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Summary

The paper presents the production of adenoviral vectors (AdV) containing
f-galactosidase (Adf-gal), from the transfer of recombinant viral DNA into pack-
ing cell line (HEK293) to the titration of viral particles. Optimisation of the
methods (preparation of DNA for transfection, adsorption time during the infec-
tion of cells, amount of serum in the medium, time-point of vector isolation) en-
ables obtaining a titer of up to 100 [U/mL.

Adp-gal were titrated with several methods, with -gal in situ staining used
as a reference. We found that the most suitable titration method of the vectors
containing other than reporter genes was the Rapid Titer ELISA kit™.
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1. Wstep

Wektory adenowirusowe (AdV) to bardzo uzyteczne i wydaj-
ne narzedzie transferu genéw do komorek, czesto wykorzysty-
wane w eksperymentalnej terapii genowej (1-3). Cho¢ ogo6lny
schemat produkcji i wykorzystania AdV jest bardzo prosty
(rys. 1) istnieje wiele sposobdw jego realizacji.

Pierwszym etapem konstrukcji wektoréw AdV jest przygoto-
wanie zrekombinowanego wirusowego DNA, zawierajgcego ka-
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sete ekspresyjng z transgenem. Mozna postuzyc¢ sie tu klasycznymi metodami biolo-
gii molekularnej obejmujgcymi uzycie enzymow restrykcyjnych i ligaz, zastosowa-
nie topoizomeraz czy wykorzystanie rekombinacji przeprowadzanej w bakteriach
lub komérkach eukariotycznych (4-6).

Kolejny etap to wprowadzenie przygotowanego DNA do komoérek pakujacych.
Stosuje sie przy tym standardowe metody transfekcji z wykorzystaniem fosforanu
wapnia, liposoméw lub oligodendrymeréw (3,4). W komoérkach tych dochodzi do
wytworzenia kapsydéw adenowirusowych zawierajacych wprowadzony DNA, czyli
do wytworzenia pierwszych wektoréw adenowirusowych. Nastepne etapy produkgji
polegaja juz nie na transfekcji kolejnych komoérek zrekombinowanym DNA, ale na
ich infekowaniu otrzymanymi wczes$niej wektorami. Powtarzanie infekcji na coraz
wiekszg skale pozwala namnaza¢ AdV do coraz wyzszych mian siegajgcych nawet
1013 wirionéw/mL (2,7).

Oprocz wysokiej wydajnosci, metoda produkcji AdV powinna zapewnia¢ odpo-
wiednig jakos¢ otrzymywanych nosnikéw, czyli przede wszystkim brak adenowiru-
séw kompetentnych replikacyjnie (RCA, ang. replication competent adenovirus). RCA
moga powstac poprzez rekombinacje homologiczng miedzy DNA wektora, a regio-
nem E1 komérek linii pakujacej i moga sie namnaza¢ w kazdego typu komorkach,
rowniez tych nie posiadajacych regionu E1 (4,8,9). Mozliwos¢ powstania RCA
w pewnym stopniu ogranicza wysokos$¢ miana AdV jakie mozna otrzymac, poniewaz
im wyzszy pasaz, tym wieksze ryzyko rekombinacji (8). Dlatego tez infekowanie ko-
lejnych kultur komérek linii pakujacej nie moze sie odbywa¢ w nieskonczonos¢.
W celu ograniczenia powstawania RCA rozwinieto linie komoérkowe takie jak
PER.C6, zmniejszajace ryzyko rekombinagji, oraz wprowadzono réznego typu rearan-
zacje do genomu wektora (4,5,8).

Jednym z niezwykle waznych, cho¢ czesto niedocenianych aspektéw namnazania
AdV jest iloSciowe okreslenie ich produkgji i bioaktywnosci (5,7,10). W tym celu ko-
nieczne jest zdefiniowanie dwdch parametréw: liczby czastek wirusowych (VP, ang.
viral particles) oraz jednostek infekcyjnych (IU, ang. infection units). Pierwszy para-
metr moze zosta¢ okreslony za pomoca bezposrednich pomiaréw fizykochemicz-
nych, natomiast do ustalenia drugiego konieczna jest infekcja komorek permisyw-
nych i sprawdzenie biologicznej aktywnos$ci wektora (5,7). Bardzo istotny jest wy-
boér wiarygodnych, miarodajnych i szybkich metod oznaczania obu parametréw (10).

Wsréd technik stosowanych do okreslenia liczby czastek wirusowych wyréznia
sie metode spektrofotometryczng (7,10,11), znakowanie fluorescencyjne DNA wiru-
sowego (5,7,12), real-time PCR (13,14), mikroskopie elektronowa (10,14) oraz meto-
dy chromatograficzne (15,16).

Jedna z najstarszych i najpowszechniej stosowanych technik okreslenia VP jest
metoda spektrofotometryczna, polegajgca na obliczeniu catkowitej liczby czastek
wirusowych na podstawie bezposredniego pomiaru absorbancji przy 260 nm, jaka
ma oczyszczona i potraktowana SDS zawiesina wirusowa (7,11). Znaczacy wplyw na
wynik tego oznaczenia ma jednak spos6b oczyszczania zawiesiny, obecno$¢ niewi-

BIOTECHNOLOGIA 3 (78) 98-122 2007 99



Magdalena Stopa i inni

rusowych kwasow nukleinowych, precypitacja biatek, czy rozpraszanie $wiatta, kto-
re mogg zawyzy¢ lub zanizy¢ oznaczong ilos¢ VP (10,15). Inna metoda jest mikro-
skopia elektronowa, bazujgca na zliczaniu wirionéw widocznych bezposrednio na
obrazie mikroskopowym (10,14). Warto$ci otrzymane na jej podstawie czesto sa
nizsze od tych otrzymanych w metodzie spektrofotometrycznej (10). Liczbe VP moz-
na takze oblicza¢ na podstawie pomiaru ilo$ci wirusowego DNA znakowanego flu-
orescencyjnie za pomocg barwnika PicoGreen. Metoda ta jest nawet 20-krotnie czul-
sza niz metoda spektrofotometryczna, a do pomiaru wystarczy mniejsza objetos¢
zawiesiny wirusowej (5,7,12).

Mozna rowniez dokona¢ oznaczenia liczby VP poprzez identyfikacje biatek kap-
sydu za pomoca metod chromatograficznych (5,7). Jedna z nich jest chromatografia
oparta na adsorbentach anionowymiennych, umozliwiajaca oznaczenie VP przy jed-
noczesnym oczyszczeniu probki (16). Mozna tez stosowac chromatografie odwroéco-
nych faz (RP-HPLC). Obie metody charakteryzujg sie wyzsza nawet do 20 razy czu-
toscig w oznaczaniu VP w poréwnaniu z metoda spektrofotometryczng (15).

Jedna z najczesciej stosowanych metod jest jednak reakcja PCR w czasie rzeczy-
wistym (qPCR), pozwalajaca na fluorescencyjng detekcje namnozonych sekwencji
DNA. Umozliwia ona szybkie, dokladne i powtarzalne oznaczenie VP w minimalnej
ilosci materiatu, z wykorzystaniem krzywej standardowej dla roztworéw o znanej
liczbie kopii DNA (13,14).

Wszystkie te metody majg swoje wady i zalety, zwlaszcza jesli chodzi o czulosé
i fatwos¢ wykonania. W kazdej z nich mozna tez otrzymac fatszywie pozytywne wyni-
ki, wynikajgce z obecnosci wolnego wirusowego DNA, czy nie ztozonych w kapsyd
biatek (13,15). Przede wszystkim jednak pomiary czesto sa prowadzane w r6znych wa-
runkach (np. po zastosowaniu odmiennych sposobéw oczyszczenia zawiesiny wekto-
réw), co utrudnia poréwnanie wartosci VP z r6znych zrodet literaturowych (10).

