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1. UVOD

Adenovirusni vektori najzastupljeniji su vektori u genskoj terapiji zbog pozeljnih karakteristika
poput visoke efikasnosti transdukcije mirujucih stanica kao i stanica u diobi, proizvodnje do
visokog titra, jednostavne manipulacije genomom i visokog kapaciteta za ugradnju transgena
(Custers i1 sur., 2021). Najbolje prouceni adenovirusni vektori su vektori temeljeni na
adenovirusima skupine C, HAdV2 i HAdVS5, ali je zbog njihove visoke seroprevalencije njihovo

koristenje ograniceno.

Vektori temeljeni na niskoseroprevalentnom adenovirusu tipa 26 (HAdV26) predstavljaju dobar
izbor za razvoj cjepiva jer poticu snazan i dugotrajan imunosni odgovor (Abbink i sur., 2007).
Za razliku od nekih drugih adenovirusa, osnovna biologija, mehanizam ulaska u stanicu i
poticanja imunosnog odgovora nakon infekcije epitelnih stanica ovim virusom jo§ uvijek nisu
dovoljno poznati pa su potrebna daljnja istrazivanja adenovirusa tipa 26 koja ¢e omoguciti

uspjesniju primjenu u genskoj terapiji.

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti utjecaj klatrina na prijenos signala MAP kinaznog puta
nakon infekcije adenovirusom HAdV26 te ulogu Klatrina u prepoznavanju infekcije HAdV26
pomocu proteina MyD88 1 IFI16. Koli¢ina aktiviranih proteina ERK 1 p38 koji sudjeluju u
prijenosu signala MAP kinaznog puta utvrdena je SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom i
Westernskom analizom. Signali proteina MyD88 i IF116 te njihova unutarstani¢na lokalizacija

vizualizirani su konfokalnom mikroskopijom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ADENOVIRUS COVJEKA

Adenovirusi su DNA virusi ikozaedarne strukture, bez ovojnice i promjera 90 nm. Pripadaju
porodici Adenoviridae koja obuhvaca pet rodova prema domacinu kojeg inficiraju:
Atadenovirus, Siadenovirus, Mastadenovirus, Aviadenovirus i Ichtadenovirus. Adenovirusi
covjeka (engl. human adenovirus, HAdV) pripadaju rodu Mastadenovirus i obuhvacéaju 104
tipa koji se s obzirom na sli¢nosti dijele na 7 podgrupa oznac¢enih od A do G. Adenovirus ¢ovjeka
prvi je put izoliran 1950-ih iz adenoidnog tkiva kao virusni agens povezan s respiratornim
infekcijama (Guimet i Hearing, 2016). Ovisno o tropizmu, sklonosti virusa prema odredenom
tipu stanica koji moze inficirati, adenovirusi ¢ovjeka uzrokuju infekcije oka (skupine B, D i E),
gornjih i donjih di$nih puteva (skupine B, C i E) te infekcije gastrointestinalnog trakta (skupine
F i G) (Radke i Cook, 2018). lako su infekcije adenovirusima u imunokompetentnim osobama
ve¢inom asimptomatske ili blagih simptoma, kod djece i imunodeficijentnih osoba mogu se
razviti tezi simptomi, a ponekad mogu rezultirati i smrtnim ishodom. Dosad su zabiljezene
epidemije HAdV skupine B (HAdV3, HAdV7, HAdV11, HAdV14), skupine C (HAdV1,
HAdV2, HAdV5, HAdV6) te skupine E (HAdV4) u izoliranim skupinama odraslih ljudi te medu
djecom (Lynch i sur., 2011).

Adenovirusi se koriste se kao modeli u istrazivanjima u podrucju stani¢ne biologije, replikacije
DNA, ekspresije gena, translacije, imunologije i terapije tumora (Guimet i Hearing, 2016).
Vektor temeljen na adenovirusima najcesée je koristen vektorski sustav u genskoj terapiji,
vakcinaciji i terapiji tumora zbog dobrih karakteristika poput visokog kapaciteta kloniranja,
mogucnosti inficiranja razli¢itih tipova stanica, proizvodnje do visokog titra te svojstva da ostaje
episomalno u transduciranim stanicama, odnosno, da se ne ugraduje u genom domacina (\Wong
1 sur., 2013). Najbolje prou€eni adenovirusi su HAdV2 1 HAdVS skupine C. Vecina svjetske
odrasle populacije bila je nekad tijekom zivota u kontaktu s navedenim adenovirusima $to
djelomi¢no ogranicava njihovo koristenje u genskoj terapiji i vakcinaciji. Zbog toga se
pribjegava proucavanju 1 koriStenju vektora koji se temelje na adenovirusima niske
seroprevalencije, odnosno, s kojima vecina populacije tijekom Zivota nije bila u kontaktu poput
HAdV26 (Fernandes i sur., 2016).



