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Znanstveni rad

Dugo se smatralo da hantavirusi nisu citopatogeni virusi. Tek smo nedavno
dokazali da patogeni hantavirusi izazivaju citopatski u~inak i apoptozu u
stani~noj liniji humanih epitelnih stanica bubrega embrija (HEK293). Cilj na{eg
rada je bio na razini ekspresije gena istra`iti ulogu signalnog puta du{ikovog ok-
sida (NO) pri apoptozi uzrokovanoj patogenim hantavirusima: Hantaan i Andes
u HEK293 stanicama. Genska ekspresija je analizirana metodom GEArray
(GEArray, Superarray Bioscience, Frederic, MD, SAD). Na{i rezultati su
pokazali va`nost uloge unutarstani~nog puta apoptoze pri infekciji HEK293
stanica patogenim hantavirusima, a virus Andes je imao ve}i u~inak na promje-
ne u genskoj ekspresiji od virusa Hantaan. Promjene u ekpresiji gena: ABCC1,
BNIP3, CCL5, GCLC, HSPA4, MYC, PRKDC, PRMT3, p11, SLC6A6, TFRC
vjerojatno sudjeluju u slo`enoj interakciji pro- i anti-apoptoti~kih mehanizama
tijekom infekcije HEK293 stanica patogenim hantavirusima. U nastavku na{ih
istra`ivanja potrebno je na razini proteina utvrditi molekule odgovorne za
pokretanje unutarnjeg puta apoptoze, te mogu}u interakciju s vanjskim putem
apoptoze.

The role of nitric oxide signaling pathway in apoptosis caused by pathogen-
ic hantaviruses

Scientific paper
For a long time it was believed that Hantaviruses don't cause cytopathic effect
(CPE). Only recently it was proved that pathogenic hantaviruses induce CPE
and apoptosis in the human embryonic kidney cells (HEK293). The goal of our
paper was to examine the nitric-oxide (NO) signaling pathway on the level of
gene expression during apoptosis caused by pathogenic hantaviruses: Hantaan
virus and Andes virus in HEK293 cells.
Gene expression was analyzed with a commercial DNA microarray. Our results
showed the importance of the mitochondrial pathway of apoptosis in HEK293
cells infected with pathogenic hantaviruses, where Andes virus induced more
changes in gene expression than Hantaan virus. Changes in gene expression:
ABCC1, BNIP3, CCL5, GCLC, HSPA4, MYC, PRKDC, PRMT3, p11,
SLC6A6, TFRC probably participate in the complex pro- and anti-apoptotic
mechanisms during the infection of HEK293 with pathogenic hantaviruses.
Further studies have to determine signal molecules of the mitochondrial path-
way on the protein level and possible interactions with the extrinsic pathway.

Uvod

Hantavirusi roda Hantavirus, familije Bunyaviridae u
Hrvatskoj i cijeloj Euroaziji uzrokuju hemoragijsku
vru}icu s bubre`nim sindromom (HVBS), dok u Sjevernoj
i Ju`noj Americi izazivaju hantavirusni plu}ni sindrom
(HPS) [1]. Dugo vremena smatralo se da ovi virusi nisu
citopatogeni u stanicama in vitro, kao i da ne izazivaju
citopatski u~inak (CPE) u ljudi, kao ni u svojim prirodnim
rezervoarima, malim glodavcima [2]. Tek smo 2003. go-
dine dokazali da patogeni hantavirusi izazivaju CPE u

