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Genska terapija je eden izmed sodobnejsih pristopov zdravljenja raka. Kot dostavni
sistem za vnos genov, se vse bolj uveljavlja fizikalna metoda elektroporacija, ki
zafasno destabilizira celiéno membrano in omogoc¢i prehod v notranjost celic tudi
molekulam, ki obic¢ajno v celico ne morejo vstopiti. Tuja DNA v celicah aktivira
Stevilne citosolne senzorje DNA, ki lahko v organizmu sprozijo imunski odziv. Namen
naSe raziskovalne naloge je bil, da s pomoc¢jo elektroporacije in z vnosom plazmida
brez zapisa za protein gWiz Blank v melanomske celice B16F10 ugotovimo, ali lahko
Ze v in vitro sistemu zaznamo povecano izraZzanje citosolnih senzorjev DDX-60 in
RIG-1 ter citokina, interferona 1B (IFN-1p). Enako smo v nadaljevanju preverili tudi v
in vivo sistemu, kjer smo s pomocjo elektroporacije vnesli enak plazmid v tumorske
celice mi§jega melanoma. Dolo¢ili smo faktorje poviSanega izraZanja (FPI) citosolnih
senzorjev DNA in IFN-1p glede na kontrolo, v in vitro ter v in vivo sistemu, pri ¢emer
smo se osredotocili na interferonski imunski odziv. Rezultati so pokazali, da genski
elektroprenos privede do povefanega izrazanja citosolnih senzorjev in citokina IFN-13
predvsem v in vitro sistemu, medtem ko v in vivo sistemu ne pride do statisti¢no
znacilnega povecanja izrazanja citosolnih senzorjev, temvec le citokina IFN-1.
Genski elektroprenos praznega plazmida je v in vitro sistemu zmanjsal proliferacijo
celic in povecal citotoksi¢nost plazmida na celice. V obeh sistemih je bila vrednost
FPI najvisja pri skupini, kjer smo s pomocjo elektroporacije v celice ali tumor vnesli
plazmid gWiz Blank. Najvisji FPI je bil zabelezen pri IFN-1p, sledil je senzor DDX-
60. Senzor RIG-1 ni bil zaznan v nobenem sistemu. Povecano izrazanje IFN-1f smo
opazili v obeh sistemih in je posledica povefanega izraZanja citosolnega senzorja
DDX-60, ki nadalje povzro¢i povecano izrazanje IFN-1f, kar v in vivo sistemu vodi v
interferonski imunski odgovor.
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Gene therapy is one of the newest approaches in the treatment of cancer diseases. For
the introduction of genetic material, electroporation, a non-viral, physical method,
which causes transient permeabilisation of cell membrane, is used. Foreign DNA in
cell cytosol can activate many cytosolic DNA sensors, which may further lead to
immune response. The aim of our study was to deteremine, whether increased
expression of cytosolic DNA sensors, DDX-60 and RIG-1, and also cytokine
interferon 18 (IFN-1pB), is already obtained in in vitro system after gene
electrotransfer of plasmid gWiz Blank, a plasmid without gene for therapeutic
protein, into murine melanoma B16F10 cells. Further we defined the factors of
increased expression (FIE) of cytosolic DNA sensors and IFN-1pB, normalized to
control in in vitro and in vivo systems, where we focused on the interferon immune
response. The results have shown, that there is an increased expression of mMRNA for
cytosolic sensor DDX-60 and cytokine IFN-1f especially in in vitro system, while in
in vivo sistem, only cytokine IFN-1p is significaly increased. Gene electrotransfer
reduced cell proliferation and increased cytotoxicity of introduced plasmid in in vitro
system. In both systems, the highest FIE is recorded in the presence of gene
electrotransfer of gWiz Blank: the most increased is IFN-1f, followed by DDX-60.
RIG-1 is not detected in any of the two systems. Increased expression of IFN-1f is
observed in both systems and is a result of increased expression of cytosolic sensor
DDX-60, which further leads to increased expression of IFN-1p and therefore to
interferon immune response in in vivo system.
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protitelo

antigen

protein AIM2 (angl. Absent in melanoma 2)

gojisce, medij (angl. Minimum Essential Medium Alpha Medium)
antigen predstavitvena celica

beta aktin (angl. Beta-actin)

B-celi¢ni receptor

oznacevalec pripadnosti (angl. Cluster of Differentiation)
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ekstracelularni matriks (angl. Extracellular matrix)

Elektroporacija

fetalni goveji serum (angl. Fetal Bovine Serum)

faktor poviSanega izrazanja

gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza (angl. Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase)

genski elektroprenos (angl. Gene Electrotransfer)

plazmid GFP (angl. Green fluorescence protein)

encim indoleamin-2,3-dioksigenaza (angl. Indoleamine 2,3-dioxygenase)
interferon

interferon ena beta

interferon alfa/beta receptor (angl. Interferon-o/f receptor)

Interlevkin
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RLRs RIG-1 podobni receptorji (angl. RIG-I-like receptors)

RNA ribonukleinska kislina (angl. Ribonucleic acid)
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TAA s tumorjem povezan antigen (angl. Tumor-associated antigen)
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TMO tumorsko mikrookolje (angl. Tumor microenvironment)
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TSG tumor-supresorski gen (angl. Tumor Suppressor Gene)

TYK2 tirozin kinaza 2 (angl. Tyrosine Kinase 2)
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Ablacija

Acetilacija

Agonist

Antigen

APC

Avtoimunost

Avtologen

CD

Citostatiki

Ekspresija

Ekstravazacija

Elektroporacija

SLOVARCEK

Operativna, poskodbena ali medikamentna odstranitev dela telesa ali manjSe
patoloske tvorbe ali tujka, obi¢ajno s povrsja telesa ali organa.

Kemicna reakcija pri kateri se na heteroatom veze acetilna skupina.

Spojina, ki z vezavo na celicne receptorje izzove enak bioloski odziv kot
Vezava naravnega substrata.

Katerakoli telesu tuja snov, ki je sposobna izzvati imunski odziv in reagirati
npr. z antigensko specificnimi protitelesi in/ali aktiviranimi limfociti T.
Antigen predstavitvena celica, ki je specializirana fagocitna celica z antigeni
na svoji povrsini, ki jih prepoznavajo limfociti T s svojimi antigenskimi
receptorji in pri tem sprozijo imunski odziv.

Pridobljena humoralna in/ali celicno posredovana imunost proti telesu lastnim
antigenom, normalno izrazenim na celicah in tkivih.

Tkivo, celice ali organ, ki jih presadimo istemu osebku, ki jih je daroval.
Nanasa se lahko tudi na proteine, ¢e jih presadimo istemu osebku, ki jih je
daroval. »Avtologna uporaba« je uporaba tkiv in celic, odvzetih in
uporabljenih pri isti osebi.

Povrsinski oznacevalci celic. Gre za sistem enotne oznacitve antigenov celi¢ne
povrsine celic (predvsem levkocitov) z monoklonskimi protitelesi.
Citotoksi¢ne ucinkovine, uporabljene pri zdravljenju raka s kemoterapijo, Ki
delujejo protitumorsko na vse hitro delece se celice. Rakave celice ubijejo
tako, da poskodujejo DNA, se vkljucijo v sintezo DNA ali zavirajo celi¢no
delitev.

Zaznaven ucinek gena, pri katerem se informacija, ki jo gen vsebuje, pokaze
kot fenotipicna znacilnost. Sinonim za ekspresijo gena je izrazanje gena, pri
¢emer se DNA najprej prepiSe v mRNA-molekulo (transkripcija), ta pa se
prevede v proteine v celici ali na njeni povrsini (translacija).

Izstop ali izliv telesnih teko€in (npr. krvi, limfe, urina) iz zil ali izvodil.
Metoda vnosa tuje DNA, pri kateri celice izpostavimo elekticnemu polju,
zaradi katerega pride v fosfolipidnem dvosloju celiéne membrane do nastanka
vodnih por, skozi katere v notranjost celic vstopijo molekule, ki sicer skozi ne

morejo prehajati.
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Fenotip

Genotip

Inflamasom
Kemoterapevtki
Lokalno
zdravljenje
Metilacija
NKT-celice

Onc

Plasti¢nost

Progresija

Protoonkogeni

Regresija

Signalosom

Sistemsko

zdravljenje

Toleranca

Transfekcija

TSG

Skupek vidnih in biokemicno dolocljivih znakov, ki se razvijejo pri kakem
organizmu zaradi njegovega genotipa in vpliva okolja.

Celotni genom ali samo dolocen del genetske sestave organizma ali celice.
Multiproteinski citoplazemski kompleks, ki aktivira kaspaze in s tem vodi v
procesiranje in izlo€anje proinflamatornih (provnetnih) citokinov.

Naravno ali umetno pridobljena spojina s protitumorskih u¢inkom.

Zdravljene raka z uporabo Kirurgije ali radioterapije (obsevanje), ki je
lokalizirano na en organ v organizmu, kjer se pojavijo rakave celice.

Kemijska reakcija pri kateri se na heteroatom veze metilna skupina.
Heterogena populacija T celic, ki si delijo lastnosti dveh tipov celic: limfocitov
T in celic naravnih ubijalk (T).

Onkogeni ali geni, ki lahko sprozijo nastanek maligne celice in so pogosto
mutirani protoonkogeni.

Sposobnost matic¢nih celic, da se diferencirajo v razli¢ne celi¢ne vrste
Napredovanje oziroma vecanje tumorja, rast malignega tkiva in slabSanje
bolezni.

Katerikoli normalni gen, ki je vklju¢en v nadzor celi¢ne rasti in delitve ter se z
mutacijo lahko spremeni v onkogen.

Nazadovanje oziroma manjS$anje tumorskega tkiva.

Multifunkcionalni proteinski kompleks, udelez pri regulaciji razgradnje
proteinov.

Zdravljenje s protitumorskimi ucinkovinami katerega namen je delovati na
Cisto vse rakave celice v organizmu, posredno ali neposredno. Deli se glede na
razlicne mehanime delovanja zdravil: kemoterapija, hormonsko zdravljenje,
zdravljenje s tarénimi zdravili in imunoterapija.

Imunska toleranca je stanje specifi¢ne imunske neodzivnosti, ki jo inducirajo
antigenske snovi, sinonim je imunotoleranca.

Vnasanje tuje DNA molekule v celico, ¢emur lahko sledi ekspresija enega ali
ve¢ genov iz te DNA oziroma prenos tuje DNA v celice evkariontskega
prejemnika. DNA se inkorporira v kromosomsko DNA. Tujo DNA lahko
vnesemo z elektroporacijo, raznimi vektorji, fizikalno in s kemikalijami.

Tumor-supresorski geni ali geni, ki zavirajo nastanek maligne celice.
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1 uvoD

Gensko zdravljenje predstavlja sodobnejsi pristop pri zdravljenju bolezni, med katere
sodijo tudi Stevilna rakasta obolenja. Genska terapija ali genska transfekcija je proces
vstavljanja tujega genskega materiala oziroma nukleinske Kisline v celico gostitelja z
namenom pridobitve terapevtskega ucinka (popravilo obstojece okvare, pridobitev celic z

novimi funkcijami, npr. izloCanje terapevtskega proteina ipd.).

Ena od nevirusnih metod genske transfekcije, ki se v danaSnjem casu vse bolj in zelo
uspesno uporablja je metoda elektroporacije. Gre za fizikalno metodo, pri kateri se celice
ali tkivo izpostavi dovolj visokemu zunanjemu elektri¢cnemu polju, ki zacasno povzroci
destabilizacijo celicne membrane. Zaradi destabilizacije postane le-ta bolj prepustna za
molekule, ki sicer ne morejo prehajati preko nje. Elektroporacija se kot dostavni sistem
uporablja pri Stevilnih klini¢nih Studijah, predvsem za zdravljenje koznih tumorjev (Sersa
in sod., 2009), ter v zadnjem ¢asu tudi globoko leZe¢ih tumojev, kot npr. jetrnih metastaz

kolorektalnega raka (Edhemovic in sod., 2014).

1.2 OPREDELITEV PROBLEMA

Tuja DNA v celicah ali tkivih aktivira stevilne citosolne senzorje DNA, ki lahko pri zZivih
organizmih vodijo do aktivacije imunskega sistema. Poznane so Stevilne poti aktivacije
imunskega sistema in ena izmed njih vodi tudi do nastajanja interferonov tipa | (IFN-I). Z
raziskavo v sklopu te magistrske naloge smo Zeleli preveriti, ali lahko po elektri¢no
posredovanem vnosu plazmidne DNA molekule v celice ze v in vitro sistemu pride do
povecanega izrazanja citosolnih DNA senzorjev, DDX-60 in RIG-1 ter interferona 1§
(IFN-1B). V nadaljevanju smo ugotavljali povecanje ekpresije/izrazanja oziroma faktor
povisanega izrazanja citosolnih DNA senzorjev glede na kontrolov v obeh, in vitro ter v in
ViVvO sistemu, pri ¢emer nas je zanimal predvsem interferonski imunski odziv. V ta namen
smo v melanomske celice (in vitro) in v tumorsko tkivo misjega melanoma (in vivo) vnesli

plazmid, ki nima zapisa za protein, gWiz Blank.
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1.3 CILJI MAGISTRSKEGA DELA

Cilji magistrske naloge so ugotoviti, ali vnos plazmida, ki nima zapisa za protein, z
genskim elektroprenosom (elektroporacijo) v melanomske celice B16F10 aktivira citosolne
senzorje DNA in posledi¢no sprozi interferonski imunski odgovor oziroma poveca
izrazanje IFN-1B Ze v in vitro sistemu ter ali je povecanje izrazanja citosolnih senzorjev
DNA odvisno od koncentracije vnesene molekule plazmidne DNA. Cilj naloge je tudi
dolo¢iti viabilnost celic po vnosu molekule plazmidne DNA z elektroporacijo ter faktor
poviSanega izrazanja (FPI) citosolnih senzorjev DNA in interferonski imunski odziv po

elektroporaciji v in vivo sistemu.

1.4  DELOVNE HIPOTEZE

Delovne hipoteze, ki smo si jih zastavili so sledece:

- Vnos plazmida, ki nima zapisa za protein, v melanomske celice, aktivira citosolne
senzorje DNA in sprozi interferonski imunski odgovor oziroma poveca izrazanje
IFN-1B, pri ¢emer je povecanje izrazanja odvisno od koncentracije vnesene
plazmidne DNA.

- Vnos plazmida, ki nima zapisa za protein, z elektroporacijo v melanomske celice,
zmanj$a proliferacijo celic.

- Vnos plazmida, ki nima zapisa za protein, z elektroporacijo v melanomske tumorje
in vivo, poveca izrazanje citosolnih senzorjev DNA, kar se posledi¢no kaze v

interferonskem imunskem odzivu.
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2 PREGLED OBJAV

21 RAK

Rak je bolezen oziroma skupina bolezni, za katere je znacilna predvsem nekontrolirana rast
celic razlicnih tkiv v razli¢nih organih, ki za ta organ nimajo nobene fizioloske funkcije
(Sersa, 2009). Beseda izhaja iz grike besede "karkinos". To poimenovanje je prvi¢ uporabil
Hipokrat, anti¢ni zdravnik, ki ga je ozilje tumorske tvorbe spominjalo na rakove klesce

(Novakovi¢ in sod, 2009).

Tumor je novotvorba, ki je lahko benigna ali maligna. Benigna novotvorba je neinvazivna,
z lokalno omejeno rastjo, maligna novotvorba pa je invazivna in ima metastatski potencial
— sposobnost vdiranja v druga tkiva in organe. Sinonim za tumor je neoplazma, ki oznacuje
vsako abnormalno maso tkiva, ki raste nekontrolirano in neodvisno od primarnega tkiva ter
od dejavnika, ki jo je izzval. Rak je skupno ime za vse maligne tumorje, prehodna oblika
med benigno in maligno obliko pa se imenuje premaligna oblika ali displazija (Weinberg,
2007).

Poznanih je ve€ vrst tumorjev. Karcinomi ali epitelni tumorji nastanejo iz epitelnih celic ali
celic vrhnjice. Sarkomi ali tumorji mezenhimatskih tkiv zrastejo iz celic opornih tkiv in se
nahajajo v vezivu, mas¢evju, kosteh in hrustancu. Hematopoetske malignosti ali levkemije
so rakasta obolenja krvi in krvotvornih organov. Nevroektodermalni tumorji so tumorji
zivénih tkiv. Poleg omenjenih pa poznamo Se limfome, to so rakasta obolenja limfati¢nih
tkiv ter meSane tumorje, ki prizadenejo ve¢ tkiv hkrati (Novakovi¢ in sod., 2009;

Weinberg, 2007).

2.1.1 Vzroki za nastanek in karcinogeneza

Rak nastane kot posledica postopnega kopienja genetskih sprememb, ki jih celi¢ni
popravljalni mehanizmi ne morejo ve¢ popraviti in se kot take prenaSajo na naslednje

generacije. Te spremembe veCinoma predstavljajo razlicne nepravilnosti v delovanju
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specifi¢nih genov, predvsem pomnoZevanje in prekomerno delovanje onkogenov (Onc) ter

delecije oziroma nedelovanje tumor-supresorskih genov (TSG) (Tannock, 2013).

Karcinogeni so vsi rakotvorni dejavniki, ki povzrocijo prvo poskodbo DNA in nadalje
povecujejo frekvenco mutacij v genih. Poznamo eksogene in endogene dejavnike
karcinogeneze. Med eksogene dejavnike spadajo vsi zunanji dejavniki, kot so zivljenski
slog, prehrana ter snovi, ki smo jim izpostavljeni (UV in ionizirajoCe sevanje, radiacija,
kemikalije itd.). Endogeni dejavniki pa poleg poskodb DNA, dednih napak, hormonov in
metabolizma, vkljucujejo Se tumorsko mikrookolje. Karcinogeni delujejo direktno na DNA
ali indirektno na prokarcinogene, ki se posledi¢no spremenijo v karcinogene (Weinberg,
2007).

Genetske spremembe se zgodijo zaradi razli¢nih vzrokov. Ti so: eksogena izpostavitev UV
sevanju in genotoksi¢nim kemikalijam, endogene spremembe DNA ter napake DNA-
polimeraze, oziroma napake v popravljalnih mehanizmih. Stevilne epigenetske spremembe
pa vplivajo na transkripcijo genov in s tem povzrocijo spremembe celi¢nih proteinov. Sem
spadajo metilacija nukleotidov, acetilacija in metilacija histonov ter regulacija molekul
mikroRNA (Tannock in sod., 2013).

Na nastanek tumorjev vplivajo tudi Stevilni tumorski virusi. RNA tumorski virusi
prenasajo transformirajoce gene — Onc, ki transformirajo normalno celico v tumorsko ali
spremenijo njeno gensko ekpresijo. DNA tumorski virusi pa vplivajo na TSG oziroma na
njihovo transkripcijo. Ti virusi vstavijo svoj genom v celicnega in na tak nacin producirajo
svoje lastne gene, virusni proteini pa se potem vezejo na TSG in jih inaktivirajo. Posledici

sta liza in transformacija celic (Weinberg, 2007).

Karcinogeneza je vecstopenjski proces, kjer maligno transformacijo povzrocajo razli¢ni
karcinogeni dejavniki. V osnovi gre za pretvorbo normalne celice v transformirano
maligno, ki je odvisna predvsem od skupnega delovanja mutagenih dejavnikov —
iniciatorjev in nemutagenih dejavnikov — promotorjev. Skupaj vplivajo na gensko

ekspresijo, stimulirajo celi¢no proliferacijo in spodbujajo delitev celic s poskodovano
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DNA. Proces tumorske karcinogeneze je sestavljen iz treh stopenj: iniciacije, promocije in

progresije oziroma malignosti (Hanahan in Weinberg, 2011).