Trzeba réwniez pamietac, ze okreslenie VP obejmuje zaréwno czastki funkcjo-
nalne jak i niefunkcjonalne (10). Dlatego nalezy oceni¢ biologiczng aktywnos$¢ za-
wiesiny wirusowej, czyli okresli¢ liczbe jednostek infekcyjnych (5,7,10). W przypad-
ku wektorow zawierajgcych geny reporterowe mozliwe jest okreslenie GTU (ang.
gene transfer units) poprzez zliczenie pozytywnie wybarwionych komérek za pomoca
mikroskopu lub cytometru, a nastepnie przeliczenie ich na liczbe IU przypadajacych
na jednostke objetosci zawiesiny wirusowej, czyli na miano AdV (7,10,17). Dla wiek-
szo$ci transgenow konieczne jest jednak wykorzystanie innych metod opierajgcych
sie na przyktad na wizualnej ocenie efektu cytopatycznego (CPE, ang. cytopathic
effect), wyrazanego w jednostkach PFU (ang. plaque formation unit). Wéréd nich wy-
roéznia sie metode tysinkowa (PFA, ang. plaque formation assay) oraz metode kon-
cowych rozcienczen (EPDA, ang. end point dilution assay) (5,7). Test PFA polega na ob-
serwagji lysinek na pojedynczej warstwie komorek linii pakujacej, ich zliczaniu,
a nastepnie przeliczaniu na warto$¢ IU/mL (10). EPDA r6zni sie od PFA sposobem de-
tekcji — nie sa tu zliczane pojedyncze lysinki, a okreslana jest proporcja hodowli
komorkowych wykazujacych CPE (18).

100 PRACE EKSPERYMENTALNE



Produkcja wektorow adenowirusowych pierwszej generacji — optymalizacja metody

Miano oznaczane na podstawie metod biologicznych moze by¢ odmienne w za-
leznosci od réznic proceduralnych, wystepujacych bardzo czesto miedzy laborato-
riami, przy czym rozbieznosci dochodzg nawet do 30% (10,19). Ponadto, wartosci te
zaleza od typu konstruktu i rodzaju pakujacej linii komérkowej, a dla tego samego
testu mogg sie rozni¢ w zaleznos$ci od prébki komérek permisywnych uzywanych do
oznaczen (5,7,10). Co wiecej, tzw. ,efekt transgenu” powoduje, Ze oznaczenie
w ten sam sposob miana dwoch wektoréw, przygotowanych tak samo, ale posia-
dajacych inny transgen, moze sie r6zni¢ nawet dwu- lub trzykrotnie, co jest dodat-
kowym utrudnieniem przy poréwnywaniu mian réznych wektoréw (7). Celem pre-
zentowanej pracy byla optymalizacja metod namnazania wektoréw adenowiruso-
wych oraz wybér najlepszej metody ich mianowania.

2. Materialy i metody
2.1. Hodowle komorkowe

Wektory adenowirusowe produkowano i namnazano w komoérkach linii HEK293
(ludzkie embrionalne komorki nerki), otrzymanych dzieki uprzejmosci Stefana Ko-
chanka (Ulm, Niemcy). Hodowle prowadzono w standardowych warunkach (5% CO5,
37°C, wilgotno$¢ 90%) w butelkach 75 cm? (Sarstedt) w medium MEMa. (PAA Labora-
tories) zawierajacym 10% FBS (PAA Laboratories), streptomycyne (10 pg/mL) i penicy-
line (100 U/mL) (Sigma), a trypsynizowano przy uzyciu 1 mL 0,05% trypsyny (Gibco).

2.2. DNA

Do produkgcji wektoréw uzyto plazmidy zawierajgce zrekombinowany wirusowy
DNA, otrzymane od Kazuhiro Oki (Houston, USA). W sktad plazmidu pAdp-gal wcho-
dzi kaseta ekspresyjna zawierajaca gen reporterowy B-galaktozydazy (B-gal) pod
kontrolg promotora cytomegalowirusa (CMV) (rys. 1), a w analogicznym konstrukcie
AdRFP genem reporterowym jest gen biatka czerwonej fluorescencji (RFP, ang. red
fluorescent protein). Plazmidy zostaly namnozone w bakteriach DH5a. (Stratagene),
a izolacje ich z bakterii przeprowadzono przy uzyciu zestawu Endo-Free Plasmid
Maxi Kit (Qiagen). Przygotowanie DNA do transfekcji obejmuje linearyzacje enzy-
mem Pacl (New England Biolabs) w celu odstoniecia sekwencji ITR oraz oczyszcze-
nie DNA (rys. 2). Do jednego do$wiadczenia linearyzowano 5 pug DNA przy uzyciu
0,2 pl enzymu Pacl. Mieszanine inkubowano w 37°C przez 2 h. Oczyszczenie DNA
po trawieniu w celu wybrania najlepszej strategii przeprowadzano niezaleznie dwo-
ma metodami: mieszaning fenol : chloroform : alkohol izoamylowy oraz z wykorzy-
staniem kolumn oczyszczajacych ze zlozem krzemionkowym Clean-Up (A&A Bio-
technology). Transfekcji komoérek HEK293 dokonywano przy wykorzystaniu odczyn-

BIOTECHNOLOGIA 3 (78) 98-122 2007 101



Magdalena Stopa i inni

transgen

AR —

zrekombinowany
wirusowy DNA

e . % .. 4P
.Izt‘ Lk

zrekambinowane - ekspresja transgenu
Komorki pakujace, AdV - ustalenie il
posiadajace region E1 miana komédrki docelowe

Rys. 1. Ogo6lny schemat produkcji AdV — transfekcja komorek linii pakujacej zrekombinowanym wi-
rusowym DNA zawierajacym transgen, namnozenie AdV w komorkach oraz ustalenie miana AdV umozli-
wiajg wyprodukowanie wektoréw i uzycie ich do transdukcji komoérek linii docelowych. (http://www.clon-
tech.com/clontech/expression/adeno/images/12.gif, zmodyfikowane)
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Rys. 2. Schemat przygotowania zrekombinowanego adenowirusowego DNA do transfekcji komorek
HEK293 (http://www.clontech.com/clontech/techinfo/manuals/PDF/PT3414-1.pdf, zmodyfikowane).

nika SuperFect™ (Qiagen) wprowadzajac 5 pug DNA do komorek rosnacych na szalce
6 cm, przy proporcji DNA : oligodendrymery wynoszacej 1: 5.
2.3. Produkcja wektoréw
Po transfekcji komérki inkubowano przez 7-10 dni do momentu pojawienia sie

100% CPE. Wtedy przeprowadzano izolacje AdV. W tym celu komorki odrywano od
podioza poprzez potrzasanie i uderzanie w butelke (bez uzycia trypsyny). Zawiesine
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komorkowa przenoszono do probéwki i wirowano (10 min, 400 g). Nadsacz usuwa-
no, a komorki zawieszano w 0,5 mL PBS (gdy zbierano komorki z szalki 6 cm) lub
1 mL PBS (gdy zbierano komorki z butelki 75 cm?2). Zawiesine komérkowa poddawa-
no trzem cyklom zamrazania w temperaturze -20°C (mieszanina etanolu 96% i su-
chego lodu) i rozmrazania w 37°C (faznia wodna). Natychmiast po rozmrozeniu (tak,
by prébki nie ogrzaly sie do 37°C) komorki wytrzasano na mieszadle typu worteks.
Mechaniczne rozbicie komérek powodowalo uwolnienie wiruséw do PBS. Zawiesi-
ne wirowano (5 min, 400 g) w celu oddzielenia resztek komoérkowych. Rozporcjowa-
ny nadsgcz (zawiesine wirusowa) przechowywano w -80°C. W celu namnozenia
Adp-gal infekowano komoérki HEK293 hodowane w butelkach 75 cm?2, gdy osiagnety
konfluencje 100%. Mieszanine infekcyjng (0,25 mL zawiesiny wirusowej + 5 mL me-
dium hodowlanego) podawano na komorki, a nastepnie inkubowano przez 1,5 h
w 37°C. Po inkubacji dodawano 7 mL medium i ponownie inkubowano komoérki do
momentu uzyskania CPE. Czas inkubacji zalezal od miana zawiesiny wirusowej uzy-
wanej do infekcji i wynosit od 1 do 7 dni. Przeprowadzano 6 etapéw namnozenia
wiruséw, uzywajac kazdorazowo do infekcji zawiesing wirusowg z poprzedniego
etapu.

