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1. UvOoD

1.1.  Kroni¢na opstruktivna plué¢na bolest (KOPB) i rak pluca
Kroni¢na opstruktivna pluéna bolest (KOPB) Cetvrti je glavni uzro¢nik kroni¢nog morbiditeta i
smrtnosti u cijelom svijetu (Pauwels i sur. 2001). Glavne karakteristike vezane uz KOPB su

ireverzibilna opstrukcija protoka zraka i trajna upala (Kim i Criner 2013).

Prva istrazivanja bila su usmjerena na pusenje kao najvazniji ¢imbenik rizika za KOPB. Medutim
rezultati velikog broja objavljenih istrazivanja sugeriraju da su ¢cimbenici rizika neovisni o pusenju
snazno povezani s KOPB-om. Ti ¢imbenici ukljucuju izlaganje onecis¢enom zraku, dugotrajnu
izlozenost prasini i dimu, ponavljajuce infekcije donjeg respiratornog sustava tijekom djetinjstva,
pluéne tuberkuloze, kroni¢nu astmu, intrauterini zastoj rasta, losu prehranu i lo§ socioekonomski

status (Salvi i Barnes 2009).

Istrazivanja su pokazala kako antigene kemikalije cigaretnog dima mogu dovesti do razvoja
kompleksa antigen-antitijelo koji potencijalno moze inducirati plu¢ne ozljede (Arcavi i Benowitz
2004). Takvi kompleksi mogu uzrokovati pluéne i periferne promjene imunosnog sastava sline i
bronhoalveolarne tekuéine koje poveéavaju osjetljivost na infekcije respiratornog sustava (Hersey
i sur. 1983). Djelovanje nikotina kao najvaznije imunosupresivne komponente cigaretnog dima
(Arcavi i Benowitz 2004) moze potaknuti oslobadanje kateholamina i kortikosteroida koji mogu
povecati broj CD8+ limfocita u staniénom sustavu i suzbiti obranu domacina od infekcija (Miller
i sur. 1982). Inducirana sustavna upala zbog puSenja cigareta karakterizira povecanje u
cirkuliraju¢im upalnim molekulama kao §to su proupalni citokini. Nekoliko istrazivanja izvijestilo
je da pusSenje moze uzrokovati poviSene razine TNF-a (engl. tumor necrosis factor), TNF
receptora, interleukina 1 (IL-1), IL-6, IL-8 i granulocit-makrofagnih ¢imbenika (Bermudez i sur.
2002, Glossop i sur. 2006, Churg i sur. 2009).

Rak pluca je maligna bolest koja se tradicionalno klasificira u dva tipa, karcinom pluc¢a ne-malih
stanica (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC) i karcinom plu¢a malih stanica (engl. small cell
lung cancer, SCLC) (Durham i Adcock 2015). Rizik od raka pluca kod pusaca je 17,2% za
muskarce i 11,6% za Zene u usporedbi s 1,3% i 1,4% za nepusace (Villeneuve i Mao 1994). Rak
pluca je uzrokovan mutacijama koje dovode do proliferacije mutiranih stanica i stvaranja tumora
(Durham i Adcock 2015).



Zajednicki uzro¢ni ¢imbenik KOPB-a i raka pluca je pusSenje cigareta. Medutim iako cigaretni dim
predstavlja najvecu opasnost za oboljeljenje od raka, mnogi pusaci nikada nece razviti ovu bolest
(Turner i sur. 2007) dok postoje sluc¢ajevi kod kojih se rak pluéa razvija kod nepusaca (Thun i sur.
2006). Ovi podaci upuéuju na vaznost geneticke podloge za razvoj raka plu¢a. KOPB je ¢imbenik
rizika za razvoj karcinoma pluca, a posebno karcinoma plocastih stanica (Papi i sur. 2004) §to
povecava vjerojatnost Cak 1 do pet puta za razvijanje bolesti kod pusaca s opstrukcijom protoka

zraka u odnosu na ljude s normalnom funkcijom plu¢a (Houghton 2013).

1.2, Imunosni sustav
Poznato je kako se obrana domacina protiv patogena oslanja na urodene i ste¢ene komponente
(Hoffmann i sur. 1999). Imunosni odgovor moze biti nespecifi¢an i kao takav pripada urodenoj
imunosti, a ukoliko je specifian pripada ste¢enoj imunosti. U urodenom imunosnom odgovoru
kao prvoj liniji obrane posreduju imunosne stanice perifernih tkiva kao $to su monociti, neutrofili,
makrofagi, dendriticke stanice, T stanice, B stanice i NK stanice (engl. Natural killer cells).
Primarni izazov urodenom imunosnom sustavu je diskriminacija velikog broja potencijalnih
patogena od vlastitih stanica uz upotrebu ograni¢enog broja receptora (Aderem i Ulevitch 2000).
Posljedi¢no tomu dolazi do predstavljanja komponenti patogena T stanicama i aktivacije steCenog
imunosnog odgovora te uspostave zastitnog imuniteta (Aderem i Underhill 1999). Ste¢ena imunost
je ukljucena u uklanjanje patogena u kasnoj fazi infekcije kao i u stvaranju imunosne memorije
(Akira i sur. 2006). Receptori urodene imunosti prepoznaju odredene molekularne uzorke na
povrsini patogeni¢nih bakterija (PAMP, prema engl. pathogen-associated molecular patterns) pa
im otuda i naziv receptori za prepoznavanje uzorka (PRR, prema engl. pattern recognition

receptors) (Malenica 2005).

Bitnu ulogu u indukciji urodene imunosti, a time i pokretanju steene imunosti igraju toll-like
receptori (TLR) tako §to prepoznaju i diskriminiraju gljivice i bakterije inducirajuci odgovarajuce
signalne puteve u domacinu kao antimikrobni odgovor (Aderem i Ulevitch 2000, Akira i sur.
2001). Receptori TLR se uglavnom eksprimiraju u ljudskim imunosnim stanicama, kao §to su
monociti, neutrofili, makrofagi, dendriticke stanice, T stanice, B stanice i NK stanice. U tim
stanicama angazman receptora TLR s prepoznatim ligandima izvedenim iz patogenih organizama

izazivaju urodeni imunosni odgovor. Epitel je prva linija u obrani protiv invazije mikroorganizama



i mjesto ekspresije receptora TLR koji imaju klju¢nu ulogu u obrani protiv mikroorganizama

prepoznavanjem konzerviranih bakterijskih molekula (Yu i Chen 2008).

1.3.  Toll-like receptori (TLR)

Otkri¢e receptora TLR revolucionarni je dogadaj u znanosti 1 medicinskim istrazivanjima te
pomaze u poboljSanju razumijevanja uloge urodene imunosti u fiziologiji i patologiji ljudskog
zdravlja, a samim time i pokretanju ste¢enog imunosnog odgovora (Akira i sur. 2001).

Prvi receptor TLR otkriven je u vinskoj musici (Drosophila melanogaster) gdje mu je opisana
klju¢na uloga u emrionalnom razvoju u dorzo-ventralnoj polarnosti kao i obrani organizma od
gljivicnih infekcija (Anderson i sur. 1985). Na pocetku se smatralo kako su receptori TLR
eksprimirani samo u imunosnim stanicama, ali danas postoji sve veéi broj dokaza koji ukazuju na
to da su neki receptori TLR osjetljivi na produkte oste¢enog tkiva (Chen i sur. 2007, Cook i sur.
2004). Ostecéeno tkivo kao takvo izaziva upalu, stoga je hipoteza da receptori TLR iniciraju upalni
odgovor na bolesti kao §to su npr. aterogeneza, dijabetes pa ¢ak i rak (O’Neill i sur. 2009, Dekleijn

I Pasterkamp 2003, Kim 2006).

Receptori TLR su transmembranski proteini koji se sastoje od izvanstani¢ne regije N-terminalnog
ponavljanja bogatog leucinom (engl. Leucine-rich repeat), transmembranske domene i C-
terminalne citoplazmatske domene sli¢ne citoplazmatskoj domeni receptora IL-1 poznate kao TIR
(Toll/IL1) domena. TIR domena je odgovorna za aktiviranje nizvodnih signalnih puteva (Kawai i
Akira 2007). Do sada je identificirano 10 funkcionalnih receptora TLR kod ljudi i 12 kod miSeva.
Receptor TLR10 je funkcionalan jedino kod ljudi dok je receptor TLR11 funkcionalan jedino kod

miseva.

S obzirom na stani¢nu lokalizaciju i ligande koje prepoznaju receptori TLR su podijeljeni u dvije
podskupine. Jedna se podskupina sastoji od receptora TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6i TLR11
koji su izraZzeni na staniénim povrSinama 1 prepoznaju uglavnom mikrobne membranske
komponente kao S§to su lipidi, lipoproteini i proteini, a druga se podskupina sastoji od receptora
TLR3, TLR7, TLRS8 i TLRY koji se eksprimiraju isklju¢ivo u unutarstani¢nim vezikulama kao $to
su endoplazmatski retikulum (ER), endosomi, lizosomi i endolizosomi gdje prepoznaju nukleinske
kiseline mikrobnog podrijetla (Kawai i Akira 2010) (Slika 1).



Receptori TLR2 1 TLR4 su uklju€eni u prepoznavanje razli¢itih komponenti bakterijskih stani¢nih
stijenki poput lipopolisaharida (Takeuchi i sur. 1999) dok je ssRNA fizioloski ligand za TLR7 i
TLR8 (Heil i sur. 2004). Receptor TLR3 sisavaca prepoznaje dsSRNA (Alexopoulou i sur. 2001).

Receptor TLR5 sisavaca prepoznaje bakterijski flagelin iz Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija, a njegova aktivacija mobilizira nuklearni ¢imbenik NF-kB i stimulira proizvodnju
¢imbenika nekroze tumora-alfa (TNF-a) (Hayashi i sur. 2001).

Triacil Diacil 3
lipopeptid lipopeptid LPS Flagelin

plazma
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TLR3 TLR7

dvolancana jednolanéana imidazokvinolin CpGDNA
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Slika 1: Toll-like receptori i njihovi ligandi (preuzeto i prilagodeno prema Pandey i sur. 2013).

1.3.1. Prijenos signala putem toll-like receptora

Stimulacija stanica s ligandima koje prepoznaju receptori TLR regrutira adapter protein koji sadrzi
TIR domenu kao $to je mijeloidni diferencijacijski ¢imbenik 88 (engl. Myeloid differentiation
primary response gene 88, MyD88). Vezanjem molekule MyD88 omogucava se aktivacija
(forsforilizacija) molekule IRAK-4 (engl. interleukin-1 receptor-associated kinase 4) ¢ija je
domena smrti u interakciji s domenom smrti MyD88. Aktivacijom, IRAK-4 zatim aktivira i
fosforilira IRAK-1 koji kao takav aktivira Traf-6 (engl. TNF receptor associated family 6). Zatim
dolazi do niza reakcija ubikvitinilacije Traf-6, protein kinaze TAK-1 (engl. Transforming growth

facor-p-activated protein kinase 1) koja ima moguc¢nost fosforilacije komleksa IkB kinaze (IKK)



Sto dovodi do oslobadanja NF-kB i njegove translokacije u jezgru (O’Neill 2006). Aktivacija
NFkB omogucuje transkripciju imunomodulacijskog sustava gena, ukljucujuci gene za razlicite
citokine i kemokine (Slika 2) (Akira i sur. 2006). Proizvodnja citokina i kemokina zauzvrat aktivira
upalu kroz regrutiranje imunosnih stanica domacina i aktivaciju antimikrobnih obrana (McInturff
i sur. 2005).

1.3.2. Toll-like receptor 5 (TLR5)

Receptor TLRS je ¢lan obitelji TLR koji se eksprimira na stani¢noj povrsini, a sadrzi izvanstani¢nu
domenu bogatu leucinom, transmembransku domenu i citoplazmatsku domenu (Hayashi i sur.
2001, Pandey i sur. 2013). Gen koji kodira za receptor TLR5 lokaliziran je na kromosomu 1, na
mjestu 1933.3. i sadrzi pet egzona (Trejo-de la O i sur. 2014). Flagelin, glavna komponenta
bakterijske flagele predstavlja ligand za receptor TLR5 (Song i sur. 2017). Flagelinske molekule
iz razli¢itih bakterija imaju hipervarijabilnu sredi$nju domenu i konzervirane N- i C- krajeve vazne
za stvaranje protofilamenata i pokretljivost (Bardoel i sur. 2011).

Vezanje flagelina na receptor TLR5 aktivira put koji ovisi 0 MyD88 (Gupta i sur. 2014), a ¢ime

se pokrece prijenos signala putem receptora TLR5 koji je shematski prikazan na Slici 2.
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Slika 2: Prijenos signala putem receptora TLRS (preuzeto i prilagodeno iz Gupta i sur. 2014).



1.3.3. Polimorfizmi u genima TLR

Opsezne analize receptora TLR otkrile su njihovu specificnost u prepoznavanju liganada,
ekspresiji u razli¢itim stanicama i tkivima i §to je najvaznije njihovu ulogu u patogenezi visestrukih
bolesti povezanih s urodenim i ste¢enim imunosnim sustavom (O’Neill i sur. 2009).

Mnoga su izvjeSc¢a ukazala na to da se genetske varijacije u TLR genima odnose na osjetljivost na
bolesti. Sposobnost pravilnog reagiranja na TLR ligande moze biti narusena pojedina¢nim
nukleotidnim polimorfizmima (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) unutar TLR gena.
Poznato je nekoliko SNP-ova u ljudskim genima za TLR (TLR1-10), a izvje$taji su takoder
predlozili da ti SNP-ovi imaju funkcionalni utjecaj i medicinsku vaznost za Sirok raspon ljudskih
bolesti (Trejo-de la O i sur. 2014). Istrazivanja su pokazala kako specifi¢ni polimorfizmi gena koji
kodiraju receptore TLR ili njihove signalne molekule mogu razjasniti odnose izmedu TLR
signalizacije i ljudske bolesti (Cook i sur. 2004). Do sada, najbolje istrazeni TLR polimorfizam je
supstitucija asparaginske kiseline s glicinom na polozaju 299 (D299G) kod receptora TLR4
(Arbour i sur. 2000). Ovaj polimorfizam identificiran je zbog povezanosti sa Smanjenim
odgovorom di$nih putova na inhalirani bakterijski lipopolisaharid (LPS) kod ljudi i odgovaraju¢im
smanjenim signalnim odgovorom na lipopolisaharid in vitro (Shuang i sur. 2017). Polimorfizam
D299G povecava rizik od zaraze Gram-negativnim bakterijama i razvoj sepse, a osim toga
povezan je s povecanim rizikom od malarije, aspergiloze, respiratornog sincicijskog virusa i

razvoja bronhiolitisa.

Poznato je da polimorfizam Arg753GIn na receptoru TLR2 naruSava nizvodnu signalizaciju 1
povezan je s osjetljivosti na tuberkulozu dok polimorfizam Thr1486Cys na receptoru TLR9

povecava rizik od malarije (Kawai i Akira 2011).

U kodirajuc¢em slijedu receptora TLR5 otkriveno je pet istovjetnih odnosno tihih mutacija i 13
pogresnih (engl. missence) mutacija (Merx i sur. 2006). Polimorfizam na receptoru TLR5,
Arg393STOP, koji uzrokuje preuranjeni STOP kodon povezan je s osjetljivosti na legionarsku
bolest (Kawai i Akira 2011). Drugi uobi¢ajeni SNP u genu koji kodira za TLR5 je
rs2072493/N592S i nalazi se u izvanstani¢noj domeni receptora TLR5 (Shuang i sur. 2017). Ovaj
je SNP povezan s ukupnim prezivljenjem ispitanika koji boluju od kolorektalnog karcinoma u

velikoj skupini ljudi koji pripadaju bijeloj rasi (Klimosch i sur. 2013).



