molekule, moglo bi potaknuti unutarnji apoptoticki put te
doprinijeti nastanku programirane stani¢ne smrti kod infekcije virusom Hantaan.
Oba virusa utjecala su na povecanje ekspresije gena za Bcl-2, integralnog
membranskog proteina Kkoji je poglavito lociran na vanjskoj membrani
mitohondrija [223]. Bcl-2 sprjeCava proces apoptoze te je pokazano kako razliciti
virusi induciraju povecanje njegove ekspresije u kasnijoj fazi infekcije kako bi
stanica domacin Zivjela duze [270, 271]. Utjecaj na prezivljavanje stanice vidljiv je
i kod infekcije virusom Sindbis, gdje je ekspresija Bcl-2 gena dovela do
konverzije liticke infekcije u perzistentni oblik [272]. Kang i sur. su pokazali da

hantavirusi uzrokuju snizenje razine Bcl-2 proteina te su pretpostavili vaznost
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opisane promjene u pokretanju procesa apoptoze [218]. Medutim, njihova
istrazivanja vréena su na majmunskih Vero stanicama te su za infekciju koristeni
razliciti MOI. Premda postoji potreba za daljnjim istrazivanjima utjecaja ove
molekule, mozemo pretpostaviti kako povecanje ekspresije gena za Bcl-2 pet
dana nakon infekcije hantavirusima govori o nastojanju stanice da sebe odrzi
Zivom.

Apoptoticka smrt ili s druge strane prezivljavanje stanice kontrolirano je od strane
pro- i antiapoptoti¢kih proteina. Kako navedeni proteini djeluju jedni na druge,
sudbina stanice ovisi o tome koji ¢e put prevagnuti. S obzirom da se apoptoticki
procesi kod stanica inficiranih hantavirusima odvijaju tijekom duzeg vremenskog
razdoblja, za ocekivati je prisustvo antiapoptotiCkin gena Kkoji ¢e usporiti
pokretanje apoptoze.

Testirani virusi pokazali su utjecaj na viSe ¢lanova TNF obitelji koji sudjeluju u
pokretanju programirane stani¢ne smrti.

Povecéana ekspresija primijecena je kod gena koji kodira TNFSF-11 ili TRANCE,
koji igra vaznu ulogu u diferencijaciji i aktivaciji osteoklasta [273]. Pokazana je
njegova funkcija kod prezivljavanja nezrelih dendritickih stanica koje obitavaju u
intersticijskom prostoru te koje nakon kontakita s patogenom mogu dalje
prezentirati antigene imunoloskim stanicama [274].

Budu¢i da je uloga TRANCE-a kod virusnih infekcija nepoznata, daljnja
istrazivanja su potrebna kako bi se objasnila njegova uloga kod hantavirusnih

infekcija.
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Znacajan utjecaj na pokretanje apoptoti¢kih procesa imaju TNF receptori [275].
Zanimljiv rezultat ovog istrazivanja je povecanje ekspresije gena za TNFR1a,
glavnog receptora za TNF-a na povrsini stanice. Premda nismo nasli ekspresiju
TNF-a, moguce je da u odsustvu ovoga citokina i drugi ligandi mogu utjecati na
signalne puteve posredovane TNF receptorima.

Vezivanje liganda za TNFR1a poti€e pleiotropan odgovor posredovan
interakcijom unutarstani¢nih dijelova receptora i stani€ne masSinerije [275].
Signalni putevi pokrenuti TNF receptorima mogu aktivirati NF-kB, sudjelovati u
pokretanju procesa apoptoze te regulirati upalni proces [276].

Postoji vise nacCina kako opisani receptori mogu uzrokovati pokretanje
programirane stani¢ne smrti [276]. Najvaznije djelovanje ukljuCuje aktivaciju
kaskade kaspaza koje posljedi¢no dovode do apoptoticke smrti satnice. Medutim,
TNF receptori mogu djelovati na vise pripadnika Bcl-2 obitelji koji utje€u na
permeabilnost membrane mitohondrija i oslobadanje citokroma C, Sto
naposljetku dovodi do apoptoze.

Daljnji pokusi su potrebni da se pokaze medudjelovanje signala pokrenutih preko
TNFR1a i unutarnjeg puta apoptoze, odnosno vanjskog i unutarnjeg puta.
GEArray metodom pokazali smo da su virusi Andes i Hantaan u obje vremenske
toCke povecali ekspresiju gena za proapoptoticki protein harakiri. Djeluju¢i na
proteine Bcl-2 i Bcl-X., dvije antiapoptotiCke molekule te smanjujuci njihovu
aktivnost uzrokuje programiranu stanicnu smrt u stanicama sisavaca [277].
PovecCanje ekspresije gena za harakiri moglo bi uz povecanje ostalih

proapoptotickih regulatora pridonijeti nastanku apoptoze.
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Nezaobilaznu kariku u procesu apoptoze Cine kaspaze, proteaze koje su
uklju€ene u sve dijelove ovoga sloZzenog procesa.