Tumorska iniciacija vkljucuje interakcije reaktivnih kemi¢nih snovi z DNA, zaradi katerih
pride do poskodbe. Poskodbe ponavadi lahko popravijo popravljalni mehanizmi celice. V
primeru, ko te poSkodbe niso popravljene pred naslednjo celicno delitvijo, pa to vodi v
napacno podvajanje DNA in fiksacijo mutacije v genom posamezne celice (Tannock in
sod., 2013).

NORMALNE CELICE CELICNE DELITVE MUTIRANA CELICA
Sestavljajo tkiva in organe Celice rastejo. se razmnozujejo Normalna celica lahko podleze
(podvojevanje DNA molekul) in umrejo spr bam v k iah
(DNA)
| TUMORSKA INICIACIJA |
KARCINOGENI AGENTI
ao ITUI\IORSKA PROI\IOCIJAJ
IOMOR S RAZMNOZEVANJE CELIC
Mutirane celice invadirajo

Mutirana celica se lahko
nekontrolirano in na neurejen nacin
deli in povzroéi nastanek tumorja

druga tkiva in organe

TUMORSKA PROGRESIJA

Slika 1: Vecstopenjski proces karcinogeneze (povzeto po http://www.ihoba.com.br/orientacoes-ao-cliente/o-

cancer/)

Tumorska promocija je druga stopnja, kjer razli¢ni promotorji vplivajo na proliferacijo
celic. Promotorji so lahko specificne kemi¢ne snovi, hormoni, vnetni citokini in toksini
(Weinberg, 2007). Na tej stopnji pride do klonalne ekspanzije mutiranih iniciacijskih celic,
Ki so vzrok za dodatno genetsko nestabilnost in dodatne mutacije (Novakovi¢ in sod.,
2009). Zgodijo se klju¢ne spemembe v delovanju Onc in TSG: Onc se aktivirajo, TSG pa
inaktivirajo (Weinberg, 2007).
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Koncéna stopnja je progresija, kjer pride do izrazanja pridobljenih lastnosti malignega
fenotipa (Novakovi¢ in sod., 2009). Beningni tumor se spremeni v malignega. Aktivirajo
se angiogeni faktorji, ki sproZijo proces angiogeneze — tumor se ozili. Tumor postane
sposoben vdiranja v druga tkiva, prisotni so Stevilni vnetni procesi, ki pospesijo bolezen.
Nadaljno metastaziranje tumorja poteka po dveh glavnih poteh: preko limfnih ali krvnih zil
(Tannock in sod., 2013).

2.1.2 Znacilnosti maligne celice

Maligna celica je spremenjena celica, ki se po svojih znacilnostih moé¢no razlikuje od
normalne. Ima sprememenjeno morfologijo (oblika celice, refrakilnost), je sposobna rasti
neodvisno od pritrdi§¢a, ima visoko saturacijsko gostoto in ima povsem spremenjene

metabolne poti ter energetske potrebe (Tannock in sod., 2013; Weinberg, 2007).

Ohranjanje Izogibanje
proliferacijske supresorjem rasti
signalizacije

Deregulacija Izogibanje
celicne energetike imunskemu
giéemu
Odpornost Replikacijska
na celicno nesmrtnost
smrt
Cem ! ;ru(:dlgfl'a'oéa
nestabilnost i P A i
@ vinetja
mutacije

Indukcija Aktiviranje
angiogeneze invazij in metastaz

Slika 2: Deset glavnih znacilnosti malignih tumorskih celic (Hanahan in Weinberg, 2011)
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2.1.3 Tumorsko mikrookolje

Tumor je kompleksno tkivo, sestavljeno iz malignih celic in celic strome. Tumorsko
mikrookolje (TMO) je dinamic¢no, interaktivno in nenehno spreminjajoce se obmocje, ki
omogoca Sirjenje malignih celic v globja in bolj oddaljena obmo¢ja (Tarin, 2012). TMO se
razlikuje od mikrookolij normalnih tkiv. Zanj so znacilni: hipoksija ali pomanjkanje kisika,

nizke vrednosti (kisle) pH ter povisan tlak intersticijskih teko¢in (Tannock, 2013).

TMO je sestavljeno iz netransformiranih stromalnih celic, kot so endotelijske celice,
fibroblasti in razlicne imunske celice ter iz kompleksnega ekstracelularnega matriksa
(ECM), ki ga izlo¢ajo tako normalne kot neoplasti¢ne celice, vkljucene vanj. Interakcije
tako med malignimi in endotelijskimi celicami kot tudi med drugimi stromalnimi in
vnetnimi celicami ter ECM so pomembne pri samem procesu karcinogeneze (Ding in sod,
2012). Ena od klju¢nih komponent TMO so $e molekule mikroRNA (miRNA). To so
kratki, nekodirajo¢i fragmenti RNA-molekule (18-25 nukleotidov), ki regulirajo izrazanja
razlicnih pomembnih genov, vklju¢no z geni, ki uravnavajo celi¢no delitev, razvoj in

diferenciacijo ter tudi gene, nujne za apoptozo (Schavioni in sod., 2013).

T Maligne celice

ECM % « 150 LS e
LW “\ «» Limfociti
. {«@ Nevtrofilci
()
&’ /:
VS 50
QTN e -~ ‘\‘ W Makrofagi
3 *
Krvozilje . Fibroblasti

Slika 3: Tumorsko mikrookolje (povzeto po Ding in sod., 2012)

Hipoksija ali pomanjkanje kisika je posledica izgube homeostatskih mehanizmov. Zaradi
hitre proliferacije tumorskih celic potreba po kisiku preseze oskrbo z njim. Razvijajoce se

ozilje je nezmozno dohajati potrebe rastocega tumorja in okoli krvnih zil se ustvari
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gradient kisika, posledica katerega je prehodna hipoksija. Poleg tega k stanju hipoksije
prispevajo S¢ prehodne spremembe v perfuziji (prekrvavljenosti) tumorskega zilja.
Tumorske zile so nezrele, bolj prepustne nimajo gladkomiSi¢nih celic in vsebujejo
strukturne nepravilnosti (slepe konce zil, spojke arterij in ven), ki pripomorejo k

nestabilnem krvnem pretoku (Tannock in sod., 2013).

Rezultat neravnovesja med proizvodnjo in porabo metabolnih kislin (mle¢na in ogljikova
kislina) je nizka vrednost zunajcelicnega nivoja pH (pH<7). Tumorji prav tako nimajo
funkcionalnih limfnih sistemov, zaradi Cesar se v zunajceliCnem prostoru kopicijo
tekocine, kar vodi v povisan intersticijski tlak. V TMO je spremenjena tudi koncentracija
nutrientov. Nivo glukoze je nizek, nivo odvecnih produktov pa povisan (predvsem laktata).
TMO ima drugaéne vzorce metabolizma, ki so rezultat genetskih sprememb v Onc in TSG
ter celicnih odgovorov na zunajceli¢ne parametre. Tumorske celice imajo spremenjen
metabolizem ogljikovih hidratov, proteinov, lipidov in nukleinskih kislin ter povecano

glikolizo (Tannock in sod., 2013).

2.2 ZDRAVLIENJA RAKAVIH OBOLENJ

Vsi pristopi zdravljenja raka temeljijo na enotnem nacelu, da je treba tumorsko tkivo
odstraniti ali uni€iti. Klju¢nega pomena so testi za dolo¢evanje poskodb normalnih tkiv ter
terapevtski indeksi. Ti nam povedo, koliko je neko zdravljenje specificno za tumor
oziroma dolo¢ajo odgovor tumorja pri to€no doloceni poSkodbi normalnega tkiva. Vecje

kot so vrednosti terapevtskega indeksa, bolj uspeSna je terapija in obratno (Sersa, 2009).

Preglednica 1: Nacini zdravljenja rakavih obolenj in njihove glavne znacilnosti (povzeto po Novakovi¢ in
sod., 2009; Sersa, 2009; Tannock in sod., 2013)

Nacin Glavne znacilnosti Kombinacije z drugimi
zdravljenja nacini zdravljenja
Kirurgija - hitra odstanitev tumorske mase obsevanje, kemoterapija
lokalen nacin pri ¢vrstih, dostopnih tumorjih, brez metastaz (pozni stadiji in
metastaze)

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 1. Nacini zdravljenja rakavih obolenj in njihove glavne znadilnosti

Radioterapija —
lokalen nacin

Kemoterapija —
sistemsko
zadravljenje

Hormonska
terapija —
sistemsko
zdravljenje

Tar¢na
Zdravila —
sistemsko
zdravljenje

Imunoterapija —
sistemsko
zdravljenje

uporaba ionizirajoCih sevanj (gama, X-zarki,
elektroni), ki poSkodujejo TC (prelomi DNA)
pri nedostopnih tumorjih

uporaba citostatikov

stranski u¢inki - delovanje na vse hitro
delece se celice, tudi normalne
zdravljenje v ciklusih s prekinitvami (za
regeneracijo normalnih tkiv)

delovanje na mikrometastaze

vnos zdravil, ki vplivajo na endokrini sistem —
preprecujejo nastanek ali aktivnost dolo¢enih
hormonov - zmanj$anje nivoja hormonov, ki
pospesujejo izrazanje genov in rast TC

selektivno zaviranje tar¢e v TC

ucinkovanje na zacetku razvoja tumorja
(nekontrolirana rast celic, nizka toksi¢nost TC)
najpogostejsa tar¢na zdravila: monoklonska
protitelesa in zaviralni tirozin kinaz

spodbujanje IS k odstranjevanju TC
specifi¢na aktivacija oziroma povecevanje
antitumorskih lastnosti limfocitov T

uporaba Stevilnih imunoterapevtskih agensov:
vakcine, interferoni in interlevkini

kirurgija, kemoterapija
(pozni stadiji in
metastaze)

samostojno zdravljenje
limfomov in levkemij
uporaba kombinacije
citostatikov — razli¢ni
citostatiki razli¢ne tarée

uporaba z namenom
zmanj$anja stranskih
ucinkov drugih
zdravljenj: kemoterapija

uspesna uporaba v
kombinaciji s
citostatiki

u¢inkovitost
imunoterapije najboljsa
v kombinaciji s
kemoterapijo

* TC (tumorske celice), IS (imunski sistem)

2.2.1 Gensko zdravljenje raka

Gensko zdravljenje je novejsi pristop zdravljenja raka, kjer gre za uporabo oziroma vnos
specificnega gena v celice z namenom selektivnega vpliva na tumorske celice (SerSa,

2009).

Uporabljajo se razli¢ni pristopi: nespecifi€no vstavljanje delujocega gena za zamenjavo
nedelujo¢ega, zamenjava nedelujoega gena z delujo¢im po principu homologne
rekombinacije, popravilo nedelujoega gena z reverzno mutacijo in spremembe Vv
uravnavanju delujocega gena. Z genskim zdravljenjem lahko zamenjamo TSG,
onemogoc¢imo izrazanje dolocenega Onc ali sprozimo smrt tarénih tumorskih celic.

Kljuénega pomena je dostava terapevtskega gena v celice, ki poteka na dva nacina: in vivo
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(gen je vstavljen direktno v tar¢no tkivo) ali ex vivo (gen je vstavljen v celice zunaj — ex

vivo, modificirane celice pa so presajene nazaj v tar¢no tkivo) (Koc¢evar in sod., 2010).

Poznamo dva tipa genskih terapij: somatsko (vnos genov v somatske celice) in zarodno
(vnos genov v zarodne celice pred fertilizacijo oziroma v oplojeno jaj¢no celico pred
diferenciacijo). Metode prenosa genov v tar¢ne celice ali tkiva delimo na virusne in

nevirusne (Nayerossadat in sod., 2012).

Med virusnimi dostavnimi sistemi se uporabljajo virusni vektorji, ki so laboratorijsko
spremenjeni; odstranjene imajo gene za patogenost. So ucinkovitejsi kot nevirusni, vendar
imajo Se vedno nekaj slabosti: imunogenost, proizvodnja toksinov in omejena velikost
vkljucka. Kot virusni vektorji se najveckrat uporabljajo adenovirusi, retrovirusi, itd.
(Kocevar in sod., 2010). Nevirusni dostavni sistemi obsegajo vse ostale fizikalne in
kemic¢ne sisteme, ki se lahko uporabljajo kot vektorji. U¢inkovitost teh je v primerjavi z
virusnimi manj$a, vendar imajo Stevilne prednosti: stroSkovno ugodnejsSi, dostopnost,
manjSa indukcija imunskega odziva in neomejenost glede velikosti vklju¢ka. Kemicne
metode dostavnih sistemov so kationski lipomeri in polimeri, fizikalne pa vnos z gensko
pistolo (biolistika), elektroporacija, uporaba ultrasond, magnetofekcija in vnos gole DNA
(Nayerossadat in sod., 2012).

Za gensko zdravljenje raka se najpogosteje uporabljajo gola DNA, kationski lipidi in
polimeri. U¢inkovita metoda vnosa, ki postaja vse bolj zanimiva zaradi svoje uporabe tudi
v in vivo sistemih (npr. kationski lipidi se ne morejo uporabjati in vivo) pa je metoda

elektroporacije (Koc¢evar in sod., 2010).

2.2.2 Metoda elektroporacije

Elektroporacija je fizikalna metoda, ki s pomo¢jo zunanjega elektricnega polja spremeni
permeabilnost celicne membrane in omogo¢i vstop molekulam, ki v nasprotnem primeru v

celico ne bi mogle vstopiti (Cemazar in sod., 2015).
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2.2.2.1 Princip delovanja metode

Pri elektroporaciji pride do nastanka hidrofilnih por v fosfolipidnem dvosloju celi¢ne
membrane. S penetracijo vodnih molekul v lipidni dvosloj celiéne membrane se tvorijo
strukture, imenovane vodni prsti. Ti povzrocijo, da se lipidi v blizini reorientirajo s
polarnimi glavami proti nastalim strukturam in tako tvorijo nestabilne pore, preko katerih

lahko v celico vstopajo razliéne molekule (Cemazar in sod., 2015).

Pred EP - ZDRAVILO /GEN
Med EP Elektri¢no polje
povzrodi napetost
_preko membrane
Po EP Regeneracija celice po

vnosu zdravila / gena

Slika 4: Prehod snovi v notranjost celice po elektroporaciji (EP), skozi nastale hidrofilne pore v

fosfolipidnem dvosloju celiéne membrane (E, elektri¢no polje) (povzeto po Lakshmanan in sod., 2014)

Po izpostavitvi celic zunanjim elektri¢nim pulzom elektri¢no polje povzro¢i premik naboja
na celicni membrani. Razlog za to je kopicenje transmembranske napetosti, ki je vi§ja od
normalne ali mirovnega membranskega potenciala. Na obmocjih, kjer transmembranska

napetost preseze doloceno vrednost, se ustvari dovolj moc¢no elektri¢no polje, ki vodi v
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nastanek por, te pa omogocajo prehod vodnih molekul, molekul z nabojem in vecjih

molekul (Miklav¢i¢ in sod., 2014).

Izpostavljenot elektricnemu polju poveca verjetnost tvorbe por. V povprecju se pore tvorijo
pogosteje in imajo daljSo zivljenjsko dobo kot pore, ki se tvorijo v odsotnosti elektri¢nega
polja. Zaradi visoke transmembranske napetosti se pove¢a membranska permeabilnost za

molekule, ki sicer skozi membrano ne morejo prehajati (Cemazar in sod., 2015).

Uspesnost metode je odvisna od amplitude in trajanja elektricnega polja. Nizke amplitude
in kratka izpostavljenost nimata vpliva na povecan transport, medtem ko pri zmerni
amplitudi in elektricnemu polju pride do reverzibilne elektroporacije. To pomeni, da se
pore po prenehanju izpostavljenosti postopoma zaprejo, celice pa ostanejo viabilne
(Cemazar in sod., 2015). Pri protokolih reverzibilne elektroporacije se uporabljajo
pravokotni pulzi (1-8 pulzov), z dolzino posameznega pulza od 1us do 1ms ter amplitudo,

ki ustvari jakost elektri¢énega polja do nekaj 100 V/ecm (Rems in Miklav¢ic, 2014).

Pri vi§jih amplitudah in/ali ob daljsi izpostavljenosti je elektroporacija ireverzibilna. Takrat
je transport skozi membrano preobsezen in pride do izplavljanja znotrajcelicne vsebine,
zapiranje por pa je prepocasno. Posledica je celi¢na smrt. V primeru $e visje amplitude
in/ali Se daljSe izpostavljenosti pa pride do toplotnih poskodb tako celice kot molekul, ki se
sprod¢ajo iz nje (Cemazar in sod., 2015). Ireverzibilna elektroporacija se uporablja za
ablacijo tumorskih celic in za inaktivacijo bakterij v vodi in teko¢i hrani (Rems in

Miklavéic, 2014).

2.2.2.2 Uporabnost metode

Elektroporacija se uporablja na Stevilnih podrocjih tako v in vitro kot in vivo sistemih.
Uporabna je pri elektrozlivanju, elektrovstavljanju, elektrosterilizaciji, ekstrakciji,
genskem elektroprenosu ter pri elektrokemoterapiji.

Pri optimizaciji elektrozlivanja celic s pomocjo elektroporacije nastanejo hibridne celice,

ki se tvorijo z zlitjem ve¢ razli¢nih celic skupaj. Nastanek por je namre¢ vzrok, da celicna
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membrana postane fuzogena. Najbolj razSirjen primer je zlivanje limfocitov B in
mielomskih celic v hibridome, ki proizvajajo monoklonska protitelesa (Rems in Miklav¢ic,

2014).

Elektrovstavljanje je naslednje podrocje, kjer se molekule s pomocjo elektroporacije
vstavljajo v fosfolipidni dvosloj celicne membrane. Molekularno elektrovstavljanje se
razlikuje od transporta ionov in molekul skozi membrano. Prehodne odprtine, nastale
vodne pore omogocijo makromolekulam, da delno vstopijo skoznje in ostanejo ujete v
celi¢ni dvoslosloj membrane, ko se nastale pore skr¢ijo nazaj oziroma zaprejo (Barnes in
Greenbaum, 2007). V primeru amfipati¢énih molekul, ostanejo le-te stabilno vkljucene v
celi¢ni dvosloj. Primer tega so transmembranski proteini, CD4-receptorji in glikoforin A
(Miklav¢ic in Kotnik, 2004).

Elektroporacija se uporablja tudi na podro¢ju biotehnologije za deaktivacijo
mikroorganizmov v hrani in vodi (elektrosterilizacija) ter pri ekstrakciji specificnih
molekul iz celic oziroma tkiv, kot je na primer ekstrakcija soka iz sladkorne pese (Haberl
in sod., 2013).

Na podrocju zdravljenja pa se elektroporacija uporablja pri genskem elektroprenosu in
elektrokemoterapiji. Pri elektrokemoterapiji s pomocjo elektricnih pulzov v tumorske
celice dostavimo zdravila, ki ne prehajajo celicne membrane (Haberl in sod., 2013). Tako
pri in vitro kot in vivo Studijah, sta se kot najbolj primerna izkazala bleomicin in cisplatin.
Elektroporacija celic v in vitro sistemu poveca citotoksi¢nost bleomicina do nekaj 1000-

krat in cisplatina do 70-krat (Cemazar in sod., 2015).

