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SAZETAK

Poremedaj regulacije stani¢nog ciklusa uzrokuje nekontroliranu proliferaciju stanica te je jedan
od glavnih uzroka pojave raka. Postoji niz gena koji reguliraju stani¢ni ciklus i Cuvaju stanice od
zloéudne preobrazbe, medu kojima je gen p21"A"Y“'P* &jji proteinski produkt je inhibitor
kompleksa kinaze ovisne o ciklinu (CDK) i ciklina. Njegova povecana ekspresija u tumorskim
stanicama predstavlja potencijalno oruZje u genskom lijeCenju raka, medutim istraZivanje njegove
uloge ukazuje na niz kontradiktornih rezultata zbog kojih je nuZzno dodatno rasvijetliti njegovu
ulogu u tumorskim stanicama. U ovom je radu pracen utjecaj povecane ekspresije gena p2l
unoSenjem njegove cDNA replikacijski nesposobnim adenovirusnim vektorima (Ad5-p21) u
tumorske stanice karcinoma debelog crijeva SW480 i SW620, koje potjecu od istog pacijenta, ali
imaju razliCit stupanj zloéudne preobrazbe. Kao kontrolni vektor je koriSten adenovirus s
ugradenim genom dojavljivatem (Ad5-B-gal). Oba vektora umnoZena su u visokoj koncentraciji
u komplementiraju¢im stanicama HEK 293, izolirana i procis€ena. Virusni titar je izmjeren
odredivanjem koncentracije ukupnih i infektivnih virusnih Cestica. Djelotvornost transdukcije
stanica karcinoma debelog crijeva SW620, SW480, a i HCT116 adenovirusnim vektorom Ad5-f3-
gal odredena je pracenjem pojave plavog obojenja aktivnoS¢u enzima B-galaktozidaze. UoCena je
slabija djelotvornost transdukcije SW620 stanica putem Ad5-B-gal u odnosu na SW480 i
HCT116 stanice. Takoder je primije¢eno toksi¢no djelovanje samog vektora na tumorske stanice,
poglavito na stanice SW620. Utjecaj Ad5-p21 i Ad5-B-gal na stani¢ni ciklus SW620 i SW480
stanica pracen je metodom protocne citometrije. Poveéana ekspresija gena p21 izaziva zastoj u
G1 fazi stani¢nog ciklusa stanica SW480. Njegova je uloga u stanicama SW620 upitna zbog
snaznog utjecaja samog adenovirusnog vektora na stani¢ni ciklus, buduci da je uoCen zastoj
stani¢nog ciklusa u G2 fazi nakon zaraZavanja stanica s kontrolnim vektorom Ad5-B-gal. Kako i
sami adenovirusni vektori mogu utjecati na stani¢ni ciklus te uzrokovati lazne rezultate, potreban
je izuzetan oprez kod njihovog koriStenja u istraZzivanju gena koji reguliraju stanicni ciklus.

(63 stranice, 37 slika, 2 tablice, 64 literaturnih navoda, hrvatski jezik)

WAFL/CIP1
1

Kljucne rijeci: stanicni ciklus, gen p2 , adenovirus, rak

Voditelji: dr.sc. Marijeta Kralj, viSi znanstveni suradnik i doc.dr.sc. Maja Matuli¢
Ocjenjivaci: doc. dr. sc. Maja Matuli¢

dr. sc. Marijeta Kralj, viSi znanstveni suradnik

prof. dr. Nada OrSoli¢

prof. dr. Zeljka Vidakovi¢-Cifrek

Rad je prihvaéen: listopad, 2008



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Science
Department of Biology

CELL CYCLE ANALYSIS OF TUMOR CELLS USING ADENOVIRAL
VECTORS

Blanka Pranji¢
Division of Molecular Medicine
Ruder BoSkovic¢ Institute, BijeniCka 54, Zagreb

ABSTRACT

Deregulation of the cell cycle induces uncontrolled cell proliferation and is one of the main
causes of cancer development. A variety of genes has cell cycle regulating properties and can
therefore protect cells from malignant transformation. An example is p21"~™“""* which is an
inhibitor of cyclin-dependent kinases (CDK)/cyclin complexes. Overexpression of p21"WAF/c!"jn
tumor cells might represent a potential tool for cancer gene therapy. However, the study of
p21"WAFYCPL functions in tumor cells revealed contradictory findings and therefore it is necessary
to clarify its role in tumor cells with different genetic background. The effect of p21WAFHCIFY
overexpression was monitored by introducing p21 cDNA into colon carcinoma cells SW480 and
SW620, using the replication-deficient recombinant adenoviral vectors. These cell lines were
derived from the same patient, but from cells with different level of malignancy. Adenoviral
vector containing the reporter gene for -galactosidase was used as a control. Both vectors were
propagated in HEK 293 helper cells in high concentrations, isolated and purified. Viral titer was
determined measuring the concentration of total and infectious viral particles. The efficiency of
transduction of colon carcinoma cells SW620, SW480, as well as HCT116, with adenoviral
vectors was determined by B-galactosidase staining of infected cells. Transduction of SW620
with Ad5-B-gal had lower efficiency, as compared to SW480 and HCT116. In addition, a vector
related toxic effect on tumor cells was detected, in particular on SW620 cells. The effect of Ad5-
p21 and Ad5-B-gal on the cell cycle of SW620 and SW480 cells was monitored by flow
cytometry. p21WAFYCIPL gverexpression in SW480 cells induced cell cycle arrest in G1 phase. In
SW620, a strong effect of the vector itself, Ad5-Bgal, was detected, resulting in G2/M arrest.
Since the adenoviral vector itself can effect the cell cycle leading to false results, their use in the
investigation of the cell cycle regulating genes should be handled with care.
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1. UVOD



Rak je krajnja toCka nakupljanja viSestrukih mutacija koja rezultira fenotipom
karakteriziranim nekontroliranim rastom stanica.! Razvojem molekularne biologije
otkrivaju se mehanizmi nastanka raka i uloga imunoloskog sustava u tom procesu, ali i
razligite strategije unistenja promijenjenih stanica.> Usprkos izvanrednom napretku u
razumijevanju raka klju¢ne molekularne promjene u visSestepenom procesu nastanka raka
su jo$ uvijek nepoznate. Bolje razumijevanje ovih procesa Ce rezultirati produkcijom
uginkovitijih terapija.®> U napretku bolesti aktivacija onkogena i inaktivacija regulatora
stanicnog ciklusa (tumor supresorskin gena) je presudna. Tumor supresorski geni
sudjeluju u kljucnim funkcijama stanice kao Sto su prijenos signala, transkripcija gena i
kontrola stanicne proliferacije i stanicne smrti. Gubitak i/ili mutacija, ponekad samo
jednog alela, ovih gena pridonosi malignom fenotipu. Teoretski, supstitucija mutiranih ili
deletiranih tumor supresorskih gena sa funkcionalnom kopijom bi mogla popraviti
osteéenje i obnoviti normalne funkcije stanice.®

U zadnjih nekoliko godina povecava se interes za biokemijske mehanizme ukljucene u
regulaciju stani¢nog ciklusa, njegovu progresiju i smrt stanice. Kljucne odluke stanice na
rast, diferencijaciju ili ulazak u mirovanje, starenje i programiranu stanicnu smrt su
kontrolirani putem brojnih medusobno povezanih i kompleksnih signalnih puteva.
Mutacije u bilo kojem od gena ukljucenih u te regulatorne signalne puteve predstvaljaju
potencijalan mehanizam koji vodi karcinogenezi. Stoga, temeljni cilj baziCnih
istrazivanja regulacije stanicnog ciklusa i karcinogeneze je razvoj novih strategija
lijeCenja kao alternativna ili pomocna terapija uz konvencionalnu kemoterapiju i terapiju

zragenjem.®

1.1. Stanicni ciklus

Zadaca stani¢nog ciklusa je osigurati vjernu kopiju DNA i raspodijeliti je na dvije stanice
kceri. Vrijeme i redoslijed dogadaja u stanicnom ciklusu strogo su regulirani nizom gena
Ciji produkti Cine razliCite kontrolne sustave. Prijelaz u pojedinu fazu stani¢nog ciklusa,
kao Sto su prijelaz iz G1 u S fazu i prijelaz iz G2 u M fazu reguliran je tzv. kontrolnim
toCkama. Kontrolne toCke Cine niz sustava koji omogucavaju proliferaciju stanice

(prijelaz u sljedecu fazu) samo u prisustvu stimulatornih signala (npr. Cimbenika rasta), a



istodobno inhibiraju ciklus u slutaju pogreske na DNA ili diobenom vretenu.*® Pogreske
u ovim kontrolnim sustavima dovode do geneticke nestabilnosti, kao Sto su delecije,
amplifikacije, translokacije, poliploidije ili aneuploidije, odnosno dovode do pojave
tumora.*® Progresiju stanice kroz stani¢ni ciklus omoguéavaju kinaze ovisne o ciklinu
(CDK, od engl. cyclin dependent kinases). ’

Nakon stimulacije stanice nekim mitogenim signalom (prijelaz iz Go u G; fazu) dolazi do
nakupljanja ciklina D koji potom veze kinaze CDK4 i CDK®6. Glavni supstrat ovih
kompleksa je proteinski produkt gena Rb. Retinoblastoma protein (pRb) je glavni
negativni regulator stanitnog ciklusa. Ukoliko pRb nije fosforiliran, veze se na
transkripcijski faktor E2F i tako ga inaktivira. Kada kompleks ciklin-D/CDK4/6
fosforilira pRb, pRb otpusta transkripcijski faktor E2F. E2F tada dovodi do
transkripcijske aktivacije gena odgovornih za ulazak u S fazu stani¢nog ciklusa (slika
1)'7,8

153 R
Ok, Bioydin B (,‘é—i)
E2F e

e of % vhase genes

Slika 1: Regulacija E2F transkripcijskog faktora; preuzeto iz knjige: The Cell, Cooper (2000) o

E2F potice sintezu ciklina E i A. Aktivnost kompleksa ciklina E i CDK2 neophodna je
za prijelaz iz G1 u S fazu (slika 2), dok kompleks ciklina A i CDK2 omogucava
progresiju kroz S fazu. Aktivnost ciklina A/CDK?2 ostaje visoka tijekom G2 i rane mitoze
da ne bi doslo do replikacije DNA. Istovremeno, tijekom G2 faze raste sinteza ciklina B,
odgovornog za ulazak u mitozu. Kompleks ciklina B i CDK1 je reguliran nizom
fosforilacija i defosforilacija mehanizmima povratne sprege da bi se omogucio nagli

pocCetak mitoze. Isto tako, mehanizmi povratne sprege dovode do inaktivacije mitotskog



kompleksa nakon anafaze i razgradnje ciklina B, izlaska iz mitoze i ponovne

rekonstitucije dijelova stanice. "®

Rb Dephos’n
Cyelin B v
Cdc2
(CDK1)
CDK2 CDK4,5

Rb phos'n

Slika 2: Stani¢ni ciklus; preuzeto sa stranice: http://www-rcf.usc.edu/~forsburg/images/CDKcyclins.jpg *°

U mehanizmima regulacije stanicnog ciklusa sudjeluju i specificni inhibitori kinazne
aktivnosti kompleksa ciklina i njihovih kinaza, tzv. inhibitori kinaza ovisnih o ciklinu
(CDKI). Jedan od takvih inhibitora CDK je p21 protein.'

1.1.1. Protein p21°'PVWAFL

Protein p21 je ¢lan obitelji Kip/Cip, Siroke grupe inhibitora kinaza ovisnih o ciklinu. Ovaj
inhibitor je istovremeno otkriven od dvije istrazivacke grupe i nazvan je Wafl (od engl.
wild-type p53-activated fragment) i Cipl (od engl. CDK-interacting protein 1). Kao Sto
samo ime govori p21 “PYWAFL ja pod kontrolom p53 tumor supresor gena, koji inducira
apoptozu u osteéenim stanicama.

p21 je inhibitor kompleksa kinaza ovisnih o ciklinu i ciklina Sto ga Cini regulatorom
stanicnog ciklusa. Taj protein takoder inhibira replikaciju DNA, te svojim proteinskim
interakcijama regulira transkripciju gena i utjece na apoptozu.™® p21 je nuklearni protein
koji je ukljucen u mehanizam nastanka zastoja stani¢nog ciklusa koji omogucuje stanici

popravak osteéenja DNA, diferencijaciju i dovodi do apoptoze.'* Kao odgovor na



oStecenje  DNA aktivira se tumorski supresor p53. Tumor supresori sudjeluju u
normalnom funkcioniranju stanicnog ciklusa, spreCavajuCi nekontrolirano djeljenje
stanica odnosno pojavu tumora. Aktivacija p53 rezultira transkripcijom niza gena medu
kojima je i gen p21." Aktivacija p21 proteina uzrokuje zastoj ciklusa u G1 fazi stani¢nog
ciklusa. p21 inhibira kompleks ciklin D/CDK4 i ciklin E/CDK2 koji su nuzni za prijelaz
iz restrikcijske tocke, odnosno iz G1 u S fazu staniénog ciklusa.®** Prijelaz ciklin/CDK
kompleksa iz aktivnog u inaktivno stanje je uzrokovano promjenom koliCine p21 proteina
vezanog za taj kompleks. Aktivni kompleks sadrzi vezanu samo jednu molekulu p21
proteina, za razliku od inaktivnog kompleksa koji na sebe ima vezanu viSe od jedne
molekule.*’” p21 takoder inhibira kompleks ciklin A/CDK2 prije prijelaza iz S u G2 fazu
stani¢nog ciklusa.'® p21 protein dakle ima takoder vaznu ulogu kontrolne totke u G2 fazi.