Virus Andes je u ranijoj vremenskoj to€ci utjecao na snizenje ekspresije gena
vise €lanova iz obitelji kaspaza; kaspazu 2, kaspazu 3 i kaspazu 10. Medutim, u
kasnijem stadiju istrazivanja (5. dan) dolazi do indukcije ekspresije kaspaze 2 i
kaspaze 3. Trenutno je malo poznato o dinamici ekspresije ovih molekula tijekom
virusnih infekcija. Medutim, usporena indukcija apoptoze kod hantavirusa otvara
mogucnost inhibitornog utjecaja trenutno nepoznatih ¢imbenika na kaspaze u
ranijim stadijima infekcije, te njihove aktivacije i pokretanje apoptoze u kasnijem
razdoblju. IzloZzenu hipotezu podrzavaju na8i rezultati kod infekcije virusom
Andes gdje smo nasli indukciju kaspaza pet dana od infekcije, nakon ranije
inhibicije.

Kaspaza 2 je enzim jedinstven po svojim karakteristikama, buduci da posjeduje
karakteristike i inicijacijskih i efektorskih kaspaza. Uz aktivaciju kao odgovor na
DNK oSte¢enje, izgleda da je kaspaza 2 potrebna za pokretanje apoptoze
potaknute drugim stimulusima, uklju€ujuéi viruse [278]. Premda u proSlosti nije
zaokupila paznju istrazivaca, kaspaza 2 sve viSe dobiva na vaznosti buduéi da je
nekoliko autora nedavno pokazalo kako ovaj enzim sudjeluje u permeabilizaciji
vanjske membrane mitohondrija [279]. Takoder je pokazana poveznica izmedu
proteina p53 obitelji i aktivacije kaspaze 2, interakcija koja posljedi¢no vodi u smrt
stanice [278]. MoZzemo pretpostaviti kako interakcija nastaje i kod hantavirusnih
infekcija, buduéi da smo primijetili odredeni stupanj indukcije ekspresije p53 kod

infekcije virusom Hantaan. Nadalje, p53 inducira ekspresiju kaspaze 6 koja
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predstavlja zadnju kariku u lancu koji je pod kontrolom ove molekule [280].
Utjecaj p53 moguce postoji i kod hantavirusnih infekcija s obzirom da smo na$li
povecanu razinu efektorske kaspaze 6 kod oba testirana virusa.

Virus Hantaan je povecao ekspresiju gena za inicijacijske kaspaze, kaspazu 9 i
kaspazu 10. Djelovanjem niza stimulusa, citokrom ¢ se otpusta iz mitohondrija u
citoplazmu te potiCe stvaranje apoptosoma, kompleksa kojeg sacinjavaju
citokrom c, Apafl i kaspaza 9 [281]. Aktivirana kaspaza 9 posljedi¢no aktivira
efektorske kaspaze, kaspazu 3 i kaspazu 7. Efektorske kaspaze tada djeluju na
niz supstrata koji utje€u na stani¢ne i biokemijske procese te dovode do smrti
stanice [282]. MoZzemo pretpostaviti kako se opisani slijed dogadaja odvija
tijekom infekcije virusom Hantaan, buduc¢i da smo uz povecanu ekspresiju
kaspaze 9 nasli povecanu ekspresiju kaspaze 3. Vazno je naglasiti kako je danas
poznat samo jedan put kojim se aktivira kaspaza 9 i to putem otpustanja
citokroma c iz mitohondrija [282]. Stoga smatramo kako je povecana ekspresija
kaspaze 9 kod infekcije virusom Hantaan moguéi pokazatelj vaznosti
mitohondrijskog puta u pokretanju apoptoze kod hantavirusnih infekcija.

Funkcija kaspaze 10, koja je po strukturi slicha kaspazi 8, u pokretanju procesa
apoptoze jo$ je nejasna, a nepoznati su i supstrati na koje djeluje. Sprick i sur. su
2002. godine pokazali kako do aktivacije kaspaze 10 dolazi u apoptozi pokrenutoj
putem receptora smrti, ali da njeno djelovanje nije dovoljno ukoliko nedostaje
djelovanje kaspaze 8 [283]. Stoga postoje pretpostavke kako kaspaza 10 djeluje
na neke druge dijelove apoptoti¢kog puta ili da sudjeluje u nekim neapoptotickim

procesima koji su potaknuti receptorima smrti.
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Kod infekcije virusom Andes, te osobito virusom Hantaan prepoznali smo
inicijacijsku kaspazu 8 kao ¢lana koji bi mogao imati zna€ajan utjecaj na
pokretanje apoptoze.