2.2.3 Genski elektroprenos ali genska elektrotransfekcija

Genski elektroprenos (GET) predstavlja pomembno podrocje biomedicine. Ta nevirusna
metoda vnosa DNA molekule v celice, se uporablja bodisi za DNA cepljenja proti
infekcijskim boleznim bodisi za zdravljenja raka, kjer so terapije usmerjene direktno na
tumorske celice ali pa je njihov cilj poveéati imunski odziv organizma (Cemazar in sod.,

2015).
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GET celic z namenom spremembe njihovih bioloskih funkcij je bil prvotno uporabljen za
zdravljenja genetskih okvar imunskega sistema. Natan¢en molekularni mehanizem GET v
celoti Se ni pojasnjen. Gre za proces, ki je kompleksnejsi od enostavne difuzije DNA skozi
pore, nastale zaradi izpostavljenosti elektricnemu polju. Glavna ovira pri uporabi GET za
zdravljenje tumorjev je pocasna difuzija DNA skozi ECM. Predlagana resitev je uporaba
encimov, ki delno razgradijo ECM. Za ucinkovit GET pa so klju¢ni: nacin dostave DNA,
velikost in oblika elektrod, parametri elektricnih pulzov ter oblika DNA (Haberl in sod.,
2013).

GET terapevtskih genov v tumor, omogoca lokalno znotrajtumorsko proizvodnjo
terapevtskega proteina, omogoca zadostno terapevtsko koncentracijo ter s tem terapevtski
ucinek. V predklini¢nih raziskavah na misih so zelo visok protitumorski ucinek izkazali
citokini. Najvecji potencial za zdravljenja raka so izkazali: interlevkini (IL-2, 1L-12, IL-18)
in interferon IFN-a. GET se lahko uporablja kot samostojna terapija ali v kombinaciji z
drugimi  metodami zdravljenja:  Kirurgijo, radioterapijo ter v kombinaciji z

elektrokemoterapijo (Cemazar in sod., 2015).

2.3 IMUNSKI SISTEM IN IMUNSKI ODZIV

Imunski sistem (IS) je organski sistem, ki ga sestavljajo Stevilne specializirane celice in
organi, katerih klju¢na naloga je obramba telesa pred vdori tujkov, patogenov in drugih
telesu Skodljivih faktorjev (Lydyard in sod., 2011). Imunost je odpornost na bolezni,
imunski odziv pa predstavljajo usklajene reakcije celic in molekul IS na infekcijske
mikrobe. FizioloSka funkcija IS je prepreCevanje in odpravljanje povzrocenih okuZzb
(Abass in sod., 2012). Med povzrocitelje okuzb spadajo: virusi, bakterije, glive in Stevilni

paraziti (MacPherson in Austyn, 2012).

IS je sestavljen iz prirojenega in pridobljenega IS. Prirojena (naravna) imunost je prisotna
pri zdravih posameznikih vse od rojstva in je v nenehni pripravljenosti za reakcijo proti
vdirajoim mikrobom. Ta obramba deluje hitro, ima dolofeno specificnost in nima
imunskega spomina. Pridobljena (specifi¢na ali adaptivna) imunost pa se pogosto aktivira,

kadar prirojeni IS ne more sam odpraviti vdirajo¢ih mikrobov. Pridobljeni IS je visoko
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specifiCen, ima imunski spomin, vendar se razvije pocasneje. Obe vrsti IS med seboj
komunicirata in sodelujeta preko direktnih celicnih stikov ali preko interakcij, ki
vkljuCujejo kemiéne mediatorje, citokine in kemokine (Abbas in sod., 2012; Lydyard in
sod., 2011).

Celice IS so organizirane v limfne organe ali Zleze, sposobne so migracije, med njimi pa
poteka intenzivna komunikacija preko celicne povrSine in molekul, ki jih izlocajo v

okolico (npr. citokinov) (Lydyard in sod., 2011).

2.3.1 Celice in molekule prirojenega imunskega sistema

Celice prirojenega IS prepoznavajo povzrocitelje okuzb preko posebnih receptorjev za
prepoznavo molekularnih vzorcev ali PRR-jev (angl. Pattern recognition receptors). Ti
receptorji prepoznavajo specificne povrSinske vzorce vdirajo¢ih mikrobov, ki so pri
osebkih iz doloCene skupine enaki in se imenujejo patogenom pridruzeni molekularni
vzorci ali PAMPs (angl. Pathogen-associated molecular patterns). PAMPs direktno z
vezavo na PRR-je ali indirektno z vezavo na druge molekule stimulirajo prirojeni IS
(MacPherson in Austyn, 2012).

Preglednica 2: Celice prirojenega imunskega sistema in njihove glavne znacilnosti ter funkcije (povzeto po
Lydyard in sod., 2011; MacPherson in Austyn, 2012; Ng in Gommerman, 2013)

Celice prirojenega Glavne znacilnosti in funkcije

IS
Nevtrofilci mobilni fagociti, ki po okuzbi aktivno fagocitirajo in pozirajo tujke
(fagociti) imajo granule s peroksidazami, kislimi in bazi¢nimi fosfati ter defenzini
Makrofagi Vv razli¢nih tkivih (npr. Kupferjeve celice v jetrih)
(fagociti) receptorji Toll za prepoznavanje tujka in dolocitev vrste imunskega odziva

stimulirajo vnetje ter proizvajajo citokine (za celjenje tkiv po vnetju)

NK-celice krozijo v krvi — obramba pred virusi in tumorskimi celicami
receptorji za preverjanje povrsine drugih celic
sposobnost ubijanja drugih celic (citotoksi¢nost) — sprostijo granule s
perforini (naredijo pore v cel. membrani) in grancimi (sprozijo apoptozo)

Celice MAST in Stevilne granule v citoplazmi
bazofilci MAST sproscajo citokine in mediatorje vnetja (alergije in anafilakticni Sok)
bazofilci sproscajo citokine, hidroliti¢ne encime, heparin in histamin
se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 2. Celice prirojenega imunskega sistema in njihove glavne znacilnosti ter funkcije

Eozinofilci granulociti, ki so udeleZeni pri vnetnih procesih, $e posebej pri vnetjih
parazitskih okuZzb in alergijskih odgovorov
v citoplazmi imajo granule s peroksidi in toksini

Dendriti¢ne celice klju¢na vloga povezovanja prirojenega in pridobljenega IS

(DC) prepoznavajo mikrobne Ag in nadalje prezentirajo in procesirajo njihove
proteine limfocitom T — so najpomembnejse APC
dva tipa: konvencionalne (cDC) in plazmacitoidne (pDC)

* Ag (antigen), APC ( antigen predstavitvena celica)

Molekule, ki so udeleZzene pri poteku prirojene obrambe, so: proteini komplementa in

akutne faze ter citokini (interferoni in antimikrobni peptidi) (Lydyard in sod., 2011).

2.3.2 Celice in molekule pridobljenega imunskega sistema

Klju¢na komponenta pridobljenega IS so limfociti, nosilci specific(ne imunosti in
imunskega spomina. Delimo jih na limfocite B in T. Lo¢imo tudi dva tipa pridobljene
imunosti: humoralno in celi¢no. Humoralna je posredovana s protitelesi (Ab) limfocitov B,
ki jih le-ti izlo¢ajo v cirkulirajo¢e in mukozne tekocine, kjer nevtralizirajo in eliminirajo
mikrobe ter njihove toksine. Vendar Ab nimajo dostopa do mikrobov znotraj celic. Pri
obrambi proti znotrajcelicnim mikrobom je pomembna celi¢na imunost, posredovana z

limfociti T (Abbas in sod., 2012).

Preglednica 3: Celice specifiénega imunskega sistema in njihove glavne znacilnosti ter funkcije (povzeto po
(Abbas in sod., 2012; Lydyard in sod., 2011; MacPherson in Austyn, 2012)

Celice specifi¢nega IS Glavne znacilnosti in funkcije

Celice B/Limfociti B iz hematopoetskih mati¢nih celic (plod), kasneje iz kostnega mozga
na povrsini B-celi¢ni receptorji (BCR) in Ab za dolocen Ag
Spominske celice B dozoritev po aktivaciji limfocitov B
izraZanje Ab za tocno dolocen Ag — ob ponovnem srecanju z istim Ag
sposobne hitrega in mo¢nejSega imunskega odziva

Celice B plazmatke nimajo antigenskih receptorejv na povrsini
masovna proizvodnja Ab enake specifi¢nosti kot je antigenski
receptor stimulirane spominske celice B
se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 3. Celice specifiénega imunskega sistema in njihove glavne znaéilnosti ter funkcije

Celice T/Limfociti T

Citotoksi¢ni limfociti
T/Tc

Celice pomagalke
T/Th

Thl

Th2

Thl7

Treg

Spominski limfociti T

diferenciacija iz T-celi¢nih prekurzorskih celic v timusu

na povrsini T-celi¢ni receptorji (TCR) za doloc¢ene Ag, ki jim jih
preko MHC predstavljajo APC

naloga: ojacanje imunskega odziva in ubijanje okuzenih celic

na povriini TCR in CD8" (za prepoznavanje celic)

preverjanje celicnih povrsin — ob okuZeni celici sprostijo granule s
perforini in grancimi (nastanek transmembranskih kanalov v okuzeni
celici, poruseno ionsko ravnovesje — liza in apoptoza okuZene celice)
proizvodnja toksi¢nih citokinov

na povrsini izrazene CD4", ve¢ tipov (Thl, Th2, Th17 in Treg)
pomo¢ pri proizvodnji Ab in fagocitom pri uni¢evanju mikrobov
aktivacija makrofagov, NK in Tc, stimulacija plazmatk in Ab
Th1 odgovori pomembni pri bakterijskih in virusnih okuzbah

vpliv na eozinofilce (parazitske okuzbe), aktivacija makrofagov,
indukcija diferenciacije limfocitov B in stimuliranje humoralnega 1S
stimulacija migracije nevtrofilcev na mesto okuzbe in obramba proti
gliviénim in bakterijskim okuzbam

supresija drugih celic (tudi DC in/ali drugih limfocitov) — pomembno
pri izklopu IS po uspe$ni odstanitvi mikroba

zapomnijo si odziv na dolocene Ag tako kot spominske celice B

* MHC (molekula poglavitne tkivne skladnosti), APC (antigen predstavitvena celica)

2.3.3 Tumorska imunologija

IS je sposoben prepoznati tumorske celice. Na tem podrocju je bila identifikacija Ag

znacilnih za tumorske celic klju¢nega pomena (Tannock in sod., 2013).

Poznamo tumor specificne Ag - TSA (angl. Tumor-specific antigens) in tumor povezane

Ag - TAA (angl. Tumor-associated antigens). TSA so znacilni samo za tumorske celice in

so unikatni, TAA pa se lahko nahajajo tudi na normalnih celicah (Lydyard in sod., 2011).

TAA so procesirani ter prezentirani na molekule MHC I/11, da jih limfociti T prepoznajo s

TCR (Tannock in sod., 2013). Druga delitev tumorskih Ag uposteva njihov izvor. Po tej

klasifikaciji poznamo virusne, kemicne, onkofetalne in diferenciacijske tumorske Ag

(Lydyard in sod., 2011).
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Pri prepoznavanju tumorjev so najprej pomembne komponentne prirojenega IS, ki
uporabljajo PRR-je in druge molekule na celiéni povrSini (direkten imunski odziv).
Tumorske celice pogosto izrazajo s stresom povezane gene (npr. MICA in MICB), ki
delujejo kot ligandi za receptorje na povrsini NK-celic, Tc in fagocitov. NK-celice
nenehno preverjajo prisotnost molekul MHC I na povrsini celic, saj pri tumorskih pride do
izgube le-teh. Pridobljeni IS pa prepoznava tumorske celice indirektno s pomocjo DC, ki
skupaj s Th celicami aktivirajo limfocite B in proizvodnjo Ab, ki reagirajo na tumorske
proteine (Dranoff, 2004).

Potencialni imunoefektorski mehanizmi proti tumorskim celicam so: ubijanje s Tc
celicami, ki prepoznajo TAA ali TSA peptide povezane z MHC I; indukcija apoptoze s
pomocjo Ab; ubijanje posredovano z Ab in komplementom; od Ab odvisna celi¢na
citotoksi¢nost posredovana z makrofagi, receptorji granulocitov ali limfocitov s Fc
receptorji; fagocitoza aktivirana z makrofagi ter ubijanje z NK-celicami (Lydyard in sod.,
2011). Vendar tumorske celice razvijejo Stevilne nacine, s katerimi se izognejo delovanju
IS, npr. zmanjSajo prepoznavnost tumorskih Ag, postanejo neobcutljive za apoptoti¢ne
infali nekroti¢ne signale efektorskih celic (npr. Tc) ter aktivno posegajo v delovanje IS s
pomocjo tvorbe imuno-zaviralnih dejavnikov v tumorskih celicah ali v celicah okoliskega
tkiva (Novakovi¢ in sod., 2009).

2.4  IMUNSKO ZAZNAVANJE NUKLEINSKIH KISLIN

Odkritje specifiénih receptorjev je v zadnjem desetletju izkazalo klju¢no vlogo pri
prepoznavanju nukleinskih kislin v celici in z njimi povezane aktivacije IS na
znotrajcelicne patogene. Gre za Ze omenjene PRR-je, ki jih aktivirajo specifi¢ni vzorci na
celiéni povrsini, imenovani PAMPs in DAMPs (angl. Damage-associated molecular

patterns).

Mikrobne nukleinske kisline so pomemben razred PAMPs. Od lastnih nukleinskih kislin
celice se razlikujejo v sekvenci, stukturi, molekularni modifikaciji in lokaciji. Neobicajno
lokalizirane lastne nukleinske kisline, kot sta zunajcelicna DNA ali RNA-molekula pa sta

prepoznani kot DAMPs (Desmet in Ishii, 2012). DAMPs so druga kategorija signalov, ki
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jih poleg PAMPs zaznava in nanje reagira (prirojeni) 1S. Gre za nepatogene lastne
produkte celice, ki se najveckrat pojavijo kot rezultat celi¢nega stresa ali poSkodbe. To SO
znotrajcelicni proteini, kot so histoni in toplotni stresni proteini, ki se sprostijo tekom
nekroze ali apoptoze, ter zunajceli¢ni produkti, sprosc¢eni po mehanski poskodbi tkiv, kot

sta heparin sulfat in hialuron (Ishii in Tang, 2014).

DNA-molekula je obicajno prisotna v celicnem jedru evkariotskih celic, zato njena
prisotnost na neobicajnih mestih v celici, kot sta npr. citoplazma ali endosomi, sprozi
aktivacijo IS. Celi¢no jedro je imunsko privilegiran organel. Prisotnost DNA v drugih
kompartimentih celice pa aktivira sistem prepoznavanja DNA, ki zazna tako DNA
vdirajo¢ega patogena (DNA PAMPs) kot tudi lastno DNA (DNA DAMPs) (Paludan in
Bowie, 2013).

Transfection of cells
with plasmid DNA
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Slika 5: Mehanizem DNA cepljenja oziroma transfekcija celic s plazmidno DNA, kjer gre za zaznavanje

nukeinskih kislin v celici in posledi¢no aktivacijo imunskega odziva (povzeto po Desmet in Ishii, 2012)

Aktivacija IS s PAMPs poteka z direktno vezavo PRR-jev nanje in ne vkljucuje nobene
dodatne degradacije ali prezentacije na specificne celice. Poznanih je pet druzin PRR-jev,

ki se med seboj razlikujejo v celicni lokaciji, tipom PAMPs, ki jih zaznavajo in v indukciji
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imunoefektorskih odgovorov. To so: receptorji Toll (TLRs), citosolni RIG-1 receptorji
(RLRs), receptorji-Nod, C-tip lektinski receptorji in v melanomu odsotni 2 (AIM-2)
receptorji. Ceprav so DAMPs kategorno povsem drugaéni od PAMPs, so vzorci vnetnih
odgovorov, ki jih inducirajo povsem enaki: infiltracija makrofagov in nevtrofilcev ter
spros¢anje citokinov. DAMPs so zaznani z istim naborom PRR-jev kot PAMPs (Ishii in
Tang, 2014).

2.5  BIOLOSKI DNA SENZORIJI

Prvi identificiran PRR za zaznavanje DNA, je endosolni senzor TLR9, ki spada med
receptorje Toll in po zaznavi DNA v endosomih, stimulira izrazanje interferonov tipa L.
(Paludan in Bowie, 2013). Na podro¢ju IS so ti kljuénega pomena pri vnetnih odzivih,
aktivaciji jedrnih faktorjev kapa B (NF-kB), ki uravnavajo transkripcijo DNA, ter pri

izrazanju kostimulatornih molekul B7 in vnetnih citokinov (Ishii in Tang, 2014).

Poleg endosomov se lahko DNA po Stevilnih poteh znajde tudi v citosolu celice, kjer so
klju¢nega pomena citosolni senzorji DNA. To so proteini, ki delujejo kot PRR za
prepoznavanje DNA. DNA v citosolu je lahko posledica okuZzbe z znotrajcelicnimi
patogeni, oslabljenega eliminiranja eksogene DNA in neuravnotezenega nadzora nad
endogenimi DNA produkti. Vsaka celica vsebuje encime DNA-ze, ki preprecujejo
nezeljeno kopicenje DNA v notranjosti celice. VV primeru nepravilnega delovanja ali
odsotnosti teh encimov, DNA pronica v citoplazmo oziroma se tam kopi¢i in tako stimulira

citosolne senzorje DNA (Paludan in Bowie, 2013).

Preglednica 4: Bioloski senzorji (povzeto po Desmet in Ishii, 2012; Paludan in Bowie, 2013)

PRR receptor Lokacija v celici Zaznani patogeni Naravni agonisti ~ Stimuliran
odgovor
TLR3 Endolizosomi dsRNA, ssRNA in dsRNA Vnetni citokini
dsDNA virusi
TLR7 in TLR8  Endolizosomi sSRNA virusi, bakterije, =~ GU-bogata IFN-I
glive, protozojski paraziti  sSSRNA
TLR9 Endolizosomi dsDNA virusi, bakterije, ~ DNA IFN-I

protozojski paraziti

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 4. Bioloski senzorji

RIG-1 Citoplazma sSRNA virusi, DNA Kratke RNA s5" IL-16, IFN-I,
virusi, bakterije ppp vnetni citokini

MDAS5 Citoplazma Vacinia virus, reovirusi, Dolge dsRNA IFN-I
bakterije

NOD2 Citoplazma RNA virusi SSRNA IFN-I

DDX3 Citoplazma RNA virusi RNA IFN-I

DDX1/21/36 Citoplazma RNAvirusi dsRNA IFN-a

DDX60 Citoplazma RNA in DNA virusi sSRNA, dsRNA,  IFN-B,

dsDNA CXCL-10

DDX41 Citoplazma DNA virusi, bakterije DNA IFN-a, IFN-3

AIM2 Citoplazma DNA virusi, bakterije DNA IL-18, IL-18

IFI16 Citoplazma in jedro  DNA virusi dsDNA IFN-B, IL-6,

IL-18
STING Citoplazma Bakterije Cikli¢ni di-GMP

* dsRNA/DNA (dvovijaéna RNA/DNA), ssSRNA/DNA (enovijatna RNA/DNA), 5' ppp (5' fosfatni konci verige DNA),
RIG-1 (receptor RIG-1; angl. Retinoic acid inducible gene 1), MDAS5 (receptor MDADS; angl. Melanoma Differentiation-
Associated protein 5), NOD2 (nukleotid vezoc¢a oligomerizacijska domena proteina 2), CXCL-10 (kemokin: interferon
gama inducirajo¢ protein 10 / IP10), AIM2 (odsoten v melanomu 2), IFI16 (interferon gama inducirajo¢ protein 16), IFN-
I (interferoni tipa 1), STING (stimulator IFN genov)

Citosolna senzorja RIG-1 in DDX-60, ki smo ju preucevali v nasi nalogi, spadata med
proteine DexD/H-box (DDX), ki vkljucujejo RNA in DNA antivirusne helikaze z
domenami DexD/H-box ali DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) Box. Ti proteini so vpleteni v
procesih uravnavanja izraZzanja genov na Stevilnih mestih: pri prenosu signalov po
signalizacijskih poteh, pri interakcijah z genskimi promotorji, spajanju mMRNA-molekule in
translacijski regulaciji. Stevilni proteini DDX so vkljuéeni tudi pri imunskem odgovoru in

sicer kot signalne molekule in senzorji RNA/DNA (Paludan in Bowie, 2013).