stani~noj liniji humanih epitelnih stanica bubrega embrija
(HEK293), te da je CPE posljedica procesa programirane
stani~ne smrti – apoptoze [3]. Zadnjih desetak godina, rijet-
ka in vitro i klini~ka istra`ivanja su pokazala da patogeni i
apatogeni hantavirusi mogu uzrokovati apoptozu u razli~i-
tim stani~nim substratima, ali su mehanizmi apoptoze
uzrokovane hantavirusima ve}im dijelom jo{ uvijek
nepoznati [4]. Dosada{nja istra`ivanja pokazuju da bi FAS-
-FASL put mogao imati ulogu u apoptozi uzrokovanoj apa-
togenim hantavirusima [5], te da ulogu u apoptozi mo`e
imati i stres endomplazmatskog retikuluma [6]. Na{a pre-
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liminarna istra`ivanja pokazuju mogu}u va`nost unutar-
njeg puta apoptoze pri infekciji patogenim hantavirusima
[7]. U slo`enim procesima apoptoze razlikujemo vanjski
put apoptoze tijekom kojeg vezivanjem razli~itih liganda
na razli~ite receptore smrti dolazi do aktivacije signalnog
puta, poglavito preko kaspaze 8. Kod unutarnjeg puta,
jedan od glavnih mehanizama je o{te}enje membrane mi-
tohondrija nakon ~ega dolazi do ispu{tanja citokroma c, te
posljedi~ne aktivacije kaspaze 9 molekulom Apaf 1 [8].

Du{ikov oksid (NO) mo`e inducirati apoptozu, ali
tako|er molekule uklju~ene u signalni put apoptoze mogu
djelovati i na za{titu stanica od apoptoze uzrokovane ra-
zli~itim stimulusima, uklju~uju}i i viruse [9]. 

Cilj na{eg rada je bio na razini ekspresije gena istra`iti
ulogu signalnog puta NO pri apoptozi uzrokovanoj pato-
genim hantavirusima: Hantaan i Andes. Kao model su
nam poslu`ile HEK293 stanice u kojima smo prethodno
dokazali CPE uzrokovan hantavirusima. Analiza je
ra|ena pet dana nakon infekcije stanica spomenutim
virusima. Analiza genske ekspresije inficiranih stanica
daje nam mogu}nost analizirati veliki broj gena koji ut-
je~u na apoptozu. Ovo istra`ivanje nam mo`e dati daljnje
smjernice za istra`ivanja mehanizama apoptoze uzroko-
vane hantavirusima.

Materijal i metode
Za infekciju humanih embrionalnih epitelnih stanica bu-

brega (HEK293, ATCC CRL 1573) kori{teni su slijede}i vi-

rusi: virus Hantaan, soj 76118 [10] i virus Andes, soj Chile-
9717869 [11]. Tre}eg dana nakon kultivacije stanice smo in-
ficirali virusima: HTNV (MOI = 10) i ANDV (MOI = 1). 

Adsorpcija je trajala jedan sat na 37 °C i 5 % CO2. Kao
kontrole za inficirane stanice koristili smo neinficirane
stanice kojima je dodan samo medij. Inkubacija je trajala
pet dana, na 37 °C, 5 % CO2 bez promjene medija. Infek-
cija stanica je dokazana plak-testom [12]. Stanice kori{-
tene u pokusu testirane su na kontaminaciju mikoplazma-
ma ELISA-PCR-om (Roche, Basel, [vicarska). Ukupnu
RNK iz sakupljenih uzoraka izolirali smo pomo}u Trizola
(Life Technologies, Rockville, MD, SAD), nakon ~ega je
slijedila fazna separacija s kloroformom i precipitacija s
izopropanolom prema uputama proizvo|a~a. Genska ek-
spresija je analizirana metodom GEArray (GEArray,
Superarray Bioscience, Frederic, MD, SAD) a koristili
smo komercijalni kit – GEArray Q serija – signalni put hu-
manog du{ikovog oksida (kat.br. HS-062) prema uputa-
ma proizvo|a~a. Analizu genske ekspresije na membrana-
ma radili smo pomo}u  programa Kodak ID Analysis
Software, Version 3.5 (Eastman Kodak Co., Rochester,
NY, SAD). Zna~ajnom ekspresijom smatrali smo onaj
rezultat kod kojeg je omjer ja~ine signala odre|enog gena
prema kontroli ve}i ili manji od dva i pol.