Ekspresija gena kaspaze 8 bila je poviSena vec tre¢i dan nakon infekcije. U
kasnijem vremenskom razdoblju indukcija je jos i viSe doSla do izrazaja te je kod
infekcije virusom Hantaan ekspresija bila ¢ak osam puta ve¢a nego u kontrolnim
stanicama.

Aktivirana kaspaza 8 moze imati viSestruke utjecaje na apoptoticke puteve. Ona
moze direkino utjecati na pokretanje programirane stani¢ne smrti aktivirajudi
efektorske kaspaze kao $to je kaspaza 3 [275, 284]. Nadalje, djelujuéi na ¢lanove
Bcl-2 obitelji moze prenijeti apoptoticki signal na mitohondrije te time na unutarnji
put apoptoze [275]. Markotic¢ i sur. nisu pronasli zna¢ajno povecanje ekspresije
gena za kaspazu 8 kod HEK 293 stanica inficiranih hantavirusima [194]. Za
detekciju ekspresije gena koriStena je tada ,ribonuclease protection assay”,
metoda koja je moguce manje osjetljiva od PCR analize koju smo Kkoristili u
nasem istrazivanju.

Aktivacija inicijacijskih kaspaza dovodi do indukcije efektorskih kaspaza koje ¢e
naposljetku dovesti do apoptoze. Tako smo kod infekcije virusima Hantaan i
Andes primijetili povec¢anu ekspresiju efektorske kaspaze 3, molekule kljuéne u
pokretanju procesa apoptoze. Navedeni je rezultat u skladu s istrazivanjima
ostalih znanstvenika koja su takoder pokazala indukciju kaspaze 3 kod infekcije i
patogenim i nepatogenim hantavirusima [220, 224]. Na aktivaciju kaspaze 3

mogu djelovati unutrasnji i vanjski put apoptoze. |z dosadas$nji rezultata mozemo
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pretpostaviti kako tijekom hantavirusne infekcije do aktivacije dolazi nakon
otpustanja citokroma c¢ iz mitohondrija, odnosno djelovanjem unutarnjeg puta
apoptoze.

U prilog vaznosti unutarnjeg puta apoptoze kod infekcije virusom Hantaan govori
i nalaz poveéane ekspresije gena za kaspazu 4, koja pripada kaspaza-i
podobitelji te sudjeluje u pokretanju procesa apoptoze [285]. Kaspaza 4 moze
aktivirati vlastiti prekursor kao i prekursor kaspaze 1. Takoder je pokazano kako
u ljudi igra vaznu ulogu u pokretanju apoptoze putem endoplazmatskog
retikuluma, te da stresni signali koji ne ukljuCuju ovu organelu ne djeluju na
aktivnost kaspaze 4 [285].

Iz navedenih rezultata mozemo zakljuciti kako prilikom infekcije HEK 293 stanica
virusima Hantaan i Andes dolazi do indukcije cijelog niza gena koji sudjeluju u
procesu apoptoze. Opisani rezultat je razumljiv buduc¢i da je programirana
stani¢na smrt izuzetno kompleksan proces koji se moze istovremeno odvijati
razli€itim signalnim putevima. Premda nasi rezultati daju blage naznake o
sudjelovanju vanjskoga puta u pokretanju apoptotickog procesa tijekom
hantavirusnih infekcija, velika vec¢ina molekula ipak je sudionik unutarnjeg puta.
Vaznost u unutarnjem apoptotiCkom putu imaju dvije organele, endoplazmatski
retikulum i mitohondriji. U nasem smo istraZivanju pokazali indukciju vise
molekula koje djeluju upravo na prije spomenute organele te stoga potvrduju

hipotezu o vaznosti unutarnjeg apoptoti¢kog puta kod hantavirusnih infekcija.
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Adhezijske i molekule izvanstani€énog matriksa predstavljaju samu okosnicu
Zivota stanice. 1z toga jasno proizlazi da ¢e njihova promjena tijekom infekcije
znatno utjecati na rezoluciju patoloskih promjena kod zahvaéenih tkiva i organa.
Pokazali smo da premda hantavirusi ne uzrokuju izrazeni citopati¢ni efekt u
kulturi, ipak znac€ajno utjeCu na ekspresiju gena viSe adhezijskih i molekula
izvanstani¢énog matriksa.