2.5.1 Citosolni senzor RIG-1

RIG-1 (angl. Retinoic acid-inducible gene 1) je eden izmed treh ¢lanov RLR-receptorjev
poddruzine DDX helikaz. Poleg RIG-1 sem spadata $¢ MDAS in LGP2. Ceprav so RNA
helikaze dobile ime po svoji sposobnosti za odvijanje dsRNA, opravljajo bolj splosne
funkcije: izpodrivanje proteinov vezanih na RNA, prileganje verigam RNA in promocija
konformacijskih sprememb RNA. Vse od naStetega je znacilno za RIG-1, ki je sposoben
odvijanja RNA dupleksov in translokacije vzdolZ baznih parov RNA (Gobau in sod.,
2013).
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DexD)/H-box helikarna domena
T 1
CARD Hel1 Hel2 P CTD

100 COED SEBs

Slika 6: Zgradba RIG-1. Citosolni senzor RIG-1 je sestavljen iz C-terminalne domene (CTD), DexD/H-box

helikazne domene, sposobne vezave na RNA molekulo ter N-terminalne CARD domene, ki posreduje

signalizacijo (povzeto po Gobau in sod., 2013)

RIG-1 je poznan tudi kot DDX-58 in je sposoben vezave na razli¢ne ligande eno- ali dvo-
vijatne RNA molekule (ss/dsRNA). Je pomemben induktor prirojenega IS proti virusom
ter pri zaznavanju bakterij. Indirektno ga aktivirajo citosolne virusne ali bakterijske
dsDNA, lahko pa se aktivira tudi kot odgovor na lastne RNA. Sposoben je interakcij s
STING-om (Desmet in Ishii, 2012).

RIG-1 je pomemben pri produkciji IFN-1. Od njega je odvisen interferonski odgovor na
nekatere DNA viruse. Sposoben je lociti lastno od tuje RNA, po znacilnostih na 5' koncu
vijacnice. Aktiviran RIG-1 inducira signalizacijo z vezavo na mitohondrijski adaptor
MAVS, poznan tudi kot IPS1 (IFN-B promotor stimulator 1). Neodvisno od IPS1, RIG-1
aktivira znotrajceli¢ni singalizacijski kompleks, inflamasom, katerega aktivacija vodi v
proteolizno obdelavo prointerlevkina 1 v zrel intelevkin 1f (IL-1B), ki je predstavnik
vnetnih citokinov. Aktivacija RIG-1 v melanomskih celicah lahko privede do indukcije
kaspazno odvisnih apoptotskih odgovorov, ki potekajo preko proteina Noxa (Gobau in
sod., 2013).

Prepoznavanje dsDNA z RIG-1 je odvisno od tipa celic. Studije na "knock-out" misih z
izbitim genom za RIG-1 so pokazale, da imajo konvencionalne DC, makrofagi in
fibroblasti izolirani iz omenjenih misih, oslabljeno indukcijo IFN po RNA virusni okuZzbi,

medtem ko je produkcija IFN nemotena v plazmacitoidnih DC (InvivoGen, 2012).
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2.5.2 Citosolni senzor DDX-60

DDX-60 spada med helikaze, ki imajo podobno delovanje kot RLR-receptorji. Poleg
DDX-60 so ti proteini §¢: DDX3, DHX9 in kompleks DDX1-DDX21-DDX36. Te helikaze
posredujejo izrazanje IFN-o/f bodisi z direktnim zaznavanjem nukleinskih kislin po
virusni okuzbi in/ali z interakcijami komponent IFN indukcijskih poti (Gobau in sod.,
2013).

DDX-60 je prav tako kot RIG-1 sestavljen iz DexD/H-box helikazne domene ter dolgih N-
in C-terminalnih regij. Filogenetski razvoj kaze podobnost med DDX-60 in kofaktorjem
RNA eksosomov gliv kvasovk, Ski2. Ski2 je proteinski kompleks, potreben za integriteto
citoplazemske RNA, RNA eksosom pa je makromolekulski proteinski kompleks, Ki
vklju€uje ribonukelaze in helikaze ter nadzoruje kvaliteto celicnih RNA v jedru in v
citoplazmi. Pri glivah kvasovkah RNA eksosomi skupaj s Ski2 delujejo antivirusno.
Studije so dokazale, da se tudi DDX-60 povezuje s komponentami RNA eksosomov
(Miyashita in sod., 2011).

DDX-60 zavira virusno replikacijo, zato je njegovo izrazanje povecano po virusnih
okuzbah. Veze se lahko na virusno ss/dsRNA ter tudi na dsDNA-molekulo DNA-virusov.
DDX-60 oblikuje kompleks z RLR-ji in je udelezen pri njihovih signalnih poteh. Po
virusni okuzbi se veze na endogeni protein RIG-1 in je nadalje pomemben pri izraZzanju
IFN-I (Miyashita in sod., 2011). UtiSanje DDX-60 vodi v zmanjSano sekrecijo IFN-I
(Desmet in Ishii, 2012).

Izrazanje DDX-60 promovira vezavo RIG-1 na virusno RNA/DNA. Sposoben je
promocije RIG-1 ali MDAS odvisne ekspresije IFN-B. Med virusno okuzbo inducira gene
IFN, njegova antivirusna aktivnost pa naj bi bila odvisna od prisotnosti RLR-jev
(Miyashita in sod., 2011). Zadnje raziskave so pokazale, da je DDX-60 udelezen pri RIG-1
odvisni produkciji IFN-I ter pri RIG-1 neodvisnih RNA virusnih degradacijskih poteh.
DDX-60 s svojim delovanjem nadzoruje citoplazemski protivirusni prirojeni imunski odziv

in deluje kot ligandno specificen aktivator RIG-1 (Oshiumi in sod., 2015).
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Vlogo DDX-60 kot pozitivnega regulatorja RLR-jev so na drugi strani pod velik vprasaj
postavili rezultati raziskave Gobau in sod., 2015. V omenjeni Studiji so raziskali vlogo
DDX-60 pri produkciji IFN-a/p in pri odpornosti na dolo¢ene virusne okuzbe. Analize
fibroblastov in mieloidnih celic "knock-out” misi z izbitim genom za DDX-60 niso
pokazale oslabitev v produkciji IFN-0/f kot odgovor na RLR agoniste ali RNA viruse.
Dokazali so Se, da povecana ekspresija DDX-60 ni okrepila indukcije IFN in da DDX-60
ni interagiral z RLR-ji. Pri omenjeni $tudiji niso ugotovili nobene oslabljene odpornoti na
virusne okuzbe pri misih brez gena za DDX-60. Profili mMRNA DDX-60 in RIG-1 so bili v
razli¢nih tkivih zelo podobni — primerljiva ekspresija je bila zabelezena tudi na celi¢nem
nivoju: MRNA DDX-60 in RIG-1 so bile prisotne v ve¢ini imunskih celic. V splosnem
rezultati te Studije predvidevajo, da DDX-60 bolj kot pozitivni regulator RLR-jev deluje

kot restrikcijski faktor, visoko specifi¢en za dolo¢en virus, razred virusov ali ostalih

patogenov (Gobau in sod., 2015).
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Slika 7: Pregled mehanizmov zaznavanja nukleinskih kislin (povzeto po Desmet in Ishii, 2012)
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26  CITOKINI

Citokini so majhne signalizacijske molekule, ki jih celice izlo¢ajo kot odgovor na dolocen
drazljaj. So posredniki interakcij med elementi IS, pospeSijo rast, diferenciacijo,
kemotakso, okrepijo citotoksi¢nost ter regulirajo imunost. Delimo jih glede na populacijo
celic, ki jih izlo¢ajo:

e monokine izlocajo mieloidne celice (monociti in makrofagi);

¢ limfokine primarno izlo¢ajo limfociti, lahko pa jih izloc¢ajo tudi v mieloidne celice;

e kemokini so citokini, ki usmerjajo celiéne migracije in aktivirajo celice kot odgovor

na infekcijske agense ali tkivne poskodbe;
e interlevkini so najpogosteje produkti levkocitov;
e interferoni, ki jih proizvajajo Stevilne razli¢ne celice kot odgovor na virusne okuzbe

(Lydyard in sod., 2011).

2.6.1 Interferonitipal in IFN-p

Interferoni (IFN) so vnetne molekule, ki posredujejo obrambo proti virusnim okuzbam in
so pomembni pri omejevanju okuzb, medtem ko se vzpostavljata specificni humoralni in
celicni IS. Delijo se na dve skupini: interferone tipa I (IFN-I), ki vkljucujejo IFN-a in

IFN-B ter interferone tipa II (IFN-11), med katere spadajo IFN-y (Lydyard in sod., 2011).

IFN-I so polipeptidi, ki jih izlo€ajo okuZene celice in imajo tri glavne funkcije. V prvi vrsti
inducirajo znotrajceli¢no antimikrobno stanje okuZenih in sosednjih celic v tkivu, s ¢imer
omejijo Siritev okuzbe (Ivashkiv in Donlin, 2014). Protivirusno stanje ustvarijo z indukcijo
izrazanja z IFN-stimuliranih genov (Desmet in Ishii, 2012). Druga funkcija je
posredovanje prirojenega IS, kar nadalje promovira prezentacijo Ag in funkcije celic
ubijalk. Tretja funkcija je aktivacija specificnega IS, kar vkljucuje promocijo B in T
celiénih odgovorov in imunski spomin (lvashkiv in Donlin, 2014). IFN-I z direktnim
spodbujanjem diferenciacije celic Thl, inducirajo Thl tip imunskega odgovora (Desmet in
Ishii, 2012).
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IFN-I predstavljajo zasCito pri akutnih virusnih in bakterijskih okuzbah ter pri
avtoimunskih boleznih (Ivashkiv in Donlin, 2014). Mehanizem delovanja pri bakterijskih
okuzbah je povecevanje dovzetnosti razli¢nih vrst celic na apoptozo inducirajo¢ drazljaj.
Vendar IFN-I sami niso dovolj za indukcijo apoptoze mnogih celic, temve¢ njihovo
delovanje vkljucuje povisano regulacijo kaspaz in pro-apoptotskih senzorjev, kot so TLR-ji

in inflamasomi. IFN-I inducirajo povecano regulacijo RIG-1 in MDAS (Trinchieri, 2010).

Druzina citokinov, IFN-I, vkljucuje 12 podtipov IFN-a, IFN-1, IFN-¢ (IFN epsilon), IFN-
K (IFN kappa) in IFN-o (IFN omega) (Desmet in Ishii, 2012). Izlo¢ajo jih Stevilni tipi celic
od fibroblastov, epitelnih celic, celic prirojenega IS do limfocitov (Ng in Gommerman,
2013). Vecina tipov celic proizvaja IFN-B, medtem ko hematopoetske celice (pDCs)

prevladujoce proizvajajo IFN-a (Ivashkiv in Donlin, 2014).

IFN-B je potencialni aktivator imunskih celic in IS. S svojim delovanjem lahko aktivira
tako celice prirojenega IS (APC) kot tudi celice pridobljenega IS (limfocite B in T).
Citosolno zaznavanje DNA, ki aktivira STING in posledicno povzro¢i izrazanje IFN-8,
lahko ima tolerogene ali imunogene posledice pri fizioloskih znacilnostih vnetnih
procesov, ki so pomembni za klinicne bolezni vkljuéno z avtoimunskim sindromom,

rakavimi obolenji in kroni¢nimi okuzbami (Lemos in sod., 2014).

2.6.2 Tip I interferonski imunski odgovor

IFN-I nastajajo v skoraj vseh celicah, kot odgovor na aktivacijo razlicnih wvrst
transmembranskih in citosolnih receptorjev. RIG-1 in MDAS sta najpogostejSa receptorja,
odgovorna za sprozanje izlocanja IFN-1 (Trinchieri, 2010). Obstajajo tri glavne signalne
poti, ki vodijo v proizvodnjo IFN-I: po virusni okuZzbi steCe signalizacija po poti RIG-1,
drugo in tretjo pot pa sprozijo receptorji Toll — ena vkljucuje adaptorni protein TRIF, druga
pa aktivacijo transkripcijskega faktorja IRF7 (InvivoGen, 2005).
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3 MATERIALI IN METODE

Eksperimentalno delo je vefinoma potekalo na OnkoloSkem Institutu, na Oddelku za
eksperimentalno onkologijo v Ljubljani, kon¢ne analize qPCR pa v laboratoriju na
Fakulteti za vede o zdravju v Izoli. Pri eksperimentalnem delu v in vitro sistemu smo
uporabili celice miSjega melanoma B16F10, za eksperimentalno delo v in vivo sistemu pa
laboratorijske misi linije C57BI/6. Tako in vitro kot in vivo smo uporabljali plazmid gWiz
Blank, plazmid brez zapisa za protein. Ekperimentalno delo smo ve¢inoma izvajali v
zaSCitni komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komori), da so gojis¢a in ostali

material, ki smo ga uporabljali, ostali sterilni.

3.1 CELICE MISJEGA MELANOMA IN MISJI TUMORIJI

Celice mi§jega melanoma B16F10 (American Type Culture Collection, Manassas, VA) z
visokim metastatskim potencialom smo gojili v gojiS¢u AMEM (Life Technologies, Grand
Island, NY) z dodatki: 5 % fetalnega govejega seruma (FBS, Life Technologies), 10 Mm/I
L-glutamina (Life Technologies), 100 U/ml penicilina (Grutenhal, Aachen, DE) in 50
mg/ml gentamicina (Krka, Novo Mesto, Slovenija). Celice smo gojili v inkubatorju na 37
°Cin 5 % COx.

Misji tumorji so bili nasajeni v podkozje na bok laboratorijskih misi linije C57BI1/6
(Envigo, Udine, Italija). Nasadili smo 1x10° celic v podkoZje vsake misi. Poskuse smo
zaceli izvajati, ko je premer tumorja dosegel 4 mm. Misi so bile nastanjene v posebnih
kletkah in prostorih z nadzorovano temperaturo in vlago ter 12/12 urnim dnevno-no¢nim

ciklom. Hrano in vodo smo dodajali po potrebi.

3.2 PLAZMID gWIZ BLANK

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili plazmid gWiz™ Blank, proizvajalca Aldevron
(Fargo, North Dakota, USA). Plazmid gWiz Blank nima zapisa za protein in je velik 5100

baznih parov. Sestavljen je iz modificiranega promotorja, introna A in umetnega visoko
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ucinkovitega transkripcijskega terminatorja. Je brez endotoksinov in je odporen na

antibiotik kanamicin.

Razlicnim ekperimentalnim skupinam smo dodali razliéne koncentracije omenjenega
plazmida. Osnovna koncentracija plazmida je bila 2 mg/ml, potrebovali pa smo Se
koncentraciji 1 mg/ml in 3,5 mg/ml. NajniZjo koncentracijo smo pripravili z red¢enjem
osnovne koncentracije s fizioloSko raztopino (100 ul plazmida + 100 pl fizioloske
raztopine), najvi§jo pa z zgostitvijo osnovne koncentracije. Koncentracijo in Ccistost
plazmida smo preverili spektrofotometricno (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Take3™ Micro-Volume Plate, BioTek, Bad Friedrichshall, Nemcija).

3.3  GENSKI ELEKTROPRENQOS

3.3.1 Genski elektroprenos in vitro

Najprej smo si pripravili celice misjega melanoma B16F10. Celicam na plos¢i smo
odpipetirali gojisce, sprali z 10 ml PBS-ja in dodali 7 ml tripsina. Plos¢o s tripsinom SmMo
rahlo premesali s premikanjem petrijevke po ravni povrsini v smeri gor-dol in levo-desno,
da so se celice hitreje odlepile. Nato smo dodali enako ali ve¢jo koli¢ino svezega gojiséa s
FBS-jem in celice zbrali v falkonko. Plos¢o smo na koncu sprali §e z 10 ml gojis¢a in tudi

to odpipetirali v isto falkonko.

Celi¢no suspenzijo v falkonki smo 5 minut centrifugirali (THERMO, Heareus
MULTIFUGE 1S-R centifure) pri sobni temperaturi in pri 1500 vrt/min. Odlili smo
supernatant in previdno odpipetirali Se preostanek gojisca, da so na dnu falkonke ostale
samo celice. Celice smo resuspendirali v 5 ml hladnega (4 °C) elektroporacijskega pufra
(125 mmol/l saharoze, 10 nmol/l KHPO,, 2.5 nmol/l KH,PO4, 2 mmol/l MgCl, x 6H,0) in
celi¢no suspenzijo ponovno centrifugirali (1500 vrt/min, 5 min, sobna temperatura).
Ponovno smo odlili supernatant in previdno odpipetirali preostanek elektroporacijskega
pufra. Celice smo resuspendirali v 150-200 pl (za cca. 5-10x106 celic) elektroporacijskega
pufra in jih od tega koraka naprej hranili na ledu. Celice smo najprej presteli s pomocjo

hemocitometra in nato natan¢no izmerili volumen celi¢ne suspenzije.
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Konc¢na enacba za izra¢un koncentracije celic je bila naslednja:
C = (n/4) x 10* celic/ml (D

Pri ¢emer predstavlja:
C ... koncentracija v suspenziji

n ... Stevilo prestetih celic

Ko smo s pipeto nata¢no izmerili Se volumen celi¢ne suspenzije, smo iz Stevila prestetih

celic po naslednji formuli izracunali, koliko EP lahko naredimo:
X=(mxV)/1000 pl ... (2

Pri ¢emer predstavlja:
X ... Stevilo EP

V ... volumen celi¢ne suspenzije

Za eno EP smo potrebovali 1x10° celic v 40 pl. Zato smo §tevilo EP pomnozili s 40 pul in
od dobljenega volumna odsteli izmerjen volumen celi¢ne suspenzije. Rezultat je bil
volumen elektroporacijskega pufra, ki smo ga dodali v celicno suspenzijo za pripravo

suspenzije s koncentracijo 1x10° celic v 40 pl.

Pripravili smo si toliko mikrocentrifugirk, kolikor EP smo naredili in v vsako odpipetirali
44 ul pripravljene celi¢ne suspenzije. Mikrocentrifugirke smo hranili na ledu. Pred EP smo
si pripravili in ustrezno oznagili $e 6 cm? petrijevke (Corning, NY, USA) oziroma Ultra
Low attachment 24-well testne plos¢e (Corning). Tik pred EP smo celicam v
mikrocentrifugirkah dodali 11 pl ustrezne koncentracije plazmidne DNA ali fiziolosko
raztopino (Preglednica 5). S pipetiranjem smo dobro premesali vsebino mikrocentrifugirk
in odpipetirali 50 ul med nerjavece elektrode elektroporatorja GT-01 (Fakulteta za
elektrotehniko, Univerza v Ljubljani, Slovenija) z 2 mm razmakom. Parametri za izvedbo

posamezne EP so bili naslednji: stevilo pulzov (Ni = 8), stevilo pulziranj (Ns = 8), trajanje
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pulza (Ti = 5000 us), pavza (Di = 199) in napetost (U = 120 V; razmerje med amplitudo in

razdaljo elektri¢nega toka je bilo 600 V/cm, razmak med elektrodama 0.2 cm).

