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1.UvOD

1.1. Apoptin
1.1.1. Virus zarazne anemije pilica

Virusi koriste razliite strategije da bi prezivjeli u domacinu te pri tome mijenjaju
stani¢ne procese u organizmu. Interakcija virusnih proteina s klju¢nim stani¢nim proteinima
moze dovesti do deregulacije stani¢nog ciklusa, nakon ¢ega moze do¢i i do stani¢ne
transformacije. S druge strane, virusi mogu preusmjeriti signale u transformiranim stanicama
ka nekom obliku stani¢ne smrti. Stoga se danas sve viSe znanstvenog interesa usmjerava
prema potencijalnom koristenju virusa i njihovih proteina u svrhu terapije tumora.
Proucavanje interakcija virusa S domacinom od velike je vaznosti jer omogucuje bolje

razumijevanje brojnih regulacijskih putova u stanici.

Virus zarazne anemije pili¢a (engl. Chicken anemia virus, CAV) mali je virus bez
ovojnice, iz porodice Circoviridae, roda Gyrovirus. Veli¢ine je 23 do 25 nm, a njegov genom
sastoji se od kruzne, jednolancane, negativno usmjerene DNA. Genom mu se sastoji od
netranskribirane 5' regije te tri otvorena okvira Citanja koja se djelomi¢no preklapaju i
prepisuju u jednu RNA iz koje nastaju tri virusna proteina - VP1, VP2 i VP3. VP1 je protein
kapside, VP2 je fosfataza, dok je VP3 protein nuzan za replikaciju virusa i odgovoran za
indukciju apoptoze u T limfocitima i eritrocitima, zbog Cega je glavni uzro¢nik anemije
(Todd, 2000).

Virus je identificiran 1974. godine u Japanu kao uzrocnik bolesti peradi koja pokazuje
simptome kao S§to su anemija, zastoj u rastu, abnormalno perje, paraliza nogu,
intramuskularna krvarenja i uniStavanje koStane srzi i limfati¢nog tkiva (Adair i sur, 2000).
Iznimno je otporan i prenosi se izmedu peradi. Zarazava stanice koje se pojacano dijele -
progenitore limfocita T i hemocitoblaste, u njima izaziva apoptozu, a samim time dolazi do

smanjenja koli¢ine eritrocita i nastanka anemije (slika 1).
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Slikal: Stanice koje zarazava virus zarazne anemije pilica (CAV), preuzeto i

prilagodeno iz Maddika i sur, 2006.

1.1.2. Mehanizam djelovanja apoptina

Od tri virusna proteina CAV, dovoljna je ekspresija VP3 proteina da bi virus izazvao
apoptozu u stanicama u kulturi (Noteborn i sur, 1994), pa je taj protein nazvan apoptin.
Apoptin je mali protein, veli¢ine 15 kDa, koji se sastoji od 121 aminokiseline i bogat je
prolinom, serinom i treoninom te bazi¢nim aminokiselinama, koje mu omogucuju interakciju
s nukleinskim Kkiselinama. Apoptin in vitro spontano formira topljive, nekovalentno povezane
globularne komplekse od 30 do 40 podjedinica, koji su stabilni u stanici te dovoljni za
njegovu aktivnost. Apoptin unutar tih kompleksa nema odredenu sekundarnu strukturu, stoga
je to prvi protein kod kojeg za aktivnost nije nuzna to¢no odredena sekundarna, tercijarna i
kvartarna struktura proteina, ve¢ je dovoljna polunasumiéna agregacija u globularne
multimere (Leliveld i sur, 2003). Sposobnost apoptina da inducira apoptozu in vitro i in vivo
potakla je brojna istrazivanja njegove aktivnosti. Poti¢e apoptozu ne samo u transformiranim
stanicama pili¢a, ve¢ i u ljudskim tumorskim stanicama iz razli¢itih tkiva. Do danas su
istrazivanja pokazala da izaziva apoptozu u viSe od 70 stani¢nih linija (Zhuang i sur, 1995), a
istovremeno ne izaziva apoptozu u normalnim, netransformiranim stanicama. Za normalne
stanice nije toksican, ne transformira ih i ne interferira s njihovim stani¢nim ciklusom.
Zanimljiva Cinjenica je 1 da indukcija apoptoze kod apoptina nije ovisna o tumor supresoru
p53 (Oorschot i sur, 1999). Ta Cinjenica bi se mogla iskoristiti pri lijeCenju brojnih tumora,
buduc¢i da je upravo p53 mutiran kod vecine tumora, KoOji Su stoga rezistentniji na
konvencionalne kemoterapeutske agense (Hussain i Harris, 1998). Takoder, ne djeluje

inhibitorno na limfocite niti bilo koje stanice imunog sustava, S$to je dokazano tijekom
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preklini¢kih ispitivanja na miSevima (Backendorf, 2008). Ova svojstva ucinila su ga
zanimljivim i obecavaju¢im alatom u lije¢enju tumora, a istrazivanja njegovog djelovanja

doprinose i rasvjetljavanju ranih koraka u nastanku tumora.

Tocan mehanizam djelovanja apoptina nije u potpunosti razjasnjen, no vjerojatno je za
njegovu selektivnu toksic¢nost prema tumorskim stanicama zasluzna lokalizacija u stanici. U
normalnim, netransformiranim stanicama on se nalazi u citoplazmi, dok u tumorskim
stanicama odlazi u jezgru. Kao i druge makromolekule, on ne moze pro¢i kroz jezgrinu
ovojnicu, ve¢ u jezgru ulazi putem aktivnog transporta uz pomo¢ nosaca karioferina kroz
kompleks jezgrinih pora (engl. nuclear pore complex, NPC). Importin, protein iz skupine
karioferina, prepoznaje signal za ulazak u jezgru, koji kod apoptina ¢ine dva slijeda bazi¢nih
aminokiselina na polozaju 82 — 881 111 — 121 (Oorschot i sur, 2003). Osim signala za ulazak
u jezgru, apoptin sadrzi i dva slijeda aminokiselina za izlazak iz jezgre u citoplazmu, na
polozajima 33 do 46 i 97 do 105 aminokiselina, koje prepoznaje eksportin, takoder iz
porodice karioferina (Poon i sur, 2005). Ostanak u jezgri nuzan je za pokretanje apoptoze, pa
se pretpostavlja da u tumorskim stanicama dolazi do maskiranja signala za izlazak iz jezgre.
Moguce je da klju¢nu ulogu pri tome ima fosforilacija treonina na polozaju 108, u blizini
signala za izlazak iz jezgre. Do danas nije rasvijetljen mehanizam fosforilacije, no kinaza s
tom ulogom je najvjerojatnije aktivna u tumorskim stanicama i u ranim koracima
transformacije normalnih stanica, budu¢i da kod normalnih stanica ne dolazi do fosforilacije
apoptina (Rohn i sur, 2002). Takoder je pokazano da su fosforilacija i ulazak u jezgru
medusobno povezani. Transformacija normalnih fibroblasta uvodenjem velikog, odnosno
malog T antigena SV40, koji sadrze istu domenu, ¢ini te stanice osjetljivima na apoptin i
usmjerava ga u njihovu jezgru (Zimmerman i sur, 2012). Osim toga, stanice postaju osjetljive
na apoptin prije nego udu u stanje krize te prije nego su stabilno transformirane, $to upucuje
na cinjenicu da apoptin prepoznaje rane korake tijekom sloZenog procesa onkogene
transformacije (Zhang i sur, 2004). Moguce je da je ostanak u jezgri uvjetovan i interakcijom
s proteinima u jezgri, kao §to su PML, ¢ijim vezanjem se blokira signal za izlazak iz jezgre na
polozaju 33 do 46 aminokiselina, a istovremeno se apoptin lokalizira na podrugje tih tjeleSaca
u jezgri. Kod normalnih stanica apoptin ne ostaje u jezgri, ve¢ se aktivnim transportom uz
pomo¢ CRM1 izbacuje iz jezgre u citoplazmu, gdje ne moze pokrenuti apoptozu. Osim toga,
Zhang i suradnici (2003) pokazali su da u normalnim, netransformiranim stanicama dolazi do
biokemijskih promjena apoptina. Akumulira se u Cestice koje se nakupljaju blizu membrane, a

njegov C-terminalni epitop prekriju antitijela. Pietersen i suradnici (2005) pokazali su njegovu



nestabilnost u normalnim stanicama, a novija istrazivanja upucuju da se apoptin u normalnim
stanicama razgraduje putem proteasoma (Lanz, 2012), Sto zajedno s rezultatima prethodnog
istrazivanja upucuje na njegov netoksi¢ni efekt u normalnim stanicama i govori u prilog

sigurnosti njegove upotrebe kao terapeutskog agensa.

Ulazak 1 ostanak u jezgri je neophodan, ali ne i dovoljan dogadaj koji omogucuje
protutumorski u¢inak apoptina, no do danas nije u potpunosti rasvijetljeno $to je to unutar
transformirane stanice $to apoptin prepoznaje, te zatim preusmjerava signale u stanici i u
konacnici dovodi do njenog unistenja. Apoptin se moze vezati na DNA i stvara superstrukture
promjera 200 nm, u kojima se do 20 multimera apoptina veze na otprilike 3 kb DNA. Osim
toga, u jezgri kolokalizira s heterokromatinom, koji je transkripcijski neaktivan, $to zajedno s
prethodnom ¢injenicom ukazuje kako nema ulogu u regulaciji transkripcije gena (Oorschot i
sur, 2003). Najvjerojatniji nacin na koji apoptin pokrece apoptozu je stupanjem u interakciju s
nekim proteinom u jezgri. Do danas su provedena istrazivanja kako bi se pronasao njegov
interakcijski partner te postoji nekoliko kandidata koji bi mogli imati ulogu u indukciji
apoptoze. Protein Nur77 je jezgrin receptor, koji igra ulogu u prijenosu signala u stanici, a
aktivnost mu ovisi o lokalizaciji. Sastoji od transaktivacijske domene na N-terminusu,
centralne DNA-vezuju¢e domene s motivom cinkovih prstiju te C-terminalne domene s
homologijom hormon-vezujué¢ih domena. Za aktivaciju ne zahtijeva vezanje liganda; njegova
stabilna ekspresija rezultira apoptozom stanice, dok prolazna dovodi do progresije kroz
stani¢ni ciklus. Prilikom lokalizacije u jezgri djeluje kao transkripcijski faktor i regulira
ekspresiju gena ukljucenih u apoptozu te djeluje kao onkogeni faktor preZivljenja i potice
stani¢ni rast. Uslijed interakcije s apoptinom dolazi do njegove translokacije u citoplazmu
tumorske stanice i vezanja na Bcl-2 u mitohondrijima te stimuliranja apoptoze i otpustanja
citokroma ¢ (Maddika i sur, 2005). Jedan od proteina s kojima apoptin stupa u interakciju je
Nmi (N-Myc interakcijski protein), citoplazmatski protein ¢ija funkcija nije u potpunosti
razjasnjena. Ovaj protein mozZe uéi u jezgru vezanjem na skupinu transkripcijskih faktora
visoke mobilnosti, Sox10 (Sun i sur, 2002). Apoptin takoder stupa u interakciju s proteinom
DEDAF. Ovaj se protein veze s proteinima Koji se vezu za DNA i sadrze proapoptotsku
efektorsku domenu smrti. Proteini DEDAF nalaze se u jezgri, gdje kod tumorskih stanica
kolokaliziraju s apoptinom te induciraju apoptozu, za razliku od normalnih stanica. Hippi je
komedijator apoptoze huntington-interakcijskog proteina 1 (Hip-1), a njihova medusobna
interakcija rezultira regrutacijom kaspaze 8 i pokretanjem apoptoze. Kako Hippi kolokalizira

s apoptinom samo u citoplazmi normalnih stanica, buduci da je kod tumorskih stanica apoptin



u jezgri, moguée je da u normalnim stanicama Hippi tako suprimira aktivnost apoptina
(Tavassoli i sur, 2005).

Teodoro 1 suradnici (2004) pokazali su da apoptin ulazi u interakciju s proteinom
APCI1, najve¢om podjedinicom i esencijalnom komponentom za formiranje i regulaciju
ciklosomnog kompleksa promocije anafaze (APC/C), koji je kontrolna toka u mitozi.
Zaustavljanje stanice u mitozi vjerojatno pomaze replikaciji virusa. Kontakt se dogada preko
domene koja se preklapa sa sekvencom gdje je bipartitni signal koji usmjerava ulazak u jezgru
na poziciji 80-121. Vezanjem se APC1 odvaja od kompleksa APC/C, zbog ¢ega dolazi do
degradacije nekih njegovih podjedinica i gubitka njegove aktivnosti. Kao rezultat toga,
stanice ulaze u zastoj u fazi G2/M. Shematski prikaz mehanizma djelovanja apoptina i
njegovih mogucih interakcijskih partnera u tumorskim i normalnim stanicama prikazan je na

slici 2.

U novije vrijeme pokazano je da apoptin ulazi u interakciju sa Saperonima iz porodice
Hsp70, ljudskim Hsc70 te Hsp70, a zanimljivo je da i s njima kolokalizira u jezgri. Takoder je
pokazano da apoptin inhibira ekspresiju Hsp70, dok, s druge strane, pojacana razina
ekspresije Hsp70 inhibira indukciju apoptoze putem apoptina (Chen i sur, 2011; Peng i sur,
2013; Yuan i sur, 2013).
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Slika 2: Shematski prikaz mehanizma djelovanja apoptina u (a) tumorskim i (b) normalnim

stanicama, preuzeto i prilagodeno iz Backendorf i sur, 2008.
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Apoptin registrira vrlo rane promjene u procesu maligne transformacije, kao $to je
inaktivacija protein-fosfataze 2A (PP2A) u fibroblastima djelovanjem malog antigena (ST)
SV40. PP2A je fosfataza ukljuena u brojne signalne puteve u stanici te ima ulogu u
stabilizaciji p53 i sprjeGavanju mitoze uslijed oste¢enja DNA. Jedna od uloga je i stabilizacija
interakcija kromosoma s diobenim vretenom tijekom stani¢ne diobe. Poremecaji njezine
aktivnosti dovode do maligne transformacije. Regulacijska podjedinica PP2A moze se
inaktivirati vezanjem malog antigena SV40, ST, kao i proteina BCA3. Ovaj rani, stovise
jedinstveni, korak prema malignoj transformaciji ,,koristi* apoptin, te se uslijed inaktivacije

PP2A fosforilira, ulazi u jezgu te izaziva apoptozu stanice (Zimmerman i sur, 2012).

Postoji jos istrazivanja koja takoder povezuju djelovanje apoptina i odgovor stanica na
ostecenje DNA. Autori su pokazali da apoptin ulazi u jezgru te izaziva smrt u primarnim
stanicama u kojima je induciran odgovor uslijed oste¢enja DNA. Cinjenicu da apoptin
prepoznaje i koristi odgovor uslijed ostecenja DNA moze se objasniti time $to se replikacija
virusnog genoma od strane stanice prepoznaje kao strana DNA i pokrece se odgovor koji
omogucuje translokaciju apoptina u jezgru. Nadalje se pokrece popravak oSteéenja te
apoptoza, $to virusu odgovara jer se time omogucava njegovo daljnje Sirenje (Kucharski i sur,
2011).

