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1. UvOD

Genska terapija je proces unoSenja gena u organizam u svrhu zamjene osSte¢enog ili
nefunkcionalnog gena koriste¢i prikladni vektorski sustav koji ¢e omoguciti prijenos i ekspresiju
gena kroz odredeni vremenski period. LijeCenje genskih bolesti na ovaj nacin zapocelo je
uspjesnim lije¢enjem imunodeficijencija krajem dvadesetog stoljeca, no ubrzo se prijenos gena

poceo istrazivati 1 kao pristup u lije¢enju negenskih bolesti.

Poznavaju¢i biologiju te zivotni ciklus virusa, upravo su oni odabrani kao jedni od potencijalnih
vektora za prijenos gena, budu¢i da u svrhu produkcije vlastitog potomstva 1 Sirenja u prirodi
vlastiti genom unose u stanicu domacina. No, kao i u slu¢aju svakog unosenja stranog antigena u
organizam, javlja se odgovor stanice tj. imunosni odgovor na virus koji spre¢ava provedbu
prvobitne ideje o prijenosu i ekspresiji novog gena u stanici. Osim imunolo§kog odgovora,
novouneseni gen, ukoliko je rije¢ o vektoru koji svoj genom ugraduje u genom domacina,
nespecifi¢no se insertira u kromosom ¢ovjeka $to povecava rizik od nastajanja mutacije. Danas se
kao vektor u genskoj terapiji najéesce koristi humani adenovirus tipa 5, i to zbog vrlo dobrog
poznavanja njegove biologije, neuzrokovanja teskih bolesti u ljudi te ugradnje genoma kao

episomalnog materijala u jezgru stanice ¢ime se smanjuje rizik od insercijske mutageneze.

Rekombinantni adenovirusni vektori koriste se u svrhu lijecenja genskih bolesti, tumora, infekcija
te kao vakcine. Poznavanjem imunoloSkog odgovora koji je u stanici potaknut doticajem s viralnim
vektorom te koriStenjem viralnih vektora s niskom seroprevalencijom u populaciji, kao Sto je
adenovirus tipa 26, moguce je predvidjeti nuspojave, povecati sigurnost i efikasnost u lijecenju do

sada neizlijecivih stanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ADENOVIRUSI: STRUKTURA | GENOM

Adenovirusi su DNA virusi, prvi puta izolirani 1950. godine, a danas su najpoznatiji po
keratokonjuktivitisu i1 infekcijama diSnih putova koje uzrokuju te kao vektori za prijenos gena i
vakcinaciju. Adenovirusi nemaju ovojnicu (envelopu), sadrze linearnu dvolan¢anu DNA veli¢ine
36 kDa koja se ne ugraduje u genom domacina te su ikozaedralne strukture, ukupne molekulske
mase oko 150 kDa. Ikozaedralna kapsida veli¢ine je od 90 do 100 nanometara. Kapsidu
adenovirusa ¢ini 240 heksona i 12 pentona, po jedan penton na svakom od vrhova ikozaedra. Svaki
hekson sastoji se od polipeptidnog trimera vaznog u sklapanju virusne ¢estice. Penton ¢ine baza
pentona i homotrimerno vlakno (engl. fiber) ¢ija uloga je prepoznavanje i interakcija s receptorima
na stanicnoj membrani domacina. Vlakno je gradeno od tri regije (Viswanathan i sur., 2015):
distalne globularne domene (engl. knob domain) koja prepoznaje receptore staniéne membrane,
N-terminalne regije ¢ime se vlakno povezuje s bazom pentona te drske (engl. shaft) (Curiel, 2016).
Centralna domena vlakna ima vaznu ulogu u tropizmu virusa. Sastavljena je od varijabilnog broja
ponavljaju¢ih motiva (Chroboczek i sur., 1995), odmiée knob-domenu vlakna od povrsine virusne
kapside prema povrsini stanice domacina te tako olakSava interakciju s receptorom. Struktura
kapside, prikazana na slici 1., odredena je cryo-elektronskom mikroskopijom i kristalografskim
analizama (RCSB PDB-101, 2010).

Adenovirusi pripadaju porodici Adenoviridae te je do sada poznato vise od 50 serotipova
adenovirusa (tablica 1), a broj novoopisanih stalno raste. Tradicionalno su adenovirusi
identificirani i sistematizirani pomocu seroloskih metoda 1 na temelju patogenosti, dok se
novootkrivene vrste danas klasificiraju pomoc¢u metoda sekvencioniranja genoma (Ghebremedhin,

2014). Trenutno je najistraZeniji 1 najkoriSteniji adenovirus tipa 5 (AdV5).



Slika 1. Struktura kapside adenovirusa. Tamnoplavo su oznaceni heksoni, svjetloplavo baze

pentona, a zeleno vlakna (RCSB PDB-101, 2010).

Tablica 1. Serotipovi adenovirusa podijeljeni u podgrupe i najceSce vrste infekcija koje uzrokuju
(Ghebremedhin, 2014).

AdV podgrupa | Serotip Vrsta infekcije

A 12,18, 31 gastrointestinalna, respiratorna, urinalna

B, tipl 3,7,16,21 keratokonjuktivitis, gastrointestinalna,
respiratorna, urinalna

B, tip 2 11, 14, 34, 35 gastrointestinalna, respiratorna, urinalna

C 1,2,5,6 respiratorna, gastrointestinalna ukljucujuci

hepatitis, urinarna

D 8-10,13,15,17,19,20,22— | keratokonjuktivitis, gastrointestinalna
30,32,33,36-39,42-49

E 4 keratokonjuktivitis, respiratorna
40, 41 gastrointestinalna

G 52 gastrointestinalna




Genom adenovirusa sastoji se od linearne, nesegmentirane dvolanc¢ane DNA. Genom je znacajno
veci nego kod drugih virusa (36 kB), iako se virus smatra jednostavnim zbog ovisnosti o stanici
domacina u procesu replikacije DNA. Na krajevima linearne DNA nalazi se terminalni 5' protein
mase 55 kDa koji ima funkciju primera kod replikacije viralnog genoma. Terminalne sekvence
prisutne na 5'i 3' kraju invertna su ponavljanja od oko 100 kB (Medscape, 2018). Genom se sastoji
od pet ranih (E1A, E1B, E2, E3, E4), ¢etiri intermedijarnih (IVa2, IX, VAI, VAII) i jedne kasne
transkripcijske jedinice. Prva regija, ¢ija transkripcija se odvija po ulasku genoma virusa u jezgru
domacina, jest E1A, a proteinski produkt transkripcije aktivira ostale viralne gene koji reguliraju
viralnu transkripciju (Sundararajan 1 sur., 2001). E1B proteini omogucéavaju preZivljenje
inficiranoj stanici, inhibirajuéi proteine odgovorne za apoptozu stanice. E2A regija kodira virusnu
DNA polimerazu te druge proteine odgovorne za replikaciju viralnog genoma. E3 regija kodira za
proteine Cija je funkcija utiSavanje imunosnog odgovora domacina. Produkti E4 regije reguliraju
stanicni ciklus domacina. Kasni geni kodiraju proteine kapside te su transkribirani s kasnog

promotora, engl. major late promoter (Majhen i sur., 2014) (slika 2).
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Slika 2. Transkripcijska mapa adenovirusa. Viralni genom obojan je plavo. Rane (E, eng. early)
i kasne (L, eng. late) regije prikazane su sivo. Eksprimirani proteini navedeni su ispod ili iznad
kodirajucih regija (crno). Faktori uklju€eni u pakiranje virusnih Cestica prikazani su crveno (Ahi

i Mittal, 2016).



2.2. ULAZAK ADENOVIRUSA U STANICU I INFEKCIJA

Put infekcije adenovirusom sastoji se od nekoliko dogadaja: vezanje adenovirusa za
receptor na povrsini ciljne stanice, internalizacija adenovirusne ¢estice u stanicu, unutarstani¢no
putovanje adenovirusa i kona¢no ulazak adenovirusnog genoma u jezgru stanice domacina

(Nemerow i sur., 2009). Shema ulaska adenovirusa u ciljnu stanicu prikazana je naslici 3.

Adenovirus se za receptor na povrsini stanice veze putem vlakna. Visoko afinitetni receptor do sad
najbolje opisanog AdV5 je coxsackie adenovirus receptor (CAR) koji je odgovoran za vezanje
svih adenovirusnih serotipova osim serotipa podgrupe B (Bergelson i sur., 1997). CAR je
eksprimiran na povrsini veéine stanica ¢ovjeka, no smanjene je ekspresije na stanicama tumora
(Sachs i sur., 2002; Fuxe i sur., 2003), zrelim stanicama skeletalnih misi¢a (Nalbantoglu i sur,
1999), te na apikalnoj povrsini polariziranih epitelnih stanica (Walters i sur., 1999; Majhen i sur.,
2014). Osim CAR, adenovirusi mogu koristiti i druge molekule kao receptore za vezanje i ulazak
u stanicu, kao §to su: integrini, CD46, desmogelin-2 (DSG2) i siali¢na kiselina (Curiel, 2016).
Tako npr. adenovirusi podgrupe B mogu za vezanje Koristiti CD46 ili desmoglein-2. Molekule
koje za vezanje koriste adenovirusi podgrupe D slabije su opisane i uklju¢uju CAR, CD46 i
sialicnu kiselinu. CD46 inhibira aktivaciju komplementa i prisutan je na svim stanicama s jezgrom

(Cole i sur., 1985).

Nakon pocetnog vezanja na primarni receptor slijedi internalizacija adenovirusne Ccestice
potaknuta vezanjem RGD slijeda iz baze pentona i av integrina na povrSini stanice. Integrini su
internalizacijski 1 signalni koreceptori veéini adenovirusa, osim serotipovima 40 i 41 kojima
nedostaje RGD slijed u bazi pentona (Wolfrum i Greber, 2012; Arnberg 2012). Integrini prenose
signale izmedu stanica, reguliraju prezivljenje stanica, migraciju 1 diferencijaciju (Byron 1 sur.,
2010). Najbolje proucene interakcije adenovirusa s integrinima odnose se na integrine av33 i avf3s.
Cak i u nedostatku CAR receptora, integrini mogu posluziti kao receptori za vezanje virusa na

stanicu (Huang, 1996; Roelvink, 1996; Curiel, 2016).

Za ulazak u stanicu adenovirusi koriste endocitozu stanice i to klatrinom-posredovanu endocitozu,
makropinocitozu ili endocitozu posredovanu masnim uklopinama. Klatrinom-posredovana
endocitoza inicirana je na specijaliziranim domenama stani¢ne membrane bogate fosfatidil-
inozitol-4,5-bisfosfatima. U oblikovanje membrane za proces endocitoze u polariziranim

stanicama ukljucen je aktin, medutim aktin ne sudjeluje u endocitozi nepolariziranih stanica.



Adenovirusi podgrupe C serotipa 2 i 5 ulaze u stanice endotela Kklatrinom- i dinaminom-
posredovanom endocitozom (Curiel, 2016). Makropinocitoza je proces uzimanja velikih koli¢ina
izvanstani¢ne teku¢ine u obliku velike unutarstani¢ne vakuole (makropinosoma) koja moze
sazrijeti u kasni endosom (Swanson, 2008). Konstitutivna makropinocitoza pridonosi prezentaciji
antigena u makrofagima i dendritickim stanicama. Adenovirusi podgrupe B, serotipa 3 te 35
koriste makropinocitozu prilikom infekcije hematopoetskih i nepolariziranih epitelnih stanica
(Amstutz i sur., 2008; Kalin i sur., 2010; Curiel, 2016). Za AdV37 koji pripada podgrupi D je
pokazano da za ulazak u stanicu moze koristiti i kaveolin-1 pozitivne masne uklopine (Yousuf i
sur., 2013). Procesom endocitoze, stanicna membrana ostaje nenaruSena te na povrSini stanice

nema naznake o viralnoj infekciji (Curiel, 2016).