1.4, Tehnologija rekombinantne DNA

Tehnologija rekombinantne DNA je kloniranje djelova DNA, tj. stvaranje mnogobrojnih kopija
DNA putem replikacije u prokariotskoj ili eukariotskoj stanici. U genetickom inzinjerstvu najcesce
koristeni organizam u kloniranju je bakterija Escherichia coli. Prokariotske stanice ne sadrze
enzime za posttranslacijsku 1 posttranskripcijsku modifikaciju pa se za ekspresiju nekih
eukariotskih gena moraju koristiti eukariotski vektori.

Ova tehnika omogucuje konstrukciju novih, rekombinantnih molekula DNA kombinacijom dvaju
ili viSe razlic¢itih fragmenata DNA. Kloniranje DNA fragmenata zapocinje izoliranjem molekule
DNA koja se potom fragmentira na odredenu duljinu pomocu restrikcijskih enzima. Restrikcijske
endonukleaze tipa II prepoznaju specific¢an slijed nukleotida tzv. palindromske slijedove na ¢ijim
mjestima potom hidroliziraju fosfodiesterske veze i ostavljaju tupe ili strSece krajeve. Sljedeci
korak predstavlja konstrukciju rekombinantne molekule DNA ugradnjom zeljenog inserta u
vektor. Vazno je da su krajevi inserta 1 vektora isti, primjerice ukoliko insert sadrZi ravne krajeve
i vektor mora imati ravne krajeve kako bi DNA-ligaza mogla stvoriti fosfodiestersku vezu. Vektori
sadrze dvolan¢anu molekulu DNA, a najce$ce su to plazmidi bakterija ili kvasaca, bakterijski i
animalni virusi. Nakon konstrukcije, rekombinantnom DNA molekulom vrsi se transformacija
kompetentnih bakterijskih stanica ili transfekcija eukariotskih stanica. UspjeSan prijenos DNA od
interesa u stanicu domadina rezultira amplifikacijom rekombinantnih molekula DNA

(http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/pogl20.html).

Ovaj rad ée se baviti kloniranjem DNA slijedova koji kodiraju za gene TLR5" i TLR5N%%2S y vektor
pShuttle-CMV u svrhu konstrukcije rekombinantne DNA molekule. Za ekspresiju gena koji

kodiraju receptor TLR5" kao i TLR5N%?S koristit ¢e se replikacijski defektni adenovirusni vektori.

1.5.  Adenovirusi i njihova grada
Rowe i sur. prvi su otkrili adenovirus (Ad) 1953. godine pokusavajuci kultivirati ljudsko
adenoidno tkivo u laboratoriju (Rowe i sur. 1953).
Otkri¢e nove skupine virusa koji prvenstveno utje¢u na bolesti respiratornog sustava dovelo je do
imenovanja porodice Adenoviridae s obzirom na tkivo iz kojega je virus prvi put izoliran (Enders
i sur. 1956). Razliciti ljudski adenovirusni serotipi, njih ¢ak 51, grupirani su u skupine od A do F
na temelju veli¢ine i organizacije genoma, homologije DNA, nukleotidnog sastava i onkogenosti

(Zhang 1999, Chaurasiya i Hitt 2016). Naj¢es¢e proucavana skupina u virologiji i molekularnoj


http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/pogl20.html

biologiji je skupina C koja se sastoji od adenovirusa tipa 1, 2, 5 1 6. U laboratoriju su najces¢i

adenovirus 2 (Ad2) i Ad5 koji se koriste kao vektori za isporuku gena (Zhang 1999).

Adenovirusna Cestica je ikozaedarskog oblika veli¢ine 70-90 nm koja sadrzi linearni dvolancani
genom DNA od priblizno 36 kilobaznih parova (kbp) (Chaurasiya i Hitt 2016). Struktura
adenovirusne Cestice prikazana je na Slici 3. Adenoviruse ¢ini vanjska kapsida i unutarnja jezgra
(Ip 1 Qasim 2013). Razlikujemo tri glavna kapsidna proteina adenovirusa: vlakna, pentonske baze

i heksone.

Vrhovi ikozaedra sastoje se od pentonskih baza koje usidruju proteine vlakana koja su odgovorna
za primarno vezanje virusa na stani¢nu povrsinu domacina dok se heksoni nalaze na povrsini
jednakostrani¢nih trokuta ikozaedra (Campos i Barry 2007, Chaurasiya i Hitt 2016). Adenovirusna
vlakna se sastoje od tri domene: kratki rep, domena drska i globularna domena glave (Campos i
Barry 2007). Tri monomera vlakna trimeriziraju kako bi nastala struktura sli¢na anteni smjeStena
na svakom vrhu ikozaedarske kapside. Repna domena trimera pri¢vr$¢uje vlakno u penton i
odredena je viSestrukim N-terminalnim aminokiselinskim ponavljanjima, domena drska
omogucuje interakciju sa stanicom domacina, a domena glave omogucuje vezanje za CAR (engl.

coxsackie-adenovirus receptor) na stanici domacina (Khare i sur. 2011).

- Glava vlakna

Pentonska
Terminalni baza
protein Linearna
Hekson - Gelll)o&gxka

l 90 nm |

Slika 3: Struktura adenovirusa (preuzeto i prilagodeno prema
https://nptel.ac.in/courses/102103041/module2/lec13/1.html).



https://nptel.ac.in/courses/102103041/module2/lec13/1.html

1.5.2. Zivotni ciklus adenovirusa Ad5

Zivotni ciklus Ad5 zapoéinje njegovim ulaskom u stanicu domaéina koji ukljuéuje interakciju
virusne Cestice sa stani¢nim receptorom (Zhang 1999).

Istrazivanja in vitro pokazala su da je pocetno vezanje Ad5 visokog afiniteta posredovano
interakcijom distalne domene glave adenovirusnog vlakna za stani¢nu povrSinu domacina, to¢nije
s receptorom CAR koji pripada tipu 1 transmembranskog proteina superobitelji imunoglobulina
(Howitt i sur. 2003). Receptor CAR je protein veli¢ine 46 kDa koji predstavlja funkcionalni
adenovirusni receptor. CAR sadrzi transmembransku, citoplazmatsku i izvanstani¢nu domenu. S
obzirom da se vlakno Ad5 veze na molekulu koja predstavlja receptor za virus coxsackie tipa B,

naziva se coxsackie/adenovirusnim receptorom (CAR) (Bergelson i sur., 1998).

Nakon vezanja na primarni receptor CAR, virus ulazi endocitozom u stanice internalizacijom u
endosomalne vezikule (Slika 4). Aminokiselinski slijed Arg-Gly-Asp (RGD) (Bai i sur. 1993) na
bazi pentonskog proteina omogucuje interakciju sa stani¢nim receptorima integrina avp5 i avp3
(Wickham i sur. 1993). Interakcija pentonskih baza s integrinima je takoder potrebna za aktivaciju
cisteinskih proteaza koje sudjeluju u razgradnji virusne kapside (Nemerow 2000). Nakon
internalizacije, kiselo okruzenje endosoma dovodi do izlaska virusa u citoplazmu lizom
endosomske membrane (Pastan i sur. 1986, Chaurasiya i Hitt 2016). Virusne Cestice zatim se
specifi¢no veZu na mikrotubule 1 njima pomicu prema kompleksu nuklearnih pora. U razli¢itim
fazama pri prijenosu do nuklearne pore od virusa se odvajaju pojedini proteini, od kojih su neki i
degradirani (Greber i sur. 1993). Virusni genom se u kona¢nici uvodi u jezgru kroz kompleks

nuklearne pore i dolazi do ekspresije viralnih gena (Wagner i sur. 1992, Chaurasiya i Hitt 2016).
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Slika 4: Endocitoza adenovirusne Cestice (preuzeto i prilagodeno prema https://www.creative-

diagnostics.com/tag-adenovirus-antigens-1.htm).

1.5.1. Genom adenovirusa tipa 5 (Ad5)

Genom Ad5 je dvolancana linearna molekula DNA dugacka 36 kb. Svaki kraj viralnog genoma
ima ponavljaju¢i DNA slijed od 100 do 150 bp poznat kao inverzna terminalna ponavljanja (ITR).
Lijevi ITR kraj (194-385 bp) sadrzi signal pakiranja y (engl. encapsidation signal, ES). ITR regije
kao 1 signal za pakiranje sadrze cis-aktivirajue elemente potrebne za replikaciju i pakiranje viralne
DNA u kapsidu (Zhang 1999, Ostapchuk i Hearing 2003). Terminalni protein (TP) je kovalentno
vezan na 5' kraj svakog virusnog DNA lanca (Rekosh i sur. 1977) i sintetiziran je kao prekursor
(pTP) koji ima vaznu ulogu u inicijaciji replikacije virusa (Kelly 1984). Razlikujemo rane (E) i
kasne (L) regije genoma koji sadrZe razli€ite transkripcijske jedinice podijeljene prema pocetku
virusne DNA replikacije (Zhang 1999).

1.5.3. Replikacija adenovirusa

Replikativni ciklus adenovirusa pocinje od njihova ulaska u stanice 1 zavrSava pri otpuStanju iz
liziranih, zarazenih stanica. Svaki replikativni ciklus traje 32-36 sati i dijeli se na ranu fazu u kojoj
dolazi do ekspresije ranih gena i kasnu fazu koju karakterizira virusna replikacija DNA, ekspresija
kasnih gena i sastavljanja virusa traje ostatak vremena (Shaw i Ziff 1980, Zhang 1999).
Transkripcijske jedinice adenovirusne Cestice prikazane su na Slici 5. Proizvodi ranih gena, kao i
replikacija virusne DNA su preduvijeti za ekspresiju kasnih gena (Thomas i Mathews 1980).
Ekspresija ranih gena zapocinje ulaskom virusne DNA u stanice i to redoslijedom E1A, E1B, E2,
E3 i E4, a nakon koje slijedi ekspresija intermedijarnih gena te na kraju kasnih gena. Ekspresiju

kasnih gena (L1-L5) koji kodiraju za vecinu virusnih kapsidnih proteina omogucuje zajednicki
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glavni kasni promotor (engl. Major late promoter, MLP) (Shaw i Ziff 1980, Chaurasiya i Hitt
2016).

ITAR E2B8 — — TR

Slika 5: Prikaz transkripcijskih jedinica adenovirusa (preuzeto i prilagodeno

prema Afkhamy i sur. 2016).

1.5.4. Adenovirusni vektori prve generacije

Adenovirusi mogu posluziti kao dobri vektori zbog svojih svojstava, npr. oni prenose gene u
Sirokom spektru tipova stanica, a da pritom prijenos gena ne ovisi o aktivnoj podjeli stanica.
Dodatno, mogu se dobiti visoki titri virusa i visoka razina ekspresije transgena (He i sur. 1998).
Adenovirus ima moguénost pakiranja do 105% genoma duljine divljeg tipa (wt) (Ghosh-
Choudhury i sur. 1987) koje omoguéava umetanje priblizno 1,8-2,0 kb strane DNA (Afkhami i
sur. 2016). Uvodenjem delecija u ranu regiju E1 i/ili E3, mogu se konstruirati vektori s veé¢im
kapacitetom unosa strane DNA (Bett i sur. 1993). Adenovirusni vektori s deletiranom E1 regijom,
bilo sa ili bez E3 delecije, nazivaju se vektori prve generacije (Danthinne i Imperiale 2000).
Brisanje E1 regije omogucuje umetanje transgena veli¢ine do 5,1 kb (Chaurasiya i Hitt 2016). E1
delecija ¢ini viruse nesposobnima za replikaciju i proizvodnju infektivnih virusnih cestica u
ciljnim stanicama (He i sur. 1998). Nadalje, brisanje E3 zajedno s E1 regijom moze dodatno

povecati sposobnost umetanja stranih gena do veli¢ine 8,2 kb (Douglas 2007).
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2. CILJRADA

Istrazivanja su pokazala da su odredene mutacije povezane s karcinomom plu¢a i KOPB-om i da
je za funkcionalne analize potrebno napraviti ekspresijske konstrukte koji ¢e se koristiti u
razli¢itim modelima in vitro. Medutim, velik broj stani¢nih linija je izuzetno rezistentan na unos
strane DNA. Stoga je jedan od nacina zaobilazenja ovog problema koriStenje adenoviralnih

konstrukata.

Cilj ovog diplomskog rada bio je konstruirati replikacijski defektne adenovirusne vektore
uvodenjem gena za TLR5™ i TLR5™*25 y okosnicu adenovirusa tipa 5 (Ad5) koji bi zatim

omogucio ciljani unos tog gena u modelni organizam, u ovom slu¢aju humane stanice pluca, A549,

WI38, H1299.
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3. MATERVALI | METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Stanice

3.1.1.1. Bakterijske stanice
U svrhu amplifikacije sljedova DNA pShuttle-CMV-TLR5N*%2 i pShuttle-CMV-TLR5™

koriStene su kompetentne stanice Escherichia coli, soj DH5-a. .

U svrhu dobivanja dovoljne koli¢ine Ad5-TLR5™ i Ad5-TLR5N9% koristene su kompetentne
stanice Escherichia coli, soj DH5-a. .

U svrhu konstrukcije rekombinantnog Ad5-TLR5 virusa manipulacijom Ad5 genoma kao
plazmida u bakteriji Esherichia coli homolognom rekombinacijom koristen je bakterijski soj
BJ5183.

3.1.1.2. Humane stanice
Stani¢na linija HEK-293 (engl. human embryonic kidney) koristena je za umnazanje konstruiranih
adenovirusnih vektora Ad5-TLR5" i Ad5-TLR5N%9%S,

Kao modeli za istrazivanja in vitro koriStene su humane stani¢ne linije koje endogeno eksprimiraju
gen koji kodira za receptor TLR5. Humane stani¢ne linije koje su koristene su WI38 — humana
stani¢na linija zdravih fibroblasta epitelnog podrijetla iz tkiva plu¢a, A549 — humana stani¢na linija
epitelnog porijekla iz karcinoma plué¢a, H1299 — humana stani¢na linija raka plu¢a nemalih stanica,

metastatskog porijekla.

3.1.2. Hranjivi mediji

LB (Luria-Bertani) medij sastava: 5 g/L kvascevog ekstrakta, 10 g/L triptona i 10 g/L NaCl koji
se nakon pripreme sterilizira autoklaviranjem. Ohladenom sterilnom mediju doda se antibiotik
kanamicin tako da konac¢na koncentracija bude 25 pg/mL. U svrhu pripreme krute hranjive
podloge u tekuc¢i medij dodaje se agar konacne koncentracije 12,5 g/L. Medij je koriSten za uzgoj

bakterije Escherichia coli.
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DMEM medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium - high glucose, Sigma) koristi se za
uzgoj HEK-293 stanica. Sadrzi glukozu koncentracije 4500 mg/L, L-glutamin, natrijev
hidrogenkarbonat. Prije upotrebe, originalnom pakiranju medija doda se fetalni govedi serum

FBS, Sigma) do konaéne koncentracije od 10%.
(FBS, Sigma) j

3.1.3. Sastav i priprema otopina

Pufer TD pripremljen je mijesanjem 8 g NaCl i 0,38 g KCI otopljenih u 150 mL H20. Takvoj
otopini potom se doda 0,1 g Na2HPOa4, 3 g Tris baze i nadopuni vodom do 500 mL. Vrijednost pH
mora biti izmedu 7,4 1 7,5 §to se postize dodatkom HC1 5M nakon ¢ega se otopina nadopuni vodom
do ukupnog volumena od 1 L. Nakon pripreme otopina se alikvotira i autoklavira u trajanju od 20

minuta.