1.1.3. Potencijalna primjena apoptina u terapiji

Sposobnost apoptina da selektivno inducira apoptozu samo u tumorskim, a ne i u
normalnim stanicama, ¢ini ga dobrim potencijalnim terapeutikom, $to su potvrdila i
dosadasnja istrazivanja njegove aktivnosti in vivo na mi§jim modelima. Budu¢i da djeluje
neovisno od p53, apoptin moze djelovati i kod tumora gdje je ovaj protein mutiran i gdje
stoga nisu ucinkoviti ostali kemoterapeutici. Apoptin takoder pojacava citotoksicni efekt
drugih kemoterapeutika kad se primjenjuje zajedno s njima (Olijslagers i sur, 2007). Stoga bi
se mogao Koristiti i kao kombinirana antitumorska terapija. Proteini s kojima stupa u
interakciju takoder su dobra potencijalna meta za razvoj nove antitumorske terapije.
Primjerice, budu¢i da apoptin potic¢e apoptozu inhibicijom APCI, inhibicija tog proteina
nekim drugim nac¢inom, primjerice Koristenjem SIRNA, moze se potaknuti apoptoza u

tumorskim stanicama (Backendorf i sur, 2008).

Jedna od poteskoca primjene apoptina u terapiji je ¢injenica da je nuzna odredena

koli¢ina proteina za njegovu u¢inkovitost. Vazno je zato izabrati adekvatan naéin za njegov



unos u stanicu. Do sad je dokazana ucinkovitost apoptina in Vivo na mis$jim modelima,
koristenjem razli¢itih vektora za unos u stanicu, Koji se baziraju na nereplikativnim virusima.
Najcesce se koriste adenovirusni vektori, koje su razvili Pietersen i suradnici (2003). Nakon
direktnog injektiranja adenovirusnog vektora s apoptinom u tumor miSa, smanjila se
proliferacija stanica i rast tumora. Neovisno o koriStenom vektoru dobiva se jedan od tri
karakteristi¢na odgovora misjeg modela na terapiju. Prvi je potpuno povlac¢enje tumora, drugi
znacajan zastoj rasta tumora, dok kod tre¢eg tumor raste i dalje kinetikom jednakom kao kod
kontrolnih uzoraka. Moguce je da je razli¢it odgovor na apoptin posljedica nedovoljnog unosa
u stanicu. Ovaj nedostatak vektorskih sustava mogao bi se zaobici konstrukcijom vektora koji
se selektivno repliciraju u tumorskim stanicama, tako da se viralni geni nuzni za replikaciju
stave pod kontrolu tumor-specificnog promotora. Koristenje ovakvih vektora omogucilo bi
Sirenje apoptina samo kroz tumorsko tkivo. Ovaj naéin takoder podrazumijeva direktan
lokalni unos u tumorsko tkivo. Sistemska primjena adenovirusnog vektora s apoptinom
takoder je moguca, koristenjem endocitoze posredovane receptorima koji imaju sposobnost
vezati ligande i unijeti ih u stanicu. Za to su nuzni receptori eksprimirani samo na odredenim
stanicama, primjerice asialoglikoproteinski receptori, koji su uglavnhom eksprimirani na jetri.
Vezanjem gena za apoptin s ligandom ovog receptora omogucio bi se efikasan unos apoptina
u stanice jetre, a time 1 lije¢enje tumora jetre. Budu¢i da su ovi receptori eksprimirani samo na
jetri, lijeenje drugih tumora baziralo bi se na principu vezanja apoptina ligandima receptora

specifi¢nih za tip tumora (Backendorf i sur, 2008).



1.2. Rak

1.2.1. Nastanak raka

Rak, tumor ili neoplazija podrazumijeva abnormalni rast stanica uzrokovan razli¢itim
promjenama u ekspresiji gena, koji dovodi do poremecaja u regulaciji proliferacije i apoptoze
stanica. Zbog toga one postaju sposobne napasti druga tkiva i organe, uzrokujuci promjene i u
konacnici smrt organizma. Slozeni proces karcinogeneze, kojim normalne stanice u tijelu
postaju stanice raka, s jedne je strane uvjetovan okolisnim ¢imbenicima, a s druge nasljednim
faktorima, jer nastaje kao posljedica promjena u genima odgovornima za rast i diferencijaciju
stanica, prvenstveno onkogenima i tumor supresor genima. Medicinski gledano, pojam
~tumor* obuhvaca slozenu skupinu bolesti, sa znatnim razlikama u brzini rasta 1 Sirenja, stanju
stani¢ne diferencijacije, moguénosti dijagnoze i1 odgovoru na lije¢enje. Gledano s podrucja
molekularne biologije, rak obuhvaca relativno mali broj bolesti sa slicnim molekularnim

poremecajima u stanici.

Danas se zna kako tumor moze nastati od razlicitih tipova stanica koje medusobno
reagiraju i stvaraju vlastiti mikrookoli§, koji doprinosi njihovoj sposobnosti da se S$ire i
metastaziraju u druga tkiva. Tumorske stanice nastaju nakupljanjem promjena u normalnim
stanicama, zbog kojih one dobivaju funkcionalne prednosti koje im omogucéuju prezivljenje,
proliferaciju 1 Sirenje u druga tkiva 1 organe. Kod razlic¢itih vrsta tumora promjene nastaju na
razli¢ite nacine, no vecinom su posljedica genomske nestabilnosti zbog nasumi¢nih mutacija 1
kromosomskih rearanZmana. Do promjena najceS¢e dolazi u dvije skupine gena —
onkogenima i tumor supresorima. Onkogeni nastaju nakupljanjem mutacija u genima za
proteine Cija je uloga poticanje stani¢ne diobe i izbjegavanja stani¢ne smrti (Bishop, 1996).
Uloga tumor supresora je takoder regulacija stani¢nog ciklusa: uslijed oSteCenja u stanici
zaustavljaju stani¢ni ciklus 1 poti¢u mehanizme popravka, odnosno izazivaju stani¢nu smrt u
slucaju nepopravljivog oSte¢enja. Do nastanka tumorske stanice dolazi ako mutacije pojacaju
aktivnost onkogena, odnosno smanje protektivnu ulogu tumor supresora u stanici (Hanahan i
Weinberg, 2011).

Tumorske stanice imaju nekoliko glavnih obiljezja. Zbog poremecaja u regulaciji
signala, tumorske stanice stalno primaju signale za rast i diobu te stoga imaju sposobnost
neograniCene proliferacije. Moguce je da dolazi do autokrine stimulacije proliferacije ili
slanja signala normalnim stanicama u stromi tumorskog tkiva koje oslobadaju faktore rasta

potrebne tumorskim stanicama (Bhowmick i sur, 2004). Osim toga, uspjesno izbjegavaju



kontrolu proliferacije i zaustavljanje stani¢nog ciklusa, odnosno procese starenja i apoptoze.
Cesti su poremecaji dvaju osnovnih tumorskih supresora, pRB, koji regulira stani¢nu
proliferaciju u ovisnosti o vanjskim signalima, i p53, koji zaustavlja ciklus ovisno o osteéenju
DNA. Medustani¢ni kontakti imaju funkciju supresije proliferacije stanica i1 odrzanja
normalne homeostaze tkiva, a gubitak kontaktne inhibicije jedna je od karakteristika
tumorskih stanica. Poznato je kako je programirana stani¢na smrt, apoptoza, prirodna barijera
razvoju tumora te se pokrece tijekom promjena u stanici koje bi mogle dovesti do nastanka
tumorske stanice. Tumorske stanice razvile su razliite strategije za izbjegavanje apoptoze, od
kojih je najpoznatiji gubitak funkcije proteina p53, senzora oStec¢enja u stanici. Alternativno,
tumorske stanice mogu izbjeci apoptozu povecanjem ekspresije antiapoptotskih regulatora ili
signala prezivljenja, kao i smanjenjem ekspresije proapoptotskih faktora. Jo$ jedna od
karakteristika tumorskih stanica je neogranieni replikativni potencijal. Normalne stanice
imaju ograniceni broj ciklusa diobe, nakon Cega ulaze u senescenciju, stanje U kojem ne
proliferiraju iako su i dalje vijabilne. Njihove telomere, tandemska heksanukleotidna
ponavljanja na krajevima kromosoma, skracuju se pri svakoj diobi te, kad postignu kriti¢nu
duljinu, pokreéu proces starenja kojim se ireverzibilno zaustavlja proliferacija. Tumorske
stanice su imortalne, imaju neograniéen proliferativni potencijal jer imaju aktivnu telomerazu
- DNA polimerazu koja produljuje telomere. Tako se mogu neprestano dijeliti bez ulaska u
senescenciju ili oSteCenja telomera. Besmrtnost se moze postic¢i i alternativnim mehanizmom

produljenja telomera, koji se bazira na rekombinaciji.

Rastom tumora javlja se potreba za dodatnim krvnim Zilama jer su im, kao i
normalnom tkivu, potrebni nutrijenti i kisik te uklanjanje proizvoda metabolizma i ugljikovog
dioksida. Da bi tumor mogao rasti, mora potaknuti proces angiogeneze, odnosno urastanje
novih krvnih Zila - proces koji se u normalnom tkivu javlja samo u embrionalnom razvoju i

kod zacjeljivanja rana.

Tumor postaje maligan kad pocinje invazivno rasti i metastazirati u udaljene organe.
Ovi su dogadaji povezani S promjenama u vezi tumorskih stanica s drugim stanicama i
ekstracelularnim matriksom. Dio stanica karcinoma dobivaju sposobnost invazije, Sirenja i
otpornosti na apoptozu procesom tzv. epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT), kojima
poprimaju fenotip mezenhimskih stanica. U normalnom tkivu se EMT dogada tijekom
embriogeneze i zacjeljivanja rana, te je pod kontrolom transkripcijskih faktora. Ekspresijom
tih transkripcijskih faktora u razli¢itim kombinacijama u tumorskom tkivu pokrece se EMT.

Neka od stani¢nih svojstava koja kontroliraju ti transkripcijski faktori su gubitak adherentnih



veza izmedu stanica i adhezije za bazalnu laminu, gubitak polarnosti stanica, promjena
morfologije stanica iz poligonalne, karakteristicne za epitelne stanice, U Vvretenastu,
karakteristi¢nu za fibroblaste te ekspresija enzima koji degradiraju stani¢ni matriks. Smanjuje
se ekspresija E-kadherina, klju¢nog za kontakte izmedu stanica i glavnog supresora
mobilnosti stanica. Rezultat ovih promjena je sposobnost tumorskih stanica da se §ire lokalno
I ulaze u krvotok i limfni sustav te metastaziraju (Hanahan i Weinberg, 2011). Osim toga,
tumorske stanice reprogramiraju stani¢ni metabolizam kako bi im omogucio kontinuirani rast
i proliferaciju: za razliku od metabolizma normalnih stanica jer ¢ak i u prisutstvu kisika
glukozu razgraduju procesom glikolize i pretvaraju u laktat (Warburg, 1930). Uz sva ova
obiljeZja, tumorske stanice izbjegavaju imunoloski odgovor domacina koji bi ih eliminirao iz

organizma. Na slici 3 prikana su glavna obiljezja tumorskih stanica.
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Slika 3: Osnovna obiljezja tumorske stanice, preuzeto i prilagodeno iz Hanahan i Weinberg,

2011.

1.2.2. Matiéne stanice raka

Mati¢ne stanice su nespecijalizirane stanice iz kojih nastaju svi tipovi stanica tijekom
razvoja i Zivota organizma. Karakteriziraju ih svojstvo samoobnavljanja i neograni¢ene diobe
te sposobnost diferencijacije u razlicite stani¢ne tipove u organizmu. Svakom diobom mati¢ne
stanice nastaje jedna stanica s potencijalom mati¢ne stanice, te druga s potencijalom
diferencijacije u druge tipove stanica. Kod embrija u stanju blastociste, mati¢ne stanice nalaze

se u unutrasnjem sloju stanica i iz njih se razvijaju sva tkiva i organi. U odraslom tkivu sluze
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za obnovu oSte¢enih stanica; u koStanoj srzi i crijevu se stalno dijele i zamjenjuju osteceno i

istroseno tkivo i stanice, dok se u drugim organima dijele samo u posebnim uvjetima.

Novija istrazivanja heterogenosti stanica unutar tumora ukazuju moze postojati vrlo
mala subpopulacija stanica koje se nazivaju tumorskim mati¢nim stanicama. Te Su stanice
zadrzale karakteristike mati¢nih stanica, a odgovorne su za nastanak razli¢itih tipova stanica
unutar tumora (slika 4). U tumorskom su tkivu prisutne u maloj koli¢ini, na povrsini
izrazavaju markere karakteristicne za mati¢ne Stanice tkiva iz kojih su potekle, imaju
sposobnost formiranja sfera te sposobnost formiranja novih tumora nakon transplantacije u
imunodeficijentnog misa (Gupta i sur, 2009). Ako su rezistentne na kemoterapeutike i

radioterapiju, one su odgovorne za ponovni rast i Sirenje tumora nakon terapije.

Tumorska mati¢na stanica
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Slika 4: Tumorske mati¢ne stanice unutar mikrookoloSa tumora, preuzeto i prilagodeno iz

Hanahan i Weinberg, 2011.

Put diferencijacije iz nediferencirane mati¢ne u zrelu stanicu odredenog tipa ukljucuje
nekoliko posrednih stani¢nih tipova. Te stanice se nazivaju progenitorske ili prekursorske
stanice. Djelomic¢no su diferencirane i iz njih nastaju zrele stanice, no dijelom zadrzavaju i
svojstvo samoobnavljanja. Tumorske mati¢ne stanice mogu nastati iz sva tri tipa stanica na

putu diferencijacije iz mati¢nih u zrele stanice — iz mati¢nih, progenitorskih i zrelih stanica

(slika 5).
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Slika 5: Nastanak tumorske mati¢ne stanice, preuzeto i prilagodeno sa

http://stemcells.nih.gov/info/Regenerative_Medicine/pages/2006chapter9.aspx.

