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Summary

Efficacy of adenoviral vectors (AdV) was checked by transduction of six dif-
ferent cell lines (COS-7, HUVEC, HMEC-1, NIH 3T3, HaCaT, and B16(F10)) with
the vectors containing reporter gene B-galactosidase (Adp-gal). We optimised
the adsorption time and dose of Adp-gal. The transduction with efficacy of up
to 100% was obtained for the doses 10-100 IU/cell.

In order to examine the effect of transduction procedure on biology of the
cells, we measured the production of major proinflammatory cytokines. In sev-
eral cell lines (HMEC-1, HUVEC, HaCaT), we found the induction of IL-6 synthesis
and decrease in the cell viability, particularly in the case of the highest Adp-gal
dose. However, the treatment with adenoviral vectors did not induce TNF gen-
eration and did not modify proliferation of cells.
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1. Wstep

Proces wnikania do komérki adenowirusow (Ad) i wektorow
adenowirusowych (AdV) odbywa sie za posrednictwem pierw-
szorzedowych receptoréw CAR (ang. coxackie and adenoviral re-
ceptor) i drugorzedowych receptoréw integrynowych (1-3). Po-
ziom ekspresji obu typow receptorow decyduje o wydajnosci
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infekgji. Komorki, ktére sg trudne do transdukcji za pomoca AdV, majg mato lub nie
posiadajg w ogole biatek CAR na powierzchni, co sugeruje, ze receptory te sa
najwazniejsze dla wydajnej infekcji, tak in vitro jak i in vivo (1,4-6). Dodatkowe czyn-
niki wplywajgce na skutecznos¢ transdukcji w warunkach in vitro to liczba i wielkos$¢
infekowanych komérek oraz sktad i lepko$¢ medium (7). In vivo natomiast, najwaz-
niejsza role odgrywaja bariery anatomiczne (8).

Na efektywnos$¢ wnikania adenowiruséw do komérki wptywaja takze integryny,
a ich brak znaczaco obniza wydajnos¢ transdukgcji (4,9). Sa to jednak biatka po-
wszechnie wystepujace na powierzchni komoérek, dlatego nie maja duzego znacze-
nia dla tropizmu AdV (10). Na przyktad pierwotne fibroblasty mimo wysokiego po-
ziomu integryn transdukujg sie stabo, co jest spowodowane niskg ekspresjg CAR (4).
Inne komérki, o znikomej lub kompletnie zahamowanej ekspresji CAR, to komorki
hematopoetyczne, pierwotne komorki rakowe, komérki dendrytyczne i komorki
krwi, w tym limfocyty Bi T (1,2,9,11,12). Ponadto ekspresja CAR (a co za tym idzie —
tropizm Ad) moze sie zmienia¢ w zaleznosci od stopnia rozwoju tkanki — niewiele
receptorow wykrywa sie m.in. na zréznicowanych miesniach szkieletowych i gtad-
kich, czy zr6znicowanym nabfonku oddechowym (1,2,9,10). Na jej poziom wpltywa
takze konfluencja komérek — np. na srodbfonkach HUVEC liczba receptoréw wzra-
sta wraz z gesto$cia hodowli (13). Co wiecej, roznice w ekspresji CAR moga wyste-
powac nawet w obrebie linii komérkowych o tym samym pochodzeniu histologicz-
nym (6).

Problemy wynikajgce ze zr6znicowanego poziomu ekspresji CAR moga zostac
rozwigzane poprzez stosowanie serotypow adenowiruséOw wigzacych sie z innymi
receptorami (np. Ad35 dla komoérek hematopoetycznych (14)), czy dzieki modyfika-
cjom kapsydu wirusowego powodujgcym zmiane jego tropizmu (1,15-17). Nie nale-
zy ponadto zapomina¢, ze mimo trudnosci w infekcji niektérych typow tkanek, AdV
transdukujg linie komoérkowe i organy, ktére czesto sg niedostepne dla innych me-
tod wprowadzania genéw. Jest to mozliwe dzieki obecnosci CAR w trzustce, moézgu,
sercu, grasicy, $ledzionie, nerkach, mie$niach, prostacie, jadrach, ptucach, komor-
kach ukfadu krwionos$nego, pokarmowego, oddechowego czy nerwowego (1,2,17,
18). Sugerowano takze mozliwo$¢ wnikania wektorow do komoérek jedynie dzieki
receptorom integrynowym, a przy wysokiej liczbie czastek wirusowych przypada-
jacych na jedna komoérke (MOI, ang. multiplicity of infection) nawet bez udziatu zad-
nych receptorow (4,9). Moze to dodatkowo poszerzy¢ zastosowania AdV.