Po EP smo elektroporirano suspenzijo stresli v 6 cm? petrijevko in ji takoj dodali enako
volumsko koli¢ino 100 % FBS (50 pl). FBS namre¢ poveca delez prezivetja obcutljivih
celic po izpostavitvi elektricnim pulzom. Elektrodi smo pred naslednjo EP sprali v 70 %
alkoholu, ju dobro obrisali s sterilno gazo in poc¢akali, da se posusita. Po 5 minutah smo v
petrijevko z elektroporirano suspenzijo in FBS-jem, dodali 5 ml gojis¢a. Petrijevke smo
dali v inkubator na 37 °C, 5 % CO,, za 24 ali 48 h.

Preglednica 5: Eksperimentalne skupine pri in vitro sistemu

Ekperimentalna Celi¢na suspenzija in dodana snov Elektroporacija
skupina (EP)

CTLR 44 pl celicne suspenzije + 11 pl fizioloske raztopine NE

gWiz 10 44 pl celi¢ne suspenzije + 11 pl plazmidne DNA (1 mg/mL) NE

gWiz 20 44 pl celi¢ne suspenzije +11 pl plazmidne DNA (2 mg/mL) NE

gWiz 35 44 ul celi¢ne suspenzije + 11 pl plazmidne DNA (3,5 mg/mL) NE

EP 44 pl celicne suspenzije + 11 pl fizioloske raztopine DA

EP gWiz 10 44 pl celi¢ne suspenzije + 11 pl plazmidne DNA (1 mg/mL) DA

EP gWiz 20 44 ul celi¢ne suspenzije + 11 pl plazmidne DNA (2 mg/mL) DA

EP gWiz 35 44 pl celi¢ne suspenzije + 11 pl plazmidne DNA (3,5 mg/mL) DA

3.3.2 Genski elektroprenos in vivo

Pri in vivo sistemu je eksperimentalni del potekal na laboratorijskih misih linije C57BI/6 in
z melanomskimi tumorji B16F10. Vsi in vivo poskusi so bili izvedeni na Onkoloskem
Institutu ter v skladu z dovoljenjem §t. 34401-4/2012/2, ki ga je izdalo Ministrstvo za
kmetijstvo in okolje Republike Slovenije. To pomeni, da sama nisem bila udeleZena pri
nasajanju tumorjev v podkozje in Zrtvovanju omenjenih misi po genskem elektroprenosu,
temve¢ sem pri svojem ekperimentalnem delu samo uporabila, predhodno pridobjene

vzorce tumorjev za izolacijo RNA, prepis v cDNA in gPCR.
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Stiri razliéne terapevtske skupine je sestavljalo po 5 misi (Preglednica 6). Parametri EP so
bili enaki kot pri GET in vitro, razen napetosti (U = 160 V). Poskuse so izvajalci zaceli
izvajati ko je premer tumorja dosegel 4 mm. V skupinah z gWiz Blank plazmidom so v
tumor injicirali 50 pl plazmidne DNA s koncentracijo 2 mg/ml, tako da je vsaka mi$ dobila
dozo 100 pg plazmidne DNA. Naredili so enkratno GET in 4 h po GET misi zrtvovali, jim

izrezali tumorje ter shranili na —80 °C, do njihove nadaljne uporabe.

Preglednica 6: Ekperimentalne skupine pri in vivo sistemu

Eksperimentalna Snov injicirana v misji tumor Elektroporacija (EP)
skupina

CTLR 50 pl fizioloske raztopine NE

gWiz 50 ul plazmidne DNA, gWiz Blank (2 mg/mL) NE

EP 50 ul fizioloSke raztopine DA

EP gWiz 50 ul plazmidne DNA, gWiz Blank (2 mg/mL) DA

3.4  TEST PROLIFERACIJE

Po GET in 24 h inkubacije celic v inkubatorju (37 °C, 5 % CO,) oziroma ¢ez no¢, smo si
pripravili in preSteli celice pri posamezni ekperimentalni skupini (enako kot na zacetku pri
GET: tripsinizacija posamezne petrijevke in Stetje celic s pomoc¢jo hemocitometra).
Naslednji korak je bil izracun ustreznega volumna celi¢ne suspenzije, v katerem se nahaja
zahtevano stevilo celic, ki smo jih za test proliferacije nasadili na mikrotitrsko testno
plosc¢o s 96 vdolbinicami (96-well testno plos¢o) z ravnim dnom (za test proliferacije je

Stevilo celic za 6 dni: 800 celic/vdolbinico).

Pripravili smo si 8 falkonk s 3 ml gojis¢a (za vsako ekperimentalno skupino ena). Celi¢no
suspenzijo smo dobro premesali in ustrezen volumen suspenzije, ki je vseboval dolo¢eno
Stevilo celic, prenesli v falkonko z gojis¢em. S pipeto smo dobro premesali vsebino
falkonke in jo nato prenesli v plasticno kadicko. Vsebino kadicke smo ponovno rahlo
premesali, tokrat z multikanalno pipeto (8-kanalno pipeto). Z multikanalno pipeto smo
nato nanesli 100 ul celi¢ne suspenzije v posamezno vdolbinico na testni ploséi. Za vsako

skupino smo naredili 3 paralelke za vsak dan spemljanja proliferacije: za 2., 4. in 6. dan
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(Slika 9). Torej smo nasadili po 800 celic na posamezno vdolbinico na tri mikrotitrske
plosée: za dan 0, 2 in 4, na vsako ploS¢o pa smo odpipetirali tudi samo medij (Slika 8).
Fluorescenco medija smo namre¢ na koncu, pri meritvah posamezne eksperimentalne

skupine odsteli, da smo dobili fluorescenco celic, ki nas zanima.
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Slika 8: Shema mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami za test proliferacije (800 celic/vdolbinico) in test
citotoksi¢nosti (1500 celic/vdolbinico)

Sledila je inkubacija 2 h v inkubatorju pod Ze navedenimi pogoji, da so se celice pritrdile
na podlago. Po 2 h smo vzeli prvo mikrotitrsko plos¢o za dan 0 iz inkubatorja in v
vdolbinice z multikanalno pipeto dodali 10 ul barvila Presto Blue (Life Technologies,
Carlsbad, CA). Med dodajanjem barvila smo v laminariju ugasnili lu¢, saj je barvilo
obcutljivo na svetlobo. Po barvanju smo inkubirali testno plos¢o $e 1,5 h v inkubatorju,
nato pa smo s programom Magelan 6 — ALAMAR fluorescence bottom shaking, izmerili
fluorescenco pri ekscitaciji 560 nm in emisiji 590 nm (Citalec mikroplos¢ Infinite 200,
Tecan, Mannedorf, Switzerland). Ta meritev nam je sluzila kot meritev v ¢asu 0. Postopek
barvanja in merjenja fluorescence smo ponovili Se Cetrti in Sesti dan, za testni plos¢i dan 2

in dan 4.

Meritve fluorescence smo najprej obdelali s pomocjo ra¢unalniskega programa Microsoft

Excel. Od vsake posamezne meritve smo odsteli fluorescenco, ki jo je oddajal sam medij in
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dobili fluorescenco, ki so jo oddajale posamezne ekperimentalne skupine. Vrednost te
fluorescence je sorazmerna delezu viabilnih celic. Vse tretirane ekperimentalne skupine
smo normalizirali na kontrolno netretirano skupino in izraunali povprecje normaliziranih

vrednosti ter standardno napako posamezne skupine

35  TEST CITOTOKSICNOSTI PLAZMIDA

Enako kot pri testu proliferacije smo za test citotoksi¢nosti plazmida na transparentno
mikrotitrsko plos¢o z ravnim dnom in 96 vdolbinicami (96-well plos¢o), isti dan po GET
nasadili predhodno elektroporirane celice. Za test citotoksi¢nosti plazmida smo na testno
plos¢o nasadili 1500 celic/vdolbinico. To testno plos¢o smo inkubirali 3 dni v inkubatorju
(37 °C, 5 % COy) in tretji dan (72 h po GET), enako kot pri testu proliferacije najprej
dodali barvilo Presto Blue (10 ul/vdolbinico), nato pa po 1 h inkubacije, z Magellanom 6
izmerili fluorescenco ter rezultate meritev enako kot pri testu proliferacije najprej uredili v

programu Microsoft Excell.

Ve ~N e DRUGI DAN ~N ~
«Priprava celic (24 h po GET)

B16F10in «Barvanje in i ESTIDAN N
GET meritev druge (120 h po GET)

* Nasaditev + Nasaditev celic plosce za test
celic za test za test proliferacije - o
citotoksi¢nosti proliferacije dan 2 ter *Barvanje in
(plosca dan 3) (3 plosce: dan plosce za test mervl:[ev tretje

«Inkubacija 0/2/4) citotoksiénosti plosce za test
preostalih «Barvanje in -dan 3 proliferacije
celic meritev prve - dan 4

_J plosce, za test
proliferacije CETRTI DAN
\__~dan0 RN (72 h po GET) \_ )

Slika 9: Shema poteka ekperimentalnega dela v in vitro sistemu za test proliferacije celic in test

citotoksic¢nosti plazmida
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3.6 POVECANO IZRAZANIJE CITOSOLNIH SENZORJEV DNA IN IFN-1p

Povecano izrazanje citosolnih senzorjev DNA smo dolo¢ili na nivoju mRNA tako v in
vitro kot tudi v in vivo sistemu iz predhodno transfeciranih celic ter s pomog¢jo ustreznega
izolacijskega protokola, s katerim smo najprej izolirali enovijacno celicno MRNA-
molekulo, ki smo jo nadalje prepisali v cDNA-molekulo. Nato smo izbrali ustrezne
oligonukleotidne za¢etnike in prisotnost znotrajceli¢nih oziroma citosolnih senzorjev DNA

in IFN-1p preverili s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo (qQPCR).

3.6.1 Povecano izrazanje citosolnih senzorjev DNA in IFN-1f v in vitro sistemu

Celice misjega melanoma B16F10 smo najprej elektroporirali (skupine celic in protokol sta
bila enaka kot pri GET in vitro za test proliferacije in test citotoksi¢nosti — Preglednica 5)
in jih nato inkubirali 4 h na Ultra low attachment, 24-well testni plos¢i (testni plosci s 24
vdolbinami) v inkubatorju (37 °C, 5 % CO.,). Sledila je izolacija celicne RNA, ki je
potekala po ustaljenem protokolu proizvajalca izolacijskega kompleta, PureLink™ RNA
Mini Kit (Thermo Fisher Scientific).

3.6.1.1 Izolacija RNA

Preden smo zaceli postopek izolacije, smo si malo centrifugo nastavili na 4 °C in si
pripravili ter oznacili 8 falkonk, 16 "Rnase Free" mikrocentrifugirk, 8 "Spin Cartridge"
mikrocentrifugirk, 16 "Collection™ tubic in 8 "Recovery" tubic iz izolacijskega kompleta.
Nato smo vzeli Ultra Low attachment testne plosce (testne plos¢e s 24 vdolbinami) S

celicami iz inkubatorja, jih zbrali v falkonke in jih centrifugirali.

Medtem smo si z "Rnase away" (Life Technologies, Carlsbad, CA) temeljito ocistili
laminarij in celotno delovno povrsino, vkljuéno s pipetami, stojali za mikrocentrifugirke,
Skatlami z nastavki za avtomatske pipete itd. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in
usedlini celic na dnu falkonk dodali 500 ul TRIzol® RNA Isolation Reagents (Thermo
Fischer Scientific). S pipetiranjem smo dobro premesali in prenesli v prve pripravljene

"Rnase Free" mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke smo pustili 5 minut na sobni
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temperaturi, nato pa celicam s trizolom dodali 100 pl kloroforma in jih zmesali v roki tako,
da smo jih nekajkrat obrnili. Sledila je inkubacija na sobni temperaturi 2—-3 minute, nato pa
smo mikrocentrifugirke centrifugirali pri 12.000 x g za 15 minut pri 4 °C. Tekoc¢ina v
mikrocentrifugirkah se je razplastila na 3 sloje in za nas je bil pomemben samo zgornji
brezbarven sloj, saj je le ta vseboval RNA.

Zgornje sloje (priblizno 350-400 pl na posamezno mikrocentrifugirko) smo prenesli v
sveze "Rnase Free" mikrocentrifugirke in jim dodali enak volumen 70 % etanola ter dobro
premesali z vorteksiranjem. Nato smo prenesli 700 ul vsakega vzorca v "Spin Cartridge"
mikrocentrifugirke, skupaj z "Collection” tubicami. Sledilo je centrifugiranje, tokrat na
12.000 x g za 15 sekund in pri sobni temperaturi (21 °C). Po centrifugi smo zavrgli kar je
ostalo v "Collection” tubicah in "Spin Cartridge™ mikrocentrifugirke dali nazaj v iste

"Collection" tubice.

Mikrocentrifugirkam smo nato dodali 700 ul Wash Bufferja I (Thermo Fischer Scientific)
in centrifugirali na 12.000 x g za 15 sekund pri sobni temperaturi. Po centrifugi smo dali
"Spin Cartridge" mikrocentrifugirke na nove "Collection” tubice. Dodali smo jim 500 ul
Wash Bufferja Il (Thermo Fischer Scientific) z etanolom in spet centrifugirali na 12.000 x
g za 15 sekund pri sobni temperaturi. Zavrgli smo kar je ostalo spodaj v "Collection"

tubicah in ponovili centrifugiranje pod enakimi pogoji

Nato je sledilo Se eno dodatno centrifugiranje, na 12.000 x g za 1 minuto pri sobni
temperaturi, s katerim smo odstranili vso tekocino. Po kon¢anem centrifugiranju smo
premestili "Spin Cartridge" mikrocentrifugirke v "Recovery" tubice. Eluirali smo tako, da
smo v center "Spin Cartridge” mikrocentrifugirk dodali 30 ul "Rnase-Free" vode in
inkubirali 1 minuto na sobni temperaturi ter centrifugirali 2 minuti na 12.000 x g. Postopek
smo nato ponovili Se enkrat z istimi "Collection” tubicami. Izmerili smo koncentracijo
(Epoch Microplate Spectophotometer, Gene — Take 3 Session) izolirane mRNA in jo do

prepisa shranili v zamrzovalnik na —80 °C.
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3.6.1.2 Prepis v cDNA

Za nadaljne analize gPCR smo morali najprej izolirano enovijatno MRNA-molekulo
prepisati v dvovijatno cDNA, ki je komplementarna mRNA (komplementarna DNA ali
cDNA). Prepis je potekal po ustaljenem protokolu proizvajalca kompleta SuperScript
"VILO™ cDNA Synthesis Kit (Life Technologies), s katerim smo prepis izvedli. Z
izmerjeno koncentracijo mMRNA smo izrac¢unali volumen izolirane RNA, ki je potreben pri

posamezni ekperimentalni skupini za uspesen prepis (potrebujemo od 0,5 do 1,0 ug RNA).

Na ledu smo si pripravili 8 posebnih majhnih mikrocentrifugirk in jih na repkih ustrezno
oznacili. V posamezno mikrocentrifugirko smo po protokolu najprej odpipetirati 4 pl 5x
VILO Reaction Mix-a, izratunan volumen mRNA ter DEPC-vodo (do skupnega volumna
18 ul), cCisto na koncu pa Se 2 ul 10x SuperScript Enzyme Mix-a. Skupen volumen v
posamezni mikrocentrifugirki je moral znasati 20 ul. Mikrocentrifugirke smo premesali na
Spin Down centrifugi jih zlozili v PCR-aparat, na program prepisovanja cDNA. Reakcija
prepisovanja, mikrocentrifugirke najprej inkubira 10 minut na 25 °C, sledi 60 minut na 42
°C ter konca reakcijo 5 minut na 85 °C. Prepisano celicno ¢cDNA smo po koncanem

prepisu do nadaljnih analiz shranili v zmrzovalniku na -20°C.

3.6.1.3 Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo (QPCR)

Verizna reakcija s polimerazo v realnem €asu (qPCR) je nadgradnja klasi¢ne PCR metode
pomnoZevanja genov, ki omogoca natan¢no kvantifikacijo specifi¢nih nukleinskih kislin v
kompleksni meSanici tudi v primeru zelo nizkih koncentracij izhodi§¢nega materiala (Fraga
in sod., 2008). Ta visoko obcutljiva tehnika je postala pomembna metoda na Stevilni
podro¢jih raziskav: pri Studijah genske regulacije in izraZzanja tumorskih markerjev v
tumorskih celicah, pri spremljanju odgovorov rakavih celic na zdravljenje s kemoterapijo

ter tudi pri ocenitvi molekularne stopnje dolo¢enega tumorja (Demes in sod., 2012).

Princip gPCR temelji na sprotnem doloc¢anju in vizualizaciji pomnoZenega dela nukleinske
kisline na podlagi fluorescence in zanj ne potrebujemo detekcije produkta na agaroznem

gelu kot pri klasi¢cnem PCR-ju. Za detekcijo produkta pri gPCR se uporabljata dve metodi,
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ki omogocata meritev koli¢ine produkta. Prva temelji na fluorescencnem barvilu

(nespecifi¢na detekcija), druga pa na fluorescen¢ni sondi (specifi¢na detekcija) (Arya in
sod., 2005).

Metoda z uporabo barvila (najpogosteje SYBR Green-a), ki smo jo uporabili tudi v nasi
raziskovalni nalogi, temelji na vezavi barvila v DNA-molekule, ki nastanejo med samo
PCR reakcijo. Barvila so nespecifi¢na in se vezejo na vse dvovijaéne molekule ter s tem
povzro¢ijo emitiranje fluorescence. To nam omogoca dolocitev zacetne koncentracije
DNA v vzorcu. Pomankljivost barvila SYBR Green je nespeciCifna vezava v dvojno
vijacnico, zaradi Cesar lahko poleg specifiénih produktov zaznamo tudi nespecifi¢ne
produkte in dimere zacetnih oligonukleotidov (Arya in sod, 2005). gPCR torej temelji na
spremljanju fluorescentnega signala, Kjer je jakost signala sorazmerna s koli¢ino produkta.
Signal meri PCR-aparat (termocikler), ki detektira fluorescenco in je povezan z
racunalnikom in s programsko opremo (Applied Biosystems 7300 System Software) s

pomocjo katere lahko detektiramo rezultate in jih tudi analiziramo.