Nedavno je pokazano da se u laboratoriju mogu konstruirati stanice s obiljeZjima
mati¢nih stanica raka dojke (Morel i sur, 2008), koriste¢i prethodno uspostavljen model
progresije tumora dojke (Elenbaas i sur, 2001). Naime, u prvom koraku primarne stanice
epitela dojke izolirane iz tkiva prolaze onkogenu transformaciju posredstvom retroviralne
ekspresije velikog T antigena virusa SV40 ¢ime se inaktiviraju p53 i pRb proteini, a nadalje
se ekspresijom hTERT podjedinice telomeraze omoguéuje produljivanje telomera, $to dovodi
do imortalizacije tih stanica i omoguc¢uje uzgoj u kulturi (Elenbaas i sur, 2001). U drugom
koraku je iskoriStena nova spoznaja, a to je da indukcija epitelno-mezenhimske tranzicije
doprinosi uspostavljanju svojstava mati¢nih stanica (Hanahan i Weinberg, 2000, Morel i sur,
2008, Gupta i sur, 2009). Jedinstveni dogadaj koji je u opisanom sustavu omogucéio stanicama
prolazak epitelno-mezenhimske tranzicije je utiSavanje gena CDH1 koji kodira za E-kadherin,
pomocu kratke RNA s ukosnicom (engl. short hairpin RNA, shRNA). Ove stanice na povrsini
izrazavaju veliku koli¢inu markera CD44, a malu CD24, §to je karakteristi¢no za mati¢ne
stanice raka dojke. Takoder je pokazano da su rezistentnije na kemoterapeutike od kontrolnih
stanica HMLE-shGFP. lako su rezistentne na vecinu klasi¢nih kemoterapeutika, Gupta i
suradnici (2009) pokazali su da salinomicin ubija mati¢ne stanice raka dojke i da nakon
tretmana dolazi do promjene u razini ekspresije razli¢itih gena. Ovo istrazivanje sugerira da
postoji terapija koja bi selektivno djelovala samo na mati¢ne stanice tumora, a drugim
istrazivac¢ima omogucuje koriStenje prikladnog sustava in vitro za traZzenje novih potencijalnih

lijekova.
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1.3. Stani¢na smrt

Stanicna smrt uglavnom se klasificira na temelju morfoloskih karakteristika, no u
novije vrijeme sve su vise dostupni biokemijski testovi koji su omogucili dodatne informacije
I razjasnili razlike morfoloski sli¢énih smrti na funkcionalnoj i biokemijskoj razini. Od
nekoliko najvaznijih tipova smrti bitno je spomenuti nekrozu, koju karakterizira bubrenje
pucanje stanice te otpuStanje stani¢nog sadrzaja i proupalnih molekula u okolno tkivo;
autofagiju, zastitni odgovor stanice na stres i oStecenje kod koje dolazi do raspadanja
stani¢nih organela i koriStenja njihovih molekula u biosintezi drugih molekula te mitotsku
katastrofu, onkoprotektivni mehanizam uslijed pogresnog razdvajanja kromosoma (Galluzzi i
sur, 2012). Ipak, najbolje proucen tip staniéne smrti je programirana stani¢na smrt, koja je

opisana u sljede¢em poglavlju.

1.3.1. Mehanizmi programirane stani¢ne smrti

Apoptoza je aktivan i programiran stani¢ni proces eliminacije suvisnih, promijenjenih
1 malignih stanica u organizmu. Igra vaznu ulogu u fizioloSkim procesima kao $to su nastanak
tkiva i organa tijekom embriogeneze, ali i tijekom odrasle dobi u obnovi tkiva, regulaciji
imunoloskog sustava i kontroli razvoja bolesti putem eliminacije tumorskih stanica.
Karakterizira je skupljanje stanica, segmentacija jezgre, kondenzacija i fragmentacija DNA,
koja u konacnici rezultira nastankom fragmentiranih tjeleSaca okruZenih membranom koje

fagocitiraju susjedne stanice.

Masinerija apoptoze sastoji se od uzvodnih regulatora 1 nizvodnih efektorskih
komponenti (Adams i Cory, 2007). Regulatori se mogu podijeliti u dvije skupine, od kojih je
prva skupina karakteristicna za vanjski put apoptoze i prima i procesira ekstracelularne
signale smrti, nastalih vezanjem razlicitih liganda na odgovarajuci receptor smrti. Dolazi do
konformacijske promjene i izlaganja tzv. domene smrti na citoplazmatskoj strani receptora
koja stupa u interakciju s kinazom 1, proteinom FADD i c-FLIP i dr. Nastaje kompleks DISC
(engl. death inducing signaling complex), koji regulira aktivaciju kaspaze 8. Druga skupina
regulatora je karakteristi¢na za unutarnji put apoptoze i integrira brojne signale koji dolaze iz
stanice, kao §to su oStecenje DNA, okisdativni stres, povecana koli¢ina Ca®" u citosolu,
nakupljanje nesmotanih proteina u endoplazmatskom retikulumu i drugi. Unutarnji put
apoptoze rezultat je bioenergetske i metabolicke katastrofe u kojoj dolazi do rasipanja

potencijala mitohondrijske membrane, smanjene sinteze ATP-a, inhibicije respiratornog
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lanca, a time 1 povecane proizvodnje reaktivnih oblika kisika te otpuStanja toksi¢nih proteina
iz medumembranskog prostora mitohondrija u citosol, kao $to je citokrom c. Oba puta
zavrsavaju aktivacijom proteaza koje se inace nalaze u latentnom stanju, kaspaze 8, odnosno
9. One pak pokreéu kaskadu proteolitickog cijepanja efektorskih kaspaza i na Kkraju
specifi¢nih proteaza i nukleaza, stanica se razgraduje te je fagocitiraju je susjedne stanice i

fagociti.

Pojavu apoptoze kontroliraju antiapoptotski proteini iz obitelji Bcl-2, koji su inhibitori
apoptoze i djeluju na nacin da vezu i1 suprimiraju proapoptotske proteine koji poticu apoptozu,
kao $to su Bax i Bak. Proapoptotski proteini remete integritet vanjske membrane mitohondrija
i omogucuju otpustanje drugih proapoptotskih signalnih proteina u citosol, od kojih je
najvazniji citokrom c. Otpusteni citokrom c aktivira kaskadu kaspaza i inducira promjene u
stanici povezane s apoptozom. Inace, porodica proteina Bcl-2 sadrzi i proapoptotske i
antiapoptotske proteine, a zajednicka im je domena s motivom BH3, pomocu kojeg
medusobno ulaze u interakciju. Takvu domenu imaju npr. proteini Noxa i Puma (engl. p53
upregulated modulator of apoptosis), proteini porodice Bcl-2 koji su posrednici kod apoptoze
posredovane aktivacijom tumorskog supresora p53 nakon oSteCenja DNA. Osim toga,
apoptozu moZze izazvati prevelika aktivnost onkoproteina, kao 1 nedovoljna koli¢ina signalnih

faktora, i to putem proteina Bim koji takoder ima BH3 domenu (Juntilla i Evan, 2009).

Jedna od glavnih karakteristika tumorskih stanica je izbjegavanje apoptoze razli¢itim
mehanizmima. Ipak, apoptoza se moze iskoristiti za eliminaciju tumorskih stanica ako im se
pruzi odgovaraju¢i signal. Razni kemoterapeutici i zraenje induciraju apoptozu u stanicama
uglavnom putem tumor supresorskog proteina p53. Medutim, kako u vise od polovice tumora
dolazi do mutacija u p53 proteinu, oni slabo odgovaraju na kemoterapiju i zracenje (Lowe i
sur, 1994). Kod nekih je tumora povecana ekspresija antiapoptotskih proteina Bcl-2, Bcl-x te
inhibitora kaspaza (Walensky i sur, 2006). Stoga bi bolji nacin lije¢enja ovih tumora pruzile
terapije kojima nisu nuZni ovi proteini za indukciju apoptoze. Osim toga, razvoj novih
ucinkovitih terapija ovisi o otkri¢u agensa koji selektivno uniStavaju tumorske stanice, dok

normalne stanice ostavljaju intaktnima.
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1.3.2. Apoptin i stani¢na smrt

Apoptin potiCe apoptozu aktivacijom unutrasnjeg puta apoptoze inducirajuéi
otpustanje citokroma ¢ iz mitohondrija i aktivaciju kaspaze 3 (Danen-van Oorscot i sur, 2000,
Maddika i sur, 2005). Iako do danas nisu u potpunosti razja$njeni putevi kojima dovodi do
apoptoze, poznato je da stupa u interakciju s proteinom u jezgri, Nur77. Apoptin inducira
apoptozu inhibicijom kompleksa APC/C i kod stanica u kojima je p53 nefunkcionalan, $to
zna¢i da inducira apoptozu putem neovisnim o p53 (Teodoro i sur, 2004). Buduéi da je
pokazano da apoptin reagira s protenima iz porodice Hsp70, moguce je da aktivira apoptozu i
tim procesima (Yuan i sur, 2013). Ne samo da je djelovanje apoptina neovisno o statusu
tumor supresora p53, nego u razli¢itim tumorskim stanicama s neaktivnim p53 aktivira drugi
Clan obitelji p53, p73 (Taebunpakul i sur, 2012). Protein p73 pokazuje visoku razinu
homologije s proteinom p53 u DNA vezujucoj domeni te takoder povecava ekspresiju gena
ukljuéenih u zaustavljanje stani¢nog ciklusa i apoptozu uslijed stresa stanice. Protein p73
moze djelovati proapoptotski i antiapoptotski. Alternativnim prekrajanjem p73 nastaju
izoforme, od kojih TAp73 sadrzi transaktivacijsku domenu (TA) i djeluje proapoptotski, dok
ANp73 nedostaje N-kraj i djeluje antiapoptotski. Taebunpakul i suradnici (2012) pokazali su
da apoptin djeluje tako da stabilizira proapoptotsku TAp73 izoformu. Budué¢i da TAp73
regulira ubikvitin ligazu PIR2, koja degradira ANp73 izoformu, dolazi do apoptotskog
odgovora stanice. Osim toga, TAp73 moze, kao i p53, aktivirati protein PUMA iz porodice
proteina Bcl-2 te izazvati apoptozu (slika 6).

Apoptin

ANp73
L

ot
]

TAp73 —> PIR2

Apoptosis

Slika 6: Jedan od modela djelovanja apoptina na apoptozu, preuzeto iz Taebunpakul i sur,
2012.

Lanz 1 suradnici (2013) pokazali su da apoptin prepoznaje poremecaj u diobenom

vretenu kod tumorskih stanica koje se dijele. Naime, djelovanje apoptina moze potaknuti
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inaktivacija fosfataze PP2A, koja se nalazi na centromerama stanica u mitozi i osigurava vezu
izmedu Kinetohora i mikrotubula te pravilnu segregaciju kromosoma. Direktim vezanjem
APC1 komponente APC/C kompleksa apoptin sprje¢ava progresiju kroz stani¢ni ciklus iz
metafaze u anafazu te izaziva smrt stanice. Inhibicija APC/C dovodi do poremecaja diobenog
vretena i smanjene degradacije ciklina B, pa osim apoptoze dolazi i do mitotske katastrofe.
Buduc¢i da se smrt stanica dogada uslijed poremecaja mitotskog aparata, one staju u metafazi i
na kraju umiru, Sto su karakteristike mitotske katastrofe prema Nomenculature Committee on
Cell death (2012). Autori sugeriraju da apoptin u veéine stanica izaziva apoptozu, dok u

stanica koje su u mitozi moze izazvati i mitotsku katastrofu.
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1.4. Adenovirusni vektori

Za uspjesan unos gena u stanicu potreban je adekvatan vektor koji ¢e biti visoko
ucinkovit, jednostavan za manipulaciju, dizajniranje i primjenu, ali i siguran za stanicu.
Adenovirusi su dobri kandidati za tu namjenu jer su dobro prouceni i karakterizirani, imaju
genom u koji se moze ugraditi DNA do veli¢ine 8 kb, relativno su stabilni, mogu se uzgajati
do visokog titra (vide od 10 virusnih &estica po mililitru), imaju visoku infektivnost in vitro i
in vivo. Budu¢i da njihov Zivotni ciklus ne zahtijeva ugradnju u genom domacina, geni se
eksprimiraju episomalno te stoga imaju nisku toksi¢nost za stanicu i ne postoji rizik od
insercijske mutageneze. Mogu se unijeti u stanice na viSe nacina i sigurni su za koristenje.
Tijekom posljednjih nekoliko godina veéa paZnja je posvecena koristenju adenovirusa kao
vektora te se povecao kapacitet DNA koja se moze ugraditi u njih, poboljsala kontrola njihove
imunogeni¢nosti i njihove karakteristike. Koriste se kad je potrebna kratkotrajna ekspresija
transgena, najc¢es¢e u lijeCenju tumora genskom terapijom te vakcinaciji. Unato¢ ovim
prednostima, adenovirusi imaju nedostatak §to mogu zaraziti samo odredeni spektar stanica

zbog specificnosti receptora na koje se vezu te Sto omogucuju samo prolaznu transfekciju

(Zhang, 1999).

Adenovirusi (porodica Adenoviridae) spadaju u skupinu dsDNA virusa, s genomom
veli¢ine 36 kb. Na svakom kraju genoma nalaze se invertna terminalna ponavljanja (engl.
inverted terminal repeats, ITR) od 100-150 bp, a lijevi kraj sadrzi signal za pakiranje virusne
Cestice. Genom sadrzi rane (engl. early, E) i kasne (engl. late, L) gene. E1 kodira za proteine
koji reguliraju transkripciju virusnog genoma i nekoliko stani¢nih gena, a E2 regija
omogucuje sintezu proteina potrebnih za replikaciju DNA virusa. E3 proteini blokiraju
citolizu stanice, dok su E4 geni ukljuceni u replikaciju DNA, ekspresiju i prekrajanje kasnih
gena te sprjecavanje ekspresije stanicnih gena. Adenovirusi mogu uci u Siroki spektar
razli¢itih stanica, no njihova efektivnost varira od tipa do tipa stanice, ovisno o receptorima na
povrsini stanica na koje se oni vezu. Adenovirusi se vezu na transmembranski protein CAR,
nakon cega slijedi internalizacija pomocu klatrinskih vezikula, degradacija proteina srzi i
proteina koji stabiliziraju kapsidu te transport gole viralne DNA u jezgru. Adenovirusi imaju
liticki ciklus, koji zapocinje ulaskom u stanicu, a zavrSava liziranjem stanice 1 izlaskom
infektivnih Cestica. Pri tome za replikaciju virusa nije potrebna ugradnja virusnog genoma u

genom domacina (Zhang, 1999).
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Adenovirusi se mogu Koristiti kao vektori za prijenos gena ukoliko su replikacijski
defektni, odnosno ako se ne mogu replicirati i pakirati u stanici. Takvi se virusi temelje na
adenovirusu tipa 5 (RdAd5), kojem nedostaje E1 podruéje virusnog genoma odgovornog za
glavne regulatore transkripcije, i sposobnost transaktivacije drugih virusnih gena, zbog ¢ega
se virus ne moze replicirati. Rekombinantni adenovirusi konstruiraju se kotransformacijom E.
coli BJ5183 recBC shcBC s dvama lineariziranim plazmidima: jedan sadrzi odabrani gen, u
ovom slucaju za apoptin, S svojim regulacijskom regijom i sekvencama homolognim mjestu
na koji se Zeli ugraditi odabrani gen (naj¢es¢e E1 ili E3), a drugi sadrzi kompletnu virusnu
DNA pocijepanu restrikcijskom endonukleazom izmedu sljedova komplementarnih prvom
plazmidu. Homolognom rekombinacijom u E. coli izmedu ovih sekvenci nastaje plazmid koji
sadrzi DNA rekombinantnog RdAd5, s ugradenim genom od interesa. Virusne cCestice
rekombinantnog adenovirusa dobivaju se transfekcijom prethodno lineariziranog
rekombinantnog RdAd5 plazmida u stanice bubrega ljudskog embrija (engl. human
embryonal kidney, HEK 293) koje imaju stabilno ugradeno E1 podrucje genoma u svoj
genom, pa mogu komplemetirati nedostatak tog dijela genoma u adenovirusnom vektoru
(slika 7) (Ambriovi¢ Ristov, 2007).

