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1. UVOD



Genska terapija je postupak kojim se u stanicu unosi genski materijal s ciljem postizanja
terapeutskog ucinka, pri ¢emu se genski materijal u stanicu moze unijeti viralnim ili
neviralnim putem. S obzirom na razvoj metoda manipulacije virusnog genoma, adenovirusi
su postali primamljivi kandidati za razvoj vektora namijenjenih prijenosu gena, vakcinaciju
ili onkolitickoj terapiji. Adenoviralni vektori su najvise koristeni virusni vektori, a najcesce
se koriste za prijenos gena u klinickim pokusima genske terapije tumora i infekcija (za
razvoj vakcina) te u neuroloskim i metabolickim bolestima. Problem prilikom koriStenja
adenoviralnih  vektora je visoka prevalencija neutralizacijskih protutijela prema
uobicajenim serotipovima adenovirusa u ljudi, ¢ime se onemogucava ekspresija transgena
uneSenog vektorom (Curiel, 2016). Jedan od trenutno istrazivanih pristupa pronalaska
rjeSenja je konstrukcija vektora na osnovi neucestalih serotipova adenovirusa. Najbolje
istraZzen adenovirus je adenovirus tipa 5 (AdV5) te su vektori bazirani na adenovirusu tipa
5 najcesce koristeni. Zbog prisutnosti neutralizacijskih protutijela na AdV5, istrazuju se
drugi serotipovi adenovirusa, pri ¢emu je jedan od obecavajucih kandidata adenovirus tipa
26 (AdV26) (Li isur., 2012).

Cilj ovog diplomskog rada je bio ispitati ulogu Toll sli¢nog receptora 9 (TLR9) u
imunosnom odgovoru epitelnih stanica nakon infekcije AdV26. U odabranoj stani¢noj
liniji, A549, koriStenjem specificne siRNA je smanjena ekspresija TLR9 receptora.
Odredena je uspjesnost transdukcije AdV26 na stanicama A549, sa i bez utiSavanja TLR9
receptora koriStenjem proto¢nog citometra. Osim toga, odredena je razinu ekspresije gena
koji sudjeluju u imunosnom odgovoru stanice metodom lan¢ana reakcija polimerazom u
stvarnom vremenu nakon obrnutog prepisivanja, kao i proteina izlu¢enih u supernatant
stanica ELISA metodom. Analizirana je i razina ekspresije proteina koji sudjeluju u

aktivaciji transkripcije istrazivanih citokina i kemokina.



2. TEORIJSKI DIO



Adenovirusi  (AdV) su virusi koji pripadaju obitelji Adenoviridae, rodu
Mastadenovirus, a prvi put su otkriveni sredinom 20. stoljec¢a prilikom pokusaja uzgoja
adenoidnog tkiva u laboratoriju (Rowe i sur., 1953). Poznato je viSe od Sezdeset serotipova
koji su podijeljeni u podgrupe od A do G (Huang, 2013). Odredivanje serotipova zasniva
se na nekoliko osobina: filogenentskoj udaljenosti, organizaciji genoma, udjelu nukleotida
(GC%), onkogenosti, rasponu domacina koje inficiraju, krosneutralizaciji, moguénosti za
rekombinacijom, broju gena koji kodiraju za virus-povezanu RNA i hemaglutinaciji.
Infekcije adenovirusima uzrokuju blage respiratorne, okularne i probavne bolesti kod ljudi,
poput febrilnog respiratornog katra, faringokonjunktivalne groznice, keratokonjuktivitisa
ili gastroenerititisa (Majhen i sur., 2014; Ryu, 2017). Kod pacijenata sa slabim imunitetom
AdV mogu uzrokovati teze infekcije (Lynch i sur., 2011). Adenovirusi ne pokazuju

onkogeni potencijal u ljudi.

2.1. STRUKTURA ADENOVIRUSA

Struktura adenovirusne Cestice je vrlo sloZzena i sastoji se od ikozaedralne kapside unutar
koje se nalazi dvolantana DNA. Adenovirusi ne sadrze ovojnicu (engl. envelope), a
promjer im iznosi 70 do 100 nm (Brenner, 2001). Slika 1. prikazuje shemu strukture
adenovirusa. Kapsida ima 20 strana trokutastog oblika, 30 rubova i 12 vrhova. Viralna
kapsida je sastavljena od 252 kapsomere, 240 heksona i 12 pentona. Pentamerni protein
baza pentona formira individualnu kapsomeru na 12 vrhova, gdje svaka kapsomera
podupire trimerno proteinsko vlakno varijabilne veli¢ine, nekovalentno vezano za vrh
kapside. U bazi pentona gotovo svih adenovirusa, osim serotipova 40 i 41, prisutan je RGD
slijed (Arg-Gly-Asp) (Brenner, 2001).
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Slika 1. Shematski prikaz strukture adenovirusa. Na shemi su prikazani proteini
kapside: hekson, baza pentona i vlakno, te genom adenovirusa koji se nalazi unutar kapside

(preuzeto i prilagodeno iz <https://www.shutterstock.com/image-vector/adenovirus-

morphology-adenoviruses-most-commonly-cause-160235651>).

Vlakno adenovirusa sastavljeno je od tri odvojene regije: N-kraja ili domene rep kojim se
vlakno nekovalentno veZze za bazu pentona, srediSnjeg dijela s varijabilnim brojem
ponavljanja pri ¢emu broj ponavljanja utjeCe na duljinu vlakna i ovisi o serotipu
adenovirusa (od 5 ponavljanja u AdV3 do 22 u AdV5), te C-kraja koji se smata u
globularnu domenu glave oblika propelera i odgovoran je za interakcije s razliCitim
receptorima na povrsini stanice. O duljini vlakna ovisi njegova fleksibilnost. Uz navedene
glavne proteine kapside (hekson, penton i vlakno), kapsidu ¢ine i Cetiri manja kapsidna
proteina, proteini Illa, VI, VIII, IX. Manji kapsidni proteini sluze za stabilizaciju kapside te
sudjeluju u sklapanju virusne ¢estice kod replikacije virusa, a imaju ulogu i u ulasku virusa
u stanicu domacina (Curiel, 2016). Dogadaji u kojima sudjeluju navedeni proteini odvijaju
se nakon internalizacije, poput izlaska adenovirusa iz endosoma, transkripcijske aktivnosti,
I nuklearne organizacije. Dodatni proteini u jezgi kapside (proteini V, VII, i X i terminalni
protein) u interakciji su s viralnom DNA, kako bi se olakSao transport genoma u jezgru


https://www.shutterstock.com/image-vector/adenovirus-morphology-adenoviruses-most-commonly-cause-160235651
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inficirane stanice (Lion, 2014). Popis proteina koji grade adenovirusnu ¢esticu nalazi se u
Tablici 1.

Tablica 1. Popis strukturnih proteina adenovirusne Cestice.

Kapsida

Hekson (I1)

Baza  pentona | 240 trimera, temeljni protein kapside

(rm 12 pentamera, temeljni protein kapside
Vlakno (1V) 12 trimera, temeljni protein kapside

Ia 60 monomera proteina vezanog za hekson
VI protein vezan za hekson, 60 heksamera
X111 protein vezan za hekson

IX protein vezan za hekson, 80 heksamera
Srz

\ DNA-vezujuéi protein

VII DNA-vezuju¢i protein

Mu (X) 19 aminokiselina duga¢ak DNA-vezujuéi protein
TP terminalni protein

2.2. ORGANIZACIJA ADENOVIRUSNOG GENOMA

Adenovirusni genom kodira za oko 40 proteina, a veli¢ina genoma iznosi izmedu 34 i 37
kb. Svi adenovirusi imaju sli¢nu organizaciju genoma, pri ¢emu su regije unutar genoma
podijeljene na ranu, srednju, i kasnu (Slika 2.). Viralne transkripcijske jedinice kodiraju
multiple mMRNA molekule koje su nastale alternativnim prekrajanjem primarnog RNA
transkripta. Rana regija genoma uljucuje Cetiri obitelji transkripta, od E1 do E4, koje su
potrebne za viralnu replikaciju. ELA predstavlja transkripcijski neposredno-ranu regiju
genoma, E1B, E2, E3 i E4 su definirani kao rani transkripcijski dijelovi, pri ¢emu je E3
transkripcijska jedinica visoko divergentna izmedu razlicitih serotipova AdV i kodira za
proteine koji moduliraju imunosni odgovor stanice domacina. Srednji geni predstavljaju
dva transkripta, IX i IVa2, dok kasna regija oznaCava pet transkripcijskih obitelji,
ukljuc¢enih u proizvodnju zrelih virusa. Glavni promotor koji omogucava transkripciju
kasnih proteina je glavni kasni promotor (engl. major late promoter, MLP). pre-mRNA
koja nastaje, alternativno se procesira te time nastaju pet kasnin mRNA, regije od L1 do



L5. Na krajevima virusne DNA nalaze se obrnuto ponavljajuci sljedovi (engl. inverted

terminal repeats, ITR) koji omogucavaju replikaciju viralne DNA.

Ovisno o tipu AdV, mogu nastati jedan ili dva nekodirajuca virus-povezana (eng. virus-
associated, VA) transkripta, VA RNAI i VA RNAII. Transkripti su ukljuéeni u regulaciju
translacije, pri ¢emu se VA RNAI moze ponasati kao microRNA (miRNA) (Lion, 2014;
Curiel, 2016).
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ElA L1 >
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Slika 2. Shematski prikaz organizacije adenovirusnog genoma (preuzeto iz Vetrini i
Ng, 2010).

2.3 VEZANJE | ULAZAK ADENOVIRUSA U STANICU
Ulazak adenovirusa u ciljnu stanicu odvija se u dva koraka: vezanje adenovirusne Cestice
na receptor/e nakon cega slijedi internalizacija odnosno endocitoza virusa u stanicu.

Shematski prikaz ulaska adenovirusa u stanicu prikazan je naslici 3.
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Slika 3. Ulazak adenovirusa u stanicu domacina. Infekcija stanice adenovirusom
ukljucuje vezanje na povrsinu stanice domacina, ulazak u stanicu, izlazak iz endosoma,

putovanje prema jezgri te ulazak adenovirusnog genoma u jezgru (preuzeto i prilagodeno
iz Coughlan i sur., 2010).

Za vezanje adenovirusa na receptor odgovorno je vlakno, a molekule koje adenovirusi
mogu Koristiti kao receptore prikazane su na slici 4. Primarni receptor odgovoran za
vezanje gotovo svih serotipova adenovirusa, osim serotipa B, je coxsackie adenovirus
receptor (CAR). Adenovirusi grupe B mogu za vezanje koristiti membranski kofaktor
CD46 ili desmoglein-2 (DSG2), dok su molekule koje za vezanje koriste adenovirusi grupe
D slabije opisane i1 uklju¢uju CAR, CD46 i siali¢nu kiselinu (Arnberg, 2012).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165614712000697#!
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Slika 4. Shematski prikaz receptora koje koriste adenovirusi. (Preuzeto i prilagodeno iz
Arnberg, 2012). CAR, coxsackie and adenovirus receptor; CD46, membranski kofaktor,
DSG2, desmoglein-2; FIX/FX, koagulacijski faktor IX i X,. A-II "scavenger” receptor.

Vecina adenovirusa ima RGD motiv u jednoj od dvije povrSinske petlje baze pentona.
Nakon pocetnog vezanja na primarni receptor slijedi internalizacija adenovirusne cestice
posredovana upravo vezanjem RGD slijeda iz baze pentona i av integrina na povrsini
stanice (Arnberg, 2012). Interakcija adenovirusa s av integrinima poti¢e specifiéne
signalne dogadaje koji su ukljuceni u ulazak adenovirusa u stanicu, kao $to je na primjer
aktivacija PI3K, FAK, pl130CAS i Rho GTPaza. Ovi signalni dogadaji vazni su za
promjene u citoskeletu kao Sto su filopodijalni produzeci i stvaranje lamelipodija (Li i sur.,
1998; Li i sur., 2001).

Za sam ulazak u stanicu adenovirus koristi endocitozu. Endocitoza je proces kojim stanica
u sebe unosi tekucine, otopine, proteine povezane s membranom, kao i ligande koji se vezu
na odredeni receptor. Tim procesom se osigurava rast stanice, ukljucuju¢i opskrbu
nutrijentima, komunikaciju s okoliSem te prijenos signala. Razlikujemo nekoliko tipova
endocitoze: klatrinom posredovana endocitoza, makropinocitoza, fagocitoza, kaveolinom
posredovana endocitoza, i CLIC/GEEC posredovana endocitoza (CLIC, Klatrin-neovisan
nositelj; GEEC, proteini obogaceni glikosilfosfotidilinozitolom), IL-2 Arf6 posredovana
endocitoza i flotilinom posredovana endocitoza. Adenovirus tipa 5 za ulazak u stanicu

koristi Kklatrinom posredovanu endocitozu (Kalin, 2010), no pokazano je da u nekim
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tipovima stanica ovaj virus moze Korisiti i ne-klatrinom posredovane putove kao Sto su

lipidne domene unutar membrane.

24. 1IZLAZAK ADENOVIRUSA 1Z ENDOSOMA | PUTOVANJE DO JEZGRE
Nakon Sto se endosom u kojem se nalazi adenovirus odvoji od plazmatske membrane
stanice pocinje aktivnost vakuolarne H'-ATPaze, S$to dovodi do zakiseljavanja
unutradnjosti endosoma do pH vrijednosti 5,5-6. Zakiseljavanje endosoma uzrokuje
strukturne promjene u adenovirusnoj ¢estici na nacin da dolazi do oslobadanja proteina VI
iz kapside adenovirusa koji uzrokuje pucanje membrane endosoma i izlazak kapside u
citoplazmu (Perez, 1994).

Nakon izlaska iz endosoma kapsida adenovirusa se nalazi u viskoznom citosolu koji
onemogucava jednostavnu difuziju pa za daljnji put prema jezgri stanice adenovirus koristi
postoje¢u mrezu mikrotubula u citosolu (Greber, 1997). Vezanjem kapside uzduz
mikrotubula dolazi do brzog premjeStanja kapside adenovirusa do jezgre stanice.
Udaljenost koju adenovirus mora prijeci na taj nac¢in moze biti jednaka i do 100 promjera
kapside. U jednom trenutku kapsida adenovirusa mora se odvojiti od mikrotubula,

medutim mehanizam razdvajanja jos$ nije poznat.

Adenovirusna Cestica putuje prema svom konacnom cilju, jezgri, u koju treba unijeti svoju
DNA. Mehanizam ulaska adenovirusne DNA u jezgru stanice nije u potpunosti razjasnjen,
no podaci iz literature spominju nekoliko proteina koji bi mogli biti ukljuceni: protein

jezgrine pore CAN/Nup214, Hsc70 i CRM1 (Curiel, 2016).

2.5. ADENOVIRUSI | POTICANJE IMUNOSNOG ODGOVORA NAKON
INFEKCIJE

Adenovirusi su vrlo imunogeni¢ni 1 infekcija adenovirusima poti¢e urodeni i1 steCeni
imunosni odgovor u stanicama sisavaca. Imunosni sustav domacina odgovara na prisustvo
adenovirusne kapside, adenovirusne DNA ili na samu infekciju, pri ¢emu je svo troje
prepoznato kao molekularna oznaka povezana s patogenom (engl. pathogen associated
molecular pattern (PAMPSs)) (Medzhitov i Janeway, 1997).

