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ENERGETSKI METABOLIZAM MATICNIH CELIJA HEMATOPOEZE
PARIFERNE KRVI BOLESNIKA SA MALIGNIM OBOLJENJIMA

REZIME

Iako se transplantacija mati¢nim ¢elijama hematopoeze kao oblik lecenja koristi vise
decenija, jo§ uvek nije potpuno jasno zaSto postoje razlike u brzini oporavka hematopoeze
(vremenu prihvatanja kalema, engl. engrafment) kod bolesnika sa istim oboljenjima, kod
kojih su primenjeni istovetni mobilizacioni protokoli i rezimi kondicioniranja. Za
sagledavanje terapeutskog potencijala mati¢nih celija neophodno je poznavanje njihovih
funkcionih karakteristika, izmedu ostalog metabolickog (energetskog) statusa i redoks-
spregnutih mehanizama kontrole diferencijacije u razli¢itim ¢elijskim stanjima (mirovanje,
opredeljivanje, diferencijacija, aktivacija), tokom hematopoeze.

Cilj disertacije je da se ispitaju metaboli¢ki parametari u mati¢nim celijama
hematopoeze periferne krvi bolesnika sa solidnim tumorima (neuroblastom, NB), Juingov
sarkom (engl. Ewing Sarcoma, ES) i limfoma (Hockinov, HL i non Hockinov, NHL).
Ispitivani su ekspresioni profili enzima kljuénih metabolickih puteva energetskog
metabolizma: glikolize, B-oksidacije masnih kiselina, ciklusa limunske kiseline, procesa
oksidativne fosforilacije (ND4 subjedinica kompleksa I, Ndufa6 subjedinica kompleksa I,
citohrom b, citohrom c i subjedinice Il (COX II) i IV(COX IV) citohrom ¢ oksidaze) i same
sinteze ATP. Ispitivan je i funkcioni status mitohondrija i nivo mitohondrijalne DNK,
ekspresija NADPH oksidaze, ekspresija izoformi azot oksid sintaza i produkcija azot oksida,
ekspresija enzima antioksidativne odbrane mati¢nih celija hematopoeze (glutation-
peroksidaze, GSH-Px), katalaze, mangan superoksid dismutaze (MnSOD), bakar cink
superoksid dismutaze (CuzZnSOD) i ekspresija interleukina-6 (IL-6) i faktora nekroze tumora
a (engl. tumor necrosis factor o, TNFa).

Eksperimenti su radeni na uzorcima monojedarnih ¢éelija periferne krvi pacijenata koji
su primali protokol mobilizacije (MP), pacijenata koji nisu primali protokol mobilizacije i od
zdravih davalaca (kontrola).

Na osnovu dobijenih rezultata zakljucuje se da se izdvajaju dva metabolicka fenotipa
monojedarnih ¢elija iz periferne krvi.

Prvi fenotip karakteristi¢an je za monojedarne ¢elije periferne krvi kod svih ispitivanih
tumora, bez primene protokola mobilizacije.

Drugi fenotip istovetan je za monojedarne Celije periferne krvi svih ispitivanih tumora

posle primene protokola mobilizacije.



Ova dva fenotipa odslikavaju funkciono stanje mati¢nih ¢elija iz periferne krvi (engl.
peripheral blood stem cell, PBSC), na nivou antioksidativne odbrane, energetskog
metabolizma (glikolize, B-oksidacije masnih kiselina, ciklusa limunske kiseline, oksidativne
fosforilacije (engl. oxidative phosphorylation, OXPHOS)), sinteze ATP, mitohondrijalne
DNK (mtDNK), ekspresije NADPH oksidaze, kao i ekspresije citokina: 1L-6 i TNF-6.

U uzorcima ne-mobilisanih pacijenata, uo¢ava se snazna aktivacija metabolizma
monojedarnih ¢elija periferne krvi kod pacijenata obolelih od HL, NHL i NB, u poredenju sa
kontrolnim uzorcima (monojedarne ¢elije zdravih osoba). Ekspresija GAPDH na nivou iIRNK
i na nivou proteina je nekoliko desetina puta pove¢ana U SVim uzorcima ove grupe pacijenata.
Ekspresija (na proteinskom nivou) acil-CoA dehidrogenaze srednjeg lanca (ACADM) veca je
u monojedarnim ¢elijama dva puta kod HL, a skoro Cetiri puta kod pacijenata sa NHL i NB.

Ovi rezultati sugeriSu veéu metaboli¢ku aktivnost u grupi ne-mobilisanih pacijenata
pokazujuéi sli¢nosti sa Warburgovim fenotipom.

Drugi metabolicki fenotip monojedarnih Celija periferne krvi mobilisanih pacijenata
pokazuje znatno nize vrednosti metabolickih parametara u poredenju sa zdravim kontrolama i
ne-mobilisanim pacijentima. UtiSani fenotip karakteriSe: nizak nivo glikolize, B-oksidacije
masnih kiselina, ciklusa limunske kiseline, OXPHOS (kompleksi respiratornog lanca) i
sinteze ATP. Detektovan je i manji broj kopija mtDNK S§to je u saglasnosti sa rezultatima koji
potvrduju nisku stopu oksidativnog metabolizma u mitohondrijama. Izuzetak je ekspresija
citohroma ¢ na nivou iRNK i kompleksa IV na proteinskom nivou.

Proteinski ekspresioni nivo antioksidativnih enzima (CuzZnSOD i GSH-Px,
dominantno lokalizovanih u citoplazmi, a MnSOD u mitohondrijama) moze biti jedan od
parametara koji ukazuje na prirodu oksidativnih procesa u mati¢nim ¢elijama hematopoeze, a
posebno na ulogu koju ima vodonik peroksid.

Povecana ekspresija citokina, IL-6 i TNFa, na proteinskom nivou, kod svih ispitivanih
grupa pacijenata (sa i bez mobilizacije mati¢nih ¢elija hematopoeze) navodi na zaklju¢ak da
imaju vaznu ulogu u pokretanju i sinhronizaciji kompleksnih dogadaja u monojedarnim
¢elijjama.

Rezultati disertacije ne ukazuju na jasnu korelacija izmedu utiSanog metabolickog
fenotipa i vremena prihvatanja kalema granulocitne 1 megakariocitne loze posle
transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze periferne krvi. Prihvatanje kalema obe loze je
individualno, vremenski heterogeno i nezavisno od osnovne bolesti. Moguce je, da iako

utiSan, metabolicki fenotip mati¢nih ¢elija hematopoeze poseduje razliCite individualne



potencijale da se eksprimira u zavisnosti od opSteg stanja pacijenta, stepena progresije

oboljenja, infekcija i specifi¢nosti mikrosredina koje mogu uticati na prihvatanje kalema.

KLJUCNE RECI: mati¢ne delije hematopoeze, mitohondrija, autologna transplantacija

mati¢nim ¢elijama hematopoeze, energetski metabolizam, antioksidativna odbrana

NAUCNA OBLAST: Biologija

UZA NAUCNA OBLAST: Animalna i humana fiziologija

UDK BROJ: [616-006.4:[[ 576.374:577.121]:[576.3:612.119]]:612-022.3(043.3)



ENERGY METABOLISM IN PERIPHERAL BLOOD HEMATOPOIETIC STEM
CELLS OF PATIENTS WITH MALIGNANT DISEASES

ABSTRACT

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a standard clinical practice for
more than 50 years. However, we still cannot predict with certainty a rate of recovery in the
patients with the same disease undergoing identical therapeutic protocols. To determine
therapeutic potential of hematopoietic stem cell (HSC), we need to understand better
correlation between the metabolic/energy status of the cells and stages of stem cell
differentiation during hematopoiesis.

Main goal of this work is to investigate metabolic status of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) in patients with solid tumors (neuroblastoma, Ewing sarcoma)
and lymphoma (Hodgkin and nonHodgkin). We determined expression profiles of key
enzymes involved in glycolysis, fatty acid [-oxidation, citric acid cycle, oxidative
phosphorylation and adenosine triphosphate (ATP) synthesis: ND4 subunit complexes I,
Ndufa6 subunits of complex I, cytochrome b, cytochrome ¢ and subunits Il (COX I1) and IV
(COX 1V) cytochrome c oxidase. Next, we investigated number of mitochondria and their
function as well as expression levels of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) - oxidase, expression isoforms of nitric oxide synthase and production of nitric
oxide, expression of HSC antioxidant enzymes (glutathione-peroxidase (GSH-Px), catalase,
manganese superoxide dismutase (MnSOD), copper-zinc superoxide dismutase (CuZnSOD))
and expression of interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor o (TNFa).

Experiments were performed on PBMC samples of patients that were: a) subjected to
mobilization of stem cells from bone marrow, b) not subjected to mobilization, and c) healthy
donors (control group).

Our results suggested that PBMC metabolic phenotypes differ between mobilized and
non-mobilized patients, regardless of diagnosis.

These two phenotypes represent functional status of the PBSC at the level of anti-
oxidative defense, energy metabolism (glycolysis, B-oxidation of fatty acids, citric acid cycle,
oxidative phosphorylation-OXPHQOS), ATP synthesis, mitochondrial DNA (mtDNK),
expression of NADPH oxidase and cytokines IL-6 and TNFa.

In samples of non-mobilized HL, NHL and NB patients, we detected a strong
metabolic activation of PBMC in comparison with control samples from healthy individuals.



GAPDH mRNA and protein levels are significantly higher in this group of patient samples.
Protein level of acyl-CoA dehydrogenase medium chain (ACADM) is higher two folds in HL
and 4 folds in NHL and NB. These results suggested a higher metabolic activity in non
mobilized patients, show similarity to Warburg phonotype.

The second metabolic phenotype of PBMC characteristic for mobilized patients
demonstrated significantly lower metabolic parameters in comparison with healthy controls
and non-mobilised patients. Such quiescent phenotype is reflected through low levels of
glycolysis, B-fatty acid oxidation, citric acid cycle, OXPHOS and ATP synthesis. We also
detected less mtDNA expression of an NADPH oxidase, as well as the expression of
cytokines: IL-6 and TNFa. In all patients that were subjected to mobilization and
chemotherapy, PBMC have lower number of mitochondria and lower level of metabolism,
regardless of diagnosis. Exceptions are mMRNA levels of cytochrome ¢ and protein levels of
mitochondrial complex IV.

Expression levels of anti-oxidative enzymes CuZnSOD i GSH-Px, localised
predominantly in cytoplasm and MnSOD in mitochondria, might reflect oxidative processes
in HSC, especially those including H,0..

Higher expression of IL-6 and TNFa in all patient groups, with and without
mobilization of HMSC, pointed to their important role in PBMC biology.

However, our results did not find a correlation between metabolic status of PBMC and
successful engraftment of the cells of granulocyte and megakaryocyte lineages following
autologous HSCT. Engraftment of both lineages is patient specific and does not depend on
time or type of tumour examined. We have still to take in account that quiescent phenotype of
PBSC has potential to be expressed, depending on status of the patient, disease progress,
infection and specific microenvironment which may all have an influence on engraftment.
KEY WORDS: hematopoietic stem cell, mitochondry, autologous, autologous HSCT, energy

metabolism, antioxidant defense
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1. Uvod



Mati¢ne cCelije su nespecijalizovane ¢elije  koje karakteriSe:  sposobnost
samoobnavljanja i kapacitet diferencijacije u razlicite tipove Celija.

Maticne c¢elije se, za razliku od somatskih ¢elija koje se dele simetri¢no (daju dve iste
"¢erke" ¢elije), dele asimetri¢no. Asimetri¢na deoba podrazumeva da se mati¢na ¢elija deli na
dve "Cerke" ¢elije od kojih jedna postaje zrela ¢elija, a druga zadrzava kapacitet ponovne

deobe (Slikal).

Aktivacija

‘ . 1 Proliferacija

Slika 1. Sematizovani prikaz deobe matiéne éelije (adaptirano iz Muschler i sar., 2004).

Samoobnavljanje

1.1. Podela mati¢nih cCelija

U odnosu na poreklo mati¢ne celije se mogu podeliti na: embrionalne, fetalne,
perinatalne, adultne i iPS (engl. induced pluripotent stem cell). Embrionalne mati¢ne ¢elije
(engl. embrional stem cell, ESC) dobijaju se iz blastocista. Fetalne mati¢ne celije (engl.fetal
stem cell, FSC) se dobijaju iz embriona, po prekidu trudnoce. Klasifikacija fetalnih mati¢nih
¢elija je nejasna i Cesto ih svrstavaju u adultne mati¢ne Celije. Perinatalne mati¢ne cCelije se
dobijaju iz amnionske te¢nosti, placente i pupcane vrpce. Adultne mati¢ne Celije se dobijaju
iz adultnih tkiva/organa. iPS su stvorene u laboratoriji, tako Sto su tkivno specifi¢ne celije
reprogramirane do nivoa embrionalnih mati¢nih ¢elija (Takahashi i Yamanaka, 2006).

Maticne ¢elije se mogu podeliti i prema potencijalu diferencijacije (koliko tipova Celija
moze dati mati¢na cCelija) na: totipotentne, pluripotentne, multipotentne, oligopotentne i
unipotentne. Totipotentne mati¢ne celije diferenciraju se u sva embrionalna ili
ekstraembrionalna tkiva (placenta). Jedina totipotentna mati¢na Celija je oplodena jajna cCelija
do deobe od 8 blastomera. Pluripotentne mati¢ne Ccelije difrenciraju se u celije tri
germinativna sloja: endoderm, mezoderm i ektoderm. Iz germinativnih slojeva nastaju svi

humani organi: iz endoderma nastaju gastrointestinalni trakt i pluca; iz mezoderma misici,



kosti, krv i urogenitalni trakt, a iz ektoderma nastaju epidermalno tkivo i nervni sistem.
Multipotentne mati¢ne Celije diferenciraju se u vise tipova celija, iskljucivo u bliske familije
¢elija. U ovu grupu c¢elija spadaju mati¢ne ¢elije hematopoeze, ¢ijom diferencijacijom nastaju
zreli oblici svih ¢elija krvi. Oligopotentne mati¢ne ¢elije mogu se diferencirati samo u bliske
familije Celija, kao $to su mijeloidne i limfoidne mati¢ne Celije. Unipotentne mati¢ne Celije
mogu se diferencirati u samo jedan tip ¢elija, kao Sto su: miSi¢éne mati¢ne celije, bazalni

epidermis i parenhimske celije jetre (Ibelgauft, 2013).

1.2. Maticne Celije hematopoeze

Kostna srz je mesto gde se odvija proces hematopoeze kod ljudi. Specijalizovano,
anatomski definisano mesto u kostnoj srzi gde se mati¢ne Celije hematopoeze diferenciraju
naziva se ¢elijska nisa.

Samoobnavljanjem, mati¢ne ¢elije hematopoeze odrzavaju svoju populaciju u kostnoj
srzi, a njihovom diferencijacijom nastaju dve loze: mijeloidna i limfoidna, koje nemaju
sposobnost samoobnavljanja. Difrencijacijom i proliferacijom celija mijeloidne i limfoidne
loze nastaju progenitorske Celije koje imaju slabu ili nikakvu sposobnost samoobnavljanja i
koje svojom daljom diferencijacijom i sazrevanjem daju zrele ¢elije krvi (Slika 2). Sposobnost
samoobnove mati¢nih ¢elija hematopoeze postepeno se smanjuje, kako se povecava njihova

diferencijacija.
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Slika 2. Sema humane hematopoeze (adaptirano iz Silverthorn, 2006).


http://www.amazon.com/Dee-Unglaub-Silverthorn/e/B001IXS68Q/ref=dp_byline_cont_book_1

Pod normalnim uslovima samo mali broj humanih mati¢nih ¢elija (engl. human stem
cell, HSC) i progenitorskih ¢elija se moze naci u perifernoj krvi. Tretman citokinima, posebno
granulocitnim faktorom rasta (engl. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) moze
dovesti do migracije velikog broja mati¢nih i progenitorskih ¢elija iz kostne srzi u perifernu
cirkulaciju. U normalnim uslovima broj i ukupna masa svakog tipa ¢elija krvi u cirkulaciji
ostaje relativno konstantna.

Progenitorske ¢elije hematopoeze pokazuju znacajan proliferativni potencijal sa
kapacitetom za brzo regovanje na stimuluse sredine koji signaliziraju za ekspanziju

diferencirane ¢elijske populacije (Seaberg i Van Der Kooy, 2003).
1.3. Transplantacija mati¢nim ¢elijama hematopoeze

Transplantacija mati¢nim c¢elijama hematopoeze (engl. hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT) je oblik lecenja koji omogucava leCenje brojnih urodenih i stecenih
bolesti. U Tabeli 1. prikazane su bolesti kod kojih se kao vid le¢enja koristi HSCT kao i oblici

transplantacije.

Tabela 1. Indikacije za transplantaciju mati¢nih ¢elija hematopoeze kod dece i oblik transplantacije

(Tabela preuzeta iz Marisavljevi¢ i sar., 2012).

alogena alogena alogena autologna
dijagnoza status bolesti HSCT HSCT HSCT HSCT
ISD NID S/INDPD
CR1 (nizak rizik) GNP GNP GNP GNP
CR1 (visoki rizik) ST KO GNP ST
AML CR1 (ve_zo_ma visok ST ST KO KO
rizik)
CR2 ST ST ST ST
>CR2 KO R R GNP
. . GNP
CR1 (nizak rizik) GNP GNP GNP GNP
LLA CR1 (visok rizik) ST ST KO KO
CR2 ST ST KO KO
>CR2 ST ST KO
hroni¢na faza
P ST ST R GNP
CML faza akceleracije P ST ST R GNP
blastne transformacije
Hodgkinov limfom . CRl GNP GNP GNP GNP
prvi recidiv, CR2 KO R GNP ST
Non-Hodgkinov CR1 (n!zak r!z@k) GNP GNP GNP GNP
limfom CR1 (visok rizik) KO KO GNP KO
CR2 ST ST KO KO
MDS ST ST D GNP
primarne ST ST ST NR

imunodeficijencije




NastavakTabele 1.

talasemija major
bolest srpastih

e ST KO GNP NR
¢elija (visoki rizik)
aplasti¢na anemija ST ST KO NR
Fankonijeva ST ST KO NR
anemija
Blackfan D_|_amond ST KO GNP NR
anemija
hroni¢na
granulomatozna ST ST KO NR
bolest
Kostman-ova bolest ST ST GNP NR
mukololisaharidoza
tip 1 (Hurler) ST ST KO NR
mukopollsaharl_doza GNP GNP GNP NR
Hurler Scheie
mukopo_llsaharldoza KO KO KO NR
tip VI
osteopetroza ST ST ST NR
ostalevboloestl GNP GNP GNP NR
talozenja
autoimune bolesti GNP GNP GNP KO
Sa Ewing, visok
rizik, CR>1 R GNP GNP ST
tumori -~ - GNP GNP GNP KO
germinativnih Celija
neuroblastom, KO GNP GNP KO
visoki rizik
neuroblastom CR>1 KO R S
mekotkivni tumori
visok rizik, CR>1 R R GNP KO
Wilmsov tumor
CR>1 GNP GNP GNP KO
tumori mozga GNP GNP GNP KO
osteosarkom GNP GNP GNP R

*legenda: ST - standardna terapija; KO - klini¢ka opcija; GNP - generalno se ne preporucuje; NR - ne radi se; R
- protokoli u razvoju; ISD - identi¢ni srodni davalac, NID - nesrodni identi¢ni davalac; S/NDPD -
srodni/nesrodni delimi¢no podudaran davalac; AML - akutna mijeloidna leukemija, LLA - akutna limfoblastna
leukemija; CML - hroni¢na mijeloidna leukemija; MDS - mijelodisplazni sindrom; CR.-.kompletna remisija;

HSCT transplantacija maticnim ¢elijama hematopoeze

HSCT moze biti autologna, kada se bolesniku daju sopstvene HSC ili alogena, kada je
davalac HSC druga osoba. Tip HSCT odreduje se na osnovu bolesti i dostupnosti davaoca.
Kod bolesnika sa solidnim tumorima prvenstveno se primenjuju autologne, a kod bolesnika sa
stecenim 1 urodenim bolestima hematopoeznog sistema alogena HSCT. Danas se koriste tri
izvora HSC i to: kostna srz, periferna krv i krv pupcanika. Odluka o izboru izvora HSC zavisi

od osnovne bolesti, stadijuma bolesti i uzrasta bolesnika (Marisavljevié i sar., 2012).



Za autologne HSCT kod vecine bolesnika (vise od 98%) koriste se HSC iz periferne
krvi pokrenute kombinovanom citostatskom terapijom i G-CSF (protokol mobilizacije HSC),
¢ijom se primenom postize brzi oporavak hematopoeznog sistema (Porth i Matfin, 2009).

Istraziva¢i Sirom sveta pokuSavaju da upoznaju mehanizame Kkoji stoje u osnovi
funkcionisanja mati¢nih celija hematopoeze. Jedno od znalajnijih otkrica je da su
funkcionalne karakteristike mati¢nih ¢elija hematopoeze regulisane redoks mehanizmima. U
zavisnosti od njihovog stanja u organizmu (mirovanje, diferencijacija, programirana celijska
smrt) i metabolicke funkcije ¢elija su znaajno izmenjene. Primeéeno je da se u toku
proliferacije ¢elija povecava produkcija ATP, kao i intermedijera neophodnih za rast i deobu
¢elija. Energetski i biosintetski zahtevi ¢elija u mirovanju su nizi od ¢elija u proliferaciji

(Vander Heiden i sar., 2009).
1.4. Limfomi kod dece

Limfomi su heterogena grupa maligniteta poreklom od limfoidnih éelija. Cine oko
14% svih maligniteta kod dece do uzrasta od 18 godina. Po ucestalosti nalaze se na treCem
mestu od svih malignih oboljenja decijeg doba.

Zbog znacajnih razlika u klinickoj slici i leCenju, izvrSena je podela na Hockinove

limfome (HL) i non Hockinove limfome (NHL) (Smith i sar., 2010).
1.4.1. Ho¢kinov limfom

Raniji naziv Hockinova bolest zamenjen je terminom HL jer je pokazano da
multijedarne Reed Sternberg-ove (RS) ¢elije koje karakteriSu ovu bolest vode poreklo od B
limfocita. RS Ccelije su krupne (20-50 pm), bi-nukleisane ¢elije (Slika 3). Ove céelije su
maligne, poreklom od B limfocita. CD20 marker, tipican za B limfocite, nije eksprimiran na
RS ¢elijama. Klasifikacija HL je u¢injena na osnovu zastupljenosti i rasporeda ovih elemenata

na histoloskom preparatu (Rassidakis i sar., 2002; Brauninger i sar., 2006).



Reed Sternberg celija

Normalni limfocit

Slika 3. Mikroskopski prikaz normalnog limfocita i RS ¢elije (adaptirano sa sajta National cancer
Institute).

HL ¢ini priblizno polovinu svih limfoma kod dece. Deca mlada od 5 godina retko
oboljevaju, a incidencija raste sa uzrastom. Tokom prve decenije zivota 5-10 puta je ¢e$éi u
decaka, dok kod adolescenata ne postoji znacajna razlika u zastupljenosti medu polovima.
Cesée se javlja medu decom u zemljama u razvoju i medu onom iz niZe socijalne sredine
(Smith i sar., 2010).

Ceséa pojava u pojedinim porodicama ili etni¢kim grupama govori u prilog geneti¢kog
faktora ili zajednickog faktora sredine. Ucestalost HL medu bliskim rodacima je veca nego
medu daljim rodacima. Deca sa primarnim i sekundarnim imunodeficijencijama imaju veci
rizik da obole od HL. Cesto prisustvo genoma Epstein-Barr virusa (EBV) u tumorskom tkivu
potkrepljuje ulogu EBV u patogenezi (Lash i sar., 2014).

HL se u oko 80% dece manifestuje bezbolnom cervikalnom ili supraklavikularnom
limfadenopatijom. Veéina dece ima zahvacene limfne ¢vorove, eventulno slezinu, dok je u
oko 20% prisutna ekstranodalna lokalizacija (pluca, jetra, kosti i kostna srz). Medijastinalna
lokalizacija se nalazi u oko 75% adolescenata i moze biti asimptomatska. Oko 20% dece ima
veliku tumorsku masu, tj. perifernu limfadenopatiju dijametra > 10 cm ili medijastinalnu
limfadenopatiju ve¢u od 1/3 dijametra grudnog koSa. Nespecifi¢ni simptomi poput zamora,
anoreksije, gubitka tezine, svraba i no¢nog znojenja prisutni su u oko 25% dece (De Vita i
sar., 2011).

Dijagnoza se postavlja histoloskom i imunohistohemijskom analizom u tkivu tumora

dobijenog biopsijom tumora. Pregled krvne slike, rutinske biohemijske analize, odredivanje



reaktanata akutne faze, biopsija kostne srzi i vizualizacione tehnike sluze za odredivanje
stadijuma bolesti, faktora rizika i izbora terapije. Parametri loSe prognoze su: povisena
temperatura, no¢no znojenje i gubitak tezine > 10% u roku od 6 meseci pre postavljanja
dijagnoze, velika tumorska masa, , ubrzana sedimentacija eritrocita, leukocitoza, limfopenija,
anemija, los odgovor na terapiju i klini¢ki stadijum bolesti. Statisti¢ki ¢eS¢e se javlja kod
decaka, nego kod devojcica (Hellman i Ed, 1999).

Zavisno od stadijuma bolesti leCenje se sprovodi kombinovanom hemioterapijom,
radioterapijom ili hemio i radioterapijom, a kod bolesnika koji imaju lo§ odgovor na prvu

terapijsku liniju ili imaju recidiv bolesti primenjuje se HSCT.
1.4.2. Non Ho¢kinov limfom

NHL decijeg doba prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (SZO) su
podeljeni u: zrele B limfome, limfoblastne limfome (LBL) i anaplasticne krupnodelijske

limfome (ALCL) (Tabela 2.).

Tabela 2. Zastupljenost NHL kod dece.

Patohistoloski tip NHL ucestalost %
Zreli B limfomi
Burkitt-ov limfom (BL) 40
Difuzni krupnocelijski B limfom (DLBCL) 10
B limfom sa karakteristikama izmedu BL i DLBCL (prelazni BL/DLBCL) nepoznat
Prekursorske limfoidne neoplazme (limfoblastni limfomi)
B limfoblastni limfomi (pB - LBL) 5
T limfoblastni limfomi (T - LBL) 20
Anaplasti¢ni krupnocelijski limfom (ALCL) T ili “nula“ tipa 15
Retki podtipovi 10

NHL se veoma retko javlja pre tre¢e godine Zivota, a incidencija raste sa uzrastom.
NHL je 2-3 puta ¢es¢i kod decaka. Primecene su razlike u distribuciji i imunofenotipu NHL
zavisno od geografske Sirine.

Primarne i sekundarne imunodeficijencije, zbog odsustva imunske kontrole nad
maligno izmenjenim limfoidnim ¢elijama, takode predstavljaju faktor za nastanak NHL.Veca

je ucestalost NHL kod bolesnika sa primarnom i sekundarnom imunodeficijencijom.



Zbog prisustva genoma EBV u tumorskom tkivu endemskih oblika Burkitt-ovog
limfoma (BL), kao i vecine pacijenata sa sporadi¢nim oblikom BL, predpostavlja se da EBV
ima ulogu u nastanku NHL (Kiippers i sar., 2002).

Identifikacija i uloga onkogena i tumor supresorskih gena je jo§ uvek predmet nau¢nih
istrazivanja (Patte i sar., 2007).

Klinicka slika NHL zavisi od tipa, lokalizacije, rasprostranjenosti i veli¢ine tumorske
mase. Moze se javiti bilo gde u organizmu gde ima limfoidnog tkiva. Najcesce se javlja u
trbuhu, sredogrudu i na vratu.

