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Kemoterapija se koristi za lijeCenje tumora, ali Cesto dolazi do razvoja otpornosti
stanica tumora. Razvoj otpornosti tumorskih stanica na protutumorske lijekove moze
dovesti do promjena u ekspresiji receptora za adnovirus tipa 5 (Ad5), kao i do
promjena u ekspresiji transgena unesenog s Ad5 vektorom. Istrazili smo postoji li
razlika u Ad5—-posredovanoj ekspresiji transgena izmedu stanica karcinoma grkljana
Covjeka (HEp?2) i stanica VK2 otpornih na vinkristin, nastalih od HEp2 stanica. Mjerili
smo ekspresiju transgena divljeg tipa Ad5wtRSVpgal, AdSA639RSVBgal s kratkim
vlaknom koji ulazi u stanice neovisno o primarnom receptoru CAR (coxsackie i
adenovirus receptor), te ADSRGD4CRSV(gal preusmjerenog na a,-integrine. Zapazili
smo 4,5 puta povecanu ekspresiju transgena unesenog pomocu Ad5wtRSVBgal i
Ad5RGD4CRSVBgal unesenog transgena u VK2 u odnosu na HEp2 stanice, dok je
za Ad5A639RSVBgal ta razlika bila 10 puta. Izmjerili smo razlike izmedu HEp2 i VK2
stanica u ekspresiji Ad5 receptora na povrsini stanica, ali te razlike nisu odgovorne
za primijecenu poveéanu Ad5-posredovanu ekspresiju transgena u VK2 stanicama.
Vezanje i intenalizacija AdSwtRSVBgal je 25-30% odnosno 15-30% manje u VK2
nego u HEp2 stanicama. Konacno, Ad5wtCMVBgal koji se razlikuje od
Ad5wtRSVBgal samo u promotoru pod kojim je transgen, je pokazao jednaku
ekspresiju transgena u HEp2 i VK2 stanicama. ZakljuCili smo da je povecana
Ad5wtRSVBgal-posredovana ekspresija trangena u VK2 stanicama posljedica
povecane aktivhosti promotora RSV. NasSi rezultati pokazuju: (i) otpornost na
protutumorske lijekove moze biti poprac¢ena promjenama u aktivnosti promotora i (ii)
pravilan izbor promotora moze doprinijeti smanjenju doze vektora potrebne za
postizanje terapijskog u€inka tijekom genske terapije tumora.
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1. UVOD

1.1. Tumori

Tumor je naziv za bilo koju nakupinu stanica koja se nekontrolirano dijeli (Alberts
i sur. 2002). Neki tumori nastaju zbog nasljednih mutacija, no vecina ih nastaje zbog
utjecaja karcinogenih tvari iz okoliSa (kemijski, fizikalni ili virusni agensi) ili greSaka u
kopiranju i popravku gena u tjelesnim stanicama. Osnovno obiljezje tumorskih
stanica je gubitak kontrole rasta i diobe. Cesto je to poslijedica mutacija gena
odgovornih za kontrolu stani¢nog ciklusa, $to sprje€ava zaustavljanje stanica u G1
fazi i dovodi do gomilanja stanica, koje u sebi nose promjene, razne kromosomske

aberacije i mutacije (Kralj i sur. 2003).

1.1.1. Tumori glave i vrata

Tumori glave i vrata su relativno Cesti, a broj im je u porastu zbog danasnjeg
nacina zivota, prvenstveno konzumacije alkohola i puSenja. NajceSce se lijeCe
kirurSkim uklanjanjem ili radioterapijom, a €esto i kombinacijom ova dva pristupa.
Kemoterapija se u tumorima glave i vrata uglavnom koristi nakon operativhog
zahvata, samostalno ili u kombinaciji s radioterapijom. Specificnost tumora u ovom
podrucju je blizina osjetljivin dijelova tijela. Tumori vrata se nalaze blizu velikih
krvnih Zila odgovornih za opskrbljivanje glave krvlju, ¢ime ugrozavaju opskrbu
mozga krvlju ili prijete prodiranjem i trganjem krvnih Zila. Osim toga, na malom se
podruCju nalaze i osjetljive strukture diSnog i probavnog sustava, tkiva osjeta i
mozak. U straznjem se dijelu vrata nalazi kraljeSnica s lednom mozdinom, koja je

vrlo osjetljiva na visoke doze zraCenja (Ganly i Kaye 2000).

1.1.2. Kemoterapija tumora glave i vrata

Kemoterapija tumora glave i vrata moze ukljuCivati jedan citostatik npr.
metotreksat ili kombinaciju viSe citostatika, npr. cisplatina-5-fluorouracil. Terapija
kombinacijom viSe citostatika povec¢ava ukupni odgovor na terapiju za 30—-40%, u
usporedbi s terapijom jednim citostatikom ¢&iji odgovor na terapiju iznosi 10-20%. No

preZivljenje je u oba slu€aja jednako (srednje prezZivljenje tijekom 6 mjeseci). U
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klinickom pokusu, kojeg je provela Europska udruga za istrazivanje i terapiju tumora
EORTC (engl. European Organisation for Research and Treatment of Cancer), 382
pacijenta s ponovljenim metastaziranim tumorom glave i vrata, koji do tada nisu
primali kemoterapiju, tretirano je kombinacijom CABO (cisplatina, metotreksat,
bleomicin i vinkristin), kombinacijom cisplatine i fluorouracila ili zasebno cisplatinom
ili fluorouracilom. Najbolji odgovor na kemoterapiju je zabiljiezen s CABO (34%) i
kombinacijom cisplatina-fluorouracil (31%), $to je bilo bolje od odgovora
zabiljeZzenog samo terapijom s cisplatinom (15%). Medutim, ponovno nije bilo razlike
u prezivljenju pacijenata u periodu od 6 mjeseci u kojima nije doslo do progresije
bolesti (engl. progression free survival) i ukupnom prezivljenju izmedu spomenutih

tretmana (Ganly i Kaye 2000).

Svi spomenuti kemoterapeutici za lijeCenje tumora glave i vrata djeluju
neselektivno, odnosno koce proliferaciju svih stanica u tijelu koje brzo proliferiraju,
C¢ime uzrokuju neugodne nuspojave. Nedostatak kemoterapeutika je u tome, Sto
tumorske stanice mogu razviti otpornost i time onemoguciti daljnju primjenu istog
kemoterapeutika. Prema tome, neophodno je razviti nove pristupe lijec¢enju tumora.
Jedan od novih pristupa lijeCenju tumora je i genska terapija. Kao i svaki novi pristup
lije€enju, za oCekivati je kako ¢e genska terapija biti prvo koriStena u pacijentima
kod kojih je doSlo do recidiva, odnosno kod pacijenata koji su prethodno bili lijeCeni
kemoterapeuticima i kod kojih je moglo doéi do razvoja otpornosti na neki od

prethodno upotrijebljenih citostatika (Ganly i Kaye 2000).

1.1.3. Vinkristin

Vinkristin je spoj izdvojen iz lis¢a zimzelene biljke Catharanthus roseus (slika 1),
koja raste na Madagaskaru. Catharanthus roseus je zimzelena trajnica koja naraste
do 80 cm visine. Cvjetovi su lako prepoznatljivi, imaju 5 latica, ruziCaste boje,
medutim postoje i sorte crvenih, bijelih i ljubi€astih boja. Kroz povijest, bilka se
koristila za cijeli niz bolesti, zbog svojih ljekovitih svojstava (npr. na Havajima se
koristila za zaustavljanje krvarenja, u srednjoj Americi za ublazavanje tegoba s

grlom i disanjem i sl.) (Nayak i Pinto Pereira 2006).
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Slika 1. Catharanthus roseus (preuzeto s www.ntbg.org)

Vinkristin (slika 2.) je spoj (CssHssN4O10), dimeri€ni alkaloid molarne mase

824,958 g/mol, netopljiv je u vodi.

&)

Slika 2. Molekula vinkristina (C4sHs6N4010)

Vinkristin se upotrebljava sam ili u kombinaciji s drugim citostaticima u lijecenju
niza tumorskih bolesti, kao $to su akutna limfoblasti¢na leukemija, sarkom, Wilmsov
tumor, limfom, neuroblastom, tumor dojke, tumor plu¢a, a kao $to je prethodno
reCeno i u terapiji tumora glave i vrata. Koristi se viSe od 50 godina, a daje se
intravenozno (Noble 1990, Gidding i sur. 1999). Od nuspojava najvaznije je
spomenuti neurotoksiCnost. Vinkristin se akumulira u stanicama, pa omjer
unutarstani¢ne i izvanstani¢ne koncentracije moze biti vrlo visok (Gidding i sur.
1999).
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Vinkristin uzrokuje depolimerizaciju mikrotubula, koji predstavljaju vazne dijelove
citoskeleta u stanici. Mikrotubuli se sastoje od heterodimera a i B tubulina i uklju¢eni
su u regulaciju proliferacije, diferencijacije i programirane stani¢ne smrti, odnosno
apoptoze u stanici. Sastoje se od 13 paralelnih protofilamenata. Podjedinice a i 8
tubulina postoje u nekoliko izoformi i podlijezu razli€itim posttranslacijskim
modifikacijama. Mikrotubuli se nalaze u stanju dinamicke nestabilnosti i ravnoteze,
stalno se polimeriziraju i depolimeriziraju. Vinkristin u najnizoj ucinkovitoj
koncentraciji inhibira funkciju mikrotubula time Sto inhibira dinamiku dodavanja i
gubitka tubulina na krajevima mikrotubula i na taj nacin stabilizira duZinu
mikrotubula. To ima antimitoticki ucinak i uzrokuje zastoj u metafazi mitoze.
Dinamika mikrotubula odgovorna je za prijelaz stanice iz metafaze u anafazu mitoze
(Jordan i sur. 1991, Gidding i sur. 1999).

1.1.3.1. Mehanizmi otpornosti tumora na vinkristin

Do danas je otkriveno viSe mehanizama otpornosti tumorskih stanica na

vinkristin koji mogu biti istovremeno prisutni, a najéeSc¢a dva su:

» MDR fenotip (engl. multidrug resistant phenotype, fenotip za koji se vjeruje
kako je glavni uzrok otpornosti malignih hematoloSkih bolesti na lijekove)
moze nastati zbog povecCane aktivhosti membranskog P-glikoproteina (Pgp,
180 kDa) ili nekog drugog od 10 poznatih ¢lanova obitelji ABC (engl. ATP-
binding cassette) transportnih proteina (Kvackajova-Kisucka i sur. 2001). To
su energetski ovisne pumpe koje izbacuju vinkristin iz stanice. Stanice s
MDR fenotipom pokazuju kriznu otpornost na druge citostatike prirodnog
porijekla i neke njihove polusintetske derivate kao Sto su Vinca alkaloidi,
aktinomicin D, antraciklini (doksorubicin, daunorubicin), epipodofilotoksini,
taksani i kolhicin (Gidding i sur. 1999).

» Mutacije u o i B tubulinima koje uzrokuju povecanu stabilnost mikrotubula
smanjenjem afiniteta za vezanje vinkristina ili naruSavanjem ravnoteze

izmedu slobodnog i polimeriziranog tubulina (Gidding i sur. 1999).
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U klinicCkom lijeCenju se za dokidanje otpornosti tumora na vinkristin naj¢esce
primjenjuju modulatori verapamil i ciklosporin A koji inhibiraju P-glikoprotein
(Gidding i sur. 1999).

1.2. Genska terapija

Koncept genske terapije temeljen je na ideji kako se odredena bolest, koja je
posljedica jednog nefunkcionalnog gena, moze izlijeciti ubacivanjem i ekspresijom
funkcionalne kopije tog gena u stanicu. lako je ideja genske terapije bila lijeciti
monogenske bolesti, brzo je doslo do razvoja genske terapije sa svrhom lijeCenja
krvoZilnih i neurodegenerativnih bolesti, vakcinacije i konacno razvoja genske
terapije tumora (Anderson 1998). Stoga se genska terapija definira kao prijenos
genskog materijala u stanicu s cillem postizanja terapijskog ucinka, bilo korekcijom

prisutnog poremecaja ili unosom u stanicu neke nove funkcije.