Da bi mogao do¢i do jezgre, adenovirus se mora osloboditi iz endosoma. Uslijed promjene pH
vrijednosti endosoma dolazi do djelomi¢ne razgradnje kapside adenovirusa. Tijekom procesa
rasklapanja virusne Cestice (engl. uncoating), protein kapside, protein VI, naru§ava membranu
endosoma te se virus oslobada u citoplazmu stanice. Nakon oslobadanja iz endosoma adenovirus
susre¢e slozenu mrezu organela i proteina u citoplazmi koja onemogucava slobodno difuzno
kretanje virusa. Stoga se citoplazmatski transport adenovirusa odvija mikrotubulima,
polariziranim filamentima gradenima od a—f heterodimera. Adenovirusi iskoriStavaju motorni

kompleks dinein-dinaktin kako bi dosegli jezgru.

Na jezgrinim porama, NPC (eng. nuclear pore complex) adenovirusna DNA u kompleksu s
proteinom VIII ulazi u jezgru (Wolfrum i Greber, 2012). Zivotni ciklus adenovirusa u prosjeku
traje 24 do 36 sati, dok infekcija jedne stanice jednom virusnom ¢esticom rezultira proizvodnjom
novih 10* viriona (Curiel, 2016).
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Slika 3. Put ulaska adenovirusa u stanicu. Prvi korak ukljucuje vezanje vlakna na primarni

receptor, koji je za vecinu adenovirusa CAR ili CD46. U slucaju CAR vezujuc¢ih adenovirusa

slijedi klatrinom-posredovana endocitoza, potaknuta interakcijom baze pentona s av integrinima.

Koraci 3 14 prikazuju smanjivanje pH vrijednosti u endosomima ¢iji rezultat je oslobadanje

proteina VI koji uzrokuje pucanje endosomalne membrane te oslobadanje viriona iz endosoma.

Virion se kroz citoplazmu transportira mikrotubulskim motorom dineinom, dok ne dosegne NPC

u koraku 5. Virusna DNA se u sljede¢em koraku unosi u jezgru (Nemerow i sur., 2009).



2.3 POTICANJE IMUNOSNOG ODGOVORA ADENOVIRUSIMA

Urodeni ili nespecifi¢ni imunosni odgovor skup je stanica i mehanizama koji ¢ine prvu
liniju obrane organizma od patogena od trenutka doticaja patogena s organizmom. Nespecifi¢ni
imunosni odgovor, za razliku od ste¢enog ili humoralnog, ne ,,pamti* antigene s kojima je doslo

do doticaja.

Infekcija adenovirusima potic¢e urodeni imunosni odgovor u stanicama sisavaca. Infekcija inducira
produkciju brojnih kemokina i citokina koji moduliraju pocetak upale. Adenovirusi aktiviraju
citokine kao §to su faktor nekroze tumora o (TNFa), interleukine (IL) 6, 1, 12, interferone (IFN)
tipa 1 te kemokine (npr. IL-8). Imunosni odgovor izazvan adenovirusom induciran je samim
prisustvom virusa, prepoznavanjem putem PRR-a (engl. pattern recognition receptors) na povrsini
stanice ili interakcijom virusa s receptorima na povrsini stanice. Interakcija vlakna s CAR aktivira
kaskadu signala koja dovodi do povecane ekspresije odredenih proteina uklju¢enih u imunosni
odgovor (npr. IL-8) (Tamanini i sur., 2006). Po internalizaciji u endosome, viralna DNA moze biti
prepoznata od strane TLR (engl. tool like receptors), ¢ija aktivacija opet rezultira prijenosom
signala koji ¢e potaknuti imunosni odgovor, konkretno lu¢enje interferona (Basner-Tschakarjan i
sur., 2006; Zhu i sur., 2007). Zbog penetracije membrane endosoma, adenovirus aktivira
otpustanje IL-1p (Barlanisur., 2011), a,,bijeg* adenovirusa u citoplazmu uzrokuje aktivaciju IFN
tipa 1 koji moze biti IRF3 (interferon regulatorni faktor 3) (Nociari i sur., 2007) ili IRF7 (Fejer i

sur., 2008) ovisan. Shema aktivacije urodenog imunosnog odgovora prikazana je na slici 4.
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Slika 4. Aktivacija PRR adenovirusom podgrupe C. Vezanje adenovirusa na razli¢ite receptore
na povrsini stanice (1, 2 i 3), prepoznavanje viralne DNA (4), DNA-ovisna aktivacija IFN-
regulatornih faktora, RIG-1 i PRR posredovan prijenos signala $to rezultira aktivacijom NF-kB i
produkcijom interferona, citokina i kemokina koji dodatno aktiviraju imunosni odgovor (5, 6)
(Suzuki i Rooney, 2012).

Osim urodenog, adenovirusi poticu i steeni imunosni odgovor koji ukljucuje limfocite, T- i B-
stanice koje proizvode visokospecifi¢na protutijela protiv patogena S kojim je organizam bio u
doticaju te zbog kojih organizam ,,pamti* antigene i spre¢ava ponovnu infekciju istima. T-stanice
aktivirane su ubrzo po infekciji. CD4+ i CD8+ receptori na T-stanicama prepoznaju epitope
heksona adenovirusa i njihovo koordinirano djelovanje kontrolira adenovirusnu infekciju
(Zandvliet i sur., 2010; Majhen i sur., 2014).



2.4. ADENOVIRUSNI VEKTORI

Vektori za prijenos gena mogu biti viralni i neviralni. Naj€es$¢i viralni vektori su
adenovirusi, retrovirusi i lentivirusi, od kojih su najucestaliji adenovirusi koji se koriste kao vektori
za prijenos gena u genskoj terapiji i vakcinaciji te u vise od 20% klini¢kih ispitivanja genske
terapije (slika 5).

Adenovirus 20.5%
@ Retrovirus 17.9%
@ Gola plazmidna DNA 16.6%
@ Adeno-pridruZeni virus 7.6%
0 Lentivirus 7.3%
@ Vaccinia virus 6.6%
Lipofekcija 4.4%
@ Poxvirus 4%
@ HSV3.5%
& Drugi vektori 8.4%
@® Nepoznato 3.3%

Slika 5. Vektori koristeni u klinickim pokusima genske terapije (The Journal of Gene Medicine,
2017).

Adenovirusni vektori inficiraju stanice koje se aktivno dijele te stanice u mirovanju, moguce ih je
uzgojiti do visokog titra te imaju veliki kapacitet za ugradnju transgena. Genom adenovirusa se ne
ugraduju u genom domacina, ve¢ se replicira kao ekstrakromosomski element §to smanjuje rizik
od insercijske mutageneze, no iz istog razloga ekspresija transgena je kratkoro¢na. Postoji
nekoliko nac¢ina konstrukcije adenovirusnih vektora. Rekombinantni adenovirusni vektori prve i
druge generacije konstruiraju se na nacin da se zeljeni fragment DNA ugraduje na mjesto jedne od
postojecih regija prisutnih u genomu adenovirusa (E1, E3 ili kratke regije izmedu E4 i desnog
invertnog terminalnog ponavljanja). Delecijomu E1 regije, odgovorne za replikaciju
adenovirusnog genoma, konstruira se replikacijski defektan adenovirusni vektor te je veliina
strane DNA koju je moguce ugraditi do 6.5 kB, dok virus bez tih regija 1 dalje moZe ostvariti
vektorsku ulogu. Produkcija takovih adenovirusnih vektora odvija se u komplementiraju¢im
stani¢nim linijjama u ¢iji genom je ugraden virusni transgen, u ovome slucaju El regija

adenovirusa. Primjer komplementirajuce stani¢ne linije su stanice embrionalnog bubrega ¢ovjeka

10



(HEK-293) (Graham i sur., 1977). Delecija veceg dijela adenovirusnog genoma zna¢i mogucnost
ugradnje veceg fragmenta strane DNA (transgena). Adenovirusni vektori ovisni o pomoénickom
adenovirusu od adenovirusnog genoma sadrze samo terminalna obrnuta ponavljanja u kojima je
sadrzan signal za pakiranje virusne ¢estice. Pomo¢ni virus sadrzi ostatak virusnog genoma, izuzev
obrnutih terminalnih ponavljanja. Uvjetno replikacijski ili onkoliticki adenovirusni vektori imaju

sposobnost replikacije samo u stanicama tumora (Majhen i sur., 2014).

Jedan od problema prijenosa gena KkoriStenjem adenovirusnih vektora je postojanje
neutralizacijskih protutijela po infekciji adenovirusom, Sto sprecava koriStenje istog vektora u vise
navrata. Cinjenica je da je veliki udio populacije barem jednom tijekom Zivota bio u doticaju s
AdVS5, najcesce koriStenim adenovirusom u klinickim pokusima, ¢ime je doSlo do stvaranja
neutralizacijskih protutijela usmjerenih protiv AdV5, tj. seroprevalencija za AdV5 je u populaciji
vrlo visoka. Medutim, seroprevalencija za neucestale adenoviruse kao $to su AdV26 i AdV35 je

vrlo niska na sjevernoj hemisferi.

Prethodno koristenju adenovirusa kao vektora za prijenos gena ili vakcinaciju potrebno je
prevladati probleme vezane uz imunogenost. Adenoviralni proteini procesiraju se u citoplazmi
stanice te se prezentiraju na njenoj povrsini, §to pak prepoznaju citotoksi¢ni T-limfociti. Zbog
navedenog procesa, adenovirusni vektori uvelike su korisni u slu¢aju kad je potrebna kratkotrajna
ekspresija transgena, ili kada je cilj potaknuti imunosni odgovor kao §to je to u slucaju vakcinacije.
Potencijalna rjeSenja problema su imunosupresivni lijekovi ili unos imunomodulatornih gena kao
transgena, no iako bi takav pristup produzio ekspresiju transgena, cilj je ipak modulirati vektor, a
ne domacina tj. pacijenta (Verma i Somia, 1997). Rana indukcija citokina nakon primjene
adenovirusnog vektora in vivo sugerira da urodeni imunosni odgovor pridonosi regulaciji
ekspresije transgena unesenog adenovirusnim vektorom (Sung i sur., 2001). Rekombinantni
adenovirusni vektori konstruirani iz razli€itih serotipova adenovirusa induciraju medusobno
razliite puteve imunosnog odgovora (Majhen 1 sur., 2014). Za rjeSavanje problema visoke
seroprevalencije koriste se neucestali serotipovi adenovirusa, AdV26 i AdV35 koji se od AdV5
razlikuju prema duljini (AdVS5 ima najduze vlakno od navedenih), 3D strukturi te fleksibilnosti

vlakna. AdV26 1 AdV35 trenutno se ispituju u klinickih pokusima.

Prva in vivo primjena adenovirusa u genskoj terapiji zabiljezena je 1992. godine, uspjeSnim

transferom 1 ekspresijom cDNA AIAT gena (oz-antitripsin) u hepatocitima pacijenta s o1-
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antitripsin deficijencijom (Jaffe i sur., 1992). Danas se oni koriste na razli¢ite nacine U genskim
terapijama za monogenetske bolesti, kao antitumorski agensi te kao vakcine. Neki od primjera

navedeni su u nastavku.

Replikacijski defektni adenovirusni vektori, zbog svojih imunogenih svojstva, mogu se koristiti za
prijenos gena ili epitopa u stanice tumora koji ¢e inducirati lokalni antitumorski imunosni odgovor.
Onkoliticki adenovirusni vektori repliciraju se u tumorskim stanicama i time liziraju tj. unistavaju
tumorsku stanicu. Replikacijski defektni i kompetentni vektori takoder se koriste i za prijenos i
povecanu ekspresiju tumor-supresora ili gena koji induciraju citotoksi¢nu kaskadu i izazvaju

apoptozu (Lee i sur., 2017).