Otopina cezijevog klorida gustoce 1,25 pripremljena je otapanjem 36,16 g cezijevog klorida u 100

mL pufera TD.

Otopina cezijevog klorida gustoce 1,34 pripremljena je otapanjem 51,20 g cezijevog klorida u 100

mL pufera TD.

Otopina cezijevog klorida gustoce 1,40 pripremljena je otapanjem 62,00 g cezijevog klorida u 100
mL pufera TD.

Otopina P1 za resuspenziju bakterija sadrzi 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, nadopunjenih vodom
do 500 mL, a vrijednost pH mora biti 8,0. Nakon pripreme otopina se autoklavira, a prije upotrebe

u otopinu se dodaje RNAza A kona¢ne koncentracije 100 pg/mL.
Otopina P2 za lizu sadrzi 200 mM NaOH, 1% SDS koji su nadopunjeni vodom do 500 mL.

Otopina P3 za neutralizaciju sadrzi 3 M KAc, vrijednost pH namjesta se octenom kiselinom do

kona¢nog iznosa 5.5 nakon ¢ega se otopina nadopuni vodom do 500 mL.
Otopina 70%-tnog etanola priprema se dodavanjem 30 mL mqH20 u 70 mL 100%-tnog etanola.

Gel za razdvajanje 10%-tni pripremljen je mijeSanjem 1,5 mL mgH20, 1,85 mL TRIS 1M ¢ija
vrijednost pH iznosi 8,8 , 50 pL 10%-tnog SDS-a, 1,65 mL 30% akrilamida, 25 uL APS i 2,5 puL
TEMED-a.
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Gel za sabijanje 5%-tni pripremljen je mijeSanjem 1,4 mL mgH20O, 0,25 mL TRIS 1M ¢ija
vrijednost pH iznosi 6,8, 20 uL 10%-tnog SDS-a, 0,35 mL 30% akrilamida, 10 uL APS i 2 pL
TEMED-a.

Pufer Hot lysis Laemmli 6x pripremljen je otapanjem 1,2 g SDS-a u 2 mL biH2O nakon ¢ega se u
tu otopinu dodaje 2,5 mL Tris-HCl-a ¢ija vrijednost pH iznosi 6,8, 20 mg bromfenol plavog. Nakon

Sto se tako pripremljena smjesa otopi, U nju se dodaje 3 mL glicerola i 1,2 mL merkaptoetanola.

3.1.4. Komercijalni kompleti
QIAquick Gel extraction Kit (Qiagen) koriSten je u svrhu proc¢i§¢avanja inserta TLRS5 iz 0,6%-

tnog agaroznog gela.

Izolacija plazmidne DNA metodom midi-prep provedena je pomoéu kita Pure Yield™ Plasmid

Midiprep System (Promega).

Izolacija plazmidne DNA metodom ,ruéni mini-prep” provedena je pomocu QIAprep

SpinMiniprep (Qiagen) kompleta za izolaciju.

Izolacija plazmidne DNA metodom mini-prep provedena je pomocu kompleta za izolaciju

PureYield™PlasmidMiniprep System (Promega).

Detekcija proteinskih vrpci metodom Western provedena je pomocu kompleta za detekciju

Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad).

3.1.5. Enzimi i antitijela

EcoRV (NEB), rSAP, T4 DNA-ligaza (NEB), Taqg DNA polimeraza (NEB), Pmel (NEB), BamHI
(NEB), Pacl (NEB), monoklonskog anti-HA antitijela (Santa Cruz Biotechnology, Inc), Anti-mis
imunoglobulin G antitijelo s konjugiranom peroksidazom (Santa Cruz Biotechnology, Inc).

3.1.6. Osnovne kemikalije

NEBuffer 3.1 (NEB), CutSmart pufer (NEB), agaroza (Roth), pufer TAE, EtBr (Sigma), Gel
Loading Dye Purple 6x (NEB), izopropanol, 5M NaCl, etanol, fenol : kloroform : izoamil alkohol
u omjeru 25 : 24 : 1, Pufer za T4 DNA-ligazu, 70%-tni etanol, pufer-Mg?* (NEB), smjesa dNTP-
ova (NEB), Lipofectamine 2000, OptiMEM®, DMEM HG (Sigma), DPBS (Lonza), tripsin,
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific), 100 bp DNA Ladder, Quick-Load 2-
Log DNA Ladder (NEB).
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3.1.5. Plazmidi

Plazmid Shuttle-CMV sadrzi 7469 parova baza i koriSten je za konstrukciju rekombinantnog
plazmida s ugradenim divljim i mutiranim, N592S tipom gena koji kodira za receptor TLR5. Ovaj
plazmid sadrZi gen za rezistenciju na antibiotik kanamicin (Kan), izvoriste replikacije (ORI), lijevu
1 desnu obrnutu ponavljajucu sekvencu ITR, lijevu i desnu ruku homologije koje sadrze sekvence
homologne pAdEasy (Slika 6). Izmedu promotora citomegalovirusa covjeka (CMV) i

poliadenilacijskog signala virusa SV40 nalazi se MCS ( engl. multiple cloning site ).

pShuttle-CMV

7469 bp

Slika 6: Mapa plazmida pShuttle-CMV. Mapa je konstruirana koristenjem programskog alata SnapGene™
1.1.3. Na mapi su prikazani izvoriSte replikacije (ori), promotor citomegalovirusa ¢ovjeka (CMV), gen za
rezistenciju na antibiotik kanamicin i neomicin (NeoR/KanR), poliadenilacijski signal virusa SV40, lijeva

i desna obrnuto ponavljajuca sekvenca ITR, lijeva i desna ruka homologije, visestruko mjesto za kloniranje

(MCS).

Plazmid AdEasy-1 sadrzi 33 477 parova baza i koristen je u svrhu konstrukcije rekombinantnog
Ad5-TLR5 virusa manipulacijom Ad5 genoma kao plazmida u bakteriji Escherichia coli pri ¢emu
je koristena homologna rekombinacija izmedu uzoraka pShuttle-CMV-TLR5 i vektora pAdEasy.

Plazmid sadrzi gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin (Amp) koji se gubi nakon
homologne rekombinacije sa slijedom DNA pShuttle-CMV-TLRS. Izvoriste replikacije pBR322,

Ad5 lijevu i desnu ruku homologije koje sadrze sekvence homologne vektoru pShuttle-CMV.
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Plazmid nosi i deleciju za gene E1 i E3 §to omoguéava umetanje inserta, odnosno onemogucava

replikaciju virusa. Mapa plazmida AdEasy-1 prikazana je na Slici 7.

Slika 7: Mapa plazmida AdEasy-1. Mapa je konstruirana koristenjem programskog alata SnapGene™ 1.1.3.
Na mapi su prikazani izvoriste replikacije (ori), gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin (AmpR),

kozak sekvenca, obrnuto ponavljajuca sekvenca ITR.

3.2. METODE
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3.2.1. Priprema vektora pShuttle-CMV za ligaciju

3.2.1.1. Odredivanje masene koncentracije vektora pShuttle-CMV

U svrhu odredivanja masene koncentracije vektora pShuttle-CMV, koriSten je spektrofotometar s
kojega je ocitana masena koncentracija vektora pShuttle-CMV. Masena koncentracija vektora
pShuttle-CMV o¢itana je mjerenjem apsorbancije pri 260 nm, kao i omjer apsorbancije (engl.
optical density, OD) 260/280 nm i 230/280 nm. Potom je u svrhu razgradnje vektora pShuttle-
CMV restrikcijskom endonukleazom ECORV izra¢unata srednja masena koncentracija vektora
pShuttle-CMV. Srednja masena koncentracija izraunata je preko formule:

Yi+tYz+ otV
n

y=

Gdje je: ¥ — srednja masena koncentracija (ng/pL), y — masena koncentracija pri 260 nm, n —

ukupni broj o¢itanja masene koncentracije uzorka pri 260 nm.

3.2.1.2. Razgradnja vektora pShuttle-CMV restrikcijskom endonukleazom EcoRV
U svrhu hidrolize fosfodiesterske veze vektor pShuttle-CMV podvrgnut je restrikcijskoj razgradnji
pomocu restrikcijske endonukleaze ECORV. Cijepanje vektora pShuttle-CMV s restrikcijskim

enzimom EcoRV provedeno je prema uputama proizvodaca restrikcijskog enzima.

3.2.1.3. Precipitacija, defosforilacija i pro¢is¢avanje vektora pShuttle-CMV

U svrhu talodenja vektoru pShuttle-CMV dodala se otopina 5 M NaCl u ukupnom volumenu od
7,5 pL, 67,5 pL mgH20 i 250 uL EtOH ohladenog na -20°C. Smjesa se potom centrifugirala u
vremenskom trajanja od 15 minuta na 4°C i 25 000 x g. Potom je supernatant uklonjen, a talog je
ostavljen na zraku u trajanju od 20 minuta u svrhu njegova susenja.

U svrhu sprje€avanja cirkularizacije vektora pShuttle-CMV tijekom postupka ligacije koriStena je
metoda defosforilacije vektora pShuttle-CMV.

Postupak defosforilacije proveden je prema uputama proizvodaca alkalne fosfataze rSAP (engl.
Shrimp Alkaline Phosphatase).

U svrhu procis¢avanja vektora pShuttle-CMV nakon defosforilacije, u smjesu defosforiliranog
vektora pShuttle-CMV ukupnog volumena 50 pL dodalo se 50 puL mgH20 i 100 uL otopine fenol
- kloroform : izoamil alkohol u omjeru 25 : 24 : 1. Pripremljena smjesa se potom centrifugirala na

15 000 x g u trajanju od 3 minute nakon ¢ega se pokupio supernatant. U 70 L supernatanta dodao
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se 5 M NaCl u volumenu od 6 pL, 24 pL mgH20 i 200 pL EtOH sa -20°C. Pripremljena smjesa s
ukupnim volumenom od 100 pL se centrifugirala na 25 000 x g na temperaturi od 4°C u trajanju
od 15 minuta. Talog proc¢is¢enog vektora pShuttle-CMV potom se otopio u 20 pL mgH20 i kao
takav spremio na -20°C.

3.2.2. Izolacija inserata TLR5" i TLR5N*%° za ligaciju

3.2.2.1. Izrezivanje inserata iz ekspresijskih klonova restrikcijskom endonukleazom Pmel

U svrhu pripreme restrikcijske smijese za izrezivanje inserata koji kodiraju gene za TLR5™ i
TLR5N%2S jz ekspresijskih klonova pcDNA3.1 hTLR5™ i pcDNA3.1 hTLR5Y% na
spektrofotometru su pri 260 nm ocitane masene koncentracije i OD 260/280 nm i 230/280 nm
ekspresijskih klonova pcDNA3.1 hTLR5" i pcDNA3.1 hTLR5N®925, Potom je izratunata srednja
masena koncentracija ekspresijskih klonova pcDNA3.1 hTLR5"™ i pcDNA3.1 hTLR5N%9%5,
Izrezivanje inserata iz ekspresijskih klonova s restrikcijskim enzimom Pmel provedeno je prema
uputama proizvodaca Pmel restrikcijskog enzima. Pripravljena je restrikcijska smjesa u ukupnom
volumenu od 50 pL dodatkom 1 pg ekspresijskog klona pcDNA3.1 hTLR5™ odnosno
ekspresijskog klona pcDNA3.1 hTLR5N>925,

3.2.2.2. Agarozna gel-elektroforeza

U svrhu razdvajanja, proc¢is€avanja i same identifikacije nukleinskih kiselina na temelju njihove
molekulske mase i veliCine koristi se metoda agarozne gel-elektroforeze. Pod utjecajem
elektricnog polja dolazi do gibanja nukleinskih kiselina kroz agarozni gel prema njegovom
pozitivnom polu. Molekule se kroz gel gibaju ovisno o veli¢ini §to znaci da ¢e manje Cestice
putovati brze od onih vecih. Za detekciju nukleinskih kiselina koristi se etidij bromid koji se
ugraduje izmedu baza DNA te na taj nacin nakon postavljanja uzorka DNA pod UV svjetlo
transiluminatora omogucuje detekciju fluorescencije.

U svrhu potvrde prisutnosti inserata koji kodiraju gen za TLR5"™ i TLR5N*®2S pripremljene
restrikcijske smjese iz prethodnog koraka nanose se na 1%-tni agarozni gel. Ovakav gel
pripremljen je otapanjem 1,0 g agaroze u 100 mL pufera TAE ( sastava: 40 mM Tris, 20 mM
octena kiselina, 1 mM EDTA) u tikvici. Otapanje se vrSi zagrijavanjem otopine do vrenja u
mikrovalnoj peénici, nakon ¢ega se otopina hladi na sobnoj temperaturi te joj se potom dodaje 0,5
ML EtBr. Ohladena otopina agaroze ulije se u kadicu za elektroforezu u koju su prethodno dodani

ceslji¢i za tvorbu jazica. Nakon skrutnjavanja, gel se postavi u uredaj za elektroforezu koji je
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ispunjen puferom TAE. Kako bi se omogucilo vizualno pracenje elektroforeze uzorci kao i marker
molekulskih masa (Quick-Load 2-Log DNA Ladder(NEB)) pomijesaju se s migracijskim bojilom
(Gel Loading Dye, Purple 6x (NEB)) u omjeru 6:1.

Nakon potvrdene prisutnosti inserata koji kodiraju gen za TLR5™ i TLR5N>®2S provedena je gel-

elektroforeza.

3.2.2.3. Pro¢is¢avanje TLR5 inserata

U svrhu izolacije inserata koji kodiraju gen za TLR5™ i TLR5N*%2S nakon provedene gel-
elektroforeze skalpelom se iz 0,6%-tnog agaroznog gela izrezala najniza vrpca koja je odgovarala
insertima koji kodiraju gen za TLR5™ i TLR5MN>%2S, Koristio se QIAquick Gel extraction Kit po
uputama proizvodaca. Iz razlike mase prazne epruvete i epruvete s insertom izracunala se masa
samog inserta. Potom su se u svaku epruvetu s insertom dodala 3 volumena pufera QG. Takve
suspenzije zatim su se inkubirale na 50°C 10 minuta uz povremeno mijeSanje na vorteksu u svrhu
potpunog otapanja agaroznog gela. U sljede¢em koraku dodao se jedan volumen izopropanola u
epruvete s insertima koji kodiraju gen za TLR5™i TLR5N%2S, Uzorci su se potom prebacili u kolone
QIAquick i centrifugirali 60 sekundi, na 17 900 x g. Potom se u svaku kolonu u svrhu ispiranja
dodalo po 750 uL pufera PE te su kolonice inkubirane 3 minute na sobnoj temperaturi. Kolone su
se zatim centrifugirale u trajanju od 1 minute pri 17 900 x g. Potom su kolone premjeStene u Ciste
epruvete i na sredinu membrane svake kolonice dodalo 40 pL eluacijskog pufera EB te su kolonice
potom inkubirane 4 minute. U svrhu uklanjanja supernatanta epruvete su centrifugirane 60
sekundi, pri 17 900 x g. Kolonice su potom uklonjene, a talozi s prociS¢enim insertima koji

kodiraju gene za TLR5"™ i TLR5N%9?S ostali su u epruvetama.