Wydajnos¢ transdukcji AdV jest odmienna dla réznych linii komorkowych, dla
komorek tego samego typu nalezacych do réznych gatunkow, a nawet dla tej samej
linii komérkowej hodowanej w r6znych warunkach (1,11,13,17,18). Na jej poziom
mozna jednak wplywaé, stosujac rézne dawki AdV oraz rézne czasy adsorpgji
(19,20). W prezentowanej pracy przedstawiono optymalizacje tych dwoch czynni-
kéw dla wybranych linii komérkowych, wykorzystujac wektory adenowirusowe za-
wierajgce gen B-galaktozydazy (AdP-gal). Nalezy tez pamietaé, ze transdukcja AdV
nie jest procesem obojetnym dla komorki, lecz aktywuje wiele szlakow metabolicz-
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nych, zwtaszcza tych odpowiedzialnych za indukcje odpowiedzi zapalnej. Dlatego
zbadano takze wptyw Adp-gal na proliferacje komoérek i produkcje najwazniejszych
cytokin.

2. Materialy i metody
2.1. Hodowle komoérkowe

Efektywnos$¢ transdukcji badana byla dla siedmiu linii komo6rkowych: NIH 3T3
(mysie fibroblasty), COS-7 (matpie fibroblasty), HaCaT (ludzkie keratynocyty), HMEC-1
(ludzkie mikronaczyniowe komorki srédbtonka), HUVEC (ludzkie komorki srodbton-
ka zyty pepowinowej) oraz B16(F10) (komérki mysiego czerniaka). Wykorzystywano
nastepujace pozywki hodowlane (PAA Laboratories) zawierajace streptomycyne
(10 pg/mL) i penicyline (100 U/mL) (Sigma): NIH 3T3 i COS-7 — medium DMEM High
Glucose (4,5 g/l) + 10% FBS; HaCaT — medium DMEM Low Glucose (1 g/L) + 10%
FBS; HMEC-1 — medium MCDB 131 + 10% FBS + hydrokortyzon 1 pg/mL (Sigma-Al-
drich) + EGF 10 ng/mL (Sigma-Aldrich); HUVEC — medium M199 + 20% FBS + ECGS
0,1 mg/mL (Upstate); B16(F10) — medium RPMI + 10% FBS.

2.2. Wektory Ad[3-gal

Do transdukgcji wykorzystano wektory adenowirusowe z genem reporterowym
B-galaktozydazy i mianie 108 IU/mL. Proces produkcji oraz oznaczania miana przed-
stawiony zostal w artykule Produkcja wektorow adenowirusowych pierwszej generacji —
optymalizacja metody w tym numerze ,Biotechnologii”.

2.3. Infekcja badanych linii komérkowych

W celu zbadania wydajnosci poziomu transdukgcji oraz zywotnosci i proliferacji
infekowanych komoérek, na dzien przed rozpoczeciem eksperymentu komorki wy-
siewano na ptytke 96-dotkowa w liczbie 10 000 komérek/dotek (do zbadania wydaj-
nosci transdukgji i zywotnos$ci komérek) lub 5000 komérek/dotek (do zbadania pro-
liferacji). Infekcji dokonywano przy r6znych warto$ciach MOI (od 0,01 do 100 [U/ko-
morke). Podawano na komérki odpowiednia ilo§¢ zawiesiny wirusowej w 40 pL me-
dium hodowlanego, inkubowano w 37°C przez 1,5, 5, 8 lub 24 h, a nastepnie doda-
wano 60 pL czystego medium hodowlanego. Wydajnos¢ transdukcji, zywotnos$¢
oraz proliferacje komérek sprawdzano po 48 h od momentu infekgcji.

W celu okreslenia produkgcji cytokin prozapalnych, komérki wysiewano na ptyt-
ke 24-dotkowa w liczbie 60 000 komoérek/dotek, infekowano MOI wynoszacym 100
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oraz 10 IU/komorke, podajgc odpowiednig ilos¢ zawiesiny wirusowej w 240 pL me-
dium hodowlanego. Po 24-godzinnej inkubacji dodawano 360 pL $wiezego medium
hodowlanego, a po dalszych 24 h zbierano medium do oznaczen. Doswiadczenia
przeprowadzano w duplikatach.