Za razliku od tradicionalnih vakcina, imunizacijske tehnike pomocu rekombinantnih viralnih
vektora izazivaju i humoralni i citotoksi¢ni stani¢ni imunosni odgovor. Citotoksi¢ni T-limfociti
efikasniji su u uniStavanju inficiranih stanica, intracelularnih patogena i tumorskih stanica te
takoder pruzaju zastitu od sli¢nih patogena koji eksprimiraju homologne epitope (Wei i sur., 2010).
Posljednjih godina, razvijanje vakcine protiv ebole postalo je prioritet zbog pojava epidemije 2014.
godine. Medu trima klju¢nim vakcinama, odredenima od strane Svjetske zdravstvene organizacije

(WHO), dva su temeljena na adenovirusnim vektorima (Mennechet, 2015; Lee i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Tablica 2. Popis koristenih kemikalija i pufera

Naziv

Proizvodac

Agaroza

Sigma-Aldrich, Njemacka

Akrilamid smjesa 30%

Serva, Njemacka

APS, Amonijev persulfat 10%, (NH4)2S20s

Serva, Njemacka

Bisakrilamid, C7H10N,0;

Serva, Njemacka

BSA, Govedi serumski albumin (engl. Bovine Serum Albumine)

Macherey-Nagel, Njemacka

Cezijev klorid (CsCl)

Sigma-Aldrich, Njemacka

CsCl otopina gustoce 1,25 g/mL

36,16 g CsCl u 100 mL TD pufera

CsCl otopina gustoce 1,34 g/mL

51,20 g CsCl u 100 mL TD pufera

CsCl otopina gustoce 1,40 g/mL

62,00 g CsCl u 100 mL TD pufera

DMEM, Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive podloge
(engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Invitrogen, SAD

DMSO, Dimetil sulfoksid, C.HsOS

Gram Mol, Hrvatska

Etidij bromid, EtBr

Serva, Njemacka

FBS, Serum fetusa goveda (engl. fetal bovine serum)

Invitrogen, SAD

Fiksir

Fotokemika, Hrvatska

Glicerol

Kemika, Hrvatska

IsoFlow tekucina (engl. IsoFlow Sheath Fluid)

Beckman Coulter Inc., SAD

Marker za gel-elektroforezu 1 kB

Thermo Scientific, SAD

Mlijeko u prahu

Roth, Njemacka

Orange G boja

Merck, Njemacka

Paraformaldehid, PFA

Invitrogen, SAD

PBS, Fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)

Lonza, Svicarska

Proteinski marker za SDS-¢ef.

Thermo Scientific, SAD

Pufer za nanoSenje uzoraka DNA u agarozni gel, 6x

50% glicerol, 20 mM EDTA, 0,25% Orange G
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Razvijac

Fotokemika, Hrvatska

RPMI 1640 medij s L-glutaminom BioWhittaker™ (engl. RPMI
1640 Medium with L-glutamine)

Lonza, Svicarska

SB (engl. sample buffer), 6x

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 biH»0

SDS, Natrij-dodecil sulfat, NaC1,H25S04

Sigma-Aldrich, SAD

SYBR™ Green PCR Master Mix

Thermo Fischer Scientific, SAD

TAE pufer, 50x

242 g Tris baza, 57,1 mL ledene octene kis.,
100 mL 0,5 M, pH 8.0, otopiti u 1 L diH,O

TBS pufer 0,6 g 10 mM Tris; 4,38 g 150 mM NaCl u 500
ml diH»0
TD pufer 8 g NaCli 0,38 g KCl u 150 mL diH»0, doda se

0,1 g NazHPO4i 3 g Tris baze, u 500 mL diHz0,
pH 7.4-7.5, do 1 L s diH0

TEMED, N, N, N’, N’-tetrametiletilenediamin, C¢HisN>

Sigma-Aldrich, SAD

Transfer pufer

50 ml Tris-glicinski pufer pH 8,3; 350 ml
biH,0; 100 ml etanol

Tripsin

Invitrogen, SAD

Tris-glicinski pufer

10x pufer: 15,1 g Tris; 72,1 g glicin; 5g SDS u
500 ml biH,0O

Tris-HCI, Tris-klorovodi¢na kiselina

Merck, SAD

Tween-20®, CsgH114026

Sigma-Aldrich, SAD

Virocid 1%

Genera, Hrvatska

Western Lightening Plus ECL Enhanced Luminol Reagent Plus

PerkinElmer®, SAD

Western Lightening Plus ECL Oxidizing Reagent Plus

PerkinElmer®, SAD

B-merkaptoetanol

Serva, Njemacka
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Tablica 3. Popis koristenih protutijela

Protutijelo | Specifi¢nost Proizvodac Kat.broj i razrjedenje
Primarna Kaspaza-1 Santa Cruz Biotechnology sc-56036, 1:200
Protutijela i

a tubulin Santa Cruz Biotechnology sc-5286, 1:250

Ixb-a Santa Cruz Biotechnology sc-1643, 1:200

IL-1B Santa Cruz Biotechnology sc-32294, 1:200

IRF-3 Cell Signaling Technology | #11904, 1:1000

PIRF-3 Cell Signaling Technology | #29047, 1:1000

IRF-7 Cell Signaling Technology | #13014, 1:1000

pIRF-7 Cell Signaling Technology | #12390, 1:1000
Sekundarna | ECL™ Anti-mi$§ [gG | GE Healthcare Life Sciences | NA931V, 1:5000
Protutijela ) )

Anti-zec 19gG Invitrogen #31466, 1:5000

Tablica 4. Popis koriStenih po¢etnica

GEN Forward Reverse
IL-6 CAATGAGGAGACTTGCCTGG GCACAGCTCTGGCTTGTTCC
IL-8 GTTTTTGAAGAGGGCTGAGAATTC | GTTTTTGAAGAGGGCTGAGAATTC
IL-1B AAACAGATGAAGTGCTCCTTCC AAGATGAAGGGAAAGAAGGTGC
TNFo. | TTGACCTCAGCGCTGAGTTG CCTGTAGCCCACGTCGTAGC
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3.1.2. Uredaji i pomagala

Tablica 5. Kori$teni uredaji i pomagala

Naziv

Proizvodaé

Bodice za uzgoj stanica, T-251 T-75

Falcon Becton Dickinson, SAD

Brojac stanica

Beckman Coulter, Ujedinjeno Kraljevstvo

Centrifuga do 50 mL

Heraeus, Njemacka

Epruvete Ultra-Clear 344059

Beckman, SAD

Fotografski film

GE Healthcare Limited, UK

Gumena strugalica

Falcon Becton Dickinson, SAD

Igla za nanoSenje uzoraka u gel

Hamilton, Svicarska

Igla za procis¢avanje virusa

Merck, Svicarska

Inkubator za uzgoj stanica

Thermo Scientific, SAD

Invertni svjetlosni mikroskop

Opton, Njemacka

Kabinet za sterilan rad

Klimaoprema, Hrvatska

Kolona Sephadex G25M

GE Healtcare Life Sciences, Velika Britanija

Mikroepruvete

Eppendorf, Njemacka

Mikrovalna pecnica

Koncar, Hrvatska

Nitrocelulozna membrana s porama 0,45 pm

Sigma-Aldrich, Njemacka

Plocice s 96 bunarica

Thermo Scientific, SAD

Plocice za uzgoj stanica sa 6 i 12 bunarica

Falcon Becton Dickinson, SAD

Rotamix 560 MMH, magnetska mjeSalica

Tehtnica, Slovenija

Sonifikator

Cole Palmer, SAD

Spektrofotometar Nanodrop

Thermo Scientific, SAD

StepOnePlus RT-PCR Applied biosystems

Thermo Fischer Scientific, USA

Stolna centrifuga

Eppendorf, Njemacka

Sustav za horizontalnu elektroforezu

Bio-Rad, SAD

Termoblok

Eppendorf, Njemacka

Transiluminator

Vilber Lourmat, Njemacka

Transiluminator Uvitec

Cleaver Scientific, UK
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Ultracentrifuga Beckman, SAD

Vaga Tehtnica, Slovenija
Vodena kupelj Tehtnica, Slovenija
Vrtlozna mjesalica Tehtnica, Slovenija

3.1.3. Stani¢ne linije

Koristene stanice u ovome radu su stanice bubrega embrija Covjeka (engl. human
embryonal kidney, HEK-293, ATCC® CRL-1573™), stanice rabdomiosarkoma ¢ovjeka (engl.
rhabdomiosarcoma, RD, ATCC® CCL-136™), monociti periferne krvi ¢ovjeka (engl. monocytes,

THP-1, ATCC® TIB-202™),

3.1.4. Replikacijski defektni adenovirusi

U ovom radu koristeni su replikacijski defektni adenovirusi serotipa 5, 26 1 35 s transgenom
eGFP pod CMV promotorom. KoriSteni vektori prethodno su konstruirani i opisani (Abbink i sur.,
2007; Vogels i sur., 2003).
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3.2. METODE

3.2.1. Uzgoj stanica

Adherentne stanice koriStene u ovom radu (HEK-293 i RD) uzgajane su u monosloju u
Petrijevim zdjelicama promjera 10 cm, u DMEM podlogi za uzgoj stanica uz dodatak 10% seruma
fetusa goveda, u inkubatoru za uzgoj stanica pri stalno odrzavanoj temperaturi od 37 °C, u
atmosferi s 5% CO2 u smjesi zraka uz odrzavajnje vlaznih uvjeta. Nakon $to stanice prerastu
podlogu za rast, presaduju se u novu Petrijevu zdjelicu. Sa stanica se uklanja medij te se dva puta
ispiru sa po 1 mL PBS-a, nakon ¢ega se dodaje 1 mL tripsina. Stanice se inkubiraju u inkubatoru
za uzgoj stanica sve dok do odlijepljivanja od podloge, sto je vidljivo svjetlosnim mikroskopom
(stanice se djelovanjem tripsina “zaokruze” i odvoje od podloge tj. “plivaju” u tripsinu). Dodaje
se 9 mL medija za uzgoj stanica i sastav Petrijeve zdjelice razdjeli se na Zeljeni broj novih

Petrijevih zdjelica, te se u svakoj volumen nadopuni do 10 mL medijem za uzgoj stanica.

Suspenzijska stani¢na linija THP-1 uzgajana je u T-25 Falcon boci u 5 do 20 mL RPMI medija uz
dodatak 10% seruma fetusa goveda i 1 pL 0,05 M B-merkaptoetanola po mililitru medija, u
inkubatoru za uzgoj stanica na stalno odrzavanoj temperaturi od 37 °C, u atmosferi s 5% CO2 u
smjesi zraka uz odrzavajnje vlaznih uvjeta. Prije nego sto broj stanica dosegne 8 x 10° stanica
mL* (odredivano brojadem stanica), dodaje se svjezi medij za uzgoj stanica. Jednom tjedno medij
za uzgoj stanica zamjenjuje se centrifugiranjem 10 min pri 1100 x g te resuspendiranjem taloga

stanica u svjezem mediju. Koncentracija ne smije prije¢i 1 x 10° stanica mL™.

3.2.2. Odmrzavanje i zamrzavanje stanica
Stanice se ¢uvaju u ampulama u teku¢em dusiku. Pri odmrzavanju, ampula se zagrije pri
37 °C te se stanice resuspendiraju u ukupnom volumenu od 10 mL u Petrijevoj zdjelici i uzgajaju

u inkubatoru za uzgoj stanica pri 37 °C.

Suspenzijske stanice se pri odmrzavanju zagriju pri 37 °C i resuspendiraju u 5 mL odgovarajuceg
medija za uzgoj stanica. Stanice se centrifugiraju pri 1100 x g 10 min te se talog resuspendira u

kona¢nom volumenu medija za uzgoj stanica i prebaci u T-bocu.

Suspenzijske i adherentne stanice zamrzavaju se na isti nacin. Suspenzija stanica, u slucaju

adherentnih stanica nakon odvajanja od podloge prema prethodno opisanom protokolu,
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centrifugira se u plasticnoj epruveti pri 1100 x g te se talog resuspendira u 950 uL odgovarajuceg
medija za uzgoj stanica i 50 pL DMSO-a. Stanice se prebace u ampulu za smrzavanje, koja se
stavlja 30 minuta na led te se potom smrzavaju u parama tekuceg dusika. Sljedeci dan ampule se

spremaju u spremnik s teku¢im dusikom.