Virusi Hantaan i Andes utjecali su na povecéanje ekspresije gena za molekulu
CD44. Ovaj glikoprotein stani¢ne povrSine ima vise funkcija, ukljuCujuéi
interakciju susjednih stanica, stani¢nu adheziju i migraciju [286]. Takoder djeluje
kao receptor za hijaluronsku kiselinu, a moze ulaziti u interakcije i s drugim
ligandima kao $to su razliciti kolageni i matriks metaloproteinaze. U normalnom
bubregu ekspresija CD44 molekule prisutna je jedino na intersticijskim
dendritickim stanicama te novoprido$lim leukocitima [287]. S druge strane,
znaCajan porast ekspresije nalazimo u upalnim bolestima bubrega, osobito na
epitelnim stanicama tubula, a spominje se uloga CD44 prilikom kemotaksije
imunoloskih stanica na mjesto upale [287, 288]. Pove¢ana ekspresija CD44 koju
smo nasli u epitelnim stanicama bubrega kod infekcije virusom Hantaan mogla bi
pridonijeti upalnom odgovoru i kemotaksiji imunoloskih stanica na mjesto upale,
utjecaj koji moze doprinijeti razvoju ostecenja prilikom HVBS-a.

Oba su virusa povecala ekspresiju gena za adhezijski glikoprotein E-kadherin. E-
kadherin je povezan sa stani¢nim citoskeletom putem niza katenina te igra vaznu
ulogu prilikom stani¢ne adhezije te interakcija susjednih stanica. Jasno je

pokazano kako E-kadherin djeluje kao epitelna adhezijska komponenta te je
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uniformno prisutna na lateralnim povrSinama raznih epitela, a prisustvo na
bazalnoj strani govori o mogucoj ulozi prilikom adhezije epitela za bazalnu
membranu [289]. Uloga E-kadherina kod virusnih infekcije jos je nejasna, premda
je povecana ekspresija ve¢ nadena kod infekcije epitelnih stanica respiratornim
sincicijskim virusom [290].

Kod E-kadherin posredovane adhezije i signalizacije vaznu ulogu ima katenin 31,
koji se veze za citoplazmatski rep E-kadherina [291]. Smanjena ekspresija gena
za katenin 81 koju smo naSli kod infekcije virusom Hantaan mogla bi uz
promijenjenu ekspresiju gena za E-kadherin pridonijeti oStecenju epitelnih stanica
bubrega. Sam mehanizam oste¢enja mogao bi ukljucivati promijenjenu adheziju
stanica te naruSenu medustani¢nu signalizaciju.

Virus Hantaan je pet dana nakon infekcije HEK 293 stanica povecao ekspresiju
gena za adhezijsku molekulu ICAM-1. Opisani je rezultat u skladu s
istrazivanjima drugih autora, koji takoder pokazuju ulogu adhezijske molekule
ICAM-1 u imunopatogenezi hantavirusnih infekcija [209]. Ekspresija ICAM-1 na
epitelnim stanicama bubrega poti€e priljubljivanje T-limfocita te time moze
pridonijeti aktivnoj imunolo$koj ulozi ovih stanica tijekom infekcije.

Virus Andes inducirao je ekspresiju gena za adhezijsku molekulu L-selektin, €ija
je povecéana razina nadena u serumu bolesnika s razli¢itim upalnim i imunolo$ki
uzrokovanim bolestima [292]. L-selektin sudjeluje u medustani¢nim interakcijama
te u kemotaksiji upalnih stanica na mjesto infekcije Sto posljedi¢no dovodi do

povecanog luenja proupalnih citokina.
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Vazni sudionici medustani¢ne komunikacije te spona stanice i izvanstani¢nog
matriksa jesu integrini.

Rezultati PCR analize su pokazali zna¢ajnu promjenu u ekspresiji gena koji
kodiraju molekule iz obitelji integrina i kod infekcije virusom Hantaan i kod
infekcije virusom Andes.

Oba su virusa uzrokovala povecanje ekspresije gena za integrin oo, integrin osg,
integrin os i integrin a,,. Nadalje, virus Hantaan je inducirao ekspresiju gena za
integrin o4 koje je iznosilo 1,9 puta.

Zadnjih nekoliko godina sve se viSe spominje uloga integrina u imunopatogenezi
hantavirusnih infekcija te je poznato da patogeni hantavirusi koriste B3 integrine
kao receptore za ulazak u stanicu [45]. Medutim, neocekivano, PCR metodom
nismo pokazali ekspresiju gena za B3 integrine u HEK 293 stanicama. Stoga
pretpostavljamo da hantavirusi za ulazak u stanicu koriste dodatne receptore,
primjerice druge integrine. Takoder postoji mogucnost da u stanicu dijelom ulaze
putem direktne endocitoze.