2.4. Sprawdzanie wydajnoSci transdukcji

Efektywnos¢ transdukcji sprawdzano poprzez badanie ekspresji 3-galaktozydazy
testem barwienia in situ — komérki utrwalano 0,25% aldehydem glutarowym (Appli-
Chem), a nastepnie podawano syntetyczny substrat -galaktozydazy — X-gal (Appli-
Chem). Komérki wykazujace ekspresje B-galaktozydazy wybarwiaty sie na kolor nie-
bieski. W celu iloSciowego ocenienia wydajnosci transdukgji, liczono komorki pozy-
tywne, znajdujace sie w 10 losowo wybranych polach widzenia mikroskopu. Do zli-
czen uzywano programu Image] (http:/rsb.info.nih.gov/ij/) oraz plug-in (G. Landini,
http:/www.dentistry.bham.ac.uk/ landinig/software/software.html#ruifrok).

2.5. Badanie zywotnos$ci komérek — test MTT

48 h po infekcji Sciggano medium infekcyjne znad komorek i podawano na nie
100 pL roztworu soli tetrazolowej (thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma) w ste-
zeniu 0,5 mg/mL, rozpuszczonej w medium hodowlanym. Komérki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 2-3 h, do momentu zredukowania soli tetrazolowej
i wytworzenia krysztaléw formazanu. Krysztatki rozpuszczano w roztworze lizuja-
cym (50% DMF i 5% SDS w wodzie) i dokonywano spektrofotometrycznego odczytu
absorbangji przy dtugosci fali 563 nm. Wszystkie wyniki przedstawiono jako pro-
cent kontroli (kontrole stanowity komérki nie infekowane).

2.6. Badanie zywotnosci komérek — test LDH
Zywotno$¢ okreslano 48 h po infekcji testem CytoTox 96® (Promega), poprzez
pomiar aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwalnianej do medium ho-
dowlanego. Test wykonywano zgodnie ze wskazéwkami producenta.
2.7. Pomiar proliferacji komérek
Proliferacje komorek badano 48 h po infekcji poprzez oznaczanie inkorporacji do

DNA bromodeoksyurydyny (BrdU). Wykorzystywano przy tym test Cell Proliferation
ELISA BrdU (Roche), ktéry przeprowadzano zgodnie ze wskazéwkami producenta.
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2.8. Oznaczenie st¢zienia czynnika nekrozy nowotworéw (TNF, ang. tumor
necrosis factor) i interleukiny-6 (IL-6, ang. interleukin-6)

Oznaczenia przeprowadzano zgodnie ze wskazéwkami producenta w mediach
zebranych znad komoérek 48 h po infekcji, wykorzystujac zestawy DuoSet® ELISA
(R&D Systems) z przeciwcialami rozpoznajacymi mysi i ludzki TNF oraz mysia
i ludzka IL-6.

2.9. Analiza statystyczna

Wszystkie doswiadczenia wykonywane byty w duplikatach. Wyniki przedstawio-
ne sg jako srednia *= SD. Istotnos$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta (dla
dwoch probek) lub analizg wariancji ANOVA z testem Tukeya (dla kilku probek). Jako
istotne statystycznie uznawano wyniki dla p < 0,05.

3. Wyniki
3.1. Optymalizacja warunkéw transdukcji

W celu zoptymalizowania warunkéw infekcji komérek docelowych, zbadano wy-
dajnos¢ transdukgji linii HUVEC, HMEC-1, NIH 3T3, COS-7, HaCaT i B16(F10) r6zny-
mi MOI (0,1 — 100 IU/komoérke) i przy réznych czasach inkubacji z minimalng obje-
toscig medium (1,5, 5, 8, 24 h). Sprawdzano ponadto wpltyw stosowanych procedur
infekcji na przezywalnos¢ komérek za pomoca testu MTT i LDH.

Wydajno$¢ transdukcji wszystkich linii zalezata przede wszystkim od dawki wek-
tora. W przypadku HUVEC zastosowanie MOI 100 i 10 IU/komorke pozwalato na
wprowadzenie transgenu do wszystkich komérek (rys. 1). Przy dawce 1 IU/komorke
uzyskiwano ok. 40% wydajnosci transdukcji, za$ zmniejszenie dawki do 0,1 [U/ko-
morke pozwalato na stransdukowanie jedynie kilku procent komoérek. Przy niskich
dawkach (0,1 i 1 IU/komérke) mozna bylo znaczgco poprawi¢ wydajnos¢ transduk-
¢ji, wydltuzajac czas adsorpcji wektora, czyli inkubacje w minimalnej objetosci me-
dium hodowlanego.