Ekspresija p21 u G2 fazi izaziva zastoj stani¢nog ciklusa.'®

2126 49 71 140 153 160
~ G~ NS
cyclin CDK PCNA cyclin

Slika 3: Prikaz glavnih interakcijskih regija i mjesta fosforilacije: Cyclin- regija koja veZe cikline, CDK-
regija koja veZe kinaze ovisne o ciklinu, NLS- sekvenca odgovorna za smjestaj u jezgri (od engl. nuclear
localisation signal); preuzeto iz Child i sur. (2006) 13

Protein p21 je nestrukturirani protein koji usvaja razliCite konformacije ovisno o ciljnom
proteinu kojeg susrece i s kojim Ce se vezati. Prilikom vezanja sa ciklinima ili kinazama
ovisnim o ciklinu amino-kraj p21 proteina formira visoko organiziranu strukturu u kojoj
udaljene aminokiselinske regije, evolucijski oCuvane i u drugim proteinima (kao npr.
E2F-1 ili Cdc25A), ulaze u interakciju s hidrofobnim regijama na povrsini ciklina ili
kinaza ovisnih o ciklinu. Karboksilni kraj je slabo oCuvan medu tim proteinima
omogucavajuci izvrSavanje razliCitih uloga. Jedna od prvih opisanih uloga karboksilnog
kraja p21 proteina je interakcija s proliferiragju¢im antigenom PCNA (od engl.
proliferating cell nuclear antigen) putem aminkiselina R143-S160. PCNA je dio kompleksa
DNA polimeraze 3 i € i vezivanje p21 proteina na njega prekriva vezna mjesta za proteine
esencijalne za replikaciju DNA (slika 3).** p21 moZe sudjelovati i u regulaciji genske

ekspresije, kooperirati s transkripcijskim koaktivatorom CBP/p300 u pojaCavanju



djelovanja nekih transkripcijskih faktora. p21 wulazi u interakcije s nekoliko
transkripcijskih faktora ukljucenih u kontrolu stani¢nog ciklusa, kao to su E2F i c-Myc
te tako smanjuje ekspresiju gena potrebnih za progresiju kroz ciklus.™

Mnoge fizioloske uloge p21 proteina ovise 0 samom smjeStaju ovog proteina. Uloge p21
proteina smjeStenog u jezgri su inhibicija kinaza ovisnih o ciklinu uzrokojuci
zaustavljanje stanicnog ciklusa kao odgovor na oStecenje DNA (opéenito ovisno o
aktivaciji p53 proteina), stimulacija diferencijacije te starenje stanica. p21 je pozitivni i
negativni regulator progresije ciklusa u G1. Bazalne razine p21 potrebne su za nastanak i
aktivnost kompleksa ciklina i njihovih kinaza. Visoke razine p21 blokiraju aktivnost
kompleksa ciklina E/CDK2 i ciklina D/CDK4/6. Takoder, progresija kroz S fazu se
blokira vezanjem i inhibicijom proliferirajueg antigena i DNA metiltransferaze.
Medutim, p21 ne interferira s procesima popravka. Kao Clan obitelji inhibitora KIP moze
inhibirati aktivnost raznih kinaza ovisnih o ciklinu u kompleksu sa ciklinima, pa tako i
ciklina B koji je kljucan za prijelaz iz G2 faze u mitozu. Takvi protu-proliferativni ucinci
p21 proteina su potpomognuti njegovom sposobno3¢u vezanja na PCNA i prekidanja
sinteze DNA."® Nasuprot njegovim protu-proliferativnim funkcijama, p21 ima pro-
proliferativne funkcije uzrokujuci prezivljavanje stanica. Omogucava vezanje ciklina D s
CDK4 i CDKS6, njihovu translokaciju u jezgru te spreCava njihov izlazak iz jezgre.
Rezultat toga je poviSena razina kompleksa ciklina-D/CDKA4/6 za inicijaciju fosforilacije
pRB proteina, stimulirajuéi prolazak kroz G1 fazu stani¢nog ciklusa. Sli€no tome,
aktivacija ciklin B/CDK1 kompleksa je ovisna o p21 u G2 fazi.

p21 ima ulogu u odgovoru stanice na apoptotski signal. S jedne strane, kao odgovor na
oSteCenje DNA zaustavlja ciklus. Supstrat je aktivirane kaspaze 3 u terminalnoj fazi
apoptoze. S druge strane, citoplazmatski p21 se moze vezati za prokaspazu 3 i sprijecCiti
njenu aktivaciju, spreCavajuci tako apoptozu u kojem Fas igra uogu posrednika. Protein
p21 inhibira i pro-apoptotske kinaze ASK1 (interakcija koja se odvija u citosolu)
potvrdujuci svoju ulogu inhibitora apoptoze. Funkcija i stabilnost p21 proteina se mijenja
ovisno o njegovoj lokalizaciji i vezivanju na pojedine proteine te o stanju fosforilacije.
Protein p21 koji se nalazi u jezgri regulira razliCite transkripcijske odgovore i promjene
stanja metilacije DNA. Kao kod vecine regulatora stani¢nog ciklusa poluvrijeme Zivota

p21 proteina je relativno kratko (krae od jednog sata) omogucéavajuci stanici brz



odgovor na promjene.*® Fosforilacija p21 proteina na specifi¢nim serinskim i treoninskim
ostacima objasnjava kontradiktorne funkcije tog proteina. Fosforilacija proteina je kljucni
regulatorni mehanizam koji omogucava razliite unutarstaniCne procese promjenom
svojstava proteina kao Sto su stabilnost, unutarstanina lokalizacija, afinitet vezivanja
drugih proteina, kataliticka aktivnost itd."® Fosforilacija p21 proteina na treoninu 145
putem serinske treoninske kinaze Akt dovodi do promjene svojstava tog proteina. Prva
posljedica je da p21 gubi sposobnost vezivanja na PCNA, ¢ime se omogucava replikacija
DNA. Druga pojava je relokalizacija proteina p21 iz jezgre u citosol. Tu p21 moZe dodi
u interakciju s prokaspazom 3 i spreCava apoptozu posredovanu proteinom Fas (slika

4).% I1zlazak p21 iz jezgre takoder poveéava vezanje za ciklin-D/CDK kompleks.
PHA

@ Pro-caspase 3
P

FAS apoptosis

Slika 4: Fosforilacija p21 inhibira apoptozu; preuzeto iz Swanton (2004) #

lako jo$ nisu razjasnjeni ucinci fosforilacije p21 proteina jasno je da ta modifikacija
uzrokuje velike promjene funkcije ovog proteina. Za lijeCenje raka je vazno ustanoviti
razinu p21 proteina te njegov fosforilacijski status, buduéi da mnoge brzo proliferirajuce
stanice raka pokazuju Cak poviSenu razinu p21 proteina Sto je suprotno ocekivanju.
Vjerojatno su takve stanice raka specificno fosforilirane na treoninu 57/145 ili serinu
46/130." Poveéana ekspresija p21 proteina je u takvim stanicama povezana s poveéanom
sposobnos¢u prezivljavanja stanica. Time se mozda moze objasniti i zaSto jo$ nije uoCena
mutacija ovog gena u tumorima. %2

S druge strane, p21 moze djelovati pro-apoptotski. Uocena je povecana ekspresija p21
proteina nakon zragenja stanica ¢ime se spre¢ava njihova proliferacija.”® Mimozin (B-[N-
(3-hidroksi-4-piridon)]-a-aminopropionska kiselina), koji se nalazi u listovima i
sjemenkama biljke Mimosa pudica, inhibira rast tumorskih stanica povecavajuci
ekspresiju p21 proteina.!’” Dakle, uloga p21 proteina u tumorima je kompleksna zbog toga

Sto posjeduje pro- i antiapoptotske ucCinke. Njegovu je primjenu i korisnost u



konvencionalnoj ili genskoj terapiji potrebno istraziti. Takoder je bitno ustanoviti
unutarstaniénu razinu p53 i p21 proteina za predvidanje ishoda odredene terapije. Kako je
p21 prekomjerno eksprimiran u nekim tumorima u naprednom stadiju njegova inhibicija
moZe pospjesiti kemoterapiju.?> Neke od metoda za istraZivanje utjecaja prekomjerne
ekspresije gena p21 koriste se i u genskom lijecenju.

Gensko lijeCenje je genetiCka modifikacija stanica s nasljednom ili steCenom promjenom
genoma, kojom se poremeceni gen nastoji zamijeniti normalnim, kako bi se bolest
izlijecila ili barem ublaZila.?* Genskim se lijeGenjem ustaljeni princip lijecenja
lijekovima, kojim se zapravo samo uklanjaju simptomi bolesti, zamjenjuje novim
pristupom kojim se bolest napada upravo na njenom izvoru, popravljanjem geneticke

pogre$ke u nekim od stanica bolesnika.?®

1.2. Prijenos genetiCkog materijala

KljuC uspjeha genskog lijeCenja nije samo u pronalazenju pogodnog terapeutskog gena,
nego i u koristenju dobrog vektora koji ¢e dopremiti gen do ciljnih stanica u€inkovito i
tocno. Pouzdanost metoda prijenosa gena ovisi 0 sposobnosti ciljanog prijenosa i o jacini
ekspresije gena. Vektor ili prijenosnik je posebno konstruirana molekula DNA, koja se
koristi za prijenos genetiCkog materijala u ciljnu stanicu. Jedinstveni i idealni vektor jos
uvijek ne postoji, buduci da razli€iti pristupi ljecenju zahtijevaju razliCite vektore.

Opcenito se dobrim karakteristikama vektora smatraju: visoka ucinkovitost prijenosa
gena, veliki kapacitet ugradnje strane DNA u vlastiti genom, specificnost za ciljne
stanice, kontrolirana ekspresija gena, bezopasna uporaba po Covjeka i1 okolinu,
mogucnost jeftine produkcije u visokim koncentracijama, te neimunogeni¢nost i

neizazivanje upale. Vektori se mogu podijeliti po podrijetlu na virusne i nevirusne.?

1.2.1. Nevirusni sustav prijenosa gena

Nevirusne vektore je relativno jednostavno konstruirati. Mogu prenijeti velike odsjecke
strane DNA s mnogo kontrolnih elemenata i nisu patogeni niti imunogenicni, ali su i
manje ucinkoviti od virusnih. Velik im je nedostatak Sto ne mogu specificno ulaziti u

stanice. Nevirusne vektore mozemo unijeti u stanicu raznim metodama.



Kemijske metode prijenosa gena su metode koprecipitacije plazmidne DNA s kalcijevim
fosfatom koji naruSava integritet stanicne membrane. MehaniCke metode su
mikroinjektiranje, elektroporacija i bombardiranje ¢esticama, a moguce je unositi vektore
metodama zasnovanim na endocitozi i procesima lipofekcije kationskim ili anionskim

liposomima.?*#’

1.2.2.Virusni sustav prijenosa gena

Vec u pocecima genskog lijeCenja virusi su privukli paznju znastvenika. Evolucijom su
se specijalizirali za ulazak u stanice i ekspresiju svojih gena u tim stanicama. Kad bi im
se eksperimentalno, metodama genetickog inzenjerstva uklonili geni odgovorni za
replikaciju i virulenciju te se zamijenili potencijalno terapeutskim genima, takvi bi
promijenjeni, utiSani virusi teoretski bili idealni za prijenos gena: prenijeli bi korisne,
Zeljene gene u stanice, a ne bi uzrokovali bolest.?* Medutim, stabilnost transfekcije,
kontrola ekspresije, opasnost razgradnje gena nukleazama, otezani ulaz gena iz
citoplazme u jezgru te ugradnja u genom domacina s moguc¢noS¢u uzrokovanja mutacija
samo su neke od prepreka na koje nailaze pojedini virusni vektori u praktiénoj primjeni.?®
Prva modifikacija virusa u svrhu prenoSenja stranih gena u stanicu objavljena je 1968.
godine, a kao vektor je koriSten virus mozaika duhana TMV (od engl. tobacco mosaic
virus). Nakon toga je, u svrhu prijenosa gena u stanice sisavaca, konstruiran vektor od
papiloma virusa majmuna SV40 u koji je ugraden gen za globulin zeca te je uspjeSno
unesen u stanice u kulturi.?® Prvi rekombinantni vektor u koji je ugraden gen &ovjeka bio
je retrovirusni vektor. U istrazivanjima vezanim uz gensko lijeCenje danas se koristi vise
od 25 vrsta virusnih vektora, ali najéeS¢e se upotrebljavaju retrovirusi i adenovirusi te

adeno-pridruZeni i herpes simpleks virusi. %

1.2.3. Adenovirusi | adenovirusni vektori

Adenovirusi su najcesce koristeni vektori u genskoj terapiji raka. Otkriveni su 1953.
godine kao uzrocnici obiCne prehlade. Izolirani su iz adenoidnog tkiva po kojem su dobili
i ime (od grc. adeno - Zlijezda). Pripadaju porodici Adenoviridae. Postoji oko 53 razliCita
seroloska tipa adenovirusa. U kliniCkoj praksi adenovirus je blagi patogen koji uzrokuje

infekciju gornjih diSnih puteva, gastroenteritis i konjunktivitis. MoZe uzrokovati



encefalitis kod supresije imunoloskog sustava, ali kod zdravih ljudi ne moze prijeci
krvno-mozdanu prepreku. Gotovo 99% ljudske populacije razvija antitijela na
najrasirenije serotipove prije svoje 14.godine. *°

Usporedbom nukleotidne sekvence i hemaglutinacijskih svojstava adenovirusi se mogu
podijeliti u 6 grupa serotipova: A,B,C,D,E i F. Adenovirus 5 (Ad5) koji spada u grupu C

je koristen u ovom diplomskom radu.