3.2.3. Namnazanje i pro¢iS¢avanje adenovirusa

Za umnazanje replikacijski defektnih adenovirusnih vektora koriste se HEK-293a stanice
koje u svom genomu imaju stabilno ugradeno E1 podrucje adenovirusnog genoma. Za svaku
preparaciju virusa HEK-293a stanice namnozene su u 40 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 inkubiraju se u inkubatoru za uzgoj stanica do postizanja potpunog
citopatogenog ucinka tj. odvajanja stanica od podloge kao posljedica infekcije virusom (najéesce
48 do 72 sata nakon infekcije). Stanice se skupljaju pipetom te se u epruveti centrifugiraju tijekom
10 min pri 1100 x g. Ukupni talog stanica resuspendira se u §to manje mogué¢em volumenu medija
DMEM-FBS i tri se puta smrzava (-20 °C) i odmrzava (37 °C) u svrhu lize stanica kako bi se virusi
oslobodili iz stanica. Centrifugiranjem tijekom 10 min pri 3600 x g odvajaju se grubi raspadnuti
ostaci stanica (talog) 1 oslobodene virusne cCestice (supernatant). Adenovirusni vektori iz
supernatanta se dalje proc¢iséavaju u dva koraka: prvo na jastu¢i¢u CsCl, a potom u gradijentu
CsCl. Procisc¢avanje na jastuéicu CsCl zapo€inje tako da se u epruvetu za centrifugiranje dodaje
2,4 mL CsCl gustoée 1,4 g mL™ i na njega njeZno uz stijenku nadsloji 2,4 mL CsCl gustoce 1,25
g mL? paze¢i 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 medija za uzgoj stanica. Uzorci se centrifugiraju u Beckman ultracentrifugi u rotoru
SWA41Ti tijekom jednog sata 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, a moguca je 1 pojava drugog sloja s
nepotpunim virusnim ¢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 cezijevim kloridom gusto¢e 1,34 ¢ mL™ do vrha epruvete za centrifugiranje.
Uzorci se centrifugiraju u Beckman centrifugi u rotoru SW41Ti preko no¢i pri 20°C i 60 000 x g.

Tijekom centrifugiranja stvara se gradijent gustoc¢e CsCl 1 virusi se zaustavljaju u podrucju koje je
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jednake gustoce kao i gustoca virusa. Pomocu Sprice s iglom virusi se skupljaju u novu epruvetu,
a potom se CsCl uklanja tehnikom gel-filtracije u koloni Sephadex G-25M. Kolona se pri¢vrsti za
stalak, vrh joj se odreze Skarama i potom se od¢epi s gornje strane kako bi tekucina sama iscurila
iz kolone. Potom se kolona 6 puta ispire s po 5 mL pufera PBS nakon ¢ega se na kolonu dodaje
procis¢eni virus (ne vise od 1 mL) 1 u mikroepruvetu se skupi eluat (frakcija 0). Nadalje se dodaje
po 0,5 mL pufera PBS na kolonu, pritom skupljajuci frakcije u brojem obiljezene mikroepruvete.
Frakcije u kojima se nalazi virus se skupe te im se dodaje glicerol tako da mu kona¢an volumni

udio bude 10%. Suspenzija virusa se razdijeli u alikvote i smrzava pri -80 °C.

3.2.4. Odredivanje koncentracije adenovirusnih ¢estica u suspenziji proc¢iS¢enih adenovirusa

Za odredivanje koncentracije virusnih Cestica u suspenziji proc¢iS¢enih adenovirusa koristi
se metoda Mitteredera i sur. (1996). Pripremljeno 10x razrjedenje prociS¢enih virusa u PBS puferu
i 0,1% natrij dodecilsulfata (SDS) inkubira se 10 min pri 56 °C da bi se oslobodila virusna DNA
iz kapsida. Mikroepruvete s uzorcima kratko se centrifugiraju (30 s) pri 10000 x g te se mjeri

apsorbancija supernatanta pri 260 nm prema PBS puferu.
Koncentracija virusnih €estica se racuna prema formuli:
N=A260-r-1,1-10%

N — broj virusnih ¢estica u mL

A260 — izmjerena apsorbancija pri 260 nm

I —razrjedenje suspenzije adenovirusa

3.2.5. Transdukcija

Za utvrdivanje uspjesnosti transdukcije RD stanica razli¢itim serotipovima adenovirusa,
koriSteni su virusni vektori koji kao transgen eksprimiraju zeleni fluorescentni protein (GFP), te
su stanice po infekciji analizirane protoénom citometrijom. 1 x 10° stanica nasadeno je po jednom
bunaricu plocice sa 6 bunari¢a u ukupnom volumenu od 2 mL. Sljedeceg dana stanice se inficiraju
s 1 x 10* viralnih &estica po stanici u ukupnom volumenu od 2 mL i inkubiraju u inkubatoru za

uzgoj stanica. Nakon dva dana, stanice se fiksiraju prema slijedecem protokolu: stanice se ispiru
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PBS-om, odvajaju od podloge te centrifugiraju 10 minuta pri 1200 x g. Talog stanica resuspendira
se U 1% paraformaldehidu (PFA) u PBS-u te inkubira 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
dodanih 500 pL PBS-a stanice se ponovno centrifugiraju 10 minuta pri 1200 x g, a talog se
resuspendira u 250 pL PBS-a i analizira protocnim citometrom. THP-1 stanice se za analizu
proto¢nim citometrom pripremaju prema istome protokolu uz razliku da stanice prije fiksiranja

nije potrebno tripsinizirati.

3.2.6. Analiza stanica proto¢nim citometrom

Stanice se analiziraju kori$tenjem proto¢nog citometra Becton-Dickinson (FACScan ili
FACSCalibur) i popratnog upravljackog programa (Cell Quest). Proto¢ni citometar omogucuje
detekciju morfologije i veli¢ine stanica. U ovom radu detektiran je GFP (engl. green fluorescent
protein) prolaskom stanica kroz snop laserskih zraka te mjerenjem emitirane fluorescencije, §to je

prikazano FL1 histogramom.

3.2.7. lzdvajanje 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. Uzorcima se dodaje pufer za lizu koji
omogucava razgradnju stani¢nih komponenti i inaktivaciju RNAza. Dobiveni lizat nanosi se na
kolonu te se centrifugiranjem odvaja stani¢ni debris od nukleinskih kiselina koje ostaju vezane za
filter kolone. DNA prisutna u uzorku razgraduje se direktnim dodavanjem DNaze | na filter
kolone. Slijede¢i korak je ispiranje razgradene DNA odnosno ostalih onec¢is¢enja. Kona¢no, RNA

se eluira s kolone u puferu i pohranjuje pri -80 °C.

3.2.8. Spektrofotometrijsko mjerenje koncentracije RNA

Koncentracija RNA odreduje se spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri 260 nm
na Nanodrop uredaju pri ¢emu se kao slijepa proba koristi pufer za eluciju iz kita za izdvajanje
RNA. Izmjerena se apsorbancija pri valnim duljinama od 260 i 280 nm nanoSenjem 2 pL slijepe

probe ili uzorka.
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Koncentracija RNA se racuna prema formuli:
[RNA]ug/mL = Azeo x 44.19,

pri ¢emu je Azeo apsorbancija u jedinicama opticke gustoce pri valnoj duljini od 260 nm, a 44.19
je ekstincijski koeficijent RNA. Kako bi se odredila ¢istoca RNA izra¢unat je omjer apsorbancija
A260/A280 koji za Cistu RNA iznosi 2,0. Kvaliteta RNA dodatno je provjerena nanoSenjem na

agarozni gel.

3.2.9. Elektroforeza RNA u agaroznom gelu

Pripremi se 1%-tni gel u TAE puferu. Agaroza se otapa zagrijavanjem u mikrovalnoj
peénici uzastopnim ponavljanjima do vrenja i hladenja uz mijeSanje dok se agaroza u potpunosti
ne otopi, nakon Cega se gel hladi. U jo$ tekuéi gel dodaje se etidijev bromid, gel se promijesa i
izlije u kadicu za izradu gelova. Nakon skrutnjavanja, gel se postavi u kadicu za elektroforezu koja
jeispunjena TAE puferom tako da je gel potpuno uronjen u TAE pufer te se pazljivo makne ¢esljic.
U tako pripremljeni gel nanose se uzorci u koje je prethodno dodan pufer za nanosenje uzoraka.
Po zavrsetku elektroforeze gel se polozi na transiluminator kako bi se provjerila cjelovitost

molekula RNA i efikasnost razdvajanja.

3.2.10. Obrnuto prepisivanje (engl. reverse transcription) izdvojene RNA

U svrhu siteze jednolanc¢ane cDNA iz ukupne RNA provodi se obrnuto prepisivanje. Za
obrnuto prepisivanje (reverznu transkripciju, RT) ukupne RNA izdvojene iz kulture stanica koristi
se komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™) te se
postupak provodi prema uputama proizvodaca. Komponene koriStene za sintezu jednolancane

komplementarne DNA (cDNA) iz ukupne RNA navedene su u tablici 6.
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Tablica 6. Komponente i sastav reakcijske smjese RT

Komponenta Volumen po reakciji (ML)
10x RT pufer 2,0
25x dNTP Miks (100 mM) 0,8

10x RT Nasumicne Pocetnice (engl. | 2,0
Random Primers)

Reverzna  Transkriptaza (engl. | 1,0
Reverse Transcriptase)

Voda bez nukleaza 472

Ukupno po reakciji 10,0

Uzorci se pripremaju razrjedivanjem 600 ng RNA u mqH20 do ukupnog volumena od 10 pL i
mijeSanjem s 10 pL reakcijske smjese iz tablice 6. Mikroepruvete s uzorcima kratko se
centrifugiraju kako bi se uklonili mjehuri¢i zraka. Do pocetka procesa reverzne transkripcije,

uzorci se drze na ledu. Uvjeti reakcije su prikazani u tablici 7.

Tablica 7. Uvjeti reakcije obrnutog prepisivanja

1. korak 2. korak 3. korak 4. korak
Temperatura (°C) | 25 37 85 4
Vrijeme 10 minuta 120 minuta 5 minuta o0

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

Real Time PCR (engl. Real-Time polymerase chain reaction) metoda koristi se za
kvantifikaciju gena te sluzi za detekciju produkata PCR reakcije u realnom vremenu. Lan¢ana
reakcija polimerazom eksponencijalno umnozava Zeljene fragmente DNA koriste¢i specifi¢ne
pocetnice i polimerazu koja je funkcionalna u datum uvjetima, najcesc¢e Taq-polimerazu (enzim je
aktivan na visokim temperaturama koje PCR zahtjeva). Real Time PCR metoda razlikuje se u tome

Sto svrha nije umnazanje fragmenta za daljnje koristenje, ve¢ pra¢enje umnazanja fragmenta u
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realnome vremenu za §to se koriste fluorescentne boje, u ovome sluc¢aju SYBR green. Zahvaljujuéi
fluorescentnoj boji koja interkalira u novonastale fragmente te je detektabilna po interkalaciji
(dolazi do promjene u njenoj fluorescenciji), moguce je pracenje koli¢ine PCR produkata nakon
svakog ciklusa, Sto takoder omogucava vrlo precizno izracunavanje pocetne koliine Zeljenog

fragmenta (gena) kojim je reakcija zapocela.

Kao uzorak koristi se komplementarna DNA (cDNA) dobivena obrnutim prepisivanjem. Sastav

reakcijske smjese Real Time PCR-a prikazan je u tablici 8. Volumen reakcije iznosi 15 pL.

Tablica 8. Sastav reakcijske smjese Real Time RT-PCR.

Sastojak Volumen
SYBR green 7,5puL
Pocetnica 1 0,6 pL
Pocetnica 2 0,6 pL
Mq H20 0,3 pL
Ukupno 9 uL

6 YL uzorka (cDNA) te 9 pL reakcijske smjese rasporedi se u bunarice plocice sa 96 bunarica te
je ukupni volumen reakcije 15 pL. Svaka reakcija provodi se u triplikatu. Prije stavljanja u uredaj,
potrebno je provesti kratko centrifugiranje kako bi se uzorci spustili na dno. Uvjeti reakcije

navedeni su u tablici 9.

Tablica 9. Uvjeti reakcije Real Time RT-PCR.