2.2. STRUKTURA ADENOVIRUSA

Adenovirusni genom ¢ini linearna, dvolancana molekula DNA duljine 26 do 45 kb. Na 5'
krajevima genoma nalaze se strukture nalik ukosnicama koje sadrze ishodiste replikacije (engl.
inverted terminal repeats, ITR) (Goncalves i de Vries, 2006). Geni adenovirusa mogu se
podijeliti narane (E1, E2A, E2B, E3 i E4) i kasne (L1, L2, L3, L4iL5) (slika 1). Prije replikacije
DNA ekspresija ranih gena je najjaca, dok je ekspresija kasnih gena pod represijom (Fessler i
Young, 1998). Ekspresijom ranih transkripcijskih jedinica nastaju proteini ukljuceni u
replikaciju virusne DNA, regulaciju imunosnog odgovora inficiranih stanica i ekspresiju kasnih
gena (Gallardo i sur., 2021). Transkripcijom E1 regije nastaju proteini Kkoji aktiviraju
transkripciju ostalih ranih transkripcijskih jedinica i sprjecavaju apoptozu stanice Sto omogucuje
daljnju replikaciju virusa (Bulcha i sur., 2021). E2 geni kodiraju za proteine ukljucene u
replikaciju DNA i aktivaciju transkripcije kasnih gena, dok su produkti E3 regije odgovorni za
utiSavanje imunosnog odgovora stanica domacina (Lee i sur., 2017). Produkti E4 gena su
ukljuceni u regulaciju replikacije DNA, ekspresiju kasnih proteina, inhibiciju sinteze proteina
stanice domacina, sklapanje virusnih ¢estica i obranu od antivirusnih mehanizama domacina
(Kleinberger, 2019). Kasne transkripcijske jedinice sadrze gene koji kodiraju za proteine Va2,
IX te skupinu proteina glavne kasne transkripcijske jedinice (engl. major late transcription unit,
MLTU). Sve kasne transkripcijske jedinice kodiraju za strukturne proteine 1 proteine ukljucene

u pakiranje virusne Cestice (Zhang i Imperiale, 2003; Farley i sur., 2004).

MLP/TP L1 L2 L3 L4 L5
5 o s ) v ) = 0 ) O
E1(A/B) E3
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h 1 1 1 1 1 1 1 1 1 d
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Slika 1. Shematski prikaz organizacije genoma adenovirusa. Rane transkripcijske jedinice E2A,
E2B, E3 i E4 oznacene su bijelim strelicama, E1A/B regija oznacCena je ruzi¢astom strelicom.
Kasne transkripcijske jedinice L1, L2, L3, L4, L5 i MLP/TP prikazane su svijetlo ruziastim

strelicama. ITR sekvence oznacene su crnom bojom (prema Zhang, 1999)



Adenovirusna Cestica sastoji Se od srzi i proteinske kapside. Srz virusa ¢ini genom na Koji su
vezani strukturni proteini koji ga povezuju s kapsidom koja je pretezito gradena od heksona,
baze pentona i vlakna (slika 2) (Smith i sur., 2010). 240 kopija homotrimera heksona
rasporeden0 je simetriéno po plohama kapside virusa, pri ¢emu jedna ploha sadrzi 12
homotrimera heksona (Rux i sur., 2003). Pentoni su kompleksi proteina baze pentona i vlakna.
Baza pentona sadrzi tripeptidnu RGD sekvencu (Arg-Gly-Asp) na koju se mogu vezati integrini,
transmembranski proteini stanice. Vlakno je sastavljeno od tijela i petlje, u adenovirusnoj ¢estici

prisutno u obliku homotrimera (Gallardo i sur., 2021; San Martin, 2012).

proteini kapside strukturni proteini proteini srzi
v
" hekson é‘b & o
IITa
© VII
Q baza pentona @ VI o Mu
&, VI @  Terminalni protein
g vlakno
¢ KX = IVa2
®  proteaza

Slika 2. Shematski prikaz strukture i organizacije adenovirusne Cestice s popisom simbola i

naziva proteina kapside, strukturnih proteina i proteina srzi (prema Russel, 2009)

2.3. INFEKCIJA ADENOVIRUSOM

Infekcija adenovirusaom zapoc€inje vezanjem adenovirusne Cestice na stanicne receptore i
ulaskom u stanicu endocitozom. Nakon ulaska u stanicu slijedi bijeg virusa iz endosoma i
transport citosolom do jezgre domacina gdje dolazi do unosa virusne DNA. U jezgri se virusni
genom replicira, vr$i se transkripcija virusnih gena, te sklapanje novih virusnih Cestica koje

zatim lizom izlaze iz zarazene stanice (Slika 3) (Zhang, 1999).
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Slika 3. Shematski prikaz infekcije stanice domacina adenovirusnom ¢esticom. (1) vezanje
virusa na receptor stanice domacina (2) endocitoza (3) djelomi¢no rastavljanje virusne Cestice
(4) izlazak iz endosoma, putovanje kroz citosol i ulazak virusnog genoma u jezgru (5) ekspresija
ranih gena (6) ekspresija kasnih gena (7) sklapanje virusnih Cestica (8) izlazak virusnih Cestica

uslijed lize stanice (prema Zhang, 1999)