Urodeni imunosni odgovor je prva linija obrane od patogena. Sastavljen je ne samo od
fizicke barijere nego i od mreze razlicitih tipova stanica, ukljucujuci dendriticke stanice,

NK stanice, monocite/makrofage, stanice prirodne ubojice (NKT; engl. natural killer T
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cells), yd T stanice i neutrofile. Svaka stanica imunosnog sustava eksprimira razliCite
varijante receptora koji prepoznaju PAMP-ove, a koji se zovu receptori koji prepoznaju
molekularne oznake ili PRR (engl. pattern recognition receptors). Ovi receptori mogu biti
smjeSteni na povrSini stanice ili u citosolu. Urodeni imunosni odgovor potaknut
prepoznavanjem PAMP-a od strane stani¢nih PRR smjeStenih na povrSini stanice, na
endosomu ili u citoplazmi dovodi do sinteze proupalnih citokina i kemokina, poput
interferona (IFN) tipa I, interleukina (IL; IL-6, IL-12), ekspresije i sekrecije T stanica,

makrofag-inflamatornih proteina-1f, IFN-gamma—induciranih proteina (IP)-10, i drugih.

PovrSinski PRR, poput Toll sli¢nih receptora (eng, Toll-like receptors, TLR; TLR1/2,
TLR2/6, TLR4 i TLRS) i tipovi C lektina, prepoznaju izvanstanicne PAMP-ove.
Unutarstani¢ni PRR, poput TLR3, TLR7 i TLR9, NOD sli¢ni receptor 9 (NLR9; engl
NOD-like receptor 9), prepoznaju unutarstanicne PAMP-ove. Prepoznavanje specifi¢nih
liganda rezultira aktivacijom odredenih signalnih molekula poput MAP kinaza (engl.
mitogen-activated protein kinase), PI3K, nuklearnog faktora kB (NF-kB), interferon
regulatornih faktora (IRF) 3 i 7 i/ili AP-1 (Medzhitov i Janeway, 1997; Kumari sur., 2009).
Adenovirusni PAMP moZe biti prepoznat od strane PRR u gotovo svim stadijima infekcije
adenovirusom od vezanja na receptor i endocitoze do unutarstani¢nog putovanja. Infekcija
adenovirusom poti¢e imunosni odgovor ¢ime se sintetiziraju brojni kemokini, MIP1,
RANTES, IL-8, interferon a (IFNa), interferon B (IFNP) kao i citokini, faktor nekroze
tumora-a (TNF-a), IL-6, I1L-1, IL-12, IFN1, koji moduliraju upalu. Osim toga, imunosni
odgovor na adenovirus moZe biti potaknut i kao posljedica interakcije sa stani¢nim
receptorima. Tako npr. vezanje na CAR okida ERK 1/2, JNK, MAPK i NF-xB
posredovane signalne putove, Sto dalje rezultira povecanjem IL-8, GRO-0, GRO-y ili
RANTES, dok RGD motiv u bazi pentona aktivira NF-«kB, koji poti¢e reakciju upale
(Bruder i Kovesdi, 1997).

Proizvodnja proupalnih citokina i kemokina te interferona tipa | pojavljuje se 1-6 sati
nakon infekcije adenovirusom, ukljucujuéi ekspresiju IL-1a, IL-1p, IL-6, TNFa, 1L12, KC,
RANTES, MCP-1, MIP-1a, IFNa, IFNB, IFNy, i IP-10 (Hartman i sur., 2007). Urodeni
imunosni odgovor dovodi do sinteze proupalnih citokina i kemokina, poput IFN tipa I, IL-
6, IL-12, IFN-gamma—induciranih proteina (IP)-10, i drugih. (Kawai i Akira, 2010).

Izlazak adenovirusa iz endosoma povezan je sa aktivnoS¢u protein kinaze C, proteina 38
(p38) i ERK (engl. extracellular signal regulated kinases) koji spadaju u porodicu MAP
kinaza. Aktivacija p38 i ERK MAP kinaza te NF-kB odgovorna je za indukciju kemokina,
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poput IP-10 i IL-8, koji su proucavani kod infekcija respiratornih epitelnih stanica
adenovirusima serotipa B (Fejer i sur., 2011). U epitelnim stani¢nim linijama, poput A549
(stanice adenokarcinoma plu¢a covjeka), adenovirusi induciraju ekspresiju razlicitih

adhezijskih molekula leukocita.

Aktivacija p38, ERK, ali ne i JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) se dogada nekoliko
minuta nakon §to adenoviralni vektor ude u stanicu. Prijenos signala pomoc¢u p38 igra
veliku ulogu u indukciji IP-10 u usporedbi sa ERK, no ukoliko se blokiraju oba puta,
pokazano je sinergisticCko djelovanje. Rana aktivacija signalnih putova i posljedic¢no,
ekspresija kemokina, upucuje da je reakcija na ulazak virusa u stanicu rani dogadaj (Liu 1
Muruve, 2003). Adenovirusi poti¢u transkripciju IP-10, posredovanu NF-kB sto se dogada
u odsutnost TNF-a i IFN-y. NF-kB je potreban za transkripciju mRNA IP-10, dok IkB
suprimira sintezu IP-10 (Borgland i sur., 2010, Zsengelle'r i sur., 2000).

Unutarstani¢ni TLR, redom TLR3, TLR7, TLRS, i TLR9, mogu prepoznati nukleinske
kiseline. Aktivacija urodenog imunosnog odgovora na adenoviruse moze biti posredovana
TLR-ovisnim mehanizmima, kao i TLR-neovisnim mehanizmima (Curiel, 2016;
Appledorn i sur., 2008). Pokazano je da dvolancani adenovirusni genom moze biti
prepoznat pomo¢u TLR9 smjestenog u membrani endosoma (Kawai i Akira, 2010). Osim
toga, TLR9 prepoznaje nemetilirane CpG otoke ssDNA prisutne u bakterijama i virusima
pri ¢emu moze doc¢i do indukcije sinteze proupalnih citokina i kemokina (Kumar, 2009).
Kaskada reakcija potaknuta TLR9 ovisna je 0 MyD88 proteinu, uzrokuje aktivaciju MAP
kinaza te posljedi¢no translokaciju NF-kB u jezgru stanice. Kao rezultat, dolazi do sinteze
IL-6, pro-IL-1B, TNF-a, a aktivacija MyD88 puta moze dovesti i do indukcije IFN tipa I
(Hensley 1 Amalfitano, 2007; Kawai i Akira, 2010). Shema mogucih signalnih puteva

potaknutih infekcijom patogena prikazana je na slici 5.
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Slika 5. Signalni putevi potaknuti vezanjem patogena na TLR (preuzeto i prilagodeno
iz Zhao, 2011).

Takoder, pokazano je da je proizvodnja odredenih proupalnih citokina i kemokina ovisna o
MyD88, no ne i TLR9 putu, Sto zna¢i da adenovirusi poti¢u nekoliko signalnih puteva,

neovisnih o prepoznavanju DNA od strane TLR9 receptora.

Postoje podaci da citosolni senzori za adenovirusnu DNA mogu aktivirati i inflamasom
(Slika 6.). Inflamasom je multiproteinski komples, koji omogucava aktivaciju kaspaze-1 te
sazrijevanje 1 luCenje IL-1p. Aktivacija inflamasoma potaknuta bijegom adenovirusa iz
endosoma dovodi do indukcije sekrecije IL-1B. Alternativnim mehanizmom dolazi do
otpustanja katepsina B iz fagolizosoma tijekom bijega adenovirusa te do aktivacije

kaspaze-1 i NLRP3, Sto za posljedicu ima sintezu citokina (Kumar i sur., 2009).

Indukcija IFN-of potaknuta viralnom DNA zahtijeva IRF3, no ne i aktivaciju MAP kinaza.
No adenovirusom potaknut nastanak IFN tipa | strogo zahtijeva aktivaciju IRF7, koji je
medijator prilikom bijega iz endosoma, ali ne nuzno i aktivaciju IRF3, INK MAP kinazu i
TBK1 (Fejer i sur., 2011).
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Slika 6. Aktivacija inflamasoma potaknuta citosolnim senzorima (preuzeto i
prilagodeno iz https://yshassanblog.wordpress.com/2013/01/06/inflammasomes/).

2.6. ADENOVIRALNI VEKTORI

Zahvaljujuéi velikom znanju molekularne biologije adenovirusa kao i razvoju metoda za
manipulaciju virusnog genoma, adenovirusi su postali primamljivi kandidati za razvoj
vektora namijenjenih prijenosu gena, vakcinaciju ili onkolitickoj terapiji. Adenoviralni
vektori se danas koriste u vise od 20% klinickih ispitivanja genske terapije §to ih ¢ini
prvim izborom u ovom pristupu lijeCenja (Slika 7.). Adenoviralni vektori najceSce se
koriste za prijenos gena u klinickim pokusima genske terapije tumora i infekcija (za razvoj

vakcina) te u neuroloskim 1 metabolickim bolestima.

Da bi se oslobodio prostor za ugradnju strane DNA razliiti dijelovi adenovirusnog
genoma mogu biti uklonjeni Sto rezultira nastankom vektora za prijenos gena. Kako bi se
dobili replikativno defektni vektori, potrebno je ukloniti E1A regiju viralnog genoma
odgovornu za aktivaciju replikacije adenovirusa. Osim §to ¢e time biti onemoguéena
ekspresija ranih i kasnih viralnih gena pa time i replikacija, povecat ¢e se i kapacitet za

ugradnju transgena. Budu¢i da E3 regija virusnog genoma nije esencijalna, takoder se
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uklanja prilikom konstruiranja viralnih vektora, ¢ime se dodatno povecava kapacitet za

ugradnju transgena i omogucuje ugradnja gena do velicine 8.2 kb.

Adenovirus 200.5% (n=547)
® Retrovims  17.9% (n=478)
@ Plazmidnz DNA 16.6% (n=442)
@ Adeno-pridruzeni virus 7.6% [n=204)
® Lentivimz 7.3% (n=196)
@ Vakcinijavirs  6.6% (n=175)
Lipofekreija 1 4.4% (n=117)
@ Poksvirns 4% (n=107)
@ Hempes simpleks vins 3.5% (n=93)
) Drugivektori  8.4% (n=223)
@ Nepomato 3.3% (n=88)

Slika 7. Vektori koriSteni wu klini¢ckim ispitivanjima u genskoj terapiji

(http://www.abedia.com/wiley/vectors.php).

Prednosti koriStenja adenoviralnih vektora su nastanak visoko stabilnih Cestica koje mogu
efikasno unijeti strani geneti¢ki materijal u stanice koje se dijele, kao i u mirujuce stanice,
veliki kapacitet ugradnje strane DNA, jednostavnost prilikom geneticke manipulacije.
Nadalje, moguce ih je proizvesti u velikoj koli¢ini, ne ugraduju se u genom domacina pa
ne predstavljaju opasnost za insercionu mutagenezu. S druge strane, uspjeSna primjena
adenoviralnih vektora u klini¢kom lije¢enju nailazi na probleme kompleksnih interakcija
stanice domacina i vektora. S obzirom da je svatko od nas u jednom trenutku Zivota bio
inficiran adenovirusom, veéina populacije posjeduje imunoloSki odgovor prema
uobicajenim serotipovima adenovirusa poput adenovirusa tipa 2 ili 5 pa je prevalencija
neutralizacijskih protutijela prema uobicajenim serotipovima adenovirusa u ljudi visoka.
Neutralizacijska protutijela se proizvode prema proteinima heksona i vlakna, no odgovor
na heksone je dominantan (Curiel, 2016). Protutijela specificna za vektor mogu
onemoguciti ekspresiju transgena uneSenog vektorom te je pronalazak strategije koja bi
umanjila utjecaj neutralizacijskih protutijela od velikog interesa. Jedan od trenutno
istrazivanih pristupa je konstrukcija vektora na osnovi neucestalih serotipova adenovirusa
Covjeka (AdV4, AdV7, AdV9, AdV1l, AdV26, AdV35, AdV48, i AdV50) odnosno
adenovirusa ¢impanze (ChAdV3 i ChAdV63). Takvi alternativni adenovirusni serotipovi

se koriste kako bi se poboljSala i produljila ekspresija transgena u individuama u kojima
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postoji jaka imunosna reakcija, od strane neutralizacijskih antitijela, kao i od strane CD8+
T-limfocita, prema najcesce koristenim adenoviralnim vektorima temeljenima na ucestalim
serotipovima adenovirusa. Jedan od obecavajucih kandidata za razvoj novih vektorskih
vakcina je adenovirus tipa 26 (AdV26) (Liu i Muruve, 2003). IstraZivanjima je pokazano
da je u novorodencadi niska seroprevalencija za AdV26 i AdV35, a djeca su imala visoku
razinu neutralizacijskih protutijela na AdV5 i AdV26, iako je titar AdV26 bio nizi u
usporedbi s AdV5 (Curiel, 2016). Takoder, istrazivanja su pokazala da je kod geografsko
razli¢itih populacija, rizi¢nih grupa te ljudi razli¢ite dobi titar neutralizacijskih protutijela
na AdV26 znatno niZi u odnosu na AdV5 (Barouch i sur., 2011).

2.6.1. Adenovirus tipa 26

Do sada najbolje istrazen adenovirus je adenovirus tipa 5 te su vektori bazirani na
adenovirusu tipa 5 najceS¢e koriSteni. Ograni¢enja AdVS5, prvenstveno prisutnost
neutralizacijskih protutijela, dovela su do potrebe istrazivanja drugih serotipova
adenovirusa kao platformi za razvoj novih vektora. Jedan od obecavaju¢ih adenovirusa je
AdV26 koji se bitno razlikuju od AdV5 i to po pitanju seroepidemiologije, in vivo
tropizma i profila urodenog imunosnog odgovora (Li i sur., 2012). Adenovirus tipa 26
pripada u podgrupu D adenovirusa. Koristi se kao vektor u svrhu vakcinacije i to najprije
zbog niske seroprevalencije odnosno zaobilazenja postojeceg protu-vektorskog imunosnog
odgovora u stanici domacinu. lako neutralizacijska protutijela na AdV26 mogu biti
znacajna kod nekih ljudi, titar AdV26 je nizi u odnosu na titar neutralizacijskih protutijela
AdV5 (Barouch i sur., 2011). U usporedbi s AdV5, AdV26 potice znafajno visu razinu
antiviralnih 1 proupalnih citokina i kemokina u serumu vakciniranih majmuna, kao i u
mononuklearnim stanicama periferne krvi ¢ovjeka (PBMC, engl. human peripheral blood
mononuclear cells). Detektirani antiviralni i proupalni kemokini i citokini su ukljucivali
IFN-0, IFN-y, IP-10, IL-6 | IL-1RA. Na temelju navedenih spoznaja nije poznat ukupan
mehanizam urodenog imunosnog odgovora potaknutog razliCitim serotipovima
adenovirusa no jedan od razloga razlike bi moglo biti razli¢ito putovanje adenoviralnih
vektora do kasnog endosoma. S obzirom da AdV5 i AdV26 za ulazak u stanicu koriste
razli¢ite receptore moZe se pretpostaviti da im se i unutarstani¢no putovanje razlikuje.
Signalni putovi ukljuceni u poticanje urodenog imunosnog odgovora aktivirani u kasnom
endosomu ovise o zakiseljavanju. AdV26 se akumulira u kasnom endosomu znatno vise od

AdV5, a AdV5 puno brze putuje do jezgre (Teigler i sur., 2014). U stanicama periferne
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Krvi, poput monocita, AdV26 koristi CD46 kao primarni receptor za vezanje na stanicu (Li
I sur., 2012; Teigler i sur., 2012) te je istrazivanjima pokazano da je za prijenos AdV26 do
kasnog endosoma dovoljno vezanje virusa samo na molekulu CD46 koja se nalazi na
povrsini stanice (Teigler i sur., 2014). Receptor koji AdV26 Koristi za infekciju epitelnih

stanica nije poznat.