MLP -Tp—L1 LS Plazmid 1
R [ -:l mr  Plazmid 2 o Ly

pn
E1 E2 IR r-sm

+ Fragmentacija Ad5 genoma

Transfekcua DNA

Kotransfekcua i homologna
@ IMORTALIZACIJA rekombinacija

Stanice bubrega 3 .S
ljudskog embrija HEK-293

R V" I m

Adenovirusni vektor s E1 regijom zamijenjenom stranom DNA

Slika 7: Shematski prikaz nastanka adenovirusnog vektora s ugradenom stranom DNA, na

mjesto E1 regije, preuzeto i prilagodeno od Zhang, 1999.
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1.5. Cilj rada

Cilj ovog rada je ispitati i usporediti protutumorske ucinke apoptina na razli¢itim
stanicnim modelima, kako bi se dobile dodatne informacije o mehanizmima djelovanja
apoptina. U sklopu ovog diplomskog rada ¢e se ispitati mogucénost zarazavanja stani¢ne linije
HMLE, odnosno imortaliziranih epitelnih stanica dojke, adenovirusnim vektorom. Nadalje,
ispitat ¢e se i usporediti antiproliferativni uc¢inak apoptina na razli¢itim tumorskim stani¢nim
linijama, kao i na imortiliziranim epitelnim stanicama dojke s obiljezjima tumorskih mati¢nih
stanica. Na kraju ¢e se pokusati utvrditi postoji li povezanost izmedu antiproliferativnog

ucinka i lokalizacije apoptina u stanici.
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2.MATERIJALI | METODE

2.1.Popis koriStenih materijala i priprema otopina

Sve kemikalije i reagensi koji su koristeni u ovom radu nabavljeni su od proizvodaca

Sigma (SAD), ukoliko u tekstu nije drugacije navedeno.

2.1.1. Sastav medija za uzgoj stanica

Razli¢ite stani¢ne linije zahtijevaju razli¢iti medij da bi uspjesno rasle u kulturi.
Stanice linije HEK 293 rastu u mediju DMEM s visokom koncentracijom glukoze, H1299 i
HCT116 rastu u mediju DMEM, dok je za uzgoj HMLE-shEcadherin i HMLE-shGFP
potreban medij HUMEC.

DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) je sloZzeni hranjivi medij,
proizvodaca Lonza. Konaéni volumen od 500 ml komplementiran je dodatkom sljedecih

sastojaka:

e Fetalni tele¢i serum (engl. fetal bovine serum, FBS) — 10% v/v — dodano 50 ml
e L-glutamin — 2 mM — dodano 5 ml 200 mM izvorne otopine
e Penicilin streptomicin — 10,000 U/ml penicilina i 10 mg/ml streptomicina —

dodano 5 mi

DMEM s visokom koncentracijom glukoze (engl. Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, high glucose) dobiven je pripremom medija kao $to je gore navedeno, te dodatkom
5 ml izvorne otopine (engl. stock otopina) glukoze koncentracije 45 g/100 ml, da bi kona¢na

koncentracija u mediju bila 4,5 g/L.

HUMEC je slozeni hranjivi medij, proizvodaca GIBCO, Invitrogen, SAD, koji je
prireden mijeSanjem komplementiranog DMEM hranjivog medija, priredenog kao $to je gore

navedeno, i HUMEC medija u omjeru 1:1 (dakle 250 ml svakoga), u koje je dodano:

e Inzulin — 125 pul otopine koncentracije 10 mg/ml

e Hidrokortizon — 5 ml izvorne otopine od 50 ug/ml, koji se priprema mijeSanjem
1 mg hidrokortizona s 1 ml etanola i dodavanjem 19 ml medija

e Ekstrakt hipofize (GIBCO, Invitrogen, SAD) — 1,25 ml

e GIBCO dodatak za HUMEC (GIBCO, Invitrogen, SAD) - 2,5 mi
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Medij za zarazavanje (2% DMEM) priprema se mijeSanjem 1/5 kompletiranog

DMEM-a (inace 10%-tni) i 4/5 nekompletiranog DMEM-a.

2x MEM (Lonza) komplementira se tako da u konacnici, nakon mijeSanja sa

agarozom, u mediju bude 2 mM glutamin i 2% FBS.

2.1.2. Sastav i priprema otopina

Fosfatni pufer PBS (engl. phosphate buffer saline) priprema se mijeSanjem 80 mL
otopine I, 100 mL otopine II i destilirane vode do kona¢nog volumena od 1 L. Vrijednost pH

ovako pripremljenog PBS pufera iznosi izmedu 7,1 i 7,3.

OTOPINA I:
e NaCl-100g
e KCI-25¢

e NaHPO,-14,35¢
e KHPO,—25¢
e Nadopuniti dH,Odo 1 L

OTOPINAII:
e CaCl,-100g¢g
e MgClx6H,0 -2,5¢g
¢ Nadopuniti dH,O do 1 L
Tripsin je pripremljen dodatkom 100 ml 2,5% (10x koncentriranog) tripsina,
proizvodac¢a GIBCO, Invitrogen, SAD u 900 ml PBS-a, pripremljenog kao $to je gore

opisano.
Tripsin s 1% EDTA pripremljen je dodatkom 1 ml 40 mM EDTA u 100 ml tripsina.

Tripansko modrilo pripremljeno je dodatkom 100 ul 40% izvorne otopine Trypan

blue i 10 ml PBS-a, pripremljenog kako je gore navedeno da bi se dobila 0,4% otopina.
TD pufer pripremljen je od sljede¢ih komponenti. Vrijednost pH je izmedu 7,41 7,5.

e 137 mM NaCl

e 51mM Kcl

e 7 mM Na2HPO4
e 25mM Tris baza
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Otopina CsCIl w/w 1,25 pripremljena je otapanjem 36,16 g CsCl u 100 ml TD pufera,

pripremljenog kao $to je gore opisano.

Otopina CsCIl w/w 1,34 pripremljena je otapanjem 51,20 g CsCl u 100 ml TD pufera,

pripremljenog kao §to je gore opisano.

Otopina CsCIl w/w 1,40 pripremljena je otapanjem 62,00 g CsCl u 100 ml TD pufera,

pripremljenog kao $to je gore opisano.

Pufer za dijalizu je pripremljen od 400 ml otopine, koja je pripremljena mijeSanjem
sljede¢ih komponenti na magnetskoj mijesalici te joj je pomocu pH metra izmjeren pH 7,4:
e TRIS baza—6,055g
e MgCl,-6H,0-1,017¢
e dH,O —500 ml
Otopina je pomijesana sa 400 ml glicerola (da ga u kona¢noj otopini bude 10%) te
dopunjena destiliranom vodom do 4000 ml i promijeSana na magnetskoj mijesalici. Pufer je

prebacen u staklene boce i autoklaviran.

0,5% otopina glutaraldehida pripremljena je dodatkom 160 ul 25% otopine
glutaraldehida u 7840 ul PBS-a.

MTT reagens pripremljen je otapanjem 1 g Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
praska u 200 ml PBS-a, pripremljenog kao Sto je gore navedeno. Tako je dobivena izvorna

otopina, koja je za eksperiment razrjedena 10 puta.

Otopina X-gal pripremljena je dodatkom 320 ul 100 mM kalijevog ferocijanida
(konac¢na koncentracija 4 mM), 320 ul 100 mM Kkalijevog fericijanida (kona¢na koncentracija
4 mM), 64 pl X-gal (kona¢na koncentracija 40 mg/ml) i 16 pl 1 M MgCl; u 7280 ul PBS-a.

Agaroza za prelijevanje plakova napravljena je mijesanjem 15 ml 2% agaroze
otopljene u mirovalnoj peénici sa 15 ml 2x MEM-a, pripremljenog kao $to je gore opisano,

pazeci da se ne ohladi i skruti.
0,1% otopina Triton X pripremljena je dodatkom 5 pl Tritona X u 5 ml PBS-a.

2% otopina BSA pripremljena je otapanjem u PBS-u, pripremljenom kao $to je gore

opisano.

Primarno antitijelo (misji anti-Flag, Invitrogen, 1:500) je priredeno stavljanjem 1 pl
antitijela u 500 ul BSA.
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Sekundarno antitijelo (protu-misje antitijelo pripremljeno u kozi, s fluorescentnom

bojom alexa 594, Invitrogen, 1:400) pripremljeno je dodavanjem 1 pl antitijela u 400 ul BSA.

4% paraformaldehid je pripremljen otapanjem Paraformaldehyde powder
(Polysciences, Inc.) praska u PBS-u, pripremljenom kao Sto je gore opisano. Otopina je

zagrijavana do klju¢anja u mikrovalnoj pe¢nici kako bi se prasak otopio.
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2.2. Rad sa stanicama u kulturi

Prilikom rada sa stanicama u kulturi potrebno je veliku paznju posvetiti sterilnosti. Sve
manipulacije sa stanicama izvodene su u sterilnom okruZenju, u laminaru s okomitim
strujanjem zraka. U radu sa stanicama koriStene su sterilne staklene pipete i sterilni plasti¢ni
nastavci za mikropipete te sterilne epruvete, a uvijek su koriStene rukavice prethodno
sterilizirane 96%-tnim etanolom. Stanice su rasle u plastiénim bocama razli¢itih dimenzija, S
filtrom na ¢epu, u vlaznoj atmosferi, u inkubatoru pri 5% ugljikovog dioksida i temperaturi od
37°C. Za presadivanje i rad sa stanicama koriSteni su odgovarajuéi sterilni mediji, ovisno o
stani¢noj liniji. Za neutralizaciju ostataka stanica i medija koriSten je 1% otopina Asepsola

(Pliva), a za stanice koje su tretirane virusom 5% otopina Asepsola (Pliva).

2.2.1. Stani¢ne linije

Kako bi se ispitao protutumorski u¢inak apoptina in vitro, koriStene su razlicite
tumorske stani¢ne linije. U ovom radu Koristene su stanice HEK 293 za zarazavanje,
umnozavanje i izolaciju adenovirusnog vektora koji sadrzi apoptin, dok su za ispitivanje
uc¢inka apoptina koriStene tumorske stani¢ne linije HCT116 i H1299 te imortalizirane epitelne
stanice dojke HMLE-shEcad i HMLE-shGFP (tablica 1).

Tablica 1: Popis koriStenih stani¢nih linija

Ime
ATCC ..
stani¢ne i Porijeklo Status p53 Napomena
. broj
linije
Stanice su imortalizirane
HEK 293 CRL- Imor_talmrane stanice Divlji tip ug_radnjom
1573 embrionalnog bubrega adenovirusnog ranog
gena E1
H1299 CRL- | Stanice kar_cmoma_l pluca Deletiran )
5803 ne-malih stanica
CCL- Stanice karcinoma L
HCTI16 1 oy debelog crijeva Divijitip )
. . Inaktiviran e e e L
Imortalizirane epitelne . Stani¢na linija posjeduje
HMLE- . . . velikim T e .
* stanice dojke s utiSanim . obiljezja tumorskih
shEcad enom za E kadherin antigenom mati¢nih stanica
J SV40
Inaktiviran
HMLE- * Imortalizirane epitelne velikim T
shGFP stanice dojke antigenom
SV40

*dobivene iz laboratorija prof. Weinberga sa Instituta Whitehead, MIT, SAD
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2.2.1.1. HEK 293

HEK 293 je stani¢na linija bubrega ljudskog embrija. Nastala je uzgojem normalnih
stanica bubrega ljudskog embrija u kulturi te njihovom imortalizacijom pomocu DNA
adenovirusa 5 (RdAd5), ugradnjom 4,5 kb podru¢ja E1 viralnog genoma u kromosom 19.
Zbog toga te stanice mogu komplementirati E1 regiju koja nedostaje adenovirusnom vektoru,
te su pogodne za njegovo umnozavanje. Prvi je stanice uzgojio Alex Van der Eb u ranim
1970.-im godinama u Nizozemskoj, a transformirao ih je Frank Graham te su ime dobile jer je
to bio 293. eksperiment po redu. HEK 293 su adherentne epitelne stanice, koje mogu rasti u

kulturi.

2.2.1.2. H1299

H1299 su stanice ljudskog karcinoma pluca ne-malih stanica, dobivene iz limfnih
¢vorova tumora koji je metastazirao, iz 43-godiSnjeg muskarca koji je prethodno bio
podvrgnut terapiji zraenjem. To su adherentne, epitelne stanice koje mogu rasti u kulturi.

Imaju djelomi¢nu homozigotnu deleciju p53 proteina te se taj protein u njima ne eksprimira.

2.2.1.3. HCT 116

HCT 116 je stani¢na linija karcinoma debelog crijeva, dobivenih iz odraslog
muskarca. To je epitelna adherentna linija koja se moze uzgojiti u kulturi. Sadrzi mutaciju u

kodonu 13 ras proto-onkogena.

2.2.1.4. HMLE-shEcad i HMLE-shGFP

HMLE stanice (slika 8) su ljudske epitelne stanice dojke izolirane iz tkiva, te
imortalizirane ekspresijom velikog T antigena virusa SV40 i hTERT podjedinice telomeraze.
HMLE-shEcad stanice su inducirane da produ epitelno-mezenhimsku tranziciju utisavanjem
gena za E-kadherin pomoc¢u kratke RNA s ukosnicom. HMLE-shGFP su stanice koje su
sluzile kao kontrola prilikom utiSavanja, prilikom ¢ega im je ubacena shRNA za nepostojeci
protein, tj. GFP (Elenbaas i sur, 2001). Obje linije su konstruirane u laboratoriju prof.
Weinberga sa sveucilista MIT i dobivene zahvaljujuc¢i njegovoj ljubaznosti. Stanice HMLE-
shEcad posjeduju obiljezja tumorskih mati¢nih stanica: fenotip CD44"CD24°, mogu stvarati
mamosfere (slika 9), te pokazuju rezistenciju na kemoterapeutike, sto se rutinski provjerava u

Laboratoriju za eksperimentalnu terapiju.
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Slika 8: Stanice HMLE-shEcad (lijevo) i HMLE-shGFP (desno), pri povec¢anju 100x.

Slika 9: Stanice HMLE-shEcad stvaraju mamosfere uslijed nepovoljnih uvjeta, kao §to je

nedostatak hranjivih tvari u mediju, pri povecanju 100x.