Poznamo absolutno in relativno kvantifikacijo rezultatov qPCR. Z absolutno kvantifikacijo
izmerimo koli¢ino 1izrazene tar¢ne sekvence bodisi kot Stevilo kopij bodisi kot
koncentracijo nukleinske kisline v vzorcu, za kar potrebujemo standardno umeritveno
krivuljo. Pri relativni kvantifikaciji pa dobimo relativne vrednosti izrazene kot razmerja
zacetnih koli¢in tar¢nih sekvenc med kontrolnimi in tretiranimi skupinami, normalizirane
na nek notranji standard kot je na primer izrazanje referencnega gena. Referen¢ni gen sluzi
kot notranja referenca med razlicnimi vzorci in pomaga nornalizirati eksperimentalno

napako (Fraga in sod., 2008).
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Preglednica 7: Primerji/zagetni nukleotidi uporabljeni pri gPCR

PRIMER IZPISANO IME PRIMERJA NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE
ZACETNEGA OLIGONUKLEOTIDA
(5' =3
Tar¢ni:
RIG-1 Retinojska kislina inducirajo¢ gen 1 F: GCT GCC ATG CAG AGT GAT TGG AAA
R: ACT CTT GGC CAC ACA GCT GTA GAA
DDX-60 DexD/H-box polipeptid 60 F: ACT GGAACACTCGCTTTGG
R: GAA GTA GAC ATC ACCCAACAGG
IFN-1B Interferon 1 beta F:/
R: AGA AAC ACT GTC TGC TGG TGA AGT
Referenéni:
BA Beta aktin F: GAAGTG TGA CGT TGA CAT CC
R: ACT CAT CGT ACT CCT GCT TG
GAPDH Gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza F: TTC ACC ACC ATG GAG AAG GC

R: GGC ATG GAC TGT GGT CAT GA

* F (vodilni zacetni nukleotidi oziroma nukleotidno zaporedje forward), R (povratni zacetni nukleotidi
oziroma nukleotidno zaporedje reverse)

V nasi raziskovalni nalogi smo koli¢ino DNA dolocili z relativno kvantifikacijo in s
pomocjo Power SYBR Master Mix-a (Applied Biosystems). Za analize qPCR smo si
najprej pripravili testno plosc¢o s 96 vdolinicami. Vzorce (CDNA) smo predhodno 10-krat
redcili (54 ul DEPC-vode + 6 pl vzorca) ter vse skupaj postavili v hladne kadicke. Sledila

je priprava mesanice barvila in oligonukleotidnih zacetnikov (primerjev).

Primerje smo si pripravili tako, da smo v posamezno mikrocentrifugirko najprej
odpipetirali 4,6 ul H,0, dodali 10 ul Sybr green-a in 0,4 ul primer mix-a (v katerem je bil
ze par primerjev, forward in reverse primer). Oznaceno testno plosco s 96 vdolbinicami
smo postavili v hladno kadicko in v posamezno vdolbinico odpipetirali 5 pl red¢enega
vzorcka in 15 pl prej pripravljene meSanice. Posamezni vzorec ekperimentalne skupine
smo na plosc¢o nanesli v dveh paralelkah (I. In IL.). V posebej oznacene vdolbinice Smo
odpipetirali tudi samo 15 uLL meSanice barvila in oligonukleotidnih zacetnikov, to so bile
tako imenovane NTC vdolbinice na testni plos¢i (angl. Non template control), da smo
preverili, da primerji ne dimerizirajo in s tem vezejo barvilo (Slika 10). Pripravljeno plos¢o
smo na koncu prelepili s folijo ter jo odnesli v PCR-aparaturo. PCR smo izvedli s 7300-

System (Applied Biosystems). Protokol reakcije je bil slede¢: 10 minut na 95 °C (zacetna
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denaturacija) ter 40 ciklov: 15 sekund na 95 °C (denaturacija) in 1 minuta na 60 °C

(prileganje in raztezanje ter branje fluorescence).

DDX-60 RIG-1 IFN-1p BA GADPH|DDX-60 RIG-1 IFN-Ip BA GADPH

CEEEELO0
EREEEN DG
ceeeecese

Slika 10: Shema testne plos¢e s 96 vdolbinicami za qPCR

Na zacetku reakcije qPCR, koli¢ina produkta raste eksponencialno. V ¢isto prvih ciklih gre
za zelo majhne koli¢ine produkta, zato povecanja fluorescence ne moremo detektirati kljub
eksponencialni rasti produkta, saj prevlada fluorescenca ozadja. Cikel, v katerem koli¢ina
produkta naraste dovolj, da signal lahko detektiramo, imenujemo "threshold™” cikel in ga
oznac¢imo s Cr. To je tako imenovani prazni cikel. Vrednost Ct za posamezno reakcijo je
odvisna od koli¢ine DNA, ki je prisotna na zacetku reakcije. Gen, ki je manj izraZen, bo
imel vi§jo Cr vrednost v primerjavi z bolj izraZenim genom in obratno. Vsak posamezni
cikel reakcije je sestavljen iz treh faz: denaturacije, pripenjanja oligonukleotidnih

zacetnikov in polimerizacije.
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Slika 11: Sigmoidno oblikovan diagram produktov gPCR. ARn prikazuje magnitudo intenzivnosti
fluorescenénega signala, negativna vrednost Rn je fluorescenca za PCR brez vzorca (NTC), pozitivha
vrednost Rn pa je razmerje med intenziteto FAM fluorescence in inteziteto fluorescence barvila (povzeto po
Demes in sod., 2012)

Vrednosti Cr smo gledali med 8 in 35 ciklom. Cr vrednosti merjenega oziroma tarénega
gena (DDX-60, RIG-1, IFN-7p) smo primerjali s Ct vrednostjo primerjalnega oziroma
referencnega gena (BA, GAPDH). Za referentne gene je znacilno, da imajo skorajda
nespremenjeno raven izrazanja v razlicnih fizioloskih ali patofitioloskih stanjih. Razlike
med izraZanjem tar¢nega in referenénega gena smo oznacili kot ACt. AACr pa pove, ali je

tar¢ni gen bolj (ali manj) izrazen v tumorskih celicah ali v tkivu v primerjavi z normalnimi.

Podatke pridobljene z meritvami gPCR oziroma ko smo dolo¢ili vse Ct vrednosti tar¢nih in
referencnih genov, smo najprej uredili v programu Microsoft Excell, in sicer po tako
imenovani Livak-ovi metodi ali metodi 2", Dobljene vrednosti smo najprej preradunali

za vsak vzorec (ACt vzorca):
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ACtvzorec = Cttaréni — Ctreferencni ...(3
Dobljene ACt vrednosti za vzorec smo normalizirali na kontrolno skupino:
AACtvzorec = ACtvzorec — ACtkontrola ..®

Nato pa smo izra¢unali nivo ekspresije:

2744 = normaliziran nivo ekspresije .. (5

Ta rezultat nam pove zviSanje ali zniZzanje genske ekspresije tar¢nega gena glede na
kontrolno skupino in normalizirano na referenéni gen. Rezultat je povsem neodvisen od

koli¢ine vzorca oz. celic v vzorcu.

3.6.2 Povecano izrazanje citosolnih senzorjev DNA in IFN-1f v in vivo sistemu

Zamrznjene in predhodno pridobljene melanomske tumorje smo najprej odmrznili in strli v
teko¢em dusiku, da so bili primerni za nadaljno izolacijo. 1zolacijo RNA smo izvedli po

ustaljenem protokolu proizvajalca izolacijskega kompleta PureLink ™ RNA Mini Kit.

3.6.2.1 Izolacija mMRNA

Postopek smo izvedli enako kot v tocki 3.6.1.1. Edina razlika je bila, da smo namesto 500

ul Trizola odpipetirali 1000 pl Trizola in posledi¢no ¢ez 5 minut dodali 200 ul kloroforma.

3.6.2.2 Prepis v cDNA in gPCR

Izolirano mMRNA smo prepisali v cDNA po ustaljenem protokolu proizvajalca kompleta
SuperScript “VILO™cDNA Synthesis Kit, ki je bil poponoma enak Ze opisanemu

postopku prepisa in vitro v tocki 3.6.1.2.
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3.7 STATISTICNE ANALIZE

Razlike med ekperimentalnimi skupinami smo statisti¢no ocenili z enosmerno analizo
variance (One Way ANOVA) ter Holm — Sidakovim testom za mnoZi¢no primerjavo. Za
statisticne analize smo uporabili Sigma Plot Software (Systat Software, Chicago, USA), s

katerim smo vse rezultate tudi grafi¢no predstavili.
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4 REZULTATI

41  DELEZ TRANSFEKCIJE CELIC V IN VITRO SISTEMU
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Slika 12: Stolpi¢ni diagram deleza transfeciranih celic miSjega melanoma B16F10 po genskem
elektroprenosu plazmida GFP (angl. Green fluorescence protein) v in vitro sistemu (levo) in fluorescirajoce

celice mi§jega melanoma B16F10 pod mikroskopom (desno). Delez transfekcije celic: 36,6 +2,3 %

Rezultati eksperimentalnega dela na Onkoloskem InStitutu, na Oddelku za eksperimentalno
onkologijo Vv in vitro sistemu kazejo, da je po genskem elektroprenosu plazmidne DNA
(zelenega fluorescirajoCega plazmida, GFP-ja), v melanomske celice B16F10, uspesno
transfeciranih priblizno 40 % vseh celic. Za primerjavo, Cemazar in sod., 2002 navajajo,
da je delez transfekcije tumorskih celic, z genskim elektroprenosom plazmidne DNA v in

Vivo sistemu, priblizno 4 %.
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4.2  TEST PROLIFERACIJE

S testom proliferacije smo spremljali viabilnost celic v ¢asovnem okviru 4-ih dni. Delez
viabilnih celic posamezne eksperimentalne skupine, smo v vsaki ¢asovni tocki
normalizirali na ¢as 0 vsake izmed eksperimentalnih skupin. Rezultati testa proliferacije so
predstavljeni v obliki proliferacijskih krivulj s standardnimi napakami in predstavljajo

delez prezivetja celic v odvisnosti od ¢asa.

—e— CTLR
—O0— gWiz 10
—— Wiz 20
—4&— oWiz 35
—a— EP

—O0— EP gWiz 10
—&— EP gWiz 20
—— EP gWiz 35

10 ~
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Slika 13: Proliferacijske krivulje B16F10 celic s standardnimi napakami. Med kontrolnimi skupinami brez
elektroporacije, EP, ni statisti¢no signifikantnih razlik, medtem ko se vse proliferacijske krivulje, kjer smo
kombinirali plazmid s pulzi, signifikantno razlikujejo od same elektroporacije. * prikazuje statisti¢no
signifikantno razliko elektroporiranih skupin z vneseni plazmidom od elektroporirane skupine (Holm
Sidakov t-test, p<0,050)

S testom proliferacije celic smo ugotovili zmanj$ano proliferacijo melanomskih celic
B16F10 v odvisnosti od koncentracije vnesenega plazmida gWiz Blank po GET (Slika 13).

Drugi dan ni bilo razlik med kontrolnimi in elektroporiranimi skupinami. Cetrti dan se
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proliferacijske krivulje kontrolne skupine in plazmidnih skupin statisticno ne razlikujejo,
medtem ko je proliferacija skupin, kjer smo kombinirali plazmid s pulzi, zmanjSana ter

pada v odvisnosti od koncentracije vnesenega plazmida.

Rezultate testa proliferacije izmerjene na Cetrti dan, smo v nadaljevanju Se posebej
normalizirali na povprec¢je kontolne skupine istega dne. Dobljeni rezultati so prikazani v

obliki stolpi¢nega diagrama s standardnimi napakami (Slika 14).
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Slika 14: Stolpi¢ni diagram proliferacije celic BI6F10 s standardnimi napakami za dan 4. * prikazuje
statisti¢no signifikantno razliko skupin EP gWiz 10, EP gWiz 20 in EP gWiz 35 od vseh ostalih skupin
(Holm Sidakov t-test, p<0,050). ** prikazuje statisti¢no signifikantno razliko med skupinama EP gWiz 10 in
EP gWiz 35 (Holm Sidakov t-test, p<0,050)

Stolpi¢ni diagram proliferacije celic na cetrti dan prikaze padajoce vrednosti deleZa
prezivetja celic pri eksperimentalnih skupinah, kjer smo vnaSali razli¢ne koncentracije
plazmida v kombinaciji z metodo elektroporacije. Delezi prezivetja celic kontolne skupine,

plazmidnih skupin in elektroporirane skupine, se med seboj bistveno ne razlikujejo.



46

Vantur R. Vpliv GET na izraZanje genov za citosolne senzorje DNA v melanomskih celicah in vitro in in vivo.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

Kombinacija plazmidne DNA in pulzov mo¢no zmanjsa prezivetje celic, kar za 50-75 %,
odvisno od koncentracije vnesenega plazmida. Najmanjsi delez preZivetja celic je
zabeleZzen pri skupini z najvedjo vneseno koncentracijo plazmida gWiz Blank, v
kombinaciji z elektroporacijo, EP gWiz 35, ki je statisticno signifikantno razli¢na.
Statisti¢no razli¢na sta tudi deleza prezivetja celic pri ostalih dveh elektroporiranih
skupinah z vnesenima nizjima koncentracijama plazmida, EP gWiz 20 in EP gWiz 10.
Medtem ko med skupinama EP gWiz 10 in EP gWiz 20 ter EP gWiz 20 in EP gWiz 35 ne
opazimo statisti¢no signifikantne razlike, je le-ta prisotna med skupinama EP gWiz 10 in
EP gWiz 35.
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43  TEST CITOTOKSICNOSTI PLAZMIDA

S testom citosoksi¢nosti plazmida gWiz Blank smo spremljali viabilnost celic v ¢asovnem
okviru treh dni. Delez viabilnih celic posamezne eksperimentalne skupine smo
normalizirali na kontrolno eksperimentalno skupino. Torej plazmidne skupine smo
normalizirali na kontolno skupino, CTLR, elektroporirane skupine z vnesenim plazmidom
pa na elektroporirano skupino brez plazmida, EP. Rezultati testa citotoksi¢nosti so

predstavljeni v obliki krivulje prezivetja celic v odvisnosti od koncentracije plazmida
(Slika 15).
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Slika 15: Krivulji prezivetja celic ob dodatku plazmida gWiz Blank s standardnimi napakami, brez ali v
kombinaciji s pulzi. * prikazuje statisticno signifikantno razliko elektroporiranih eksperimentalnih skupin z
vnesenim plazmidom od vseh ostalih skupin (Holm Sidakov t-test, p<0,050). ** prikazuje statisticno
signifikantno razliko kontrolne skupine od plazmidnih skupin ter elektroporirane skupine od elektroporiranih
skupin z vnesenim plazmidom ((Holm Sidakov t-test, p<0,050). *** prikazuje statisti¢no signifikantno
razliko skupine EP gWiz 35 od EP gWiz 10 (Holm Sidakov t-test, p<0,050)
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Plazmid gWiz Blank se je s testom citotoksicnosti izkazal za bolj toksi¢nega v kombinaciji
z metodo elektroporacije. Razlika med citotoksi¢nostjo plazmida pri plazmidnih in
elektroporiranih ekperimentalnih skupinah, je 3-4 kratna. S krivulje citotoksi¢nosti
plazmida, je razvidna 3-krat vecja toksi¢nost plazmida v kombinaciji z elektroporacijo od
plazmidnih skupin, saj je delez prezivetja celic pri plazmidnih skupinah 3-krat vecji kot pri
elektroporiranih skupinah z vnesenim plazmidom. Pri elektroporirani ekperimentalni
skupini z najvisjo koncentracijo vnesenega plazmida, EP gWiz 35, je delez prezivetja celic

kar 4-krat nizji od plazmidne skupine z vneseno enako koncentracijo plazmida, gWiz 35.

Opazen je mo¢no zmanjsan delez prezivetja celic v odvisnosti od koncentracije plazmida
pri kombinaciji z metodo elektroporacije, medtem ko delezi prezivetja celic plazmidnih
skupin ne padajo oziroma upadejo le za malenkost. Elektroporirane skupine z razli¢nimi
vnesenimi koncentracijami plazmidov so statisti¢no signifikantno razlicne od kontrolne
skupine, plazmidnih skupin in tudi od elektroporirane skupine brez vnesenega plazmida.
Statisticni program je izracunal tudi statisticno signifikantne razlike med elektroporiranimi
in plazmidnimi skupinami. Kontrolna skupina je signifikantno razlicna od vseh
plazmidnih, elektroporirana pa od vseh preostalih elektroporiranin skupin z vnesenim
plazmidom. Prav tako je elektroporirana skupina z najvi§jo koncentracijo plazmida, EP
gWiz 35, signifikantno razlicna od elektroporirane skupine z najniZjo koncentracijo

vnesenega plazmida, EP gWiz 10.
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44  CITOSOLNI SENZORJI DNA IN IFN-18 V IN VITRO SISTEMU

V in vitro sistemu nas je zanimalo pove€anje izrazanja dveh citosolnih senzorja DNA
(RIG-1 in DDX-60) in interferonski imunski odgovor oziroma povecanje izraZanja
citokina, IFN-1f. Z meritvami qPCR in statisti¢no obdelavo podatkov smo dolo¢ili faktorje
povisanega izrazanja (FPI) za vsak posamezni citosolni senzor ter IFN-1f pri kontrolnih ter

ostalih eksperimentalnih skupinah.

Preglednica 8: Faktorji poviSanega izrazanja citosolnih senzorjev DNA in IFN-1 pri eksperimentalnih
skupinah, v in vitro sistemu

DDX-60 RIG-1 IFN-1p

FPI1 + SE N FPI £ SE N FPI + SE N
CTLR 1.0+0.1 9 NZ 2 1.2+0.2 9
gWiz 10 1.3+0.8 5 NZ 2 3.8+2.6 5
gWiz 20 1.4+0.6 7 NZ 2 1.4+0.9 6
gWiz 35 26+1.1 7 NZ 2 54+2.8 6
EP 1.0+0.5 8 NZ 2 6.4+4.1 6
EP gWiz 10 11.2+6.3 4 NZ 2 109.3 £17.0 *** 4
EP gWiz 20 69+19* 8 NZ 2 71.8+24.3 + 7
EPgWiz35 @ 37.6+17.7 ** 5 NZ 2 123.3 £ 57.0 *** 5

Vrednosti predstavljajo faktorje poviSanega izrazanja (FPI) s standardno napako (SE). N pomeni velikost
vzorca. NZ pomeni, da izraZanje senzorja ni bilo zaznano. * predstavlja statisti¢no signifikantno razliko
skupine EP gWiz 20 od CTLR, gWiz 20 in EP pri citosolnem senzorju DDX-60 (Holm Sidakov t-test,
p<0,050). ** predstavlja statisticno signifikantno razliko skupin EP gWiz 35 od vseh ostalih skupin pri
citosolnem senzorju DDX-60 (Holm Sidakov t-test, p<0,050). *** predstavlja statisti¢no signifikantno
razliko skupin EP gWiz 10 in EP gWiz 35 od CTLR, gWiz 10, gWiz 20, gWiz 35 in EP pri citokinu IFN-1p
(Holm Sidakov t-test, p<0,050). + predstavlja statisti¢no sigfnifikantno razliko skupine EP gWiz 20 od EP
gWiz 35 pri IFN-18 (Holm Sidakov t-test, p<0,050)

Pri spremljanju izrazanj citosolnih senzorjev DNA in IFN-1p v melanomskih celicah in
vitro so rezultati pokazali, da se citosolni senzor RIG-1 v samih celicah ne izraza, zato tudi

njegovega povecanega izrazanja nismo zaznali. Citosolni senzor DDX-60 in citokin IFN-
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1B pa se oba izrazata Ze v samih tumorskih celicah, po GET s plazmidno DNA pa se njuno

izrazanje moc¢no poveca.

Faktorji povisanega izrazanja senzorja DDX-60 in citokina IFN-1 so pri elektroporiranih
skupinah vi§ji kot pri kontrolnih in plazmidnih skupinah. Pri senzorju DDX-60 je
povecanje izrazanja opazno pri vseh elektoporiranih skupinah z vnesenim plazmidom,
elektroporirana skupina z vneseno najvisjo koncentracijo plazmida, EP gWiz 35, pa je tudi
statisti¢no signifikantno razli¢na od vseh ostalih eksperimentalnih skupin. Prav tako je pri
DDX-60 statisticno signifikantna skupina EP gWiz 20, ki se razlikuje od kontrolne, CTLR,
elektroporirane, EP in plazmidne skupine z vneseno enako koncentracijo plazmida, gWiz
20.