Istrazivanja su pokazala da u bubregu integrini igraju vaznu ulogu prilikom
morfogeneze te u kasnijem razdoblju za njegovu gradu i funkciju [293]. Tijekom
oStecenja bubreznih stanica dolazi do gubitka distribucije povrsinskih integrina te
posljedi¢no do naruSene adhezije te nespecificnog vezivanja stanica, $to dovodi
do o$tecenja normalne tkivne arhitekture.

Premda je za integrine poznata njihova adhezivha funkcija te uloga u

signalizaciji, to¢no djelovanje u bubregu za integrin o, i integrin os nije poznato,
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dok se za integrin a4y spominje moguca uloga u privla¢enju monocita na mjesto
upale.

oz i og integrini prisutni su u bubregu tijekom razvoja te u odrasloj dobi, a €ine
heterodimere s integrinom B4, €iju smo ekspresiju pokazali PCR metodom na
HEK 293 stanicama [294].

Funkcija oy integrina u odraslom bubregu jo$ nije jasna, dok je za oz integrin
pokazano kako primarno djeluje kao adhezivha molekula koja posreduje
vezivanje epitelnih stanica za bazalnu membranu. IstraZivanja su pokazala kako
bi blokada heterodimera integrina of+1 specificnim monoklonskim antitijelom in
vivo mogla dovesti do proteinurije, promjene koja je prisutna tijekom HVBS-a
[295]. Nadalje, spominje se moguca uloga ogB: integrina u regulaciji funkcije
kadherina, molekula €ija je ekspresija povecana od strane virusa Hantaan [296].
Jasno je da naru$ena funkcija integrina moze viSestruko doprinijeti nastanku
oStecenja bubreznih stanica.

lako smo pet dana nakon infekcije s oba virusa nasli povecanu ekspresiju gena
za viSe integrina, tri dana nakon infekcije ove promjene nije bilo. Postoji
mogucnost da je promjena nadena pet dana nakon infekcije uzrokovana
reparacijskim mehanizmima te opisuje nastojanje stanica da vrate normalnu
tkivhu arhitekturu. Bilo bi zanimljivo istraziti raniju tocku tijekom infekcije kako
bismo vidjeli dolazi li u ranijim stadijima do smanjene ekspresije integrina. Na
ovakav razvoj dogadaja upucuju rezultati na MRC-5 stanicama gdje smo u

pocetnoj fazi infekcije nasli snizenu ekspresiju upravo spomenutih integrina.
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Razgradnja izvanstanicnog matriksa vazan je proces u razvoju bubrega te
odrzavanju tkivnog integriteta i funkcije. Medutim, naruSena homeostaza razlicitih
molekula koje sudjeluju u ovom procesu moze dovesti do njegova ostecenja.
Obitelj molekula Cija je ekspresija gena najviSe bila pogodena infekcijom virusima
Hantaan i Andes jesu matriks metaloproteinaze i njihovi tkivni inhibitori, ujedno
molekule koje imaju najvazniju ulogu u razgradnji izvanstani€énog matriksa.

Virus Hantaan je inducirao ekspresiju gena za MMP-13, koja ima vaznu ulogu u
pregradnji izvanstani¢nog kolagena, osobito kolagena Il. Premda je moguce
djelovanje MMP-13 tijekom virusnih infekcija uvelike neistrazeno, povec¢ana
ekspresija nadena je u odredenim upalnim bolestima kao Sto je reumatoidni
artritis [297].

Ulogu u odrzavanju izvanstani€nog matriksa ima proteinaza ADAMTS-1, €ija je
ekspresija kod infekcije virusom Hantaan bila smanjena. Ova je molekula
ukljuéena u razgradnju izvanstanicnog matriksa te je potrebna za normalan
razvoj i funkciju bubrega. Tako miSevi koji nemaju ADAMTS-1 pokazuju znatne
malformacije bubrega ve¢ u trenutku rodenja [298]. Od svih ispitanih tkiva,
upravo epitel urinarnog sustava pokazuje najvecu ekspresiju testirane proteinaze
[256]. Radi vaznosti ADAMTS-1 u bubregu, smanjenje ekspresije gena kod
infekcije virusom Hantaan moglo bi doprinijeti nastanku osteéenja epitelnih
stanica tijekom HVBS-a.

Snizenje ekspresije MMP-2 primije¢eno je kod infekcije virusom Andes, ali i kod
infekcije virusom Hantaan (1,7 puta). MMP-2 se povezuje s promjenom bazalne

membrane u tubulima Sto doprinosi razvoju ostecenja bubrezne funkcije [252].