W celu ustalenia warunkéw infekcji komoérek HEK293, wysiewano komérki na
plytke 96-dotkowq i infekowano stosujgc 30 pL zawiesiny wirusowej (104 IU/dotek).
Po inkubacji dodawano 70 pL pelnego medium hodowlanego (10% FBS), a po 48 h
badano wydajnos¢ transdukcji barwieniem na obecno$¢ B-galaktozydazy in situ.
W tym celu komorki utrwalano 0,25% aldehydem glutarowym (AppliChem), a nastep-
nie podawano syntetyczny substrat -galaktozydazy — X-gal (AppliChem) na 1-3 h.
Stransdukowane komoérki wykazujace ekspresje B-galaktozydazy wybarwialy sie na
niebiesko (tzw. komérki pozytywne).

2.4. Oznaczenie miana za pomocg barwienia wykrywajacego aktywnos¢ [3-ga-
laktozydazy in situ

24 h przed planowang infekcja wysiewano komérki HEK293 na plytke 96-dot-
kowa, tak by w dniu infekcji komérki miaty 90% konfluencji. Przygotowywano roz-
cienczenia oznaczanej zawiesiny wirusowej w medium hodowlanym, podawano je
na komoérki w objetosci 30 pl, a po 1,5-godzinnej inkubacji dodawano kolejne 70 plL
medium. Zakres rozcienczen w przeliczeniu na koncowg objetos¢ medium infekcyj-
nego (100 uL) wynosit 10-1-108. 48 h po infekcji dokonywano barwienia wykrywaja-
cego aktywnos$c¢ B-galaktozydazy. Wyznakowane komoérki liczono w dotkach z jak
najbardziej rozcienczonym inokulatem. Liczbe pozytywnych komérek przeliczano
na wartos¢ miana (liczbe infekcyjnych czastek wirusa (IU) przypadajacych na 1 mL
oznaczanej zawiesiny wirusowej) korzystajac z wzoru (A):
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#komérek =M (A)

gdzie: d xV

#romorek — liczba pozytywnych komoérek znajdujacych sie w dotku,
dioze — wspolczynnik rozcienczenia (np. 107),

V — objetos¢ rozcienczonego roztworu podana na komorki (mlL),
M - miano zawiesiny wirusowej (IU/mL).

Irozc

2.5. Oznaczenie miana za pomocg Adeno-X™ Rapid Titrer ELISA Kit

Wysiewanie komorek, przygotowywanie i zakres rozcienczen zawiesiny wiruso-
wej oraz warunki infekcji byly takie same jak w przypadku oznaczania miana na
podstawie barwienia (3-gal in situ. Detekcji dokonywano 48 h po infekcji poprzez re-
akcje immunohistochemiczng przeprowadzang zgodnie ze wskazéwkami producen-
ta testu Adeno-X™ Rapid Titer ELISA Kit (Clontech). Obliczenie miana na podstawie
wybarwionych na brazowo, pozytywnych komoérek przeprowadzano tak samo jak
w metodzie barwienia B-gal in situ.

2.6. Oznaczenie miana testem koficowych rozcieficzen

Wysiewanie komoérek, przygotowywanie i zakres rozcienczen zawiesiny wiruso-
wej oraz warunki infekcji byly takie same jak w przypadku oznaczania miana na
podstawie barwienia B-gal in situ. Test przeprowadzano zgodnie z procedurg firmy
Clontech. Doswiadczenia przeprowadzano w o$miu powtorzeniach. Poczawszy od
drugiego dnia po infekcji, do momentu zakonczenia eksperymentu (7 lub 8 dzien),
codziennie dokonywano wizualnej oceny kondycji zainfekowanych komorek. Za
dotek, w ktorym komorki wykazywaly efekt cytopatyczny (tzw. dotek CPE pozytyw-
ny) uznawano taki, gdzie w warstwie komoérek widoczna byta jakakolwiek tysinka
(do$wiadczenie 1) lub gdy tysinka byta znacznych rozmiaréw, otoczona przez skupi-
ska martwych komorek (doswiadczenie 2). Dla kazdego rozcienczenia obliczano
proporcje dotkéw CPE pozytywnych (liczba pozytywnych dotkéw/8; 8 to liczba
wszystkich dotkéw zainfekowanych tym samym rozcienczeniem zawiesiny wiruso-
wej). Codziennie obliczano miano, korzystajac z wzoru (B):

105408 = M (B)
gdzie:
M — miano zawiesiny wirusowej (IU/mL),

X — suma utamkéw pozytywnych dotkéw obliczona dla wszystkich rozcienczen za-
wiesiny wirusowej.
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2.7. Oznaczenie miana za pomocg testu lysinkowego

24 h przed planowang infekcjg komorki HEK293 wysiewano na ptytki 6-dotkowe,
tak by w dniu infekcji miaty 90% konfluencji. Przygotowywano dziesietne rozcien-
czenia oznaczanej zawiesiny wirusowej w medium hodowlanym, i podawano je na
komorki w objetosci 1 mL. Po 1,5-godzinnej inkubacji usuwano znad komoérek me-
dium infekcyjne i zgodnie ze standardowg procedura, zalewano je warstwa 2% aga-
rozy (Invitrogen), rozcienczonej 1:1 pozywka hodowlang DMEM HG, 2x stezonag
(Gibco). Po kilkuminutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, komorki podda-
wano dalszej inkubacji w temperaturze 37°C przez kilka dni, badajac kazdorazowo
liczbe tysinek. Miano obliczano ze wzoru (C):

#plaques =M (C)

d xV

rozc
gdzie:

#plaques — liczba tysinek znajdujacych sie w dotku,

drozc — Wspotczynnik rozcienczenia (np. 10°10),

V — objetos¢ rozcienczonego roztworu podana na komorki (mlL),
M — miano zawiesiny wirusowej (IU/mL).

2.8. Oznaczenie miana za pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano wykorzystujac mix DyNA-
mo™ HS Sybr®Green qPCR kit (Finnyzymes), w nastepujgcych warunkach: 15 min
w 95°C, a nastepnie 40 cykli: 15 sek — 95°C, 15 sek — 58°C, 20 sek — 72°C. llos-
ciowe okreslenie liczby kopii DNA w badanej probce mozliwe jest po poréwnaniu
wyniku z krzywa standardowg, przygotowana poprzez dziesietne rozcienczenia
DNA o znanym stezeniu. Do sporzadzenia krzywej standardowej uzywano plazmid
dtugosci 7270 par zasad (bp, ang. base pairs) zawierajgcy cDNA [-galaktozydazy
(pAAV-LacZ, Stratagene) o znanym stezeniu, przy zatozeniu, iz 1 bp dsDNA (dwuni-
ciowego DNA, double-stranded DNA) ma mase 660 Da. Korzystajac z wzoru (D), obli-
czano liczbe kopii dsDNA w roztworze, a nastepnie sporzadzano dziesigtne rozcien-
czenia (108 kopii/mL — 103 kopii/mL).

N, xC
Mcz

= #kopii (D)

gdzie:

Na — liczba Avogadro (czgsteczki/mol),
C - stezenie dsDNA (g/ulL),

Mcz — masa czgsteczkowa (g/mol),
#opii — liczba kopii (kopie/uL).
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Badang probka w reakcji PCR byta zawiesina wirusowa wyizolowana z komérek
i rozcienczona 1000x i 10 000x. Liczbe kopii DNA dla badanych probek Adp-gal wy-
znaczano na podstawie krzywej standardowej zaleznosci Ct (cykl, przy ktérym flu-
orescencja osiaggnela wartos$¢ progowa) od logg (liczby kopii), uwzgledniajac wspol-
czynnik rozcienczenia probki.