1.2.1. Genska terapija tumora

Genska terapija tumora se pojavila kao poku$aj prevladavanja nedostataka
klasi¢ne terapije, odnosno kirurgije, kemoterapije i zraCenja. Nedostaci klasi¢ne
terapije tumora proizlaze iz karakteristika samih tumorskih stanica. Neki tumori
teSko su dostupni ili se dijagnosticiraju u poodmakloj fazi bolesti, nakon sto je ve¢
doSlo do formiranja metastaza, ¢ime operativni pristup postaje neucinkovit. Tumori
su izrazito heterogeni i genski vrlo nestabilni. Posljedica toga je razvoj otpornosti na

spojeve koji se koriste u lije€enju tumora (Lonning 2004).

1.2.2. Pristupi genskoj terapiji tumora

Dva su osnovna naCina unosSenja genskog materijala u ciljnu stanicu, a to su
nevirusni i virusni. Nevirusni prijenos gena podrazumijeva prijenos plazmidne DNA
(koju moZzemo zvati i nevirusnim vektorom, vektor = prenositelj genskog materijala)
u stanicu uz pomo¢ kemijskih i fizikalnih metoda. Djelotvornost nevirusnog unosa je

znaCajno manja od virusnog, a posljedica je prvenstveno postojanja brojnih
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prepreka na koje strana DNA nailazi na putu od mjesta primjene do jezgre ciline
stanice (Wiethoff i Middaugh 2003).

U slu€aju, kada se za prijenos gena Koriste virusi, tada govorimo o virusnom
prijenosu gena, a viruse Kkoji se pri tome upotrebljavaju nazivamo virusnim
vektorima. Virusi su prirodno nastali, u€inkoviti prenositelji genskog materijala (DNA
il RNA) u stanicu domacina. Virusni vektori koji se koriste u laboratoriju i u klini€kim
pokusima temelje se na RNA ili DNA virusima. Istovremeno, neke od prednosti
virusnih vektora mogu biti i njihovi nedostaci, pa virusni vektori koji se ugraduju u
genom ciljne stanice omogucuju produljenu ekspresiju unesenog gena, no u isto
vrijeme ta ugradnja predstavlja opasnost zbog moguénosti insercijske mutageneze
(Majhen i Ambriovi¢-Ristov 2006).

Priblizno 24% klini€kih ispitivanja u genskoj terapiji danas kao vektore koristi
adenoviruse i vecina njih je usmjerena na terapiju tumora (Wiley Database, 2012;

http://wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/).

1.3. Adenovirusi

Adenovirusi su prvi puta opisani polovinom 20. stolje¢a (Slika 3), a od tada se
intenzivno istrazuju. Njihov genom ¢ini dvolanana DNA, nemaju ovojnice, a
pripadaju u porodicu Adenoviridae. U prirodi nalazimo 51 tip ljudskih adenovirusa, a
podijeljeni su u 6 grupa (A-F), dok se grupa B dijeli u podgrupe B1 i B2. Adenovirusi
iz podgrupe B1, te grupe C i E, uglavhom uzrokuju infekcije diSnog sustava, grupe
B, D i E infekcije oka, grupe A i F infekcije probavnog sustava, dok podgrupa B2

inficira bubrege i mokrac¢ne putove (Russell 2000).

Adenovirus tip 5 (Ad5) iz grupe C najceSce se Koristi kao temelj za konstrukciju

vektora za gensku terapiju.
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Slika 3. Struktura adenovirusne Cestice (preuzeto iz Russell 2009)

1.3.1. Strukturai genom Adenovirusatip 5

Virioni Ad5 su promjera 70 — 90 nm, bez ovojnice i pravilnog ikozaedarskog
oblika. Genom im ¢ini linearna dvolanana DNA molekula, veli€ine otprilike 35 kb
(Sugarman i sur. 2003), Sto ih smjeSta u skupinu srednje velikih medu DNA
virusima. Genom na svojim krajevima ima obrnuto ponavljaju¢e sljedove (engl.
inverted terminal repeat, ITR) velicine 103 para baza, Sto vrijedi i za ostale
adenoviruse tipa 5 (Wold 1999), a na 5' krajevima vezan je terminalni protein koji
sluzi kao pocetnica (Davison 2003). U jezgri se, osim molekule DNA, nalaze i
proteini pV, pVI, Mu te protein pVIl, koji je sli€an histonima. Genom se sastoji od
Sest ranih (E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4), jedne kasne transkripcijske jedinice i Cetiri
intermedijarne transkripcijske jedinice (IVa2, 1X, VAI, VAIl). Nakon ulaska virusa u
stanicu, te virusne DNA u jezgru, prvo zapocinje transkripcija gena rane E1A
transkripcijske jedinice. Proteini, koji nastaju, glavni su regulatori transkripcije, ali

imaju i sposobnost transaktivacije ostalih adenovirusnih gena. Proteini nastali
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transkripcijom gena E1B transkripcijske jedinice sudjeluju u ko€enju apoptoze. E2
transkripcijske jedinica adenovirusnog genoma sadrZzi gene za proteine Kkoji
sudjeluju u DNA replikaciji (DNA polimeraza, DNA vezujuéi protein i terminalni
protein). E3 transkripcijska jedinica genoma sadrzi gene koji kodiraju proteine koji
omogucavaju adenovirusnoj Cestici izbjegavanje stani¢nog odgovora na infekciju.
E4 transkripcijske jedinica sastoji se od gena koji kodiraju proteine koji imaju utjecaj
na transkripciju, transport mRNA te modulaciju DNA replikacije i apoptoze. Geni
kasne transkripcijske jedinice su geni koji se prepisuju s glavnog kasnog promotora
(MPL, engl. major late promoter), a kodiraju strukturne proteine kapside (Majhen i
Ambriovi¢-Ristov 2006).

Kapsida adenovirusa se sastoji od 252 kapsomere, od toga su 240 heksoni i 12
pentoni. Kapsida sadrzi i proteine pllla, pVI, pVIIl i pIX. Na svakom od 12 vrhova
ikozaedra nalazi se baza pentona okruzena s 5 heksona, koji ujedno predstavljaju i
sredista nakupljanja proteina, a s obzirom na njihovu koli€inu i izlozenost, odreduju
antigenska svojstva virusa. 1z srediSta baze pentona strSi vlakno sli¢no anteni (engl.
fiber) (Rux i Burnett 2004).

Kapsomere heksoni su pseudoheksagonalni trimeri smjesteni na 20 ploha
ikozaedarske kapside. Kapsida sadrzi 240 heksona, koji su zbog razliCitog
razmjesStaja podijeljeni u 4 vrste (H1, H2, H3 i H4). 60 H1 heksona povezuje se s
pentonima u 12 vrhova i nazivaju se i peripentonalnim heksonima. Ostali heksoni su
oznaCeni u grupama od devet (engl. groups of nine, GONs) na 20 stranica
Ikozaedra, i1 dalje se definiraju kao H2 (na dvostrukoj osi), H3 (ha trostrukoj osi) i

ostatak je oznacen kao H4 (Russell 2009).

Kapsomere pentoni su kovalentno vezani kompleksi dva proteina,
homopentamerne baze pentona i homotrimernog proteina vlakna koje strSi iz 12

vrhova ikozaedra (Russell 2009).
Vlakno se dijeli na tri, strukturno i funkcionalno razliite domene:
» N kraj proteina kojim je vlakno nekovalentno vezano za bazu pentona,

» C kraj proteina koji se omata u globularnu domenu nazvanu glava (engl.
head ili knob) odgovornu za vezanje virusa na coxsackie adenovirus receptor
(CAR),
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» srediSnji dio vlakna, drzak (engl. shaft), koji udaljava glavu vlakna od
povrsine viriona i koji je kod Ad5 sastavljen od 22 pseudoponavljaju¢a motiva
(Shayakhmetov i sur. 2000).

Protein vlakna je trimer, a glava vlakna ima oblik trokrilnog propelera (Xia i sur.
1994).

SuseweRey

rep drzak o
glava

Slika 4. Protein vlakna (preuzeto: Majhen, Ambriovi¢—Ristov 2006)

Adenovirusi, za razliku od stanica, ne sadrze membrane niti lipide pa su stabilni

u otapalima poput etera i etanola.

1.3.2. Infekcija Adenovirusatipa 5

Infekcija Ad5 zapocinje vezanjem glave vlakna na protein na povrsini stanice,
koji se zbog uloge u infekciji dvama virusima naziva coxsackie — adenovirus
receptor (CAR) (Bergelson i sur. 1997, Tomko i sur. 1997, Roelvink i sur. 1999).

Slika 5. Vezanje adenovirusa na povrsinu stanice
(preuzeto: http://www.krackeler.com/products/fid/2862)
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Nakon uspostave interakcije vlakno — CAR, dolazi do savijanja dr§ka vlakna $to
omogucuje interakciju izmedu RGD (arginin — glicin — asparaginska kiselina) slijeda
u bazi pentona i integrina na povrsini stanice, $to omogucuje internalizaciju virusa u
stanice (Wickham i sur. 1993, Stewart i sur. 1997, Nemerow i Stewart 1999, Meier i
sur. 2002). Povezivanje glave vlakna s molekulom CAR, visokog je afiniteta u
usporedbi s interakcijom baze pentona s integrinima (Majhen i Ambriovic—Ristov
2006).

Integrini se nalaze na povrSini stanice i vezu se na proteine izvanstani¢nog
matriksa, ali i za druge stanice. Vezanje integrina pokre¢e niz unutarstaniCnih
signalnih putova. Imaju kljuénu ulogu u imunoloskom odgovoru, homeostazi, razvoju
organizma, ali i nastanku tumora (Hynes 2002). Do sad je poznato 18 o i 8 B
podjedinica, te njihovim kombinacijama nastaje 24 razliCitih heterodimera integrina
(Barczyk 2009). Integrini o sudjeluju u vezanju razli€itih proteina izvanstani¢nog
matriksa na povrSinu stanice, primjerice, fibronektina, vitronektina, fibrinogena, koji

sadrze RGD motiv.

integrini

Slika 6. Internalizacija adenovirusa u stanicu
(preuzeto: http://www.krackeler.com/products/fid/2862)

Interakcija Ad5 pentona i integrina oy, aktivira niz signalnih molekula koje pokrecu
reorganizaciju mikrotubula citoskeleta ¢ime zapoc€inje internalizacija adenovirusa
(Russell 2009). U vecini sluCajeva radi se o klatrinom posredovanoj endocitozi
(Meier i Greber 2004), iako postoji mogucénost da adenovirus koristi i neke ne-klatrin
posredovane putove endocitoze kao na primjer endocitozu posredovanu masnim

uklopinama (engl. lipid rafts) (Ashbourne i sur. 2003). Istodobno s ulaskom
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adenovirusa u stanicu, dolazi do poticanja makropinocitoze koja nije toliko vazna za
ulazak adenovirusa u stanicu koliko za oslobadanje virusne Cestice iz endosoma u
citoplazmu. U oslobadanje AdS iz endosoma uklju€en je i integrin a,8s (Majhen i sur.
2009, Wickham i sur. 1993). Adenovirus se oslobada iz endosoma, veze se na
mikrotubule u citoplazmi stanice, te nastavlja putovanje prema jezgri, u koju ulazi
prolazeci kroz kompleks jezgrinih pora (Meier i Greber 2004).

Adenovirusi inficiraju viSe vrsta stanica koje eksprimiraju CAR (npr. stanice srca,
gusteraCe, testisa i prostate). Ukoliko stanice imaju slabu ili skoro odsutnu
ekspresiju CAR, stanice se tesko inficiraju (npr. endotelne stanice, stanice glatkih i
skeletnih misi¢a, mozdane stanice, diferencirane stanice epitela diSnog sustava,
hematopoetske stanice, dendriticne stanice). Raspodjela CAR ne mora biti jednaka
unutar nekog tkiva, npr. CAR se nalazi na bazolateralnoj strani stanica epitela
diSnog sustava. Zanimljivo je da barijeru adenovirusima predstavlja i prisutnost

glikokaliksa na apikalnoj strani tih stanica (Russell 2009).