3.2.3. Ligacija inserata TLR5™ i TLR5N%25 u vektor pShuttle-CMV
U svrhu podesavanja omjera inserata TLR5"' , TLR5N%2S j vektora pShuttle-CMV u odnos 5:1 na
spektrofotometru su odredene masene koncentracije gena koji kodiraju za TLR5™ i TLR5N%%%5,

Masa potrebnog inserta se ra¢una preko formule:

m(vektor,ng) - M (insert,bp) X
M(vektor,bp) !

m (insert, ng) =

U svrhu pripreme ligacijske smjese koristen je enzim T4 DNA-ligaza prema uputama proizvodaca

enzima. Ukupni volumen ligacijskih smjesa bio je 50 pL, a njihov sastav prikazan je u Tablici 1.
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Tablica 1: Sastav ligacijskih smjesa za ligaciju inserata koji kodiraju gen za TLR5" i TLR5N% y vektor
pShuttle-CMV (prva i druga ligacijska smjesa). Treca ligacijska smjesa predstavlja negativnu kontrolu i ne

sadrzi insert.

Otopina TLR5™ TLR5N92S Negativna kontrola
Volumen (uL) Volumen (uL) Volumen (uL)

Pufer za T4 DNA-ligazu 10 x 5 5 5

T4 DNA ligaza 1 1 1

insert 32,5 27,8 /

pShuttle-CMV 5 5 5

mgH:0 6,5 11,2 39

Pripremljene ligacijske smjese inkubirale su se preko no¢i na 16°C.

3.2.4. Transformacija kompetentnih bakterija Escherichia coli DH5-a temperaturnim Sokom
Kemijska transformacija, kao i elektroporacija, metode su kojima se vrSi transformacija
rekombinantne molekule DNA u domacina. Kemijska transformacija ukljucuje pripremu
kompetentnih bakterijskih stanica tretmanom s ledeno hladnim CaCl; prilikom kojega se stani¢na
membrana bakterija opusti i stvaraju se pore na njoj. Stvaranje pora omogucuje slobodan ulaz
rekombinantne DNA molekule u stanicu domacina nakon toplinskog Soka pri 42°C.

Koraci koji ukljucuju transformaciju bakterijskih stanica DH5-a provodili su se na ledu, pored

upaljenog plamenika kako bi se smanjila moguénost kontaminacije.

U svrhu amplifikacije plazmidnih konstrukata koriStene su kompetentne bakterijske stanice
Escherichia coli, soj DH5-a. Tri epruvete s po 50 pL kompetentnih bakterijskih stanica DH5-a s
-80°C, odmrzavale su se na ledu. U prvu epruvetu dodalo se 3 pL pripremljene ligacijske smjese
s insertom koji kodira gen za TLR5™, u sljede¢u epruvetu dodalo se 3 pL ligacijske smjese s
insertom koji kodira gen za TLR5"? i u tre¢u epruvetu dodalo se 3 pL ligacijske smjese bez
inserta. Transformirane stanice zatim su se inkubirale na ledu 30 minuta nakon cega je slijedio
,.toplinski Sok* inkubacijom na 42°C u trajanju od 45 sekundi. Nakon toga stanice su se vratile na
led u trajanju od 2 minute. Takvoj suspenziji stanica zatim se dodalo 950 uL LB-medija sa sobne
temperature. Sljedeé¢i korak ukljucio je oporavak stanica u trajanju od 60 minuta na 37°C, u

rotacijskoj tresilici na 250 rpm-a. Razmaz bakterijskih suspenzija koji je slijedio nakon oporavka
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stanica vr$io se na krutim LB-podlogama s kanamicinom nakon ¢ega su takve podloge inkubirane

preko no¢ina 37°C .

Nakon 20 sati, s krutih hranjivih podloga odabrano je po 20 razlicitih kolonija iz dviju ploca
tretiranih s ligacijskom smjesom sa Zeljenim insertom i iste su prenesene u 5 mL tekuc¢e LB
hranjive podloge koja sadrzi 5 pL kanamicina. PrenoSenje se postiglo doticanjem odgovarajuce
bakterijske kolonije sterilnimnastavkom koji se potom inkubira preko noci u tresilici uz stalnu

vrtnju od 250 rpm-a i pri 5%-tnim CO..

3.2.5. Izolacija plazmidne DNA

U svrhu izolacije plazmidne DNA iz bakterijskih stanica Escherichia coli soj DH5-a provedena je
metoda ,,mini-prep* komercijalno dostupnim kompletom za izolaciju QIAprep SpinMiniprep
(Qiagen). Volumen od 1 mL svih 40 prekono¢nih kultura pripremljenih u koraku 3.2.4. prebacio
se u 1,5 mL epruvete i centrifugiran na 8 000 rpm-a u trajanju od 3 minute. Sljedeéi korak ukljucio
je resuspendiranje taloga u 200 pL P1 otopine ohladene na temperaturi od 4°C. Potom se takvim
suspenzijama dodaje 200 pL otopine P2, a epruvete se preokrenu 6 puta. Suspenzije su potom
inkubirane u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi te je u njih dodano 200 pL otopine P3
ohladene na 4°C. Zatim se u svrhu mijeSanja sadrzaja epruveta one okrecu pet puta. Epruvete su
potom centrifugirane u trajanju od 10 minuta na 18 000 rpm-a i 4°C. Supernatanti su prebaceni u
nove 1,5 mL epruvete u koje je potom dodano 450 pL izopropanola te su zatim centrifugirane na
4°C 20 minuta i 18 000 rpm-a. Talozima na dnu epruveta potom je dodano 500 pL 70%-tnog
etanola nakon Cega su smjese centrifugirane 10 minuta na 4°C i 18 000 rpm-a. Nakon
centrifugiranja uklonjen je etanol iz epruveta. U svrhu suSenja, talozi DNA s dna epruveta
ostavljeni su na zraku u trajanju od 30 minuta nakon ¢ega su otopljeni u 40 uL mqH20. Masene

koncentracije izolirane DNA ocitale su se na spektrofotometru pri 260 nm.

3.2.6. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda koja
omogucuje umnazanje specifi¢nih fragmentata DNA. Svaka PCR reakcija zahtijeva prisutnost
DNA koju se Zeli umnoziti, po€etnica, nukleotida i DNA polimeraze. DNA polimeraza je klju¢ni
enzim koji povezuje pojedinacne nukleotide kako bi se formirao PCR produkt. Nakon pripreme,
reakcijska otopina stavlja se u uredaj koji podizanjem i spuStanjem temperature omogucuje

ponavljanje reakcija umnazanja DNA koje se odvijaju u tri glavna koraka. Reakcijska otopina se
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prvo zagrijava iznad toCke taljenja dvaju komplementarnih lanaca DNA §to omogucava njihovo
razdvajanje, a proces je nazvan denaturacijom. Temperatura se zatim spusta kako bi se specifi¢nim
pocetnicima omogucilo komplementarno vezanje na ciljne DNA segmente, proces poznat kao
hibridizacija. Ponovno se podize temperatura kako bi DNA polimeraza mogla dodavati nukleotide
na rastu¢i DNA lanac. Svakim ponavljanjem ova tri koraka, broj kopiranih molekula DNA
udvostrucuje se (Garibyan 1 Avashia 2013).

U svrhu potvrde uspjesne ligacija inserta koji kodira gen za TLR5™, odnosno TLR5N°92° y vektor
pShuttle-CMV koristena je metoda PCR. Prvo su pripremljene mati¢ne otopine za svaki od 40
uzoraka DNA prethodno izoliranih iz stanica DH5-a, u ukupnom volumenu od 50 pL i s
odgovaraju¢om masenom koncentracijom od 10 ng/pL.

Potom su pripremljene reakcijske smjese PCR u epruvetama PCR za svaki od 40 uzoraka
potencijalnih pozitivnih liganada, ukupnog volumena od 25 pL.

Kao pozitivna kontrola koristen je ekspresijski klon pcDNA3.1 hTLR5", Koristena je i negativna
kontrola koja je umjesto uzorka DNA sadrzavala mqH20 dok je sastav ostatka PCR smjese bio isti

kao i za ostale uzorke DNA. Uvijeti pri kojima se PCR provodio navedeni su u Tablici 2.

Ocekivani produkt PCR reakcije iznosio bi 143 parova baza, a amplificirana regija je od 1249 bp
do 1391 bp za konstrukte pShuttle-CMV-TLR5N%%2S tj. amplificirana regija konstrukta pShuttle-
CMV-TLR5" bila bi od 1231 bp do 1373 bp.

Nukleotidni sljedovi koriStenih pocetnica:
e Uzvodna pocetnica: 5> — GCTCCTGCTGAGCTTCAACT -3’
e Nizvodna pocetnica: 5 — TAAGGTTGGGCAGGTTTCTG -3’

Tablica 2: Temperaturni program koristen za PCR reakciju

KORAK TEMPERATURA/°C TRAJANJE
Pocetna denaturacija 94 2 minute
Denaturacija 94 15 sekundi
Komplementarno sparivanje po¢etnica | 53 30 sekundi
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Sinteza DNA 72 45 sekundi

Zavr$na sinteza 72 7 minuta

Nakon provedene PCR reakcije u svrhu potvrde uspjeSnosti umnazanja fragmenata DNA
lan¢anom reakcijom polimeraze provedena je elektroforeza na 1,5%-thom agaroznom gelu u

vremenu trajanja od 1 sat pri 80 V.

3.2.7. Razgradnja uzoraka restrikcijskim endonukleazama Pmel i BamHlI

U svrhu dodatne potvrde uspjesne ligacije konstrukata pShuttle-CMV-TLR5"251 pShuttle-
CMV-TLR5N9254 " nShuttle-CMV-TLR5N2510 pShuttle-CMV-TLR5N>%2511 - nShuttle-CMV-
TLR5"*  pShuttle-CMV-TLR5"® pripremljene su restrikcijske smjese prema uputama
proizvodaca restrikcijskih enzima Pmel i BamHI.

Nakon reakcije razgradnje enzimima Pmel i BamHI provedena je elektroforeza pri 90 V u trajanju

od 1 sat na 1,5%-tnom agaroznom gelu.

3.2.8. Izolacija plazmidne DNA metodom mini-prep

U svrhu izolacije plazmidne DNA iz uzoraka pShuttle-CMV-TLR5"® i pShuttle-CMV-
TLR5N%9254  metodom mini-prep koristen je komercijalno dostupan komplet za izolaciju
PureYield™PlasmidMiniprep System (Promega) prema uputama proizvodaca.

3.2.9. Izolacija plazmidne DNA metodom midi-prep

U svrhu izolacije plazmidne DNA uzoraka pShuttle-CMV-TLR5"® i pShuttle-CMV TLR5N9254
iz prekono¢nih kultura metodom midi-prep koristen je komercijalno dostupan komplet za izolaciju

Pure Yield™ Plasmid Midiprep System (Promega) prema uputama proizvodaca.

3.2.10. Potvrda ispravne orijentacije inserta koji kodira gen za TLR5

U svrhu potvrde prisutnosti i pravilne orijentacije inserta koji kodira gen za TLR5 provedena je
metoda lan¢ane reakcije polimerazom kojom su umnozeni sljedovi DNA pShuttle-CMV-TLR5""
® pShuttle-CMV-TLR5"3, pShuttle-CMV-TLR5"1 j pShuttle-CMV-TLR5N%9254,

Pripravljena je smjesa za PCR reakciju uzoraka prethodno pripravljenih otopina midi-prep iz
koraka 3.2.11. za sljedove DNA pShuttle-CMV-TLR5"¢, pShuttle-CMV-TLR5"3, pShuttle-
CMV-TLR5"1 j pShuttle-CMV-TLR5N>%25 kao i mini-prep otopina uzoraka pShuttle-CMV-
TLR5"® i pShuttle-CMV-TLR5N9254 pripremljenih u koraku 3.2.10, pozitivnu i negativnu

kontrolu. Ukupni volumen pripremljenih smjesa iznosio je 25 pL. Kao pozitivna kontrola koristio
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se uzorak pcDNA3.1 hTLR5™, Sastav smjese negativne kontrole isti je kao sastav ostalih uzoraka,
ali je umjesto DNA uzorka dodan 1 pL mqH20.

Sastav i uvjeti reakcije nalaze se u Tablicama 3 i 4.

Ocekivani produkt PCR reakcije iznosio bi 316 bp, a amplificirana regija je od 1003 bp do 1318
bp za konstrukte DNA pShuttle-CMV-TLR5"%25. Dok bi o¢ekivani produkt za konstrukte
pShuttle-CMV-TLR5" iznosio 298 bp, a amplificirana regija je od 1003 bp do 1300 bp.

Tablica 3: Sastav smjese reakcije PCR za uzorke koriStene u svrhu potvrde ispravne orijentacije inserta
koji kodira gen za TLR5.

reagensi Volumen (uL)
mgH.0 18

Pufer 10x Standard Taq Reaction 2,5

dNTP (10 mM) 0,5

Pocetnica fw (10 uM) 1

Pocetnica rev (10 M) 1
DNA (10 ng/uL) 1
Taqg DNA polimeraza 1

*Taq DNA polimeraza dodaje se posljednja, a priprema reakcijske smjese vrsi se na ledu

Tablica 4: Temperaturni program koristen za PCR reakciju

Uvjeti reakcije PCR Temperatura (°C) Vrijeme
Pocetna denaturacija 94 2 minute
Denaturacija 94 15 sekundi
Komplementarno sparivanje | 60 30 sekundi
pocetnica

Sinteza DNA 72 45 sekundi
Zavrsna sinteza 72 7 minuta

Nukleotidni sljedovi koristenih pocetnica:

e Uzvodna pocetnica: 5'- GAGCTCGGATCCACTAGTCC - 3
e Nizvodna pocetnica: 5'- CTGCAGCTGTTCCAGAAAGG - 3
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Nakon provedene reakcije PCR u svrhu potvrde uspjeSnosti umnazanja fragmenata DNA
lan¢anom reakcijom polimeraze provedena je elektroforeza na 1%-tnom agaroznom gelu u

vremenu trajanja od 1 sat pri 80 V.

3.2.11. Razgradnja konstrukata pShuttle-CMV-TLR5 restrikcijskom endonukleazom Pmel

U svrhu transformacije bakterijskih stanica Escherichia coli soj BJ5183 provedena je linearizacija
konstrukta pShuttle-CMV-TLR5"® i pShuttle-CMV-TLR5N9254 restrikcijskom razgradnjom
pomocu restrikcijske endonukleaze Pmel. Ukupni volumen restrikcijske smjese iznosio je 50 pL,

a iste su pripemljene prema uputama proizvodaca restrikcijske endonukleaze Pmel.

3.2.12. Transformacija kompetentnih bakterija Escherichia coli BJ5183-AD-1 elektroporacijom

Elektroporacija kao i kemijska transformacija, metoda je kojom se unosi rekombinantna DNA u
stanicu domacina. Propustanje elektricnog polja omogucuje permeabilnost stanicne membrane 1
stvaranje kanala u membrani kroz koje rekombinantna DNA molekula ulazi u stanicu.