2.3.1. Vezanje adenovirusa

Vezanje adenovirusa na receptore ukljucuje interakcije vlakna i baze pentona virusa sa staniénim
receptorima. Do danas je pokazano vise razli¢itih molekula na stanicama na koje se adenovirusi
mogu vezati: CAR (engl. Coxsackie and Adenovirus receptor), CD46, oligosaharidi koji sadrze
sijalinska kiselina, GD1a glikan, dezmoglein-2 (DSG-2) i drugi (Zhang i Bergelson, 2005).

CAR je transmembranski protein koji pripada imunoglobulinskoj obitelji proteina. Eksprimiran
je na povrsini raznih tipova stanica i U ¢vrstim spojevima (engl. tight junctions) koji su nuzni u
procesima migracije stanica, stani¢noj adheziji i imunosnom odgovoru (Loustalot i sur., 2015;
Lane i Beverly, 2005). Adenovirusi svih skupina, osim skupine B, veZu se pomocu petlje vlakna
na CAR razli¢itim afinitetom (Arnberg, 2012). Vlakno adenovirusa jednoliko je rasporedeno po
kapsidi §to pospjesuje interakciju sa stani¢nim receptorima, a brojnost i dostupnost CAR-a na

povrsini stanica utjeCe na uspjesnost transdukcije adenovirusom (Sharma i sur., 2012). Pokazano
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je da HAdV2 i HAdV5 skupine C koriste CAR kao primarni receptor za ulazak u stanicu (Meier
i Greber, 2003).
CD46 je membranski protein regulator aktivacije komplementa prisutan na svim stanicama s
jezgrom. Mnogi patogeni, ukljucujuéi adenoviruse skupine B te skupine D, koriste CD46 kao
receptor (Liszewski i Atkinskon, 2021). HAdV16, HAdV21, HAdV35 i HAdV50 skupine B
koriste CD46 kao jedinstveni receptor, dok se za HAdV3, HAdV7, HAdV1l i HAdV14
pokazalo da mogu Koristiti i CD46 i dezmoglein-2 kao receptor (Luisoni i Greber, 2016;
Segerman i sur., 2003; Sirena i sur., 2004). Dezmoglein-2 je transmembranski glikoprotein
prisutan na povrsini epitelnih stanica i uklju¢en je u odrZavanje stani¢ne adhezije (Wang i sur.,
2010; Stasiak i Stehle, 2019).
Sijalinska kiselina je monosaharidni derivat neuraminske kiseline, a nalazi se na povrsini stanica
vezana na glikoproteine i glikolipide. Ukljucena je u procese stani¢ne adhezije, U razvoju stanice
i imunosni sustav te sluzi kao receptor mnogim virusima i bakterijskim toksinima (Stencel-
Baerenwald i sur., 2014). Pokazano je da HAdV26 Koristi sijalinsku kiselinu kao receptor za
ulazak u stanice adenokarcinoma jajnika (stani¢na linija SK-OV-3) te stani¢ne linije BT-20 i
MDA-231 (Baker i sur, 2019). HAdV37 skupine D Koristi sijalinsku kiselinu kao receptor za
ulazak u stanice (Arnberg i sur, 2000). HAdV52 skupine G, osim CAR Koristi i sijalinsku
kiselinu kao receptor (Lenman i sur., 2015).
Nakon vezanja adenovirusa za povrSinu stanice, vlakno disocira s kapside ¢ime otkriva bazu
pentona i omogucuje vezanje integrina koji okidaju signalizaciju za ulazak virusa u stanicu
(Stasiak i Stehle, 2019).
Integrini su heterodimerni transmembranski proteini koji sudjeluju u procesima vezanja stanica
na komponente izvanstaniénog matriksa, migraciji stanica, proliferaciji, diferencijaciji i
imunosnom odgovoru. Sastavljeni su od dvije podjedinice, o i B, od kojih svaka sadrzi
transmembransku domenu i kratki citoplazmatski dio. Postoji 18 razli¢itih o i 8 razli¢itih
podjedinica koje mogu tvoriti 24 razli¢ite integrinske strukture u kraljeznjacima (Stasiak i
Stehle, 2019). Svi adenovirusi, osim HAdV40 i HAdV41, sadrze RGD sekvencu koja ulazi u
interakcije s integrinima, uzrokuje njihovo nakupljanje (engl. clustering) i okida aktivaciju
prijenosa signala za ulazak virusa endocitozom. Pokazano je da integrini avp3, avp5, avp1, a3p1
i a5B1 sudjeluju u ulasku adenovirusa u stanicu domacina. Uloga integrina u ulasku virusa u
stanicu proucena je kod HAdV2 i HAdV5 kojima je primarni receptor CAR, no pokazano je da
je interakcija integrin-RGD vazna 1 kod adenovirusa koji koriste druge molekule kao primarne
receptore (Zhang i Bergelson, 2005). Takoder, Nesti¢ i sur. (2018) pokazali su da je za uspjesnu
6



infekciju epitelnih stanica virusom HAdV26 nuzan integrin avf33.