128



Nadalje, povecana razina pokazana je kod bolesnika s kroni¢nim bolestima
bubrega [299]. S druge strane, niza ekspresija MMP-2 na pocetku bolesti
povezuje se sa sprjeCavanjem razvoja patoloSkog procesa [252]. Stoga bi
smanjenje  MMP-2 kod hantavirusnih infekcija moglo biti odraz stani¢nih
reparatornih procesa.

Virus Hantaan je tri dana nakon infekcije utjecao na povecanje ekspresije gena
za dva tkivna inhibitora matriks metaloproteinaza, TIMP-1 i TIMP-3, dok je u
kasnijoj fazi utjecaj bio znatno manii.

Povecana ekspresija TIMP-1 iRNK i proteina nadena je u brojnim bolestima
bubrega te se vjeruje kako igra vaznu ulogu u inhibiciji razgradnje izvanstani¢nog
matriksa koja posljedicno dovodi do ostecenja tkiva [300]. Osim u razgradnji
matriksa, spominje se uloga u sprjeCavanju proces apoptoze u epitelnim
stanicama sisavaca [301]. TIMP-1 sudjeluje u odgovoru na razne virusne
infekcije te je njegova ekspresija poveéana kod encefalitisa uzrokovanog
koronavirusima te kod infekcije virusom hepatitisa i virusom morbila [180, 260].
Kao Sto smo vec opisali, povecéana ekspresija TIMP-3 molekule djeluje na
smanjenje funkcije matriks metaloproteinaza, a moze uzrokovati i apoptoticku
smrt u viSe vrsta stanica [259]. Nadalje, povecana ekspresija pokazana je kod
razli¢itih virusnih infekcija kao $to su infekcija virusom ospica te infekcija HIV-om
[260]. Postoji moguénost da povecanje ekspresije gena za TIMP-3 tijekom
infekcije doprinosi nastanku apoptoze u HEK 293 stanicama.

Virus Andes doveo je do smanjenja ekspresije gena za viSe matriks

metaloproteinaza, uklju¢uju¢éi MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-24 i MMPL-1. Da
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djelovanje virusa na snizenje ekspresije nekoliko razli¢itih  matriks
metaloproteinaza nije neuobi€ajeno, pokazuje primjer akutne infekcije virusom
hepatitisa B, gdje je u serumu bolesnika nadena smanjena razina MMP-1, MMP-
2 i MMP-3 [302]. Budu¢i da sve matriks metaloproteinaze poglavito djeluju kao
enzimi koji degradiraju razliite sastavnice izvanstanicnog matriksa, izrazito
snizenje ekspresije vise matriks metaloproteinaza kod infekcije virusom Andes
moglo bi biti uzrokovano nastojanjem za $to manjim osteé¢enjem tkiva u ovoj fazi
infekcije.

MMP-1 ili kolagenazu-1 lu€e razne stanice u in vivo i in vitro uvjetima, a djeluje
poglavito na razgradnju razli¢itih vrsta kolagena. Medutim, osim uloge u
razgradnji izvanstanicnog matriksa, sve se viSe spominju dodatna vazna
svojstva. Djelovanje MMP-1 je snazno povezano s mitohondrijima i stani¢nom
jezgrom, a tijekom mitotiCke diobe nakuplja se unutar stanice [303]. Limb i sur. su
pokazali kako tijekom procesa apoptoze dolazi do akumulacije MMP-1 oko
mitohondrijima i fragmentirane staniéne jezgre [303]. Ovaj enzim potice
rezistenciju na pokretanje apoptoze, a inhibicija dovodi do brze degradacije
laminina a, aktivacije kaspaza i fragmentacije jezgre. Smanjena ekspresija MMP-
1 mogla bi stoga doprinijeti proapoptotickim signalima te utjecati na pokretanje
programirane stani¢ne smrti.

Nadalje, virus Andes je tri dana nakon infekcije utjecao na povecanje ekspresije
matriks degradirajuceg enzima TIMP-1, dok je u kasnijoj fazi doveo do njegove
snizene ekspresije. Moguée objadnjenje za opisanu promjenu leZi u novijim

istrazivanjima dugotrajnije indukcije gena za TIMP-1 kod odredenih virusnih
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infekcija. Tako HIV u ranoj fazi infekcije inducira ekspresiju TIMP-1, dok u
kasnijim stadijima dovodi do sniZzenja ekspresije, obrazac koji smo nasli kod
infekcije virusom Andes [304].

Iz navedenih rezultata mozemo zakljuciti kako adhezijske molekule moguce
sudjeluju u promjenama koje se dogadaju prilikom infekcije virusima Hantaan i
Andes. Stovie, ove molekule, a osobito ¢lanovi obitelji integrina vjerojatno
sudjeluju u infekciji od samoga pocetka, sluzeci kao receptori za ulazak virusa.
Medutim, izrazite promjene koje smo opisali govore u prilog da adhezijske
molekule imaju kompleksne ucinke tijekom imunoloSkog odgovora te nastanku
promjena kod hantavirusnih infekcija.