Rezultati
Analizirali smo 96 gena (slika 1) u sklopu signalnog

puta du{ikovog oksida. Na slici 2 su prikazani svi geni, ~ija

Slika 1. Prikaz GEArray Membrana. Uokvirena podru~ja pokazuju gene ~ija je ekspresija zna~ajno razli~ita od kontrole. Membrane sli-
jeve na desno: kontrola, virus Hantaan, virus Andes

Figure 1. Presentation of GEArray Membranes. Marked fields show genes whose expression significantly varied from the control.
Membranes from left to right: Control, Hantaan, Andes
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je ekspresija bila zna~ajno promijenjena u odnosu na kon-
trolne stanice. Vidljivo je da je vi{e promjena izazvala in-
fekcija stanica virusom Andes koji je uzro~nik HPS-a,
nego virusom Hantaan, uzro~nikom HVBS-a. Ekspresija
gena ABCC1 (od engl. ATP-binding cassette, sub-family
C) je povi{ena u oba slu~aja ali jedino je infekcija virusom
Andes zna~ajno utjecala na ekspresiju tog gena. Za ostale
gene za koje je uo~ena promjena prema kontrolnim stani-
cama, pokazana je smanjena ekspresija (slika 2). Najzna-
~ajnije sni`enje ekspresije je zabilje`eno za gen GCLC (od
engl. Glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit).
Infekcija virusom Hantaan je smanjilo ekspresiju za 2,5, a
virusom Andes za 5,7 puta prema kontrolnim stanicama.
Ekspresija gena za  PRKDC (od engl. Homo sapiens pro-

tein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide) te pri-
jenosnika taurina SLC6A6 (od engl. Solute carrier family
6, member 6) je zna~ajno sni`ena kod oba virusa. Pored
ovih gena,  sni`enje ekspresije je na|eno i za slijede}e
gene kod infekcije virusom Andes: BNIP3 (od engl.
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3),
CCL5 (od engl. Chemokine (C-C motif) ligand 5; small in-
ducible cytokine A5), HSPA4 (od engl. Human heat shock
protein 70), MYC (od engl. V-myc avian myelocytomato-
sis viral oncogene), PRMT3 (od engl. Protein arginine N-
-methyltransferase 3 (hnRNP methyltransferase S. cere-
visae)-like 3), p11 (od engl. S100 calcium binding protein
A10 (annexin II ligand, calpactin I, light polypeptide (p11)
i TFRC (od engl. Transferrin receptor (p90, CD71).

Slika 2. Omjer promjene u intenzitetu ekspresije razli~itih gena prema kontroli, neinficiranih stanica
Figure 2. Ratio showing changes in the intensity of various gene expression according to uninfected, control cells
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Diskusija
Ovo je prvo istra`ivanje uloge molekula iz signalnog

puta NO u apoptozi uzrokovanoj patogenim hantavirusi-
ma. Iz rezultata je jasno da je virus Andes uzrokovao ja~e
promjene u povi{enju ili sni`enju genske ekspresije poje-
dinih molekula, nego virus Hantaan. Jasno se vidi sve-
ukupno smanjivanje ekspresije kod deset gena, a jedan
gen ABCC1 je povi{en kod infekcije virusom Hantaan
kao i virusom Andes. Razlika postoji i u ja~ini kojom in-
fekcija utje~e na ekspresiju. Dok virus Andes pokazuje
zna~ajnu promjenu kod svih 11 prikazanih gena, virus
Hantaan do zna~ajnih promjena dovodi samo kod tri gena:
SLC6A6, PRKDC i GCLC. Jedan od razloga koji dovode
do takvih razlika mo`e biti i u molekularnim karakteris-
tikama virusa, koje su vjerojatno dijelom odgovorne i za
razli~itu te`inu i oblik klini~ke slike. Virus Hantaan izazi-
va HVBS s mortalitetom do 20 %, dok infekcije virusom
Andes izazivaju hantavirusni plu}ni sindrom kod kojeg
mo`e do}i do smrtnosti i u do 40 % slu~ajeva.