2.3.2. Ulazak adenovirusa u stanicu

Nakon vezanja adenovirusa na stani¢ne receptore okidaju se signalni putevi odgovorni za ulazak
virusa u stanicu endocitozom. Adenovirusi nemaju ovojnicu pa u stanicu mogu u¢i endocitozom
posredovanom Klatrinom, kaveolinom, fagocitozom i makropinocitozom (Dimitrov, 2004).
Endocitoza posredovana klatrinom smatra se glavnim na¢inom ulaska adenovirusnih Cestica u
stanicu domacina. Ovaj proces ukljucuje formiranje klatrinskog omotata 0ko Virusa,
invaginaciju klatrinom oblozenih mjehuri¢a te odvajanja istih u citosol stanice.

Formiranje klatrinskog omotaca zapocinje nakon vezanja adenovirusa za stanicne receptore kada
adapterski proteini prepoznaju motive na citoplazmatskom dijelu receptora i vezu se za njih.
Osim na receptore, adapterski proteini se istovremeno vezu na regije membrane bogate
fosfatidilinozitol-(4,5)-bifosfatom (P1(4,5)P2) I fosfatidilinozitol-(3,4,5)-trifosfatom
(P1(3,4,5)P3) i vezu Kklatrin. Glavni adapterski protein ukljucen u endocitozu je AP-2 (engl.
adapter protein-2) (Meier i Greber, 2003). Povezivanjem klatrina s adapterskim proteinima i
pomo¢énim proteinima dolazi do njegove polimerizacije, uvijanja membrane te stvaranja stabilne
klatrinske mreze koja formira mjehuri¢ oblozen klatrinom (Schmid i McMahon, 2007).
Formirani mjehuri¢ obloZen klatrinom u kojem je sadrzana adenovirusna ¢estica zatim se odvaja
od membrane i otpusta u citoplazmu stanice pomocu proteina dinamina. Dinamin je GTP-aza
koja se veZe na suZenje jamice oblozene klatrinom te katalizira fisiju membrane i1 otpuStanje
mjehuri¢a obloZenog klatrinom (Kadlecova 1 sur., 2017). Formirani mjehuri¢ zatim otpusta
klatrinsku mrezu i dalje se transportira citosolom stanice domacina (Flatt i Butcher, 2019).
Klatrinom posredovana endocitoza uocena je kod HAdV2, HAdV5, HAdV37 i HAdV3 (Meier
i sur., 2002; Greber i sur., 1996; Gastaldelli i sur., 2008; Lee i sur., 2020; Amstutz i sur., 2008).
Endocitoza posredovana kaveolinom odvija se na domenama membrane bogatim kolesterolom
i sfingolipidima. U takvim regijama dolazi do formiranja kaveola, odnosno invaginacije
membrane koju gradi protein kaveolin (Razani i sur., 2002). Endocitoza posredovana
kaveolinom povezana je s internalizacijom membranskih komponenti, vanstani¢nih liganada,
bakterijskih toksina te nekoliko vrsta virusa bez ovojnice (Pelkmans i Helenius, 2002). Pokazano
je da HAdV37 ulazi u stanicu kaveolinom posredovanom endocitozom, ali i posebnom vrstom
klatrinom posredovane endocitoze neovisne o dinaminu (Lee i sur., 2020).

Makropinocitoza je nespecific¢na vrsta endocitoze bez receptora i formiranja omotaca. Ovisno o



transportu formiranog makropinosoma i vrsti receptora, makropinocitoza moze biti procesivna
i recikliraju¢a (Meier i Greber, 2004). Neki od adenovirusa koji koriste makropinocitozu kao
primaran nacin ulaska u stanicu su HAdV3 i HAdV35 (Kalin i sur., 2010; Amstutz i sur., 2008).