2.2.2. Presadivanje stanica

Stanice su presadivane kada bi dosegle oko 80% konfluentnosti, otprilike svaka tri
dana. Nakon S$to je pod mikroskopom provjerena konfluentnost stanica, u laminaru je
sterilnom staklenom pipetom uklonjen medij iz boce i bacen u staklenku s Asepsolom (Pliva).
U bocu je oprezno dodano 4-5 ml 10% v/v tripsina, laganim okretanjem boce stanice su
prelivene te je tripsin odmah uklonjen. Ovaj korak ponovljen je jo$ jednom, pri tome je na
kraju ostavljeno otprilike pola mililitra tripsina te su stanice inkubirane 5 minuta na 37°C.
Tripsin omogucuje odvajanje stanica od podloge jer cijepa peptidne lance iza aminokiselina s
pozitivno nabijenim bo¢nim ogrankom. Za stani¢ne linije koje se teze odvajaju od podloge
koristen je tripsin s 1% EDTA. EDTA djeluje kao kelator, vezuju¢i metalne ione, kao §to su
kalcijevi ioni koji su potrebni kadherinima za povezivanje stanica, pa tako omogucuje lakse
odvajanje stanica. Tripsin je inaktiviran dodatkom 10 ml medija stanicama, na na¢in da se
stanice isperu sa stjenke boce. Stanice su resuspendirane u mediju kako bi se razbile stani¢ne
nakupine te je u boci ostavljeno oko pola mililitra stani¢ne suspenzije, a ostatak prebacen u

sterilnu epruvetu za eksperiment ili bacen u staklenku s Asepsolom (Pliva), ukoliko se radi o
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presadivanju stani¢ne kulture. U bocu je dodano 15 ml odgovaraju¢eg medija, gustoca stanica

provjerena pod mikroskopom te je boca stavljena u inkubator.

2.2.3. Brojanje stanica

Budu¢i da se u eksperimentima koristi odredeni broj stanica kako bi rezultati bili
kvalitetni i reproducibilni, stanice je prije eksperimenta potrebno prebrojati kako bi se znao
broj stanica s kojima se raspolaze, odnosno kako bi se mogao od ukupnog broja stanica
preracunati i uzeti broj stanica koji je potreban u eksperimentu. Za brojanje stanica koristi se
otopina tripanskog modrila, koje boji mrtve stanice u plavo zbog oSteéenja njihove
membrane, dok Zive stanice ostaju neobojene. Nakon S§to su stanice odvojene od podloge
prema gore opisanom postupku, stanice su dobro resuspendirane te je za brojanje stanica
uzeto 20 pl stani¢ne suspenzije i pomijesano sa 80 pl otopine tripanskog modrila u jazici
mikrotitarske plo¢ice te mikropipetom preba¢eno pod pokrovno stakalce Burker-Turk
komorice za brojanje. Pod svjetlosnim mikroskopom u Cetiri kvadrati¢a komorice prebrojane
su zive stanice koje padaju na L stranice kvadrati¢a, te je njihov broj prera¢unat u broj stanica
u mililitru, uzevsi u obzir volumen komorice i razrjedenje stani¢ne suspenzije tripanskim

modrilom prema sljede¢oj formuli:
br.st./ml = (N/4) - 5 - 10*

pri ¢emu je N broj stanica u 4 kvadrati¢a komorice, broj 5 predstavlja razrjedenje (20

ul staniéne suspenzije u 80 pl tripanskog modrila), a 10* volumen komorice.
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2.3. Priprava rekombinantnog adenovirusnog vektora

2.3.1. Kaonstrukcija replikacijski defektnog adenovirusnog vektora

Konstrukt adenovirus-apoptin (Ad-Ap) te adenovirus-lac Z (Ad-lac Z) dobiveni su iz
laboratorija prof. Teodora, sa sveucilista McGill, zahvaljujuéi njegovoj ljubaznosti (Teodoro i
sur, 2004). Konstrukt Ad-Ap, koji sadrzi gen za apoptin i Flag epitop na 5' kraju, napravljen je
koriStenjem sustava AdEasy XL Adenoviral Vector System (Stratagene) prema uputama
proizvodaca. Konstrukt Ad-lac Z sadrzi gen za za enzim B-galaktozidazu, a napravljen je kako
su opisali Bacchetti i Graham (1993).

2.3.2. Zarazavanje stanica i umnazanje adnovirusnog vektora

HEK 293 stanice uzgojene su u plasticnim bocama u mediju DMEM s visokom
koncentracijom glukoze te presadivane u nove plasti¢ne boce te je u konac¢nici bilo minimalno
14 boca sa stanicama. Stanice su rasle dok popunjenost stani¢nog sloja nije bila 80-90%.
Neprocisceni virusni lizat, pohranjen na -80°C, odmrznut je i sakupljen iz ¢etiri ampulice te
mu je volumen bio ukupno 8 ml. U svaku od dvije sterilne plasti¢ne epruvete stavljeno je po
31 ml DMEM medija s visokom koncentracijom glukoze i dodano po 4 ml neproci§¢enog
virusnog lizata i promijesano (ukupan volumen je 70 ml za svih 14 boca). Plastiénim bocama
sa stanicama staklenom pipetom uklonjen je medij te je u svaku pazljivo dodano 5 ml
neprocis¢enog virusnog lizata pomijeSanog s medijem, paze¢i da prekrije dno te da se stanice
ne odlijepe od podloge. Stanice su inkubirane pri 37°C 1,5 h te im je nakon toga dodano po 10
ml DMEM medija s visokom koncentracijom glukoze. Stanice su rasle 2 dana u inkubatoru na
37°C.

Nakon dva dana pod svjetlosnim mikroskopom uoceno je da su stanice poprimile
morfoloske promjene koje ukazuju na citopatski uc¢inak virusa, tj. stanice su povecane, imaju
okrugli oblik i odvajaju se od podloge (slika 10). Laganim lupkanjem boce stanice su
odvojene od podloge te su iz jedne boce stanice prebacene staklenom pipetom u dvije
ampulice 1 oznacene, Sto predstavlja neprociSéeni virusni lizat za buduca umnazanja. Iz
ostalih boca stanice su staklenom pipetom prebacene u sterilnu plasti€énu epruvetu. Stanice u
epruveti centrifugirane su 7 minuta na 2000 rpm, supernatant je odliven te su na talog stanica
u istu plasticnu epruvetu dodane stanice iz ostalih boca. Kad je dodan sadrzaj svih boca,
stanice su centrifugirane 7 minuta na 2000 rpm, supernatant im je odliven te su stjenke

epruvete isprane sa 10 ml sterilnog PBS-a u jednom i 10 ml u drugom smjeru. Stanice su
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ponovno centrifugirane 7 minuta na 2000 rpm, supernatant im je odliven na nacin da ga
ostane otprilike 10 ml iznad stani¢nog taloga. Plasti¢na epruveta je oznacena i spremljena na -

80°C do izolacije i1 procis¢avanja.

Slika 10: Morfologija stanica HEK293 nakon zarazavanja adenovirusom, pri

povecanju 100x.

Izolacija virusa iz stanica provedena je odmrzavanjem epruvete sa stani¢nim lizatom u
vodenoj kupelji, mijeSanjem na vorteksu te ponovnim zamrzavanjem na -80°C tijekom 15
minuta. Postupak je ponovljen pet puta kako bi se iz stanica oslobodio virus, centrifugiran je 7
minuta na 5000 rpm, a supernatant je staklenom pipetom prebacen u novu epruvetu. Postupak
je ponovljen jo§ jednom kako bi se sav supernatant prebacio u novu epruvetu te je tako

dobiven lizat CVL (engl. crude virus lysat) i pohranjen na -80°C.

2.3.3. Procis¢avanje adenovirusnog vektora

Proc¢is¢avanje adenovirusnog vektora provedeno je u dva koraka. U prvom koraku
koriSteno je ultracentrifugiranje u gradijentu gustoce cezijevog klorida, kako bi se uklonili
ostaci stanica i prazne virusne kapside, dok je u drugom koraku pomocu dijalize adenovirusni

vektor procis¢en od ostataka cezijevog klorida.

2.3.3.1. Ultracentrifugiranje u gradijentu gustoc¢e cezijevog klorida

Za procis¢avanje virusa pripremljene su tri otopine CsCl-a u TD puferu, gustoca 1,26
g/ml, 1,35 g/ml i 1,40 g/ml. ProciS¢avanje virusa provedeno je u dva koraka. Svi navedeni
postupci radeni su u laminaru. U prvom koraku, kivete (Beckman) isprane su 96%-tnim

etanolom 1 posusene. U svaku od njih je stavljeno 3 ml CsCl gusto¢e 1,40 g/ml i oprezno
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nadslojeno s 3 ml CsCl gustoce 1,26 g/ml laganim ispustanjem tekuéine pipetom niz stjenke
kivete. Na to je dodano 5 ml virusa. Postupak je ponovljen u drugoj kiveti. Kivete su tarirane
u maloj ¢asi s vatom na dnu na vagi dodavanjem sterilnog PBS-a dok im se masa nije
izjednacila na dvije decimale te su stavljene u stalke za ultracentrifugu koji su pri¢vrs¢eni na
nosa¢ tako na budu jedan nasuprot drugome. Uzorci su centrifugirani 1,40 sati pri 35000
okreta/min. Po zavrSetku su izvadeni iz nosaca i stalaka i preneseni U laminar gdje su
pri¢vriéeni na nosaé na metalnom stalku. Cestice virusa su se nalazile u prstenu izmedu dviju
otopina CsCl razli¢itih gustoca (slike 11 i 12). Virus je iz otopine CsCl izdvojen ubadanjem
sterilne igle (21G) kroz staklo kivete malo iznad linije virusa, uvucen je naginjanjem igle te
prebacen u Cistu epruvetu. U drugom koraku u Cistu kivetu stavljeno je 8 ml CsCl gustoce
1,35 g/ml i na to je dodan virus proc¢is¢en u prvom koraku. Postupak je ponovljen za drugu
Kivetu te su istarirane na vagi do preciznosti na dvije decimale dodavanjem CsCl-a. Uzorci su
pri¢vrsceni u stalak i nosac te stavljeni na ultracentrifugiranje 20 sati pri 35 000 okreta/min.
Centrifugiranjem nastaje gradijent CsCl-a, a virus se zaustavlja na mjestu u kojem je gustoca
CsCl-a jednaka gusto¢i virusnih cestica. Virus iz CsCl-a izvaden je iglom prema gore

opisanom postupku i prebacen u Cistu epruvetu.

= Lipidi

- Citoplazmatski sastojci
Prazne virusne kapside
Adenovirus

\_/

Slika 11: Shema kivete nakon prvog koraka prociscavanja.

Slika 12: Kiveta nakon prvog koraka procis¢avanja.
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2.3.3.2. Dijaliza

Virus je proc¢iséen od CsCl-a dijalizom u puferu za dijalizu, koji je pripremljen kako je
navedeno. Membrana za dijalizu (Aldrich, Sigma) namocena je u ¢asi s prokuhanom
destiliranom vodom te zatim isprana destiliranom vodom da bi se sterilizirala i rehidrirala, u
laminaru. Na jednoj strani membrane napravljen je ¢vor i iznad ¢vora pri¢vri¢ena plasti¢na
klema za membranu. U membranu je pipetom stavljen virus, iznad virusa je membrana
zatvorena klemom te je iznad nje napravljen ¢vor. Membrana je stavljena u veliku plasti¢nu
¢asu u kojoj je 4000 ml pufera za dijalizu, ¢aSa je pokrivena aluminijskom folijom te
ostavljena na magnetskoj mijesalici pri 4°C preko noci. Sljede¢i dan maknute su kleme te je

virus pipetom prebacen u ampulice, oznacen i pohranjen na -80°C.

2.3.4. Odredivanje koncentracije infektivnih adenovirusnih ¢estica

Koncentracija infektivnih adenovirusnih Cestica odredena je mjerenjem sposobnosti

stvaranja plakova i mjerenjem ekspresije gena dojavljivaca.

2.3.4.1. Mijerenje sposobnosti stvaranja plakova

Koncentracija infektivnih virusnih Cestica u suspenziji virusa moze se odrediti
sposobnos§cu stvaranja plakova. Plak je podrucje u sloju kulture stanica u kojem se primjecuje
citopatogeni ucinak, odnosno pojava zaokruZenih ili razorenih stanica kao posljedica
umnazanja virusa. Mjera infektivnosti suspenzije virusa definira se kao koli¢ina virusa koja ¢e

stanicama dati plak, PFU (engl. plaque forming unit) (Ambriovi¢ Ristov, 2007).

Za odredivanje PFU koriste se stanice HEK 293 jer komplementiraju nedostatak E1
podru¢ja u replikacijski deficijentnom adenovirusu. Stanice su odvojene od podloge i
prebrojane prema gore navedenom nacinu te je izracunato koliko stani¢ne suspenzije treba
uzeti da bi se stanice nasadile u dvije ploc¢ice sa 6 jazica, pri ¢emu u svaku jazicu ide 2
mililitra stani¢ne suspenzije, tako da bude 1 - 10° stanica po jaZici. Staklenom pipetom dobro
je promijesana stani¢na suspenzija te je u svaku jazicu stavljeno po 2 ml. Stanice su
promijeSane pomicanjem plo¢ica kruznim pokretima te stavljene da rastu u inkubatoru na

37°C.

Kad su stanice postigle konfluentnost 80-90% tretirane su virusom. Napravljena su
dekadska razrjedenja pro¢iséene virusne suspenzije u rasponu od 107 do 10*' u DMEM s 2%

seruma (medij za zarazavanje). Svako razrjedenje virusa stavljeno je u dvije jazice da se
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dobiju duplikati. Budu¢i da je potreban 1 ml virusa po jazici, napravljena su 2 ml svakog
virusnog razrjedenja koji su stavljeni na plo€ice, dok su razrjedenja koja su prethodila njima
(dakle od 10™ do 10°) napravljena u manjem volumenu kako bi se izbjegla prevelika
potrosnja virusne suspenzije (slika 13). Prilikom pripreme razrjedenja koriSteni su ¢isti sterilni
tipsevi za svako razrjedenje te su razrjedenja dodavana iz zraka kako bi se izbjeglo prenosenje

virusnih Cestica s vanjske strane nastavka za mikropipetu.

Sul Sul  25ul 25ul  25pl 25ul 220ul 220l 220ul 220ul 220ul

45u1  45u1 225ul 225ul 225ul 225ul 1980u] 1980p] 1980p] 1980ul 1980ul

10t 10% 10° 10* 10° 10° 107 10° 10° 10" 10"
Slika 13: Shematski prikaz pripreme dekadskih virusnih razrjedenja, gornji broj predstavlja

volumen virusne suspenzije, a donji volumen medija za zarazavanje.

Sa stanica je pomocu vakuum sisaljke uklonjen medij i dodan 1 ml virusnog
razrjedenja u odgovarajuéu jazicu prema shemi na slici 14, dok je u kontrolu dodano 1 ml

medija za zarazavanje. Stanice su stavljene u inkubator na 37°C 1 h.

0,
©

Slika 14: Shema za stavljanje duplikata virusnih razrjedenja za HEK 293 stanice.

GG
GG

Nakon 1 sat staklenom pipetom uklonjena je otopina virusa, a su stanicama dodana 2
ml hranjive podloge agaroze i MEM medija u omjeru 1:1. Ploc¢ice su kratko ostavljene u
laminaru da se podloga stvrdne. Stanice su stavljene u inkubator na 37°C te svakih 2-3 dana
prelivene hranjivom podlogom kao prvi put. Plakovi virusa su kroz tri do Cetiri dana postali
vidljivi pod mikroskopom. Pod svjetlosnim mikroskopom prebrojavaju se plakovi, pa se u
trenutku kad su plakovi postali vidljivi golim okom, a broj plakova po jazici se ustabilio,

izra¢una PFU/ml kao broj izbrojenih plakova pomnoZen sa razrjedenjem virusa.