Uvjeti reakcije PCR Temperatura (°C) | Vrijeme
Aktivacija 50 2 min
Denaturacija 95 10 min
40 ciklusa: Denaturacija 95 15s
Sparivanje pocetnica i1 elongacija 60 1 min
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3.2.12. Razdvajanje proteina metodom SDS-PAGE

5 x 10* stanica nasadi se po jednom bunari¢u plodice sa 6 bunariéa u ukupnom volumenu
od 2 mL. Sljede¢eg dana stanice se inficiraju s 1 x 10* viralnih estica po stanici u ukupnom
volumenu od 2 mL i inkubiraju u inkubatoru za uzgoj stanica. U slu¢aju adherentnih stanica,
makne se virusno razrjedenje, stanice se isperu s 500 L. PBS pufera i skupljaju metodom vruceg
pufera tako da se na stanice doda 200 uL pufera za skupljanje uzorka, SB (engl. sample buffer)
prethodno zagrijanog pri 96 °C. Stanice se sastruzu plasticnom strugalicom, skupe u
mikroepruvetu 1 zagrijavaju 3 minute pri 96°C, nakon c¢ega se spremaju pri -20°C.
U slucaju suspenzijskih stanica, stanice se centrifugiraju 10 minuta pri 1100 x g, te se talog

resuspendira u SB puferu zagrijanom pri 96 °C.

Prethodno SDS-elektroforezi, uzorci se soniciraju. Sonda ultrazvuka prebrise se etanolom i na
uredaju se namjesti frekvencija na 30 Hz. Uzorak se zagrije pri 96 °C te se nakon zagrijavanja
sonda zaroni u uzorak te sonicira 5 sekundi, nakon Cega slijedi 5 sekundi stavljanja na led. Taj
postupak se ponovi jo§ 2 puta. Uzorci se mogu smrzavaju pri -20 °C ili Koristiti za analizu.
SDS-PAGE elektroforeza koristi dva gela (gel za sabijanje i gel za razdvajanje, tablica 10)
puferirana kod razli¢itog pH. Po dodatku TEMED-a u gel za razdvajanje, smjesa se izlije u kalup
te se ravnomjerno nadsvodi vodom ili etanolom. Gel se ostavi da polimerizira tijekom jednog sata.
Na gel za razdvajanje izljeva se gel za sabijanje 1 odmah se uroni ¢esljic€ te se ostavi da polimerizira

tijekom jednog sata. Nakon zavrSetka polimerizacije, ¢eslji¢ se izvadi.

Tablica 10. Priprema gelova za SDS-PAGE.

Gel za razdvajanje i sabijanje 12%-tni (razdvajanje) | 5%-tni (sabijanje)
di H20 (mL) 3,3 2,1

AA/Bis (30% otopina akrilamida) (mL) 4,0 0,5

Tris-HCI pH 6,8 (mL) 2,5 0,38

10% (w/v) SDS (mL) 0,1 0,03

10% (w/v) APS (mL) 0,1 0,03

TEMED (mL) 0,004 0,003

Ukupni volumen 10 mL 3mL
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Proteinski uzorci, prethodno sonicirani, zagriju se pri 96 °C te se nanosi 30 uL uzorka po jazici
gela pomocu igle "Hamilton”, odnosno 5 pL markera za procjenu molekularne tezine proteinskih
uzoraka, pracenje elektroforeze i transfer proteina na nitroceluloznu membranu. Pufer za
elektroforezu doda se do ruba gornjeg spremnika i prikljuce se elektrode na izvor napajanja. Napon
je tijekom cijele elektroforeze konstantan te iznosi 100 V, a elektroforeza traje od 1 sat i 40 minuta

do 2 sata i 30 minuta.

3.2.13. Western Blot analiza

Nakon zavrsene SDS-elektroforeze, proteini se prenose elektricnim transferom u transfer
puferu pri 400 mA tijekom 90 minuta na nitroceluloznu membranu. Membrana se nakon toga ispire
30 minuta u TBS-T puferu te blokira 1 sat u 5%-tnom nemasnom mlijeku u prahu u TBS-T puferu
kako bi se sprijecilo nespecifi¢no vezanje protutijela. Nakon blokiranja, membrana se inkubira u
primarnom protutijelu za detekciju specificnog proteina u trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi
ili preko no¢i pri 4 °C, prema uputama proizvodac¢a. Membrana se potom ispire 30 minuta u TBS-
T puferu te se dodaje sekundarno protutijelo. Inkubacija se provodi 2 sata na sobnoj temperaturi
te slijedi ispiranje u TBS-T puferu 30 minuta. Proteini su vizualizirani ECL reagensom,
osvjetljavanjem fotografskog filma signalima s membrane te razvijanjem u tamnoj komori ili na

uredaju Uvitec.

3.2.14. ELISA metoda

ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) je test pomocu kojeg se uz protutijela
1 promjenu boje identificira Zeljena substanca. Sandwich ELISA kvantificira antigene izmedu dva
protutijela - capture i detection. Na detection antitjelo veZe se avidin-HRP reagens, tj. enzim koji
dodani neobojeni substrat konvertira u obojeni. Intenzitet obojenja je izmjeren na Citacu
mikrotitarskih plocica pri valnoj duljini od 570 nm 1 450 nm i odgovara koli¢ini pocetne substance.
Za detekciju koriSten je odgovarajuc¢i komplet IL-6, IL-8 ili TNFa Human Uncoated ELISA Kit
with Plates (Invitrogen). Metoda je shematski prikazana na slici 6. ELISA testom odredena je
koncentracija promatranih citokina i kemokina u supernatantu stanica nakon infekcije
adenovirusima. 5 x 10* stanica nasadi se po jednom bunari¢u plo¢ice sa 6 bunari¢a u ukupnom

volumenu od 2 mL. Sljedeceg dana stanice se inficiraju s 1 x 10* viralnih &estica po stanici u
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ukupnom volumenu od 2 mL i inkubiraju u inkubatoru za uzgoj stanica. Supernatant adherentnih
stanica skuplja se i sprema pri -20 °C, dok je suspenzijske stanice potrebno centrifugirati 10 minuta

pri 1100 x g i sakupiti supernatant.

(1) (2) (3) (4) (5]
Yuf

hs ,g'*

- & & &
Y \( \f’ \ll \r’

Slika 6. Shema sandwich ELISE. (1) Na plo¢icu je naneseno coating antitjelo. (2) Dodavanje
uzorka, svi prisutni antigeni veZu se na coating antitjelo. (3) Dodavanje detekcijskog antitjela i
vezanje na antitjelo od interesa. (4) Dodano sekundarno antitjelo s enzimom (avidin-HRP) i veze
se na detekcijsko antitjelo. (5) Dodavanje substrata koji je enzimom konvertiran u detektirajucu

formu (Sino Biological Inc., 2018).
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4, REZULTATI | RASPRAVA

U ovome radu koristeni su replikacijski defektni adenovirusi tipa 5 (AdV5), 26 (AdV26) 1
35 (AdV35) koji u svom genomu sadrze transgen eGFP pod CMV promotrom, umnozeni u HEK-
293 El-komplementiraju¢im stanicama. AdV26 i AdV35 pripadaju neucestalim serotipovima
adenovirusa te im je seroprevalencija u populaciji niska Sto im daje prednost u koristenju kao
vektora za prijenos gena i vakcinaciju, budu¢i da je seroprevalencija trenutno najvise koristenog

vektora AdV5 u populaciji visoka.

Cilj ovog diplomskog rada bio je usporediti aktivaciju urodenog imunosnog odgovora u
monocitima i stanicama misica ¢ovjeka izazvanog infekcijom AdV5 s imunosnim odgovorom
izazvanim infekcijom AdV26 i AdV35, skupljanjem uzoraka u odredenim vremenskim
intervalima nakon infekcije i pradenjem promjena u ekspresiji relevantnih gena, stanic¢nih i

izvanstanicnih proteina.

Stani¢ne linije monocita (THP-1) i miSi¢a ¢ovjeka (RD) inficirane su s AdV5, AdV26 i AdV35
prema opisanim postupcima u potpoglavlju ,,metode. Proto¢nom citometrijom odredena je
uspjesnost transdukcije za obje stani¢ne linije te je odreden broj virusa po stanici (MOI) koji je
dalje koristen za infekciju stani¢nih linija u svrhu skupljanja uzoraka za daljnje analize. Real Time
PCR (eng. Real-time polymerase chain reaction) metodom nakon izdvajanja RNA iz inficiranih
uzoraka odredivan je nivo ekspresije gena koji kodiraju za citokine 1 kemokine koji sudjeluju u
urodenom imunosnom odgovoru. Western blot analizom odredivana je ekspresija proteina IkB,
kaspaze-1, pIRF-3, pIRF-7 i IL-1p, koji sudjeluju u odgovoru stanice na infekciju virusima kao
transkripcijski faktori ili u procesiranju drugih molekula ¢ija produkcija je izazvana interakcijom
stanice sa stranim antigenom. Odredivanje koli¢ine sekretornih proteina uklju¢enih u imunosni
odgovor tj. citokina 1 kemokina u stani¢nom mediju koriStenih stanica nakon infekcije

adenovirusima provodeno je ELISA metodom.

Dobiveni rezultati pokazuju da AdV35 najuspjesnije inficira RD i THP-1 stanice, a uspjesnost
transdukcije AdV26 je najmanja. AdV35 takoder izaziva najsnazniji urodeni imunosni odgovor u
stanica monocita 1 miSi¢a Covjeka dok je imunosni odgovor AdVS5 1 AdV26 usporedivog
intenziteta. Promatrani imunosni odgovori su pIRF-3 (AdV26 i AdV35) i NF-kB ovisni (AdVS5 i
AdV26), a pIRF-7 neovisni.
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Svi rezultati su u ovome poglavlju zbog preglednosti prikazani grafi¢ki, dok su neki dodatno

prikazani u poglavlju ,,prilozi‘.

4.1. NAMNOZAVANIJE I PROCISCAVANJE AdV5, AdV26 i AdV35

Replikacijski defektni virusni vektori umnozeni su u komplementiraju¢im stanicama koje
su skupljane nakon citopatogenog ucinka (slika 7). Talog skupljenih stanica u tri navrata je
zamrzavan i odmrzavan kako bi se stanice lizirale, a virus oslobodio u supernatant. Nakon kratkog
centrifugiranja, supernatant u kojem se nalazi virus centrifugiran je na jastuc¢i¢u CsCl kako bi se
virusi odvojili od ne€istoca i praznih kapsida te ukoncentrirali. Sloj virusa nalazio se izmedu dva
sloja CsCl razli¢ite gustoce, prikazano na slici 8, lijevo, a iznad njega su prazne virusne kapside,
druge viralne komponente i ne€istoé¢e. Virusi su skupljani iglom te je slijedilo centrifugiranje u
gradijentu CsCl nakon ¢ega su se virusne Cestice nalazile u podrucju koje odgovara njihovoj

gustoc¢i od 1,34 g/mL (slika 8, desno).

Slika 7. Citopatogeni u¢inak kod HEK-293 stanica tri dana po infekciji adenovirusom. Vidljivo

je zaokruzivanje stanice te njihovo odvajanje od podloge kao posljedica infekcije.
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Slika 8. Slojevi adenovirusa nakon centrifugiranja u cezijevom kloridu. Lijevo: sloj adenovirusa
nakon centrifugiranja na jastuci¢u CsCl, povrh kojeg se nalazi sloj praznih virusnih Cestica i

drugih necistoc¢a. Desno: sloj adenovirusa nakon centrifugiranja u gradijentu CsCl.

Nakon prociS¢avanja adenovirusa uklanja se CsCl iz pro¢i§¢enih adenovirusa. CsCl se uklanja gel
filtracijom. Frakcije u kojima se nalazi virus bjeli¢astog su, opalescentnog izgleda, bitno razlicite

od frakcija koje ne sadrze virus (slika 9). Virusu je dodan glicerol do kona¢no 10 % volumena te

je odredena koncentracija (Tablica 11).

Slika 9. Frakcija koja ne sadrzi virus (lijevo) u odnosu na virusnu frakciju (desno) nakon

procis¢avanja adenovirusa pomoc¢u Sephadex G-25M kolone.
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Tablica 11. Koncentracija pro¢i§¢enih virusa.