Bitna karakteristika NHL decijeg doba je da imaju brz i agresivan tok zbog Cega se
dijagnoza, kod veéine bolesnika, postavlja u uznapredovaloj fazi bolesti.

Najznacajniji prognosticki parametri su raSirenost bolesti u trenutku postavljanja
dijagnoze, imunofenotipske karakteristike tumorskog tkiva 1 prisustvo ili odsustvo
citogenetskih aberacija. Kombinovanom, intenzivnom hemioterapijom kod 70-75% dece
obolele od T-¢elijskog NHL, 80-85% B-celijskog NHL i 60% ALCL postize se viSegodi$nja
remisija (National Cancer Institute, 2004; Patte i sar., 2007).

Savremeni terapijski protokoli za leenje recidiva bolesti, ili u slucaju loSeg odgovora
na inicijalnu terapiju, uklju¢uju i primenu visokodozne hemioterapije sa autolognom HSCT.

Savremeni pristup lecenju non Hockinovog limfoma doprineo je veem procentu
izlecene dece.

U toku su ispitivanja novih vrsta terapije, kao Sto su specificna monoklonska antitela
(anti-CD20, anti-CD22, anti-CD30 i druga), radioimunokonjugati i graft-versus-limfom efekat

nakon alogene transplantacije (Cang i sar., 2012).
1.5. Neuroblastom

Neuroblastom (NB) je najces¢i ekstrakranijalni solidni tumor decijeg doba. Odlikuje
se Sirokim spektrom klini¢kih manifestacija, od spontane regresije do brze progresije i
smrtnog ishoda, $to ga i posle 150 godine od prvog opisa (Rudolf Virchow) ¢ini najve¢om
enigmom decije hematoonkologije. Poti¢e od ¢elija neuralnog grebena, od kojih se razvijaju
srz nadbubreznih Zlezda 1 simpati¢ki nervni sistem. Zbog ekstremne klinicke razli¢itosti
pojedini autori smatraju da se neuroblastom sastoji od dve razliCite bolesti. Kod dece uzrasta
preko godinu dana, u vise od 75% bolest je diseminovana, s agresivnim tokom i loSom
prognozom. Nasuprot tome, kod odojcadi bolest je hemosenzitivna i postize se izleCenje u

visokom procentu. Moguca je spontana regresija kod raSirenog oblika bolesti u prvoj godini



zivota. Ova razliCitost je u korelaciji sa klinickim 1 bioloskim faktorima, kao $to su stadijum
bolesti, uzrast bolesnika, histologija tumora i citogeneticke i molekularne promene (Bernard i
sar., 2008).

Incidencija NB je 1.3 na 100 000 dece, a po ucestalosti malignih bolesti je na ¢etvrtom
mestu. Neuroblastom ¢ini 8% svih malignih tumora decijeg doba. Srednji uzrast u vreme
postavljanja dijagnoze je 22 meseca, a preko 90% obolele dece je uzrasta ispod 5 godina.
Najveci broj obolele dece je uzrasta izmedu druge i tre¢e godine. Javlja se sporadi¢no, a kod 2-
3% bolesnika pozitivna je porodi¢na anamneza (Kemshead i sar., 1992).

Najcesc¢a primarna lokalizacija NB je retroperitoneum, srz nadbubreznih Zlezda (35%) i
paraspinalne ganglije (30-35%), a retke lokalizacije su zadnji medijastinum (20%), mala karlica
(2-3%), vrat (1-5%), kao i timus, pluca, bubreg, prednji medijastinum, zeludac i kauda ekvina.
Kod manje od 5% bolesnika sa diseminovanom bole$¢u nije moguce otkriti primarnu
lokalizaciju tumora.

Celije NB sintetisu i lu¢e kateholamine (epinefrin, norepinefrin i dopamin) &iji se
metaboliti, vanilmandeli¢na kiselina (VMA) i homovanilicna kiselina (HVA), mogu
detektovati u urinu, serumu ili tumorskom tkivu. Neuroblastom je sekretorno aktivan kod vise
od 95% bolesnika (Strenger i sar., 2007).

Neuroblastom se odlikuje velikim brojem klinickih znakova i simptoma, zavisno od
primarne lokalizacije, rasirenosti i bioloskih karakteristika tumora (Friedman i Castleberry,
2007).

Zlatni standard u postavljanju dijagnoze neuroblastoma je ispitivanje tkiva primarnog
tumora ili metastaza histopatoloskim ili imunohistohemijskim metodama. Kod bolesnika sa
diseminovanom bole$¢u, kada inicijalno nije moguca hirurS8ka intervencija, za postavljanje
dijagnoze NB dovoljno je prisustvo ¢elija neuroblastoma u kostnoj srzi, u vidu rozeta, uz
povisene vrednosti metabolita kateholamina u urinu. Biopsiju ili ekstirpaciju tumora treba
uraditi kada je to moguce, poSto je tumorsko tkivo neophodno za odredivanje genetickih
markera.

Proucavanje biologije NB pocinje pre vise od 20 godina otkricem ,,double minut”
hromozoma (DMs), homogeno obojenih regiona (engl. homogeneously stained region, HSRS)

i delecije kratkog kraka hromozoma 1 (del 1p36), kao specificnih genetickih markera za NB.

Kao 1 za velinu malignih bolesti, odredivanje stadijuma bolesti znacajan je
prognosti¢ki parametar, a citogenetski parametar je odsustvo ili prisustvo N-myc onkogena u

tumorskom tkivu (Look i sar., 1991).


http://jco.ascopubs.org/search?author1=A+T+Look&sortspec=date&submit=Submit

Bolesnici oboleli od NB mogu se svrstati u tri grupe: grupa niskog, intermedijarnog i
visokog rizika. Podela prema grupama rizika je znacajna pri donosenju odluke o terapiji.

Tendencija je da se kod bolesnika koji su u grupi niskog ili intermedijarnog rizika
primeni manje agresivna terapija, za razliku od grupe visokog rizika.

Terapija se bazira na kombinaciji hirurSkog zahvata, radijacionoj terapiji i1
hemioterapiji. Kod dece sa tumorom visokog rizika za leCenje se koristi visoko dozna
hemioterapija, te je potrebno uraditi i autolognu transplantaciju PBSC (Landestein i sar.,
2008).

1.6. Juingov sarkom

Ovo oboljenje je prvi put, kao tumor, opisa0 Dzejms Juing (James Ewing) 1920.
godine i ustanovio da se razlikuje od limfoma i drugih tipova tumora opisanih u to vreme
(Ewing, 1921), pa je po njemu i nazvan.

ES predstavlja tumor maligne prirode koji se moze na¢i u kostima, ali i u mekom
tkivu. NajceS¢e mesto razvoja ove vrste tumora je karlica, femur, humerus, rebra, klju¢na
kost, ali se moze naci u bilo kom delu tela.

U pitanju je tumor koji moze biti mezodermalnog i ektodermalnog porekla, $to ga ¢ini
vrlo teSkim za klasifikovanje (Longtin, 2003).

Uzrok nastanka ove vrste sarkoma su translokacije gena. Dokazano je da Juingov
sarkom nastaje kao rezultat translokacije izmedu hromozoma 11 i 22, 7 i 22, 21 i 22.
Translokacija EWS gena sa hromozoma 22 na Fli-1 gen hromozoma 11 generise fuziju 5’
transaktivacionog domena EWS sa 3’ domena na Fli-1. Rezultat ove fuzije je stvaranje
onkoproteina, EWS/FIi-1, koji se ponasa kao aberantni transkripcioni aktivator, sa snaznom
sposobnos¢u transformacije (Ohno i sar., 1993).

StatistiCki podaci ukazuju da se ES mozZe javiti u bilo kom uzrastu, ali se naj¢esce
javlja u populaciji mladoj od 20 godina i ¢eSce je javlja kod deCaka nego kod devojéica.
Odnos obolelih de¢aka u odnosu na devojcice je 1.6:1 (Burt i sar., 1993). U pitanju je drugi po
zastupljenosti maligni tumor kostiju kod mladih osoba i1 tumor kostiju sa najveéim
mortalitetom.

Simptomi ES mogu biti bol u kostima i otok mekog tkiva. Bol se moze javljati
naizmenic¢no 1 biti razliCitotg inteziteta. Moguca je pojava poviSene temperature, groznice,
nocnog znojenja, kao i gubitka apetita i telesne tezine.

Kod svakog cCetvrtog pacijenta, u vreme postavljanja dijagnoze, mogu biti prisutne

metastaze na plu¢ima, kostima, kostnoj srzi ili pleuri.
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Dijagnoza se postavlja na osnovu klinicke slike, radioloSkih ispitivanja i
patohistoloske analize tumorskog tkiva. Obavezno je uraditi punkciju i biopsiju kostne srzi da
bi se potvrdila ili iskljucila infilatracija iste.

Savremeni terapijski protoli za leCenje ES podrazumevaju primenu multimodalne
terapije: kombinovana citostatka terapija, radioterapija i zracenje. Kod bolesnika koji su
inicijalno svrstani u grupu visokog rizika ili imaju recidiv bolesti savremeni terapijski
protokoli podrazumevaju primenu visokodozne hemioterapije sa autolognom HSCT.

Vecina pacijenata sa ES moze biti izleCena. Primeceno je da devojcice 1 mladi
pacijenti imaju bolji odgovor na preoperativnu terapiju. U sluc¢aju da se bolest vrati moze se
primeniti isti tretman koji podrazumeva operaciju, radijacionu terapiju i/ili hemioterapiju
(Ferrari i sar., 2007).

Petogodis$nje prezivljavanje je oko 60%, kod primarno lokalizovanih tumora bez
metastaza, a dugoro¢no prezivljavanje kod postojanja sekundarnih metastaza i pored terapije

je samo oko 10%.

1.7. Mitohondrije: izgled i funkcija

Svi procesi koji se odvijaju u ¢elijama, kao i odrzavanje njihove strukture i funkcije,
zahtevaju energiju. Hemijska energija u formi adenozin-trifosfata (ATP) je osnovni energetski
izvor Celijskih potreba, sa moguénoscéu konvertovanja u sve druge energetske forme. Postoji
dinamicka ravnoteza potrosnje i sinteze ATP u celijama. Obnavljanje ATP, koje je od

sustinskog znacaja za zivot Celije, U najve¢em obimu odigrava se u mitohonrijama.

Medumembranski prostor

Spoljasnja mitohondrijalna
membrana
Unutrasnja mitohondrijalna
membrana

Slika 4. Izgled mitohondrije (adaptirano iz Nelson i Cox, 2013).
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Metabolicki aktivne celije (jetre, bubrega, miSi¢a, mozga) sadrze veliki broj
mitohondrija. UopSteno, broj mitohondrija u c¢elijama se krece od nekoliko desetina
(spermatozoidi), preko nekoliko hiljada do stotina hiljada (jajna celija). S druge strane,
eritrociti ne sadrze mitohondrije. | broj mitohondrija i kopija DNK u njima (mtDNK) je
varijabilan, zavisi od energetskih potreba tkiva i podloZan je dinami¢koj reorganizaciji.

Izgled mitohondrija je takode varijabilan, razliit od celije do celije (sferican,
Stapicast, Sirine od 0.5 do 1 pum, a duzine nekoliko mikrometara). Proces dinamicke
reorganizacije mitohondrija podrazumeva i promenu strukture, kao i fuziju ili fisiju
mitohondrija u ¢elijama.

Jedna od vaznih karakteristika mitohondrija je postojanje dve membrane, spoljasnje
(glatka, u dodiru sa citoplazmom) i unutrasnje (naborana, ograni¢ava unutras$njost
mitohondrija). Nabori unutra$nje membrane mitohondrija oznaceni su kao kriste, a prostor
koji oivicavaju, unutarkristalni prostor. Kriste mogu varirati po broju, veliini 1 obliku.
Prostor izmedu dve membrane je medumembranski prostor, a prostor oivi¢en unutrasnjom
membranom se naziva matriks (Alberts i sar., 2002).

Spoljasnja mitohondrijalna membrana odreduje oblik ove organele. Debljine je 6-7 nm
i propustljiva je za odredene molekule zahvaljuju¢i prisustvu porina, membranskih proteina.
Unutrasnja mitohondrijalna membrana (debljine 5-6 nm) ima nekoliko puta vecu povrsinu od
spoljaSnje membrane. Nepropustljiva je za ve¢inu molekula i jona. Ima visok sadrzaj proteina
(75%). U njoj se nalaze proteini respiratornog kompleksa (Alberts i sar., 2002).

Metabolic¢ki aktivne celije imaju mitohondrije sa veéim brojem krista. Npr. u
mitohondrijama sréanih miSi¢nih ¢elija kriste su mnogobrojne 1 protezu se kroz celu organelu,
dok su u mitohondrijama makrofaga one retke i kratke (Alberts i sar., 2002).

Matriks ispunjava unutra$njost mitohondrija i sadrzi nekoliko stotina enzima koji
konvertuju produkte metabolizma ugljenih-hidrata, lipida i proteina.

Mitohondije sadrze i cirkularnu mtDNK (Alberts i sar., 2002). Humani
mitohondrijalni genom ima 37 gena, od kojih 13 kodiraju subjedinice (polipeptide) kompleksa
respiratornog lanca (kompleksa I, 1ll, IV i ATP sintaze), 22 kodiraju tRNK, a 2 rRNK
(Wallace, 2005; Bonawitz i sar., 2006). Ostale komponente sistema oksidativne fosforilacije,
kao i geni za viSe od hiljadu drugih mitohondrijalnih proteina (enzima), kodirani su
nukleusnim genomom, sintetiSu se na polizomima u citoplazmi i transportuju u mitohondrije.

Pored produkcije energije (ATP) mitohondrije imaju ulogu i u sintezi prekursora
stereoidnih hormona (u Zlezdanim c¢elijama gonada i kore nadbubrega), i hemoglobina,

skladistenju jona kalcijuma, apoptozi (programiranoj ¢elijskoj smrti) itd (Alberts i sar., 2002).
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1.8. Energetski metabolizam

Sve funkcije koje obavljaju celije zahtevaju energiju. Stvaranje i koris¢enje

metabolicke energije je fundamentalno za sve c¢elijske procese. Energija koju ¢elije koriste za

sve funkcije, rast i deobu, je hemijska energija u formi ATP.

Faza I Amino Masne kiseline Glukoza
Produkcija Acetil-CoA  kiseline
A Glikoliza
Piruvat
Piruvat dehidrogenazni
& kompleks
CO,
)
Acetil-CoA
Faza Il )
Oksidacija Acetil-CoA Oksaloacetat g rat
Ciklus limunske
kiseline
Faza III NADH?_ l
Prenos elektrona i l -
1
oksidativna fosforilacija 1 2H++% 0,
Lanac prenosa elektrona
/__—\ g H,O
ADP + Pi ATP

Slika 5. Klju¢ni putevi energetskog metabolizma (adaptirano iz Nelson i Cox, 2013).

Za vecinu zivih organizama kljuéni izvori energije su lipidi i ugljeni hidrati. SloZzena

mreza procesa ukljucenih u energetski metabolizam je sinhoronizovana, povezana i

regulisana, kako unutar pojedinaénih ¢elija, tako i pojedinih tkiva i organa u organizmu (Slika

5).
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1.8.1. Glikoliza

Glikoliza je kataboli¢ki put glukoze koji se odvija u skoro svim ¢elijama, u prisustvu
ili odsustvu kiseonika. Glukoza se glikoliti¢ki preko 10 povezanih reakcija razlaze do piruvata
(Slika 6). Dve pocetne reakcije glikolitiCkog puta (prva i tre¢a) zapravo troSe energiju,
koriste¢i ATP za fosforilaciju glukoze do glukozo 6-fosfata, a zatim preko fruktozo 6-fosfata
do fruktozo 1,6-bisfosfata. Enzimi koji katalizuju ove dve reakcije, heksokinaza i
fosfofruktokinaza-1 (PFK-1), su vazne regulatorne tacke glikolitiCkog puta. Jedan od klju¢nih
enzima glikolize je i gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH). GAPDH Kkatalizuje
konverziju D-gliceraldehid 3-fosfata (G3P) do visokoenergetskog intermedijera 1,3-
bifosfoglicerata (1,3-BPG) (Nelson i Cox, 2013). Pored uloge u glikolitic(kom putu, GAPDH
je vazna u regulaciji apoptoze, metabolizamu gvozda i ¢éelijskoj signalizaciji posredovanoj
receptorima. Povecana ekspresija i aktivnost GAPDH povezana je sa proliferacijom ¢elija i
tumorogenezom. Reaktivne vrste smanjuju kataliticku aktivnost GAPDH, $to se povezuje sa
starenjem celija i apoptozom. lzmenjena regulacija GAPDH primecena je kod kancera pluca,
bubrega, dojke, Zeluca, jetre, debelog creva, prostate, pankreasa, mokraéne beSike, glioma i
melanoma (Colell i sar., 2009).

Reakcije nakon formiranja fruktozo 1,6-bisfosfata ¢ine deo glikolitickog puta u kome
se proizvodi energija u formi ATP (u reakcijama koje katalizuju fosfoglicerat kinaza i piruvat
kinaza) (Cooper, 2000). Neto rezultat glikolitiCkog puta su dva molekula ATP i dva molekula
NADH (nastaje u reakciji katalizovanoj sa GAPDH). Pored doprinosa u produkciji ATP,
jedna od vaznih odrednica glikolitickog puta je doprinos brojnim putevima sinteze
biomolekula koji zapo¢inju od intermedijera glikolize.

U svim ¢elijama glikoliza se odvija u citoplazmi. U eukariotskim ¢elijama koje su
adekvatno opskrbljene kiseonikom, piruvat kao krajnji produkt glikolize se transportuje u
mitohondrije, gde se oksidativnom dekarboksilacijom prevodi u acetil-CoA koji ulazi u ciklus
limunske kiseline (Nelson i Cox, 2013). Na taj nacin se ugljenici glukoze kompletno oksiduju

do ugljen dioksida i vode.
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Slika 6. Sematski prikaz reakcija glikolitickog puta.

Doprinos oksidativnoj fosforilaciji u mitohondrijama, osim Secera (glukoze), daju
masne Kiseline. Da bi se obezbedilo kontinuirano snabdevanje goriva za oksidativni
metabolizam, zivotinjske celije skladiste masne kiseline u obliku masti i glukoze u obliku
glikogena. Kvantitativno, masne kiseline daleko vise doprinose ugljeni¢énim jedinicama od
glukoze. Oksidacijom masnih kiselina kao visoko redukovanih goriva, dobija se visestruko
vise energije nego oksidacijom jednake mase glikogena u svom hidratisanom obliku (Nelson i
Cox, 2013).
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1.8.2. Oksidacija masnih kiselina

Vecina lipida, posebno masnih kiselina ¢uva se u masnom tkivu i mobilise u skladu sa
energetskim potrebama organizma. Triacilgliceroli (trigliceridi) su skladi$na forma masnih
kiselina. Razlaganje masnih kiselina se odvija u mitohondrijama targetnih ¢elija u procesu
nazvanom [-oksidacija. Kroz cetiri reakcije jednog ciklusa B-oksidacije masnih kiselina
oslobadaju se dvougljeni¢ne jedinice u formi acetil-CoA. Prvi enzim ciklusa p-oksidacije, acil
koenzim A dehidrogenaza (ACAD) je i jedno od mesta regulacije ukupnog procesa razgradnje
masnih Kiselina (Gregersen, 2001). Samom B-oksidacijom i daljim razlaganjem acetil-CoA u
ciklusu limunske kiseline, masne kiseline direktno doprinose sintezi ATP i indirektno
stvaranjem redukovanih koenzima (NADH i FADH,) (Nelson i Cox, 2013).

Ciklus limunske kiseline (Slika 5), kao centralni metabolicki put, akceptuje ugljenike

glukoze, masnih kiselina i amino kiselina u formi acetil-CoA.

1.8.3. Oksidativna fosforilacija

Mitohondrijalna oksidativna fosforilacija je centralno mesto produkcije energije
(ATP). Energija katabolickih procesa uskladiStena u formi redukovanih koenzima se koristi za
sintezu ATP. Njihovim oksidovanjem elektroni se predaju kompleksima respiratornog lanca
NADH: ubikinon oksido-reduktaza (kompleks I, NADH dehidrogenaza), sukcinat: ubikinon
oksido-reduktaza (kompleks II, sukcinat dehidrogenaza), ubikinon: citohrom c oksido-
reduktaza (kompleks I1) i citohrom ¢ oksidaza (kompleks V). Posredstvom nosaca elektrona
u kompleksima elektroni putuju do kiseonika koji se Cetvoroelektronski redukuje do vode
katalitickom aktivno$¢u kompleksa IV (Slika 7). Energija ovog egzerogenog procesa
(transport elektrona duz respiratornog lanca) se koristi za odvijanje drugog, vektorijalnog
procesa, transporta protona iz matriksa mitohondrija u medumembranski prostor, koji je
egzerogen po prirodi. Transport protona odvija se preko kompleksa I, 111 i IV (4+4+2 protona
po paru elektrona), pa se zato ovi kompleksi nazivaju protonskim pumpama. Na taj nacin je
stvorena koncentraciona razlika protona sa jedne i druge strane unutra$nje mitohondrijalne
membrane, koja se oznacava kao proton pokretacka snaga tj. elektrohemijski potencijal. On
sadrzi dve vrste energije, hemijski potencijal usled razdvajanja jedne hemijske vrste, protona,
i elektri¢ni potencijal, usled razdvajanja naelektrisanja. Ovako nastala potencijalna energija
moze se iskoristiti za obavljanje rada ako postoji odgovaraju¢i trandjuser koji ¢e to moci da
uradi. U ovom slucaju, ako se vracanje protona u matriks (proton pokretacka snaga) iskoristi

da se uskladiStena energija konvertuje u hemijsku energiju. U unutrasnjoj mitohondrijalnoj

16



membrani, enzimski kompleks ATP sintaza (nekada oznafavan i kao kompleks V), ima taj
kapacitet da kada se protoni posredstvom njene Fo subjedinice (transmembranska) vracaju u
matriks, sintetiSe ATP iz ADP i neorganskog fosfata (Pi) posredstvom svoje kataliticke, F1
subjedinice (proteze se ka matriksu). Citohrom c¢ se nalazi u intermembranskom prostoru, uz
unutra$nju membranu mitohondrije, nose¢i elektrone sa kompleksa Il na kompleks IV
(Nelson i Cox, 2013).
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Slika 7. Sematski prikaz procesa oksidativne fosforilacije (adaptirano iz Nelson i Cox, 2013).
1.9. Antioksidativna odbrana

Smatra se da oko 3% kiseonika koji se koristi u procesu oksidativne fosforilacije,
usled parcijalne redukcije biva kanalisano ka produkciji reaktivnih vrsti kiseonika (ROS).
Jedno-elektronskom redukcijom nastaje superoksid anjon radikal (O,™), dvo-elektronskom
vodonik peroksid (H20,), a redukcijom sa tri elektrona visoko-reaktivni hidroksil radikal
('OH). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da su kompleks Il i kompleks | mesta gde nastaje
najviSe ROS (Phillip West i sar., 2011). Osim u respiratornom lancu, O, nastaje i na drugim
mestima u ¢eliji, a jedan od vaznih izvora je enzimski kompleks NAD(P)H oksidaza. Ovaj
enzim produkuje O, koriste¢ci NAD(P)H za jednoelektronsku redukciju kiseonika.

Odrzavanje redoks ravnoteze u uslovima povecane produkcije ROS postize se
aktivacijom antioksidativne odbrane (engl. antioxidant defense, AD) (Halliwell i Gutteridge,
1990; Halliwell i sar., 1992; Johnson, 2002). Primarnu, osnovnu, liniju odbrane ¢ine enzimi:
CuZn i Mn superoksid dismutaza (engl. superoxide disimutases, SODs,), katalaza i glutation
peroksidaza (GSH-Px) (Slika 8).

CuZnSOD uglavnom je lokalizovana u citoplazmi i medumembranskom prostoru
mitohondrija a MnSOD u mitohondrijalnom matriksu (Majima i sar., 1998; Guan i sar.,
1998). Obe izoforme SOD katalizuju istu reakciju, vr$e konverziju O, u H,O,. Vodonik
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peroksid nije po hemijskoj prirodi radikal. Uklanjaju ga uglavhom Kkatalaza (u
peroksizomima) i GSH-Px (prevashodno lokalizovana u citoplazmi i matriksu mitohondrija).

U uslovima stresa ili bolesti moze do¢i do generisanja vecih koli¢ina ROS, oste¢enja
paismrti ¢elija.

H,0, BERIN H,O

1 | GSH_|
- Sukcinat TR" I
1
1 L Matriks
: mitohondrije
& ey —. _—
YT
1 ANT | UM
1
= !
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= 1 prostor
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v
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Slika 8. Formiranje ROS u ¢eliji i antioksidativna odbrana (adaptirano iz Mohammed, 2012). MMP -
mitohondrijski membranski potencijal; TRX - tioredoksin; GSH - glutation redukovani; GPX -
glutation peroksidaza; VDAC - voltazno zavisni anjonski kanali; ANT - adenin nukleotid translokator;
Cyp D - ciklofilin D; CuZnSOD - bakar cink superoksid dismutaza; MnSOD - mangan superoksid

dismutaza; SM - spoljasnja membrana; UM - unutra$nja membrana

Osim reaktivnih vrsti kiseonika, postoje i druge, npr. reaktivne vrste azota (RNS).
Azot oksid (NO) je slobodni radikal koji nastaje enzimskom akcijom azot oksid sintaze
(NOS). Postoje tri izoforme NOS: endotelijalna (eNOS), neuronalna (nNOS) i inducibilna
(INOS). Sve tri izoforme eksprimiraju se u razli¢itim ¢elijama, a nazivi ukazuju na njihovo
otkri¢ce. Osim njih, za mitohondrije je karakteristicna specifi¢na, mitohondrijalna NOS, ali
njena karakterizacija nije definisana (Martinez i Andriantsitohaina, 2009).

Pored toga $to su reaktivne vrste (ROS i RNS) toksi¢ne ako se produkuju u koli¢ini
koja prevazilazi kapacitet antioksidativne odbrane, one ostvaruju brojne fizioloske uloge.
Tako, O, produkovan NAD(P)H oksidazom u fizioloSkim koncentracijama ima brojne uloge
u celiji, od oplodnje jajne celije do sinteze hormona (tiroidni). Azot oksid u fizioloskim
okvirima stimuliSe mnogobrojne celijske procese, ukljucujuéi razlicite aspekte funkcije
mitohondrija. Reaktivne vrste imaju vaznu ulogu u regulaciji proliferacije i diferencijacije

¢elija (Martinez i Andriantsitohaina, 2009).
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1.10. Interleukin 6 (IL-6)

IL-6, plejotropni citokin, ucestvuje u razli¢itim fizioloSkim dogadajima, kao §to su:
¢elijska proliferacija, diferencijacija, prezivljavanje i apoptoza. U prenosu signala IL-6
ucestvuje preko JAK/STAT signalne kaskade kojom citokini, hormon rasta i prolaktin
prenose signal (Darnell i sar., 1994; lhle i sar., 1994; Schindler i sar., 1995).
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Slika 9. IL-6 produkujuce celije (gornji deo slike) i bioloska aktivnost IL-6 (donji deo slike)
(adaptirano iz Naka i sar., 2002)

IL-6 produkuju limfoidne i nelimfoidne celije, kao §to su T i B limfociti, monociti,
fibroblasti, keratinociti, endotelne, mezengijalne c¢elije, i neke vrste tumorskih Cdelija
(Kishimoto i sar., 1995). IL-6 indukuje rast T c¢elija, kao i diferencijaciju citotoksi¢nih T
limfocita (Noma i sar., 1987; Okada i sar., 1988). IL-6 deluje sinergisticki sa IL-3 pomazuéi u
formiranju kolonija blast ¢elija hematopoeze. (Ogawa, 1993). IL-6 indukuje diferencijaciju
makrofaga (Nicola i sar., 1983), megakariocita (Ishibashi i sar., 1987) i osteoklasta (Tamura i

ar., 1993). Kod akutne zapaljenske reakcije, ovaj citokin stimuliSe hepatocite da produkuju
karateristicne proteine: C-reaktivni protein (CRP), fibrinogen, al-antitripsin i serum amiloid
A (Castell i sar., 1988) i suprimira produkciju aloumina (Andus i sar., 1987). IL-6 deluje kao
faktor rasta kod nekih vrsta tumora, na primer: plazmocitom (Nordan i sar., 1987), multipli

mijelom (Kawano i sar., 1988) i karcinom renalnih ¢éelija (Miki i sar., 1989).
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1.11. Faktor nekroze tumora o (TNFa)

Faktor nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor, TNFa) je verovatno najmoéniji
induktor nekoliko puteva prenosa intracelularnih signala, ukljucujuéi apoptozu, diferencijaciju
¢elija i transkripciju gena (Slika 10.).
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Slika 10. Celijski mehanizmi posredovani TNFa receptorima (adaptirano iz Macewan, 2002).