Rekombinantni AdV26 vektori mogu se uzgajati do visokog titra u stani¢nim linijama koje
komplementiraju E1 regiju AdV5 te posjeduju nekoliko povoljnih karakteristika koje
omogucavaju primjenu u razvoju vektorskih vakcina (Geisbert i sur., 2011; Abbink i sur.,
2007). AdV26 se istrazuje kao vektor u vakcinaciji protiv HIV-1, Ebole i drugih patogena
(Teigler 1 sur., 2012; Li i sur., 2012). Nekoliko klinickih pokusa koji istrazuju AdV26 kao

vektor za vakcinaciju protiv Ebole trenutno je u fazi Il (www.clinicaltrials.gov).
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3.1. MATERIJALI
3.1.1. Osnovne kemikalije

Tablica 2. Popis kemikalija koriStenih u ovom radu

KEMIKALIJA PROIZVODAC
Agaroza Sigma-Aldrich, Njemacka
Akrilamid smjesa 30% Serva, Njemacka
Amonijev persulfat, APS 10% ((NH4)2S20g) Serva, Njemacka
Bisakrilamid (C;H19N20-) Serva, Njemacka
Bromfenol-plavo (engl. Bromphenol blue) Sigma-Aldrich, SAD
Dimetil sulfoksid, DMSO (C,H¢0S) Gram Mol, Hrvatska

Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive Lonza, Svicarska

podloge (engl. Dulbecco's Modified Eagle's

Medium, DMEM)

Etidij-bromid (EtBr) Serva, Njemacka

Fiksir Fotokemika, Hrvatska
Govedi serumski albumin (engl. Bovine Serum Macherey-Nagel, Njemacka
Albumine, BSA)

G 418 Sulfate Calbiochem, SAD
IsoFlow tekucina (engl. IsoFlow Sheath Fluid) Beckman Coulter Inc., SAD
Lipofectamine® RNAIMAX Invitrogen, SAD
Natrij-dodecil sulfat, SDS (NaC;,H»5S0,) Sigma-Aldrich, SAD
Nemasno mlijeko u prahu Roth, Njemacka
Optimem Gibco, SAD

Orange G boja Merck, Njemacka

PFA 4% Sigma, Njemacka
Power sybr® green, PCR Master Mix Applied biosystem, UK
Proteinski marker (engl. Protein Marker, PM) Thermo Scientific, SAD
Razvijac¢ Fotokemika, Hrvatska

Serum fetusa goveda (engl. fetal bovine serum, Invitrogen, SAD

FBS)
Standard za elektroforezu Thermo Scientific, SAD
Tween-20® (CsgH114026) Sigma-Aldrich, SAD
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Tris (C4H11N03)

Sigma, Njemacka

Tris-klorovodi¢na kiselina, Tris-HCI Merck, SAD

Virocid 1%

Genera, Hrvatska

Western Lighteninga Plus ECL Enhanced Luminol PerkinElmer®, SAD

Reagent Plus

Western Lighteninga Plus ECL Oxidizing Reagent PerkinElmer®, SAD

Plus

N, N, N’, N’-tetrametiletilenediamin, TEMED Sigma-Aldrich, SAD

(CeH16N2)
2-merkaptoetanol (C,HgOS)

3.1.2. Puferi i otopine

Serva, Njemacka

Tablica 3. Priprema pufera i otopine

PUFER/OTOPINA
Amidocrno boja 0,1%

Otopina CsCl gustoc¢e 1,25 g/mL
Otopina CsCl gustoée 1,34 g/mL
Otopina CsCl gustoce 1,40 g/mL
Otopina za odbojavanje

Pufer TAE (50x)

Pufer za nanoSenje uzoraka

DNA u gel agaroze (6x)
Pufer TD

Sterilni fosfatni pufer (PBS)
TBS pufer

Transfer pufer

1x Tris-glicinskom pufer

6x koncentrirani pufer za uzorke

PRIPREMA
45 mL metanola, 10 mL octene kiseline, 45 mL vode, 0,1
g amido black otopine u 100 mL
36,16 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera
51,20 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera
62,00 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera
40 mL metanola, 7 mL octene kiseline, 53 mL vode
242 g Tris baza, 57,1 mL ledene octene kiselina, 100 mL
0,5 M, pH 8.0, otopiti u 1 L diH20
50% glicerol, 20 mM EDTA, 0,25% Orange G boja

8 g NaCl i 0,38 g KClI otopi se u 150 mL diH20, doda se
0,1 g Na2HPO4 i 3 g Tris baze, nadopuni se do 500 mL s
diH20, podesi pH 7.4-7.5, nadopuni do 1 L s diH20;
sterilizira se autoklaviranjem

29 2,7mMKCI; 0,29 1,5 mM KH2PO4; 8,0 g 137 mM
NaCl; 1,15 g 8 mM Na2HPO4 u 1000 ml deH20

0,6 g 10 mM Tris; 4,38 g 150 mM NaCl u 500 ml

biH20

50 ml Tris-glicinski pufer pH 8,3; 350 ml biH20; 100 ml
etanol

10x pufer: 24 g Tris; 114 g glicin; 10 g SDS u 1 L biH20

2,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 6,8; 1,2 g SDS; 3 ml glicerol;

20 mg
bromfenol-plavo; 1,2 ml 2-merkaptoetanol u 10 ml biH20
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3.1.3. Stanic¢ne linije

U ovom radu koriStene su stanice bubrega embrija Covjeka (engl. human embryonal
kidney, HEK-293, ATCC® CRL-1573TM), stanice adenokarcinoma pluca ¢ovjeka (engl.
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells, A549, ATCC® CCL-185).

3.1.4. Replikativno defektni adenovirusi

U ovom radu koristeni su replikacijski defektni adenovirusi AdV26 s transgenom eGFP
pod CMV promotorom. KoriSteni vektori prethodno su konstruirani i opisani (Abbink i
sur., 2007).

3.1.5. Pocetnice
Tablica 4. Pocetnice koristene u metodi lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

nakon obrnutog prepisivanja (Real Time RT-PCR)

GEN Forward Reverse
IL-6 5'—- CAATGAGGAGACTTGCCTGG 5'- GCACAGCTCTGGCTTGTTCC
IL-8 5- GTTTTTGAAGAGGGCTGAGAATTC 5 - ATGAAGTGTTGAAGTAGATTGCTTG
IL-18 5'- GACTGTAGAGATAATGCAC 5'-CTTCGTTTTGAACAGTGAAC
IFN-a1 5 -AAACAGATGAAGTGCTCCTTCC 5' - AAGATGAAGGGAAAGAAGGTGC
IL-1P 5'— ACCCACAGCCTGGATAACAG 5'— CTCTCCTCCTGCATCACACA
IFN B 5'-GTCTCCTCCAAATTGCTCTC 5'—- ACAGGAGCTTCTGACACTGA
MyD88 5 - TGCAGAGCAAGGAATGTGAC 5' - AGGATGCTGGGGAACTCTTT

3.1.6. Ostali materijali
Za procis¢avanje virusa centrifugiranjem na jastucicu i u gradijentu CsCl koriStene

su epruvete za centrifugiranje Ultra-Clear 344059 (Beckman, SAD).

Za ukljanjanje CsCl nakon procis¢avanja virusa centrifugiranjem u gradijentu CsCl

koriStena je kolona Sephadex G25M (GE Healtcare Life Sciences, Velika Britanija).

Za izolaciju ukupne RNA iz kulteure stanica koriSten je High Pure RNA Isolation
Kit, (Roche Diagnostics GmbH, Njemacka), REF: 11828665001, LOT: 23660300.

Za obrnuto prepisivanje ukupne RNA koristen je High capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied biosystems, Litva), REF: 4368814, LOT: 00523354.
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Za odredivanje specifi¢nih antigena ELISA testom koriSten je Support Pack
Standard, Basuc reagents kit for Module Sets (Invitrogen, Austrija), REF: BMS412, LOT:

154055000.

3.1.7. Uredaji i pomagala

Tablica 5.Koristeni uredaji i pomagala

NAZIV
Bocice za uzgoj stanica, T-25 1 T-75
Brojac stanica
Centrifuga do 50 mL
Centrifuga MSE Harrier 18/80
ELISA plocica
Epruvete Ultra-Clear 344059
Fotografski film
Gumena strugalica
Hamilton igla
Igla za prociS¢avanje virusa
Inkubator za stanica
Invertni svjetlosni mikroskop
Izvor napona za gel elektroforezu
Kabinet za sterilan rad
Kolona Sephadex G25M

Mikroepruvete

Mikrovalna pec¢nica

Nanodrop

Nitrocelulozna membrana s porama 0,45
pm

PCR plocica

PCR uredaj

Petrijeva posuda

Plocice za uzgoj stanica sa 6 1 12 bunarica

PROIZVODAC
Falcon Becton Dickinson, SAD
Beckman Coulter, Ujedinjeno Kraljevstvo
Heraeus, Njemacka
Camlab, UK
Greiner Bio-One, Njemacka
Beckman, SAD
GE Healthcare Limited, UK
Falcon Becton Dickinson, SAD
Hamilton, Svicarska
Merck, Svicarska
Thermo Scientific, SAD
Opton, Njemacka
Pharmacia LKB, Njemacka
Klimaoprema, Hrvatska
GE Healtcare Life Sciences, Velika
Britanija
Eppendorf, Njemacka
Koncar, Hrvatska
Thermo Scientific, SAD
Sigma-Aldrich, Njemacka

Applied biosystem, Kina
Eppendorf, Njemacka
Falcon Becton Dickinson, SAD

Falcon Becton Dickinson, SAD
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Protoc¢ni citometar

Rotamix 560 MMH, magnetska mjeSalica
RT-PCR ureda;j

Spektrofotometar — ELISA

Uredaj za razbijanje stanica ultrazvukom
Stolna centrifuga

Sustav za horizontalnu elektroforezu
Termoblok

Transiluminator

Tresilica

Ultracentrifuga

Uvitec

Vaga

Vodena kupelj

Vorteks

FACSCalibur, Beckton Dickinson, SAD
Tehtnica, Slovenija

Applied biosystem, Singapur
Mibex, Hrvatska

Cole Palmer, SAD
Eppendorf, Njemacka
Bio-Rad, SAD

Eppendorf, Njemacka

Vilber Lourmat, Njemacka
Tehtnica, Slovenija
Beckman, SAD

Alliance, UK

Tehtnica, Slovenija
Tehtnica, Slovenija

Tehtnica, Slovenija
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3.1.8. Protutijela

Tablica 6. Popis koristenih protutijela

PROTUTIJELO SPECIFICNOST PROIZVODAC KATALOSKI
BROJ
Kaspaza-1 Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-56036,
Lot # 11013
IKB-a Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-1643,
Lot # D0517
P-ERK (E-4) Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-7383,
Lot # L140
ERK-1 (K-23) Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-94,
Primarna Lot # F1615
Protutijela P-p38 (D-8) Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-7973,
Lot # K100
p38 (C-20) Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-535,
Lot # K150
TLR9 Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-52966,
Lot # C1317
Tubulin Santa Cruz Biotechnology, SAD  sc-5286,
Lot # K1912
Anti-misje 1gG GE Healthcare Life Sciences NA931V, Lot #
Sekundarna ECL™ HRP (SAD) 9799907
Protutijela Anti-zecje 1gG- Santa Cruz Biotechnology (SAD)  sc-2370, Lot #
HRP B0445

3.1.9. siRNA i shRNA molekule
U ovom radu je koriStena siTLR (Ambion, Njemacka) u svrhu utiSavanja TLR9 receptora,
Cat # 4392421, Lot # AS028BBM.

Za transfekciju i izdvajanje stabilno transficiranih stani¢nih linija koriStene su sh(TLR9) i

sh(-)dobiveni od dr. sc. Johannae Tuomela, Turku, Finska.
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3.2. METODE

3.2.1. Uzgoj stanica

Stanice koriStene u ovom radu uzgajane su in vitro u Petrijevim zdjelicama promjera 10 cm
u inkubatoru za uzgoj stani¢ne kulture u kojem se odrzavaju stalna temperatura zraka pri
37°C, udio CO, na 5% u smjesi zraka te je atmosfera zasicena vlagom. Stanice rastu u
hranjivoj podlozi DMEM-FBS koja sadrzi DMEM (Dulbeccova modifikacija Eagleove
hranjive podloge, engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) uz dodatak 10% seruma
fetusa goveda (engl. Fetal Bovine Serum, FBS). Stanice koriStene u ovom radu su
adherentne Sto znaci da rastu pricvrSéene za dno Petrijeve zdjelice sve dok ne prerastu
povrSinu za rast, iscrpe sastojke hranjive podloge ili prestanu rasti zbog nakupljanja

toksi¢nih metabolita.

3.2.2. Odmrzavanje stanica

Stanice se ¢uvaju zamrznute u ampulama u spremniku s teku¢im duSikom. Odmrzavaju se
uranjanjem u vodenu kupelj zagrijanu do 37°C nakon ¢ega se resuspendiraju u finalno 10
mL DMEM-FBS hranjive podloge i prebace u Petrijevu zdjelicu promjera 10 cm. Petrijeva

zdjelica se pohrani u inkubatoru za uzgoj kulture stanica.

3.2.3. OdrZzavanje stanica

Kad stanice prerastu povrsinu za rast ili iscrpe sastojke hranjive podloge potrebno ih je
presaditi u novu Petrijevu zdjelicu. Uklanja se hranjiva podloga sa stanica i stanice se
ispiru dva puta s po 1 mL prethodno zagrijanog PBS pufera (37°C), nakon ¢ega se dodaje 1
mL tripsina da se stanice odvoje od podloge za rast. Kad se stanice odvoje od podloge,
dodaje se 9 mL DMEM-FBS hranjive podloge (zagrijane na 37°C) da bi se zaustavilo
djelovanje tripsina. Stanice se raspodijele na zeljeni broj Petrijevih zdjelica promjera 10
cm u koje se zatim doda DMEM-FBS hranjiva podloga do ukupnog volumena od 10 mL.

3.2.4. Zamrzavanje stanica

Stanice se odvoje od podloge pomocu tripsina i resuspendiraju u DMEM-FBS hranjivoj
podlozi kao $to je opisano u odljeku 3. Suspenzija stanica se prebaci u plasticnu epruvetu i
centrifugira 10 min pri 1100 x g. Talog stanica se resuspendira u 950 ul. DMEM-FBS

hranjive podloge i 50 uL DMSO-a (5% volumnog udjela) te se stanice prebace u ampulu
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za smrzavanje. Ampula se stavlja prvo na led i nakon 30 min se prebaci na prsten
spremnika s teku¢im dusikom (smrzavanje u parama tekuceg dusika). Sljede¢i dan se

ampule stavljaju u spremnik s teku¢im dusikom.