Gen PRKDC je jedini gen kod kojeg je u~inak oba
virusa gotovo isti, a ekspresija je smanjena za otprilike 3,3
puta. Taj gen kodira katali~ku podjedinicu proteinske ki-
naze DNA-PK (od engl. DNA-activated protein kinase)
koja je ovisna o DNK i prepoznaje lomove dvolan~ane
DNK-a. Za sada se zna da su spomenuti lomovi izazvani
zra~enjem ili nepotpunom integracijom retroviralne
DNK. Smanjenje razine te specifi~ne kinaze povisuje pos-
totak apoptoti~nih stanica tijekom retroviralne integraci-
je. [13]. Jedan od glavnih supstrata DNA-PK je tumorski
supresor p53, koji, fosforiziran, postaje aktivan transkrip-
cijski faktor [14]. Protein p53 tada mo`e aktivirati gene
koji zaustavljaju stani~ni ciklus i popravljaju DNK-a ili
vode do apoptoze. Sa smanjivanjem ekspresije PRKDC-
-gena dvolan~ani lomovi DNK-a se vi{e ne popravljaju, {to
poti~e vjerojatnost izazivanja apoptoze. Do sada nema po-
dataka o integraciji hantavirusa u genom stanice
doma}ina i takvo ne{to je malo vjerojatno. Mehanizme
kojim hantavirusi mogu dovesti do smanjenja ekspresije
DNA-PK tek }e trebati istra`iti. Jedan od gena na koji ut-
je~e p53 je i SLC6A6. To je membranski protein koji je
prijenosnik taurina, ~ija je  va`na uloga u detoksifikaciji i
osmoregulaciji stanice. Dokazano je da smanjenje ekspre-
sije SLC6A6 gena poti~e apoptozu, pogotovo u bubre`-
nim stanicama poput HEK293 stanica kori{tenih u ovim
pokusima [15].

Jedini u ekspresiji povi{eni gen je ABCC1, membran-
ski protein koji translocira unutarstani~ni glutation, ali je
zna~ajno povi{en samo kod infekcije virusom Andes [16].
Antioksidans glutation reducira reaktivne kisikove vrste
(ROS od engl. reactive oxygen species) kao npr. radikale
·O2

–, koji nastaju u mitohondrijama tijekom redoks-reak-
cija [17]. Ti reaktivni produkti kisika ina~e o{te}uju unu-
tarstani~ne makromolekule poput proteina, nukleinskih
kiselina, lipida te ugljikohidrata. Gomilanje takvih o{te-

}enja izaziva apoptozu [17]. Dodatno je kod oba virusa
smanjena ekspresija za sintezu novog glutationa. Katali~-
ka podjedinica glutamat-cisteinska ligaza (GCLC) je dio
enzima u biosintezi glutationa. Infekcija virusom Andes je
imala najve}i u~inak na taj gen, ekspresija je smanjena za
5,7 puta. Deplecija glutationa je neophodna za ispu{tanje
citokroma c iz mitohondrija i samim time neophodna za
poticanje apoptoze inducirane o{te}enjem [18]. Stanica
ispu{tanjem citokroma c jo{ nije pre{la to~ku bez povratka
prema apoptozi. Apoptoza se nakon ispu{tanja citokroma
c jo{ mo`e zaustaviti prestankom proapoptoti~nih signala,
no ako se stani~ni stres nastavi, suicidalni program }e se
nastaviti i prije}i to~ku bez povratka cijepanjem prokas-
paze 9 i potom prokaspaze 3. Apoptozu mogu izazvati
razni signali, koji se dijele na vanstani~ne i unutarstani~-
ne. Jedan od unutarstani~nih signala je i ekstenzivno i
nepopravljivo o{te}enje DNK-a. Mogu}i razlog gomila-
nja tih o{te}enja je  u svojoj funkciji inhibirana DNA-PK.

Molekularni {aperoni su multiproteinski kompleksi
koji se ve`u za izdu`ene proteine te sprje~avaju njihovo
gomilanje i tako im ponovno omogu}avaju zauzimanje
njihove pravilne konformacije. Odre|eni molekularni
{aperoni imaju i dodatne funkcije. Protein toplinskog {oka
70 (hsp70) inhibira apoptozu sprje~avanjem aktivacije
prokaspaze 3 i 9 i sprje~avanjem ispu{tanja citokroma c iz
mitohondrija [19]. U na{im istra`ivanjima na{li smo zna-
~ajno smanjenu ekspresiju gena HSPA4 koji kodira
hsp70, te se time sni`ava koncentracija jednog izravnog
regulatora citokroma c i nizvodnih efektora npr. prokas-
paze 3 i 9.

