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S u m m a r y

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 �-galactosidase (Ad�-gal). We optimised
the adsorption time and dose of Ad�-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 Ad�-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. Wstêp

Proces wnikania do komórki adenowirusów (Ad) i wektorów
adenowirusowych (AdV) odbywa siê za poœrednictwem pierw-
szorzêdowych receptorów CAR (ang. coxackie and adenoviral re-

ceptor) i drugorzêdowych receptorów integrynowych (1-3). Po-
ziom ekspresji obu typów receptorów decyduje o wydajnoœci
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infekcji. Komórki, które s¹ trudne do transdukcji za pomoc¹ AdV, maj¹ ma³o lub nie
posiadaj¹ w ogóle bia³ek CAR na powierzchni, co sugeruje, ¿e receptory te s¹
najwa¿niejsze dla wydajnej infekcji, tak in vitro jak i in vivo (1,4-6). Dodatkowe czyn-
niki wp³ywaj¹ce na skutecznoœæ transdukcji w warunkach in vitro to liczba i wielkoœæ
infekowanych komórek oraz sk³ad i lepkoœæ medium (7). In vivo natomiast, najwa¿-
niejsz¹ rolê odgrywaj¹ bariery anatomiczne (8).

Na efektywnoœæ wnikania adenowirusów do komórki wp³ywaj¹ tak¿e integryny,
a ich brak znacz¹co obni¿a wydajnoœæ transdukcji (4,9). S¹ to jednak bia³ka po-
wszechnie wystêpuj¹ce na powierzchni komórek, dlatego nie maj¹ du¿ego znacze-
nia dla tropizmu AdV (10). Na przyk³ad pierwotne fibroblasty mimo wysokiego po-
ziomu integryn transdukuj¹ siê s³abo, co jest spowodowane nisk¹ ekspresj¹ CAR (4).
Inne komórki, o znikomej lub kompletnie zahamowanej ekspresji CAR, to komórki
hematopoetyczne, pierwotne komórki rakowe, komórki dendrytyczne i komórki
krwi, w tym limfocyty B i T (1,2,9,11,12). Ponadto ekspresja CAR (a co za tym idzie –
tropizm Ad) mo¿e siê zmieniaæ w zale¿noœci od stopnia rozwoju tkanki – niewiele
receptorów wykrywa siê m.in. na zró¿nicowanych miêœniach szkieletowych i g³ad-
kich, czy zró¿nicowanym nab³onku oddechowym (1,2,9,10). Na jej poziom wp³ywa
tak¿e konfluencja komórek – np. na œródb³onkach HUVEC liczba receptorów wzra-
sta wraz z gêstoœci¹ hodowli (13). Co wiêcej, ró¿nice w ekspresji CAR mog¹ wystê-
powaæ nawet w obrêbie linii komórkowych o tym samym pochodzeniu histologicz-
nym (6).

Problemy wynikaj¹ce ze zró¿nicowanego poziomu ekspresji CAR mog¹ zostaæ
rozwi¹zane poprzez stosowanie serotypów adenowirusów wi¹¿¹cych siê z innymi
receptorami (np. Ad35 dla komórek hematopoetycznych (14)), czy dziêki modyfika-
cjom kapsydu wirusowego powoduj¹cym zmianê jego tropizmu (1,15-17). Nie nale-
¿y ponadto zapominaæ, ¿e mimo trudnoœci w infekcji niektórych typów tkanek, AdV
transdukuj¹ linie komórkowe i organy, które czêsto s¹ niedostêpne dla innych me-
tod wprowadzania genów. Jest to mo¿liwe dziêki obecnoœci CAR w trzustce, mózgu,
sercu, grasicy, œledzionie, nerkach, miêœniach, prostacie, j¹drach, p³ucach, komór-
kach uk³adu krwionoœnego, pokarmowego, oddechowego czy nerwowego (1,2,17,
18). Sugerowano tak¿e mo¿liwoœæ wnikania wektorów do komórek jedynie dziêki
receptorom integrynowym, a przy wysokiej liczbie cz¹stek wirusowych przypada-
j¹cych na jedn¹ komórkê (MOI, ang. multiplicity of infection) nawet bez udzia³u ¿ad-
nych receptorów (4,9). Mo¿e to dodatkowo poszerzyæ zastosowania AdV.