3.2.5. Umnazanje 1 pro¢iS¢avanje adenovirusa centrifugiranjem u cezijevom kloridu

Za umnazanje replikacijski defektnih adenovirusa koriste se HEK-293 stanice koje u svom
genomu imaju stabilno ugradeno E1 podrucje adenovirusnog genoma. Za svaku
preparaciju virusa HEK-293 stanice su namnozene u 120 Petrijevih zdjelica promjera 10
cm i inficirane suspenzijom virusa tako da je multiplicitet infekcije 5-10 BFU (engl. blue
forming unit) po stanici. Inficirane stanice se stavljaju u inkubator za uzgoj stanica do
postignuc¢a potpunog citopatogenog ucinka (najceS¢e 48 do 72 sata nakon infekcije).
Stanice se odvajaju od podloge pipetiranjem te se skupe u epruvetu i centrifugiraju tijekom
10 min pri 1100 x g. Ukupni talog stanica se resuspendira u 10 mL podloge DMEM-FBS i
nakon toga se tri puta smrzava (-20°C) i odmrzava (37°C) da se virusi oslobode iz stanica.
Centrifugiranjem tijekom 10 min pri 3600 x g odvajaju se grubi raspadnuti ostaci stanica
(talog) i oslobodene virusne Cestice (supernatant). Adenovirusi iz supernatanta se dalje
pro¢is¢avaju u dva koraka: prvo na jastuCicu CsCl, a potom u gradijentu CsCI.
Procis¢avanje na jastuci¢u CsCl zapocinje tako da se u epruvetu za centrifugiranje dodaje
2,4 mL CsCl gustoc¢e 1,4 g/mL i na njega njezno uz stijenku nadsloji 2,4 mL CsCl gustoce
1,25 g/mL pazeéi da ne dode do mijesanja slojeva. Nadalje se u epruvetu za centrifugiranje
dodaje supernatant lizata stanica s oslobodenim virusnim Cesticama i potom se do vrha
epruvete dodaje DMEM-FBS hranjiva pologa. Uzorci se centrifugiraju u Beckman
ultracentrifugi u rotoru SW41Ti tijekom 1 sat i 45 minuta pri 20°C i 60 000 x g. Nakon
centrifugiranja vidljiv je sloj virusa kao bijela zona na granici izmedu dva sloja CsCl i
iznad tog sloja druga zona s nepotpunim virusnim c¢esticama (npr. prazna kapsida). Sloj
virusa se pazljivo pomocu Sprice s iglom pokupi u §to manjem volumenu (idealno do 1,5
mL) i pomijeSa u novoj epruveti za centrifugiranje s CsCl gustoée 1,34 g/mL do vrha
epruvete za centrifugiranje. Uzorci se centrifugiraju u Beckman centrifugi u rotoru
SW41Ti preko no¢i (okvirno 16-20 sati) pri 20°C i 60 000 x g. Tijekom centrifugiranja
stvara se gradijent gusto¢e CsCl i virusi se zaustavljaju u podrucju koje je jednake gustoce
kao 1 gustoca virusa. Virusi se pomocu Sprice s iglom skupljaju u novu epruvetu nakon
¢ega se CsCl uklanja tehnikom gel-filtracije pomocu kolone Sephadex G-25M (Amersham

Pharmacia Biotech, Velika Britanija). Kolona se pri¢vrsti za stalak, vrh joj se odreze
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Skarama 1 potom se odcepi s gornje strane kako bi tekuc¢ina sama iscurila iz kolone. Potom
se kolona 6 puta ispire s po 5 mL pufera PBS nakon ¢ega se na kolonu dodaje proc¢is¢eni
virus (ne vise od 1 mL) i u mikroepruvetu se skupi eluat (frakcija 0). Nadalje se dodaje po
0,5 mL pufera PBS na kolonu, pritom skupljaju¢i frakcije u brojem obiljeZzene
mikroepruvete. Frakcije u kojima se nalazi virus se skupe te im se dodaje glicerol tako da
mu konacan volumni udio bude 10%. Suspenzija virusa se razdijeli u alikvote i smrzava pri

-80°C.

3.2.6. Odredivanje koncentracije adenovirusnih ¢estica u suspenziji procis¢enih
adenovirusa

Za odredivanje koncentracije virusnih ¢estica u suspenziji procis¢enih adenovirusa koristi
se metoda Mitteredera i sur. (1996). Pripremi se 10x razrjedenje procis¢enih virusa u PBS
puferu i 0,1 % natrij dodecilsulfata (SDS) te inkubira 10 min pri 56°C da bi se oslobodila
virusna DNA iz kapsida. Mikroepruvete s uzorcima se kratko centrifugiraju (30 s) pri
10000 x g i tada se mjeri apsorbancija otopine pri 260 nm prema puferu koji je koriSten za

razrjedivanje virusa.

Koncentracija virusnih ¢estica se ratuna prema formuli:
N =A260-7-1,1-10%

N — broj virusnih ¢estica u mL

A260 — izmjerena apsorbancija pri 260 nm

I — razrjedenje suspenzije adenovirusa

3.2.7. sSiRNA posredovano utisavanje TLR9 receptora u A549 stani¢noj liniji

Male interferiraju¢e molekule RNA (engl. small interfering RNA, siRNA) su dvolan¢ane
RNA molekule duljine 20-25 nukleotida koje su, izmedu ostalog, uklju¢ene u RNA
interferenciju odnosno u utiSavanje ekspresije specificnog gena. siRNA induciraju
degradaciju komplementarne mRNA i na taj nacin utiSavaju ekspresiju proteina.
UtiSavanje proteina se postize transfekcijom malih interferiraju¢éih RNA uz pomoc
liposoma i to komercijalno dostupnim reagensom Lipofectamine™ RNAIMAX
(Invitrogen). Za utiSavanje TLR9 receptora koristila se komercijalno dostupna siRNA

specificna za TLRY receptor.
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Prvi dan stanice se nasade u plo¢icu s 6 bunarica. Gusto¢a stanica mora biti izmedu
2x10° - 5x10° stanica po bunariéu te se koristi hranjiva podloga bez antibiotika. Drugi
dan se pripremi kompleks siRNA i reagensa Lipofectamine™ RNAIMAX. Za transfekciju
svakog pojedinog bunarica pripremljene su po dvije otopine: otopina A i otopina B, svaka
u konac¢nom volumenu od 250 pL. Otopina A sadrzi siRNA razrjedenu u OptiMEM®-u na
nacin da je koncentracija siRNA (TLR9) u konacnom volumenu nakon dodavanja na
stanice 100 nM. Otopina B sadrzi 3 pL reagensa Lipofectamine® RNAIMAX razrjedenog
u OptiMEM®-u.

Otopine A i B se pomijeSaju, te se smjesa ostavi na sobnoj temperaturi 10 minuta. Ovako
pripremljena smjesa nakapa se na stanice koje su nakon transfekcije ostavljene rasti 72 sata
u inkubatoru za uzgoj kulture stanica u ve¢ opisanim standardnim uvjetima. UspjeSnost

utiSavanja provjerena je odredivanjem ekspresije proteina western analizom.

3.2.8. Odredivanje uspjesnost transdukcije adenovirusom

UspjeSnost transdukcije AdV26 odredena je na stanicama A549 i to sa i bez utiSavanja
TLR9 receptora. U plo¢icu s 12 bunari¢a se nasadi 10* stanica po bunarié¢u koje su nakon
utiSavanja proteina TLR9 koristenjem specifiéne siRNA inficirane s AdV26. Broj virusa
po stanici, MOI (engl. multiplicity of infection), iznosi 5 x 10* virusnih Cestica po stanici.
Nakon 48 sati inkubacije u inkubatoru za uzgoj kulture stanica, uspjeSnost transdukcije
odreduje se protocnim citometrom. AdV26 koriSten u ovom radu kao gen dojavljivac ima
ugraden gen koji kodira zeleni fluorescentni protein na osnovu cije ekspresije se
proto¢nom citometrijom moze odrediti postotak transduciranih stanica. Ukratko, 48 sati
nakon infekcije, hranjiva podloga se ukloni te se stanice ispiru sa 300 pL PBS pufera, a
nakon toga tripsiniziraju sa 300 pL tripsina. Nakon Sto se stanice odvoje od podloge,
dodaje se 1,5 mL PBS pufera te se uzorak centrifugiran 10 minuta na 1100 x g. Nakon
centrifugiranja, PBS se uklanja te se dodaje 100 puL 1% otopine paraformaldehida (PFA),
kako bi se stanice fiksirale. Stanice se inkubiraju u 1% PFA tijekom 10 minuta na sobnoj
temperaturi, a potom se paraformaldehid ispire centrifugiranjem u PBS-u tijekom 10
minuta na 1100 x g. Na kraju, supernatant se uklanja te se na talog stanica dodaje 250 uL

PBS pufera. Ovako pripremljene stanice analiziraju se proto¢nim citometrom.
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3.2.9. Izdvajanje ukupne RNA iz kulture stanica

Za izdvajanje ukupne RNA iz stanica koriSten je High Pure RNA Isolation Kit (Roche).
Postupak je proveden prema uputama proizvodaca. Ukratko, uzorcima se dodaje pufer za
lizu koji omogucéava razgradnju stani¢nih komponenti i inaktivaciju RNaza. Dobiveni lizat
nanosi se na kolonu te se centrifugiranjem odvaja stani¢ni debris, a nukleinske kiseline se
veZu za filter kolone. DNA prisutna u uzorku razgraduje se direktnim dodavanjem DNaze I
na filter kolone. Sljede¢i korak je ispiranje razgradene DNA odnosno ostalih oneciS¢enja.

Konaéno, RNA se eluira s kolone u puferu za eluciju i pohranjuje pri -80°C.

3.2.10. Spektrofotometrijsko mjerenje koncentracije i ¢istoce RNA

Koncentracija RNA odreduje se spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije na 260 nm.
Otopina izdvojene RNA se dobro promijesa te se kratko centrifugira u mikrocentrifugirki
kako bi se spustila na dno. Koncentracija RNA mjeri se na Nanodrop uredaju pri ¢emu se
kao slijepa proba Kkoristi pufer za eluciju iz kita za izdvajanje RNA. Uredaj se upali te se
postavljanjem 2 pL slijepe probe zadaje nulta vrijednost, nakon cega se dodaje 2 pL

uzorka i mjeri se apsorbancija pri valnim duljinama od 260 i 280 nm.

Koncentracija RNA se ra¢una prema formuli:

[RNA]ug/mL = Aze0 X 44,19,

pri ¢emu je A,¢o apsorbancija u jedinicama opticke gustoce pri valnoj duljini od 260 nm,

44,19 je ekstincijski koeficijent RNA. Kako bi se odredila ¢istoca RNA izracunat je omjer
apsorbancija A260/4280 koji za cistu RNA iznosi 2,1. Kvaliteta RNA dodatno je

provjerena nanoSenjem na agarozni gel.

3.2.11. Obrnuto prepisivanje ukupne RNA

Za obrnuto prepisivanje (reverznu transkripciju, RT) ukupne RNA iz kulture stanica
koristen je komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems™) te je postupak proveden prema uputama proivodaca. Komponente
koristene za sintezu jednolanéane komplementarne DNA (cDNA) iz ukupne RNA

navedene su u tablici 7.
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Tablica 7. Sastav reakcijske smjese RT.

Volumen/Reakciji

Komponenta

(WL)
10x RT pufer 2.0
25X dNTP Miks (100 mM) 0.8
10x RT Nasumicne Pocetnice (engl. 2.0
Random Primers)
Reverzna Transkriptaza (engl. Reverse 1.0
Transcriptase) Multi Scribe™
Rnase Inhibitor -
Voda bez nukleaze 4.2
Ukupno po reakciji 10.0

Nakon Sto se sve komponente dodaju, lagano se promijeSaju. 10 puL pripremljene smjese
dodaje se u razrjedenje RNA, koje se priprema s mgH20, pri ¢emu koli¢ina RNA iznosi
600 ng. Takva reakcijska smjesa se promijeSa te centrifugira kako bi se eliminirali
mjehuri¢i zraka. Mikroepruvete s uzorcima se drze na ledu sve do pocetka procesa
reverzne transkripcije. Reakcijskoj smjesi RT dodaje se RNA i to tako da finalni volumen

reakcije obrnutog prepisivanja bude 20 pL. Uvjeti reakcije RT navedeni su u tablici 8.

Tablica 8. Uvjeti reakcije RT.

1. Korak 2. Korak 3. Korak 4. Korak
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Vrijeme 10 minuta 120 minuta 5 minuta 0

3.2.12. Odredivanje razine ekspresije gena metodom lancana reakcija polimerazom u
stvarnom vremenu nakon obrnutog prepisivanja (Real Time RT-PCR)

Pomoc¢u Real Time RT-PCR, specificne sekvence komplementarne DNA (cDNA) se

umnazaju te detektiraju. UmnaZanje se provodi tako da se cDNA denaturira, potom se
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specificne pocetnice vezu na sekvencu od interesa te na kraju dolazi do produljivanja
pocetnica pomocu enzima DNA polimeraze. Nakon svakog ciklusa umnaZzanja DNA,
kolicina DNA se mjeri pomocu fluorescentnog agensa Sybr green koji se veze na DNA te

je fluorescentni signal direktno proporcionalan broju PCR produkta.

Kao pocetni uzorak koriStena je cDNA dobivena obrnutim prepisivanjem izdvojene
ukupne RNA. Sastav reakcijske smjese Real Time RT-PCR prikazan je u tablici 9, a uvjeti

reakcije u tablici 10.

Tablica 9. Sastav reakcijske smjese Real Time RT-PCR

Sastojak Volumen
Sybr green 7,5 uL
Pocetnica 1 0,6 uL
Pocetnica 2 0,6 uL

mgH,0 0,3 pL

Uzorak 6 puL
Ukupno 15 puL

Tablica 10. Uvijeti reakcije Real Time RT-PCR

Uvjeti reakcije PCR Temperatura (°C) Vrijeme Ciklus
Aktivacija 50 2 min /
Denaturacija 95 10 min 1
Denaturacija 95 15s
Sparivanje pocetnica i 50 1 min 40-50

produljivanje lanaca DNA

3.2.13. Razdvajanje proteina metodom SDS-PAGE

Razdvajanje makromolekula u elektricnom polju se naziva elektroforeza. Za razdvajanje
proteina elektroforezom, koristi se poliakrilamidni gel i1 natrij dodecil sulfat (SDS),
detergent koji omogucava denaturaciju proteina. SDS je anionski detergent, Sto znaci da
proteini nakon Sto se SDS veZe na njih poprime negativan naboj. Polipeptidni lanac veze

koli¢inu SDS-a proporcionalnu njegovoj relativnoj molekulskoj masi. Budu¢i da je omjer
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naboja i mase kod SDS-denaturiranih polipeptida slian, razdvajanje proteina se bazira na

razlici u masi.

Uzorci za analizu metodom SDS-PAGE pripremaju se tako da se stanice nasade u
Petrijevu zdjelicu promjera 3.5 cm i to tako da gustoéa iznosi 5x10* stanica po zdjelici.
Potom se stanice transficiraju specifiénom siRNA 1i/ili inficiraju adenovirusom te skupljaju
metodom vruceg pufera. Kako bi se stanice skupile, u zdjelicu se nanese 500 pL PBS
pufera za ispiranje te se pufer ukloni. Nakon toga se doda 200 pL pufera za nanaSanje
uzorka (engl. sample buffer, SB), koji se prethodno zagrije na 96°C. SB je 6x koncentriran
te ga je potrebno razrijediti do 1X. Stanice se sastrugaju strugalicom koja se dezinficira u
etanolu te ispire u PBS puferu i potom posusi. Uzorci se mogu odmah koristiti ili se ¢uvaju
na -20°C.

Prije SDS-elektroforeze, uzorci se moraju sonicirati, kako bi se dobio proteinski ekstrakt iz
stanica. Soniciranje oznacava disrupciju stanicnog materijala, ¢ime se olakSava
denaturiranje proteina zagrijavanjem te posljedi¢no dobiva visok udjel proteina iz stanica.
Sonda ultrazvuka se prebriSe etanolom, a na uredaju se namjesti amplitura na 30 Hz.
Uzorak se zagrije na 96°C te se nakon zagrijavanja sonda zaroni u uzorak i sonicira 5
sekundi, nakon Cega slijedi 5 sekundi stavljanja na led. Taj postupak se ponovi jo§ 2 puta.
Uzorci se mogu smrznuti na -20°C ili Koristiti za analizu, pri ¢emu ih je potrebno zagrijati

na 96°C prije nanosenja u gel.

Proteini iz uzorka razdvajaju se diskontinuiranom elektroforezom koristenjem dva gela: gel

za sabijanje 1 gel za razdvajanje, puferirani kod razlicitog pH.

Prvo se izlijeva gel za razdvajanje proteina. Sastav gela za razdvajanje proteina prikazan je
u tablici 11.
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Tablica 11. Sastav gela za razdvajanje proteina.