Poveéanom ekpresijom CAR receptora, povecava se Ad5 transdukcija.
Ekspresija CAR se moZe mijenjati i razliCitim agensima, a medu ostalima i

citostaticima kao $to je cisplatina (Hemminki 2003).

1.3.3. Adenovirusi kao vektori za prijenos gena

Adenovirusne vektore za prijenos gena mozemo podijeliti u Cetiri generacije, a

svaka slijede¢a ima sve maniji broj adenovirusnih gena.

1.3.3.1. Replikacijski defektni adenovirusi

Prva generacija adenovirusnih vektora ima uklonjeno E1 podru¢je genoma ¢ime
se onemogucila replikacija virusa, te je tako dobiven replikacijski defektan
adenovirus. Cesto je uklonjeno i E3 podrugje virusnog genoma koje nije esencijalno
za replikaciju, ali je ujedno stvoreno i mjesto za ugradnju do 7,5 kb strane DNA.
Replikacijski defektni adenovirusi umnazZaju se u stanicama bubrega embrija
Covjeka (engl. Human Embryonic Kidney 293 cells, HEK-293) koje in trans

eksprimiraju gene E1 regije. Medutim, adenovirusi prve generacije imaju i
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nedostatak, zato $to nemaju potpuno zaustaviljenu transkripciju preostalih virusnih
gena, $to uzrokuje imunoloski odgovor domacina. Vecina ljudske populacije je, u
odredenom dijelu svojeg Zivota, bila zarazena adenovirusima, te ljudi u organizmu
vec imaju specifiCna protutijela za adenoviruse koja spreCavaju uspjesan ponovljeni

unos adenovirusa (Amalfitano i sur. 1998, Lusky i sur. 1999, Schiedner i sur. 1998).

Slijedeée generacije adenovirusnih vektora nastale su izbacivanjem dodatnih
gena iz adenovirusnog genoma. Time se oslobada viSe mjesta za ugradnju strane
DNA, no istovremeno se pojavljuje potreba za stanicama koje komplementiraju
uneseni nedostatak. U drugoj i treCoj generaciji vektora, izbaCeni su osim E1, E2 i
E4 geni, ¢ime se smanjuje imunogenicnost vektora. Prednost ovih vektora je i
smanjena toksi¢nost i produljena in vivo ekspresija gena koje unose (Majhen i
Ambriovic¢-Ristov 2006).

Cetvrta generacija vektora (engl. ,high capacity* ili ,gutless® vektori) ima
uklonjene sve adenovirusne gene koji kodiraju proteine. Ovi vektori imaju samo ITR
sljedove i pakirajuci signal, a mogu ugraditi i do 37 kb strane DNA. Medutim, kako bi
ih se wumnozilo, potrebno je koristiti pomocniCke viruse i odgovarajuce
komplemetiraju¢e stanice. Tijekom pripreme ovih vektora, bitno je odvojiti sve
pomocniCke viruse od samih vektora sto produljuje vrijeme trajanja procesa, ali i

smanjuje koli€¢inu dobivenog vektora (Majhen i Ambriovi¢-Ristov 2006).

Adenovirusi, nakon ulaska u stanice, ostaju episomalno i ne ugraduju se u
genom domacina, pa nema opasnosti od insercijske mutageneze (Lieber i sur.
1999). Adenovirusni vektori omogucuju samo prolaznu ekspresiju unesenog gena, a
to ne predstavlja problem u genskoj terapiji tumora, kojoj je cilj ubiti stanicu, pa je i

kratak period ekspresije unesenog gena dovoljan za postizanje zadanog cilja.

12
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1.3.3.2. Preusmjeravanje adenovirusa

Djelotvornost infekcije (odnosno transdukcije, kada se govori o adenovirusnim
vektorima) najvise ovisi o ekspresiji CAR na povrsini stanice (o ¢emu je ve¢ bilo
govora u poglavlju 1.3.2. Infekcija Ad5).

Vaznu ulogu u biodistribuciji adenovirusa ima protok krvi i struktura krvozilnog
sustava. Kupfferove stanice jetre imaju veliki kapacitet uklanjanja i degradacije
adenovirusa iz krvotoka, pa dolazi do nakupljanja virusnih Cestica u jetri, ali i
slezeni, srcu, plu¢ima, bubrezima, iako ta tkiva ne moraju imati najvecCu ekspresiju
CAR receptora (Smith i sur. 2002, Martin i sur. 2003, Schiedner i sur. 2003).

S obzirom kako transdukcija tumorskih stanica prvenstveno ovisi o ekspresiji
CAR, povecanje njegove ekspresije bi moglo imati pozitivan ucinak na transdukciju,
ali i na ishod genske terapije adenovirusnim vektorima (Majhen i Ambriovi¢-Ristov
2006).

Preusmjeravanje  adenovirusnih vektora mozZe biti transdukcijsko ili
transkripcijsko.  Transdukcijskim preusmjeravanjem pokuSava se povecati
transdukcija zeljenog tipa stanica. Najbolja strategija je dokinuti ovisnost o CAR
receptorima i u isto vrijeme omoguciti vezanje adenovirusa na novi receptor koji je
dobro eksprimiran na ciljnim stanicama (Einfeld i sur. 2001). Dva su nacina
transdukcijskog ciljanja adenovirusa: gensko (jednokomponentno) i fizicko ciljanje
(dvokomponentno). Gensko ciljanje predstavlja postupak genske modifikacije
adenovirusa, gdje se unosi novi ligand koji ¢ée prepoznati novi receptor, a
istovremeno moze onemoguciti vezanje na CAR. Za ovaj pristup, u genskoj terapiji
tumora, potrebno je pronaéi specificne receptore ili eksprimirane molekule
karakteristiCne iskljucivo za ciljne tumorske stanice. To se moze ostvariti metodom
otkrivanje faga (engl. phage display) kojom se bira fag iz kolekcije faga, koji na
povrSini ekprimiraju sluCajne kratke peptidne sljedove, koji se vezu na neku
izdvojenu molekulu (Pasgalini i sur. 2002). Rezultat ovakvog odabira je slijed koji se
specificno veZe na tu molekulu. Metoda se moze koristiti i za molekule koje se
nalaze na povrsini ciljnih stanica. Na ovaj nacin, mogu se odabrati peptidni sljedovi
in vitro (Nicklin i sur. 2000) i in vivo (Arap i sur. 1998). Tako odabrani sljedovi mogu
se ugraditi u jedan od adenovirusnih kapsidnih proteina, te ako pri tome zadrze

sposobnost vezanja na molekulu na kojoj su odabrani, preusmijeriti vezanje
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adenovirusa na tu molekulu (Nicklin i sur. 2001, Majhen i sur. 2006). Adenovirusi
imaju mjesto koje je vrlo pogodno za genske promjene, a to je HI-petlja proteina
vlakna. Ugradnja sljedova do 100 aminokiselina, koji su sadrzavali RGD peptid,
omogucila je vezanje RGD slijeda i integrina na povrsini stanice, a pri tome se nije
naruSila trodimenzionalna struktura proteina i njegova trimerizacija (Krasnykh 1998).
Hl-petlja se nalazi na povrsini glave vlakna, posjeduje odredeni stupanj fleksibilnosti
I nema ulogu u intramolekularnim interakcijama koje mogu utjecati na stabilnost

proteina vlakna (Krasnykh 2000).

Transkripcijsko ciljanje omogucava transkripciju, odnosno ekspresiju u zeljenom
tipu stanica, pri Cemu se ne mijenja tropizam adenovirusa ve¢ se samo ograniCava
ekpresija unesenog gena u stanicu. PostiZze se stavljanjem odabranog gena pod
kontrolu tumor specificnog promotora (Robson i sur. 2003). Medutim, malo je do
sada poznatih tumor specificnih promotora, a neki od njih koji su inace vrlo
specificni u svojoj prirodnoj lokaciji, mogu izgubiti specificnost dok su unutar
adenovirusnog genoma. Primjer za to je gubitak miSi¢ne specificnosti desminskog
promotora zbog pojaCivaCa E1 gena smjeStenog uzvodno i isprepletenog sa

signalom za pakiranje (Ambriovic i sur. 1997).

Osim transkripcijskog ciljanja, postoji i fiziCko ciljanje koje predstavlja metodu
vezanja adenovirusnih Cestica s bispecificnom molekulom koja s jedne strane ima
specificnost za protein vlakna i blokira vezanje na CAR receptor, dok s druge
strane ima specificnost prema nekoj molekuli i preusmjerava transdukciju
adenovirusnog vektora preko te molekule. Prednost ove metode je postojanje
velikog broja protutijela i liganada koji se mogu upotrijebiti za stvaranje bispecificne
molekule. Medutim, fizicko preusmjeravanje je zbog slozenije farmakodinamike i
kinetike dvokomponentnog preusmjeravanja neSto kompliciranije za izvedbu, pa se
Cini kako ¢e gensko ciljanje biti lakSe primjenjivo u genskoj terapiji tumora (van
Beusechem i sur. 2000, Hong i sur. 2003, Krasnykh i sur. 2001).

14



CILJ ISTRAZIVANJA

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Kemoterapija je lijeCenje tumora citotoksi¢nim lijekovima (citostaticima), te
predstavlja jedan od nacina lije€enja malignih tumora. Medutim, stanice tumora,
nakon izlaganja nekom citostatiku, ¢esto na njega postaju otporne. Razvoj
otpornosti tumorskih stanica prestavlja vrlo vazno ograniCenje u terapiji tumora.
Stoga se razvijaju novi pristupi lije€enju tumora, kao $to je na primjer genska
terapija. NajCeSce koriSten vektor za gensku terapiju tumora je adenovirus tipa 5
(http://wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/; Wiley Database, 2012).
Usporedbom djelotvornosti transdukcije Ad5 i/ili  ekspresije Ad5-unesenog
transgena, u literaturi nalazimo nekoliko primjera kako stanice otporne na citostatike
pokazuju povecanu djelotvornost transdukcije i/ili povec¢anu ekspresiju transgena u
usporedbi s roditeljskim stanicama (Ambriovi¢-Ristov i sur. 2004, Egami i sur. 2009,
Shirakava i sur. 2001).

Cilj ovog diplomskog rada je na modelu stanica karcinoma grkljana Covjeka
HEp2 te stanica otpornih na vinkristin VK2 koje su nastale izlaganjem HEp2 stanica
vinkristinu, istraziti uzrok poveéane ekspresije AdS5-unesenog transgena u VK2

stanice s obzirom na roditeljske stanice HEp2.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Osnovne kemikalije

- 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT, Sigma)

- Agaroza (Serva, Njemacka)

- Deionizirana voda (diH,0)

- DMSO (dimetilsulfoksid) (Kemika, Hrvatska)

- Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive podloge (engl. Dubbecco's
Modified Eagle's Medium, DMEM) (Invitrogen, Njemacka)

- EDTA (etilendiaminotetraoctena kiselina) (Kemika, Hrvatska)

- Etidijev bromid (Serva, Njemacka)

- Etilni alkohol (Kemika, Hrvatska)

- Glicerol (Kemika, Hrvatska)

- Glutaraldehid 24% (Sigma, Njemacka)

- K-fericijanid (Sigma, Njemacka)

- K-ferocijanid (Sigma, Njemacka)

- MgCl, (Kemika, Hrvatska)

- Orange G (Merck, Njemacka)

- Serum goveda (Invitrogen, Njemacka)

- Tripsin (Invitrogen, Njemacka)

- Vinkristin (Oncovin, SAD)

- X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-galaktopiranozid) (Sigma,

Njemacka)
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3.1.2. Materijal za metodu PCR
Pocetnice koriStene za lan€anu reakciju polimeraze u ovom radu su:

- pHIloopU (5'GTA ACATTG TCA AAG TTT AC3') (Dmitriev 1998),

- pHIloopD (5'GAT GTG GCA AAT ATT TCA TTA ARG3') (Dmitriev 1998),

- TagDNA-polimeraza (Fermentas, Litva),

- Pufer za reakciju PCR dolazi s TagDNA polimerazom (Fermentas, Litva),

- MgCl, dolazi s TagDNA polimerazom (Fermentas, Litva),

- 100 mM dNTP (deoksiribonukleotid-trifosfati) (Fermentas, Litva) se mijeSaju
tako da je svaki od Cetiri nukleotida (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) 25 mM.