Wydajnoœæ transdukcji AdV jest odmienna dla ró¿nych linii komórkowych, dla
komórek tego samego typu nale¿¹cych do ró¿nych gatunków, a nawet dla tej samej
linii komórkowej hodowanej w ró¿nych warunkach (1,11,13,17,18). Na jej poziom
mo¿na jednak wp³ywaæ, stosuj¹c ró¿ne dawki AdV oraz ró¿ne czasy adsorpcji
(19,20). W prezentowanej pracy przedstawiono optymalizacjê tych dwóch czynni-
ków dla wybranych linii komórkowych, wykorzystuj¹c wektory adenowirusowe za-
wieraj¹ce gen �-galaktozydazy (Ad�-gal). Nale¿y te¿ pamiêtaæ, ¿e transdukcja AdV
nie jest procesem obojêtnym dla komórki, lecz aktywuje wiele szlaków metabolicz-
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nych, zw³aszcza tych odpowiedzialnych za indukcjê odpowiedzi zapalnej. Dlatego
zbadano tak¿e wp³yw Ad�-gal na proliferacjê komórek i produkcjê najwa¿niejszych
cytokin.

2. Materia³y i metody

2.1. Hodowle komórkowe

Efektywnoœæ transdukcji badana by³a dla siedmiu linii komórkowych: NIH 3T3
(mysie fibroblasty), COS-7 (ma³pie fibroblasty), HaCaT (ludzkie keratynocyty), HMEC-1
(ludzkie mikronaczyniowe komórki œródb³onka), HUVEC (ludzkie komórki œródb³on-
ka ¿y³y pêpowinowej) oraz B16(F10) (komórki mysiego czerniaka). Wykorzystywano
nastêpuj¹ce po¿ywki hodowlane (PAA Laboratories) zawieraj¹ce streptomycynê
(10 �g/mL) i penicylinê (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 �g/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�-gal

Do transdukcji wykorzystano wektory adenowirusowe z genem reporterowym
�-galaktozydazy i mianie 108 IU/mL. Proces produkcji oraz oznaczania miana przed-
stawiony zosta³ w artykule Produkcja wektorów adenowirusowych pierwszej generacji –

optymalizacja metody w tym numerze „Biotechnologii”.

2.3. Infekcja badanych linii komórkowych

W celu zbadania wydajnoœci poziomu transdukcji oraz ¿ywotnoœci i proliferacji
infekowanych komórek, na dzieñ przed rozpoczêciem eksperymentu komórki wy-
siewano na p³ytkê 96-do³kow¹ w liczbie 10 000 komórek/do³ek (do zbadania wydaj-
noœci transdukcji i ¿ywotnoœci komórek) lub 5000 komórek/do³ek (do zbadania pro-
liferacji). Infekcji dokonywano przy ró¿nych wartoœciach MOI (od 0,01 do 100 IU/ko-
mórkê). Podawano na komórki odpowiedni¹ iloœæ zawiesiny wirusowej w 40 �L me-
dium hodowlanego, inkubowano w 37°C przez 1,5, 5, 8 lub 24 h, a nastêpnie doda-
wano 60 �L czystego medium hodowlanego. Wydajnoœæ transdukcji, ¿ywotnoœæ
oraz proliferacjê komórek sprawdzano po 48 h od momentu infekcji.

W celu okreœlenia produkcji cytokin prozapalnych, komórki wysiewano na p³yt-
kê 24-do³kow¹ w liczbie 60 000 komórek/do³ek, infekowano MOI wynosz¹cym 100
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oraz 10 IU/komórkê, podaj¹c odpowiedni¹ iloœæ zawiesiny wirusowej w 240 �L me-
dium hodowlanego. Po 24-godzinnej inkubacji dodawano 360 �L œwie¿ego medium
hodowlanego, a po dalszych 24 h zbierano medium do oznaczeñ. Doœwiadczenia
przeprowadzano w duplikatach.

2.4. Sprawdzanie wydajnoœci transdukcji

Efektywnoœæ transdukcji sprawdzano poprzez badanie ekspresji �-galaktozydazy
testem barwienia in situ – komórki utrwalano 0,25% aldehydem glutarowym (Appli-
Chem), a nastêpnie podawano syntetyczny substrat �-galaktozydazy – X-gal (Appli-
Chem). Komórki wykazuj¹ce ekspresjê �-galaktozydazy wybarwia³y siê na kolor nie-
bieski. W celu iloœciowego ocenienia wydajnoœci transdukcji, liczono komórki pozy-
tywne, znajduj¹ce siê w 10 losowo wybranych polach widzenia mikroskopu. Do zli-
czeñ u¿ywano programu ImageJ (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 ¿ywotnoœci komórek – test MTT

48 h po infekcji œci¹gano medium infekcyjne znad komórek i podawano na nie
100 �L roztworu soli tetrazolowej (thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma) w stê-
¿eniu 0,5 mg/mL, rozpuszczonej w medium hodowlanym. Komórki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 2-3 h, do momentu zredukowania soli tetrazolowej
i wytworzenia kryszta³ów formazanu. Kryszta³ki rozpuszczano w roztworze lizuj¹-
cym (50% DMF i 5% SDS w wodzie) i dokonywano spektrofotometrycznego odczytu
absorbancji przy d³ugoœci fali 563 nm. Wszystkie wyniki przedstawiono jako pro-
cent kontroli (kontrolê stanowi³y komórki nie infekowane).