Gel za razdvajanje

10%-tni

diH20 [mL] 4.0
AA/BiIs (30% otopina akrilamida) [mL] 3.3
Tris-HCI pH 6,8 [mL] 2.5
10% (w/v) SDS [mL] 0.1
10% (w/v) APS [mL] 0.1
TEMED [mL] 0.006
Ukupni volumen 10 mL

Nakon dodatka TEMED-a, smjesa se izlije u kalup te se ravnomjerno nadsvodi vodom ili
etanolom. Gel se ostavlja kako bi se polimerizirao tijekom jednog sata, a nakon

polimerizacije, ukloni se voda, odnosno etanol kojom je polimerizirani gel bio nadsvoden.

Idu¢i korak je priprema smjese za gel za sabijanje proteina (gornji gel). Sastav gela za

sabijanje proteina prikazan je u tablici 12.
Tablica 12. Sastav gela za sabijanje proteina.

Gel za sabijanje

5%-tni

diH20 [mL] 2.1
AA/Bis (30% otopina akrilamida) [mL] 0.5
Tris-HCI pH 8,8 [mL] 0.38
10% (w/v) SDS [mL] 0.03
10% (w/v) APS [mL] 0.03
TEMED [mL] 0.003
Ukupni volumen 3mL

Otopina se izlije na polimerizirani donji gel i odmah se u nju uroni ¢eslji¢ te se ostavi da
polimerizira tijekom jednog sata. Nakon zavrSetka polimerizacije, ¢eSlji¢ se izvadi iz
gornjeg gela te se slozi aparatura za elektroforezu. Dodaje se pufer za elektroforezu u

gornji spremnik, a proteinski uzorci prethodno sonicirani, zagriju se na 96°C te se nanese
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30 pL (okvirno 30 ug ukupnih proteina) uzorka po jazici gela. U jednu jaZicu gela nanese
se potrebna koli¢ina standarda za odredivanje molekulske mase proteina (prema uputama
proizvodaca). Potom se aparatura za elektroforezu poklopi, prikljuce se elektrode na izvor
napajanja te zapocinje elektroforezu. Napon je tijekom cijele elektroforeze konstantan te

iznosi 100 V, a elektroforeza traje izmedu 1 sat 40 minuta i 2 sata 30 minuta.

3.2.14. Western blot
Western blot je analiticka metoda za detekciju i analizu proteina, koja se bazira na vezanju
specificnog protutijela na protein od interesa te njegovu detekciju. Specifi¢nost interakcije

izmedu proteina i protutijela omogucava identifikaciju ciljanog proteina u smjesi proteina.

Nakon zavrSene SDS-elektroforeze, proteini se elektriénim transferom u transfer puferu pri
400 mA tijekom 90 minuta prenesu na nitroceluloznu membranu. Nakon prijenosa proteina
membrana se ispire u TBS-T puferu u trajanju od 5 minuta, te boji u otopini za bojanje
(engl. Amidoblack) u trajanju 1 minutu. Membrana se odbojava u otopini za ispiranje tri
puta po dvije minute. Nakon toga membrana se ispire 30 minuta u TBS-T puferu te blokira
1 sat u 5% otopini mlijeka u prahu u puferu TBS-T kako bi se sprijecilo nespecifi¢no
vezanje antitijela. Nakon blokiranja, membrana se inkubira s primarnom protutitijelom
koje se razrjeduje u 5% otopini mlijeka u prahu u puferu TBS-T. Inkubacija traje preko
noc¢i na 4°C. Nakon inkubacije s primarnim protutijelom membrana se ispire 30 minuta u
TBS-T puferu nakon Cega slijedi inkubacija sa razrjedenim sekundarnim protutijelom, u
5% otopini mlijeka u prahu u puferu TBS-T, a sekundarno protutijelo je obiljeZzeno sa
enzimom HRP (engl. horseradish peroxidase). Inkubacija se provodi 2 sata, nakon ¢ega
slijedi ispiranje u TBS-T puferu 30 minuta. Vizualizacija proteina se bazira na
kemiluminiscenciji, pri ¢emu dolazi do emisije svijetla tijekom katalize luminola pomoc¢u
HRP i vodikovog peroksida. U tu svrhu se na membranu dodaje ECL™ (Entry-level
peroxidase substrate for enhanced chemiliminescence) detekcijski reagens, koji se sastoji
od dvije komponente, luminol supstrata i vodikovog peroksida. Emitirana svjetlost se

detektira na filmu pomocu razvijaca i fiksatora ili pomocu uredaja Uvitec.

3.2.15. Odredivanje specificnih antigena ELISA testom (Sandwich ELISA)
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je metoda koja se bazira na visokoj

specificosti interakcija izmedu protutijela 1 antigena te je ovom metodom moguce
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detektirati i kvantificirati proteine. Kod "Sandwich ELISE” prvi korak je vezanje veznog
protutijela za bunari¢e plocice. Potom se dodaje smjesa proteina, pri cemu dolazi do
vezanja antigena na vezno protutijelo, a nakon toga se dodaje detekcijsko protutijelo,
specificno za odredeni antigen. U bunari¢u dolazi do stvaranja kompleksa antigen-
protutijelo, a detekcijsko protutijelo na sebi ima vezan odredeni marker, poput biotina. U
smjesu se zatim dodaje avidin-HRP otopina, te dolazi do vezanja avidina na biotin. HRP je
enzim peroksidaza, izolirana iz hrena, koji prevodi naknadno dodani supstrat u

kolorimetrijski produkt, koji se potom mjeri spektrofotometrijski.

Stanice su nasadene na plodicu sa 6 bunaric¢a, pri ¢emu je gustoéa stanica izmedu 2x10° —
5X10° po bunari¢u. Nakon uti$avanja i infekcije, supernatant, u kojemu se nalaze izlu¢eni
proteini, se skuplja te zamrzava pri -20°C. Kako bi se detektirali specifi¢ni proteini,

provodi se ELISA test po uputama proizvodaca (Slika 8.).
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Vezanje Blokiranje Dodavanje Dod.avanje Dﬂdﬂ"ﬂﬂj?
veznog nespecificnih veznih detekcijskog enzllmskog supstratai
protutijela mjesta i dodavanje protutijela konjugata za spekirofotometrij
proteina detekciju
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Slika 8. Shematski prikaz odredivanja specificnih antigena ELISA testom
(https://rockland-inc.com/ELISA-Kits.aspx ).

3.2.16. Transfekcija i izdvajanje stabilno transficiranih stani¢nih linija

Transfekcija je metoda unosa strane molekule DNA u stanicu eukariota. Postoji nekoliko
nacina unosa DNA u stanicu, a naj¢esce se koriste transfekcija pomocu kalcijevog fosfata i
lipofekcija (pomoc¢u liposoma). U ovom radu KoriSten je komercijalno dostupan

transfekcijski reagens Lipofectamine. Stanice se nasade u Petrijevu zdjelicu promjera 3.5
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cm (10° stanica/mL). Plazmidna DNA (ukupno 2.5 pg) otopi se u mikroepruveti 1 u 250
puL OptiMEM-a. U mikroepruveti 2 pomijeSa se 12 puL Lipofectamina u 250 uL Opti
MEM-a. Sadrzaj dviju mikroepruveta se pomijeSa i ostavi 5 min pri sobnoj temperaturi.
Ovako pripremljena smjesa nakapana se na stanice koje su ostavljene 24 sata u inkubatoru.
Za transfekciju stanica koriStene su dvije razli¢ite DNA: sh(-) kao negativna kontrola i
sh(TLR9) koja je koristena za utiSavanje TLR9. shRNA molekule (engl. short hairpin
RNA) su male RNA molekule koje mogu tvoriti strukturu ukosnice te na taj nacin
omogucavaju utiSavanje specifi¢nog gena. Plazmidi koji kodiraju za sh(-) odnosno shTLR9

dobiveni su od dr. sc. Johannea Tuomela, Turku, Finska.

Da bi se mogli izdvojiti klonovi stanica koje sadrze stabilno ugraden transficirani plazmid,
plazmidni vektor s odabranim genom mora sadrzavati i gen za otpornost na neki antibiotik.
Uzgojem stanica u pristutnosti tog antibiotika izrast ¢e samo oni klonovi stanica koji su
stekli otpornost zahvaljujuci stabilnoj ugradnji plazmida. Geneticin (G418, Gibco BRL
Life Technologies, Inc) je aminoglikozidni antibiotik topiv u vodi koji blokira sintezu
polipeptida inhibicijom koraka elongacije i u prokariotskim i eukariotskim stanicama. U
sh(-) i sh(TLR9) plazmidima nalazi se gen za otpornost na geneticin te se stoga geneticin
koristi za odabir stabilnih transfektanata. 24 sata nakon transfekcije, stanice se odvajaju od
podloge uz pomoc¢ tripsina te se razdjeljuju u Petrijeve zdjelice promjera 3,5 cm s tim da je
ukupna povrsina na koju se stanice nasaduju 20 puta veca od pocetne povrSine Petrijeve
zdjelice u kojoj je izvrSena transfekcija. U svrhu odabira klonova stabilno transficiranim
plazmidom koji u sebi sadrzi odabrani gen, u hranjivu podlogu dodaje se geneticin (600
pg/mL). Tekucéa hranjiva podloga s geneticinom mijenja se svakih Cetiri do pet dana do
pojave otpornih kolonija. Pojedinacne kolonije (klonovi stanica) izdvojene su struganjem
sterilnim plastiénim nastavkom za mikropipetu 1 prenesene u bunari¢e plocice s 96
bunarica u koje se prethodno dodaje 200 pL hranjive podloge DMEM-FBS sa geneticinom.
Rast tako izdvojenih klonova prati se svaki dan do trenutka kada stanice ispune bunaric.
Tada se tripsinom odvajaju od podloge i prenose u plocice S 24 bunari¢a, zatim ploCice s 6
bunari¢a (sve veca povrSina za rast), sve dok se ne dostigne dovoljan broj stanica za

analizu.
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U ovom radu koristen je replikacijski defektni adenovirusni vektor AdV26, koji kao
gen dojavljiva¢ ima ugraden gen koji kodira za zeleni fluorescentni protein (GFP, engl.
green fluorescent protein), a koji su konstruirali Abbink i sur. (2007). AdV26 se danas
intenzivno istrazuje kao vektorska vakcina medutim podaci vezani uz bazi¢nu biologiju

ovog adenovirusa su jos uvijek nedostatni.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati ulogu proteina TLR9 u imunosnom
odgovoru epitelnih stanica nakon infekcije AdV26. lako epitelne stanice nisu klasi¢ne
stanice imunosnog sustava, pokazano je da mogu sudjelovati u oblikovanju imunosnog
odgovora (Schleimer i sur., 2009). Kao model odabrana je stani¢na linija A549 u kojoj je
koristenjem specificne siRNA smanjena ekspresija TLR9 receptora. Uspjesnost utiSavanja
provjerena je western blot analizom. AdV26 je umnozen i procis¢en te mu je odredena
koncentracija. Odredena je uspjesnost transdukcije AdV26 na stanicama A549, sa i bez
utiSavanja TLR9 receptora. Uspjesnost transdukcije odredena je proto¢nim citometrom.
Nadalje, A549 stanice s utiSanim i neutiSanim TLR9 su inficirane s AdV26 vektorom, te je
odredena razina ekspresije gena koji sudjeluju u imunosnom odgovoru stanice metodom
Real Time RT-PCR). Kao pocetni uzorak koriStena je komplementarna DNA (CDNA)
dobivena obrnutim prepisivanjem izdvojene ukupne RNA, a kao kontrola su koristene
neinficirane A549 stanice s utiSanim i neutiSanim TLR9. Takoder, za iste molekule koje
sudjeluju u imunosnom odgovoru stanice, proucavana je i razina ekspresije proteina
izluenih u podlogu, metodom ELISA. Budu¢i da su rezultati ukazivali na razliku izmedu
kontrolnih i inficiranih stanica, kao i stanica s utiSanim i neutiSanim TLR9, uslijedila je
analiza razine ekspresije proteina koji sudjeluju u aktivaciji transkripcije citokina i
kemokina, istrazivanih metodama RT-PCR i ELISA. Proteini su razdvojeni metodom SDS-
elektroforeze te detektirani western blot analizom. Takoder su izdvojene A549 stanice

stabilno transficirane sa sh(TLR9), odnosno sh(-) kao kontrolom.

U radu je istrazivana uloga TLR9, kao potencijalne molekule koja moze
prepoznatiAdVV26. Dobiveni rezultati ukazuju da AdV26 nakon ulaska u stanice A549
poti¢e urodeni imunosni odgovor. Nakon infekcije AdV26, dobivena je povecana
ekspresija gena koji kodiraju za IL-6, I1L-8, IL-18, IL-1B te IFN-B, a smanjena ekspresija
gena koji kodira za IFN-al. Takoder, identificirano je povecano lucenje proteina IL-6 i IL-
8 u supernatant stanica. U stanicama sa smanjenom ekspresijom TLR9 imunosni odgovor

potaknut infekcijom AdV26 bio je manji za vec¢inu promatranih gena, u odnosu na stanice
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u kojima TLR9 nije bio utiSan. Osim toga, iz rezultata se vidi kako AdV26 bolje inficira

stanice sa utiSanim TLR9, Sto do sad nije bilo poznato.

4.1. siRNA POSREDOVANO UTISAVANJE TLR9 PROTEINA

Mnogi virusi ulaze u stanicu pomoc¢u endosoma te mogu biti detektirani posredstvom TLR
receptora koji se nalaze na membrani endosoma. TLR -3, -7, -8 i -9 se nalaze na membrani
endosoma te prepoznaju nukleinske kiseline, pri cemu TLR9 moze prepoznati dvolan¢anu
DNA molekulu (Kumar i Kawai, 2009). Pokazano je da TLR9 prepoznaje DNA virusa,
ukljucujué¢i DNA adenovirusa (O’neill i sur., 2009). Prepoznavanje virusne DNA pomocéu
TLRY proteina poti¢e urodeni imunosni odgovor u stanici (Guggemoos i sur., 2008; Zhao,
2011).

Kako bi se istrazila aktivacija urodenog imunosnog odgovora potaknuta vezanjem AdV26,
gen koji kodira za TLR9 protein utiSan je pomocu specificne siRNA molekule za TLRO.
UspjeSnost utiSavanja je provjerena western blot analizom (Slika 9A.). Osim detekcije
specifi¢ne vrpce za TLRY, protein veli¢ine 116 kDa, detektirala se i vrpca specifi¢na za o~
tubulin veli¢ine 55 kDa koji je koriStena kao standard za normalizaciju koli¢ine TLR9
proteina. Rezultati dobivenih vrpca i usporedba razine proteina TLR9 izmedu kontrolnih
A549 stanica i stanica s utiSanim TLR9 specificnom SIRNA za TLR9 su prikazani na slici
8. Koli¢ina proteina TLR9 u A549 stanicama s utiSanim TLR9 manja je u odnosu na
kontrolne stanice pri ¢emu je denzitometrijom odredeno da je uspjeSnost utiSavanja 54%
(Slika 9B.). U nastavku ovog rada u svim pokusima su koriSteni isti uvjeti utiSavanja
TLRO.
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Slika 9. Usporedba razine ekspresije proteina TLR9 detektirana western analizom.
AS549 stanice nasadene su u plocice sa 6 bunariéa (5 X 10* stanica po bunari¢u). Nakon 24
sata, stanice su utiSane sa siRNA specificnom za TLR9. Uzorci su prikupljeni metodom
vrueg pufera, a uspjeSnost utiSavanja je provjerena western blot analizom. Na slici A
prikazane su specifi¢éne vrpce u utiSanim i neutiSanim stanicama za protein TLRO, veli¢ine
116 kDa i protein a—tubulin veli¢ine, 55 kDa. Na slici B su prikazane vrijednosti za TLR9
normalizirane prema proteinu o—tubulin, a rezultati su prikazani relativno u odnosu na
neutiSane A549 stanice. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati

reprezentativnog eksperimenta.

