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Toll-u podobni receptorji (TLR) igrajo kljuéno vlogo pri prepoznavanju molekulskih motivov,
znaCilnih za patogene mikroorganizme (PAMP). Med PAMP sodijo tudi imunostimulatorne
nukleinske kisline (INK), ki jih prepoznajo receptorji TLR v endosomih, kar vodi do sprozenja
signalnih poti, ki omogocijo aktivacijo imunskega sistema. Zato so INK in njihovi sinteti¢ni analogi
potencialno uporabni kot adjuvansi za pripravo cepiv ter za zdravljenje rakastih obolenj. Osredotocili
smo se na razvoj nosilnega sistema, ki bi izboljsal terapevtski ucinek INK, zato smo pripravili
konjugat transferina (Tf) in poli-L-lizina (PLL). Tf je ligand transferinskega receptorja (TfR) in se v
celico vnese z receptorsko-posredovano endocitozo, PLL pa je sinteti¢ni polikation aminokislinskih
ostankov lizina. Konjugat Tf-PLL naj bi omogocal vezavo, stabilizacijo in uinkovit celicni vnos
negativno nabitih INK predvsem v celice, ki izrazajo visji nivo TfR, med katere sodijo tudi rakaste
celice. Tf in PLL smo povezali preko disulfidne vezi z uporabo heterobifunkcionalnega reagenta
SPDP (N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionate), ga izolirali z gelsko filtracijo in dokazali z
NaDS-PAGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS). Z merjenjem spektrov
cirkularnega dikroizma (CD) smo pokazali, da se je tekom izolacije sekundarna struktura Tf ohranila,
kar je pomembno za funkcionalnost kompleksov. Z metodo zmanjSane mobilnosti na gelu smo
dokazali, da konjugat Tf-PLL uspe$no veze poli(I:C), sinteticni analog dvRNK. Konjugat Tf-PLL
za$¢iti poli(I:C) pred razgradnjo z RNazo, kar smo dokazali tako spektrofotometri¢no kot na ravni
bioloske aktivnosti. S konfokalno fluorescencno mikroskopijo smo pokazali, da je vnos CpG ODN
(oligodeoksinukleotid s CpG motivi) v celice HeLa veliko bolj u¢inkovit v kompleksih s Tf-PLL kot
v primeru samega CpG ODN, obenem pa pride do kolokalizacije z lizosomi, kar potrjuje vnos v
endosomalno pot. Casovno spremljanje proizvodnje IL-6 s testom ELISA je na primarni celiéni liniji
HMVEC-dLY Ad pokazalo, da konjugat Tf-PLL omogoca postopno sproscanje poli(I:C) iz
kompleksov ter celo moénejso aktivacijo receptorja TLR3 kot v primeru same poli(I:C). Ze po 1 uri
stimulacije, v nasprotju s samo poli(I:C), kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) po 36 urah povzro¢ijo moc¢an
imunski odziv, kar kaZe na bioloski pomen ucinkovitega vnosa. Z inhibicijo s prostim Tf smo
dokazali, da vnos s konjugatom Tf-PLL poteka z receptorsko posredovano endocitozo. Pripravljen
konjugat ima velik terapevtski potencial za zdravljenje rakastih obolenj in razvoj modernih cepiv.
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Toll-like receptors (TLRs) play a key role in recognition of pathogen-associated molecular patterns
(PAMP), including immunostimulatory nucleic acids (INA), which are recognized by TLRs in
endosomes, leading to the activation of signaling pathways, which activate the immune system. This
feature makes INA and their synthetic analogs potentially useful as adjuvants for the preparation of
vaccines and for cancer treatment. We focused on the development of a delivery system to improve
the therapeutic effect of INA by preparing a conjugate between transferrin (Tf) and poly-L-lysine
(PLL). Tf is a ligand of the transferrin receptor (TfR) and is internalised via receptor-mediated
endocytosis. PLL is a synthetic polycation of lysine amino acid residues. The conjugate Tf-PLL
enables binding, stabilisation and effective cellular uptake of negatively charged INA preferentially
into cells expresing higher levels of TfR, including cancer cells. We linked Tf and PLL into a
conjugate by a disulphide bond using a heterobifunctional reagent SPDP. The conjugate was isolated
by a gel filtration and validated by SDS-PAGE. Circular dichroism (CD) spectra measurments
demonstrated that secondary structure of the Tf was maintained during isolation procedure, which is
important for the conjugate functionality. Using gel-mobility shift method we showed that Tf-PLL
conjugate successfully bound a synthetic analogue of dsRNA poly(I:C) and thus enabled a formation
of complexes. Tf-PLL conjugate protected poly(I:C) from degradation by RNase, which was
demonstrated spectrofotometrically as well as at a biological activity level. Using confocal
flourescence microscopy we showed that the uptake of the CpG oligodeoxynucleotide (CpG ODN) in
HeLa cells was much more effective when complexed with Tf-PLL. In addition, the observed
colocalization between CpG ODN and lysosomes indicated a trafficing into endosomal pathway.
Time monitoring of production of interleukin 6 (IL-6) in the primary cell line HMVEC-dLy Ad by
ELISA test showed that Tf-PLL conjugate enabled a gradual release of poly(I:C) from complexes
and even stronger activation of TLR3 receptor in comparison to poly(I:C) alone. Only 1 hour of
stimulation by Tf-PLL/poly(I:C) complexes elicited strong immune response after 36 hours, whereas
poli(I:C) alone did not, thus suggesting the biological importance of an effective cellular uptake. The
inhibition with free Tf showed that cellular uptake was due to the receptor-mediated endocytosis. The
Tf-PLL conjugate developed in our study, has a great potential in cancer therapy and modern
vaccines development.
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Ao
A280
AK
AM
Ang.
APC

APS

BCR
Bp

CD
CD4+T
cDC
CoA
CpG
CpG ODN
CTLs
Da

DC

DD

DMEM

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Utezni odstotek

Volumski odstotek

Absorbanca pri dolo¢eni valovni dolzini

Absorbanca pri valovni dolzini 260 nm

Absorbanca pri valovni dolzini 280 nm

Aminokislina

Zorenje afinitete (ang. »affinity maturation«)

Anglesko

Antigen predstavitvena celica (ang. »antigen presenting cell«)
Amonijev persulfat

Limfocit B

B celi¢ni receptor (ang. »B-cell receptor«)

Bazni par

Cirkularni dikroizem

Celica T pomagalka

Konvencionalna dendriti¢na celica (ang. »conventional dendritic cell«)
Koencim A (ang. »coenzyme A«)

Dvonukleotidni motiv citozina in gvanina (ang. »cytosine-phosphate-guanosine«)
Oligodeoksinukleotid z motivi CpG

Citotoksi¢ni limfociti CD8+T (ang. »cytotoxic T lymphocytes«)
Dalton, enota za molekulsko maso

Dendriti¢na celica (ang. »dendritic cells«)

Domena smrti (ang. »death domain«)

Gojisce za celi¢ne kulture (ang. »Dulbecco’s Modified Eagle's Medium«)
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DMSO Dimetilsulfoksid

DNK Deoksiribonukleinska kislina

DTT Ditiotreitol

dvRNK Dvoverizna ribonukleinska kislina (ang. »double stranded RNA« oziroma dsRNA)
evRNK Enoverizna ribonukleinska kislina (ang. »single stranded RNA« oziroma ssRNA)
E. coli Escherichia coli

EDTA Etilendiamin tetraocetna kislina

ELISA ang. »enzime-linked immunosorbent assay«

ER Endoplazmatski retikulum

EtBr Etidijev bromid

FBS Goveji fetusni serum (ang. »fetal bovine serum)

F-LUC Kresnickina luciferaza

GndCl Gvanidinijev hidroklorid

HCCS Preklop tezkih verig (ang. »heavy chain class switching«)

Trajna celi¢na kultura iz ¢loveskih embrionalnih ledvi¢nih celic (ang. »human

HEK293 embryonic kidney cell line«)

HEPES 4-(2-hidroksietil)- 1 -piperazinetansulfonska kislina

HPLC Visoko-tlacna tekocinska kromatografija (ang. »high pressure liquid
chromatography«)

HRP Hrenova peroksidaza

hTLR3 Humani oziroma ¢loveski receptor TLR3

hTLR9 Humani oziroma ¢loveski receptor TLR9

IFN Interferon

IFN-a Interferon alfa

IFN-B Interferon beta

Ig Imunoglobulin (IgG je, na primer, imunoglobulin G oziroma protitelo IgG)

IKK Inhibitorna kapa B kinaza (ang. »IkB kinase«)
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INK

IRAK

IRF7
kDa
Konc.
LB
LPS

LRR

Mal/TIRAP

mDC

MKK6

MQ

MyD88

NA

NaDS
NaDS-PAGE
NEMO
NF-«xB

NK

Obr./min
ODN

ODN-Alexa 633

PAMP

Interlevkin

Imunostimulatorne nukleinske kisline

Kinaza, povezana z receptorjem IL-1 (ang. »IL-1 receptor-associated kinase«)
Interferon regulirajoci faktor 3 (ang. »interferon regulatory factor 3«)
Interferon regulirajoci faktor 7 (ang. »interferon regulatory factor 7«)

Kilo Da (1000 Da)

Koncentracija

Gojisce Luria-Bertani

Lipopolisaharid (endotoksin)

Z levcinom bogata ponovitev (ang. »leucine-rich repeat«)

Adapterski protein podoben MyD88 (ang. »MyD88-adaptor-like/TIR-domain-
containing adaptor molecule«)

Mieloidna dendriti¢na celica (ang. »myeloid dendritic cell«)
ang. »MAP kinase kinase 6«

Mili Q voda, dodatno ocis¢ena destilirana voda

Diferenciacijski mieloidni protein 88 (ang. »myeloid differentiation primary-
response protein 88«)

Numeric¢na apertura

Natrijev dodecil sulfat

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS

ang. »NF-«B essential modulator«

Jedrni faktor kB (ang. »nuclear factor kB«)

Celice naravne ubijalke (ang. »natural killer cells«)

Obrati na minuto

Oligodeoksinukleotid

Oligodeoksinukleotid 10104, oznacen s fluorescen¢nim barvilom Alexa Fluor 633

Molekulski motiv, znaéilen za patogene mikroorganizme (ang. »pathogen-associated
molecular pattern«)
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PBS
pDC

pH

PHK

PLL

Poli(I:C)

PRR
RLU
R-LUC
RNaza
RNK

siRNK

SPDP

TAA

TAB

TAKI

TBK1

TCR
TEMED

Tf

T-PLL
Tf-PLL/CpG ODN
Tf-PLL/DNK

T{-PLL/poli(I:C)

Fosfatni pufer
Plazmacitoidna dendriti¢na celica (ang. »plasmacytoid dendritic cell«)
Negativni desetiski logaritem koncentracije ionov H;O"

Molekula poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (ang. »major
histocompatibility complex«)

Poli-L-lizin (ang. »poly-L-lysine«)

Poliinozinska: policitidinska kislina (ang. »polyinosinic: polycytidylic acid«), tudi
poliriboinozinska: poliribocitidinska kislina

Receptor za prepoznavanje patogenih motivov (ang. »pattern recognition receptor«)
Relativne enote luciferazne aktivnosti (ang. »relative light units«)

Renilla luciferaza

Ribonukleaza

Ribonukleinska kislina

Mala interferencna RNK (ang. »small interfering RNA«)

Heterobifunkcionalni amino- in sulthidril- reaktivni reagent (ang. »N-succinimidyl-
3-(2-pyridyldithio) propionate«)

S tumorjem povezani antigeni (ang. »tumor-associated antigens«)
Protein, ki veze TAK1 (ang. »TAK1-binding protein«)

S transformirajoc¢im rastnim faktorjem [ aktivirana kinaza 1 (ang. »transforming
growth factor-p-activated kinase 1«)

Vezavna kinaza (ang. » TRAF-family-member-associated NF-«B activator (TANK)-
binding kinase 1«)

T-celi¢ni receptor (ang. » T-cell receptor«)
N,N,N,N-tetrametil-etilendiamin

Transferin (ang. »transferrin«)

Konjugat transferina in poli-L-lizina

Kompleks med konjugatom Tf-PLL in CpG ODN
Kompleks med konjugatom Tf-PLL in DNK

Kompleks med konjugatom T{-PLL in poli(I:C)
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TfR

Th

TICAM-1

TIR

TIRAP/MAL

TLR

TNF-a

TRAF 6

TRAM

TRIF

Tris

Transferinski receptor (ang. »transferrin receptor«)

Celice T pomagalke (ang. » T-helper cells«)

Adapterski protein, znan tudi kot TRIF (ang. »TIR-domain-containing molecule 1«)
Domena Toll-interlevkinskega receptorja (ang. » Toll-interleukin receptor domain«)
ang. » TIR-associated protein/MyD88-adaptor-like«

Tollu-podoben receptor (ang. » Toll-like receptor«)

Dejavnik tumorske nekroze o (ang. »tumor necrosis factor o«)

Faktor povezan z receptorjem za TNF (ang. » TNF receptor-associated factor 6«)
Adapterski protein soroden TRIF (ang. » TRIF-related adaptor molecule«)

Adapterski protein, ki vsebuje domeno TIR (ang. »TIR-domain-containing adaptor
protein inducing IFN-B«)

Tris (hidroksimetil)-aminometan
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SLOVARCEK

HEK?293 je trajna ¢loveska celi¢na linija, nastala s transformacijo kulture
normalnih ¢loveskih embrionalnih ledvicnih celic z DNK adenovirusa 5 v
laboratoriju Franka Grahama v poznih sedemdesetih letih dvajsetega
stoletja. Celice ne izrazajo Tollu-podobnih receptorjev (TLR).

HEK293

Kot odziv na prisotnost patogenov pri¢nejo imunske celice izlocati
proteine, ki jih imenujemo citokini. Beseda izvira iz gr§¢ine in pomeni
»povzrociti gibanje celic«. Citokini so signalne proteinske molekule,
velikosti med 8 in 30 kDa, ki delujejo avtokrino, parakrino in endokrino.
Proizvajajo se v majhnih koli¢inah in se vezejo na visoko afinitetne
receptorje na tarcnih celicah. Vplivajo na rast, diferenciacijo in aktivacijo
celic ter na ta na€in uravnavajo in usmerjajo naravo imunskega odziva.
Delimo jih na interlevkine, limfokine in kemokine.

Citokini

Cloveska celiéna kultura HeLa je trajna celi¢na linija, pripravljena z
HelLa izolacijo celic cervikalnega raka bolnice Henrietti Lacks, po kateri je dobila
ime.

HMVEC-ALY Ad Primargg celi.éna li.nija .élovevékega mikrovaskularnega limfaticnega
endotelija, pridobljena iz koze.

Luciferaza je generi¢no ime za encime, ki katalizirajo reakcije
bioluminiscence pri organizmih, kot sta kresni¢ka Photinus pyralis in
koralnjak Renilla reniformis. V molekularni biologiji uporabljamo
luciferaze kot porocevalske encime, s katerimi spremljamo izrazanje genov.
V dvojnem luciferaznem testu hkrati uporabimo dve luciferazi in sicer
inducibilno izrazeno kresnic¢kino luciferazo za spremljanje izrazanja genov
ter konstitutivno izrazeno Renilla luciferazo za normalizacijo glede na
ucinkovitost transfekcije.

Luciferaza

Poliriboinozinska: poliribocitidinska kislina oziroma poli(I:C) (ang.
»polyriboinosinic: polyribocytidylic acid«) je stabilen sinteti¢ni analog
dvRNK, ki se pogosto uporablja kot ligand receptorja TLR3, saj posnema
virusno okuZzbo.

Poli(1:C)

Poli-L-lizin (PLL) je sinteti¢ni polimer AK lizina, pri katerem je e-amino
skupina pri fizioloSkem pH pozitivno nabita in zato dobra tar¢a za
kovalentno pripenjanje ostalih molekul. PLL je dostopen v razli¢nih
molekulskih masah in je biorazgradljiv.

Poli-L-lizin

Receptorji TLR so podskupina PRR in igrajo klju¢no vlogo v zacetnih
stopnjah imunskega odziva na okuzbo. TLR se izraZajo na povrsini celice
ali v endosomih razli¢nih podtipov APC in se odzivajo na specifi¢ne
bakterijske, virusne in glivne signale. To vodi do aktivacije APC ter
nadaljnje modulacije in oblikovanja pridobljenih imunskih odzivov (na
primer polarizacija imunskega odziva v Th1 oziroma Th2 smer).

Tollu-podobni receptorji

SPDP je amino- in sulfhidril- reaktiven heterobifunkcionalen reagent.
Uporablja se za povezavo molekul preko amino-amino ali amino-sulthidril
skupine. Reagent povzroci nastanek disulfidne vezi, ki jo lahko naknadno
cepimo z dodatkom reducirajoc¢ega sredstva kot je ditiotreitol (DTT).

SPDP
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TLR3

TLRY

Transferin

Tollu-podoben receptor 3 (TLR3) je zgrajen iz zunajcelicne ektodomene, ki
vsebuje z leveini bogate ponovitve, transmembranske regije ter
znotrajceli¢ne oziroma citoplazemske domene TIR. Na zunajceli¢no
domeno se veze dvoverizna virusna RNK ali njeni sinteti¢ni analogi, na
znotrajceli¢no domeno pa adapterski proteini, ki vsebujejo domeno TIR.

Tollu-podoben receptor 9 (TLRY) je zgrajen iz zunajceli¢ne ektodomene, ki
vsebuje z levcini bogate ponovitve, transmembranske regije ter
znotrajcelic¢ne oziroma citoplazemske domene TIR. Na zunajceli¢no
domeno se veze enoverizna, z nemetiliranimi CpG motivi bogata
bakterijska DNK ali njeni sinteti¢ni analogi, na znotrajceliéno domeno pa
adapterski proteini, ki vsebujejo domeno TIR.

Transferin (Tf) je monomerni glikoprotein z molekulsko maso priblizno 80
kDa, ki ima sposobnost kompleksiranja Fe*" ionov. Osnovna vloga Tf je
nadziranje nivoja prostega zeleza v telesnih tekocinah, saj veze, zbira in
transportira Fe’" ione. Kompleks Tf in Zeleza se veZe na transferinski
receptor in se tako preko receptorsko-posredovane endocitoze vnese v
celice. V endosomalnih pogojih se zelezo sprosti iz kompleksa, Tf, vezan
na TR pa se z eksocitozo vrne na celi¢no povrsino, kjer disociira z
receptorja in se vrne v obtok za ponovno uporabo.
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1 UVOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Klju¢na naloga imunskega sistema je prepoznavanje ter unicevanje patogenov in rakastih
celic, kar omogoca zas¢ito organizma pred boleznimi.

Tollu-podobni receptorji oziroma TLR (ang. »Toll-like receptors«) igrajo klju¢no vlogo pri
prepoznavanju molekulskih motivov, znacilnih za (patogene) mikroorganizme oziroma
PAMP (ang. »pathogen associated molecular patterns«). Med te spadajo tudi
imunostimulatorne nukleinske kisline oziroma INK. Po prepoznavi INK TLR sprozijo
signalne poti, ki vodijo do aktivacije prirojenega in pridobljenega imunskega sistema,
zaradi Cesar se INK potencialno lahko uporabljajo kot adjuvansi za pripravo cepiv ter za
zdravljenje rakastih obolen;.

Ceprav imajo INK $tevilne obetavne lastnosti za uporabo v terapevtske namene, obstajajo
tezave, ki omejujejo njihovo ucinkovitost. Nukleinske kisline so obcutljive na razgradnjo,
poleg tega slabo prehajajo celicne membrane in se vezejo na serumske proteine, zato je
njihov vstop v znotrajceli¢ne razdelke neucinkovit.

Zaradi tega je pomembno razviti nacin za tar¢no dostavo, stabilizacijo, u¢inkovit vnos in
postopno sproscanje INK. Obenem je potrebno ohraniti ali celo izboljsati njihovo biolosko
aktivnost.

1.2 CILJ RAZISKOVANJA

V raziskovalnem delu bomo pripravili konjugat transferina oziroma Tf in poli-L-lizina
oziroma PLL (ang. »poly-L-lysine«). Tf je serumski glikoprotein, ki veze Zelezo in ga z
endocitozo preko membranskega transferinskega receptorja oziroma TfR vnese v celico.
To ucinkovito pot celicnega vnosa bomo uporabili za specific¢en vnos INK v celice. Tf
bomo kemijsko povezali s PLL, ki je sinteti¢ni polikation, sestavljen iz razlicnega Stevila
aminokislinskih ostankov lizina. Ker so INK polianionske molekule, se bodo preko
elektrostatskih interakcij vezale na pozitivno nabit PLL iz konjugata.

Nastali kompleks bo omogocal tar¢no dostavo, stabilizacijo, u¢inkovit vnos in postopno
spros¢anje INK z namenom aktivacije imunskega sistema preko receptorjev TLR3 ali
TLRY. Ker rakaste celice izrazajo ve¢ TfR v primerjavi z nerakastimi, bodo kompleksi
omogocali taréno ucinkovanje na rakaste tvorbe. Kompleksi bi bili torej primerni za
zdravljenje rakastih obolenj ali kot adjuvansi za pripravo modernih cepiv.
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1.3  DELOVNE HIPOTEZE

e Tf bo mozno kemijsko povezati s PLL, ki bo preko elektrostatskih interakcij vezal
negativno nabite INK. Tf bo pri tem ohranil nativno konformacijo in bo sposoben
vezave na TfR.

e Kompleksi med konjugatom Tf-PLL in INK (Tf-PLL/INK) bodo sprozili
receptorsko-posredovano endocitozo ter uc¢inkovit vnos v endosomalno pot.

e V endosomih bodo kompleksi Tf-PLL/INK postopno razpadli ali se razgradili,
spros€¢ene INK pa bodo aktivirale receptor TLR3 oziroma TLR9, kar bo sprozilo
ucinkovit imunski odziv.

Glavni namen raziskovalnega dela je torej razvoj nosilnega sistema, ki bi izboljsal
terapevtski ucinek INK. Diplomska naloga ima znacaj bazi¢ne Studije z mocnim
potencialom za uporabo izsledkov v medicini.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 IMUNSKI SISTEM IN IMUNSKI ODZIV

Imunski sistem je celota celic, tkiv in molekul, ki omogocajo obrambo pred okuzbami,
boleznimi ter drugimi neZelenimi bioloskimi invazijami. Koordinirana reakcija teh celic in
molekul zoper nevarnost v telesu se imenuje imunski odziv. Klju¢na naloga imunskega
sistema je prepoznavanje ter uni¢evanje patogenov in rakastih celic, kar omogoca zascito
pred boleznimi in ohranjanje integritete organizma (Abbas in Lichtman, 2004). Gostiteljev
imunski sistem se deli na prirojeno imunost, ki omogoca zacetno, manj specificno obrambo
zoper okuzbe in pridobljeno imunost, ki se razvije pocCasneje in omogoca kasnejSo,
specificno obrambo zoper nevarnosti (Abbas in Lichtman, 2004) (slika 1). Kljucnega
pomena za ucinkovito obrambo zoper nevarnosti je sodelovanje med prirojenim in
pridobljenim imunskim odzivom.

Neposredna aktivacijs
inmnskess sistema prek

Slika 1: Aktivacija gostiteljevih obrambnih mehanizmov (Medzhitov, 2007: 824)
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2.1.1 Prirojena imunost

Izraz prirojena imunost izvira iz dejstva, da je pri zdravem posamezniku stalno prisotna in
obicajno ne potrebuje predhodne izpostavitve patogenu. Prirojena imunost predstavlja prvo
linijo gostiteljevega obrambnega sistema zoper patogene (Akira in sod., 2006). Omogoca
preprecitev vstopa patogenov oziroma hitro odstranitev tistih, ki jim je uspelo vdreti v telo
gostitelja in na ta nacin nadzira ali celo odstrani okuzbe, Se preden se aktivira pridobljena
imunost. Glavni igralci prirojene imunosti so fagociti, kot so makrofagi in dendriticne
celice, oziroma DC (ang. »dendritic cells«). Zelo pomembna vloga prirojene imunosti je
usmerjanje nadaljnjega pridobljenega imunskega odziva, saj obstaja neprestana interakcija
med prirojenim in pridobljenim imunskim odzivom (natan¢no opisano pod toc¢ko 2.1.4).
Prirojen imunski sistem poenostavljeno vsebuje epitelne bariere, fagocite (nevtrofilci,
monociti, makrofagi in DC), celice naravne ubijalke oziroma NK (ang. »natural killer
cells«) in sistem komplementa. Prirojen imunski sistem prepoznava mikroorganizme z
omejenim Stevilom, v zarodni liniji zapisanih, konstitutivno izrazenih receptorjev za
prepoznavanje patogenov oziroma PRR (ang. »pathogen recognition receptors«). PRR
prepoznavajo s patogeni povezane molekularne motive oziroma PAMP (ang. »pathogen-
associated molecular patterns«), ki so nujni za prezivetje mikroorganizmov in zato Siroko
ohranjeni med vrstami. Razlicni PRR se izrazajo na razli¢nih mestih in se odzovejo na
razli¢ne ligande ter aktivirajo specificne signalne poti, ki vodijo do razlicnih imunskih
odzivov zoper patogene (Akira in sod., 2006). Osnovni mehanizem prepoznavanja PAMP
rastlin, vinskih muSic do sesalcev zelo ohranjen (Akira in sod., 2006). Glavna skupina PRR
so TLR.

2.1.2 Pridobljena imunost

Pridobljena imunost se razvije pocasneje od prirojene in je udelezena pri odstranjevanju
patogenov v poznih fazah okuzbe. Za pridobljeno imunost je znacilna specifi¢nost, nastala
v procesu razvoja imunskega repertoarja limfocitov v primarnih limfati¢nih organih. Sprva
se vzpostavi zelo bogat repertoar limfocitov, ki nosijo antigensko specificne receptorje,
nastale v procesu somatske rekombinacije genskih odsekov, ki nosijo zapis za variabilne
regije receptorjev. Nato v fazi zorenja in selekcije pride do izbora limfocitov s
funkcionalnimi antigenskimi receptorji z ustrezno specificnostjo (Abbas in Lichtman,
2004; Nemazee, 2006; Turner in sod., 2006). Poleg specificnosti je za pridobljen imunski
sistem znacilen imunski spomin, ki omogoca ojacan in hiter odziv na ponovno okuzbo.
Pridobljen imunski sistem je visoko specializiran in omogoca razli¢en in optimiziran odziv
glede na vrsto mikroba. Sestavljajo ga limfociti in njihovi produkti. Pridobljena imunost se
deli na humoralno imunost, kjer protitelesa nevtralizirajo in odstranijo zunajceli¢ne
mikrobe in toksine ter na celicno posredovano imunost, kjer igrajo klju¢no vlogo limfociti
T (slika 2) (Abbas in Lichtman, 2004).
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2.1.2.1 Humoralna imunost

Vloga humoralne imunosti je odstranjevanje zunajceli¢cnih mikrobov ter nevtralizacija
mikrobnih toksinov. Glavni akterji humoralne imunosti so protitelesa. Protitelesni odziv se
pri¢ne s prepoznavo nativnega antigena s specificnim B celi¢nim receptorjem oziroma
BCR (ang. »B-cell receptor« oz BCR), ki je v osnovi membransko vezan imunoglobulin na
naivnih celicah B. Celice B se po prepoznavi antigena in sproZeni signalizaciji ter ustreznih
interakcijah s celicami T pomagalkami oziroma Th (ang. »T-helper cells«) namnozijo in
diferencirajo v efektorske celice B, ki proizvajajo protitelesa. Pomemben proces, ki vodi
do ucinkovitega protitelesnega odziva je preklop tezkih verig oziroma HCCS (ang. »heavy
chain class switching«). Pri tem se tekom napredovanja humoralnega imunskega odziva
spremeni tezka veriga (izotip), ne pa tudi specifika protiteles za dolo¢en antigen. Preklop
izotipa je odvisen od tipa interakcij celice B s celico Th in od prisotnih citokinov. Razli¢ni
citokini povzroc¢ijo preklop na razlicne izotipe protiteles, kar omogoca, da se imunski
sistem odzove na razlicne tipe mikrobov na najbolj u€inkovit nacin. Zorenje afinitete
oziroma AM (ang. »affinity maturation«) je drug pomemben proces, pri katerem afiniteta
protiteles za proteinske antigene naras¢a z daljSim ¢asom ali ponovno izpostavitvijo
antigenu. To se zgodi, ko del aktiviranih celic B potuje v limfne vozle, natancneje v
folikularne germinalne centre, kjer pride do hitrih delitev, kar povzro¢i somatske mutacije
v genih za variabilno verigo protitelesa in nadaljnjo selekcijo visoko afinitetnih klonov.
UspeSen protitelesni odziv se konfa z vzpostavitvijo repertoarja dolgozivecih in
spominskih celic B, ki se hitro odzovejo na ponovno prisotnost ustreznega antigena (Abbas
in Lichtman, 2004).

2.1.2.2 Celi¢no posredovana imunost

Vloga celicno posredovane imunosti je boj proti znotrajceliénim patogenom. Gre za
patogene, ki okuzijo ne-fagocitne celice ali pa za patogene, ki so jih fagociti internalizirali,
vendar v teh celicah prezivijo. Celi¢no posredovano imunost vrsijo celice T s specificnimi
T-celi¢nimi receptorji oziroma TCR (ang. »T-cell receptor«), s katerimi prepoznavajo
antigenske peptide, predstavljene v molekulah poglavitnega histokompatibilnostnega
kompleksa oziroma PHK (ang. »major histocompatibility complex« oziroma MHC). To
jim omogoca, da prepoznajo in se odzovejo le na antigene, povezane z gostiteljevimi
celicami (Abbas in Lichtman, 2004). Funkcionalni TCR z ustrezno specifiko nastanejo v
procesu razvoja imunskega repertoarja v timusu (Turner in sod., 2006). T-celi¢ni odziv
sestavlja veC faz. Sprva naivne celice Th prepoznajo antigenske peptide, predstavljene z
molekulami PHK na lastnih celicah. Zatem se antigensko specificni kloni celic T
namnozijo, ¢emur pravimo klonalna ekspanzija. Zadnja faza je diferenciacija aktiviranih
celic T v efektorske in spominske celice, ki poskrbijo za odstranitev okuzbe in nadaljnjo
obrambo pred morebitno ponovno izpostavljenostjo enakemu patogenu (Abbas in
Lichtman, 2004).



Smole A. Priprava in bioloska aktivnost kompleksov imunostimulatornih nukleinskih kislin ... spro§¢anje.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

6

HUMORAINA CELICNO-POSREDOVANA
IMUNOST IMUNOST
PATOGEN ﬂ ﬂ
ZUNAJCELICNI FAGOCITIRANI : ZNOTRAJCELICNI
PATOGENI PATOGENI ; PATOGENI
ODZIVNI ; :‘q
LIMFOCIT |
— - | CITOTOKSICNA
SEECZE }  CELICAT
[ZLOCENO :
PROTITELO :
EFEKTORSKI \ '
MEHANIZEM - ’* :
PRLPRL@HA.\'JI AKTIVACITA
OKUZB IN MAKROFAGOV UBLJANJE
FUNKCLIA DSTRANJEVANJE ZAUBLJANJE |! OKUZENIH
ZUNAJCELICNIH FAGOCITIRANIH |: CELIC
PATOGENOV MIKROBOV

Slika 2: Humoralna in celi¢no posredovana imunost (Abbas in Lichtman, 2004: 5)
2.1.3 Imunoloske signalne molekule

Kot odziv na prisotnost patogenov imunske celice pri¢nejo izlocati proteine, ki jih
imenujemo citokini. Beseda izvira iz grS¢ine in pomeni »povzrociti gibanje celic«. Citokini
so signalne proteinske molekule, velikosti med 8 in 30 kDa, ki delujejo avtokrino,
parakrino in endokrino (Cannon, 2000). Proizvajajo se v majhnih koli¢inah in se vezejo na
visoko afinitetne receptorje na tarc¢nih celicah (Abbas in Lichtman, 2004). Vplivajo na rast,
diferenciacijo in aktivacijo celic ter na ta na¢in uravnavajo in usmerjajo naravo imunskega
odziva (Commins in sod., 2010). Citokine lahko delimo na interlevkine, limfokine in
kemokine. Commins in sod. (2010) pa so citokine razdelili na dve osnovni skupini. Prvo
skupino proizvajajo antigen predstavitvene celice oziroma APC (ang. »antigen presenting
cell«), drugo pa limfociti T. Citokini sodelujejo pri citotoksi¢ni (protivirusno in
protirakasto delovanje), humoralni, celicno posredovani (Thl in Th17) in alergijski
imunosti (Th2) ali pa so imunosupresivni (Treg). Citokini, ki jih proizvajajo APC so, na
primer, TNF, IL-1, IL-6 in IL-12. Citokini, povezani s citotoksi¢no imunostjo, ki jo vr$ijo
citotoksi¢cni CD8+T limfociti in celice NK so, na primer, IL-11 in interferoni tipa I (na
primer IFN-a). Citokini, povezani s humoralno imunostjo so, na primer, IL-7, IL-11 in IL-
21. Citokini, povezani s T celi€no imunostjo so IL-2, interferon tipa II (IFN-y), IL-16 in
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IL-17. Z alergijsko imunostjo so povezani IL-4, IL-5 in IL-13. V skupino protivnetnih
citokinov spadajo TGF-f in interlevkini skupine IL-10.

Citokini torej vplivajo na celoten imunski odziv. Odgovorni so za polarizacijo imunskega
odziva v smer Thl ali Th2 (ang. »T helper 1« oziroma »T helper 2«), saj vplivajo na
diferenciacijo naivne celice CD4+T (slika 3). Ko naivna celica CD4+T prvi¢ prejme
signale stimulacije s strani APC, zacne proizvajati le IL-2, kasneje pa se pod vplivom
citokinov diferencira v fenotipe, ki v nadaljnjem poteku imunskega odziva proizvajajo
razli¢en profil citokinov (Th1/Th2). IFN-y in IL-12 povzrocita diferenciacijo v smeri Thl,
medtem ko IL-4 povzro¢i diferenciacijo v smeri Th2. Poleg tega doloceni citokini
posameznega tipa celic T delujejo inhibitorno na drug tip. IFN-y selektivno inhibira delitev
celic Th2, IL-10 pa inhibira citokinsko sintezo celic Thl. Funkcija celic Thl in Th2
sovpada z razlicnim citokinskim profilom. Celice Thl so udelezene v celicno
posredovanem vnetnem odzivu, celice Th2 pa pomagajo pri proizvodnji protiteles
(Mosmann in Sad, 1996).

Pomembne signalne molekule imunskega sistema so tudi kemokini. Gre za majhne
proteine (8-12 kDa), ki imajo sposobnost sprozenja celiéne migracije ali kemotakse
Stevilnih celi¢nih tipov (nevtrofilci, monociti, limfociti, eozinofilci, fibroblasti in
keratinociti). Kemokini vplivajo na aktivacijo imunskih celic in na sprozenje imunskega
odziva, poleg tega sodelujejo pri celjenju ran.
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Slika 3: Vpliv citokinov na polarizacijo Th1/Th2 (Liew, 2002: 57)
2.1.4 Povezava med prirojenim in pridobljenim imunskim odzivom

Do nedavnega je bila prirojena imunost zapostavljena, saj je veljalo mnenje, da klju¢no
vlogo pri imunskem odzivu igra pridobljena imunost. Danes je znano, da je prirojena
imunost zelo pomembna kot prva obrambna Crta zoper patogene, poleg tega bistveno
sodeluje pri razvoju pridobljenega imunskega odziva. Polarizacija imunskega odziva je v
veliki meri odvisna od zacetnih signalov, ki jih sprozi prirojena imunost (Guy, 2007).

Na podlagi spoznanj o mehanizmih in pomenu prirojene imunosti je napredovalo tudi
vedenje o pridobljenem imunskem odzivu, predvsem na podro¢ju interakcij med glavnimi
tipi imunskih celic (CD4+T, CD8+T in B). Na podlagi citokinskih profilov in nacina
modulacije B in CD8+T CTL celi¢nih odzivov so dolocili razlicne podtipe celic Th, kot so
Thl in Th2 (Mosmann in Sad, 1996) ter Th17 (Harrington in sod., 2006). Veliko novih
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odkritij je bilo tudi na podrocju razvoja T- in B- celicnega imunskega spomina. Ugotovili
so, na primer, da so spominske celice T heterogena skupina z razli¢nimi efektorskimi
funkcijami zato so jih razdelili na centralne in efektorske spominske celice T (Sallusto in
sod., 2004), katerih nastanek in vzdrzevanje sta odvisna od razlicnih signalov
(Lanzavecchia in Sallusto, 2005).

Za indukcijo ucinkovitega T- in B- celi¢nega odziva je potrebnih nekaj klju¢nih signalov,
ki jih sprozi prirojen imunski sistem in so shematsko prikazani na sliki 4 ter podrobneje
opisani v naslednjih odstavkih. Signali prirojene imunosti dolo¢ajo kvantiteto in kvaliteto
pridobljenega imunskega odziva, ki je odvisen od narave patogena (Guy, 2007). Odziv
proti znotrajcelicnim in zunajceli¢nim patogenom oziroma antigenom je povsem drugacen.
Obstajata dve osnovni poti procesiranja antigenov, ki omogocata, da se imunski sistem
ustrezno odzove na znotraj oziroma zunajceli¢ne patogene (Jensen, 2007; Trombetta in
Mellman, 2005; Vyas in sod., 2008). Loceni poti procesiranja antigenov omogocata, da so
doloceni podseti celic CD4+T usmerjeni zoper zunajceli¢ne antigene in priskrbijo pomoc¢
celicam B, ki preko BCR prepoznajo in internalizirajo antigene, celice CD8+T pa so (ob
pomoc¢i celic CD4+T) usmerjene proti znotrajcelicnim antigenom, sintetiziranim v
okuzenih celicah, ki jih specifi¢no prepoznajo, medtem ko zdravim celicam prizanesejo
(Abbas in Lichtman, 2004).

2.1.4.1 Imunski odziv na zunajceli¢ne patogene

Ko patogen vdre v telo, njegove PAMP prepoznajo PRR gostitelja na APC, kot so, na
primer, DC. Prepoznavanje antigena in aktivacija APC je prvi signal za aktivacijo
imunskega sistema (Guy, 2007). Zatem se antigen vnese v znotrajceli¢ne razdelke, Cemur
pravimo internalizacija in se razgradi v peptide, ki se predstavijo v molekulah poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa razreda II oziroma PHK II (ang. »major
histocompatibility complex class Il«, oziroma MHC II), kar oznacujemo z izrazoma
»procesiranje« in predstavitev antigena. Antigenske peptide, predstavljene v molekulah
PHK razreda II na APC, prepoznajo limfociti CD4+T s svojim TCR, ki je specifi¢en za isti
antigen. Ta prepoznava predstavlja drugi signal aktivacije imunskega sistema. Tretji signal
je ko-stimulacija, ki je odvisna od interakcij kostimulatorinih molekul, kot sta B7 in CD40
na APC in CD-28 ter CD-40L na limfocitu CD4+T. Opisano dogajanje v prvih fazah
imunskega odziva vodi do izrazanja ustreznih imunskih posrednikov, kot so citokini, kar
vodi polarizacijo imunskega odziva v smer, ki je potencialno optimalna za odstranitev
patogena (Abbas in Lichtman, 2004).