2.6. Badanie ¿ywotnoœci komórek – test LDH

¯ywotnoœæ okreœlano 48 h po infekcji testem CytoTox 96® (Promega), poprzez
pomiar aktywnoœæ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwalnianej do medium ho-
dowlanego. Test wykonywano zgodnie ze wskazówkami producenta.

2.7. Pomiar proliferacji komórek

Proliferacjê komórek badano 48 h po infekcji poprzez oznaczanie inkorporacji do
DNA bromodeoksyurydyny (BrdU). Wykorzystywano przy tym test Cell Proliferation
ELISA BrdU (Roche), który przeprowadzano zgodnie ze wskazówkami producenta.
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2.8. Oznaczenie stê¿enia czynnika nekrozy nowotworów (TNF, ang. tumor
necrosis factor) i interleukiny-6 (IL-6, ang. interleukin-6)

Oznaczenia przeprowadzano zgodnie ze wskazówkami producenta w mediach
zebranych znad komórek 48 h po infekcji, wykorzystuj¹c zestawy DuoSet® ELISA
(R&D Systems) z przeciwcia³ami rozpoznaj¹cymi mysi i ludzki TNF oraz mysi¹
i ludzk¹ IL-6.

2.9. Analiza statystyczna

Wszystkie doœwiadczenia wykonywane by³y w duplikatach. Wyniki przedstawio-
ne s¹ jako œrednia ± SD. Istotnoœæ statystyczn¹ sprawdzano testem t-studenta (dla
dwóch próbek) lub analiz¹ wariancji ANOVA z testem Tukeya (dla kilku próbek). Jako
istotne statystycznie uznawano wyniki dla p < 0,05.

3. Wyniki

3.1. Optymalizacja warunków transdukcji

W celu zoptymalizowania warunków infekcji komórek docelowych, zbadano wy-
dajnoœæ transdukcji linii HUVEC, HMEC-1, NIH 3T3, COS-7, HaCaT i B16(F10) ró¿ny-
mi MOI (0,1 – 100 IU/komórkê) i przy ró¿nych czasach inkubacji z minimaln¹ objê-
toœci¹ medium (1,5, 5, 8, 24 h). Sprawdzano ponadto wp³yw stosowanych procedur
infekcji na prze¿ywalnoœæ komórek za pomoc¹ testu MTT i LDH.

Wydajnoœæ transdukcji wszystkich linii zale¿a³a przede wszystkim od dawki wek-
tora. W przypadku HUVEC zastosowanie MOI 100 i 10 IU/komórkê pozwala³o na
wprowadzenie transgenu do wszystkich komórek (rys. 1). Przy dawce 1 IU/komórkê
uzyskiwano ok. 40% wydajnoœci transdukcji, zaœ zmniejszenie dawki do 0,1 IU/ko-
mórkê pozwala³o na stransdukowanie jedynie kilku procent komórek. Przy niskich
dawkach (0,1 i 1 IU/komórkê) mo¿na by³o znacz¹co poprawiæ wydajnoœæ transduk-
cji, wyd³u¿aj¹c czas adsorpcji wektora, czyli inkubacjê w minimalnej objêtoœci me-
dium hodowlanego.

Na podstawie wyników testu MTT sugeruje siê, ¿e infekcja Ad�-gal w dawce
100 IU/komórkê powoduje obni¿enie ¿ywotnoœci HUVEC (rys. 2A), choæ wp³yw ten
nie jest silny. Jednoczeœnie test LDH, dla dwóch najwy¿szych dawek potwierdza
wzrost iloœci martwych komórek (rys. 2B). Co istotne, oba testy wskazuj¹, ¿e
wyd³u¿anie czasu adsorpcji nie wp³ywa znacz¹co na ¿ywotnoœæ hodowli. Dlatego,
bior¹c pod uwagê efektywnoœæ procesu, za optymaln¹ metodê transdukcji HUVEC
wektorami adenowirusowymi uznano zastosowanie MOI 10 IU/komórkê i 24 h in-
kubacji.
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Rys. 1. Wydajnoœæ transdukcji komórek HUVEC Ad�-gal. (A) Przyk³adowe zdjêcia po transdukcji HU-
VEC ró¿nymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wp³yw czasu inkubacji na wydajnoœæ transdukcji – œrednia liczba
transdukowanych komórek na pole widzenia ± SD.