4.2. PROCISCAVANJE ADENOVIRUSA

Kako bi se umnazio replikacijski defektan AdV26, koriStene su HEK-293 stanice koje u
svom genomu imaju stabilno ugradeno E1 podrucje adenovirusnog genoma. Nakon
namnoZavanja virus je prociS¢en centrifugiranjem na jastucic¢u i u gradijentu CsCl kao Sto
je opisano u poglavlju 3.2.5. Na slici 10. su prikazane epruvete za centrifugiranje nakon
centrifugiranja na jastu¢icu CsCl, te nakon centrifugiranja u gradijentu CsCl. Sloj
adenovirusa je nakon centrifugiranja u oba slucaja jasno odvojen od necjelovitih
adenovirusnih Cestica i necCisto¢a te je oznacen strelicom. Sloj ukoncentriranog AdV26 je

bjelicast te oStrih rubova.

40



1 ]-I“-ﬂi —
Sloj
netitoda Sloj
adenoviruza
|
Prazne kapside,
ostale virusne  p—)
komponente i
necitoce
Sloj *
adenovirusa

Slika 10. Slojevi ukoncentriranih AdV26 nakon ultracentrifugiranja u CsCl. Na slici
A prikazani su slojevi dobiveni nakon centrifugiranja na jastuCicu CsCl Sloj
ukoncentriranog adenovirusa se nalazi na oznacenoj granici razli¢itih gusto¢a CsCl. Osim
toga, oznaeni su slojevi koji predstavljaju prazne kapside, komponente citopazme
ukljucujudi i proteine kapside te lipide (Wold i sur., 2007). Na slici B prikazan je sloj
adenovirusa nakon centrifugiranja u gradijentu CsCl u podru¢ju koje odgovara gustoéi

adenovirusne Cestice, 1,34 g/mL.

Nakon ultracentrifugiranja je uslijedilo uklanjanje CsCl tehnikom gel-filtracije pomodéu
kolone Sephadex G-25M. Na slici 11. su prikazane dobivene frakcije u kojima se nalaze
virusi, a od onih bez virusa se razlikuju po tome $to su bjeliaste boje s konkavnom

povrsinom.
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Slika 11. Frakcije dobivene nakon uklanjanja CsCl pomocu kolone Sephadex G-25M.
Kako bi se uklanio CsCl nakon ultracentrifugiranja, provedena je gel-filtracija pomoc¢u
kolone Sephadex G-25M. Kolona se 6 puta ispire s po 5 mL pufera PBS. Frakcije bez
virusa su prozirne, ravne povrsine, a frakcije s virusima su bjeliaste boje s konkavnom

povrsinom. Epruveta 1 — frakcija bez virusa, epruvete 2 i 3 — frakcije s virusima.

Nakon proci$¢avanja, izmjerena je koncentracija adenovirusnih Cestica koja je iznosila 1,8

X 10'2 virusnih &estica/mL.

4.3. UTISAVANJE TLR9 POVECAVA USPJESNOST TRANSDUKCIJE AdV26

Trenutno u literaturi nema podataka o utjecaju TLR9 na transdukciju adenovirusom. Da bi
se ispitala uloga TLR9 u uspjesnosti transdukcije AdV26 A549 stanice, sa i bez utiSavanja
TLRY, su inficirane s AdV26. Nakon transdukcije, stanice su analizirane proto¢nim
citometrom. Kao kontrola su koriStene neinficirane stanice, bez utiSanog TLR9, odnosno s

utiSanim TLR9. Rezultati uspjesnosti transdukcije prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Odredivanje uspjeSnosti transdukcije adenovirusom u A549 stanicama, sa i
bez utiSavanja TLR9. Stanice su nasadene u plo¢icu sa 12 bunari¢a (10* stanica po
bunari¢u), a nakon 24 sata stanicama u jednom bunaricu je utiSan TLR9 protein
specificnom SIRNA. 72 sata nakon utiSavanja, stanice su inficirane s AdV26 (MOI iznosi
5 x 10* virusnih Cestica po stanici). Nakon 48 sati inkubacije u inkubatoru za uzgoj
kulture stanica, uspjeSnost transdukcije odredena je proto¢nim citometrom. Na slici A. su

prikazane vrijednosti FL1-H, odnosno detektirana fluorescencija, u ovisnosti o0 broju
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stanica. Mjerenja su radena u paraleli. Na slici B. se nalazi graficki prikaz uspjesnosti

transdukcije inficiranih TLR9 utiSanih i neutiSanih A549 stanica.

Iz dobivenih rezultati vidi se da AdV26 bolje inficira stanice koje imaju smanjenu
ekspresiju TLR9 proteina i to 3.5 puta u odnosu na neutiSane stanice. Moguce objasnjenje
je nemogucnost stanice s utiSanim TLR9 da prepoznaje viralnu dsDNA te je posljedi¢no
infekcija u stanicama s utiSanim TLR9 bolja. Dodatno, s obzirom da se TLR9 nalazi u
membrani endosoma moguce je da je utiSavanje TLR9 dovelo do naruSavanja strukture
endosoma, a samim time i promjene u unutarstanicnom putovanju AdV26. U literaturi
trenutno nema podataka koji bi povezali utiSavanje TLR9 i uspjeSnost transdukcije

adenovirusima.

4.4. UTJECAJ UTISAVANJA TLR9 NA EKSPRESIJU GENA UKLJUCENIH U
URODENI IMUNOSNI ODGOVOR NAKON INFEKCIJE AdV26

Nakon Sto virusi inficiraju stanicu, dolazi do aktivacije urodenog imunosnog odgovora,
kao prve linije obrane od virusa. Jedna od glavnih karakteristika urodenog imunosnog
odgovora je indukcija proupalnih citokina i kemokina, a izmedu ulaska virusa u stanicu
domacina do ekspresije proupalnih molekula, nalazi se kompleksna signalna kaskada
reakcija (Zhao, 2011). Iz literature je poznato da adenovirusi prilikom infekcije stanice
poti¢u urodeni imunosni odgovor. Pokazano da u slucaju adenovirusa podgrupe C (AdV5)
I adenovirusa podgrupe B (AdV35) prijenos signala uklju¢enih u imunosni odgovor moze
biti posredovan TLR9 (lacobelli Martinez i Nemerow, 2007; Zhu i sur., 2007). Da bi se
istrazila uloga TLR9 u poticanju urodenog imunosnog odgovora epitelnih stanica nakon
infekcije AdV26 odredena je ekspresija nekoliko gena uklju¢enih u urodeni imunosni
odgovor u stanicama u kojima je utiSan TLRY. Istrazivani geni ukljucuju: IL-6, IL-8, IL-

18, IL-1p, IFN- a1, IFN-B i MyD8S.

Nakon izolacije i provjere ¢istoce RNA inficiranih i kontrolnih A549 stanica s utiSanim i
neutiSanim TLR9, uslijedilo je obrnuto prepisivanje RNA, ¢ime je dobivena
komplementarna DNA (cDNA). Dobivena cDNA koriStena je za umnazanje i detekciju
specifi¢nih slijedova pomoc¢u Real time RT-PCR metode te je na taj nacin analiziran

utjecaj utiSavanja TLR9 na poticanje urodenog imunosnog odgovora nakon infekcije na
razini mMRNA.
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Prije izvodenja Real Time RT-PCR-a provjerena je specifi¢nost pocetnica za pojedini gen,

pri ¢emu su analizirane krivulje taljenja. Krivulja taljenja je temperatura pri kojoj je

denaturirano 50% DNA, a koristi se kako bi se procjenila karakteristika disocijacije

dvolan¢ane DNA tijekom zagrijavanja buduc¢i da povectanjem temperature dolazi do

disocijacije lanaca. Krivulje taljenja za gene IL-6, I1L-8, IL-18, IL-1p3, IFN- al, IFN-B i

MyD88 prikazane su na slici 13. Iz oblika krivulje vidljivo je da pocetnice omogucuju

specificno umnazanje ciljnog gena te se mogu koristiti za detekciju ekspresije mRNA gore

navedenih kemokina i citokina u A549 stanicama.
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Slika 13. Krivulje taljenja za ispitivane gene. A. IL-6, B. IL-8, C. IL-18, D. IL-1p, E.
IFN- al, F. IFN-B, G. MyD88.

4.4.1. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju gena koji kodiraju za IL-6 i IL-8

Lucenje proupalnih citokina i kemokina moze moze biti toksicno za organizam te imati
negativan ucinak na adenovirusne vektore. Iz literature je poznato da infekcija
adenovirusima potice transkripciju gena za IL-6 i IL-8 (Hendrickx i sur., 2014). Takoder je
poznato da AdV26 potie nastanak znatno vece razine proupalnih citokina i kemokina
nego AdV5 (Teigler i sur., 2014). Mehanizam kojim AdV26 potice nastanak IL-6 i IL-8
nije poznat. Da bi se istrazilo da li infekcija A549 stanica s AdV26 potice ekspresiju gena
za IL-6 i IL8, te da 1i TLRY ima ulogu u tom procesu odredena je ekspresija gore
navedenih gena u A549 stanicama s utiSanim i neutiSanim TLR9, nakon infekcije AdV26.
Ekspresija gena mjerena je na uzorcima koji su sakupljeni u 1. 3. i 6. satu infekcije.
Rezultati relativne ekspresije gena za IL-6 i IL-8 u kontrolnim A549 stanicama i stanicama

s utiSanim TLR9 nakon infekcije AdV26 su prikazani na slici 14.
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Slika 14. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju mRNA analiziran metodom Real
Time RT-PCR na gene IL-6 i IL-8 nakon infekcije AdV26. A549 stanice nasadene su u
plogice s 6 bunari¢a (5 x 10* stanica po bunariéu), a nakon 24 sata, stanice su utiSane sa
siRNA specificnom za TLRY. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane i neutiSane A549 stanice
su inficirane s AdV26 (MOI: 10* virusnih &estica/stanici). Uzorci su prikupljeni 1 sat, 3
sata i 6 sati nakon infekcije, odvajanjem stanica od podloge tripsinom i centrifugiranjem
(10 minuta pri 1100 x g). Pracena je razina ekspresije mRNA na gene IL-6 (A) i IL-8 (B)
metodom Real Time RT-PCR. Rezultati su prikazani relativno u odnosu na utiSane i
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neutiSane A549 stanice koje nisu inficirane s AdV26. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta,

a prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta.

Promjene u razini mRNA za gene IL-6 i IL-8 uocene su izmedu kontrolnih A549 stanica i
stanica u kojima je utiSana ekspresija TLR9. Ekspresija IL-6 i IL-8 razli¢ita je takoder i u
svakoj promatranoj vremenskoj tocci nakon infekcije s AdV26. Sat vremena nakon
infekcije, vidi se znacajno povecanje ekspresije gena za IL-6 kako u utiSanim tako i u
kontrolnim neutiSanim stanicama, pri ¢emu je povecanje ekspresije gena za IL-6 manje u
stanicama u kojima je utiSan TLR9. Povecanje ekspresije gena za IL-6 vidljivo je joS i 3
sata nakon infekcije, dok je nakon 6 sati razina ekspresije gotovo jednaka kontrolnoj,
odnosno vrijednosti u neinficiranim stanicama (Slika 13 A.).

Citokin IL-6 ukljucen je u imunosni odgovor organizma nakon Ad infekcije. Tako su npr.
Zsengeller i sur. 30 minuta nakon infekcije s AdV5 u alveolarnim makrofagima, ali ne i
pluénim epitelnim ili vaskularnim endotelnim stanicama, dobili znacajno povecanje u
razini ekspresije mRNA koja kodira za IL-6 (Zhang i sur., 2000). Za razliku od podataka
dobivenih u in vitro pokusima, u in vivo istrazivanju infekcija rezus majmuna AdV5
vektorskom vakcinom nije potaknula lucenje IL-6 (Teigler i sur., 2012). U istom radu
pokazano je da nakon infekcije s AdV26 dolazi do povecanja ekspresije IL-6 Sto je u

skladu sa rezultatima dobivenima u ovom radu.

Mjerenjem razine mRNA koja kodira za IL-8 u ovom su radu dobivene povecane
vrijednosti nakon infekcije s AdV26, te se moze uociti sli¢an trend povecanja ekspresije
gena za IL-6 i IL-8, pri cemu je utiSavanje TLR9 imalo veéi utjecaj na ekspresiju 1L-8
nego na ekspresiju IL-6. Jedan sat nakon infekcije AdV26 razina ekspresije IL-8 manja je
za 50% u stanicama u kojima je utiSan TLR9 u odnosu na neutiSane stanice, dok je 3 sata
nakon infekcije ekspresija gena za IL-8 u stanicama u kojima je utiSan TLR9 ve¢ gotovo
usporediva s neinficiranim stanicama (Slika 13B.). U istrazivanjima Nazir i sur. (2005) na
stanicama pluca su uocene povecane razine neutrofilnih kemokina, poput MIP-2 i KC
nakon infekcije s AdV3 i AdV7 (podgrupa B), pri ¢emu je KC u misu homolog humanom
IL-8. Osim toga, lu¢enje IL-8 je nakon infekcije s AdV7 inducirano i u pluénim epitelnim
stanicama u kulturi stanica ili u ljudskom tkivu (Booth i sur., 1999; Booth i sur, 2004;
Alcorn i sur., 2001). Povecana ekspresija gena za IL-8 pokazana je i u fibroblastima

roznice covjeka nakon infekcije AdV19 (podgrupa D) (Natarajan i sur., 2003).
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Povecanje ekspresije IL-6 i IL-8 nakon infekcije s AdV26 koje je uoceno u ovom radu u
skladu je s dosad objavljenim istrazivanjima. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju IL-6
do sada je ispitivan samo za AdV5 te je pokazano da u makrofagima misa sa mutiranim
TLR9 nakon infekcije s AdV5 dolazi do smanjene ekspresije 1L-6 u odnosu na kontrolne
stanice (Cerullo i sur., 2007). Koliko je nama poznato, utjecaj utiSavanja TLR9 na

ekspresiju IL-8 nakon infekcije adenovirusa da sada nije istrazivan.

4.4.2. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju gena koji kodiraju za IL-18 i IL-1B
Inflamasom je citosolni proteinski kompleks koji moZe prepoznati patogene. Infekcija
virusom poti¢e aktivaciju inflamasoma. Nakon toga dolazi do aktivacije kaspaze-1 koja
procesira IL-18 i IL-1p. Iz literature je poznato da oslobadanje AdV5 iz endosoma potice
aktivaciju inflamasoma 1 posljedi¢no ekspresiju IL-1B. Takoder je pokazano da je
aktivacija inflamasoma ovisna o TLR9 (Kumar i sur., 2009). Da bi se istrazilo da li
infekcija AdV26 potice ekspresiju IL-1p i IL-18 u ovom je radu mjerena kolicina mRNA
gena IL-18 i IL-1p i to u kontrolnim A549 stanicama sa nepromijenjenom ekspresijom
TLR9 i u stanicama u kojima je utiSan TLR9. Ekspresija IL-1p i IL-18 odredena je i nakon
infekcije AdV26 i to 1, 3 i 6 sati nakon infekcije. Rezultati relativne ekspresije gena za IL-
1B i IL-18 u kontrolnim A549 stanicama i stanicama s utiSanim TLR9 nakon infekcije
AdV26 su prikazani na slici 15.
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Slika 15. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju mRNA analiziran metodom Real
Time RT-PCR na gene IL-18 i IL-1p nakon infekcije AdV26. A549 stanice nasadene su
u plocice sa 6 bunariéa (5 x 10* stanica po bunariéu), a nakon 24 sata, stanice su uti$ane
sa siRNA specificnom za TLR9. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane 1 neutiSane A549
stanice su inficirane AdV26 (MOI: 10* virusnih &estica/stanici). Uzorci su prikupljeni 1, 3
I 6 sati nakon infekcije, odvajanjem stanica od podloge tripsinom i centrifugiranjem (10
minuta pri 1100 x g). Pracena je razina ekspresije mRNA na gene IL-18 (A) i IL-1p (B)
metodom Real Time RT-PCR. Rezultati su prikazani relativno u odnosu na utiSane i
neutiSane A549 stanice koje nisu inficirane s AdV26. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta,

a prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta.