Kot primer navajamo nekaj osnovnih citokinskih profilov imunskega sistema, ki dolo¢ijo
polarizacijo imunskega odziva. Ko ni prisotnega IL-12 oziroma sta prisotna IL-4 in IL-10,
pride do polarizacije v smer celic Th2, ki proizvajajo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 in IL-13 ter
sodelujejo pri imunskih odzivih, neodvisnih od fagocitoze (Biedermann in sod., 2004).
Pomagajo pri aktivaciji celic B in indukciji nastanka IgGl1, IgE in IgA, ki omogocajo
obrambo proti zunajceli¢nim patogenom. Primer je IL-4, ki povzro¢i preklop na razred IgE
tezke verige protiteles. Nastala protitelesa so ucinkovita pri obrambi zoper Crevesne
zajedavce, saj ima IgE Fc (ang. »fragment crystalline«), ki ga prepozna Fc-ERI receptor na
eozinofilcih, ki v kon¢ni fazi odstranijo okuzbo (Abbas in Lichtman, 2004).
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Za ustrezen B-celi¢ni imunski odziv so bistvenega pomena interakcije med celicami Th in
celicami B. Celice B so poseben tip APC, saj so del pridobljenega imunskega sistema. V
nasprotju z DC in makrofagi, ki imajo povrSinsko izpostavljene PAMP, imajo celice B
specificni BCR, ki je v osnovi membransko vezan imunoglobulin, specificen za dolo¢en
antigen. Ko celica B s svojim BCR prepozna ustrezen nativen antigen, ga internalizira,
procesira in predstavi v molekulah PHK razreda II. To vodi do interakcij z aktiviranimi
celicami Th, ki nosijo TCR, specifi¢en za isto antigensko komponento, ki je predstavljena
v molekulah PHK razreda II celice B. Sele po specifi¢ni interakciji celica Th sprozi
dodatne signale, ki celici B z ustreznim BCR omogocijo klonalno ekspanzijo in
diferenciacijo (Bishop in Hostager, 2001; McHeyzer-Williams LJ in McHeyzer-Williams
MG, 2005). Kon¢ni rezultat dogajanja je proizvodnja protiteles z isto specifiko in nadaljnje
zorenje afinitete v germinalnih centrih folikularne B celi¢ne cone ter preklop tezkih verig,
kar je nujno za razvoj ucinkovitega humoralnega odziva. Kon¢no stanje po sreCanju z
antigenom in ucinkovitim imunskim odzivom je vzpostavitev repertoarja dolgozivecih in
spominskih celic B, ki se hitro odzovejo na ponovno prisotnost ustreznega antigena.

2.1.4.2 Imunski odziv na znotrajcelicne patogene

Obramba zoper znotrajceliCne patogene poteka na povsem drugacen nacin kot zoper
zunajceli¢ne, saj humoralni odziv ni u€inkovit v boju proti virusom, nekaterim bakterijam,
ki lahko uidejo iz endosoma in spremenjenim proteinom v citoplazmi (Abbas in Lichtman,
2004).

Ko makrofagi ali DC fagocitirajo patogene ali s patogeni okuzene lastne celice, zacnejo
izloCati vnetne citokine, kot je, na primer, IL-12, ki povzro¢i Thl celicno polarizacijo in
nadaljnjo proizvodnjo IL-2, IFN-y in TNF-a. Nastali citokini stimulirajo od fagocitoze
odvisno obrambo proti znotrajceli¢nim patogenom, celi¢no posredovane imunske odzive,
aktivacijo citotoksi¢nih celic CD8+T (ang. »cytotoxic T lymphocytes« oziroma CTLs) in
proizvodnjo komplement-fiksirajocih protiteles IgG2a in IgG3 (Abbas in Lichtman, 2004).

V primeru celicno posredovanega imunskega odziva se citosolni antigeni predstavijo v
molekulah PHK razreda I, ki so prisotne na vseh celicah z jedrom, saj se vse celice lahko
okuzijo z virusi. Antigenske peptide, predstavljene v molekulah PHK razreda I prepoznajo
celice CD8+T z ustreznim TCR in se nato ob pomoci celic Th diferencirajo v CTL. Te
celice ubijejo okuzene celice, kar je najucinkovitejsi nacin za odstranitev citoplazemskih
patogenov (Bevan, 2004; Guermonprez in sod., 2002).

2.1.4.3 Navzkrizna predstavitev antigenov in avtofagija

DC lahko poleg zbiranja endogenih peptidov za predstavitev v molekulah PHK razreda I
celicam CD8+T z molekulami PHK razreda I predstavljajo tudi zunajceli¢ne antigenske
peptide, ki so prisli v celico po endocitotski poti, cemur pravimo navzkrizna predstavitev
antigenov (ang. »cross presentation«). Ta mehanizem je klju¢nega pomena za iniciacijo
CDS8+T celi¢nega odziva na antigene, ki sicer ne bi prisli v PHK I pot procesiranja v DC
(Jensen, 2007). Znotrajcelicne spremembe v neimunskih celicah, kot so virusne okuzbe ali
maligne transformacije, je potrebno posredovati imunskemu sistemu, da se zagotovi
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CD8+T celi¢ni odziv, ki bo odstranil taksne Skodljive spremembe. Neimunske celice niso
sposobne vrsiti PHK II poti procesiranja. Prav tako ne morejo kostimulirati celice CD8+T,
ki je s svojim TCR prepoznala antigenski peptid, predstavljen v molekulah PHK razreda I
na neimunski celici. Stimulacijo naivnih celic T lahko vrsijo le profesionalne APC, kot so
DC (Kurts in sod., 2010). V procesu navzkrizne predstavitve antigenov APC torej
fagocitirajo in razgradijo okuZene neimunske celice in poleg obicajne PHK II poti
procesiranja vrSijo tudi netipicno PHK I pot procesiranja antigenov, ki se konca s
predstavitvijo antigenskih peptidov celicam CD8+T. Mehanizem tega dogajanja je
kompleksen in izE¢rpno opisan (Jensen, 2007; Kurts in sod., 2010; Trombetta in Mellman,
2005; Vyas in sod., 2008).

Avtofagija je pomemben imunski proces, pri katerem kisle vakuole z dvojno membrano,
imenovane avtofagosomi, zbirajo znotrajcelicno vsebino (poSkodovani organeli ali
makromolekule) in jo po fuziji z lizosomi razgradijo. To pomeni, da ima avtofagija
pomembno vlogo pri vzdrzevanju celicne homeostaze. NovejSe raziskave kazejo, da je
njena vloga tudi vnos citosolnih antigenov v PHK II pot procesiranja in prezentacije.
Avtofagija usmerja patogene, ki bivajo v citosolu ali v fagosomih v endolizosomalno pot
razgradnje (Trombetta in Mellman, 2005; Vyas in sod., 2008). Kljub temu da je avtofagija
v profesionalnih APC konstitutiven proces, jo signalizacija TLR lahko regulira.
Signalizacija TLR7 lahko, na primer, inducira avtofagijo. Velja pa tudi nasprotno -
avtofagija lahko stimulira signalizacijo TLR, saj v endosome prinese TLR ligande, kot je,
na primer, dvRNK. To pomeni, da avtofagija sodeluje pri zorenju DC (Vyas in sod., 2008).
Funkcionalna posledica razgradnje citosolnih antigenov v avtofagosomih je razSirjen
peptidni repertoar, predstavljen z molekulami PHK razreda II na povrSini celic. Poleg
zunajcelicnih je z molekulami PHK razreda II predstavljen tudi del znotrajceli¢nih
antigenov (Vyas in sod., 2008). TakSen mehanizem lahko ojaca imunski odziv proti
endogenim patogenom.

Poenostavljeno lahko torej trdimo, da je koncni rezultat (polarizacija) imunskega odziva
odvisen od tega, kateri igralec prirojene imunosti (DC, makrofag, celica NK) je prepoznal
patogena, kako je predstavil peptide, izvirajo¢e iz antigenskih komponent patogena ali
okuzenih gostiteljevih celic (PHK 1 ali PHK II pot procesiranja) in katere
imunomodulatorne molekule je zacel proizvajati (na primer IL-12). To pomeni, da je za
razumevanje imunskega sistema in odziva potrebno gledati na za€etni prirojeni in nadaljnji
prirojeni odziv kot celoto.
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Slika 4: Sodelovanje med prirojenim in pridobljenim imunskim odzivom
Vsebina slike je osnovana na informacijah iz knjige (Abbas in Lichtman, 2004) ter ¢lanka (Mosmann in Sad,
1996). Narejena je bila za namen slovenske iGEM ekipe 2008 (Team Slovenia ..., 2008).
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2.2 TOLL-U PODOBNI RECEPTORII

Receptorji TLR so transmembranski receptorji tipa I, ki prepoznavajo in se odzivajo na
razline strukture, povezane s patogenimi mikroorganizmi (Gay in Gangloff, 2007).
Odkritje vretencarskih TLR sloni na homologiji z genskim produktom Toll, za katerega so
pokazali, da pri modelnem organizmu Drosophila melanogaster vodi do razvoja dorzo-
ventralne polarnosti embria (Anderson in sod., 1985; Belvin in Anderson, 1996;
Hashimoto in sod., 1988). Kasneje so ugotovili, da igra protein Toll klju¢no vlogo pri
obrambnem odzivu vinskih music zoper glive (Lemaitre, 2004; Lemaitre in sod., 1996).
Leto po tem odkritju so identificirali sesalski homolog proteina Toll (Medzhitov in sod.,
1997). Danes vemo, da so TLR evolucijsko ohranjeni od gliste Caenorhabditis elegans do
sesalcev (Akira in Takeda, 2004; Hoffmann, 2003; Janeway in Medzhitov, 2002). Do sedaj
pri sesalcih poznamo 12 predstavnikov druZzine receptorjev TLR, ki jih lahko razdelimo na
osnovi primarne sekvence na ve¢ poddruzin, ki prepoznavajo sorodne PAMP (slika 5).
Poddruzina TLR1, TLR2 in TLR6 prepoznava lipide, medtem ko poddruzina TLR7, TLRS
in TLR9 prepoznava nukleinske kisline. Nekateri TLR, kot je TLR4, lahko prepoznajo vec
strukturno nesorodnih ligandov. V preglednici 1 so prikazani TLR receptorji in njihovi

ligandi.
hTLR4

hTLR5

Slika 5: Filogenetsko drevo ¢loveskih TLR (Takeda in sod., 2003: 339)

Preglednica 1: TLR receptorji in njihovi ligandi (Gay in Gangloff, 2007: 144)

TLR LIGAND IZVOR LIGANDA
TLR1/2 Triacil lipopeptidi (Pam;CSKy) Bakterije in mikobakterije
TLR2 Lipoproteini in lipopeptidi Veliko razli¢nih patogenov

Diacil lipopeptidi (Pam;CSKy, MALP,SK,) Sinteti¢ni ligandi

Peptidoglikan G+ bakterije

Lipoteihoi¢na kislina G+ bakterije

Zimosan Glive

Hialuronan Gostitelj

Hsp70 Gostitelj

se nadaljuje
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nadaljevanje
TLR LIGAND IZVOR LIGANDA
TLR3 dvoverizna RNK in njen sinteti¢ni analog poli(I:C)  Virusi
TLR4 Lipopolisaharid oziroma LPS G- bakterije
Taksol Rastline
Fuzijski protein Respiratorni sincicijski virus (RSV)
Hsp60 in Hsp70 Gostitelj
Fragment fibronektina (EDA) Gostitelj
TLRS Flagelin Bakterije
TLR2/6 Diacil lipopeptidi Mikoplazme
TLR7 evRNK, imidazokvinolini (imiquimod, R848) Sinteti¢ni ligandi
TLRS evRNK, R848 Sinteti¢ni ligandi
TLRY9 Nemetilirana CpG DNK Bakterije, virusi, kvasovke, insekti

TLR se izrazajo na razlicnih imunskih celicah, vklju¢no z makrofagi, DC, celicami B, in
dolo¢enimi tipi celic T, poleg tega tudi na neimunskih celicah, kot so fibroblasti in epitelne
celice. Izrazanje TLR ni stati¢no, temvec¢ se uravnava kot odziv na patogene, citokine in
okoljski stres. TLR so lokalizirani v celiéni membrani ali v membranah znotrajceli¢nih
razdelkov. Medtem ko TLR 1, 2, 4, 5, 6 najdemo na celi¢ni povrsini, se TLR 3, 7, §, 9
nahajajo skoraj izkljuéno v znotrajceli¢nih razdelkih kot so endosomi (slika 6) (Akira in
sod., 2006).

CELICNA MEMBRANA CITOSOL ENDOSOM
TIRAP
Triacil lipopeptidi TLR1
TLR2
MyDBs
r —~ ™
C_TRIE2 TLR3 dsRNA
TIRAP
Diacil lipopeptidi TLRE
s MyD88
s ¥ TLR7 ssRNA

TIRAP MyD88

LPS TLR4 MyDS8
TRAM ' TRIF > ¥ TLRS ssRMNA
Flagelin MyD88 MyDB8
TLRS i TLR9 CpG-DNA
MyDes
? TLR10
LER domena TIR.

Slika 6: Celi¢na lokalizacija cloveskih TLR (Kanzler in sod., 2007: 553)
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2.2.1 Struktura TLR

Vsi predstavniki TLR imajo ohranjeno modularno strukturo. TLR so integralni
membranski glikoproteini tipa I (N-terminalni del proteina je usmerjen v zunajceli¢ni
prostor). Sestavljeni so iz zunajcelicne ektodomene, ki vsebuje razlicno Stevilo z levcini
bogatih ponovitev oziroma LRR (ang. »leucine-rich-repeat«) in je preko transmembranske
alfa vijacnice povezana s citoplazemsko domeno, ki je odgovorna za signalizacijo (Gay in
sod., 2006). Citoplazemska domena TLR je homologna citoplazemski signalizacijski
domeni interlevkinskega receptorja 1 oziroma IL-1R, zato jo imenujemo domena TIR
(Toll/IL-1R) (Bowie in O'Neill, 2000) (slika 7). Domene LRR so odgovorne za vezavo
PAMP. Sestavlja jih 19-25 tandemskih motivov LRR, od katerih vsak vsebuje 24-29
aminokislinskih ostankov z ohranjenim aminokislinskim motivom XLXXLXLXX, pri
¢emer so levcinski ostanki lahko zamenjani s hidrofobnimi. Vsak LRR ima sekundarno
strukturo beta ploSce in alfa vijacnice, ki sta povezani z zanko (Akira in sod., 2006) (slika
8). Na podlagi aminokislinskega zaporedja LRR in homolognega modeliranja so
napovedali, da imajo ektodomene podkvasto terciarno strukturo (Bell in sod., 2003), kar se
je leta 2005 ob dolocitvi terciarne strukture ektodomene ¢loveskega TLR3 (Bell in sod.,
2005; Choe in sod., 2005) izkazalo za pravilno (slika 8).

Vezava ustreznega liganda na receptor TLR povzro¢i dimerizacijo in konformacijske
spremembe, potrebne za nadaljnjo signalizacijo. Pred kratkim (Liu in sod., 2008) so
dolo¢ili terciarno strukturo dimera misjih ektodomen TLR3 z vezanim ligandom dvRNK
(46 bp) (slika 9), kar pojasnjuje mehanizem vezave liganda na TLR3. Struktura
receptorskega kompleksa in usmerjena mutageneza sta potrdili obstoj N-kon¢nega
vezavnega mesta. V strukturi je vidno, da obe vezavni mesti interagirata samo s fosfatnim
in riboznim ogrodjem dvRNK, nasli pa so tudi mesto homotipi¢ne interakcije med samima
ektodomenama preko njunih LRR C-konénih regij. V receptorskem kompleksu, ki je viden
iz kristalne strukture, je razdalja med N-kon¢nima vezavnima mestoma maksimalna in
ustreza dolzini 46 bp dolge dvRNK. To je verjetno najstabilnejSa ureditev, ni pa edina.
Kompleks v kristalni strukturi namre¢ ne razlozi meje aktivacije s kratkimi, 21 do 40 bp
dolgimi dvRNK, med njimi tudi majhno interferen¢no RNK oziroma siRNK (ang. »small
interfering RNA«). Zato so predpostavili dodaten model vezave (Pirher in sod., 2008), v
katerem sta ektodomeni zamaknjeni za dolzino enega zavoja blizje skupaj. Posledica je
vecja razdalja med C-kon¢nima vezalnima mestoma, ki pa ne ovira dimerizacije domen
TIR. Po tem modelu se lahko veze na TLR3 in ga tudi aktivira 21 bp dolga dvRNK, kot je
majhna interferenéna RNK oziroma siRNK (ang. »small interfering RNA«) (slika 10).
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EETODOMENA

CITOPLAZEMSEA
DOMENA

TIE. DOMENA
Slika 7: Osnovna arhitektura TLR (Gay in sod., 2006: 694)

| Alfavijafmca W  Zanka

Beta ploita I Disulfidna vez

Slika 8: Terciarna struktura ektodomene ¢loveskega TLR3 in z levcini bogate regije (LRR) (Gay in Gangloff,
2007: 146)
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STRANSKI POGLED

Slika 9: Terciarna struktura kompleksa misjega TLR3 in liganda dvRNK

Razli¢ni pogledi na dimer ektodomen z vezanim ligandom dvRNK (46 bp), predstavljen z uporabo
programske opreme Swiss-PdbViewer (Guex in Peitsch, 1997) in PDB strukture 3CIY (Liu in sod., 2008).
Dimer ektodomen je na levem delu slike predstavljen kot molekulska povrSina, pri ¢emer modra barva
predstavlja pozitiven elektrostatski potencial, rdeca pa negativnega. DVRNK je predstavljena s sivo barvo. Na
desnem delu slike je isti kompleks predstavljen s sekundarno strukturo dimera ektodomen, pri ¢emer rumena
barva predstavlja beta plosco, rde¢a pa alfa vijacnico.
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Slika 10: Model dveh vezavnih mest za aktivacijo TLR3 (Pirher in sod., 2008: 762)

Aktivacijo omogocajo razli¢ne razdalje med C-kon¢nim delom ektodomen TLR3, ki so odvisne od dolzine
dvRNK. Na levi strani je razSirjena konformacija iz dolo¢ene terciarne strukture (Liu in sod., 2008), na desni
pa je predpostavljena konformacija kjer je TLR3 dimer blize za en zavoj vijacnice dvRNK (Pirher in sod.,
2008).

2.2.2 Vloega TLR

Glavna vloga TLR je zaznavanje patogenov, aktivacija imunskega sistema in nadaljnje
usmerjanje pridobljenega imunskega odziva. Signalizacija TLR aktivira APC, kar vodi do
proizvodnje vnetnih citokinov, vklju¢no z IL-6 in TNF-a. Vnetni citokini aktivirajo
sosednje celice, ki zac¢nejo proizvajati kemokine in adhezijske molekule, kar omogoca
ostalim imunskim celicam najti mesto okuzbe. Aktivirani makrofagi in nevtrofilci, ki so
prisli na mesto okuzbe, lahko delujejo neposredno na patogene, saj jih preko PRR
internalizirajo ter s proizvodnjo duSikovega oksida, reaktivnih kisikovih zvrsti in
defenzinov, unicijo (Kaisho in Akira, 2006).

Poleg tega TLR igrajo klju¢no vlogo pri aktivaciji in nadaljnjem razvoju pridobljenega
imunskega odziva, o ¢emer smo podrobno govorili v poglavju 2.1.4, zato bomo na tem
mestu le na kratko povzeli bistvo. APC, ki jih je aktivirala signalizacija TLR, povecajo
ekspresijo povrsinskih molekul, kar ob ustreznem prepoznavanju predstavljenega antigena
vodi do aktivacije celic T. Polarizacija imunskega odziva je v veliki meri odvisna od
zacetnih signalov, ki jih sprozi signalizacija TLR, saj povzroca selektivno diferenciacijo
naivnih celic CD4+T v smer Thl ali Th2. Celice Thl proizvajajo IFN-y, kar omogoca boj
proti virusom in bakterijam, medtem ko celice Th2 proizvajajo IL-4 in IL-13 ter sproZzijo
avtoimunske odzive in obrambo proti ¢revesnim zajedavcem. Vecina ligandov TLR v APC
povzroci proizvodnjo Thl citokinov, kot sta IL-12 in IL-18, kar vodi do nadaljnje
polarizacije imunskega odziva v smer Thl (Kaisho in Akira, 2006).
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2.2.3 Signalizacija TLR

Ob vezavi ustreznega liganda na receptor TLR pride do dimerizacije in konformacijskih
sprememb, ki so potrebne za interakcije adapterskih molekul, ki vsebujejo domeno TIR, z
domeno TIR receptorja TLR. To vodi do signalne kaskade in indukcije genov, udeleZzenih
v gostiteljevi obrambi zoper patogene (Akira in sod., 2006). Poznane so Stiri adapterske
molekule. Prva je MyD88 (ang »myeloid differentiation primary-response protein 88«),
druga TIRAP/MAL (ang. »TIR-associated protein/MyD88-adaptor-like«), tretja
TRIF/TICAM1 (ang. »TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFN-B/TIR-
domain-containing molecule 1«) in ¢etrta TRAM (ang. » TRIF related adaptor molecule«).
Razli¢ne odzive, ki jih sprozijo razli¢ni ligandi TLR, lahko delno pojasnimo s selektivno
uporabo adapterskih molekul. MyD88 in TRIF sta odgovorna za aktivacijo razli¢nih
signalnih poti. Prvi vodi do proizvodnje vnetnih citokinov, drugi pa do IFN tipa I (Akira in
sod., 2006).

Signalizacija preko receptorjev TLR je predstavljena na sliki 11. Kot primer je prikazana
signalizacija preko receptorja TLR4, ki sprozi tako MyD88 odvisno kot tudi neodvisno (od
TRIF odvisno) pot.

2.2.3.1 Od proteina MyD88 odvisna pot

MyD88 je kljuen za signalizacijo vseh TLR, razen TLR3. Po stimulaciji se poveze s
citoplazemsko domeno receptorjev TLR in nato preko homofilnih interakcij z domeno
smrti oziroma DD (ang. »death domain«) interagira s kinazama IRAK-4 (ang. »IL-1R-
associated kinase 4«) in IRAK-1. Pri signaliziranju preko receptorjev TLR4 in TLR2
sodeluje kot adapterski protein za vezavo MyD88 na TLR se TIRAP/Mal. V nadaljevanju
IRAK-4 fosforilira IRAK-1, slednja pa se nato poveze s TRAF6 (ang. »TNFR-associated
factor 6«) (Akira in sod., 2006), ki deluje kot ubikvitin protein ligaza (E3) (Li in sod.,
2002). TRAF6 s pomoznim encimskim kompleksom katalizira poliubikvitinacijo IKK-
v/NEMO (ang. »NF-«B essential modulator«) (Deng in sod., 2000). Na TRAF6 se prav
tako poveze kompleks, sestavljen iz TAK1 (ang. »TGF-B-activated kinase 1«) in TAK1-
vezavnih proteinov TAB1, TAB2 in TAB3 (Wang in sod., 2001). Zatem TAK1 fosforilira
in s tem aktivira IKK-y in MKK6 (ang. »MAP kinase kinase 6«). Fosforiliran I-kB se
ubikvitinira in razgradi s proteasomom, prost NF-kB (ang. »nuclear factor kB«) pa potuje v
jedro in sprozi izrazanje genov za vnetne citokine. Sofasno TAK aktivira MAP (ang.
»mitogen-activated protein«) kinazno kaskado, kar vodi do aktivacije AP-1 (ang.
»Activating protein«), ki je prav tako pomemben za indukcijo citokinskih genov (Akira in
sod., 2006).

2.2.3.2 Od TRIF odvisna pot

Stimulacija z ligandi TLR3, TLR4, TLR7 in TLRY sprozi proizvodnjo interferonov tipa 1.
TLR3 in TLR4 lahko inducirata IFN gene v MyD88'/' celicah (Akira in sod., 2006).
Aktivnost teh poti vodi do zorenja DC, ekspresije kostimulatornih molekul in nastanka
IFN-o/p (Kaisho in Akira, 2006). Ta pot se ne pricne z adapterjem MyD88, temvec¢ s TRIF,
ki prav tako vsebuje domeno TIR (Hoebe in sod., 2003). Pri signalizaciji TLR4 je
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specificno udelezen Se protein TRAM (Fitzgerald in sod., 2003b), ki sluzi kot
premostitveni adapter med TLR4 in TRIF. TRIF interagira z RIP1 (ang. »receptor-
interacting protein 1«), ki je odgovoren za aktivacijo NF-kB (Meylan in sod., 2004). Poleg
tega TRIF preko TRAF3 aktivira TBK1 (ang. »TANK binding kinase 1«, pri ¢emer je
TANK ang. »TRAF-family-member-associated NF-kB activator«) (Hacker in sod., 2006).
TBKI1 sestavlja druzina z inducibilno I-xB kinazo (IKK-i), ki neposredno fosforilira IRF-3
(ang. »interferon regulatory factor«) in IRF-7 (Fitzgerald in sod., 2003a). Fosforilirana
IRF-3 in IRF-7 tvorita homodimere, ki potujejo v jedro in povzrocijo ekspresijo nabora
IFN (ang. »interferon«)-inducibilnih genov.

MyD88-odvisna

TLR4

TIRAF.

KK
Ub (K63 type TBK1
IKK
complex

J‘ b (K48 type) — L}

kB Razgradnja
NF-xB

e —

NF-xB \\

%@@ VANV/A\V/A\!

‘Geni za voetne citokine Geni za IFN tip I Geni za TFN tip I

JEDRO JEDRO
Slika 11: Signalizacija receptorjev TLR (Akira in sod., 2006: 790)
Na levi strani je prikazana od MyD88 odvisna pot, na desni pa od TRIF odvisna pot.
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2.2.4 Prepoznavanje nukleinskih Kislin preko endosomalnih TLR

Po odkritju stimulatornega ucinka bakterijske DNK, ki preko TLR9 deluje na celice
sesalskega imunskega sistema (Hemmi in sod., 2000), so odkrili celotno druzino
endosomalnih TLR, ki zaznavajo tuje nukleinske kisline (slika 12). TLR v endosomih
prepoznavajo razlicne naravne ligande: TLR3 prepozna dvRNK (Alexopoulou in sod.,
2001), TLR7 evRNK (Diebold in sod., 2004), TLRS prav tako evRNK (Heil in sod., 2004)
in TLR9 evDNK (Hemmi in sod., 2000).

Pomen endosomalnih TLR je prepoznavanje in imunski odziv na tuje nukleinske kisline, ki
se sprostijo iz bakterij in virusov oziroma celic, ki so z virusi okuzene. Ko se na
endosomalne TLR vezejo ustrezne nukleinske kisline, pride do izrazanja IFN tipa I. Ti
sprozijo nastanek razlicnih protivirusnih proteinov, povecajo izrazanje molekul PHK in
inducirajo zorenje DC, kar omogoca imunski odziv proti virusom (Kaisho in Akira, 2006).

Izrazanje TLR, ki prepoznavajo nukleinske kisline je omejeno na dolocene tipe celic. V
plazmacitoidnih dendriti¢nih celicah oziroma pDC (ang. »plasmacytoid dendritic cell«), ki
proizvajajo IFN tipa I se izrazata TLR7 in TLR9 (Colonna in sod., 2004), ne pa tudi TLR3.
Slednji se izraza v konvencionalnih dendriti¢nih celicah oziroma cDC (ang. »conventional
dendritic cells«) (Akira in sod., 2006).

Ker so vse nukleinske kisline strukturno podobne molekule, je meja med lastnimi in tujimi
lahko v dolocenih primerih zabrisana. To pomeni, da obstaja potencialna nevarnost
avtoimunskih motenj. Primer so CpG motivi, ki se nahajajo tudi v DNK sesalcev in
potencialno lahko aktivirajo TLRO. Prav tako lahko gostiteljeva evRNK oziroma dvRNK
sluzi kot ligand za TLR7 oziroma TLR3. Zato v gostitelju obstajajo razli¢ni mehanizmi, ki
omejujejo Skodljive vplive imunskega sistema (Kaisho in Akira, 2006). Kljucna je
lokalizacija TLR, ki prepoznavajo nukleinske kisline, saj je omejena na endosome. Tukaj
pride do prepoznavanja ustreznih ligandov, ki morajo z internalizacijo sprva priti v
endosomalno pot, da lahko potece nadaljnja signalizacija (Akira in sod., 2006). Zanimiv
poskus, kjer so TLR9Y izrazili na povrsini celice, je pokazal, da tudi lastna DNK lahko
aktivira receptor (Barton in sod., 2006).
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Slika 12: Prepoznavanje nukleinskih kislin preko endosomalnih TLR (Kawai in Akira, 2010: 376)

2.2.4.1 Receptor TLR3

Virusna dvRNK je PAMP, ki ga prepozna TLR3 (Alexopoulou in sod., 2001; Matsumoto
in sod., 2002). Tekom virusnega razmnozevanja dvRNK nastaja kot intermediat v ciklu
replikacije ali pa je del virusnega RNK genoma (Jacobs in Langland, 1996). Poleg virusne
dvRNK TLR3 receptor aktivira tudi endogena dvRNK, ki se sprosca iz mrtvih celic
(Kariko in sod., 2004). Poliriboinozinska: poliribocitidinska kislina oziroma poli(I:C) (ang.
»polyriboinosinic: polyribocytidylic acid«) je stabilen sinteticni analog dvRNK, ki se
pogosto uporablja kot ligand TLR3, saj posnema virusno okuzbo (Vercammen in sod.,
2008).

Pred kratkim so dolocili terciarno strukturo receptorja TLR3 z vezanim ligandom, kar
pojasnjuje strukturno osnovo mehanizma aktivacije (Liu in sod., 2008), o c¢emer smo bolj
podrobno pisali pod tocko 2.2.1. Pri endosomalnih TLR3 mora dvRNK sprva priti v
znotrajceli¢ne razdelke, da se lahko veZe na receptor. DVRNK se veze na N- in C- konéni
mesti lateralne strani konveksne povrSine ektodomene TLR3, kar sprozi nastanek
homodimera preko C-kon¢ne regije receptorja. To sprozi signalizacijo TLR3, ki poteka po
signalni poti, odvisni od TICAM-1/TRIF (podrobno opisano pod tocko 2.2.3.2 in
predstavljeno na sliki 11) in vodi do aktivacije transkripcijskih faktorjev IRF-3, NF-xB in
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AP-1. Slednji povzrocijo izrazanje genov za IFN tipa I (predvsem IFN-B), citokine in
kemokine ter zorenje DC (Oshiumi in sod., 2003; Yamamoto in sod., 2003).

mRNK c¢loveskega TLR3 so zaznali v placenti, trebusni slinavki, jetrih, pljucih, srcu in
mozganih (Rock in sod., 1998), danes pa je znano, da se izraza tudi v Stevilnih drugih
tkivih in organih (kostni mozeg, korteks nadledvicne zleze, hipofiza, Leydigove celice)
(BioGPS ..., 2010). Imunske celice, ki izrazajo TLR3 in prispevajo k prirojenem imunskem
odzivu so mieloidne dendritine celice oziroma mDC (ang. »myeloid dendritic cell«)
(Matsumoto in sod., 2003; Muzio in sod., 2000), epitelne celice, pri katerih se TLR3 izraza
tudi na povrsini (Matsumoto in sod., 2003), makrofagi (Heinz in sod., 2003), NK (Wang in
sod., 2006) in mastociti (Orinska in sod., 2005). Znano je, da se TLR3 nahaja v specifi¢nih,
neidentificiranih znotrajceli¢nih veziklih (Funami in sod., 2004), pri epitelnih celicah pa se
ga del nahaja v zgodnjih endosomih (Funami in sod., 2007). Pred kratkim so pokazali, da
TLR3 lahko neposredno vpliva na CD8+T celice in sicer povzroci spro$¢anje IFN-y
(Tabiasco in sod., 2006; Wesch in sod., 2006). To pomeni, da ima TLR3 pleiotropen
potencial aktivacije prirojenega in pridobljenega imunskega sistema (Vercammen in sod.,
2008).

2.2.4.2 Receptor TLR9

Bakterijska genomska DNK je imunostimulant, ki ga prepozna TLR9 (Hemmi in sod.,
2000; Krieg, 2002). Stimulatorni ucinek je posledica prisotnosti nemetiliranih CpG
dinukleotidov, ki so v bakterijskih genomih zelo pogosti. Kasneje so pokazali, da TLR9
veze tudi virusno DNK in lastno endogeno DNK ter tako sodeluje pri protivirusni obrambi
in avtoimunosti (Hemmi in sod., 2000). CpG DNK ima mo¢no imunostimulatorno
aktivnost in povzroca nastanek vnetnih citokinov in Thl imunski odziv (Akira in sod.,
2006). Sinteticni ODN s CpG motivi imajo prav tako moc¢an imunostimulatorni ucinek,
zato imajo velik terapevtski potencial.

Bakterijska DNK mora priti v znotrajceli¢ne razdelke, kjer kisli in reducirajo¢i pogoji
povzrocijo razgradnjo dvDNK v veC enoveriznih, CpG vsebujocih regij, ki se nato
neposredno vezejo na TLR9 (Ahmad-Nejad in sod., 2002; Latz in sod., 2004; Rutz in sod.,
2004) in povzrocijo agregacijo ektodomen receptorjev TLR9. Za sprozenje signalizacije je
potrebna proteolitska cepitev receptorja, kar omogoca vezavo adapterja MyD88 (Park in
sod., 2008). TLRY signalizacija poteka po MyD88 odvisni poti (podrobno opisano pod
tocko 2.2.3.1 in predstavljeno na sliki 11) in vodi do aktivacije transkripcijskih faktorjev
NF-kB in AP-1, ki povzrocita izrazanje genov za vnetne citokine (TNF-a, IL-6 in IL-12)
(Akira in sod., 2006) ter transkripcijskega faktorja IRF-7, ki je odgovoren za proizvodnjo
IFN tipa I (Takaoka in sod., 2005).

Cloveski TLRO se ve¢inoma izraza v celicah B in pDC (Krieg, 2006), prisoten pa je v
znotrajceli¢nih razdelkih, kot so ER, endosomi in lizosomi (Latz in sod., 2004).
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2.2.5 Signalizacija tekom zorenja fagosomov vpliva na procesiranje in predstavitev
antigenov

Klju¢ni dejavnik aktivacije imunskega odziva je sposobnost internalizacije antigenov ter
predstavitev antigenskih peptidov z molekulami PHK za prepoznavanje z limfociti T, za
kar so odgovorne DC. NovejSe raziskave so pokazale, da obstaja podceli¢ni nivo regulacije
DC, ki deluje na nivoju fagosomov in nadzoruje predstavitev antigenov z molekulami PHK
razreda II. Tako v internalizaciji tovora, ki je povezan z normalnimi metabolnimi
funkcijami celice kot tudi v internalizaciji patogenih mikrobov, so udelezene enake celi¢ne
komponente. To pomeni, da lahko preko poti internalizacije v zaS¢iteno znotrajcelicno niSo
vdrejo mikrobni patogeni, ki se na ta nacin izognejo zunajcelicnim mehanizmom
gostiteljeve obrambe. Zaradi tega je nujen obstoj mehanizma za nadzor poteka endocitoze
(Blander, 2007b). Tekom endocitotske poti se na optimalnih mestih izrazajo receptorji
TLR, ki zaznavajo PAMP (slika 6). Signalizacija, ki jo sprozijo TLR ob prepoznavanju
ustreznih ligandov, izvirajoCih iz patogena, privede do burnega imunskega odziva
(Blander, 2007b).

Od tipa interakcij receptorjev in ligandov v zgodnji fazi fagocitoze je torej odvisno, ali bo
prislo do vnetne ali ne-vnetne fagocitoze (slika 13). Poleg tega je zorenje fagosoma
odvisno od signalov, ki jih sprozijo receptorji TLR ob vezavi ustreznih ligandov, kar ima
pomembne kineticne in funkcionalne posledice, saj tovrstna signalizacija lahko povzroci
hitrejSe gibanje fagosomov vzdolz mikrotubulov. Kljuénega pomena pa je podceli¢ni nivo
regulacije predstavitve antigenov znotraj molekul PHK razreda II. V poznih endocitotskih
in lizosomalnih razdelkih sta prisotna dva glavna razreda katepsinov oziroma hidroliticnih
encimov. TLR naj bi nadzirali aktivnost teh encimov neposredno ali posredno preko
reguliranja fagosomalnega pH. Prva skupina so encimi, ki neposredno nadzirajo
procesiranje invariantne verige oziroma li, kot so asparagin-specificne endopeptidaze
oziroma AEP in katepsini S, B, D, L in F. Njihova vloga je priprava molekul PHK razreda
IT za vezavo peptidov. V fagosomih, ki vsebujejo mikrobne delce, pride do signalizacije
TLR, ki povzroci aktivnost prve skupine hidroliticnih encimov. Ti encimi procesirajo i,
vezano na molekule PHK razreda II, v CLIP, ki ga potem odstrani protein HLA-DM in ga
zamenja z antigenskim peptidom, prisotnim v fagosomu. Fagosomi z apoptotskimi
celicami, ki ne sprozijo signalizacije TLR, dozorijo do terminalnih lizosomov, v katerih se
proteini popolnoma razgradijo, zato ne pride do PHK II prezentacije (Blander, 2007b;
Blander, 2007a). Druga skupina so encimi, ki se aktivirajo tekom zorenja fagosomov in so
povezani s procesiranjem proteinskega tovora in njegovo pripravo za vezavo na molekule
PHK razreda II. TakSen primer je lizosomalna tiolna reduktaza GILT, ki jo inducira IFN-y.
Menijo, da signalizacija TLR inhibira to skupino encimov, kar prepre¢i dokoncno
razgradnjo proteinskega tovora (Blander, 2007b). S pozitivno in negativno regulacijo
razli¢nih podskupin hidroliticnih encimov naj bi signaliziranje TLR vzpostavilo optimalno
okolje za procesiranje antigenov, kar bi preprecilo dokonéno razgradnjo antigenskih
peptidov, obenem pa pripravilo molekule PHK razreda II za vezavo teh peptidov (Blander,
2007b).

Poleg aktivacije hidroliticnih encimov signalizacija TLR uravnava pH v fagolizosomih.
Tekom zorenja fagosomov po fuziji s poznimi endosomi in lizosomi ze v osnovi sledi
znizanje pH-ja, vendar pa TLR signalizacija lahko padec Se pospeSi. Znizanje pH je
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pomembno za proteoliti¢no aktivnost encimov pa tudi za sam mehanizem predstavitve z
molekulami PHK razreda II, na primer, procesiranje li verige. Zakisanje fagolizosomov je
v osnovi posredovano s sestavljanjem vakuolarne proton-adenozin trifosfataze (V-
ATPaza). Aktivnost tega encimskega kompleksa bi bila lahko regulirana s signali
membranskih receptorjev, kot so TLR (Blander, 2007b).