3.1.3. Kompleti

U radu je koristen komplet reagensa DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, za

izdvajanje ukupne DNA iz stanica.

3.1.4. Stanic¢ne linije

U ovom su radu koriStene stanice karcinoma grkljana Covjeka (engl. Human
Laryngeal Carcinoma Cells, HEp2) (Invitrogen, USA) i stanice otporne na vinkristin,
VK2. Stanice VK2 dobivene su viSestrukim izlaganjem HEp2 stanica vinkristinu
koncentracije 0,05 uM tijekom 24 sata. Nakon prvog tretmana, stanice su ostavljene
da se oporave, te je za slijedecCe izlaganje upotrijebljena vec¢a koli€ina vinkristina.
Postupak je ponovljen vise puta, sve do koncentracije 0,4 uM. Stanice su zatim
klonirane te je izdvojen klon VK2 (Osmak, 1992). Stanice HEpZ2 i VK2 su uzgajane
kao jednoslojna kultura u hranjivoj podlozi DMEM uz dodatak 10% seruma goveda
(engl. Bovine serum, BS), DMEM-BS, pri 37°C u vlagom zasi¢enoj atmosferi s 5%
CO..

Prije koristenja VK2 stani¢ne linije u ovom radu, stanice su ponovo klonirane i
umnozene kroz 15 pasaza. Pomoc¢u MTT testa provjerena je njihova osjetljivost na
vinkristin, prilikom ¢&ega nije primijeCena promjena osjetljivosti. Osim toga,

usporedena je djelotvornost Ad5 transdukcije razliCitih pasaza, te nije primijecena
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promjena (ovaj rad). U prikazanim eksperimentima koriStene su stanice izmedu 5. i

13. pasaze.

3.1.5. Replikacijski defektni adenovirusi

Adenovirusni  vektori koristeni u ovom radu bili su Ad5wtRSVBgal,
Ad5RGD4CRSVBgal, Ad5A639RSVRgal i Ad5wtCMVBgal:

e Ad5wtRSVBgal je replikacijski defektan adenovirus, s transgenom (-
galaktozidazom ugradenim u E1 podruCje genoma, pod kontrolom RSV
promotora (engl. Rous Sarcoma Virus Promoter), dugog vlakna i bez
ugradenog preusmijeravajuceg motiva (zato u nazivu stoji divlji tip — wt (engl.

wild type), oznaCavajudi tip vlakna,

e Ad5RGD4CRSVfgal je adenovirus koji se od prethodnog razlikuje po motivu
za preusmjeravanje, RGDA4C, koji se nalazi u HIl-petlji proteina vlakna
adenovirusa, te koji omogucuje ovom virusu vezanje na ay integrine (Majhen i
sur. 2009),

e Ad5A639RSVBgal je virus kratkog vlakna, koji ulazi u stanice neovisno o
CAR receptoru. U drSku proteina vlakna nalazi se, umjesto 22 § ponavljanja,

samo 8 B ponavljanja (Ambriovié¢-Ristov i sur. 2003),

e Ad5wtCMVBgal (dobiven od prof. M. Eloit, Veterinarski fakultet, Maisons-
Alfort, Francuska) je gotovo identi¢an virusu Ad5SwtRSVfgal, ali ima transgen
B-galaktozidazu u E1 podruc¢ju genoma pod kontrolom CMV promotora (engl.

Cytomegalovirus Promoter) umjesto RSV promotora.

Svi virusi su konstruirani, namnozeni, procCiS¢eni i titrirani u Laboratoriju za
genotoksi¢ne agense, Institut Ruder Boskovi¢ (Ambriovi¢-Ristov i sur. 2003, Majhen
i sur. 2009).
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Tablica 1.: Prikaz koristenih adenovirusa s njihovim karakteristikama

Adenovirus Promotor Vlakno Preusmjel.'avaju(:i
motiv
Ad5wtRSVpgal RSV Dugacko -
Ad5RGD4CRSVfgal RSV Dugacko RGD4C
Ad5A639RSVBgal RSV Kratko -
Ad5CMVpgal CMV Dugacko -

3.1.6. Protutijela

Za odredivanje ekspresije povrSinskin molekula na stanicama, te odredivanje
vezanja adenovirusa metodom proto¢ne citometrije koristena su slijede¢a primarna

miSja monoklonska protutijela:

- za Pz integrin: 23C6 (Pharmingen, SAD),

- za a,Bs integrin: P1F6 (Chemicon, Njemacka),

- za o integrine: 272-17E6 (Merck, Njemacka),

- za CAR (engl. Coxsackie adenovirus receptor): RmcB (Upstate Cell
Signaling Solutions, SAD),

- za penton adenovirusa: 1D2 protutijelo (Hong i sur. 2000),

- za izotipsku kontrolu koristena su misja protutijela IgG1 (Sigma, Njemacka).

Sekundarna protutijela koriStena za otkrivanje vezanja primarnih  misjih

protutijela:

- protutijela usmjerena protiv misjih imunoglobulina obiljeZzena fikoeritrinom
(PE) (DAKO, SAD).

3.1.7. Ostali materijal

- Ampule za smrzavanje stanica (Falcon Becton Dickinson, SAD)
- Automatska propipeta (Pipetboy)
- Erlenmayerove tikvice volumena 50 mL, 100 mL i 200 mL

- Kvarcne kivete volumena 100 pL
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- Mikroepruvete za PCR (Eppendorf, Njemacka)

- Mikropipete (Eppendorf, Njemacka)

- Nastavci za mikropipete sa i bez filtera (Eppendorf, Njemacka)

- Petrijeve zdjelice za uzgoj kultura stanica promjera 10 cm (Falcon Becton
Dickinson, SAD)

- Petrijeve zdjelice za uzgoj kultura stanica promjera 3,5 cm (Falcon Becton
Dickinson, SAD)

- Plasti¢ne epruvete volumena 50 mL (Falcon Becton Dickinson, SAD)

- Plasti¢ne epruvete volumena 15 mL (Falcon Becton Dickinson, SAD)

- Plinski plamenik

- PloCice za uzgoj kultura stanica s 96 bunari¢a

- Spremnik ispunjen teku¢im dusikom

- Staklene Case razlicitih volumena

- Staklene pipete (Superior, Njemacka)

3.1.8. Uredaiji:

- Automatski brojac stanica Coulter Counter (Beckman Coulter, UK)

- Centrifuga za stanice (Heraeus, Njemacka)

- Centrifuga za mikroepruvete (Ependorf, Njemacka)

- Inkubator za rast stanica (37°C, atmosfera zasi¢ena vlagom, 5% CO,)

- Izvor napona struje (Amersham Biosiences, Svedska)

- Mikrovalna pecnica

- Proto¢ni citometar (FACSCalibur, Becton-Dickinson, SAD)

- Spektrofotometar

- Sustav za horizontalnu elektroforezu (kalup za izlijevanje gela, ¢esalj,
kadica za elektroforezu) (Hoefer Scientific Instruments, SAD)

- Svjetlosni mikroskop (Zeiss, Njemacka)

- Termoblok (Thermomixer compact, Eppendorf, Njemacka)

- Tresilica (Tehtnica, Slovenija)

- Uredaj za lan¢anu reakciju polimerazom (PCR) (Eppendorf, Njemacka)

- Vaga (Tehtnica, Slovenija)

- Vodena kupelj (Tehtnica, Slovenija)
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3.1.9. Priprema pufera i otopina
Sve otopine se pripremaju i zatim steriliziraju autoklaviranjem ili filtracijom ovisno
0 vrsti otopine:

- DMEM-BS: hranjiva podloga Dulbecco's Modified Eagle's Medium s
dodatkom 26,2 nM NaHCOg3 i 0,01% w/v streptomicin/kristalicina, pH 7, u
koji se dodaje 10% (v/v) seruma goveda (engl. Bovine serum, BS),

- Fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline, PBS): 137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 4,3 mM Na;HPO4 x 7H,0, 1,4 mM KH,;PO,, pH 7,4,

- Fosfatni pufer bez Ca*" i Mg?*, PBSA (engl. phosphate buffered saline): 137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na,HPO, x 7 H,O, 1,4 mM KH,PO,, pH
7,4,

- MTT: 5 mg MTT otapa se u 1 mL PBS, filtrira kroz filtar — papir, Cuva se u
tamnoj boci pri 4°C,

- PBS-BSA: 10 mg BSA se otapa u 10 mL PBS-a, kako bi se dobilo 1% BSA
u PBS, nakon ¢ega se filtrira,

- Pufer za nanoSenje uzoraka DNA u jazice agaroznog gela (6X): 20 mM
EDTA, 0,25% Orange G boja, 50% glicerol,

- TAE: 40 mM Tris, 20 mM Natrijev acetat, 2 mM EDTA (pH 8,3)

- X-gal-S (supstrat za bojenje na p-galaktozidoznu aktivnost): K-ferocijanid
konacne koncentracije 4 mM, K-fericijanid konacne koncentracije 4 mM, X-
gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-galaktozid) konacne koncentracije 3,2

mg/mL, MgCl, kona¢ne koncentracije 2 mM, u PBS-u.

3.2. Metode:

Koristene su standardne metode molekularne biologije koje su detaljno opisane

u prirucniku ,Metode u molekularnoj biologiji“ (Ambriovi¢—Ristov i sur. 2007).

3.2.1. Uzgoj kultura stanica

Stanice rastu u Petrijevim zdjelicama za uzgoj kultura stanica, promjera 10 cm, u
DMEM-BS, do popunjenosti povrsine od oko 80%. Nakon toga se stanice rasaduju,

a viSak se moze smrznuti.
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3.2.1.1. Smrzavanje stanica

Stanice se odvajaju od podloge djelovanjem tripsina, koje se zaustavlja
dodatkom 4 puta veceg volumena DMEM-BS, te se suspenzija stanica prebacuje u
epruvetu za centrifugiranje. Potom se centrifugiraju 10 minuta pri 1000 x g kako bi
se stanice dobilo u talogu. Najmanje 10’ stanica se resuspendira u 0,9 mL DMEM-
BS, pa se suspenzija prebacuje u ampule za smrzavanje, te pohrani u led na 30
minuta. Ovako ohladenoj suspenziji stanica, dodaje se 0,1 mL DMSO (konacna
koncentracija DMSO 10%), pomije$a se, te se stavlja u pare tekuceg dusika ili u
zamrzivac pri -80°C, kako bi se stanice polagano smrznule. Nakon barem dva sata,
ili slijede¢i dan, ampula sa stanicama se moze pohraniti, za duze Cuvanje, u

spremnik s teku¢im dusSikom.

3.2.1.2. Odmrzavanje stanica

Ampule sa smrznutim stanicama se prebacuju iz teku¢eg dusika u vodenu kupelj
zagrijanu pri 37°C. Nakon odmrzavanja, suspenzija stanica se prebaci u prethodno
pripremljenu Petrijevu zdjelicu za uzgoj kulture stanica s hranjivom podlogom
DMEM-BS zagrijanom pri 37°C. Nakon S§to se stanice prihvate za Petrijevu zdjelicu
nakon nekoliko sati ili sutradan, moze se promijeniti hranjiva podloga ili, ako je

potrebno, stanice se presaduju.

3.2.2. Odredivanje ekspresije Ad5—unesenog transgena B-galaktozidaze

U svaki bunarié¢ plogice s 96 bunari¢a, nasadeno je 10* HEp2, odnosno 10* VK2
stanica. Dvadeset i Cetiri sata nakon nasadivanja, uklanja se hranjiva podloga pa se
na stanice dodaju uzastopna dvostruka razrjedenja adenovirusa, Cija se
djelotvornost transdukcije mjeri u volumenu 50 pL. Pocetni multiplicitet infekcije
(engl. multiplicity of infection, MOI) virusnih Cestica po stanici je bio za
Ad5wtRSVBgal, AdSRGD4CRSVBgal i Ad5wtCMVBgal 10* virusnih &estica po
stanici, dok je za Ad5A639RSVpBgal bilo 10° virusnih &estica po stanici.