Infekcija A549 stanica s AdV26 povecava ekspresiju gena za IL-1p (slika 14 A.) i IL-18
(slika 14 B.), iako je povecanje ekspresije IL-18 vrlo malo. Povecanje ekspresije oba
promatrana gena najvece je 1 sat nakon infekcije, nakon cega se ekspresija smanjuje prema
vrijednosti kontrolnih stanica. Ekspresija IL-1p i IL-18 potaknuta infekcijom AdV26
ovisna je o TLR9. Naime ekspresija ovih gena je u A549 stanicama s utiSanim TLR9 bila
manja u usporedbi s kontrolnim stanicama. Zanimljivo je da je u stanicama s utiSanim
TLR9 ekspresija IL-18 nakon infekcije s AdV26 bila manja nego u kontrolnim stanicama i

to u sva tri promatrana vremena.

Iz literature je poznato da oslobadanje AdV5 iz endosoma makrofaga potice ekspresiju i

IL-1pB i aktivaciju inflamasoma te da su oba ova procesa posredovana TLR9 (Barlan i sur.,
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2011). Rezultati dobiveni u ovom radu upucuju da infekcija epitelnih stanica AdV26
takoder potice ekspresiju IL-1p koja je ovisna o TLRY. Ekspresija IL-18 nakon infekcije
stanica adenovirusom do sada nije bila povezana sa TLR9.

4.4.3. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju gena koji kodiraju za IFN-al i IFN-$

Jedan od odgovora stanice na infekciju patogenom je i lu¢enje interferona (IFN). Ukoliko
je stanica inficirana virusom, do¢i ¢e do sinteze IFN tipa I. Povecana razina ekspresije IFN
| dovodi do indukcije stanja u kojem se aktiviraju antiviralne komponente, koje sprjecavaju
replikaciju virusne DNA (Nazir i sur., 2005; Chen i Lee, 2013). Budu¢i da IFN imaju
znacajnu ulogu prilikom infekcije stanice adenovirusima, proucavana je razina ekspresije
IFN-al i IFN-B. Kao kontrolne stanice, koristile su se A549 stanice s utiSanim i neutiSanim
TLRY, koje nisu inficirane s AdV26. Ekspresija gena mjerena je u uzorcima koji su
sakupljeni 1, 3 i 6 sati nakon infekcije. Rezultati relativne ekspresije gena za IFN-al i IFN-
B u kontrolnim A549 stanicama i stanicama s utiSanim TLR9 nakon infekcije s AdV26 su

prikazani na slici 16.
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Slika 16. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju mRNA analiziran metodom Real
Time RT-PCR na gene IFN-a i IFN-B. A549 stanice nasadene su u plocice sa 6 bunari¢a
(5 X 10* stanica po bunari¢u), a nakon 24 sata, stanice su uti$ane sa siRNA specifi¢cnom za
TLR9. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane i neutiSane A549 stanice su inficirane AdV26
(MOI: 10* virusnih &estica/stanici). Uzorci su prikupljeni 1 sat, 3 sata i 6 sati nakon
infekcije, odvajanjem stanica od podloge tripsinom i centrifugiranjem (10 minuta pri 1100
x g). Pracena je razina ekspresije mRNA na gene IFN-a (A) i IFN-B (B). Rezultati su
prikazani relativno u odnosu na utiSane i neutiSane A549 stanice koje nisu inficirane s
AdV26. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati reprezentativnog

eksperimenta.

Iz rezultata je vidljivo povecanje razine ekspresije IFN-B u prvom satu infekcije, koje je u
korelciji s vrijednostima istrazivanja Nazir i sur. (2005). No, vrijednosti za IFN-al se
smanjuju nakon infekcije, u usporedbi sa stanicama koje nisu inficirane AdV26. Smanjene
vrijednosti IFN-al nakon infekcije uocCene su i u istrazivanju Kemper i sur (2001).
Istrazivanje je provedeno na majmunima, dok su detektirane vrijednosti u miSevima bile
znatno vise. Ovi rezultati pokazuju vaznost istrazivanja profila urodenog imunosnog
odgovora potaknutog Ad vektorima, te ukazuju na smanjenu prezentaciju stani¢nog
receptora CD46 koji AdV26 Koristi za infekciju PBMC (Teigler, 2014; Kemper i sur.,
2001).
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Zhu i sur. (2007) su pokazali da ekspresija IFN-al moze biti TLR9 ovisna i neovisna,
ovisno o ispitivanim stanicama. Ekspresija IFN-al u A549 stanicama mjerena u ovom radu
nakon infekcije AdV26 nije ovisna o0 TLR9. Za razliku od AdV5 za koji je pokazano da
potice ekspresiju IFN-o u dendritiénim stanicama (Huarte i sur., 2006) AdV26 ne potice
ekspresiju u A549 stanicama (slika 15 A). Infekcija A549 stanica s AdV26 povecava

ekspresiju IFN-B no samo 2 puta u odnosu na kontrolne neinficirane stanice (slika 15 B).

4.4.4. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju gena koji kodira za MyD88

Osim proucavanja ekspresije mRNA gena ukljucenih u urodeni imunosni odgovor (IL-6,
IL-8, IL-18, IL-1B) u radu je proucavana i razina ekspresije mMRNA gena koji kodira za
protein mijeloidne diferencijacije 88 (MyD88). Protein MyD88 sudjeluje u aktivaciji
transkripcije NF-kB, kao adaptor molekula, a aktivacija ovisi o vezanju odredenih antigena

na TLR9 receptore. Rezultati razine ekspresije mMRNA za MyD88 su prikazani na slici 17.
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Slika 17. Utjecaj utiSavanja TLR9 na ekspresiju mRNA analiziran metodom Real
Time RT-PCR na gen koji kodira za protein mijeloidne diferencijacije 88 (MyD88).
AS549 stanice nasadene su u plo¢ice sa 6 bunariéa (5 X 10* stanica po bunariéu), a nakon
24 sata, stanice su utiSane sa SiRNA specificnom za TLR9. 72 sata poslije utiSavanja,
uti$ane i neutisane A549 stanice su inficirane s AdV26 (MOI: 10* virusnih &estiva/stanici).
Uzorci su prikupljeni 1 sat, 3 sata i 6 sati nakon infekcije, odvajanjem stanica od podloge
tripsinom i centrifugiranjem (10 minuta pri 1100 x g). Pra¢ena je razina ekspresije mRNA

na gen MyD88. Rezultati su prikazani relativno u odnosu na utiSane i neutiSane A549
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stanice koje nisu inficirane s AdV26 vektorom. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta, a

prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta.

TLR molekule koriste razli¢ite signalne puteve kako bi potaknuli lu¢enje proupalnih
citokina i kemokina, pri ¢emu koriste adaptor molekule u svrhu okidanja odredenog
signalnog puta. Vec¢ina PRR koriste MyD88 kao adaptor protein, a kao rezultat dolazi do
proizvodnje proupalnih molekula (Akira i sur., 2006).

Iz rezultata dobivenih u ovom radu vidi se da je razina mRNA na gen MyD88 nakon
infekcije AdV26 neznatno promijenjena u A549 stanicama s neutiSanim TRL9, ali se vidi
smanjenje razine ekspresije u A549 stanicama sa utiSanim TLR9 proteinom (slika 16).
Istrazivanje s MyD88-/- dendritickim stanicama dovelo je do prekinute proizvodnje IFN-o
nakon infekcije adenovirusim te je utvrdeno da se prepoznavanje adenovirusa odvija u
endosomu od strane TLR9, nakon Cega se signal prenosi na MyD88 te se okida signalni put
proizvodnje IFN- o (O'Neill i sur., 2009). U ovom radu nije uocena korelacija izmedu
ekspreije MyD88 i IFN-ol, medutim za pouzdaniji zakljucak potrebno je dodatno

istraZivanje.

45. UTJECAJ UTISAVANJA TLR9 NA LUCENJE IL-6 | IL-8 U SUPERNATANT
INFICIRANIH STANICA

Iz rezultata analize MRNA metodom gPCR na gene koji sudjeluju u imunosnom odgovoru
stanice, vidljiva je razlika u ekspresiji gena za IL-6 i IL-8 izmedu inficiranih i kontrolnih
stanica, te izmeduAb549 stanica s utiSanim i neutiSanim TLR9. Proteini IL-6 i IL-8 luce se
iz stanica pa je iz tog razloga metodom ELISA proucavana izlucenih proteina IL-6 i IL-8.
Rezultati koli¢ine izlu¢enih IL-6 i IL-8 su prikazani na slici 18.
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Slika 18. Usporedba koli¢ine izluc¢enih proteina 1L-6 i 1L-8 nakon infekcije s AdV26 u
A549 stanicama sa i bez utiSavanja TLR9. A549 stanice nasadene su u plocice S 6
bunariéa (5 X 10* stanica po bunariéu), a nakon 24 sata, stanice su utisane sa siRNA
specificnom za TLR9. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane i1 neutiSane A549 stanice su
inficirane AdV26 (MOI: 10* virusnih ¢estica/stanici). Supernatant (1,5 mL) je sakupljen 6
sati 1 24 sata nakon infekcije te je prac¢ena koli¢ina izluenih proteina IL-6 (A) i IL-8 (B)
ELISA testom. Rezultati su prikazani relativno u odnosu na utiSane i neutiSane A549

54



stanice koje nisu inficirane AdV26 vektorom. Pokus je ponovljen najmanje 2 puta, a

prikazani su rezultati jednog reprezentativnog eksperimenta.

Nakon Sto su A549 stanice inficirane AdV26, iz supernatanta su metodom ELISA
detektirane razine izlu¢enih proteina IL-6 i IL-8. U 6. satu nakon infekcije su dobivene
poveéene vrijednosti ovih proteina, a u 24. satu jo§ vecée. Vrijednosti su usporedivane u
odnosu na A549 stanice koje nisu inficirane AdV26. Mjerenje razine ekspresije mRNA
gena IL-6 i IL-8 je takoder pokazalo povecanu ekspresiju, ali znacajno vecu u odnosu na
vrijednosti razine ekspresije proteina dobivene metodom ELISA. Teglei i sur. (2012) su u
radu utvrdili da je nakon vakcinacije majmuna AdV26 vektorom doslo do povecanja
lucenja citokina i kemokina u serumu. Mjerenja su provedena ELISA testom, a mjereni
proteini su bili 1L-6, IL-1B, IFN-a, IFN-y, TNF-o, IP-10 i proteina I-TAC. Osim
vakcinacije s AdV26, istrazivanje je provedeno i s AdVS5, pri ¢emu su dobivene vrijednosti

za analizirane proteine bile znatno nize (Teigler, 2014).

Iz rezultata se vidi i razlika u razini ekspresije izmedu Stanica s utiSanim i neutisanim
TLR9. Za IL-6, vrijednosti su malo povecane u stanicama s utiSanim TLR9 nakon 6 sati
infekcije, a nakon 24 sata infekcije, vidi se veca razlika u ekspresiji IL-6 u stanicama u
kojima TLR9 nije utiSan. U slucaju IL-8, vrijednosti su puno veée u Stanicama s utisSanim

TLRO, kako u 6. satu, tako i u 24. satu nakon infekcije.

Mijerenje razine eksresije mMRNA gena IL-6 i IL-8 nije napravljeno u 24. satu. No, u 6. satu
se vidi promjena u fenotipu ekspresije, odnosno dolazi do povecane ekspresije u stanicama
s utiSanim TLR9, dok je za mjerenja u 1. satu i 3. satu ekspresija bila povec¢ana u Stanicama
u kojima TLR9 nije utiSan. ELISA testom se takoder vidi povecanje razine ekspresije ovih
proteina u stanicama s utiSanim TLR9, u odnosu na stanice u kojima TLR9 nije utiSan. U
24. satu, taj trend se nastavlja za IL-8, no u slu¢aju IL-6, vrijednosti su vece u stanicama u
kojima TLR9 nije utiSan. Razlog povecanog luc¢enja IL-8 u stanicama s utiSanim TLR9
proteinom, nakon 6. i 24. sata infekcije, te IL-6 u 6. satu infekcije, moze biti aktivacija

drugog signalnog puta, neovisnog o TLR9.

S obzirom da je u ovom radu primjecena povecana ekspresija i u slucaju IL-1p, pokusano
je takoder odrediti i koli¢inu izlu¢enog proteina IL-1B. ELISA testom IL-1p nije detektiran

u supernatantima A549 stanica kao ni supernatantima nakon infekcije s AdV26.
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Za izluCivanje proteina IL-1p potrebna je aktivacija kaspaze-1 koja cijepa pro-1L-1p u
aktivnu formu IL-1p koja se izlucuje iz stanice (Keller i sur., 2007). Detekcijom kaspaze-1
western blot analizom uoceno je prisustvo samo pro-kaspaze-1, inaktivne forme proteina,
te je moguce pretpostaviti da u A549 stanicama do izlucivanja IL-1B ne dolazi zbog
nedostatka aktivne forme kaspaze-1. Pro-kaspaza-1 je uoc¢ena nakon razdvajanja proteina
SDS-elektroforezom te bojanjem amido-crno otopinom. Specificna vrpca za pro-kaspazu-1
je nakon bojanja normalizirana prema tubulinu, a rezultati su prikazani u prilogu 1 (Slika
23.). 1z dobivenih vrijednosti se moze uociti mala promjena u ekspresiji proteina pro-
kaspaza-1 nakon infekcije AdV26, pri ¢emu je u stanicama s utiS8anim TLR9 prisutno

znacajnije smanjenje u razini ekspresije u odnosu na stanice u kojima TLR9 nije utisan.

4.6. ODREDPIVANJE EKSPRESIJE PROTEINA KOJI SUDJELUJU U
AKTIVACIJI GENA UKLJUCENIH U IMUNOSNI ODGOVOR

Nakon identifikacije promjena u razine ekspresije mRNA i proteina koji sudjeluju u
imunosnom odgovoru stanice nakon infekcije s AdV26, uslijedilo je istrazivanje proteina
koji sudjeluju u aktivaciji transkripcije prouc¢avanih gena, i to u A549 stanicama s utiSanim

i neutiSanim TLR9, odnosno nakon infekcije tih stanica s AdV26.

Iz literature je poznato da infekcija adenovirusom poti¢e nekoliko signalnih putova koji
mogu sudjelovati u aktivaciji proteina imunosnog sustava. Tako je pokazano da je lucenje
IL-8 u epitelnim stanicama plu¢a nakon infekcije s AdV7 posredovano Ras/Raf/MEK/Erk
signalnim putom (Alcorn i sur., 2001), dok u luéenje IL-8 u stanicama roznice nakon
infekcije s AdV19 sudjeluje p38 (MAP kinaza) (Rajaiya i sur., 2008). Inhibicija
fosforilacije ERK i p38 smanjila je ekspresiju IP-10 nakon infekcije AdV5 (Tibbles i sur.
2002) ukazujuéi na vaznost ovih signalnih molekula u poticanju imunosnog odgovora

posredovanog adenovirusima.