2.9. Analiza statystyczna

Wszystkie doswiadczenia wykonywane byty w duplikatach. Wyniki przedstawio-
ne s3 jako srednia * SD. Istotno$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta (dla
dwéch prébek) lub analizg wariancji ANOVA z testem Tukeya dla wielu probek. Jako
istotne statystycznie uznawano wyniki dla p < 0,05.

3. Wyniki
3.1. Przygotowanie DNA oraz transfekcja komoérek HEK293

Plazmid zawierajacy zrekombinowany wirusowy DNA z genem p-galaktozydazy,
przed wprowadzeniem do komoérek HEK293 i rozpoczeciem produkcji Adp-gal nale-
zy zlinearyzowac¢ enzymem Pacl, a nastepnie oczysci¢. Aby wybra¢ najlepsza metode
oczyszczania plazmidu komérki HEK293 stransfekowano tg samg iloScig DNA (5 pug)
uzywajac DNA zlinearyzowany i oczyszczony za pomoca mieszaniny fenol : chloro-
form : alkohol izoamylowy lub DNA zlinearyzowany i oczyszczony na kolumnach
krzemionkowych. Cze$¢ komoérek transfekowano DNA zlinearyzowanym i nieoczysz-
czonym, a niektére DNA nie trawionym i nie oczyszczonym. Po 48 godzinach na kaz-

$ 350
0
g 280
9
=
S 210
c
g
£ 140
N
3
po 70
R
8 0 ‘ | I— ,
DNA przeciety Pacl, DNA przeciety Pacl, DNA przeciety Pacl, DNA nieprzeciety,
oczyszczony oczyszczony nieoczyszczony nieoczyszczony
Ph:Ch:lA na kolumnach

Rys. 3. Wplyw réznych metod przygotowania DNA (pAdp-gal) na wydajnos¢ transfekcji komorek
HEK293. Przyktadowe doswiadczenie. Ph : Ch : IA — mieszanina fenol : chloroform : alkohol izoamylo-
wy, Pacl — enzym restrykcyjny.
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dej z transfekowanych szalek przeprowadzono barwienie wykrywajace aktywnos$¢
B-galaktozydazy in situ i policzono wybarwione na niebiesko komorki (rys. 3).

Zaobserwowano, ze ominiecie etapu oczyszczania w znaczacy sposob poprawia
wydajnos¢ transfekgji, bez wzgledu na to czy plazmid wprowadzany do komérek byt
wczes$niej linearyzowany czy tez nie. Brak oczyszczania DNA podnosit okofo
20-krotnie wydajnos$¢ transfekcji. Najmniej efektywng metoda byto transfekowanie
komorek DNA oczyszczanym mieszaning fenol : chloroform : alkohol izoamylowy
(rys. 3).

Wprowadzenie zrekombinowanego DNA pAdV do komérek HEK293 za pomoca
transfekcji to pierwszy krok w procesie produkcji AdV. W ciagu kilku dni stransfeko-
wane komérki produkujg i uwalniaja do pozywki wektory, ktére wnikajg do kolej-
nych komorek, tak ze liczba komorek stransdukowanych zwieksza sie. Najtatwiej
zaobserwowaé to w przypadku wektoréw kodujacych fluorescencyjny produkt —
np. AdRFP (rys. 4A). W przypadku innych typéw AdV (np. Adp-gal), wydajnos$¢ pro-
dukcji wektoréw ocenia sie na podstawie postepujacego CPE hodowli, w poréwna-
niu do komorek kontrolnych (rys. 4B).

A

dzien 1 po transfekcji dzien 3 po transfekcji dzien 7 po transfekgcji

Rys. 4. (A) Produkcja AdV w komérkach stransfekowanych pAdRFP; (B) produkcja AdV w komérkach
stransfekowanych pAdp-gal oceniona na podstawie CPE (a) porownywanego do komoérek kontrolnych

(b).
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3.2. Produkcja AdB-gal — infekcje komérek HEK293

Produkcja wektorow AdV opiera sie na powtarzanych transdukcjach kolejnych
hodowli komoérek pakujgcych HEK293. W tym celu, potowe (250 pl) uzyskanej za-
wiesiny wektoréw Adf-gal wyizolowanych ze stransfekowanych optymalng metoda
komorek (AdB-gal 1’), wykorzystywano do transdukgcji kolejnej porcji komorek, wy-
sianych na szalce 6 cm. Wyizolowane wektory z drugiego namnozenia (Adp-gal 2’)
byly ponownie namnazane, poprzez kolejna transdukcje komorek. Tym razem jed-
nak zwiekszano skale produkcji, infekujac ta samg objeto$cig zawiesiny Adp-gal
(250 puL) wieksza porcje komérek HEK293 (butelke 75 cm?). 1zolowano dzieki temu
dwa razy wiecej zawiesiny wektorowej (1 mL Adp-gal 3’), ktéra stuzyta do transduk-
qji trzech kolejnych butelek hodowlanych (75 cm?2). Zwiekszajac w ten sposéb liczbe
naczyn do produkcji wektoréw z kolejnych namnozen (Adp-gal 4’, 5’, 6’) uzyskiwano
coraz wiecej zawiesiny z AdB-gal. Oprocz wzrostu ilosci Adp-gal (objeto$¢ zawiesiny
wektorowej uzyskana z 6’ namnozenia to okoto 20 mL), przeprowadzona w ten spo-
sob produkcja prowadzi do uzyskiwania rowniez coraz wyzszego miana wektorow
(rys. 5).

Przyrost miana Adf-gal dla kolejnych namnozen jest znaczny (nawet stukrotny),
najwiekszy jednak przy produkcji Adp-gal 3’ (300 razy), ktére jest pierwszym
namnozeniem wyprodukowanym po zwiekszeniu skali hodowli (rys. 5). 2,5-krotny
wzrost miana miedzy Adp-gal 1’ a AdB-gal 2’ nie jest istotny statystycznie. R6znice
miedzy koncowymi namnozeniami (Adp-gal 4’, 5’ i 6’) rowniez s3 coraz mniejsze
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1,00E + 08 ey
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1,00E + 06 - B
1,00E + 04 - A
A
o ] I
1,00E +00 -+ T T T
1 2 3 & 5’ 6

kolejne namnozenia

miano [IU/mL]

Rys. 5. Wzrost warto$ci miana Adf-gal dla kolejnych namnozen wektoréw; Srednia + SD; A, B, C, D
— analiza istotno$ci statystycznej, ta sama litera oznacza brak réznic.
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i nie znaczgce statystycznie (5 razy dla AdB-gal 4 — AdpB-gal 5’ oraz 3 dla AdB-gal 5’
— Adp-gal 6’), co sugeruje zblizanie sie do maksymalnej zdolnosci produkcyjnej.

3.3. Optymalizacja warunkéw infekcji komérek HEK293

W osiggnieciu duzych przyrostéw miana miedzy kolejnymi namnozeniami pod-
stawowe znaczenie mialo zoptymalizowanie warunkéw infekcji HEK293. W tym
celu zbadano wpltyw zawartosci surowicy w medium infekcyjnym, czasu inkubacji
Adp-gal z komoérkami i czasu izolacji AdB-gal z komérek na wydajnos¢ transdukcji
oraz miano wektoréw.