Aktivirani TNF receptori posreduju u regulaciji razli¢itih signalnih puteva. Receptori
TNFo (TNFR; do danas detektovano 29) su ukljuceni u aktivaciju mitogen aktivirajuce
protein kinaze (MAPK) i c-Jun N-terminal kinaze (JNK), aktivaciju kaspaze, stimulaciju
lipaze i idukciju proteaze. Aktiviranjem ovih signalnih puteva, TNFo posreduje u pokretanju
mehanizama apoptotoze ili prezivljavanja celija (Arch i Thompson, 1999; Locksley i sar.,
2001). Takode je sugerisano da TNFo menja permeabilitet mitohondrijske membrane, $to
dovodi do oslobadanja citohroma c, oslobadanja i aktivacije kaspaza i apoptoze (Rutka i sar.,
1988; Pastorino i sar., 1996; Higuchi i sar., 1998; De Vos i sar., 1998; Bradham i sar., 1998;
Chandel i sar., 2001). Novija saznanja o povezanosti TNFa indukovanog signalnog puta sa
produkcijom ROS su protivureéna tako da mehanizam ovog signalnog puta nije jasan
(Chandel et al., 2001).

Vrlo je intrigantno kako jedan ligand moze generisati toliko razlicitih celijskih
odgovora. Pretpostavlja se da je razlog ovome §to TNFa receptori prilikom aktivacije ne
"radi" uvek na isti nacin, tj. ne generiSe uvek isti mehanizam. Istrazivaci pretpostavljaju da
mehanizam celijskog odogovora zavisi od trenutnog okruzenja (uslova) u ¢eliji, kao i od tipa
¢elija i tkiva (Macewan, 2002).

Istrazivanja 1 saznavanja ¢injenica o mehanizmima i signalnim putevima koje pokrece

TNFa moze otvoriti nove moguénosti u terapiji razlicitih oboljenja.
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2. Cilj rada



I pored velikog razvoja, jo§ uvek se suo¢avamo sa problemima u lecenju pacijenata sa
HL, NHL, NB i ES. Jo§ uvek nije potpuno jasno zaSto postoje razlike u brzini oporavka
hematopoeze (vremenu prihvatanja kalema) posle HSCT kod pacijenata sa istim oboljenjima,
kod kojih su primenjeni istovetni mobilizacioni protokoli i1 rezimi kondicioniranja.
Dosadas$nja ispitivanja na animalnim modelima, in vitro, kao i in vivo studije, ne pruzaju
potpunu sliku o pokrenutim molekulskim mehanizmima.

Za sagledavanje terapeutskog potencijala mati¢nih ¢elija od znacaja je poznavanje
njihovog energetskog tj. metabolickog statusa.

Ciljevi ove doktorske disertacije su :
1. Ispitati metabolicke parametre u mati¢énim ¢elijama hematopoeze periferne krvi bolesnika
sa solidnim tumorima (NB, Ewing Sarcoma) i limfoma (HL i NHL):
- parametre energetskog metabolizma: glikolize, B-oksidacije masnih kiselina, ciklusa
limunske kiseline, procesa oksidativne fosforilacije i same sinteze ATP;
- funkcionalni status mitohondrija i nivo mtDNK;
- ekspresiju NOX (NADPH oksidaze), kao vazne komponente produkcije superoksid
anjon radikala;
- ekspresiju izoformi azot oksid sintaza i produkciju azot oksida;
- nivo najvaznijih komponenti antioksidativne odbrane mati¢nih ¢elija hematopoeze;
- ekspresiju IL-6 i TNFa, citokina sa multifunkcionim efektima.
2. Uporediti rezultate ispitivanja pacijenata bez primene i posle primene protokola
mobilizacije hematopoeznih mati¢nih ¢elija kostne srzi.
3. Uporediti rezultate dobijene iz uzoraka obe grupe pacijenata sa tumorima sa rezultatima
dobijenih iz uzoraka monojedarnih ¢elija zdravih subjekata.
4. Ispitati moguci uzro¢no-posledi¢ni odnos ispitivanih parametara i vremena prihvatanja
kalema posle autologe transplantacije mati¢nim ¢elijama hematopoeze.

Svi nabrojani parametri praceni su u monojedarnim ¢elijama periferne krvi pacijenata
kod kojih nije primenjen mobilizacioni protokol, tj. koji nisu primili kombinovanu
hemioterapiju i G-CSF; kod kojih je primenjen mobilizaconi protokol (primili kombinovanu
hemioterapiju i G-CSF i zdravih osoba kao kontrolnih subjekata.

Rezultati treba da doprinesu, produbljivanju saznanja 0 molekulskim mehanizmima
ukljuenih u odrZanje energetskog metabolizma 1 funkcije mitohondrija mati¢nih celija

hematopoeze periferne krvi i otvore puteve za nove pristupe u dijagnostici i terapiji tumora.
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3. Materijal 1 metode



3.1. Pacijenti i kontrolna grupa

Ispitivanja su radena na uzorcima monojedarnih ¢éelija koje su podeljene u tri grupe:
e pacijenti koji su primali mobilizacioni protokol (MP),
e pacijenti koji nisu primali mobilizacioni protokol,
e zdrave osobe, kontrola.
Grupa pacijenata koji su primali protokol mobilizacije obuhvatala je 35 pacijenata
obolelih od HL, NHL, NB i ES. Od 35 pacijenata ove grupe ispitivanja su radena na 27

uzoraka. Podaci za broj decaka, devojcica i njihov uzrast prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Distribucija pacijenata koji su primali MP po dijagnozi, polu i uzrastu.

Pol* Medijana
Tip tumora uzrasta
decaka devojcica .

(godine)
Neuroblastom (NB) 5 3 3,1
Juingov sarkom (ES) 8 1 12,7
Hockinov limfom (HL) 4 2 10,3
Non-Hockinov limfom (NHL) 4 0 11,8

Uzorci monojedarnih ¢elija pacijenata koji nisu dobijali mobilizacioni protokol
dobijeni su iz uzoraka krvi koji su kori$¢eni za rutinska ispitivanja pre svakog ciklusa redovne
hemioterapije.

Kontrolnu grupu ¢inile su zdrave osobe koje su dale saglasnost da ucestvuju u

sprovedenim ispitivanjima.
3.2. Priprema uzoraka

S obzirom da je vrlo zahtevno izdvojiti mati¢ne celije hematopoeze iz uzoraka
nemobilisanih pacijenata i zdravih davalaca (mali broj ¢elija u perifernoj krvi i vrlo skupe
procedure izdvajanja) ispitivanja su radena na uzorcima monojedarnih celija MNC
(engl.mononuclear cell). Opste prihvacéen stav je da se detektovane promene u uzorcima MNC

mogu prihvatiti, jer mati¢ne ¢elije hematopoeze spadaju u grupu monojedarnih ¢elija.
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3.2.1. Mobilizacija mati¢nih éelija hematopoeze

Za mobilizaciju PBSC kod pacijenata primenjivani su standardni terapijski protokoli
uz G-CSF u dozi 10g/kg/TM (telesne mase).

Mobilizacioni protokoli za svaku pojedinacanu dijagnozu dati su u Tabeli 5.

Uspesnost mobilizacije procenjivana je brojanjem CD34+ celija u krvi metodom
proto¢ne citometrije. Mobilizacija se smatra uspe$nom kada je njihov broj > 20/uL Krvi
(Sutherland i sar., 1996). U slu¢aju slabe mobilizacije (10-19 CD34+ ¢elija u pL krvi) radi
prikupljanja dovoljnog broja CD34+ c¢elija (u zavisnosti od slu¢aja): uraden je veéi broj
afereza, povecan je volumen obradene krvi pri svakoj proceduri afereze ili je ponovljena
mobilizacija uz primenu povecanih doza G-CSF. Cilj afereze bio je da prikupljen broj
autolognih CD34+ ¢éelija bude > 5x10%kg TM primaoca. Kod 35 pacijenata (Tabela 4),

uzrasta od 6-75 meseci i telesne tezine 7-19 kg, uradena je 49 procedura mobilizacije.

Tabela 4. Distribucija pacijenata po, polu i uzrastu kod kojih je uradena procedura afereze.

Maksimalna-minimalna

Karakteristika Vrednost
vrednost

Broj pacijenata 35 -
Pol (muski/zenski) 26/9 -
Telesna masa

§ 13,5 7-19
medijana (kg)
Uzrast medijana (meseci) 36 6-75

Uzorci MNC dobijeni aferezom su posle dodavanja krioprotektanta (di metil sulfoksid,
DMSO) zamrznuti procedurom programskog zamrzavanja i do primene, tj. autologne HSCT
¢uvani u te¢nom azotu na temperaturi -196 °C. Za procenu vijabilnosti kriokonzervisanih
uzoraka i sprovedena ispitivanja koriséeni su uzorci afereznih produkata (3 mL) koji su

krikonzervisani u kriotubama.
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Tabela 5. Mobilizacioni protokoli.

. Tretman ) Trajanje
Tip tumora ] . Doza (mg/m®)
(sukcesivno davanje) (dana)
Vinkristin 1.5 1-3
Etopozid 175 1-3
Neuroblastom ] )
Ciklofosfamid 1050 1-2
(COJEC protokol) ) )
Cis-platina 80 1
+ G-CSF 10 mg/kg/dan -
Ifosfamid 1200 1-5
Juingov sarkom Karboplatin 400 1-2
(EURO protokol) Etopozid 1000 1-5
+ G-CSF 10 mg/kg/dan -
Deksametazon 10 1-5
Ciklofosfamid 200 1-5
Hockinov limfom
Adriamicin 25 4i5
(HT protokol)
Vinkristin 15 1
+ G-CSF 10 mg/kg/dan -
Deksametazon 10 1-5
Non-Ho¢kinov Ciklofosfamid 200 1-5
limfom Adriamicin 25 4i5
(HT protokol) Vinkristin 15 1
+ G-CSF 10 mg/kg/dan -

Uzorci pacijenata (po 2 iz svake grupe tumora), koji nisu bili podvrgnuti protokolu
mobilizacije dobijeni su od pacijenata u toku njihovih redovnih uzimanja uzoraka krvi za
analize.

Kontrolnu grupu su ¢inile zdrave osobe koje su dale saglasnost da ucestvuju u

sprovedenim ispitivanjima.

3.2.2. Izdvajanje monojedarnih ¢elija iz pune krvi zdravih davalaca i pacijenata koji

nisu primali mobilizacioni protokol

MNC iz pune krvi zdravih davalaca i pacijenata koji nisu dobijali mobilizacioni
protokol (6 uzoraka po grupi), izdvojene su uz pomo¢ gradijentnog medijuma Lymphoprep™

(Nicomed Pharma AS, Oslo, Norway).
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Lymphoprep™ je zagrejan na sobnu temperaturu (uva se na +4 °C). Krv je
razblazena fizioloskim rastvorom u odnosu 1:2 (2 mL krvi + 4 mL fizioloskog rastvora). U
obelezene epruvete sipano je po 4 mL Lymphoprep™. Pasterovom pipetom ili $pricem je
lagano, niz zid epruvete (da se ne bi izmesali slojevi), sipana razblazena krv u odnosu 1:1.5 (u
4 mL Lymphoprep™ sipano je 6 mL razblazene krvi). Ovako pripremljene epruvete su
pazljivo smestene u centrifugu (Rotanta 460, Germany) da se slojevi ne izmeSaju i
centrifugirane 10 minuta na 1200 rpm, bez aktiviranja kocnice na centrifugi. Odmah po
zavrSenom prvom centrifugiranju, pokrenut je drugi program centrifugiranja 15 minuta na
3000 rpm, takode bez aktiviranja ko¢nice.

Po zavrSenom centrifugiranju u epruvetama odvojili su se slojevi kako je prikazano na
Slici 11.

Poklopac Il Poklopac

Plazma/PBS
Periferna krv /

razblazena u PBS

MNC/Lymphoprep™
Filter C-i-l- - Filter

Eritrociti/
™
Lymphoprep u Lymphoprep™

Slika 11. Sematski prikaz razdvajanja slojeva u Lymphoprep™ medijumu nakon centrifugiranja.

Pipetom je izdvojen sloj plazme, a zatim pazljivo, kruznim pokretima pokupljen je i
prsten MNC. Pokupljene ¢elije prebacene su u drugu epruvetu, dodat im je fizioloski rastvor
do 10 mL. Ova celijska suspenzija centrifugirana je 10 minuta na 2000 rpm (Evans i
Middleton, 1970).

Supernatant je aspiriran pipetom, deo taloga ¢elija uzet je za proveru vijabilnosti, a
ostatak ¢elija je posle dodavanja krioprotektanta DMSO, zamrznut tehnikom programskog
zamrzavanja i ¢uvan u te¢nom azotu na temperaturi od -196 °C za Western blot, RT-PCR

(engl. Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) i imunohistohemijske analize.

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20CA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Middleton%20VL%5Bauth%5D

3.2.3. Izdvajanje monojedarnih éelija iz krvi pacijenata nakon mobilizacione procedure

- Afereza

Proces prikupljanja monojedarnih c¢elija (medu kojima su i mati¢ne celije
hematopoeze) iz periferne krvi naziva se afereza. Procedura afereze je radena na polu-
automatskom separatoru sa kontinualnim protokom krvi (Cobe Spectra, Version 6.1; Gambro
BCT, Lakewood, CO, USA), u programu za kolekciju MNC u skladu sa Nadler i Allen
formulom, koja uzima u obzir tezinu, visinu i pol pacijenta (Veljkovic i sar., 2011).

Monojedarne ¢elije, medu kojima su i mati¢ne ¢elije hematopoeze, prikupljane su
procesiranjem 2.5 do 3 puta ukupne zapremine Krvi pacijenta. Kontinuirani priliv krvi u
separator obezbeden je preko privremenog katetera u radijalnoj arteriji, femoralnoj ili
jugularnoj veni ili preko periferne vene.

Procedurom afereze MNC su odvojene u posebnu kesu a ostali ¢elijski elementi i
plazma vracéeni pacijentu. Za antikoagulaciju koriséen je rastvor limunske kiseline-dekstroze
(lat. Acidum Citricum Dextrose, ACD), a u nekim slu¢ajevima kombinacija ACD i heparina.
Procedure su trajale od 1.8 do 7 ¢asova (Tabela 6).

Ukoliko je potreban prinos ¢elija neophodnih za autolognu transplantaciju bio manji
od zahtevanog (5x10° CD34+ éelija/lkg TM) procedura prikupljanja ponovljena je narednog
dana ili tokom sledecéeg terapijskog ciklusa.

Kod 35 dece ¢ija je teZina bila manja od 20 kg uradeno je 49 kolekcija PBSC.

Karakteristike afereznih produkata prikazane su u Tabeli 6.

Tabela 6. Karakteristike afereznih procedura i zapremine prikupljenih produkata.

Maksimalna -

Parametar Srednja vrednost minimalna

vrednost
Broj procedura 2 1-3
Zapremina procesovane Krvi 320 141-594
(mL/kg/procedura)
Brzina protoka (mL/min) 16 8-28
Vreme trajanja procedure (min) 279 113-420
Zapremina afereznog produkta

250 98-350

prikupljenog tokom procedure (mL)
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3.3. Odredivanje broja CD34+ u afereznom produktu metodom protoc¢ne citometrije

Pre odredivanja broja mati¢nih ¢elija (CD34+) neophodno je odrediti broj leukocita.
Broj leukocita odreden je na hematoloskom analizatoru ACT diff COULTER (Coulter Corp,
Miami, USA). Po odredivanju ukupnog broja leukocita u afereznom produktu, njihov broj je
optimizovan tako da ne bude veéi od 10x10%L ili 10 000/mm?®, razblazivanjem PBS ili FACS
(engl. fluorescence-activated cell sorting) Flow rastvorom (Becton Dicinson, Oxford, UK).

U 2 epruvete (original za proto¢nu citometriju) dodato je po 100 puL uzorka u kome je
podesena koncentracija ¢elija, a zatim je u epruvetu 1 sipano 100 pL. uzorka neobojenih celija
(negativna kontrola), a u epruvetu 2 u 100 pL uzorka dodata su monoklonska antitela (MoAt)
(Becton Dicinson, Oxford, UK) u koli¢ini koja je prethodno odredena titracijom. MoAt su
bila obelezena fluorescentnim bojama: MoAt Anti-CD* PI (propidijum jodid), a MoAt Anti-
CD* FITC (fluorescein izotiocijanat izomer 1). Uzorak je promesan na vortexu (IKA,
Wilmington, USA) 3-4 sekunde i potom inkubiran u mraku 15 minuta na sobnoj temperaturi.
Po zavrSenoj inkubaciji u svaku epruvetu dodato je po 2 mL NH4CI rastvora za liziranje
(pravljeno u Laboratoriji za proto¢nu citometriju, Instituta za majku i dete), promesSano na
vortexu i inkubirano 10 minuta u mraku, na sobnoj temperaturi. Posle inkubacije suspenzija je
centrifugirana 5 minuta na 1500 rpm. Po centrifugiranju supernatant je odstranjen, a u talog
svake od epruveta dodato je po 0.5 mL FACS Flow rastvora. Merenje je vrSeno na FACS
proto¢nom citometru (Becton Dicinson, Oxford, UK), pomo¢u PAINT-A-GATE softvera, a u
skladu sa postupkom koji preporucuje ISHAGE (engl. International Society of Hematotherapy
and Graft Engineering) protokol merenja (Sutherland i sar., 1996).

Broj CD34+ mati¢nih ¢elija hematopoeze u uzorku odreduje se izraCunavanjem na
osnovu izmerenog procenta i ukupnog broja leukocita sa hematoloskog analizatora. Broj

CD34+ mati¢nih ¢elija hematopoeze se izrazava brojem celija na pL uzorka.
3.4. Zamrzavanje periferne krvi bogate mati¢nim ¢éelijama hematopoeze i uzoraka MNC

Za potrebe zamrzavanja uzoraka pripremljen je pufer za zamrzavanje dimetil sulfoksid
(engl. dimethyl sulfoxide, DMSO) (CryoSure-DMSO; WAK-Chemie Medical GmbH,
Steinbach/Taunus, Germany) i puferisani fizioloski rastvor (engl. buffered physiological
saline, PBS) (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany), u odnosu 1:1. Uzorci su
zamrzavani sa finalnom koncentracijom DMSO od 10% (Day i sar., 2007).

Pre dodavanja pufera za zamrzavanje uzorci krvi su drzani na ledu sa ciljem da se

izbegne toksic¢ni efekat DMSO. Odmah po mesanju uzorka krvi sa puferom za zamrzavanje
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uzorak je razliven u krio tube za zamrzavanje (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Germany), koje su smestene U masSinu za programsko zamrzavanje (IceCubel800D; Sy-Lab,
Neupurkersdorf, Austria). Proces programskog zamrzavanja MNC obavljen je u skladu sa
standardnom operativnom procedurom zamrzavanja periferne krvi Odeljenja za
transpalntaciju kostne srzi sa laboratorijom za kriobiologiju Instituta za majku idete.

Po zavrSenoj proceduri zamrzavanja krio tube su smestene u metalne nosace i uronjene
U te¢ni azot (temperatura - 196 °C) i duvane do upotrebe. (Germann i sar., 2013)

Po istoj proceduri zamrzavaju se i uzorci MNC odvojeni ha Lymphoprep™. Razlika u
odnosu na zamrzavanje afereznog produkta je $to je pre zamrzavanja ovih uzoraka potrebno

podesiti koncentraciju ¢elija na 1 x 10%/mL.
3.5. Ispiranje ¢elija od toksi¢nog kriprotektanta (DMSO)

Pre ispitivanja zamrznuti uzorak MNC odmrznut je naglim prebacivanjem krio tuba
iz te¢nog azota u vodeno kupatilo na 37 °C, a potom ispran od DMSO razblaZivanjem u PBS
u odnosu 1:10. Suspenzija je potom centrifugirana na 1100 rpm/10 min. Deo dobijenog taloga
je rasuspendovan u IMDM medijumu (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium; Life
Tehnologies, Glasgow, UK) sa 2% FBS (Fetal Bovine Serum; Stem Cell Technologies:
Metachem Diagnostics Northampton, UK) i kori$¢en za ispitivanje vijabilnosti ¢elija nakon
odmrzavanja, dok je ostatak koris¢en za dalja Western blot, RT-PCR i imunohistohemijska

ispitivanja.
3.6. Odredivanje vijabilnosti ¢elija posle odmrzavanja
3.6.1. Odredivanje vijabilnosti ¢elija nakon odmrzavanja metodom Tripan plavo

Da bi se utvrdio kvalitet produkta pre davanja pacijentu, potrebno je odrediti procenat
vijabilnosti, odnosno koliki procenat ¢elija je preziveo zamrzavanje. Ovaj parametar je vrlo
vazan, jer pokazuje kvalitet zamrzavanja. Osim procenta vijabilnosti odreduje se i1 broj
granulocitno-monocitnih kolonija (engl. colony-forming unit-granulocites, G-CFU) koje su
proizvele mati¢ne ¢elije po odmrzavanju. Time se odreduje kapacitet ¢elija za repopulaciju
(Netcord-FACT international standards). Vijabilnost ¢elija odredivana je pre zamrzavanja i po
odmrzavanju uzorka mati¢nih ¢elija periferne krvi.

Posle centrifugiranja deo taloga je resuspendovan u IMDM medijumu (Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium; Life Tehnologies, Glasgow, UK) sa 2% FBS (Fetal Bovine
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Serum; Stem Cell Technologies: Metachem Diagnostics Northampton, UK), od ¢ega je uzeto

100 pL za brojanje. U uzorak je dodato 100 uL tripan plave boje (Sigma - Aldrich, Poole,

UK). Boja i ¢elijska suspenzija pomesane su u odnosu 1:1. Po dodavanju boje u suspenziju

éelija uzorak je dobro homogenizovan. Celije su brojane na plodici za brojanje,

hemocitometru. Pokrovna plocica stavljena je tako da pokrije obe komore na hemocitometru

(Slika 12).

Slika 12. Hemocitometar za brojanje ¢elija.

Uzorak obojenih celija nanet je pazljivo izmedu pokrovne plocice i komora

hemocitometra, tako da ne ude vazduh ispod plocice, ali i da se ne sipa premalo i previse

uzorka.

Brojane su samo neobojene éelije, jer su one vijabilne. Celije se moraju izbrojati za 3

minuta od trenutka dodavanja boje, jer posle tog vremena boja prodire u ¢elije i “ubija” ih.

Slika 13. Polja na hemocitometaru u kojima se broje ¢elije. Kvadrati 1, 2, 3, 4 imaju stranice duzine 1

mm i 1 mm dubine.

Broj ¢elija po mililitru racunat je po formuli:

1+2+3+4
4

1, 2, 314 - polja na plo¢ici u kojima se broje ¢elije

x10% x % = broj éelija/mL suspenzije

R - razblazenje uzorka koji je nanet na hemocitometar
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Ukupan broj celija racunat je tako $to se broj ¢elija po mL pomnozi sa starthom
zapreminom (Coligan i sar., 2001).

Da bi se odredio procenat vijabilnosti celija, tj. koliki procenat celija je preziveo
zamrzavanje i odmrzavanje izbrojane su sve ¢elije na plocici za brojanje, a zatim su izbrojane
samo mrtve ¢elije i izraGunat procenat vijabilnosti po formuli:

T /(N x 100) = % vijabilnosti
T - ukupan broj ¢elija (zive + mrtve)

N - broj mrtvih ¢elija
3.6.2. Odredivanje vijabilnosti ¢elija nakon odmrzavanja na automatskom brojacu ¢elija

Verodostojnost rezulatata dobijenin metodom Tripan plavo nakon odmrzavanja,
proverena je na automatskom brojacu ¢elija (Advanced Detection & Accurate Measurement,
DigitalBio).

Rastvor sa oznakom T (AccuStain Solution T) koji boji sve celije sastoji se od Pl
(propidijum jodid) i rastvora za liziranje ¢elija. Rastvor sa oznakom N (AccuStain Solution
N), boji samo mrtve ¢elije, sastoji se od Pl i PBS.

Da bi se odredio ukupan broj ¢elija, membrana svih ¢elija mora biti lizirana i svi
nukleusi obojeni Pl. Ovo se postize bojenjem jednog uzorka sa T rastvorom. U drugom
rastvoru zive ¢elije ostaju netaknute i samim tim su neobojene (N).

Po 50 pL celija i rastvora T promeSani su na vortex mesalici. Ista procedura je
ponovljena i sa rastvorom N. Uzeto je po 12 uL suspenzije ¢éelija iz T, odnosno N rastvora i
naneseno u kanali¢e na plocici (Cip) (Slika 14). Suspenzije su dodavane pazljivo da mehuri¢

vazduha ne bi usao u kanali¢, jer to moze ometati brojanje (ADAM Instruction manual, 2008).

Slika 14. Nanosenje lizata na ¢ip

Po nanoSenju suspenzija, Cip je pazljivo smeSten U nosa¢ na instrumentu. Po

zavrSenom brojanju na displeju su ocitane vrednosti za ukupni broj ¢elija i broj mrtvih ¢elija i
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na osnovu toga instrument je izraGunao Vijabilnost. Izracunati broj ¢elija je na 1 mL (Slika
15).

PI

@ @ Ukupan br. éelija: A

Nukleusobojen PI A »
Jivadelija i TOTAL , . T0TA
7 NON-VIABLE NON-VIABLE
s PI
= ® e
Nukleusobojen PI
(A-B)
Vijabilnost(%) = X 100
A

Br. mrtvih éelija: B

TOTAL TOTA

Ziva celija

%) NON-VIABLE NON-VIABLE

PI

Mrtva celija Nukleusob(-)jen PI

Slika 15. Na slici je prikazan izgled ¢elija obeleZenih rastvorom T i N, mesto nanosenja na plocicu za
brojanje, kao i formula za izra¢unavanje procenta zivih ¢elija (Slika preuzeta iz ,,ADAM A new

standard of Automatic cell counter Instruction manual®; Digital Bio, 2008).

3.7. Odredivanje broja prethodnika granulocitno-monocitne i eritrocitne loze u

uzorcima periferne krvi nakon odmrzavanja

Ova metoda se koristi kod kvantifikovanja i karakterizacije humanih hematopoetskih
progenitora poreklom iz krvi pupcanika, mobilisane periferne krvi i kostne srzi. Takode se
koristi i za kontrolu krioprezervacije, posle ex vivo obrade celija, tj. posle bilo kakvog
manipulisanja ¢elijama mora se proveriti da li su odrzale kapacitet repopulacije (Lewis i sar.,
1996).