Rys. 2. Prze¿ywalnoœæ komórek HUVEC sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoœci
LDH (B). Wyniki (dla ró¿nych MOI i ró¿nych czasów inkubacji) przedstawione jako procent wartoœci uzy-
skanych dla komórek kontrolnych (nie infekowanych). Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.
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Rys. 3. Wydajnoœæ transdukcji komórek HMEC-1 Ad�-gal. (A) Przyk³adowe zdjêcia po transdukcji
HMEC-1 ró¿nymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wp³yw czasu inkubacji na wydajnoœæ transdukcji – œrednia
liczba transdukowanych komórek na pole widzenia ± SD.

Rys. 4. Prze¿ywalnoœæ komórek HMEC-1 sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoœci
LDH (B). Wyniki (dla ró¿nych MOI i ró¿nych czasów inkubacji) przedstawione jako procent wartoœci uzy-
skanych dla komórek kontrolnych (nie infekowanych). Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.



Drug¹ z testowanych linii œródb³onkowych by³y komórki HMEC-1. Równie¿
w tym przypadku wydajnoœæ transdukcji dla dawek 100 i 10 IU/komórkê wynosi
100% (rys. 3). Ni¿sze dawki by³y jednak mniej efektywne, daj¹c maksymalnie oko³o
30% transdukcji dla 1 IU/komórkê i 2% dla 0,1 IU/komórkê. Wyd³u¿enie czasu adsorp-
cji wektora do maksymalnej wartoœci 24 h nie wp³ywa³o istotnie na wydajnoœæ
transdukcji, choæ nieznaczny wzrost liczby pozytywnych komórek przy najd³u¿szym
czasie inkubacji sugeruje tak¹ tendencjê (rys. 3B).

Na podstawie testu MTT wskazuje siê, ¿e infekcja Ad�-gal nie obni¿a ¿ywotnoœci
HMEC-1 (rys. 4A), a mo¿e nawet aktywowaæ dehydrogenazy mitochondrialne powy-
¿ej poziomu typowego dla komórek kontrolnych. Wyniki testu LDH œwiadcz¹ jed-
nak, ¿e dawki 10 i 100 IU/komórkê mog¹ byæ toksyczne (rys. 4B). Ze wzglêdu na sku-
tecznoœæ procedury, mimo obserwowanego zwiêkszenia uwalniania LDH w komór-
kach, optymalne warunki transdukcji dla HMEC-1 zosta³y ustalone podobnie jak dla
HUVEC na 10 IU/komórkê i 24 h inkubacji.

Na rysunkach 5 i 6 prezentowane s¹ wyniki dla komórek COS-7, kolejnej linii dla
której wydajnoœæ transdukcji przy dawkach 100 i 10 IU/komórkê wynosi 100%
(rys. 5). Równie¿ dla ni¿szych MOI efektywnoœæ jest doœæ wysoka (ok. 40% dla
1 IU/komórkê i ok. 2% dla 0,1 IU/komórkê) i mo¿e byæ znacz¹co poprawiona przy za-
stosowaniu d³u¿szych czasów adsorpcji wektora, szczególnie dla dawki 1 IU/komór-
kê (rys. 5B).

Na podstawie wyników testu LDH wskazuje siê, ¿e wirusy w dawce 10 i 100
IU/komórkê zwiêkszaj¹ œmiertelnoœæ, zw³aszcza przy wyd³u¿eniu czasu inkubacji.
Natomiast na podstawie testu MTT sugeruje siê aktywacjê dehydrogenaz mitochon-
drialnych w komórkach COS-7 nara¿onych na kontakt z wektorem (rys. 6). Na pod-
stawie oceny skutecznoœci i toksycznoœci procedury, za optymalne warunki
transdukcji uznano inkubacjê komórek COS-7 przez 8 h z wektorami adenowiruso-
wymi w dawce 10 IU/komórkê.

Wydajnoœæ transdukcji fibroblastów NIH 3T3 i keratynocytów HaCaT jest bardzo
podobna i siêga 100% (dla 100 IU/komórkê) lub 90% (dla 10 IU/komórkê) (rys. 7,9).
W obu liniach komórkowych ni¿sze dawki wektorów by³y jednak znacznie mniej
skuteczne, daj¹c 10% wydajnoœci transdukcji dla dawki 1 IU/komórkê i 1% dla dawki
0,1 IU/komórkê. Wyd³u¿enie czasu adsorpcji wektorów nie poprawia³o wydajnoœci
transdukcji (rys. 7,9).