Komérki HEK293 poddawano inkubacji z lizatem wirusowym zawieszonym
w minimalnej objetosci pozywki (30 ul/dotek w ptytkach 96-dotkowych), zawie-
rajgcej rozne stezenie FBS (0, 1, 51 10%). Mala objetos¢ zawiesiny wirusowej zwiek-

>

70
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I 0 min
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40 -~
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45 min

[ 90 min

20 | X 180 min

10

pozytywne komérki/pole widzenia

0% FBS 1% FBS 5% FBS 10% FBS

0 min, 0% FBS 90 min, 10% FBS 180 min, 10% FBS

Rys. 6. Wplyw czasu inkubacji oraz ilosci FBS w medium na wydajno$¢ transdukcji komérek HEK293
(A) $rednia liczba pozytywnych komoérek na pole widzenia = SD, * p < 0,05 w poréwnaniu do 0 min, #
— p < 0,05 w poréwnaniu do 0% FBS, (B) przykltadowe zdjecia komérek po transdukcji Adp-gal w skraj-
nie r6znych warunkach infekgji (0 min, 0% FBS oraz 180 min, 10% FBS), w warunkach uznanych za opty-
malne (90 min, 10% FBS).
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Rys. 7. Poréwnanie miana jakie posiadaja wektory z tego samego namnozenia, ale izolowane
w dwoch réznych momentach; $rednia warto$¢ miana = SD, # — p < 0,05.

sza prawdopodobienstwo kontaktu wektora z komérka. Dla kazdego stezenia FBS
testowano takze rézne czasy adsorpcji Adp-gal (45, 90 i 180 min) po ktérych doda-
wano medium hodowlane do koncowej objetosci 100 uL/dotek. Badano réwniez
efektywnos$¢ transdukcji komoérek do ktérych wektory podawano od razu w konco-
wej objetosci (grupa 0 min). Najwyzszg wydajnos$¢ transdukcji komoérek HEK293
uzyskano dla 10% FBS (rys. 6). W tych warunkach czas inkubacji nie wptywat zna-
czaco na efektywnos¢. Jednakze przy nizszych stezeniach FBS, wydiuzenie czasu in-
kubacji do 180 min skutkowato istotnym wzrostem wydajnosci transdukgji.
Kolejny optymalizowany czynnik to czas izolacji wektoréw. Poréwnano wyniki
uzyskane dla zawiesin wektorowych izolowanych gdy ok. 50% komérek wykazywato
CPE, oraz gdy wszystkie komorki byty cytopatyczne (oderwane od dna naczynia).
Okazuje sie, ze przeprowadzanie izolacji przy 100% CPE daje wyzsze miano uzyska-
nej zawiesiny wirusowej (rys. 7). Wzrost miana obserwowany byt zaréwno dla wek-
torow z namnozenia 5 jak i 6’, dla ktérych wynosit odpowiednio 5 i 3,5 raza.

3.4. Oznaczenie miana metodg barwienia wykrywajacego aktywnos$¢ [(3-galak-
tozydazy in situ

W celu oznaczenia miana (IU/mL) lizatu wirusowego AdVp-gal, infekowano ko-
moérki HEK293 kolejnymi rozcieficzeniami badanej zawiesiny i przeprowadzano bar-
wienie wykrywajgce aktywno$c¢ B-galaktozydazy in situ (rys. 8). Zaktadajac, ze jedna
pozytywna komorka przektada sie na jedng jednostke infekcyjng Adp-gal, obliczono
miano korzystajac z wzoru (A). Oznaczone miana badanych zawiesin Adp-gal znaj-
duja sie w zakresie od (5,5 = 1,4) X 102 IU/mL — Adp-gal 1’, do (2,3 = 0,3) X 108
IU/mL dla AdB-gal 6’. Pozwolito to w przypadku zawiesiny Adf3-gal 6’, po rozciencze-
niu 1000 razy, na osiggniecie 100% efektywnosci transdukgji (rys. 8). W kolejnych
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AdB-gal 1’ Adp-gal 2’

10
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Rys. 8. Efektywnos¢ transdukcji komérek HEK293 przez kolejne dziesietne rozciefnczenia wektorow
Adp-gal z ré6znych namnozen — reprezentatywne zdjecia dla kilku wybranych rozcieficzen.

doswiadczeniach maksymalne miana uzyskiwanych wiruséw wahaly sie od 1 x 108
do 1 x 1019,

W wyniku produkcji Adf-gal udato sie uzyskac¢ wysokie miano wektora, a sama
metoda oznaczen okazala sie tatwa do przeprowadzenia oraz miarodajna. Jej zaleta
jest wykrywanie jedynie efektow dziatania w pelni funkcjonalnych wirionéw. Wyniki
te zostaly uznane za pomiar referencyjny, do ktérego poréwnywano wyniki ozna-
czenia miana za pomocg innych metod.
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3.5. Oznaczenie miana metoda immunochemiczng

Jedna z testowanych metod byta immunohistochemiczna detekcja stransduko-
wanych komérek. Wykorzystano do niej komercyjnie dostepny zestaw odczynnikow
Adeno-X"™ Rapid Titer ELISA Kit. Metoda oparta jest na wykrywaniu biatek heksono-
wych kapsydéw AdV za pomocg odpowiednich przeciwcial. Liczbe wybarwionych,
pozytywnych komoérek przeliczano na miano wedifug wzoru (A).

W celu poréwnania wynikéw barwienia immunohistochemicznego z testem na
aktywnos$¢ B-galaktozydazy przeprowadzono oznaczenie miana tej samej zawiesiny
Adp-gal jednoczesnie dwoma metodami (rys. 9). Okazato sie, ze wyniki testu ELISA
(rys. 9 A) nie odbiegaja znaczaco od miana oznaczonego metodg barwienia wykry-
wajacego obecnos$¢ B-galaktozydazy in situ (rys. 9 B).

L, . 2
Rozcienczenie 10

. ) -3
Rozcienczenie 10

L, . 6
Rozcienczenie 10

(5,7 +2,8) x 10° 1U/ml (3,7 +1,5) x 10°1U/m

Rys. 9. Poréwnanie wynikéw oznaczenia miana za pomoca (A) testu na aktywnos$¢ -galaktozydazy
oraz (B) za pomoca Adeno-X™ Rapid Titer Elisa Kit. Wartos¢ miana — $rednia * SD.
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3.6. Oznaczenie miana metodg koficowych rozcieficzefi (EDPA)

EPDA jest jedng z tradycyjnych metod mianowania AdV, opartych na oznaczeniu
liczby IU poprzez wizualng detekcje CPE wystepujacego w zainfekowanych komoér-
kach. Nie ma jednak jasnych kryteriow pozwalajacych na jednoznaczne uznawanie
hodowli komérkowych za CPE pozytywne. Dlatego w prezentowanych doswiadcze-
niach poréwnano wyniki oznaczen miana przy zatozeniach dwéch odmiennych kry-
teriow.

W pierwszej grupie doswiadczen (eksperyment 1), za doftek CPE pozytywny
uznawano taki, ktory wykazat jakiekolwiek naruszenie pojedynczej warstwy komo-
rek, zgodnie z wskazéwkami zawartymi w oryginalnym opisie procedury (rys. 10 A)
(http://www.clontech.com/images/pt/PT3414-1.pdf). W drugiej grupie doswiadczen
(eksperyment 2) — za dotek CPE pozytywny uznawano taki w ktérym obserwowano
lysinki wieksze niz kilka komérek, otoczone okragltymi, martwymi komérkami, nie
pozostawiajace zadnych watpliwosci do co wirusowego pochodzenia (rys. 10 B).

Im wieksze rozcienczenie zawiesiny Adp-gal, tym mniejsze prawdopodobien-
stwo pojawienia sie fysinki. Reprezentatywne zdjecia dotkéw z danego rozciencze-
nia w piatym dniu trwania eksperymentu prezentuje rysunek 11. Zgodnie z proce-
dura, EPDA powinien trwac 10-14 dni (czas wystarczajacy na wystapienie CPE w dot-
kach zainfekowanych nawet duzym rozcienczeniem zawiesiny AdV), ale jednoczes-
nie pojawienie sie tysinek w cho¢ jednym dotku kontrolnym powinno oznaczaé na-
tychmiastowe przerwanie testu. W prezentowanych badaniach tysinki w komoérkach
kontrolnych pojawialy sie okoto czwartego dnia trwania eksperymentu, jednak do-
Swiadczenie kontynuowano, dopéki nie pojawity sie w wiekszo$ci dotkéw kontrol-
nych, zwykle w 7 lub 8 dniu eksperymentu.

Rys. 10. Wyglad komérek w CPE pozytywnym dotku w warunkach (A) pierwszego i (B) drugiego eks-
perymentu EPDA.
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Rys. 11. Efekt CPE po infekcji komoérek HEK293, test EPDA, pigty dzien trwania eksperymentu.