Po odredivanju vijabilnosti mora se optimizirati broj celija po mL podloge.
Razblazenje ¢elija su napravljena u medijumu IMDM (engl. Iscove's Modified Dulbecco's
Medium) sa 2% FBS tako da njihova koncentracija bude 1 x 10° Zivih ¢elija po mL. Uzeto je
250 uL éelijske suspenzije i prebaceno u prethodno pripremljenih 2.25 mL MethoCult™
polucvrste metilcelulozne podloge MC H4434 (Sigma-Aldrich, Poole, UK) tako da finalna
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koncentracija ¢elija bude 1 x 10°/mL. Suspenzija je na vorteksu dobro izmesana, sadekano je
par minuta da se stalozi (odnosno da mehurié¢i vazduha izadu na povrsinu). Zatim je razliveno
po 1 mL podloge sa ¢elijama u petri Solje (Miles Laboratories, Neperville) pre¢nika 35 mm
koriste¢i Spric i iglu od 18G (ili deblju). Petri Solje su stavljene u vecu petri Solju (100 mm)
zajedno sa jos jednom od 35 mm, bez poklopca, u kojoj je sterilna voda, kako bi se
obezbedilo da se podloga sa celijama ne osusi. Potom je veca petri Solja poklopljena i
stavljena u inkubator na 37 °C sa atmosferom zasi¢enom vodenom parom (95% vlage) i sa
5% CO,. Nakon 14 dana inkubacije, na invertnom mikroskopu, izbrojane su kolonije, koje
odgovaraju CFU-GM (engl. colony-forming unit-granulocites, macrophages), BFU-E (engl.
burst-forming unit-erythroid), CFU-GEMM (engl. colony-forming unit-granulocites,
erythrocites, macrophages, megakariocites), CFU-M (colony-forming unit-macrophages) i

CFU-G (engl. colony-forming unit-granulocites) (Slika 16).

Slika 16. Mikroskopski prikaz izgleda BFU-E, CFU-GM, CFU-GEMM, CFU-M, CFU-G kolonija
(adaptirano iz Appleby i sar., 2012).

3.8. Priprema uzoraka za Western blot i PCR

Za izolaciju RNK i proteina, deo dobijenog taloga (nakon izolovanja monojedarnih
¢elija iz pune krvi pomo¢u Lymphoprep™; odnosno nakon odmrzavanja afereznog produkta i
ispiranja ¢elija od DMSO) rastvoren je u 250 uL. monofaznog rastvora fenola i guanidin-
izotiocijanata, koji razara celijske membrane (TRIzol®, Invitrogen). Zatim je homogenat
inkubiran sa hloroformom (za odvajanje faza) na sobnoj temperaturi, 2-3 min, pa
centrifugiran na 10000 g, 15 min, na 4 °C. Nakon centrifugiranja, dobijene su dve faze, gornja
vodena koja sadrzi RNK, interfaza i donja, organska faza koja sadrzi DNK i proteine.
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Gornjem vodenom sloju supernatanta, dodat je izopropil alkohol da precipitira RNK
(preko no¢i na - 80 °C). Talog dobijen nakon centrifugiranja na 12000 g, 10 min, 4 °C, ispran
je 75% etanolom za odstranjivanje tragova fenola. Po centrifugiranju na 7500 g, 5 min, na 4
°C u talogu je dobijena RNK Kkoja je rastvarana u dietilpirokarbonatnoj vodi. Nakon izolacije
ukupne RNK, vrSeno je njeno precis¢avanje DNKaznim tretmanom komercijalnim kitom
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waitharm, MA, USA).

Jednolancana komplementarna DNK je sintetisana iz 1 mg RNK i 0,5 mg oligo (dT)
prajmera kori$¢enjem reverzne transkriptaze (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waitharm,
MA, USA).

Iz donjeg organskog sloja su precipitirani proteini izopropil alkoholom. Na 250 pl
pocetne zapremine TRIzol® reagensa dodato je 375 pL izopropil alkohola. Uzorci su
inkubirani 10 min na sobnoj temperaturi, zatim centrifugirani na 12 000 g, 10 min, na 4 °C.
Proteini dobijeni u talogu su inkubirani u 500 ul 0.3 M guanidin hidrohloridu rastvorenom u
96% etanolu, a potom centrifugirani na 7500 g, 5 min, na 4 °C. Ovaj postupak ispiranja
proteina u guanidin hidrohloridu je ponovljen 3 puta. Zatim je dobijenom talogu proteina
dodat 100% etanol, vorteksovan je, inkubiran 20 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugiran
na 7500 g, 5 min, na 4 °C. Uklonjen je supernatant, a talog proteina je osuSen na vazduhu 10
min. Dobijen talog proteina je resuspendovan u 1% SDS i iz rastvora je odredena

koncentracija proteina koji su koris¢eni u Western blot analizi.
3.9. Western blot
3.9.1. Odredivanje kolicine proteina

Koli¢ina proteina je odredivana po metodi Lowry i saradnika (1951). Metoda se
zasniva na reakciji peptidnih veza i Cu** jona u alkalnoj sredini i reakciji fosfomolibdensko-
fosfovolframovog reagensa sa aromati¢nim aminokiselinama (triptofan i tirozin) u
polipeptidnim lancima. Nastalo kompleksno jedinjenje plave boje ima maksimum apsorbcije
na 500 nm. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji proteina koja se ocitava sa
standardne krive, konstruisane merenjem apsorbance rastvora albumina (rastucih, poznatih

koncentracija) na 500 nm. Koncentracija proteina, se izrazava u mg/mL.
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3.9.2. Elektroforeza proteina

Proteini su razdvajani po molekulskim masama natrijum-dodecil sulfat (engl. sodium
dodecyl sulfate, SDS)-poliakrilamidnom elektroforezom (SDS-PAGE) u BioRad mini-
Protean 111 sistemu. Korisc¢eni gelovi za razdvajanje su bili razli¢ite procentnosti, zavisno od
molekulske mase trazenog proteina, dok su gelovi za koncentrovanje uvek bili 5% (5%
akrilamid/bisakrilamid; 0.1% SDS, 0.125 M Tris, pH 6.8). Polimerizacija gelova je
omogucena dodavanjem 0.05% amonijum-persulfata i 0.033% N,N,N,N-tetrametil-
etilendiamina (TEMED). Pufer za rezervoare se sastojao od 0.192 M glicina, 0.1% SDS i
0.025 M Tris, pH 8.3. U odredenu zapreminu proteinskog rastvora dodata je ista zapremina
pufera za uzorke (4% SDS, 20 % glicerol, 10% p-merkaptoetanol; 0.125 M Tris, pH 6,8;
0.025% brom-fenol plavo). Uzorci su pre nalivanja denaturisani kuvanjem 5 min, na 95 °C.
Za sve ispitivane proteine nanoseno je 5 pg proteina iz uzorka. Na gelove je nanoSen i
proteinski marker u cilju odredivanja molekulskih masa (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific, Waitharm, MA, USA). Elekroforeza je trajala 60-90 min pri konstantnom naponu

od 120 V. Nakon elektroforeze, gelovi su koris¢eni za Western blot.

3.9.3. Prenos proteina sa SDS-poliakrilamidnog gela na membranu i imunolo$ka

detekcija imobilizovanih proteina (Western blot)

Proteini su sa gelova preneseni na membrane (Hybond-P, Amersham Pharmacia
Biotech). Membrane su aktivirane u metanolu (10 sekundi), a potom su sa gelovima pakovane
i smeStane U rezervoare sa transfer puferom (0.192 M glicin, 20 % metanol, 0.025 M Tris, pH
8.3). Prenos proteina sa gelova na membrane se odvijao pri konstantnom naponu od 100 V, 60
min. Uspesnost transfera je proveravana 5% Ponceau S bojom rastvorenom u glacijalnoj
sir¢etnoj kiselini. Membrane su potom obezbojavane ispiranjem u destilovanoj vodi i
inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi u serumu za blokiranje slobodnih mesta na membrani-
5% BSA (engl. bovine serum albumine) u Tris-boratnom puferu sa dodatkom detergenta
Tween 20 (TBS-T: 0.2 M Tris, 1.5 M NacCl, 0.05% Tween 20, pH 7,4) ili alternativno-5%
rastvorom obranog mleka u TBS-T. Nakon blokiranja membrane su inkubirane sa primarnim
antitelom.

Podaci o antitelima koris¢éenim u ovom eksperimentu kao i njihova koncentracija,
prikazani su u Tabeli 7. Po blokiranju, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim
antitelima rastvorenim u 5% BSA, preko no¢i, na 4 °C. Nakon inkubacije i ispiranja viska

primarnog antitela, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima
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dobijenim imunizacijom koze na 1gG zeca, odnosno misa, (engl. goat-anti rabbit HRP, Santa
Cruz Biotechnology, Inc. i goat-anti mouse HRP, BD Bioscience Pharmingen), u razblazenju
1:2000 (antitelo:5% BSA) 2 h, na sobnoj temperaturi. Po inkubaciji, membrane su ispirane
TBS rastvorom, 30 minuta na sobnoj temperaturi. Za vizuelizaciju proteina, membrane su
inkubirane u hemiluminiscentnom supstratu - luminolu, uz dodatak H,O, (3 min). Nakon
toga, rentgen filmovi (Hyperfilm, Amershcam Pharmacia Biotech) su izlagani ekscitovanom
luminolu sa membrana (1-3 min). Razvijani i skenirani filmovi su korisc¢eni za kvantifikaciju
proteinskih traka.

Alternativno, membrane su inkubirane u rastvoru 4-hloro-a-naftola uz dodatak H,O,
do pojave traka (2-10 min), a reakcija je prekidana ispiranjem membrana u destilovanoj HO.

Membrane su potom skenirane za kompjutersku kvantifikaciju.
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Tabela 7. Primarna antitela koris¢ena za Western blot.

Antitelo! Proizvodad, RazblaZenje/ Mr (kDa)
kat. br. koncentracija

CuznSOD Abcam, ab13498 0.2 pg/mL ~18
MnSOD Abcam, ab13533 1:5000 25
Katalaza Abcam, ab18771 1:1000 59
GSH-Px Abcam, ab16798 1:2000 27
Trx Abcam, ab26320 1 pg/ml 12
GAPDH Abcam, ab8245 1:2000 36
PDH Abcam, abh84588 1:1000 39
SUCLG Abcam, ab96172 1:1000 47
ACADM Abcam, ab92461 1:10000 47
TNFa Abcam, ab6671 1:500 26
HIF-1la Abcam, ab51608 1:2000 92
IL-6 Abcam, ab66231 1:200 27
B-aktin Abcam, ab8226 1:1000 42
Citohrom ¢ Abcam, ab18738 1:200 12
ATP sintaza Abcam, ab14730 0.5 pg/ml 52
UQCRC2 Abcam, ab14745 1:2000 49.5
Kompleks 11 Abcam, ab14715 0.1 pg/ml 70
Ndufa9 Abcam, ab55521 2.5 ug/ml 43
COX IV Abcam, ab14744 1:1000 17
iNOS Abcam, ab15323 1:2000 130
NOX Abcam, ab31092 1:1000 14

! Skracenice koriséene u tabeli: CuZnSOD/MnSOD - CuZn/Mn superoksid dismutaza, GSH-Px - glutation peroksidaza, Trx - tioredoksin,
GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, PDH - piruvat dehidrogenaza, SCAS - sukcinil-CoA sintetaza, ACADM - acetil-CoA
dehidrogenaza masnih Kiselina srednje duzine lanca, TNFa - faktor nekroze tumora a, HIF-1a - hipoksija-inducibilni faktor-1a, IL-6 -
interleukin 6, UQCRC?2 - ubikinol-citohrom ¢ reduktazni kompleks (kompleks I11), Ndufa9 - Ndufa9 subjedinica kompleksa I, COX IV -
subjedinica IV kompleksa citohrom ¢ oksidaze (kompleksa 1V), iNOS - inducibilna azot oksid sintaza, NOX - NAD(P)H oksidaza.
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3.9.4. Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot analizom

ImageQuant softverski paket je koris¢en za kvantifikaciju dobijenih traka. Rezultati su
izrazeni putem integracije volumena i predstavljaju sumu svih vrednosti piksela pobudenih
signalom (1 piksel = 0.007744 mm?) unutar oznadenog objekta (trake) vizuelizovane na
prethodno objasnjen nacin. Ova vrednost, umanjena za fon pozadine (engl. background),

predstavlja intenzitet zatamnjenja (engl. volume) na povrsini zaokruzene trake.

3.10. Lancana reakcija polimerizacije u realnom vremenu (RT-PCR)

Za odredivanje promena na nivou iRNK koris¢en je metod lancane reakcije
polimerizacije u realnom vremenu. Relativna ekspresija je odredena direktnim poredenjem
dobijenih Ct (engl. cycle threshold) vrednosti, koje su normalizovane prema endogenoj
kontroli. Ct vrednost predstavlja broj ciklusa koji je potreban da fluorescentni signal prede
prag, signal koji poti¢e od nespecificnog fluorescentnog signala (engl. background level) i
predstavlja tacku u kojoj amplifikaciona kriva ulazi u eksponencijalnu fazu. Ct vrednost je
obrnuto proporcionalna koli¢ini ciljne nukleinske kiseline u uzorku. Pre odredivanja nivoa
ekspresije ciljnog gena uradeni su validacioni eksperimenti koji su pokazali priblizno jednako
variranje promene Ct vrednosti odgovarajuceg ciljnog gena i endogene kontrole za niz
serijskih dilucija komplementarne DNK. U nasim uzorcima se kao adekvatna endogena
kontrola pokazala 18S subjedinica ribozomalne RNK. Nakon toga uradena je RT-PCR
detekcija.

U RT-PCR je korid¢en iQ™ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA) koji
sadrzi 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI, pH 8.4; 0.4 mM od svakog dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), i iTag DNK polimerazu, 50 jedinica/mL, 6 mM MgCl,, interkaliraju¢u boju -
SYBR Green I, 20 nM, fluorescein i stabilizatore. Sekvence koris¢enih prajmera (Metabion
International AG, Martinsried, Germany) i uslovi reakcije prikazani su u Tabeli 8.

RT-PCR reakcija je izvedena u 20 uL reakcione zapremine. Svaka reakciona smesa
sastojala se od: 10 pL iQ™ SYBR Green Supermix 2x, po 0.25 pL svakog od prajmera
finalne koncentracije 200 nM, 0.4 uL ROX (Invitrogen, USA) i nuclease free vode do 20 uL
ukupne zapremine smese.

Po 18 uL reakcione smese i 2 uL komplementarne DNK dodato je u odgovarajuce
mesto na opticku plocu za RT-PCR. Uz svaki set prajmera ukljucena je negativna kontrola
(bez komplementarne DNK), da bi verifikovali odsustvo nespecifi¢ne amplifikacije (dimere

prajmera ili kontaminaciju). Sve reakcije su izvedene na aparatu ABI Prism 7000 Sequence
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Detection System, pod uslovima koji zavise od ispitivanih gena i prikazani su u Tabeli 7.
Svaki uzorak je raden u triplikatu, a srednja vrednost je uzeta za dalja izraCunavanja. U svaku
analizu bila je uklju¢ena endogena kontrola. Zbog razlika u efikasnosti amplifikacije, svaki
uzorak je normalizovan na nivo ekspresije svoje endogene kontrole.

Kvantifikacija je uradena komparativnom Ct metodom. Koli¢ina ciljnog gena,
normalizovanog na nivo ekspresije svoje endogene kontrole, izrazena je relativno u odnosu na
kalibrator i data je formulom 24, gde je AC; = (C; ciljnog gena - C; endogene kontrole).
Kalibrator predstavlja kontrolni uzorak (kontrola). Rezultati su izrazeni kao procenat u

odnosu na adekvatnu kontrolnu grupu kojoj je dodeljena vrednost od 100%.
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Tabela 8. Sekvence prajmera kori$¢enih u RT-PCR i uslovi reakcija.

Gen? Sekvenca prajmera Broj ciklusa
ND4
F: 5’ - ACA AGC TCC ATC TGC CTACGA CAA -3’ 40
R: 5’-TTATGAGAATGACTGCGC CGG TGA -3’
Uslovi reakcije: 15’ na 95 °C, 30’’ na 60 °C, 30’’ na 72 °C
Ndufaé
F: 5’ - CAA GAT GGC GGG GAG CGG - 3 40
R: 5 -GTATAGTGAGTTTATTTIGTGC TC - 3°
Uslovi reakcije: 15> na95°C, 30>’ na 51 °C, 30’ na 72 °C
cox i
F: 5’-TGC CCTTTT CCT AAC ACT CAC AA-3 40
R: 5’ -CGC CGT AGTCGG TGTACTCG -3’
Uslovi reakcije: 10> na95°C, 30>’ na 54°C, 30’ na72°C
COX IV
F: 5’ - AGG TGG CCC ATGTCAAGC AC -3’ 40
R: 5’ - CAT GAT AAC GAG CGC GGT GA -3’
Uslovi reakcije: 10> na95°C, 30>’ na 54 °C, 30°> na 72 °C
Cyt b
F: 5° - TCC TCC CGT GAG GCC AAA TAT CAT - 3° 40
R: 5’ - AAA GAA TCG TGT GAG GGT GGG ACT -3’
Uslovi reakcije: 15”” na 95 °C, 30’* na 60 °C, 30’ na 72 °C
Cytc
F: 5’ -TTG GCG GCG GAA GAG GAAGGAGT -3 40
R: 5’ - CAA AGG CGC AGA AGT GGG GGT ATG - 3’
Uslovi reakcije: 15> na95°C, 30’ na51°C,30’ na72°C
ATP sintaza
F: 5°-AGC TCAGCTCTTACTGCGG-3 40
R: 5’ - GGT GGT AGTCCCTCATCAAACT -3’
Uslovi reakcije: 10> na95°C, 30>’ na 54 °C, 30’ na72 °C
Katalaza
F: 5°-CTC GTG GGT TTG CAG TGA AAT - 3’ 40
R: 5’ -TCAGGA CGT AGG CTC CAG AAG -3’
Uslovi reakcije: 10>’ na 95 °C, 30>’ na 54 °C, 30>’ na 72 °C
GSH-Px
F: 5’-CCAGTCGGT GTATGCCTTCTC -3’ 40
R: 5’ - GAG GGACGC CACATTCTCG-3’

Uslovi reakcije:

10" na 95 °C, 30’ na 54 °C, 30>’ na 72 °C
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Nastavak Tabele 8.

MnSOD
F: 5’ -CCTCACATCAACGCGCAGAT-3 40
R: 5 -CGT TCAGGT TGT TCACGT AGG - 3’
Uslovi reakcije: 15> na95°C, 15>’ na 56 °C, 30’ na 72 °C
CuznSOD
F: 5 - AGG GCATCATCAATTTCGAGC -3’ 40
R: 5°-GCCCACCGTGTTTTCTGGA-3’
Uslovi reakcije: 10’ na95°C, 30’ na54°C,30’ na72°
NOX
F: 5°-CTC AGC GGAATC AATCAGCTGTG-3 40
R: 5’ - AGA GGA ACACGACAATCAGCCTTAG-3’
Uslovi reakcije: 15> na95°C, 30>’ na 60 °C, 30’ na 72 °C
mtDNK
F: 5’ - AGG GCATCATCAATT TCG AGC - 3’ 40
R: 5’-GCCCACCGTGTTTTCTGGA-3
Uslovi reakcije: 15> na95°C, 30>’ na51°C, 30’ na72°C
TNFa
40
F: 5 -CTC AGC GGAATC AATCAGCTGTG-3’
R: 5’ - AGA GGA ACACGACAATCAGCCTTAG-3’
Uslovi reakcije: 15> na95°C, 30>’ na 60 °C, 30’ na 72 °C
IL-6
5°-TTG GGG GCC TGG GATTTC TGG - 3’ 40
R: 5’ - CGT TGG CAT GGG GGA GTG AGC - 3’
Uslovi reakcije: 15> na 95 °C, 30 na 51 °C, 30°> na 72 °C
18S rRNK
F: 5’ - CGA AGA CGA TCA GAT ACCGTC GTA -3’ 40
R: 5>~ AAG GGC ATC ACAGACCTGTTATTG-3
Uslovi reakcije: 10> na95°C, 30>’ na 54 °C, 30°> na 72 °C
GAPDH?
F: 5°-CCAGTG CAAAGAGCCCAAAC-3
40
R: 5°-GCACGG ACACTCACAATGTTC-3
Uslovi reakcije: 10> na95°C, 30>’ na 54 °C, 30> na 72 °C

2 Skracenice koriséene u tabeli: ND4 - ND4 subjedinica kompleksa I, Ndufa6 - Ndufa6 subjedinica kompleksa I, COX Il - subjedinica IV
kompleksa citohrom c oksidaze (kompleksa Il), COX IV - subjedinica IV kompleksa citohrom c¢ oksidaze (kompleksa IV),Cyt b - citohrom
b, Cyt ¢ - citohrom ¢, GSH-Px - glutation peroksidaza, CuZnSOD/MnSOD - CuZn/Mn superoksid dismutaza, NOX - NAD(P)H oksidaza,
mtDNK - mitohondrijalna DNK, TNFa - faktor nekroze tumora a, IL-6 - interleukin-6, GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, 18S
rRNK - 18S subjedinica ribozomalne RNK.
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3.11. Konfokalna mikroskopija
3.11.1. Priprema uzoraka za konfokalnu mikroskopiju

Alikvot uzorka od 1 mL je rastvoren u 10 mL PBS-EDTA i centrifugiran na 1100 g,
10 min. Dobijen talog je ponovo rastvoren u 300-600 uL. PBS-EDTA i od tog homogenata je
jedan deo odvojen za detekciju azot oksida (NO), deo za ispitivanje mitohondrijalne funkcije,
a od preostalog dela su napravljeni razmazi koji su dalje koris¢eni za imunohistohemijsku

detekciju konfokalnom mikroskopijom.
3.11.2. Bojenje MitoTracker Green FM (MT-G)

Mitohondrijalna funkcija je ispitivana kori¢enjem MitoTracker®Green FM
(Molecular Probes Inc., Eugene, USA), katjonske fluorescentne probe koja se akumulira
selektivno u mitohondrijama u zavisnosti od transmembranskog elektro-hemijskog gradijenta.
Za ovo ispitivanje, talog sa ¢elijama je resuspendovan u 20 nM MT-G i inkubiran u mraku na
sobnoj temperaturi, 60 min. Nakon inkubacije, talog sa celijama je ispiran u PBS i
centrifugiran na 2000 g, 5 min. Dobijeni talog sa ¢elijama je fiksiran paraformaldehidom, 15
min, na sobnoj temperaturi i nakon toga jo$ 3 puta ispran u PBS i centrifugiran na 2000 g, po
5 min. Nakon toga, bojeni su nukleusi éelija PI. Celije u razmazu su permeabilizovane u 0.2%
rastvoru TritonX 100-PBS, 10 min, potom 2 puta ispirane po 5 min u PBS i inkubirane u P,
10 min. Nakon toga su ponovo ispirane 2 puta u PBS po 5 min i jednom isprane u
destilovanoj H,O. Plo¢ice sa razmazima su kratko osuSene na vazduhu, potom montirane u
Mowiol® 4-88 (Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Germany) i posmatrane konfokalnim
laserskim Carl Zeiss LSM510 mikroskopom (Carl Zeiss Microlmaging, Hamburg, Germany).
Procenat MT-G pozitivnih ¢elija je izraCunat na osnovu 200 posmatranih celija po razmazu

(plocici), a predstavljene su reprezentativne celije.
3.11.3. Bojenje Daf2-DA za detekciju NO

Nakon ispiranja i centrifugiranja na 2000 g, 10 min, talogu je dodata fluorescentna
boja Daf2-DA do finalne koncentracije od 10 uM. Nakon inkubacije u mraku, na sobnoj
temperaturi, 1 h, talog sa ¢elijama je ispiran u PBS i centrifugiran na 2000 g, 5 min. Dobijeni
talog sa celijama je fiksiran paraformaldehidom, 15 min, na sobnoj temperaturi i nakon toga
jos 3 puta ispran u PBS i centrifugiran na 2000 g, 5 min. Nakon toga, bojeni su nukleusi ¢elija

PI. U tu svrhu, ¢elije u razmazu su permeabilizovane u 0.2% rastvoru TritonX 100-PBS, 10
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min, potom 2 puta ispirane po 5 min u PBS i inkubirane u PI, 10 min. Nakon toga su ponovo
ispirane 2 puta u PBS po 5 min i jednom isprane u destilovanoj H,O. Plocice sa razmazima su
kratko osusene na vazduhu, potom montirane u Mowiol® 4-88 (Polysciences Europe GmbH,
Eppelheim, Germany) i posmatrane konfokalnim laserskim Carl Zeiss LSM510 mikroskopom

(Carl Zeiss Mikcrolmaging, Hamburg, Germany).
3.11.4. Imunohistohemijsko detektovanje konfokalnom mikroskopijom

Specifi¢na ¢elijska ekspresija i unutarcelijska lokalizacija izoformi azot oksid sintaza,
katalaze, IL-6 i TNFa imunohistohemijski su ispitivani konfokalnom mikroskopijom.
Razmazi celija su fiksirani 5 min u metanolu, ispirani 3 puta po 5 min u PBS, a potom
blokirani u 1% BSA u 0.1% Tween-PBS, 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja
nespecificnog vezivanja, razmazi c¢elija su inkubirani 2 h na sobnoj temperaturi sa
odgovaraju¢im primarnim antitelima (Abcam) na eNOS (5 pg/mL), iINOS (1:100), nNOS (2
pg/mL), katalazu (1:300); TNFa (1:200), IL-6 (2 pg/mL). Potom su plocice ispirane 3 puta po
5 min u PBS i inkubirane u odgovaraju¢im fluorescentno obelezenim sekundarnim antitelima,
30 min, na sobnoj temperaturi. Alexa Fluor 488 (engl. goat anti-rabbit, Molecular Probes) je
koris¢eno za vizuelizaciju endotelijalne azot oksid sintaze (engl. endothelial nitric oxide
sznthase, eNOS), inducibilne NOS (iNOS), neuronalne NOS (nNOS) i katalaze, dok je za
obelezavanje IL-6 i TNFa koris¢eno Alexa Fluor 488 (engl. goat anti-mouse, Molecular
Probes), oba antitela u razblazenju 1:200. Nakon ispiranja od sekundarnog antitela (3 puta po
15 min u PBS), izvrSena je permeabilizacija ¢elija u 0.2% TritonX 100-PBS, 10 min, ispiranje
2 puta po 5 min u PBS i bojenje nukleusa ¢elija Pl. Nakon ispiranja boje, 2 puta po 5 min u
PBS i 5 min u destilovanoj H,0, razmazi ¢elija su suseni na vazduhu i montirani u Mowiol®
4-88 (Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Germany) i posmatrane konfokalnim

laserskim Carl Zeiss LSM510 mikroskopom (Carl Zeiss Microlmaging, Hamburg, Germany).
3.12. Statisticka obrada rezultata

Statisticka znacajnost dobijenih rezultata je testirana GraphPad Software 3.03. Za
poredenje rezultata izmedu grupa koriséena je ANOVA. Statisticka znacajnost rezultata je
odredivana Tukey testom. Za najnizi Stepen znacajnosti uzeta je vrednost verovatnoce p <
0.05.
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4.Rezultati



4.1. Klini¢ki parametri
4.1.1. Promena broja leukocita tokom mobilizacije

Od zapodinjanja mobilizacionog protokola do separacije kod 35 pacijenata je
svakodnevno odredivana kompletna krvna slika, a od 4. ili 5. dana, zavisno od broja leukocita
i vrednosti CD34+ ¢elija u perifernoj krvi. Uoceno je da se broj leukocita menjao tokom
mobilizacionog protokola. Neposredno po zavrSetku kombinovane hemioterapije 1 prvih dana
primene granulocitnog faktora rasta, registruje se pad broja leukocita, kod nekih bolesnika
pancitopenija, a zatim oporavak elemenata krvne slike, sa porastom broja leukocita. Tokom
svakodnevne kontrole kompletne krvne slike uocene su promene u leukocitarnoj formuli,
odnosno uocen je oporavak broja leukocita koji je pracen i prisustvom veéeg broja
monojedarnih éelija u perifernoj krvi. Na osnovu broja leukocita (preko 4.0 x 10%/L) i
leukocitarne formule (procentulalno veca zastupljenost monojedarnih ¢elija) odredivan je dan
za kontrolisanje broja CD34+ ¢elija u perifernoj krvi. Procedura afereze radena je kod
pacijenata &iji je broj leukocita preko 4x10/L i CD34+ ¢elije u perifernoj krvi > 20 éelija/uL
(Tabela 9, Grafik 1).