Signalizacija TLR torej omogoc¢a avtonomno zorenje fagosoma, zato je od nje odvisna
selekcija antigenov. Z molekulami PHK razreda II se predstavijo le antigenski peptidi, ki
se nahajajo v fagosomih, kjer je potekla signalizacija TLR. Fizioloski pomen te regulacije
je, da se tekom okuzbe naivnim celicam CD4+T ustrezno predstavijo le imunogeni
antigenski peptidi fagocitiranih mikrobov, ne pa tudi apoptotskih celic. Na ta nacin se
preprecijo avtoimunski odzivi, saj v primeru fagocitiranih apoptotskih celic signalizacija
TLR ne potece, zato ti fagosomi dozorijo do terminalnih lizosomov, v katerih se proteom
povsem razgradi. V terminalnih fagosomih ni prisotnih aktiviranih specifi¢nih proteaz, ki
bi razcepile Ii v CLIP in omogocile vezavo antigenskih peptidov, zato se molekula PHK
razreda II v lizosomu razgradi (slika 13).
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Slika 13: Signalizacija TLR omogoca diskriminacijo tujih in lastnih antigenov na nivoju vezikularnega
transporta (Blander, 2007a: 22)
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2.3 TERAPEVTSKI POTENCIAL IMUNOSTIMULATORNIH NUKLEINSKIH
KISLIN

2.3.1 Cepiva

Razvoj cepiv je eno kljucnih raziskovalnih podrocij imunologije. V sploSnem gre pri
cepivih za suspenzijo mikroorganizmov ali delov mikroorganizmov, ki po injiciranju ali
drugih vrstah aplikacij (na primer nazalno ali peroralno) v gostitelju sprozijo imunski
odziv. Cepljenje omogoca umetno pridobljeno aktivno imunost. Profilakticno cepivo je
namenjeno preprecevanju bolezni, medtem ko je terapevtsko cepivo namenjeno zdravljenju
obstojece bolezni. Primer slednjega so cepiva za zdravljenje raka, kjer obolelega cepimo z
antigeni, znacilnimi za raka. Namen obeh vrst cepiv je sproziti uc¢inkovit imunski odziv
proti Zelenim antigenom (Abedon, 2005).

Idealno cepivo bi moralo imeti naslednje lastnosti:

Preglednica 2: Lastnosti idealnega cepiva (Abedon, 2005)

Lastnost Razlaga

Cepivo mora biti povsem varno. Ne sme povzrociti
bolezni, pred katero naj bi varovalo, ne sme
povzrociti alergijskih odzivov in pretiranega vnetja.
To je problem pri oslabljenih mikrobnih cepivih.

Varnost

Problem cepiv je, da so ucinkovita le proti
dolo¢enim sevom patogena, doloceni patogeni pa

Ucinkovitost proti Sirokemu spektru sevov patogena  imajo na stotine razli¢nih sevov. Velika tezava so
hitro spreminjajoci se patogeni, kot je virus HIV, ki
so premic¢na tarca.

Cepivo mora pri vseh cepljenih osebah ucinkovito
prepreciti bolezen, kar je glede na kompleksnost
imunskega odziva in variabilnost med posamezniki
tezka naloga.

U¢inkovitost pri vseh posameznikih

3 . . . y L s

Utinkovitost delovanja Cepivo mora Ze po enem cepljenju omogociti
dolgotrajno in ucinkovito zas¢ito.

. . . . Cepivo mora biti stabilno tudi pri sobni temperaturi,

Stabilnost in enostavno shranjevanje . N .
kar je zelo pomembno za dezZele tretjega sveta.

Poceni proizvodnja To bi omogocalo, da bi bilo cepivo dostopno vsem.

Najbolje je, da se cepivo lahko vnese oralno ali

Enostavnost cepljenja preko mukoze.

Obstajata dve glavni skupini cepiv in sicer cepiva, ki vsebujejo celotne mikrobe in cepiva,
ki vsebujejo le dolocene mikrobne komponente.
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2.3.1.1 Cepiva, ki vsebujejo celotne mikrobe

Cepiva vsebujejo celotne mikroorganizme, ki so bili spremenjeni na nacin, da ne morejo
povzrociti bolezni. Razviti tovrstna cepiva je veliko enostavnejSe kot podenotna cepiva, saj
je potrebnega manj znanja o delovanju patogenov. Glavna tezava je nevarnost ohranjanja
potenciala za povzrocitev bolezni.

Ta skupina cepiv se nadalje deli v »celotna ubita« in »celotna oslabljena« cepiva. Prva
vsebujejo mikroorganizme ki so bili kemijsko ali fizikalno inaktivirani. Glavni problem je
varnost uporabe poleg tega pa so manj ucinkovita kot Ziva oslabljena cepiva. Pri drugi
skupini gre za genetsko oslabljene patogene, ki v veliki meri posnemajo naravno okuzbo,
le da ne povzrocijo bolezni. Glavni problem je moznost, da pride do genetskih sprememb,
ki lahko ponovno povzrocijo razvoj bolezni (Abedon, 2005).

2.3.1.2 Podenotna cepiva, ki vsebujejo le dolo¢ene mikrobne komponente

Rastofe razumevanje imunskega sistema omogoca zaobiti probleme varnosti. MoZen
odgovor so podenotna cepiva, pripravljena iz natancno definiranih izoliranih ali sinteticnih
komponent mikroorganizmov, kot so proteini ali polisaharidi. Glavna ovira teh cepiv je
ucinkovitost. Za resitev problema je potreben nov pogled na dizajn cepiv, predstavljen v
naslednjem odstavku.

2.3.2 Moderna cepiva in adjuvansi

Ucinkovito cepivo mora sproziti prirojen imunski odziv, nastanek visokega titra visoko
afinitetnih protiteles, mocan celi¢ni odziv, vklju¢no s Th in CTL celicami in mukozno
imunost, kar vodi do dolgotrajne zas¢ite pred okuzbami (Pulendran in Ahmed, 2006).

Za sprozenje ucinkovitega T in B celicnega odziva ter nadaljnjo vzpostavitev spominskega
repertoarja, kar je cilj cepljenja, je potrebnih nekaj klju¢nih signalov: prepoznava antigena,
internalizacija in procesiranje antigena ter kostimulacija (podrobno opisano pod tocko
2.1.4).

Vloga kostimulacije pri aktivaciji celic T razlaga staro opazanje v imunologiji, da
proteinski antigeni ne morejo sproziti T celicnega odziva, ¢e niso vneseni skupaj s
substancami, ki aktivirajo DC, makrofage in ostale APC. Tovrstne substance imenujemo
adjuvansi. Izraz izvira iz latinskega glagola »adjuvare«, ki pomeni pomagati, saj te snovi
povecajo ali modulirajo imunogenost antigena (Guy, 2007).

Adjuvansi lahko delujejo na vsakega od zgoraj omenjenih signalov. Vecina adjuvansov
spada v skupino PAMP, ki jih prepoznajo celice prirojenega imunskega sistema s
specificnimi PRR, med katere sodijo tudi TLR.

Vloga receptorjev TLR v aktivaciji imunskega odziva je podrobno opisana pod tockama
2.1.4 in 2.2.2. Poleg tega TLR ne sproZijo zgolj aktivacje APC, temve¢ vplivajo tudi na
procesiranje in predstavljanje antigenov (podrobno opisano pod tocko 2.2.5) in sicer je za
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optimalno predstavitev antigena potrebna prisotnost tako antigena kot agonista TLR, saj
signalizacija TLR nadzira proizvodnjo ligandov (procesirani antigenski peptidi, vezani na
molekule PHK razreda II) za prepoznavanje s TCR. To omogoca prednostno predstavljanje
mikrobnih patogenskih komponent celicam T (Blander, 2007b). Za nacrtovanje modernih
cepiv je to klju¢no dejstvo, saj pomeni, da je antigen in TLR agonist potrebno vnesti hkrati,
najbolje fizi¢no povezana. Sele to omogo¢a, da se antigen in agonist TLR nahajata v istem
fagosomu, kar je pogoj za optimalno procesiranje in predstavitev antigena ter nadaljnjo
stimulacijo T-celicnega odziva.

Identifikacija kemijske narave agonistov TLR je vodila do razvoja sinteti¢nih ligandov, ki
natancneje in na bolj varen nacin kot ligandi patogenov sprozijo signalizacijo TLR. Za
nekatere adjuvanse in imunostimulatorne substance se je Sele kasneje pokazalo, da so
agonisti TLR (Guy, 2007).

Razlicni PRR agonisti lahko delujejo sinergisticno, saj nekateri sprozijo od MyDS88
odvisno, drugi od MyD88 neodvisno pot signalizacije. Cepivo, ki bi torej povzrocilo
aktivacijo komplementarnih poti signaliziranja TLR, bi razsirilo sprozen Th celi¢ni odziv
(Guy, 2007).

Lep primer sinergije je zivo oslabljeno cepivo zoper rumeno mrzlico 17D (YF-17D), ki je
eno najucinkovitejsih razvitih cepiv (Querec in sod., 2006). Cepivo aktivira ve¢ razli¢nih
receptorjev. TLR na DC, kar sprozi Sirok spekter prirojenih in pridobljenih imunskih
odzivov. Natancneje, preko TLR2, 7, 8, in 9 specifi¢no aktivira ve¢ razlicnih podskupin
DC, kar se odraza v sprozenju kombiniranega Th1/Th2 pridobljenega imunskega odziva in
aktivaciji antigen specifi¢nih celic CD8+T (Querec in Pulendran, 2007).

Pomembno je, da ze sami adjuvansi selektivno usmerijo imunski odziv v Th1 oziroma Th2
smer. Agonisti TLR, ki sprozijo polarizacijo Thl so LPS (agonist receptorja TLR4),
flagelin (agonist receptorja TLRS), dvRNK (agonist receptorja TLR3), evRNK (agonist
receptorjev TLR7 in 8), nemetilirana CpG DNK (agonist receptorja TLR9). Polarizacijo
Th2 sprozijo triacil lipopeptidi (agonisti receptorja TLR1-2) in diacil lipopeptidi (agonisti
receptorja TLR2-6) (Guy, 2007).

Racionalno nacrtovanje modernih cepiv je obetajoca pot do optimalne in varne formulacije
adjuvansa in antigena, ki bi delovala sinergisticno in sprozila Zelen imunski odziv. Nova
cepiva imajo bolj definirano sestavo in vsebujejo adjuvanse, ki posnemajo in kompenzirajo
manjkajoce patogenske lastnosti, kar je potrebno za sprozenje imunskega odziva. To
pomeni, da so moderna cepiva bistveno varnejSa in obenem ucinkovita.
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2.3.3 Terapevtski potencial aktivacije TLR3
2.3.3.1 Vpliv signalizacije TLR3 na gostiteljev imunski odziv

Virusna okuZzba povzroci indukcijo genov za IFN in proizvodnjo IFN-a/B ter ostalih IFN,
ki posredujejo protivirusni odziv (Muller in sod., 1994). Ker se TLR3 odziva na dvRNK in
povzroca prepis genov za IFN-B, prevladuje mnenje, da igra klju¢no vlogo pri imunskem
odzivu na viruse (Matsumoto in Seya, 2008). TLR3 se selektivno izraza v mDC in ne v
pDC, zato predvidevajo, da je njegova glavna vloga stimulacija pridobljene imunosti in ne
primarna proizvodnja IFN-o/f (Matsumoto in Seya, 2008). mDC veljajo za
najucinkovitejSe APC, saj imajo veC poti za procesiranje antigenov (Heath in sod., 2004),
poleg tega vrSijo navzkrizno predstavitev antigenov, ki je bistvenega pomena za CTL
odziv proti virusom, ki ne okuzijo APC (slednji pojav smo podrobneje predstavili pod
tocko 2.1.4.3). Signalizacija TLR3 in IFN tipa I neposredno stimulirata navzkrizno
predstavitev antigenov v DC in tako spodbujata aktivacijo CD8+T (Le Bon in sod., 2003).
Tudi na poskusih z mi$mi, ki ne izrazajo TLR3 so pokazali pomembno vlogo receptorja pri
navzkrizni predstavitvi antigenov (Schulz in sod., 2005).

CTL in celice NK so glavne efektorske celice protivirusnega in protitumorskega
imunskega odziva (Matsumoto in Seya, 2008). Signalizacija TLR3 in TLR9 preko
indukcije IFN tipa I omogoca aktivacijo celic NK. Po stimulaciji TLR3 in spros¢anju IL-15
iz DC pride do potovanja celic NK v limfne vozle, spros¢anja IFN-y in citotoksi¢nih
ucinkov na tar¢ne celice (Lucas in sod., 2007). Pokazali so tudi, da je TLR3 adapter
TICAM-1 pomemben za regresijo tumorjev, posredovano s celicami NK, induciranimi s
poli(I:C) (slika 14) (Akazawa in sod., 2007).

Poleg posredovanja imunskega odziva proti virusom je TLR3 udelezen pri zaSciti
imunopriviligiranih mest kot so centralni zivéni sistem in jetra. Pokazali so, da TLR3
signalizacija v astrocitih ne sproza vnetnega odziva, temve¢ deluje nevrozascitno (Bsibsi in
sod., 2006).

Stimulacija TLR3 povzroci tudi ostale celine odzive kot so avtofagija (Jounai in sod.,
2007), celicne delitve (Maire in sod., 2008) in apoptoza (Ermolaeva in sod., 2008).
Stimulacija mDC z dvRNK sprozi aktivacijo in delitve razli¢nih efektorskih celic, med
njimi CD4+Thl, CD8+CTL, celic NK, regulatornih celic T in celic Th17 (Seya in sod.,
2010).
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Slika 14: Signalizacija TLR3 v mDC vodi do aktivacije CTL in celic NK (Matsumoto in Seya, 2008: 809)
2.3.3.2 Agonisti TLR3 kot adjuvansi za pripravo cepiv

Glavni prednosti uporabe agonistov TLR3 kot adjuvansov sta selektivno izrazanje TLR3 v
mDC in preko TLR3-TICAM-1 posredovan imunski odziv, ki sprozi nastanek IFN tipa I,
citokinov in kemokinov. Poleg tega signalizacija TLR3 povzroci zorenje DC ter aktivacijo
celic NK in CTL (Matsumoto in Seya, 2008).

Do sedaj se je ligand TLR3 na miSjem modelu virusne okuzbe izkazal kot ucinkovit
adjuvans (Gowen in sod., 2007; Seya in sod., 2006; Zaks in sod., 2006). Na miSjem
modelu so pokazali, da je poli(I:C) ucinkovit mukozni adjuvans pri pripravi cepiva zoper
virus influence (Ichinohe in sod., 2005). V tej raziskavi so ugotovili, da soCasna dostava
antigena in poli(I:C) povzroc€i povecano izrazanje TLR3 in IFN-o/f.
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2.3.3.3 Agonisti TLR3 v terapiji raka

Do napredovanja tumorja pogosto pride tekom vnetja, saj je celi¢na rast tesno povezana z
vnetno stimulacijo (Kono in Rock, 2008). Pri odzivu na tumor imunske celice potujejo v
tumorski matriks in preko medcelicnih interakcij sprozijo kompleksen protitumorski
imunski odziv. V kon¢ni fazi APC zaradi vnetnih drazljajev in s tumorjem povezanih
antigenov oziroma TAA (ang. »tumor-associated antigens«) dozorijo in potujejo v limfne
vozle, kjer TAA predstavijo limfocitom (Finn, 2008; Gilboa, 2004). Kljub temu je imunska
odstranitev tumorja redek pojav, saj v APC ne pride do aktivacije PRR, ker ni ustreznih
PAMP in posledi¢no je efektorski imunski mehanizem zoper tumorske celice ohromljen
(Melief, 2008).

Agonisti TLR3 predstavljajo velik potencial za premostitev tega problema. Ce virusni
antigen in dvRNK hkrati prideta v mDC, se zgodi navzkrizna predstavitev antigenov, ki
omogoca predstavitev zunajceli¢nih antigenov v molekulah PHK razreda I za stimulacijo
CTL (Akazawa in sod., 2004; Lin in sod., 2008). V. mDC po stimulaciji s TLR3 agonisti
pride do TICAM-1 signalizacije, ki ojaca navzkrizno predstavitev antigenov, kar sprozi
ucinkovit antigensko specificen CTL odziv. Zato se pricakuje, da bi prislo do podobno
ucinkovitega imunskega odziva tudi v primeru, ko bi mDC namesto virusnih antigenov
fagocitirale TAA. To pomeni, da bi hkratna dostava TAA in agonista TLR3 lahko
omogocila uc¢inkovit CTL odziv in regresijo tumorjev, ki izrazajo veliko molekul PHK
razreda I (Seya in Matsumoto, 2009). V tumorjih, kjer je izrazanje molekul PHK razreda I
inhibirano, klju¢no vlogo igrajo celice NK, pri ¢emer imajo agonisti TLR3 spet velik
terapevtski potencial. Agonisti TLR3 aktivirajo mDC, ki za¢nejo izrazati molekule,
potrebne za aktivacijo celic NK. V naslednjih korakih stimulirane mDC z medceli¢nim
stikom aktivirajo celice NK, ki s citotoksi¢nim delovanjem unicijo rakaste celice, ki ne
izrazajo molekul PHK razreda I (slika 14) (Seya in Matsumoto, 2009).

Poli(I:C) v tumorskih celicah povzro¢i avtofagijo in na ta nain v inflamasomu ojaca
aktivacijo kaspaze 1, kar vodi do intenzivne proizvodnje aktivnega IL-1p, IL-18 in IL-33
(Shi in Kehrl, 2008). Pokazali so, da ob dodatku poli(I:C) k celicam plju¢nega raka pride
do apoptoze (Salaun in sod., 2006). Predklinic¢ne Studije potrjujejo pomen agonistov TLR3
za ojaCanje terapevtskih cepiv zoper rakasta obolenja. Imunizacija z melanomskim
peptidom trp2 ter adjuvansom, sestavljenim iz kationskih liposomov, kompleksiranih s
TLR3 in TLRY agonisti, omogoca nadzor nad rastjo B16 melanomskega tumorja (Zaks in
sod., 2006).
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2.3.4 Terapevtski potencial aktivacije TLR9
2.3.4.1 Vpliv signalizacije TLR9 na gostiteljev imunski odziv

Po aktivaciji s CpG ODN tipa B ¢DC in makrofagi pricnejo zoreti, kar se odraza v
proizvajanju vnetnih citokinov kot so TNF-a, IL-6 in IL-12 ter povecani ekspresiji molekul
PHK razreda II in kostimulatornih molekul (CD-40, B7) (Hemmi in sod., 2003). Nasprotno
se pDC na stimulacijo s CpG ODN odzovejo s proizvodnjo IFN tipa I (Liu, 2005), ki
deluje neposredno na celice CD8+T (Kolumam in sod., 2005) ter celice CD4+T (Havenar-
Daughton in sod., 2006). Poleg tega IFN-a povzro¢i migracijo preko TLR9 aktiviranih
pDC v marginalno cono zunanjega T-celicnega obmocja limfnega vozla, kjer lahko
optimalno stimulirajo pridobljen imunski sistem (Asselin-Paturel in sod., 2005). Celice B
in pDC po stimulaciji z agonisti TLR9 povecajo izrazanje kostimulatornih molekul,
postanejo odporne na apoptozo, zvisajo nivo izrazanja kemokinskega receptorja CCR7 ter
pri¢nejo proizvajati citokine in kemokine, ki vodijo v smer Th1l imunskega odziva (Krieg,
2006). Socasna aktivacija naivnih celic B z antigenom in TLR9Y ligandom vodi do
diferenciacije v celice plazmatke, ki proizvajajo protitelesa (Jung in sod., 2002). Za
aktivacijo spominskih celic B je dovolj ze sama stimulacija s TLR9 agonistom (Bernasconi
in sod., 2002). CpG ODN je torej zelo mocan adjuvans, ki usmerja imunski odziv v smer
Th1 (Klinman in sod., 2010). Po stimulaciji TLRY, ki ji sledi interakcija cDC in pDC pride
do sproscanja IL-12 (Kuwajima in sod., 2006). Kot odziv na aktivacijo TLR9, cDC
pricnejo izrazati CD-40 in proizvajati IL-15, ki povzro¢i povecano izraZzanje CD-40
liganda na pDC. Nato pride do interakcije med CD-40 na cDC in CD-40 ligandom na pDC,
kar vodi do proizvodnje IL-12 (Kuwajima in sod., 2006). Pokazali so, da DC, aktivirane
preko TLRY delujejo na celice NK in tako povzrocijo citotoksi¢ne celicne odzive in
proizvodnjo IFN-y. Slednji citokin povzro¢i povratno aktivacijo DC in ostalih imunskih
celic, kar pomeni, da TLRY igra osrednjo vlogo v komunikaciji med DC in NK ter tako
omogoca aktivacijo uc¢inkovitega imunskega odziva (Kumagai in sod., 2008).

Celice B prav tako izrazajo TLRY. Stimulacija s CpG ODN tipa B ali K neposredno
povzroci delitev celic B (Krieg in sod., 1995). Prav tako signalizacija TLR9 povzroci
proizvodnjo protiteles (Krieg in sod., 1995) in zavre preklop tezkih verig z IgM in IgG2a
na IgE in IgG1, ki sta tipa protiteles, udelezena v alergijskih reakcijah (Lin in sod., 2004;
Liu in sod., 2003). To pomeni, da TLR9 igra klju¢no vlogo tudi pri aktivaciji celic B v
kontekstu boja proti znotrajcelicnim patogenom, saj usmerja imunski odziv v smer Thl
(Kumagai in sod., 2008).

Vpliv stimulacije receptorja TLR9 na imunski odziv je shematsko prikazan na sliki 15.
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Slika 15: Vpliv signalizacije TLR9 na gostiteljev imunski odziv (Kumagai in sod., 2008: 4)
2.3.4.2 Odnos med strukturo in aktivnostjo CpG ODN

Optimalni CpG motiv za stimulacijo TLR9 se med vrstami razlikuje in je GACGTT za mis
(Krieg in sod., 1995) in GTCGTT za cloveka (Hartmann in Krieg, 2000). Poleg
heksamernega CpG motiva imunostimulatorno aktivnost ODN doloca $tevilo CpG
motivov (optimalno dva do Stiri), razmak med CpG motivi (najmanj dve vmesni bazi,
prednostno timina) in narava CpG ODN ogrodja (fosforotioatno ogrodje je stabilnejse od
fosfodiesterskega, saj je odporno na razgradnjo z nukleazami) (Krieg, 2006). Poleg tega je
pomembno, da je 5' konec CpG ODN prost in nemodificiran, sicer je imunostimulatorni
ucinek bistveno slabsi. To pomeni, da je konjugate s proteini ali peptidi za terapevtske
namene potrebno pripravljati s povezavo preko 3' konca ODN, saj je prost 5' konec ocitno
pomemben za interakcijo z receptorjem (Putta in sod., 2010).

Poznani so trije tipi CpG ODN, ki se razlikujejo tako v strukturi kot v nacCinu delovanja in
vplivu na imunski odziv (slika 16). CpG ODN razreda A (poznan tudi kot tip D) v pDC
sprozi sprosc¢anje IFN-a, vendar Sibko aktivira celice B. Struktura CpG ODN razreda A na
5" ali 3' koncu vsebuje poli-G motiv, kar omogoca, da se monomeri sestavijo v nanodelce.
CpG ODN razreda B (poznan tudi kot tip K) ne tvori visje urejenih struktur in moc¢no
aktivira celice B, vendar pa ne sprozi intenzivnega sprosc¢anja IFN-a. CpG ODN razreda C
ima vmesne imunske lastnosti in moc¢no aktivira celice B, poleg tega sprozi sproscanje
IFN-a. Biolosko funkcijo CpG ODN tipa C pripisujejo posebni palindromni strukturi na 3'
koncu, ki naj bi v endosomu omogocala tvorjenje dimera (Krieg, 2006).
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CpG ODN RAZREDA A (ODN 2216)

G*G*HGHG HG HA HEHEH A HT HEHOHT HEHEH GGG GY
Fosfodiestersko ogrodje, palindrom
Moéna proizvodnja [FN-a v pDC
Sibka stimulactja celic B in zorenja pDC

CpG ODN RAZREDA B (ODN 2006)

OO DO THTHIHTHCHTHOOHTHT AT HDHCHTHEHEHTHT
Fosforotioatno ogrodje, linearno
Sibka proizvodnja [FN-a v pDC
Moéna stimulacija celic B in zorenja pDC

CpG ODN RAZREDA C (ODN 2395)

3
Fosforoticatne ogrodje, 3" palindrom tvon dimer
Utinki so kombinacija razreda Ain B

Slika 16: Razli¢ni razredi CpG ODN (Krieg, 2006: 475)
2.3.4.3 Agonisti TLRO v terapiji kuznih bolezni

Fizioloska vloga TLRY je stimulacija imunskega odziva zoper znotrajcelicne patogene,
zato je bilo pri¢akovano, da profilakticna ali terapevtska uporaba sinteti¢nih agonistov
TLR9 omogoca za$é¢ito pred znotrajceli¢nimi okuzbami (Krieg, 2006). Studije na misih so
pokazale, da aktivacija prirojenega imunskega odziva s CpG ODN lahko nudi zas¢ito pred
Sirokim spektrom virusnih in bakterijskih okuzb, vklju¢no z najnevarnejSimi, kot so
Bacillus anthracis, vaccinia virus in virus Ebole (Klinman, 2004).

2.3.4.4 Agonisti TLR9 kot adjuvansi za pripravo cepiv

Aktivacija TLRY pri Stevilnih zivalskih modelih ojaca profilakti¢ni ali zas¢itni antigensko
specifitni humoralni in celicni odziv na Siroko paleto razli¢nih antigenov (peptidni in
proteinski antigeni, zivi oslabljeni ali mrtvi virusi, cepiva na osnovi DC, avtologna celi¢na
cepiva in polisaharidni konjugati) (Krieg, 2006). Mehanizem, ki je odgovoren za moc¢no
imunostimulatorno aktivnost CpG ODN vkljucuje sinergijo med BCR in TLRY, ki
prednostno stimulira antigensko specificne celice B (Krieg in sod., 1995), inhibicijo
apoptoze (Yi in sod., 1998), ojacan HCCS (Liu in sod., 2003) in stimulacijo zorenja in
diferenciacije DC, ki se odraza v ojacani aktivaciji celic Thl in CTL celo ob odsotnosti
pomoci celic CD4+T (Sparwasser in sod., 2000). Neposredna konjugacija CpG ODN in
antigena ojaca vnos antigena in imunski odziv (Tighe in sod., 2000a). CpG ODN kazejo Se
ve¢jo imunostimulatorno aktivnost, ¢e so pripravljeni v obliki mikrodelcev, nanodelcev,
lipidnih emulzij ali podobnih formulacij, kar je Se posebej pomembno v primeru, ko je
antigen neimunogen (Krieg in Davis, 2001). CpG ODN se je izkazal tudi kot uspeSen
adjuvans za pripravo mukoznih cepiv (Moldoveanu in sod., 1998). Pri ¢loveku so CpG
ODN uporabili kot adjuvans pri pripravi cepiva zoper hepatitis B in pokazali, da ima zelo
mocno imunostimulatorno aktivnost, tako v kombinaciji z alumom kot tudi sam.
Protitelesa, specifi¢na za povrSinski antigen hepatitisa B so nastala hitreje in v visjih titrih
v primerjavi s kontrolo (Cooper in sod., 2004; Halperin in sod., 2003). Uporaba CpG ODN
kot adjuvansa pri miSih omogoca znizanje koli¢ine antigena za dva velikostna razreda s
primerljivim protitelesnim odzivom obicajnega cepiva brez CpG ODN (Weeratna in sod.,
2003).
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2.3.4.5 Agonisti TLRO v terapiji raka

Kljucne tezave pri boju zoper rakasta obolenja smo Ze izpostavili pod to¢ko 2.3.3.3. V
Stevilnih mis$jih modelih so pokazali, da CpG ODN ucinkuje protitumorsko (Krieg, 2004).
V relativno majhnih tumorjih je monoterapija s CpG ODN lahko dovolj za sproZenje
ucinkovitega T-celinega odziva in imunski nadzor nad tumorjem. Za ucinkovitost proti
vecjim tumorjem je CpG ODN potrebno kombinirati z ostalimi konvencionalnimi
terapijami kot so protitelesna terapija, radioterapija, kemoterapija ali operativni posegi
(Krieg, 2006). Spodbudni rezultati na misjih modelih so v letu 2005 privedli do klini¢nih
Studij uporabe CpG ODN za terapijo raka, kjer so pokazali bolj$i imunski odziv in vec¢jo
verjetnost prezivetja (Manegold in sod., 2008).

Vloga aktivacije receptorja TLRO v terapiji raka je shematsko prikazana in opisana na sliki
17.

T Kostimulatorne molekule Efektorske CTL,
Thl-okolje specificne za tumor

Brez aktivacije TLR9, mmorske .
antigene predstavijo nezrele Toleranca celic T

dendritiéne celice

Slika 17: Ucinek aktivacije TLR9 na protitumorski imunski odziv (Krieg, 2006: 479)

Obicajno maligni tumorji zavrejo imunske odzive in ustvarijo okolje, ki ohranja toleranco celic T, kar
onemogoca razvoj protitumorske imunosti. Aktivacija DC preko TLR9 ustvari Thl citokinsko/kemokinsko
okolje in poveca nivo izrazanja kostimulatornih molekul na pDC, kar preusmeri toleranco celic T v mocan
citotoksic¢en odziv limfocitov T proti tumorskim antigenom (Krieg, 2006).
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2.4 TRANSFERIN IN TRANSFERINSKI RECEPTOR

Glavni elementi pri razvoju novih zdravilnih ucinkovin so kakovost, varnost in
ucinkovitost. Zdravilo mora imeti ustrezno farmakodinamiko in farmakokinetiko ne sme
pa imeti Skodljivih stranskih u€inkov. Glavni problemi pri sistemski uporabi zdravilnih
ucinkovin so pomanjkanje specificnosti ucinkovine za tar¢no mesto, nespecificna
toksi¢nost in Skodljivi stranski ucinki zaradi visokih odmerkov. Privlacna strategija
zviSanja terapevtskega indeksa ucinkovine je mestno specifi¢na dostava do definiranih
tarénih celic. Naravno prisotni proteini so na podrocju taréne dostave ucinkovin delezni
velike pozornosti, saj so biorazgradljivi, netoksi¢ni in neimunogeni. U¢inkovit celi¢ni vnos
preko transferinske poti ima velik potencial za vnos zdravilnih u¢inkovin v celice. Poleg
tega Tf omogocCa tarCno-specificno dostavo protirakastih ucinkovin, proteinov in
terapevtskih genov v rakaste celice, ki izrazajo ve¢ transferinskih receptorjev oziroma TfR
(ang. »transferrin receptor«) (Qian in sod., 2002).

2.4.1 Transferin

Transferini so druzina monomernih glikoproteinov, ki vezejo Zelezo. Poznani so trije
glavni tipi Tf, in sicer serumski Tf, ovotransferin in laktotransferin. Najbolje preucen
predstavnik te druzine je serumski Tf, ki ga najdemo v krvi in ostalih tekocinah sesalcev. V
¢loveskem serumu je koncentracija Tf priblizno 2,5 mg/ml, 30% pa ga je zasi¢enega z
zelezom (Leibman in Aisen, 1979).

2.4.1.1 Struktura

Tf so glikoproteini z eno polipeptidno verigo, dolgo 670-700 AK in molekulsko maso
priblizno 80 kDa. Dolocenih je bilo veliko kristalnih struktur Tf, med katerimi je tudi
Cloveski serumski Tf (slika 18). Polipeptidna veriga je zvita v dva strukturno podobna a
funkcijsko razlicna lobusa, imenovana N-lobus in C-lobus, ki sta povezana s kratkim
peptidom. Vsak lobus se lahko nadalje deli v dve domeni, ki obdajata globoko hidrofilno
rezo, kjer se nahaja vezavno mesto za zelezo (Li in Qian, 2002). Tf se tekom vezave in
sprostitve Fe’™ konformacijsko spremeni, kar naj bi imelo klju¢en pomen za selektivno
prepoznavanje s TfR (Qian in sod., 2002). Mehanizem odpiranja in zapiranja lobusov naj
bi vkljuéeval na pH obéutljivo interakcijo med domenami. Vnos Tf z vezanim Fe’" (holo-
Tf) v kislo endosomalno okolje naj bi se odrazal v protonaciji lizinskih ostankov Lys209 in
Lys301, ki lezita na nasprotnih domenah, kar naj bi predstavljalo osnovo silo za odprtje
domen in izpostavitev ter nadaljnjo sprostitev Fe’* (Dewan in sod., 1993).
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Slika 18: Kristalna struktura ¢loveskega serumskega transferina (Li in Qian, 2002: 228)
C-lobus, ki vsebuje vezan Fe*" je prikazan v zaprti konformaciji (modro), N-lobus, brez vezanega Fe®', pa je
v odprti konformaciji (zeleno).

2.4.1.2 Funkcija

Osnovna vloga Tf je nadziranje nivoja prostega zeleza v telesnih tekoCinah, saj veze, zbira
in transportira Fe'  ione. To omogo¢a vzdrzevanje dostopnosti Zeleza in preprecuje
odlaganje netopnih agregatov Zelezovega hidroksida. Serumski Tf transportira Zelezo od
mesta vnosa v sistemski obtok do celic in tkiv, kjer se porablja. Prav tako uravnava
metabolizem Zeleza in §¢iti organizem pred toksi¢nimi stranskimi ucinki prostega Zeleza,
ki bi s katalizo tvorbe prostih radikalov lahko poskodovalo celice (Li in Qian, 2002).

2.4.2 Transferinski receptor

Transferinski receptor 1 (TfR1) v ciklu endocitoze in eksocitoze Tf sodeluje pri vnosu
zeleza v celice vretencarjev (Richardson in Ponka, 1997). Izraza se na vseh celicah z
jedrom, vendar pa se nivo izrazanja razlikuje med celi¢nimi tipi. Na hitrodelecih celicah je
prisotnih 10000-100000 molekul na celico, medtem ko je na nedelecih celicah njegov nivo
izrazanja neznaten (Inoue in sod., 1993). V malignih celicah je nivo ekspresije zelo
povisan, saj celice za hitro rast potrebujejo veliko zeleza (Huebers in Finch, 1987), kar ima
velik potencial za tar¢no dostavo ucinkovin v tumorske celice preko receptorsko-
posredovane endocitoze. TfR1 se izraza tudi na endoteliju mozganskih kapilar, ki gradijo
krvno-mozgansko pregrado (Jefferies in sod., 1984). TfR1 ima vecjo afiniteto do
difericnega Tf kot do apotransferina, poleg tega imajo razli¢ni TfR lahko zelo razlicne
afinitete do Tf (Sun in sod., 1999).
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2.4.2.1 Struktura

Kristalna struktura ektodomene TR je dolocena (slika 19) (Lawrence in sod., 1999). TfR1
je transmembranski homodimer, ki ga sestavljata dva identi¢na monomera z molsko maso
priblizno 90 kDa. Protein ima kratko N-kon¢no citoplazemsko regijo, enojno
transmembransko domeno in veliko zunajcelicno ektodomeno, ki vsebuje mesto za vezavo
Tf. Homodimer TfR1 je organiziran v metulju-podobno obliko. Vsak monomer je
sestavljen iz treh razli¢nih globularnih domen, imenovanih proteazi-podobna, apikalna in
helikalna domena, ki skupaj tvorijo povrsino za vezavo Tf.

PROTEAZI-PODOBNA DOMENA

PLAZEMSKA MEMBRANA

Slika 19: Kristalna struktura dimerne ektodomene ¢loveskega transferinskega receptorja 1 (Li in Qian, 2002:
228)

2.4.2.2 Vezava transferina na transferinski receptor

Homodimer TfR1 lahko veze dve molekuli Tf. S krioelektronsko mikroskopijo in
kristalnimi strukturami Tf in TfR1 so dolocili atomski model kompleksa Tf, vezanega na
TfR1 (Cheng in sod., 2004) (slika 20). Pokazali so, da je N-lobus stisnjen med membrano
in ektodomeno TfR1, C-lobul pa se naslanja na helikalno domeno TfR1.

Slika 20: Atomski model kompleksa transferina in transferinskega receptorja 1 (Cheng in sod., 2004: 571)
Slika A prikazuje pogled od strani, slika B pa pogled od spodaj.
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2.4.3 Vnos Zeleza preko transferina in transferinskega receptorja

Zelezo je nujno za vse Zive organizme, njegova koncentracija v telesu pa mora biti
natanéno uravnavana. Fe’" iz hrane citokrom b v dvanajstniku reducira v Fe*” (McKie in
sod., 2001), ki se zatem s transportnim proteinom za Zelezo DMT1 absorbira v enterocite
(Gunshin in sod., 1997). Nato Zelezo potuje skozi enterocite in se iz bazolateralne povrSine
s transporterjem feroportinom 1 eksportira v kri (Donovan in sod., 2000). Tekom eksporta
ga hepaestin reoksidira v Fe’™ (Vulpe in sod., 1999), ki ga nato veze serumski Tf (Aisen,
1998).

Celice privzemajo zelezo z ve¢ razlicnimi mehanizmi, med katerimi igra klju¢no vlogo
receptorsko-posredovan vnos na Tf vezanega zeleza (slika 21). Proces se pricne z vezavo
Fe,-Tf na specifi¢ni TfR1. Nato pride do klatrinsko posredovane endocitoze in kompleks
Fe,-Tf-TfR1 se usmeri v endosom. Tekom zorenja endosoma ATPaza ¢rpa protone in na ta
nacin pride do zakisanja pH na priblizno 6,2, kar oslabi afiniteto vezave Fe’ na Tf in vodi
do sprostitve Zeleza. Prost Fe'™ se reducira v Fe’ in se preko divalentnega kovinskega
transporterja DMT1 prenese iz endosoma v citosol, kjer se kot kofaktor porabi v razlicnih
celi¢nih procesih ali pa se shrani kot feritin. Po sprostitvi zeleza iz kompleksa v endosomu
ostane kompleks apo-Tf-TfR1, ki se z eksocitozo vrne na celi¢no povrsino, kjer se pri pH
vrednosti priblizno 7,5 afiniteta apo-Tf za TfR1 zmanjSa, zato disociira z receptorja in se
vrne v obtok za ponovno uporabo (Qian in sod., 2002).