Nakon sat vremena inkubacije pri 37°C adenovirusi se uklanjaju sa stanica,

dodaje se svjeza hranjiva podloga DMEM-BS (200 uL po bunari¢u plocice), a
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ploCica se potom vraca u inkubator. Dvadeset i Cetiri sata nakon transdukcije,
uklanja se hranjiva podloga sa stanica, stanice se isperu sterilnim PBS-om, te se

dodaje supstrat za 3-galaktozidazu X-gal-S.

Nakon 24 sata, odreduje se broj plavih stanica brojanjem pod svjetlosnim

mikroskopom.

3.2.3. MTT test

Osjetljivost HEp2 i VK2 stanica na vinkristin odredena je MTT testom. MTT test
je kolorimetrijska metoda kojom se odreduje prezivijenje stanica nakon obrade
citotoksi€nim spojevima. Temelji se na mjerenju metaboliCke aktivnosti stanica,
odnosno na reakciji u kojoj sukcinat dehidrogenaza vijabilnih stanica reducira Zutu,
topljivu tetrazolijevu sol, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid)
u ljubiCaste kristalice formazana. Kristali formazana se zatim otapaju u dimetil-
sulfoksidu, pa se mjeri apsorbancija pri 600 nm. PreZivljenje stanica je

proporcionalno izmjerenoj apsorbanciji.

Stanice (2500 stanica u 180 yL DMEM-BS po bunari¢u) se nasaduju u plocicu
za rast kulture stanica s 96 bunari¢a, i ostavljaju se rasti tijekom 24 sata u
inkubatoru. Nakon toga se dodaje vinkristin, u volumenu 20 uL, tako da je konaCna
koncentracija vinkristina 0,2 pg/mL, 0,1 pg/mL i 0,05 pg/mL. Nakon 72 sata od
izlaganja vinkristinu, uklanja se hranjiva podloga DMEM-BS sa stanica naglim
okretanjem plocice, pa se u svaki bunari¢ dodaje 40 pyL 10 puta razrijedene otopine
MTT u DMEM-BS. Plocica se inkubira pri 37°C 4 sata, a nastali kristali¢i formazana
se otapaju dodatkom 170 pL DMSO po bunaricu. Kako bi se nastali kristaliéi
formazana u potpunosti otopili, plo€ica je mehanicki protresena na tresilici, a potom
je mjerena apsorbancija pri 600 nm CcitaCem mikrotitarskih plo€ica. Kao slijepa
proba, oCitava se apsorbancija bunari¢a s otopinom MTT i DMSO. Prezivljenje je

izraCunato po formuli:

Apsorbancija tretiranih stanica- Apsorbancia "slijepe"probe
Apsorbancija kontrolnih stanica- Apsorbancija "slijepe"probe

x100%

PreziVijenje stanica (%) =
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3.2.4. Odredivanje koli¢ine vezanog Ad5wtRSV@gal na stanice HEp2 i VK2

HEp2 i VK2 stanice u rasle u Petrijevim zdjelicama za uzgoj stanica, do
popunjenosti podloge od oko 80%. Odvojene su od podloge Versenom, isprane dva
puta PBS-om centrifugiranjem (4 min pri 1000 x @), izbrojene i potom
resuspendirane u PBS-u, tako da u 50 pL bude 5x10° stanica. Dodan je
Ad5wtRSVBgal kako bi MOI bio 750, odnosno 1500 virusnih Cestica po stanici, a
potom su stanice i adenovirusi ostavljeni na ledu tijekom jednog sata uz povremeno
mijeSanje laganim udaranjem o stjenke mikroepruvete. Nakon toga, stanice se dva
puta ispiru hladnim PBS-om. Ispiranje PBS-om se radi tako da se u svaki uzorak
dodaje 450 yL PBS-a, pomijeSa se, a zatim centrifugira (4 min pri 1000 x g), ¢Cime se
stanice dobivaju u talog s kojeg se uklanja samo prethodno dodani volumen od 450
ML, odnosno, stanice ostaju u priblizno 50 yL PBS-a. Nakon ispiranja dodaje se
supernatant hibridoma (150 pL), miSjeg monoklonskog protutijela 1D2 (specifi¢no za
penton Ad5) (Hong i sur. 2000) i inkubira se u ledu 1 sat. Stanice se ponovno ispiru
2 puta s PBS-om, kako je prethodno opisano. Nakon drugog ispiranja, stanice se
resuspendiraju u preostalih 50 yL PBS-a, te se dodaje sekundarno, zecje protutijelo
usmjereno protiv misjih imunoglobulina obiljezenih fikoeritrinom (PE) koje u kontaktu
sa stanicama ostaje 30 minuta u ledu. Slijedi ponovno ispiranje hladnim PBS-om i to
3 puta, a na stanice u preostalih 50 yL PBS-a dodaje se PBS-1%-paraformaldehid
za fiksaciju iza Cega slijedi mjerenje koli¢ine vezanih adenovirusa protocnim

citometrom. Uzorak se do analize proto¢nim citometrom drzi u ledu.

3.2.,5. Odredivanje koli€ine internaliziranog Ad5wtRSV@gal u HEp2 i VK2
stanice

HEp2 i VK2 stanice (5x10° stanica) su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera
3,5 cm, tako da popunjenost bude oko 80%. Procis¢eni AdSwtRSVBgal dodan je na
stanice tako da MOI bude 5000 virusnih Cestica po stanici. Nakon inkubacije od 40
minuta pri 37°C, uklanja se hranjiva podloga s virusima, stanice se ispiru dva puta
hladnim tripsinom (400 upL), a zatim se odvajaju od podloge tripsinom (400 pL)
tijekom 4 minute pri 37°C. Dodaje se 2 mL PBS-a, stanice se centrifugiraju (1000 x
g), pa se jos jednom ispiru s 2 mL PBS-a. Konac¢no, talog stanica se resuspendira u

200 pL PBS-a, a ukupna DNA (stanicna i virusna) se izdvaja iz stanica
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komercijalnim kompletom (DNeasy Kit, Qiagen). Postupak je proveden prema
uputama proizvodaca. Koncentracija DNA u uzorcima je odredena mjerenjem

apsorbancije pri 260 nm.

Kako bi se odredila koli€ina internalizirane Ad5wtRSV(gal DNA u HEp2 i VK2
stanicama, koristena je metoda PCR, pri ¢emu je kao kalup koriStena ukupna DNA
(stani¢na i virusna) izdvojena iz stanica inficiranih jednakim multiplicitetom infekcije.
KoriStena su dvostruka uzastopna razriedenja kalupa, kako bi se omogucilo
mjerenje razlika koli€ine produkta reakcije PCR izmedu uzoraka. Kao pocCetnice za
PCR reakciju su koristene pHlloopU i pHIloopD, koje su specificne za dio gena
Ad5wtRSVBgal vlakna. PCR se izvodio tako da je zapoCeo inicijalnom
denaturacijom u trajanju 2 minute i 30 sekundi, a potom slijedi 30 ciklusa (30
sekundi denaturacije pri 95°C, 30 sekundi sparivanja pocetnica pri 53°C, 30 sekundi
polimerizacije, odnosno produljivanja lanaca pri 72°C). Nakon 30 ciklusa slijedi

zavrsno produljivanje lanaca pri 72°C u trajanju od 7 minuta.

Produkti reakcije PCR pomijeSani su s puferom za nano$enje uzoraka te
razdvojeni elektroforezom u 1,2%-tnom agaroznom gelu (uz dodatak 10 mg/mL
etidijeva bromida). Veli¢ina odsjeCaka produkta reakcije PCR odredivana je
usporedbom sa standardom za duljinu odsjeCaka DNA. Po zavrSetku elektroforeze
gel je fotografiran, a slika je pohranjena u digitalnom obliku. Koli¢ine produkata
reakcije PCR odredene su analizom digitalnih slika pomoéu programa ImageQuant
TL.

3.2.6. Proto¢na citometrija — FACS

FACS (engl. The Fluorescence-Activated Cell Sorter) je uredaj koji mijeri i
analizira vedi broj fizikalnih znacajki pojedinih Cestica, naj¢esée stanica, dok prolaze
kroz zraku svjetlosti u tankom mlazu tekuéine. Karakteristike stanica, koje se mjere
ovom metodom uklju€uju relativnu veli€inu stanice, relativnhu zrnatost ili sloZzenost
unutarnje grade i relativni intenzitet fluorescencije. Ove karakteristike odreduje
optitko — elektronski sustav, koji biljezi kako Cestica rasprSuje lasersko svjetlo i
emitira fluorescenciju, pa FACS moZe odjeljivati stanice u suspenziji na bazi veli€ine

I boje njihove fluorescencije.
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Proto¢na citometrija je u ovom radu, koriStena za mjerenje ekspresije integrina
(o, awPs, owPs i B1) i CAR na povrSini HEp2 i VK2 stanica. Stanice (HEp2 i VK2) su
uzgajane do popunjenosti stani¢nog sloja oko 80% u Petrijevim zdjelicama za uzgoj
kulture stanica promjera 10 cm, te su zatim Versenom (neenzimski, sadrzi EDTA)
odvojene od podloge. Stanice prihvaéene za podlogu dva puta se ispiru Versenom,
te zatim ostaju u 2 mL Versena dok se ne odvoje od podloge. Slijedi ispiranje
centrifugiranjem (6 minuta pri 1000 x g) s 8 mL, te joS jednom s 10 mL hladnog
PBS-a. Stanice se zatim broje, ponovno centrifugiraju i resuspendiraju u hladnom
PBS-u, tako da koncentracija stanica bude 5 x 10°> u 50 pL, $to predstavlja
pojedinacni uzorak. U svaki uzorak se dodaju miSja primarna protutijela koja su
specifitna za povrSinsku molekulu Cija se ekspresija Zeli mjeriti, te se inkubira 1 sat
u ledu. Istovremeno je za svako protutijelo koriStena odgovarajuca izotipska
kontrola. Primarna protutijela se uklanjaju dvostrukim ispiranjem PBS-om. Ispiranje
se vrsi tako da se u svaki uzorak dodaje 450 uL PBS-a, pomijeSa se, a zatim se
centrifugira (4 min 1000 x g) ¢ime se stanice dobivaju u talogu s kojeg se uklanja
dodani volumen od 450 pL, a stanice ostaju u priblizno 50 uL PBS-a. Nakon drugog
ispiranja, stanice se resuspendiraju u preostalih 50 yL PBS-a, a potom se dodaje
sekundarno, zecje protutijelo usmjereno protiv misjih imunoglobulina obiljezenim
fikoeritrinom (PE) koje u kontaktu sa stanicama ostaje 30 minuta u ledu. Slijedi
ponovno ispiranje s hladnim PBS-om 3 puta, a na stanice u preostalih 50 uyL PBS-a
dodaje se 250 yL PBS-a koji sadrzi 0,1% BSA. Uzorak se do analize proto€nim

citometrom drzi u ledu.

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Svi su dobiveni rezultati analizirani Studentovim t-testom i prikazani su kao
srednja vrijednost + standardna devijacija. Rezultati su smatrani zna¢ajnim ako je
njihov P<0,05. Svi pokusi su izvedeni u triplikatu i ponovljeni barem tri puta. Podaci
su obradeni i grafovi nacrtani u programu Microsoft Excel, Microsoft Office

programskog paketa.
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4. REZULTATI

4.1. Stanice VK2 pokazuju stabilnu otpornost na vinkristin u

usporedbi s roditeljskim stanicama HEp2

Stanice VK2 dobivene su iz stanica HEp2 dugotrajnim izlaganjem citostatiku
vinkristinu (Osmak i Eljuga, 1992). Nakon 5to je klon VK2, koji je otporan na
vinkristin izdvojen, stanice dalje rastu bez prisutnosti vinkristina, te nakon
odredenog broja pasaza mozZe doéi do gubitka njihove otpornosti. Kako bi provjerili
da li se tijekom uzgoja stanica u kulturi mijenja otpornost VK2 stanica na vinkristin, u
odnosu na HEp2 stanice, napravljen je test odredivanja citotoksicnosti MTT s 1. i
13. pasazom VK2 stanica, te s roditeljskim HEp2 stanicama. Na slici 7. prikazan je
rezultat ovog pokusa koji pokazuje kako su VK2 stanice oko dva puta otpornije na
vinkristin u odnosu na roditeljske HEp2 stanice, te da je otpornost stabilna tijekom

trinaest pasaza u kulturi.