Takoder Zelimo joS jednom istaknuti rezultat naruSene homeostaze izmedu
matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora S$to mozZe utjecati na
nastanak promjena i oSte¢enja tijekom hantavirusne infekcije. Spomenuta
hipoteza otvara vrata daljnjim istrazivanjima njihove moguc¢e uloge u

imunopatogenezi HVBS-a i HPS-a.
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7. ZAKLJUCCI

Plu¢ni fibroblasti imaju aktivhu ulogu tijekom imunoloskog odgovora te virusna
infekcija dovodi do modulacije ekspresije cijelog niza gena koji mogu
sudjelovati u prezentaciji i tijeku infekcije.

Hantavirusi zna€ajno utje€u na ekspresiju citokinskih gena, a osobito je
zanimljiv rezultat djelovanja na faktore rasta i kostani morfogenetski protein 2.
Infekcija virusima Hantaan i Andes dovodi do promjene gena koji se nalaze u
sklopu NF-kB transkripcijskog puta, ali i gena na koje ovaj put posljedi¢no
djeluje. Stoga mozemo pretpostaviti kako NF-kB, kao vazan regulator
imunolo8kog odgovora, sudjeluje u ranom odgovoru domacina na infekcije
hantavirusima.

Po prvi puta pokazano je djelovanje virusa Hantaan i Andes na ekspresiju
matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora. Buduéi da ove proteaze
imaju glavnu ulogu u razgradnji izvanstani€nog matriksa, njihova neravnoteza
moze znatno doprinijeti razvoju patolo$kih promjena.

Veliki utjecaj hantavirusi pokazuju na ¢lanove obitelji integrina, osobito o
integrina, molekula koje sudjeluju u medustani¢noj komunikaciji i signalizaciji.
Promjene u ekspresiji gena pripadnika Bcl-2 obitelji te molekula koje mogu

sudjelovati u procesima apoptoze pokrenutim putem endoplazmatskog

132



retikuluma i mitohondrija, upucuju da unutarnji put apoptoze ima kljuénu ulogu
pri infekciji patogenim hantavirusima.

e U pokretanju programirane stani¢ne smrti kod infekcije stanica virusima
Hantaan i Andes znacajnu ulogu imaju kako inicijacijske, tako i izvrSne te

proupalne kaspaze.

® VaZnost povecane ekspresije TNFR1 te moguée medudijelovanje vanjskoga i
unutarnjeg apoptoti¢kog puta trebamo dodatno ispitati u buduéim

istrazivanjima.

Premda je ovo istrazivanje temeljeno na analizi ekspresije gena, smatramo kako
nasi rezultati daju dobre smjernice za buduca istraZivanja odredenih signalnih
puteva i obitelji molekula koje sudjeluju u nastanku ostec¢enja kod ljudskih stanica
inficiranih virusima Hantaan i Andes. Stoga vjerujemo kako ispitivanja dogadaja
na ovoj bazi¢noj razini doprinose novim spoznajama te predstavljaju vazan dio
slagalice o promjenama koje se dogadaju tijekom infekcije razli¢itim patogenima.
lako in vitro istraZivanja imaju svoja ograni¢enja, dobiveni rezultati mogu
indirektno ukazivati na potencijalne imunopatogenetske mehanizme u plu¢ima i

bubrezima kod infekcije patogenim hantavirusima.
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8. SAZETAK

Hantavirusi (HTV), rod Hantavirus, obitelj Bunyaviridae prenose se s misolikih
glodavaca na ljude te u Covjeka uzrokuju dvije razliCite bolesti: hemoragijsku
vrucicu s bubreznim sindromom (HVBS) te hantavirusni pluéni sindrom (HPS).
Vrlo se malo zna o imunopatogenezi hantavirusnih infekcija, te osobito o tome
za8to odredeni hantavirusi uzrokuju pretezito bubrezne promjene, dok drugi
poglavito zahvacaju pluca.

Cilj ovoga rada bio je istraZiti odredene nespecificne imunoloSke reakcije
uzrokovane infekcijom virusom Hantaan (uzro¢nik HVBS-a) i virusom Andes
(uzrognik HPS-a).

Promjene su praéene u dvije razliCite vrste stanica: ljudskim pluénim
fibroblastima (MRC-5 stanice) i ljudskim bubreznim epitelnim stanicama (HEK
293 stanice). Kod infekcije plucnih fibroblasta analizirali smo ekspresiju gena za
razliite citokine/kemokine, adhezijske i molekule izvanstaniénog matriksa te
gene uklju¢ene u NF-kB transkripcijski put u ranoj fazi infekcije (Sest sati).