2.3.3. Unutarstanic¢ni transport i bijeg iz endosoma

Virus se nakon endocitoze nalazi u endosomu iz kojeg mora izaéi kako bi izbjegao razgradnju
te unutarstaniénim transportnim mehanizmima dospjeti do jezgre stanice. Mehanizam
unutarstani¢nog transporta je najbolje istrazen kod HAdV2 i HAdV5 (Greber i sur., 1993;
Leopold i sur., 1998) pri ¢emu je poznato da disociranje klatrinskog omotata omogucava
izlaganje kapsidnog proteina VI koji posjeduje liticku aktivnost kojom razgraduje membranu
endosoma. Izlaganje kapsidnog proteina VI na povrSinu virusne Cestice potaknuto je
interakcijom adenovirusa i receptora na povrsini stanice, 0dnosno, pomicanjem unutar kapside
(Flatt i Butcher, 2019). Liticka aktivnost ovog proteina i njegova uloga u regulaciji stabilnosti
kapside i bijega adenovirusa iz endosoma istrazena je na termosenzitivnom mutantu Ad2-ts i
mutantu Ad2 s to¢kastom mutacijom u genu za protein VI (Flatt i Butcher, 2019). Adenovirusna
Cestica nakon bijega iz endosoma koristi motorne proteine dinein i kinezin za putovanje po
mikrotubulima do jezgre gdje se veze na kompleks jezgrine pore i unosi svoj genom (engl.
nuclear pore complex, NPC) (Strunze i sur., 2011).

2.3.4. Unos u jezgru

Djelomicno rastavljena adenovirusna Cestica transportira se citosolom vezana na dinein prema
sredistu organizacije mikrotubula (engl. microtubule-organizing center, MTOC), koji se nalazi
u perinuklearnom podruéju stanice. 1zlazak virusne DNA iz kapside i transport genoma u jezgru
odvija se na kompleksu jezgrine pore (engl. nuclear pore complex, NPC) te zahtjeva interakcije
s kinezinom Kif5C. NPC je multiproteinski kompleks sastavljen od nukleoporina, od kojih
nukleoporini Nup214 i Nup358 imaju funkciju vezanja adenovirusa i kinezina-1 (Cronshaw i
sur., 2002; Strunze i sur., 2011). Teski lanac kinezina Kif5C tvori interakcije s nukleoporinom
Nup358, dok laki lanac tvori interakcije s kapsidnim proteinom IX. Uslijed istovremene
interakcije kinezina s nukleoporinom i proteinom IX stvara se mehanicka sila koja uzrokuje
pucanje kapside i oslobadanje genoma adenovirusa povezanog s nekoliko stotina molekula
proteina VII (Strunze i sur., 2011). Protein VII vezan na adenovirusni genom $titi DNA od

mehanizma popravka dvolancanog loma (Karen i Hearing, 2011). Fragmenti virusne kapside
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ostaju u perinuklearnom podrucju stanice i transportiraju se u citosol, dok se adenovirusni
genom transportira u jezgru pomocu proteina transportina, importina 3 i importina 7 (Wolfrum
i Greber, 2013).

2.4. URODENI IMUNOSNI ODGOVOR

Urodeni imunosni odgovor predstavlja prvu liniju obrane od patogena putem prepoznavanja
specifi¢nih molekularnih uzoraka konzerviranih medu patogenima (engl. pathogen-associated
molecular patterns, PAMP) preko Toll-like receptora (engl. Toll-like receptors, TLR) i ostalih
receptora za prepoznavanje uzoraka (engl. Pattern Recognition Receptors, PRR). Prisustvo
PAMP motiva aktivira signalne puteve urodenog imunosnog odgovora koji ukljucuje aktivaciju
i otpustanje citokina i kemokina kako bi se okolna tkiva upozorila na prisutnost patogena.
Citokini i kemokini su signalne molekule koje aktiviraju unutarstani¢ne i vanstani¢ne upalne
odgovore i mehanizme obrane koji ukljucuju privlac¢enje stanica imunosnog sustava, uklanjanje
inficiranih stanica i poticanje upalnog stanja organizma (Atasheva i Shayakhmetov, 2022).

Imunosni sustav moze prepoznati komponente adenovirusa u razli¢itim fazama replikacijskog
ciklusa. Pokretanje urodenog imunosnog odgovora dogada se prepoznavanjem HAdV uslijed
interakcije s receptorima. Receptori su lokalizirani na stani¢noj membrani, membrani endosoma,
u citoplazmi te izvanstani¢no. Osim Toll-like receptora (engl. Toll-like receptors, TLR) postoje
i drugi PRR: receptori sliéni NOD-u (engl. nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-
like receptors, NLR), receptori sli¢ni RIG-u (engl. the retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1) -
like receptors, RLR) te lektinski receptori tipa C (engl. C-type lectin receptors, CLR)
(Amarante-Mendes i sur., 2018). TLR je najbolje istrazena skupina PRR. Transmembranski su
proteini gradeni od transmembranske domene bogate leucinom (engl. leucine-rich repeat, LRR)
odgovorne za prepoznavanje patogena i citoplazmatske TIR domene (engl. Toll/interleukin-1
(IL-1) receptor) odgovorne za aktivaciju signalnih puteva imunosnog odgovora stanice
(Takeuchi i Akira, 2009). Razlikujemo 10 humanih receptora oznacenih od 1 do 10, lokaliziranih
u razli¢itim dijelovima stanice (Kawai i Akira, 2010); TLR2 i TLR4 lokalizirani su na stani¢noj
membrani dok su TLR7, TLR8 i TLR9 lokalizirani na endosomalnoj membrani (Fejer i sur.,
2011). Nakon prepoznavanja virusa, TLR aktivira signalne puteve koji omogucuju odgovarajuci
imunosni odgovor stanice pomocu adapterskih proteina MyD88 (engl. Myeloid differentiation
factor 88) i/ili TRIF (engl. TIR-domain containing adaptor molecule). Oni zatim okidaju
signalnu kaskadu koja aktivira transkripcijski faktor NF-kB koji aktivira transkripciju upalnih