Slika 7. Prezivljenje HEp2 i VK2 stanica nakon izlaganja stanica vinkristinu.

Stanice su nasadene u plodicu za rast stanica s 96 bunari¢a. Nakon 24
sata dodane su razliCite koncentracije vinkristina. Nakon 72 sata od
izlaganja vinkristinu, odredivano je prezivljenje stanica MTT testom.
Rezultati za HEp2 i VK2 stanice su prikazani kao postotak preZivijenja u
odnosu na iste stanice koje nisu bile izloZzene djelovanju vinkristina.
Prikazan je jedan od dva pokusa koji daje slicne rezultate.
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4.2. Promjene u ekspresiji molekula uklju€enih u transdukciju

divljim tipom Ad5 na povrsini HEp2 i VK2 stanica

U tumorskim stanicama Cesto se dogadaju promjene u ekspresiji Ad5 receptora,
CAR i integrina, u odnosu na normalne stanice. Isto tako, primijeCena je promjena u
ekspresiji CAR i integrina ukljuenih u internalizaciju Ad5 (a.B1, aBs3, afBs, asP |
azP1) u tumorskim stanicama otpornim na citostatike u odnosu na roditeljske
tumorske stanice, $to onda mozZe dovesti do promjena u ekspresiji Ad5-unesenog
transgena (Ambriovic—Ristov i sur. 2004, Ambriovi¢—Ristov, neobjavljeni rezultati,
Egami i sur. 2009, Shirakava i sur. 2001).

Kako bi istrazili postoje li u VK2 stanicama, otpornima na vinkristin, u odnosu na
roditeljske HEp2 stanice, promjene u ekspresiji molekula ukljuCenih u transdukciju
Ad5, mjerili smo ekspresiju primarnog (CAR) i sekundarnih Ad5 receptora metodom
protocne citometrije. Mjerili smo ekspresiju heterodimera integrina a,83, 0\Bs I
podjedinica integrina ay, as i B1. Na slici 8. prikazani su dobiveni rezultati za HEp2 i
VK2 stanice kao histogrami ekspresije pojedine molekule na povrSini stanice u
odnosu na histogram ekspresije izotipske kontrole, te kao srednje vrijednosti
fluorescencije (engl. mean fluorescence intensity, MFI) i to za vrijednost za VK2

relativno u odnosu na HEp2 stanice.

Iz dobivenih rezultata, vidljivo je kako VK2 stanice imaju manje CAR na povrSini
stanice u usporedbi s HEp2 stanicama (Slika 8. Al i A2). Stanice VK2 imaju
poviSenu ekspresiju integrina a,83; za otprilike 70% (Slika 8. B1 i B2), dok je
ekspresija integrina a,s u VK2 stanicama jednaka onoj na HEp2 stanicama
(rezultati nisu prikazani). Ukupna koli¢ina podjedinice integrina a, u VK2 stanicama
je povecana za 30% (Slika 8. C1 i C2), a dio ove povecCane ekspresije je vrlo
vjerojatno posljedica poveéane ekspresije integrina a,3. U VK2 stanicama, u
odnosu na roditeljske HEp2 stanice, nalazimo smanjenu ekspresiju podjedinica
integrina B; za otprilike 25% (Slika 8. D1 i D2), no kako je ekspresija podjedinica as
jednaka u HEp2 i VK2 stanicama (rezultati nisu prikazani), mozemo zakljuciti kako
je ekspresija asf; isto jednaka. Naime, podjedinica integrina as se mozZe vezati
samo za (3;, dok se podjedinica 31 mozZe vezati za veliki broj razli€itih a podjedinica,
izmedu ostalog i za podjedinicu a, kao a,B1. Ekspresiju a,8; heterodimera integrina

nismo mijerili, s obzirom da na trzistu ne postoji protutijelo koje ga specificno
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prepoznaje. Buduci da se podjedinica integrina B1 nalazi vezana s velikim brojem a
podjedinica (a;, az, a3, 04, s, O, A7, Og, Og I Qy), iz nasih rezultata ne mozemo
zakljuciti koji je od ovih integrina smanjeno eksprimiran u VK2 stanicama u odnosu
na HEp2.

512

Al

256

Bl

256

C1

29



REZULTATI

B1

Bl

512

1,2

0,8

D1 D2

3)7 i% jﬁ', 0,2
i o |
b e v k) o |

10" 10° 10° 10¢

MFI

o
1

HEp2 VK2

Slika 8. Ekspresija CAR, heterodimera integrina a,3 i podjedinica integrina a, i ;1 na
povrsini HEp2 i VK2 stanica.

Stanice su odvojene od podloge Versenom, inkubirane s protutijelima specificnim
za pojedinu molekulu ili s izotipskom kontrolom, a zatim inkubirane sa
sekundarnim, zecjim protutijelom usmjerenim protiv misjih imunoglobulina
obiljeZenih fikoeritrinom (PE). Fluorescencija koja je odraz ekspresije pojedine
molekule je potom mjerena proto¢nim citometrom. Prikazani su histogrami
izmjerene fluorescencije za CAR (A1), a,8; (B1), a, (C1), B (D1) uz histograme
fluorescencije dobivene mijerenjem izotipske kontrole (HEp2 puna linija, VK2
isprekidana linija). Isti rezultati su prikazani i kao MFI za VK2, relativho prema
vrijednosti MFI za HEp2 i to za CAR (A2), a,83 (B2), a, (C2) i B, (D2) Prikazan je
jedan od tri pokusa koji daje sli¢ne rezultate.

4.3. Stanice VK2, u odnosu na roditeljske HEp2 stanice, pokazuju

poveéanu ekspresiju Ad5-unesenog transgena B-galaktozidaze

Cilj genske terapije tumora Ad5 vektorima je u stanicu prenijeti terapeutski gen.
U istrazivanjima Ad5 vektora za gensku terapiju, umjesto terapeutskog gena,
najCeSce koristimo gene dojavijivate, kao Sto je primjerice B-galaktozidaza koja
omogucuje lako otkrivanje i kvantifikaciju stanica transduciranih s Ad5. Kako bismo
utvrdili postoje li promjene u ekspresiji Ad5-unesenog transgena [(-galaktozidaze
izmedu roditeljskih HEpZ2 i stanica otpornih na vinkristin VK2, transducirali smo ih s
Ad5wtRSVBgal. S obzirom na prethodno opisane rezultate promjene ekspresije
nekoliko molekula uklju€enih u transdukciju Ad5, ocekivali smo promjenu u
ekspresiji Ad5-unesenog transgena [3-galaktozidaze. Na slici 9. su prikazani rezultati
ovog pokusa, koji pokazuje kako je ekspresija Ad5-unesenog transgena -
galaktozidaze veca 4,5 puta u VK2 stanicama otpornima na vinkristin, nego u

roditeljskim HEp2 stanicama. Ovaj rezultat je neocCekivan, s obzirom da je u VK2
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stanicama pronadena manja ekspresija CAR nego u HEp2 stanicama, pa se prema
tome mogla ocekivati upravo obrnuta situacija, a to bi bila manja ekspresija Ad5-
unesenog trasgena u VK2 stanicama, koje imaju manju ekspresiju primarnog Ad5
receptora CAR.

Kako bi istrazili vaznost ekspresije CAR na primje¢enu razliku u ekspresiji Ad5-
unesenog transgena, transducirali smo stanice replikacijski defektnim
Ad5A639RSVBgal, Ciji je ulaz u stanicu neovisan o ekspresiji CAR, zato Sto ima
kratko (8 pseudoponavljajucih motiva umjesto 22 u divljem tipu) i kruto (umjesto
savitljivo u treéem pseudopovljajuéem motivu divljeg tipa) vlakno (Ambriovi¢é—Ristov
i sur. 2003). Medutim, ekspresija transgena nakon Ad5A639RSVBgal transdukcije je
bila ¢ak 10 puta veca u VK2 stanicama nego u HEp2 stanicama (Slika 9.). Ovaj
rezultat pokazuje da je povecana ekspresija Ad5 unesenog transgena neovisna o
CAR ekspresiji, odnosno kako bi razlika u ekspresiji Ad5wtRSVpgal-unesene (-
galaktozidaze izmedu HEp2 i VK2 stanica bila jo$ i ve€a da u VK2 stanicama nije

doslo do smanjenja eskpresije CAR.

Mjerenjem ekspresije integrina ukljuCenih u ulazak Ad5 u stanicu, pokazali smo
povecanu ekspresiju podjedinice integrina a, i heterodimera integrina a,83 u VK2
stanicama, u odnosu na HEp2 stanice, dok je ekspresija integrina a,s, drugog
najvaznijeg integrina za internalizaciju, kao i ekspresija integrina asf;, jednaka u
obje stani¢ne linije. Kako bi istraZili utjecaj promjene ekspresije integrina a, na
primjecenu razliku u ekspresiju Ad5-unesenog transgena transducirali smo stanice
replikacijski defektnim Ad5SRGD4CRSVgal. Ovaj virus je preusmjeren na integrine
ay ugradnjom motiva RGD4C (CDCRGDCFC) u Hl-petlju proteina vlakna (Majhen i
sur. 2009). Na slici 9. prikazan je rezultat ovog mjerenja, ekspresija
Ad5RGD4CRSVBgal-unesenog transgena B-galaktozidaze je veca 4,5 puta u VK2
stanicama otpornima na vinkristin nego u roditeljskim HEp2 stanicama. Dobivena
razlika izmedu VK2 i HEp2 stanica u ekspresiji [-galaktozidaze za
Ad5RGD4CRSVBgal je jednaka onoj dobivenoj za AdS5wtRSVpgal. Prema tome
zaklju€ujemo da promjena u ekspresiji integrina a,f3 nije glavni uzrok primije¢ene

razlike izmedu HEp2 i VK2 stanica.
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Slika 9. Ekspresija transgena B-galaktozidaze unesenog s Ad5wtRSVBgal,
Ad5A639RSVBgal i AdSRGD4CRSVRgal.

U plogicu s 96 bunariéa nasadeno je 10* HEp2 i VK2 stanica. Nakon 24
sata, na stanice se dodaju uzastopna dvostruka razriedenja adenovirusa.
Nakon sat vremena inkubacije, adenovirusi se uklanjaju i dodaje se svjeza
hranjiva podloga. Nakon jo§ 24 sata, uklanja se hranjiva podloga, stanice
se fiksiraju te bojaju na aktivnost (-galaktozidaze. Broj plavih stanica
odreduje se brojenjem pod svjetlosnim mikroskopom u bunari¢ima gdje je
broj plavih stanica izmedu 50 i 150. Ekspresija transgena [(3-galaktozidaze
unesenog pojedinim Ad5 je izrazena za VK2 relativno prema ekspresiji
transgena u HEp2 stanicama. Prikazan je jedan od tri pokusa koji daje
sli¢ne rezultate.

4.4. Na VK2 stanice se veze 25-30% manje Ad5wtRSV@gal nego na
HEp2 stanice

Ulazak Ad5 se moze podijeliti u dvije faze. Prvo se Ad5 veze na primarni
receptor CAR ¢€ime se virus koncentrira na povrsini stanice i zbog toga CAR zovemo
receptor za vezanje (engl. attachment receptor). Nakon vezanja za CAR olakSava
se vezanje RGD slijeda iz baze pentona za integrine (a,81, o3, avBs, asB1 i a3P1)
na povrsini stanice ¢ime se omogucuje ulazak, odnosno internalizacija u stanicu. To
je razlog da se spomenuti integrini nazivaju receptori za internalizaciju (engl.

internalisation receptors) (Russell 2009, Liu i Muruve 2003).

Kako bismo izmijerili koli¢inu vezanih Ad5wtRSVgal na povrsini HEp2 i VK2
stanica iskoristili smo Cinjenicu kako se Ad5 veze na CAR, eksprimiran na povrsini
stanica koje drzimo na ledu, ali je pri tome onemogucena internalizacija virusa.