W kazdym dniu doswiadczenia obliczano miano Adp-gal, korzystajac ze wzoru
(B). Okazuje sie, ze drobne réznice w sposobie detekcji dotkow CPE pozytywnych
daja w rezultacie ogromne rozbiezno$ci w oznaczanym mianie, siegajgce nawet
czterech rzedéw wielkosci (rys. 12). Pomimo ze ostatecznie wyliczone miano nie
wykazuje az takich réznic (eksperyment 1 = 2,4 X 108 IU/mL, eksperyment 2 = 1,1 X
x 108 IU/mL), nalezy pamieta¢, iz zgodnie z oryginalng procedurg, do$wiadczenie
powinno zostac¢ zakonczone juz czwartego dnia, kiedy miano wynosito 3,3 X 103 [U/mL
(w eksperymencie 1) lub 30 IU/mL (w eksperymencie 2). Tu réznice w mianie
w zaleznosci od sposobu detekgji sg juz 100-krotne, a ponadto wyniki bardzo réz-
nig sie od rzeczywistego miana zawiesiny Adf-gal uzytej do infekcji, wyznaczone-
go na podstawie barwienia wykrywajgcego aktywnos¢ B-galaktozydazy in situ
(2,3 x 108 IU/mL). Wskazuje to tez na drugi czynnik o zasadniczym wplywie na
wartos¢ ustalonego miana, a mianowicie moment, w ktérym dokonano odczytu —
jak wida¢, w kolejnych dniach eksperymentu obliczone miano zwiekszato sie
10-100 razy.
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Rys. 12. Miano Adp-gal obliczane w réznych dniach EPDA. Przykladowe doswiadczenie.

W celu sprawdzenia w jakim stopniu widoczny efekt CPE odzwierciedla fak-
tyczna obecnos$¢ Adp-gal, po zakonczeniu eksperymentow wykonywano na zainfe-
kowanych ptytkach dodatkowe barwienie wykrywajace aktywnos$¢ -galaktozydazy
in situ. Okazato sie, ze wiekszos$¢ dotkéw CPE pozytywnych zgodnie z zatozeniem
wykazata duzg ilo$¢ pozytywnych komorek, szczegdlnie w najblizszym otoczeniu

CPE B-gal
pozytywny pozytywny
CPE B-gal
negatywny -, pozytywny
CPE B-gal
pozytywny negatywny

Rys. 13. Poréwnanie efektu CPE i barwienia f-gal jako sposobow detekgji infekcji Adp-gal.
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tysinki. Jednakze byly réwniez takie dotki, ktére mimo braku najmniejszych oznak
obecnosci CPE, po barwieniu wykrywajacym aktywno$¢ B-galaktozydazy in situ
w istocie byly, jak sie okazato, zainfekowane Ad-gal, i vice versa — mozna bylo zna-
lez¢ studzienki CPE pozytywne, ktore nie wykazywaly obecnosci Adp-gal (rys. 13).

3.7. Proba oznaczenia miana metoda lysinkowa

Podobnie jak EPDA, metoda tysinkowa (PFA) to spos6b mianowania AdV, pole-
gajacy na wizualnej detekgcji CPE, a konkretnie na liczeniu tysinek powstatych po in-
fekcji komorek HEK293 i na ich podstawie wyliczaniu miana (wzér (C)). W celu za-
pewnienia zaleznoSci 1 tysinka — 1 wektor AdV, po infekcji komorki pokrywane sa
roztworem agarozy, utrudniajacym dyfuzje wirionow.

Etap pokrywania komoérek agaroza, okazal sie na tyle niepowtarzalny i szkodliwy
dla komoérek, ze wiekszo$¢ wykonywanych doswiadczen nie pozwalala na oznacze-
nie miana. Nawet jesli jako$¢ hodowli umozliwiala liczenie tysinek, nie obserwowa-
no zaleznos$ci ich liczby od stopnia rozcienczenia zawiesiny wirusowej (rys. 14). Dla-
tego test ten uznano za niewiarygodny i niepraktyczny, rezygnujac z jego wykorzy-
stywania.

kontrola rozciericzenie 10 rozcienczenie 10° rozciericzenie 10°°

Rys. 14. Efekt CPE komorek zainfekowanych réznymi rozcienczeniami Adp-gal — trzeci dzien trwa-
nia testu PFA.

3.8. Oznaczenie miana metoda PCR w czasie rzeczywistym

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym, wyznacza liczbe czastek wirusowych (VP)
wykrywajac kopie wirusowego DNA. Reakcja przeprowadzana byta réwnoczesnie
dla roztworéw dsDNA (pAAVLacZ) o znanej liczbie kopii/mL, oraz dla badanych pro-
bek Adp-gal. Reprezentatywna krzywa standardowa oraz wzo6r dopasowania prostej
regresji przedstawiono na rysunku 15. Liczbe kopii wirusowego DNA/mL zawiesiny
obliczono znajac wspolczynnik rozcienczenia oraz wartosci Ct badanych prébek
Adp-gal i korzystajac ze wzoru prostej regresji dopasowanej do punktow krzywej
standardowej (rys. 15, tab.).
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Rys. 15. Krzywa standardowa reakgji real-time PCR — zalezno$¢ wartosci Ct od liczby kopii
dsDNA/mL standardu.

Tabela

Miano wektoréw Ad[3-gal obliczone za pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Srednia wartos§¢ Liczba .ko/p 'p rqbkl LIC.Zba k(.)p}l P mb}“ Srednia liczba
Probka rozcieficzonej nierozcieficzonej
Ct = SD . ) VP/mL £ SD
(kopie/mL) (kopie/mL)
AdVB- 3 * X 106 X 109
dvp-gal 10 26,52 = 0,22 2,17 X 10 2,17 X 10 (1,82 + 0.49) X 109
AdVp-gal 10-4 30,98 * 0,33 1,48 X 105 1,48 X 109

Miano zawiesiny Adp-gal mierzone na podstawie reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym wynosito 1,82 X 10°. Miano tej samej zawiesiny oznaczone za pomocg barwie-
nia B-gal in situ, okre$lono jako 1 X 108 IU/mL. R6znica w mianie oznaczonym te-
stem biologicznym i przy wykorzystaniu reakcji PCR jest wiec dziesieciokrotna.
Mimo to test oparty na reakcji PCR w czasie rzeczywistym okazat sie dobrym sposo-
bem szybkiego i powtarzalnego szacowania miana wektoréw adenowirusowych.

4. Dyskusja

Z prezentowanej pracy wynika, ze optymalizacja warunkéw produkcji AdV moze
w istotny spos6b podnies¢ wydajnos¢ catego procesu, co poswiadczaja uzyskane
wyniki. Ulepszen mozna dokona¢ juz na pierwszym etapie, podczas przygotowywa-
nia zrekombinowanego wirusowego DNA do transfekcji (rys. 3). Na podstawie
przedstawionych wynikéw widzimy, ze linearyzacja pAdV nie wptywa znaczaco na
wydajnos¢ transfekgji. Linearyzacja moze natomiast, jak sie wydaje, zwiekszac¢ po-
ziom produkcji wektoréw, dzieki utatwieniu replikacji DNA poprzez odstoniecie se-
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kwencji ITR (6,20). Dlatego w naszym protokole postugiwaliSmy sie DNA zlinearyzo-
wanym. Co zaskakujgce, pominiecie sugerowanego przez producenta kroku oczysz-
czania DNA plazmidowego w mieszaninie fenol : chloroform : alkohol izoamylowy,
dawato 80-krotny wzrost wydajnosci transfekcji. Jest to zapewne spowodowane
stratami w iloSci DNA, jakie pojawiaja sie podczas oczyszczania i/lub zanieczysz-
czeniem DNA fenolem, ktére moze mie¢ negatywny wptyw na transfekcje (21). Za-
stosowanie kolumn krzemionkowych, pozwolito na uzyskanie 6-krotnie lepszej
wydajnosci niz oczyszczanie mieszaning fenolowa, jednak wciaz byta ona 14 razy
gorsza niz w przypadku DNA cietego, nie oczyszczonego. Sugerujemy zatem
opuszczenie tego etapu. Dzieki temu nie tylko wzrasta skutecznos$¢ procedury, ale
takze zmniejsza sie pracochfonnos$¢ i skraca sie czas niezbedny do jej przeprowa-
dzenia.