citokina i kemokina (Kawai i Akira, 2007). Interakcija MyD88 s TLR takoder okida prijenos
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signala koji rezultira aktivacijom interferon regulatornih faktora IRF3 (engl. interferon
regulatory factor 3) i IRF7 (engl. interferon regulatory factor 7). Aktivirani IRF3 i IRF7 poti¢u
ekspresiju interferona tipa 1 (engl. interferon type 1, IFN1) te citokina IFNa i IFNf (Takeuchi i
Akira, 2009; McNab i sur., 2015).

Interakcija RGD motiva baze pentona adenovirusa s integrinima kljuan je korak koji
omogucuje ulazak adenovirusa u stanicu, ali i aktivira signalni put odgovoran za ekspresiju
upalnih citokina i kemokina od kojih je najznacajniji IL-1a, citokin koji doprinosi antivirusnom
imunosnom odgovoru (Fitzgerald, 2009).

Detekcija virusne DNA u citosolu potice aktivaciju ekspresije interferona skupine 1 putem
citoplazmatskin DNA senzora. Do danas su identificirana tri DNA senzora: interferon-y-
inducibilni protein 16 (engl. IFN- y -inducible protein 16, IFI116), DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
polipeptid 41 (engl. DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 41, DDX41) i cikli¢ki gvanozin
monofosfat-adenozin monofosfat sintaza (engl. cyclic guanosine monophosphate— adenosine
monophosphate synthase, cGMP-AMP synthase, cGAS) (Hendrickx i sur., 2014). Interakcijom
citosolnih DNA senzora s virusnim genomom aktivira se protein STING na endoplazmatskom
retikulumu (Tanaka i Chen, 2012). STING zatim preko proteina IRF3 i TBKL1 (protein kinaza
1) potice aktivaciju ekspresije interferona 8 (Hendrickx i sur., 2014).

Interakcija virusa s raznim stani¢nim receptorima okida brojne signalne puteve, ukljucujuci i
MAPK signalni put. MAP (engl. mitogen-activated protein kinases) su proteinske kinaze
specifi¢ne za aminokiseline serin i treonin uklju¢ene u regulaciju procesa poput ekspresije gena,
mitoze, metabolizma stanice, pokretljivosti, prezivljavanja, apoptoze i diferencijacije stanice
kao odgovor na izvanstani¢ni podrazaj (Cargnello i Roux, 2011). Najbolje istrazene MAPK
sisavaca su ERK1/2 (engl. extracellular signal-regulated kinase 1 and 2), JNK (engl. c-jun N-
terminal kinase) i p38. Aktivacija svih MAP kinaza vrsi se fosforilacijom MAPK kinazama
(MAPKK). ERK i p38 signalne kaskade aktiviraju se uslijed infekcije stanice virusom, luc¢enja
citokina i aktivacijom TLR, a rezultiraju aktivacijom transkripcijskih faktora uklju¢enih u

sintezu raznih citokina (Smith i sur., 2011).
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2.5. ADENOVIRUSNI VEKTORI

Adenovirusni vektori dijele se na replikacijski defektne i replikacijski kompetentne vektore
(Wold i Toth, 2013). Razvoj replikacijski defektnih adenovirusnih vektora temelji se na
modifikaciji genoma adenovirusa uklanjanjem odredenih viralnih gena te umetanjem
ekspresijskih kazeta koje sadrze zeljene gene. Obzirom na to da se tijekom konstrukcije
adenovirusnih vektora uklanjaju geni adenovirusa potrebni za replikaciju virusa, namnaZzanje
virusa vr$i se u stani¢nim linijama koje komplementiraju deletirane gene, najées¢e HEK293
stani¢na linija. Replikacijski kompetentni vektori koriste se u genskoj terapiji tumora s ciljem
lize tumorskih stanica kao rezultata replikacijskog ciklusa adenovirusa (Wold i Toth, 2013).