U svrhu konstrukcije rekombinantnog Ad5-TLR5 virusa manipulacijom Ad-5 genoma kao
plazmida u bakterijama Escherichia coli homolognom rekombinacijom, koristio se bakterijski soj
BJ5183. Bakterijske stanice Escherichia coli soj BJ5183, recBC shcBC s ugradenom
adenovirusnom okosnicom pAdEasy-1 sadrzi sljedove komplementarne slijedu DNA pShuttle-
CMV-TLR5"® odnosno pShuttle-CMV-TLR5N254  biti e  transformirane postupkom
elektroporacije. Kao rezultat homologne rekombinacije u bakteriji Escherichia coli izmedu mjesta
homologije dvaju plazmida nastaje plazmid s ugradenim insertom koji kodira gen za TLR5",

odnosno TLR5N%92S,

Epruveta s BJ5183-AD-1 elektrokompetentnim stanicama sa -80°C, odmrznuta je na ledu nakon
Cega se 40 pL elektrokompetentnih stanica stavilo u kivetu za elektroporaciju prethodno ohladenu
na ledu. U dvije razli¢ite kivete potom je dodan 1 pL prethodno s restrikcijskim enzimom Pmel
lineariziranog konstrukta pShuttle-CMV-TLR5"® | odnosno pShuttle-CMV-TLR5N9254,

Kiveta se potom umetnula u elektroporator (Gene Pulser Xcell, Bio-Rad) i kroz nju se proveo
visokovoltazni puls od 2,5 kV, otpor od 200 Q i kapacitativnost od 25 UF u trajanju od 5 ms. Nakon
provedenog pulsa u suspenziju stanica dodan je 1 mL tekuceg LB medija i bakterije
resuspendirane. koji je potom resuspendiran. Nakon resuspenzije stanice su prebacene u sterilne
epruvete od 15 mL i inkubirane u vremenu trajanja od 60 minuta u tresilici koja rotira brzinom od
250 rpm-a pri 37°C.
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U svrhu selekcije pozitivnih transformanata, bakterije su nasadene na krutu LB podlogu s

kanamicinom te su potom inkubirane preko no¢i na 37°C .

Nakon 20 sati po deset transformiranih kolonija iz svake krute LB podloge preneseno je u 5 mL
tekuc¢e hranjive podloge LB koja sadrzi 5 pL kanamicina. PrenoSenje se postiglo doticanjem
kolonije sterilnim tipsem koje su kao takve inkubirane preko no¢i na 37°C, u rotacijskoj tresilici

pri 250 rpm-a.

Potom je koriStena metoda ,,mini-prep u svrhu izolacije plazmidne DNA iz 1 mL prekonoénih
kultura za 20 razli¢itih kolonija. Prvih 10 prekono¢nih kultura iz kojih se vrsila izolacija
odgovaralo je transformantima Ad5-TLR5"®, a drugih 10 kolonija odgovaralo je transformantima
Ad5-TLR5N%9254,

3.2.13. Transformacija kompetentnih bakterija Escherichia coli DH5-a temperaturnim Sokom

U svrhu amplifikacije dovoljne koli¢ine plazmida iz bakterije Escherichia coli dobivene
homolognom rekombinacijom provedena je metoda kemijske transformacije bakterijskih stanica
Escherichia coli soj DH5-a s prethodno izoliranim konstruktima Ad5-TLR5.
Razmaz bakterijskih suspenzija izvrSen je na krutim LB podlogama s kanamicinom za selekciju

transformiranih kolonija. Podloge su potom inkubirane na 37°C i pri 5%-tnim CO2 preko noc¢i.

Nakon 20 sati po dvije transformirane kolonije konstrukta Ad5-TLR5", Ad5-TLR5"® | Ad5-
TLR5N%9253 j Ad5-TLR5N*%54 prenesene su u 5 mL tekuée hranjive podloge LB s 5 pL
kanamicina, doticanjem sterilnim tipsem. Takve suspenzije potom su inkubirane preko noc¢i na
37°C uz stalnu tre$nju pri 250 rpm-a. Nakon inkubacije, u svrhu izolacije plazmidne DNA
koriStena je metoda mini-prep. Na spektrofotometru su zatim pri 260 nm ocitane masene
koncentracije prethodno izolirane DNA za svih osam uzoraka u svrhu pripreme reakcije restrikcije
s restrikcijskim enzimom ECoRV.

3.2.14. Razgradnja konstrukata Ad5-TLRS5 restrikcijskom endonukleazom EcoRV

U svrhu potvrde homologne rekombinacije provedena je linearizacija konstrukta Ad5-TLR5"3 i
Ad5-TLR5N9253 restrikcijskom razgradnjom pomocéu restrikcijske endonukleaze ECORV. Ukupni
volumen restrikcijskih smjesa iznosio je 15 pL, a iste su pripemljene prema uputama proizvodaca

restrikcijske endonukleaze EcoRV.

27



Nakon inaktivacije restrikcijske endonukleaze EcoRV provedena je elektroforeza na agaroznom
gelu u svrhu potvde uspjesnosti hidrolize fosfodiesterske veze okosnice DNA, za restrikcijske

smjese.

3.2.15. Razgradnja uzoraka restrikcijskom endonukleazom Pacl

U svrhu konacne potvrde uspjesne homologne rekombinacije izmedu bakterijskih stanica BJ5183-
AD-1 i konstrukta pShuttle-CMV-TLR5"2 odnosno pShuttle-CMV-TLR5N>%253 pripremljene su
restrikcijske reakcije s restrikcijskom endonukleazom Pacl. Ukupni volumen restrikcijskih smjesa
iznosio je 50 YL, a iste su pripemljene prema uputama proizvodaca restrikcijske endonukleaze
Pacl. Nakon razgradnje restrikcijskim enzimom Pacl provedena je elektroforeza pri 90 V u

trajanju od 1 sat na 1%-tnom agaroznom gelu.

3.2.16. Transfekcija HEK-293 stanica s adenovirusnim konstruktom

U svrhu umnazanja adenovirusnog konstrukta koristena je stani¢na linija HEK-293 (engl. human
embryonic kidney). HEK-293 stani¢na linija je imortalizirana ugradnjom adenovirusnih ranih gena
E1A u stani¢ni genom. Komplementacijom u HEK-293 stani¢noj liniji stvaraju se virusne Cestice
iz razloga §to su rekombinantni vektori deficijentni u regiji E1A odgovornoj za replikaciju
virusnog genoma.

HEK-293 stani¢na linija uzgajana je u plastine plocice sa 6 bunarica do postizanja 80%
konfluentnosti povrSine na kojoj rastu. Plazmid s adenovirusnim genomom ugradenim u
plazmidnu osnovu prije transfekcije lineariziran je restrikcijskim enzimom Pacl. Transfekcija
HEK-293 stanica provedena je pomocu reagensa Lipofectamine2000 . Pripremljena je otopina koja
je sadrzavala 230 puL medija OptiMEM® u koju je dodano 4 pg plazmidne DNA. Druga otopina
pripremljena je mijeSanjem 240 pL medija OptiMEM® i 10 pL reagensa Lipofectamine2000.
Nakon pripreme, sadrzaj dvije otopine je pomijesan i inkubiran 20 minuta. Stanice HEK-293
isprane su hranjivom podlogom DMEM HG (engl. Dulbecco's modified Eagle’'s medium, high
glucose). Smjesi otopina dodan je DMEM te je dobivena smjesa prebacena na stanice u plasti¢ne
plocice sa 6 bunari¢a. Nakon inkubacije u trajanju od 4 sata pri 37°C, zamijenjena je hranjiva
podloga nad stanicama dodatkom po 2 mL svjezeg DMEM u svaki bunari¢. Ovako transfecirane
stanice inkubirane su 10 dana pri 37°C i 5% CO2.

Nakon deset dana inkubacije transfeciranih stanica, sadrzaj plasticnih posuda sa 6 bunarica

skupljen je, zamrznut pri temperaturi od -20°C i odmrznut pri 37 °C kroz 3 ciklusa, kako bi se
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oslobodile virusne Cestice iz stanica. Dobiveni lizat stanica centrifugiran je 5 minuta pri 3000 x g
i odvojen je suprenatant od ostataka stanica u talogu te spremljen na -20°C.

Stanice HEK-293 u 49 pasazu presadene su kada su dosegle 90% konfluentnosti tako $to im je
uklonjena tekuca podloga te su isprane s 4 mL fosfatnog pufera (engl. phosphate buffer saline,
PBS). Pufer je potom uklonjen, a stanice tretirane s 1 mL sterilnog tripsina. Tripsin predstavlja
proteoliticki enzim izoliran iz gusterace goveda koji iza karboksilne skupine arginina ili lizina
omogucuje specificno cijepanje proteina. Stanice se ispiru tripsinom u svrhu omogucavanja
njihovog medusobnog odvajanja kao i njihovog odvajanja od same podloge. Nakon ispiranja
tripsinom stanice su inkubirane 5 minuta kako bi se odlijepile od podloge te im je zatim dodano 9
mL svjeze tekuce podloge DMEM HG. Nakon toga je po 1 mL takve otopine prenesen u nove
plasti¢ne posudice sa stanicama HEK-293 kojima je prethodno uklonjen medij. Stanice su zatim
resuspendirane s PBS-om nakon ¢ega je isti uklonjen. U svaku od plasti¢nih posuda potom je
dodano po 9 mL svjeZzeg hranjivog medija DMEM te su potom inkubirane 48 sati pri 37°C i 5%
CO..

Nakon 48 sati u svrhu infekcije virusnim lizatom, koriStene su HEK-293 stanice koje su dostigle
konfluentnost od 80%. Prvo je adenovirus zamrznut pri temperaturi od -20°C i odmrznut pri 37°C
kroz 3 ciklusa, kako bi se oslobodile virusne Cestice iz stanica. U plasti¢éne posude sa stanicama
HEK-293 dodan je adenovirus u ¢ijoj se okosnici nalazi divlji tip gena koji kodira za receptor
TLR5 ukupnog volumena od 10 pL u prvu, 20 pL u drugu, 50 pL u tre¢u i 100 pL u Cetvrtu
plasti¢nu posudu. Paralelno je u plasticne posude dodan adenovirus u ¢ijoj se okosnici nalazi
mutirani, N592S tip gena koji kodira za receptor TLR5 ukupnog volumena od 10 pL u prvu, 20
ML u drugu, 50 pL u tre¢u i 100 pL u Cetvrtu plasticnu posudu.

Ovako transficirane stanice inkubirane su 48 sati u inkubatoru pri 37°C i 5%-tnim COx.

Nakon 48 sati inkubacije stani¢ni sadrzaji plastiénih posuda za uzgoj stanica s zajedno s hranjivim
medijem pomijesani Su u jednu epruvetu od 50 mL za divlji tip gena koji kodira za receptor TLR5,
odnosno drugu epruvetu od 50 mL za mutirani tip gena koji kodira za receptor TLR5 koje su potom

spremljene na -20°C.

HEK-293 stanice koje se nalaze u 40 plasti¢nih posuda, a koje su dostigle 70-80% konfluentnosti

inficirane su s po 20 pL adenovirusa u ¢ijoj se okosnici nalazi divlji tip gena koji kodira za receptor

29



TLR5. Postupak je ponovljenu novih 40 plasti¢nih posuda s HEK-293 stanicama, ali sada s po 20

ML adenovirusa u €ijoj se okosnici nalazi mutirani tip gena koji kodira za receptor TLRS.

U svrhu replikacije virusa inkubirane su inficirane stanice u trajanju od 72 sata na 37°C.
Nakon 72 sata 50% stanica je bilo zalijepljeno, a 50% odljepljeno s vidljivim citopatoloskim
uc¢inkom (engl. cytopathiceffect, CPE). Laganim lupkanjem o plasticnu posudu, stanice Su
odvojene od podloge i sadrzaj plasti¢nih posuda je skupljen u epruvete od 50 mL Epruvete su
centrifugirane 10 minuta pri 750 x g u svrhu odvajanja hranjivog medija od taloga. Talozi s
adenovirusnim vektorom u ¢ijoj se okosnici nalazi gen TLR5™ su potom resuspendirani i prebageni
u ukupnom volumenu od 8 mL u epruvetu od 10 mL te spremljeni na -20°C do izolacije i

procisc¢avanja.

Isti postupak ponavljen je i s HEK-293 stanicama transfeciranim s adenovirusnim vektorom u ¢ijoj

se okosnici nalazi gen koji kodira TLR5N923,

3.2.17. Procis¢avanje adenovirusnih vektora

U svrhu proci§¢avanja adenovirusnog vektora iz dobivenog lizata radi uklanjanja ostataka stanica
kao 1 praznih virusnih kapsida provedeno je ultracentrifugiranje na jastu¢ic¢u celzijevog klorida 1
kasnije u gradijentu cezijevog klorida.

U svrhu procis¢avanja virusa, tri otopine cezijevog Klorida pripremljene su u TD puferu, gustoce
1,25 g/mL, 1,34 g/mL i 1,40 g/mL. Proc¢i$¢avanje virusa izvedeno je u dva koraka u laminaru. U
prvom koraku u dvije epruvete za centrifugu T880 od 11 mL je stavljeno po 2,4 mL cezijevog
klorida gustoce 1,40 g/mL te nadslojeno ispustanjem tekuéine pipetom niz stijenku epruvete za
centrifugu kap po kap s po 2,4 mL ml cezijevog klorida gustoée 1,25 g/mL. Na smjese je dodano
po 4 mL adenovirusnog vektora u ¢ijoj se okosnici nalazi gen koji kodira za divlji tip receptora
TLR5 te su potom epruvete za centrifugu do vrha nadopunjena s DPBS-om. Postupak je ponovljen
u dvije nove epruvete za centrifugu, ali s adenovirusnim vektorom u ¢ijoj se okosnici nalazi gen
TLR5NS2S . Uzorci su centrifugirani u rotoru SW41 Ti, ultracentrifugirke Beckman u trajanju od
90 minuta pri 35 000 x g. Nakon centrifugiranja uzorci su izvadeni iz nosaca i Stalaka i preneseni
u laminar te postavljeni na plasti¢ni stalak ispred tamne pozadine. Cestice virusa bile su vidljive
kao prstenasti sloj izmedu dviju otopina cezijevog klorida razli¢itih gustoca. Virus je iz otopine
cezijevog klorida izdvojen ubadanjem sterilne igle do malo iznad linije virusa te prebacen u Cistu

epruvetu time da je iz svake tube za centrifugu preneseno po 1 mL virusa.
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U drugom koraku centrifugiralo se u gradijentu cezijevog klorida tako $to je u epruvetama koje
sadrze po 2 mL virusa pro¢is¢enog na jastucicu cezijevog klorida stavljeno 9 mL cezijevog klorida
gustocée 1,34 g/mL. Epruvete za centrifugu su ekvilibrirane na vagi dodavanjem otopine cezijevog
klorida gustoce 1,34 g/mL. Uzorci su pric¢vrséeni u stalak i nosac te stavljeni na ultracentrifugiranje
20 sati pri 35 000 x g, 20°C. Centrifugiranjem nastaje gradijent cezijevog klorida, a virus se
zaustavlja na mjestu u kojem je gustoca cezijevog klorida jednaka gusto¢i virusnih Cestica 1 vidi
se oko polovice epruvete za centrifugu kao bijeli trag. Virus iz cezijevog klorida u ukupnom
volumenu od 1 mL izvaden je iglom prema gore opisanom postupku i prebacen u ¢istu 1,5 mL
epruvetu. U svrhu uklanjanja otopine cezijevog klorida iz proc¢iS¢enih adenovirusa koriStena je
kolona Column PD-10 Sphadex G-25M, Amersham Pharmacia Biotech Cat.No. 17-0851-01.
Kolona se pri¢vrstila na metalni stalak nakon ¢ega joj je vrh odrezan skarama kako bi tekuéina iz
nje iscurila te se potom kolona isprala 6 puta s po 5 mL DPBS-a. Sljedeci korak bio je dodavanje
virusa u ukupnom volumenu od 1 mL na kolonu i skupljanje eluata. Potom je slijedilo skupljanje
sljedecih eluata dodavanjem DPBS-a na kolonu u volumenima od 500 pL za eluat 1, 2, 3, 4, 250
ML DPBS-a za eluate 51 6, 500 uL DPBS-a za eluat 7 i 250 pL DPBS-a za eluate 8, 9, 10.