1.2.3.1. Struktura adenovirusa

a) Genom adenovirusa

Genom adenovirusa €Cini dvolancana linearna DNA dugacka izmedu 36-40 kb. Genom se
sastoji od ranih i kasnih gena te gena za RNA-polimerazu 111.*! Rani geni (E1-E4) su
organizirani u 4 razliCite transkripcijske jedinice i svaki se prepisuje sa svog promotora,
dok se ekspresija kasnih gena pokreée sa samo jednog promotora (slika 5).%

Na svakom kraju genoma nalaze se obrnute ponavljajuce regije (ITR, od engl. Inverted
terminal repeats) dugacke 103 parova baza unutar kojih su cis-aktivirajuéi elementi
potrebni za replikaciju i pakiranje genoma. Signal za pakiranje dugaCak 170 parova baza
je smjesten susjedno do ITR-regije. Taj signal stimulira oslobadanje virusnog genoma iz

kapside uz pomo¢ virusnih proteina. **

s | Late transeription -

¥l 3
ITRLCE : LI ITR
¥ E2| E4 |

J LA VLS

Slika 5: Adenovirusni genom, ITR (od engl inverted terminal repeats = obrnute ponavljajuce sekvence,
koje su nuzne za razmnoZavanje), U - signal za pakiranje; preuzeto iz Lee i sur. (2005) 32

Prvi dio genoma koji se eksprimira je E1A regija (rana regija). Ekspresijom te regije
nastaju dva proteina koji su odgovorni za transkripcijsku aktivaciju drugih viralnih
promotora pospjesujuci prijelaz stanice domacina iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa.
Regija E1 je odgovorna za zlocudnu preobrazbu stanica. E1A protein se veZze na tumor

supresorski protein Rb i blokira njegovu ulogu u kontroli stani¢nog ciklusa. E1B genski
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produkt od 19 kDa spreCava apoptozu induciranu putem E1A proteina, dok E1B genski
produkt od 55 kDa stvara kompleks s genskim produktom E4 regije, Orf6 i s produktom
tumor supresor gena p53. Slijedi ubikvitinizacija i razgradnja proteina p53 Cime se
sprecava stani¢na smrt. E2A regija kodira DNA vezujuéi protein, dok E2B kodira DNA
polimerazu i pre-terminalni protein. lzrezivanje E2B regije jako reducira sposobnost
umnazanja virusne DNA i reducira imunoloski odgovor na adenovirus. Produkti E3 regije
su ukljuceni u izbjegavanje imunoloskog odgovora. Proteinski produkt od 19 kDa E3
regije veze MHC molekule razreda | unutar lumena endoplazmatske mrezice,
spreCavaju¢i njihov prijenos na povrsinu stanica. E4 regija kodira proteine koji su
ukljuceni u razlicite procese. Genski produkti Orf3 i Orf6é E4 regije inhibiraju prijenos
stanicne mMRNA iz jezgre u citoplazmu, dok pospjesuju izlazak virusne mRNA iz jezgre.
Orf6 inhibira apoptozu posredovanu p53 proteinom. Genski produkti kasnih gena su
predominantno strukturni proteini virusa. *

Proteini V, VII, X (mu) i terminalni protein (TP) su vezani uz adenovirusnu DNA i Cine
srz adenovirusne Cestice. Adenovirusna cisteinska proteaza je takoder prisutna unutar
viriona. Eksperimenti su pokazali da je mogucéa uloga DNA vezujucih proteina stvaranje

strukture sli¢ne nukleosomu i zadtita virusne DNA od enzimatske razgradnije (slika 6). **

b) Proteinska ljuska adenovirusa
Genom adenovirusa se nalazi unutar proteinske ljuske (kapside) oblika ikozaedra
promjera 70-90nm. Kapsida adenovirusa se sastoji od 3 glavne proteinske komponente:

heksona, pentona i vlakna (slika 6).
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Slika 6: Struktura adenovirusa; preuzeto iz Campos i sur. (2007) 34

Virus sadrzi 240 kopija glavnog kapsidnog proteina nazvan hekson. Ti proteini su
pseudoheksagonalnog oblika i poslagani su u 20 jednakostrani¢nih trokuti¢a Cineci

ikozaedar. U jednom trokutiéu se nalazi 12 heksona (slika 7). **

Glava vlakna

DrZak vlakna

\o Fep vlakna

A

Slika 7: A - Adenovirus kao ikozaedar sa jednakostrani¢nim trokuti¢ima i prikaz komponenti vlakna, B -
RazmjesStaj heksona unutar jednog jednakostrani¢nog trokuta (oznaceni Zutom tockom), ostali heksoni

pripadaju susjednom trokutu, sa slovom P su oznacene pentonske baze; preuzeto iz Campos i sur (2007)

Vrhovi 5 trokuta Cine proteinski kompleks nazvan penton, koji je sastavljen od 320 kDa
teSke pentonske baze i 182 kDa teSkog vlakna. Pentonska baza se sastoji od 5 identi¢nih
polipeptidnih podjedinica. Hekson nema funkcionalnu ulogu pri ulasku virusa u stanice,
dok se pentonska baza i vlakno vezu na receptore na staniCnoj povrsini tijekom

infekcije.Vlakno je homotrimerna molekula koja se sastoji od tri domene: repa, drska i
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glave (slika 7). Svaka domena ima razliCite funkcije pri infekciji stanice domacina.
Amino(N)-terminalna domena, odnosno rep, pri¢vrscuje vlakno uz pentonsku bazu.
DrZak strsi van sa povrsine virusa olakSavajuci interakciju sa stanicom domacina. Glava
se sastoji od tri podjedinice koje izgledaju kao propeler i ona je odgovorna za vezanje na
primarni receptor CAR na povrsini stanice domacina. Ostale proteinske komponente
kapside su mali proteini Illa, VI, VIII i IX. koje drze heksone i pentone na okupu na

specifi¢nim mjestima na kapsidi (slika 6). **°

1.2.3.2. Zivotni ciklus adenovirusa

Zivotni ciklus Ad5 traje 48-72 sati . U ranoj fazi prilikom infekcije adenovirus se veze
glavom vlakna na receptor CAR (od engl.Coxsackie Adenovirus Receptor) koji se nalazi
na povrsini stanice domacina). CAR je membranski glikoprotein od 46 kDa eksprimiran
na razligitim tkivima in vivo.*® Pripada superobitelji imunoglobulina i sastoji se od
izvanstanicne, transmembranske i citoplazmatske domene.®” Aminokiselinski ostaci na
boc¢nim stranama glave vlakna posreduju u vezivanju i evolucijski su oCuvani izmedu
razliCitih adenovirusnih serotipova. Svaka glava potencijalno moze vezati 3 molekule
CAR, ali to joS nije u potpunosti potvrdeno. Vlakno adenovirusa je u kompeticiji s
homodimerom CAR-CAR za vezujuée mjesto na CAR molekuli.*® Vezanje glave vlakna
na CAR receptor uzrokuje savijanje vlakna sto dovodi do priblizavanja kapside virusa
stanicnoj povrsini olakSavajuci sljedecu interakciju stanicnih receptora integrina o3 i
a.Ps S proteinima pentonske baze adenovirusa.® Integrini su veliki heterodimerni
transmembranski proteini sastavljeni od a i  podjedinice. Obitelj integrina obuhvacda
preko 20 Clanova te vecina njih prepoznaje slijed RGD (Arg-Gly-Asp) na povrsini
pentonske baze. Prosjecno 5 molekula integrina moZe vezati jedan protein pentonske
baze, tako da svaka virusna estica moZe vezati oko 60 integrina.*®

Nakon tog dvostrukog prepoznavanja dolazi do endocitoze adenovirusa u mjehurice
oblozene klatrinom (endosome) (slika 8). Unutar endosoma virusna kapsida se
djelomicno razgradi, ali virus «pobjegne» iz tog okolisa lizirajuéi endosomsku
membranu.®*® Nizak pH unutar endosoma inducira konformacijske promjene proteina
pentonske baze S$to omogucava fiziCku interakciju tj. inserciju virusnih proteina u

endosomsku membranu i naruSavanje njenog integriteta. Za konformacijsku promjenu

13



ovisnu o kiselosti tijekom boravka unutar endosoma bitna je interakcija pentonske baze i
integrina.>* U procesu razgradnje endosomske membrane sudjeluju i integrini koji nakon
Sto se vezu za pentonsku bazu aktiviraju adenovirusni enzim cisteinsku proteazu koja

razgraduje djelomicno i virusnu kapsidu.

T fiber

integrin = penton bas
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Slika 8: Endocitoza adenvirusne Cestice; preuzeto iz Nemerow (2000)36

Nakon lize samog endosoma transportira se virusna DNA u jezgru pomocu mikrotubula i
dolazi do ekspresije virusnih gena.®® Ekspresija ranih virusnih gena u jezgri stvara
povoljne uvjete za virusnu replikaciju indukcijom S faze i spreCavanjem apoptoze. Rani
virusni transkripti stimuliraju replikaciju virusnog genoma. Replikacija virusne DNA
zahtijeva virusnu DNA kao kalup, terminalni protein i preterminalni protein, DNA
polimerazu kodiranu virusnim genomom, topoizomerazu | te deoksiribonukleotide. U
kasnoj fazi se stvaraju virusni strukturni proteini ekspresijom s promotora MLP (od engl.
major late promoter). Sastavlja se virusna kapsida i oslobada se virus, lizirajuci stanicu

domacina.

1.2.3.3. Konstrukcija rekombinantnih adenovirusnih vektora
Adenovirusni vektori se konstruiraju tako da se zeljeni gen ugradi na mjesto regije E1 ili
E3 u adenovirusnom genomu. Delecijom regije E1 vektor gubi sposobnost replikacije i

moze primiti 3,2 kb strane DNA, a dodatna delecija regije E3 povecCava kapacitet
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ugradnje na 8 kb strane DNA.? Takvi rekombinantni vektori umnoZavaju se in vitro u
komplementiraju¢im stanicama HEK 293. To su embrionalne stanice bubrega Covjeka
imortalizirane transfekcijom fragmentima adenovirusnog genoma koji sadrze gene E1A i
E1B. Komplementacijom in trans u stanicama nastaju rekombinantne virusne Cestice.

(slika 9). %

Modified genomic adenovirus DNA

4+ 9 E1 >
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Slika 9: Prikaz konstrukcije adenovirusnih vektora prve generacije s izrezivanjem E1 regije. Stanice koje
eksprimiraju E1 gen, kao npr. HEK 293 stanice istovremeno se transfeciraju adenovirusnom DNA i
“shuttle”plazmidom koji sadrzi ekspresijsku kazetu i bocne sljedove. Ti sljedovi odgovaraju sljedovima
koji se nalaze lijevo i desno od E1 regije na adenovirusnom genomu. Adenovirusna DNA je promijenjena
te preferira ulaziti u rekombinaciju s “shuttle” vektorom. Homolognom rekombinacijom se izbacuje E1
regija iz adenovirusnog genoma. Obrnute ponavgl%ajuée sekvence (ITR) i signal za pakiranje su prikazani

ljubiCastom bojom; preuzeto iz Lee i sur. (2005)

Tijekom stvaranja rekombinantnih virusnih vektora vecina E1 regije se izrezuje kako bi
se sprijecila replikacija virusa i liza stanice domacina.** Adenovirusni vektori prve
generacije sadrze ekspresijsku kazetu na mjestu E1 regije (i/ili E3 regije). Vektor bez
regije E1 se mora umnazati u komplementiraju¢oj stanicnoj liniji (HEK 293) koja

eksprimira genski produkt E1 regije. ¥

1.2.3.4. Prednosti i nedostaci adenovirusa:

Adenovirusi su atraktivni vektori za lijeCenje raka zbog svoje sposobnosti prijenosa
velike koli¢ine DNA. Oni imaju Siroki krug domacina. Mogu inficirati ljudske stanice i
stanice drugih sisavaca. Neke stanicne linije sa visokom koncentracijom adenovirusnih

receptora (CAR i integrina) na svojoj povrsini kao npr. HeLa i Cos-7 stanice jako dobro
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se zaraZavaju adenovirusima.®® Adenovirusi su stabilni i mogu se umnoZiti do visokih
koncentracija u odgovarajuéim staniénim linijama.>® Adenovirusni genom se ne ugraduje
u genom domacina pa ne postoji opasnost prijenosa uneSenih gena putem zametnih
stanica i insercijske mutageneze.* Mogué je prijenos gena u stanice koje se dijele kao i u
mirujuce stanice. Adenovirusi prilicno su bezopasni za ljude zbog toga Sto nisu onkogeni.
Patologija je ograniena samo na infekcije gornjih disnih puteva.** Adenovirusi prve
generacije su pokazali visoku transdukcijsku sposobnost i dobro antitumorsko djelovanje
u animalnim modelima. Genska terapija pomocu adenovirusnih vektora je zanimljiv
pristup lijeCenju odredenih vrsta raka rezistentnih na ostale terapije. Ipak, malo je dokaza
koji podupiru znacajnu klini¢ku korist replikacijsko defektnih adenovirusnih vektora. Ovi
virusi mogu inficirati mnogobrojne razli€ite stanice domacina Sto predstavlja problem jer
se virusno djelovanje ne ograni¢ava na samo odredeno ciljno tkivo. Studije na animalnim
modelima su otkrile da se adenovirusi Sire po razliCitim tkivima i organima i izazivaju
toksine uinke, narogito na jetru.** Takoder, ovi vektori ne uspjevaju uvijek inficirati
ciljno tkivo. Cinjenica je da prijenos gena adenovirusnim vektorima u stanice domacina
ovisi uvelike o razini ekspresije CAR molekule, a manje o prisustvu integrina. Medutim
ekspresija primarnog receptora CAR jako varira na povrsini razlicitih tumorskih stanica,
rezultirajuci rezistencijom pojedinih tumorskih stanica na infekciju adenovirusima. Taj
problem se moZze rijesSiti u nekim slu¢ajevima povecanjem koncentracije virusa $to opet
rezultira prevelikim toksi¢nim djelovanjem adenovirusa na zdravo tkivo. Ekspresija
Zeljenog gena s adenovirusnog vektora je prolazna jer se adenovirus ne ugraduje u genom
domagina stoga je terapeutski ucinak prolazan.®* Terapeutska korist adenovirusa kod ljudi
je mala zbog jake imunolodke reakcije na kapsidne proteine.* Adenovirusni proteini su
najimunogenicniji tj. izazivaju najjacu imunoloSku reakciju od svih virusnih vektora koji
se trenutno koriste u genskoj terapiji.** Medutim iako infekcija adenovirusom rezultira
aktivacijom imunoloSke reakcije prema vektoru i inficiranim stanicama, ovaj efekt bi
mogao biti pozitivan buduci da bi mogao aktivirati imunolo$ki sustav na prepoznavanje
tumorskih antigena. Ipak visoke koncentracije adenovirusa mogu dovesti do akutne

toksiénosti pa ¢ak i smrti organizma ako dode do jake upalne reakcije. % **
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1.3. Cilj rada

Osnovni cilj ovog rada bio je istraZiti utinak povecane ekspresije gena p21"WAF/CP!

na
promjene u stanicnom ciklusu stanica karcinoma debelog crijeva SW480 i SW620. Ove
stanice potjecu od istog pacijenta, ali imaju razli¢it stupanj zloéudne preobrazbe. Zeljelo
se istraziti ulogu gena p21 u regulaciji proliferacije stanica te ispitati mogucnosti
koriStenja u genskom lijeCenju.