X O

Fed+ Apo-Tf

/ Prost Tf (Apo-Tf)
Iunajeeliéni pH= 75

Fe-Tf (Holo-Tf) O O

Slika 21: Cikel celicnega vnosa zeleza preko transferina in transferinskega receptorja 1 pri ljudeh
(Drakesmith in Prentice, 2008: 543)
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2.4.4 Transferinski konjugati za tarcéno specificno dostavo

V dobi modernih zdravil je zelo pomembna taréna dostava uc¢inkovin. Velik potencial na
tem podroCju ima receptorsko-posredovan vnos. Tf je v obliki razlicnih konjugatov in
hibridnih sistemov z makromolekulami ali liposomi zelo uporaben kot nosilec oziroma
taréni ligand za dostavo protirakastih uc¢inkovin, liposomov, ki vsebujejo zdravilne
ucinkovine, proteinov in genov v rakaste celice, ki prekomerno izrazajo TfR (Li in Qian,
2002).

2.4.4.1 Tarcno specificna dostava zdravilnih u¢inkovin

S Tf so povezali veliko terapevtskih u¢inkovin. Konjugate so pripravili bodisi s kemijsko
povezavo ali s proteinskim inZeniringom. Povezali so ga z doksorubicinom in tako na
razli¢nih celi¢nih linijah kot tudi in vivo pokazali, da je v konjugatu veliko ucinkovitejse
citotoksi¢no sredstvo za zdravljenje raka (Singh in sod., 1998; Sizensky in sod., 1992). Tf
so povezali tudi z mutiranim toksinom difterije (CRM107) in pokazali, da ima od odmerka
odvisno protitumorsko ucinkovitost zoper cloveske gliome v miskah (Laske in sod., 1994).
Tf so kemijsko povezali tudi z liposomi in vanje ujeli IFN-a ter na ta nain pokazali
povecan vnos in tar¢no ucinkovanje na tumorske celice, ki so se zacele deliti pocasneje
(Liao in sod., 1998).

2.4.4.2 Tarc¢no specificna dostava genov s konjugati Tf-PLL/DNK

Ucinkovitost genske terapije je odvisna od sistema za dostavo, ki mora omogocati
selektiven vnos genov v zadostno Stevilo tar¢nih celic, kar se odraza v dovolj visokem
nivoju ekspresije in posledi¢nem vplivu na bolezen. Virusni vektorji so u¢inkoviti, vendar
zaradi imunogenosti in moznosti rekombinacij potencialno nevarni. Obetajoca alternativa
so nevirusni vektorji, ki vkljuujejo molekulske konjugate in kationske lipide, ki pa ne
omogocajo ucinkovite transfekcije. Receptorsko-posredovan vnos genov preko Tf/TfR
omogoca tar¢en vnos in vecjo ucinkovitost transfekcije (Qian in sod., 2002).

DNK je velika polianionska molekula, ki se sama po sebi neucinkovito vnese v
evkariontske celice. Zato jo je potrebno kondenzirati in nevtralizirati negativen naboj. Za ta
namen se uporablja veliko razlicnih polikationskih molekul, med katerimi je pogost PLL,
saj je dostopen v razlicnih molekulskih masah in je biorazgradljiv (Duncan, 1992). PLL je
sinteti¢ni polimer AK ostankov lizina, pri katerih je g-amino skupina pri fizioloSkem pH
pozitivno nabita in zato dobra tar¢a za kovalentno pripenjanje Tf. Opisanih je veliko metod
priprave tovrstnih konjugatov (Brinkley, 1992).

Tf-PLL konjugati so se na Stevilnih celi¢nih linijah izkazali kot u¢inkoviti nosilci za vnos
DNK. Na celi¢ni liniji K-562 so pokazali, da skoraj 100% celi¢ne populacije izraza
reporterski gen (Cotten in sod., 1993). Taksen sistem so uporabili tudi za selektiven vnos
nasprotnosmiselnega ODN myb za zdravljenje raka. Pokazali so, da pri celicah HL-60 po
transfekciji s kompleksom Tf-PLL/ODN pride do inhibicije podvojevanja in izgube
viabilnosti (Citro in sod., 1992).
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Vnos genov preko Tf so poimenovali »transferinfekcija« (Wagner in sod., 1990).
Ugotovili so, da je uc¢inkovitost vnosa odvisna od sestave kompleksov in sicer je najbolje,
da se DNK v konjugatu kondenzira v toroide s premerom 80-100 nm. Poleg tega je za
optimalno transfekcijo pomembno, da je v enem konjugatu 10-20 molekul Tf, medtem ko
premalo PLL ali preve¢ Tf onemogoca popolno kondenzacijo (Wagner in sod., 1991).

Vnos DNK s pomoc¢jo Tf-PLL je v doloCenih pogledih lahko problemati¢en. Na
polielektrolite se lahko vezejo serumski proteini, kar bi lahko omejevalo potovanje po
krvnem obtoku in zmanjSevalo ucinkovitost transfekcije. DNK, ki s konjugati prispe v
endosome, se lahko kasneje v lizosomih razgradi, kar bi onemogocalo ucinkovito
sprostitev iz znotrajceli¢cnih razdelkov. Omenjene tezave je mozno reSiti z obdelavo
konjugatov s polimeri, kot je, na primer, polietilenglikol (PEG), kar zmanjSa povrsinske
naboje. To se odraza v bistveno manjsSih interakcijah konjugatov s serumskimi proteini in
posledi¢no zviSanem celicnem vnosu in transfekcijski u€inkovitosti (Ogris in sod., 1999).
Tezavo z razgradnjo DNK v lizosomih so reSili z uporabo sredstev, ki zavirajo zorenje
lizosomov, kot je, na primer, klorokvin (Zenke in sod., 1990).

Poleg Tf-PLL/DNK kompleksov so Tf povezali tudi z lipopleksi, sestavljenimi iz pozitivno
nabitih lipidnih dvoslojev, v katere so ujeli DNK in na ta nacin pripravili liposome,
primerne za tar¢no specificno transfekcijo (Cheng, 1996).
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2.5 KONJUGATI IMUNOSTIMULATORNIH NUKLEINSKIH KISLIN

INK kot so CpG ODN in poli(I:C) imajo velik terapevtski potencial (podrobneje opisano
pod tocko 2.3), vendar obstajajo tezave, ki omejujejo njihovo u¢inkovitost. Mednje sodita
hitra razgradnja in neucinkovit vnos v znotrajceli¢ne razdelke APC (Sands in sod., 1994).
Zato je pomembno razviti nafin dostave, ki bi omogocal zasCito pred encimatsko
razgradnjo in izboljsal tar¢no dostavo v endolizosome (Krishnamachari in Salem, 2009).
Poleg tega je za uCinkovit imunski odziv potrebno poskrbeti za socasno dostavo antigena
in INK v isto APC (podrobneje opisano pod toc¢ko 2.2.5).

Obstaja ve€ razli¢nih sistemov za vnos INK, ki skuSajo resiti omenjene tezave.
2.5.1 Konjugati nukleinskih Kislin in proteinov

S fizi¢no povezavo antigena in INK je omogocen soc¢asen vnos v APC (Blander, 2007b).
Ena od moZnosti je povezava CpG in antigena preko interakcij med biotinom in avidinom.
Na ta nacin so dosegli desetkratni imunski odziv v primerjavi s samim antigenom
(Klinman in sod., 2004). Pokazali so tudi, da konjugacija CpG z antigenom poveca
navzkrizno predstavitev antigenov (Heit in sod., 2004; Maurer in sod., 2002). CpG so z
modelnim antigenom ovalbuminom povezali tudi kemijsko in sicer z uporabo reagenta
sulfo-MBS, ki omogoca nastanek kovalentne vezi. Uporabili so CpG ODN s
fosforotioneatnim ogrodjem, ki je veliko bolj odporno na razgradnjo z nukleazami, kar
poveCa razpolovni ¢as v iIn Vvivo pogojih. Nastali konjugat je ohranil odlicne
imunostimulatorne lastnosti. V DC je konjugat povzrocil 16-krat visjo proizvodnjo IFN-y
kot v primeru, ko so antigen in CpG dodali lo¢eno (Zhang in sod., 2007). V drugi Studiji je
kemijski konjugat CpG ODN in alergena Amb al za zdravljenje alergi¢nega rinitisa in
proizvodnjo IFN-y v primerjavi z lo¢enim dodajanjem (Tighe in sod., 2000b). Konjugati
INK in antigenov imajo torej velik potencial sproZenja imunskega odziva na Sibke antigene
ali na nizke doze antigena.

2.5.2 Konjugati nukleinskih Kislin in polikationov

Kationski biorazgradljivi mikrodelci imajo sposobnost vezave nukleinskih kislin.
Adsorbcija je posledica elektrostatskih interakcij negativno nabitega ogrodja nukleinskih
kislin in pozitivnega naboja mikrodelca. Primer je polimer PLGA (ang. »polylactic-co-
glycolic acid«), ki so ga uporabili kot nosilec za CpG ODN pri pripravi cepiva zoper
antraks, formuliranega z alumom. Cepivu so dodali CpG ODN, adsorbiran na PLGA, kar
aktivnost v primerjavi z dodatkom prostega CpG ODN. Rezultate so potrdili tudi s testi in
vivo, kjer je bilo prezivetje misi, imuniziranih s cepivom in CpG ODN, adsorbiranim na
PLGA kar 80-odstotno. Nasprotno je bila umrljivost misi ob imunizaciji s cepivom in
prostim CpG ODN 90-odstotna (Xie in sod., 2005).
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Obstaja tudi veliko drugih kationskih mikrodelcev, ki omogocajo dostavo antigenov in
INK. Primer je PLL, ki je sinteti¢ni polimer pozitivno nabitih AK ostankov lizina. PLL se
v celicah enostavno razgradi in je komercialno dostopen v najrazli¢nejSih molskih masah
(od 0.5 do 300 kDa) (Capan in sod., 1999c; Capan in sod., 1999b). Pokazali so, da PLL
ucinkovito zas¢iti DNK pred razgradnjo z DNazo I (Capan in sod., 1999a).

Prednost uporabe polikationov kot nosilcev za INK je moznost postopnega sproscanja. Gre
za nadzirano spros$canje ucinkovine v razli¢nih ¢asovnih intervalih in ob razli¢nih pogojih.
Tak sistem je lahko zelo ucinkovit, saj profil spros¢anja bolje posnema naravno dogajanje
v telesu. Ponuja moZnost priprave manj toksi¢nih cepiv, kjer bi bila integriteta antigena in
INK ohranjena do samega sproS¢anja, kar bi omogocalo maksimalen antigensko specificen
imunski odziv (Powell, 1996).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Uporabljene kemikalije

Preglednica 3: Kemikalije, encimi in komercialno dostopni kompleti

Proizvajalec Kemikalija

Bender MedSystems Komercialni komplet za ELISO

BioWhittaker Toplotno deaktiviran FBS

Fermentas DNK bakteriofaga lambda, standard za NaDS-PAGE Page Ruler™

Fluka NaDS, DMSO, etanol, akrilamid, N, N-metilen-bis-akrilamid
Gojisce za celiéne kulture DMEM + GlutaMAX-1, gojisce brez seruma za celi¢ne
kulture Opti-MEM 1, fluorescen¢no barvilo za lizosome LysoTracker Green,

Invitrogen fluorescenéno barvilo za jedra HOECHST 33258, Purelink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit za osamitev plazmidne DNK ustrezne Cistosti za delo na ¢loveskih
celi¢nih kulturah.

. Sinteti¢ni ligand TLR3 poli(I:C), ODN10104, plazmidni vektor pUNO-hTLR3,

InvivoGen S
Blasticidin S,

Lonza Osnovno gojisce za celice HMVEC-dLy Ad EBM-2 in dodatki SingleQuots

Lux D-luciferin, CoA, benzyl coelenterazine

Merck NaCl, bakterioloski agar, ledocetna kislina, 2-propanol, etanol, ocetna kislina,

Polyplus transfection

Promega

Sigma Aldrich

Thermo Scientific

metanol
Transfekcijski reagent JetPEI
Pufer za pasivno liziranje sesalskih celic (Passive Lysis Buffer), RNaza ONE

Holo-Transferin, poli-L-lizin (Mw = 70-150 kDa), ODN 10104, oznacen s
fluorescencnim barvilom Alexa 633, agaroza, meSanica bromfenolmodrega in
ksilencianola, bromfenolmodro, gojisc¢e LB po Millerju, EDTA, ampicilin, Tris,
etidijev bromid, NaDS, glicin, NaH,PO,, KClI, glicerol, f-merkaptoetanol,
raztopina tripsina z EDTA, glukoza, klorovodikova kislina, APS, TEMED, ATP,
DTT, HEPES, NaCO;, Coomassie Brilliant Blue G250, gvanidinijev hidroklorid

SPDP (N-succinimidyl 3-(2-pyridyldithio) propionate)
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3.1.2 Uporabljena laboratorijska oprema in potrosni material

Preglednica 4: Laboratorijska oprema in potrosni material

Proizvajalec Laboratorijska oprema in potros$ni material

Aparatura za tekocinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti (HP 1100 Series

Agilent Technologies HPLC system)

Amersham Biosciences PD-10 kolone za razsoljevanje
Applied Photophisics CD spektrometer Chirascan
Beckman Centrifuga J2-HS

Berthold Detection Systems Luminometer mikrotitrskih plos¢ Orion II in pripadajo¢ racunalniski

program Sipmlicity 4.2
Binder CO, inkubator za celi¢ne kulture
Bio-Imaging Systems Sistem za slikanje elektroforeznih in NaDS gelov

Aparatura za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (Mini Protean II),

BioRad aparatura za agarozno elektroforezo DNK
. Citalec mikrotitrskih plos¢ PowerWave in pripadajo¢ ra¢unalniski program
BioTek .
KC Junior
Brand Handy step pipeta za pipetiranje pri izvajanju ELISA testa, PD-Tipsi za
handy step pipeto
Canon Fotoaparat EOS 1000D za slikanje elektroforeznih in NaDS gelov
Chemass Spektrofotometer in pripadajoci racunalniski program za obdelavo
podatkov
Cornin 96-luknji¢ne mikrotitrske ploSce za merjenje luminiscence, primerne za
& gojenje celi¢nih kultur CoStar
Eppendorf Namizna centrifuga MiniSpin, centrifuga 5415R, avtomatske pipete,
PP multikanalna avtomatska pipeta, mikrocentrifugirke
Euromax Svetlobni mikroskop
Gilson 5ml, 1 ml, 200 pl, 100 pl, 20 pl pipete, avtomatske pipete, nastavki za
pipete
Greiner Plosce za test ELISA Bio One Micro-assay 96-well plates
Hanna instruments Magnetno mesalo
Hettich Centrifuga Universal 32R

se nadaljuje
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nadaljevanje
Proizvajalec Laboratorijska oprema in potrosni material
Horizon Kadicka za elektroforezo
IBIDI Mikroskopirne 8-luknjicne komore za celi¢ne kulture
IKA Magnetno mesalo
Invitrogen Naprava za avtomatsko Stetje celic, barvilo tripan modro, Stevne ploscice
Iskra PIO d.o.o. Bioloska brezprasna komora M 18
. Parni sterilizator A-500/700, stresalnik za bakterijske kulture, inkubator za
Kambic

Leica Mycrosistems
Moulinex

Novagen

Nunc

Perkin Elmer
Phenomenex
Privileg

Sarsted

Sartorius

Tehtnica Zeleznik
Telestar industrial

Thermo Scientific

TPP

bakterijske kulture

Konfokalni mikroskop TCS5 SP5

Mikrovalovna pecica SYBIO

Dializne epice (3,5 kDa)

Mikrotitrske plosce (96-well)

UV/VIS spektrofotometer Lambda 25

Kolona za gelsko filtracijo BioSep-SEC-s3000
Aparatura za varjenje vreck

Mikrocentrifugirke, centrifugirke, nastavki za pipete

Filtri s premerom por 0,2 um, Vivaspin koncentratorji (MWCO 5kDa in
MWCO 30kDa), tehtnica 1712 MPS Silver edition

Tehtnica ET-111, vibracijsko meSalo
Bioloska brezprasna komora BIOULTRA 4
Centrifuga Sorvall RC5C Plus, spektrofotometer NanoDrop 1000

Plasti¢ni potro$ni material za delo s celiénimi kulturami (gojitvene
posodice, centrifugirke, seroloske pipete)
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3.1.3 Uporabljene raztopine, pufri in standardi

Preglednica 5: Raztopine in pufri, uporabljeni pri sintezi konjugatov

Pufer/raztopina Sestava
e 100 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
Reakcijski pufer pH 7,5

100 mM NaH,POy,4, 150 mM NaCl, ] mM EDTA, 50

Redukcijski pufer mM DTT, pH 7,5

Preglednica 6: Raztopine in pufri, uporabljeni pri izolaciji konjugatov

Pufer/raztopina Sestava

20 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, 1,5 M

Pufer za gelsko filtracijo gvanidinijev hidroklorid, pH 7,5

Dializni pufer 20 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,5

Preglednica 7: Raztopine in pufri, uporabljeni pri delu s celiénimi kulturami

Raztopina/pufer Sestava

1,7 M NacCl, 34 mM KCIl, 100 mM Na,HPO,, 18
10 X PBS mM KH,PO,, pH 7,4
NaCl za transfekcijo z JetPei 150 mM NacCl

Preglednica 8: Pufri, uporabljeni za testiranje aktivnosti z dvojnim luciferaznim testom

Pufer Sestava

16,67 mM HEPES, 3,33 mM MgCl,, 0,08 mM
EDTA, 1,67 mM NaF, 0,23 mM CoA, 16,67 mM
DTT, 0,44 mM ATP, 0,39 mM luciferin (raztopljen
v DMSO), pH 8

Substrat za kresni¢kino luciferazo

7,5 mM Na,P,0;, 50 mM NaH,PO,, 250 mM NaCl,
Substrat za luciferazo Renilla 5 mM CDTA, 0,01% metanol, 0,001 mM
koelenterazin (raztopljen v metanolu), pH 5
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Preglednica 9: Raztopine in pufri, uporabljeni za biokemijsko dokazovanje konjugatov

Pufer/raztopina

Sestava

10% locitveni gel za NaDS-PAGE

4% vstopni gel za NaDS-PAGE

4 X reducirajoci pufer za nanasanje vzorcev na
NaDS-PAGE z NaDS

4 X ne-reducirajo¢i pufer za nanasanje vzorcev na
NaDS-PAGE z NaDS

10 X elektroforezni pufer z NaDS

Proteinski standard PageRuler™ Prestained Protein
Ladder Plus

Barvilo Coomassie Brilliant Blue za barvanje NaDS
gelov.

0,375 M Tris/HCI (pH 8,8), 0,1% (m/v) NaDS, 10%
(m/v) akrilamid/bisakrilamid, 50 mM APS, 3,3 mM
TEMED

0,375 M Tris/HCI (pH 6,8), 0,1% (m/v) NaDS, 4%
(m/v) akrilamid/bisakrilamid, 50 mM APS, 3,3 mM
TEMED

0,138 M NaDS, 0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 40%
(v/v) glicerol, 10% (v/v) B-merkaptoetanol, 0,1%
(m/v) bromfenolmodro

0,138 M NaDS, 0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 40%
(v/v) glicerol, 0,1% (m/v) bromfenolmodro

24,8 mM Tris, 3,5 mM NaDS, 192 mM glicin
Vsebuje proteine velikosti 250 kDa, 130 kDa, 95
kDa, 72 kDa, 55 kDa, 36 kDa, 28 kDa, 17 kDa, 11
kDa

Barvilo Coomassie Brilliant Blue (50%), ocetna
kislina (10%)

3.1.4 Uporabljeni plazmidi

Preglednica 10: Seznam plazmidov, uporabljenih za testiranje aktivnosti z dvojnim luciferaznim testom

Vir Plazmid/fragment Opis
Plazmidni vektor z zapisom za
Invitrogen pUNO-hTLR3-HA ¢loveski TLR3 in z zapisom za

Promega phRL-TK

John Hiscott (McGill University,

Montreal, Quebec, Kanada) PIFNB-FLUC

Terje Espevik

pELAM-LUC/pcDNA3

odpornost proti blasticidinu.

Sesalski ekspresijski in
porocevalni plazmidni vektor z
zapisom za luciferazo iz Renille
reniformis pod kontrolo
konstitutivnega promotorja.

Plazmidni vektor z vstavljenim
genom z zapisom za luciferazo
Photinus pyralis pod IFN-B
odzivnim promotorjem
Cloveskega gena za IFN-f.

V plazmidni vektor pcDNA3
vstavljen gen z zapisom za
luciferazo Photinus pyralis pod
NF-«xB odzivnim promotorjem
Cloveskega gena za selektin E.
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3.1.5 Uporabljeni organizmi

3.1.5.1 Bakterijski sevi

Preglednica 11: Uporabljen bakterijski sev

Sev Genotip Vir
F-/supE44, AlacU169 (N8O . -
E. coli DH5a lacZAM15) hsdR 17 recAl endA] ~ ZDirka sevov na Kemijskem

gyrA96, thi-1, relAl institutu Ljubljana

DH5a je najpogosteje uporabljen sev za transformacijo v raziskovalnih laboratorijih.
Prednosti seva za pomnozevanje plazmidne DNK so Stevilne. Med drugim ne proizvaja
endonukleaze I, kar preprecuje nespecifi¢no razgradnjo plazmidne DNK in ima delecijo
dela o gena za B-galaktozidazo, kar omogoca modro-belo selekcijo.

Sev DHS5a izvira iz oslabljenega seva K12, ki ni sposoben kolonizirati ¢loveka in ni
patogen niti za ¢loveka niti za zivali. Glede na dolgoletno varno uporabo sevov K12 v
laboratorijih brez negativnih vplivov na zdravje ljudi, zivali in rastlin in brez vplivov na
okolje, so ti sevi uvrs¢eni v 1. varnostni razred bioloSkih dejavnikov.

3.1.5.2 Celi¢ne kulture

Preglednica 12: Uporabljene celi¢ne kulture

Celi¢na kultura Vir Uporaba Opis

HEK293 je celi¢na linija, nastala

Carsten Kirschning Preverjanje bioloske s transformaciio kulture
HEK?293 (Technische Universitét aktivnosti z dvojnim s J o
Miinchen; Nemcija) luciferaznim testom €loveskih zarodnih ledvicnih
4 ’ ! 4 celic z DNK adenovirusa 5.
Darilo dr. Irene Oven Cloveska celi¢na kultura HeLa
(Biotehniska fakulteta, o je trajna celi¢na linija,
. Preverjanje . : . .. .
Oddelek za zootehniko, . S pripravljena z izolacijo celic
. internalizacije . .
HeLa Katedra za genetiko, cervikalnega raka bolnice
. kompleksov T{-PLL z _ ..
animalno ODN 10104-Alexa 633 Henrietti Lacks, po kateri je
biotehnologijo in dobila ime. Ker je rakasta linija,
imunologijo) izraza visok nivo TfR.

HMVEC-dLy Ad (ang. »human
lymphatic microvascular
endothelial cells«) so ¢loveske
celice mikrovaskularnega
limfati¢nega endotelija,
pridobljene iz koze. Ker so
celice primarne, imajo omejeno
Stevilo delitev ter zahtevajo
prilagojena gojis¢a, vendar pa
testi na njih omogocajo
pridobitev rezultatov z vecjim
bioloskim pomenom.

Preverjanje sposobnosti
HMVEC-dLy Ad Lonza aktivacije z ligandi
TLR3.
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3.2 METODE

3.2.1 Sterilizacija pufrov, raztopin in materiala za delo s celi¢cnimi kulturami

Pufre, raztopine in steklovino, ki so odporni na toplotno obdelavo, smo sterilizirali po
ustaljenem postopku avtoklaviranja (20 min, 120 °C, 1,2 x 10° Pa) v parnem sterilizatorju
Kambic¢. Toplotno obcutljive raztopine smo sterilizirali s filtriracijo skozi filtre s porami
0,2 pm.

3.2.2 Gojenje bakterijske kulture E. coli DH5a

Bakterijska kultura E. coli DHS5a izvira iz zbirke bakterijskih sevov Kemijskega instituta.
Kompetento kulturo smo uporabili za pomnoZevanje in pridobivanje sesalskih plazmidnih
vektorjev, ki smo jih ocisti tako, da ne vsebujejo endotoksina in so primerni za transfekcijo
sesalskih celi¢nih kultur.

.....

Agarna gojis€a z blasticidinom smo pripravili z uporabo komercialno dostopnih vreck
Fast-Media Blas Agar po navodilih proizvajalca InvivoGen. Na pripravljene plos¢e smo
razmazali transformirano kulturo in jo inkubirali 18 ur pri temperaturi 37 °C.

.....

Vecje koli¢ine transformirane kulture E. coli DH5a smo gojili v teko¢em gojis¢u LB (25
g/L), ki smo mu tik pred nasaditvijo dodali blasticidin (100 pg/ml).

Za izolacijo manjSih koli¢in plazmidne DNK smo kulturo precepili v 10 ml gojisce. To
smo storili s sterilnim zobotrebcem, s katerim smo asepti¢no prenesli eno kolonijo z agarne
plosce v tekoce gojisce.

.....

37 °C.
3.2.3 Metode molekulskega kloniranja

Metode molekulskega kloniranja so podrobno opisane v priro¢nikih s tega podrocja
(Ausubel in sod., 2002), v nadaljevanju pa so opisane le tiste, ki smo jih uporabili.
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3.2.3.1 Kemijska transformacija kompetentnih celic E. coli DH5a

Za vnos plazmidov v kompetentne bakterijske celice E. coli DHS5o z namenom
pomnoZevanja smo uporabili metodo s toplotnim Sokom.

Kompetentne bakterijske celice E. coli DH5a. so shranjene na -80 °C. V 30 do 45 min smo
jih na ledu odtajali in dodali 10 ng plazmidne DNK. Nato smo jih inkubirali na ledu Se
dodatnih 30 minut. Zatem smo izvedli toplotni Sok, ki je kljuen za uspeSno
transformacijo: 4 minute na 42 °C in takoj zatem 2 minuti na ledu. Po toplotnem Soku smo
celicam dodali 1 ml gojis¢a LB in jih 1 uro stresali pri 350 obr./min na 37 °C. Po koncani
transformaciji smo celice zbrali s centrifugiranjem (7000 obr./min, 3 minute) in odstranili
gojis¢e do 50 pL. Nato smo celice v preostanku gojiSca resuspendirali in jih razmazali na
agarno gojis¢e LB z blasticidinom.

3.2.3.2 Priprava plazmidne DNK za transfekcijo celi¢nih kultur

Plazmidna DNK mora imeti za delo s ¢loveskimi celi¢nimi kulturami ustrezno kvaliteto in
¢istost.

3.2.3.2.1 Osamitev plazmidne DNK s komercialno dostopnim kompletom

.....

to¢ko 3.2.2. Za izolacijo smo uporabili komercialno dostopen komplet Purelink™ Quick
Plasmid Miniprep Kit, ki omogoca izolacijo visoko kvalitetne plazmidne DNK. Liza celic
temelji na alkalnem/NaDS postopku. Lizat se nato prenese na kolono s silika membrano, ki
selektivno veze plazmidno DNK. Necistoce se odstrani s pufrom za izpiranje.

3.2.3.3 Dolocanje koncentracije nukleinskih kislin

Koncentracijo izolirane plazmidne DNK smo dolocili z merjenjem absorbance pri valovnih
dolzinah 260 in 280 nm s spektrofotometrom NanoDrop 1000. Razmerje absorbanc
Aze0/Azso nam pove, kaksna je Cistost DNK glede na prisotnost proteinov. DNK ustrezne
kakovosti ima to razmerje med 1,7 in 1,9.
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3.2.4 Priprava konjugata Tf-PLL

Tf smo s PLL povezali preko disulfidne vezi z uporabo komercialno dostopnega reagenta
SPDP (N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionate) (Thermo Scientific) (slika 22).
SPDP je amino- in sulfhidril- reaktiven heterobifunkcionalen reagent. Uporablja se za
povezavo molekul preko amino-amino ali amino-sulthidril skupine. Reagent povzroci
nastanek disulfidne vezi, ki jo lahko naknadno cepimo z dodatkom reducirajocega
sredstva, kot je ditiotreitol (DTT), kar smo uporabili v postopkih dokazovanja uspeSnosti
sinteze konjugata.

Amino-reaktivna komponenta reagenta SPDP je N-hidroksisukcinimidni (NHS) ester, ki v
reakciji z aminskimi skupinami proteinov in drugih molekul povzro¢i nastanek amidne
vezi. Reakcijo se obiCajno izvede v fosfatnem ali karbonatnem pufru pri pH 7-8.
Pomembno je, da reakcijski pufri ne vsebujejo primarnih aminov. Hitrost reakcije in
hidrolize naras¢a z zviSevanjem pH. Ker so reagenti, ki vsebujejo NHS estre omejeno
vodotopni, jih je potrebno pred dodatkom v reakcijsko meSanico raztopiti v organskem
topilu kot je dimetilsulfoksid (DMSO) (Hermanson, 2008).

Sulfhidril-reaktivna komponenta reagenta SPDP je 2-piridilditiolna skupina, ki v reakciji s
sulfhidrilnimi ostanki povzro¢i nastanek disulfidne vezi. Reakcija povzro¢i zamenjavo
piridin-2-tionske skupine, ki absorbira pri valovni dolzini 343 nm, zato lahko
spektrofotometricno spremljamo njeno koncentracijo, kar smo uporabili za oceno
uspesnosti reakcije. Reakcijski pufer s pH vrednostjo 7-8 ne sme vsebovati tiolov ali
disulfid reducirajocih sredstev (Hermanson, 2008).

Proteine lahko s SPDP reagentom povezemo na dva osnovna nacina glede na to, ali poleg
primarnih aminov vsaj eden od proteinov vsebuje proste sulfhidrilne (-SH) skupine. Ce
eden od proteinov Ze vsebuje sulfhidrilne skupine, potem je potrebno s SPDP modificirati
le drugega in nato izvesti reakcijo konjugacije. Ce noben protein ne vsebuje proste
sulfhidrilne skupine, jo lahko vnesemo z istim reagentom, ki ga naknadno reduciramo z
redukcijskim sredstvom (na primer DTT), kar povzroci sprostitev piridin-2-tionske skupine
in nastanek proste sulfhidrilne skupine. V drugem primeru je torej sprva potrebno oba
proteina modificirati s SPDP, nato pa enega izmed SPDP-modificiranih proteinov
reducirati, da pride do nastanka proste sulthidrilne skupine, ki v naslednji reakciji omogoca
nastanek konjugata (Carlsson in sod., 1978).

Uporaba SPDP ni omejena zgolj na povezovanje proteinov, saj lahko s tem reagentom
povezujemo katerekoli molekule, ki vsebujejo primarne amine in sulfthidrilne skupine.

:r o 2-piridilditiol :r _______ NHS ester

1 ! 'D

| i 9 :
i \ y S-S-C Hz—CH:—;E—D'“H i
S |
: | | 0 |

Slika 22: Struktura bifunkcionalnega reagenta SPDP (Carlsson in sod., 1978: 728)



53

Smole A. Priprava in bioloska aktivnost kompleksov imunostimulatornih nukleinskih kislin ... spros¢anje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

3.2.4.1 Sinteza konjugata Tf-PLL

Tf in PLL smo povezali preko primarnih aminov, saj noben ne vsebuje prostih sulfhidrilnih
skupin. Za reakcijo povezovanja proteinov z reagentom SPDP je najprimernejSa reaktivna
skupina proteinov alifatski g-amin aminokisline lizina (Brinkley, 1992). Tf vsebuje precej
povrsinsko izpostavljenih lizinskih ostankov (slika 23), PLL pa je polimer AK ostankov
lizina.

Slika 23: PovrSinsko izpostavljeni lizinski ostanki v molekuli transferina
Molekula je predstavljena z uporabo programske opreme Swiss-PdbViewer (Guex in Peitsch, 1997) in PDB
strukture 2HAV. Svetlo modra barva predstavlja AK ostanke lizina.

Sprva smo Tf in PLL v dveh lo€enih reakcijah modificirali z reagentom SPDP (slika 24 in
25).

1 mg reagenta SPDP (3,2 umol) smo raztopili v 160 pL. DMSO in tako pripravili 20 mM
raztopino.

10 mg (0,13 pmol) Tf (Sigma Aldrich) smo raztopili v 1 ml reakcijskega pufra (sestava je
opisana v preglednic 5). Tej raztopini smo dodali 65 pLL. 20 mM raztopine (1,3 pmol) SPDP
in neZno premesali. Po 1 uri inkubacije na sobni temperaturi smo s SPDP modificiran Tf
ocistili s PD-10 kolono za razsoljevanje (postopek je opisan pod tocko 3.2.4.1.1) in se tako
znebili stranskih produktov reakcije in nezreagiranega SPDP. V 2.5 ml raztopine po
¢is¢enju smo dobili 0,1 umol Tf, modificiranega z 0,7 umol SPDP, kar pomeni, da se je na
eno molekulo Tf v povprecju vezalo 7 molekul SPDP (nivo modifikacije Tf s SPDP smo
dolo¢ili s piridin-2-tionskim testom, ki je opisan pod tocko 3.2.4.1.2). Modifikacija Tf s
SPDP je shematsko prikazana na sliki 24.

N'//;\\\
A H ]
o ) T ” _N. /,--\‘_/,sxq_/l-\:@:_/'
S N e I h
A O )
0
TRANSFERIN SPDP PIRIDILDITIOL-AKTIVIRAN TRANSFERIN

Slika 24: Modifikacija transferina s SPDP
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PLL smo modificirali na enak nac¢in kot Tf. 5 mg (0,045 umol) PLL, s povpre¢no molsko
maso 110 kDa (Sigma Aldrich) smo raztopili v 1 ml reakcijskega pufra (sestava je opisana
v preglednic 5). Tej raztopini smo dodali 45 pL 20 mM raztopine (0,9 wmol) SPDP in
nezno premesali. Po 1 uri inkubacije na sobni temperaturi smo s SPDP modificiran PLL
ocistili s PD-10 kolono za razsoljevanje (postopek je opisan pod tocko 3.2.4.1.1) in se tako
znebili stranskih produktov reakcije in nezreagiranega SPDP. V 2.5 ml raztopine po
¢is¢enju smo dobili 0,028 umol PLL, modificiranega z 0,45 umol SPDP, kar pomeni, da se
je na eno molekulo PLL v povprecju vezalo 16 molekul SPDP (nivo modifikacije PLL s
SPDP smo dolocili s piridin-2-tionskim testom, ki je opisan pod tocko 3.2.4.1.2).
Modifikacija PLL s SPDP je shematsko prikazana na sliki 25.
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POLLL-LIZIN SPDP PIRIDILDITIOL-AKTIVIRAN POLI-L-LIZIN

Slika 25: Modifikacija poli-L-lizina s SPDP

Nato smo izvedli redukcijo s SPDP aktiviranega PLL. PLL smo izbrali za redukcijo zato,
ker njegova struktura ni pomembna za vezavo nukleinskih kislin, kar je njegova funkcijo v
konjugatu.

2,5 ml s SPDP modificiranega in ocis¢enega PLL smo skoncentrirali na 1 ml. Nato smo
dodali 0,5 ml 150 mM raztopine DTT (kon¢na koncentracija DTT je torej 50 mM). Vzorec
smo premesali in 30 minut inkubirali na sobni temperaturi. Vzorcu smo dodali 1 ml
reakcijskega pufra in ga ocistili z uporabo PD-10 kolone za razsoljevanje (postopek
¢is€enja je opisan pod tocko 3.2.4.1.1). Reakcija redukcije je shematsko prikazana na sliki
26.
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Slika 26: Redukcija SPDP v poli-L-lizinu

V zadnjem koraku sinteze smo zdruZzili s SPDP modificiran Tf in s SPDP modificiran ter
naknadno reduciran PLL. Vzorce smo zmesali v 3 razli¢nih molarnih razmerjih in sicer
n(Tf): n(PLL) = 1: 0,1/ 1: 0,2 in 1: 1, pri ¢emer je bilo Stevilo molov Tf vedno enako.
Vzorce smo 18 ur stresali (100 obr./min) na sobni temperaturi. Reakcija konjugacije je
shematsko prikazano na sliki 27.
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Slika 27: Konjugacija aktiviranega transferina in poli-L-lizina
3.2.4.1.1 Cis&enje vmesnih stopenj v sintezi konjugata s PD-10 kolono za razsoljevanje

Po modifikaciji proteinov s SPDP ali po reakciji redukcije je potrebno odistiti vmesni
produkt, da se znebimo stranskih produktov reakcije, nezreagiranega SPDP ali DTT, kar
omogoca uspesno nadaljnjo sintezo konjugata.

Za CisCenje smo uporabili komercialno dostopno PD-10 kolono za razsoljevanje
(Amersham Biosciences), ki deluje na osnovi gelske filtracije in omogoca locitev molekul
z visoko molsko maso (Mw > 5 kDa) od molekul z nizko molsko maso (Mw < 1kDa).

Pri delu smo sledili navodilom proizvajalca. Kolono smo sprva uravnotezili s 25 ml
reakcijskega pufra (sestava je opisana v preglednic 5). Zatem smo na kolono nanesli to¢no
2,5 ml vzorca proteina in zavrgli volumen, ki je pritekel skozi kolono. Nato smo na kolono
nanesli 3,5 ml reakcijskega pufra in zbrali celotno elucijo, v kateri se je nahajal nas protein.
Stranski produkti reakcije, nezragiran SPDP in DTT pri reakcijah redukcije, se eluirajo pri
kasnej$ih elucijskih volumnih.

3.2.4.1.2 Preverjanje koli¢ine piridilditiolnih linkerjev v modificiranem proteinu

Za preverjanje uspes$nosti modifikacije Tf in PLL s SPDP smo izvedli piridin-2-tionski
test. Test temelji na dejstvu, da se v reakciji 2-piridilditionlne skupine reagenta SPDP s
sulthidrilno skupino proteina sprosti piridin-2-tionske skupina, ki absorbira pri valovni
dolzini 343 nm, zato lahko njeno koncentracijo spremljamo spektrofotometri¢no.

100 pL s SPDP modificirane in o¢is¢ene raztopine Tf oziroma PLL smo razred¢ili do 1 ml
z reakcijskim pufrom. Nato smo s spektrofotometrom izmerili absorbanco vzorca pri 343
nm. Zatem smo dodali 10 pL raztopine DTT s koncentracijo 15 mg/ml in premesali.
Natanko po 15 minutah smo ponovno dolo€ili absorbanco pri isti valovni dolZini.
Spremembo absorbance smo izracunali po formuli (1).

AA343 = (povp. A343 po DTT) — (povp. A343 pred DTT) .. (D

Molarno razmerje SPDP glede na protein smo izracunali po formuli (2), kjer Stevilo 8080
predstavlja ekstinkcijski koeficient piridin-2-tionske skupine pri 343 nm.

AA y Mw proteina
8080 konc. proteina (mg/ml)

= §t. molov SPDP na mol proteina .2
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3.2.4.2 Izolacija konjugata z gelsko filtracijo

Gelska filtracija lo¢uje molekule na osnovi njihove velikosti oziroma molekulske mase.
Stacionarno fazo kolone predstavlja polnilo, sestavljeno iz poroznih sferi¢nih delcev z
definirano velikostjo por. Locitev temelji na dejstvu, da dovolj majhne molekule lahko
difundirajo v notranjost poroznega delca, medtem ko dovolj velike molekule ne morejo
preiti v notranji volumen stacionarne faze. Molekule vmesnih velikosti delno difundirajo v
notranjost por. Posledica je, da se majhne molekule na koloni zadrzijo dlje Casa, velike pa
potujejo hitreje. Proces gelske filtracije je shematsko predstavljen na sliki 28.