Frakcije 5, 6, 7, 8 odgovarale su frakcijama u kojima se nalaze adenovirusi zbog toga §to su mutne
i konkavne u odnosu na frakcije u kojima nema virusa. Potom je virusima dodan glicerol tako da
bude prisutan u kona¢noj otopini 10%. Proc¢is¢eni virusi su alikvotirani i uskladiSteni na -80°C do

upotrebe.

3.2.18. Odredivanje koncentracije adenovirusnih €estica u suspenziji proc¢iS¢enih adenovirusa
Odredivanje ukupnog broja virusnih Cestica vrSi se mjerenjem apsorbancije pri 260nm. Ova
spektrofotometrijska metoda se koristi samo za procis¢eni virus.

U svrhu odredivanja koncentracije adenovirusnih €estica pripremljena su razrjedenja proc¢iséenih
adenovirusa (Ad5-TLR5™ i Ad5-TLR5N%25) 10x i 20x u otopini PBS-a (sastava: 137 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 4,3 mM NaxHPOs i 1,4 mM KH2POs, pri pH 7,4) i 0,1%-tnog SDS-a (natrijev
dodecilsulfat). Otopine su potom inkubirane 10 minuta u termobloku pri 56°C u svrhu oslobadanja
virusne DNA iz kapsida. Potom su virusni pripravci centrifugirani pri 10 000 x g u vremenu
trajanja od 30 sekundi i supernatant prebacen u nove 1,5 mL epruvete. Potom su izmjerene

apsorbancije pri 260 nm prema otopini PBS-a i 0,1%-tnog SDS-a.
Broj virusnih Cestica izracunat je prema formuli:
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N =Az0X R x 1,1 x 10%2,
gdje je: N— broj virusnih Cestica u mL, Azs0 — izmjerena apsorbancija pri 260 nm, R— razrjedenje.

3.2.19. Zarazavanje stanica A549, WI38 i H1299

U svrhu infekcije virusnim ¢esticama humane stani¢ne linije epitelnog podrijetla iz karcinoma
pluca AS549, zdravih fibroblasta epitelnog podrijetla iz tkiva plu¢a WI38, raka pluca ne-malih
stanica H1299, nasadene su u plasticne plocice s 12 bunari¢a tako §to je u svakom bunari¢u
nasadeno 200 000 stanica. Stanice su inkubirane preko no¢i pri 37°C i 5%-tnim CO2 nakon ¢ega
je po bunari¢u dodan 1 mL svjezeg DMEM medija. Stanice su potom inficirane virusnim ¢esticama
tako Sto je u bunarice sa svakom stani¢nom linijom dodano 5 000, 10 000 odnosno 30 000 virusnih

¢estica 1 inkubirano 90 minuta.

Volumen virusnih ¢estica koji je potrebno dodati stanicama izracunat je prema formuli:

N(stanice) - N (bunari¢) . MOI
c(mati¢na otopina)

V (virusne Cestice, uL) =

Gdje je: MOI- ukupni broj virusnih ¢estica po stanici, ¢ (mati¢na otopina) — koncentracija mati¢ne

otopine tako da 1 pL otopine sadrzi 1 x 10° virusnih &estica.

Infekcija stanica u jednom slu¢aju provedena je s Ad5-TLR5™, a u drugom s Ad5-TLR5N9%S,

Poslije inkubacije stanicama je promijenjen medij te su vracene u inkubator u trajanju od 48 sati.

Nakon 48 sati inkubacije stanicama je uklonjen medij i po bunari¢u dodan prethodno zagrijani na
96°C, pufer Hot lysis Laemmli 1x u volumenu od 200 pL. Uzorci su potom sonificirani,

vorteksirani 1 kuhani na 95°C 10 minuta.

3.2.20. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu uz prisutnost SDS-a (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektroforeza je denaturirajuca elektroforeza jer Se narusava nativna struktura
analiziranih proteina djelovanjem odredenih reagensa. Prije samog nanoSenja uzorci proteina
mijesaju se s puferom za nanoSenje na gel koji sadrzi natrij dodecil sulfat (SDS) kao 1 fB-
merkaptoetanol, reduciraju¢i reagens. SDS omogucuje disocijaciju proteinskih podjedinica i
narusava tercijarnu strukturu proteina. B-merkaptoetanol omogucuje redukciju disulfidnih veza
izmedu polipeptidnih lanaca ¢ime naruSava sekundarnu strukturu proteina. Natrij dodecil sulfat

daje negativan naboj svim proteinima i njegovim stupanjem u komleks s polipeptidnim lancima
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oni zauzimaju oblik nasumi¢nog klupka. Proteini se na gelu odjeljuju isklju¢ivo na temelju njihove
molekulske mase zbog maskiranja naboja bo¢nih aminokiselinskih ogranaka vezanjem SDS-a na

proteine u stalnom omjeru po jedinici mase.

3.2.21. Analiza Western blot

Analiza Western blot je tehnika za razdvajanje, identifikaciju i odredivanje prisutnosti proteina na
temelju njihove molekulske mase. Odredena masa proteina nanosi se na poliakrilamidni gel na
kojem putuju pod djelovanjem napona tako Sto oni proteini manje molekulske mase putuju brze
dok oni veée molekulske mase putuju sporije. Nakon provedene elektroforeze na
poliakrilamidnom gelu razdvojeni proteini s gela se prebacuju na membranu pod utjecajem
istosmjerne elektri¢ne struje. Nakon prijenosa, membrana se blokira zasi¢enjem proteinima kao
Sto su albumin govedeg seruma ili obranim mlijekom u prahu u svrhu sprjeavanja nespecificnog
vezanja antitijela. Proteini se potom inkubiraju u otopini sa specifi¢nim primarnim antitijelom za
odredeni protein. Konacno slijedi detektiranje proteina kao i odredivanje njihovog poloZaja na
membrani vezanjem sekundarnih antitijela koja sadrze kovalentnu vezanu molekulu enzima ¢iji se
signali registriraju kolorimetrijom ili kemiluminiscencijom.

U svrhu pripreme gelova za SDS-PAGE elektroforezu pripremljene su otopine za 10%-tne gelove
za razdvajanje (donji gelovi) i 5%-tne gelove za sabijanje (gornji gelovi). Nakon pripremljenih
otopina, smjesa gela za razdvajanje izlivena je izmedu dva stakalca pri¢vrS¢enih na postolje. U
svrhu sprjeCavanja pristupa atmosferskom kisiku koji bi onemogucio polimerizaciju gela na
otopinu gela se dodala otopina izopropanola u trajanju od 40 minuta. Nakon polimerizacije,
izopropanol je izliven i rub gela je ispran redestiliranom vodom te je potom na njega nanesena
smjesa gela za sabijanje. Odmah nakon nanoSenja gela za sabijanje umetnut je ¢eslji¢ za formiranje

jazica i gel je polimerizirao u vremenu trajanja 60 minuta.

Nakon polimerizacije gela u svrhu nanos$enja uzoraka na gel radi dokazivanja uspjesnosti infekcije
stani¢nih linijja A549, WI38, H1299 virusnim Cesticama, 20 pL uzoraka proteinskog ekstrakta
inkubirano je u termobloku u trajanju od 5 minuta na 96°C. Nakon inkubacije uzorci su naneseni
na poliakrilamidni gel u svrhu provodenja elektroforeze za svaku stani¢nu liniju za sedam uzoraka:
neinficirani uzorak, uzorak inficiran s 5 000, 10 000 i 30 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5™, uzorak

inficiran s 5 000, 10 000 i 30 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5"%%2S, Kao marker molekulskih masa
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koriSten je PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific), a elektroforeza se provela u

uredaju za vertikalnu elektroforezu (Bio-Rad) pri 160 V po gelu, u trajanju od 45 minuta.

U svrhu prijenosa proteina s gela na PVDF membranu koristen je uredaj TranBlot ® Turbo™
BlottingSystem (Bio-Rad). Prije samog prijenosa membrana je aktivirana metanolom u trajanju od
60 sekundi i zatim isprana u trajanju od 60 sekundi u mgH20. Membrana je postavljena na filter
papire ekvilibrirane u puferu za transfer, a na njih se postavio gel na kojemu se takoder nalaze
filter papiri. Potom se tako slozena kaseta u svrhu transfera postavila u uredaj u kojemu transfer

traje 7 minuta, a vrsi se pri 2 500 mA.

Prije samog postupka blokiranja pripremila se 5%-tna otopina mlijeka u prahu otapanjem uu
puferu PBS-T na magnetnoj mijeSalici. Membrana se postavila u plastiénu posudicu u koju se
dodao volumen pripremljene 5%-tne otopine mlijeka u prahu koji je dovoljan da prekrije
membranu. Potom se membrana inkubirala pri sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta uz
mijeSanje. Nakon blokiranja, membrana se inkubirala na 4°C preko noci u pripremljenoj otopini
primarnog mi§jeg monoklonskog anti-HA antitijela uz mijeSanje na tresilici. Otopina primarnog
antitijela pripremila se razrjedenjem 20 pL izvorne otopine antitijela u 10 mL 5%-tne otopine
mlijeka u prahu. Sljede¢i dan membrana je tri puta isprana u puferu PBS-T u trajanju od 15 minuta
uz mijeSanje pri sobnoj temperaturi. Membrana se potom inkubirala u otopini sekundarnog anti-
misjeg imunoglobulin G antitijela s konjugiranom peroksidazom, u vremenu trajanja od 60 minuta.
Otopina sekundarnog antitijela pripremila se razrjedenjem 5 pL izvorne otopine antitijela u 5 mL
5%-tne otopine mlijeka u prahu. Nakon provedene inkubacije membrana se ponovno ispirala tri
puta u trajanju od 15 minuta u otopini PBS-T.

U svrhu dokazivanja uspjeSnosti infekcije stani¢nih linija A549, WI38, H1299 virusnim Cesticama
1 detekcije proteinske vrpce HA proteina na PVDF membrani koriSten je kemiluminescentni
reagens Luminol. U ovom radu koristen je komercijalno dostupan komplet za detekciju Clarity™
Western ECL Substrate (Bio-Rad). Prije same detekcije pomijeSala se otopina reagensa A s
otopinom reagensa B u omjeru 1 : 1 i takvom smjesom potom se prekrila membrana. Reagens A
predstavlja otopinu luminola, a reagens B predstavlja otopinu peroksida. Membrana se potom
inkubirala u trajanju od 5 minuta pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se viSak otopine uklonio s
membrane koja se potom uslikala uredajem C-Digit ® Blot Scanner s ekspozicijom u trajanju od

12 minuta.
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4. REZULTATI

4.1. Priprema inserata TLR5" i TLR5"%9%S za kloniranje u vektor pShuttle-CMV

Prvi dio ovoga eksperimenta bio je uklonirati gen koji kodira za divlji tip receptora TLR5 i njegov
mutirani oblik, N592S tip u vektor pShuttle-CMV.

U tu svrhu vektor pShuttle-CMV pocijepan je s restrikcijskom endonukleazom EcoRV.

Slijede¢i korak obuhvacao je izrezivanje inserata koji kodiraju za divlji tip receptora TLRS i njegov
mutirani oblik, N592S tip iz ekspresijskinh klonova pcDNA3.1 hTLR5"™ kao i pcDNA3.1

hTLR5N%%S restrikcijskom endonukleazom Pmel.

U svrhu provjere uspjesnosti hidrolize fosfodiesterske veze okosnice DNA potom je provedena

metoda elektroforeze postavljanjem pripremljenih restrikcijskih smjesa na agarozni gel (Slika 9).

M 1 2

Slika 8: Elektroforeza na agaroznom gelu nakon razgradnje s restrikcijskom endonukleazom Pmel. Na gel
je nanesen marker molekulskih masa (M), uzorci pcDNA3.1 hTLR5" i pcDNA3.1 hTLR5N%%2S tretirani s

enzimom Pmel (1, 2).

U jaZicama 2 i 3 vidljive su vrpce veli¢ine oko 2.9 kb koje bi odgovarale insertima koji kodiraju
gen TLR5™ odnosno TLR5N%25 | a vrpce od oko 5 kb odgovarale bi uzorcima pcDNA3.1 hTLR5™
i pPcDNA3.1 hTLR5N%92S pez inserta koji kodiraju gen TLR5" odnosno TLR5N%92S,

4.2. Metoda ligacije i amplifikacije ligiranih produkata
U svrhu ligacije inserata koji kodiraju gen TLR5™ i TLR5N92S y vektor pShuttle-CMV na

spektrofotometru su o¢itane masene koncentracije uzoraka koje su potrebne za podesavanje omjera
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inserta (TLR5" i TLR5N%92%) i vektora pShuttle-CMV u odnos 5 : 1. O¢itane masene koncentracije
su iznosile 5,74 ng/uL za insert koji kodira gen TLR5™ , 6,71 ng/uL za insert koji kodira gen
TLR5N925 | 20 ng/uL za vektor pShuttle-CMV. Produkt ligacije inserta koji kodira za TLR5™ u
vektor pShuttle-CMV vidljiv je na Slici 10.

TLRS™ - pShuttle-CMV
10.381bp

A

INSERT

FRAGMENT |1qcor ar Insert
EcoRV (554) Pmel (221) — Pmel (3133)

Fmel Pmel

TLRS WT insert
3278 bp

pShuttle-CMV
7465 bp

Slika 9: Produkt ligacije inserta koji kodira gen TLR5" prethodno tretiran s restrikcijskom endonukleazom
Pmel u vektor pShuttle-CMV prethodno tretiranog enzimom EcoRV. Slika je rekonstruirana programskim
alatom SnapGene™ 1.1.3.

U svrhu amplifikacije konstrukta pShuttle-CMV-TLR5" i pShuttle-CMV-TLR5N>% provoden je
postupak transformacije kompetentnih bakterijskih stanica DH5-a s prethodno pripremljenim
ligacijskim smjesama (Slike 11 i 12).
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Slika 10: Prekonoéne bakterijske kulture transformiranih kolonija DH5-a koje sadrze Zeljeni fragment

koji kodira gen za divlji tip receptora TLRS.

Slika 11: Prekonoéne bakterijske kulture transformiranih kolonija DH5-a koje sadrze Zeljeni fragment

koji kodira gen za mutirani oblik receptora TLR5, N592S tip.