Na podstawie wynikow testu MTT sugeruje sie, ze infekcja Adp-gal w dawce
100 IU/komorke powoduje obnizenie zywotno$ci HUVEC (rys. 2A), choé wplyw ten
nie jest silny. Jednoczesnie test LDH, dla dwoch najwyzszych dawek potwierdza
wzrost ilo$ci martwych komorek (rys. 2B). Co istotne, oba testy wskazuja, ze
wydluzanie czasu adsorpcji nie wptywa znaczaco na zywotnos¢ hodowli. Dlatego,
bioragc pod uwage efektywnos$¢ procesu, za optymalna metode transdukcji HUVEC
wektorami adenowirusowymi uznano zastosowanie MOI 10 IU/komoérke i 24 h in-
kubacji.
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Rys. 1. Wydajnos¢ transdukcji komérek HUVEC AdB-gal. (A) Przykladowe zdjecia po transdukcji HU-
VEC réznymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wplyw czasu inkubacji na wydajnosc¢ transdukcji — $rednia liczba
transdukowanych komérek na pole widzenia = SD.
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Rys. 2. Przezywalnos¢ komorek HUVEC sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoS$ci
LDH (B). Wyniki (dla r6znych MOI i r6znych czaséw inkubacji) przedstawione jako procent wartosci uzy-
skanych dla komorek kontrolnych (nie infekowanych). Kazdy stupek reprezentuje $rednig + SD.
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Rys. 3. Wydajnos¢ transdukcji komoérek HMEC-1 AdB-gal. (A) Przykiadowe zdjecia po transdukcji
HMEC-1 ré6znymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wplyw czasu inkubacji na wydajnos¢ transdukcji — $rednia
liczba transdukowanych komérek na pole widzenia = SD.
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Rys. 4. Przezywalnos$¢ komérek HMEC-1 sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoSci
LDH (B). Wyniki (dla r6znych MOI i r6znych czaséw inkubacji) przedstawione jako procent wartosci uzy-
skanych dla komorek kontrolnych (nie infekowanych). Kazdy stupek reprezentuje $rednig + SD.

BIOTECHNOLOGIA 3 (78) 123-140 2007 129



Magdalena Stopa, J6zef Dulak, Alicja Jozkowicz

Druga z testowanych linii $srédbtonkowych byty komérki HMEC-1. Roéwniez
w tym przypadku wydajno$¢ transdukcji dla dawek 100 i 10 IU/komoérke wynosi
100% (rys. 3). Nizsze dawki byly jednak mniej efektywne, dajagc maksymalnie okoto
30% transdukgji dla 1 [U/komorke i 2% dla 0,1 IU/komoérke. Wydtuzenie czasu adsorp-
¢ji wektora do maksymalnej wartosci 24 h nie wptywato istotnie na wydajnos¢
transdukgcji, cho¢ nieznaczny wzrost liczby pozytywnych komorek przy najdiuzszym
czasie inkubacji sugeruje taka tendencje (rys. 3B).

Na podstawie testu MTT wskazuje sie, ze infekcja AdB-gal nie obniza zywotnosci
HMEC-1 (rys. 4A), a moze nawet aktywowac¢ dehydrogenazy mitochondrialne powy-
zej poziomu typowego dla komorek kontrolnych. Wyniki testu LDH $wiadcza jed-
nak, ze dawki 10 i 100 IU/komoérke moga by¢ toksyczne (rys. 4B). Ze wzgledu na sku-
tecznos$¢ procedury, mimo obserwowanego zwiekszenia uwalniania LDH w komér-
kach, optymalne warunki transdukcji dla HMEC-1 zostaly ustalone podobnie jak dla
HUVEC na 10 IU/komérke i 24 h inkubagji.

Na rysunkach 5 i 6 prezentowane sg wyniki dla komérek COS-7, kolejnej linii dla
ktorej wydajnos$¢ transdukcji przy dawkach 100 i 10 IU/komérke wynosi 100%
(rys. 5). Rowniez dla nizszych MOI efektywnos$¢ jest dos¢ wysoka (ok. 40% dla
1 IU/komérke i ok. 2% dla 0,1 IU/komérke) i moze by¢ znaczaco poprawiona przy za-
stosowaniu diuzszych czaséw adsorpcji wektora, szczegélnie dla dawki 1 [U/kom6ér-
ke (rys. 5B).

Na podstawie wynikoéw testu LDH wskazuje sie, ze wirusy w dawce 10 i 100
IU/komorke zwiekszaja Smiertelnos$¢, zwlaszcza przy wydiuzeniu czasu inkubagji.
Natomiast na podstawie testu MTT sugeruje sie aktywacje dehydrogenaz mitochon-
drialnych w komérkach COS-7 narazonych na kontakt z wektorem (rys. 6). Na pod-
stawie oceny skuteczno$ci i toksycznos$ci procedury, za optymalne warunki
transdukcji uznano inkubacje komérek COS-7 przez 8 h z wektorami adenowiruso-
wymi w dawce 10 [U/komorke.