Pri sintezi konjugatov Tf-PLL so nastali naslednji stranski produkti: prost Tf, ki se ni
povezal s PLL, prost PLL, ki se ni povezal s Tf in prosta piridin-2-tionska skupina, ki se je
sprostila ob nastanku disulfidne vezi. Ker smo v nadaljevanju preucevali funkcionalnost in
biolosko aktivnost kompleksov, smo Zeleli imeti vzorce Cistih konjugatov, zato smo izvedli
gelsko filtracijo. Uporabili smo napravo za visoko-tla¢no tekocinsko kromatografijo
oziroma HPLC (ang. »High pressure liquid chromatography«).

Locevanje smo izvedli s kolono BioSep-SEC-s3000, ki ima stacionarno fazo pripravljeno
na osnovi silikatov. Kot mobilno fazo smo uporabili pufer za gelsko filtracijo (sestava je
opisana v preglednici 6), pri cemer smo nastavili konstanten pretok 0,5 ml/min. Na kolono
smo v posameznem teku lo¢evanja nanesli 100 pg vzorca, ki smo ga pred tem 12 ur
inkubirali v 200 pL pufra za gelsko filtracijo (sestava je opisana v preglednici 6). Pufer
vsebuje 1,5 M gvanidinijev hidroklorid (GndCl). Lo¢evanje smo spremljali z merjenjem
absorbance pri 280 nm, pri ¢emer smo zaznali le Tf, saj PLL nima AK s funkcionalnimi
skupinami, ki bi absorbirale pri tej valovni dolzini. Zelene frakcije smo zbrali avtomatsko
tako, da smo v programu dolo¢ili, v katerem ¢asovnem intervalu naj zbira vzorce.

Ko smo izvedli toliko separacij, da smo pridobili dovolj Cistega konjugata, smo zdruzili
vse frakcije, kjer se je nahajal Tf-PLL. Nato smo vzorce dializirali z uporabo dializnih epic
z MWCO 3,5 kDa (Novagen) proti dializnemu pufru (sestava opisana v preglednici 6).

Po dializi smo vzorce skoncentrirali z uporabo koncentratorjev Vivaspin z MWCO 5 kDa
(Satorius) in jih shranili v hladilniku na 4 °C.
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Slika 28: Shematski prikaz procesa gelske filtracije (Gel filtration ..., 2010: 10)
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3.2.4.3 Preverjanje uspesnosti sinteze in izolacije konjugata s poliakrilamidno gelsko
elektroforezo v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE)

NaDS-PAGE smo izvajali z uporabo vertikalnega sistema Mini-Protean II. Sistem smo
sestavili po navodilih proizvajalca (BioRad).

3.24.3.1 Vlivanje gelov NaDS

NaDS gele smo vlivali med dve, med seboj 0,75 mm oddaljeni, navpi¢no vpeti stekelci.
Najprej smo vlili 10-odstotni locitveni gel (sestava je opisana v preglednici 9), ga prelili s
100 pL izopropanola in pustili 45 minut, da je polimeriziral. Zatem smo s filtrirnimi
papir¢ki odstranili izpopropanol in na predhodno polimerizirani locitveni gel vlili Se 4-
odstotni vstopni gel (sestava je opisana v preglednici 9), v katerega smo takoj vstavili 0,75
mm glavnicek, s katerim naredimo 10 Zepkov za nanos vzorcev. Vstopni gel smo pustili
polimerizirati 1 uro. Na koncu smo iz gela previdno potegnili Zepke in vanje nalili MQ.
Gele smo uporabili takoj ali pa smo jih ovite v navlaZeno papirnato brisacko in alu folijo
shranili na 4 °C najvec za 10 dni.

3.2.4.3.2 Priprava, nanos vzorcev in potek NaDS-PAGE

Ker so pripravljeni konjugati Tf in PLL med seboj povezani z disulfidno vezjo, smo za
dokazovanje uspesSnosti sinteze in izolacije izvajali NaDS-PAGE v reducirajocih in v ne-
reducirajocih pogojih.

Sprva smo vzorcem dodali ustrezen volumen 4-kratnega reducirajoega oziroma ne-
reducirajo¢ega NaDS nanaSalnega pufra (sestava obeh je opisana v preglednici 9), da je
bila kon¢na koncentracija NaDS v vzorcu l-kratna. Zatem smo izvedli Se toplotno
denaturacijo proteinov (95 °C, 3 minute). Po denaturaciji smo vzorce centrifugirali 5 minut
pri 13200 obr./min. Medtem smo po navodilih proizvajalca sestavili aparaturo za izvedbo
NaDS-PAGE. Nato smo v Zepke nanesli vzorce in velikostni standard PageRuler™
Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas), s pomoc¢jo katerega lahko dolo¢imo velikost
proteinov v vzorcu. Elektroforeza je potekala v 1-kratnem NaDS elektroforeznem pufru
(sestava je opisana v preglednici 9) priblizno 90 minut pri konstantni napetosti 200 V.

3.2.43.3 Barvanje NaDS gelov z barvilom Coomassie Brilliant Blue

Po konc¢ani NaDS-PAGE smo aparaturo in stekelca razstavili ter gel previdno prenesli v
banjico z destilirano vodo in ga nekajkrat sprali. Zatem smo pripravili proteinsko barvilo
Coomassie Brilliant Blue tako, da smo Coomassie zmeSali z 20-odstotno ocetno kislino v
volumskem razmerju 1: 1. Barvilo smo dodali k spranemu gelu in gel pustili barvati
priblizno 10 minut. Zatem smo ozadje razbarvali z dodatkom meSanice 30-odstotnega
etanola in 10-odstotne ocetne kisline. Korak spiranja smo ponovili 3-krat. Barvanje in
razbarvanje gela smo izvajali pri sobni temperaturi in stresanju 100 obr./min.
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3.2.4.4 Preverjanje konformacije Tf po postopkih sinteze in izolacije

Konformacijo Tf smo preverjali z metodo cirkularnega dikroizma oziroma CD.

CD je oblika spektroskopije, ki je osnovana na razli¢ni absorbciji levo- in desno-su¢ne
cirkularno polarizirane svetlobe. Pojav merimo kot funkcijo valovne dolzine svetlobe,
temperature ali kemijskega okolja s CD spektrofotometrom. CD je znacilen za opticno
aktivne molekule, med katere sodijo tudi proteini. Uporabljamo ga lahko za dolocanje
sekundarne strukture proteinov, saj imajo alfa vijacnica, beta plos¢a in neurejena oblika
specifi¢ni cirkularni dikroizem (slika 29).
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Slika 29: CD spektri razli¢nih sekundarnih struktur proteinov (Kelly in sod., 2005: 121)

Spektre CD smo posneli, da smo ugotovili, kaksna je sekundarna struktura samega Tf, PLL
ter izoliranega in dializiranega konjugata Tf-PLL. V prvi vrsti pa so bile meritve CD
namenjene ovrednotenju vpliva 1,5 M GndCl na strukturo Tf. V ta namen smo primerjali
spektre samega Tf in Tf v prisotnosti GndCl. Izvedli smo tudi toplotno denaturacijo istih
vzorcev, da smo ocenili ali Tf v prisotnosti GndClI ohranja sekundarno strukturo.

3.2.4.4.1 Merjenje spektrov cirkularnega dikroizma

CD spektre Tf, PLL ter konjugatov Tf-PLL smo posneli pri valovni dolzini od 200 do 260
nm s CD spektrofotometrom Chirascan (Applied Photophysics) pri konstantnem toku
dusika. DolZina uporabljene kivete je bila 1 mm, koncentracija vzorcev 0,1 mg/ml. Vzorci



60

Smole A. Priprava in bioloska aktivnost kompleksov imunostimulatornih nukleinskih kislin ... spros¢anje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

so bili pripravljeni v reakcijskem pufru (sestava opisana v preglednici 5) oziroma v
reakcijskem pufru z dodanim 1,5 M ultra-Cistim GndCl. Rezultati so povprecje treh
spektrov, izmerjenih pri konstantni temperaturi 23 °C.

3.2.4.4.2 Spremljanje toplotne denaturacije samega Tf in Tf z dodatkom GndCl s cirkularnim
dikroizmom

CD spektre Tf in Tf z dodanim 1,5 M GndCl smo spremljali v odvisnosti od temperature in
sicer pri valovni dolzini 215 in 222 nm. Uporabili smo CD spektrofotometer Chirascan
(Applied Photophysics) pri konstantnem toku dusika. Izbrali smo metodo, ki je omogocala
postopno segrevanje vzorca od 23 °C do 95 °C in sicer s hitrostjo 1 °C na minuto. Vzorci
so bili pripravljeni v reakcijskem pufru (sestava je opisana v preglednici 5) in sicer v
koncentraciji 0,1 mg/ml. Rezultati za posamezno valovno dolzino so povprecje treh
spektrov, kon¢ni rezultat pa smo podali v obliki povprecja spektrov pri obeh valovnih
dolzinah.

3.2.5 Ugotavljanje tvorjenja kompleksov med konjugatom Tf-PLL in nukleinskimi
kislinami

INK so polianionske molekule, zato smo pricakovali, da se bodo preko elektrostatskih
interakcij vezale na pozitivno nabit PLL iz konjugata. Sposobnost vezave in ustrezno
masno razmerje konjugata Tf-PLL glede na nukleinske kisline smo preverjali z metodo
zmanjSane mobilnosti na agaroznem gelu.

Poleg preverjanja funkcionalnosti kompleksov smo s tem testom dolocili tudi priblizno
masno razmerje med Tf-PLL oziroma PLL in INK, ki smo ga uporabili pri nadaljnjem
testiranju bioloske aktivnosti.

3.2.5.1 Metoda zmanjSane mobilnosti na gelu

Ob tvorbi kompleksov se negativni naboji nukleinskih kislin nevtralizirajo s pozitivnimi
naboji PLL v konjugatu (Kim in sod., 2004). Zato pride do upocasnjenega potovanja
nukleinskih kislin na agaroznem gelu, kar se odraza v zamiku lise na agaroznem gelu.

3.2.5.1.1 Priprava kompleksov

Sprva smo v MQ pripravili raztopino ODN 10104 z masno koncentracijo 100 ng/uL in
poli(I:C) z masno koncentracijo 25 ng/uL. Zatem smo odpipetirali po 10 uL (1 pg ODN
10104 oz 0,25 pg poli(I:C)) pripravljenih raztopin v epice ter jim dodali razlicne koli¢ine
kompleksov Tf-PLL oziroma samega PLL in nezno premesali. Koli¢ine smo prilagodili
tako, da so masna razmerja med Tf-PLL oziroma PLL in nukleinskimi kislinami znaSala od
0,25 do 2. Vzorce smo inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi.
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3.2.5.1.2 Elektroforeza v agaroznem gelu

Agarozni gel smo pripravili z raztapljanjem ustrezne koli¢ine agaroze (glede na Zeleno
gostoto gela) v I-kratnem pufru TAE v mikrovalovni pecici. Za lo¢evanje naSih
fragmentov smo uporabili 2-odstoten (m/v) gel. Delno ohlajenemu (60 °C) vendar Se
teko¢emu gelu smo dodali etidijev bromid v masni koncentraciji 10 g/l in neZzno premesali
ter prelili v kalup elektroforezne kadicke, v katerega smo vstavili ustrezen glavnicek, ki
omogoca nastanek Zepkov. Pocakali smo, da se gel strdi, nato pa ga prelili z 1-kratnim
pufrom TAE in previdno odstranili glavnicke.

Vzorcem, pripravljenim v tocki 3.2.5.1.1, smo dodali tak volumen 6-kratnega nanaSalnega
pufra za agarozno gelsko elektroforezo, da je bila kon¢na koncentracija 1-kratna in nezno
prepipetirali. Celoten volumen smo nato prenesli v Zepke gela. Poleg tega smo dodali Se
velikostni standard DNK bakteriofaga A, rezane z restrikcijskima encimoma ECORI in
HindIII.

Elektroforezo smo izvajali pri konstantni napetosti 100 V z napravo za gelsko
elektroforezo (BioRad) in pustili te¢i 15 do 30 minut.

Po elektroforezi smo gele slikali pod UV lucjo s sistemom za slikanje gelov (Bio-Imaging
System).

3.2.6 Stabilnost poli(I:C) v kompleksih
3.2.6.1 Spektrofotometri¢no spremljanje encimske razgradnje poli(I:C) v kompleksih

Za testiranje stabilnosti poli(I:C) v kompleksih smo spremljali razgradnjo z RNazo ONE
(Promega).

Test temelji na dejstvu, da pri razgradnji dvoveriznih nukleinskih kislin pride do tako
imenovanega hiperkromnega efekta. Nukleotidi, ki se med razgradnjo sproscajo v
raztopino, moc¢neje absorbirajo svetlobo pri 260 nm kot v polimeru, v katerem se baze
prekrivajo in je njihova absorbanca zato nizja.

Da bi preverili ali konjugat Tf-PLL poveca stabilnost poli(I:C), smo naredili poenostavljen
model, kjer smo uporabili zgolj PLL, ki je komponenta konjugata, ki veze nukleinske
kisline in potencialno pripomore k njihovi stabilnosti. Skusali smo dokazati, da sam PLL v
kompleksu s poli(I:C) prepreci razgradnjo nukleinskih kislin z RNazo.

V dializnem puftru (sestava je opisana v preglednici 6) smo pripravili raztopino poli(I:C) s
koncentracijo 20 pg/ml. Zatem smo raztopini dodali razli¢no koli¢ino PLL, ki je ustrezala
razlicnim masnim razmerjem poli(I:C): PLL (od 1: 0,025; 1: 0,1; 1: 0,25; 1: 0,5 in 1: 1),
mocno premesali in 30 minut inkubirali na sobni temperaturi. Zatem smo k 1 ml
pripravljene raztopine dodali 10 U RNaze ONE (Promega) in 20 minut s
spektrofotometrom UV/VIS Lambda 25 (Perkin Elmer) spremljali absorbanco pri valovni
dolzini 260 nm.
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3.2.7 BioloSka aktivnost poli(I:C) v kompleksih po razgradnji z RNazo
3.2.7.1 Delo s trajno ¢clovesko celi¢no kulturo HEK293

Cloveska celi¢na kultura HEK293 (ang. »human embryonic kidney 293 cells«) je trajna
celicna linija, pripravljena iz normalnih celic, ki so jih imortalizirali z virusno
transformacijo. V in vitro pogojih jih je razmeroma enostavno gojiti saj imajo visoko in
teoreticno neomejeno delitveno sposobnost.

Celice so shranjene v kriovialah v tekocem dusSiku (-196 °C). Odmrznili smo jih po
ustaljenem postopku. 1z tekocega duSika smo jih prenesli na sobno temperaturo in jih
odtalili. Zatem smo jim dodali 5 ml gojis¢a DMEM (ang. »Dulbecco's modified Eagle
medium«) z 10-odstotnim (v/v) serumom. Nato smo celice zbrali s centrifugiranjem (1200
obr./min, 5 minut), odsesali ostanek gojis¢a in ga nadomestili z svezim. Nato smo celice
resuspendirali in jih prenesli v gojitveno posodico ter jih inkubirali pri 37 °C v atmosferi s
95-odstotno vlaznostjo in 5-odstotnim CO,. V teh pogojih smo gojili tudi vse uporabljene
¢loveske celicne kulture.

Delo s celicami smo opravljali v bioloski brezprasni komori v celicnem laboratoriju.
Celi¢no kulturo HEK293 smo hranili s komercialno dostopnim gojis¢em DMEM z
dodanim 10-odstotnim (v/v), toplotno obdelanim FBS (ang. »fetal bovine serum«). Celi¢no
kulturo smo gojili v obliki enosloja v gojitvenih posodicah. Ko so celice prerasle 90
odstotkov povrSine gojitvene posodice, smo jih razred¢ili in presadili v isto posodico s
svezim gojis¢em. Postopek je bil naslednji: celice smo sprva dvakrat sprali s 5 ml pufra
PBS (sestava je opisana v preglednici 7), nato pa dodali 3 ml raztopine tripsina z dodano
EDTA. Celice smo inkubirali do trenutka, ko so se zacele odlepljati (obi¢ajno 1 do 3
minute), zatem smo dodali 5 ml gojisca in s pipetiranjem sprali preostale pritrjene celice.
Celice smo zbrali s centrifugiranjem (1200 obr./min, 5 minut), odstranili gojis¢e in jih
resuspendirali v svezem gojiS¢u. Nato smo jih razred¢ili v razmerju 1: 4 in jih vrnili v
gojitveno posodico. Presajanje smo izvajali glede na hitrost rasti celic, obi¢ajno dvakrat
tedensko. Celice smo ohranjali do dvajsete pasaze, nato pa jih zavrgli in odmrznili sveze.

3.2.7.2 Preverjanje aktivacije TLR3 z dvojnim luciferaznim testom na trajni ¢loveski
celi¢ni kulturt HEK293

Celice HEK293 smo uporabljali za preverjanje bioloSke aktivnosti z dvojnim luciferaznim
testom. Ugotavljali smo sposobnost aktivacije receptorja TLR3 s poli(I:C) v kompleksih in
s samo poli(I:C) po razgradnji z RNazo.

3.2.7.2.1 Nacepitev celic HEK293

Celice HEK293 smo odlepili s podlage, jih zbrali s centrifugiranjem in resuspendirali v
svezem gojiscu, kot je opisano pod tocko 3.2.7.1. Nato smo alikvot (10 pL) celic pobarvali
z barvilom Tripan modro in jih na Stevnih plosCicah presteli z uporabo naprave za
avtomatsko Stetje celic (Invitrogen). Nato smo jih nacepili v 96-luknji¢no mikrotitrsko
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ploito za merjenje luminiscence (Corning CoStar) in sicer 3 x 10* celic na posamezno
luknjico v 100 pL gojisca. Celice smo inkubirali 24 ur pri pogojih opisanih pod tocko
3.2.7.1.

3.2.7.2.2 Transfekcija celic HEK293

Transfekcijo celic HEK293 s plazmidno DNK smo izvedli s komercialnim transfekcijskim
reagentom jetPEI™ (Polyplus transfection) po navodilih proizvajalca. V dve lo&eni epici
smo odpipetirali ustrezno koli¢ino 150 mM NaCl. Zatem smo v eno dodali ustrezno
koli¢ino transfekcijskega reagenta jetPEI™, v drugo pa ustrezno koli¢ino plazmidne DNK
(preglednica 13). Obe epici smo vorteksirali 10 sekund in nato prenesli raztopino
transfekcijskega reagenta jetPEI™ v raztopino plazmidne DNK ter vorteksirali 15 sekund.
Mesanico smo inkubirali 20 minut pri sobni temperaturi in nato dodali po 20 pL v
posamezno luknjico k celicam. Celice smo inkubirali 24 ur.

Preglednica 13: Sestava transfekcijske mesanice

Sestavina Koli¢ina glede na eno luknjico
pIFNB-FLUC (opis v preglednici 10) 40 ng

phRL-TK (opis v preglednici 10) 5ng

pUNO-hTLR3-HA (opis v preglednici 10) 20 ng

jetPEI 0,5 uL

NacCl (jetPEI) 10 uL

NaCl (plazmidna DNK) dopolnjeno do 10 pL

3.2.7.2.3 Stimulacija celic HEK293

Da bi nedvoumno dokazali vpliv Tf-PLL na stabilnost poli(I:C), smo poleg
spektrofotometri¢nega spremljanja encimske razgradnje poli(I:C) v kompleksih (opisano
pod tocko 3.2.6) preverili Se biolosko aktivnost z RNazo obdelanih vzorcev. Skusali smo
dokazati, da PLL v kompleksu s poli(I:C) prepreci razgradnjo nukleinskih kislin z RNazo
in tako omogoca aktivacijo TLR3.

V dializnem puftru (sestava je opisana v preglednici 6) smo pripravili raztopino poli(I:C) s
koncentracijo 100 pg/ml. Nato smo v lo€eni epici odpipetirali 30 uL. pripravljene raztopine
(masa poli(I:C) = 3 ng). V prvo epico smo dodali koli¢ino PLL, ki je ustrezala masnemu
razmerju poli(I:C): PLL = 1: I, mo¢no premesali in 30 minut inkubirali na sobni
temperaturi. Zatem smo v obe epici dodali 10 U RNaze ONE (Promega) in 20 minut
inkubirali pri sobni temperaturi. Na koncu smo v epico, kjer je bila sama poli(I:C),
obdelana z RNazo, dodali enako koli¢ino PLL kot v prvo epico in inkubirali 30 minut, da
sta bila vzorca po sestavi povsem enaka.

Transficiranim celicam HEK?293 smo pred stimulacijo odsesali staro gojisce in dodali 90
pL svezega. Nato smo celice stimulirali tako, da smo jim dodali 10 pL. posameznega
vzorca v treh paralelkah (kon¢na koncentracija poli(I:C) v luknjicah je bila torej 10 pg/ml).
Za kontrolo smo uporabili transficirane celice, ki smo jim namesto stimulanta dodali 10 pL
gojisca na posamezno luknjico.
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3.2.7.2.4 Merjenje luciferazne aktivnosti

Biolosko aktivnost smo preverjali z dvojnim luciferaznim testom. Gre za reporterski test,
ki temelji na kotransfekciji celic s plazmidoma phRL-TK in pIFNB-FLUC (opis v
preglednici 10). Plazmid phRL-TK nosi zapis za luciferazo Renille reniformis (R-LUC) in
je pod kontrolo konstitutivno aktivnega promotorja gena za timidinsko kinazo virusa
herpes simplex (HSV-TK). To pomeni, da se od transfekcije naprej nenehno izraza in sluzi
za oceno uspesnosti transfekcije oziroma normalizacijo rezultatov. Plazmid pIFNB-FLUC
nosi zapis za luciferazo kresnicke (F-LUC) in je pod kontrolo inducibilnega promotorja, ki
se odziva na transkripcijski faktor IRF3 (promotor gena za IFN-B). F-LUC zane nastajati
Sele po stimulaciji receptorja TLR3 in nadaljnji sprozeni signalizaciji, ki vodi do nastanka
IRF3. Aktivnost F-LUC je v tem primeru torej pokazatelj bioloSke aktivnosti liganda.

18 ur po stimulaciji celic (opisano pod tocko 3.2.7.2.3) smo odstranili gojisce in celicam
dodali 30 pL 1-kratnega pufra za lizo celic (Promega). Plos¢o smo rahlo pretresli in
inkubirali 30 minut na sobni temperaturi, nato pa smo jo zamrznili za 24 ur na -20 °C.
Luciferazno aktivnost smo izmerili z luminometrom mikrotitrskih plos¢ Orion II (Berthold
Detection Systems). Substrat za F-LUC je luciferin, za R-LUC pa koelenterazin, aktivnost
obeh encimov pa se odraza v luminiscenci, ki jo izmeri luminometer v posamezni luknjici.
Reakciji potekata neodvisno, luminiscenco se meri glede na napisan program za to metodo:
luminometer sprva vbrizga pufer za kresnickino luciferazo in izmeri luminiscenco F-LUC.
Nato vbrizga $e pufer za Renilla luciferazo in izmeri luminiscenco R-LUC. Pufer za R-
LUC inhibira F-LUC, kar omogoca, da je izmerjena luminiscenca posledica aktivnosti R-
LUC (sestava obeh pufrov je opisana v preglednici 8).

Rezultate smo obdelali s programom Excel in podali kon¢no vrednost kot relativno
luciferazno aktivnost oziroma RLU (ang. »relative light units«). RLU dobimo z
normalizacijo glede na R-LUC, pri ¢emer delimo vrednosti F-LUC z vrednostmi R-LUC
za vsako luknjico posebej. Statisticno obdelavo smo naredili s programom Excel z orodjem
za analizo podatkov t-test in sicer smo preizkusali domnevo o razliki povprec¢ij v primeru
razliénih varianc (ang. »t-test: Two-sample assuming unequal variances«) pri stopnji
znacilnosti a = 0,05. Upostevali smo dvostransko alternativno domnevo, uporabili pa smo
tudi vrednost P (razlaga v prilogi A).

3.2.8 Preverjanje celicnega vnosa kompleksov

Sposobnost celiénega vnosa INK, vezanih na konjugat Tf-PLL, smo opazovali s
konfokalno fluorescen¢no mikroskopijo. Preverjali smo ali je Tf fizioloSko aktiven
oziroma sposoben vezave na TfR, kar omogoca receptorsko-posredovano endocitozo in s
tem nadzorovan vnos v endosomalno pot. Kot INK smo uporabili CpG ODN 10104,
oznacen z fluorescen¢nim barvilom Alexa Fluor 633 (Sigma Aldrich) oziroma ODN-Alexa
633. Poleg tega smo preverjali kolokalizacijo kompleksov z barvilom za lizosome
LysoTracker Green (Invitrogen). Kot dokaz, da opazujemo celice v pravi ravnini in da bi
se izognili artefaktom, smo z barvilom HOECHST 33289 (Invitrogen) pobarvali tudi jedra.
Potek poskusa je shematsko prikazan na sliki 30 in podrobno opisan v naslednjih
odstavkih.
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3.2.8.1 Delo s trajno clovesko celi¢no kulturo HeLa

Cloveska celi¢na kultura HeLa je trajna celi¢na linija, pripravljena z izolacijo celic
cervikalnega raka bolnice Henrietti Lacks, po kateri je tudi dobila ime. V in vitro pogojih
je linijo razmeroma enostavno vzdrzevati, saj ima visoko in teoreticno neomejeno
delitveno sposobnost.

Linijo HeLa smo uporabili zato, ker gre za rakaste celice, ki izrazajo visji nivo TfR (Bleil
in Bretscher, 1982; Inoue in sod., 1993), zaradi ¢esar bi morala biti preko Tf posredovana
endocitoza uCinkovita. Poleg tega se celice mo¢no drzijo podlage in so zato primerne za
delo z mikroskopom, saj omogocajo enostavno veckratno spiranje, kar je pomembno za
doseganje relevantnih rezultatov.

Delo s celi¢no kulturo HelLa je potekalo na povsem enak nacin, kot s celi¢no kulturo
HEK?293 (opisano pod tocko 3.2.7.1).

3.2.8.2 Analiza celic s konfokalno fluorescencno mikroskopijo

Konfokalna fluorescenéna mikroskopija je tehnika opticnega slikanja, namenjena
povecanju opticne loc¢ljivosti in kontrasta mikrografa. Z uporabo laserja in sistema zaslonk
pregledujemo predmet po opti¢nih rezinah, kjer laser vzbuja fluorescencne molekule v
vsaki tocki posebej. Prva zaslonka zozi zarek in s tem omogoci vecjo loCljivost, druga pa
prepusca ozek snop fluorescence le iz tocke, ki je bila obsevana. Tako se izognemo
zaznavanju fluorescence, ki vstopa s preparata izven goriS¢a. Uporaba konfokalne
fluorescenéne mikroskopije v vedah o zivljenju je zelo Siroka, najpogosteje pa z njo
opazujemo fiksirane ali zive celice in tkiva, ki jith navadno ozna¢imo s sinteticnimi
fluorescen¢nimi barvili (fluorokromi) ali fluorescenénimi proteini.

3.2.8.2.1 Nacepitev celic HeLa

Celice smo nasadili v 8-luknjiéne mikroskopirne komore (Ibdi) in sicer 5 x 10" celic na
posamezno luknjico v 300 pL gojisca. Celice smo inkubirali 24 ur pri pogojih, opisanih
pod toc¢ko 3.2.7.1.

3.2.8.2.2 Dodajanje kompleksov k celicam HeLa

Komplekse Tf-PLL/ODN-Alexa 633 smo pripravili neposredno pred stimulacijo. Sprva
smo pripravili 5 pM raztopino ODN-Alexa 633 v gojis¢u OPTIMEM. Nato smo 20 pL (0,8
ug) pripravljene raztopine dodali 2-kratno maso kompleksov Tf-PLL (1,6 pg), nezno
premesali in inkubirali 1 uro na sobni temperaturi. Za kontrolo smo uporabili enako
koli¢ino iste raztopine ODN-Alexa 633 pod enakimi pogoji, vendar brez dodatka konjugata
Tf-PLL.
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24 ur po nacepitvi smo celicam odsesali staro gojisce. Pripravljene vzorce smo v gojisc¢u
DMEM z 10-odstotnim FBS razred¢ili do 200 pL, rahlo premesali in dodali k celicam.
Konc¢na koncentracija ODN-Alexa 633 v posamezni luknjici je bila 0,5 uM. Vzorce smo
inkubirali 4 ure pri pogojih, opisanih pod tocko 3.2.7.1.

3.2.8.2.3 Spiranje celic HeLa

Po 4 urah inkubacije smo celice 4-krat previdno sprali z gojis¢em DMEM z 10-odstotnim
FBS. Namen spiranja je odstranitev ODN-Alexa 633 in kompleksov, ki v §tirih urah niso
prisli v celico. Poleg tega je potrebno odstraniti ves zunajcelicni ODN-Alexa 633, saj bi
sicer zaradi moc¢ne fluorescence in presevanja motil samo mikroskopiranje, kar bi lahko
vodilo do artefaktov.

3.2.8.2.4 Oznacevanje celic HeLa z barvilom za lizosome LysoTracker Green in barvilom za
jedra HOECHST 33258

LysoTracker Green je fluorescencno barvilo, ki specifi¢no barva lizosome, zato nam preko
kolokalizacije s kompleksi omogoca spremljanje vnosa v endocitotsko pot. HOECHST
33258 je prav tako fluorescencno barvilo, ki specifi¢no barva jedra celic. Uporabili smo ga
za lazje spremljanje vnosa kompleksov v celice, saj nam omogoca opazovanje ustrezne
ravnine celic, poleg tega se izognemo artefaktom, saj bi prisotnost kompleksov v jedrih
pomenila, da poskus oziroma meritev ni ustrezna.

Po Cetrtem spiranju celic smo v luknjice dodali gojisce, v katerem smo pripravili 1 nM
LysoTracker Green (Invitrogen) in 1 pg/ul HOECHST 33258 (Invitrogen). Celic po
dodatku barvil ni bilo potrebno spirati, zato smo po 1 uri nadaljevali neposredno z
mikroskopiranjem.

3.2.8.2.5 Mikroskopiranje

Vnos kompleksov Tf-PLL/ODN-Alexa 633 v zive celice HeLa smo po 4 urah inkubacije in
1 uri barvanja opazovali s konfokalnim invertnim mikroskopom Leica TCS SP5 (Leica
Microsystems). Uporabili smo imerzijski objektiv s 63-kratno povecavo in NA 1,4.

Po vklopu laserjev smo nastavili vse potrebne parametre (intenziteta laserskega zarka,
filtri, ozadje, obmocje detekcije emisije in nacin snemanja slike).

Uporaba laserjev je bila odvisna od uporabljenega fluorescencnega barvila in valovne
dolzine, pri kateri je bilo potrebno vzbujati. Za opazovanje ODN-Alexa 633 smo uporabili
10 mW HeNe laser valovne dolZine 633 nm. Jakost laserja smo nastavili na 20 odstotkov.
Za opazovanje barvila LysoTracker Green smo uporabili 25 mW moc¢ni veclinijski
argonski laser in vzbujali pri valovni dolzini 488 nm. Jakost laserja smo nastavili na 25
odstotkov. HOECHST 33258 smo opazovali z laserjem Diode 405 in vzbujali pri valovni
dolzini 405 nm.
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Ko smo v programu LAS AF 1.8.0. (Leica Microsystems) posneli slike, smo doloc¢ili,
kak$ne barve naj bo na sliki posamezno barvilo. Za ODN-Alexa 633 smo dolocili rdeco
barvo, za LysoTracker Green zeleno in za HOECHST 33258 modro.

Kolokalizacijo smo opazovali tako, da smo s programom pripravili prekrivajoCe slike.
Kolokalizacija ODN-Alexa 633 (rdece) in LysoTracker Green (zeleno), se odraza v
prekrivanju signalov in nastanku rumenibh lis.
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Slika 30: Shematski prikaz preverjanja celicnega vnosa kompleksov s konfokalno fluorescen¢no
mikroskopijo
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3.2.9 Preverjanje bioloSke aktivnosti kompleksov na primarni celi¢ni liniji
HMVEC-dLY Ad

Da bi ugotovili ali pripravljeni kompleksi aktivirajo imunski odziv, smo z njimi in
ustreznimi kontrolami stimulirali primarno celi¢no linijo ¢loveskega mikrovaskularnega
limfati¢nega endotelija oziroma HMVEC-dLY Ad. Celi¢na linija je komercialno dostopna
in izraza receptor TLR3. Stimulacija celic s poli(I:C) sprozi med drugim mocno
proizvodnjo IL-6, ki smo jo spremljali s komercialnim testom ELISA (Bender
MedSystems).

3.2.9.1 Delo s primarno ¢lovesko celi¢no kulturo HMVEC-dLY Ad

S primarno celi¢no linijo HMVEC-dLY Ad smo ravnali po navodilih proizvajalca (Lonza).
Gojili smo jo pri pogojih, opisanih pod tocko 3.2.7.1. Ker gre za primarno celi¢no linijo, je
vzdrzevanje kompleksnejse, celice pa za rast potrebujejo prilagojeno gojisc¢e (Lonza).
Celice imajo omejeno Stevilo delitev, zato smo linijo vzdrzevali, dokler je imela ustrezno
hitrost rasti.

Celice smo gojili v gojitvenih posodicah s 15 ml prilagojenega gojisca. Gojisce smo jim
menjali enkrat tedensko, ko pa so celice prerasle podlago, smo jih razredcili. Sprva smo
odstranili staro gojisce in celice dvakrat sprali s 5 ml PBS. Nato smo dodali 3 ml tripsina in
inkubirali 5 min pri sobni temperaturi. Nato smo, za razliko od celic HEK293 in HeLa,
celice fizi¢no odlepili z uporabo strgalca za odlepljanje celic. Za inaktivacijo tripsina smo
dodali 3 ml gojisca, ogretega na 37 °C. Suspenzijo celic smo odpipetirali v falkonko in jih
zbrali s centrifugiranjem (1200 obr./min, 5 minut). Odsesali smo supernatant in celice
resuspendirali v 4 ml gojisc¢a ter jih vrnili v gojitveno posodico s svezim, ogretim gojisc¢em,
v razmerju 1:4.

3.2.9.2 Casovno spremljanje bioloske aktivnosti kompleksov s &loveskim IL-6 ELISA
testom

3.2.9.2.1 Nacepitev celic HMVEC-dLY Ad

Celice smo odlepili po postopku, opisanem pod tocko 3.2.9.1. Ko smo jih zbrali in
resuspendirali, smo alikvot (10 puL) pobarvali z barvilom Tripan modro in jih na Stevnih
ploscicah presteli z uporabo naprave za avtomatsko Stetje celic (Invitrogen). Nato smo jih
nacepili v obicajno 96-luknji¢no mikrotitrsko plos¢o za gojenje celic (Nunc) in sicer 4 x
10* celic na posamezno luknjico v 200 pL gojis¢a. Celice smo inkubirali 24 ur pri pogojih,
opisanih pod tocko 3.2.7.1.

3.2.9.2.2 Stimulacija celic HMVEC-dLY Ad

Sprva smo pripravili komplekse konjugata Tf-PLL in poli(I:C) ter samega PLL in
poli(I:C). Najprej smo v prilagojenem gojis€u pripravili raztopino poli(I:C) z masno
koncentracijo 50 pg/pL. Nato smo raztopino razdelili na tri dele. Prvemu smo dodali
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kolicino kompleksov Tf-PLL, ki je ustrezala masnemu razmerju Tf-PLL: poli(I:C) = 2: 1,
drugemu koli¢ino PLL, ki je ustrezala masnemu razmerju PLL: poli(I:C) = 1,5: 1, tretjemu
pa samo gojisce. Zaradi natancnosti smo izenacili volumne in vzorce dopolnili do 100 uL z
gojis¢em nato pa rahlo premesali in inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi. Nato smo
vzorce dopolnili do 200 pL glede na posamezno luknjico, rahlo premesali in dodali k
celicam. Koncentracija poli(I:C) v posamezni luknjici je znasSala 2,5 pg/uL. Pred
stimulacijo celic smo zamenjali staro gojisce.

Masna razmerja konjugata Tf-PLL oziroma samega PLL proti poli(I:C) smo dolocili z
metodo zmanjSane mobilnosti na gelu (opisano pod tocko 3.2.5) in sicer smo uporabili
masno razmerje, pri katerem je lisa poli(I:C) na agaroznem gelu povsem izginila, oziroma
je prislo do popolne zaustavitve potovanja na gelu.

3.2.9.2.3 Zbiranje supernatanta stimuliranih celic HMVEC-dLY Ad

Ker smo Zeleli spremljati ¢asovni odziv aktivacije receptorja TLR3 s kompleksi, smo iz
istih luknjic zbirali supernatante v razli¢nih ¢asovnih intervalih in sicer 12, 18, 24, 36 in 48
ur po stimulaciji.

Volumen gojis¢a v posamezni luknjici je znasal 200 pL. Pred odvzemom supernatanta smo
vsebino luknjice zelo previdno trikrat prepipetirali in pazili, da se pri tem celice niso
odlepile od podlage. Nato smo odvzeli 20 uLL homogenega supernatanta in ga nemudoma
zmrznili do analize. Po vsakem odvzemu supernatanta smo v luknjico dodali 20 pL
svezega gojisca, da pri naslednjih odvzemih koncentracija IL-6 v luknjici, zaradi vedno
manjSega volumna, ne bi bila vsakokrat vi§ja, kar bi se odrazalo v lazno vi§jih vrednosti pri
testu ELISA. Pri tem smo seveda naredili napako, vendar so bili rezultati lazno nizji, poleg
tega nas je zanimalo relativno razmerje med vzorci pri dolocenem ¢asu, ki pa bi moralo biti
ne glede na koli¢ino odvzetega IL-6 enako.

Shematski potek opisanega poskusa je predstavljen na sliki 31.
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Slika 31: Shematski prikaz poteka poskusa za c¢asovno spremljanje koli¢ine IL-6 v supernatantu celic
HMVEC-dLy Ad po stimulaciji s kompleksi Tf-PLL/poli(I:C)
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3.2.9.2.4 Preverjanje sinteze humanega IL-6 s testom ELISA

Za preverjanje koncentracije humanega IL-6 v supernatantih celic smo uporabili
komercialno dostopen komplet za test IL-6 ELISA (Bender MedSystems) po navodilih
proizvajalca. Odvzete supernatante smo pred testom 10-krat red¢ili. Kot biolosko kontrolo
smo uporabili nestimulirane celice, za kontrolo testa pa smo izvedli test brez dodatka
supernatanta. Pozitivna kontrola je bil standard IL-6. Princip testa je shematsko prikazan
na sliki 32, izvorna navodila proizvajalca pa se nahajajo v prilogi B.