Replikacijski defektni adenovirusni vektori dijele se na vektore prve, druge i treCe generacije,
ovisno o opsegu deletiranih gena. Prva generacija adenovirusnih vektora temelji se na deleciji
E1 i E3 gena, $to omogucuje ugradnju transgenskih kazeta veli¢ine do 6.5 kb. Budu¢i da takvi
vektori aktiviraju jak imunosni odgovor na adenovirusne proteine te postoji mogucnost nastanka
replikacijski kompetentnih adenovirusa uslijed spontane homologne rekombinacije, razvijeni su
adenovirusni vektori druge generacije. Ad vektori druge generacije konstruirani su tako da, osim
delecije E1 i E3, imaju i deletiranu E2a, E2b ili E4 regiju, §to omogucuje unos transgenih kazeta
veli¢ine do 10.5 kb. Takvi su vektori pokazali produljenu ekspresiju transgena u usporedbi s
vektorima prve generacije, no i dalje s jakim imunosnim odgovorom domacina. Tre¢a generacija
adenovirusnih vektora temelji se na deleciji svih viralnih gena osim ITR sekvenci i pakirajuceg
signala. Takvi se vektori nazivaju guttles vektori i omogucuju ugradnju do 36 kb transgena.
Kako bi se mogli umnoziti u komplementiraju¢im stanicama potreban im je tzv. helper virus
koji sadrzi gene ¢ijom ekspresijom nastaju proteini potrebni za pakiranje guttles vektora (Parks
i sur., 1996). U usporedbi s Ad vektorima prve i druge generacije, guttles vektori izazivaju slabiji
imunosni odgovor i omogucuju produljenu ekspresiju transgena. Tijekom procis¢avanja guttles
vektora potrebno je osigurati da je vektor u potpunosti prociséen od helper virusa kako bi se

osigurala efikasnost i sigurnost koristenja vektora in vivo (Bulcha i sur., 2021).

2.5.1. HAdV26

Adenovirusni vektori temeljeni na adenovirusima skupine C (HAdV2 i HAdV5) najproucavaniji
su 1 najceS¢e koriSteni adenovirusi u genskoj terapiji. Njihova visoka seroprevalencija
ogranicava primjenu kod ljudi jer ve¢ postojeca steCena imunost moze onemoguciti u¢inkoviti

prijenos gena. Osim ograni¢enja ucinkovitosti potencijalnih terapeutika, imunosni odgovor
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protiv vektora visoke seroprevalencije moze uzrokovati niz nuspojava uslijed ponavljane
primjene vektora, koje ukljucuju sindrom sustavnog upalnog odgovora i toksi¢no ostecenje jetre
(Fernandes i sur., 2016; Vlachaki i sur., 2002; Raper i sur., 2003). Zbog navedenih razloga, sve
se viSe istraZivanja usmjerava prema adenovirusnim vektorima nize seroprevalencije. HAdV26
je adenovirus niske seroprevalencije na $to upucuju znacajno nize frekvencije neutralizacijskih
antitijela u raznim populacijama u usporedbi s koli¢inom neutralizacijskih antitijela prema
HAdVS5 (Custers i sur., 2021). U ispitivanjima imunogeni¢nosti niskoseroprevalenih
adenovirusnih vektora iz skupina B i D, HAdV26 je pokazao najviSu imunogeni¢nost u
zivotinjama (Custers i sur., 2021). Takoder, pokazano je da HAdV26, HAdV35 i HAdV48, koji
primarno koriste CD46 kao receptor, in vivo u rezus majmunima poti¢u znatno jaci urodeni
imunosni odgovor posredovan citokinima od HAdV5 koji koristi CAR kao receptor (Teigler i
sur., 2012). Trenutno se mnoga cjepiva temeljena na vektoru HAdV26 nalaze u klini¢kim
ispitivanjima, neka od kojih su cjepiva protiv HIV-a (engl. Human Immunodeficiency Virus),
virusa Ebole, Zika virusa, Filo virusa, malarije, HPV-a (engl. Human Papilloma Virus) i RSV-
a (engl. Respiratory Syncytial Virus) (Custers i sur, 2021). Cjepivo protiv Ebole Zabdeno
odobreno je od strane agencije EMA (engl. European Medicines Agency) 2020. godine
(Woolsey i1 Geisbert, 2021). Takoder, trenutno su dva cjepiva temeljena na vektoru HAdV26
odobrena za upotrebu protiv virusa SARS-CoV-2, cjepivo Sputnik V koje se temelji na
kombinaciji vektora HAdV26 i HAdV5 te cjepivo Janssen (Majhen, 2022).
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Popis osnovnih koriStenih kemikalija naveden je u Tablici 1, a popis otopina i1 pufera te njihova

priprema u Tablici 2.