4.3. Izolacija plazmidne DNA iz stanica bakterije Escherichia coli

U svrhu izolacije konstrukata pShuttle-CMV-TLR5 kojim su bakterije DH5-0. prethodno
transformirane, prekono¢ne bakterijske kulture 40 odabranih klonova uzgojene su u teku¢oj LB
hranjivoj podlozi. Nakon izolacije plazmidnih DNA metodom ,, mini-prep®, na spektrofotometru

su o¢itane njihove masene koncentracije te izraCunate srednje masene koncentracije (Tablica 5).
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Tablica 5: Srednje vrijednosti masenih koncentracija izolirane DNA (pShuttle-CMV-TLR5", pShuttle-

CMV-TLR5N%925)
Uzorak ¥y (ng/pL) Uzorak ¥y (ng/pL)
TLR5 TLR5
Wit-1 259,7 N592S-1 678,74
Wt-2 347,8 N592S-2 462,35
Wt-3 289,17 N592S-3 571,20
Wt-4 518,44 N592S-4 849,38
Wt-5 481,80 N592S-5 636,9
Wit-6 651,5 N592S-6 724,59
Wt-7 944,81 N592S-7 555,90
Wit-8 887,55 N592S-8 649,26
Wt-9 521,60 N592S-9 686,92
Wt-10 427,59 N592S-10 | 592,24
Wit-11 685,25 N592S-11 | 536,33
Wt-12 60,24 N592S-12 | 630,73
Wit-13 536,93 N592S-13 | 864,09
Wit-14 350,09 N592S-14 | 415,48
Wit-15 295,09 N592S-15 | 60,00
Wt-16 430,17 N592S-16 625,74
Wt-17 647,99 N592S-17 | 804,04
Wit-18 133,34 N592S-18 | 750,71
Wit-19 365,35 N592S-19 | 687,54
Wt-20 782,64 N592S-20 | 595,99

Nakon izolacije plazmidne DNA u svrhu potvrde ligacije inserta koji kodira gen TLR5"™, odnosno

inserta koji kodira gen TLR5N2S y vektor pShuttle-CMV koristena je metoda PCR. Poslije

provedene PCR reakcije produkti iste nanose se na 1,5%-tni agarozni gel (Slika 13).

Rezultati umnazanja PCR produkata radi potvrde uspjesne ligacije prikazani su na Slikama 13 i

14. Na slikama su bile vidljive vrpce koje su odgovarale produktima reakcije PCR od 143 parova

baza za uzorke  pShuttle-CMV-TLR5N>®%51  pShuttle-CMV-TLR5N>%%54  pShuttle-CMV-
TLR5N5925-10 pShuttIe-CMV-TLR5N5923'“, pShuttIe-CMV-TLRS"‘"“‘, pShuttle-CMV- TLR5"6,
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Slika 12: Produkti PCR reakcije. Elektroforeza na agaroznom gelu plazmida izoliranih iz 17 razli¢itih
bakterijskih kolonija. Marker molekulskih masa (M), plazmidi iz razli¢itih bakterijskih kolonija (pShuttle-
CMV-TLR5N251_ nShuttle-CMV-TLR5Y2517(1-17), pcDNA3.1 hTLR5"(18), negativna kontrola (19)).

M1 23 4567 8 91011 12

.

Slika 13: Produkti PCR reakcije. Elektroforeza na agaroznom gelu plazmida izoliranih iz 10 razli¢itih
bakterijskih kolonija. Marker molekulskih masa (M), plazmidi iz razli¢itih bakterijskih kolonija (pShuttle-
CMV-TLR5N2518 (1) pShuttle-CMV-TLR5"2510 (2) pShuttle-CMV-TLR5N2520 (3), pShuttle-CMV-
TLR5"2 (4), pShuttle-CMV-TLR5"* (5), pShuttle-CMV-TLR5"¢ (6), pShuttle-CMV-TLR5"8 (7),
pShuttle-CMV-TLR5"® (8), pShuttle-CMV-TLR5"-18 (9), pShuttle-CMV-TLR5"*% (10), pcDNA3.1
hTLR5" (11), negativna kontrola (12)).

4.4. Razgradnja konstrukata pShuttle-CMV-TLRS5 restrikcijskim enzimima Pmel i BamHI

U svrhu potvrde uspjesne ligacije inserata koji kodiraju gen za TLR5™ i TLR5"*% y vektor
pShuttle-CMV provedena je razgradnja potencijalnih konstrukta pShuttle-CMV-TLR5 pomoc¢u
restrikcijskih endonukleaza Pmel i BamHI. Prije pripreme restrikcijskih reakcija na
spektrofotometru su o¢itane masene koncentracije konstrukata pShuttle-CMV-TLRS te izracunate
njihove srednje masene koncentracije (Tablica 6).
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Tablica 6: Srednje vrijednosti masenih koncentracija uzoraka pShuttle-CMV-TLR5N%-1 pShuttle-CMV-
TLR5N9254  pShuttle-CMV-TLR5N2510 - pShuttle-CMV-TLR5MN%2511 i pShuttle-CMV-TLR5"4,
pShuttle-CMV-TLR5"S,

Uzorak Yy (ng/uL)
TLR5N%9251 622,38
TLR5N%9254 786,73
TLR5N5925-10 748,45
TLR5N%925-11 720,635
TLR5" 720,635
TLR5"6 695,94

U svrhu provjere uspjesnosti hidrolize fosfodiesterske veze okosnice DNA provedena je metoda
elektroforeze postavljanjem pripremljenih restrikcijskih smjesa potencijalnih konstrukata
pShuttle-CMV-TLRS5 na agarozni gel. Na agaroznom gelu bile su jasno vidljive vrpce za uzorke
pShuttle-CMV-TLR5"*® i pShuttle-CMV-TLR5"*92#*  prethodno tretiranih restrikcijskim
enzimima Pmel i BamHI, sto je bila potvrda uspjesne reakcije ligacije. Za uzorak TLR5"*® vidljive
su tri vrpce od 5413 bp, 3931 bp i 1037 bp, a za uzorak TLR5N%254 vidljive su vrpce veli¢ine
5431 bp, 3931 bp i 1037 bp (Slika 15).

kb
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Slika 14: Elektroforeza na agaroznom gelu uzoraka pShuttle-CMV-TLR5"*3 (1), pShuttle-CMV-TLR5"0
(2), pShuttle-CMV-TLR5"* (3), pShuttle-CMV-TLR5"6 (4), pShuttle-CMV-TLR5N*%51 (5), pShuttle-
CMV-TLR5N254 (6), pShuttle-CMV-TLR5N*92510 (7) - pShuttle-CMV-TLR5N*%11 (8) prethodno

tretiranih restrikcijskim endonukleazama Pmel i BamHI, marker molekulskih masa (M).

41



Plazmidi pShuttle-CMV-TLR5"* i pShuttle-CMV-TLR5N>%25 sy uzgojeni i izolirani metodama
mini-prep i midi-prep nakon potvrdene uspjesne ligacije. Potom je oc¢itana masena koncentracija
izoliranih DNA pri 260 nm na spektrofotometru i izraCunata njihova srednja masena koncentracija
(Tablica 7).

Tablica 7: Srednje vrijednosti masenih koncentracija plazmida pShuttle-CMV-TLR5%™¢i pShuttle-
CMV-TLR5MN%254 nakon izolacije.

Uzorak y (ng/uL)
TLR5"6 83,90
mini-prep

TLR5N%925-4 80,39
mini-prep

TLR5® 334,04
midi-prep

TLR5N%925-4 278,38
midi-prep

4.5. Provjera ligacije inserata TLR5" i TLR5N®925 s vektorom pShuttle-CMV

U svrhu potvrde ligacije i pravilne orijentacije inserta koji kodiraju gen za TLR5", odnosnho
TLR5N%2S 5 vektorom pShuttle-CMV koristena je metoda PCR.

Rezultati umnazanja PCR produkata radi potvrde uspjesne ligacije prikazani su na Slici 16. 1z slike
se isti¢u vrpce uzoraka mini-prep kao i midi-prep za konstrukte pShuttle-CMV-TLR5"® j
pShuttle-CMV-TLR5N>%%4 koje odgovaraju produktima PCR reakcije od 316 parova baza §to je

bila potvrda uspjesne ligacije kao i orijentacije inserta.
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Slika 15: Produkti reakcije PCR: plazmidi uzoraka mini-prep pShuttle-CMV-TLR5"+¢ (1), pShuttle-CMV-
TLR5N9254 (2), pShuttle-CMV-TLR5"3 (5) i pShuttle-CMV-TLR5"1° (6) uzoraka midi-prep pShuttle-
CMV-TLR5"® (3) i pShuttle-CMV-TLR5N*254 (4), marker molekulskih masa (M). Gel sadrzi produkt
PCR reakcije velic¢ine 316 parova baza DNA na jazicama; 1,2,3,4 §to je potvrda za uspjeSnu ligaciju inserta

za pShuttle-CMV-TLR5"6 i pShuttle-CMV-TLR5N9254,

4.6. Homologna rekombinacija u svrhu dobivanja rekombinantnih virusa

U svrhu dobivanja rekombinantnog virusa homolognom rekombinacijom izmedu konstrukta
pShuttle-CMV-TLR5 i genoma Ad5, stani¢na linija BJ5183-AD-1 transformirana je konstruktima
pShuttle-CMV-TLR5"*® i pShuttle-CMV-TLR5N*%254 | prethodno lineariziranih restrikcijskom
endonukleazom Pmel postupkom elektroporacije. Rekombinantni virus konstruiran je in vivo
manipulacijom Ad5 genoma kao plazmida u bakteriji Escherichia coli pri ¢emu je doslo do
homologne rekombinacije izmedu vektora pShuttle-CMV-TLR5 i adenovirusnog vektora
pAdEasy-1 u bakterijskom soju Escherichia coli , BJ5183-AD-1 kojoj posreduju lijeva ruka (engl.
Left arm) i desna ruka (engl. Right arm) homologije.

Prekonoc¢ne bakterijske kulture 20 odabranih klonova uzgojene su u tekucoj hranjivoj podlozi LB
u svrhu izolacije plazmida pShuttle-CMV-TLR5"® i pShuttle-CMV-TLR5"%9254 kojim su
bakterije BJ5183-AD-1 prethodno transformirane. Nakon izolacije plazmidnih DNA metodom
,Mini-prep* na spektrofotometru su o€itane masene koncentracije izolirane DNA te izracunate

njihove srednje masene koncentracije (Tablica 8).
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Tablica 8: Na spektrofotometru ocitane masene koncentracije izolirane DNA 20 uzoraka Ad5-TLR5.

Uzorak v (ng/uL) uzorak y (ng/uL)
Ad5-TLR5"! 349,6 Ad5-TLR5N59251 314,7
Ad5-TLR5"2 372,6 Ad5-TLR5N59252 301,0
Ad5-TLR53 282,1 Ad5-TLR5NS9253 239,7
Ad5-TLR5" 430,7 Ad5-TLR5N5925-4 2649
Ad5-TLR5"S 322,6 Ad5-TLR5N59255 189,9
Ad5-TLR5"6 432,1 Ad5-TLR5NS9256 470,9
Ad5-TLR5M 401,0 Ad5-TLR5NS9257 354,7
Ad5-TLR5"8 337,9 Ad5-TLR5N59258 420,9
Ad5-TLR5 334 Ad5-TLR5N59259 336,36
Ad5-TLR5W10 169,5 Ad5-TLR5N5925-10 378,2

U svrhu amplifikacije konstrukata Ad5-TLR5 u bakteriji Escherichia coli, bakterije DH5-a su
kemijski transformirane plazmidnom DNA. Prekono¢ne bakterijske kulture 8 kolonija uzgojene
su u tekucoj LB hranjivoj podlozi radi izolacije plazmida. Nakon izolacije plazmidnih DNA
oc¢itana masena koncentracija za konstrukt prve kolonije Ad5-TLR5"*3 je iznosila 1019,05 ng/pL,
a druge kolonije konstrukta Ad5-TLR5"2 1094,78 ng/uL, prve kolonije konstrukta Ad5-TLR5""
8 1005,75 ng/uL, a druge kolonije konstrukta Ad5-TLR5"® 1025,22 ng/uL, prve kolonije
konstrukta Ad5-TLR5MN*%254 1011,98 ng/uL, a druge kolonije konstrukta Ad5-TLR5N>925-4
1110,55 ng/pL, 1036,57 ng/uL za uzorak prve kolonije konstrukta Ad5-TLR5N>%253 dok je druge
kolonije konstrukta Ad5-TLR5N%9253 jznosila 1005,81 ng/pL.

Svih 8 uzoraka potom je podvrgnuto restrikciji pomocu restrikcijske endonukleaze ECORV, a
produkti restrikcije provjereni su elektroforezom na 0,8%-tnom agaroznom gelu (Slika 17). Na
gelu su uocene vrpce koje odgovaraju pAdEasy-1 (gornjih 6 vrpci) i plazmidu pShuttle-CMV
(donje dvije vrpce). Vrpce koje odgovaraju pAdEasy-1 velic¢ine su 11560 bp, 7637 bp, 4545 bp,
3828 bp, 2617 bp, 2052 bp i 1238 bp. Vrpce koje odgovaraju plazmidu Shuttle-CMV veli¢ine su
7741 bp, 1383 bp, 1258bp.
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Slika 16: Elektroforeza na agaroznom gelu uzoraka Ad5-TLR5"3(1, 2), Ad5-TLR5™® (3, 4), Ad5-

TLR5N9253(5, 6), Ad5-TLR5N%4 (7, 8) tretiranih s restrikcijskom endonukleazom EcoRV. Na agarozni
gel nanesen je i marker molekulskih masa (M).

4.7. Povrda uspjesne homologne rekombinacije

U svrhu potvrde uspjesne homologne rekombinacije izmedu BJ5183-AD-1 stanica i konstrukta
pShuttle-CMV-TLR5"™ odnosno pShuttle-CMV-TLR5N>%% provedena je restrikcijska reakcija s
restrikcijskom endonukleazom Pacl za uzorke prvih kolonija Ad5-TLR5"2 i Ad5-TLR5N%9253,

Produkti restrikcije naneseni su na 1%-tni agarozni gel, a dobivene vrpce odgovarale su veli¢inama
od >30 kb i 4,5 kb (Slika 18).

M 1 2 3 4

Slika 17: Elektroforeza na agaroznom gelu uzoraka Ad5-TLR5"*2 (1, 2) i Ad5-TLR5N9253 (3, 4) tretiranih

s restrikcijskom endonukleazom Pacl. Na agarozni gel nanesen je i marker molekulskih masa (M).
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4.8. Dobivanje, umnaZanje i pro¢i§¢avanje virusnih éestica Ad5-TLR5" i Ad5-TLR5N%925

U svrhu dobivanja adenovirusnih &estica, prethodno linearizirani konstrukti Ad5-TLR5™ i Ad5-
TLR5N%92S restrikcijskom endonukleazom Pacl transfekcijom su uneseni u kulturu bubreznih
stanica ljudskog embrija, HEK-293. Komplementacijom u stani¢noj liniji HEK 293 stvaraju se
virusne Cestice zato Sto su rekombinantni vektori deficijentni u regiji E1A koji su odgovorni za
replikaciju virusnog genoma. Nadalje, stani¢na linija HEK-293 omogucuje ekspresiju virusnih
proteina kao i sklapanje virusnih Cestica koje oslobadanjem iz inficiranih stanica imaju moguénost
inficiranja drugih stanica. Nakon ucinjene transfekcije dolazi do umnazanja plazmidne DNA.
Nakon toga slijedi postupak infekcije stanica HEK-293, virusnim lizatom dobivenim nakon 48 sati
inkubacije stanica HEK-293 inficiranim s 10 pL, 20 pL, 50 pL i 100 pL adenovirusa. Transfekcija
stanica HEK 293 s adenovirusom u ¢ijoj se okosnici nalazi divlji tip gena koji kodira gen za TLR5
vrs$i se u 40 plastiénih posuda koje su dostigle 70-80% konfluentnosti. Postupak je ponovljen u
drugih 40 plasti¢nih posuda sa stanicama HEK293 , ali sada s adenovirusom u ¢ijoj se okosnici
nalazi gen koji kodira za TLR5N>%2S

Nakon 72 sata inkubacije pri 37°C 50% stanica je zalijepljeno, a 50% odljepljeno s vidljivim
citopatoloskim u¢inkom. Laganim lupkanjem boce, stanice se odvoje od podloge i njihov sadrzaj
skupljen. Sadrzaj epruveta potom je centrifugiran, a talog stanica s virusnim ¢esticama koristio se
u svrhu proc¢i§¢avanja adenovirusnog vektora. Ultracentrifugiranje na jastucicu celzijevog klorida
(Slika 19) i kasnije u gradijentu cezijevog klorida (Slika 20) omogucilo je prociscavanje
adenovirusnog vektora iz dobivenog lizata u svrhu uklanjanja ostataka stanica kao i praznih

virusnih kapsida.