Dalszy etap produkcji AdV polega juz nie na transfekcji, ale na kolejnych
transdukcjach komorek linii pakujgcej, wektorami wyizolowanymi z poprzedniego
namnozenia (2,7). Istnieja co najmniej dwa sposoby uzyskiwania AdV z hodowli ko-
moérek pakujacych — albo poprzez zbieranie wektoréw z medium po lizie komorek,
albo poprzez zbieranie zainfekowanych komorek i przeprowadzanie chemicznej lub
mechanicznej lizy w celu uwolnienia AdV (8). W prezentowanej pracy nie poroéwny-
walismy wynikéw stosowania obu tych metod, lecz wykorzystywaliSmy jedynie pro-
cedure opartg na lizie mechanicznej, polegajacg na trzykrotnym zamrazaniu i roz-
mrazaniu komoérek. WykazaliSmy natomiast, ze ustalenie odpowiedniego momentu
izolacji wektoréw, moze znacznie poprawi¢ miano otrzymywanej zawiesiny (rys. 7).
Izolacja przy 100% CPE data wzrost warto$ci miana w poréwnaniu z izolacja prze-
prowadzang przy zalecanym 50% CPE. WejScie wszystkich komoérek w stan cytopa-
tycznosci i oderwanie ich od dna naczynia, zachodzilo zwykle okoto 48 h po infek-
¢ji, co jest zgodne z wczesniejszymi badaniami pokazujacymi, ze w tym czasie ma
miejsce najwyzsza produkcja AdV (5,22). Czas ten powinien by¢ na biezaco monito-
rowany, gdyz fatwo ulega zmianie w zaleznosci od wieku (liczby pasazy) i kondygji
komoérek oraz miana wektorow wykorzystywanych do transdukcji. Moment izolagji
zalezy ponadto od takich czynnikow jak cytotoksyczno$¢ transgenu oraz rodzaj pa-
kujacej linii komérkowej, co potwierdza konieczno$¢ optymalizacji tego czynnika
(5,22).

Znaczny przyrost miana wektoréw z kolejnych namnozen (Adf-gal 1’ — Adp-gal 6/,
rys. 5,8) potwierdza, ze podczas produkcji tatwo jest uzyskac wysokie stezenia AdV.
Przyrosty spowodowane sg przede wszystkim coraz wieksza liczba wektoréow uzy-
wana do kolejnych infekcji oraz zwiekszeniem skali hodowli (5,22). Poniewaz efek-
tywno$¢ infekgji zalezy od dyfuzji wiruséw w pozywce hodowlanej (5,10), zasadne
jest uzywanie do produkcji komérek znajdujgcych sie w 100% konfluencji, co zwiek-
sza prawdopodobienstwo kontaktu AdV z komoérka. Temu samemu celowi stuzy
zminimalizowanie objetos$ci medium w pierwszej fazie infekcji wirusowej (fazie ad-
sorpgji) (10). Prezentowane dane pokazujg jednak (rys. 6), ze wydtuzenie czasu ad-
sorpgji, w przypadku produkcji zachodzacej w komérkach HEK293, nie ma az tak
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duzego znaczenia, o ile infekcja przebiega w medium bogatym w sktadniki odzyw-
cze (10% FBS). W dotychczasowych badaniach potwierdza sie podstawowa role bo-
gatego w skiadniki odzywcze medium stosowanego do produkgcji AdV (5), oraz po-
kazuje sie, ze wydtuzenie czasu adsorpcji (do 6 h) moze znaczaco wptywac na
zwiekszenie miana AdV (10). Z naszych doswiadczen wynika, ze te dwa czynniki
wspétdziatajg ze sobg — niska wydajnos$¢ transdukcji w ubogim w sktadniki odzyw-
cze medium mozna podwyzszy¢, stosujac dluzsze czasy adsorpcji, a z kolei stoso-
wanie krotszych czasé6w adsorpcji moze by¢ zrekompensowane poprzez wysoko
odzywcze medium.

Okazuje sie jednak, ze w ustalonych warunkach hodowli, miano wektora w ko-
lejnych namnozeniach moze sie zwiekszy¢ jedynie do pewnego poziomu (rys. 5).
W przypadku nastepnych namnozen, przyrosty miana nie sg juz tak znaczace jak
wczes$niej, co sugeruje osiggniecie plateau w produkgcji AdV. Jest to zgodne z wczes-
niejszymi doniesieniami, pokazujacymi, ze zwiekszona warto$s¢ MOI uzywanego do
infekcji komorek HEK293 jedynie do pewnego stopnia poprawia wielkos¢ miana
(22). Jednoczes$nie nalezy pamietaé, ze im wiecej etapow namnozen wektora, tym
wieksze prawdopodobienstwo pojawienia sie RCA (8), wirusow kompetentnych re-
plikacyjnie, tatwo przerastajgcych formy replikacyjnie defektywne (4,7). Wszystko
to sprawia, ze optymalna liczba pasazy do jakiej powinno sie namnaza¢ produkowa-
ne wektory otrzymujac wysoka warto$¢ miana, to 6 (rys. 5,8).

Niezwykle waznym, a czesto niedocenianym aspektem namnazania AdV, jest
okreslenie ilosci i bioaktywnos$ci wyprodukowanych wektoréw, czyli zmierzenie ich
miana. Istnieje wiele r6znych metod pozwalajacych na mianowanie wektorow,
a kazda z nich wystepuje w wielu wariantach (5,7,19). Dodatkowym utrudnieniem
jest brak standaryzacji stosowanych testéw (10). Jednoczesnie nalezy pamietac, ze
wiele z niepozadanych efektow infekcji AdV (cytotoksycznos¢, immunogennosc)
w duzym stopniu zalezy od dawki wektora, totez poprawne okreSlenie miana jest
zatem niezwykle wazne (1,23,24). Dlatego zdecydowali$my sie na poréwnanie kilku
ze znanych sposobow mianowania.

Jedna z najtatwiejszych metod jest detekcja produkcji transgenicznego biatka.
Jest to bezposredni dowdéd na funkcjonalno$¢ czastki wektora, a dzieki wysokie-
mu poziomowi ekspresji, jaki zapewniajg AdV jest to rowniez efekt latwy do ob-
serwowania. Okreslanie liczby komoérek produkujacych biatko kodowane przez
transgen mozna zatem z powodzeniem wykorzysta¢ do oznaczenia miana zawiesi-
ny AdV (7,10,17). Stosowana przez nas metoda polega na infekcji komorek HEK293
zawiesing wirusowa, a nastepnie na badaniu ekspresji transgenu poprzez barwie-
nie wykrywajace aktywnos¢ B-galaktozydazy in situ. Zaktadajac, ze jeden wirion
przypada na jedng zainfekowang komoérke, mozemy obliczy¢ liczbe IU/mL zawiesi-
ny (10). Niestety, strategie takg mozna stosowac jedynie w przypadku genéw re-
porterowych, do ktérych nalezy B-galaktozydaza czy RFP. W celu okres$lenia miana
wektoréw zawierajacych inne transgeny, konieczne jest uzycie bardziej uniwersal-
nej metody.
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Podstawowe znaczenie podczas oznaczania miana metodami biologicznymi ma-
ja warunki infekcji. W zalezno$ci od czasu adsorpcji wektora, objeto$ci medium,
kondycji komérek oraz sposobu przygotowania i podania rozcienczen zawiesiny wi-
rusowej na komorki, wyniki oznaczania miana mogg sie diametralnie zmieni¢ (10).
Dlatego w prezentowanych badaniach, starano sie (o ile specyfika metody na to po-
zwalala) utrzymac takie same warunki infekgji, jak podczas testéw barwienia wykry-
wajacego aktywnos$¢ [B-galaktozydazy. Stosowano zatem ten sam czas adsorpcji
wektora w minimalnej objetos$ci medium (1,5 h) taka sama 48 h inkubacje w wiek-
szej objetosci medium.