Povecanu ekspresiju gena izazvali smo pomocu replikacijski nesposobnih adenovirusnih
vektora s ugradenim genom p21"AFY<P1 (Ad5-p21), dok smo za kontrolu koristili vektore
s ugradenim genom dojavljivatem B-galaktozidaza (Ad5-B-gal).

Prvi cilj bio je umnozZiti adenovirusne vektore u komplementirajucim stanicama HEK 293
te ih procistiti ultracentrifugiranjem u gradijentu gustoce cezijevog Kklorida.

Nadalje, vektorima je bilo potrebno odrediti virusni titar, kao i djelotvornost transdukcije
modelnih stanica virusom Ad5-B-gal bojenjem na -galaktozidaznu aktivnost.

Konacno, stanice SW480 i SW620 smo zarazili rastu¢im koncentracijama obaju vektora
te pratili njihov uCinak na stanic¢ni ciklus tumorskih stanica, tj. pratili smo raspodjelu
stanica u pojedinim fazama ciklusa kontrolnih (nezarazenih) stanica, u usporedbi sa

zarazenim stanicama.
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2. MATERIJALI | METODE
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2.1. Uspostavljanje stanicnih kultura

2.1.1. Uzgoj stanica

Stanice HEK 293 uzgajali smo u plasticnim bocama za stanicne kulture volumena 600 ml
u hranjivoj tekucoj podlozi DMEM HG (od engl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
high glucose, Gibco Invitrogen, SAD) obogacenoj s 10% seruma fetusa teleta (FCS, od
engl. foetal calf serum, Gibco Invitrogen), 2 mM L-glutaminom (Sigma, SAD), 100 U/ml
penicilina (Eurobio, Francuska) te sa 100 pyg/ml streptomicina (Eurobio, Francuska), u in
vitro uvjetima u inkubatoru (J.P.Selecta, Spanjolska), na 37°C, u vlaznoj atmosferi i pri
5% CO,. Stanice SW620, SW480 i HCT116 uzgajali smo pri istim uvjetima u DMEM-u
obogacenom sa 10% FCS-a.

Stanice smo presadivali kada su dosegle 75% konfluentnosti na slijedeci na€in: stanicama
smo uklonili tekuéu podlogu te ih dva puta isprali s 5 ml 0,25%-tnog sterilnog tripsina
(Gibco, Invitrogen). Tripsin je proteoliticki enzim iz guSteraCe goveda koji specificno
cijepa proteine iza karboksilne skupine arginina ili lizina, a stanice se ispiru tripsinom da
bi se odvojile jedne od drugih i od podloge.*® Nakon ispiranja tripsinom stanice smo
inkubirali 5 minuta na 37°C da se odlijepe od podloge te im zatim dodali 10 ml svjeze
tekuce podloge. Laganim potresanjem i propuhivanjem, stanice se odvoje od podloge, a
proteaze iz seruma inhibiraju djelovanje tripsina. Stanice smo po potrebi razrijedili ili

presadili.

2.1.2. Brojanje stanica

Broj zivih i mrtvih stanica odredivali smo pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus
CKX41, Japan). Pomocu tripanskog modrila (Sigma), koje specifi¢no boji mrtve stanice
jer ga po ulasku u stanice ne izbacuju proteinske pumpe, mogli smo razlikovati Zive
stanice od mrtvih. Za brojanje stanica pomijeSali smo 20 pl staniCne suspenzije i 80 pl
0,03%-tnog tripanskog modrila, Cime smo stanice razrijedili pet puta. Alikvot takve
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suspenzije nanijeli smo u komoricu za brojanje stanica «Neubauer» te izbrojali stanice na
4 x 16 kvadrata pod velikim pove¢anjem mikroskopa. Broj stanica u 1 ml odreduje se

prema formuli: Broj stanica/ml = (n/4) x5 x 10* st/ ml.

2.2. Konstrukcija rekombinantnog adenovirusnog vektora

Rekombinantne vektore koje smo umnazali nismo sami konstruirali, nego smo ih dobili
od tvrtke Introgen Therapeutic iz SAD-a. Konstrukcija vektora s ugradenim genom p21
izvodi se kotransfekcijom shuttle-vektora pAvCvSv i plazmida pJM17 u stanicama HEK
293. Shuttle-vektor pAvCvSv konstruiran je umetanjem cDNA divljeg tipa gena p21 pod
kontrolu jakog promotora i pojaCivaca citomegalovirusa Covjeka, malog T introna i
poliadenilacijskog signala virusa SV40 u neki manji plazmid (npr. pXCX2 ili pBR322).
Plazmid pJM17 sadrzi adenovirusni genom tipa 5 (Ad 5).

Kotransfekcijom u stanicama HEK 293 rekombinacijom izmedu shuttle-vektora i
plazmida nastaje rekombinatni vektor Ad5-p21, koji umjesto rane E1A regije nuzne za
replikaciju sadrzi ekspresijsku kazetu gena p21. Kljucni elementi ekspresijske kazete su:
lijeva obrnuta ponavljajuca sekvenca ITR, ishodiste replikacije ORI (od engl. origin of
replication), signal za pakiranje rekombinantnog genoma u virione { (slika 5), pojacivac
E1A, promotor citomegalovirusa Covjeka CMV, gen p21 i poliadenilacijski signal virusa
Sv40."

Kontrolni je vektor (Ad5-B-gal ) koji nema nikakvu terapeutsku vrijednost konstruiran na
isti nacin, tj. u ekspresijskoj kazeti sadrZzi gen koji kodira za enzim [-galaktozidazu
umijesto E1A regije.*®

Tako konstruirani vektori umnoZeni su u komplementiraju¢im stanicama HEK 293 te im
je lanCanom reakcijom polimeraze (PCR, od engl. polymerase chain reaction) provjerena

odsutnost regije E1A i prisutnost Zeljenog gena.
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2.3. UmnoZzavanje adenovirusnih vektora

2.3.1. Zarazavanje stanica HEK 293

Za umnazanje adenovirusnih vektora koristili smo stani¢nu liniju HEK 293. To je
stanic¢na linija embrionalnog bubrega Covjeka imortalizirana ugradnjom adenovirusnih
ranih gena E1A u stani¢ni genom. Buduci da rekombinantnim vektorima manjkaju upravo
rani geni E1A, odgovorni za replikaciju virusnog genoma, komplementacijom u
stanicama HEK 293 stvaraju se virusne Cestice.

Stanice HEK 293 uzgajali smo pod prethodno navedenim in vitro uvjetima u plasticnim
bocama uz dodatak 20 ml hranjive tekuc¢e podloge DMEM HG obogacene s 10% FCS-a.
Kad su dostigle 75% konfluentnosti, uklonili smo teku¢u podlogu te im dodali 4 mi
infekcijske tekuce podloge. Infekcijska podloga sadrzi 2% DMEM HG i alikvot virusa.
Nakon 1 do 1,5 sati inkubacije uz povremeno lagano mijeSanje kako bi se tekuca podloga
s virusnim Cesticama ravnomjerno razlila po cijeloj povrsini i kako bi se jednoliko
zarazile sve stanice, dodali smo 20 ml DMEM-a HG obogacenog sa 7,5%-tnim FCS-om.
Istovremeno smo uzgajali i zarazavali po 20 plasticnih boca sa stanicama. Sljedecih 24-

48 sati u stanicama se repliciraju virusi.

2.3.2. Sabiranje zarazenih stanica HEK 293

Stanice zarazene virusima pokazuju vidljive morfoloSke promjene poznate kao
citopatoloski ucinak, CPE (od engl. cytopathic effect). U pocCetnoj fazi zaraze stanice se
zaokruzuju i lagano odvajaju od podloge stvarajuci brojna uzdignuéa, dok u kasnijoj fazi
liziraju. CPE je vidljiv ve¢ i makroskopski: stanice nisu konfluentne nego se izmedu njih
uoCavaju praznine, no promatranjem stanica pod malim povecanjem mikroskopa mogli
smo sa sigurno$¢u odrediti napredovanje zaraze.* Stanice je potrebno sakupiti prije lize
dok su virusi joS u njima, jer je vazno ostaviti virusima dovoljno vremena za replikaciju,

da bi se dobilo Sto vise virusnih Cestica. Stanice smo sakupljali na sljedeci nacin: snaznim
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protresanjem ili mlazom iz pipete stanice se skidaju s podloge. Zajedno s tekucom
podlogom sakupljali smo i stanice u epruvete od 50 ml. Da bismo pokupili zaostale
stanice boce smo ispirali fosfatnim puferom (PBS, od engl. phosphate buffer saline,
Gibco Invitrogen). Otopina fosfatnog pufera sadrzavala je 1,36 M NaCl, 26 mM KCl, 80
mM NaHPO,4 i 14 mM KH,POy,, a pH je podeSen kloridnom kiselinom na vrijednost 7,4
na pH metru (Radiometer, Analytical SAS, Francuska). Alikvot ovakve stani¢ne
suspenzije, npr. 1,5 ml, pohrani se na -80° C za sljedece zaraZavanje stanica. Stanice smo
zatim istalozili centrifugiranjem (centrifuga Eppendorf, model 5804R, Njemacka) na
3000 rpm, 7 minuta pri temperaturi 4°C. Supernatant smo odlili, a stanice u kojima su

virusi pohranili smo na -80° C.

2.4. ProcCisCavanje adenovirusnih vektora

Nakon nekoliko ciklusa zaraZzavanja stanica i prikupljanja stanicnih taloga, pet puta smo
otapali i ponovo zamrzavali taloge te ih svaki put protresali na tresilici (Tehtnica,
Slovenija), kako bi sve stanice lizirale i oslobodile virusne Cestice. Sve smo taloge spojili
u jedan, centrifugirali ga dva puta na 5000 rpm, 7 minuta pri 4°C te pokupili supernatant s

grubim virusnim lizatim (CVL, od engl. crude viral lysate).

2.4.1. Ultracentrifugiranje u gradijentu gustoce cezijevog klorida

U kivetu za ultracentrifugu (Beckman, SAD), prethodno ispranu u 95%-tnom etanolu
(Kemika), stavili smo 3 ml otopine CsCl-a gustoce 1,4 g/ml te ga nadslojili s 3 ml otopine
gustoce 1,25 g/ml. Na vrh smo dodali 4 ml virusnog lizata te centrifugirali (Beckman
ultracentrifuga s rotorom SW41) na 35000 rpm, 1 sat i 15 minuta pri temperaturi 20°C.
Nakon prvog ultracentrifugiranja u gradijentu gustoce CsCl-a u kiveti su vidljivi slojevi

stanicnih lipida, citoplazmatskih proteina, praznih kapsida, a uoCava se bijelo-sedefasta
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vrpca koju Cine virusne Cestice. Pomocu Sprice i igle (21G, Braun, Njemacka) ubodom

malo iznad vrpce sa strane Kivete sakupili smo vrpcu Cistog virusa (slika 10).
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Slika 10: Kiveta s gradijentom gustoée CsCl-a nakon prvog ultracentrifugiranja

Da bismo potpuno procistili virus bilo je potrebno jo$ jedno centrifugiranje. Stoga smo u
novu kivetu stavili 8 ml otopine CsCl-a gustoce 1,33 g/ml, na nju dodali virus sa CsCl-
om (dobivenu vrpcu nakon prvog ultracentrifugiranja) te centrifugirali na 35000 rpm, 18

sati pri 20°C. Na isti nacin, ubodom sa strane, sakupili smo i ovu vrpcu (slika 11).
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Slika 11: Adenovirusna vrpca nakon drugog ultracentrifugiranja

2.4.2. Dijaliza

ProciSceni virusi trebaju se ocistiti i od CsCl-a. Dobiveni virus u CsCl-u smjestili smo u
membranu za dijalizu (Servapor, Njemacka), prethodno prokuhanu i ispranu u
destiliranoj vodi te smo membranu uronili u 4 litre pufera za dijalizu (10 mM Tris, 1 mM
MgCl, i 10% glicerola, pH = 7,4). Nakon dijalize preko noci uz neprekidno mijeSanje
pufera pomocéu magnetske mijesalice (Tehtnica) pri 4°C alikvotirali smo virus u sterilne
epruvete volumena 0,5 ml (Eppendorf) te ih pohranili na -80°C. (slika 12)
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Slika 12: Prikaz membrane za dijalizu

2.5. Odredivanje virusnog titra

Infektivna snaga umnozenih i prociScenih virusnih Cestica odreduje se mogucno$cu
stvaranja plakova u imobiliziranoj jednoslojnoj kulturi.

Stanice HEK 293 nasadili smo u plasti¢ne plogice sa 6 bunariéa i to 0,625 x 10° stanica u
1 ml DMEM-a HG uz 10% FCS-a po bunari¢u. Kroz 48 sati, kad su stanice dosegle 60-
70% konfluentnosti, uklonili smo im tekucu podlogu te dodali po 0,9 ml infekcijskog
2%-tnog DMEM-a u rasponu razrjedenja virusa 10°-10™"*. Nakon 1 do 1,5 sati inkubacije
odstranili smo infekcijsku tekucu podlogu te svaki bunari¢ prelili mjeSavinom koju €ini
1,5 ml tekuce podloge i 1,5 ml sterilnog 2%-tnog gela agaroze sljedeéeg sastava: tekuca
podloga je 2xMEM (od engl. Modified Eagle’s medium, Gibco) obogacena s 10%-tnim
FCS-om, 10 mM HEPES-om (Gibco), 2 mM L-glutaminom (Gibco), 100 U/ml penicilina
te 100 pg/ml streptomicina. Gel je agaroza niskog taliSta (Low melting agarose, Sigma).
Svaki drugi dan nadslojavali smo stanice s 2 ml svjeze mjeSavine. Kroz sljedecih
dvanaest dana mogli smo promatrati nastanak plakova u gelu.