Wydajnos¢ transdukgji fibroblastéw NIH 3T3 i keratynocytéow HaCaT jest bardzo
podobna i siega 100% (dla 100 IU/komorke) lub 90% (dla 10 IU/komorke) (rys. 7,9).
W obu liniach komérkowych nizsze dawki wektorow byly jednak znacznie mniej
skuteczne, dajac 10% wydajnosci transdukgji dla dawki 1 IU/komérke i 1% dla dawki
0,1 IU/komorke. Wydluzenie czasu adsorpcji wektoréw nie poprawialo wydajnosci
transdukgcji (rys. 7,9).

Na podstawie wynikow testu redukcji MTT sugeruje sie, ze infekcja Adp-gal ob-
niza zywotno$¢ NIH 3T3 o okolo 10-20%, niezaleznie od wartos$ci MOI i czasu inku-
bacji (rys. 8A). Test aktywnosci LDH pokazuje jednak, ze wysokie dawki wiruséw
(zwtlaszcza 100 1U/komorke) moga by¢ silnie toksyczne dla fibroblastéw (rys. 8B).
Uzycie wektorow w dawce 100 MOI zmniejsza réwniez znaczaco zywotnos$¢ komo-
rek HaCaT (rys. 10). Dlatego uznano, ze optymalna dawka wektoréw do transdukgji
fibroblastéw NIH3T3 oraz keratynocytéw HaCaT to 10 MOI, a optymalny czas inku-
bacji to 24 h.
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Rys. 5. Wydajnos¢ transdukcji komoérek COS-7 Adp-gal. (A) Przyktadowe zdjecia po transdukcji
COS-7 réznymi MOI, 24 h inkubagji. (B) Wplyw czasu inkubacji na wydajno$¢ transdukcji — $rednia licz-
ba transdukowanych komoérek na pole widzenia = SD.
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Rys. 6. Przezywalno$¢ komoérek COS-7 sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnosci
LDH (B). Wyniki (dla r6znych MOI i r6znych czaséw inkubagji) przedstawione jako procent wartosci uzy-
skanych dla komorek kontrolnych (nie infekowanych). Kazdy stupek reprezentuje $rednig + SD.
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Rys. 7. Wydajnos¢ transdukcji komorek NIH 3T3 AdB-gal. (A) Przykladowe zdjecia po transdukcji NIH
3T3 r6znymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wplyw czasu inkubacji na wydajnos$¢ transdukcji — $rednia liczba
transdukowanych komérek na pole widzenia = SD.
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Rys. 8. Przezywalnos$¢ komérek NIH 3T3 sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnosci
LDH (B). Wyniki (dla r6znych MOI i r6znych czaséw inkubagji) przedstawione jako procent wartosci uzy-
skanych dla komorek kontrolnych (nie infekowanych). Kazdy stupek reprezentuje $rednig + SD.
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Rys. 9. Wydajnos¢ transdukcji komérek HaCaT Ad-gal. (A) Przykltadowe zdjecia po transdukcji Ha-
CaT r6znymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wplyw czasu inkubacji na wydajnos$¢ transdukcji — $rednia liczba
transdukowanych komérek na pole widzenia = SD.
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Rys. 10. Przezywalnos¢ komérek HaCaT sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnosci
LDH (B). Wyniki (dla r6znych MOI i r6znych czaséw inkubacji) przedstawione jako procent wartosci uzy-
skanych dla komorek kontrolnych (nie infekowanych). Kazdy stupek reprezentuje $rednig + SD.
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Rys. 11. Wydajnos¢ transdukcji komoérek B16(F10) Adp-gal. (A) Przyktadowe zdjecia po transdukcji
B16(F10) r6znymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wplyw czasu inkubacji na wydajnos¢ transdukcji — $rednia
liczba transdukowanych komérek na pole widzenia = SD.
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Rys. 12. Przezywalnos$¢ komorek B16(F10) sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnosci
LDH (B). Wyniki (dla r6znych MOI i r6znych czaséw inkubagji) przedstawione jako procent wartosci uzy-
skanych dla komoérek kontrolnych (nie infekowanych). Kazdy stupek reprezentuje $rednig + SD.
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Rys. 13. Poréwnanie wydajnosci transdukcji réznych linii komérkowych dla warunkéw (MOI —
1 lU/komorke, czas inkubacji — 24 h). Kazdy stupek reprezentuje $rednig = SD.