Na podstawie wyników testu redukcji MTT sugeruje siê, ¿e infekcja Ad�-gal ob-
ni¿a ¿ywotnoœæ NIH 3T3 o oko³o 10-20%, niezale¿nie od wartoœci MOI i czasu inku-
bacji (rys. 8A). Test aktywnoœci LDH pokazuje jednak, ¿e wysokie dawki wirusów
(zw³aszcza 100 IU/komórkê) mog¹ byæ silnie toksyczne dla fibroblastów (rys. 8B).
U¿ycie wektorów w dawce 100 MOI zmniejsza równie¿ znacz¹co ¿ywotnoœæ komó-
rek HaCaT (rys. 10). Dlatego uznano, ¿e optymalna dawka wektorów do transdukcji
fibroblastów NIH3T3 oraz keratynocytów HaCaT to 10 MOI, a optymalny czas inku-
bacji to 24 h.
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Rys. 5. Wydajnoœæ transdukcji komórek COS-7 Ad�-gal. (A) Przyk³adowe zdjêcia po transdukcji
COS-7 ró¿nymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wp³yw czasu inkubacji na wydajnoœæ transdukcji – œrednia licz-
ba transdukowanych komórek na pole widzenia ± SD.

Rys. 6. Prze¿ywalnoœæ komórek COS-7 sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoœci
LDH (B). Wyniki (dla ró¿nych MOI i ró¿nych czasów inkubacji) przedstawione jako procent wartoœci uzy-
skanych dla komórek kontrolnych (nie infekowanych). Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.
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Rys. 7. Wydajnoœæ transdukcji komórek NIH 3T3 Ad�-gal. (A) Przyk³adowe zdjêcia po transdukcji NIH
3T3 ró¿nymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wp³yw czasu inkubacji na wydajnoœæ transdukcji – œrednia liczba
transdukowanych komórek na pole widzenia ± SD.

Rys. 8. Prze¿ywalnoœæ komórek NIH 3T3 sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoœci
LDH (B). Wyniki (dla ró¿nych MOI i ró¿nych czasów inkubacji) przedstawione jako procent wartoœci uzy-
skanych dla komórek kontrolnych (nie infekowanych). Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.
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Rys. 9. Wydajnoœæ transdukcji komórek HaCaT Ad�-gal. (A) Przyk³adowe zdjêcia po transdukcji Ha-
CaT ró¿nymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wp³yw czasu inkubacji na wydajnoœæ transdukcji – œrednia liczba
transdukowanych komórek na pole widzenia ± SD.

Rys. 10. Prze¿ywalnoœæ komórek HaCaT sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoœci
LDH (B). Wyniki (dla ró¿nych MOI i ró¿nych czasów inkubacji) przedstawione jako procent wartoœci uzy-
skanych dla komórek kontrolnych (nie infekowanych). Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.
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Rys. 11. Wydajnoœæ transdukcji komórek B16(F10) Ad�-gal. (A) Przyk³adowe zdjêcia po transdukcji
B16(F10) ró¿nymi MOI, 24 h inkubacji. (B) Wp³yw czasu inkubacji na wydajnoœæ transdukcji – œrednia
liczba transdukowanych komórek na pole widzenia ± SD.

Rys. 12. Prze¿ywalnoœæ komórek B16(F10) sprawdzona testem redukcji MTT (A) i testem aktywnoœci
LDH (B). Wyniki (dla ró¿nych MOI i ró¿nych czasów inkubacji) przedstawione jako procent wartoœci uzy-
skanych dla komórek kontrolnych (nie infekowanych). Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.



Ostatni¹ badan¹ lini¹ by³y komórki czerniaka B16(F10). Okaza³o siê, ¿e s¹ one
najmniej podatne na transdukcjê wektorami adenowirusowymi i nawet najwy¿sza
dawka Ad�-gal dawa³a jedynie oko³o 90% wydajnoœci (rys. 11). Ni¿sze MOI by³y
znacznie mniej skuteczne – podanie 10 IU/komórkê pozwala³o na transdukcjê naj-
wy¿ej 30% komórek, a zmniejszenie dawki do 1 IU/komórkê umo¿liwia³o zainfeko-
wanie mniej ni¿ 1% komórek. Wyd³u¿enie czasu adsorpcji wektora nie mia³o wp³ywu
na wydajnoœæ transdukcji (rys. 11B).