Tabela 9. Promena broja leukocita u perifernoj krvi pacijenta u toku mobilizacije.

. Apsolutni br. Apsolutni br. Apsolutni br.
Dan Broj ) s ) ) o ) o
mobilizacionog leukocita neutrofila(10”)/udeo  limfocita (107) monocita (107)
protokola (10% u ukupnom br Judeo u ukupnom  /udeo u ukupnom
leukocita (%) br leukocita % br leukocita %
1 20.1 17.4/86.2 0.8/4.2 1.6/8.0
2 28.9 27.6/95.1 2.2/0.6 1.1/0.3
3 38.9 37.7/97,0 0.9/2.4 0.07/0.1
4 17.9 16.5/92.3 0.8/4.7 0.26/1.5
5 115 9.5/82.9 1.0/8.7 0.6/5.3
6 13.9 11.4/81.7 1.28/9.2 0.87/6.2
7 20.2 15.5/76.7 1.8/8.9 2.51/12.4
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Grafik 1. Grafi¢ki prikaz promene broja leukocita u perifernoj krvi u toku mobilizacije.
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4.1.2. Rezultati mobilizacionih procedura
4.1.2.1. Rezultati mobilizacionih procedura (periferna krv pacijenata na dan afereze)

Srednje vrednosti parametara odredivane iz periferne krvi (Tabela 10), a na dan
afereze bile su: broj leukocita 21.8x10%/L (opseg 3.0-83.1 x10%/L), trombocita 127x10°%/L
(opseg 29-483 x10°%/L), dok je broj CD34+ bio je 24/uL (opseg 2-845/uL).

Kod 2 od 35 pacijenata (5.7%) broj CD34+ u perifernoj krvi bio je < 10 ¢elija/uL, kod
6 pacijenata (17.1%) broj CD34+ bio je 10-19 celija/uL; kod 11 pacijenata (31.4%) broj
CD34+ bio je 20-49 celija/uL i kod 16 pacijenata (45.7%) broj CD34+ bio je > 50 ¢elija/uL.
Rezultati nisu pokazali znacajnu korelaciju izmedu broja CD34+ u perifernoj krvi na dan

kolekcije i godina, pola, trajanja bolesti ili hemioterapije.

Tabela 10. Srednje vrednosti parametara odredivane iz periferne krvi na dan afereze.

. . Opseg
Parametri Srednja vrednost )
(min-max)
PERIFERNA KRV

Leukociti (x10°) 21.8 3.0-83.1
Hematokrit (I/L) 0.031 0.023-0.037

Trombociti (x10°) 127 29-483

CD34+ (/uL) 24 2-845
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4.1.2.2. Rezultati mobilizacionih procedura (aferezni produkt)

Rezultati 49 kolekcija uradenih kod 35 dece prikazani su u Tabeli 11.

Prosek od 320 mL/kg pacijentove krvi (srednja vrednost opsega od 140-594 mL/kg),
je procesovano po proceduri u vremenu od 279 min (opseg 113-420 min). Srednja vrednost
prose¢nog broja afereznih procedura po pacijentu bila je 2 (opseg 1-3), dok je prosecna
zapremina afereznih produkata bila je oko 250 mL (98-350 mL).

Sto se tie samog afereznog produkta, srednja vrednost broja prikupljenih
monojedarnih ¢elija po aferezi bio je 7.5x10%kg TM (opseg 1.7-28.4 x10%/kg TM), dok je
srednja vrednost broja CD34+ bila 6.6x10%kg TM (opseg 1.4-117.7 x10%kg TM). Zahtev za
ciljnom dozom CD34+ od 5.0 x10° ¢elija/ kg TM realizovan je kod 80% pacijenata.

Tabela 11. Srednje vrednosti parametara odredivanih iz afereznog produkta na dan afereze.

Opseg
Parametri Srednja vrednost )
(min-max)
AFEREZNI PRODUKT

Limfociti (x10°) 28 4-82
Monojedarne éelije (x10) 7.5 1.8-57,0
Hematokrit (I/L) 0.006 0.003-0,015
Trombociti (h10°) 427 290-1830
CD34+ (/uL) 68 3-2119
Prinos monojedarnih ¢elija (x108/kgTM) 7.5 1.7-28.4
Prinos CD34+(x10%/kgTM) 6.6 1.4-117.7
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4.1.3. Vijabilnost c¢elija pre i posle zamrzavanja i broj GM-CFU (sposobnost
repopulacije PBSC)

U Tabeli 12. prikazane su srednje vrednosti vijabilnosti ¢elija pre zamrzavanja i po
odmrzavanju, kao i srednje vrednosti broja kolonija koje su CD34+ celije davale po
odmrzavanju. Vijabilnost ¢elija je odredivana metodom bojenja tripan plavim, a kontrolna
brojanja istih uzoraka su radena na automatskom brojacu ¢elija.

Vijabilnost pre zamrzavanja odredivana je iz svezih uzoraka afereznih produkata.
Primecuje se da je vijabilnost ¢elija veca pre zamrzavanja (od 81.5-98.5%) od vijabilnosti po
odmrzavanju (67.8-95.0%).

Rezultati broja kolonija ukazuju da su mati¢ne ¢elije zadrzale sposobnost repopulacije
nakon odmrzavanja. Ovi rezultati su pokazali i da broj kolonija nije direktno proporcionalan

broju zivih ¢elija po odmrzavanju.

Tabela 12. Vijabilnost monojedarnih ¢elija iz afereznog produkta pre i posle zamrzavanja i broj GM-

CFU u odmrznutom produktu.

Broj GM-CFU/L
Vijabilnost éelija Vijabilnost éelija

. . nakon
Dijagnoza pre zamrzavanja nakon .
) odmrzavanja
(%) odmrzavanja (%) 5
(x107)
NB 81.5 67.8 103.9
ES 91.0 86.0 108.0
HL 96.5 83.4 139.0
NHL 93.3 70.0 146.8
Kontrola 98.5 95.0 -

4.2. Rezultati RT-PCR analiza

4.2.1. Koli¢ina iRNK za enzime antioksidativne odbrane
Rezultati RT-PCR analize za enzime antioksidativne odbrane prikazani su na Figuri 1.
U poredenju sa kontrolom, nivo iRNK za katalazu je bio znac¢ajno poveéan u grupi pacijenata

koji nisu primali mobilizacioni protokol sa HL, NHL, NB, kao i kod pacijenata sa NHL koji

su primali mobilizacioni protokol (Figura 1a). Nasuprot njima, kod ostalih pacijenata koji su
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primali MP koli¢ina iRNK za katalazu je bila neSto niza u odnosu na kontrolu (HL i ES; p <
0.05), odnosno na nivou kontrole (NB).

Figura 1b. pokazuje da je pri odredivanju koli¢ine iRNK za GSH-Px u odnosu na
kontrolu uoceno povecanje genske ekspresije kod pacijenata koji nisu primali MP, nezavisno
od vrste tumora. Sa druge strane, kod pacijenata koji su primali MP, koli¢ina iRNK za GSH-
Px je bila manja u odnosu na kontrolnu grupu (HL, NHL i ES; p < 0.001), tj. na kontrolnom
nivou (NB).

Kod pacijenata koji nisu primali MP, doslo je do poveéanja genske ekspresije izoformi
superoksid dismutaze (Figura 1c, 1d), nezavisno od tipa tumora, a u poredenju sa kontrolnim
uzorcima (p < 0.001). lzuzetak je bio NB, kod koga je koli¢ina iRNK za MnSOD bila na
kontrolnom nivou. U poredenju sa kontrolom, koli¢ina iRNK za CuZnSOD i MnSOD je bila

znacajno manja kod pacijenta koji su primali MP nezavisno od tipa tumora (p < 0.01).
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Figura la-d. Promena ekspresije iRNK komponenti antioksidativne odbrane kod pacijenata koji su

primali MP i koji nisu. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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4.2.2. Koli¢ina iRNK za GAPDH

U poredenju sa kontrolom, koli¢ina iRNK za GAPDH (Figura 2.) bila je ve¢a kod
pacijenata koji nisu primali MP (p < 0.001 za HL i NHL, a za NB p < 0.01). Kod pacijenata
koji su primali MP, bez obzira na vrstu tumora, genska ekspresija ovog glikolitickog enzima

bila je manja u odnosu na detektovanu u kontrolnoj grupi (p < 0.001).
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Figura 2. Promena koli¢ine iRNK za GAPDH kod pacijenata koji su bili primali MP i koji nisu.

*poredenje sa kontrolnom grupom; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
4.2.3. Genska ekspresija komponenti elektron-transportnog lanca

U grupama pacijenata koji nisu primali MP, genska ekspresija svih ispitivanih
komponenti repiratornog lanca bila je znacajno veca u odnosu na kontrolu, sa izuzetkom dve
subjedinice kompleksa IV ¢ija je genska ekspresija bila na kontrolnom nivou, kod pacijenata
sa NB (Figura 3a-f). Nasuprot tome, koli¢ine iRNK za ND4 subjedinicu kompleksa | (Figura
3a), citohrom b (Figura 3c) i subjedinice 11 i IV citohrom c oksidaze (Figura 3d i 3f) bile su
statisticki znac¢ajno manje u odnosu na kontrolu, kod pacijenata koji su primali MP, nezavisno
od tipa tumora. Kod istih grupa pacijenata nije zabeleZena promena genske ekspresije Ndufa6
subjedinice kompleksa I (Figura 3b). Genska ekspresija citohroma c (Figura 3e) bila je veéa u
odnosu na kontrolu kod svih pacijenata koji su primali MP, osim kod pacijenata sa ES gde je

detektovano smanjenje u odnosu na kontrolu (p < 0.001).
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Figura 3 a-f. Promena ekspresije iRNK komponenti repiratornog lanca kod pacijenata koji su primali

MP i koji nisu. *poredenje sa kontrolnom grupom; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

4.2.4. Genska ekspresija ATP sintaze

Pri odredivanju iRNK za ATP sintazu detektovano je povecanje genske ekspresije u

odnosu na kontrolu kod pacijenata koji nisu primali MP bez obzira na vrstu tumora (p <

0.001) (Figura 4). Genska ekspresija u svim grupama pacijenata koji su primali MP bila je

manja u odnosu na onu detektovanu u kontrolnoj grupi (p < 0,01), osim u grupi pacijenata sa

ES, gde je koli¢ina iRNK bila na kontrolnom nivou.
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Figura 4. Promena ekspresije ATP sintaze kod pacijenata koji su primali MP i koji nisu. *poredenje sa

kontrolnom grupom; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
4.2.5. Genska ekspresija NAD(P)H oksidaze

Promene genske ekspresije NAD(P)H oksidaze kod pacijenata sa razli¢itim tipovima
tumora, a koji su primali MP ili ne, prikazane su na Figuri 5. U odnosu na kontrolu, nivo
IRNK za NAD(P)H oksidazu bio je povecan kod pacijenata koji nisu primali MP, bez obzira
na tip tumora (p < 0.001). Nasuprot tome, kod pacijenata koji su primali MP, nezavisno od

tipa tumora, genska ekspresija NAD(P)H oksidaze bila je manja u odnosu na onu detektovanu

u kontrolnoj grupi (p < 0.001).
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Figura 5. Promena ekspresije NAD(P)H oksidaze kod pacijenata koji su primali MP i koji nisu.

*poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < 0.001.
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4.2.6. Genska ekspresija IL-6 i TNFa

U grupama pacijenata koji nisu primali MP, nezavisno od tipa tumora, genska
ekspresija IL-6 i TNFa bila je znacajno veca od kontrole (p < 0.001) (Figura 6a i b,
respektivno). Suprotno tome, u grupama pacijenata koji su primali MP, genska ekspresija oba

faktora bila je statistiCki znacajno niza od kontrole.
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Figura 6. Promena ekspresije 1L-6 (a) i TNFa (b) kod pacijenata koji su primali MP i koji nisu.

*poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05; *** p < 0.001.
4.2.7. Kvantifikacija mtDNK

Nivo mtDNK bio je povecan u odnosu na kontrolu, kod pacijenata obolelih od HL i
NHL, koji nisu primali MP (p < 0.001). Takode, kod pacijenata sa NB uocava se trend
povecéanja nivoa mtDNK, koje nije statisticki znacajano

Kod pacijenata koji su primali MP, nivo mtDNK kod pacijenata sa NHL (p < 0.05) i
ES (p < 0.001) je manji u odnosu na kontrolnu grupu. Za razliku od njih, kod druga dva tipa
tumora (NB i HL), koji su primali MP nivo mtDNK bio je na nivou kontrole (Figura 7).

51



2000+ kol

1000 -

300

150 -

[ =

Kontrola HL NHL N8B HL+ NHL+ NB+ ES+
G-C8F G-C5F G-C5F G-C5F

mt DINK (%5 od kontrole)

Figura 7. Promena nivoa mtDNK kod pacijenata koji su primali MP i koji nisu. *poredenje sa
kontrolnom grupom; * p < 0.05; *** p < 0.001.

4.3. Rezultati Western blot analize

4.3.1. Proteinska ekspresija enzima antioksidativne odbrane

Western blot analizom je utvrdeno da je u grupama pacijenata koji su primali MP, kao
i grupama koje nisu primali MP, nezavisno od tipa tumora, proteinska ekspresija katalaze bila
je na nivou kontrole (Figura 8a). Nasuprot tome, proteinska ekspresija GSH-Px bila je
znacajno smanjena u svim ispitivanim grupama, sa ili bez primene MP (Figura 8b).

Proteinska ekspresija CuZnSOD u grupama pacijenata koji nisu primali MP, bez
obzira na vrstu tumora, bila je na nivou kontrole, tj. bez znacajnih odstupanja (Figura 8c).
Suprotno tome, u svim grupama pacijenata koji su primali MP detektovana je zna¢ajno niza
ekspresija ovog proteina (p < 0.001).

Sli¢no kao i u slucaju katalaze, proteinska ekspresija MnSOD je bila na kontrolnom
nivou u grupama pacijenata koji su primali MP, kao i u grupama koja nisu bile izlozene
njegovom dejstvu (Figura 8d). Smanjenje ekspresije primeceno je samo u grupi pacijenata sa
NHL koji nisu primali MP (p < 0.05).
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Figura 8a-d: Promena proteinske ekspresije komponenti antioksidativne odbrane kod pacijenata koji
su primali MP i koji nisu primali MP. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05; ** p < 0.01; ***
p < 0.001.

4.3.2. Proteinska ekspresija GAPDH i PDH

Proteinska ekspresija GAPDH kod pacijenata koji nisu primali MP povec¢ana u odnosu
na kontrolu (p < 0.05), nezavisno od tipa tumora (Figura 9a). Nasuprot tome, u grupama
pacijenata koji su primali MP proteinska ekspresija ovog glikolitickog enzima bila je znac¢ajno

niza u odnosu na kontrolu, nezavisno od tipa tumora (p < 0.001).
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Figura 9. Promena proteinske ekspresije GAPDH (a) i PDH (b) kod pacijenata koji su primali MP i
koji nisu primali MP. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05; *** p < 0.001.

Sli¢no tome, Western blot analizom je detektovana veca proteinska ekspresija PDH u
grupama pacijenata koji nisu primali MP u odnosu na kontrolu (p < 0.001), nezavisno od tipa
tumora (Figura 9b). Takode, u svim grupama pacijenata koji su primali MP proteinski nivo

ovog kompleksa je bio znacajno nizi u poredenju sa kontrolom (p < 0.001).
4.3.3. Proteinski nivo enzima p-oksidacije i Krebsovog ciklusa

Odredivanjem proteinske ekspresije acil-CoA dehidrogenaze masnih kiselina srednje
duzine (ACADM) (Figura 10a) u grupi pacijenata koji nisu primali MP detektovano je
znacajno povecanje u odnosu na kontrolni nivo (p < 0.001). U grupi pacijenata koji su primali
MP, bez obzira na vrstu tumora, detektovana je znacajno niza ekspresija ovog enzima -
oksidacije u odnosu na kontrolu (p < 0.001).

U grupi pacijenata koji nisu primali MP nivo proteinske ekspresije sukcinil-CoA
sintetaze (SCAS) bio je znacajno veéi kod pacijenata sa NHL i NB u odnosu na kontrolu (p <
0.001), za razliku od pacijenata sa HL, gde se ekspresija odrzava na kontrolnom nivou (Figura
10b). U grupi pacijenata koji su primali MP, bez obzira na vrstu tumora, a u odnosu na

kontrolu, detektovana je znacajno niza proteinska ekspresija SCAS (p < 0.001).
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Figura 10. Promena proteinske ekspresije ACADM (a) i SCAS (b) kod pacijenata koji su primali MP
i koji nisu primali MP. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05; *** p < 0.001.

4.3.4. Proteinska ekspresija komponenti oksidativne fosforilacije

Odredivanjem nivoa proteinske ekspresije komponenti respiratornog lanca (Figura
11), utvrdeno je da su u grupama pacijenata koji nisu primali MP, sve ispitivane komponente
znacajno vise eksprimirane u poredenju sa kontrolom. Izuzetak je citohrom ¢ (Figura 11e) &iji
je nivo proteina zna¢ajno smanjen u svim ispitivanim grupama pacijenata, i kod onih koji su i
koji nisu primali MP, kao i subjedinica IV citohrom c oksidaze (Figura 11d), ¢ija je proteinska
ekspresija bila na kontrolnom nivou u grupi pacijenata sa HL koji nisu primali MP. Nadalje, u
grupama pacijenata koje su primali MP, proteinska ekspresija kompleksa I, 11 i Il je bila
statisti¢ki znacajno manja u odnosu na kontrolu (p < 0.001) (Figura lla-c, respektivno),
nezavisno od vrste tumora, dok je u ovim grupama pacijenata proteinska ekspresija
subjedinice IV citohrom c oksidaze (Figura 11d) bila na kontrolnom nivou (HL i NB) ili ¢ak
vecéa od kontrole (NHL i ES). Nivo proteina ATP sintaze kod pacijenata koji su primali MP je
bio znacajno snizen u odnosu na kontrolu (p < 0.001). U grupi pacijenata koji nisu primali
MP, nivo proteinske ekspresije ATP sintaze bio je znacajno veéi kod pacijenata sa HL, NHL i
NB, u odnosu na kontrolu (p < 0.001) (Figura 11f).

55



g
>
w
g
- o
-

e
e

g

*

0. ‘ - e o e Ll 0_' ﬂ [‘1 ['I] — I';—_]

Kontrola ML NHL  NB HLe NHL+s  NB¢ ESe Kontrola HL NHL NB HL+ NHL+ NB+ ES#+
GLSF GLSF GCSF GCSF GFR GFR GFR GFR

EEEET O mese o - -
' -

c) d)

3

KomplekasI (%0 od koniorle)
g
KomplekasII (%0 0d kontorle)

<o
$

R

e
e

o
$

200+

*k
L

a~
3
T

100

Komplekas IV (%0 od koniorle)
g

KomplekasIII (%0 od kontorle)

"
Rk R e R

il L[] NIl

Kontrol HL NHL NB HL+ NHL+ NB+ ES+ Kontola HL NHL AB HL+ NHL+ NB+ ES+
e GFR GFR GFR GFR GFR GFR GFR GFR

e) f)
iy ~
= 200- 5 600,
£ g
8 =
= 150+ 2
] ~
g 9400“
L3 S
= N’
E S
g gzom
- Ly
g PR e P, e AR o ﬁ a
0- el l l [ 15 & 0-
Kontrola  HL NHL NB HL+ NHL+ NB+ ES+ Kontrola HL NHL NB HL+ NHL+ NB+ ES+
GFR GFR GFR GFR GFR GFR GFR GFR

-——— - meee

Figura 11a-f . Promena proteinske ekspresije komponenti respiratornog lanca kod pacijenata koji su

primali MP i koji nisu. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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4.3.5. Proteinska ekspresija NAD(P)H oksidaze

Proteinska ekspresija NAD(P)H oksidaze u svim ispitivanim grupama pacijenata, bilo

da su primali ili ne MP, bila je statisticki znac¢ajno niza u odnosu na kontrolu (p < 0.001), kao

Sto je prikazano na Figuri 12.
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Figura 12. Promena proteinske ekspresije NAD(P)H oksidaze kod pacijenata koji su primali MP i koji

nisu. *poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < 0.001.
4.3.6. Ekspresija IL-6 i TNFa na nivou proteina

U poredenju sa kontrolom, proteinska ekspresija IL-6 i TNFa bila je znacajno veéa u
svim ispitivanim grupama pacijenata, nezavisno od toga da li su primali ili ne MP i tipa
tumora (Figura 12a i b, respektivno). Jedini izuzetak je viden u grupi pacijenata sa NB Kkoji su

primali ili ne MP, kod kojih je koli¢ina TNFa proteina bila na kontrolnom nivou.
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Figura 12. Promena proteinske ekspresije IL-6 (a) i TNFa (b) kod pacijenata koji su primali MP i koji

nisu. *poredenje sa kontrolnom grupom; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

57



4.4. Mikroskopija
4.4.1. Funkcioni status mitohondrija

Funkcioni status mitohondrija je ispitivan kori$§¢enjem specifi¢ne fluorescentne probe
MT-G, koja se selektivno akumulira u mitohondrijama sa ofuvanim transmembranskim
elektrohemijskim potencijalom (Slika 17). U ¢elijama kontrolne grupe (monojedarne ¢elije
zdravih davalaca) detektuje se intenzivna fluorescenca perinukleusno lokalizovanih
mitohondrija. Za razliku od kontrole, ¢elije pacijenata koji nisu primali MP pokazuju slabiju

fluorescencu MT-G, koja je jos$ slabija u grupi pacijenata nakon tretmana.

K
HL+G-CSF NHL+G-CSF NB+G-CSF

Slika 17. Imunofluorescentna detekcija MT-G, konfokalnom mikroskopijom u ¢elijama kontrolnih

pacijenata, pacijenata sa HL, NHL i NB i pacijenata sa HL, NHL i NB koji su primali MP (HL+G-
CSF; NHL+G-CSF; NB+G-CSF); uvelicanje x100, orig.



4.4.2.Vizuelizacija unutarcelijske produkcije azot oksida (NO) fluorescentnim

obelezavanjem 4,5-diaminofluorescin-2-diacetatom (Daf2-DA)

Rezultati fluorescentne detekcije NO produkcije prikazani su na Slici 18. U kontrolnoj
grupi zapaza se izrazena heterogenost celija u pogledu intenziteta NO produkcije. Po
intenzitetu fluorescentne reakcije ¢elije se mogu svrstati u tri grupe: 1) grupa sa intenzivnom
reakcijom u celoj ¢eliji; 2) grupa sa slabijom, difuzno rasporedenom reakcijom unutar ¢elija i
3) grupa sa veoma slabom reakcijom, specificno prisutnom samo u perifernim delovima
citoplazme. Heterogenost u intenzitetu fluorescence je izrazena i u ¢elijama pacijenata sa NB
koji su primali MP gde se jasno vidi da pojedine ¢elije pokazuju jaku fluorescentnu reakciju,
dok su pojedine celije potpuno Daf2-DA negativne. Daf2-DA pozitivnost se uocava i u
grupama netretiranih pacijenata sa HL, NHL i posebno u celijama pacijenata sa NB. U
¢elijama pacijenata sa HL i NHL koji su primali MP detektuje se veoma slaba granularna

fluorescentna reakcija lokalizovana na periferiji pojedinih ¢elija.

NHL+G-CSF

Slika 18. Imunofluorescentna detekcija azot oksida 4,5-diaminofluorescein-2-diacetatom (Daf2-DA) u
¢elijama kontrolnih pacijenata, pacijenata sa HL, NHL i NB i pacijenata sa HL, NHL i NB koji su
primali MP (HL+G-CSF; NHL+G-CSF; NB+G-CSF); uveli¢anje x100, orig.
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4.4.3. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija izoformi azot

oksid sintaza konfokalnom mikroskopijom

4.4.3.1. Detekcija ekspresije i lokalizacija INOS

U poredenju sa kontrolom gde je imunopozitivnost na iINOS na pragu detektabilnosti,
slaba imunopozitivna reakcija na iNOS detektovana je u svim ispitivanim grupama pacijenata

sa tumorom nezavisno od tretmana. Ova reakcija je intenzivnija u ¢elijama netretiranih

pacijenata sa NB (Slika 19).

NHL+G-CSF

Slika 19. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija iINOS konfokalnom

mikroskopijom u ¢elijama kontrolnih pacijenata, pacijenata sa HL, NHL i NB i pacijenata sa HL, NHL
i NB koji su primali MP (HL+G-CSF; NHL+G-CSF; NB+G-CSF); uvelicanje x100, orig.



4.4.3.2. Detekcija ekspresije i lokalizacija eNOS

Celije imunopozitivne na eNOS detektuju se u kontroli, kao i u svim ispitivanim
grupama obolelih pacijenata, izuzev grupe pacijenata sa NHL koji su primali MP. Jasna,
granularna reakcija na eNOS, lokalizovana u citoplazmi, izrazena je u ¢elijama netretiranih

pacijenata sa HL i NHL, kao i u ¢elijama pacijenata sa HL i NB koji su primali MP (Slika 20).

Slika 20. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija eNOS konfokalnom

mikroskopijom u ¢elijama kontrolnih pacijenata, pacijenata sa HL, NHL i NB i pacijenata sa HL, NHL
i NB koji su primali MP (HL+G-CSF; NHL+G-CSF; NB+G-CSF); uveli¢anje x100, orig.



4.4.4. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija katalaze

konfokalnom mikroskopijom

Veoma slaba imunopozitivnost na katalazu detektovana je u ¢éelijama svih ispitivanih
grupa pacijenata (Slika 21). U poredenju sa kontrolom, u grupama pacijenata sa HL (koji su

primali i koji nisu primali MP) detektuje se izraZenija imunopozitivna reakcija na katalazu,

koja je lokalizovana na periferiji citoplazme.

Slika 21. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija katalaze konfokalnom
mikroskopijom u ¢elijama kontrolnih pacijenata, pacijenata sa HL, NHL i NB i pacijenata sa HL, NHL
i NB koji su primali MP (HL+G-CSF; NHL+G-CSF; NB+G-CSF); uvelicanje x100, orig.



4.4.5. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija I1L-6

konfokalnom mikroskopijom

U ¢elijama kontrolne grupe detektuje se veoma slaba reakcija na IL-6. U poredenju sa
kontrolom, izrazena imunopozitivnost na IL-6 detektuje se u pojedinim ¢elijama pacijenata sa

HL koji su primali MP (Slika 22).