Ostatnig badang linig byty komérki czerniaka B16(F10). Okazalo sie, ze sg one
najmniej podatne na transdukcje wektorami adenowirusowymi i nawet najwyzsza
dawka Adp-gal dawata jedynie okoto 90% wydajnosci (rys. 11). Nizsze MOI byty
znacznie mniej skuteczne — podanie 10 IU/komérke pozwalato na transdukcje naj-
wyzej 30% komorek, a zmniejszenie dawki do 1 [U/komoérke umozliwiato zainfeko-
wanie mniej niz 1% komorek. Wydtuzenie czasu adsorpcji wektora nie miato wptywu
na wydajnos¢ transdukgji (rys. 11B).

Na podstawie wynikéw testu redukcji MTT sugeruje sie, ze jedynie infekcja
dawka 100 IU/komérke obniza zywotno$¢ hodowli (rys. 12A). Pomiar aktywno$ci
LDH pokazuje jednak, ze $miertelno$¢ przy najwyzszej dawce jest bardzo wysoka
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oraz, ze rowniez MOI 10 [U/komoérke moze dziatac¢ cytotoksycznie (rys. 12B). Mimo
to, ze wzgledu na skuteczno$¢ procedury, za optymalne warunki transdukcji komé-
rek B16(F10) uznano podawanie wektorow w dawce 10 IU/komoérke oraz inkubacje
przez 24 h.

Poréwnanie wydajnosci transdukcji wskazuje, ze najtatwiej wprowadzi¢ trans-
gen za pomocg wektoréow adenowirusowych do linii COS-7 oraz komoérek $réd-
btonka — HUVEC i HMEC-1. Zastosowanie dawki 1 [U/komoérke pozwala bowiem na
uzyskanie 30-40% wydajnosci. W tych samych warunkach skuteczno$¢ trandukgji li-
nii NIH 3T3 i HaCaT wynosi okofo 10%. Najgorzej transdukowana linig jest natomiast
B16(F10), dla ktorej wydajnos¢ w przy dawce 1 IU/komorke jest mniejsza niz 1%
(rys. 13).

3.2. Wpltyw Adp-gal na produkcj¢ cytokin prozapalnych

Infekcja wirusowa jest procesem aktywujacym wiele kinaz i czynnikéw tran-
skrypcyjnych, co moze utrudniac¢ interpretacje wynikow przy badaniu skutkéw nad-
ekspresji transgenu. Dlatego sprawdzono wpiyw Ad-gal na proliferacje i produkcje
cytokin przez transdukowane komorki.

Poziom proliferacji komérek zmierzono testem inkorporacji BrdU. Na rysunku
14 pokazano wyniki uzyskane dla keratynocytéw HaCaT. Stwierdzono, ze infekcja
wirusowa nie ma wptywu na ich podziaty — jedynie w przypadku najwyzszej dawki
AdB-gal mozna zaobserwowac spadek proliferacji o ok. 20%. Bardzo podobne wyniki
uzyskano dla HMEC-1 i B16(F10), natomiast dla komérek HUVEC, COS-7 i NIH 3T3
nie zaobserwowano zadnego wplywu nawet najwyzszej dawki wektoréw (dane nie
pokazane).

Aby zmierzy¢ synteze cytokin prozapalnych przez transdukowane komorki, zba-
dano testem ELISA poziom TNF i IL-6 w mediach hodowlanych. Nie zaobserwowano
produkgcji TNF przez zadng z badanych linii. Komérki B16(F10) i NIH3T3 nie produko-
waly takze mierzalnych ilosci IL-6. W przypadku pozostatych linii poziom uwalnianej
do medium IL-6 przez komoérki nietransdukowane wahat sie od 200 pg/mL w hodow-
lach HMEC-1 do 2,5 ng/mL w hodowlach HUVEC. We wszystkich tych liniach,
podanie najwyzszej dawki wektora (100 IU/komérke) wywotywato wzrost syntezy
IL-6, szczegdblnie wyrazny w HMEC-1. Statystycznie istotne zwiekszenie produkgji
obserwowano takze w hodowlach HUVEC i HaCaT, nawet przy nizszej dawce wekto-
row (10 IU/komoérke).

4. Dyskusja

Poniewaz zwiagzanie AdV do powierzchni komérki jest krytycznym etapem pod-
czas jego internalizacji, liczba pierwszo- i drugorzedowych receptoréw AdV (biatek
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CAR i integryn) na powierzchni komoérek to praktycznie jedyny czynnik decydujgcy
o tropizmie wektora w kierunku danej tkanki i jej wydajnej transdukgji (1,4-6). Cho¢
receptory te wystepujg powszechnie, poziom ich ekspresji zalezy od typu komérek
(11,12), stopnia ich zréznicowania (2,9,10), zageszczenia komoérek w hodowli (13)
czy gatunku (21) i moze by¢ r6zny nawet dla komorek o podobnym pochodzeniu hi-
stologicznym (6).