Virusi se umnoZavaju u komplementiraju¢im HEK 293 stanicama i kona¢no dovode do
lize stanice. Oslobodeni virusi napadaju susjedne stanice i taj proces se ponavlja pri cemu
nastaju plakovi. Plakovi su Cistine unutar konfluentnog sloja stanica oko kojih uoCavamo

mrtve stanice i stanice na kojima je vidljiv CPE. Nakon zarazavanja stanice smo
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nadslojili agarozom kako bismo sprijeCili difuziju virusnih Cestica u druga podrucja te
stvaranje novih plakova. Stanice nadslojavamo svaka dva dana da bismo im dali potrebne
hranjive tvari i da bismo fiksirali uginute stanice.

Pri visokim koncentracijama virusa plakovi su se pod malim povecanjem mikroskopa
mogli uoCiti ve¢ drugi dan nakon zaraZavanja. Nakon desetak dana kada plakovi prestanu
rasti, moguce je odrediti najvece razrjedenje pri kojem joS uvijek postoje virusne Cestice
koje stvaraju plakove.

Titar ili koncentracija virusa oznaCava broj virusnih Cestica u odredenom volumenu
pufera i iskazuje se izrazom PFU (od engl. plaque forming units). PFU predstavlja

koncentraciju infektivnih virusnih Cestica. IzraCunava se prema formuli:

brojplakova x razrjedenje
0,9 ml uzorka

=PFU/mI

2.6. Odredivanje koncentracije adenovirusnih Cestica u suspenziji

proCiScenih adenovirusa

Odredivanje ukupnog broja virusnih Cestica je vaZzan podatak u kontroli kvalitete
procCiséenih replikacijski nesposobnih adenovirusa. Ova spektrofotometrijska metoda se
koristi samo za progi$éeni virus.>

Pripremili smo razrijedenja virusnih pripravaka (Ad5-p21 i Ad5-fB-gal) 10x i 20x u
otopini PBS-a (sastava: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na,HPO, i 1,4 mM
KH2PQOy, pri pH 7,4) i 0,1 %-tnog SDS-a (natrijev dodecilsulfat) te smo ih inkubirali 10
minuta u termobloku pri 56°C. Tijekom inkubacije se oslobada virusna DNA iz kapsida.
Kratko smo centrifugirali virusne pripravke pri 10000g i prelili supernatant u kvarcne
kivete za mjerenje u UV podrucju. Izmjerili smo apsorbanciju pri 260 nm prema otopini
PBS-a i 0,1%-tnog SDS-a.>°
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Broj virusnih Cestica smo izraCunali prema formuli:

N = Ao X R x 1,1 x 10™
gdje je:
N — broj virusnih Cestica
Aseo — izmjerena apsorbancija pri 260 nm

R - razrjedenje

2.7. Odredivanje broja infektivnih virusnih Cestica koristenjem gena

dojavljivaCa B-galaktozidaze

Gen za B-galaktozidazu iz bakterije E. coli Cesto se koristi kao gen dojavljivac pri
transfekciji eukariotskih stanica plazmidom ili pri infekciji rekombinantim virusnim
vektorima. Enzim (-galaktozidaza razgraduje laktozu i druge umjetne supstrate kao npr.
X-gal  (5-brom-4-klor-3-indolil-B-galaktpiranozid) ili 0o-NPG (2-Nitrofenil-p-D-
galaktpiranozid) (slikal3). Razgradnjom X-gala nastaje plavo obojeni produkt 5-brom-4-
klorindol koji boji stanice u plavo. Tehnika bojenja na [B-galaktozidaznu aktivnost u
kulturi stanica moze se koristiti za odredivanje uCinkovitosti infekcije rekombinantnim
replikacijski sposobnim ili transdukcije replikacijski nesposobnim virusnim vektorima.
Naime, nakon zavrSenog postupka bojenja mogu se izbrojati plave stanice pod
svjetlosnim mikroskopom i zakljuciti o spomenutim ucinkovitostima infekcije ili

transdukcije. >
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Slika 13: X-gal, preuzeto sa stranice http://www.nugi-zentrum.de/Experimente/Biochemie/beta Gal.htmi®*
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Za odredivanje virusnog titra nasadili smo HEK 293 stanice na plocicu sa 6 bunarica u
koncentraciji 0,6 x 10° stanica/ml u 2 ml DMEM-a HG uz 10% FCS-a po bunariéu i
inkubirali pri uvjetima 5%-tnog CO; i 37°C. Nakon 24 sata stanicama smo odstranili
tekucu podlogu te im dodavali 0,9 ml infekcijske otopine 2%-tnog DMEM-a s Ad5-3-gal
u rasponu razrjedenja 10°-10"**. Nakon 1 do 1,5 sati inkubacije odstranili smo infekcijsku
tekucu podlogu te smo u svaki bunari¢ dodali po 2 ml DMEM-a HG uz 10% FCS-a.

Sljedeci dan, 24 sata nakon inkubacije smo uklonili hranjivu podlogu i isprali dva puta
svaki bunari¢ sa po 1 ml PBS-a. Nakon toga smo fiksirali stanice 5 minuta dodatkom po
600 pl svjeze pripremljene otopine 0,5%-tnog glutaraldehida (Sigma, SAD) u PBS-u pri
sobnoj temperaturi. Zatim smo opet 2 puta isprali stanice sa po 1 ml PBS-a i dodali
svjeze pripremljenu otopinu X-gala. Otopinu X-gala smo pripremili otapanjem 2 mM
MgCl;, 4 mM KsFe(CN)g, 4 mM K4Fe(CN)g te 0,32 M X-gal (Fermentas, SAD) u PBS-u
(sastava: 100 mM NaCl, 80 mM Na,HPO, i 20 mM NaH,PO, x H,0, pri pH 7,4).
Inkubirali smo stanice pri 37°C. Tamno plava boja u stanicama se razvija 2-24 sata nakon
bojenja (tamnija boja ukazuje na snazniju ekspresiju). Plavo obojene stanice smo brojali
pod svjetlosnim mikroskopom. Isti postupak smo ponovili nakon 48 i nakon 72 sata.
Odredili smo koncentraciju virusnih Cestica brojanjem plavo obojenih stanica u

odredenom razrjedenju te izraCunali BFU (od engl. blue forming units) prema formuli:

broj plavih stanica x razrjedenje
0,9 ml uzorka

=BFU/ml

2.8. Odredivanje djelotvornosti transdukcije bojenjem na (-galaktozidaznu

aktivnost

Stanice raka debelog crijeva SW620, SW480 i HCT116 smo nasadili u plasticne ploCice s
24 bunariéa i to 4 x 10* stanica po bunariéu. Nakon 24 sata inkubacije pri 5%-tnim CO i
37°C stanicama smo odstranili tekuéu podlogu te im dodavali viruse Ad5-B-gal u
koncentraciji od 1-80 BFU/stanici u 120 yl 2%-thog DMEM-a. Nakon 75 minuta
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inkubacije s virusima smo dodavali po 1 ml 10%-thog DMEM-a u svaki bunari¢. Po
isteku 24 sata inkubacije uklonili smo hranjivu podlogu i isprali stanice dva puta s 300 pl
PBS-a. Nakon toga smo fiksirali stanice 5 minuta dodatkom 150 pl svjeze pripremljene
otopine 0,5%-tnog glutaraldehida u PBS-u pri sobnoj temperaturi. Zatim smo opet dva
puta isprali stanice s 300 ul PBS-a i dodali svjeze pripremljenu otopinu X-gala. Inkubirali
smo stanice pri 37°C. Plavo obojene stanice smo brojali pod svjetlosnim mikroskopom
nakon 24, 48 i 72 sata.

2.9. Odredivanje stani¢nog ciklusa protocnom citometrijom

ProtoCna citometrija je metoda kojom se analizira veci broj fizikalnih znaCajki
pojedinacnih Cestica, najceSce stanica, dok prolaze kroz zraku svjetlosti u mlazu tekucine.
Karakteristike stanica koje se mjere ovom metodom ukljucuju relativnu veliCinu stanice,
relativnu zrnatost ili sloZenost unutarnje grade i relativni intenzitet fluorescencije. Ove
karakteristike odreduje opticko-elektronski sustav koji biljezi kako Cestica rasprsuje
lasersko svjetlo i emitira fluorescenciju.

Odredivanjem koliCine DNA u stanici dobiva se vazna infomacija o stanicnom ciklusu te,
posljedi¢no, o ucinku razliCitih stimulansa na stanicu, primjerice lijekova ili transfekcije
gena. Za analizu stani¢nog ciklusa potrebno je fiksirati stanice etanolom ili nekim drugim
sredstvom koje utjeCe na propusnost njihove membrane. Potom se stanice boje propidij
jodidom, bojom koja se interkalira u njihovu DNA i fluorescira nakon pobudivanja
laserom. Boja se veZe u proporcionalnom odnosu na koli¢inu DNA u stanici, tako da vise
vezane boje znaci i vise DNA. Ovo pak omogucuje klasificiranje stanica u G1, S i G2/M
fazu, sukladno intenzitetu fluorescencije. Mirujuce stanice u G1 fazi sadrze jednu kopiju
DNA, pa Ce intenzitet flourescencije biti dvostruko manji nego u G2/M fazi u kojoj je
replikacija DNA zavrSena i jezgra sadrzi dvije kopije DNA. Tijekom S faze se dogada
replikacija DNA pa Ce stoga intenzitet fluorescencije biti vecCi nego u G1 fazi, ali manji
nego u G2/M fazi. >

29



2.9.1. Odredivanje utjecaja Ad5-p21 i Ad5-B-gal na stanicni ciklus

2.9.1.1. Zarazavanje stanica raka debelog crijeva sa Ad5-p21 i Ad5-B-gal

Stanice SW620 i SW480 smo nasadili u plasti¢ne plogice sa 6 bunari¢a i to 1 x 10°
stanica po bunariéu. Nakon 24 sata inkubacije pri 5%-tnim CO, i 37°C stanicama smo
odstranili tekucu podlogu te im dodavali koncentracije virusa od 20, 40, 60, 80 i 100
BFU/stanici u 600 pl 2%-tnog DMEM-a. Stanice smo u jednom slucaju zarazili s Ad5-
p21, a u drugom sluCaju s Ad5-B-gal. Nakon 75 minuta inkubacije s virusima smo
dodavali po 2ml 10%-tnog DMEM-a u svaki bunaric.

2.9.1.2. Priprema za protoCni citometar

SljedeCi dan, 24 sata nakon inkubacije, u epruvete smo pokupili medij iz bunarica sa
stanicama SW620 i SW480 zarazene s Ad5-p21 odnosno Ad5-f-gal. Stanice smo isprali s
1 ml PBS-a i dodali 300 pl tripsina u svaki bunari¢. Inkubirali smo ih 5 minuta dok se
stanice ne odlijepe od podloge. Nakon toga smo skidali stanice s podloge ispiranjem sa
istim medijem kojeg smo prethodno pokupili te ga ponovno skupili u iste epruvete. Zatim
smo centrifugirali stanice na 1200 rpm, 5 minuta, odlili supernatant, dodali po 2,5 ml
PBS-a u svaku epuvetu te lagano vorteksirali. Isti postupak smo ponovili jo$ dva puta za
redom, medutim, zadnji put nismo dodali 2,5 ml PBS-a ve¢ 1,5 ml. Nakon toga smo
fiksirali stanice u 70%-tnom etanolu. To smo ucCinili na taj nain da smo uz istovremeno
lagano vorteksiranje dodavali 3 ml apsolutnog etanola iz zamrzivac¢a (-20°C) u svaku
epruvetu s resuspendiranim stanicama u PBS-u koji razrjeduje apsolutni etanol. Stanice
smo spremili na -20°C do dana analize na proto¢nom citometru. Isti postupak smo

ponovili nakon 48 i 72 sata.
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2.9.1.3. Analiza stani¢nog ciklusa

Za analizu stanicnog ciklusa na protocnom citometru smo prvo u zasebnim epruvetama
pripremili otopinu Rnaze A (Sigma, SAD) koncentracije 0,1 ug/ul te otopinu propidij
jodida koncentracije 2,5 pg/ml. Epruvetu s otopinom propidij jodida smo omotali
aluminijskom folijom buduci da se propidij jodid raspada na svjetlu. Otopine Rnaze i
propidij jodida smo spremili na +4°C. Budu¢i da odredujemo fazu stani¢nog ciklusa u
kojoj se stanica nalazi prema kolicini nukleinske kiseline, moramo pocijepati RNA putem
Rnaze A. Na taj naCin RNA necCe utjecati na rezultate jer se propidij jodid nece
interkalirati u nju.

NaSe uzorke smo izvadili iz zamrzivaca i centrifugirali 5 minuta na 1200 rpm pri 4°C.
PaZljivo, bez treskanja epruvete, odlili smo supernatant, budu¢i da se stanice
resuspendirane u etanolu labavo vezu uz podlogu. Dodali smo 2ml PBS-a u svaku
epruvetu i lagano promijesali. Ovaj isti postupak centrifugiranja i ispiranja PBS-om smo
ponovili. Nakon toga smo jo$ jednom centrifugirali stanice na 1200 rpm 5 minuta pri 4°C,
odlili supernatant te ovaj put dodali 200 pl otopine Rnaze A u svaku epruvetu i
resuspendirali. Uzorke smo inkubirali u vodenoj kupelji 15 minuta.

Za vrijeme te inkubacije pripremili smo male epruvete za protoCni citometar (Becton
15 minuta smo izvadili naSe uzorke iz kupelji, resuspendirali ih te prebacili u epruvete za
protoCni citometar. Lagano smo vorteksirali epruvete za protocni citometar kako bi se
otopina propidij jodida pomijeSala s otopinom stanica, stavili na led i zamracili. Po isteku

nekoliko sati smo analizirali uzorke na protocnom citometru.