Virus AdV5 AdV26 AdV35

Virusnih estica / mL | 2 x 10*? 23x10% | 2,17 x 102

4.2. USPOREDBA USPJESNOSTI TRANDUKCIJE AdV5, AdV26 i AdV35 u THP-1 i RD
STANICAMA

AdV5, AdV26 i AdV35 koriSteni u ovom radu eksprimiraju eGFP §to omogucuje pracenje
uspjeSnosti transdukcije, tj. ekspresiju transgena, ekscitacijom pri 488 nm i ocitavanjem
fluorescencije u inficiranim stanicama pri 510 nanometara. Uspjesnost transdukcije AdV5, AdV26
i AdV35 prikazana je na slici 10. Stanice su inficirane dvjema razli¢itim MOI vrijednostima: 10*
i 10%. Stanice inficirane s nizim brojem virusnih &estica po stanici (MOI: 10%) pokazuiju isti trend,

no postotak trandukcije je nizi (rezultati nisu prikazani).

USPJESNOST TRANDUKCIJE USPJESNOST TRANSDUKCIJE
RD, MOI=10* THP-1, MOI=104

S
in Ln
S
P

SIJA
r =
SIJA

L

TRANSGENA
[

Aob3 A

TRANSGENA

RELATIVINA EKSPRESI
=]

RELATIVNA EKSPRESIJ:

AdVs AdV26 AdV35 AdVs
Slika 10. Uspjesnost transdukcije AdVS, AdV26 i AdV35 u stanicama RD i THP-1. Stanice su
nasadene u plo¢ice sa 6 bunariéa, 1 x 10° stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i
AdV35 (MOI: 10%). Dva dana nakon inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, uspjesnost
transdukcije odredena je mjerenjem fluorescencije proto¢nim citometrom. Pokus je ponovljen
najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su normalizirani u

odnosu na stanice inficirane s AdV5.
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Primarni receptor AdV5 je CAR, dok je za AdV35 CD46. Put ulaska AdV26 u stanicu nije u
potpunosti razjasnjen (Abbink i sur., 2007). Obje stanicne linije koriStene u ovom radu, RD 1 THP-
1 na svojim povrSinama ne eksprimiraju CAR, ali pokazuju ekspresiju CD46 i av integrina, zbog
cega je obje staniCne linije moguce inficirati spomenutim virusima, ali s razli¢itom uspjes$nosti.
Adenovirusna vlakna (engl. fiber) razli¢itih podgrupa sadrze varijabilne aminokiselinske sekvence
1 struktura proteina vlakna razlicita je u razlicitih virusa. Najocitija razlika je duljina vlakna. Unutar
pojedine podgrupe adenovirusi sadrze slican broj aminokiselina u vlaknu i prema tome podjednaku
duljinu mjerenu elektronskim mikroskopom. Od triju promatranih virusa AdV35 posjeduje
najkrace vlakno, a slijedi AdV26. Osim duljine vlakna, utjecaj na uspje$nost infekcije ima i

fleksibilnost te 3D struktura distalne globularne domene (Nicklin i sur., 2005).

Dobiveni rezultati pokazuju da je ekspresija transgena najvisa pri infekciji s AdV35, a u slucaju
stanica misSica taj broj je viSestruko puta veéi u odnosu na broj stanica inficiran AdVS5 pri istom
multiplicitetu infekcije. 1z literature je poznato da pri koriStenju rekombinantnog AdVS5 vektora s
vlaknom AdV35 virusa (AdV5/F35-GFP), koli¢ina ekspresije transgena je u usporedbi s AdV5

vektorom vise od Sest puta veca u stanicama retinoblastoma (Mallam i sur., 2004).

Ekspresija transgena najniza je u slucaju infekcije s AdV26. U stanicama monocita, uspjesSnost
transdukcije je pet puta manja u odnosu na infekciju s AdV5, a ¢ak deset puta manja u odnosu na
infekciju s AdV35 u istim uvjetima. Budu¢i da infektivnost virusa ovisi o njegovom vlaknu, te da
AdV26 i AdV35 imaju nisku seroprevalenciju, konstrukcijom rekombinantnog adenovirusa
AdV26 s kra¢im vlaknom AdV35 problem niske infektivnosti AdV26 bi vrlo vjerojatno bio

prevladan, kao u gornjem primjeru s rekombinantnim AdV5 virusom.

Rezultati apsolutne transdukcije za obe stani¢ne linije prikazani su u prilogu (slika 18). Provjerom
ucinkovitosti transdukcije utvrdena je MOI vrijednost koja se koristi u daljnjim eksperimentima
(10%).
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4.3. USPOREDBA EKSPRESIJE GENA UKLJUCENIH U IMUNOSNI ODGOVOR
NAKON INFEKCIJE RD i THP-1 STANICA S AdV5, AdV26 i AdV35

RD i THP-1 stanice inficirane su s AdV5, AdV26 i AdV35 te su uzorci u svrhu izolacije
RNA i analizu Real Time PCR metodom skupljeni jedan i tri sata po infekciji. Nakon izolacije
RNA slijedi obrnuto prepisivanje opisano u poglavlju ,,metode* te provjera u¢inkovitosti reakcije
Real Time PCR koriste¢i pocetnice housekeeping gena (GAPDH, podjednako je eksprimiran u
svim stanicama) i razliCitih koncentracija cDNA kontrolnog uzorka. Ucinkovitost je za stanice

miSic¢a iznosila u prosjeku 77%, a za stanice monocita 74% Sto je zadovoljavajuce.

Iz literature je poznato da infekcija adenovirusom poti¢e ekspresiju niza razli¢itih citokina 1
kemokina. Citokini su proteini koje izlu¢uju stanice imunolos§kog sustava, ve¢inom su produkti
leukocita i sudjeluju u medustani¢noj signalizaciji te kao imunomodulatori. Citokini su ukljuceni
u odgovor stanice na virusnu infekciju. Kemokini su citokini vazni za migraciju stanica, male su
molekulske mase i imaju sposobnost inducirati kemotaksiju obliznjih stanica. Poticanje urodenog
imunosnog odgovora uslijed infekcije adenovirusom moze biti posljedica prepoznavanja samog
adenovirusa ili posljedica vezanja adenovirusa na receptor. U ovom radu pracena je promjena u
ekspresiji gena za IL-6, IL-8, IL-1p i TNFa.

Interleukin-8 (1L-8) je kemokin koji pripada u CXC obitelj citokina i jedan od glavnih medijatora
upalnog imunoloskog odgovora. IL-8 kao kemokin djeluje na neutrofile i nazvan je neutrofil-
aktivacijski protein-1 (NAP-1) buduci da stimulira oslobadanje neutrofilnih granula (Palomino i
Marti, 2015). Na slici 11 prikazana je ekspresija IL-8 u RD i THP-1 stanicama 1 i 3 sata nakon
infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35.
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Slika 11. Ekspresija gena IL-8 u RD i THP-1 stanicama pracena Real Time PCR metodom 1 i3
sata nakon infekcije s AdV5, AdV26 1 AdV35. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunarica, 4 x
10° stanica po bunaricu i inficirane s AdV5, AdV26 i AdV35 (MOI: 10%). 1 i 3 sata nakon
inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se ispiru te se provodi izolacija RNA, obrnuto
prepisivanje i Real Time PCR. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati
jednog reprezentativnog eksperimenta. Rezultati su normalizirani u odnosu na stanice inficirane s
AdV5.
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U sluc¢aju RD staniéne linije, ekspresija IL-8 jedan sat nakon infekcije s AdV5 i AdV26 je niza od
razine ekspresije u kontrolnim stanicama. Iz literature je poznato da infekcija epitelnih stanica
pluca s AdV5 ne potice ekspresiju IL-8 (Booth, 1999), a smanjena ekspresija IL-8 primjecena je
nakon infekcije stanica Stitne zlijezde onkolitickim AdVS5 (Passaro, 2016). Tri sata nakon infekcije
s AdV35 razina ekspresije IL-8 je visoka. U THP-1 stanicama razina ekspresije jedan sat nakon
infekcije raste, a najveci rast ekspresije gena IL-8 zabiljeZen je u slucaju infekcije s AdV35 jedan
sat nakon infekcije. U literaturi trenutno nema podataka koji bi povezali ekspresiju IL-8 i infekciju
AdV35.

Interleukin-1B je proinflamatorni citokin vazan u odgovoru organizma na infekciju ili ozljedu
(Dinarello, 1996). Proizvode ga mnoge stanice, no najveci broj istrazivanja fokusiran je na stanice
nativnog imunoloskog sustava, monocite i makrofage. Inaktivni prekursor (31 kDa) proizveden je
kao odgovor na doticaj PRR-a sa specifi¢nim epitopima patogena (PAMP) na povrsini stanica $to
pokre¢e signalnu kaskadu i ekspresiju gena (Takeuchi i Akira, 2010). Pro-interleukin-1p
procesiran je cijepanjem proteazom kaspaza-1 (Thornberry i sur., 1992), tj. potreban je drugi signal
da bi se pro-interleukin procesirao u aktivni oblik. Po cjepanju, IL-1 ubrzo se izlucuje iz stanice
do sada nepoznatim putevima (Lopez-Castejon i Brough, 2011). Slika 12 prikazuje ekspresiju IL-
1p u RD i THP-1 stanicama 1 i 3 sata nakon infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35.
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Slika 12. Ekspresija gena IL-1p u RD i THP-1 stanicama pra¢ena Real Time PCR metodom 1 i
3 sata nakon infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunarica, 4 x
10° stanica po bunaricu i inficirane s AdV5, AdV26 i AdV35 (MOI: 10%). 1 i 3 sata nakon
inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se ispiru te se provodi izolacija RNA, obrnuto
prepisivanje i Real Time PCR. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati
jednog reprezentativnog eksperimenta. Rezultati su normalizirani u odnosu na stanice inficirane s
AdV5.
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Ekspresija IL-1p raste jedan sat nakon infekcije svim trima koriStenim vektorima u obje stani¢ne
linije. Najveci rast ekspresije IL-1B zabiljeZen je u slucaju infekcije s AdV35. Stanice inficirane
AdVS5 i AdV26 pokazuju vrlo sli¢ne rezultate. U stani¢nom lizatu western blot metodom u obje
stani¢ne linije pokazano je da se koncentracija proteina IL-1 nakon infekcije povecava u odnosu
na kontrolne (neinficirane) stanice S$to je u skladu s rezultatima ekspresije gena. Rezultati
ekspresije IL-1B u RD i THP-1 stanicama nakon infekcije s AdVS5, AdV26 i AdV35 odredivane
metodom western blot prikazani su u prilogu (slika 20). Iz literature je poznato da je IL-1P
posrednik brzog upalnog odgovora nakon infekcije s adenovirusnim vektorima. Nakon injekcije u

mozdanu ventrikulu, razina IL-1p raste do tri stotine puta (Cartmell i sur., 1999).

Faktor nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor), TNFa je multifunkcionalni citokin kojeg
primarno izlu¢uju makrofagi, NK (engl. natural killer) stanice i limfociti. TNFa centralni je
regulator upale (Esposito i Cuzzocrea, 2009). Jedna od najvaznijih bioloskih uloga je obrana
organizma od bakterijskih, virusnih i parazitskih infekcija (Bradley, 2008). 1z literature je poznato
da TNFa inhibira ekspresiju transgena adenovirusnog vektora in vitro te rana indukcija in vivo
sugerira da postoji doprinos urodenog imunosnog odgovora u regulaciji ekspresije transgena (Sung
i sur., 2001). Slika 13 prikazuje ekspresiju TNFo u RD i THP-1 stanicama nakon infekcije s AdV5,
AdV26 i AdV35.

37



4 3.5
e
a3
1
Z 25
=
= 2
<
R
. 15
.
%
1 05
Ej 0
0 x - o x - O - x
= o, [N = o, [N i [N =N
= 2 4 = = =2 4
[ [ (o] [ ) i Lad
(= Ll o ) Ln -
THP-1, TNFa
B
e
G
o -
L
= 3
—
<
o
< 2
z
=
S 1
3 E
0
O x x o - - o x x
= =N o, = [N [N = o, =N
= 2 4 = 4 4 = 4 4
[ [ [ ) [ ) Lad Lad
(= Lad =] ) Ln -

Slika 13. Ekspresija gena TNFo u RD i THP-1 stanicama pracena Real Time PCR metodom 11 3
sata nakon infekcije s AdV5, AdV26 1 AdV35. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunarica, 4 x
10° stanica po bunaricu i inficirane s AdV5, AdV26 i AdV35 (MOI: 10%). 1 i 3 sata nakon
inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se ispiru te se provodi izolacija RNA, obrnuto
prepisivanje i Real Time PCR. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati
jednog reprezentativnog eksperimenta. Rezultati su normalizirani u odnosu na stanice inficirane s
AdV5.
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Ekspresija TNFa u RD stanicama raste po infekciji adenovirusnim vektorima i smanjuje se s
vremenom. Infekcija svima trima virusima pokazuje isti trend. Najveci rast, iako ne i znacajno
veci u usporedbi s infekcijom AdV26 i AdV35, izaziva infekcija s AdVS5, kao Sto je graficki
prikazano. U THP-1 stanicama infekcija s AdV5 ne uzrokuje poveéanu razinu ekspresije TNFa,
dok AdV26 i AdV35 pokazuju isti trend povecanja razine ekspresije S time da AdV35 uzrokuje

veci porast ekspresije.