Osim toga, treba napomenuti kako je vezanje Ad5 na CAR neophodno potrebno za
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djelotvornu transdukciju, buduci da je afinitet vezanja RGD slijeda baze pentona s
integrinima puno manji (Kd 55 nM), u usporedbi s Kd 1,7nM za vezanje vlakna
adenovirusa na CAR (Medina—Kauwe 2003). Stoga je eksperiment mjerenja
vezanja Ad5 u ledu, prvenstveno odraz vezanja vlakna na CAR. Koli¢inu vezanog
adenovirusa mjerimo inkubacijom adenovirus specificnim primarnim misjim
protutijelima, te sekundarnim protutijelima protiv misSjih imunoglobulina, koja su
fluorescentno obiljeZzena. Na slici 10. su prikazani rezultati ovako izvedenog pokusa.
Na povrsini VK2 stanica nalazimo 25-30% manju koli¢inu vezanih Ad5wtRSVpgal
Cestica u odnosu na HEp2 stanice. Isti rezultat je dobiven za dva razliCita
multipliciteta infekcije; 750 i 1500 virusnih Cestica po stanici. Kao $to je prethodno
objasnjeno, vezanje Ad5wtRSVBgal na povrSini stanice najviSe ovisi o ekspresiji
CAR, pa zakljuCujemo kako je ovaj rezultat smanjenog vezanja AdSwtRSV@gal na
VK2 u odnosu na HEp2 stanice uglavhom posljedica oko 40% manje ekspresije
CAR na povrSini VK2 stanica $to smo prethodno izmjerili metodom protocne

citometrije (Slika 8.).

Slika 10. Vezanje Ad5RSVfgal na povrsinu HEp2 i VK2 stanice.

Stanice HEp2 i VK2 su odvojene Versenom od podloge i ohladene na ledu.
Zatim su HEp2 i VK2 stanicama dodani razli€iti MOl Ad5wtRSVBgal (1500 i
750 virusnih Cestica po stanici). Nakon 1 sat inkubacije u ledu, stanice su
isprane, kako bi se uklonio nevezani Ad5wtRSVBgal, a vezanje
Ad5wtRSVBgal je mjereno dodatkom misjeg monoklonskog protutijela 1D2,
specificnog za penton adenovirusa (Hong i sur. 2000), nakon Cega slijedi
inkubacija sa sekundarnim, ze¢jim protutijelom usmjerenim protiv misjih
imunoglobulina obiljezenim fikoeritrinom (PE). Fluorescencija koja je odraz
kolicine vezanih Ad5wtRSVBgal za HEp2 i VK2 stanice je mjerena
proto¢nim citometrom. Rezultati su prikazani kao MFI za HEp2, odnosho
VK2 stanice, umanjen za vrijednost izotipske kontrole. Prikazan je jedan od
dva pokusa koji daje slicne rezultate.
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4.5. U stanice VK2 ulazi 15-30% manje Ad5wtRSVBgal DNA

nego u HEp?2 stanice

Vezanje Ad5wtRSVBgal na CAR nije jedini preduvjet za uspjeSnu transdukciju i
ekspresiju transgena. Nakon vezanja na CAR, RGD slijed iz baze pentona veze se
na integrine na povrsini stanice, te se pokrece internalizacija (Majhen i Ambriovic—
Ristov 2006, Russell 2009, Liu i Muruve 2003). Prema tome, kako bi mjerili
kumulativni u€inak svih promjena na povrsini VK2 stanica koje utjeCu na ulazak
Ad5SwtRSVBgal, mjerili smo koli€inu AdSwtRSVBgal DNA koja ude u stanicu nakon
40 minuta internalizacije pri 37°C. Na slici 12. je prikazano kako se 15-30% manje
Ad5wtRSVBgal DNA internalizira u VK2 stanice nego u HEp2 stanice. Na temelju
rezultata vezanja i unosa Ad5wtRSVBgal DNA u HEp2 i VK2 stanice, moze se
zakljuCiti da je smanjenje ekspresije CAR osnovni razlog smanjenoj internalizaciji
Ad5wtRSVBgal u VK2 stanice, u odnosu na HEpZ2. Ipak, ne moZe se sa sigurnosti
iskljuCiti i manja uloga promjene integrina na povrsini VK2 stanica u odredivanju
djelotvornosti ekspresije Ad5-unesenog transgena. Ono §to mozemo sa sigurnoscéu
tvrditi je da povecana ekspresija Ad5-unesenog transgena u VK2 stanicama nije

posljedica unosa Ad5wtRSVpgal DNA u stanicu.
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Slika 11. Unos Ad5wtRSVBgal DNA u HEp2 i VK2 stanice.

Stanice HEp2 i VK2 su nasadene u Petrijeve zdjelice tako da je
popunjenost povrsine 70-80%, nakon ¢ega je dodan Ad5wtRSV@gal s MOI
1000 virusnih Cestica po stanici. Nakon 40 minuta HEp2 i VK2 stanice su
isprane, te je izdvojena ukupna (staniéna i virusna) DNA. Koli¢ina
internalizirane Ad5wtRSVBgal DNA je odredena reakcijom PCR s
pocetnicama specificnim za Ad5wtRSVBgal. Reakcija PCR je napravljena s
uzastopnim razrjedenjima kalupa ukupne DNA, nakon cega je koli€ina
umnozZenih odsjeCaka DNA kvantificirana denzitometrijskom analizom.
Rezultati za VK2 stanice su prikazani relativno prema vrijednostima
dobivenim za HEp2 stanice. Prikazan je jedan od tri pokusa koji daje slicne
rezultate.

4.6. Stanice HEp2 i VK2 pokazuju jednaku ekspresiju
Ad5wtCMVBgal-unesenog transgena B-galaktozidaze

Na temelju dobivenih rezultata koji pokazuju kako usprkos gotovo zanemarivoj
razlici u vezanju, a posebice ulasku Ad5SwtRSVBgal u HEp2 i VK2 stanice, u VK2
stanicama nalazimo €ak 4,5 puta povecanu ekspresiju Ad5wtRSVBgal-unesenog
transgena B-galaktozidaze, pretpostavili smo da bi uzrok ovoj razlici mogla biti
aktivhost promotora pod kojim je smjesten transgen [B-galaktozidaza. Stoga smo
transducirali stanice replikacijski defektnim Ad5wtCMV(gal, koji je u potpunosti
jednak prethodno koristenom Ad5wtRSVBgal, osim $to je transgen B-galaktozidaza
umjesto pod RSV promotorom smjesten pod CMV promotor. Nasa pretpostavka se
pokazala to€nom zato Sto je ekspresija Ad5wtCMVBgal-unesenog transgena u VK2
stanicama jednaka ekspresiji u HEp2 stanicama, $to korelira s izmjerenom razlikom
kolicCine unesene Ad5wtRSVBgal DNA (Slika 12). Kako se virusi AdSwtRSVfgal i
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Ad5wtCMVBgal razlikuju samo po promotoru pod kojim je smjeSten gen za [3-
galaktozidazu, pretpostavili smo da je osnovna razlika izmedu roditeljskih HEp2
stanica i stanica otpornih na vinkristin VK2, a koja je rezultirala promjenom u
ekspresiji Ad5wtRSVBgal-unesenog transgena [p-galaktozidaze, upravo razliCita

aktivhost promotora RSV u HEp2 i VK2 stanicama.

Slika 12. Ekspresija transgena 3-galaktozidaze unesenog s Ad5wtCMVBgal.

U plogicu s 96 bunari¢a nasadeno je 10* HEp2 i VK2 stanica. Nakon 24 sata,
na stanice se dodaju uzastopna dvostruka razriedenja adenovirusa. Nakon
sat vremena inkubacije, adenovirusi se uklanjaju, a dodaje se svjeza hranjiva
podloga. Nakon jo$ 24 sata, uklanja se hranjiva podloga, stanice se fiksiraju
te bojaju na aktivnost B-galaktozidaze. Nakon Broj plavih stanica odreduje se
brojanjem pod svjetlosnim mikroskopom u bunari¢ima gdje je broj plavih
stanica izmedu 50 i 150. Ekspresija transgena B-galaktozidaze unesenog
pojedinim AdS5 je izrazena za VK2 relativno prema ekspresiji transgena u
HEp2 stanicama. Prikazan je jedan od tri pokusa koji daje sli¢ne rezultate.
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5. RASPRAVA

Otpornost na protutumorske lijekove je najvaznije ograniCenje uspjeSnom
lijeCenju tumora. Stoga se razvijaju novi pristupi terapiji tumora, a jedan od njih je
genska terapija. Olekuje se kako ¢e genska terapija prvo biti koristena kod
pacijenata koji su prethodno bili podvrgnuti kemoterapiji, odnosno kod pacijenata Ciji
su tumori razvili otpornost na neki od prethodno primijenjenih protutumorskih
lijekova. UspjeSnost genske terapije tumora posredovane Ad5, odnosno uspjeSnost
ekspresije terapeutskog gena unesenog Ad5 vektorom, ovisi ne samo o uspjesSnosti
Ad5 ulaska, odnosno o uspjesnoj translokaciji Ad5 DNA u jezgru tumorske stanice,
nego i o uspjesnoj transkripciji terapeutskog gena s ugradenog promotora. Isto tako,
u nevirusnom prijenosu gena ishod genske terapije ovisi o djelotvornosti unosa
plazmida u stanicu, te o snazi promotora koji kontrolira ekspresiju terapeutskog

gena.

U literaturi je opisano viSe slu€ajeva u kojima je Ad5-genska terapija tumora
otpornih na neki protutumorski lijek uspjesnija nego terapija ishodiSnog tumora prije
razvoja otpornosti. Tako je pokazano kako su ljudske stanice tumora mjehura
otporne na terapiju protutumorskim lijekovima, osjetljivije na terapiju Ad5p53, ali
mehanizam nije pronaden (Shirakawa i sur. 2001). U laboratoriju za genotoksi¢ne
agense, u kojem je ovaj diplomski rad izraden, prethodno je pokazano da je Ad5
posredovan unos gena djelotvorniji u klon-stanica karcinoma grkljana ¢ovjeka koji je
otporan na cisplatinu (CA3ST) u usporedbi s roditeljskim stanicama HEp2. Razlog
tome je povecana ekspresija primarnog Ad5 receptora CAR, te povecana ekspresija

sekundarnog Ad5 receptora integrina a3 (Ambriovi¢-Ristov i sur. 2004).

Poznato je da se protutumorski lijekovi mogu koristiti za povecanje AdS5-
posredovane ekspresije transgena u klinickim pokusima. Hemminki i suradnici
(2003) su pokazali kako razli€iti protutumorski lijekovi poveéavaju ekspresiju CAR, a
time i ulazak Ad5. Egami i suradnici (2009) su pokazali in vitro i in vivo da 5—
fluorouracil, cisplatina i etopozid povecavaju Ad5-posredovani prijenos gena, ali nisu
pokazali mehanizam kako do toga dolazi. Za male doze etopozida je pokazano da
povecavaju aktivnost promotora hTERT i povecavaju infekciju Ad5 i to povecanjem
ekspresije CAR u stanicama karcinoma mjehura (Shieh i sur. 2006). Konac¢no, u

viSe stani¢nih linija tumora primjeéena je povecana ekspresija gena s CMV
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promotora ugradenima u Ad5 nakon izlaganja stanica cisplatini (Park i sur. 2002,
Zacal i sur. 2005).

U literaturi postoje podaci kako je citoskelet ukljuCen u provodenje signala koji
mijenjaju ekspresiju gena. Tako, na primjer, vinkristin i neki drugi depolimerizirajuci
protutumorski lijekovi djeluju preko modulacije promotorske aktivnosti (Arai i sur.
2006, Meissner i sur. 2008). U stanicama melanoma miSa B16F10 pokazano je
povecanje ekspresije mRNA za klasu Il izotip B tubulina nakon djelovanja
vinkristina. Pronadena je povecCana aktivnost promotora klase Il 3 izotipa tubulina
mTUBB2 u B16F10 stanicama otpornima na vinkristin (Arai i sur. 2006). Vinblastin,
koji je takoder inhibitor polimerizacije mikrotubula inducira povecanje ekspresije c-
Myc putem translokacije NF-kB (engl. nuclear factor-«B), ukazujuci na to da Vinca
alkaloidi mogu djelovati ne samo na depolimerizaciju mikrotubula ve¢ mogu biti i
transkripcijski modulatori (Bourgarel-Rey i sur. 2001). Nokodazol i vinblastin koji
takoder djeluju na depolimerizaciju mikrotubula smanjuju ekspresiju mRNA za
receptor 2 endotelnog fakora rasta (VEGFR2, engl. vascular endothelial growth

factor receptor-2) (Meissner i sur. 2008).