Adenovirusna:

vrpca \i
L
- r

|

Slika 18: Adenovirusna vrpca nakon prvog centrifugiranja
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Slika 19: Adenovirusna vrpca nakon drugog centrifugiranja

U svrhu odredivanja koncentracije adenovirusnih ¢estica u suspenziji procis¢enih adenovirusa

mjerenjem apsorbancije pri 260 nm u razrjedenju virusnog pripravka od 10x, odnosno 20X,

dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 9.

Odredivanje ukupnog broja virusnih Cestica je vazan podatak u kontroli kvalitete procis¢enih

replikacijski nesposobnih adenovirusa. Ova spektrofotometrijska metoda se koristi samo za

procisceni virus, a apsorbancija treba biti izmedu 0,02 i 0,15.

Tablica 9: Ukupan broj virusnih ¢estica u volumenu od 1 mL dobiven mjerenjem apsorbancije pri 260 nm

pri virusnim razrjedenjima 10 x 1 20 x.

Virus Ao R N
Ad5-TLR5™ 0,091 10 1,00 x 10*?
Ad5-TLR5™ 0,073 20 1,606 x 10'2
Ad5-TLR5N59%S 0,151 10 1,661 x 10*2
Ad5-TLR5N592S 0,075 20 1,650 x 10*2
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4.9. Unos gena TLR5" i TLR5N%2S y humane stanice pluéa

U svrhu infekcije stani¢ne linije A549, W138, H1299 inficirane su virusnim ¢esticama tako $to je
u bunariée za svaku stani¢nu liniju dodano 5 000, 10 000 odnosno 30 000 virusnih ¢estica. Infekcija
stanica u jednom slucaju provedena je konstruktom Ad5-TLR5™, a u drugom s konstruktom Ad5-
TLR5N592S

4.10. Western blot analiza ekspresije proteina TLR5

U svrhu dokazivanja uspjesnosti infekcije stani¢nih linija A549, WI38, H1299 virusnim Cesticama
provedena je metoda western blot.

Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu provedena je za sedam uzoraka: neinficirani uzorak,
uzorak inficiran s 5 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5™, uzorak inficiran s 10 000 virusnih Gestica
Ad5-TLR5™, uzorak inficiran s 30 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5"™, uzorak inficiran s 5 000
virusnih ¢estica Ad5-TLR5Y®%S yzorak inficiran s 10 000 virusnih estica Ad5-TLR5N%92S uzorak
inficiran s 30 000 virusnih &estica Ad5-TLR5N%%, Potom se izvrsila detekcija proteinskih vrpci
(Slike 21, 22, 23).

M NI WT  wr wT NS925  N5925  N5925
A549
5000 10000 30000 5000 10000 30000

180kDa | s obiljezeni proteini
130 kDa w—— - —— — . — TLRS

100 kDa —

55 kDa

40 kDa FOE e S S e S S C-aktin

Slika 20: Analiza ekspresije proteina TLRS u stani¢noj liniji A549, metodom Western blot pomocu
sekundarnog anti-misjeg imunoglobulina G antitijela s konjugiranom peroksidazom. Marker
proteinskih masa (M), neinficirani uzorak (NI), uzorak inficiran s 5 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5" (WT
5000), uzorak inficiran s 10 000 virusnih &estica Ad5-TLR5" (WT 10 000), uzorak inficiran s 30 000
virusnih gestica Ad5-TLR5" (WT 30 000), uzorak inficiran s 5 000 virusnih &estica Ad5-TLR5Y%5 (N592S
5000), uzorak inficiran s 10 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5N>%25 (N592S 10 000), uzorak inficiran s 30 000
virusnih gestica Ad5-TLR5N*% (N592S 30 000).
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H1299 M NI WT wT wT NS925  NS925  N5925
5000 10000 30000 5000 10000 30000
180 kDa | W g8
130 kDa obiljezeni proteini
—— C— C— — — — 1D
55kDa
- —— C— — — — —
40 kDa

Slika 21: Analiza ekspresije proteina TLRS5 u stani¢noj liniji H1299, metodom Western blot pomocu
sekundarnog anti-misjeg imunoglobulina G antitijela s konjugiranom peroksidazom. Marker
proteinskih masa (M), neinficirani uzorak (NI), uzorak inficiran s 5 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5" (WT
5000), uzorak inficiran s 10 000 virusnih &estica Ad5-TLR5" (WT 10 000), uzorak inficiran s 30 000
virusnih ¢estica Ad5-TLR5" (WT 30 000), uzorak inficiran s 5 000 virusnih estica Ad5-TLR5N*925 (N592S
5000), uzorak inficiran s 10 000 virusnih &estica Ad5-TLR5N%%25 (N592S 10 000), uzorak inficiran s 30 000
virusnih gestica Ad5-TLR5N*% (N592S 30 000).

WI3s M NI WT WT WT N5925 N592S N592S
5000 10 000 30000 5000 10000 30000
180 kDa S . obiliezeni HA-TLRS
igg tga e S ——— — — DTOlEIni
a P — i,
55 kDa

e o s Sy ey | SS—m— B-aktin
40 kDa

Slika 22: Analiza ekspresije proteina TLRS5 u stani¢noj liniji WI38, metodom Western blot pomocu
sekundarnog anti-misjeg imunoglobulina G antitijela s konjugiranom peroksidazom. Marker
proteinskih masa (M), neinficirani uzorak (NI), uzorak inficiran s 5 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5" (WT
5000), uzorak inficiran s 10 000 virusnih Cestica Ad5-TLR5" (WT 10 000), uzorak inficiran s 30 000
virusnih Sestica Ad5-TLR5" (WT 30 000), uzorak inficiran s 5 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5N*%5 (N592S
5000), uzorak inficiran s 10 000 virusnih ¢estica Ad5-TLR5N%925 (N592S 10 000), uzorak inficiran s 30 000
virusnih ¢estica Ad5-TLR5N*%5 (N592S 30 000).
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TLRS5 protein o¢ekivano je detektiran u svim uzorcima, a proteinska vrpca TLR5 se pojavljuje na
130 kDa. Proteinska vrpca oc¢ekivano se ne pojavljuje u neinficiranom uzorcima. Kao kontrola
koriSten je B-aktin ¢ija je ekspresija jednaka u svim eukariotskim stanicama. Proteinska vrpca

kontrole pojavljuje se nesto iznad 40 kDa $to potvrduje sveprisutnost proteina u svim uzorcima.
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5. RASPRAVA

KOPB je sustavni poremecaj kojeg karakterizira ireverzibilna opstrukcija dis$nih puteva nastala
kao posljedica kroni¢ne upale. Povezan je s izlaganjem duhanskom dimu, bas kao i rak pluéa.
Medutim, istrazivanja su pokazala da je KOPB najve¢i ¢cimbenik rizika za razvoj karcinoma pluca,
neovisno o statusu pusSenja. U svrhu odrzavanja homeostaze organizma vaznu ulogu imaju
regulacija imunosnog odgovora kao i regulacija same upalne reakcije. Bitnu ulogu u pokretanju
urodene imunosti imaju receptori TLR tako Sto prepoznaju patogenu pridruzene slijedove i
pokrecu odgovarajuée signalne puteve u domaéinu kao antimikrobni odgovor (Aderem i Ulevitch,
2000, Akira i sur. 2001).

Dosadasnja istraZivanja laboratorija u kojem je izraden ovaj diplomski rad pokazala su da su
odredene mutacije unutar gena koji kodiraju za receptore TLR i molekula koje sudjeluju u
prijenosu signala povezane s karcinomom plu¢a i KOPB-om i da ih je potrebno funkcionalno
opisati. Jo$ neobjavljeni rezultati ukazuju da su mutacije smjeStene u genu koji kodira za receptor
TLRS povezane s karcinomom pluca i opstrukcijom protoka zraka. Cilj ovog diplomskog rada bio
je konstruirati replikacijski defektne adenovirusne vektore uvodenjem gena za TLR5™ i TLR5N®925
u okosnicu adenovirusa tipa 5 koji bi zatim omogucéio unos tog gena u modelni organizam, u ovom

slu¢aju humane stanice pluc¢a, A549, WI38, H1299.

Kloniranje gena je tehnika koja omogucuje amplifikaciju i prenoSenje zeljenog gena iz jedne
stanice u drugu, a ukljucuje umetanje fragmenata strane DNA u vektor koji se moZe autonomno

replicirati u stanici domacinu.

U ovom diplomskom radu, u svrhu dobivanja rekombinantne DNA molekule, slijed DNA koji
kodira gen za receptor TLR5™ i TLR5N>®Z [igiran je u linearizirani vektor pShuttle-CMV.

U svrhu konstrukcije rekombinantnog Ad5-TLR5 virusa manipulacijom Ad5 genoma kao
plazmida u bakteriji Escherichia coli homolognom rekombinacijom, koristio se bakterijski soj
BJ5183. Rekombinacijska u¢inkovitost BJ5183 stani¢ne linije povecava stabilnost izvangenomske
DNA u bakterijama jer su neke nukleaze inaktivirane $to omogucuje dulje zadrzavanje DNA u
stanicama, a zatim i povecanje uc¢inkovitosti homologne rekombinacije. Stani¢na linija BJ5183 s
ugradenim genomom Ad-5 koji sadrzi slijedove komplementarne slijedovima vektora pShuttle-
CMV s ugradenim genom koji kodira za receptor TLR5 transformirana je postupkom

elektroporacije. Smatra se kako uporaba elektroporacije i velike kolicine DNA povecava
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uspjesnost transformacije bakterija Sto rezultira i zasi¢enjem nukleaza Sto povecava vjerojatnost

homologne rekombinacije.

U svrhu prijenosa genetskog materijala konstruiran je adenovirusni vektor koji je morao
zadovoljiti uvjet visoke u¢inkovitosti prijenosa gena i kontroliranu ekspresiju gena koji kodira za

divlji tip receptora TLRS, kao i geneticke varijante receptora TLR5, N592S.

Adenovirusni vektori jedni su od prvih vektorskih sustava ikada razvijenih (Campos i Barry 2007).
Zarazavanjem ciljnih stanica adenovirusnim vektorima, adenovirusi omogucéuju prolaznu

ekspresiju ugradenog gena u ciljnim stanicama (Nielsen i Maneval 1998).

U ovom diplomskom radu umnozeni su adenovirusni vektori Ad5-TLR5™ i Ad5-TLR5N%9% y
stani¢noj liniji HEK-293 te potom procisceni ultracentrifugiranjem u gradijentu cezijevog klorida.
Metoda procis¢avanja virusnih Cestica u gradijentu gustoce cezijevog klorida najcesce je koriStena
metoda, a danas se u tu svrhu koristi 1 metoda afinitetne kromatografije kojom se procis¢avaju

proteini, a primjena takve metode omogucuje jos visi stupanj ¢istoce (Wu i Ataai 2000).

Prema gore navedenim podacima uspjesno je provedeno kloniranje gena za TLR5"! i TLR5N>%2
vektor pShuttle-CMV kao i konstrukcija replikacijski defektnog adenovirusnog vektora
uvodenjem gena za TLR5™ i TLR5N%%25 y okosnicu adenovirusa tipa 5. Uspjesnost eksperimenta
takoder potvrduje i unos gena za TLR5™i TLR5N*2S y humane stanice pluéa, A549, WI38, H1299

koji je potvrden western analizom.

Znacaj ovih rezultata je u tome §to ¢e omoguciti daljnje funkcionalne analize varijanti gena za koje
je pokazano da su povezane s osjetljivos¢u na razvoj KOPB-a i karcinoma pluca. Prije svega,
omogucit ¢e se olak$ani unos strane DNA u stani¢ne modelne sustave i na taj nacin omoguciti
testiranje efikasnosti prijenosa signala putem stimulacije divljeg i mutiranog tipa receptora TLR5.
Nadalje, proizvedeni adenovirusni konstrukti biti ¢e neophodni i za unos DNA u humane
monocitne stanice THP-1, dobivene iz pacijenata s akutnom mijeloi¢nom leukemijom, za potrebe
ispitivanja utjecaja prisutnosti mutacije na ekspresiju kostimuliraju¢ih molekula na povrSini

stanice.

Za zakljuciti je da na Sirok spektar koriStenja adenovirusnih vektora ukazuju brojna istrazivanja u

kojima su isti konstruirani i koriSteni u svrhu zarazavanja ciljnih stanica.
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Tako su svojim istrazivanjem Chartier i sur. (1996) pokazali da se rekombinantni adenovirusni
genomi modificirani u obje regije E1 1 E3 mogu ucinkovito generirati i da je njihova izolacija u
obliku cistih virusnih Cestica zajamcena u transfektiranim 293 stanicama. Ekspresiju proteina
dokazali su postupkom radioimunoprecitacije za prethodno transfecirane stani¢ne linije 293
i A549.

Nadalje, istraZivanja koja su proveli Jaras i sur. (2007) usmijerila su se na napredak i potencijalne
buduce aplikacije prijenosa adenovirusnih Cestica u ljudske primitive hematopoetske stanice i
stanice leukemije. Njihovim istrazivanjem opisana je konstrukcija adenovirusnog vektora
metodom pAdEasy koja je koriStena i detaljno opisana i u ovome diplomskome radu.

Kona¢no, Neering i sur. (1996) u svojemu su radu ispitali sposobnost rekombinantnih
adenovirusnih vektora za transdukciju ljudskih hematopoetskih stanica. Adenovirusni konstrukti
umnozeni su u stanicama 293 te potom procis¢eni u gradijentu cezijevog klorida. Svojim
istrazivanjem zakljucili su izmedu ostaloga i da su rekombinantni adenovirusi uc¢inkovito sredstvo

za prolazno eksprimiranje gena u primitivnim humanim hematopoetskim stanicama.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu uspjesno su konstruirana dva adenovirusna vektora uvodenjem gena za
TLR5M i TLR5N*25 i okosnicu adenovirusa tipa 5. Nadalje, adenovirusni konstrukti posluzili su
za infekciju humanih stanica pluca, preciznije stani¢nih linija A549, WI38, H1299. U svrhu
dokazivanja funkcionalnosti izradenih adenovirusnih konstrukata, tj. uspjeSnosti infekcije
provedena je metoda western blot kojom se uspje$no dokazala ekspresija TLR5 u humanim
stanicama pluca $to je dokaz kako se adenovirusni konstrukti mogu Koristiti kao vektori za unos
gena u stani¢ne linije koje je teSko transfecirati. Takoder, izradeni adenovirusni konstrukti
omogucit ¢e daljnja ispitivanja funkcionalnosti prijenosa signala putem receptora TLRS, kao 1
ispitivanja interakcije proteina TLR5 s drugim signalnim molekulama nakon aktivacije

specificnim ligandom.
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