Interleukin-6 je citokin koji se pojavljuje u odgovoru organizma na infekciju i ozljede tkiva,
doprinosi obrani organizma stimulacijom hematopoeze i imunoloskih reakcija (Tanaka i sur.,
2014). U ovom radu ekspresija IL-6 nije detektirana u THP-1 stanicama. 1z literature je poznato
da se IL-6 ne eksprimira konstitutivno u stanicama ljudskih makrofaga (Baqui i sur., 1998) §to je
u skladu s rezultatima dobivenima u ovom istrazivanju. Slika 14 prikazuje ekspresiju IL-6 u RD

stanicama nakon infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35.
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Slika 14. Ekspresija gena IL-6 u RD i THP-1 stanicama pracena Real Time PCR metodom 1 i 3
sata nakon infekcije s AdV5, AdV26 1 AdV35. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunarica, 4 %
10° stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i AdV35 (MOI: 10%). 1 i 3 sata nakon
inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se ispiru te se provodi izolacija RNA, obrnuto
prepisivanje i Real Time PCR. Pokus je ponovljen najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati
jednog reprezentativnog eksperimenta. Rezultati su normalizirani u odnosu na stanice inficirane s
AdV5.
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Infekcija AdV35 potice najvedi rast razine ekspresije 1L-6, a slijedi AdV5 i to tek tri sata nakon
infekcije. U slucaju infekcije s AdV26, rast ekspresije vidljiv je jedan sat nakon infekcije, ali ne i

nakon tri sata.

Dobiveni rezultati usporedbe ekspresije gena uklju¢enih u imunosni odgovor nakon
infekcije RD i THP-1 stanica s AdV5, AdV26 i AdV35 usporedivi su s dostupnim literaturnim
podacima (Booth, 1999; Passaro, 2016; Cartmell i sur., 1999; Sung i sur., 2001; Baqui i sur., 1998).
IL-1p jedan je od glavnih medijatora upale te dobiveni rezultat rasta ekspresije podrzava literaturne
podatke. Ekspresija IL-8 nije znatno povecana, osim u slucaju infekcije s AdV35, no ne postoje
relevantna literatura koja bi podrzala rezultat. Ekspresija TNFo u porastu je u svim uzorcima, osim
u sluéaju infekcije AdV5 u THP-1 stanicama. IL-6 u THP-1 stanicama nije detektiran, sukladno s

oc¢ekivanjima.

4.4, DETEKCIJA IL-6, IL-8 I TNFa U STANICNOM MEDIJU RD i THP-1 STANICA
NAKON INFEKCIJE S AdV5, AdV26 i AdV35

Epitelne stanice i stanice urodenog imunosnog odgovora posjeduju moguénost
komunikacije, tj. obavjeStavanja imunosnog sustava o promjenama ili opasnostima putem
otpustanja velikog broja proupalnih 1 imunoregulacijskih citokina 1 kemokina. Neki od
najpotentnijih proupalnih citokina i kemokina urodenog imunosnog odgovora su TNF te IL-6 i IL-
1 (Gordon, 2003; Hogan i sur., 2008). Sekrecija citokina sluzi kao poveznica za komunikaciju s
drugim stanicama urodenog, ali i ste€enog imunoloskog sustava kako bi se regulirala upala,
ekspanzija T- i B-stanica te produkcija protutijela i citotoksi¢ni odgovor (Stanley i Lacy, 2010). U
ovom su istrazivanju citokini izlu¢eni u stani¢ni medij nakon infekcije adenovirusinim vektorima
detektirani sendvi¢-ELISA metodom. Na slikama 15 i 16 prikazani su rezultati detekcije IL-8 i
TNFa u stani¢cnom mediju 6 i 24 sata nakon infekcije RD i THP-1 s AdV5, AdV26 i AdV35. IL-

6 u THP-1 stanicama te IL-1B u obje stani¢ne linije ovom metodom nisu detektirani.
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Slika 15. IL-8 u stani¢nom mediju u RD i THP-1 stanica odredivano sendvi¢-ELISA metodom, 6
i 24 sata nakon infekcije adenovirusima. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunarica, 4 x 10°
stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i AdV35 (MOI: 10%). 6 i 24 sata nakon
inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, skuplja se supernatant u svrhu provodenja ELISA
metode. Pokus je ponovljen dva puta, a prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su

normalizirani u odnosu na stanice inficirane s AdV5.

Iz rezultata prikazanih na slici 15 vidljivo je da je koncentracija IL-8 u izvanstani¢cnom mediju

viSestruko veca s vremenom u obje stani¢ne linije, kao §to je i ofekivano, buduci da se nakon
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sekrecije proteina u izvanstani¢ni medij on skuplja te svako sljede¢e mjerenje mora pokazivati
vecu koncentraciju u ovakovim eksperimentalnim uvjetima. Najveca koncentracija tj. najjaci
odgovor stanice na infekciju prisutan je u slucaju infekcije s AdV35, sto se slaze i s rezultatima

prikazanim na slici 11 odnosno povecanjem razine ekspresije gena IL-8.
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Slika 16. TNFa u stani¢cnom mediju u RD i THP-1 stanica odredivano sendvi¢-ELISA metodom,
6 i 24 sata nakon infekcije adenovirusima. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunariéa, 4 x 10°
stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i AdV35 (MOI: 10%). 6 i 24 sata nakon

inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, skuplja se supernatant u svrhu provodenja ELISA
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metode. Pokus je ponovljen jednom. Rezultati su normalizirani u odnosu na stanice inficirane s
AdV5.

Slika 16 pokazuje da koncentracija TNFa neznatno raste u RD stanicama 6 sati nakon infekcije sa
sva tri promatrana virusna vektora. U usporedbi s ranije prikazanim rezultatima (slika 13), gdje
razina ekspresije gena TNFa raste sat vremena nakon infekcije te potom pada na pocetnu bazalnu
razinu, rast je ocekivan. Koli¢ina TNFa izlu¢ena 24 sata nakon infekcije manja je od one
zabiljezene 6 sati nakon infekcije $to je neoc¢ekivano. Ovo moze biti posljedica razgradnje proteina
ili greske u mjerenju. Rezultati su slicni za THP-1 stani¢nu liniju, §to se ne slaze s rezultatima

prikazanim na slici 10 jer razina ekspresije TNFa gena raste s viemenom nakon infekcije s AdV26

i AdV35.

Koli¢ina IL-6 izmjerena u supernatantu RD stanica inficiranih s AdV5, AdV26 i AdV35 prikazani
su na slici 17. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da je koli¢ina izlu¢enog IL-6 znacajno povecana

24 sata nakon infekcije.
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Slika 17. IL-6 u stani¢nom mediju u RD i THP-1 stanica odredivano sendvi¢-ELISA metodom, 6
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i 24 sata nakon infekcije adenovirusima. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunarica, 4 x 10°
stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i AdV35 (MOI: 10%). 6 i 24 sata nakon

inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, skuplja se supernatant u svrhu provodenja ELISA
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metode. Pokus je ponovljen dva puta, a prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su

normalizirani u odnosu na stanice inficirane s AdV5.

Koncentracija IL-6 u stanicnom mediju RD stanica nakon infekcije AdV26 i AdV35 dosegla je
plato detekcije, Sto je ocekivano i slaze se s od prije prikazanim rezultatima povecane ekspresije

gena koji kodira za IL-6.

Dobiveni rezultati detekcije citokina u stanicnome mediju 6 i 24 sata nakon infekcije s
AdV5, AdV26 i AdV35 slazu se s prethodno prikazanim rezultatima promjena u ekspresiji gena
po infekciji te s literaturno dostupnim podacima. Koncentracija IL-8 u mediju stanica raste, prema
oc¢ekivanjima i to najvise u slu¢aju infekcije s AdV35, a isto vrijedi i za IL-6. IL-6 nije detektiran
u stani¢énom mediju THP-1 stanica, prema ocekivanom. Rezultate detekcije TNFa potrebno je

dodatno eksperimentalno uvtrditi.

4.5. DETEKCIJA PROTEINA UKLJUCENIH U ODGOVOR STANICE NA VIRALNU
INFEKCIJU U STANICNOM LIZATU RD i THP-1 STANICA NAKON INFEKCIJE S
AdV5, AdV26 i AdV35

Kaspaza-1 ili interleukin-1-konvertiraju¢i enzim (ICE) je intracelularna cistein proteaza
nuzna za procesiranje citokina koji ne posjeduju signalni peptid koji im omogucuje sekreciju u
izvanstani¢ni prostor (Gu i sur., 1997). Jedan od substrata kaspaze-1 je interleukin-1p. Kaspaza-1
je sintetizirana kao zimogen s prodomenom varijabilne duzine, malom 1 velikom katalitickom
podjedinicom. Inflamasomi, veliki multiproteinski kompleksi kontroliraju aktivaciju

inflamatornih kaspaza (Lamkanfi i sur., 2007).

Kaspaza-1 detektirana je u RD i THP-1 stanicama 0,5, 1, 3 i 6 sati nakon infekcije s AdV5, AdV26
i AdV35. U RD stanicama kaspaza-1 je detektirana u svim uzorcima, no koncentracija se ne
razlikuje znacajno od koncentracije detektirane u kontrolnim stanicama koje nisu inficirane
virusima. Koncentracija kaspaze-1 u svim uzorcima THP-1 stanica visestruko je veéa od
koncentracije u kontrolnim stanicama Sto je i ofekivano buduci da su stanice monocita stanice
urodenog imunosnog sustava koji sudjeluje u odgovoru na infekciju i u produkciji citokina.

Rezultati su graficki prikazani u prilogu (slika 19).
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Nuklearni faktor (NF) kB esencijalni je regulator ekspresije brojnih gena ukljucenih u funkciju i
razvoj imunolo$kog sustava, regrutaciju leukocita, inflamaciju i akutni odgovor (Tran i sur., 1997).
Za razliku od mnogih drugih transkripcijskih faktora, NF-xB nalazi se u citoplazmi stanice te se
mora translocirati u jezgru kako bi obavljao svoju funkciju. Lokacija u stanici regulirana je IkB
proteinima (IkBa i IkBp) koji su u citoplazmi kompleksirani s NF-kB (Baeuerle i Baltimore, 1988).
Ove interakcije za posljedicu imaju zadrzavanje NK-kB u citoplazmi. Izlaganjem stanice razli¢itim
podrazajima, IkB proteini uslijed konformacijskih promjena disociraju iz kompleksa i razgraduju
se u proteasomu te je nuklearni faktor kB translociran u jezgru, gdje aktivira transkripciju brojnih

gena odgovornih za obranu stanice od infekcija i stresnih uvjeta (Tran i sur., 1997).

Western blot metodom u stani¢nom lizatu RD i THP-1 stanica odredivana je prisutnost IkBa
proteina 0,5, 1, 3 1 6 sati nakon infekcije AdV5, AdV26 i1 AdV35. U RD stanicama, IkBa detektiran
je u svim uzorcima. Koncentracije ovog proteina naglo rastu jedan sat nakon infekcije AdV5 i
AdV26, te se ponovno spustaju na razinu kontrolnih stanica. Povecanje koncentracije ovog
proteina znaci inaktivaciju NF-kB tj. prekid ekspresije gena ukljucenih u odgovor stanice na
stresne uvjete. U sluc¢aju THP-1 staniéne linije, koncentracije su usporedive sa onima kontrolnih
stanica, osim u slucaju infekcije s AdV35 i to 6 sati nakon infekcije stanica. Povecéanje
koncentracije IkBa sat vremena nakon infekcije s AdV5 1 AdV26 u RD stanicama u korelaciji je
s nizim stupnjem aktivacije urodenog imunosnog odgovora detektiranog RT-PCR i ELISA
metodom. Rezultati odredivanja IkBa western blot metodom su grafic¢ki prikazani u prilogu (slika
21).