PFU/mI = broj izbrojenih plakova - razrjedenje virusa
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2.3.4.2. Mjerenje ekspresije gena dojavljivaca

Koncentracija infektivnih virusnih Cestica u suspenziji moze se mjeriti i sposobnoséu
ekspresije gena dojavljivaca za enzim [-galaktozidazu, koji je ugraden u adenovirusni vektor.
Gen za B-galaktozidazu (gen lac Z) iz E. coli ¢esto se koristi kao gen dojavljiva¢ pri infekciji
rekombinantnim virusnim vektorom te omogucuje odredivanje ucinkovitosti infekcije
virusnim vektorima. Beta galaktozidaznu aktivnost u stanici moze se detektirati specificnim
bojanjem, te se pod svjetlosnim mikroskopom mogu izbrojati plave stanice. Relativni broj

plavih stanica mjera je infektivnosti i izrazava se kao BFU (engl. blue forming unit).

Stanice HEK 293 nasadene su u dvije plocCice sa 6 jazica kao i za PFU prema gore
opisanom postupku i tretirane adenovirusom koji nosi gen lac Z prema istom protokolu i
shemi koji su gore opisani. Nakon 1 sat virus je uklonjen, stanicama je dodano 2 ml medija te
su stavljene u inkubator na 37°C. Sljedeci dan stanicama je pomoc¢u vakuum sisaljke uklonjen
medij. Isprane su dva puta sa po 1 ml PBS-a po jazici, pazeci da se ne odvoje od podloge.
Fiksirane su tijekom 5 minuta dodatkom 600 ul 0,5% otopine glutaraldehida te ponovo
isprane dva puta sa po 1 ml PBS-a. Na fiksirane stanice dodano je 600 pul svjeze pripremljene
otopine X-gal i stanice su njezno resuspendirane. Plo¢ice su umotane aluminijskom folijom i
ostavljene u inkubatoru na 37°C preko noc¢i. BFU se izrazava kao broj plavih stanica

pomnoZen sa razrjedenjem virusa.

BFU/mI = broj izbrojenih plavih stanica - razrjedenje virusa
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2.4. Odredivanje djelotvornosti transdukcije

Djelotvornost transdukcije, odnosno ulaska adenovirusnog vektora u stanicu i
ekspresije ugradenih proteina odredena je koriStenjem metode odredivanja B-galaktozidaznu

aktivnost te metodom imunoflorescencije.

2.4.1. Odredivanje B-galaktozidazne aktivnosti

Stani¢ne linije HCT 116, H1299, HMLE-shEcad i HMLE-shGFP odvojene su od
podloge i izbrojane prema gore navedenom protokolu. HCT 116 nasadene su u mikrotitarske
plocice s 96 jazica u gusto¢i od 5000 stanica po jazici, a HMLE stanice nasadene su u gusto¢i

3500 stanica po jazici.

Sljedeci dan stanice su zarazene adenovirusnim vektorom s genom lac Z tako da su na
stanice stavljena razrjedenja od 10 do 160 MOI (engl. multiplicity of infection). Multiplicitet
infekcije je mjera jacine infekcije 1 racuna se kao broj infektivnih virusnih Cestica po stanici.
Moze biti izraZzen brojem Cestica virusa po stanici (engl. phiysical particles/cell, PP/cell) ili
brojem infektivnih virusnih Cestica po stanici, mjereno u stanicama koje podrzavaju
replikaciju virusa (engl. plaque forming units/cell, PFU/cell) ili brojem infektivnih Cestica
virusa koji eksprimira gen dojavljivaé za enzim B-galaktozidazu i boji stanice u plavo,
mjereno na stanicama koji podrzavaju replikaciju virusa (engl. blue forming unitrs/cell,
BFU/cell). Potreban volumen virusa izracunat je tako §to je izabran najve¢i MOI za pokus, uz
koriStenje podatka o titru virusa i broju nasadenih stanica na sljede¢i nacin (za nasadenih 5000

stanica po jazici):
PFU (Ad-lac Z) = 1,3 - 10*° /ml
MOI = 160
Br.stanica = 5000 st.po jazici - 8 jazica
V =50 pl - 8 jazica =400 pl
MOI = PFU/broj stanica - PFU = MOI - broj stanica
PFU =160 - 8 - 5000 = 6,4 - 10° u 400 pl
u dvostrukom volumenu PFU = 1,28 - 10" u 800 pl

1,28-10"/1,3 - 10" /ml - 1000 pl =1 pl
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Sto znaCi da je 1 pl virusa stavljen u 800 pl medija za zarazavanje te su od te
suspenzije napravljena serijska dvostruka razrjedenja virusa na nacin da je po 400 ul prvog
razrjedenja prebaceno u epruvetu u kojoj je bilo 400 pl medija za zarazavanje. Postupak je
ponovljen dok se nisu dobila sva razrjedenja, od 160 do 10 MOI. Pri tome su razrjedenja
dodavana sterilnom mikropipetom iz zraka, te promijeSana koriStenjem ¢istog nastavka za
mikropipetu. Za HMLE stanice napravljena su razrjedenja virusa u rasponu od 5 do 640 MOI

na isti nacin kao $to je opisano gore.

Stanicama je pomocu vakuum sisaljke uklonjen medij te je u svaku jaZicu dodano po
50 pl odredenog virusnog razrjedenja, a u kontrolu je dodan samo medij. Stanice su stavljene

u inkubator na 37°C na 1,5 sat. Nakon 1,5 sat stanicama je dodano 150 pl medija.

Sve stani¢ne linije tretirane su prema gore opisanom protokolu za detekciju B-

galaktozidazne aktivnosti te su prebrojane plave stanice i izracunat je postotak infekcije.

2.4.2. Imunofluorescencija

Za odredivanje djelotvornosti transdukcije takoder je koriStena i metoda
imunoflorescencije, koja je detaljno opisana u poglavlju 2.6. Bojanje jezgara stanica plavom
bojom DAPI dalo je broj ukupnih stanica. Detekciju stanica u kojima se eksprimira apoptin.
omogucilo je primarno antitijelo za epitop Flag, kojim je obiljezen rekombinantni apoptin, te
sekundarno konjugirano sa fluorescencijskom bojom alexa 594 koje daje crveno obojenje.
Postotak transduciranih stanica izracunat je kao broj stanica koje su se obojile crveno na

uzorku od ukupno 200 stanica, obojenih plavo.
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2.5. Odredivanje antiproliferativnog uc¢inka apoptina

Za odredivanje antiproliferativnog ucinka apoptina koristen je MTT test. MTT test
proliferacije stanica je kolorimetrijski test koji detektira aktivnost mitohondrijske
dehidrogenaze u zivim stanicama. Mjeri redukciju tetrazolium boje (MTT - 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid)) u netopljivi formazan ljubiCaste boje u
mitohondrijima zivih stanica. Redukcija MTT-a povecava se s metaboliCkom aktivnosti
stanice, stoga odrazava broj zivih stanica. Test se koristi za odredivanje citotoksi¢nosti

spojeva.

Stani¢ne linije H1299, HCT116, HMLE-Ecad i HMLE-GFP odvojene su od podloge i
prebrojane prema gore opisanom protokolu. Broj stanica preracunat je u broj stanica po
mililitru. Izracunat je ukupni volumen za nasadivanje i volumen stani¢ne suspenzije iz
epruvete potreban da bi se dobila potrebna koncentracija stanica po jazici, pa se te dvije
komponente pomijeSaju u autoklaviranoj kadici. Stanice su pomocu visekanalne pipete
nasadene u mikrotitarske plocice s 96 jazica, u volumenu od 150 ul po jazici, tako da je bilo
1500 stanica po jazici, pri tome ostavljaju¢i predzadnji stupac u mikrotitarskoj plocici prazan
za slijepu probu, tj. samo MTT reagens. Od svake stani¢ne linije nasadene su minimalno 3
plocice kako bi se rezultati mogli o¢itavati nakon tri, Cetiri i pet dana te je na jednu plocicu
nasaden po jedan stupac svake stani¢ne linije, za mjerenje prezivljenja netretiranih stanica na

pocetku pokusa, tzv. nulti dan.

Sljedeci dan izracunata je koli¢ina virusa koju je potrebno dodati kako bi se stanice
inficirale virusom u rasponu od 20 MOI do 320 MOI. Potreban volumen virusa izracunat je uz
koristenje podatka o titru virusa i broju nasadenih stanica na nacin kao §to je prethodno
opisano. Napravljena su serijska dvostruka razrjedenja virusa, dodavana sterilnom
mikropipetom iz zraka, te promjesana koriStenjem Cistog nastavka za mikropipetu. Stanicama
je pomocu vakuum sisaljke uklonjen medij te je u svaku jazicu dodano po 50 ul odredenog
virusnog razrjedenja, a u kontrolu je dodan samo medij. Stanice su stavljene u inkubator na

37°C na 1,5 sat. Nakon 1,5 sat stanicama je dodano 150 pl medija.

Sljede¢i dan ocitan je nulti dan MTT-testa. Sa stanica je uklonjen medij naglim
okretanjem plocica nad sudoperom te su plocice posusene na papirnatom ru¢niku. U laminaru
u tami je pomocu visekanalne pipete na stanice i u slijepu probu dodano 40 ul MTT reagensa
po jazici, bududi da je reagens osjetljiv na svjetlo. Plo¢ice su omotane aluminijskom folijom i

ostavljene 4 sata u inkubatoru pri 37°C. Nakon 4 sata na plocice je multipipetom dodano 160
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ul dimetil-sulfoksida (DMSO), organskog otapala koji je netopljivi formazan ucinio topljivim,
promije$ane su nastavcima viSekanalne pipete te stavljene na tresilicu 5 minuta. Zatim su
ponovo promije$ane nastavcima viSekanalne pipete, pazeéi da ne nastanu mjehuriéi te im je
apsorbancija mjerena pri valnoj duljini od 570 nm na ¢itacu mikrotitarskih plocica (Multiskan
EX, Thermo Scientific, SAD). Na isti na¢in izmjerena je apsorbancija nakon tri, Cetiri i pet

dana. Apsorbancija je direktno proporcionalna vijabilnosti stanica.

Nakon ocitanja vrijednosti apsorbancije na spektrofotometru, postotak rasta (engl.

percentage of growth, PG) izracunat je prema sljede¢oj formuli:
PG =100 * (ODygest - ODyzero) / (ODctri - ODrzero),
pri ¢emu je:
ODyzero - srednja vrijednost opticke gustocée stanica prije izlaganja apoptinu, tzv. nulti dan
ODyest - prosjek mjerenja opticke gustoc¢e nakon Zeljenog perioda vremena

ODctr - prosjek mjerenja opticke gustoe nakon Zzeljenog perioda vremena bez izlaganja

stanica apoptinu, tzv. kontrola.

37



2.6. Imunofluorescencija

Metoda imunofluorescencije koriStena je za ispitivanje lokalizacije apoptina i
morfoloskih promjena u stanicama. Buduéi da adenovirusni konstrukt na 5' kraju ima epitop
Flag koristenje primarnog antitijela na Flag epitop, te sekundarnog koje ima vezanu
fluorescentnu boju alexa 594 omoguéuje pracenje lokalizacije apoptina metodom
imunoflorescencije. Za imunoflorescenciju su nasadene stanice u plocice sa 6 jazica, U koje je

na dno svake jaZice stavljeno sterilno pokrovno stakalce. KoriStene su stani¢ne linije H1299 i

HMLE-shEcad i HMLE-shGFP.

Stanice H1299, HMLE-shEcad i HMLE-GFP odvojene su od podloge i prebrojane
prema gore navedenom protokolu, te im je broj preracunat u broj stanica po mililitru. Stanice
su nasadene u plocicu sa 6 jazica u gustoéi 0,5 - 10° / ml tako da je u svaku jaZicu stavljen
volumen 2 ml (slika 15) te su stavljene u inkubator na 37°C.

H1299 HMLE HMLE
-shEcad -shGFP

Slika 15: Shema stanica nasadenih za imunoflorescenciju i njihovih kontrola.

Sljede¢i dan stanice su tretirane adenovirusnim konstruktom Ad-Ap 80 MOI.
Stanicama je pomoc¢u vakuum sisaljke blizu ruba jazice uklonjen medij, pazeci da se stakalce
sa stanicama ne odlijepi. U svaku jazicu dodan je po 1 ml virusnog razrjedenja, a u kontrolu je
dodan samo medij. Stanice su stavljene u inkubator na 37°C na 1,5 sat. Nakon 1,5 sat

stanicama je dodan 1 ml odgovaraju¢eg medija.

Nakon 48 sati stanicama je uklonjen medij pomocu vakuum sisaljke. Isprane su sa 2
ml PBS-a po jazici. Fiksirane su dodatkom 1 ml 4% paraformaldehida (Polysciences) i
ostavljene na sobnoj temperaturi 15 minuta. Zatim su isprane dva puta sa po 2 ml PBS-a.
Stanicama je dodano 500 pl 0,1% otopine Triton X u PBS-u te ostavljeno 5-10 minuta za
permeabilizaciju membrane. Potom su stanice isprane dva puta sa po 2 ml PBS-a po jazici te
blokirane dodatkom 1 ml 2% BSA u PBS-u i ostavljene 30 minuta. Pripremljene su vece
petrijeve zdjelice u koje je stavljen filter papir i navlazen PBS-om te je na njega stavljen

parafilm. Na parafilm je stavljena kapljica od 80 ul primarnog antitijela (misji anti-Flag,

38



Invitrogen, 1:500), na dva mjesta u svaku petrijevku gdje ¢e doéi pokrovna stakalca sa
stanicama. Iz jaZica su pomocu pincete izvadena stakalca sa stanicama na gornjoj strani te su
oprezno postavljena na kapljicu primarnog antitijela u petrijevoj zdjelici tako da stanice na
stakalcu budu okrenute prema dolje. Petrijeve zdjelice su pokrivene, zamotane u foliju kako bi
se odrzali vlazni uvjeti te ostavljene da se inkubiraju u mraku tijekom 2 sata. Zatim su
stakalca pomocu pincete prenesena nazad u odgovarajuce jazice u plocici tako da stanice budu
okrenute prema gore, te su ispirane sa po 2 ml PBS-a i stavljene da se ljuljaju na treskalici.
Ispiranje je ponovljeno 4 puta. U petrijevke je stavljen novi parafilm na koji su stavljene
kapljice od 80 ul sekundarnog antitijela (protu-misje antitijelo pripremljeno u kozi, s
fluorescentnom bojom alexa 594, Invitrogen, 1:400). Pomocu pincete stakalca sa stanicama su
iz jazica premjesStena na kapljice u petrijevim zdjelicama pazeci da stanice budu okrenute
prema dolje te su ponovno inkubirane u mraku tijekom 1 sata. Zatim su stakalca sa stanicama
ponovo pomocu pincete vracena u jazice tako da stanice budu okrenute prema gore, isprane u
PBS-u 4x5 minuta, te isprane destiliranom vodom i posuSene. Na predmetno stakalce
stavljeno je 50 ul medija za uklapanje (Mounting medij, Dako) u kojeg je dodana boja DAPI
(Sigma) tako da koncentracija bude 100 ng/ml u mediju (izvorna otopina 10 mg/ml). Na to je
stavljeno pokrovno stakalce sa stanicama okrenutim prema dolje te su stanice mikroskopirane
na epiflorescencijskom mikroskopu (Olympus BX51 sa Olympus DP51 kamerom). Za

vizualizaciju i snimanje je koriSten program AnalySIS.
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3.REZULTATI

3.1.0dredivanje koncentracije infektivnih adenovirusnih Cestica

Koncentracija infektivnih Cestica adenovirusnog vektora s genom za apoptin (Ad-Ap) i
adenovirusnog vektora s genom lac Z (Ad-lac Z), izoliranih metodom centrifugiranja u
gradijentu gusto¢e CsCl, odredena je pomocu infekcije stanica HEK 293 te brojanjem plakova
koji su nastali. Dobivene su vrijednosti preracunate uzimajuc¢i u obzir razrjedenje virusa te je
titar virusa izrazen kao PFU po mililitru i iznosi 1,9 - 10'° /ml za adenovirusni vektor s genom
za apoptin, odnosno 1,3 - 10™ /ml za adenovirusni vektor s genom lac Z. Koncentracija
infektivnih Cestica adenovirusnog vektora s genom lac Z odredena je i mjerenjem ekspresije
beta galaktozidaze specificnim plavim bojanjem. Brojanjem plavih stanica te, uzimaju¢i u

obzir razrjedenja virusa, izrazena kao BFU po mililitru suspenzije i iznosi 0,8 - 10'%ml.
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3.2. Odredivanje djelotvornosti transdukcije
3.2.1. Odredivanje p-galaktozidazne aktivnosti

Nakon odredivanja virusnog titra, stanice HCT116 su inficirane adenovirusnim
vektorom koji nosi gen lac Z (Ad-lac Z). Pod svjetlosnim mikroskopom je detektirana p-
galaktozidazna aktivnost (slika 16).