Kod infekcije HEK 293 stanica analizirali smo gene uklju¢ene u razliite puteve
apoptoze te promjene u adhezijskim i molekulama izvanstani¢énog matriksa u
dvije vremenske tocke tijekom infekcije (3 i 5 dana).

Kako bi odredili gensku ekspresiju testiranih uzoraka RNK Koristili smo GEArray
metodu (GEArrays, SuperArray Bioscience, Frederick, MD, SAD). Odredeni geni
ili obitelji gena kod kojih smo nasli zna¢ajnu promjenu GEArray metodom takoder
smo testirali metodom RT-PCR.

Oba virusa utjecala su na gensku ekspresiju kod ¢lanova Rel/NFkB/IkB obitelji,
molekula koje su modulirane preko NF-kB puta, transkripcijskih Cimbenika te
adaptornih proteina. Ove promjene mogu govoriti u prilog nasoj hipotezi da
tjekom rane faze hantavirusnih infekcija dolazi do aktivacije NF-kB
transkripcijskog puta.

Po prvi puta smo pokazali utjecaj virusa Hantaan i Andes na ekspresiju matriks
metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora. Buduci da ove proteaze imaju
glavnu ulogu u razgradnji izvanstani€énog matriksa, njihova neravnoteza moze
znatno doprinijeti razvoju patoloskih promjena.

Nadalje, potvrdili smo znacajnu interakciju hantavirusa i integrina te utjecaj na
ekspresiju razli€itih citokina.

Znacajne promjene tijekom infekcije virusima Hantaan i Andes primijetili smo kod
pripadnika Bcl-2 obitelji te molekula koje mogu sudjelovati u procesima apoptoze
pokrenutim putem endoplazmatskog retikuluma i mitohondrija. Ovi rezultati
upucuju da unutarnji put apoptoze ima klju¢nu ulogu pri infekciji patogenim
hantavirusima.

Ovi rezultati mogli bi usmijeriti budu¢a istrazivanja koja bi trebala objasniti
imunopatogenetske mehanizme koji stoje u pozadini bubreznih i plucnih
promjena koje se javljaju tijekom hantavirusnih infekcija.
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9. SUMMARY

Hantaviruses (HTV), genus Hantavirus, family Bunyaviridae are rodent-borne
viruses that are associated with two main clinical syndromes: hemorrhagic fever
with renal syndrome (HFRS) and hantavirus pulmonary syndrome (HPS). Little is
known about the immunopathogenesis in HTV infections, and especially why
some HTV cause mainly kidney disorders, while others mostly affect the lungs.
The aim of this study was to analyze some non-specific imunoreactions regulated
by two viruses; Hantaan virus (HFRS) and Andes virus (HPS) in two different cell
types: human lung fibroblasts (MRC-5 cells) and human epithelial kidney cells
(HEK 293 cells).

In lung fibroblasts we analyzed the gene expression for different
cytokines/chemokines; extracellular matrix and adhesion molecules (ECM) and
molecules involved in NF-kB signal transductional pathway in the early phase of
infection (six hours). In HEK 293 cells we analyzed the genes for different ECM
molecules and molecules that take part in different apoptosis pathways in two
time points during infection (3 and 5 days). GEArray method was used to
compare gene expression profiles of different RNA samples (GEArrays,
SuperArray Bioscience, Frederick, MD, USA). Selected genes identified by
GEArray analysis were also analyzed by RT-PCR to verify transcriptional
responses.

Both viruses increased gene expression for the members of Rel/NFKB/IKB family,
NF-kB responsive genes, transcription factors and adaptor proteins. These
changes suggest a possible role for NF-kB pathway in the early immune
response against Hantaan and Andes viral infections.

We shown for the first time that pathogenic hantaviruses induce changes in the
levels of matrix metalloproteinases (MMPs) and their tissue inhibitors (TIMPs). As
MMPs and TIMPs are critical modulators of ECM remodeling, the deteriorated
homeostasis found could have a role during immunoreactions to hantaviral
infections. We confirmed the considerable interactions of tested viruses and
integrins, and their effect to different cytokines.

Furthermore, we identified the influence of both tested viruses on different
caspases, molecules that belong to Bcl-2 family and other factors which
participate in death program associated with endoplasmic reticulum and
mitochondria. Taken together, these results indicate that inner apoptotic pathway
have an important role in hantaviral infections.

Our findings may direct future studies which should explain the mechanisms
behind the immunopathogenesis of kidney and lung disorders during HFRS/HPS.
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