NHL J
NHL+G-CSF NB+G-CSF

Slika 22. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija IL-6 konfokalnom

mikroskopijom u ¢elijama kontrolnih pacijenata, pacijenata sa HL, NHL i NB i pacijenata sa HL, NHL
i NB koji su primali MP (HL+G-CSF; NHL+G-CSF; NB+G-CSF); uveli¢anje x100, orig.
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4.4.6. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija TNFa

konfokalnom mikroskopijom

Rezultati imunohistohemijske detekcije TNFa prikazani su na Slici 23. Slaba
imunopozitivnost na TNFa detektuje se u pojedinim ¢elijama svih ispitivanih grupa

pacijenata, s tim da je najizrazenija reakcija zabelezena u grupi pacijenata sa neuroblastomom

koji su primali mobilizacioni protokol. U pojedinim ¢éelijama ove grupe pacijenata detektuje

se jasna citoplazmatska lokalizacija TNFa.

HL

HL+ GFR NHL+GFR NB+GFR

Slika 23. Imunofluorescentna detekcija ekspresije i unutarcelijska lokalizacija TNFa konfokalnom
mikroskopijom u ¢elijama kontrolnih pacijenata, pacijenata sa HL, NHL i NB i pacijenata sa HL, NHL
i NB koji su primali MP (HL+G-CSF; NHL+G-CSF; NB+G-CSF); uvelicanje x100, orig.
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4.5. Prihvatanje kalema posle u¢injene autologne transplantacije

Rezultati prikazani u Tabeli 13. pokazuju broj ¢elija po kilogramu telesne mase koji je
primio svaki pacijent grupe koja je primala MP (MNC; CD34+, broj kolonija), kao i dan
prihvatanja kalema po ucinjenoj autolognoj transplantaciji. Iz prikazanih rezultata moze se
zakljuciti da ne postoji zavisnost izmedu broja datih MNC, CD34+ i GM-CFU i dana

prihvatanja kalema.

Tabela 13. Prikaz dijagnoza, broja datih MNC, CD34+ i GM- CFU, kao i dan prihvatanja granulocitne

i megakariocitne loze

dan
R broj datih broj datih . . dan prihvatanja
) ) broj datih CD34+ GM-CEU prihvatanja Kalema
pacijent dijagnoza MNC x e 5 kalema .
10%kg TM ¢elija x x 10°/kg granulocitne megakariocitne
10%kg T™M ™ loze
loze
1 NHL 1.8 13.2 6.8 17 11
2 NHL 15 21.5 135 12 30
3 NHL 4.1 2.24 20 9
4 HL 3.7 5.3 14 12 8
5 HL 7 4.5 3.5 14 13
6 HL 3.8 8.0 0.6 17 11
7 HL 2.0 6 15 15 9
8 HL 25 8.5 6 24 13
9 NB 2 7.6 6.5 15 11
10 NB 11.1 7.0 6 12 8
11 NB 4.4 27.9 4.2 15 32
12 NB 1.04 9.3 0.02 82 /
13 NB 45 6.4 5.6 19 9
14 NB 8.3 6.4 75 9 10
15 NB 3.6 5.6 5.3 16 12
16 ES 75 8.8 3.7 15 10
17 ES 0.9 16.3 15 11 8
18 ES 13.6 10.1 15 12 11
19 ES 0.9 9.9 0.65 11 10
20 ES 3.54 7.0 6.4 14 7
21 ES 22.7 8.0 6.4 22 13
22 ES 11 6.7 l‘(’e"k'..br' 18 14
olonija*

23 ES 2.2 6.4 3.4 17 9

*Nije moglo biti izbrojano, jer su se formirali klasteri kolonija.

Od 27 uzoraka na kojima su radeni eksperimenti 4 uzorka nisu navedena u Tabeli 13, jer
transplantacije nisu uradene.
Dani prihvatanja kalema, nivo c-reaktivnog proteina (CRP), kao i srednja dnevna

vrednost telesne temperature prikazani su posebno za svaki tip tumora i pacijenta.

65



Tabela 14. Pracenje temperature i nivoa CRP-a kod bolesnika sa HL od dana davanja ¢elija do dana

prihvatanja kalema.

Pacijent 1 Pacijent 2 Pacijent 3 Pacijent 4 Pacijent 5
0 0 CRP o CRP 0 CRP o CRP
T°C CRPmg/L  T°C my/L T°C my/L T°C my/L T°C my/L
0 36.8 9.5 36.8 <10 37.5 / 37.5 26.7 37.9 50.7
1 38.4 32.6 36.9 / 38.2 / 37.6 / 37.8 /
2 38 65.7 36.5 / 38.2 / 37.8 53.8 37.2 15.3
3 38.7 72 37.7 / 38.2 40.3 37.8 62.9 36.8 /
4 38.8 113 36.5 16 38.8 59.4 38.2 58 37 /
5 384 90.9 36.6 / 38.3 / 375 / 36.8 /
6 374 / 36.6 / 37.9 90.7 37.2 59.9 36.7 /
7 37.3 122.2 36.7 <10 37.2 72.2 37.7 / 36.7 5
8 37.8 / 38.7 / 38 35.9 36.6 /
9 36.8 / 38.6 22 38.1 81.1 37.3 /
10 35.9 / 38.5 45 37.8 64 37.8 94.6 37.3 /
11 36.5 49.8 374 / 37.8 61.8 374 55
12 36.6 / 36.8 / 37.2 / 37.1 / 39.3 4.7
13 36.8 / 36.8 425
14 36.8 15 36.8 / 37.2 / 36.8 7.6
15 36.8 / 37.2 22.7 36.5 /
16 36,8 / 36.8 2.5
17 36.8 1.2 35.9 /
18 36.6 1.9
19 36.6 /
20 36.7 /
21 36,7 0,9
22 36,8 /
23 36,8 /
23 36,8 /

Zuta boja obeleZava dan prihvatanja trombocita

Crvena boja obelezava dan prihvatanja granulocita
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Tabela 15. Pracenje temperature i nivoa CRP-a kod bolesnika sa NHL od dana davanja ¢elija do dana

prihvatanja kalema.

Pacijent 1 Pacijent 2 Pacijent 3

dan T°C CRP T°C CRP T°C CRP
mg/L mg/L mg/L

0 37 / 36,5 244 365 |/
1 371 |/ 365 / 36.7 |/
2 374 135 366 176 36.7 [/
3 375 |/ 36.7 214 387 86
4 382 437 379 |/ 388 |/
5 387 846 373 60.3 39.1 466
6 378 988 376 / 388 |/
7 38.7 60.3 384 80.9 389 980
8 379 620 374 |/ 378 |/
9 383 514 382 603
10 372 |/ 41 912 375 |/
11 381 / 373 |/
12 36.7 127 394 37 37.2 103
13 367 / 36.5 130.7 36.7 /
14 368 / 375 1015 36.7 5
15 36.8 36.8 / 365 /
16 368 21 36.8 64.1 36.7 /
17 366 / 383 465 367 /
18 374 613 363 /
19 379 694 372 15
20 376 |/ 36.6 /
21 375 78.6
22 375 |/
23 37.8 519
24 38.2 383
25 385 /
26 375 |/
27 375 34.8
28 371 315
29 37
30

Zuta boja obelezava dan prihvatanja trobocita

Crvena boja obelezava dan prihvatanja granulocita
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Tabela 16. Pracenje temperature i nivoa CRP-a kod bolesnika sa NB od dana davanja cCelija do dana

prihvatanja kalema.

Pacijent 1 Pacijent 2 Pacijent 3 Pacijent 4 Pacijent 5 Pacijent 6
0 CRP 0 CRP 0 CRP 0 CRP 0 CRP o CRP
e mg/L e mg/L e mg/L e mg/L e mg/L e mg/L
0 37 368 111 365 |/ 375 33 365 929 366 04
1 36.6 / 36.8 / 365 / 372 | 365 / 36.8 /
2 36.7 / 36.9 |/ 366 / 375 |/ 36,5 452 368 /
3 374 138 36.8 / 36.6 / 376 14 375 344 368 11
4 372 | 36.7 |/ 365 / 38 / 36.7 671 366 /
5 372 |/ 376 229 366 |/ 382 88 368 789 366 /
6 373 |/ 383 |/ 36.7 1.0 385 / 36.9 / 366 |/
7 37/ 386 1254 378 191 382 227 36.6 45 38.9 165
8 36.8 / 386 |/ 385 |/ 36.5 469 38 61.8
9 383 1304 382 1083 384 / 36.7 / 375 |/
10 36.6 / 376 |/ 365 / 386 399 38.3 509
11 377 14 37 915 375 |/ 36.8 / 374/
12 368 / 368 [/ 368 354 378 104 36.8 /
13 368 / 368 184 38 / 36.8 6.1 36.7
14 372 |/ 366 / 388 111 36.8 / 36.7 182
15 37/ 368 84 38 / 36.8 3.0 368 /
16 368 / 379 |/ 368 |/
17  36.8 / 382 102
18 36.9 17 381 |/
19 36.6 / 375 179
20 36.8 159
21 371 156
22 369 /
23 366 /
24 372 134
25 36.7 [/
26 36.6 6.9
27 368 /
28 36.8 /
29 36.8 [/
30 36.8 /
31 36.7 [/
32

Zuta boja obelezava dan prihvatanja trombocita

Crvena boja obelezava dan prihvatanja granulocita
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Tabela 17. Praéenje temperature i nivoa CRP-a kod bolesnika sa ES od dana davanja ¢elija do dana

prihvatanja kalema

Pacijent 1 Pacijent 2 Pacijent 3 Pacijent 4 Pacijent 5 Pacijent 6 Pacijent 7 Pacijent 8
o CRP 0 CRP 0 CRP o CRP o CRP 0 CRP o CRP o CRP

e mg/L TC mg/L e mg/L e mg/L e mg/L e mg/L e mg/L e mg/L
0 369 / 37 / 383 925 38 / 366 58 371 347 368 / 37.1 /
1 367 / 36.4 / 36.8 / 37 818 36.7 / 38 519 368 / 36.8 /
2 367 / 37 / 36.8 / 36.6 / 366 81 378 / 36.6 / 36.5 /
3 371 / 38.5 27 368 / 37 / 36.7 98 378 / 36.7 / 36.5 /
4 375 / 37.1 / 36.8 / 37 / 36.7 / 37.7 556 36.8 / 36.6 /
5 382 163 382 254 367 / 374 456 36.8 / 36.7 / 368 16 367 /
6 379 724 38.2 / 37.8 / 375 971 378 112 368 59.1 367 / 37 4.0
7 379 / 389 823 382 757 38.7 738 372 / 37.5 / 37.2 /
8 366 413 38.5 / 36.7 51 389 1022 368 295 36.8 / 37.2 /
9 373 / 389 1122 385 / 36.7 / 39.2 1128 36.8 / 383 116
10 388 982 383 127 36.8 539 36.8 / 378 94 368 289
11 36.7 / 37.8 / 39 / 37.1 1118 36.8 / 38 165 38 /
12 36.6 / 36.7 / 38.4 / 36.8 38 372 / 38 173
13 36.7 5.9 383 38.1 369 182 37 198
14 36.7 / 37 / 36.8 / 36.8 /
15 36.8 2 36.7 47 367 46 368 /
16 36.8 / 36.7 / 36.7 /
17 365 22 367 16 366 /
18 36.6 / 36.8 /
19 36.8 /
20 369 038
21 36.9 /
22 36.7 /

Zuta boja obeleZava dan prihvatanja trobocita

Crvena boja obelezava dan prihvatanja granulocita
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5. Diskusija



Jedna vazna, interesantna i mlada oblast istrazivanja u celijskoj biologiji, pa i
imunologiji je metabolicka regulacija limfocita. Postalo je jasno da tokom mirovanja
(uspavanosti) limfociti nisu izgubili aktivirajuée signale, ve¢ da izbalansirani procesi
kontrolisu nivo metabolicke aktivnosti. Aktivacija limfocita, njihova proliferacija i
diferencijacija nisu automatski procesi (bilo u odgovoru na antigen ili u patoloskim stanjima),
ve¢ zahtevaju drasticne promene u metabolickoj funkciji ¢elija, neophodne da se odrze
replikacija DNK, sinteza proteina i efektorske funkcije. 1z tih razloga od neprocenjive
vaznosti je poznavati mehanizme metabolicke regulacije mati¢nih Celija hematopoeze
periferne krvi.

Rezultati doktorske disertacije pokazuju (kada su u pitanju ispitivani parametri) dva
dominantna metabolicka fenotipa monojedarnih ¢elija iz periferne krvi. Prvi fenotip
karakteristiCan je za monojedarne Celije periferne krvi nemobilisanih pacijenata, kod svih
ispitivanih tumora. Drugi fenotip, istovetan je za monojedarne celije periferne krvi
mobilisanih pacijenata kod svih tipova tumora. Ova dva fenotipa odslikavaju funkcionalno
stanje PBSC, na nivou antioksidativne odbrane, energetskog metabolizma (glikolize, B-
oksidacije masnih kiselina, ciklusa limunske kiseline, oksidativne fosforilacije (OXPHQS)) i
same sinteze ATP, mtDNK, ekspresije NOX (NADPH oksidaze), kao i ekspresije citokina:
IL-6 i TNFo.

Specifiéne promene koje karakteriSu ova dva fenotipa i moguci uticaj na vreme
prihvatanja kalema posle uradene autologne transplantacije mati¢nim ¢elijama periferne krvi,
bice diskutovani u daljem tekstu.

Prve ideje da biohemijske promene na metabolickom nivou karakteriSu (maligne)
tumore, poticu od tridesetih godina proslog veka (Pedersen, 2007). Postulirao ih je Otto
Heinrich Warburg, nemacki fiziolog i1 jedan od najistaknutijih biohemicara u proslom veku. U
svom radu: "On the origin of cancer cells" (Warburg, 1956), Warburg u centar paznje stavlja
energiju respiracije i fermentacije, postavljaju¢i moguénost da bi analize metabolickih
parametara mogle da obezbede snaznu osnovu za dijagnostiku malignih tumora. Iz tih
istrazivanja proistekao je postulat poznat kao ,,Warburgov efekat™. On je pokazao da mnoge
tumorske celije, u poredenju sa zdravim imaju veéu stopu glikolize za sopstvenu produkciju
ATP u odnosu na mitohondrijalnu (respiracija), ¢ak 1 u prisustvu kiseonika. To ne znaci da
tumorske celije prvenstveno koriste glikoliticki put za produkciju ATP, jer i kod malignih
tumora sa brzim rastom, glikoliticki doprinos najces¢e ne prelazi 50% (Warburg, 1956,
Pedersen, 2007). Jo§ uvek se smatra da je ovo opSte svojstvo tumora visokog stepena
maligniteta i da predstavlja najkarakteristi¢niju promenu na biohemijskom nivou. Medutim,
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danas kada se mnogo vise zna 0 molekulskim osnovama Warburgovog efekta, neophodno ga
je sagledavati u Sirem kontekstu ¢elijske biologije i metabolizma.

Poslednjih godina istrazivaci pokuSavaju da okarakteriSu bioenergetski indeks celija
kancera, tj. da naprave bioenergetski "potpis" ¢elije kancera (Isidoro i sar., 2004; Cuezva
2004; Sanchez-Cenizo i sar., 2010; Willersi sar., 2010). "Potpis™ bi obuhvatio i opisao
promene na ekspresionim nivoima proteina ukljucenih u glikolizu i oksidativnu fosforilaciju.

Promene na metabolickom nivou do kojih se u disertaciji doSlo, posmatrajuci
ekspresione profile na nivou mMRNK i na nivou proteina, pokazuju snaznu aktivaciju
metabolizma monojedarnih c¢elija periferne krvi kod HL, NHL 1 NB, u poredenju sa
kontrolnim uzorcima (monojedarne ¢elije zdravih osoba). lako ove ¢elije nisu primarno mesto
malignog procesa (kao npr. kod leukemija), procesi koji se deSavaju u njima indirektno se
odrazavaju i interaguju sa brojnim procesima povezanih sa boles¢u. Sa progresijom bolesti
menja se proliferativni indeks limfocita, dolazi do morfoloskih promena, §to je praceno
imunoloskim defektom i pacijenti su osetljivi na infekcije virusima, gljivama i protozoama
(Porth i Matfin, 2008).

Rezultati do kojih se doslo u disertaciji pokazuju da je ekspresija GAPDH nekoliko
desetina puta povecana na nivou iRNK i na nivou proteina, kod sva tri tipa tumora. Moze se
re¢i da metabolizam ispitivanih monojedarnih ¢elija ima sli¢nosti sa Warburgovim fenotipom,
da je glikoliticki fluks povecan i1 da je ova karakteristika nezavisna od tipa, karaktera i porekla
tumora.

GAPDH, kao marker glikolitickog puta, je takode, povecan kod tumora dojke, Zeluca,
pluca, bubrega i debelog creva (Isidoro i sar., 2004). Mada su studije metabolizma u kanceru
primarno usmerene ka energetskom metabolizmu, visoko proliferirajuce celije, osim ATP,
zahtevaju amino kiseline, nukleotide, masne kiseline i membranske lipide, kao gradivne
blokove za nove celije. Zato glikolizu, kao jedan od najvaznijih katabolickih puteva u ¢eliji,
treba posmatrati 1 kao vaznu anabolicku formu metabolizma, jer obezbeduje prekursore za
sintezu gradivnih elemenata. Intermedijeri glikolitickog puta, posebno glukozo 6-fosfat, 3-
fosfoglicerat, fosfoenolpiruvat, piruvat i laktat, su esencijalni prekursori za biosintezu amino
kiselina, nukleotida i reduktivnih ekvivalenata (NADPH) (Hsu i Sabatini, 2008).

Rezultati drugih autora ukazuju na povecan glikoliticki fluks u kancerskim celijama.
Primeceno se da je ekspresija svih ili vecine glikolitickih enzima 1 glukoznih transportera
poveéana (najmanje 70%) u humanim malignim tumorima (Altenberg i Greulich, 2004;
Moreno-Sanchez i sar., 2007). Njihova genska ekspresija je dodatno stimulisana hipoksijom,

uz posredovanje transkripcionog faktora HIF-1a (engl. hypoxia-inducible factor 1a) (Marin-
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Hernandez i sar., 2009). Tako je aktivnost ve¢ine glikolitickih enzima povecana dva do deset
puta u AS-30D hepatomu kod pacova, a aktivnost fosfofruktokinaze-1 i heksokinaze ¢ak 17-
300 puta, u poredenju sa normalnim hepatocitima (Marin-Hernandez i sar., 2006). Studija
radena na pacovima sa Moris hepatomom pokazala je povecanu aktivnost (5-500 puta)
heksokinaze, fosfofruktokinaze-1 i piruvat kinaze (Stubbs i sar., 2003). Kod humanog kancera
dojke 1 HeLa ¢elijama humanog cerviksa viSe enzima glikolitickog puta pokazuje povecanu
aktivnost (Balinsky i sar.,1984; Marin-Hernandez i sar., 2006).

Rezultati disertacije su u skladu sa studijom ispitivanja metabolickog reprogramiranja
u T limfocitima tokom aktivacije, klonalne ekspanzije i diferencijacije (Pearce, 2010). Naime,
T limfociti u stanju mirovanja i tokom aktivacije imaju suprotne metaboli¢ke fenotipe.
Aktivirani T limfociti imaju anabolicki metabolicki profil koji im omogucava da istovremeno
ostvaruju visok nivo sinteze biomolekula (biomase) i sinteze ATP. Autorka isti¢e da pri
stimulaciji T limfocita antigenima ili faktorima rasta (citokinima) dolazi do visoke stopa
proliferacije limfocita koju prati aktivacija glikolize. Nasuprot tome, T limfociti u stanju
mirovanja imaju katabolicki metabolic¢ki profil, koriste¢i glukozu, masne kiseline i amino
kiseline za produkciju ATP, dalju razgradnju preko ciklusa limunske Kiseline i oksidativnu
fosforilaciju (Pearce, 2010). Proliferijaju¢i T limfociti zahtevaju glukozu za prezivljavanje i u
njenom odsustvu ne zadovoljavaju bioenergetske potrebe, zbog ¢ega podlezu celijskoj smrti,
Sto su potvrdila ispitivanja i drugih autora (Rathmell i sar., 2000; Vander Heiden, 2001;
Alves, 2006).

Imaju¢i u vidu da je metabolizam integrativan spoj katabolickih i anabolickih puteva,
vazno je istaci rezultate disertacije koji se odnose na povecanje proteinske ekspresije piruvat
dehidrogenaze (PDH, piruvat dehidrogenazni kompleks) i sukcinil Co-A sintetaze. PDH je
jedino mesto ulaska ugljenika glukoze iz glikolitickog puta u dalju razgradnju. Oksidativhom
dekarboksilacijom piruvat se prevodi u acetil-CoA, koji je supstrat ciklusa limunske kiseline.
Na taj nacin ugljenici glukoze (i drugih Secera) se potpuno (u ciklusu limunske kiseline)
oksiduju do vode i ugljen dioksida, obezbeduju¢i dodatno ATP direktnom sintezom -
fosforilacijom na nivou supstrata i redukovanjem nukleotidnih koenzima koji se kao supstrati
koriste u mitohondrijalnoj oksidativnoj fosforilaciji (NADH i FADH,). To dodatno povecava
kapacitet ,,tumorskih“ monojedarnih ¢elija i kao ,,bioreaktora, jer je ciklus limunske kiseline
centralno mesto intermedijernog metabolizma. Sli¢no intermedijerima glikolitickog puta,
intermedijeri ciklusa limunske kiseline su vazni prekursori za ceo spektar biomolekula: citrat -
masne Kiseline, steroli; a-ketoglutarat-amino kiseline, purini; sukcinil-CoA-porfirini, hem;

oksalacetat-amino kiseline, pirimidini, glukoza (Nelson i Cox, 2013). Ocigledno da
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metabolicko reprogramiranje u monojedarnim c¢elijama pacijenata sa HL, NHL i NB jeste
sinhronizovano da obezbedi i energiju i biomasu u takvim, malignom transformacijom,
izmenjenim uslovima. Sta vise, ulazak ugljeni¢nih jedinica u ciklus limunske kiseline
intenziviran je iz glavnog izvora, masnih Kiselina. Ekspresija (na proteinskom nivou) acil-
CoA dehidrogenaze srednjeg lanca vec¢a je u monojedarnim cCelijama dva puta kod HL, a
skoro Cetiri puta kod pacijenata sa NHL i NB. Na osnovu ovog nalaza moze se zakljuciti da je
pojacan ulazak ugljeni¢nih jedinica iz masnih kiselina (glavnog izvora) u ciklus limunske
kiseline. Intenziviranjem B-oksidacije masnih kiselina, intenzivirani su metabolic¢ki procesi u
mitohondrijama, gde se ovaj katabolic¢ki put odigrava. Pojacan ulazak ugljeni¢nih jedinica od
masnih kiselina u ciklus limunske kiseline, usmeren je ka obezbedivanju ATP iz oksidativne
fosforilacije.

Posmatraju¢i glikoliticki put kao izvor ugljenika za biosintetske procese, pre svega
lipida i masnih kiselina, od posebnog je interesa ¢injenica da maligne ¢éelije imaju sposobnost
reprogramiranja na nivou genske ekspresije. One pojacavaju svoj biosintetski potencijal
eksprimiraju¢i tumor specificnu izoformu piruvat kinaze (PK), M2-PK. PK Katalizuje
poslednji korak u glikolizi, konverziju fosfoenolpiruvata (PEP) do piruvata. U malignim
¢elijama M2-PK je manje aktivna u ovoj konverziji i time doprinosi sintezi ATP. Sa druge
strane, time se svi intermedijeri glikolitickog puta iznad PEP usmeravaju ka sintetskim
procesima (Mazurek i sar., 2005). Skorasnji rezultati pokazuju da je ekspresija tumor
specificne M2-PK direktno povezana sa poveéanjem inkorporacije ugljenika glukoze u lipide
(Christofk i sar, 2008a, 2008b). Sintaza lipida je potrebna za tumorogenezu i aktivno je
promovise. Rezultati Menendez i Lupu (2007) pokazuju da je sintaza masnih Kkiselina
(eksprimirana na niskom nivou u fizioloskim stanjima) visoko eksprimirana u kanceru i
neophodna za tumorogenezu. U saglasnosti sa ovim su rezultati Hatzivassiliou i sar. (2005)
koji pokazuju da inhibicija citrat liaze zaustavlja proliferaciju malignih ¢elija i rast tumora
(citrat liaza je citoplazmati¢ni enzim koji zahteva ATP za konverziju mitohondrijalno-
produkovanog citrata u acetil-CoA, prekursora za sintezu malonil-CoA i time mnogih lipida).

Rezultati disertacije ukazuju na neophodnost metaboli¢ke sinhronizacije u
monojedarnim c¢elijama pacijenata sa NL, NHL i NB. Na nivou iRNK, ekspresija skoro svih
ispitivanih komponenti kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze je izrazito povecana
(Jedino nema promena ekspresije kod pacijenata sa NB za subjedinice kompleksa IV kodirane
bilo mitohondrijalnim ili nukleusnim genom). Ekspresioni profili za proteine kodirane
mitohondrijalnim genima istovetni su sa ispitivanim genima iz nukleusa. Koli¢ina

mitohondrijalne DNK u monojedarnim ¢elijama pokazuje skoro istovetan obrazac u
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poredenju sa ekspresijom komponenti respiratornog lanca, dvadeset puta je veca kod
pacijenata sa HL, deset sa NHL i pokazuje trend povecanja kod pacijenata sa NB. Na nivou
proteina detektovan je istovetan odgovor kao kod iRNK. Ekspresija proteina i iRNK je
izrazito povecana. Jedini izuzetak je znac¢ajno smanjenje citohroma c u odnosu na nivo iRNK
kod pacijenata sa HL, NHL i NB tumorima.

Moze se govoriti da su dobijeni rezultati u skladu sa prethodno pomenutim
promenama na nivou glikolize, B - oksidacije masnih kiselina, oksidativne dekarboksilacije
piruvata i ciklusa limunske kiseline tj. da pored obezbedivanja neophodnih prekursora za
biosintetske procese, intenziviranje oksidativne fosforilacije u monojedarnim ¢elijama
periferne krvi kod pacijenata sa tumorima obezbeduje energiju za te i za druge procese.

Metabolicka simbioza monojedarnih c¢elija je karakteristika ne samo pacijenata
studiranih u disertaciji, ve¢ je odlika normalnih, fizioloskih stanja, a posebno je razvijena kod
tumora. Kod solidnih tumora postoji metabolicka simbioza izmedu hipoksi¢nih i aerobnih
¢elija malignih tumora gde je laktat produkovan kod prvih, preuzet od strane drugih koje ga
koriste kao supstrat za oksidativnu fosforilaciju (Semenza i sar., 2008). Celije tumora koje se
nalaze u slabo i u dobro oksigenisanim regijama tumora podlezu reprogramiranju na genskom
nivou. Celije tumora koje se nalaze u slabo oksigenisanim regijama tumora eksprimiraju
izoformu A laktat dehidrogenaze (prevodi piruvat do laktata) i izoformu 4
monokarboksilatnog transportera (eksportuje produkovani laktat iz éelije). Celije tumora koje
se nalaze u dobro oksigenisanim regijama eksprimiraju izoformu B laktat dehidrogenaze
(konvertuje laktat do piruvata), a laktat se importuje zahvaljujuci specifi¢noj izoformi 1
monokarboksilatnog transportera (importuje laktat u celije) (Semenza i sar., 1996; Kim i sar.,
2006; Zhang i sar., 2008; Shimoda i sar., 2006). Ovakvo metabolicko reprogamiranje
kontrolise HIF-1, koji u anaerobnim uslovima u malignim ¢elijama stimuliSe glikolizu, a
smanjuje (inhibicijom PDH kompleksa) konverziju piruvata i koris¢enje ugljenika glukoze u
oksidativnoj fosforilaciji. OXPHOS je, takode suprimirana u anaerobnim uslovima (Semenza
i sar., 1996; Kim i sar., 2006; Shimoda i sar., 2006; Zhang i sar., 2008). Medutim, respiratorni
lanac, a time i OXPHOS se adaptiraju da funkcioniSu pri niskom parcijalnom pritisku
kiseonika, izmedu ostalog tako Sto se povecava ekspresija specifi¢ne subjedinice COX4-2
(engl. cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 2), umesto COX4-1 (engl. cytochrome c
oxidase subunit 4 isoform 1), koju aktivirane proteaze razgraduju U hipoksi¢nim uslovima.
Ovaj odnos izmedu glikolize i oksidativne fosforilacije (definisan kao Warburgov efekat),
postoji i u monojedarnim ¢elijama kod ispitivanih tumora, u odredenoj proporciji, koja zavisi
od unutarcelijskog stanja i vancelijskog okruzenja (podlozna metabolickom remodeliranju).
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Kako je u literaturi malo podataka o ovim molekulskim dogadajima kod monojedarnih ¢elija,
rezultati do kojih se doslo u disertaciji doprinose Saznanjima o uspostavljanju mehanizama
koji su osnova metaboli¢kog reprogamiranja.