Proteinske arginin metiltransferaze (PRMT) ~ini
skupina devet razli~itih enzima, PRMT 1 do 9,  koje mod-
ificiraju proteine vezivanjem metila na odre|ene arginine.
Posttranslacijske modifikacije imaju va`nu ulogu u regu-
laciji i `ivotnom vijeku proteina. Ekspresija PRMT 3 je
sni`ena kod infekcije virusom Andes. O supstratima tog
enzima jo{ nema puno podataka. Poznato je da u kvascu i
u mi{evima PRMT3 homologni enzimi metiliraju podje-
dinice ribosoma. Stanice oskudne PRMT3 su vijabilne
[20, 21]. Novi podaci pokazuju povezanost PRMT3 s
apoptozom induciranom tumorskim supresorom DAL-1
(Differentially Expressed in Adenocarcinoma of the
Lung)/4.1B [22]. No, za obja{njenje smanjene ekspresije
PRMT3 i mogu}e uloge u apoptozi izazvanoj hantavirusi-
ma jo{ nema dovoljnih informacija.

Gen p11/S100A10 spada u skupinu od deset gena ~iju
ekspresiju smanjuje infekcija virusom Andes. Protein
S100A10 formira heteroteramerski kompleks s aneksi-
nom 2. Taj kompleks nastaje od dva monomera S100A10
te dva monomera aneksina 2 i lokalizirani su u ~vrstim
spojevima epitelnih bubre`nih stanica koji su potrebni za
ostvarenje tih me|ustani~nih kontakata [23]. Isto tako su
neophodni za usmjeravanje specifi~nih vesikula od
Golgijevog kompleksa prema apikalnoj membrani u
epitelnim bubre`nim stanicama [24]. Osim s aneksinom 2,
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S100A10 je u interakciji i s drugim membranskim pro-
teinima. I ovdje je o~ita uloga u usmjerivanju tih proteina
prema stani~noj membrani. Hantavirusi imaju neobi~an
replikacijski ciklus s pupanjem u Golgijevom kompleksu.
Nije poznato ima li ovaj proces veze sa smanjenom ek-
spresijom gena p11.

Na{a analiza pokazala je niz promjena u genskoj eks-
presiji HEK293 stanica inficiranih virusom Andes, dok je
u~inak virusa Hantaan bio slabiji. Nadalje smo ovim istra-
`ivanjem pokazali va`nu ulogu unutarstani~nog puta u
izazivanju apoptoze. To je u skladu s na{im prethodno pro-
vedenim istra`ivanjima [7],  gdje je pokazana va`na uloga
mitohondrija i unutarstani~nog puta, te zapa`eno povi{enje
ekpresije gena proapoptoti~nog BIK proteina koji poti~e
osloba|anje citokroma c iz mitohondrija. Isto tako su izm-
jerene povi{ene ekspresije gena za razne kaspaze kao {to su
kaspaze: 2, 3, 6, 8 te 9. Kaspaze 2, 3  i 9 su izravno povezane
s mitohondrijskim putem i osloba|anjem citokroma c, dok
ekspresiju kaspaze 6 poti~e djelovanje p53 [7]. 

Zaklju~ci
Analiza genske ekspresije u okviru signalnog puta NO

upu}uje na va`nost uloge unutarstani~nog puta apoptoze
pri infekciji HEK293 stanica patogenim hantavirusima
(Hantaan i Andes) i u skladu je s prethodno provedenim is-
tra`ivanjima. 

Tijekom ovog istra`ivanja se pokazalo da je virus
Andes imao ve}i u~inak na promjene u genskoj ekspresiji
inficiranih HEK293 stanica, nego virus Hantaan.

Promjene u ekpresiji gena: ABCC1, BNIP3, CCL5,
GCLC, HSPA4, MYC, PRKDC, PRMT3, p11, SLC6A6,
TFRC vjerojatno sudjeluju u slo`enoj interakciji pro- i an-
ti-apoptoti~kih mehanizama tijekom infekcije HEK293
stanica patogenim hantavirusima. 

U nastavku na{ih istra`ivanja potrebno je na razini
proteina utvrditi molekule odgovorne za pokretanje un-
utarnjeg puta apoptoze izazvanog patogenim hantavirusi-
ma, te mogu}u interakciju s vanjskim putem apoptoze.
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