Brza ekspresija interferona tipa 1 centralni je dogadaj u uspostavi urodenog imunosnog odgovora
protiv virusne infekcije i zahtijeva aktivaciju mnogih transkripcijskih faktora kroz TLR ovisne i
neovisne signalne kaskade. Transkripcijski faktor interferon regulatorni faktor-3 (IRF-3)
konstitutivno se eksprimira u svim tkivima i doprinosi prvoj liniji obrane od virusne infekcije
inducirajuc¢i produkciju IFN-B (Hiscott, 2007). C-terminalna fosforilacija izazvana infekcijom
inducira konformacijske promjene koje dopustaju homo 1 heterodimerizaciju, nuklearnu
lokalizaciju i interakcije s ko-aktivatorom CBP/p300 (Lin i sur., 1999). Inaktivni protein krece se
u i van jezgre, a vezanje s ko-aktivatorom zadrzava IRF-3 u jezgri i inducira transkripciju gena
(Kumar i sur., 2000). IRF-7 multifunkcionalni je protein s transkripcijskom aktivnosti ¢ija
aktivnost takoder ovisi o C-terminalnoj fosforilaciji (Sato i sur., 1998; Lin i sur., 2000). IRF-7 se
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konstitutivno eksprimira samo u B-stanicama i dendritickim stanicama, dok je ekspresija u drugim

stanicama inducirana infekcijom (Hiscott, 2007).

Iz literature je poznato da infekcija RAW 264.7 stanica rekombinantnim Ad5CiG potice rani
odgovor, 2 do 6 sati nakon infekcije, koji ukljucuje fosforilaciju IRF-3 transkripcijskog faktora
(Stein i Falck-Pedersen, 2012). U ovom je radu fosfo-IRF-3 detektiran u obje stani¢ne linije. U
RD stanicama je porast koncentracije uocen pri infekciji s AdV26 i AdV35 $to sugerira da vektori
temeljeni na adenovirusima tipa 26 i 35 poticu drugaciji imunosni odgovor u odnosu na AdV5, a
tome zakljucku pridonosi i podjednaka koncentracija detektiranog pIRF-3 pri infekciji s AdV26 i
AdV35, iako AdV35, prema ranije prikazanim rezultatima, potice znatno jaci imunoloski odgovor.

Rezultati su prikazani u prilogu (slika 22). Graficki rezultat detekcije pIRF-3 western blot

metodom u THP-1 stanicama nije prikazan.

U ranoj fazi virusne infekcije, mala koli¢ina endogenog IRF-7 je fosforilirana i aktivirana
signalnom kaskadom pokrenutom PRR te zajedno s pIRF-3 i NF-«kB koji su aktivirani istim
signalnim putem djeluju kao regulatori transkripcije. U kasnijoj fazi, novosintetizirani pIRF-7
inducira proizvodnju interferona koji pak posljedi¢no pojacava aktivaciju IRF-7, dok se IRF-3 u

kasnijim fazama infekcije razgraduje (Ning i sur., 2011).

Fosfo-IRF-7 nije detektiran u THP-1 stani¢noj liniji. Detektirana koncentracija u RD stani¢noj
liniji u inficiranim uzorcima ne razlikuje se bitno od kontrolnih uzoraka Sto moZe znaciti da je
aktivacija urodenog imunosnog odgovora nakon infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35 neovisha o
PIRF-7 (slika 23).

Iz literature je poznato da adenovirusni vektori induciraju ekspresiju kemokina u neimunoloskim

stanicama neovisno o transkripciji viralnih gena (Borgland i sur., 2000; Zsengeller i sur., 2000).

Ranija istrazivanja na miSevima i rhesus majmunima pokazala su da u odsutstvu anti-AdV5
imuniteta AdV5 vektor pokazuje najviSu imunogenost medu promatranim rekombinantnim
vektorima (rAd5, rAdll, rAd26, rAd35, rAd48, rAd49 i rAd50). Razlog tako snaznog
imunoloskog odgovora nije u potpunosti razjasnjen, iako se spekulira da moze bit posljedica
koristenja CAR receptora za internalizaciju virusa ili efektivnog izazivanja urodenog imunoloskog

odgovora koji pojacava steceni imunoloSki odgovor. Medu serotipovima s niskom

.....
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AdV5 protutijela, promatrani virusi s niskom seroprevalencijom pokazuju se znacajno

Uzevsi u obzir rezultate dobivene u ovome radu moze se zakljuciti kako od sva tri koriStena
adenovirusna vektora, AdV35 u RD i THP-1 stanicama izaziva najsnazniji urodeni imunoloski
odgovor. Opcenito gledaju¢i AdV5 1 AdV26 u istim stanicama izazivaju urodeni imunosni
odgovor vrlo sli¢ne razine, prema dobivenim brojcanim vrijednostima, bitno manjeg intenziteta
od AdV35. lako velike broj¢ane vrijednosti prikazane u rezultatima za uzorke koji su bili inficirani
s AdV35 mogu biti rezultat pogresaka u mjerenju jer su mnogostruko vece od rezultata infekcije s
AdV5 i AdV26, prema rezultatima provjere transdukcije, najvecéa razina ekspresije viralnih gena
(eGFP) izmjerena je u stanicama inficiranim s AdV35, a najniZa u slucaju infekcije s AdV26.
Prema tome, dobivene visoke vrijednosti ekspresije gena izazvane infekcijom i koncentracije

citokina u uzorcima inficiranim s AdV35 su opravdane.

AdV26 se moze uzgojiti do visokog titra u HEK-293 komplementirajuim stanicama, §to je
pokazano i u sklopu ovog rada. Razina indukcije urodenog imunosnog odgovora u RD 1 THP-1
stanicama, prema dobivenim rezultatima, moze se mjeriti s odgovorom na vektor AdV5, iako je
za detaljniju usporedbu potrebno provesti dodatne eksperimente i utvrditi provedene, jer se urodeni
imunosni odgovor sastoji od brojih stanica, procesa te nebrojeno mnogo izvrSnih molekula od
kojih svaka ima svoju funkciju. Takoder, ve¢ina dostupne literatura o temi bazira se na pra¢enju
humoralnog imunoloskog odgovora na adenovirusne vektore, §to je takoder potrebno uzeti u obzir
kod odabira vektora za gensku terapiji budu¢i da se obje vrste imunoloskog odgovora

nadopunjavaju te ne postoje neovisno jedan od drugog.

Dobiveni rezultati u ovome radu pridonose ukupnome znanju o indukciji imunosnog odgovora
adenovirusma s niskom seroprevalencijom u populaciji te su mali korak prema zamjeni trenutno
najkoriStenijeg rekombinantnog vektora AdV5 s rekombinantnim vektorima temeljenim na

virusima s niskom seroprevalencijom u populaciji.
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5. ZAKLJUCCI

1. AdV35 inficira RD i THP-1 stanice bolje od AdV5 i AdV26. Uspjesnost transdukcije s AdV26

manja je od uspjesnosti transdukcije s AdV5 u obje promatrane stani¢ne linije.

2. Uusporedbi s AdV51 AdV26, AdV35 u stanicama monocita i miSi¢a ¢ovjeka izaziva najsnazniji
urodeni imunosni odgovor i to poticanjem ekspresije gena koji kodiraju za IL-6, IL-8, IL-1B i
TNFa odnosno povec¢anim lu¢enjem IL-6 i IL-8. Urodeni imunosni odgovor koji AdV26 potice u
RD i THP-1 stanicama sli¢an je odgovoru koji poti¢e infekcija s AdV5, jer je povecanje ekspresije

gena te koncentracija sekretornih proteina podjednake vrijednosti za oba virusa.

3. Poticanje urodenog imunosnog odgovora u RD stanicama ovisno je o pIRF-3 u slucaju infekcije
s AdV26 i AdV35, te 0 NF-kB u slucaju infekcije s AdV5 i AdV26. Poticanje urodenog imunosnog
odgovora u THP-1 stani¢noj liniji ovisno je o NF-kB u slu¢aju aktivacije s AdV35. Aktivacija

imunosnog odgovora je pIRF-7 neovisna u obje stani¢ne linije.
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7. PRILOZI

7.1. REZULTATI USPJESNOSTI TRANDUKCIJE AdV5, AdV26 i AdV35 u THP-1i RD
STANICAMA
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Slika 18. Uspjesnost transdukcije AdVS5, AdV26 i AdV35 u stanicama RD i THP-1. Stanice su
nasadene u plo¢ice sa 6 bunariéa, 1 x 10° stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i
AdV35 (MOI: 10%). Dva dana nakon inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, uspjesnost
transdukcije odredena je mjerenjem fluorescencije proto¢nim citometrom. Pokus je ponovljen

najmanje 3 puta, a prikazani su rezultati jednog eksperimenta.



7.2. REZULTATI DETEKCIJE PROTEINA U LIZATU RD i THP-1 STANICA NAKON
INFEKCIJE S AdV5, AdV26 i AdV35
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Slika 19. Kaspaza-1 u RD i THP-1 stanicama nakon infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35
odredivano metodom western blot. 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon infekcije adenovirusnim vektorima.
Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunariéa, 4 x 10° stanica po bunariéu i inficirane s AdV5,
AdV26 i AdV35 (MOI: 10%. 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica,
stanice se liziraju metodom vruceg pufera te se lizat skupi za analizu. Pokus je ponovljen dva
puta za RD, a jednom za THP-1 stanice. Prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su

normalizirani u odnosu na stanice inficirane s AdV5.
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Slika 20. IL-1p u RD i THP-1 stanicama nakon infekcije s AdVS, AdV26 i AdV35 odredivano
metodom western blot. 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon infekcije adenovirusnim vektorima. Stanice su
nasadene u plo¢ice sa 6 bunariéa, 4 x 10° stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i
AdV35 (MOI: 10%). 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se
liziraju metodom vruceg pufera te se lizat skupi za analizu. Pokus je ponovljen dva puta za RD, a
jednom za THP-1 stanice. Prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su normalizirani

u odnosu na stanice inficirane s AdV5.
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Slika 21. IkB u RD i THP-1 stanicama nakon infekcije s AdVS, AdV26 i AdV35 odredivano
metodom western blot. 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon infekcije adenovirusnim vektorima. Stanice su
nasadene u plo¢ice sa 6 bunariéa, 4 x 10° stanica po bunariéu i inficirane s AdV5, AdV26 i
AdV35 (MOI: 10%). 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se
liziraju metodom vruéeg pufera te se lizat skupi za analizu. Pokus je ponovljen dva puta za RD, a
jednom za THP-1 stanice. Prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su normalizirani
u odnosu na stanice inficirane s AdV5.
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Slika 22. pIRF-3 u RD stanicama nakon infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35 odredivano
metodom western blot. 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon infekcije adenovirusnim vektorima. Stanice su
nasadene u plocice sa 6 bunariéa, 4 x 10° stanica po bunariéu i inficirane s AdVS5, AdV26 i
AdV35 (MOI: 10%). 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se
liziraju metodom vruceg pufera te se lizat skupi za analizu. Pokus je ponovljen dva puta za RD.
Prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su normalizirani u odnosu na stanice
inficirane s AdV5.
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Slika 23. pIRF-7 u RD stanicama nakon infekcije s AdV5, AdV26 i AdV35 odredivano
metodom western blot. 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon infekcije adenovirusnim vektorima. Stanice su
nasadene u plocice sa 6 bunariéa, 4 x 10° stanica po bunariéu i inficirane s AdVS5, AdV26 i
AdV35 (MOI: 10%). 0,5, 1, 3 i 6 sata nakon inkubacije u inkubatoru za uzgoj stanica, stanice se
liziraju metodom vruceg pufera te se lizat skupi za analizu. Pokus je ponovljen dva puta za RD.
Prikazani su rezultati jednog eksperimenta. Rezultati su normalizirani u odnosu na stanice
inficirane s AdV5.



Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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