Na podstawie wyników testu redukcji MTT sugeruje siê, ¿e jedynie infekcja
dawk¹ 100 IU/komórkê obni¿a ¿ywotnoœæ hodowli (rys. 12A). Pomiar aktywnoœci
LDH pokazuje jednak, ¿e œmiertelnoœæ przy najwy¿szej dawce jest bardzo wysoka
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Rys. 13. Porównanie wydajnoœci transdukcji ró¿nych linii komórkowych dla warunków (MOI –
1 lU/komórkê, czas inkubacji – 24 h). Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.



oraz, ¿e równie¿ MOI 10 IU/komórkê mo¿e dzia³aæ cytotoksycznie (rys. 12B). Mimo
to, ze wzglêdu na skutecznoœæ procedury, za optymalne warunki transdukcji komó-
rek B16(F10) uznano podawanie wektorów w dawce 10 IU/komórkê oraz inkubacjê
przez 24 h.

Porównanie wydajnoœci transdukcji wskazuje, ¿e naj³atwiej wprowadziæ trans-
gen za pomoc¹ wektorów adenowirusowych do linii COS-7 oraz komórek œród-
b³onka – HUVEC i HMEC-1. Zastosowanie dawki 1 IU/komórkê pozwala bowiem na
uzyskanie 30-40% wydajnoœci. W tych samych warunkach skutecznoœæ trandukcji li-
nii NIH 3T3 i HaCaT wynosi oko³o 10%. Najgorzej transdukowan¹ lini¹ jest natomiast
B16(F10), dla której wydajnoœæ w przy dawce 1 IU/komórkê jest mniejsza ni¿ 1%
(rys. 13).

3.2. Wp³yw Ad�-gal na produkcjê cytokin prozapalnych

Infekcja wirusowa jest procesem aktywuj¹cym wiele kinaz i czynników tran-
skrypcyjnych, co mo¿e utrudniaæ interpretacjê wyników przy badaniu skutków nad-
ekspresji transgenu. Dlatego sprawdzono wp³yw Ad�-gal na proliferacjê i produkcjê
cytokin przez transdukowane komórki.

Poziom proliferacji komórek zmierzono testem inkorporacji BrdU. Na rysunku
14 pokazano wyniki uzyskane dla keratynocytów HaCaT. Stwierdzono, ¿e infekcja
wirusowa nie ma wp³ywu na ich podzia³y – jedynie w przypadku najwy¿szej dawki
Ad�-gal mo¿na zaobserwowaæ spadek proliferacji o ok. 20%. Bardzo podobne wyniki
uzyskano dla HMEC-1 i B16(F10), natomiast dla komórek HUVEC, COS-7 i NIH 3T3
nie zaobserwowano ¿adnego wp³ywu nawet najwy¿szej dawki wektorów (dane nie
pokazane).

Aby zmierzyæ syntezê cytokin prozapalnych przez transdukowane komórki, zba-
dano testem ELISA poziom TNF i IL-6 w mediach hodowlanych. Nie zaobserwowano
produkcji TNF przez ¿adn¹ z badanych linii. Komórki B16(F10) i NIH3T3 nie produko-
wa³y tak¿e mierzalnych iloœci IL-6. W przypadku pozosta³ych linii poziom uwalnianej
do medium IL-6 przez komórki nietransdukowane waha³ siê od 200 pg/mL w hodow-
lach HMEC-1 do 2,5 ng/mL w hodowlach HUVEC. We wszystkich tych liniach,
podanie najwy¿szej dawki wektora (100 IU/komórkê) wywo³ywa³o wzrost syntezy
IL-6, szczególnie wyraŸny w HMEC-1. Statystycznie istotne zwiêkszenie produkcji
obserwowano tak¿e w hodowlach HUVEC i HaCaT, nawet przy ni¿szej dawce wekto-
rów (10 IU/komórkê).

4. Dyskusja

Poniewa¿ zwi¹zanie AdV do powierzchni komórki jest krytycznym etapem pod-
czas jego internalizacji, liczba pierwszo- i drugorzêdowych receptorów AdV (bia³ek
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CAR i integryn) na powierzchni komórek to praktycznie jedyny czynnik decyduj¹cy
o tropizmie wektora w kierunku danej tkanki i jej wydajnej transdukcji (1,4-6). Choæ
receptory te wystêpuj¹ powszechnie, poziom ich ekspresji zale¿y od typu komórek
(11,12), stopnia ich zró¿nicowania (2,9,10), zagêszczenia komórek w hodowli (13)
czy gatunku (21) i mo¿e byæ ró¿ny nawet dla komórek o podobnym pochodzeniu hi-
stologicznym (6).