Prekrita luknjica
Anti-hIT-6 protitelo je adsorbirano na povriino
luknjice

[ 1

| Anti-hIT -6 protitelo

Prva inkubacija )

Cloveski IL-8, prisoten v supernatantu, se veze
na adsorbirano protitelo. Dodamo tudi konjugat

o anti-hIL -6 protitelesa in biotina, ki se veZe na

Iﬂ I? ¢loveski IL-6, ki ga je vezalo protitelo iz
LCIE O TR O EAN prejénjega koraka.
L
: IL-6

I.]_J Konjgat ant1-hll.-6 protitelesa m biotma

Druga inkubacija

&

/.\

Po inkubaciji se s spiranjem odstrani nevezan
konjugat anti-hIT.-6 protitelesa in biotina.
Dodamo konjugat streptavidina in HRP
percksidaze. ki se veZe na biotin iz konjugata
prejinjega koraka.

' Konjgat streptavidina in HRP peroksidaze
s, g epl P

Tretja inkubacija
- . Po mkubaciji se s spiranjem odstrani nevezan
'_|_|' L L konjugat streptavidina in HRP peroksidaze.
Ii I? L_I.| Nato se doda substrat TMB, ki reagira s HRP
¢ a5 peroksidazo.
I
Substrat TMB

—~ o

g s

Peroksidaza HRP iz konjugata pretvori substrat
TMB v obarvan produkt. Intenziteta obarvanosti
je sorazmema s kolicino €loveSkega IL-6, prisot-

nega v serumu. Reakcijo ustavimo z dedatkom

I kisline in izmerimo absorbanco pri valovni
dolzini 450 nm.

PN Obarvan produkt

Slika 32: Shematski prikaz preverjanja sinteze ¢loveskega IL-6 s testom ELISA (Human IL-6 ..., 2007: 5)

Statisticno obdelavo smo naredili s programom Excel z orodjem za analizo podatkov t-test
in sicer smo preizkuSali domnevo o razliki povprecij v primeru razli¢nih varianc (ang. »t-
test: Two-sample assuming unequal variances«) pri stopnji znacilnosti o = 0,05. Upostevali
smo dvostransko alternativno domnevo, uporabili pa smo tudi vrednost P (razlaga v Prilogi
A).
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3.2.9.3 Dolocanje bioloske aktivnost kompleksov s ¢loveskim IL-6 ELISA testom ob
odstranitvi gojisca po eni oziroma treh urah

Da bi preverili ali ima povecana internalizacija kompleksov tudi bioloski pomen, smo
spremljali proizvodnjo IL-6 v celicah HMVEC-dLY Ad po stimulaciji s kompleksi Tf-
PLL/poli(I:C). Test smo izvedli na povsem enak nacin, kot je opisano v tocki 3.2.9.2, le da
smo 1 oziroma 3 ure po stimulaciji celicam odstranili gojisce in jih trikrat previdno sprali s
svezim gojis¢em, nato pa jim dodali 200 pL. novega gojisca. Nato smo stimulirane celice
inkubirali 36 ur pri pogojih, opisanih pod toc¢ko 3.2.7.1. Z odstranitvijo gojisca po kratkem
¢asu smo odstranili vso poli(I:C), ki se v tem Casu ni vnesla v celice. Pricakovali smo
ucinkovitejsi vnos poli(I:C) v kompleksih s Tf-PLL, v primerjavi s prosto poli(I:C). To bi
se odrazalo v ve¢ji proizvodnji ¢loveskega IL-6, kar smo spremljali s ¢loveskim IL-6
ELISA testom. Shematski potek poskusa je predstavljen na sliki 33.

Konjugat TI-PLL

1ura

i Stimulacija celic s kompleksi konjugata
T£-PLL in poli(I:C)

. . 24ur
Nacepitev celic na
mikrotitrsko ploééo
s 96 luknjicami
lura 3 ure

Odstranitev gojiséa, trikratno spiranje

36ur

Zbiranje supernatanta

Y

Test ELISA

Slika 33: Shematski prikaz poteka poskusa za dolocanje koli¢ine IL-6 v supernatantih celic HMVEC-dLy Ad
po stimulaciji s kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) ob odstranitvi gojis¢a
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3.2.9.4 Test kompetitivne inhibicije s prostim Tt

Da bi potrdili specifi¢nost interakcije kompleksov Tf-PLL/poli(I:C) s TfR, smo izvedli test
kompetitivne inhibicije s prostim Tf. Pricakovali smo, da bo prost Tf zasedel omejeno
Stevilo TfR na celicah HMVEC-dLY Ad, zato bo vnos kompleksov preko Tf-posredovane
receptorske endocitoze delno inhibiran, kar bi se odrazalo v nizji bioloski aktivnosti
poli(I:C).

Test smo izvedli na povsem enak nacin kot pod toc¢ko 3.2.9.2, le da smo 10 minut pred
stimulacijo celic v luknjico dodali 50-kratni molarni prebitek prostega Tf, prav tako smo
enako kolic¢ino prostega Tf dodali Se v sam vzorec. Stimulirane celice smo inkubirali 24 ur
pri pogojih, opisanih pod toc¢ko 3.2.7.1 in nato zbrali supernatante ter izvedli ELISA test za
dolocanje koli¢ine ¢loveskega IL-6.
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4 REZULTATI

4.1 PRIPRAVA KONJUGATA TF-PLL

4.1.1 Sinteza konjugata Tf-PLL

Tf in PLL smo z uporabo bifunkcionalnega reagenta SPDP povezali preko disulfidne vezi.
Sprva smo s SPDP tako v Tf kot tudi PLL vnesli piridilditiolne skupine. Nato smo iz
piridilditiolne skupine v PLL z redukcijo odstranili piridin-2-tionsko skupino in tako dobili
prosto sulfhidrilno skupino. Po ¢iS€enju vmesnih stopenj sinteze z razsoljevanjem smo
zdruzili modificirana Tf in PLL ter s tvorbo disulfida prisli do kon¢nega konjugata. Potek
sinteze jo podrobno opisan in shematsko predstavljen pod tocko 3.2.4 v poglavju Materiali
in metode.

V preglednici 14 so predstavljene osnovne fizikalno-kemijske lastnosti Tf in PLL. PLL je
sinteti¢ni polimer AK lizina in je meSanica razli¢no velikih polipeptidov z molsko maso od
70 do 150 kDa. Zato smo njegove teoreticne lastnosti predstavili na podlagi povprecne
dolzine polipeptidne verige. Ker ne vsebuje AK s funkcionalnimi skupinami, ki bi
absorbirale pri 280 nm (AK triptofan, tirozin ali cistein), se njegove koncentracije z UV
spektroskopijo pri tej valovni dolzini ne da spremljati.

Preglednica 14: Osnovne fizikalno-kemijske lastnosti transferina in poli-L-lizina

Teoreti¢na

. Stevilo Velikost . <y Ekstinkcijski koeficient o/ (—
Protein  inokislin  (Da) ‘Z"e:slé‘lt;‘c“a pri 280 nm (M-1 cm-1) A 01 % G1 /L)
Transferin 698 77050 6,81 85240 1,106
Poli-L-lizin 859 110000 12,03 0 0

* A = absorbanca pri 280 nm

S piridin-2-tionskim testom smo pokazali, da je z 1 molekulo Tf v povprecju reagiralo 7
molekul SPDP, z 1 molekulo PLL pa 16. To pomeni, da je v povpre€ju priblizno na vsakih
50 AK lizina prisotna piridilditiolna skupina, ki omogoca vezavo ene molekule Tf. Do
rezultata smo prisli z uporabo enacbe (2), navedene v poglavju Materiali in metode.
Rezultati so predstavljeni v preglednici 15.

Preglednica 15: Ocena modifikacije transferina in poli-L-lizina s SPDP

Transferin Poli-L-lizin
Ay pred redukceijo z DTT 0,01 0,001
Ajy3 po redukceiji z DTT 0,24 0,14
A343 po redukciji - A343 pred 0.23 0.139
redukcijo ’ ’
Koncentracija proteina (mg/ml) 0,31 0,12

n(SPDP) / n(protein) 7 16
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4.1.1.1 Preverjanje sinteze konjugata Tf-PLL z NaDS-PAGE

Disulfidna vez med Tf in PLL je obcutljiva na redukcijska sredstva, kar smo uporabili za
dokazovanje sinteze konjugata. V reducirajoCih pogojih, ki prekinejo vez med Tf in PLL
ter po barvanju NaDS-PAGE gela z barvilom Coomassie Brilliant Blue, pricakujemo liso
pri 77 kDa, ki predstavlja Tf, medtem ko sam PLL na analiticnem NaDS gelu ni viden.
Vzrok je mo¢no pozitiven naboj PLL, ki preprecuje vstop v gel. Prav tako v vzorcih brez
dodanega reducenta ne moremo opazovati konjugatov Tf-PLL, saj zaradi velike gostote
pozitivnega naboja in velike molekulske mase ne potujejo v gel.

Slika 34 prikazuje NaDS-PAGE gel, na katerega smo nanesli 10 pg konjugata Tf-PLL pred
¢iscenjem z gelsko filtracijo ter enako maso samega Tt (vzorec 7). Lise, ki jih vidimo na
gelu predstavljajo Tf. Glede na velikostni standard je njegova molekulska masa ustrezna,
saj se pojavi malo nad liso standarda velikosti 72 kDa. Poleg tega se sam Tf (vzorec 7)
nahaja na povsem enakem mestu.

Opazimo, da se v reducirajocih pogojih (vzorci 2, 4 in 6) pojavlja intenzivnejsa lisa Tf, kot
v ne-reducirajocih. Razlog je, da se Tf v reducirajocih pogojih ob prekinitvi disulfidne vezi
sprosti iz konjugata in potuje v gel, medtem ko v ne-reducirajo¢ih pogojih ostaja vezan v
konjugatu, ki zaradi zgoraj omenjenih razlogov ne more potovati v gel. Razlika je najbolj
opazna pri molarnem razmerju Tf: PLL = 1: 1, kjer v ne-reducirajo¢ih pogojih (vzorec 1)
lise Tf skoraj ni mogoce opaziti, medtem ko je v reducirajo¢ih pogojih (vzorec 2) zelo
dobro vidna in to pri velikosti, ki ustreza Tf.

Glede na intenziteto lis Tf v ne-reducirajocih v primerjavi z reducirajo¢imi pogoji lahko
sklepamo, kolikSen del Tf se je povezal s PLL, saj intenziteta lise predstavlja nepovezan
Tf. Bolj kot je lisa intenzivna, manj Tf se je povezalo v konjugat in obratno. Pri razmerju
Tf: PLL = 1: 0,1 (vzorca 5 in 6) vidimo, da je lisa Tf priblizno pol toliko intenzivna v ne-
reducirajocih, kot v reducirajo¢ih pogojih. To pomeni, da je priblizno polovica Tf ostala
nepovezana. Pri razmerju Tf: PLL = 1: 0,2 (vzorca 3 in 4) je lisa v ne-reducirajoc¢ih pogojih
opazno manj intenzivna kot v reducirajocih, s PLL pa sta se povezali priblizno dve tretjini
Tf, ki na gelu nista ve¢ vidni. Pri enakem Stevilu molov Tf in PLL (vzorca 1 in 2) vidimo,
da lisa v ne-reducirajo¢ih pogojih skoraj ni opazna, kar pomeni, da je vefina Tf
povezanega v konjugate s PLL. Do enakih zakljuckov glede uspesnosti povezovanja smo
prisli tudi z gelsko filtracijo (opisano pod tocko 4.1.2).
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M 1 2 M 3 4 5 6 7
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Slika 34: NaDS-PAGE gel neocis¢enih konjugatov Tf-PLL

Konjugat med transferinom in poli-L-lizinom (Tf-PLL) smo pripravili z zdruzevanjem Tf in PLL v treh
razli¢nih molarnih razmerjih, in sicer Tf: PLL = 1: 1 (vzorca 1 in 2) / 1: 0,2 (vzorca 3 in 4) / 1: 0,1 (vzorca 5
in 6), pri ¢emer je bila koli¢ina Tf v vseh primerih enaka (podrobno opisano pod toc¢ko 3.2.4.1 v poglavju
Materiali in metode). Vsakega od treh vzorcev konjugatov Tf-PLL smo na gel nanesli v dveh razli¢nih
pogojih. V levi zepek (vzorci 1, 3 in 5) smo vsakokrat nanesli vzorec v ne-reducirajocih pogojih v 4-kratnem
ne-reducirajocem NaDS nanasalnem pufru (sestava je opisana v preglednici 9), v desnega (vzorci 2, 4 in 6)
pa v reducirajo¢ih pogojih v 4-kratnem reducirajo¢em NaDS nanaSalnem pufru (sestava je opisana v
preglednici 9). Slednji pufer vsebuje 2-merkaptoetanol, ki prekine disulfidne vezi. Vzorca, oznacena z M,
predstavljata velikostni standard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus), na podlagi katerega smo
dolo¢ili priblizno velikost ostalih vzorcev, vzorec 7 pa je sam Tf za kontrolo.

4.1.2 Izolacija konjugata T{-PLL

Pri sintezi konjugatov Tf-PLL so nastali naslednji stranski produkti: prost Tf, ki se ni
povezal s PLL, prost PLL, ki se ni povezal s Tf in prosta piridin-2-tionska skupina, ki se je
sprostila ob nastanku disulfidne vezi. Ker smo nadaljnje poskuse Zeleli opravljati s ¢istimi
konjugati, smo jih morali izolirati. To smo storili z gelsko filtracijo na napravi HPLC. Pri
tej metodi se molekule lo¢ijo na osnovi njihove velikosti oziroma molekulske mase.
Najprej kolono zapustijo velike molekule, sledijo jim manjse, in sicer po vrstnem redu
glede na velikost (princip metode je podrobno opisan pod tocko 3.2.4.2 v poglavju
Materiali in metode).

Pufer za gelsko filtracijo je vseboval 1,5 M GndCl, saj smo ugotovili, da se locevanja v
nativnih pogojih ne da izvesti, ker pride do interakcij med PLL in stacionarno fazo kolone
(locevanje brez prisotnosti GndCl je prikazano v prilogi C). Locevanje smo spremljali z
merjenjem absorbance pri 280 nm, pri ¢emer smo zaznali le Tf, saj PLL ne vsebuje AK s
funkcionalnimi skupinami, ki bi absorbirale pri tej valovni dolzini. Zelene frakcije smo
zbrali avtomatsko, in sicer smo v programu dolo¢ili, v katerem ¢asovnem intervalu naj
zbira vzorce.
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Slika 35 prikazuje kromatogram separacije samega Tf in PLL. Kromatogram je namenjen
kontroli lo¢evanja vzorcev Tf-PLL, saj je potrebno ugotoviti, kdaj kolono prepotuje sam
Tf, da lahko sklepamo, kje v kromatogramu se nahajajo konjugati Tf-PLL. Pokazali smo,
da zadrzevalni Cas Tf na koloni znasa 17,3 minute. PLL, pri¢akovano, ni opazen pri
valovni dolZini 280 nm.
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Slika 35: Gelska filtracija transferina in poli-L-lizina
Neprekinjena tanka ¢rta predstavlja kromatogram separacije transferina (Tf), neprekinjena debela pa
kromatogram separacije poli-L-lizina (PLL).

Slika 36 prikazuje kromatogram lo¢evanja kompleksov Tf-PLL. V postopku sinteze smo v
zadnjem koraku zdruzili s SPDP modificiran Tf in s SPDP modificiran ter naknadno
reduciran PLL. Vzorce smo zdruzili v 3 razlicnih molarnih razmerjih, in sicer n(Tf):
n(PLL) =1: 0,1/ 1: 0,2 in 1: 1, pri ¢emer je bilo Stevilo molov Tf vedno enako (podrobno
opisano pod toc¢ko 3.2.4.1 v poglavju Materiali in metode).

Glede na sliko 35, iz katere lahko razberemo zadrzevalni ¢as Tf z molsko maso 77 kDa,
sklepamo, da se ob enakih pogojih lo¢evanja vrh Tf tudi na sliki 36 nahaja pri istem
zadrzevalnem ¢asu. Edina komponenta v vzorcu, ki absorbira pri valovni dolzini 280 nm je
Tf. Zato vemo, da vrhovi, ki se nahajajo levo od Tf, predstavljajo molekule Tf, ki so
povezane s PLL in imajo zato vecjo molekulsko maso, kar pomeni hitrejSe potovanje skozi
kolono. Konjugati Tf-PLL se torej nahajajo levo od vrha Tf. Vidimo, da konjugati kolono
prepotujejo v razlicnem Casu, saj ne dobimo enega samega ozkega vrha, temve¢ locbo v
obliki platoja. To je skladno z dejstvom, da je PLL meSanica razlicno dolgih polipeptidnih
verig lizina z molsko maso od 70 do 150 kDa, poleg tega se je na molekulo PLL lahko
vezalo razlicno Stevilo molekul Tf in obratno. Pri najvecjih konjugatih, ki kolono
prepotujejo Ze po 11 minutah, lahko domnevamo, da je prislo celo do premrezenja molekul
Tf in PLL v smislu povezave posameznih konjugatov med seboj.
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Na kromatogramu je vidna odvisnost stehiometrije povezovanja konjugatov glede na
molarno razmerje Tf in PLL. Ker je bila koli¢ina Tf v vseh treh primerih enaka, lahko
ocenimo potek sinteze. V primeru razmerja Tf: PLL = 1: 0,1 vidimo pri zadrzevalnem ¢asu
17,4 minut visok vrh, ki predstavlja prost Tf, ki se ni povezal s PLL. Vrh prostega Tf pri
razmerju Tf: PLL = 1: 0,2 je ze veliko nizji, pri razmerju 1: 1 pa je neznaten. Opazno je, da
z nizanjem koli¢ine prostega Tf v reakcijski meSanici naraS¢a povrSina, ki predstavlja
konjugate Tf-PLL. Poleg tega se spreminja oblika platoja, ki se z viSanjem koli¢ine PLL
prevesa na levo stran. To pomeni, da je v zmesi prisotnih vedno ve¢ konjugatov z vi§jimi
molekulskimi masami.

140 - Tf
120
100 -
E 80 - TIPLL (1: 0.1)
= TfPLL (1: 0.2)
S 60 Tf-PLL TIPLL (1:1)
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Slika 36: Gelska filtracija konjugata Tf-PLL

Aktiviran transferin (Tf) in poli-L-lizin (PLL) smo zdruzili v razlicnih molarnih razmerjih, da bi ocenili
stehiometrijo sinteze konjugata Tf-PLL. Koli¢ina Tf je bila v vseh treh vzorcih enaka, prilagajali pa smo
koli¢ino dodanega PLL. Tanka neprekinjena ¢rta predstavlja komplekse, kjer je bilo prisotnega desetkrat
manj PLL kot Tf, srednje debela Srafirana crta predstavlja komplekse, kjer je bilo prisotnega petkrat manj
PLL, debela neprekinjena Crta pa predstavlja komplekse, kjer je bila koli¢ina PLL in Tf enaka. Na
kromatogramu je vidna odvisnost stehiometrije povezovanja konjugatov glede na molarno razmerje Tf in
PLL.

Po gelski filtraciji smo zbrali frakcije, ki so vsebovale Tf-PLL in so na sliki 36 oznacene z
zavitim oklepajem. V programu smo nastavili ¢asovno zbiranje frakcij v razmaku ene
minute, in sicer smo zbirali od zadrZevalnega ¢asa 10,5 minut do 15 minut. Majhen vrh pri
zadrzevalnem casu 15,5 minut smo izpustili, saj smo sklepali, da vsebuje di- oziroma tri-
mere TTf (predstavljeno v prilogi C).

Po zadostnem S$tevilu izvedenih separacij smo zdruzili vse frakcije, ki vsebujejo Tf-PLL,
pri ¢emer smo uporabili vzorce vseh treh molarnih razmerij Tf proti PLL. Zdruzene
frakcije smo dializirali in skoncentrirali. Pridobili smo priblizno 120 pg konjugata T{-PLL,
preratunano glede na absorbanco Tf pri 280 nm. Vzorci so imeli ustrezen proteinski
spekter (slika 37).
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Slika 37: Proteinski spekter izoliranega konjugata Tf-PLL
Konjugat med transferinom in poli-L-lizinom (Tf-PLL) ima ustrezen proteinski spekter. Vrh pri valovni
dolzini 280 nm je posledica prisotnosti transferina.

4.1.2.1 Preverjanje izolacije konjugata Tf-PLL z NaDS-PAGE

Po sintezi konjugata je v reakcijski meSanici ostal nepovezan Tf, PLL in piridin-2-tion.
Nepovezan Tf je lepo viden (predvsem v vzorcih, kjer je bilo petkrat oziroma desetkrat
manj PLL v primerjavi s Tf) na sliki 34, ki prikazuje NaDS-PAGE gel pred izolacijo z
gelsko filtracijo. Z gelsko filtracijo smo se znebili prostega Tf in tako izolirali konjugate
Tf-PLL. Ker smo tekom gelske filtracije le predvidevali, kateri vrh predstavlja katero
komponento, je bilo zbrane frakcije potrebno preveriti z NaDS-PAGE. Kot smo ze omenili
je disulfidna vez med Tf in PLL obcutljiva na redukcijska sredstva. Poleg tega konjugat
Tf-PLL zaradi velike gostote pozitivnega naboja, ki je posledica prisotnosti PLL, in zaradi
velike molekulske mase na potuje v gel, zato po barvanju z barvilom Coomassie Brilliant
Blue lise niso vidne. V primeru dodatka redukcijskega sredstva (2-merkaptoetanol)
konjugat razpade in na gelu lahko opazimo liso Tf. Vsa navedena dejstva smo uporabili za
nedvoumno dokazovanje konjugata.

Slika 38 prikazuje NaDS-PAGE gel zbranih frakcij, ki so obkrozene na kromatogramu
gelske filtracije na spodnjem delu slike. Na gel smo nanesli priblizno 2 pg konjugata Tf-
PLL in nekaj ve¢ prostega Tf. Vzorec 1 predstavlja komplekse Tf-PLL v ne-reducirajo¢ih
pogojih (pripravljeni v 4-kratnem ne-reducirajoem NaDS nanaSalnem pufru, katerega
sestava je opisana v preglednici 9). Ker na gelu ni vidne nobene lise, ni prostega Tf, saj je
v celoti povezan s PLL in zato ne more potovati v gel. To pomeni, da je bila izolacija z
gelsko filtracijo uspesna, saj smo se znebili nepovezanega Tf. Vzorec 2 predstavlja isti
vzorec kompleksov Tf-PLL, vendar v reducirajo¢ih pogojih v prisotnosti 2-
merkaptoetanola (pripravljeni v 4-kratnem reducirajo¢em NaDS nanaSalnem pufru,
katerega sestava je opisana v preglednici 9). 2-merkaptoetanol povzro¢i razpad
kompleksov Tf-PLL, zato Tf lahko potuje v gel, kar opazimo kot liso ustrezne velikosti. S
tem smo dokazali, da smo z gelsko elektroforezo zbrali ustrezne frakcije in izolirali
komplekse Tf-PLL.
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Slika 38: NaDS-PAGE gel konjugatov Tf-PLL po izolaciji z gelsko filtracijo

Konjugate med transferinom in poli-L-lizinom (Tf-PLL) smo izolirali z gelsko filtracijo (spodnji del slike) in
jih dokazali z NaDS-PAGE (zgornji del slike). Vzorec 3 je sam Tf, ki je namenjen kontroli ustrezne velikosti
Tf v konjugatu. Vzorec 1 predstavlja zdruzene konjugate Tf-PLL vseh treh locevanj v ne-reducirajo¢ih
pogojih, vzorec 2 pa v reducirajocih pogojih. S ¢rko M oznacena vzorca predstavljata velikostni standard
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus), na podlagi katerega smo dolo¢ili priblizno velikost ostalih
vzorcev.

4.1.3 Preverjanje konformacije Tf

Ohranitev nativne strukture Tf v konjugatu Tf-PLL je bistvenega pomena za biolosko
aktivnost kompleksov. Ker smo v postopku izolacije z gelsko filtracijo uporabili pufer, ki
vsebuje 1,5 M GndCl (sestava opisana v preglednici 6), smo se Zeleli prepricati, da pri teh
pogojih ne pride do porusenja sekundarne strukture Tf. Sicer smo vzorce po gelski filtraciji
dializirali, pri ¢emer bi v primeru, da se je v Casu izolacije Tf denaturiral, najverjetneje
prislo do renaturacije, smo vseeno Zeleli pokazati, da GndCl pri 1,5 M koncentraciji sploh
ne povzro¢i denaturacije Tf.
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4.1.3.1 Merjenje cirkularnega dikroizma Tf, PLL in konjugata Tf-PLL

Preden smo se lotili preiskovanja vpliva GndCl na sekundarno strukturo Tf smo pogledali,
kaks$na je sekundarna struktura samega Tf, PLL ter izoliranega in dializiranega konjugata
Tf-PLL. Zato smo izmerili in primerjali CD spektre omenjenih vzorcev.

Na osnovi dolocene tridimenzionalne strukture 35 odstotkov sekundarne strukture Tf
predstavlja alfa vijacnica, 17 odstotkov pa beta plosca. Ker je CD spekter seStevek alfa,
beta in neurejene strukture, bi moral CD spekter Tf spominjati na alfa vijacnico (slika 29 v
poglavju Materiali in metode), pomaknjeno navzgor in z delno zabrisanimi
karakteristicnimi vrhovi. Na sliki 39 je razvidno, da se CD spekter Tf ujema s
pricakovanim. PLL je sinteti¢ni polimer razlicnega Stevila lizinskih ostankov, zato je
pricakovati, da bo njegova struktura povsem neurejena. Na sliki 39 vidimo, da je CD
spekter PLL dejansko zelo podoben tistemu, ki je znacilen za neurejeno obliko (slika 29 v
poglavju Materiali in metode).
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Slika 39: Cirkularni dikroizem transferina in poli-L-lizina

CD spekter transferina (Tf) je oznacen z neprekinjeno ¢rto, poli-L-lizina (PLL) pa s prekinjeno. CD spekter
Tf spominja na alfa vijacnico, pomaknjeno navzgor in z delno zabrisanimi karakteristicnimi vrhovi, CD
spekter PLL pa je zelo podoben tistemu, ki je znacilen za neurejeno obliko.

Slika 40 prikazuje CD izoliranega konjugata Tf-PLL, raztopljenega v dializnem pufru
(sestava je opisana v preglednici 6) v koncentraciji 0,1 mg/ml glede na Tf. CD spekter je
prikazan le v obmocju od valovne dolzine 210 nm do 260 nm, saj pri nizjih valovnih
dolzinah dializni pufer moti meritev. Na tej sliki je prikazana primerjava CD spektrov
konjugata v primerjavi s samim Tf in PLL, ki sta sicer ze prikazana na sliki 39, vendar v
celotnem obmocju valovih dolzin. Vidimo, da je CD spekter konjugata Tf-PLL priblizen
seStevek spektrov Tf in PLL, kar je bilo tudi pri¢akovati.
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Slika 40: Cirkularni dikroizem konjugata Tf-PLL v primerjavi s samim Tf in PLL

CD spekter transferina (Tf) je oznaCen s tanko neprekinjeno Crto, poli-L-lizina (PLL) s prekinjeno Crto,
konjugata med transfeinom in poli-L-lizinom (Tf-PLL) pa z debelo neprekinjeno ¢rto. CD spekter konjugata
Tf-PLL je priblizen sestevek spektrov Tf in PLL.

4.1.3.2 Vpliv 1,5 M GndCl na sekundarno strukturo Tt

Da bi se prepricali, kakSen vpliv ima 1,5 M GndCl na sekundarno strukturo Tf, smo
izmerili CD Tf in Tf z dodanim 1,5 M GndCl (brez dialize) ter s primerjavo spektrov
ocenili vpliv prisotnosti denaturanta.

Slika 41 prikazuje CD spekter Tf in Tf z dodanim 1,5 M ultra-¢istim GndCl. Spekter je
posnet le pri valovnih dolZinah od 210 nm do 260 nm, saj je pri niZjih valovnih dolzinah
topilo motilo meritev. Koncentracija vzorcev je bila v obeh primerih 0,1 mg/ml.

Ker se spektra na sliki 41 skoraj povsem prekrivata, lahko sklepamo, da je sekundarna
struktura Tf enaka sekundarni strukturi Tf z dodanim 1,5 M GndCl. To pomeni, da se
sekundarna struktura Tf pri pogojih izolacije ohranja.
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Slika 41: Cirkularni dikroizem transferina in transferina z dodanim 1,5 M GndCl

Neprekinjena ¢rta prikazuje CD spekter transferina (Tf), prekinjena pa CD spekter Tf z dodanim 1,5 M
GndCl. Spektra sta posneta pri valovni dolzini od 210 nm do 260 nm. Ker se skoraj povsem prekrivata, lahko
sklepamo, da je sekundarna struktura Tf enaka sekundarni strukturi Tf z dodanim 1,5 M GndCl.

4.1.3.3 Toplotna denaturacija Tf in Tf z dodanim 1,5 M GndCl

Ker smo se zeleli dodatno prepricati, da ne pride do denaturacije Tf z 1,5 M GndCl, smo
izvedli Se toplotno denaturacijo samega Tf in Tf z dodanim 1,5 M GndCl brez dialize in
dogajanje spremljali z merjenjem CD. Ce ni prislo do denaturacije Tf ob dodatku GndCl,
bi moral Tf ohraniti sekundarno strukturo, ki pa bi se porusila ob segrevanju do dovolj
visoke temperature. Porusenje strukture bi se odrazalo v premiku CD spektra navzgor (Ce
opazujemo CD v odvisnosti od valovne dolZine pred in po toplotni denaturaciji), oziroma
bi opazili prevoj (¢e opazujemo vrednost CD pri izbranih valovnih dolzinah, v odvisnosti
od temperature).

Slika 42 prikazuje primerjavo Tf (A) in Tf z dodanim 1,5 M GndCl (B) pred toplotno
denaturacijo in po njej. Vidimo, da tako pri vzorcu Tf, kot vzorcu Tf z dodanim GndCl
pride do premika krivulje navzgor, kar pomeni poruSenje sekundarne strukture. Zato lahko
sklepamo, da sam 1,5 GndCl ni porusil sekundarne strukture Tf, saj se je ta porusila Sele po
segretju na 95 °C. Na sliki C sta grafa A in B zdruZena, kar omogoca laZjo primerjavo
spektrov. Lahko opazimo, da sta bila spektra obeh vzorcev pred in po toplotni denaturaciji
glede na obliko skoraj povsem enaka, kar pomeni, da je prislo do podobnega porusenja
sekundarne strukture. To $e dodatno potrjuje, da GndCl ni povzrocil denaturacije Tf.
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Slika 42: Cirkularni dikroizem transferina in Tf z dodanim 1,5 M GndCl v odvisnosti od valovne dolzine

pred in po toplotni denaturaciji

A: Prikaz CD spektra transferina (Tf) pred toplotno denaturacijo (neprekinjena ¢rta) in po njej (prekinjena
¢rta). B: CD spekter Tf z dodanim 1,5 M GndCl pred toplotno denaturacijo (neprekinjena ¢rta) in po njej
(prekinjena crta). C: Zdruzeni sliki A in B za lazjo vizualno primerjavo. Tako pri vzorcu Tf kot vzorcu Tf z
dodanim GndCl pride do premika krivulje navzgor, kar pomeni porusenje sekundarne strukture.

Slika 43 prikazuje spremembo CD v odvisnosti od temperature za vzorec Tf in Tf z
dodanim GndCl. S tem poskusom smo dokon¢no potrdili, da 1,5 M GndCl ne povzroci
denaturacije Tf, saj je v obeh primerih viden prevoj, ki predstavlja prehod iz nativne v
denaturirano obliko Tf. Ce bi GndCl povzrodil denaturacijo Tf, prevoja ne bi bilo, saj bi
bila sekundarna struktura Zze porusena. Viden je premik k nizji temperaturi zaradi
destabilizacije Tf ob dodatku GndCl.
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Slika 43: Sprememba cirkularnega dikroizma transferina in Tf z dodanim 1,5 M GndCl v odvisnosti od
temperature

Toplotna denaturacija transferina (Tf) je prikazana s prekinjeno ¢rto, Tf z dodanim GndCl pa z neprekinjeno.
Vrednost CD je povprecje vrednosti pri 215 nm in 222 nm. V obeh primerih je viden prevoj, ki predstavlja
prehod iz nativne v denaturirano obliko Tf.

Z gelsko filtracijo smo izolirali komplekse Tf-PLL z ustrezno cistostjo. Z merjenjem CD
spektrov smo pokazali, da v postopku izolacije ni priSlo do opaznih sprememb v strukturi
Tf, kar je pomembno za funkcionalnost kompleksov in njihovo biolosko aktivnost.
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4.2  PRIPRAVA KOMPLEKSOV MED KONJUGATOM TF-PLL IN NUKLEINSKIMI
KISLINAMI

INK so polianionske molekule, zato smo pricakovali, da se bodo preko elektrostatskih
interakcij vezale na pozitivno nabit PLL iz konjugata. Sposobnost vezave in ustrezno
masno razmerje konjugata Tf-PLL glede na nukleinske kisline smo preverjali z metodo
zmanj$ane mobilnosti na agaroznem gelu.

4.2.1 Preverjanje tvorjenja kompleksov Tf-PLL in nukleinskih Kkislin

Ob tvorbi kompleksov pride do nevtralizacije negativnih nabojev nukleinskih kislin s
pozitivnimi naboji PLL v konjugatu. Zato se potovanje nukleinskih kislin na agaroznem
gelu upocasni, kar se odraza v zamiku lise na agaroznem gelu.

Poskus smo izvedli tako, da smo konstantni masi poli(I:C) (0,25 pg) dodali razlicne
kolicine konjugata Tf-PLL oziroma samega PLL. Koli¢ine smo prilagodili tako, da so
masna razmerja med Tf-PLL in poli(I:C) znaSala od 0,5 do 2 oziroma od 0,25 do 2 v
primeru PLL.

Slika 44 prikazuje agarozni gel zmanjSane mobilnosti poli(I:C) v kompleksih s Tf-PLL.
Vidimo, da mobilnost kompleksov Tf-PLL/poli(I:C) postopno pada z vecanjem koli¢ine
konjugata Tf-PLL, saj so lise poli(I:C) v gelu vedno manj intenzivne, obenem pa lahko
opazimo komplekse, ki ne potujejo v gel in so ostali v zepkih. Pri masnem razmerju 0,25
ug poli(I:C) in 0,5 ug Tf-PLL pride do popolne zaustavitve gibanja na gelu, kar pomeni, da
je negativni naboj poli(I:C) nevtraliziran s pozitivnim nabojem PLL iz konjugata.

M 1 2 3 4

m(Tf-PLL): m(poli(I:C)) 05:1 111 2:1

Slika 44: Agarozni gel zmanjSane mobilnosti poli(I:C) v kompleksih Tf-PLL/poli(1:C)

Mobilnost kompleksov med konjugatom transferina in poli-L-lizina (Tf-PLL) ter poli(I:C) postopno pada z
vecanjem koli¢ine konjugata Tf-PLL. Vzorec 1 je sama poli(I:C) (0,25 pg), vzorci 2, 3 in 4 pa predstavljajo
poli(I:C) v kompleksih z 0,125; 0,25 in 0,5 pg Tf-PLL. Vzorec M predstavlja velikostni standard A DNK,
rezane s HindIIl in EcoRI.
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Slika 45 prikazuje agarozni gel zmanjSane mobilnosti poli(I:C) v kompleksih s PLL.
Mobilnost kompleksov PLL/poli(I:C), kot v zgornjem primeru, postopno pada z vecanjem
koli¢ine PLL. Pri masnem razmerju 0,25 pg poli(I:C) in 0,375 ng PLL pride do popolne
zaustavitve gibanja na gelu, kar pomeni, da je negativni naboj poli(I:C) nevtraliziran s
pozitivnim nabojem PLL.

M 1 2 3 4 5 6 7

m(PLL): m(poli(I-C)) 025:1 051 0751 1-1 15:1 21

Slika 45: Agarozni gel zmanj$ane mobilnosti poli(I:C) v kompleksih PLL/poli(I:C)

Mobilnost kompleksov med poli-L-lizinom (PLL) ter poli(I:C) postopno pada z vecanjem koli¢ine PLL.
Vzorec 1 je sama poli(I:C) (0,25 pg), vzorci 2, 3, 4, 5, 6 in 7 pa predstavljajo poli(I:C) v kompleksih z
0,0625; 0,125; 0,25; 0,375 in 0,5 pg PLL. Vzorec M predstavlja velikostni standard A DNK, rezane s HindIII
in ECORI.

S tem testom smo dokon¢no dokazali, da smo z zbiranjem frakcij pri gelski filtraciji
izolirali konjugate Tf-PLL. Z NaDS-PAGE smo namre¢ pokazali, da je v konjugatih
prisoten Tf, z metodo zmanjSane mobilnosti na gelu pa smo dokazali prisotnost PLL. S tem
testom smo pokazali tudi funkcionalnost konjugatov, saj so sposobni vezave nukleinskih
kislin.

Poleg preverjanja funkcionalnosti konjugatov smo s tem testom dolocili tudi priblizno
masno razmerje med Tf-PLL oziroma PLL in poli(I:C), ki smo ga uporabili pri nadaljnjem
testiranju bioloske aktivnosti. Razmerje smo priblizno dolocili tako, da smo ugotovili, pri
katerem masnem razmerju pride do popolne zaustavitve potovanja na gelu za posamezni
vzorec poli(I:C). Za konjugate Tf-PLL to razmerje znaSa 2: 1, za PLL pa 1,5: 1.



88

Smole A. Priprava in bioloska aktivnost kompleksov imunostimulatornih nukleinskih kislin ... spros¢anje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

4.3 STABILNOST POLI(I:C) V KOMPLEKSIH

Nukleinske kisline so obcutljive na razgradnjo z DNK in RNK nukleazami, ki so prisotne
tako v serumu kot v celicah. Poli(I:C) je dvRNK molekula, zato je obcutljiva na razgradnjo
z RNazami, ki so zelo stabilni in povsod prisotni encimi. Zato smo Zeleli dokazati, da
konjugat Tf-PLL omogoca zascito poli(I:C) pred razgradnjo in na ta nacin poveca njeno
stabilnost.

4.3.1 Spektrofotometri¢no spremljanje encimske razgradnje poli(I:C) v kompleksih

Da bi preverili, ali konjugat Tf-PLL poveca stabilnost poli(I:C), smo naredili poenostavljen
model, kjer smo uporabili zgolj PLL, ki je komponenta konjugata, ki veze nukleinske
kisline in potencialno pripomore k njihovi stabilnosti. SkuSali smo dokazati, da PLL v
kompleksu s poli(I:C) prepreci razgradnjo nukleinskih kislin z RNazo. Pri razgradnji
dvoveriznih nukleinskih kislin pride do tako imenovanega hiperkromnega efekta.
Nukleotidi, ki se tekom razgradnje sproscajo v raztopino, mocneje absorbirajo svetlobo pri
260 nm kot v polimeru, v katerem se baze prekrivajo, in je njihova absorbanca zato nizja.
Zato smo razgradnjo poli(I:C) lahko spremljali spektrofotometricno.