Kada govorimo o regulaciji glikoliti¢ke stope i oksidativne fosforilacije, ne ulazeé¢i u
njihov kvantitativni odnos, rezultati disertacije ukazuju na poveéanu stopu oba metabolicka
puta kako glikolize tako i oksidativne fosforilacije u monojedarnim ¢elijama kod pacijenata sa
NL, NHL i NB tumorima. Rezultati (promene u monojedarnim celijama), do kojih se u
disertaciji doslo, su u skladu sa Warburgovim efektom, koji je karakteristika malignih ¢elija.

Povecan unos glukoze (ekspresija glukoznog transportera 1 je povecana u vecini
malignih ¢elija) i njena razgradnja u malignim ¢elijama su dobro dokumentovani procesi i ova
metaboliCka karakteristika omogucila je razvoj novih dijagnostickih metoda, kao §to je
pozitron emisiona tomografija (Phelps i sar., 1975; Di Chiro i sar., 1982).

Rezultati do kojih smo dosli u nasim eksperimentima mogu pojasniti jo$ jednu
specificnost malignih ¢elija na metabolicCkom nivou. Maligne c¢elije snazno eksprimiraju
specificnu izoformu heksokinaze, heksokinazu 2. Heksokinaza 2 se razlikuje, posebno na
regulatornom nivou od ostale tri izoforme enzima-1, 2 i 4. Za razliku od njih, heksokinaza 2
nije alostericno inhibirana svojim produktom glukozo-6-fosfatom. Heksokinaza 2 je
najverovatnije preko voltazno zavisnog anjonskog kanala (VDAC) vezana za spoljasnju
mitohondijalnu membranu. To joj omogucava da privilegovano koristi ATP, nastao
oksidativnom fosforilacijom u mitohondrijama, za fosforilaciju glukoze i1 uvodenje u
glikoliti¢ki put (Pedersen, 2007).

lako je malo podataka u literaturi koji se odnose na metabolicko reprogamiranje u
¢elijama krvi, posebno kod malignih oboljenja, jedan broj autora jasno istiCe obrasce
specifi¢ne za celijske tipove. Monociti i fagociti odgovaraju na inflamatorne stresne signale.
Inflamatorni signali snazno aktiviraju monocite koji migriraju do mesta povrede gde se mogu
diferencirati ka pro-inflamatornom (M1) ili anti-inflamatornom (M2) fenotipu. U M1 stanju,
aktivirane monocit-makrofag ¢elije podlezu metabolickom svicu od oksidativne fosforilacije
do glikolize (Rodriguez-Prados i sar., 2010; Kramer i sar., 2014). Ova metaboli¢ka promena
obezbeduje supstrate za biosintetske procese uz produkciju ATP (Neill i Hardie, 2013).
Inhibicijom oksidaciono-fosforilacioni sistem povecava se produkcija ROS, a time i
baktericidni potencijal ¢elija (Neill i Hardie, 2013). Tokom antiinflamatornog delovanja
makrofagi se transformi$u u alternativno aktivirani M2 fenotip, koji je viSe oksidativno
fosforilacioni (Shapiro i sar., 2011). Metabolicko reprogamiranje populacije monocita i

makrofaga ima visoku plasticnost. Smisao visoke plasticnosti je podrska funkcionalnih
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promena tokom inflamatornog procesa. Diferencijacija makrofaga u specificni M1 ili M2
fenotip odvija se na mestu inflamacije, a ne u cirkulaciji (Kramer i sar., 2014). Limfociti, kao
§to smo ranije istakli, tokom mirovanja primarno koriste mitohondrije da zadovolje svoje
energetske potrebe (Krauss i sar., 2001). Aktivaciju limfocita prati reprogamiranje, a novi
metabolicki fenotip se karakteriSe povecanjem 1 glikolitiCke aktivnosti 1 mitohondrijalne
OXPHOS (Macintyre i Rathmell, 2013). Ovo je od posebne vaznosti imajuci u vidu veliki
opseg imunoloskih funkcija limfocita (klonalna ekspanzija, produkcija citokina i antitela)
(Pearce, 2010; Van der Windt i Pearce, 2012a; Van der Windt i sar., 2012b; Pearce i Pearce,
2013a; Kramer i sar., 2014). Granulociti imaju veoma malo mitohondrija, koje nemaju bitnu
ulogu u energetskom metabolizmu, ali odrzavaju energetski potencijal za apoptotsku
signalizaciju (Fossati i sar., 2003; Van Raam i sar., 2004; Van Raam i sar., 2008; Kramer i
sar., 2014;). Oni svoje energetske potrebe za hemotaksu i aktivnost obezbeduju glikolizom
(Borregaard i Herlin, 1982). Trombociti (anukleusni elementi sa zivotom 5 do 7 dana u
cirkulaciji) svoje energetske potrebe u bazalnom stanju podmiruju 1 oksidativnom
fosforilacijom i glikolizom (Reuter i Gross, 1978; Chacko i sar., 2013). Agregacija trombocita
pracena je povecanjem glikolitickog metabolizma, ali je snazan oksidaciono fosforilacioni
sistem potreban da obezbedi funkcionalnost trombocita (Akahori i sar., 1995).

Treba ista¢i da ne postoje podaci koji ukazuju na procentualni odnos glikolize i
OXPHOS tokom reprogamiranja metabolizma koji prati aktivaciju specifi¢nih krvnih Celija.
Jo§ manje se zna o promenama u patoloskim stanjima, posebno tumorima. Kramer i sar.
(2014) istic¢u da pracenje metabolic¢kih profila u vecini Celija krvi, a posebno u limfocitima,
zbog njihove brojnosti, funkcionalne heterogenosti i reaktivnosti, ¢ini ove ¢elije idealnim za
ispitivanje uzajamne veze bioenergetike i propagacije patoloskog stanja.

Pored navedenih postoje i drugi faktori koji mogu modulirati energetski metabolizam.
Brojni onkogeni mogu stimulisati glikolizu pri aerobnim stanjima, ali mogu i direktno uticati
na oksidativnu fosforilaciju. Tako, C-MYC moze, u zavisnosti od mikrosredine ¢elija tumora,
istovremeno stimulisati i glikolizu i OXPHOS, preko ekspresije glikolitickih gena ili
aktivacije mitohondrijalne oksidacije glutamina (Gao i sar., 2009). Takode, pokazano je da
RAS (engl. Rat sarcoma) onkogen povecava OXPHOS u rano transformisanim c¢elijama
(Telang 1 sar., 2007; Funes, 2007; De Groof i sar., 2009). Dalje, tumor protein-p53 moze
izmeniti ekspresiju COX i tako uticati na kapacitet OXPHOS (Matoba i sar., 2006). Naime,
deficijencija p53 u celijama malignih tumora dovodi do smanjenja ekspresije COX4-2
izoforme, Sto za posledicu ima pokretanje anaerobnih metabolckih promena. Novije studije

pokazuju da se tumor specificni peptid-p32 razliCito eksprimira tokom progresije
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epidermalnog karcinoma, reguliSe ravnotezu izmedu OXPHOS i glikolize, odzavajuci
oksidativni metabolizam tako $to utice na sintezu protein kod kodiranih mtDNK (Fogal i sar.,
2010).

Nasa ispitivanja su pokazala da se metabolicki fenotip mati¢nih ¢elija hematopoeze
periferne krvi posle primene mobilizacionog protokola kod svih pacijenata karakteriSe skoro
potpunim gasenjem ispitivanih parametara u odnosu na vrednosti nadene u ¢elijama zdravih
osoba i pacijenata koji nisu dobijali mobilizacioni protokol. 1zuzetak je nivo citohroma ¢ na
iIRNK nivou i kompleksa IV na proteinskom nivou.

Moze se re¢i da ove Celije karakteriSse nizak nivo glikolize, B-oksidacije masnih
kiselina, ciklusa limunske kiseline, OXPHOS i same sinteze ATP, kao i nivoa mtDNK i
ekspresije NOX. U kojoj meri se ovaj nalaz moze smatrati smanjenjem kada se rezultati
porede sa nalazima u nemobilisanim monojedarnim ¢elijama, a u kojoj su realno stanje
mobilisanih mati¢nih éelija hematopoeze, nemoguce je sa sigurno$céu reci.

Poredenje sa rezultatima dostupnim u literaturi koji se odnose na mati¢ne Celije
hematopoeze kostne srzi, njihove ¢erke ¢elije i mobilisane mati¢ne ¢elije hematopoeze moze
pomod¢i razumevanju rezultata do kojih se u disertaciji doSlo. Postoji mogucnost da
mobilizacione procedure mogu uticati na funkciju mati¢nih ¢elija hematopoeze periferne krvi
na razli¢itim nivoima.

Razvoj hematopoetskih c¢elija i nekih c¢elija limfoidne populacije primarno je
ogranien na kostnu srz, dok zrele c¢elije napusStaju mesto nastanka 1 ulaze u perifernu
cirkulaciju. U homeostatskim stanjima mala populacija HSC i hematopoetskih progenitorskih
¢elija (engl. hematopoietic progenitor cell, HPC) je prisutna u perifernoj krvi. Zapazanje da se
povecan broj HPC nalazi u krvi pacijenata koji se oporavljaju od hemioterapije, dovelo je do
razvoja procedura da se ove nezrele ¢elije mobiliSu iz kostne srzi do krvi, iz koje se mogu
sakupiti i koristiti za transplantaciju (McCredie i sar., 1971; Kurnick i Robinson, 1971;
Chervenick i Boggs, 1971; To i sar., 1997). Opste je poznato da mnogi citokini mogu
mobilisati HSC i HPC, a kada se primenjuju u kombinaciji sa citostaticima imaju sinergisticki
i aditivni efekat (To i sar., 1997; Thomas i sar., 2002; Fruehauf i Seggewiss, 2003;
Papayannopoulo, 2004). Mati¢ne Celije hematopoeze iz periferne krvi su postale primarni
izvor celija kod autologne transplantacije mati¢nih celija hematopoeze. Da bi se izbegle
komplikacije (Kessinger i Armitage, 1991; To i sar., 1997) pocelo se sa primenom G-CSF kao
mobilizatora, imajuci u vidu njegov potencijal, predvidljivost i bezbednost (To 1 sar., 1997;
Ringden i sar., 2000; Goldman i Horowitz, 2002; Benito i sar., 2004). Prikupljanje

mati¢nih/progenitorski c¢elija hematopoeze iz periferne krvi ima prednosti u odnosu na
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prikupljanje iz kostne srzi: manje je invazivno, a i broj prikupljenih ¢elija je veci (Bensinger i
sar., 1993; Welte i sar., 1996; To i sar., 1997; Kennedy 1998; Blume i sar., 2000).

Kako je broj mati¢nih celija hematopeoze u perifernoj krvi mali (0,001-0,1 % svih
¢elija sa jedrom) neophodno je pre njihovog prikupljanja sprovesti mobilizaciju MNC iz
kostne srzi u krv primenom tzv. mobilizacionog protokola (Landenstein i sar., 2008). Nasa,
kao i iskustva drugih autora (lkeda i sar., 2004) ukazuju da istovremena primena
hemioterapije i G-CSF povecava broj CD34+ c¢elija u krvi do 1000 puta. Mobilizacioni
protokoli podrazumevaju davanje razli¢itih citostatika, koji se doziraju na telesnu povrSinu
pacijenta i daju sukcesivno (jedan za drugim). Po zavrSenom davanju citostatika u roku od 1-4
dana (u zavisnosti od dijagnoze) pocinje se sa davanjem G-CSF.

Mobilizacija se smatra uspesnom kada je broj CD34+ > 20/uL krvi (Sutherland i sar.,
1996). U slucaju slabe mobilizacije (10-19 CD34+ celija u pL krvi) radi prikupljanja
dovoljnog broja CD34+ c¢elija (u zavisnosti od sluc¢aja) moze se povecati broj afereza,
povecati volumen obradene krvi pri svakoj proceduri afereze ili ponoviti mobilizacija uz
primenu povecanih doza G-CSF. Prinos CD34+ celija prilikom prikupljanja (afereze)
pokazuje jaku zavisnost od broja CD34+ ¢elija u krvi pacijenta/davaoca pre procedure.

Nasa, kao i iskustva drugih autora ukazuju da istovremena primena hemioterapije i G-
CSF, kao mobilizacijskog protokola, povecava broj PBSC u krvi do 1000 puta (lkeda i sar.,
2004).

Jo§ jedan vazan aspekt predstavlja pentozofosfatni put (PPP). Pentozofosfatni put u
proliferiraju¢im ¢elijama je neophodan da obezbedi ribozu za sintezu nukleotida i redukovane
ekvivalente u formi NADPH. NADPH odrzava redoks stanje u populaciji mati¢nih ¢elija,
pomazu¢i u regulaciji koncentracije reaktivnih vrsti. Deficijencija glukozo 6-fosfat
dehidrogenaze ¢ini misje ESC senzitivnijim na oksidativno oste¢ivanje (Efferth i sar., 1995;
Fico i sar., 2004). Manganelli i sar. (2012) su u svojim istrazivanjima pokazali da deficijencija
glukozo 6-fosfat dehidrogenaze moze usmeriti diferencijaciju ESC (in vitro) u pravcu razvoja
endoderma, radi dobijanja tkiva pluca, jetre 1 pankreasa. Na osnovu navedenih rezultata moze
se pretpostaviti da se uz visok glikoliticki fluks u pluripotentnim ¢elijama moze ocekivati
povecan fluks u PPP i moguca regulacija opredeljivanja mati¢nih ¢elija.

Balans izmedu mirovanja 1 proliferacije ¢vrsto je kontrolisan unutrasnjim
mehanizmima u HSC 1 interakcijama HSC sa specificnom mikrosredinom, niSom mati¢nih
¢elija, interakcijom celija - ¢elija, Celija - vancelijski matriks i receptor - ligand interakcija.
Ova regulatorna mreza ukljucuje i pozitivne i negativne regulatore (Till i sar., 1964; Metcalf,

1993; Li i Xie, 2005; Suda i sar., 2005).

78



Sposobnost samoobnavljanja HSC u duzem vremenskom periodu je omogucéena
mirovanjem (Go faza ¢elijskog ciklusa), sa malo ulazaka u sintezu DNK i proliferativnu fazu
(S/G2/M) (Cheshier i sar., 1999; Wilson i sar., 2008). Mirovanje stiti HSC od oste¢enja DNK
(skra¢ivanja telomera), pod kontrolom je hipoksicnog odgovora HSC u svojoj nisi u kostnoj
srzi 1 jedna je od osnovnih "primitivnih™ karakteristika embriona (hipoksi¢na sredina) u kojem
su nastale. Kostna srz spada u hipoksi¢na tkiva (u poredenju sa drugim tkivima). Primitivne
¢elije hematopoeze (marker CD133+) ukljucuju¢i i maticne celije hematopoeze (marker
CD34+) su locirane u hipoksi¢nom okruzenju kostne srzi (Parmar i sar., 2007).

Eksperimenti su pokazali da se HSC ("primitivne" CD133+ i CD34+), razmenjujuci
signalne molekule sa mikrosredinom svoje niSe u kostnoj srzi, odrzavaju u stanju mirovanja
(Parmar i sar., 2007). Sli¢ne studije su pokazale da na mirovanje HSC ima uticaj ekspresija
HIF-1a. Deficijencija HIF-1o. dovodi do deobe mati¢nih ¢elija. Ista studija je pokazala da
primitivne mati¢ne celije (CD133+), ¢ija niSa je u osteoblastima (najnizi nivo kiseonika),
poseduju visoki dugovremenski kapacitet za obnavljanje (Takubo i sar., 2010). U drugoj
studiji HSC su razvrstane na osnovu nivoa ROS. Pokazano je da ¢elije sa niskim nivoom ROS
imaju veci kapacitet samoobnavljanja u odnosu na éelije sa ve¢im nivoom ROS (Jang i sar.,
2007). Kada se ¢elije kostne srzi analiziraju na osnovu mitohondrijalne aktivnosti kod vise od
80% HSC koje imaju visok kapacitet za samoobnavljanje zabelezen je nizak nivo
mitohondrijalnog potencijala (Simsek i sar., 2010).

Mirovanje obezbeduje ocuvanje integriteta i funkcije HSC ogranic¢avajuci ostecenja
¢elija tokom mitohondrijalne respiracije, kao i od citotoksi¢nih agenasa. Takode, $titi HSC od
iscrpljivanja usled preterane proliferacije, tj. ulaska u nekontrolisane ¢elijske cikluse (Orford i
Scadden, 2008; Bakker i Passegue, 2013).

Svako od razli¢itih stanja HSC (mirovanje, proliferacija i diferencijacija) namece
jedinstvene bioenergetske zahteve (Shyh-Chang i sar., 2013).

MozZemo re¢i da HSC u stanju mirovanja (utiSanosti) imaju sklonost ka anaerobnom
metabolizmu. Mada HSC imaju veliki broj mitohondrija, one su malo aktivne sa niskim
mitohondrijalnim membranskim potencijalom i nivoom ATP, i sa dominacijom glikolitickog
puta u odnosu na OXPHOS i ciklus limunske kiseline (Simsek i sar., 2010; Norddahl i sar.,
2011; Takubo i sar., 2013). Povecéani nivoi glikoliti¢kih intermedijera i piruvata, uz odsutnost
intermedijera ciklusa limunske kiseline, podrzavaju ovu tvrdnju (Takubo i sar., 2013). Vazno
je naglasiti da glikoliti¢ki profil HSC nije naprosto produkt mikrosredine u kostnoj srzi, ve¢ se
snazno oslanja na unutrasnje Celijske mehanizme i interakciju molekularnih mehanizama
¢elije 1 okruZenja.
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Opredeljenost HSC da li ¢e ostati u stanju mirovanja ili ¢e u¢i u deobu povezana je i sa
metabolizmom lipida. Kada HSC napustaju stanje mirovanja i vracaju se u celijski ciklus,
izbor izmedu asimetri¢ne i simetricne podele je jedna od prvih vaznih odluka koja odreduje
njihovu sudbinu. Asimetricnom podelom nastaju dve cCelije sa razli¢itim sudbinama, Sto
omogucava odrzavanje pula HSC i stvaranje diferenciranih progenitorskih ¢elija za odrzanje
homeostaze krvi. Suprotno, simetricnom podelom stvaraju se dve celije sa zajednickom
sudbinom gde mogu ili odrzavati pul HSC, ili povecati broj diferenciranih ¢elija u stanjima
koja zahtevaju intenzivnu hematopoezu. Ravnoteza izmedu simetri¢ne 1 asimetri¢ne deobe
HSC &esto je povezana sa stanjem bolesti (Rhee i sar., 2000). Istrazivanja Ushio-Fukai (2006)
ukazuju na mogucnost da je oksidacija masnih kiselina klju¢na odrednica sudbine HSC.
Rezultati ukazuju da aktiviranje oksidacije masnih kiselina uti¢e na opredeljenje HSC,
omogucéavajuéi asimetriénu celijsku deobu koja je energetski viSe zavisna od simetrine
Celijske deobe. Vazno je napomenuti da blokada oksidacije masnih kiselina dovodi do
diferencirajucée Celijske deobe, pre nego samo-obnavljajuce simetricne deobe (Fukai i Ushio-
Fukai, 2011).

Rezultati disertacije ukazuju da je oksidacija masnih Kkiselina izrazito niska kod
ispitivanih uzoraka PBSC, nasuprot povecanju kod diferenciranih monojedarnih celija
(kontrolni uzorci zdravih ispitanika). Ocigledno da metabolizam masnih kiselina ima
dijametralno suprotan profil kada se posmatra (zavisno od prirode deobe), u mobilisanim
mati¢nim ¢elijama hematopoeze i potpuno diferenciranim hematopoeznim celijama.

lako rezultati ukazuju na jasnu korelaciju izmedu mitohondrijalnog metabolizma,
proliferacije i diferencijacije, jo§ uvek ne znamo precizne mehanizme koji kontroliSu ove
procese. Danasnja saznanja usmeravaju istrazivanja na promene redoks stanja ¢elija i nivoe
ROS kao moguce regulatore usmeravanja HSC ili u pravcu samoobnavljanja ili u pravcu
diferencijacije. Ovo je vazno za tumacenje rezultata disertacije, jer je koli¢ina mtDNK
povecana u monojedarnim c¢elijama kod nemobilisanih pacijenata, a smanjena kod
mobilisanih pacijenata sa NHL i ES, ali bez znacajnih promena kod pacijenata sa NH i NB.

Vecina ¢elija sisara sadrzi 1000 do 10 000 kopija mtDNK, dok zrela jajna ¢elija sisara
sadrzi oko 100 000 kopija, pri ¢emu svaka mitohondrija sadrzi 2-10 kopija mtDNK (Piko i
Matsumoto, 1976).

Tokom spontane diferencijacije misjih embrionalnih mati¢nih ¢elija, broj kopija
MtDNK se Sestog dana povecava 100 puta (Facucho-Oliveira i sar., 2007). Kod humanih

ESC, spontana diferencijacija povezana je sa povecanjem broja kopija mtDNK od dva puta
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(Cho i sar., 2006). Sa diferencijacijom dolazi i do i povecanja potroSnje Kiseonika, kao i
produkcije ATP i ROS u mitohondrijama (Cho i sar., 2006).

Moze se re¢i da ESC odrzavaju konstantno nizak nivo kopija mtDNK u
nediferenciranom stanju, a tokom inicijacije diferencijacije dolazi do povecanja
mitohondrijalne biogeneze i broja kopija mtDNK, $to je prac¢eno aktivacijom oksidativnog
metabolickog profila. To je u skladu sa rezultatima disertacije kada posmatramo promene
nivoa mtDNK, gde izrazito povecanje imamo U monojedarnim c¢elijama kod nemobilisanih
pacijenata sa HL i NHL, i trend povecanja kod NB. Povecanje nivoa mtDNK praceno je
izrazitom metabolickom aktivno$¢u, posebno povecanjem oksidativnog metabolizma u
mitohondrijama. Suprotno tome, nizak nivo mtDNK u uzorcima pacijenata koji su primali MP
pracen je niskim nivoom oksidativnog mitohondrijalnog metabolizma.

HSC su najvise ispitivane mati¢ne celije, sa jasno definisanim markerima
diferencijacije, ali nedovoljno istrazenim metaboli¢kim profilom (Orkin i sar., 2008). Stoga je
ispitivanje metaboli¢ke regulacije, kako kod samoobnavljanja, tako i diferencijacije dodatni
imperativ. Cinjenica je da HSC imaju redukovan broj mitohondrija, nisku mitohondrijalnu
respiraciju, sa glikolizom kao dominantnim metaboli¢kim putem (Piccoli i sar., 2005).

Jedno od kljuénih pitanja je kako HSC inhibiraju funkciju mitohondrija i aerobni
metabolizam kada su mobilisane i nalaze se u cirkulaciji gde je koncentracija kiseonika
mnogo veca nego u nisi kostne srzi?

Pored citokina 1 razli¢itih transkripcionih faktora, smatra se da vaznu ulogu u
diferencijaciji CD34+ HSC ima redoks regulacija. Izmedu ostalog, pokazano je da NOX igra
dominantnu ulogu u vanmitohondrijalnom konzumiranju kiseonika (Piccoli i sar., 2005).
Nekoliko izoformi NOX se koeksprimira u HSC i njihova aktivnost omogucava regulaciju
intracelularnog nivoa ROS i redoks signalizaciju (Piccoli i sar., 2007a). Znajué¢i da ROS imaju
ulogu u stabilizaciji HIF-1a (inhibicija prolil hidroksilaze), NOX-zavisna produkcija
superoksid anjon radikala omogucava delovanje ovog transkripcionog faktora mobilisanih
HSC i u normoksi¢nim uslovima (Piccoli i sar., 2007b). To je u skladu sa ¢injenicom da HIF-
la inhibira mitohondrijalnu respiraciju i omogucava visok glikoliticki protok u HSC.

U humanim ESC, mitohondrije su u klasterima locirane oko nukleusa (St John i sar.,
2006). Diferencijacija humanih ESC pracena je relokalizacijom mitohondrija ka periferiji (St
John i sar., 2005).

Konfokalnom mikroskopijom, koris¢enjem MitoTracker Green (specifi¢na
fluorescentna proba za mitohondrije) i imuno-fluorescentne probe za povrsinski marker HSC,

CD34+, pokazan je inverzan odnos izmedu gustine mitohondrija i ekspresije CD34+ (Piccoli i
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sar., 2005). Autori su dalje pokazali da je proliferacija i diferencijacija CD34+ povezana sa
biogenezom mitohondrija, §to je razumljivo, jer ¢elije imaju povecane energetske zahteve.

Redoks status ima takode vaznu ulogu i u neurogenezi (Kennedy i sar., 2012). Tokom
embrionalne, perinatalne i adultne neurogeneze, promene u nivoima kiseonika i ROS su vazni
signalni faktori za stvaranje novih neurona. Neuronalne mati¢ne celije (NSC) kontinuirano
stvaraju nove neurone u niSama gde su ¢vrsto regulisana stanja mirovanja, samoobnavljanja i
diferencijacije (Vieira i sar., 2011). Koncentracija kiseonika in vivo determinise sva tri stanja
NSC. Postoji dinamicka kontrola dostupnosti kiseonika NSC u niSama. Stanja sa nizim
koncentracijama kiseonika stimuliSu proliferaciju 1 samoobnavljanje, dok povecanje
parcijalnog pritiska kiseonika promovise diferencijaciju ili apoptozu NSC i progenitora.
(Panchision, 2009). HIF-1la i ROS imaju vaznu ulogu i u regulaciji proliferacije i
diferencijacije NSC (Panchision, 2009; Vieira i sar., 2011). Proliferativne i samoobnavljajuce
NSC odrzavaju visok status ROS 1 on je potreban da se odrZzi njihovo obnavljanje i
neurogeneza (izmedu ostalog aktivacijom fosfatidilinozitol-3 kinaze) (Le Belle i sar., 2011).
Intracelularno produkovane ROS aktivacijom NOX promovisu neuronalnu diferencijaciju.
Potvrda tome je nalaz da inhibicija produkcije ROS, inhibicijom enzimske aktivnosti NOX,
negativno reguliSe diferencijaciju NSC (Le Belle i sar., 2011). Slicni mehanizmi 1 interakcija
na nivou kiseonika, ROS, NOX i HIF-1a, odgovorni su za razvoj neuroblastoma (Vieira i sar.,
2011). Rezultati disertacije pokazuju da je ekspresija NOX u mobilisanim mati¢nim ¢éelijama
hematopoeze skoro potpuno ugasena na nivou iRNK, a izrazito smanjena na nivou proteina.