Informacje zawarte w ró¿nych publikacjach na temat metod transdukcji komó-
rek wektorami adenowirusowymi, bywaj¹ sprzeczne (9,21). Dlatego aby stosowaæ
wydajn¹ transdukcjê za pomoc¹ AdV, konieczna jest optymalizacja procedury dla
ka¿dego typu komórek. Zgodnie z wczeœniejszymi pracami wektory AdV skutecznie
transdukuj¹ wszystkie badane przez komórki – linie œródb³onkowe (HUVEC i HMEC-1)
(3,13,22), fibroblasty (COS-7 i NIH 3T3) (4,23,24), komórki nowotworowe (B16(F10))
(11,12) oraz ludzkie keratynocyty (HaCaT) (5,11,25).

Ze wzglêdu na obserwowan¹ przez nas wydajnoœæ transdukcji (rys. 13), badane
linie komórkowe mo¿na podzieliæ na ³atwo transdukowane przy u¿yciu AdV, takie
jak COS-7 (rys. 5), HUVEC (rys. 1) i HMEC-1 (rys. 3), œrednio transdukowane – NIH
3T3 (rys. 7) i HaCaT (rys. 9), oraz trudno transdukowane – B16(F10) (rys. 11). Infek-
cja przy wartoœci MOI 10 IU/komórkê w przypadku linii ³atwo ulegaj¹cych transduk-
cji zapewnia³a wydajnoœæ 100%. Jest to zgodne z dotychczasowymi doniesieniami,
które w wiêkszoœci pokazuj¹ efektywn¹ infekcjê komórek œródb³onka przez AdV
(3,22,23), choæ na podstawie niektórych badañ sugeruje siê, ¿e transdukcja mo¿e
byæ utrudniona przy ma³ej gêstoœci hodowli i przy wysokim zró¿nicowaniu komórek
(13). Stosunkowo s³aba wydajnoœæ transdukcji komórek NIH 3T3 to wynik niskiej
ekspresji zarówno integryn jak i receptorów CAR na ich powierzchni (odpowiednio
104 i 102 receptorów na komórkê), 10 razy mniejszej ni¿ w przypadku fibroblastów
COS-7 (10,23). Dlatego, choæ NIH 3T3 ulegaj¹ transdukcji (24,25), jej stopieñ nie jest
a¿ tak wysoki jak w przypadku innych linii (4). Potwierdzaj¹ to tak¿e nasze wyniki.
Jedn¹ z najtrudniej infekowanych linii s¹ jednak komórki czerniaka, B16(F10)
(11,12), które w naszych badaniach potrzebowa³y œrednio 10 razy wy¿szej dawki
wektora ni¿ inne komórki, aby osi¹gn¹æ 90% wydajnoœci. Powodem tego jest praw-
dopodobnie typowa dla komórek czerniaka niska ekspresja integryny �v�5 i recep-
torów CAR (26,27).

W dotychczasowych badaniach wskazywano, ¿e wyd³u¿enie czasu inkubacji
wektorów z komórkami zwiêksza wydajnoœæ transdukcji (20,24). Równie¿ w na-
szych doœwiadczeniach zwiêkszenie czasu inkubacji prowadzi³o do zwiêkszenia wy-
dajnoœci w liniach HUVEC, HMEC-1 i COS-7 (por. rys. 1B,3B,5B). Nie zaobserwowaliœ-
my natomiast podobnego wzrostu w liniach gorzej transdukowanych B16(F10), NIH
3T3 i HaCaT, (por. rys. 11B,7B,9B).

Transdukcja AdV, szczególnie przy zastosowaniu wysokich mian wektora, mo¿e
wywo³ywaæ apoptozê komórek (1,16). Dlatego sprawdziliœmy, w jaki sposób infek-
cja wirusowa przy ró¿nych MOI i ró¿nych czasach inkubacji wp³ywa na prze¿ywal-
noœæ komórek. Wyniki testów redukcji MTT i aktywnoœci LDH nie zawsze pozosta-
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wa³y ze sob¹ w zgodzie. Podczas gdy test redukcji MTT pokazywa³, ¿e infekcja
Ad�-gal nie wp³ywa na ¿ywotnoœæ komórek, wyniki testu aktywnoœci LDH zawsze
sugerowa³y cytotoksycznoœæ, zarówno dla MOI 100 jak i MOI 10. Rozbie¿noœci
mog¹ wynikaæ z odmiennych zasad dzia³ania obu testów. Test aktywnoœci LDH mie-
rzy wyciek dehydrogenazy mleczanowej, wynikaj¹cy z uszkodzenia b³ony komórko-
wej. Test redukcji MTT mierzy natomiast aktywnoœæ dehydrogenaz mitochondrial-
nych. Mo¿e byæ ona obni¿ona na skutek zwiêkszonej œmiertelnoœci w hodowli, rów-
noczeœnie jednak mo¿e byæ podwy¿szona w wyniku aktywacji komórek (28). Te dwa
czynniki, jak siê wydaje, dzia³aj¹ jednoczeœnie w przypadku infekcji Ad�-gal, spra-
wiaj¹c, ¿e test redukcji MTT nie wykazuje zmiany prze¿ywalnoœci.