Slika 46 prikazuje 20 minutni potek razgrajevanja PLL/poli(I:C) z RNazo ONE (Promega).
Raztopini poli(I:C) smo dodali razlicno koli¢ino PLL, ki je ustrezala razlicnim masnim
razmerjem poli(I:C): PLL, in sicer 1: 0,025; 1: 0,1; 1: 0,25; 1: 0,5 in 1: 1. Ko masa PLL
predstavlja le 2,5 odstotka mase poli(I:C) (tanka prekinjena ¢rta), vidimo, da ze po manj
kot treh minutah pride do popolne razgradnje poli(I:C). Z naras¢anjem koli¢ine PLL
enakomerno naras¢a koli¢ina nerazgrajene poli(I:C), kar lahko opazujemo z niZanjem
nivoja platoja, kjer se absorbanca ustali. Ko masa PLL predstavlja 50 odstotkov mase
poli(I:C) (debela neprekinjena ¢rta) vidimo, da je priblizno pol RNK ostalo nerazgrajene.
Pri enaki masi poli(I:C) in PLL (debela Srafirana ¢rta) je vsa RNK ostala nerazgrajena, saj
se absorbanca v 20 minutah skoraj ni zviSala. To pomeni, da PLL uspe$no zas¢iti poli(I:C)
pred razgradnjo z RNazo, in sicer v odvisnosti od masnega razmerja med poli(I:C) in PLL.
Ko je v kompleksih prisotna dovolj velika koli¢ina polikationa (masno razmerje 1: 1), se
nanj veze vsa RNK, ki je zato zaScitena pred encimsko razgradnjo. V vseh ostalih vzorcih
je kolicina PLL premajhna, da bi imela kapaciteto vezave vse RNK, zato zas¢itena ostane
le RNK, ki se je povezala s polikationom. Mehanizem zas¢ite pred razgradnjo verjetno
temelji na strukturi poli(I:C), ki je v kompleksih najbrz bolj kompaktno zvita in zato za
RNazo nedostopna, saj pride do steri¢nega oviranja.
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Slika 46: Zascita razgradnje RNK ob dodatku poli-L-lizina v razli¢nih stehiometri¢nih razmerjih

Tanka prekinjena Crta predstavlja graf razgradnje poli(I:C) v kompleksih z 2,5-odstotnim masnim delezem
poli-L-lizina (PLL) glede na maso poli(I:C), debela prekinjena z 10-odstotnim delezem, tanka neprekinjena s
25-odstotnim delezem, debela neprekinjena s 50-odstotnim delezem in Srafirana debela s 100-odstotnim
delezem. V prvih $tirih vzorcih vidimo, da je razgradnja z RNazo zelo hitra, saj se manj kot v treh minutah
razgradi vsa prosta poli(I:C). Pri razmerju 1: 1 ne pride do razgradnje poli(I:C), saj je kapaciteta PLL dovolj
velika, da veze in s tem zasciti vso RNK. PLL torej omogoc¢a uspesno zascito poli(I:C) pred razgradnjo z
RNazo, in sicer v odvisnosti od masnega razmerja med poli(I:C) in PLL.

Na sliki 47 smo s histogramom prikazali deleZz nerazgrajene poli(I:C) v odvisnosti od
masnega razmerja med poli(I:C) in PLL. Rezultate smo izrac¢unali na podlagi podatkov iz
slike 46, in sicer smo primerjali absorbance posameznih vzorcev pri valovni dolzini 260
nm, ko je bil ze dosezen plato ter tako dolocili delez nerazgrajene poli(I:C) (visja kot je
absorbanca, veC je razgrajene poli(I:C)). Vidimo, da delez nerazgrajene RNK narasca z
vecanjem koli¢ine PLL. Pri masnem razmerju 1: 1 je poli(I:C) skoraj v celoti zas¢itena
pred razgradnjo z RNazo. Z rezultati smo pokazali, da PLL iz konjugata Tf-PLL lahko
za8¢iti RNK pred razgradnjo in tako bistveno poveca njeno stabilnost, in sicer je najmanjse
masno razmerje med poli(I:C) in PLL za ucinkovito zas¢ito 1: 1. To je skladno tudi z
rezultati zmanjSane mobilnosti na gelu (slika 45), kjer vidimo, da pri tem masnem razmerju
kompleksi skoraj ve¢ ne potujejo v gel, saj je skoraj celotna poli(I:C) povezana s PLL.
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Slika 47: Delez nerazgrajene poli(I:C) v kompleksih s poli-L-lizinom v odvisnosti od masnega razmerja
poli(I:C): PLL
Stevilka 0,025 pomeni, da masa poli-L-lizina (PLL) v kompleksih znaSa 2,5-odstotka mase poli(I:C).

Vidimo, da delez nerazgrajene RNK nara$c¢a z ve¢anjem koli¢ine PLL in da pri masnem razmerju 1: 1 pride
do skoraj popolne zascite pred razgradnjo.

4.3.2 Bioloska aktivnost poli(I:C) v kompleksih po delovanju RNaze

Da bi preverili ali ima zas¢ita poli(I:C) pred encimsko razgradnjo tudi bioloSki pomen, smo
testirali sposobnost aktivacije receptorja TLR3 s samo poli(I:C) in poli(I:C) v kompleksih s
PLL po inkubaciji z RNazo ONE. Predvidevali smo, da razgrajena poli(I:C) ne more
aktivirati receptorja TLR3. Celice HEK293 smo transficirali s plazmidom, ki nosi zapis za
¢loveski TLR3 ter z reporterskima plazmidoma phRL-TK in pIFNB-FLUC (plazmidi so
opisani v preglednici 10), ki so omogocali spremljanje aktivacije TLR3.

Na sliki 48 vidimo, da sama poli(I:C) po 20 minutni inkubaciji z RNazo ne aktivira
receptorja TLR3, saj je nivo aktivacije skoraj enak nestimuliranim celicam. To pomeni, da
se je poli(I:C) razgradila. Nasprotno je poli(I:C) v kompleksih s PLL in po inkubaciji z
RNazo vseeno biolosko aktivna, saj je nivo aktivacije receptorja TLR3 vec kot 10-krat vi§;ji
od nestimuliranih celic. To potrjuje poskus iz tocke 4.3.1, kjer smo pokazali da PLL zasciti
poli(I:C) pred razgradnjo, saj je le nerazgrajena dvRNK sposobna aktivacije receptorja.
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Slika 48: Aktivacija receptorja TLR3 s poli(I:C) in poli(I:C) v kompleksih s poli-L-lizinom po inkubaciji z
RNazo

Prvi stolpec z leve predstavlja nestimulirane celice. Drugi stolpec predstavlja celice, stimulirane s poli(I:C),
ki smo jo predinkubirali z RNazo in ji nato dodali poli-L-lizin (PLL). Tretji stolpec predstavlja celice,
stimulirane s poli(I:C) v kompleksih s PLL in naknadno inkubacijo z RNazo. Vidimo, da PLL zasciti
poli(I:C) pred razgradnjo, saj je le nerazgrajena dvRNK sposobna aktivacije receptorja TLR3.
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4.4 CELICNI VNOS KOMPLEKSOV IMUNOSTIMULATORNIH NUKLEINSKIH
KISLIN

Sposobnost celicnega vnosa INK, vezanih na konjugat Tf-PLL, smo opazovali s
konfokalno fluorescen¢no mikroskopijo. Preverjali smo ali je modificiran Tf fiziolosko
aktiven oziroma sposoben vezave na TfR, kar omogoca receptorsko-posredovano
endocitozo in s tem vnos v endosomalno pot. Kot INK smo uporabili CpG ODN 10104,
oznacen s fluorescen¢nim barvilom Alexa Fluor 633 (Sigma Aldrich). Kot dokaz, da
opazujemo celice v pravi ravnini in da bi se izognili artefaktom, smo z barvilom
HOECHST 33285 (Invitrogen) pobarvali tudi jedra. Potek poskusa je podrobno
predstavljen pod tocko 3.2.8 poglavja Materiali in metode.

4.4.1 Primerjava celicnega vnosa ODN-Alexa 633 in Tf-PLL/ODN-Alexa 633

Slika 49 prikazuje primerjavo celicnega vnosa samega oznacenega ODN 10104 (A) in v
kompleksih s Tf-PLL (B). Vzorca smo testirali na celicah HeLa, ki izrazajo vi§ji nivo TfR.
Primerjavo smo naredili po 4 urah inkubacije, saj smo predvidevali, da bi morala biti v tem
Casu vidna razlika hitrejSega in u€inkovitejSega vnosa s konjugatom Tf-PLL v primerjavi s
prostim ODN. Po 4 urah smo odstranili gojisce in celice temeljito sprali, da smo odstranili
oznaceni ODN, ki se v tem cCasu ni vnesel v celice. Modra barva na sliki predstavlja
oznacena jedra, rdece pike pa predstavljajo ODN 10104, oznacen s fluorescencnim
barvilom Alexa Fluor 633, ki se je po 4 urah vnesel v celice. V primeru prostega ODN (A)
je bil vnos po 4 urah zelo neucinkovit, saj je opaznih le nekaj rde¢ih pik. Nasprotno se je
ODN v kompleksih s konjugatom Tf-PLL (B) po istem c¢asu zelo uc¢inkovito vnesel v
celice, saj so rdece pike prisotne v velikem Stevilu znotraj vseh posnetih celic.

Slika 49: Primerjava celi¢nega vnosa prostega in s konjugatom Tf-PLL vezanega oznacenega ODN 10104
Slika je posneta s konfokalno fluorescencno mikroskopijo celic HeLa. ODN 10104 je oznaCen s
fluorescencnim barvilom Alexa Fluor 633 in je na sliki viden kot rdeca pika. Modra barva predstavlja jedra,
pobarvana z barvilom HOECHST 33285. A: Po 4 urah vnesen prost ODN B: Po enakem ¢asu vnesen ODN v
kompleksih s Tf-PLL. Razlika med koli¢ino vnesenega ODN je med slikama A in B zelo dobro vidna.
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4.4.2 Kolokalizacija kompleksov Tf-PLL/ODN-Alexa 633 in lizosomov

Poleg primerjave vnosa prostega in s konjugatom T{-PLL povezanega, ozna¢enega ODN,
smo preverjali tudi kolokalizacijo kompleksov z barvilom za lizosome LysoTracker Green
(Invitrogen). Kolokalizacija bi pomenila, da so se kompleksi specificno vnesli v
endosomalno pot, kjer bi potencialno lahko aktivirali endosomalne receptorje TLR.

Slika 50 prikazuje 4 posnetke istih dveh celic HelLa s konfokalnim fluorescen¢nim
mikroskopom. Slika A prikazuje posnetek v svetlem polju. Na tej sliki so lepo vidne meje
celic in jedro. Slika B prikazuje z barvilom LysoTracker Green pobarvane lizosome, ki so
vidni kot zelene pike, jedra pri tem ostajajo neobarvana. Slika C prikazuje molekule ODN
10104, oznacene s fluorescen¢nim barvilom Alexa Fluor 633, ki so se v kompleksih s
konjugati Tf-PLL po 4 urah uspes$no vnesli v celice in so vidni kot rdeCe pike. Na sliki D
sta prekriti sliki B in C, zato lahko opazujemo kolokalizacijo, ki jo predstavljajo rumene
pike, nastale ob prekrivanju zelenih (lizosomi) in rde¢ih (ODN) pik. Vidimo, da je prislo
do kar nekaj kolokalizacij, ki so na sliki oznacene s pusCicami. To pomeni, da konjugati
Tf-PLL omogocajo ucinkovit vnos INK v endosomalno pot.

A B

N8 (i 110 0 pym 10

0 pm 10

Slika 50: Kolokalizacija CpG ODN 10104 in lizosomov

Slika prikazuje 4 posnetke istih dveh celic HeLa s konfokalnim fluorescenénim mikroskopom. A: Posnetek v
svetlem polju. B: Lizosomi, pobarvani z barvilom LysoTracker Green (zelene pike). C: CpG ODN, oznacen s
fluorescenénim barvilom AlexaFluor 633 (rdece pike). D: Prekriti sliki A in B, kjer rumene pike pomenijo
kolokalizacijo ODN 10104 in lizosomov. Konjugati Tf-PLL omogocajo u¢inkovit vnos INK v endosomalno
pot.
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4.5 BIOLOSKA AKTIVNOST KOMPLEKSOV

Konjugat Tf-PLL je namenjen vezavi, stabilizaciji in ucinkovitemu vnosu INK v
endosomalno pot. Ko so kompleksi v celici, zacnejo postopno razpadati, kar vodi do
sproscanja INK, ki nato aktivirajo endosomalne receptorje TLR. Aktivacijo imunskega
sistema smo preucevali na kompleksih Tf-PLL/poli(I:C), ki aktivirajo receptor TLR3, kar
vodi do proizvodnje IL-6 v celicah HMVEC-dLy Ad.

4.5.1 Casovno spremljanje aktivacije imunskega odziva po stimulaciji primarne
celi¢ne linije s kompleksi Tf-PLL/poli(I1:C)

Slika 51 prikazuje Casovni potek aktivacije imunskega odziva s samo poli(I:C) (beli
stolpci), v kompleksih s Tf-PLL (¢rni stolpci) in v kompleksih s samim PLL (sivi stolpci).
Masno razmerje med poli(I:C) in Tf-PLL oziroma PLL smo priblizno dolocili na osnovi
testa zmanjSane mobilnosti na gelu, in sicer smo uporabili razmerje, pri katerem pride do
popolne zaustavitve gibanja (podrobno predstavljeno v tocki 4.2.1). K poli(I:C) smo dodali
2-kratno maso konjugata Tf-PLL glede na poli(I:C) oziroma 1,5-kratno maso PLL.
Vidimo, da po 12 urah stimulacije najmoc¢nejsi imunski odziv povzro¢i sama poli(l:C).
Aktivacija s kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) je zelo nizka, s PLL/poli(I:C) pa je sploh ni. Po
18 urah je odziv na samo poli(I:C) in na komplekse Tf-PLL/poli(I:C) skoraj enak, medtem
ko PLL/poli(I:C) se vedno povzroci le neznatno aktivacijo. Po 24 urah je situacija povsem
drugacna. Dale¢ najmocnejSo aktivacijo povzroc¢ijo kompleksi Tf-PLL/poli(I:C), in sicer je
priblizno 2,5-krat vi§ja od same poli(I:C). Poleg tega je nivo aktivacije s samo poli(I:C) in
kompleksi PLL/poli(I:C) po 24 urah zelo primerljiv. Po 36 urah je situacija podobna tisti
pri 24 urah. Se vedno najvisjo proizvodnjo IL-6 povzro&ijo kompleksi Tf-PLL/poli(I:C),
sledijo pa jim kompleksi PLL/poli(I:C). Po 36 urah najslabso aktivacijo povzro¢i sama
poli(I:C).

Rezultate smo podrobno komentirali v tocki 5.1.5 poglavja Razprava in Sklepi.
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Slika 51: Casovno spremljanje koli¢ine IL-6 v supernatantih celic HMVEC-dLy Ad po stimulaciji s
kompleksi Tf-PLL/poli(I:C)

Koli¢ino IL-6 v supernatantih smo dolo¢ili s testom ELISA. Supernatante smo zbirali 12, 18, 24 in 36 ur po
stimulaciji. Bel stolpec predstavlja stimulacijo s samo poli(I:C). Crn stolpec predstavlja stimulacijo s
poli(I:C) v kompleksih s konjugatom transferina in poli-L-lizina (Tf-PLL), pri ¢emer je masno razmerje med
poli(I:C) in Tf-PLL znasalo 1: 2. Siv stolpec prikazuje stimulacijo s poli(I:C) v kompleksih s samim PLL,
masno razmerje med poli(I:C) in PLL pa je znaSalo 1: 1,5. Graf omogoca relativno primerjavo aktivacije
receptorja TLR3 z razli¢nimi vzorci.

4.5.2 Konjugat Tf-PLL omogoca ucinkovit vnos poli(I:C) v primarno celi¢no linijo
ter aktivacijo imunskega odziva

V tocki 4.4 smo s konfokalno fluorescencno mikroskopijo uspeli pokazati, da je vnos ODN
10104 s konjugatom T{-PLL veliko bolj u¢inkovit od vnosa prostega ODN. Na tem mestu
pa smo zeleli potrditi in ovrednotiti bioloSki pomen ucinkovitejSega vnosa poli(I:C) v
celice HMVEC-dLy Ad.

Slika 52 prikazuje primerjavo uspesnosti aktivacije receptorja TLR3 s samo poli(I:C) in v
kompleksih s Tf-PLL. Poskus smo izvedli tako, da smo celice HMVEC-dLy Ad stimulirali
s samo poli(I:C) in v kompleksih s Tf-PLL, nato pa smo po | oziroma 3 urah odstranili
gojisce in s tem vso poli(I:C), ki se v tem Casu ni vnesla v celice. Koli¢ino nastalega IL-6
smo po 36 urah stimulacije z vneseno poli(I:C) preverjali s testom ELISA. Pricakovali
smo, da se sama poli(I:C) po 1 oziroma 3 urah ne vnese v celice, medtem ko v kompleksih
s Tf-PLL pride do uc¢inkovite receptorsko-posredovane endocitoze in posledi¢nega vnosa v
znotrajcelicne razdelke. Razlika bi morala biti vidna glede na aktivacijo receptorja TLR3
in posledi¢no proizvodnjo IL-6. NaSa pri¢akovanja potrjujejo rezultati na sliki 52. V
primeru, ko smo odstranili gojis¢e po 1 uri, je aktivacija s samo poli(I:C) zelo Sibka in
skoraj enaka negativni kontroli (gojisce). To pomeni, da po 1 uri ne pride do vnosa proste
poli(I:C) v celice. Nasprotno poli(I:C) v kompleksih s Tf-PLL Ze po 1 uri pride v celice in
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omogoc¢i moc¢no aktivacijo (skoraj 13-krat visjo, kot v primeru proste poli(I:C)), kar
potrjuje veliko ucinkovitost vnosa s pripravljenimi konjugati. Ob odstranitvi gojis¢a po 3
urah je situacija zelo podobna, le da je v tem Casu priSlo v celice veC proste poli(I:C) kot
tudi poli(I:C) v kompleksih, kar je povzrocilo mocnejSi imunski odziv. Razlika med
aktivacijo s prosto poli(I:C) v primerjavi z vezano v kompleksih je po odstranitvi gojisca
po 3 urah Se vis§ja (skoraj 15-kratna).
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*P < 0,05

Slika 52: Koli¢ina IL-6 v supernatantih celic HMVEC-dLY Ad po stimulaciji s samo poli(I:C) oziroma v
kompleksih s Tf-PLL ob odstranitvi gojisc¢a

Kolicino IL-6 v supernatantih celic smo dolocili s testom ELISA. Po 1 oziroma 3 urah stimulacije celic smo
odstranili gojisée in s tem poli(I:C), ki v tem Casu ni vstopila v celice. Supernatante vseh vzorcev smo zbrali
36 ur po stimulaciji celic. Kot negativno kontrolo smo uporabili supernatant gojisca celic, kot pozitivno pa
standardno raztopino IL-6. Iz slike je razvidno, da konjugat med transferinom in poli-L-lizinom (Tf-PLL)
omogoca ucinkovit celi¢ni vnos poli(I:C).

4.5.3 Kompetitivna inhibicija s prostim Tf

Na koncu smo Zeleli ugotoviti ali je uinkovit vnos poli(I:C) s konjugati Tf-PLL res
posledica preko Tf posredovane endocitoze. Izvedli smo test kompetitivne inhibicije vnosa
kompleksov Tf-PLL/poli(I:C) s prostim Tf v 100-kratnem molarnem prebitku. Kot v
tockah 4.5.1 in 4.5.2 smo spremljali odziv preko aktivacije receptorja TLR3. Koli¢ino IL-6
smo dolocili 24 ur po stimulaciji, saj smo predvidevali, da bi efekt po daljSih ¢asih izginil.
Poleg tega je iz slike 51 razvidno, da pride kasneje do mocne aktivacije tudi s kompleksi
PLL/poli(I:C), medtem ko je po 24 urah aktivacija v kompleksih s Tf-PLL Se vedno
bistveno vi§ja kot s PLL. Predvidevali smo, da bo prost Tf zasedel TfR, zato bo imel vnos
preko Tf posredovane endocitoze slabsi ucinek, kar bi se odrazalo v Sibkejsi aktivaciji
receptorja TLR3.
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Slika 53 potrjuje naSa pri¢akovanja. Koli¢ina IL-6 v supernatantih celic HMVEC-dLy Ad
po 24-urni stimulaciji s kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) (1. stolpec) je skoraj 3-krat visja kot v
primeru inhibicije enakega vzorca s prostim Tf (2. stolpec). Vidimo tudi, da je aktivacija s
poli(I:C) v kompleksih s Tf-PLL in inhibiciji s prostim Tf podobno nizka kot v primeru s
poli(I:C) v kompleksih s PLL (3. stolpec). To dokazuje pomen Tf za u¢inkovit celicni vnos
s kompleksi Tf-PLL.
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Slika 53: Kompetitivna inhibicija vnosa kompleksov s prostim transferinom

S testom ELISA smo dolo¢ili koli¢ino IL-6 v supernatantih celic HMVEC-dLy Ad po stimulaciji s poli(I:C)
v kompleksih s konjugatom transferina in poli-L-lizina (Tf-PLL). Tekom stimulacije smo v vzorce dodali
100-kratni molarni prebitek prostega transferina (Tf), ki je s Tf iz konjugata Tf-PLL tekmoval za vezavo na
TfR. Supernatante smo zbrali 24 ur po stimulaciji celic. Iz slike je razvidno, da inhibicija s prostim Tf
zmanj$a ucinkovitost vnosa s Tf/TfR posredovano endocitozo.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Dolocene nukleinske kisline imajo zaradi imunostimulatornih lastnosti velik terapevtski
potencial. CpG ODN se uporabljajo kot adjuvansi v profilakti¢nih in terapevtskih cepivih
ter za zdravljenje rakastih obolenj (Klinman, 2004). Podoben terapevtski potencial ima
sinteticni analog dvRNK poli(I:C), agonist endosomalnega receptorja TLR3, ki sicer
prepozna dvRNK, znadilno za viruse (Seya in Matsumoto, 2009). Ceprav imajo INK
Stevilne obetavne lastnosti za uporabo v terapevtske namene, ki smo jih podrobno opisali
pod tocko 2.3 v poglavju pregled objav, obstajajo tezave, ki omejujejo njihovo
ucinkovitost.

Ker so nukleinske kisline hidrofilni polianioni, slabo prehajajo celicne membrane. Poleg
tega se vezejo na serumske proteine, zato je njihov vstop v znotrajcelicne razdelke manj
ucinkovit in posledicno bioloska aktivnost manjSa. Receptor TLR3 aktivira dvRNK,
mehanizem vstopa v organele, ki vsebujejo TLR3 pa zaenkrat ni poznan. Predvidevajo, da
je za vnos dvRNK odgovorna s klatrini posredovana endocitoza (Johnsen in sod., 2006). V
isti Studiji so tudi pokazali, da pride do kolokalizacije Tf in dvRNK, kar je bistvenega
pomena za delovanje sistema, ki smo ga razvili v raziskovalni nalogi, saj Tf omogoc¢a vnos
v ustrezne znotrajcelicne razdelke. Za aktivacijo prirojenih in pridobljenih imunskih
odzivov s poli(I:C) je torej potrebno najti ustrezen transportni sistem za usmerjanje v
endosome, kjer se nahaja TLR3 (Matsumoto in Seya, 2008). Prav tako so pokazali, da je
aktivacija receptorja TLR9 s CpG ODN odvisna od celicnega vnosa s klatrinsko
posredovano endocitozo (Latz in sod., 2004). Dokaz enakega mehanizma vnosa dvRNK in
CpG ODN je mocno prekrivanje fluorescencno oznacenih nukleinskih kislin v mDC
(Johnsen in sod., 2006).

Nukleinske kisline so obcutljive na razgradnjo z DNK in RNK nukleazami, ki so prisotne
tako v serumu kot v celicah, zato je njihova ucinkovitost lahko omejena. Se posebej to
velja za poli(I:C), ki je dvRNK in zato obcutljiva na razgradnjo z zelo stabilnimi in povsod
prisotnimi RNazami.

Neposreden sistemski vnos prostih nukleinskih kislin v telo povzro¢i neenakomerno
razporeditev v organih, in sicer se najvisje koncentracije pojavljajo v ledvicah, jetrih in
vranici, kar ima lahko Skodljive stranske u¢inke (Krieg, 20006).

Omenjene teZzave v zvezi z uporabo INK v terapevtske namene so nas spodbudile, da smo
se v raziskovalnem delu osredotoCili na razvoj nacina tar¢ne dostave, stabilizacije,
izboljSanega vnosa in postopnega sprosc¢anje INK, ki bodo u€inkovito aktivirale prirojen in
pridobljen imunski odziv. V ta namen smo pripravili konjugat Tf-PLL. Objavljenih je
veliko poskusov povezave Tf in PLL kot sistema za dostavo DNK v genski terapiji (Citro
in sod., 1992; Cotten in sod., 1993), o ¢emer smo podrobno govorili pod to¢ko 2.4.4 v
poglavju Pregled objav. Vnos genov v evkariontske celice s konjugatom Tf-PLL so celo
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poimenovali »transferinfekcija« (Wagner in sod., 1990). Prav tako so za izboljSano
ucinkovitost imunostimulatornih u¢inkov CpG ODN Ze uporabili polikationske molekule,
kot je PLGA in prisli do spodbudnih rezultatov (Xie in sod., 2005).

Povsem nova pa je ideja, ki smo jo razvijali in uspeSno potrdili v tej diplomski nalogi.
Pripravili smo konjugat Tf-PLL, ki je sposoben vezave INK in ima velik potencial
premostitve tezav, povezanih z uporabo INK v terapevtske namene.

5.1.1 Priprava konjugata Tf-PLL

V diplomskem delu smo prikazali uspesno sintezo konjugata Tf-PLL. Pri pripravi smo se
zgledovali po Ze vzpostavljenem protokolu (Wagner in sod., 1990).

V prvi stopnji smo s SPDP lo¢eno modificirali Tf in PLL. K Tf smo dodali 10-kratni
molarni prebitek SPDP ter tako pridobili Tf, ki je imel v povprecju vgrajenih 7
piridilditiolnih linkerjev. Wagner in sod. (1990) so uporabili le 2-kratni prebitek SPDP v
primerjavi s Tf in tako pridobili Tf, ki je imel v povprecju vgrajena 2 piridilditiolna
linkerja. Za konjugacijo smo uporabili PLL s povprecno dolzino 859 AK in ga modificirali
z 20-kratnim molarnim prebitkom SPDP, ter tako pridobili PLL, ki je imel v povprecju
vgrajenih 16 piridilditiolnih linkerjev. Wagner in sod. (1990) so uporabili PLL razli¢nih
povprecnih dolzin in sicer 90, 270 in 450 AK in jih s SPDP modificirali tako, da je bil na
vsakih 50 AK vgrajen en piridilditiolni linker. Povsem enako stehiometrijo povezovanja
smo dosegli tudi mi (opisano pot to¢ko 4.1.1 v poglavju Rezultati).

Na sliki 54 smo prikazali povzetek sinteze in izolacije konjugata, kar je bilo sicer ze lo¢eno
predstavljeno v poglavju Rezultati. Na zgornjem delu slike je prikazan NaDS-PAGE gel
konjugatov takoj po sintezi. Vzorce smo pripravili v treh razli¢énih molarnih razmerjih Tf in
PLL, pri ¢emer je bila koli¢ina Tf vedno enaka. Pri vzorcih 1 in 2 je bila koli¢ina PLL
enaka koli¢ini Tf, pri vzorcih 3 in 4 je bilo PLL 5-krat manj, pri vzorcih 5 in 6 pa 10-krat
manj. Z okvir¢ki so oznaceni ne-reducirani vzorci, zato lahko iz intenzitete lise sklepamo o
koli¢ini prostega Tf, ki se ni povezal s PLL, saj Tf v konjugatih ne potuje v gel. Pri
razmerju Tf: PLL = 1: 1, prostega Tf skoraj ni, pri razmerju 1: 0,1 pa priblizno polovica Tf
ostaja nepovezana. Sklepamo, da vecja koli¢ina PLL v konjugatu pomeni manj prostega
Tf, saj je ve¢ dostopnih piridilditiolnih skupin, na katere se lahko veze s SPDP modificiran
Tf. Rezultate na zgornjem delu slike 54 lahko povezemo z rezultati srednjega dela slike,
kjer je prikazana separacija konjugatov Tf-PLL z gelsko filtracijo. Vrh prostega Tf je
Rezultat sovpada z moc¢no intenziteto Tf lise na NaDS-PAGE gelu v ne-reducirajo¢ih
pogojih. Nasprotno je pri razmerju 1: 1 vrh Tf neznaten, prav tako lisa na NaDS-PAGE
gelu v ne-reducirajo¢ih pogojih skoraj ni opazna. Pri razmerju 1: 0,2 je situacija vmesna.
Slaba tretjina Tf se ni povezala s PLL. Spodnji del slike 54 predstavlja NaDS gel
reduciranih in ne-reduciranih ociS¢enih vzorcev konjugata. Vidimo, da v ne-reducirajo¢ih
pogojih ni vidnega Tf, kar pomeni, da smo se ga z gelsko filtracijo povsem znebili. V
reducirajo¢ih pogojih se Tf sprosti iz konjugatov, zato se na gelu pojavi lisa pri velikosti,
ki ustreza Tf. To je tudi dokaz, da smo zbrali prave vrhove, kjer se je nahajal konjugat.
Dodaten dokaz, da smo izolirali konjugate, je predstavljen na sliki 40 v poglavju Rezultati.
Ta slika prikazuje CD izoliranega konjugata Tf-PLL v primerjavi s samim Tf in PLL.



100
Smole A. Priprava in bioloska aktivnost kompleksov imunostimulatornih nukleinskih kislin ... spros¢anje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Vidimo, da je CD spekter konjugata Tf-PLL priblizen sestevek spektrov Tf in PLL, kar
potrjuje ustreznost izolacije.
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Slika 54: Shematski prikaz priprave konjugata med transferinom in poli-L-lizinom

Zgornji del slike prikazuje NaDS-PAGE gel takoj po sintezi konjugata med transferinom in poli-L-lizinom
(Tf-PLL), srednji del kromatogram loCevanja reakcijske zmesi po sintezi konjugata z gelsko filtracijo,
spodnji del pa NaDS-PAGE gel izoliranih konjugatov.
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Kromatogrami loCevanja konjugatov Tf-PLL pri razlicnih molskih razmerjih Tf in PLL
nam povedo, da se pri enaki koli¢ini Tf in PLL celoten Tf poveze s PLL, medtem ko pri
nizanju koli¢ine PLL ostane precej Tf nepovezanega. Glede na to, da bi se na vsako
molekulo PLL teoreti¢no lahko vezalo 16 molekul Tf (opisano v preglednici 15), lahko
sklepamo, da je u¢inkovitost reakcije nizka. Mozna razlaga je neenakomerno vgrajevanje
SPDP v molekule PLL, pri ¢emer bi premajhna razdalja med vgrajenimi molekulami
onemogocala vezavo ve¢ molekul Tf, saj bi ob vezavi ene molekule Tf prislo do steri¢nega
oviranja pri vezavi druge. Mozno je tudi, da PLL tvori nekaksen klob¢ic, pri ¢emer je velik
delez molekul SPDP, vgrajenih v PLL, za reakcijo s Tf nedostopnih, ker se nahaja v
notranjosti. Prav tako je lahko prislo do povezovanja ene molekule Tf in ene molekule PLL
z ve¢ disulfidnimi vezmi, saj je Tf vseboval v povprec¢ju 7 molekul SPDP, ki so lahko
vstopile v reakcijo s sulfhidrilnimi skupinami iste molekule PLL, ki je vsebovala v
povprecju 16 molekul SPDP. To bi lahko privedlo do ovijanja Tf s polipeptidno molekulo
PLL, ki bi zato vsebovala bistveno manj prostih ali dostopnih sulfhidrilnih skupin. Wagner
in sod. (1990) so v primeru zdruzevanja Tf s PLL, dolzine 450 AK, dodali 17-krat manj
molov PLL v primerjavi s Tf. Z locevanjem konjugata z gelsko filtracijo so dobili podobne
rezultate kot mi pri razmerju Tf: PLL = 1: 0,1 (slika 55). Velik delez Tf je ostal nepovezan.
Sama oblika kromatograma je delno drugacna od naSe, predvsem izstopa visok vrh na levi
strani, ki je bil pri nas bolje viden Sele pri razmerju Tf: PLL = 1: 1. Poleg tega je oblika
platoja konjugatov delno drugacna, in sicer je v naSem primeru plato bolj izboCen, v
primeru Studije Wagnerja in sod. (1990) pa bolj raven. Razlike so verjetno posledica
samega loc¢evanja, saj so Wagner in sod. (1990) uporabili kolono »Superose 12«, ki temelji
na pre¢no povezani agarozi, mi pa smo izvedli lo¢evanje s kolono BioSep-SEC-s3000, ki
temelji na silikatih. Poleg tega so Wagner in sod. (1990) za locevanje uporabili pufer z 1 M
GndCl, mi pa z 1,5 M. Razlike pa so gotovo tudi posledica razlicne modifikacije Tf s
SPDP, saj so Wagner in sod. (1990) pridobili Tf, ki je imel v povprecju vgrajeni 2
molekuli SPDP, nas Tf pa je bil v povprecju modificiran s 7 molekulami SPDP. Ne glede
na izpostavljene razlike, so rezultati zelo primerljivi.

1.0 7 n
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(280nm)

Cas (min)
Slika 55: Gelska filtracija konjugatov Tf-PLL iz sorodne Studije (Wagner in sod., 1990: 3412)
Neprekinjena ¢rta predstavlja absorbanco transferina (Tf) pri 280 nm, prekinjena pa absorbanco
fluorescen¢no oznacenega poli-L-lizina (PLL) pri 520 nm.

Gelsko filtracijo smo izvajali v pufru, ki je vseboval 1,5 M GndCl (sestava opisana v
preglednici 6), saj smo ugotovili, da v istem pufru brez denaturanta lo¢itev ni mozna, ker
pride do interakcij med PLL in kolono, zaradi Cesar se konjugat sploh ne eluira (rezultati
gelske filtracije brez prisotnosti GndCl so predstavljeni v prilogi C).
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Ohranitev nativne strukture Tf v konjugatu Tf-PLL je bistvenega pomena za biolosko
aktivnost kompleksov, saj omogoca vezavo na TfR in posledi¢no receptorsko-posredovano
endocitozo. Ker smo v postopku izolacije z gelsko filtracijo uporabili pufer, ki vsebuje 1,5
M GndCl, smo se zeleli prepricati, da pri teh pogojih ne pride do porusenja sekundarne
strukture Tf. Sicer smo vzorce po gelski filtraciji dializirali, pri ¢emer bi v primeru, da se je
tekom izolacije Tf denaturiral, najverjetneje priSlo do renaturacije, smo vseeno zeleli
pokazati, da GndCl pri 1,5 M koncentraciji sploh ne povzroc¢i denaturacije Tf. Z namenom
izolacije podobnih konjugatov so ze uporabili GndCl. V primeru konjugata Tf-PLL so
uporabili 1 M GndCl (Wagner in sod., 1990), v primeru konjugata neurotenzina in PLL, pri
¢emer je bila struktura neurotenzina pomembna za vezavo na receptor, pa celo 2 M GndCl
(Martinez-Fong in sod., 1999). V nobeni Studiji niso porocali o nefunkcionalnosti
konjugata zaradi prisotnosti GndCl v postopkih izolacije.

Da bi se prepricali, kakSen je vpliv 1,5 M GndCl na sekundarno strukturo Tf, smo izmerili
CD Tfin Tf z dodanim 1,5 M GndCl (brez dialize) ter s primerjavo spektrov ocenili vpliv
prisotnosti denaturanta. Na sliki 41 v poglavju Rezultati vidimo, da se CD spektra Tf in Tf
z dodanim 1,5 M ultra-Cistim GndCl skoraj povsem prekrivata, zato lahko sklepamo, da je
sekundarna struktura Tf enaka sekundarni strukturi Tf z dodanim 1,5 M GndCl. To
pomeni, da se sekundarna struktura Tf pri pogojih izolacije ohranja. Dodaten dokaz
predstavljajo poskusi toplotne denaturacije vzorcev Tf in Tf z dodanim 1,5 M GndCl.
Toplotna denaturacija povzro¢i porusenje sekundarne strukture in nastanek neurejene
oblike, kar opazimo kot premik CD spektra navzgor. Slika 42 v poglavju Rezultati
prikazuje primerjavo Tf (A) in Tf z dodanim 1,5 M GndCl (B) pred toplotno denaturacijo
in po njej. Vidimo, da tako pri vzorcu Tt kot vzorcu Tt z dodanim GndCl pride do premika
krivulje navzgor, kar pomeni poruSenje sekundarne strukture. Zato lahko sklepamo, da sam
1,5 GndCl ni porusil sekundarne strukture Tf, saj se je ta porusila Sele po segretju na 95°C.
Rezultate potrjuje tudi slika 43, kjer smo spremljali povpreéno vrednost CD pri valovnih
dolzinah 215 nm in 222 nm v odvisnosti od temperature za vzorca Tf in Tf z dodanim
GndCl. S tem poskusom smo dokon¢no potrdili, da 1,5 M GndCl ne povzro¢i denaturacije
Tf, saj je v obeh primerih viden prevoj, ki predstavlja prehod iz nativne v denaturirano
obliko Tf. Ce bi GndCl povzrogil denaturacijo Tf, prevoja ne bi bilo, saj bi bila sekundarna
struktura Ze porusena. Zanimivo je, da se prevoj v vzorcu Tf z GndCl zgodi Ze malo nad
40°C, medtem ko se pri samem Tf pojavi Sele pri temperaturi malo pod 70 °C. Vzrok bi bil
lahko vpliv GndCl na delno destabilizacijo Tf, ki je zaradi tega bolj dovzeten za toplotno
denaturacijo. Ker smo z dializo vzorcev po gelski filtraciji odstranili GndCl, smo
pri¢akovali ustrezno stabilnost Tf.