- - - -
- - - -
- -

Slika 16: Stanice linije HCT116 transducirane adenovirusnim vektorom. Stanice su
nasadene u plocice sa 96 jazica u gusto¢i od 5000 stanica po jaZici i zaraZzene adenovirusnim
vektorom koji nosi gen lac Z u razrjedenjima od 10 do 160 MOI. MOI je multiplicitet
infekcije, odnosno mjera ja¢ine infekcije stanica i odrazava broj infektivnih virusnih Gestica
po stanici. Stanice su bojene na B-galaktozidaznu aktivnost te je plavo obojenje odraz broja
infektivnih Cestica virusa koje eksprimiraju gen dojavljiva¢ za enzim B-galaktozidazu. Slike

su snimljene na svjetlosnom mikroskopu, pri poveéanju 100x.
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Na ukupno 200 stanica za svaki multiplicitet infekcije prebrojane su stanice u kojima
se eksprimira gen za [-galaktozidazu pa se stoga boje plavo, a njihov broj izrazen je kao
postotak ukupnog broja stanica i prikazan u obliku histograma (slika 17). Iz rezultata
prikazanih na slikama 16 i 17 vidljivo je da je s pove¢anjem multipliciteta infekcije veéi broj
stanica koje eksprimiraju gen za B-galaktozidazu. Osim toga, na slici 16 vidljivo je i da su s
porastom multipliciteta infekcije stanice obojene ja¢im intenzitetom. U kontrolnim stanicama
nije zamijeceno plavo obojenje. Rezultati ukazuju na moguénost ulaska adenovirusnog
vektora u stanice. Pri MOI ve¢em od 80, sve stanice eksprimiraju gen za B-galaktozidazu te je

postotak transdukcije 100%.
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Slika 17: Stanice linije HCT116 transducirane adenovirusnim vektorom u ovisnosti o0 MOI.
Stanice su nasadene u plocice sa 96 jaZica u gusto¢i od 5000 stanica po jaZici i zaraZene
adenovirusnim vektorom koji nosi gen lac Z u razrjedenjima od 10 do 160 MOI. Nakon
bojenja na B-galaktozidaznu aktivnost, prebrojane su plavo obojene stanice koje eksprimiraju
gen dojavljiva¢ za P-galaktoidazu na ukupnom broju od 200 stanica i izrazene u obliku
postotka. MOI je multiplicitet infekcije, tj. mjera jacine infekcije Stanica i odrazava broj

infektivnih virusnih ¢estica po stanici.

Nakon odredivanja [-galaktozidazne aktivnosti pod svjetlosnim mikroskopom
prebrojane su plavo obojene stanice linije HMLE na isti nacin kao i za liniju HCT116 (slika
18). Rezultati su prikazani na histogramima na slikama 19 i 20. S pove¢anjem MOI povecava
se 1 postotak plavo obojenih stanica. 1z podataka u tablici 4 i histogramskih prikaza
transfekcije (slike 19 i 20), vidljivo je da je manji postotak plavo obojenih stanica s
poveéanjem MOI za liniju HMLE, u usporedbi s rezultatima za liniju HCT116. Na slici 18
vide se plavo obojene stanice, $to potvrduje mogucnost ulaska adenovirusnog konstrukta u

ovu stani¢nu liniju. Kontrolne stanice, tranducirane virusom Ad-lac Z nisu se bojile u plavo.
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Slika 18: Stanice linije HMLE-shEcad (lijevo) i HMLE-shGFP (desno) koje su transducirane
adenovirusnim vektorom. Stanice su nasadene u plocice sa 96 jaZica u gusto¢i od 3500 stanica
po jazici i zarazene adenovirusnim vektorom koji nosi gen lac Z u razrjedenjima od 10 do 640
MOI. Stanice su bojene na [-galaktozidaznu aktivnost te je plavo obojenje odraz broja
infektivnih Cestica virusa koje eksprimiraju gen dojavljiva¢ za enzim B-galaktozidazu. Slike
su snimljene na svjetlosnom mikroskopu, pri poveéanju 100x. MOI je multiplicitet infekcije,

tj. mjera jacine infekcije stanica i odraZava broj infektivnih virusnih ¢estica po stanici.
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Slika 19: Stanice linije HMLE-shEcad transducirane adenovirusnim vektorom u ovisnosti o
MOI. Stanice su nasadene u plocice sa 96 jazica u gusto¢i od 5000 stanica po jaZici 1 zaraZzene
adenovirusnim vektorom koji nosi gen lac Z u razrjedenjima od 10 do 640 MOI. Nakon
bojenja na B-galaktozidaznu aktivnost, prebrojane su plavo obojene stanice koje eksprimiraju
gen dojavljiva¢ za B-galaktoidazu na ukupnom broju od 200 stanica i izrazene u obliku

postotka. MOI je multiplicitet infekcije, tj. mjera ja¢ine infekcije stanica.
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Slika 20: Stanice linije HMLE-shGFP transducirane adenovirusnim vektorom u ovisnosti o
MOIL. Stanice su nasadene u plocice sa 96 jazica u gustoc¢i od 5000 stanica po jazici i zarazene
adenovirusnim vektorom koji nosi gen lac Z u razrjedenjima od 10 do 640 MOI. Nakon
bojenja na B-galaktozidaznu aktivnost, prebrojane su plavo obojene stanice koje eksprimiraju
gen dojavljiva¢ za B-galaktoidazu na ukupnom broju od 200 stanica i izrazene u obliku

postotka. MOI je multiplicitet infekcije, tj. mjera jacine infekcije stanica.

3.2.2. Imunoflorescencija

Djelotvornost transdukcije adenovirusnim vektorom s apoptinom kod stani¢ne linije
H1299 i kod stanica HMLE odredena je metodom imunoflorescencije. Prilikom
mikroskopiranja na epiflorescencijskom mikroskopu za vizualizaciju i snimanje je koristen
raCunalni softver AnalySIS. Plava boja DAPI boji jezgre svih stanica pa daje ukupan broj
stanica. Fluorescentna boja Alexa boji crveno stanice transducirane adenovirusnim vektorom
s apoptinom. Pri 80 MOI, na ukupnom broju od 200 stanica prebrojane su stanice s apoptinom
te je njihov broj izraZzen kao postotak u odnosu na sve stanice (slika 21). Rezultati su dani u
tablici 2. Vidljiv je visok postotak transdukcije kod linije H1299, a mnogo nizi postotak za
stani¢ne linije HMLE-shEcad i HMLE-shGFP. Kontrolne stanice transducirane virusom Ad-
lac Z obojile su se plavo bojom DAPI, ali nisu crveno (slika 21). Vrlo rijetka pojava crvenog

signala vidljiva kod kontrolnih stanica rezultat je nespecifi¢nog bojenja.
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Apoptin DAPI spojeno

Slika 21: Stanice linije H1299 s apoptinom. Stanice su nasadene na pokrovna stakalca u

plogici sa 6 jazica u gusto¢i 0,5 - 10° / ml i tretirane adenovirusnim vektorom koji nosi gen za
apoptin pri MOI 80. Fiksirane su paraformaldehidom i vizualizurane pomoc¢u sekundarnog
antitijela koje ima na sebi vezanu florescencijsku boju. Obojene su bojom DAPI i snimljene
na epifluorescencijskom mikroskopu, pri pove¢anju 100x. Prikazane su stanice u kojima se
eksprimira apoptin (lijevo), ukupan broj stanica (sredina) te preklopljene slike (desno). U
prvom redu su stanice s apoptinom, a u drugom netretirana kontrola. MOI je multiplicitet
infekcije, tj. mjera jacine infekcije stanica i odraZava broj infektivnih virusnih Cestica po

stanici.

Tablica 2: Postotak stanica linija H1299, HMLE-shEcad i HMLE-shGFP transduciranih
adenovirusnim vektorom s genom za apoptin, pri 80 MOI. MOI je multiplicitet infekcije, tj.

mjera jacine infekcije stanica i odrazava broj infektivnih virusnih ¢estica po stanici.

, o Postotak stanica s apoptinom u odnosu
Stanic¢na linija S ) o ) )
na ukupni broj stanica tretiranih adenovirusnim vektorom

H1299 67,00%
HMLE E-cad 6,50%
HMLE GFP 7,50%
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3.3.0dredivanje antiproliferativnog ucinka apoptina

Ovisnost rasta stanica o multiplicitetu infekcije kod stani¢nih linija HMLE-shEcad
tretiranih adenovirusnim vektorom s genom za apoptin, odnosno kontrolnim vektorom s
genom lac Z odredena je mjerenjem vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolne stanice
metodom MTT. Iz vrijednosti dobivenih metodom MTT iz najmanje dva pokusa uzete su
srednje vrijednosti i napravljene krivulje ovisnosti postotka rasta stanica o multiplicitetu
infekcije za stani¢ne linije tretirane konstruktom Ad-Ap, odnosno tretirane konstruktom Ad-
lac Z. Vijabilnost je odredena nakon tretmana od pet dana. Rezultati su prikazani zasebno za
svaku liniju, usporedno za obradu virusom s apoptinom i kontrolnim virusom (slika 22 a-d).
Kod linije H1299 zamijeCen je snazan antiproliferativni ucinak apoptina. Tretman
konstruktom Ad-lac Z nije djelovao antiproliferativno pri MOI manjem od 160, dok na ve¢em
MOI ima blagi antiproliferativni ucinak (slika 22a). Apoptin ne pokazuje antiproliferativni
ucinak na linijju HCT116. Tretman vektorom Ad-lac Z takoder ne smanjuje proliferaciju
stanica ove linije (slika 22b). Apoptin pokazuje umjereni antiproliferativni u¢inak na liniju
HMLE-shEcad, no slabiji u usporedbi s linijjom H1299 (slika 22c). Ad-lac Z ne smanjuje
proliferaciju stanica ove linije. Usporedno s time, linija HMLE-shGFP ne pokazuje smanjenje

rasta uslijed tretmana apoptinom, kao ni kontrolnim virusom (slika 22d).
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Slika 22: Ovisnost rasta stanica o tretmanu apoptinom i kontrolnim vektorom. Stanice su
nasadene na mikrotitarske plocice u gustoéi od 1500 stanica po jazici. Transducirane su
adenovirusnim vektorom s apoptinom i lac Z pri MOI od 20 do 320. Vijabilnost je odredena
MTT testom nakon 5 dana inkubacije te izrazena u obliku postotka u odnosu na kontrolne
stanice, peti dan nakon tretmana. MOI je multiplicitet infekcije, tj. mjera jacine infekcije
stanica. Na slici a prikazana je stani¢na linija H1299 tretirana apoptinom i kontrolnim
vektorom s genom lac Z, na slici b linija HCT116, na slici ¢ linija HMLE-shEcad, na slici d
linijje HMLE-shGFP.
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Ovisnost rasta stanica o multiplicitetu infekcije vektorom Ad-Ap prikazana je i za sve
tretirane linije zajedno, kako bi se jasno mogao usporediti ucinak (slika 23). Iz grafickog
prikaza jasno je vidljivo da tretman apoptinom ima najjaci antiproliferativni u¢inak na liniju
H1299. Linija HMLE-shEcad pokazuje umjereno smanjenje rasta stanica, dok kod linije
HMLE-shGFP Ad-Ap ne pokazuje antiproliferativni ucinak. Linija HCT116 pokazala se

najmanje osjetljivom na apoptin te je postotak rasta stanica kod nje najveci.

110
=
= 100
= ‘ _
S g0 | R R — —
-
2= 380 =
=
wn
g - 70
< o —f=—H1299
(=] S
= 60
= ==f=HMLE shGFP
E 50
= \ HMLE shEcad
= 40
'
z HCT 116
m 30 T T T T T T T T ]

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
MOI

Slika 23: Ovisnost rasta stanica linija H1299, HCT 116, HMLE-shGFP i HMLE-shEcad o
tretmanu apoptinom i kontrolnim vektorom. Stanice su nasadene na mikrotitarske ploCice sa
96 jazica u gusto¢i od 1500 stanica po jazici. Transducirane su adenovirusnim vektorom s
apoptinom i lac Z pri MOI od 20 do 320. Vijabilnost je odredena MTT testom nakon 5 dana
inkubacije te izraZena u obliku postotka u odnosu na kontrolne stanice, peti dan nakon
tretmana. MOI je multiplicitet infekcije, tj. mjera jacine infekcije stanica i odraZava broj

infektivnih virusnih ¢estica po stanici.