2.9.1.4. Obrada rezultata

Uzorke smo analizirali na protocnom citometru FACS Calibur (Becton-Dickinson) uz
pomo¢ raCunala (Apple Macintosh) i popratnog upravljatkog programa (CellQuest).
Flourescentnim obiljeZavanjem putem propidij jodida moZemo odrediti u kojoj se fazi
stanicnog ciklusa nalazi stanica. Rezultiraju¢i DNA histogram se sastoji od 3 populacije:

dvije Gausove krivulje, pri ¢emu prva Gausova krivulja (prvi vrsak, gledano s lijeva na
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desno) predstavlja populaciju stanica u G1 fazi, a druga Gausova krivulja (drugi vrSak)
populaciju stanica u G2/M fazi. Podrucje izmedu tih krivulja predstavlja populaciju
stanica u S fazi. Susjedne populacije stanica se medusobno preklapaju (slika 14), pa je
stoga potreban program za razdvajanje tih populacija i za odredivanje povrsina ispod
krivulja prema kojima se preraCunava postotak stanica koje se nalaze u pojedinoj

populaciji. >

GU_GI

Broj stanica

Intenzitet fluorescencije

Slika 14: DNA histogram

Ovako dobiveni DNA histogrami obraduju se pomoc¢u nekog od postojecih upravljackih
programa za analizu stani¢nog ciklusa npr. WinMDI softvera pomocu kojeg smo nacrtali

3D histograme.
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3. REZULTATI
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3.1. Odredivanje virusnog titra

3.1.1. Odredivanje broja infektivnih Cestica

Eksperimentalni dio rada zapocCet je umnozavanjem adenovirusnih vektora u stanicama
HEK 293. Nakon izolacije i proc¢iS¢avanja virusa odredili smo infektivnu snagu vektora
Ad5-p21 i Ad5-B-gal tj. broj infektivnih Cestica (PFU, od engl. plaque forming units).
Nasadili smo 1 x 10° stanica po bunariéu te ih nakon 24 sata zarazili virusima u rasponu
razrjedenja 10° - 10™. Virusne su Cestice tijekom dvanaest dana postupno stvarale
plakove, Cistine u imobiliziranoj jednoslojnoj kulturi, a broj nastalih plakova jednak je
broju virusnih Cestica u odredenom razrjedenju originalnog virusnog alikvota. Nakon
deset dana plakovi su se prestali Siriti te smo im tada izracunali titar (PFU/ml). U sluCaju
Ad5-B-gal izbrojili smo 2 plaka na razrjedenju 10, a 23 plaka na razrjedenju 10, Ad5-
p21 je stvorio 6 odnosno 4 plaka na razrjedenju 10 te 49 plaka na razrjedenju 10°. 1z
ovih podataka smo odredili:

Titar Ad5-B-gal iznosi 2 x 10° PFU/m.

Titar Ad5-p21 iznosi 5 x 10'° PFU/m.

Plakove na razrjedenjima manjim od 10® nismo ni uspjeli brojati jer ih je bilo jako

mnogo i medusobno su se preklapali.

3.1.2. Odredivanje broja infektivnih virusnih Cestica koriStenjem gena

dojavljivaCa B-galaktozidaze

Stanice SW620, SW480 i HCT116 smo nasadili u plasti¢ne plo€ice s 24 bunarica i to 4 x
10* stanica po bunariéu te ih zarazili nakon 24 sata virusima s ugradenim genom B-gal u
rasponu koncentracija 20-100 PFU/stanici. Nakon 24 sata dodali smo otopinu X-gala i
promatrali razvoj plavog obojenja nakon 24, 48 i 72 sata te smo plave stanice brojali pod
svjetlosnim mikroskopom. Rezultati su ukazali na jako citotoksi¢no djelovanje buduéi da
su stanice ugibale veC pri nizim koncentracijama. Toksicni ucinak je bio toliko jak da su

vec pri koncentraciji od 20 PFU/stanici uginule sve SW620 stanice promatrane nakon 48
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sata. SW480 i HCT116 nisu bile toliko osjetljive, medutim toksi¢no djelovanje se moglo
itekako uocCiti pri koncentracijama 60-100 PFU/stanici nakon 72 sata.

Moguci uzrok toksi¢nosti moglo bi biti oneciS¢enje virusnog pripravka neinfektivnim
virusnim ¢esticama ili drugim toksi¢nim virusnim produktima. Takoder je moguce da je
dosSlo do ponovne homologne rekombinacije izmedu virusnih dijelova genoma u HEK
293 stanicama i rekombinantnih adenovirusnih vektora Cime se virusima vraca
sposobnost replikacije i lize stanica ponovnom ugradnjom EL1 regije.

Stoga, smo potom odredili na jedan drugi nacin koncentraciju infektivnih virusnih Cestica
mjerenjem BFU (od engl. blue forming units) odnosno broja virusnih Cestica koji
omogucava detekciju plavih stanica. Pod svjetlosnim mikroskopom smo brojali HEK 293
stanice koje su postale plavo obojene nakon zarazavanja adenovirusima koje nose gen -
gal. Brojanjem plavo obojenih HEK 293 stanica smo izbrojili prvi put 8, a drugi put 16
plavih stanica u razrjedenju 10™°. U razrjedenju 10 smo izbrojili 90 plavih stanica. Iz tih
podataka smo odredili da nam je koncentracija infektivnih virusnih Cestica Ad5-f-gal
1x 10" BFU/mI.

3.1.3. Odredivanje koncentracije adenovirusnih Cestica u suspenziji

proCiScenih adenovirusa

Spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri 260 nm mjerimo koncentraciju
virusne DNA i proteina. Ovo je fizikalna metoda koja ne razlikuje intaktne (infektivne) i
oStecene (neinfektivne) Cestice. Spektrofotometrijsko mjerenje koncentracije virusnih
Cestica ne odraZava koliCinu aktivnih infektivnih virusa u preparaciji, budu¢i da omjer
neinfektivnih i infektivnih virusnih Cestica znaCajno varira u razliCito spravljenim
virusnim pripravcima.”®

Da bismo odredili omjer izmedu ukupnog broja virusnih Cestica i broja infektivnih Cestica
mjerili smo koncentraciju ukupnog broja virusnih Cestica u suspenziji proCiscenih
adenovirusa. Mjerenjem apsorbancije pri 260 nm u razrjedenju virusnog pripravka od

10x, odnosno 20x, dobili smo rezultate koji su prikazani u tablici 1.
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Virus Aseo Razrjedenje N
virusnog pripravka
Ad5-p-gal 0,196 10 x 2,156 x 10%
Ad5--gal 0,080 20 x 1,76 x 10%
Ad5-p21 0,391 10 x 4,301 x 10%
Ad5-p21 0,185 20 x 4,07 x 10™

Tablica 1: Ukupan broj virusnih ¢estica u ml (N) dobiven mjerenjem apsorbancije pri 260 nm pri razli¢itim

razrjedenjima virusnih pripravaka

1z ovih rezultata moZzemo izraCunati srednju vrijednost koncentracije virusnih Cestica.

N [Ad5-B-gal]: (2, 156 x 10*4/ml + 1,76 x 10*/ml) / 2 = 1,958 x 10**/ml

N [Ad5-p21]: (4,301 x 10**/ml + 4,07 x 10*%/ml) / 2 = 4,185 x 10%%/ml

Nakon toga smo iz ovih vrijednosti odredili omjer ukupnog broja virusnih Cestica
(infektivnih i neinfektivnih = N) i infektivnih virusnih Cestica (PFU). Za vecinu virusa
ovaj omjer (N : PFU ) je u rasponu od 20:1 do 50:1.

Za Ad5-B-gal omjer N : PFU iznosi 1,958 x 10*4/ml : 2 x 10° PFU/ml =979 : 1

Za Ad5-p21 omjer N : PFU iznosi 4,185 x 10*4/ml : 5 x 10"° PFU/mI = 83,7 : 1

Odmah mozZemo vidjeti iz ovih rezultata da virusni pripravak adenovirusa Ad5-f-gal
sadrzi jako puno neinfektivnih Cestica, dok Ad5-p21 malo odstupa od standardnog
omjera. Upotrebom koncentracije virusnih Cestica dobivenu spektrofotometrijskim
mjerenjem kao jedinicu za zaraZzavanje stanica dobit ¢emo loSe rezultate zbog znacajnih
razlika u koliCini infektivnih virusnih Cestica koje bismo Kkoristili pri zaraZzavanju.

Koristenjem PFU ili BFU kao jedinicu za zarazavanje ¢emo dobiti dosljedne rezultate . >
U tablici broj 2 su prikazani sumirano svi rezultati koji su dobiveni odredivanjem

virusnog titra razliCitim metodama. MoZemo uociti kako se vrijednosti medusobno

razlikuju za jedan red veliCine pri cemu je PFU < BFU < N.
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Adenovirusni vektor PFU BFU N
(koncentracija (koncentracija (ukupan broj virusnih
infektivnih virusnih infektivnih virusnih Cestica, infektivnih +
Cestica) Cestica) neinfektivnih)
Ad5--gal 2 x 10° PFU/mI 1 x 10" BFU/ml 1,958 x 10*/mll
Ad5-p21 5 x 10" PFU/m / 4,185 x 10*/ml

Tablica 2: Rezultati mjerenja virusnog titra razli¢itim metodama

3.2. Odredivanje djelotvornosti transdukcije bojenjem na [-galaktozidaznu

aktivnost u kulturi stanica

Stanice SW620, SW480 i HCT116 ponovno smo nasadili u plastiCne ploCice s 24
bunaric¢a te ih zarazili nakon 24 sata virusima s ugradenim genom [-gal u rasponu
koncentracija 1-80 BFU/stanici. Nakon 24 sata smo dodali otopinu X-gala i promatrali
razvoj plavog obojenja nakon 24, 48 i 72 sata te smo plave stanice brojali pod
svjetlosnim mikroskopom.

Odmah smo primijetili da je broj plavih SW620 stanica znatno manji od broja plavih
SW480 i HCT116 stanica (slike 15-17). Dok se kod SW480 i HCT116 veé pri
koncentraciji od 1 BFU/stanici moze primijetiti mali broj obojenih stanica, kod SW620 se
tek pri koncentraciji od 10-20 BFU/stanici mogu uociti plava obojenja. 1z ovih rezultata
mozemo zakljuciti da se puno lakSe zarazavaju SW480 i HCT116 od SW620 stanica.
Sljedece Sto moZzemo primjetiti je porast broja obojanih stanica u vremenu, no razlicito
kod pojedine stanic¢ne linije na primjer kod HCT116 stanica pri 80 BFU/stanici gotovo
nema porasta u odnosu na prvi dan, jer su skoro sve stanice bile plavo obojene vec prvi
dan (slika 15). Buduci da se u HCT116 stanici nalazi velik broj kopija gena B-gal
njihovom ekspresijom nastaje puno preteinskog produkta i javlja se jaCe plavo obojenje
koje je odmah uocljivo pod mikroskopom. SW620 stanica, medutim, mozda sadrzi tek

jednu virusnu Cesticu koja ju je uspjela zaraziti i ekspresija gena -gal je slaba te je i
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plavo obojenje slabo. Tijekom vremena se ipak javlja sve viSe proteinskog produkta u
SW620 stanici pa nakon 72 sata uoCavamo i one stanice koje prije nismo mogli uociti
(slika 16).

djelotvornost transdukcije HCT116
100 ~
c 80 ——— ——1 BFU/stanlc_l |
S S 60 . — —=— 10 BFU/stanici
-§ g 20 20 BFU/stanici
g » —<— 40 BFU/stanici
: < _/'/,, 80 BFUlstanici
0 T T .
1 2 3
dani

Slika 15: Djelotvornost transdukcije HCT116 stanica

djelotvornost transdukcije SW620
100
c . -
'% 80 —e— 1 BFU/stanici
§ S 60 —s— 10 BFU/stanici
S 3 40 20 BFU/stanici
cw —x— 40 BFU/stanici
= 2 80 BFU/stanici
o\c> R
0 ———3
2 3
dani

Slika 16: Djelotvornost transdukcije SW620 stanica
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djelotvornost transdukcije SW480

100 -
80 = —e— 1 BFU/stanici
60 x —=— 10 BFU/stanici

20 BFU/stanici
40 _ -

x / —»— 40 BFU/stanici
20 / IR 80 BFU/stanici
0 T ¢ T - 1

dani

% transduciranih
stanica

Slika 17: Djelotvornost transdukcije SW480 stanica

Stanice SW480 zaraZzene koncentracijom od 80 BFU/stanici promatrane pod svjetlosnim
mikroskopom nakon 72 sata su prikazane na slici 18. Odmah moZemo uociti znacajnu
razliku broja plavih stanica u odnosu na SW620 stanice takoder zarazene sa 80
BFU/stanici i promatrane nakon 72 sata (slika 19).
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Slika 18: SW480 zarazene sa 80 BFU/stanici promatrane nakon 72h

Slikal9: SW620 zarazene sa 80 BFU/stanici promatrane nakon 72h
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3.3. Analiza utjecaja Ad5-p21 i Ad5-B-gal na stanicni ciklus

Stanice SW620 i SW480 smo zarazili vektorom Ad5-p21 u razliCitim koncentracijama,
izraCunatim prema broju virusnih Cestica, a normaliziranim prema broju BFU za vektor
Ad5-B-gal. Raspon koncentracija je bio 20 - 100 MOI, pri ¢emu MOI oznaCava broj
BFU/stanici za Ad5-B-gal, odnosno ukupni broj virusnih Cestica po stanici za oba virusa
pri Cemu 10 MOI odgovara 9790 virusa/stanici. Paralelno smo testirali uCinak kontrolnog
vektora Ad5-[-gal, kako bismo iskljucili uCinak tog vektora na stanicni ciklus.

Rezultati analize stani¢nog ciklusa pokazali su da stanice SW480 zaraZzene sa Ad5-p-gal
pokazuju blagi ali statisticki zanemariv porast stanica u G2 fazi sa pove¢anjem MOI
(slike 20-22; slika 32). Nasuprot tome kod SW620 stanica znaCajno se povecao broj
stanica narocito nakon 48 sata u G2 fazi stani¢nog ciklusa.

Dakle iz ovih rezultata zakljuCujemo da adenovirusni vektor sam uzrokuje zastoj ciklusa
u G2 fazi u stani¢noj liniji SW620 (slike 23-25; slika 33). Na sljede¢im slikama je
oznakom subG1 oznacena populacija stanica u apoptozi.