Informacje zawarte w réznych publikacjach na temat metod transdukcji komo-
rek wektorami adenowirusowymi, bywaja sprzeczne (9,21). Dlatego aby stosowac
wydajng transdukcje za pomoca AdV, konieczna jest optymalizacja procedury dla
kazdego typu komorek. Zgodnie z wczesniejszymi pracami wektory AdV skutecznie
transdukujg wszystkie badane przez komorki — linie srédbtonkowe (HUVEC i HMEC-1)
(3,13,22), fibroblasty (COS-7 i NIH 3T3) (4,23,24), komérki nowotworowe (B16(F10))
(11,12) oraz ludzkie keratynocyty (HaCaT) (5,11,25).

Ze wzgledu na obserwowana przez nas wydajno$¢ transdukgji (rys. 13), badane
linie komérkowe mozna podzieli¢ na tatwo transdukowane przy uzyciu AdV, takie
jak COS-7 (rys. 5), HUVEC (rys. 1) i HMEC-1 (rys. 3), $rednio transdukowane — NIH
3T3 (rys. 7) i HaCaT (rys. 9), oraz trudno transdukowane — B16(F10) (rys. 11). Infek-
cja przy warto$ci MOI 10 IU/komoérke w przypadku linii fatwo ulegajacych transduk-
¢ji zapewniata wydajnos¢ 100%. Jest to zgodne z dotychczasowymi doniesieniami,
ktore w wiekszosci pokazujg efektywng infekcje komorek srodbtonka przez AdV
(3,22,23), cho¢ na podstawie niektorych badan sugeruje sie, ze transdukcja moze
by¢ utrudniona przy matej gestosci hodowli i przy wysokim zréznicowaniu komorek
(13). Stosunkowo staba wydajnos$¢ transdukcji komoérek NIH 3T3 to wynik niskiej
ekspresji zaréwno integryn jak i receptoréw CAR na ich powierzchni (odpowiednio
10% i 102 receptoréw na komoérke), 10 razy mniejszej niz w przypadku fibroblastow
COS-7 (10,23). Dlatego, cho¢ NIH 3T3 ulegajg transdukcji (24,25), jej stopien nie jest
az tak wysoki jak w przypadku innych linii (4). Potwierdzajg to takze nasze wyniki.
Jedna z najtrudniej infekowanych linii sg jednak komorki czerniaka, B16(F10)
(11,12), ktére w naszych badaniach potrzebowaly srednio 10 razy wyzszej dawki
wektora niz inne komorki, aby osiaggnac¢ 90% wydajnosci. Powodem tego jest praw-
dopodobnie typowa dla komoérek czerniaka niska ekspresja integryny o, fs i recep-
torow CAR (26,27).

W dotychczasowych badaniach wskazywano, ze wydluzenie czasu inkubacji
wektorow z komorkami zwieksza wydajnos¢ transdukcji (20,24). Rowniez w na-
szych doswiadczeniach zwiekszenie czasu inkubacji prowadzito do zwiekszenia wy-
dajnosci w liniach HUVEC, HMEC-1 i COS-7 (por. rys. 1B,3B,5B). Nie zaobserwowalis-
my natomiast podobnego wzrostu w liniach gorzej transdukowanych B16(F10), NIH
3T3 i HaCaT, (por. rys. 11B,7B,9B).

Transdukcja AdV, szczegoélnie przy zastosowaniu wysokich mian wektora, moze
wywotywac¢ apoptoze komérek (1,16). Dlatego sprawdzilismy, w jaki sposéb infek-
cja wirusowa przy réznych MOI i réznych czasach inkubacji wplywa na przezywal-
nos$¢ komorek. Wyniki testow redukcji MTT i aktywno$ci LDH nie zawsze pozosta-

BIOTECHNOLOGIA 3 (78) 123-140 2007 137



Magdalena Stopa, J6zef Dulak, Alicja Jozkowicz

waly ze sobg w zgodzie. Podczas gdy test redukcji MTT pokazywal, ze infekcja
Adp-gal nie wptywa na zywotnos$¢ komoérek, wyniki testu aktywnosci LDH zawsze
sugerowaly cytotoksycznos¢, zarowno dla MOI 100 jak i MOI 10. RozbieznoSci
moga wynika¢ z odmiennych zasad dziatania obu testéw. Test aktywnos$ci LDH mie-
rzy wyciek dehydrogenazy mleczanowej, wynikajacy z uszkodzenia bfony komérko-
wej. Test redukcji MTT mierzy natomiast aktywnos$¢ dehydrogenaz mitochondrial-
nych. Moze by¢ ona obnizona na skutek zwiekszonej $miertelnosci w hodowli, réw-
noczesnie jednak moze by¢ podwyzszona w wyniku aktywacji komorek (28). Te dwa
czynniki, jak sie wydaje, dzialajg jednoczesnie w przypadku infekcji Adp-gal, spra-
wiajac, ze test redukcji MTT nie wykazuje zmiany przezywalnoSci.