Pri IFN-1B so povecanja izrazanj mnogo intenzivnej$a kot pri citosolnem senzorju DDX-
60. Vrednosti FPI so Ze pri plazmidnih skupinah za malenkost veéje kot pri senzorju DDX-
60, pri elektroporiranih skupinah pa je pove€anje izrazanja IFN-1f e vi§je. V primerjavi z
DDX-60 je povecanje pri citokinu vsaj 3-kratno pri skupini EP gWiz 35 oziroma celo 10-
kratno, pri skupini EP gWiz 20. Elektroporirani skupini z najnizjo in najvisjo koncentracijo
plazmida, EP gWiz 10 ter EP gWiz 35, sta pri IFN-1p statisti¢no signifikantno razli¢ni od
kontrolne, elektroporirane skupine in plazmidnih skupin. Prav tako sta skupini EP gWiz 20
in EP gWiz 35 med seboj statisticno razli¢ni. Najve€je povecanje izrazanja je tako pri
senzorju kot pri citokinu, zabelezeno pri elektroporirani skupini z vneseno najvi§jo

koncentracijo plazmida.
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4.4.1 Faktor povisanega izrazanja citosolnega senzorja DDX-60 (in vitro)
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Slika 16: Stolpi¢ni diagram povefanega izraZanja citosolnega senzorja DDX-60 (in vitro), pri posameznih
ekperimentalnih skupinah s standardnimi napakami. * predstavlja statisti¢no signifikantno razliko skupine EP
gWiz 20 od CTLR, gWiz 20 in EP (Holm Sidakov t-test, p<0,050). ** predstavlja statisti¢no signifikantno
razliko skupin EP gWiz 35 od vseh ostalih skupin (Holm Sidakov t-test, p<0,050)

Citosolni senzor DDX-60 je dosegel najvedji faktor povisanega izrazanja pri
elektroporirani skupini z najvisjo koncentracijo plazmida, EP gWiz 35, ki je statisticno
signifikantna glede na vse ostale eksperimentalne skupine. NajmanjSe povecanje izrazanja
je bilo zabelezeno pri kontrolni in plazmidnih skupinah ter pri elektroporirani skupini brez
dodanega plazmida, EP. Vrednosti FPI omenjenih skupin so si med seboj zelo podobne in
med njimi ni vecjega odstopanja. Zanimivo je, da je povefanje izrazanja DDX-60 pri
elektroporirani skupini brez vnesenega plazmida, EP povsem primerljivo s povefanjem

izrazanja pri kontrolni ter plazmidnih skupinah.
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4.4.2 Faktor povisanega izrazanja citokina IFN-1f (in vitro)
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Slika 17: Stolpi¢ni diagram povecanega izrazanja citokina IFN-1f (in vitro), pri posameznih ekperimentalnih
skupinah s standardnimi napakami. * predstavlja statisti¢no signifikantno razliko skupin EP gWiz 10 in EP
gWiz 35 od CTLR, gWiz 10, gWiz 20, gWiz 35 in EP (Holm Sidakov t-test, p<0,050). ** predstavlja
statisti¢no sifnifikantno razliko skupine EP gWiz 20 od EP gWiz 35 (Holm Sidakov t-test, p<0,050)

Citokin IFN-1B je v in vitro sitemu pri kontrolni, elektroporirani in pri plazmidnih
skupinah povecal svoje izrazanje v zelo majhni meri oziroma skoraj ni¢. Povecanje
izrazanja je pri elektroporiranih skupinah z vnesenim plazmidom, mnogo vecje kot pri
ostalih skupinah. Najvecje povecanje izrazanja IFN-1P je zabeleZeno pri elektroporirani
skupini z najvi$jo koncentracijo vnesenega plazmida, EP gWiz 35, vendar pa le-to ni
statisticno signifikantno razli¢éno od povecanja izrazanja IFN-1p pri skupinah EP gWiz 10
in EP gWiz 20.
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45  CITOSOLNI SENZORJI DNA IN IFN-1B V IN VIVO SISTEMU

Rezultati eksperimentalnega dela na Oddelku za eksperimentalno onkologijo kazejo v in
VivO sistemu upocasnitev rasti tumorja v kombinaciji z uporabo metode elektroporacije in
vnosa plazmidne DNA (Slika 18). Zato nas je poleg poveCanega izrazanja citosolnih
senzorjev DNA in IFN-1p v in vitro sistemu to zanimalo tudi v in vivo sistemu, Kjer smo
prav tako kot v in vitro sistemu za vse eksperimentalne skupine dolo¢ili faktor povisanega

izrazanja (FPI) za vsak posamezni citosolni senzor ter citokin IFN-1p.

1000 -
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Slika 18: Diagram rasti tumorja v in vivo sistemu

Diagram rasti tumorja v in vivo sistemu prikazuje napredovanje rasti tumorja v odvisnosti
od casa. Med krivuljami tumorske rasti pri posamezni eksperimentalni skupini izstopa
elektroporirana skupina z vnesenim plazmidom, EP gWiz, kjer opazimo, da je tumorska
rast upocasnjena. Rast tumorja pri ostalih eksperimentalnih skupinah je hitrejsa in se med
seboj bistveno ne razlikuje. Na zacetku casovnega okvirja (do dneva 2) so razlike med

vsemi §tirimi eksperimentalnimi skupinami majhne, vendar se tekom nadaljnega ¢asovnega
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intervala razlike med elektroporirano skupino s plazmidom in ostalimi skupinami
povecujejo. Vnos plazmidne DNA v tumorske celice, igra klju¢no vlogo pri upocasnitvi

rasti tumorja.

Preglednica 9: Faktorji poviSanega izrazanja citosolnih senzorjev DNA in IFN-1 pri eksperimentalnih
skupinah, v in vivo sistemu

DDX-60 RIG-1 IFN-1p

FPI + SE N FPI + SE N FPI + SE N

CTLR 13+02 11 NZ 3 20+07 11
gWiz 31+12 12 NZ 3 44423 12
EP 0.8+0.4 10 NZ 3 0.4+0.1 10
EP gWiz 47+13 13 NZ 3 26.7+8.0* 13

Vrednosti predstavljajo faktorje poviSanega izraZzanja (FPI) s standardno napako (SE). N pomeni velikost
vzorca. NZ pomeni, da izrazanje senzorja ni bilo zaznano. * predstavlja statistiCno signifikantno razliko
skupine EP gWiz 35 od vseh ostalih skupin pri citokinu IFN-1p in od skupine EP gWiz pri senzorju DDX-60
(Holm Sidakov t-test, p<0,050)

Tudi v in vitro sistemu nismo zaznali izrazanje citosolnega senzorja DNA, RIG-1.
Citosolni senzor DDXG60 in citokin IFN-1p pa sta dosegla najvec¢je povecanje izrazanja pri
eksperimentalni skupini EP gWiz, torej pri vnosu plazmida v kombinaciji z metodo
elektroporacije, vendar citosolni senzor DNA DDX60 ni dosegel statisticno
signifikantnega povecanja izraZzanja glede na kontrolno skupino. Povecal pa je svoje
izrazanje citokin, IFN-1p, ¢igar najvisja zabelezena vrednost FPI pri skupini EP gWiz je
statistiéno signifikantno razlicna od vseh ostalih ekperimentalnih skupin. Povecanje
izrazanja med senzorjem in citokinom je pri omenjeni skupini spet mnogo vi§je pri
citokinu: v in vivo sistemu je povecanje izrazanja citokina IFN-1f pri skupini EP gWiz kar
5-krat vecje kot pri senzoju DDX-60 (vrednosti FPI DDX-60: 4.7 + 1.3, FPI IFN-1p: 26.7

+ 8.0), med obema skupinama pa je tudi statisticno signifikantna razlika.
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45.1 Faktor povisanega izrazanja citosolnega senzorja DDX-60 (in vivo)
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Slika 19: Stolpi¢ni diagram povecanega izrazanja citosolnega senzorja DDX-60 (in vivo), pri posameznih
eksperimentalnih skupinah s standardnimi napakami. Statisti¢no signifikantnih razlik med eksperimentalnimi

skupinami ni.

Citosolni senzor DDX-60 je v in vivo sistemu najbolj povecal svoje izrazanje pri skupini
EP gWiz. Vendar pa faktor poviSanega izraZanja pri omenjeni skupini ni statisticno
signifikanten od vrednosti FPI pri skupini EP. Zanimivo je povecanje izrazanja DDX-60
pri plazmidni skupini, gWiz, ki je celo vecje od poveCanja izraZanja pri elektroporirani
skupini (citotoksi¢nost plazmida), vendar vrednost FPI plazmidne skupine ni statisti¢éno

signifikantna.
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4.5.2 Faktor povisanega izrazanja citokina IFN-1f (in vivo)
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Slika 20: Stolpi¢ni diagram poveCanega izrazanja citokina, IFN-1f (in vivo), pri posameznih
eksperimentalnih skupinah s standardnimi napakami. * prikazuje statisti¢no signifikantno razli¢nost skupine

EP gWiz od vseh ostalih ekperimentalnih skupin (Holm Sidakov t-test, p<0,050)

V primerjavi s citosolnim senzorjem DDX-60 je povecanje izrazanja citokina IFN-1f v in
Vivo sistemu mnogo vecje, vendar le pri elektroporirani skupini z dodanim plazmidom.
Najvecji FPI INF-1P je zabelezen pri eksperimentalni skupini EP gWiz, ki se statisti¢no
signifikantno razlikuje od vseh ostalih skupin. V primerjavi s pove¢anjem izrazanja pri
kontrolni skupini, je pove€anje izrazanja citokina pri EP gWiz, povecano za kar 13-krat

(vrednost FPI1 kontrolne skupine: 2.0 + 0.7, FPI skupine EP gWiz: 26.7 + 8.0).
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46 KORELACIJA POVECANEGA IZRAZANJA CITOSOLNEGA SENZORJA
DDX-60 IN IFN-1p MED IN VITRO IN IN VIVO SISTEMOMA
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Slika 21: Diagram korelacije poveCanega izrazanja citosolnega senzorja DDX-60 in IFN-1 med in vitro in in
Vivo sistemoma. Statisti¢no izra¢unani Pearsonovi korelacijski koeficienti in vrednosti P: DDX-60 = 0.866, P
> 0.050; * IFN-1B = 0.981, P < 0.050. * prikazuje statisti¢no signifikantno korelacijo med skupinami in vitro

in in vivo

Ob primerjavi vrednosti FPI citosolnega senzorja DDX-60 in citokina IFN-1f v in vitro ter
in vivo sistemu opazimo, da pride do poveCanega izrazanja IFN-1B kot posledica
poveCanega izrazanja citosolnega senzorja DDX-60, v obeh sistemih ter v in vivo sistemu
rezultira v interferonski imunski odgovor. Do interferonskega imunskega odgovora
oziroma do povecCanega izrazanje IFN-1B, pride predvsem pri elektroporiranih

ekperimentalnih skupinah, tako v in vitro kot v in vivo sistemu.
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Z grafa korelacije je razvidno, da je prislo do mocnejSega oziroma vecjega povecanja
izrazanja citosolnih senzorjev in INF-1B v in vitro sistemu. Vrednosti FPI pri in vitro
sistemu se na x osi nahajajo znotraj intervala od 0 pa vse do skoraj 80, medtem ko je
zgornja meja za vrednosti FPI pri in vivo sistemu na osi y, 5. To je najverjetneje posledica
razlicnega deleza transfeciranih celic mi§jega melanoma B16F10 v in vitro (40 %; 4.1
Delez transfekcije celic v in vitro sistemu, slika 12) ter tumorskih celic v in vivo sistemu (4
%; Cemazar in sod., 2002). Poleg tega ne smemo zanemariti dejstva, da in vitro sistem
ponuja mnogo bolj enakomerne, stabilne in predvsem nadzorljive pogoje kot in vivo

okolje, kjer parametre in dejavnike ne moremo nadzorovati in nanje vplivati v enaki meri.

Diagram korelacije prikaze izstopanje skupine EP gWiz pri IFN-1, kjer je bilo zabelezeno
najveéje povecanje izrazanja. Vse ostale vrednosti FPI (tako citosolnega senzorja kot tudi
IFN-1B) pri preostalih eksperimentalnih skupinah so na diagramu zgoscene skupaj in se
nahajajo znotraj enakega intervala. VVnos plazmida s kombinacijo metode elektroporacije
se je tako izkazal za najuspe$nej$i nacin izzvanja interferonskega imunskega odgovora v in

Vvivo sistemu.

Statisti¢ne analize korelacije (Pearsonov koeficient korelacije) med vrednostmi FPI
eksperimentalnih skupin citosolnega senzorja oziroma citokina med in vitro in in vivo
sistemoma so pokazale, da med skupinami obstaja pozitivha linearna povezanost. Oba
izraCunana korelacijska koeficienta sta namre¢ blizu vrednosti 1. Vendar pa statisti¢na
analiza pri senzorju DDX-60 ni pokazala signifikantnih povezav med in vitro in in vivo
izmerjenimi vrednostmi FPl. Drugae se je izkazalo pri citokinu, IFN-1PB, kjer se je
vrednost korelacijskega koeficienta najbolj priblizala vrednosti 1, hkrati pa je statisticna
analiza pokazala signifikantno korelacijo med vrednostmi v in vitro ter in vivo sistemoma.
Statisticna analiza je pri IFN-1p izracunala, da se vrednosti tako v in vitro kot v in vivo
sistemu, pri posameznih skupinah celic povecujejo enako oziroma je med njimi prisotna

signifikantna korelacija.
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5 RAZPRAVA

Tekom raziskovalne naloge in eksperimentalnega dela lahko potrdimo dve od treh, na
zacetku postavljenih hipotez. Z dobljenimi rezultati smo namre¢ prisli do ugovotitev, da
vnos plazmida, ki ne nosi zapisa za protein v melanomske celice, aktivira oziroma poveca
izrazanje citosolnih senzorjev DNA in s tem posledi¢no tudi sprozi interferonski imunski
odgovor oziroma poveca izrazanje citokina IFN-1B, pri ¢emer je povecanje izrazanja

odvisno od koncentracije vnesene plazmidne DNA, vendar odvisnost ni linearna.

Prav tako lahko potrdimo drugo hipotezo, ki pravi, da vnos plazmida, ki ne nosi zapisa za
protein z elektroporacijo v melanomske celice, zmanjsa proliferacijo celic. Tretjo hipotezo,
ki pa pravi, da vnos plazmida, ki ne nosi zapisa za protein, z elektroporacijo v melanomske
tumorje in vivo poveca izrazanje citosolnih senzorjev DNA, kar se posledi¢no kaze v
interferonskem imunskem odzivu, pa lahko le delno potrdimo. VVnos plazmida brez zapisa
za protein v in vivo sistemu je namre¢ statisticno povecal izrazanje samo pri citokinu IFN-
1B, ne pa tudi pri citosolnih senzorjih. Povecanje izrazanja citosolnega senzorja DDX-60 v
in vivo sistemu je sicer bilo prisotno, vendar pa se njegove vrednosti faktorja povisanega

izrazanja niso izkazale za statisti¢no signifikantne.

Proliferacija celic mi$jega melanoma B16F10 v in vitro sistemu je v kombinaciji vnosa
plazmida z metodo elektroporacije zmanjSana. To velja za vse eksperimentalne skupine, ki
so bile izpostavljene elektricnim pulzom, s pomo¢jo katerih smo uspesno vnesli plazmidno
DNA. Vnos plazmidne DNA v celice torej zmanjSa celi¢no proliferacijo. DeleZ prezivetja
celic Cetrti dan po genskem elektroprenosu je pri skupinah z vnesenim plazmidom

zmanjSano za 50—75 %, odvisno od koncentracije vnesenega plazmida.

Bosnjak in sod., 2013 so v svojih raziskavah z uporabo vnosa plazmida v melanomske
celice z metodo elektroporacije potrdili vecjo citotoksi¢nost vnesenega plazmida ob
uporabi v kombinaciji z elektroporacijo. Ta je tudi v naSem primeru povecala

citotoksi¢nost uporabljenega plazmida gWiz Blank in sicer za 3-krat do 4-krat.

ey
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elektroporacijo najnizja. Delezi prezivetja celic pri elektroporiranih skupinah z vnesenim
plazmidom padajo glede na naras¢ajoCo koncentracijo vnesenega plazmida, vendar

odvisnost ni linearna.

V in vivo sistemu so Heller in sod., 2013, med drugim prav tako uporabili plazmid brez
zapisa za protein, gWiz Blank, in dokazali, da elektroprenos plazmida v mi$ji melanom
privede do inhibicije tumorske rasti, podaljSanja prezivetja misi ter v koncni fazi regresije
tumorja. Do enakih zakljuckov so prisli raziskovalci tekom svojih raziskovanj tudi na
Onkoloskem Institutu, na Oddelku za eksperimentalno onkologijo (slika 21: Diagram rasti

tumorja v in vivo sistemu).

Nekatere druge Studije so prav tako pokazale, da lahko kontrolni plazmid brez vkljuenega
terapevtskega gena, kot je gWiz Blank v naSem primeru, povzro¢i popolni odgovor
tumorja oziroma tumorskih celic, Se posebej pri celicah misjega melanoma B16. Vzro¢ni
mehanizem za slednje vkljucuje ve¢ faktorjev: direktno toksicnost DNA, izbor parametrov

elektriénih pulzov in indukcijo imunosti (Cemazar in sod., 2015).

Faktorji poviSanega izrazanja citosolnih senzorjev in IFN-1f so bili v in vitro sistemu pri
elektroporiranih skupinah vi§ji kot pri skupinah brez elektroporacije. Od citosolnih
senzorjev smo tako v in vitro kot tudi v in vivo sistemu zabelezili ve¢je povecanje izrazanja
citosolnega senzorja DDX-60 po genskem elektroprenosu, medtem ko se drugi uporabljeni
citosolni senzor, RIG-1 ni izrazal oziroma nismo zaznali poveCanja njegovega genskega
izrazanja. Citosolni senzor RIG-1, v nasem primeru v melanomskih celicah (in vitro) in v
tumorskih celicah (in vivo) ni prisoten. Faktor povisanega izrazanja citokina IFN-1f, ki je
povecal svoje izrazanje kot odgovor na prisotnost citosolnih senzorjev oziroma na

povecano izrazanje citosolnega senzorja DDX-60, je bil v obeh sistemih signifikantno

ey

V in vitro sistemu se je izrazanje citosolnega senzorja DDX-60 najbolj povecalo pri
elektroporirani eksperimentalni skupini z najvi§jo koncentracijo vnesenega plazmida, EP
gWiz 35. Najvecje povecanje izrazanja pa je kot odgovor v in vitro sistemu dosegel IFN-

1B, cigar izrazanje je bilo prav tako najvi§je pri eksperimentalni skupini EP gWiz 35.
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ey

1B: 123.3 = 57.0) kot pri citosolnem senzorju (najvisji FPI DDX-60: 37.6 + 17.7).
Izrazanje citokina v in vitro sistemu je v primerjavi z izraZanjem citosolnega senzorja vsaj

3-krat vecje.

V in vivo sistemu je bil najvecji faktor poviSanega izrazanja, tako citosolnega senzorja
DDX-60 kot tudi IFN-1B, zabelezen pri eksperimentalni skupini EP gWiz, kjer je bil
plazmid uporabljen v kombinaciji z elektroporacijo. Vendar je bilo izrazanje citokina tako
kot v in vitro kot tudi v in vivo sistemu vecje kot izrazanje citosolnega senzorja. Statisti¢no
signifikantno je izrazanje citokina pri omenjeni skupini, saj je 5-krat veéje od izrazanja

citosolnega senzorja.