Dugotrajno samoobnavljaju¢e HSC imaju nizak nivo ROS unutar ¢elija. Medutim,
visok nivo ROS tokom terapije moze dovesti do starenja HSC. Povecani nivo ROS moze
izvesti HSC iz mirovanja, redukovati samoobnavljaju¢i kapacitet i dovesti do ozbiljne
insuficijencije kostne srzi (Yea i sar., 2014).

Fizioloska indukcija ROS u mati¢nim/progenitorskim celijama hematopoeze
regulisana je faktorima rasta, ili stimulisana citokinima, promenama u koncentraciji kiseonika,
bioenergetskim zahtevima, ¢elijskim statusom 1 diferencijacijom.

Merenjem intracelularnih nivoa vodonik peroksida i superoksid anjon radikala,
pokazano je da postoji jasna korelacija nivoa ROS u mati¢nim/progenitorskim c¢elijama
hematopoeze, sa njihovim funkcijama ili stanjem diferencijacije. Ispitivanjem kapaciteta
diferencije HSC na osnovu nivoa vodonik peroksida, primeéeno je da celije sa niskim
nivoima ROS zadrzavaju svoju dugovremensku sposobnost samoobnavljanja (Jang i Sharkis,
2007).
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Mutacije koje dovode do povecanja nivoa vodonik peroksida pokrec¢u izlazak HSC iz
mirovanja, blokiraju kapacitet za samoobnavljanje i pokre¢u diferencijaciju mati¢nih celija
(Ito i sar., 2006; Tothova i sar., 2007). Primeceno je da je nivo vodonik peroksida dodatno
veci u maticnim c¢elijama opredeljenim za mijeloidnu lozu u poredenju sa HSC (Tothova 1
sar., 2007). Uz to, niska koncentracija kiseonika u niSi kostne srzi ograni¢ava produkciju
ROS, obezbedujuci zastitu HSC od oksidativnih o$tecenja (Parmar i sar., 2007; Takubo i sar.,
2008; Suda i sar., 2011).

Faktori rasta hematopoeze ili citokini stimuliSu signalne puteve koji ¢elije vode ka
rastu (Sattler i sar., 1999), ili pokre¢u mobilizaciju HSC u cirkulaciju (Tesio i sar., 2011)
preko formiranja vodonik peroksida. Povecavanjem koncentracije vodonik peroksida,
stimuliSe se regrutovanje i diferencijacija cirkulisu¢ih mati¢nih/progenitorskih celija
hematopoeze (Milovanova i sar., 2009). Oc¢igledno je da vodonik peroksid u odgovaraju¢im
nivoima doprinosi proliferaciji i migraciji HSC od kostne srzi do cirkulacije, a takode ima
ulogu u navodenju HSC do ciljnih mesta (Urao i Ushio-Fukai, 2013). Suprotno, visoke
koncentracije vodonik peroksida ogranicavaju zivotni vek i kapacitet samoobnavljanja ili
ekspanziju HSC, $to se ogleda u prevremenom starenju ¢elije i apoptozi (Ito i sar., 2006;
Wang i sar., 2011).

Diferencijacija hematopoetskih ¢elija zahteva oksidativni svi¢. Prelazak HSC u vise
proliferativno stanje, povezano sa diferencijacijom, namece posebne metabolicke zahteve.
Celije u fazi proliferacije ne samo da moraju da stvaraju energiju, ve¢ moraju i da aktiviraju
veliki broj biosintetskih procesa potrebnih za replikaciju (Renstrom i sar., 2010). Drugim
reCima, diferencijacija zahteva visok energetski input da bi se odrzale specijalizovane funkcije
svakog zrelog Celijskog tipa (Renstrom i sar., 2010). Adaptacija na visoko-energetsko stanje
se oslanja na remodeliranje mitohondrija (Jiang i sar., 2011). Mada se o0 svemu tome malo
zna, kada govorimo o HSC, diferencirani adultni kardiomiociti i prekursori neurona imaju
strukturno zrele mitohondrije, difuzno rasporedene u citoplazmi (Diaz i Courtneidge, 2012;
Coso i sar., 2012). Strukturno remodeliranje mitohondrija praceno je povecanjem replikacije
mitohondrijalne DNK. Dakle, sposobnost diferencijacije HSC zavisi od njihove sposobnosti
da aktiviraju mitohondrijalnu OXPHOS (Sareila i sar., 2011).

Mnogi istrazivaci karakteriSu pluripotentne celije na osnovu nivoa ROS,
antioksidativnih enzima i oksidativnih oStecenja (Saretzki i sar., 2004; Cho i sar., 2006;
Prigione i sar., 2010). U poredenju sa diferenciranim fibroblastima, humane ESC imaju
znaCajno nizi nivo oksidativno modifikovanih proteina, dok se diferencijacijom taj broj

povecava (Prigione i sar., 2010). Isti profil promena je uo¢en merenjem parametara oStecenja
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DNK i lipida (Prigione i sar., 2010). Zapazeno je da je u ESC redukovana i ekspresija
antioksidativnih enzima, SOD i GSH-Px (Prigione i sar., 2010).

Rezultati do kojih se doslo u disertaciji pokazuju da se nasuprot smanjenju ekspresije
na proteinskom nivou za GSH-Px i CuZnSOD, ekspresioni nivoi katalaze i MnSOD odrzavaju
na kontrolnom nivou. Intracelularna lokalizacija antioksidativnih enzima moze biti jedan od
parametara koji blize ukazuje na prirodu oksidativnih procesa u PBSC, a posebno na ulogu
koju ima vodonik peroksid. Naime, CuZn SOD i GSH-Px u vecini ¢elija lokalizovani su
dominantno u citoplazmi, a MnSOD u mitohondrijama. Katalaza se s druge strane, isklju¢ivo
vezuje za peroksizome (Halliwell, 2006). Kada su u pitanju ¢elije hematopoeze, distribucija
katalaze je drugacija. U razlic¢itim Celijama katalaza se detektuje u citoplazmi, membranskim
kompartmentima i granulama razli¢ite veli¢ine (npr. azurofilnim u neutrofilima) (Nishimura i
sar., 1976). Tokom diferencijacije karakteristicna je relokalizacija katalaze, primarno ka
citoplazmi (Ballinger i sar., 1994). Ocigledno je da pojedina celijska stanja i stepen
diferencijacije ne determiniSe samo katalaza, ve¢ i njeno sinergisticko delovanje sa drugim
antioksidativnim enzimima, posebno MnSOD, podesavanjem unutraéelijske koncentracije
vodonik peroksida.

Sari i sar. (2008) su pratili nivo malondialdehida, azot oksida, SOD, GSH-Px i
katalaze u plazmi (u mijeloablativnom i nemijeloablativnom rezimu kondicioniranja), jedan
dan pre transplantacije i 30 dana od alogene transplantacije HSCT. Registrovali su povecanje
nivoa malondialdehida (kao parametra lipidne peroksidacije) i azot oksida, dok su aktivnosti
SOD, GSH-Px i katalaze smanjene. Iako autori zakljucuju da je posttransplantaciono povecan
oksidativni pritisak u plazmi, oni ne nalaze (ni pre, ni posle transplantacije) uzajamnu vezu sa
rezimom kondicioniranja, brzinom prihvatanja kalema, pojavom zavisnih oboljenja, kao ni
smrtno$¢u koja je povezana sa transplantacijom.

Ako posmatramo, ranije opisan, utiSani metabolicki fenotip sa aspekta potentnosti
prihvatanja kalema granulocitne i megakariocitne loze nakon autologne transplantacije, na
osnovu rezultata disertacije moze se zakljuciti da ne postoji jasna korelacija izmedu njih.
Naime, prihvatanje kalema obe loze je individualno i vremenski razli¢ito kod pacijenata i
nezavisno od vrste tumora. Zbog odsustva individualnih razlika na nivou metabolickih
parametara, kako unutar pojedinih grupacija tumora, tako i izmedu njih, metabolicki
parametri su prikazani kao srednje vrednosti. Moguce je da metabolicki fenotip PBSC
poseduje razli¢ite individualne potencijale da se eksprimira u zavisnosti od opSteg stanja
pacijenta, stepena progresije bolesti, infekcija i specifi¢énosti mikrosredina koje mogu uticati

na vreme prihvatanja kalema.
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Jedna od ¢injenica, potvrdena brojnim eksperimentima je da hipoksija regulise
funkciju HSC in vivo preko HIF-1la, koji se u njima snazno eksprimira na mtRNK i
proteinskom nivou (Takubo i sar., 2010; Simsek i sar., 2010; Miharada i sar., 2011). Delecija
HIF-1a. u HSC dovodi do ubrzanog deljenja HSC i njihovom iscrpljivanju, $to se moze
ispoljiti kao defekt kapaciteta za repopulaciju posle transplantacije kostne srzi (Takubo i sar.,
2010; Simsek i sar., 2010).

Zbog nemogucénosti da se, kod pacijenata prati razvoj metabolickog fenotipa posle
autologne transplantacije, in vivo, a kako u literaturi ne postoje odgovarajuci podaci, za sada
je tesko ove pretpostavke prihvatiti kao Cinjenice.

Posebnu vaznost u disertaciji imaju i rezultati koji se odnose na promene ekspresije
dva citokina: IL-6 i TNFa. Na proteinskom nivou, njihova ekspresija je izrazito povecana u
monojedarnim ¢elijama kod svih ispitivanih grupa pacijenata, bez obzira da li su primali
mobilizacioni protokol ili ne.

Interleukin-6, multifunkcionalni citokin produkuju monociti, fibroblasti i celije
endotela. Makrofazi, dendritske c¢elije, T 1 B limfociti, mezangijalne celije, keratinociti,
hepatociti, granulociti, glatke miSi¢ne Celije, eozinofili, hondrociti, osteoblasti, mast i glijalne
¢elije, kao i brojne tumorske ¢elije produkuju IL-6 samo posle stimulacije (Hattori i sar.,
1990; Groblewska i sar., 2012). IL-6 regulise brojne fizioloske procese u razli¢itim tkivima,
ukljucujuéi produkciju akutno-faznih proteina, vaZan je medijator inflamatornih procesa,
antigen-specifiécnog imunskog odgovora i hematopoeze (Akira i sar.,, 1993). Regulise
aktivaciju i diferencijaciju T limfocita, kao i sazrevanje B limfocita i stimulaciju sinteze i
sekrecije imunoglobulina (Uyttenhove i sar., 1988). S druge strane, kod miSeva (in vitro),
mezenhimalne mati¢ne ¢éelije (MSC) produkuju i sekretuju IL-6 koji je direktno povezan sa
supresijom proliferacije T ¢elija (Djouad i sar., 2007). Takode, sazrevanje monocita kostne
srzi u dendriti¢ne ¢elije parcijalno je inhibirana sekrecijom IL-6 od strane MSC (Djouad i sar.,
2007).

Uloga IL-6 u malignim tumorima je dvostruka. S jedne strane IL-6 direktno stimulise
rast mnogih c¢elijskih linija malignih tumora, aktivira ekspresiju antiapoptotskih proteina koji
pomazu celijama tumora da prezive, zaustavlja njihovo starenje doprinoseéi rastu tumora,
promovise migraciju i invaziju mnogih c¢elija malignih tumora, ima proangiogeni i
proinflamatorni efekat kod mnogih solidnih tumora (Taniguchi i Karin, 2014). IL-6 takode
ima vaznu ulogu u stvaranju i odrzavanju mati¢nih/progenitorskih ¢elija, ukljucujuci 1 ¢celije

malignih tumora (Mathieu i sar., 2012; Taniguchi i Karin, 2014).
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Mnogi bioloski efekti IL-6 u razli¢itim ¢elijama i tkivima ostvaruju se autokrinim i
parakrinim delovanjem ovog citokina. IL-6 moze takode stimulisati ili inhibirati svoju
sopstvenu sintezu autokrinim delovanjem, specificno u razli¢itim celijskim tipovima
(Groblewska i sar., 2012). Treba ista¢i da pored stimulacije, IL-6 moze inhibirati proliferaciju
¢elija malignih tumora (Chen i sar., 1988; Miki i sar., 1989; Okamoto i sar., 1997a; Okamoto i
sar., 1997b; Lin i sar., 2013).

IL-6 je izvorno identifikovan kao citokin sintetisan u limfocitima, indukuje sazrevanje
limfocita u ¢elije koje produkuju imunoglobuline (Rose-John i sar., 2006; Lin i sar., 2013).
Zato govorimo o njegovim ulogama u regulaciji inflamatornih procesa u ¢elijama, indukciji
imunog odgovora, modulaciji ¢elijskog rasta i hematopoeze (Kishimoto, 2006; Ataie-Kachoie
i sar., 2013). Disregulacija stvaranja IL-6 i njegovih signalnih puteva povezuje se hroni¢nim
inflamatornim i autoimunim oboljenjima (Ataie-Kachoie i sar., 2013). Znacajna je uloga IL-6
u aktiviranju i diferencijaciji T limfocita, Sto postiZze sinergistickim delovanjem sa drugim
citokinima koji su ukljuceni u proces hematopoeze (Neurath i Finotto, 2011). Podstice
stvaranje kolonija blast ¢elija i indukuje diferencijaciju makrofaga i megakariocita (Heike i
Nakahata, 2002). IL-6 pripada familiji pozitivnih regulatora rasta zajedno sa G-CSF (engl.
granulocyte-colony stimulating factor), GM-CSF (engl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), IL-1 i IL-3, stimuliSe proliferaciju i diferencijaciju mijeloidnih ¢elija
(Hassan i Drexler, 1995).

Dvojni efekti IL-6 (pro- i anti - kancerogeni, pro - i anti-inflamatorni, efekti na ¢elijski
rast i diferencijaciju) zavise od stepena njegove ekspresije, patoloskog stanja, c¢elija koje ga
sintetiSu i interakcije sa drugim citokinima i ¢elijskim faktorima (Blanchard i sar., 2009). To
se posebno odnosi na specifi¢nu aktivaciju velikog broja signalnih puteva na koje IL - 6 utice
1 preko kojih ostvaruje bioloske efekte.

Jedan od fizioloskih stimulusa za sintezu IL-6, pored IL-1, endotoksina bakterija,
faktora rasta trombocita (engl. platelet-derived growth factor, PDGF), onkostatina M, je i
TNFa (Groblewska i sar., 2012).

Rezultati disertacije pokazuju da konstitutivno veci ekspresioni nivo IL-6 na nivou
proteina prati povecan ekspresioni nivo TNFo kod svih pacijenata.

TNFo je kao i IL-6, plejotropni citokin sa velikom ulogom u pokretanju i
usaglasavanju kompleksnih dogadaja u inflamaciji i imunom odgovoru (Aggarwal, 2003;
Chena i Oppenheimb, 2011). Celije imunog sistema makrofagi, T i B limfociti, kao i

endotelske, mast, celije neuronalnog tkiva i tumorske Ccelije, stimulisane patogenima i
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inflamatornim signalima produkuju TNFo (Vassalli, 1992; Sethi i sar., 2008; Chena I
Oppenheimb, 2011). Vise autora ukazuje na proinflamatorni efekat TNFa, ali on ostvaruje i
antiinflamatorni i imunosupresivni efekat, posebno tokom produzenog izlaganja (Clark i sar.,
2005; Chena i Oppenheimb, 2011).

TNFa svoje bioloSke efekte ostvaruje posredstvom dva tipa receptora, TNFR - 1 i
TNFR-2. Posredstvom TNFR-1 moze pokrenuti kako prezivljavanje tako i smrt ¢elija, a preko
TNFR-2 signalizaciju koja omogucava prezivljavanje (Gupta i Gollapudi, 2005). Dvostruke
uloge koje TNFo moze ostvarivati odredene su sliénim faktorima kao i za IL-6. Uz to postoji
snazna korelacija izmedu ova dva citokina, kada su u pitanju razli¢iti fizioloSki procesi,
njihova inicijacija i regulacija. Tako, tokom starenja rast produkcije TNFo pracen je TNFo
indukovanom apoptozom (Gupta, 2003, 2004). Podaci ukazuju da se nivo TNFa poveéava 2-
4 puta u starenju, a da ga prati povecanje IL-6 (Gupta i Gollapudi, 2005). Smatra se TNFa.,
svojim pro-inflamatornim delovanjem povecava stepen smrtnosti, uzrokujuci insulin
rezistenciju, dislipidemiju i disfunkciju endotela, dok IL-6 deluje anti-inflamatorno,
stimuliSu¢i lipolizu, preuzimanje glukoze i stiti od TNFa indukovane insulin rezistencije
(Gupta i Gollapudi, 2005).

S druge strane, ova dva citokina deluju sinergisticki reguliSu¢i neke vitalne procese.
IL-6 i TNFa su neophodni faktori koji direktno reguliSu procese u osteogenim c¢elijama
(osteoblastima i osteoklastima) i njihovim prekursorima, kontroliSu¢i formiranje,
diferencijaciju i funkciju (Kwan i sar., 2004).

Signalni putevi koje pokrecu bioloski odgovor indukovan sa TNFa, direktno zavise od
redoks stanja Celije. TNFo moze biti indukovan reaktivnim vrstama kiseonika, ali moze 1
indukovati njihovu produkciju. Dokazano je da TNFa indukuje produkciju superoksid anjon
radikala u mitohondrijama (Garg i Aggarwal, 2002). Uzajamna veza ROS i TNFa je Celijski
specifi¢na, zavisi od stimulusa i odgovor TNFa na ROS moze biti proapoptotski, ali i
usmeren ka preZivljavanju celija. Kako ROS imaju vaznu ulogu u opredeljivanju, sudbini i
diferencijaciji mati¢nih celija hematopoeze, odrzanje nivoa IL-6 i TNFa, uz konstitutivnu
ekspresiju MnSOD i katalaze u njima moze predstavljati sinergisticku kaskadu usmerenu ka

regulisanju njihove diferencijacije, maturacije 1 odrZzanja metabolickog profila 1 funkcije.
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6. Zakljucci



Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da se izdvajaju dva dominantna
metabolicka fenotipa monojedarnih celija iz periferne krvi. Prvi je karakteristiCan za
monojedarne ¢éelije periferne krvi kod svih ispitivanih tumora, hematoloskih (HL i NHL) i
nehematoloskih (NB 1 ES). Drugi fenotip, istovetan je za monojedarne celije svih tipova
tumora posle protokola mobilizacije.

Ova dva fenotipa odslikavaju funkciono stanje monojedarnih ¢elija periferne krvi na
nivou antioksidativne odbrane, energetskog metabolizma (glikolize, B-oksidacije masnih
kiselina, ciklusa limunske Kiseline, oksidativne fosforilacije, sinteze ATP), mtDNK,
ekspresije NOX, kao i ekspresije citokina: IL-6 1 TNFa.

1. Kod prvog metabolickog fenotipa ekspresioni profili na nivou iIRNK i na nivou

proteina pokazuju snaznu aktivaciju metabolizma monojedarnih ¢elija periferne krvi kod HL,

NHL i NB u poredenju sa kontrolnim subjektima. Ocigledno je da, iako ove Celije nisu

primarno mesto malignog procesa (kao npr. kod leukemija), one jesu izlozene uticaju i

indirektno interferiraju sa bolescu.

Uocava se sinhronizacija metabolickih procesa u monojedarnim celijama pacijenata sa HL,

NHL i NB.

- Na nivou iIRNK, ekspresija svih ispitivanih komponenti kompleksa respiratornog lanca i
ATP sintaze je izrazito povecana. Nema promene ekspresije na nivou iIRNK kod
pacijenata sa NB za subjedinice kompleksa IV kodirane bilo mitohondrijalnim ili
nukleusnim genom.

- Ekspresioni profili za proteine kodirane mitohondrijalnim genima istovetni su sa
ispitivanim genima iz nukleusa;

- Koli¢ina mitohondrijalne DNK u monojedarnim celijama pokazuje skoro istovetan
obrazac u poredenju sa ekspresijom komponenti respiratornog lanca, dvadeset puta je veca
kod pacijenata sa HL, deset sa NHL i pokazuje trend povecanja kod pacijenata sa NB.

- Na nivou proteina ekspresija komponenti respiratornog lanca je izrazito poveéana,
istovetno kao kod ekspresije iIRNK. Jedini izuzetak je, suprotno promenama na nivou
iRNK, dramati¢no smanjenje citohroma ¢ kod pacijenata sa HL, NHL i NB tumorima.

2. Aktivacija oksidativnog metabolickog profila (posebno u mitohondrijama) pracena je

povecanjem mitohondrijalne biogeneze i broja kopija mtDNK u monojedarnim ¢elijama kod

pacijenata sa HL i NHL (sa trendom povecanjem kod NB).

3. Drugi metabolicki fenotip monojedarnih ¢elija periferne krvi (posle mobilizacije

hemioterapijom i G-CSF) kod svih pacijenata karakteriSe se skoro potpunim gasenjem
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ispitivanih metabolickih parametara (utiSani fenotip) kada se vrednosti porede u odnosu na
zdrave osobe i pacijente koji nisu primali MP. KarakteriSe ih: nizak nivo glikolize; B-
oksidacije masnih kiselina; ciklusa limunske kiseline; oksidativne fosforilacije (kompleksi
respiratornog lanca) i sinteze ATP, uz izuzetak citohroma ¢ na iRNK nivou i kompleksa IV na
proteinskom nivou. Takode ih karakteriSe Smanjen nivo mtDNK, $to je u skladu sa ¢injenicom
da se odrzava konstantno nizak nivo kopija mtDNK u nediferenciranom stanju. Nizak nivo
mtDNK u mobilisanim mati¢nim ¢elijama hematopoeze u saglasnosti je sa rezultatima koji
potvrduju nisku stopu oksidativnog metabolizma u mitohondrijama.

U kojoj meri se ove promene mogu smatrati smanjenjem, a u kojoj meri su realno
stanje mobilisanih mati¢nih ¢elija u odnosu na rezultate dobijene iz uzoraka pacijenata koji
nisu primali MP, kao i1 kontrolnih uzoraka nije bilo mogucée zakljuciti. Postoji moguénost da
mobilizacione procedure mogu uticati na biohemijske mehanizme i funkciju mati¢nih ¢éelija
hematopoeze.

4. Na nivou antioksidativne odbrane, kod svih ispitivanih grupa pacijenata (koji su
primali MP i koji nisu), smanjena je ekspresija na proteinskom nivou za GSH-Px, dok se
ekspresioni nivoi katalaze i MnSOD odrzavaju se na kontrolnom nivou. Ekspresija
CuzZnSOD, smanjena je kod pacijenata koji su primali MP. Moze se tvrditi da intracelularna
lokalizacija antioksidativninh enzima (CuzZnSOD i GSH-Px dominantno u citoplazmi, a
MnSOD u mitohondrijama) moze biti jedan od parametara koji blize ukazuje na prirodu
oksidativnih procesa u mati¢énim ¢elijama hematopoeze, a posebno na ulogu koju ima vodonik
peroksid. Uz to smanjena ekspresija NOX kod svih ispitivanih pacijenata ima vaznu ulogu u
regulaciji signalnih, redoks-zavisnih puteva.

5. Ekspresija citokina, IL-6 i TNFa na proteinskom nivou izrazito je povecana u
monojedarnim ¢elijama kod svih ispitivanih grupa pacijenata, sa i bez stimulacije mati¢nih
¢elija hematopoeze.

Na osnovu rezultata disertacije moze se zakljuc¢iti da ne postoji jasna korelacija
izmedu utiSanog metabolickog fenotipa 1 vremena prihvatanja kalema granulocitne i
megakariocitne loze posle autologne transplantacije. Prihvatanje kalema obe loze je
individualno i vremenski heterogeno kod pacijenata, nezavisno od vrste tumora.

Moguce je, da iako utiSan, metabolic¢ki fenotip mati¢nih ¢elija hematopoeze poseduje
razli¢ite individualne potencijale da se eksprimira u zavisnosti od opSteg stanja pacijenata,
stepena progresije oboljenja, infekcija i specifi¢nosti mikrosredina koje mogu uticati na

prihvatanje kalema.
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LISTA SKRACENICA

Skracenica Pun naziv na srpskom (ispod) i/ i li engleskom (iznad)
ACADM engl. acyl-CoA dehydrogenase medium-chain
acil-CoA dehidrogenaza masnih kiselina srednjeg lanca;
ACC engl. acetyl-CoA carboxylase
acetil-CoA karboksilaza;
AD engl. antioxidant defense
antioksidativna odbrana;
engl. acyl-CoA oxidase
AOX acil-CoA oksidaza
BEU-E engl. l_:)_urst-formlpg ur]lt-erythr0|d
kolonije blasta eritrocita
CEU-E engl. (_:_olon.y-formlng unit-erythroid
kolonije eritrocita
engl. colony-forming unit-granulocites erythrocites,
CFU-GEMM macrophages, megakariocites
kolonije granulocita, eritrocita, makrofaga, megakariocita
engl. colony-forming unit-granulocites, macrophages
CFU-GM . :
kolonije granulocita, makrofaga
COX e_ngl. cytochror_ne c QX|dase
citohrom c oksidaza;
engl. C reactive protein
CRP C reaktivni protein
engl. CuZn Superoxide dismutase
CuznSOD CuZn superoksid dismutaza;
engl. Mn superoxide dismutase
MnSOD Mn superoksid dismutaza
engl. endothelial nitric oxide synthase
eNOS . S .
endotelijalna azot oksid sintaza;
i NOS engl. inducible nitric oxide synthase
inducibilna azot oksid sintaza;
engl. embrional stem cell
ESC ) R
enmbrionalne mati¢ne Celije
engl. flavin adenine dinucleotide
FADH, flavin adenin dinukleotid
GAPDH engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza
engl. granulocyte-colony stimulating factor
G-CSF : . .
faktor stimulacije granulocita
engl. granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GM-CSF : . ;
faktor stimulacije granulocita, makrofaga
GSH-Px engl. glutathlone_z perqmdase
glutation peroksidaza;
HIF-1 engl. hypoxia-inducible factor 1o
¢ hipoksija inducibilni transkripcioni faktor 1o
engl. human progenitor cell
HPC humane progenitorske celije




engl. human stem cell

HSC e
humane maticne Celije
JAK /STAT eng_l. Janus family tyrosine kinases/Signal Transducer and
Activator of Transcription
engl. mitogen-activated protein kinases
MAPK . e oo
mitogen aktivirajuce protein kinaze
engl. mesenchymal stem cells
MSC . s
mezenhimalne maticne ¢elije
NAD engl. nicotinamide adenine dinucleotide
nikotinamid adenin dinukleotid
engl. NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex
Ndufa6 subunit 6
subjedinica 6 ubikinona
OXPHOS eng_l. o>§|dat|ve phc_)spr_]_orylatlon
oksidativna fosforilacija
eng. peripheral blood stem cell
PBSC N . )
mati¢ne Celije periferne krvi
engl. platelet-derived growth factor
PDGF -
faktor rasta trombocita
engl. pyruvate dehydrogenase
PDH . . _
piruvat dehidrogenaza;
engl. phosphoenolpyruvate
PEP X
fosfoenolpiruvat
i engl. phosphofructokinase-1
PFK-1 fosfofruktokinaza-1
engl. pyruvate kinase
PK . )
piruvat kinaza
engl. primitive neuroectodermal tumor
PNET R .
primitivni neuroektodermalni tumor
engl. protein tyrosine phosphatase, receptor type C
PTPRC ST '
protein tirozin fosfataza, receptor tipa C
engl. sukcinil-CoA sintetaze
SCAS sukcinil-CoA sintetaza
TNEa engl. tumor necrosis factor a
faktor nekroze tumora
VDAC engl. voltage-dependent anion channels
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