Wyniki pomiaréw aktywnos$ci LDH i redukcji MTT wskazuja, ze najwyzsza dawka
Adp-gal (100 IU/komoérke) jest cytotoksyczna, jednak dawki wybrane jako optymalne
pozwalaty na bardzo skuteczng transdukcje bez znacznego wptywu na $miertelnos¢.
Wyijatkiem jest linia B16(F10) dla ktoérej zastosowanie skutecznej dawki wigzato sie
ze znaczacym spadkiem przezywalnosci komoérek. Co wazne, przediuzenie czasu
adsorpcji wektora, mogace zwieksza¢ skutecznos$¢ transdukgji, nie miato istotnego
wplywu na zywotno$¢ hodowli. Jedyna linig, dla ktérej dtugi czas adsorpcji byt nie-
korzystny jest COS-7.

Infekcja adenowirusami oraz wektorami AdV moze pobudza¢ w komoérkach eks-
presje regulatoréw wzrostu, wptywac na funkcje cytoszkieletu i wywotywa¢ produk-
cje cytokin (17,29,30), co powaznie utrudnia interpretacje wynikow doswiadczen.
Dlatego sprawdziliSmy czy podanie wektorow Adp-gal wptywa na proliferacje komé-
rek oraz czy indukuje synteze dwoch waznych cytokin prozapalnych TNF i IL-6. Oka-
zalo sie, ze w naszych warunkach doswiadczalnych wektory adenowirusowe nie
wplywaja na proliferacje. Zmniejszona inkorporacja BrdU obserwowana w przypad-
ku zastosowania najwyzszej dawki Adp-gal, wynikata nie tyle z zahamowania po-
dziatéw, co ze zmniejszong zywotnoscig komoérek (rys. 14).
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Rys. 14. Proliferacja komoérek HaCaT po infekcji przy ré6znych MOI, dla ré6znych czaséw inkubacji.
Wyniki przedstawiono jako procent wartosci uzyskanych dla komérek kontrolnych (nie infekowanych).
Kazdy stupek reprezentuje srednig + SD.
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Rys. 15. Produkgcja IL-6 przez rézne linie komoérkowe, podczas infekcji dwoma najwyzszymi dawka-
mi Adf-gal (101 100 MOI, czas inkubacji — adsorpcji 24 h). Kazdy stupek reprezentuje Srednia = SD.

Infekcja AdV w ciggu kilkunastu minut aktywuje w komérkach czynnik NFkB,
ktory z kolei nasila synteze cytokin, w szczego6lnosci TNF i IL-6 (1). Moze to powo-
dowac gwaltowna reakcje zapalna (1,17,29,31). Badane komérki, zaréowno kontrol-
ne jak i transdukowane, nie syntetyzowaly mierzalnych ilosci TNF. Produkcje IL-6
zaobserwowano natomiast w liniach HMEC-1, HUVEC, HaCaT i COS-7 (rys. 15). Po-
twierdza to dotychczasowe doniesienia, ze keratynocyty, fibroblasty, a przede
wszystkim $rodbtonki produkujg IL-6 w odpowiedzi na rézne czynniki (29,32). Co
istotne, indukgcja IL-6 czesto osiggata maksymalne wartosci juz dla dawki 10 1U/ko-
moérke. Na podstawie tych wynikow pokazuje sie, ze przy stosowaniu wektorow
adenowirusowych nalezy zawsze stosowaé wektory kontrolne i zachowac¢ ostro-
zno$¢ przy interpretacji wynikow, zwlaszcza przy badaniu funkcji komorek, ktore
moga by¢ modyfikowane przez IL-6.

Przedstawione doswiadczenia umozliwily wybér optymalnych warunkéw do wy-
dajnej transdukgcji ré6znych linii komérkowych. Optymalizacja metod pozwolita na
prowadzenie dalszych doswiadczen z wykorzystaniem wektoréw AdV do uzyskiwa-
nia nadekpresji transgenéw i badania ich funkgji in vitro.
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