Wyniki pomiarów aktywnoœci LDH i redukcji MTT wskazuj¹, ¿e najwy¿sza dawka
Ad�-gal (100 IU/komórkê) jest cytotoksyczna, jednak dawki wybrane jako optymalne
pozwala³y na bardzo skuteczn¹ transdukcjê bez znacznego wp³ywu na œmiertelnoœæ.
Wyj¹tkiem jest linia B16(F10) dla której zastosowanie skutecznej dawki wi¹za³o siê
ze znacz¹cym spadkiem prze¿ywalnoœci komórek. Co wa¿ne, przed³u¿enie czasu
adsorpcji wektora, mog¹ce zwiêkszaæ skutecznoœæ transdukcji, nie mia³o istotnego
wp³ywu na ¿ywotnoœæ hodowli. Jedyn¹ lini¹, dla której d³ugi czas adsorpcji by³ nie-
korzystny jest COS-7.

Infekcja adenowirusami oraz wektorami AdV mo¿e pobudzaæ w komórkach eks-
presjê regulatorów wzrostu, wp³ywaæ na funkcje cytoszkieletu i wywo³ywaæ produk-
cjê cytokin (17,29,30), co powa¿nie utrudnia interpretacjê wyników doœwiadczeñ.
Dlatego sprawdziliœmy czy podanie wektorów Ad�-gal wp³ywa na proliferacjê komó-
rek oraz czy indukuje syntezê dwóch wa¿nych cytokin prozapalnych TNF i IL-6. Oka-
za³o siê, ¿e w naszych warunkach doœwiadczalnych wektory adenowirusowe nie
wp³ywaj¹ na proliferacjê. Zmniejszona inkorporacja BrdU obserwowana w przypad-
ku zastosowania najwy¿szej dawki Ad�-gal, wynika³a nie tyle z zahamowania po-
dzia³ów, co ze zmniejszon¹ ¿ywotnoœci¹ komórek (rys. 14).
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Rys. 14. Proliferacja komórek HaCaT po infekcji przy ró¿nych MOI, dla ró¿nych czasów inkubacji.
Wyniki przedstawiono jako procent wartoœci uzyskanych dla komórek kontrolnych (nie infekowanych).
Ka¿dy s³upek reprezentuje œredni¹ ± SD.



Infekcja AdV w ci¹gu kilkunastu minut aktywuje w komórkach czynnik NF�B,
który z kolei nasila syntezê cytokin, w szczególnoœci TNF i IL-6 (1). Mo¿e to powo-
dowaæ gwa³town¹ reakcjê zapaln¹ (1,17,29,31). Badane komórki, zarówno kontrol-
ne jak i transdukowane, nie syntetyzowa³y mierzalnych iloœci TNF. Produkcjê IL-6
zaobserwowano natomiast w liniach HMEC-1, HUVEC, HaCaT i COS-7 (rys. 15). Po-
twierdza to dotychczasowe doniesienia, ¿e keratynocyty, fibroblasty, a przede
wszystkim œródb³onki produkuj¹ IL-6 w odpowiedzi na ró¿ne czynniki (29,32). Co
istotne, indukcja IL-6 czêsto osi¹ga³a maksymalne wartoœci ju¿ dla dawki 10 IU/ko-
mórkê. Na podstawie tych wyników pokazuje siê, ¿e przy stosowaniu wektorów
adenowirusowych nale¿y zawsze stosowaæ wektory kontrolne i zachowaæ ostro-
¿noœæ przy interpretacji wyników, zw³aszcza przy badaniu funkcji komórek, które
mog¹ byæ modyfikowane przez IL-6.

Przedstawione doœwiadczenia umo¿liwi³y wybór optymalnych warunków do wy-
dajnej transdukcji ró¿nych linii komórkowych. Optymalizacja metod pozwoli³a na
prowadzenie dalszych doœwiadczeñ z wykorzystaniem wektorów AdV do uzyskiwa-
nia nadekpresji transgenów i badania ich funkcji in vitro.
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