U ovom radu pokazana je povecCana ekspresija transgena B-galaktozidaze
unesenog Ad5 vektorom u stanicama karcinoma grkljana Covjeka otpornima na
vinkristin VK2 u usporedbi s roditeljskim stanicama HEp2 i to za 4,5 puta. Na
temelju iznesenih rezultata pokazano je kako primijeéeni ucinak nije posljedica
povecCanog vezanja ni povecanog ulaska Ad5 DNA u stanice VK2 u usporedbi s
HEp2. Na stanicama HEpZ2 i VK2 mjerena je ekspresija primarnog Ad5 receptora
CAR i sekundarnih receptora integrina za koje je poznato da su ukljuéeni u
internalizaciju Ad5. lako su pokazane neke promjene u njihovoj ekspresiji, nije
pronadena korelacija koja bi ukazivala da su ove promjene uzrok primijeéene
povecane ekspresije Ad5-unesenog transgena u VK2 stanice u usporedbi s HEp2.
Cak $to vige, na temelju ekspresije CAR koja je bila smanjena u VK2 stanicama u
odnosu na HEp2 oc€ekivao bi se suprotni u¢inak. S druge strane u stanicama VK2
pokazana je povecana ekspresija integrina a,3, te integrinske podjedinice a, u
usporedbi s HEp2 stanicama, Sto bi bilo u skladu s povecanjem ulaska virusa u
stanice VK2. No kumulativni u€inak ovih promjena u HEp2 i VK2 stanicama najbolje
se moze procijeniti iz mjerenja ukupne koli¢éine Ad5 DNA metodom PCR koja je

pokazala tek nesSto manju koli€inu Ad5 DNA u VK2 stanicama u odnosu na HEp2
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stanice. KoriStenjem dva dodatna AdS rekombinantna adenovirusa Kkoji ulaze
razli¢itim putem nego divlji tip Ad5 isklju¢ena je glavna uloga CAR i a, integrina u
primijeéenom fenomenu povecanja ekspresije AdS5-unesenog transgena [3-
galaktozidaze u VK2 stanicama u odnosu na HEp2. Svi ovi podaci naveli su nas na
pretpostavku da bi snaga promotora mogla biti razlog uocenih razlika. Potvrda ove
hipoteze je dobivena mjerenjem ekspresije transgena [-galaktozidaze nakon
transdukcije HEp2 i VK2 stanica s Ad5 koji umjesto RSV promotora ispred
transgena [(3-galaktozidaze ima CMV promotor. Rezultati ovog mjerenja su u VK2
stanicama pokazali priblizno jednaku ekspresiju B-galaktozidaze u usporedbi s
onom izmjerenom u HEp2 stanicama, $to se u potpunosti slaze s rezultatima

dobivenim mjerenjem koli¢ine internalizirane AdSwtRSV(gal DNA.

Buduci da je rad koji ukljuCuje rezultate opisane u ovom diplomskom radu vec¢
objavljen (Majhen i sur 2010) sa znatno dopunjenim eksperimentalnim podacima,
koji u potpunosti potvrduju ovu hipotezu potrebno ih je i detaljno raspraviti.
Transfekcijskim eksperimentima s plazmidima, koji sadrze RSV ili CMV promotor,
pokazano je kako RSV promotor u VK2 stanicama ima povecanu aktivnost u
odnosu na aktivnost u HEp2 stanicama i to za 33 puta. lako ova promjena ne mora
biti povezana s mehanizmom otpornosti na vinkristin, ipak upucuje na Cinjenicu da
se aktivnost promotora moze mijenjati tijekom razvoja otpornosti na vinkristin. Vrlo
je vjerojatno da ove promjene ukljuCuju povecéanje ekspresije viSe razli€itih
transkripcijskih faktora. Zanimljiv je i odnos jacine promotora RSV i CMV u HEp2 i
VK2 stanicama. U HEp2 stanicama promotor RSV je 8 puta manje aktivan nego u
VK2 stanicama. U VK2 stanicama je upravo obrnuto, RSV promotor je 4 puta

aktivniji nego u HEp2 stanicama (Majhen i sur. 2010).

Iz rezultata opisanih u ovom radu, koji su dio rada Majhen i sur. (2010), moZzemo
zakljuciti da je klon stanica VK2 otporan na vinkristin, nastao viSestrukim izlaganjem
HEp2 stanica vinkristinu, bolja meta za Ad5-posredovanu gensku terapiju tumora i
to upravo zbog povecane ekpsresije Ad5-unesenog transgena s RSV promotora. U
dizajnu Ad5 za gensku terapiju tumora, ali i u dizajnu plazmida koji se koriste za
nevirusni prijenos terapeutskih gena s ciljem genske terapije tumora, terapeutski
geni se stavljaju pod kontrolu konstitutivno aktivnih promotora. NajCeS¢e koristeni
promotori su upravo CMV i RSV i to zato Sto su sposobni Koristiti transkripcijske

faktore prisutne u vecini tipova stanica. Ovi rezultati dovode u pitanje da je CMV
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promotor uvijek bolji izbor za ekspresiju terapeutskog gena nego CMV promotor.
Clesham i suradnici (1996) su bili medu prvima koji su pokazali da uspjeSna
translokacija Ad5 DNA ne dovodi uvijek do ekspresije Ad5-unesenog gena. Naime,
oni su pokazali kako je u stanicama glatkog miSica endotela aktivhost CMV
promotora ogranic¢ena. Sli€no je pokazano u miSiénim stanicama srca Stakora u
kojima je Ad5 infekcija vrlo uspjeSna no aktivnost CMV promotora je vrlo mala. U
istim ovim stanicama aktivhost RSV promotora je stabilna i snazna (Maass i sur.
2003).

Veéina radova ukazuje na Cinjenicu da je promotor CMV snazniji od RSV
promotora u in vitro i in vivo ekspresiji, $to je eksperimentalno pokazano u radu
Ambriovi¢ i sur. (1997) u kojem ekspresija antigena s Ad5 vektora pod CMV
promotorom poti¢e snazniji imunoloski odgovor u usporedbi s ekspresijom antigena
s Ad5 vektora pod RSV promotorom. Promotor CMV je dokazano snazniji od RSV u
ekspresiji timidin kinaze s Ad5-vektora za gensku terapiju stanica mokraénog
mjehura in vitro i in vivo (Freund i sur. 2000). Medutim, zanimljivo je kako Tong i sur.
(21999) nisu zabiljeZili znatno produzenje prezivljenja imunoloski deficijentnih miSeva
(engl. nude mice) koji nose tumor jajnika Covjeka pri usporedbi uCinka genske
terapije Ad5 vektorima koji nose timidin kinazu pod kontrolom CMV i RSV
promotora. Pretpostavili su da je taj rezultat posljedica kinetike ekspresije potaknute
CMV i RSV promotorima. Kako su opisali Chen i suradnici (2008), ekspresija s RSV
promotora je slabija nego ona s CMV promotora, ali traje duze vrijeme in vivo.
Konacno, pokazano je da na aktivnost oba promotora, CMV i RSV, mogu djelovati
citokini (Qin i sur. 1997).

U radu Majhen i suradnici (2010), u kojem su uklju€eni rezultati ovog diplomskog
rada, pokazano je kako veli€ina i/ili nizvodni sljedovi u Ad5 genomu mogu utjecati
na aktivnhost promotora. U transfekcijskim eksperimentima, kojima je dokazana
razliCita aktivnost promotora, u HEp2 i VK2 stanice transficirani su plazmidi
pRSVCAT i pCMVCAT. Ovi plazmidi sadrze kompletni lijevi dio Ad5 genoma
(ekspresijske kazete RSVCAT i CMVCAT su ugradene na lijevi kraj genoma
umjesto E1 podruc¢ja Ad5 genoma), ukljuCujuci obrnuto ponavljajuce sljedove (ITR,
engl. Inverted Terminal Repeat), enkapsidacijski signalni slijed i pojaCiva¢ E1A
promotora (Ambriovi€ i sur. 1997). Medutim, razlika u ekspresiji transgena CAT

nakon transfekcije VK2 i HEp2 stanica je 33 puta. Kako bi odgovorili na pitanje
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zasto je razlika izmedu VK2 i HEp2 stanica nakon transdukcije Ad5 puno manja
nego Sto bi se ocekivalo iz razlike u aktivnosti promotora, Majhen i suradnici (2010)
su transficirali u VK2 i HEp2 stanice plazmid koji sadrzi kompletnu Ad5SwtRSV@gal
DNA i dobili razliku od 4,7 puta Sto je gotovo jednako izmjerenoj razlici u ekspresiji
transgena nakon transdukcije s Ad5wtRSVBgal koja iznosi 4,5 puta. Prema tome
veli€ina ne samo uzvodnih, nego i nizvodnih sljedova ekspresijske kazete RSV[gal,

moze utjecati na ekspresiju u ciljnoj stanici.

Podaci iz literature pokazuju viSe primjera povecane transdukcije i/ili ekspresije
trangena u stanicama tumora otpornima na protutumorske lijekove nego u izvornom
tumoru (Shirakawa i sur. 2001, Ambriovi¢c—Ristov i sur. 2004, Majhen i sur. 2010,
Egami i sur. 2009). Smatramo da je aktivnost promotora ve¢inom zanemarena u
analizi uspjeha nevirusne i virusne genske terapije tumora, posebice tumora
otpornih na protutumorske lijekove koji ¢e u buducnosti biti prvi na listi za lijeCenje
ovim novim pristupom. U ovom diplomskom radu te u radu Majhen i sur. (2010),
dokazali smo kako su stanice otporne na vinkristin bolja meta za gensku terapiju
tumora nego roditeljske stanice tumora, bilo Ad5 vektorima (virusni prijenos gena) ili
plazmidima (nevirusni prijenos gena) i to zbog povecane aktivhosti RSV promotora
u otpornim stanicama. In vivo podatke koji bi poduprli ove in vitro rezultate je vrlo
teSko dobiti. Stanice bi morale biti izdvojene prije kemoterapije i djelotvornost
ekspresije transgena ovih stanica bi morala biti usporedena s izdvojenim stanicama
tumora nakon terapije, a koje su postale na primijenjenu terapiju otporne. Prema
tome in vitro istrazivanja klonova stanica otpornih na protutumorske lijekove mogu
nam pomoci u otkrivanju opc¢ih mehanizama koji bi se mogli iskoristiti za gensku
terapiju tumora in vivo. Smatramo da kombinacija preusmjeravajucih vektora i/ili
upotreba odgovaraju¢ih promotora za terapeutske gene moze dovesti do mnogo

uspjesnije genske terapije tumora.
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6. ZAKLJUCAK

1. Unato€ promjenama u ekspresiji molekula ukljuéenih u mehanizam ulaska Ad5 na
povrSini VK2 stanica u odnosu na HEp2 stanice, te promjene nisu glavni uzrok
primijjeCenom fenomenu povecanja ekspresije Ad5-unesenog transgena [-

galaktozidaze u VK2 stanicama u odnosu na HEp2 stanice.

2. ObjaSnjenje primije¢enog fenomena povecanja ekspresije Ad5-unesenog
transgena B-galaktozidaze u VK2 stanicama u odnosu na HEp2 stanice je u jacini
promotora RSV u HEp2 i VK2 stanicama. Zbog razlike u ja¢ini RSV promotora u
HEp2 i VK2 stanicama, u VK2 stanicama nalazimo 4,5 puta vecu ekspresiju

transgena B-galaktozidaze nego u HEp2 stanicama.

3. Nasi rezultati upuéuju na Cinjenicu kako razvoj otpornosti na vinkristin moze biti
popracen promjenama u aktivnosti promotora, te da izbor promotora za ekspresiju
terapeutskog gena u vektorima za gensku terapiju tumora mozZe doprinijeti

smanjenju potrebne koliCine vektora potrebne za terapeutski efekt.
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