Budu¢i da je u preliminarnim eksperimentima linija H1299 pokazala najizrazenije
smanjenje rasta uslijed tretmana Ad-Ap, odredivana je vremenska ovisnost postotaka rasta
stanica za tu liniju, te je zasebno prikazana na slici 24. Pri tome su koriSteni podaci dobiveni
za 160 MOI, buduc¢i da je u tim uvjetima najveée smanjenje rasta stanica uslijed tretmana Ad-
Ap, a istovremeno Ad-lac Z ne djeluje antiproliferativno. Iz grafickog prikaza vidljivo je
smanjenje postotka prezivljenja stanica s povecanjem duljine tretmana, a najznacajnije
smanjenje vidljivo je 5. dan tretmana. Zato smo tako koncipirali i ostale pokuse. U¢inak
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tretmana Ad-Ap na liniju H1299 po duljini tretmana (3, 4 i 5 dana) prikazan je graficki na
slici 25a. Za usporedbu je na slici 25b prikazan uc¢inak tretmana stanica Ad-lac Z. 1z grafickog
prikaza vidljivo je da se postotak prezivljenja stanica smanjuje povecanjem multipliciteta
infekcije i duljine tretmana, te je najjace 5. dan nakon tretmana. Istovremeno tretman stanica

konstruktom Ad-lac Z ne pokazuje smanjenje u ovisnosti o duljini trajanja tretmana.
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Slika 24: Ovisnost rasta stanica linije H1299 s apoptinom o duljini tretmana. Stanice su
nasadene na mikrotitarske ploCice sa 96 jazica u gusto¢i od 1500 stanica po jaZici i
transducirane adenovirusnim vektorom s apoptinom pri MOI od 20 do 320. Vijabilnost je
odredena MTT testom nakon 5 dana inkubacije te izraZena u obliku postotka u odnosu na
kontrolne stanice, peti dan nakon tretmana, za MOI 160. MOI je multiplicitet infekcije, tj.

mjera jacine infekcije stanica i odrazava broj infektivnih virusnih ¢estica po stanici.
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Slika 25: Rast stanica H1299 s apoptinom i kontrolnim vektorom, u ovisnosti o multiplicitetu
infekcije, kroz razli¢it vremenski period. Stanice su nasadene na mikrotitarske plocice sa 96
jazica u gusto¢i od 1500 stanica po jazici. Transducirane su adenovirusnim vektorom s
apoptinom i lac Z pri MOI od 20 do 320. Vijabilnost je odredena MTT testom nakon 3, 41 5
dana inkubacije te izraZzena u obliku postotka u odnosu na kontrolne stanice. MOI je
multiplicitet infekcije, tj. mjera jacine infekcije stanica 1 odrazava broj infektivnih virusnih
Cestica po stanici. Slika a prikazuje stanice s apoptinom, a slika b stanice s kontrolnim

vektorom s genom lac Z.
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3.4. Lokalizacija apoptina u stanici

U stanicama H1299, HMLE-shEcad i HMLE-shGFP inficiranim vektorom Ad-Ap koji
omogucuje ekspresiju apoptina, ispitana je lokalizacija ovog proteina pomoc¢u imunobojanja
specificnim  sekundarnim  fluorescentnim antitijelom. Stanice su pregledane pod
epiflorescencijskim mikroskopom te su fotografirane pri povecanju 400x. Na slici 26 je
vidljivo da je postotak transdukcije stanica H1299 mnogo visi u odnosu na HMLE-shEcad i
HMLE-shGFP. Apoptin je u H1299 liniji prvenstveno lokaliziran u jezgri. Kod HMLE-
shEcad takoder je vidljiva lokalizacija apoptina u jezgri. Kod HMLE-shGFP stanica apoptin
pokazuje lokalizaciju i u jezgri i citoplazmi.

Apoptin DAPI Spojeno

Slika 26: Lokalizacija apoptina u stanicama linija H1299, HMLE-shEcad i HMLE-shGFP.

H1299

HMLE-
shEcad

HMLE-
shGFP

Stanice su nasadene u gustoéi 0,5 - 10° / ml i tretirane adenovirusnim vektorom s genom za
apoptin pri MOI 80. Fiksirane su paraformaldehidom te vizualizirane pomoc¢u sekundarnog
antitijela koje ima vezanu florescencijsku boju. Obojene su bojom DAPI i snimljene na
epifluorescencijskom mikroskopu, pri povecanju 400x. Slike prikazuju stanice s apoptinom
(lijevo), ukupan broj stanica (sredina), a desno su preklopljene slike. MOI je multiplicitet

infekcije, tj. mjera jacine infekcije stanica.
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada je ispitati i usporediti protutumorske ucinke apoptina na razli¢itim

stani¢nim modelima.

Ispitana je mogucnost zarazavanja stani¢nih linija HCT116, H1299 te HMLE-shEcad i
HMLE-shGFP adenovirusnim vektorom, koriStenjem dviju metoda za odredivanje
djelotvornosti transdukcije. Analizom p-galaktozidazne aktivnosti ispitana je moguénost
transdukcije linija HCT116, HMLE-shEcad i HMLE-shGFP, a imunoflorescencijom linija
H1299, HMLE-shEcad i HMLE-shGFP. Slabija podloznost linije HMLE zarazavanju
adenovirusnim vektorom, u odnosu na stani¢ne linije H1299 i HCT116, mogla bi se objasniti
manjom koli¢inom receptora za adenovirusni vektor na povrsini stanica HMLE u odnosu na
stanice drugih dviju linija, iako je podatak o vrsti i kolicini receptora za te stanice nepoznat.
Unato¢ nizem postotku transdukcije, pokazana je mogucénost ulaska vektora u stanice linije
HMLE-shEcad, koje predstavljaju stani¢nu liniju s obiljezjima tumorskih mati¢nih stanica.
Dobiveni rezultati postotka transdukcije za liniju H1299 nizi su nego vrijednosti iz literature u
kojima se koriste identi¢ni konstrukti (Teodoro i sur, 2004), pa je moguée da je doslo do
pogreske prilikom titriranja virusa, gdje je odreden previsoki titar.

Usporedivanjem rezultata dviju metoda pri multiplicitetu infekcije 80 dobivena je vec¢a
vrijednost postotka transdukcije HMLE-shEcad i HMLE-shGFP metodom analize B-
galaktozidazne aktivnosti  (12,5%, odnosno 11,75%), u wusporedbi s metodom
imunoflorescencije (6,5%, odnosno 7,5%). Razlog ove razlike nije poznat, pa je moguce da je
do razli¢itih rezultata doslo zbog razlike u osjetljivosti i efikasnosti detekcije kod ove dvije
metode. Za liniju H1299 nismo mogli usporediti rezultat na obje metode, budué¢i da zbog
eksperimentalne pogreske nismo mogli odrediti B-galaktozidaznu aktivnost. 1z slicnih razloga

nemamo podatke dobivene imunofluorescencijom na liniji HCT116.

Iz literature je poznato da apoptin ubija stanice tako da izaziva apoptozu (Oorschot i
sur, 1999) te mitotsku katastrofu (Lanz i sur, 2013). Do sada ni jedna grupa istrazivaca nije
ispitivala u¢inak apoptina metodom MTT, $to dodatno pridonosi vrijednosti rezultata. No, s
druge strane, nismo ih mogli usporediti s literaturnim podacima. Rezultati MTT testa pokazali
su antiproliferativni uc¢inak apoptina na linijama H1299 i HMLE-shEcad, dok na linijama
HMLE-shGFP i HCT116 nije bilo u¢inka. Cinjenicu da apoptin nije djelovao citotoksi¢no na
stani¢nu liniju HCT116 ne moZemo objasniti posjedovanjem funkcionalnog proteina p53, jer

je u literaturi pokazano da apoptin djeluje citotoksi¢no na veliki broj linija sa funkcionalnim
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p53 (Zhuang i sur, 1995). Moguce je da je u pokusima sa stanicama HCT116 nasadivano
previse stanica po jazici, pa je MTT test pokazao neosjetljivost. Ucinak apoptina na liniju
H1299 u skladu je s literaturom, iako su koristene druge metode, kao $to je Annexin test
(Teodoro i sur, 2004). Dodatak kontrolnog konstrukta s genom lac Z nije izazvao
antiproliferativni u¢inak kod istih stani¢nih linija. Ipak, doslo je do blagog smanjenja rasta
stanica pri visokom titru virusa. To nije neocekivano, buduéi da i sam tretman stanica
adenovirusnim vektorom predstavlja stres za stanice te u maloj mjeri moze dovesti do
smanjenja rasta. Duljina tretmana stanica apoptinom pokazala se kao bitan faktor te je najveci

citotoksi¢ni efekt vidljiv peti dan nakon tretmana.

Stani¢nu liniju HMLE ¢ine stanice koje su prosle dva koraka imortalizacije - uneseni
su im geni za veliki T antigen SV40 i hTERT (Elenbaas i sur, 2001). Rezultati dobiveni u
sklopu ovog diplomskog rada pokazali su da stanice HMLE nisu osjetljive na apoptin,
odnosno nije pokazan antiproliferativni uc¢inak. To bi se moglo objasniti time da u ovom
sluc¢aju imortaliziranih stanica epitela dojke nema potrebnih stani¢nih uvjeta da bi apoptin
djelovao citotoksicno, kao $to je slucaj sa fibroblastima sa unesenim genom za mali T antigen
(Zimmerman i sur, 2012). Medutim, moglo bi se re¢i da HMLE predstavljaju ,,medufazu‘
stani¢énog miljea koji apoptin prepoznaje, jer su rezultati imunofluorescencije pokazali da kod
linijje HMLE-shGFP, osim lokalizacije u citoplazmi, apoptin takoder ulazi i u jezgru. Stanice
HMLE-shEcad imaju utiSan gen za E-kadherin, §to im je omogucilo epitelno-mezenhimsku
tranziciju te se ponasaju kao tumorske mati¢ne stanice. Pokazano je da se u tim stanicama
promijenio obrazac ekspresije velikog broja gena, ¢ime im se mijenja odgovor na
kemoterapiju (Gupta i sur, 2009), sto bi moglo objasniti cinjenicu da su postale i malo
osjetljivije na apoptin. Efikasnost transdukcije sa 320 MOI manja je za HMLE-shGFP u
odnosu na HMLE-shEcad, $to bi moglo utjecati na smanjenje osjetljivosti pri istom MOI.
Razlike u osjetljivosti pri drugim MOI prelaze razlike u efikasnosti transdukcije. Tumorske
mati¢ne stanice imaju povecanu otpornost na konvencionalne kemoterapeutike, pa su ove
stanice rezistentnije na apoptin u usporedbi s linijjom H1299. Treba napomenuti i da je ulazak
adenovirusa u stanice manji nego kod stanica H1299. Ipak, ovaj rezultat je znacajan buduci da
je iz literature poznato kako su mati¢ne stanice tumora rezistentne na kemoterapeutike i
terapiju zraCenjem pa nakon terapije koja uniStava stanice raka one ostaju u organizmu i imaju
potencijal za ponovni razvoj tumora (Li i sur, 2008). Istrazivanja apoptina u ovom kontekstu
svakako treba nastaviti, a posebnu paznju treba usmjeriti ka poboljsanju unosa apoptina u
HMLE stanice.
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Konstrukt adenovirusnog vektora s apoptinom, dobiven od prof. Teodora (Teodoro i
sur, 2004), provjeren je koriStenjem imunoflorescencije te je potvrdena njegova
funkcionalnost. Dosadasnji radovi pokazali su lokalizaciju apoptina u jezgri transformiranih
stanica te u citoplazmi primarnih, netransformiranih stanica (Danen-Van Oorschot i sur,
1997). Teodoro i suradnici (2004) pokazali su lokalizaciju apoptina u jezgri stanica H1299.
Nasi rezultati potvrdili su lokalizaciju apoptina u jezgri H1299 stanica te su u suglasnosti s
njihovim rezultatima. Za linijju HMLE-shGFP nasi rezultati, kao sto je bilo navedeno,
pokazuju lokalizaciju apoptina u jezgri i u citoplazmi. Za razliku od njih, u stanicama HMLE-
shEcad koje nemaju E-kadherin apoptin je lokaliziran isklju¢ivo u jezgri, sto predstavlja
svojevrsno iznenadenje s obzirom na genetsku podlogu tih stanica. Medutim, i analiza
vijabilnosti tih stanica pokazala je njihovu vecu osjetljivost na apoptin u odnosu na kontrolne
HMLE. Dobiveni rezultati pokazali su da je lokalizacija apoptina u jezgri povezana s
antiproliferativnim u¢inkom, sto je u skladu sa poznatim podacima o mehanizmu djelovanja
apoptina. Posebice je zanimljivo da se ta cinjenica moze primijeniti i za mati¢ne stanice

tumora.

lako se metodom MTT, posebice kod stanica H1299, detektiralo smanjenje rasta i u
odredenoj mjeri smrt stanica, metodom imunoflorescencije nije bilo vidljivo da se u stanicama
dogada apoptoza. Najvjerojatniji razlog je taj Sto je eksperiment trajao dva dana, a rezultati
MTT testa pokazali su da do najjaceg citotoksi¢nog uc¢inka apoptina dolazi nakon pet dana, pa
je taj period bio prekratak da bi apoptoza bila vidljiva. Stoga bi metodu imunoflorescencije

trebalo ponoviti peti dan nakon tretmana stanica apoptinom.

Unato¢ Cinjenici da klasicna kemoterapija koja specificno ubija tumorske stanice
postoji viSe od osamdeset godina, do sad se pokazala uspjeSnom na ograni¢enom broju
tumora. Apoptin predstavlja novi pristup terapiji tumora, koji koristi jedinstvena obiljezja
tumorskih stanica, zbog cega selektivno ubija tumorske stanice, a normalnim,
netransformiranim stanicama ne S$teti. Kako bi terapija dugorocno bila efektivna, bilo bi
idealno da osim tumorskih stanica unisti i tumorske mati¢ne stanice i time sprije¢i ponovan
rast tumora. Rezultati dobiveni u sklopu ovog diplomskog rada ukazuju da bi apoptin mogao
biti uc¢inkovit i u terapiji tumorskih mati¢nih stanica, iako je antiproliferativni u¢inak na ove

stanice blag i ogranic¢en slabim unosom vektora u stanicu.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitan je protutumorski ucinak i lokalizacija apoptina na razli¢itim

stani¢nim linijama. Iz rezultata dobivenih tokom ovog rada moze se donijeti nekoliko bitnih

zakljucaka:

Stanice linija HCT116, H1299, HMLE-shEcad i HMLE-shGFP moguée je
transducirati adenovirusnim vektorom koji nosi gen za apoptin.

Stanice HMLE tesko se transduciraju adenovirusima.

Uslijed tretmana stanica adenovirusnim vektorom s apoptinom smanjuje se rast stanica
H1299 i HMLE-shEcad u odnosu na kontrolne stanice, dok kod stanica HCT116 i
HMLE-shGFP nema smanjenja.

Kontrolni virus AdLacZ vrlo blago utjece na rast stanica.

U stanicama H1299 i HMLE-shEcad apoptin lokalizira u jezgri, a u stanicama HMLE-
shGFP i u citoplazmi i u jezgri.

Antiproliferativni uc¢inak apoptina moze se povezati s lokalizacijom u stanici: apoptin
inhibira rast stanica u kojima je lokaliziran u jezgri, a kada je lokaliziran u citoplazmi

nema takav uéinak.

Dobiveni rezultati daju dobru podlogu budu¢im istrazivanjima na putu za razvoj nove

terapije lije¢enja tumora, koja svakako treba nastaviti.
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