SW 480 (24h)
_. 60
9\5 50 Bk
S 40 H — = 20 MO
©
g 04 o 040 MOI
4
% o0 n 060 MOI
IS} m 80 MOI
2 10 H —
T, @ 100 MOI
4 T SR F s
GO/G1 S G2/M subG1

Slika 20: Utjecaj Ad5-B-gal na SW480 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 24 sata
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Postotak stanica (%)

SW 480 (48h)
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Slika 21: Utjecaj Ad5-B-gal na SW480 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 48 sata

Postotak stanica (%)

SW 480 (72h)
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Slika 22: Utjecaj Ad5-B-gal na SW480 zarazene sa 20-100 MOI nakon 72 sata

Postotak stanica (%)

SW 620 (24h)
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Slika 23: Utjecaj Ad5-B-gal na SW620 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 24 sata
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SW 620 (48h)
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Slika 24: Utjecaj Ad5-B-gal na SW620 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 48 sata
SW 620 (72h)
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Slika 25: Utjecaj Ad5-B-gal na SW620 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 72 sata

Stanice SW480 zarazene sa Ad5-p21 zaustavljene su u G1 fazi stanicnog ciklusa (slike
26-28; slika 34). UcCinak je bio jaci s pove¢anjem koncentracije virusa. Medutim, SW620
stanice pokazale su mali porast broja stanica u G2 fazi stanicnog ciklusa nakon
zarazavanja sa Ad5-p21, slicno kao i nakon zarazavanja s Ad5-B-gal (slike 29-31; slika
35). Dakle iz ovih rezultata vidimo da p21 protein ne djeluje na SW620 stanice, a
adenovirusni vektor sam uzrokuje blagi zastoj stani¢nog ciklusa u G2 fazi pri ve¢im

koncentracijama kao i pri infekciji sa Ad5-f-gal.
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Slika 26: Utjecaj Ad5-p21 na SW480 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 24 sata
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Slika 27: Utjecaj Ad5-p21 na SW480 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 48 sata
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SW 480 (72h)
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Slika 28: Utjecaj Ad5-p21 na SW480 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 72 sata
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Slika 29: Utjecaj Ad5-p21 na SW620 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 24 sata
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SW 620 (48h)
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Slika 30: Utjecaj Ad5-p21 na SW620 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 48 sata
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Slika 31: Utjecaj Ad5-p21 na SW620 zaraZene sa 20-100 MOI nakon 72 sata

Rezultate dobivene zarazavanjem sa Ad5-p21 te Ad5-3-gal moZemo prikazati i pomocu
DNA histograma, vidi slike 32-35. Prikazan je utjecaj Ad5-p21 i Ad5-f3-gal na SW480 i
SW620 stanice zaraZene rastuc¢im koncentracijama rekombinantnog vektora nakon 48 sati
i moZzemo odmah uoCiti veC prije opisane pojave. PovrSina ispod pojednih dijelova

krivulja predstavlja postotak stanica koje se nalaze u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa.
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Ad5-B-gal

Slika 32: SW480 zarazene sa Ad5-3-gal
u koncentracijama od 0, 20,40,60

Slika 33: SW620 zarazene sa Ad5-3-gal
,100 MOI  u koncentracijama od 0, 20,40,60 27,100 MOI
nakon 48 sata nakon 48 sata
Ad5-p21

Slika 34: SW480 zarazene sa Ad5-p21 u
koncentracijama od 0, 20,40,60

,100 MOl
nakon 48 sata

Slika 35: SW620 zarazene sa Ad5-p21 u
koncentracijama od 0, 20,40,60

,100 MOI
nakon 48 sata
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4. RASPRAVA
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Rak je joS uvijek jedna od najveCih zagonetaka medicine i znanosti uopce. Klinicki
primjenjivane kirurSke metode lijeCenja, kemoterapije i radioterapije u vecini slucajeva
ne daju Zeljene rezultate.”® Nova saznanja genetske osnove bolesti su dovele do razvoja
novih metoda lijeCenja na molekularnoj razini. Jedna od metoda je gensko lijeCenje, koja
ukljuCuje prijenos genetskog materijala u stanice sa ulogom izazivanja terapeutskog
ucinka. Ideja genske terapije je prijenos terapeutskog gena kako bi se selektivno lijeCilo
bolesno tkivo ne o3teéujuéi normalno zdravo tkivo. %

Najveci joS uvijek nerijeSen problem genskog lijeCenja je konstruiranje odgovarajuceg
prijenosnika. Prijenosnik genetskog materijala, vektor, koristi se za prijenos terapeutskog
gena. Virusni su vektori znatno pogodniji za gensko lijeCenje od nevirusnih, ipak i njih je
potrebno usavrsiti kako bi zadovoljavali barem tri osnovna zahtjeva: visoku ucinkovitost
prijenosa gena, specifinost zarazavanja i kontroliranu ekspresiju gena.?® Danas se u
istrazivanjima, ali i u klinicki odobrenim protokolima genskog lijeCenja, poglavito
tumora, koriste uglavnom retrovirusni i adenovirusni vektori. Obje vrste vektora imaju
brojne prednosti, ali i nedostatke. Retrovirusni vektori pogodniji su za prijenos gena kod
nasljednih bolesti. Ugradnjom u genom domacina te niskim stupnjem imunogenicnosti,
omogucuju trajnu stabilnu ekspresiju zdravog gena u ciljnim stanicama. Za razliku od
njih, adenovirusni vektori omogucuju samo prolaznu ekspresiju, ne ugraduju se u genom,
a uz to su i jako imunogeniéni.>**° Ciljne stanice retrovirusima su iskljugivo stanice koje
se dijele. Potencijalna insercijska mutageneza ipak je najveca prepreka primjeni
retrovirusnih vektora u genskom lijeCenju in vitro, jer moZe trajno promijeniti kako
tumorske tako i normalne stanice.*®

Adenovirusne vektore je moguée dobiti u vecem titru u odnosu na retrovirusne,
zarazavaju Sirok spektar razliCitih tipova stanica neovisno o tome dijele li se stanice ili ne
te ne izazivaju insercijsku mutagenezu. KoriStenje adenovirusnih vektora za klinicko
gensko lijeCenje je Siroko rasprostranjeno. Od 1192 provedenih klini¢kih pokusa iz
podrucja genske terapije u cijelom svijetu u lipnju 2006. godine adenovirusni vektori su
se koristili u ¢ak 26 % slu¢ajeva.** Prema mnogim autorima jeftina i brza proizvodnja
vektora visokog titra veliki je korak prema ostvarivanju genskog lijeCenja.

U ovom smo radu umnozili i procistili adenovirusne vektore s ugradenim genom p21

(Ad5-p21) te genom B-gal (Ad5-B-gal) u komplementiraju¢im stanicama HEK 293.
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Metoda prociS¢avanja rekombinantnih vektora u gradijentu gustoCe cezijevog klorida
najceS¢e je koriStena metoda, iako se danas pokuSava primijeniti metoda afinitetne
kromatografije kojom se prociS€avaju proteini. Primjena ove metode bi trebala osigurati
jo$ visi stupanj Cistoce. ¥’
Da bismo odredili koncentraciju, kao i infektivnu snagu umnozenih i procis¢enih vektora,
odredili smo im titar, tj. broj aktivnih virusnih Cestica u odredenom volumenu. Aktivna
virusna Cestica je ona koja stvara plak u gelu agaroze niskog talista (PFU, od engl. plague
forming units). Titar vektora Ad5-p21 iznosio je 5 x 10'° PFU/m, a titar Ad5-B-gal 2 x
10° PFU/mI. Dobivene vrijednosti su u skladu s literaturnim podacima.>
Medutim, pri prvom pokuSaju zaraZzavanja stanica SW620 i SW480 adenovirusima koji
nose gen [-gal, radi odredivanja efikasnosti transdukcije gena bojanjem na -
galaktozidaznu aktivnost, pokazalo se da su stanice ugibale Cak pri niskim PFU/stanici
suprotno dotadasnjem iskustvu. Ti su rezultati ukazali na €injenicu da je virusni pripravak
s procis¢enim Ad5-B-gal ipak bio donekle onecisc¢en neinfektivnim virusnim Cesticama,
tj. dijelovima «prazne» virusne kapside i ostatka virusne Cestice. Takoder je moguce da je
doslo do ponovne homologne rekombinacije izmedu virusnih dijelova genoma u HEK
293 stanicama i rekombinantnih adenovirusnih vektora $to virusima vrac¢a sposobnost
replikacije i lize stanica ponovnom ugradnjom E1 regije.
Stoga smo, potom, odredili ukupni broj virusnih Cestica spektrofotometrijskom metodom
te smo infektivnu snagu vektora Ad5-B-gal odredili koriste¢i gen dojavljiva¢ [-gal,
brojanjem tzv. «plavih» HEK 293 stanica, tj. stanica koje su eksprimirale enzim [3-
galaktozidazu (BFU, od engl. blue forming units), a koji je iznosio 1 x 10™ BFU/mI.
Naime, virusni titar se moZe izraziti pomo¢u PFU i BFU. Da bi se stvorio plak za
odredivanje PFU, moraju biti zadovoljena dva uvjeta, tj. stanica mora:

a) sadrzavati adenovirusni vektor

b) eksprimirati E1 regiju kako bi se virus replicirao, lizirao stanice i stvorio plak.
Medutim, nece svi adenovirusi stvoriti plak, jer svaka HEK 293 stanica nece
zadovoljavati oba uvjeta, adenovirus se nece moci replicirati pa ga neCemo detektirati
iako je uspjeSno zarazio stanicu. Pri odredivanju BFU, treba biti zadovoljen samo prvi
uvjet. Cim adenovirus zarazi stanicu transkripcijska masinerija stanice domacdina ce

eksprimirati strani gen [-gal. Proteinski produkt tog gena lako mozemo uociti jer enzim
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[3-galaktozidaza daje cijepanjem supstrata X-gal karakteristicno plavo obojenje. Na ovaj
nacin ¢emo moci detektirati i one viruse koje racunanjem PFU nismo mogli detektirati,
pa je BFU uvijek veci od PFU.

S druge strane, omjer broja ukupnih virusnih Cestica (N ili v.p.; od engl. viral particle ili
p.p.: od engl. physical particle) i broja PFU ukazuje na kvalitetu virusnog izolata, tj. na
omjer infektivnih Cestica u odnosu na njihov ukupan broj. Literaturno je poznato da je
optimalan omjer v.p./PFU oko 20-50 puta.”® Nasi su pokusi pokazali da je izolat virusa
Ad5-p21 bio dovoljno kvalitetan (omjer 83,7:1), dok je izolat virusa Ad5-B-gal pokazivao
izrazito loS omjer (979:1), upucujuci na prevelik broj neucinkovitih virusnih Cestica.
Upravo je to bio razlog velike toksi¢nosti tog vektora na sve testirane stanicne linije. Iz
ovih je rezultata vidljivo da, iako su oba virusa umnoZzena i proCis¢ena na isti nacin te da
tijekom ultracentrifugiranja u gradijentu cezijevog Kklorida niSta nije upucivalo na
smanjenu kvalitetu izolata, virusni pripravak vektora Ad5-B-gal nije pokazao
zadovoljavajucu kvalitetu.

Jasno je da Ce uspjeSnost pokusa u kojima se takvi virusni prijenosnici koriste za
transdukciju gena, a u svrhu istraZzivanja njihove uloge u stanicama, uvelike ovisiti o
kvaliteti virusnog izolata upravo stoga Sto ¢e manji broj virusnih Cestica biti potreban za
postizanje dovoljno visoke ekspresije Zeljenog gena. U protivnom, visoka koncentracija
neinfektivnih Cestica ili dijelova kapside, moze izazvati toksicni uCinak na stanice te
onemoguciti ekspresiju Zeljenog gena.

Ipak, sposobnost trandukcije virusa Ad5-B-gal odredena iz broja BFU/stanici upucivala je
na znatno veci broj virusnih Cestica koje mogu uspjesSno prenijeti Zeljeni gen u stanice pa
smo prilagodili koncentraciju virusa prema broju BFU/ml te ponovno zarazili stanice
SW620, SW480 i HCT116. Rezultati nakon takvog zarazavanja su bili u skladu s
ocekivanjima.

Medutim, primjetili smo da je transdukcija razlicito ucinkovita u ove tri stani¢ne linije.
Pri tome je stanicna linija SW620 pokazivala znacajno slabiju ekspresiju gena (3-gal od
linija SW480 i HCT116. lako je nakon treCeg dana zamijecen nagli porast plavo obojenih
SW620 stanica, nije ni priblizno postignuta tolika ucinkovitost prijenosa gena kao kod
SW480 i HCT116 stanica. Dodatno smo na velikim povecanjima svjetlosnog mikroskopa
mogli uoCiti kako su SW480 i HCT116 stanice zarko obojane cijelom njihovom
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povrsinom, dok se u SW620 nakon 24 sata javlja pri visokim BFU/stanici tek svjetlo
plavo obojenje koje ne ispunjava ni cijelu povrsSinu stanice. Tijekom vremena se ipak
javlja sve viSe proteinskog produkta u SW620 stanici pa nakon 72 sata uoCavamo i one
stanice koje prije nismo mogli uoCiti. lako nas je najvise zanimala moguénost
transdukcije gena u stanice SW480 i SW620 iz razloga Sto su to stanicne linije karcinoma
debelog crijeva dobivene iz istog pacijenta, ali s razliCitim stupnjem zlocudne
preobrazbe, dodatno smo korstili i linijju HCT 116, kao joS jednu liniju karcinoma
debelog crijeva, a kako bismo usporedili sposobnost transdukcije svih triju stanicnih
linija.