U ovom radu odredili smo ekspresiju proteina p38 odnosno njegovu fosforiliranu formu P-
p38 i fosforiliranu formu proteina ERK, P-ERK, budu¢i da su navedeni proteini aktivirani
kada su fosforilirani. Rezultati ekspresije P-p38 izrazene prema ukupnom p38 prikazani su
na slici 19. Rezultati ekspresije P-ERK izraZzene prema ukupnom ERK prikazani su na slici
20.
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Slika 19. Ekspresija proteina P-p38 nakon infekcije s AdV26 u A549 stanicama sa i
bez utiSavanja TLR9 detektirana western blot analizom. A549 stanice nasadene su u
plo¢ice sa 6 bunari¢a (5 x 10* stanica po bunariéu). Nakon 24 sata, stanice su utiSane sa
siRNA specificnom za TLR9. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane i neutiSane A549 stanice
su inficirane AdV26 (MOI: 10* virusnih &estica/stanici). Uzorci su sakupljeni metodom
vruceg pufera nakon 30 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati nakon infekcije. Slika A predstavlja
specificne vrpce u utianim i neutiSanim stanicama za protein P-p38, kao i ukupni p38
veli¢ine 38 kDa. Na slici B su prikazane vrijednosti za P-p38 normalizirane prema
ukupnom proteinu p38, a rezultati su prikazani relativno u odnosu na utiSane i neutisane
Ab49 stanice koje nisu inficirane s AdV26.
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Slika 20. Ekspresija proteina P-ERK nakon infekcije s AdV26 u A549 stanicama sa i
bez utiSavanja TLR9 detektirana western blot analizom. A549 stanice nasadene su u 2
plo¢ice sa 6 bunariéa (5 X 10* stanica po bunariéu). Nakon 24 sata, stanice su utiSane sa
siRNA specificnom za TLRY. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane i neutiSane A549 stanice
su inficirane AdV26 (moi: 10* virusnih &estica/stanici). Uzorci su prikupljeni metodom
vruceg pufera nakon 30 minuta, 1 sata, 3 sata i 6 sati nakon infekcije. Slika A predstavlja
specifi¢ne vrpce u utiSanim i neutiSanim stanicama za protein P-ERK, kao i ukupni ERK
protein, a dobivene su dvije vrpce veli¢ine izmedu 44 kDa i 42 kDa. Na slici B su
prikazane vrijednosti za P-ERK normalizirane prema ukupnom proteinu ERK, a rezultati
su prikazani relativno u odnosu na utiSane i neutiSane A549 stanice koje nisu inficirane s
AdV26.

58



Nakon AdV26 infekcije kontrolnih A549 stanica i A549 stanica s utiSanim TLR9, vidljive
su promjene u razini ekspresije proteina P-p38 i P-ERK, pri ¢emu se u kontrolnim
stanicama nakon infekcije razina ekspresije proteina P-p38 smanjuje nakon svakog
mjerenja (30 minuta, 1h, 3h i 6h), osim u 1. satu nakon infekcije. Vrijednosti za P-ERK se
kod stanica s utiSanim TLR9 povecéavaju, dok se vrijednosti u stanicama u kojima TLR9
nije utiSan smanjuju.

Adenoviralni vektori AdV5 aktiviraju ERK i p38 signalne putove nakon ulaska u stanicu
(Tibbles i sur., 2012), a u stanicama pluénog epitela nakon adenoviralne infekcije se
takoder aktivira ERK, te posljedi¢no dolazi do Iucenja IL-8. Osim toga, infekcija AdV7 u
govedem i humanom pluénom tkivu stimulira aktivaciju proteina ERK (Booth i sur.,
2004). Rezultati razine ekspresije ERK proteina su u korelaciji s dosadasnjim
istrazivanjima samo u sluaju A549 stanica S utiSanim TLR9. Na osnovu rezultata
dobivenih u ovom radu moguce je pretpostaviti da se u epitelnim A549 stanicama ERK
protein aktivira u sluc¢aju smanjene razine ekspresije TLR9 te dolazi do potrebe za
poticanjem lucenja antiviralnih molekula alternativnim signalnim putem. U slucaju kada
TLR9 nije utiSan, signalni put aktivacije transkripcije citokina i kemokina se ne odvija
pomo¢u ERK molekule nakon vezanja AdV26, Sto je razli¢ito u odnosu na dosad
objavljene podatke za AdV5, AdV7 i AdV19.

Protein P-p38 se aktivira u 1. satu nakon infekcije u kontrolnim A549 stanicama, no nakon
toga se razina ekspresije P-p38 smanjuje. U A549 stanicama s utiSanim TLR9 proteinom
ne dolazi do fosforilacije, odnosno aktivacije, P-p38 proteina. 1z toga slijedi da je za
aktivaciju P-p38 nakon infekcije AdV26 potreban TLR9 protein.

Osim p38 i ERK, istrazivana je razina ekspresije proteina 1kB, koji djeluje kao
represor aktivatora transkripcije gena koji sudjeluju u imunosnom odgovoru stanice, NF-

kB. Rezultati razine proteina IxB su prikazani na slici 21.
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Slika 21. Ekspresija proteina IkB nakon infekcije s AdV26 u A549 stanicama sa i bez
utiSavanja TLR9 detektirana western blot analizom. AS549 stanice nasadene su u 2
plogice sa 6 bunari¢a (5 X 10* stanica po bunariéu). Nakon 24 sata, stanice u 6 bunarié¢a su
utiSane sa siRNA specificnom za TLR9. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane i neutiSane
A549 stanice su inficirane AdV26 (moi: 10* virusnih estica/stanici). Uzorci su prikupljeni
metodom vruceg pufera nakon 30 minuta, 1 sata, 3 sata i 6 sati nakon infekcije. Slika pod
A predstavlja specifi¢ne vrpce u utiSanim i neutiSanim stanicama za protein kB, veli¢ine
izmedu 35 i 41 kDa te protein a-tubulin, veli¢ine 55 kDa. Na slici pod B su prikazane
vrijednosti za IxB normalizirane prema proteinu a-tubulin, a rezultati su prikazani

relativno u odnosu na utiSane i neutiS8ane A549 stanice koje nisu inficirane s AdV26.
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Smanjenje razine IkB se smatra da je povezana s aktivacijom NF-kB. U istrazivanjima
lacobelli i Nemerow (2007) aktivaciju NF-xB utvrdena je kvantifikacijom razine ekspresije
proteina IkB proteina. Nefosforiliran IkB zadrzava NF-«kB u citoplazmi, a kad se
fosforilira, odvaja se te degradira u proteasomu, $to rezultira translokacijom slobodnog

NF-xB u jezgru.

Nakon adenovirusne infekcije endotelnih plué¢nih stanica u in vitro uvjetima, doslo je do
aktivacije NF-«kB, koji je aktivirao transkripciju IL-8 (Keicho i sur., 1997, Keicho i sur.,
1999). Iz rezultata ovog rada, vidi se smanjenje ekspresije IkB, nakon 1. sata infekcije, 3. i
6. sata u kontrolnim A549 stanicama, dok se u stanicama s utiSanim TLR9 smanjenje vidi
ve¢ nakon 30 minuta. Iz toga se moze zakljuciti kako se IkB fosforilira te dolazi do
njegove degradacije. To omogucava proteinu NF-kB da se translocira u jezgru te aktivira
citokine i kemokine, kao odgovor na infekciju AdV26. lako do smanjenja razine ekspresije
IxB, odnosno aktivacije NF-xB, dolazi kako u kontrolnim, tako i u stanicama s utiSanim
TLR9Y, vidljiva je razlika u vremenskoj dinamici razine ekspresije IkB u kontrolnim u
odnosu na stanice s utiSanim TLR9. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da
nedostatak TLR9 omogucava brzu aktivaciju NF-kB signalnog puta nakon infekcije A549
stanica s AdV26.

4.7. STABILNA TRANSFEKCIJA A549 STANICA PLAZMIDOM KOJI SADRZI
sh(TLR9) I IZDVAJANJE KLONOVA SA SMANJENOM EKSPRESIJOM TLR9

U svrhu dobivanja klonova koji stabilno eksprimiraju smanjenu koli¢inu TLR9 proteina,
provedena je metoda transfekcije te izvdajanje stabilno transficiranih stani¢nih linija. U
ovom radu su koriStena dva plazmida: kontrolni plazmid sa sh(-) i plazmid koji kodira za
sh(TLR9). Nakon transfekcije, uslijedilo je izdvajanje stabilnih klonova. Buduéi da
plazmid koji se koristio za transfekciju ima gen za otpornost na antibiotik geneticin, stanice
su uzgajane u mediju s geneticin, te su narasle samo oni klonovi koji su stekli otpornost
zahvaljujuéi stabilnoj ugradnji plazmida. Na kraju je uspjesnost transfekcije provjerena

western blot analizom na protein TLR9Y, a rezultati su prikazani na slici 22.
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Slika 22. Razina ekspresije proteina TLR9 u A549 klonovima dobivenima stabilnom
transfekcijom plazmida koji kodiraju za sh(-) ili sh(TLR9) detektirana western
analizom. A549 stanice nasadene su u plocice sa 6 bunari¢a (10* stanica po bunariéu).
Pripremljena smjesa plazmidne DNA (sh(-), odnosno sh(TLR9) nakapana je na stanice. U
svrhu odabira klonova stabilno transficiranim plazmidom koji u sebi sadrzi odabrani gen, u
hranjivu podlogu je dodan geneticin (600 pg/mL). Pojedinac¢ne kolonije izdvojene su
struganjem sterilnim plasti¢nim nastavkom za mikropipetu i prenesene u bunaric¢e plocice
sa 96 bunaric¢a u koje je prethodno dodana hranjiva podloge DMEM-FBS sa geneticinom.
Nakon Sto je dostignut dovoljan broj stanica za analizu, uspjesnost transfekcije je
provjerena western blot analizom. Na slici A se nalaze specifi¢ne vrpce za protein TLRY,
veli¢ine 116 kDa i1 a—tubulin, veli¢ine 55 kDa. 1 — A549 stanice; 2 — A549 klon 1. sa sh(-);
3. A549 klon 2. sa sh(-); 4. A549 klon 1. sa sh(TLR9); 5. A549 klon 2. sa sh(TLR9); 6.
A549 klon 3. sa sh(TLR9). Na slici B su prikazane vrijednosti za TLR9 normalizirane
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prema proteinu o—tubulinl, a rezultati su prikazani relativno u odnosu na neutiSane A549

stanice.

Nakon transfekcije i izvdajanja stabilno transficiranih stani¢nih linija, provedena je analiza
uspjesnost transfekcije metodom western blot. Analiza je provedena na 2 klona s
ugradenom sh(-) te na 3 klona s ugradenom sh(TLR9). Na slici 21 vidi se da klon sh(-)1
ima vecu ekspresiju TLR9 nego kontrolne stanice te taj klon nije uzet u obzir. Klon sh(-)2
pokazuje ekspresiju TLR9 sli¢nu onoj u kontrolnim stanicama te je klon sh(-)2 odabran
kao negativna kontrola za nastavak istrazivanja. U odnosu na klon sh(-)2 samo klon
sh(TLR9)1 pokazuje smanjenu ekspresiju TLR9 te je isti odabran kao klon za daljnje

analize. Istrazivanje na odabranim klonovima nastavit ¢e se u buduénosti.

Rezultati dobiveni u ovom radu ukazuju kako AdV26 nakon ulaska u stanice A549
poti¢e urodeni imunosni odgovor. U radu je istrazivana uloga TLRY, koji kao receptor
Imunosnog sustava moze prepoznati AdV26. U tu svrhu je stanicama utiSan TLR9, te se
proucavala razina ekspresije gena Kkoji sudjeluju u imunosnom odgovoru stanice nakon
infekcije s AdV26. Nakon infekcije, u stanicama sa smanjenom ekspresijom TLR9 je za
vecéinu gena potaknuti imunosni odgovor bio manji, u odnosu na stanice kojima TLRY nije
bio utiSan. Kada TLR9 prepozna AdV26, dolazi do aktivacije signalnih molekula, poput P-
p38, P-ERK i NF-kB (Medzhitov i Janeway, 1997; Kumari sur., 2009). Proteini p38 i ERK
su nakon fosforiliracije u aktivnom obliku (Liu i Muruve, 2003), a protein NF-kB je
aktivan kada je u slobodnom obliku, a inaktivan kada je vezan za IkB (lacobelli i
Nemerow, 2007). Nakon fosforilacije, IkB se razgraduje, a NF-kB je nakon toga u
slobodnom obliku. Infekcijom i aktivacijom signalnih molekula dolazi do poticanja brojnih
kemokina i citokina (Hartman i sur., 2007).

Iz rezultata se takoder vidi kako AdV26 bolje inficira stanice u kojima je ekspresija TLR9
smanjena, dok je infekcija neutiSanih stanica znatno niza (Slika 23.).
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Slika 23. Shematski prikaz rezultata nakon ulaska AdV26 u A549 stanice, sa utiSanim
TLR9 proteinom (A) i bez utiS8anog TLR9 proteina (B).

TLR9 protein prepoznaje dsDNA. Iako je dosada$njim istrazivanjima utvrdeno kako TLR9
sudjeluje u prepoznavanju adenovirusa (Kawai i1 Akira, 2010), uloga TLR9 u
prepoznavanju AdV26 nije poznata. AdV26 je potencijalni vektor za prijenos gena i
vakcinaciju zbog niske koncentracije neutralizacijskih protutijela u ljudi u odnosu na
AdV5 (Nwanegbo i sur., 2004; Kostense i sur., 2004; Shiver i Emini, 2004; Sumida i sur.,
2005). lako se puno istrazivanja provodi u svrhu primjene AdV26, kaskada reakcija
aktivirana ulaskom AdV26 nije istrazena. Iz tog razloga, identifikacija molekula koje
sudjeluju u urodenom imunosnom odgovoru potaknutom AdV26, kao i detekcija molekula
ukljucenih u aktivaciju transkripcije gena koje sudjeuju u imunosnom odgovoru, su od

velikog znacaja.

64



65

5. ZAKLJUCCI



1. AdV26 bolje inficira stanice u kojima je ekspresija TLR9 smanjena, u odnosu na
stanice kojima TLR9 nije utiSan.

2. AdV26 nakon ulaska u A549 stanice potice urodeni imunosni odgovor, pri ¢emu dolazi
do sinteze citokina i kemokina (IL-6, IL-8, IL-18, IL-1pB, IFN-al, IFN-B). Imunosni
odgovor stanica sa smanjenom ekpresijom TLRO je za ve¢inu gena manji (IL-6, IL-8,
IL-18, IL-1pB, IFN-B), u odnosu na stanice kojima TLR9 nije utiSan.

3. Protein P-ERK sudjeluje kao signalna molekula nakon infekcije AdV26 u stanicama s
utiSanim TLR9 proteinom, a protein P-p38 u stanicama u kojima TLR9 nije utiSan.
Razina ekspresije proteina IkB se smanjuje nakon infekcije adenoviralnim vektorom

tipa 26 te se time aktivira transkripcijski faktor NF-«B.
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7. PRILOZI
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Slika 24. Ekspresija proteina pro-kaspaze-1 nakon infekcije s AdV26 u A549
stanicama sa i bez utiSavanja TLR9 detektirana western analizom. A549 stanice
nasadene su u plo€ice sa 6 bunari¢a (5 X 10* stanica po bunari¢u). Nakon 24 sata, stanice
su utiSane sa siRNA specificnom za TLR9. 72 sata poslije utiSavanja, utiSane i neutiSane
A549 stanice su inficirane AdV26 (MOI: 10* virusnih g&estica/stanici). Uzorci su
sakupljeni metodom vruéeg pufera nakon 30 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati nakon infekcije.
Na slici su prikazane vrijednosti za pro-kaspazu-1 normalizirane prema proteinu tubulinu,
a rezultati su prikazani relativno u odnosu na utiSane i neutiSane A549 stanice koje nisu
inficirane s AdV26.
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