5.1.2 Priprava kompleksov Tf-PLL/poli(I:C)

INK so polianionske molekule, zato smo pricakovali, da se bodo preko elektrostatskih
interakcij vezale na pozitivno nabit PLL iz konjugata. Sposobnost vezave in ustrezno
masno razmerje konjugata Tf-PLL glede na nukleinske kisline smo preverjali z metodo
zmanjSane mobilnosti na agaroznem gelu. Ob tvorbi kompleksov pride do nevtralizacije
negativnih nabojev nukleinskih kislin s pozitivnimi naboji PLL v konjugatu (Kim in sod.,
2004). Zato se potovanje nukleinskih kislin na agaroznem gelu upocasni, kar se odraza v
zamiku lise na agaroznem gelu.
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Na sliki 44 v poglavju Rezultati je prikazan agarozni gel zmanjSane mobilnosti poli(I:C) v
kompleksih s Tf-PLL. Vidimo, da mobilnost kompleksov Tf-PLL/poli(I:C) postopno pada
z vecanjem koli¢ine konjugata Tf-PLL, saj so lise poli(I:C) v gelu vedno manj intenzivne,
obenem pa lahko opazimo komplekse, ki ne potujejo v gel in so ostali v Zepkih. Pri
masnem razmerju 0,5 pg Tf-PLL in 0,25 pg poli(I:C) oziroma Tf-PLL: poli(I:C) = 2: 1
pride do popolne zaustavitve gibanja na gelu, kar pomeni, da je negativni naboj poli(I:C)
nevtraliziran s pozitivnim nabojem PLL iz konjugata. Podoben rezultat prikazuje slika 45,
kjer smo namesto Tf-PLL uporabili le PLL. V tem primeru pride do popolne zaustavitve
gibanja na gelu Ze pri razmerju PLL: poli(I:C) = 1,5: 1. V sorodnih $tudijah, kjer so
uporabili PLL drugacnih dolzin, so doloc¢ili razlicna masna razmerja polikationa in
nukleinskih kislin, pri katerih je priSlo do popolne zaustavitve gibanja na gelu. Wagner in
sod. (1990) so dolocili masno razmerje 3: 1, pri cemer je bil PLL iz konjugata v povprec¢ju
dolg 270 AK, kot nukleinsko kislino pa so uporabili velikostni standard A DNK, rezan s
HindIII in EcoRI. Kim in sod. (2004) so dolocili razmerje 8: 1, pri ¢emer je bil PLL iz
konjugata v povprecju dolg 400 AK, kot nukleinsko kislino pa so uporabili plazmidno
DNK. Vidimo, da je bila koli¢ina konjugata oziroma samega PLL za popolno zaustavitev
gibanja na gelu v nasem primeru precej nizja. Razlog je verjetno veliko daljsi PLL, ki smo
ga uporabili za sintezo konjugatov (priblizno 850 AK), poleg tega pa smo konjugate
pripravili z ve¢ dodanega PLL, kot v ostalih Studijah (opisano pod toc¢ko 3.2.4.1 v poglavju
Materiali in metode), zato imajo verjetno vecjo kapaciteto vezave nukleinskih kislin.

S tem testom smo dokon¢no dokazali, da smo z zbiranjem frakcij pri gelski filtraciji
izolirali konjugate Tf-PLL. Z NaDS-PAGE smo namre¢ pokazali, da je v konjugatih
prisoten Tf, z metodo zmanjSane mobilnosti na gelu pa smo dokazali prisotnost PLL. S tem
testom smo dokazali funkcionalnost konjugatov, saj so sposobni vezave nukleinskih kislin.

5.1.3 Stabilnost poli(I:C) v kompleksih

Nukleinske kisline so obcutljive na razgradnjo z DNK in RNK nukleazami, ki so prisotne
tako v serumu kot v celicah. Poli(I:C) je dvRNK molekula, zato je obcutljiva na razgradnjo
z RNazami, ki so zelo stabilni in povsod prisotni encimi. Zato smo Zeleli dokazati, da
konjugat Tf-PLL omogoca zascito poli(I:C) pred razgradnjo in na ta nacin poveca njeno
stabilnost. Ze so pokazali, da PLL za¢iti DNA pred razgradnjo z DNazo (Capan in sod.,
1999c; Capan in sod., 1999a).

Iz slik 46 in 47 v poglavju Rezultati je jasno razvidno, da z naraS¢anjem koli¢ine PLL
enakomerno nara$¢a delez nerazgrajene poli(I:C), kar lahko opazujemo z niZanjem platoja
absorbance. Pri enaki masi poli(I:C) in PLL je vsa RNK ostala nerazgrajena, saj se
absorbanca v 20 minutah skoraj ni zviSala. To pomeni, da PLL uspes$no zas¢iti poli(I:C)
pred razgradnjo z RNazo in sicer v odvisnosti od masnega razmerja med poli(I:C) in PLL.
Ko je v kompleksih prisotna dovolj velika koli¢ina polikationa (masno razmerje 1: 1), se
nanj veze vsa RNK, ki je zato zascitena pred encimsko razgradnjo. V vseh ostalih vzorcih
je kolicina PLL premajhna, da bi imela kapaciteto vezave vse RNK, zato zas¢itena ostane
le RNK, ki se je povezala s polikationom. Mehanizem zas¢ite pred razgradnjo verjetno
temelji na strukturi poli(I:C), ki je v kompleksih najbrZz bolj kompaktno zvita in zato za
RNazo nedostopna, saj pride do stericnega oviranja.
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Z rezultati smo pokazali, da PLL iz konjugata Tf-PLL lahko zas¢iti RNK pred razgradnjo
in tako bistveno zveca njeno stabilnost in sicer je najmanjSe masno razmerje med poli(I:C)
in PLL za uc¢inkovito zas¢ito 1: 1. To je skladno tudi z rezultati zmanjSane mobilnosti na
gelu (slika 45), kjer vidimo, da pri tem masnem razmerju kompleksi skoraj ve¢ ne potujejo
v gel, saj je skoraj celotna poli(I:C) povezana s PLL.

Preverili smo ali ima zascita poli(I:C) pred encimsko razgradnjo tudi bioloski pomen, zato
smo testirali sposobnost aktivacije receptorja TLR3 s samo poli(I:C) in poli(I:C) v
kompleksih s PLL po inkubaciji z RNazo ONE. Na sliki 48 vidimo, da sama poli(I:C) po
20 minutni inkubaciji z RNazo ne aktivira receptorja TLR3, saj je nivo aktivacije skoraj
enak nestimuliranim celicam. To pomeni, da se je poli(I:C) razgradila. Nasprotno je
poli(I:C) v kompleksih s PLL in po inkubaciji z RNazo vseeno bioloSko aktivna, saj je nivo
aktivacije receptorja TLR3 vec¢ kot 10-krat vi§ji od nestimuliranih celic. To potrjuje poskus
iz tocke 4.3.1, kjer smo pokazali da PLL zaS¢iti poli(I:C) pred razgradnjo, saj je le
nerazgrajena, ustrezno dolga dvRNK sposobna aktivacije receptorja.

5.1.4 Celi¢ni vnos kompleksov INK

V uvodnem delu tega poglavja smo izpostavili enega kljucnih omejitvenih dejavnikov
uporabe INK v terapevtske namene — neucinkovit in nespecificen celi¢ni vnos.

V raziskovalnem delu nam je uspelo pripraviti u¢inkovit transportni sistem za vnos INK v
celice. Na sliki 49 poglavja Rezultati jasno vidimo, da je vnos oznacenega CpG ODN v
kompleksih s Tf-PLL (B) bistveno bolj ucinkovit od vnosa proste INK (A). V primeru
prostega ODN je bil vnos po 4 urah zanemarljiv, saj je opaznih le nekaj rdecih pik.
Nasprotno se je ODN v kompleksih s konjugatom Tf-PLL po istem casu zelo u¢inkovito
vnesel v celice, saj so rdece pike prisotne v velikem Stevilu znotraj vseh posnetih celic.

Za aktivacijo prirojenih in pridobljenih imunskih odzivov z INK je potreben vnos v
znotrajcelicne razdelke, ki vsebujejo endosomalne receptorje TLR. V locCenih §tudijah so
pokazali, da je za vnos CpG ODN in poli(I:C) odgovorna s klatrini posredovana endocitoza
(Johnsen in sod., 2006; Latz in sod., 2004). V prvi od omenjenih §tudij so tudi pokazali, da
pride do kolokalizacije Tf in dvRNK, kar je bistvenega pomena za delovanje sistema, ki
temelji na vnosu preko Tf/TfR endocitoze. V diplomskem delu smo pokazali, da se
pripravljeni kompleksi vnesejo v ustrezne znotrajceli¢ne razdelke, kar omogoca aktivacijo
endosomalnih receptorjev TLR. To je razvidno iz slike 50D, kjer je s pus€icami oznacena
kolokalizacija (rumene pike) lizosomov in CpG ODN. To pomeni, da konjugati T{-PLL
omogocajo ucinkovit vnos INK v endosomalno pot.

5.1.5 Bioloska aktivnost kompleksov

V Pregledu objav smo pod tocko 2.5 ze predstavili poskuse, kako izboljsati u¢inkovitost
INK s pripravo razli¢nih konjugatov in kompleksov. Morda velja omeniti uporabo PLGA
kot nosilca CpG ODN, ki je prepricljivo izboljsal u¢inkovitost imunostimulatornih u¢inkov
CpG ODN (Xie in sod., 2005). Prav tako so pomembni rezultati Studije, kjer so ugotovili,
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da kationski peptid LL37 veze lastno neimunogeno DNK in jo spremeni v
imunostimulatorno, kar vodi do proizvodnje interferonov tipa I v pDC. DNK in LL37
tvorijo agregate, ki se vnesejo in zadrzijo v zgodnjih endocitotskih razdelkih pDC, kjer
sprozijo signalizacijo TLR9 (Lande in sod., 2007).

Konjugat Tf-PLL, ki smo ga pripravili v raziskovalni nalogi, je namenjen vezavi,
stabilizaciji in ucinkovitemu vnosu INK v endosomalno pot. Ko so kompleksi v celici,
za¢nejo postopno razpadati, kar vodi do sprosc¢anja INK, ki nato aktivirajo endosomalne
receptorje TLR. O postopnem sprosc¢anju DNK iz kompleksov PLL so ze porocali (Capan
in sod., 1999c).

Iz slike 51 v poglavju Rezultati lahko sklepamo, da se poli(I:C) tako iz kompleksov s Tf-
PLL kot tudi PLL sproS¢a postopno, kar je razvidno iz razmerja aktivacije glede na
poli(I:C) po 12 urah stimulacije in pri kasnejSih ¢asih. Po 12 urah sama poli(I:C) povzroci
visoko proizvodnjo IL-6, medtem ko v kompleksih s Tf-PLL in PLL aktivacije glede na
prosto poli(I:C) skoraj ni. Oc¢itno sama poli(I:C) delno prehaja v endosome in aktivira
TLR3. Nasprotno poli(I:C) v kompleksih, kljub boljSemu vnosu v celice, ne aktivira TLR3,
saj je verjetno bolj kompaktno zvita in zasCitena ter zaradi steri¢nih ovir nedostopna za
interakcije z receptorjem TLR3. Po 18 urah se poli(I:C) iz kompleksov s Tf-PLL Ze delno
sprosti in zato lahko aktivira TLR3 v podobni meri kot sama poli(I:C). Poli(I:C) v
kompleksih s PLL v primerjavi s Tf-PLL po 18 urah bistveno slabSe aktivira receptor
TLR3, kar kaze na pomemben vpliv Tf iz konjugata. Oc¢itno Tf omogoca ucinkovit vnos
preko receptorsko-posredovane endocitoze. Se bolj je vpliv Tf viden po 24 urah, ko je
aktivacija s kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) dale¢ najucinkovitejSa. Verjetno je po tem casu
prislo do popolne sprostitve poli(I:C) iz ucinkovito vnesenih kompleksov, ki so v
endosomalnih pogojih razpadli ali se razgradili, prosta poli(I:C) pa se je vezala na TLR3 in
povzrocila aktivacijo. Kompleksi s PLL po 24 urah povzrocijo podobno proizvodnjo IL-6
kot sama poli(I:C), kar pomeni, da so delno razpadli. Predvidevamo, da se del teh
kompleksov, v nasprotju s Tf-PLL, Se ni nahajal v znotrajceli¢nih razdelkih, saj je vnos
ocitno bistveno manj uc¢inkovit v primerjavi z vnosom preko TfR. Po 36 urah je situacija
podobna tisti pri 24 urah, le da tudi kompleksi PLL/poli(I:C) povzrocijo ucinkovito
aktivacijo. To verjetno pomeni, da so se kompleksi s PLL glede na komplekse s Tf-PLL
zapoznelo vnesli v celice, kjer so razpadli, spros¢ena poli(I:C) pa je ucinkovito aktivirala
TLR3. Aktivacija je bila celo vi§ja od tiste s prosto poli(I:C), kar poudarja pomen
ucinkovitosti vnosa in stabilizacije INK za aktivacijo TLR3.

V tocki 4.4 poglavja Rezultati smo s konfokalno fluorescenéno mikroskopijo uspeli
pokazati, da je vnos ODN-Alexa 633 s konjugatom Tf-PLL veliko uc¢inkovitejsi od vnosa
prostega ODN-Alexa 633. Nato smo dokazali $e bioloski pomen ucinkovitejSega vnosa
poli(I:C). Na sliki 52 vidimo, da je po 1 oziroma 3 urah stimulacije s poli(I:C) in naknadni
odstranitvi gojis¢a prislo po 36 urah do ucinkovitega imunskega odziva le v primeru
kompleksov Tf-PLL/poli(I:C), medtem ko je bila aktivacija receptorja TLR3 s prosto
poli(I:C) zanemarljiva. To pomeni, da po tem casu ne pride do vnosa proste poli(Il:C) v
celice, nasprotno pa se poli(I:C) v kompleksih s Tf-PLL v istem casu u€inkovito vnese v
znotrajcelicne razdelke in omogoc¢i mocno aktivacijo receptorja TLR3, ki je skoraj 13-krat
vi§ja kot v primeru proste poli(I:C). Rezultati potrjujejo veliko ucinkovitost vnosa s
pripravljenimi konjugati.
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Na koncu smo Zeleli ugotoviti ali je u¢inkovit vnos s konjugati Tf-PLL res posledica preko
Tf posredovane endocitoze. Verjetno namre¢ ze sam PLL povzroci izboljSan vnos, saj
nevtralizira negativen naboj poli(I:C) s pozitivnimi naboji lizina v PLL, kar bi olajSalo
endocitozo. Poleg tega PLL lahko povzro¢i nespecificno vezavo na celi¢no membrano, kar
bi tudi povecalo vnos. Sicer smo ze s primerjavo aktivacije imunskega odziva s Tf-
PLL/poli(I:C) in PLL/poli(I:C) (slika 52 v poglavju Rezultati) pokazali, da ima Tf bistven
vpliv, saj predvsem po 18 in 24 urah konjugat Tf-PLL povzro¢i veliko mocnejSo
proizvodnjo IL-6. Nedvoumen dokaz pa je na sliki 53 v poglavju Rezultati, kjer vidimo da
je aktivacija imunskega odziva s poli(I:C) v kompleksih Tf-PLL skoraj 3-krat visja, kot v
primeru inhibicije enakega vzorca s prostim Tf. To dokazuje pomen Tf za ucinkovit celi¢ni
vnos s kompleksi Tf-PLL.

Prikazani rezultati bioloske aktivnosti imajo velik pomen, saj smo dokazali, da pripravljeni
konjugati omogocajo zelo ucinkovit in hiter celi¢ni vnos, postopno sproscanje in kar je
bistveno, celo izboljsajo imunostimulatorni ucinek same poli(I:C). To je zelo pomembno
za terapevtske aplikacije, tako za zdravljenje rakastih obolenj kot tudi za pripravo
adjuvansov, saj isti u¢inek dosezemo z bistveno manjSimi koli¢inami INK.

5.1.6 Nadaljnje raziskave in potencialna uporaba konjugata T{-PLL

V raziskovalnem delu smo pokazali, da je mozno pripraviti konjugate Tf-PLL, ki vezejo
INK in jih ucinkovito vnesejo v celice. Vse poskuse smo ponovili najmanj dvakrat. Ker
smo zaradi razpolozljivih materialov dolo¢ene poskuse izvajali s CpG ODN (preverjanje
celicnega vnosa s konfokalno fluorescencno mikroskopijo), dolocene pa s poli(I:C)
(preverjanje bioloSke aktivnosti kompleksov s testom ELISA), Zelimo v prihodnjih
raziskavah narediti celotno serijo poskusov z eno samo vrsto INK. Vsebinsko seveda
pri¢akujemo zelo podobne rezultate ne glede na tip INK.

Zavedati se je potrebno, da smo biolosko aktivnost opazovali predvsem na primarni celi¢ni
liniji HMVEC-dLy Ad, pri kateri ne poznamo ravni izrazanja T{R, ki pa bi jo v prihodnosti
lahko doloc¢ili s qRT-PCR (kvantitativna reakcija PCR v realnem c¢asu). Celicni vnos
kompleksov s Tf posredovano endocitozo, na kateri temeljijo nasi konjugati, bi bil Se
boljsi, ¢e bi delali na celicah, ki so znane po visokem izrazanju TfR, kot so tumorska
celi¢na linija B16F10 melanom, Nevro 2A nevroblastom in Stevilne primarne Cloveske
melanomske celi¢ne linije. Veliko TfR se izraza tudi na ostalih celi¢nih linijah, kot so
K562, HeLa, CHO, Jurkat, HepG2 in COS (Polyethylenimine ..., 2004).

Glede imunskega odziva na pripravljene komplekse bi gotovo prisli do S$e boljsih
rezultatov, ¢e bi kot modelno celicno linijo uporabili APC, kot so pDC za testiranje
aktivnosti Tf-PLL/CpG ODN in mDC za testiranje aktivnosti Tf-PLL/poli(I:C).

Pripravljene komplekse bi veljalo preizkusiti in vivo na testnih zivalih, da bi lahko
ovrednotili dejanski u€inek na gostiteljev imunski odziv in za$¢ito pred okuzbami ali
rakastimi tvorbami. Z in vivo poskusi bi bilo potrebno preveriti tudi vpliv vnosa
kompleksov Tf-PLL/INK v ne-tar¢ne celice, ki prav tako v doloc¢eni meri izrazajo T{R.



107

Smole A. Priprava in bioloska aktivnost kompleksov imunostimulatornih nukleinskih kislin ... spros¢anje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Pomembno bi bilo tudi preveriti ali konjugat Tf-PLL v celici preko elektrostatskih
interakcij poleg INK nespecificno veze tudi ostale negativno nabite makromolekule in s
tem povzro¢i Skodljive stranske ucinke. Pricakovali bi, da ob pripravi kompleksov v
ustreznem masnem razmerju Tf-PLL: INK do tega ne bi prislo, saj bi bili pozitivni naboji
PLL iz konjugata nevtralizirani z negativnimi naboji INK.

V poglavju Pregled objav smo v tocki 2.3.2 predstavili prednost aktivacije
komplementarnih poti signaliziranja TLR za pripravo ucinkovitih adjuvansov modernih
cepiv. To dosezemo z uporabo ligandov razli¢nih receptorjev TLR. Pripravljeni konjugati
bi na zelo enostaven nacin, s preprostim meSanjem Tf-PLL s poli(I:C) in CpG ODN
omogocali pripravo kompleksov, ki bi hkrati aktivirali receptor TLR3 in TLRO.
Terapevtski potencial aktivacije TLR3 in TLR9 smo podrobno opisali v poglavju Pregled
objav v tocki 2.3.3 in 2.3.4, zato lahko sklepamo da bi omenjen kompleks omogocal zelo
ucinkovit in specifi¢en boj proti rakastim obolenjem, saj je na rakastih celicah izrazenih
veliko ve¢ TfR. Zato bi prislo do tar¢no specificne dostave adjuvansa v rakaste celice
oziroma Vv blizino rakastih tvorb, kjer bi ga APC fagocitirale skupaj s tumorskimi antigeni.
Poli(I:C) bi preko aktivacije receptorja TLR3 v celicah mDC povzrocila TLR3-TICAM-1
posredovan imunski odziv, ki sprozi nastanek IFN tipa I, citokinov in kemokinov. Poleg
tega signalizacija TLR3 igra klju¢no vlogo pri stimulaciji pridobljenega imunskega odziva,
saj ojaca navzkrizno predstavitev antigenov, antigensko specificen CTL odziv, zorenje DC
ter aktivacijo celic NK (Matsumoto in Seya, 2008). Obenem pa bi CpG ODN preko vezave
na TLRY povzrocil aktivacijo pDC, kar bi ustvarilo Thl citokinsko/kemokinsko okolje in
povecalo nivo izrazanja kostimulatornih molekul na pDC, kar bi preusmerilo toleranco
celic T v mocan citotoksic¢en odziv limfocitov T proti tumorskim antigenom. Prav tako bi
prislo do ucinkovite aktivacije specifi¢nih celic B (Krieg, 2006). Podoben princip so Ze
uporabili pri pripravi cepiva, kjer so kot adjuvans uporabili komplekse kationskih
liposomov in TLR3/TLR9 agonistov, ter tako dosegli mo¢an T-celi¢ni odziv proti antigenu
(Zaks in sod., 20006).

Kljub velikemu potencialu aktivacije receptorja TLR3 v terapiji raka, velja opozoriti na
dejstvo, da je signalizacija TLR3 v dolocenih primerih lahko udelezena v vnetnih
reakcijah, ki pripomorejo k napredovanju tumorja, kar pomeni, da je uporaba agonistov
TLR3 lahko dvorezen me¢ (Conforti in sod., 2010). V vsakem primeru pa je signalizacija
TLR3 udinkovita za zdravljenje dolocenih tipov raka (Seya in Matsumoto, 2009).

Z nekaj modifikacijami bi lahko na zelo enostaven nacin, ki smo ga predstavili v diplomski
nalogi, pripravili tudi ucinkovito modularno moderno cepivo. Ideja je naslednja: Poleg
kombiniranja polianionskih agonistov TLR s konjugatom bi lahko na zelo enostaven nacin
dodali tudi antigen. Pripraviti bi morali rekombinanten antigen, ki bi na N- ali C- koncu
vseboval dolo¢eno Stevilo negativno nabitih AK, ki bi omogocale elektrostatsko vezavo na
PLL iz konjugata. Pomembno je tudi, da bi za namen ucinkovitega cepiva morali zamenjati
Tf z dolocenim ligandom, ki bi se specificno vezal na imunske celice, predvsem APC, kar
bi omogocilo tar¢no delovanje na imunski sistem. Pri tem bi bilo potrebno definirati
ustrezen ligand. Primer taréne dostave v celice T je uporaba protiteles proti kompleksu
CD3-TCR (Buschle in sod., 1995), za dostavo v APC, pa se je mozno usmeriti na
receptorje, specificne za APC, kot je, na primer, manozni receptor, proti kateremu so Ze
razvili protitelesa (He in sod., 2007; Ramakrishna in sod., 2004).
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To pomeni, da bi lahko pripravili modularne konjugate PLL z razlicnimi ligandi, ki bi
omogocali specificno dostavo v celice preko receptorja. Konjugatom bi dodali agoniste
TLR3 in TLRY ter razlicne rekombinantne antigene, proti katerim bi zeleli vzbuditi
imunski odziv. Taksni kompleksi so primer varnega modernega cepiva, ki bi ga lahko
sestavili na poljuben, cenovno ugoden in enostaven nacin. U¢inkovitost takSnega cepiva bi
bila visoka, saj bi vsebovalo adjuvanse, ki bi specificno aktivirali endosomalne receptorje
TLR, z uporabo poljubnih antigenov pa bi lahko sledili evoluciji patogena. Ideja je
shematsko prikazana na sliki 56.
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Slika 56: Sestava modernega modularnega cepiva _
Tako pripravljeno cepivo zdruzuje dostavo v endosome Zelenih celic, INK za aktivacijo prirojenega
imunskega sistema in antigen za stimulacijo pridobljenega imunskega sistema.



110

Smole A. Priprava in bioloska aktivnost kompleksov imunostimulatornih nukleinskih kislin ... spros¢anje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

5.2 SKLEPI

e Potrdili smo delovne hipoteze, postavljene v uvodu.

e 7 uporabo bifunkcionalnega reagenta SPDP smo preko disulfidne vezi uspeSno
povezali Tf s PLL v konjugat Tf-PLL.

e 7 gelsko filtracijo smo konjugat Tf-PLL uspesno izolirali.

e S cirkularnim dikroizmom smo potrdili, da je Tf pri pogojih izolacije ohranil
nativno sekundarno strukturo.

e Konjugat Tf-PLL preko elektrostatskih interakcij veze INK in na ta na¢in omogoca
pripravo kompleksov.

e Za popolno zaustavitev potovanja poli(I:C) na agaroznem gelu je komplekse
potrebno pripraviti v masnem razmerju Tf-PLL: poli(I:C) = 2: 1.

e Konjugat Tf-PLL zas¢iti poli(I:C) pred razgradnjo z RNazo, kar smo dokazali tako
spektrofotometri¢no kot na ravni bioloske aktivnosti — aktivacije receptorja TLR3
na transficiranih celicah HEK293.

e S konfokalno fluorescencno mikroskopijo smo pokazali, da je vnos CpG ODN v
celice HeLa veliko bolj uc¢inkovit v kompleksih s Tf-PLL kot v primeru prostega
CpG ODN.

e S konfokalno fluorescenéno mikroskopijo smo pokazali, da pride do kolokalizacije
kompleksov Tf-PLL/CpG ODN in lizosomov, kar potrjuje vnos v endosomalno pot.

e Konjugat Tf-PLL omogoca postopno sproscanje poli(I:C) iz kompleksov.

o Kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) aktivirajo receptor TLR3 in povzrocijo proizvodnjo
IL-6 v primarni celi¢ni liniji HMVEC-dLY Ad bolj u¢inkovito kot sama poli(I:C)

e Po 1 oziroma 3 urah stimulacije in naknadni odstranitvi gojis¢a kompleksi Tf-
PLL/poli(I:C) po 36 urah povzrocijo u¢inkovit imunski odziv, medtem ko ga sama
poli(I:C) ne. To pomeni, da je vnos s konjugatom Tf-PLL zelo uinkovit in ima
bioloski pomen v smislu aktivacije receptorja TLR3.

e Vnos konjugata Tf-PLL poteka z receptorsko-posredovano endocitozo.

e Pripravljeni konjugati imajo velik terapevtski potencial za zdravljenje rakastih
obolen;.

e Na osnovi principa, ki smo ga pokazali v diplomski nalogi, je mogoce sestaviti
modularno moderno cepivo, ki vsebuje poljuben antigen in adjuvans, poleg tega ga
je z izbiro liganda mozno usmeriti v Zelen celi¢ni tip (na primer APC).

e Pripravljeni konjugati predstavljajo nafin premostitve tezav, povezanih z uporabo
INK v terapevtske namene.
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6 POVZETEK

Klju¢na naloga imunskega sistema je prepoznavanje ter unicevanje patogenov in rakastih
celic, kar omogoca zasS¢ito organizma pred boleznimi. Gostiteljev imunski sistem se deli na
prirojeno imunost, ki omogoca zafetno, manj specificno obrambo zoper okuzbe in
pridobljeno imunost, ki je udelezena v specificni odstranitvi patogenov v kasnejSih
stopnjah okuzbe in vkljuuje imunski spomin. Za ucinkovito obrambo je bistvenega
pomena sodelovanje med prirojenim in pridobljenim imunskim sistemom.

Prirojen imunski sistem zazna mikroorganizme z omejenim Stevilom PRR, ki prepoznavajo
visoko ohranjene PAMP. Ena glavnih skupin PRR so receptorji TLR, ki po zaznavanju
patogenov sprozijo ustrezne signalne poti in na ta nain omogocijo aktivacijo imunskega
sistema ter nadaljnje usmerjanje pridobljenega imunskega odziva.

Med PAMP sodijo tudi dolocene nukleinske kisline, ki imajo imunostimulatorni znacaj.
Receptor TLR9 v endosomih prepoznava nemetilirana zaporedja CpG v evDNK, ki so
znacilna za bakterije. Virusno dvRNK v endosomih prepozna receptor TLR3. Zato so INK
in njihovi sinteticni analogi potencialno uporabni kot adjuvansi v profilakticnih in
terapevtskih cepivih ter za zdravljenje rakastih obolen;.

Ceprav imajo INK $tevilne obetavne lastnosti za uporabo v terapevtske namene, obstajajo
tezave, ki omejujejo njihovo ucinkovitost. Mednje sodita predvsem neucinkovit celi¢ni
vnos in obcutljivost na encimsko razgradnjo.

V diplomskem delu smo se osredotocili na razvoj nacina taréne dostave, stabilizacije,
izboljSanega vnosa in postopnega sprosc¢anje INK, ki bodo u¢inkovito aktivirale prirojen in
pridobljen imunski odziv. V ta namen smo pripravili konjugat Tf-PLL.

Tf in PLL smo povezali preko disulfidne vezi z uporabo bifunkcionalnega reagenta SPDP.
Tf omogoca receptorsko-posredovano endocitozo in s tem boljsi celi¢ni vnos, predvsem v
celice, ki izrazajo vi$ji nivo TfR, med katere sodijo rakaste celice. Pozitivno nabit PLL
omogoca tvorbo kompleksov, saj elektrostatsko veze polianionske INK.

Konjugat Tf-PLL smo uspesno izolirali z gelsko filtracijo. Z merjenjem CD spektrov smo
pokazali, da se je sekundarna struktura Tf tekom izolacije ohranila, kar je pomembno za
funkcionalnost konjugatov.

Z metodo zmanjSane mobilnosti na gelu smo dokazali, da konjugat Tf-PLL uspesno veze
poli(I:C). Za popolno zaustavitev gibanja na gelu, ki kaZe na nevtralizacijo negativnih
nabojev poli(I:C) s pozitivnimi naboji PLL, je potrebno komplekse pripraviti v masnem
razmerju Tf-PLL: poli(I:C) = 2: 1.

Dokazali smo, da PLL iz konjugata omogoca zasc¢ito poli(I:C) pred razgradnjo z RNazo,
saj je struktura poli(I:C) v kompleksih s PLL verjetno bolj kompaktno zvita in zato za
RNazo nedostopna, saj pride do steri¢nega oviranja. Dokazali smo tudi, da ima zascCita
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poli(I:C) pred razgradnjo bioloski pomen, saj ima le nerazgrajena poli(I:C) sposobnost
aktivacije receptorja TLR3. Sama poli(I:C) po inkubaciji z RNazo ne aktivira receptorja
TLR3, v kompleksih s PLL pa je nivo aktivacije ve¢ kot 10-krat viSji od negativne
kontrole.

S konfokalno fluorescen¢no mikroskopijo smo pokazali, da je vnos ozna¢enega CpG ODN
v kompleksih s Tf-PLL bistveno bolj u¢inkovit od vnosa proste INK. Po 4 urah inkubacije
se v celice HeLa ni vneslo skoraj ni¢ prostega CpG ODN. Nasprotno se je ODN v
kompleksih s konjugatom Tf-PLL po istem casu zelo ucinkovito vnesel v celice, saj je bil
prisoten v velikem Stevilu znotraj vseh posnetih celic. Poleg ucinkovitega vnosa se
kompleksi nahajajo tudi v ustreznih znotrajceli¢nih razdelkih, kjer lahko aktivirajo receptor
TLR3, kar smo dokazali s kolokalizacijo kompleksov z lizosomi.

Biolosko aktivnost kompleksov v smislu aktivacije imunskega sistema preko TLR3 smo
ovrednotili s testom ELISA. Dolocili smo koli¢ino IL-6 v celicah HMVEC-dLy Ad po
razli¢nih ¢asih stimulacije s kompleksi Tf-PLL/poli(I:C), PLL/poli(I:C) in samo poli(I:C).
Glede na primerjavo s samo poli(I:C) smo pokazali, da pride do postopnega sproscanja, ko
je poli(I:C) vezana v kompleksih, kar se odraza v zapozneli proizvodnji IL-6. Po daljsih
Casih stimulacije kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) omogocajo najmocnejSo aktivacijo
imunskega odziva. S konfokalno fluorescencno mikroskopijo smo pokazali, da je vnos s
konjugatom Tf-PLL zelo ucinkovit. Ugotovitve smo potrdili Se s testiranjem aktivacije
imunskega odziva in dokazali, da po 1 oziroma 3 urah stimulacije s prosto poli(I:C) in
naknadni odstranitvi gojis¢a, po 36 urah pride do zanemarljive proizvodnje IL-6, medtem
ko je ta zelo visoka v primeru kompleksov Tf-PLL/poli(I:C). To pomeni, da v tem ¢asu ne
pride do vnosa proste poli(I:C) v celice, nasprotno se poli(I:C) v kompleksih s Tf-PLL v
istem Casu ucinkovito vnese v znotrajcelicne razdelke in omogo¢i mocno aktivacijo
receptorja TLR3.

Dokazali smo, da je u¢inkovit vnos s konjugati Tf-PLL posledica receptorsko-posredovane
endocitoze. S primerjavo aktivacije imunskega odziva s Tf-PLL/poli(I:C) in PLL/poli(I:C)
smo pokazali, da ima Tf bistven vpliv, saj povzrocijo kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) veliko
mocnejSo proizvodnjo IL-6. Nedvoumen dokaz pa je skoraj 3-kratno zniZanje aktivacija
imunskega odziva s kompleksi Tf-PLL/poli(I:C) ob inhibiciji s prostim Tf.

Konjugat Tf-PLL, ki smo ga pripravili v raziskovalni nalogi, omogoca vezavo,
stabilizacijo, u€inkovit in hiter celi¢ni vnos, postopno spros€anje in kar je bistveno, celo
izbolj$a imunostimulatorni u¢inek same poli(I:C). To je zelo pomembno za terapevtske
aplikacije, tako za zdravljenje rakastih obolenj kot tudi za pripravo adjuvansov. Na osnovi
principa, ki smo ga predstavili v diplomski nalogi, je mogoce sestaviti moderno modularno
cepivo, ki vsebuje poljuben antigen in adjuvans, poleg tega ga je z izbiro liganda za
specifi¢éno dostavo v celice preko receptorja mozno usmeriti v zelen celi¢ni tip (na primer
APC).

Pripravljeni konjugati predstavljajo nacin premostitve tezav, povezanih z uporabo INK v
terapevtske namene.
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PRILOGE

Priloga A:
Razlaga statisticne obdelave podatkov

Statisticno obdelavo podatkov smo naredili s programom Excel z orodjem za analizo
podatkov t-test in sicer smo preizkusali domnevo o razliki povprec¢ij v primeru razli¢nih
varianc (ang. »t-test: Two-sample assuming unequal variances«) pri stopnji znacilnosti o =
0,05. Upostevali smo dvostransko alternativno domnevo. Pri rezultatih smo uporabili tudi
vrednost P.

Statisticno obdelavo smo v vseh primerih naredili na enak nacin, razlozili pa smo jo na
primeru slike 48 v poglavju Rezultati, kjer smo z merjenjem luciferazne aktivnosti (RLU)
zeleli pokazati, da je aktivacija receptorja TLR3 s kompleksi PLL/poli(I:C) po inkubaciji z
RNazo ve¢ja kot v primeru proste poli(I:C), saj naj bi PLL zascitil poli(I:C) pred
razgradnjo.

Excelovo orodje za analizo podatkov nam ob izboru niza podatkov med dvema
neodvisnima vzorcema poda tabelo, kjer so med drugim izracunane stopinje prostosti,
vzor¢na t-statistika, mejna vrednost t-statistike pri stopnji znacilnosti a = 0,05 in P-
vrednost.

V nasem primeru smo primerjali po 3 meritve za vsak vzorec. IzraCunane stopinje prostosti
so znaSale 2, mejna vrednost t-statistike 4,302, izraCunana vzor¢na t-statistika pa 19,54. P
vrednost je bila 0,0026.

S tveganjem, manjSim od 0,05, trdimo, da povprec¢ni vrednosti RLU za komplekse
PLL/poli(I:C) in prosto poli(I:C) po razgradnji z RNazo nista enaki (P = 0,0026).



Priloga B:

Izvorni protokol za testiranje koli¢ine IL-6 v supernatantih celic HMVEC-dLy Ad s

Ln =

17.
18.

komercialnim testom ELISA (Human IL-6 ...2007: 36)

Determine the number of microwell strips required.

Wash microwell strips twice with Wash Buffer.

Standard dilution on the microwell plate: Add 100 pl Assay Buffer
(1x), in duplicate, to all standard wells. Pipette 100 ul prepared
standard into the first wells and create standard dilutions by
transferring 100 pl from well to well. Discard 100 pl from the last
wells.

Alternatively external standard dilution in tubes (see 9.5.1): Pipette
100 pl of these standard dilutions in the microwells.

Add 100 pl Assay Bufter (1x), in duplicate, to the blank wells.
Add 50 pl Assay Buffer (1x) to sample wells.

Add 50 pl sample in duplicate, to designated sample wells.
Prepare Biotin-Conjugate.

Add 50 pl Biotin-Conjugate to all wells.

Cover microwell strips and incubate 2 hours at room temperature
(18°1t0 25°C).

Prepare Streptavidin-HRP.

Empty and wash microwell strips 4 times with Wash Buffer.

. Add 100 pl diluted Streptavidin-HRP to all wells.

Cover microwell strips and incubate 1 hours at room temperature
(18 to 25:C).

Empty and wash microwell strips 4 times with Wash Buffer.

Add 100 pl of TMB Substrate Solution to all wells.

Incubate the microwell strips for about 10 minutes at room
temperature (18%0 25°C).

Add 100 pl Stop Solution to all wells.

Blank microwell reader and measure colour intensity at 450 nm.

Note: If instructions in this protocol have been followed samples
have been diluted 1:2 (50 pl sample + 50 pl Assay (1X)), the
concentration read from the standard curve must be multiplied by
the dilution factor (x 2).



Priloga C:
Locevanje konjugatov Tf-PLL z gelsko filtracijo brez prisotnosti GndC1

Kromatogram prikazuje locevanje konjugatov Tf-PLL z gelsko filtracijo brez prisotnosti
1,5 M GndCl. Visok vrh predstavlja Tf, zbirali pa smo frakcije, ki so na kromatogramu
obkrozene. Ko smo zbrane vzorce testirali z NaDS-PAGE, smo opazili, da se na NaDS
gelu v ne-reducirajo¢ih pogojih (vzorec 1) pojavita 2 lisi. Sklepali smo, da lisi ne
predstavljata konjugata Tf-PLL, saj zaradi mo¢no pozitivnega naboja in velike molekulske
mase ne bi smel potovati v gel. V reducirajocih pogojih lisi izgineta, pojavi pa se lisa, ki
ustreza velikosti Tf (vzorec 2). Da bi se preverili, ali je v konjugatih prisoten PLL smo
naredili test zmanjSane mobilnosti DNK na gelu in ugotovili, da ne pride do zaustavitve
gibanja. Zato smo sklepali, da smo z gelsko filtracijo izolirali dimer in trimer Tf, saj sta
velikosti glede na standard primerni. Izolacija torej ni bila uspesna. Predvidevali smo, da je
prislo do interakcij med PLL in stacionarno fazo kolone, zato se konjugati niso eluirali.
Zato smo spremenili protokol in v pufer za gelsko filtracijo dodali 1,5 M GndCl, ki je
omogocil uspesno locevanje (slika 36 v poglavju Rezultati).

Tf trimer ' 4 250kDa
Tf dimer ; i
130 kDa
95 kDa
[ — Tf
72kDa
55 kDa
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