Sposrod porownywanych technik, najbardziej podobng do oznaczania miana za
pomocg barwienia wykrywajacego aktywnos¢ B-galaktozydazy in situ jest metoda
polegajaca na immunohistochemicznej detekcji kapsydéw wirusowych, a konkret-
nie jednego z biatek kapsydu — heksonu. Mozna jg przeprowadzac stosujgc zestaw
odczynnikéow dostepny pod komercyjng nazwa Adeno-X™ Rapid Titer ELISA Kit.
Opiera sie ona na zalozeniu, ze zainfekowana komorka (wykazujgca obecnosc¢ kap-
sydu wirusowego), jest dowodem na funkcjonalno$¢ wirionu. Nalezy jednak braé
pod uwage mozliwos¢ wejscia do komorki rowniez wirionéow defektywnych, skta-
dajacych sie z pustych kapsydéw, a tym samym — zawyzenia miana zawiesiny AdV.
Jednakze na podstawie uzyskanych przez nas danych wynika (rys. 9), ze istnieje bar-
dzo dobra korelacja miedzy metodg immunohistochemiczng a barwieniem wykry-
wajacym aktywnos$¢ B-galaktozydazy in situ. Nie zaobserwowali$my zawyzania war-
toSci miana z powodu pustych wirion6w, a rbwnoczesne oznaczanie miana tej sa-
mej zawiesiny wirusowej dwoma omowionymi metodami dato prawie identyczne
wyniki (np. barwienia B-gal in situ: 5,7 X 106; ELISA: 3,7 X 10°).

Proby oznaczenia miana za pomocg tradycyjnych testow, bazujgcych na obser-
wagji efektu cytopatycznego (5,7,10) nie przynosily juz tak zgodnych wartosci.
W przypadku PFA, etap pokrywania komérek roztworem agarozy, niezbedny do
ograniczenia dyfuzji namnozonych wirionéw, jest na tyle ktopotliwy, a wyniki tak
trudne do interpretacji, ze praktycznie uniemozliwito to stosowanie tej metody
(rys. 14). Druga z tradycyjnych metod, EPDA, okazata sie przede wszystkim testem
niezwykle subiektywnym. Replikacja AdV w komorkach HEK293 podczas oznaczania
miana powoduje ich $mier¢ i uwolnienie wirionéw, a powtarzalne rundy tych wyda-
rzen dajg w efekcie widoczng lysinke, bedgca dowodem na pojawienie sie efektu
CPE (10). W zaleznosci od tego, czym dla osoby oznaczajgcej miano jest stwierdze-
nie ,komérki majace efekt CPE” (por. rys. 10), wyniki oznaczania tej samej zawiesiny
wektorowej mogg by¢ odmienne (rys. 12). Jednoczes$nie trudno jest okresli¢, ktére
z kryteriow rozpoznania CPE w dotkach jest lepsze — czy to zgodne z procedura
i nakazujace zliczanie kazdej tysinki, czy to, ktére bazuje jedynie na tych dotkach,
gdzie wyglad tysinki nie pozostawia watpliwosci co do jej wirusowego pocho-
dzenia.

Trudno jest ponadto spetni¢ kolejne kryterium wymagane do prawidlowego
przeprowadzenia testu EPDA, a mianowicie 10-dniowy czas trwania eksperymentu,
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konieczny do wilasciwego oznaczenia miana. Wcze$niej bowiem pojawia sie efekt
cytopatyczny w dotkach kontrolnych, spowodowany przegeszczeniem komorek.
Dlatego nasze wyniki sg zanizone w poréwnaniu z oznaczeniem miana za pomoca
barwienia wykrywajacego aktywnos$¢ B-galaktozydazy in situ. Jednocze$nie pokazuja
jednak, jak bardzo zwiekszajg sie oznaczane warto$ci w trakcie trwania ekspery-
mentu, na skutek drugorzedowych infekcji AdV wyprodukowanymi podczas samego
oznaczania miana, co potwierdza dotychczasowe doniesienia na ten temat (10).

Najwiekszg wadg testu EDPA jest jednak pojawianie sie licznych fatszywie pozy-
tywnych i falszywie negatywnych wynikéw (rys. 13). W dotychczasowych doniesie-
niach na ten temat sugeruje sie, ze mozliwa jest ekspresja transgenu w zainfekowa-
nej komorce, przy jednoczesnym braku efektu cytopatycznego w postaci tysinki
(25). W prezentowanych badaniach w pelni potwierdza sie takg mozliwos¢. Dodat-
kowe barwienie na 3-galaktozydaze po zakonczeniu testu ujawnito liczne przypadki
CPE negatywnych studzienek, wykazujacych ekspresje B-galaktozydazy oraz nawet
liczniejsze przypadki, gdzie obserwowane naruszenie warstwy komorek, okreslane
jako CPE, miato niewirusowe pochodzenie (brak ekspresji B-gal). Wszystko to po-
twierdza, ze metoda EPDA jest nie tylko niezwykle subiektywna, ale rowniez nie-
miarodajna, dlatego trudno ja uzywac jako metode z wyboru do mianowania AdV.
Podobne wnioski byly formutowane takze we wczes$niejszych pracach (18).

Oprocz metod mierzacych biologiczna aktywnos$¢ AdV istnieje wiele sposobow
oznaczania liczby czastek wirusowych bez okreslania jaki jej procent to wektory
w pelni funkcjonalne (10-12,14). Jednym z najpopularniejszych i najdoktadniejszych
testow tego typu jest oznaczenie liczby kopii DNA wektora za pomoca reakcji qPCR
(13,14). W prezentowanych przez nas do$wiadczeniach potwierdzono wcze$niejsze
doniesienia na temat czutoSci, precyzji i szybkosci tej metody. Niestety, pokazuja
one takze, ze wyniki otrzymane na podstawie reakcji PCR (tu: 1,8 X 109 VP/mL)
moga nie by¢ w pelni zgodne z mianem zawiesiny wirusowej oznaczonym za po-
moca testow biologicznych (tu: 1 X 108 IU/mL). Podobne rozbiezno$ci miedzy war-
tosciami IU a VP byly obserwowane takze przez innych badaczy (14). Przyczyna nie-
zgodnosci sg zapewne kopie wirusowego DNA niezapakowane w funkcjonalne kap-
sydy. Mimo to metoda PCR w czasie rzeczywistym posiada kilka niezaprzeczalnych
zalet — krétki czas trwania (ok. 3 h, podczas gdy inne metody wymagajg od 2 do 14
dni), brak koniecznosci specjalnego przygotowywania probki oraz brak etapu infek-
¢ji komorek. Oznaczajac miano tg metodg nalezy jednak zwraca¢ uwage na sposob
w jaki zostata przygotowana probka zawiesiny AdV, a zwlaszcza czy zostala ona
wczesniej oczyszczona i w jaki sposéb inaktywowano biatka komérkowe i wiruso-
we. Moze to bowiem mie¢ duzy wplyw na wynik reakcji (14).

Podsumowujgc, w przedstawionych doswiadczeniach nad optymalizacjg produk-
¢ji wektorow AdV pokazano, ze nawet poprzez proste modyfikacje poszczegolnych
etapéw mozna znaczaco zwiekszy¢ wydajnos¢ metody i uzyska¢ wysokie miano
wektorow. W przeprowadzonych badaniach poréwnawczych moglismy takze wy-
bra¢ wiarygodne i szybkie testy do oznaczania miana wektoré6w w otrzymanej za-
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wiesinie. Wektory takie moga by¢ nastepnie z powodzeniem uzywane do uzyskiwa-
nia wysokiej ekspresji transgenu w hodowlach komérkowych, a po dodatkowym
oczyszczeniu moga by¢ réwniez wykorzystywane w doswiadczeniach in vivo.
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