Moguci razlog razlicite efikasnosti infekcije SW620 i HCT116/SW480 stanica je razlicita
ekspresija primarnog receptora CAR na povrSini ovih stani¢nih linija, buduci da
ekspresija i lokalizacija molekula CAR na stani¢noj povrsini uvjetuje moguénost
infekcije stanice adenovirusom.®” Ekspresija CAR na stanicama primarnih tumora jako
varira, dok je gubitak njegove ekspresije povezan s progresijom maligne preobrazbe i
agresivno3éu tumorskih stanica.*® Uogeno je da prekomjerna ekspresija CAR proteina
smanjuje proliferaciju tumorskih stanica in vitro i in vivo, te ukazuje na ulogu CAR
proteina kao tumor supresora.®® Smanjena adhezivnost je jedna od mnogobrojnih
karakteristika tumorskih stanica. Buduci da se izrazaj CAR molekula smanjuje tijekom
maligne transformacije stanica to moze posluziti kao dobar indikator sposobnosti
metastaziranja raka. Na osnovi ovih istraZivanja moZzemo povuci poveznicu s naSim
dobivenim rezultatima. Naime, stani¢na linija SW620, kako je veC receno, izolirana iz
metastaze primarnog tumora iz kojeg je izolirana linija SW480, dakle ima visi stupanj
zlocudne preobrazbe. Dakle, stanice SW620 bi trebale imati manji broj CAR receptora na
svojoj povrSini od SW480 Sto bi objasnjavalo slabiju infektivnost adenovirusnih vektora
dobivenih u naSim rezultatima. Osim toga, uoCena je obrnuta korelacija izmedu
razvojnog stadija tumora i aktivacije signalnog puta RAS-MAPK i izmedu ekspresije
primarnog receptora CAR.*' Uloga primarnog receptora CAR nije jo§ u potpunosti
razjasnjena. CAR je lokaliziran na kontaktnim povrSinama izmedu dviju stanica i Cini se
da ima ulogu u stanicnoj adheziji i medustanicnom prepoznavanju. Na epitelnim
stanicama CAR se nalazi ispod Cvrstih veza (od engl. tight junction, TJ) dok je na drugim

stanicama izrazen po cijeloj stanicnoj povrsSini, ali preferencijalno na mjestima
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medustanicnog kontakta. CAR se ponaSa tipicno kao i svaka adhezijska molekula
pospjesujuéi agregaciju stanica.*® U tome sudjeluje 1gV (D1) domena CAR receptora koja
je evolucijski oCuvana i dimerizira sa IgV (D2) domenom CAR receptora susjedne
stanice (slika 36). >

Slika 36: D1/D2 dimer; preuzeto iz Coyne i sur. (2005)58

Medutim interakcija vlakna adenovirusa s CAR receptorom na staniCnoj povrsini

naruSava integritet dimera i time uzrokuje odvajanje stanica (slika 37).
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Slika 37: Napad adenovirusa (Ad) i naruSavanje CAR-CAR interakcije; preuzeto iz Coyne i 5ur.(2005)58

Kako, medutim, objasniti toksi¢ni uCinak adenovirusa kojeg smo primjetili djelovanjem
adenovirusa s ugradenim genom (-gal na stanice SW620, ukoliko je broj CAR receptora
smanjen? Odgovor se mozda krije u razli¢itom broju i/ili vrsti sekundarnih receptora za

adenoviruse - integrina - na povrSini SW620 stanica. Naime, iako se mislilo da je
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pentonska baza adenovirusne kapside toksiCna i uzrokuje odvajanje stanica od
izvanstani¢nog okoliSa u kulturi, danas se zna da pentonska baza nije toksi¢na, ali ometa
interakciju integrina s izvanstani¢nim okolisem dovodeCi do odvajanja stanica in vitro.
Osim toga, vezanje adenvirusa na integrine okida niz specificnih signalnih dogadaja u
stanicama koji znaCajno utjeCu naroCito na promjene u citoskeletu. Stoga, bi ipak
toskiCnost vektora na SW620 stanice mogla imati podlogu u njihovom vezanju na
integrine.®® Smatra se takoder da je citotoksignost i poticaj apoptoze putem adenovirusa
djelomi¢no rezultat interakcije vektora s metabolizmom stanice domacina i regulacijom
staniénog ciklusa.”® Uogena je npr. indukcija apoptoze putem gena regije E4 koji je
prisutan u replikacijski defektnim adenovirusnim vektorima $to ukazuje na to da bi taj
gen mogao biti odgovoran za indukciju stani¢ne smrti u stanicama raka.

Kako bismo nastavili s pokusima u kojima Zelimo istraZiti ucinak poveéane ekspresije
gena p21 na stanicni ciklus stanica karcinoma debelog crijeva, a da pri tom isklju¢imo
moguci ucinak samog vektora, koristili smo isti broj virusnih Cestica (v.p.) oba virusna
vektora, na nacin da smo ih normalizirali prema broju BFU/stanici za vektor Ad5-3-gal
koji je bio dovoljan za transdukciju svih, pa tako i linije SW620. Pokusi s virusom Ad5-
p21 dali su izrazito zanimljiv podatak koji je upucivao da ucinak povecane ekspresije
gena p21 izaziva zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1 fazi stanica SW480, a u G2 fazi
stanica SW620. No, koriste¢i kontrolni virus (Ad5-B-gal) pokazalo se da je ucinak na
ciklus stanica SW620 bio rezultat iskljuCivo samog vektora, koji je takoder zaustavio
ciklus ovih stanica u G2 fazi. Drugim rijeCima, toksi¢ni ucinak samog vektora bio je
vidljiv i kroz njegovo djelovanje na stanicni ciklus. Taj uCinak je bio statistiCki zanemariv
kod stanica SW480.

Genski produkti rekombinantnih replikacijski defektnih adenovirusa prve generacije
mogu inducirati poremecaj u regulaciji stanicnog ciklusa. Adenovirus Kkoristi
transkripcijsku masineriju stanice domacina za ekspresiju vlastitin gena aktivirajuci
progresiju stani¢nog ciklusa i inhibiraju¢i G1 kontrolnu tocku. Analiza stani¢nog ciklusa
je pokazala smanjenje broja stanica u G1 a povecanje broja stanica u G2 fazi stani¢nog
ciklusa djelovanjem adenovirusnih vektora.®* Ovaj podatak to&no potvrduje nade rezultate
dobivene analizom stani¢nog ciklusa stanica SW480 i SW620 putem protocnog

citometra. NaSi rezultati ukazuju na blagi (SW480), odnosmo znatni (SW620) porast
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stanica u G2 fazi stani¢nog ciklusa stanica tretiranih s Ad-p-gal. Osim toga, adenovirusna
rana regija 4 kodira orf 4 (od engl. open reading frame 4 = otvoreni okvir Citanja 4) koji
se veze s protein fosfatazom 2A (PP2A) i na taj naCin inducira nepovratno zaustavljanje
stani¢nog ciklusa u G2 fazi. Inducira i apoptozu.”® Apoptozi se suprotstavljaju genski
produkti E1 regije koje sadrZi adenovirusni genom. Kako rekombinantnom
adenovirusnom vektoru nedostaje ta regija moguce je izazvati apoptozu. Adenovirusni
genski produkt orf6/7 takoder regije E4 se veze na p53 i time inaktivira kontrolnu tocku
G1. Smanjenje razine pRb proteina interakcijom s virusnim produktima je takoder
uoceno. Poznato je da veliki T antigen SV40 virusa i E7 genski produkt HPV16 virusa
veze pRb protein. Kako dolazi do gubitka glavnog supstrata pRb, sistem p53/p21 je
nedovoljan za zaustavljanje ciklusa u G1 fazi. pRb takoder igra ulogu u prijelazu iz G2
faze u mitozu.®* Sad se postavlja pitanje zasto adenovirus izaziva zastoj u G2 fazi? Koje
koristi ima od toga? Zaustavljanje stanicnog ciklusa je bitno jer nakon replikacije virusne
DNA u jezgri moraju 36 kb veliki virusni genomi izaci iz jezgre. NaruSava se integritet
stanicne membrane kako bi virusna DNA izasSla u citoplazmu i kako bi se sastavljale
virusne Cestice.®® Dakle, zaustavljanje u G2 fazi, inducirano virusnim proteinima,
predstavlja mehanizam za odstranjenje prepreke jezgrine membrane u ono vrijeme
tijekom virusne replikacije koje najbolje odgovara virusu. °>% Analiza stani¢nog ciklusa
stanica inficiranih s ozragenim adenovirusima nije pokazala zastoj ciklusa u G2 fazi.”*

Rezultati dobiveni analizom stanicnog ciklusa SW480 stanica tretiranih s Ad-p21
uglavnom su u skladu s literaturnim podacima vezanim za ulogu gena p21 u inhibiciji
stanicnog ciklusa. Naime, p21 je nuklearni protein koji je uklju¢en u mehanizam nastanka
zastoja stanicnog ciklusa, a koji omogucuje stanici popravak oSte¢enja DNA,
diferencijaciju i dovodi do apoptoze.® Kao odgovor na oste¢enje DNA aktivira se tumor
supresor p53 koji je negativni regulator stanicnog rasta. Tumor supresori sudjeluju u
normalnom funkcioniranju stanicnog ciklusa, spre€avajuci nekontrolirano dijeljenje
stanica odnosno pojavu tumora. Aktivacija p53 rezultira transkripcijom niza gena medu

kojima je i gen p21.'° Aktivacija p21WAT/CIt

1WAF1/CIP1

proteina uzrokuje zastoj u G1 fazi
stanicnog ciklusa. p2 inhibiria specificne kinaze ovisne o ciklinu koje su
odgovorne za prijelaz iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa. Nasi rezultati su potvrdili ovakav

slijed dogadaja. Analizom pomocu protoc¢nog citometra vidjelo se da Ad5-p21 uzrokuje
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zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1 fazi ali samo u SW480 stanicnoj liniji. U SW620
stanicama Ad5-p2l je izazvao zastoj stanicnog ciklusa u G2 fazi, kako je prethodno
objasnjeno. Sli¢ne rezultate su dobili i drugi istrazivaci, naime inficirajuci stanice
adenovirusnim vektorom s ugradenim genom p53 su inducirali ekspresiju gena p21 u
SW620 stanicama, ali nije uocCen zastoj stani¢nog ciklusa u G1 fazi. To je mozda rezultat
drugih mutacija u toj stani¢noj liniji.!® Meta p21 proteina je regulatorni sistem
retinoblastoma proteina i djelovanjem p21 na njega posredstvom inhibicije kompleksa
ciklina/CDK, inducira se zastoj stanicnog ciklusa u G1 fazi i spreCava se replikacija
DNA. Medutim poznato je da je pRb Cesto inaktiviran u tumorima kod ljudi rezultirajuci
promjenama regulacije ciklusa, nedjelovanjem p21 proteina i odrZavanjem
transformiranog stanja.?’ Poznato je da su mutacije gena p21 iznimno rijetke te je
inhibicijski efekt vjerojatno uzrokovan mutacijama nizvodno u signalnom putu kao u
sluaju pRb.®* Takoder su biokemijske razlike signalnih puteva izmedu stani¢nih linija
moguci uzrok razliitog djelovanja istog rekombinantnog adenovirusnog vektora. Tako
npr. biokemijske razlike izmedu SUDHL-1 i L428 stanica su povezane s razliCitim
odgovorima na citotoksi¢an efekt inhibitora ciklin ovisnih kinaza rekombinantih virusa.*
MoZemo pretpostaviti da u sluCaju SW620 stanica p21 protein ne djeluje na stanicni
ciklus zbog odredenih mutacija nizvodno u signalnom putu ili zbog biokemijskih razlika
signalnih puteva izmedu stanicnih linija. Ipak rezultati su pokazali zaustavljanje ciklusa u
G2 fazi kod SW620 stanica, $to, kako je veC navedeno, mozemo pripisati samom
adenovirusnom vektoru, njegovoj sposobnosti zaustavljanja ciklusa u G2 fazi i izazivanja
apoptoze. Zanimljiv je podatak da kombinirano zaraZzavanje stanica istovremeno sa Ad5-
B-gal i sa Ad5-p21 Sstiti stanice od apoptoze i toksicnosti uzrokovane putem
adenovirusnog vektora.”® Buduéi da p21 djeluje na nagin da zaustavlja ciklus u G1 fazi
kako bi se popravilo oStecenje, time spreCava apoptozu i na taj nacin se suprotstavlja
adenovirusnom vektoru.

Ukratko, mozemo zakljuciti da koriStenje adenovirusnih vektora u istrazivanju uloge
gena p21 (a vjerojatno i drugih gena ukljucenih u regulaciju stani¢nog ciklusa) nije
sasvim prikladno, odnosno, izrazito je ovisno o vrsti (tipu) stanica koje se koriste, kako
zbog mogudeg utjecaja samih vektora na ciklus, tako i zbog mogucih razlika u genetskom
kontekstu pojedinih stanica. >°
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5. ZAKLJUCAK
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Adenovirusne vektore moguce je relativno jednostavno umnoziti u visokom titru.

lako se titar virusnih vektora najceSCe odreduje putem broja aktivnih virusnih
Cestica (PFU, od engl. plague forming units), takav naCin odredivanja
koncentracije virusa nije uvijek zadovoljavajuCi jer postoji mogucnost
«zagadenja» virusnog pripravka neinfektivnim virusnim cCesticama koje mogu
pokazivati toksicni ucinak na stanice.

Stoga je najbolje nakon procCiSCavanja virusa, odrediti ukupan broj virusnih
Cestica (infektivnih i neinfektivnih) te odrediti omjer ukupnog broja Cestica i
aktivnih Cestica koje mogu stvarati plakove. Takoder, ukoliko vektor u sebi ima
ugraden gen dojavljivaC (-gal, potrebno je odrediti i broj virusnih Cestica koje
bojaju stanice u plavo (BFU, od eng. blue forming units) kao idealnu mjeru
transdukcije stanica.

RazliCite tumorske stanicne linije pokazuju razli¢itu moé¢ transdukcije putem
adenovirusnih vektora, najvjerojatnije zbog razliCite ekspresije receptora CAR
i/ili integrina na membranama.

Kako i sami adenovirusni vektori mogu utjecati na stanicni ciklus, potreban je
izuzetan oprez kod njihovog koriStenja u istrazivanju gena koji reguliraju stanicni
ciklus, zbog moguceg laznog rezultata.

PovecCana ekspresija gena p21 izaziva zastoj u G1 fazi stani¢nog ciklusa stanica
SW480, dok je njegova uloga u stanicama SW620 upitna zbog snaznog utjecaja

samog adenovirusnog vektora na stanicni ciklus (zaustavljanje u G2 fazi).
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