Povecano izrazanje citosolnih senzorjev DNA je posledica vnosa tuje DNA oziroma
nahajanje DNA na neobi¢ajnem mestu — v citosolu celice. Do slednjega pride tako v in
vitro kot tudi v in vivo sistemu. V in vitro sistemu so bili citosolni senzorji do danes
ve¢inoma opisani v imunskih celicah, kjer je na povecanje njihovega izrazanja vplivala
predsvem transfekcija z razlicnimi virusi: senzor DDX-60 v celicah HeLa po okuzbi s
poliovirusom (Myashita in sod., 2011), senzorja DHX9 in DHX36 v humanih
plazmacitoidnih dendriti¢nih celicah po transfekciji z virusom herpesa simpleksa (Kim in
sod., 2010), senzor DAI v misjih fibroblastih po okuzbi s citomegalovirusom (Upton in
sod., 2012), itd. V nasi raziskovalni nalogi pa smo dokazali obstoj citosolnih senzorjev
(predvsem DDX-60) tudi v celicah misjega melanoma, B16, njihovo povecanje izrazanja
pa smo dosegli s povsem druga¢nim dostavnim sistemom — z gensko elektrotransfekcijo

oziroma s pomocjo uporabe fizikalne metode elektroporacije.

Sun in sod., 2013, so tekom svojih raziskav predpostavili, da v razli¢nih celicah obstajajo
razlicni senzorji DNA. Choi in sod., 2009, pa so Ze pred njimi ugotovili, da doloc¢ene
signalizacijske poti zaznavanja nukleinskih kislin delujejo samo v dolo¢enih celicah, kar je
povezano s senzoji, ki se v njih nahajajo. Tekom naSega eksperimenta smo tako ugotovili,
da senzor RIG-1 ni pristoten v celicah mi§jega melanoma, se je pa pri drugih raziskavah
(Jensen in Tomsen, 2012) izkazalo, da je prisoten v vecini drugih misjih celic, kot so

fibroblasti, konvencionalne dendriticne celice in makrofagi, kjer je po virusni okuzbi
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moc¢no povecal svoje izrazanje in kjer ima pomembno obrambno vlogo pred Stevilnimi

virusi.

Analize korelacije med izmerjenimi vrednostmi faktorjev povisanega izrazanja v in vitro in
in vivo sistemu Se enkrat dokazujejo prevlado IFN-1p pri povecanju izrazanja v primerjavi
s citosolnim senzorjem DDX-60. Izrazanje IFN-1f v in vitro sistemu je povsem
primerljivo in statisti¢no linearno pozitivno povezano z izrazanjem v in vivo sistemu, saj se
vrednosti FPI posameznih eksperimentalnih skupin enako povecujejo v obeh sistemih. V
obeh sistemih zaradi povecanega izrazanja citosolnega senzorja DDX-60 torej posledi¢no
pride do povecanega izrazanja IFN-1f, ki v in vivo sistemu vodi v interferonski imunski
odgovor. Interferonski imunski odgovor lahko potece po razli¢nih ali deloma podobnih

signalizacijskih poteh (Sklepi, slika 22).

Ob vseh zbranih rezultatih in zakljuc¢kih je treba upostevati tudi delez transfeciranih
melanomskih oziroma tumorskih celic. Pri in vitro sistemu je bilo tekom ekperimentalnega
dela transfeciranih priblizno 40 % vseh melanomskih celic (slika 12), medtem ko je bilo v
in vivo sistemu transfeciranih le 2-5 % vseh tumorskih celic. To je vzrok za to, da je
povecanje izrazanja citosolnih senzorjev in IFN-1f pri in vitro sistemu mnogo vecje v
primerjavi z in vivo rezultati, kjer je treba upostevati Se Stevilne druge in vivo pogoje,
prisotne v tumorskem tkivu in tumorskem mikrookolju, na katere ne moremo vplivati in jih

nadzorovati kot pri in vitro pogojih.

Po transfekciji plazmidne DNA v celico, torej po GET plazmida gWiz Blank, se ta nahaja
v citosolu celice, kjer ga kot DAMP zaznajo citosolni senzorji DNA. Signalizacijska pot,
preko katere najverjetneje poteka signaliziranje v naSem eksperimentalnem modelu, najbrz
poteka preko citosolnega senzorja DDX-60. Ce dsDNA zazna citosolni senzor DDX-60,
nadaljna signalizacijska pot potece preko IPS1. Interakcije med DDX-60 in IPS1 vodijo
preko TBK1 do aktivacije transkripcijskega faktorja IRF3, katerega kon¢ni rezultat je
izrazanje IFN-1 (Desmet in Ishii, 2012; InvivoGen, 2005; Lemos in sod., 2014; Ng in
Gommerman, 2013; Trinchieri, 2010).
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IFN-1 so imunski aktivatorji. Tekom svojega poveCanega izraZzanja se vezejo bodisi na
BCR na povrsini limfocitov B ali na TCR, ki se nahajajo na povrsini limfocitov T. Vezava
IFN-1 na BCR privede do diferenciacije B celic plazmatk in spominskih celic B. Vezava
IFN-1 na TCR limfocitov T, natan¢neje limfocitov Th, pa privede do sproscanja citokinov
in ojacanja imunskega odziva (Desmet in Ishii, 2012). Razvije se specifi¢en imunski odziv
Thl celic, katerega rezultat je aktivacija makrofagov in citotoksi¢nih limfocitov T (Tc¢) ter
proizvodnja interferonov tipa Il (IFN-y) in tumor nekroznega faktorja, TNF-a (Lydyard in
sod., 2011).

Nastali IFN-B je kot predstavnik IFN-I potencialni aktivator tako prirojenega kot tudi
pridobljenega imunskega odziva oziroma njegovih imunskih celic. IFN-B stimulirajo
(avtoimunost) ali zavirajo imunske odgovore (toleranca). Imunost stimulirajo z indukcijo
proizvodnje Tc in Th, zavirajo pa jo s pomocjo proizvodnje specifiénega encima,
indoleamin 2,3 dioksigenazo (IDO), ki regulira T-celiéne odgovore in aktivira regulacijske
celice T (Treg). Treg celice namre¢ zavirajo efektorske odgovore Tc in Th celic, kar je

klju¢nega pomena pri imunski toleranci (Lemos in sod., 2014).

Proizvodnja IFN-I poteka preko aktivacije IFNAR receptorjev. Po dimerizaciji podenot
IFNAR1 in IFNAR2 stece fosforilacija TYK2 in JAKI. Aktivirani kinazi nadalje
fosforilirata STAT1 in STAT2, ki skupaj veZeta IRF9, s katerim tvorijo trimerni
transkripcijski faktor ISGF3. Ta se translocira v celi¢no jedro, kjer po interakciji z ISRE
elementi, aktivira gensko transkripcijo IFN (Ng in Gommerman, 2013). Produkcija IFN-I
je lahko pomnoZena preko pozitivne povratne zanke, v kateri zgodaj nastali IFN sproZzijo
transkripcijo IRF 7 in IRF 8. Fosforilacija transkripcijskih faktorjev pa nadalje stimulira

ekspresijo vseh tipov interferonov | (Trinchieri, 2010).

Elektroporacija se je tekom nase raziskovalne naloge izkazala za uc¢inkovito metodo, ki ne
samo, da omogoca transport sicer neprepustnim molekulam preko celi¢cne membrane,
temvec s tem tudi pripomore k zmanjSani rasti tumorskega tkiva. Na tak nacin omogoca
prehod, ne samo nukleinskim kislinam, temve¢ tudi pomembnim terapevtikom, zdravilom,
ki lazje in hitreje vstopijo v celico ter tako hitreje doseZejo svoje tare in zacnejo z

antitumorskim delovanjem. Rezultat upocasnjene tumorske rasti je podaljSanje Casa
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razvoja ali popolna zaustavitev bolezni same ter v kon¢ni fazi tudi podaljSanje zivljenjske

dobe bolnikov, obolelih za rakavimi oboleniji.
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6 SKLEPI

Vnos plazmida gWiz Blank, ki nima zapisa za protein, v melanomskih celicah zmanjsa
proliferacijo celic v kombinaciji z metodo elektroporacije. Delez prezivetja celic je Cetrti
dan po genskem elektroprenosu zmanjasan za 50-75 %, odvisno od koncentracije
vnesenega plazmida. Plazmid se izkaze za od 3-krat do 4-krat bolj toksi¢nega v
kombinaciji z elektroporacijo. Pri tem citotoksi¢nost vseh treh preizkusenih koncentracij
nara$ca linearno z ve¢anjem koncentracije plazmida. Elektroporacija se je izkazala za zelo

uspesno in obetavno metodo na podro¢ju genskega elektroprenosa.

Vnos plazmida tako pri in vitro kot pri in vivo sistemu privede do povecanega izrazanja
citosolnega senzorja DDX-60, ki v in vivo sistemu ni dosegel statisti¢ne znacilnosti, ter
posledi¢no do razvoja interferonskega imunskega odziva (v in vivo sistemu). Citosolni
senzor RIG-1 v naSem primeru ni prisoten niti v in vitro niti v in vivo sistemu. Pri obeh
sistemih so faktorji poviSanih izrazanj tako citosolnega senzorja DDX-60 kot citokina IFN-
1B v kombinaciji elektroporacije z vnosom plazmida najvecji. Najvecje povecanje

izraZzanja je v obeh sistemih zabeleZeno pri IFN-1p.

Korelacija med koncentracijo vnesenega plazmida in poveCanjem izrazanja citosolnih
senzorjev DNA, se tekom nasega eksperimentalnega dela, ni izkazala za linearno odvisno.
Korelacija med povecanjem izrazanj citosolnega senzorja DDX-60 in citokina IFN-1f v in
vitro ter in vivo sistemu pa se je izkazala za linearno pozitivno povezano. Povecanje

izrazanja IFN-1 je statisti¢no signifikantno enako med obema sistemoma.

Pot aktivacije INF-1p oziroma interferonska pot imunskega odgovora na zaznavanje
nukleinskih kislin oziroma citosolnih senzorjev  DNA v nasem primeru najverjetneje
poteka preko citosolnega senzorja DDX-60 po narisani shemi (slika 22). Po transfekciji
plazmida gWiz Blank v celice mi§jega melanoma B16F10 je plazmidna DNA zaznana v
citosolu celic kot DAMP. Zazna jo citosolni senzor DDX-60 in nadaljna signalizacija

najverjetneje potece po nasledn;ji poti:
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DDX-60 — IPS1/MAVS — TBK1 — IRF3 — IFN-I

Plazmid gWiz Blank, *2,
dsDNA T
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Slika 22: Shema signalizacijskih poti in interferonski imunski odgovor. Modre puséice nakazujejo najbolj
verjetno pot aktivacije IFN-I preko citosolnega senzorja DDX-60 (v naSem primeru), Zelene puscice pa potek
produkcije IFN-I. IFN se tvorijo v citoplazmi celice

* Ab (protitelesa), BCR (B-celi¢ni receptor), ER (endoplazmatski retikel), IDO (indoleamin 2,3
dioksigenaza), IFNAR1/2 (interferon-o/f receptor 1/2), IPS1 (IFN-B promotor stimulator 1), IRF3/9
(interferon regulacijski faktorji 3/9), ISG (IFN stimulirani geni), ISGF3 (faktor stimulacije interferona 3),
JAK1 (janus kinaza 1), STAT1/2 (pretvornik signala in akivator transkripcije 1/2), IFN-y (interferon gama),
ISRE (elementi stimulacije interferonskega odgovora), STING (stimulator IFN genov), TCR (T-celi¢ni
receptor), TBK1 (TANK vezavna kinaza 1), TNF-a (tumor nekrozni faktor alfa), Tc (citotoksi¢ne celice T),
Th (celice pomagalke T), Treg (regulatorne celice T), TYK2 (tirozin kinaza 2)
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IFN-I se nato vezejo na limfocite B in T. Celice B plazmatke proizvajajo specificna
protitelesa proti tujim antigenom, spominske celice B pa si zapomnijo dolo¢en imunski
odziv. IFN-I, ki se veZejo na limfocite T, aktivirajo celice pomagalke (Th1l). Rezultat je

razvoj specifiénega Th1 imunskega odgovora.

Interferonski imunski odgovor (povecano izrazanje IFN-1B) je v kon¢ni fazi Thl imunski
odgovor, ki je pomemben pri obrambi proti razlicnim okuzbam, indukciji apoptoze in
inhibiciji tumorogeneze. IFN-1B konkretno pa stimulirajo ali zavirajo imunske odgovore.
Stimulacija imunskih odgovorov je pomembna pri avtoimunosti, zaviranje pa pri razvoju

imunske tolerance.
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7 POVZETEK

Na nenehno razvijajo¢em se podrocju zdravljenja rakavih bolezni predstavlja genski
pristop enega od sodobnejSih in ucinkovitejSih na¢inov. Z gensko terapijo se v obolela
tkiva oziroma celice vstavi nukleinske kisline (gene) z namenom pridobitve terapevtsega
ucinka. S tem pristopom lahko popolnoma zamenjamo okvarjeni gen, pridobimo nove
celice, ki izlo¢ajo Zeljene terapevtske proteine ter Stevilne druge moznosti. Obstajajo
Stevilne poti vnosa genov v celice in tkiva. Ena izmed moznosti je genski elektroprenos ali

genska elektrotransfekcija (GET), ki temelji na fizikalni metodi elektroporacije.

Elektroporacija je metoda, ki zacasno povzroci destabilizacijo celicne membrane, kar se
zgodi kot posledica izpostavljenosti fosfolipidnega dvosloja celicne membrane
dolocenemu elektriénemu polju, zaradi katerega pride v celi¢nem dvosloju do nastanka
vodnih por. Vodne pore omogocijo zacasno prehajanje molekulam, ki sicer ne morejo
prehajati preko celicne membrane, v notranjost celice. Elektroporacija zacasno poveca
permeabilnost ali prepustnost celicne membrane. S pomocjo elektroporacije lahko v celice
ali tkiva vnesemo tudi nukleinske kisline. Vendar pa vnos nukleinskih kislin znotraj celic

aktivira oziroma poveca izrazanje tako imenovanih citosolnih senzorjev DNA.

Citosolni senzorji DNA se nahajajo v citosolu celice, kjer zaznavajo prisotnost nukleinskih
kislin oziroma DNA molekul. Ker se DNA molekule obi¢ajno nahajajo v celicnem jedru in
ne v citosolu, ob prisotnosti DNA molekule, citosolni senzorji DNA povecajo svoje
izrazanje ter tako posredno vplivajo na potek imunskega odziva, ki v naSem
eksperimentalnem modelu temelji na poveCanem izrazanju intereferonov tipa I, zato

govorimo o intereferonskem imunskem odzivu.

Namen nase raziskovalne naloge je bil, da s pomocjo elektroporacije in z vnosom
plazmida, brez zapisa za protein, gWiz Blank, v melanomske celice B16F10, ugotovimo,
ali pride do poveCanega izrazanja citosolnih senzorjev DNA, DDX-60 in RIG-1 ter
interferona 1 (IFN-1B), ze v in vitro sistemu. Uporabljenima citosolnima senzorjema

DNA in IFN-1p smo doloc¢ili faktorje povisanega izrazanja (FPI) glede na kontrolo v obeh,
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In vitro ter in vivo sistemoma, pri ¢emer smo se osredotocili na interferonski imunski

odziv.

Pri raziskovalni nalogi smo uporabili razlicne metode in materiale. Genski elektroprenos je
V in vitro sistemu potekal na celicah misjega melanoma, B16F10, v in vivo sistemu pa na
laboratorijskih misih linije C57BI/6. Za genski elektroprenos smo uporabili elektroporator
z elektrodama, kot vklju¢ek pa smo v melanomske in tumorske celice vnasali plazmid
gWiz Blank, ki nima zapisa za noben protein. Po genskem elektroprenosu smo celice
nasadili na mikrotitrske plos¢e za nadaljne analize testa proliferacije celic in testa
citotoksi¢nosti plazmida. Vrednosti FPI za posamezni citosolni senzor in IFN-B pri
razlicnih ekperimentalnih skupinah in v obeh sistemih smo dolocili s pomocjo
kvantitativne verizne reakcije s polimerazo (QPCR). Za nukleotidne analize s q°PCR smo iz
predhodno transfeciranih celic misjega melanoma in tumorskega tkiva izolirali enovijacne
mRNA-molekule ter jih nato zapisali v cDNA molekule. S gPCR smo kvantitativno
izmerili prisotnost citosolnih senzorjev DNA in IFN-1f oziroma njihovo gensko izrazanje
pri posameznih skupinah ter iz izmerjenih vrednosti dolocili vrednosti FPI. Razlike med
eksperimentalnimi skupinami smo ocenili s pomocjo statisticnega programa SigmaPlot

Software 12.0, s katerim smo rezultate tudi grafi¢no predstavili.

Tekom nase raziskovalne naloge smo ugotovili, da je GET Vv in vitro sistemu zmanjsala
proliferacijo celic BI6F10 in povecala citotoksicnost vnesenega plazmida, gWiz Blank.
Ugotovili smo tudi, da pride do povecanega izrazanja citosolnega senzorja DNA DDX-60
in IFN-1B v obeh sistemih. Pri dolo¢anju vrednosti FPI smo opazili, da se vi§je vrednosti
FPI pojavijo pri eksperimentalnih skupinah, kjer smo s pomocjo elektroporacije vnesli
citosolni senzor DDX-60. Citosolni senzor RIG-1 v na§em primeru ni bil zaznan niti v in
vitro niti v in vivo sistemu. Interferonski imunski odgovor oziroma povecano izrazanje
IFN-1B v celicah in tumorjih miSjega melanoma, je posledica povecanega izrazanja

citosolnega senzorja DDX-60 in ne RIG-1.

Signalizacijska pot, ki v celicah zaradi prisotnosti nukeinskih kislin v citosolu privede do

pove€anega izrazanja DDX-60, ki nadalje stimulira pove€ano izrazanje IFN-1p in potek
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interefronskega imunskega odziva, predvidoma poteka po naslednji signalni poti: DDX-60
— IPS1/ MAVS - TBK1 - IRF3 — IFN-I. Predlagana signalizacijska pot je najverjetnejsa

za na$ eksperimentalni primer oziroma v nasem eksperimentalnem modelu.

Elektroporacija je tekom raziskovalne naloge potrdila svoje lastnosti in znaéilnosti uspesne
in varne metode vnosa nukleinskih kislin v celice oziroma tkiva. S pomocjo te fizikalne
metode smo uspesno vnesli plazmidno DNA v celice misjega melanoma in tumorsko tkivo,
kar je v in vivo sistemu povzrocilo tudi zaviralni u¢inek na rast tumorskega tkiva. V praksi
pomeni to najmanj podaljSanje Zivljenjske dobe bolnika, obolelega z rakastim obolenjem,
¢e ne celo popolna zaustavitev in supresija tumorske rasti in uspe$na ozdravitev ter
odstanitev tumorskega tkiva. V klini¢ni praksi ima elektroporacija kot metoda trenutno Se
vedno nekaj Sibkih tock — predvsem pri uspesnem vstavljanju elektrod v globje globje
leZeCa tkiva. Znanje pridobljeno na podro¢ju onkologije bo v prihodnje zelo dragoceno
orodje pri nadgradnji ze uveljavljenih metod in principov, kar vkljucuje tudi metodo
elektroporacije in izboljSanje njenega potenciala za uspeSna zdravljenja rakavih obolen;j

tudi v prihodnje.
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