Tablica 1. Popis koristenih kemikalija

Naziv

Proizvodac¢

Alexa Fluor 488

Thermo Scientific, SAD

Alexa Fluor 546

Invitrogen , SAD

Akrilamid

Sigma-Aldrich, Njemacka

amidocrno (engl. amido black)

Kemika Hrvatska

amonijev klorid (NH4CI)

Sigma-Aldrich, SAD

amonijev persulfat, APS

Serva, Njemacka

beta-merkaptoetanol

Fluka, Njemacka

bromfenol plavilo (engl. bromophenol blue)

Serva, Njemacka

cezijev klorid (CsCl)

Sigma-Aldrich, Njemacka

DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol)

Invitrogen, SAD

Deionizirana voda (diH20)

DMSO (dimetilsulfoksid)

Sigma-Aldrich, Njemacka

DMEM, Dulbeccova modifikacija Eaglove
hranjive podloge (engl. Dulbecco's modified

Eagle's medium)

Sigma-Aldrich, Njemacka

DPBS (engl. Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline), fosfatni pufer bez Ca2+ i Mg2

Sigma-Aldrich, Njemacka

Etanol

GramMol, Hrvatska

Glicerol

Kemika, Hrvatska

govedi serumski albumin (engl. Bovine

Serum Albumine, BSA)

Macherey-Nagel, Njemacka
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Tablica 1. Popis koristenih kemikalija - nastavak

Naziv

Proizvodag

Mlijeko u prahu, nemasno

Carl Roth, Njemacka

Pierce ECL Westernska analizating Substrate,
kemiluminiscentni reagens za Westernska

analiza analizu

Thermo Fisher Scientific, SAD

PageRuler  Prestained Protein  Ladder,

proteinski marker za SDSelektroforez

Thermo Scientific, SAD

Paraformaldehid, PFA 4 %

Sigma, Njemacka

reH20

SDS (natrij-dodecil sulfat)

Sigma-Aldrich, Njemacka

Serum fetusa goveda (engl. Fetal Bovine
Serum; FBS)

Sigma-Aldrich, SAD

TEMED (N,N,N,N-tetrametiletilendiamin)

Sigma-Aldrich,SAD

Tripsin-EDTA

Sigma-Aldrich, Njemacka

Tris baza Sigma-Aldrich, SAD
Tris-HCI Merck Millipore, Njemacka
Triton-X-100 Sigma-Aldrich, USA
Tween-20 Sigma-Aldrich, Njemacka
Virocid 1% Genera, Hrvatska

Tablica 2. Popis koristenih otopina i pufera i njihova priprema

Naziv

Priprema

Amidocrno boja 0,1 %

45 mL metanola, 10 mL octene kiseline, 45

mL vode, 0,1 g amido black otopine

10 X TBS

500 mL Tris-HCI (pH 7,5), 300 mL 5 M
NaCl, 200mL diH20,¢uva se pri 4 °C
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Tablica 2. Popis koristenih otopina i pufera i njihova priprema - nastavak

Naziv

Priprema

6 X SB pufer (engl. sample buffer; za SDS-
PAGE)

6 X SB pufer (engl. sample buffer; za SDS-
PAGE) 1.2 g SDS otopi se u 2 mL diH20,
doda se 2.5 mL 1.5M Tris-HCI (pH 6.8) i 30
mg bromfenol plavila, nakon §to se otopi
12 mL B-
merkaptoetanola. Dopuni se do 10 mL diH20

doda se 3 mL glicerola 1

i ¢uva pri —20 °C

akrilamid/bisakrilamid miks 30 %

29,2 g akrilamida i 0.8 g bisakrilamida otopi
se u 100mL diH20

APS, 10 %

500 mg APS-a otapa se u 5 mL diH20O, ¢uva
se pri —20°C

DMEM-FBS (0.2 %)

10 mL FBS u 5000 mL DMEM

DMEM-FBS (10 %)

500 mL FBS u 5000 mL DMEM

otopina CsCl gustoce 1,25 g mL-1

36,16 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera

otopina CsCl gustoce 1,34 g mL-1

51,20 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera

otopina CsCl gustoc¢e 1,40 g mL-1

62,00 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera

otopina za odbojavanje

40 mL metanola, 7 mL octene kiseline, 53 mL

vode

pufer PS 10 MM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.1 %
SDS u diH20

pufer TBST 50 mL pufera 10x TBS, 450 mL diH20, 450
puL Tween-20

pufer TD TD 8 g NaCl i 0.38 g KCI otopi se u 150 mL

diH20, doda se 0.1g Na2HPO4 i 3 g Tris baze,
nadopuni se do 500 mL s diH20, podesi pH
7.4-7.5, nadopuni do 1 L s diH20; sterilizira

se autoklaviranjem
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Tablica 2. Popis koristenih otopina i pufera i njihova priprema - nastavak

Naziv

Priprema

pufer Tris-HCI pH 6.8 (0.5 M)

6 g Tris-HCI otopi se u 80 mL diH20, podesi
se pH dodatkom 6 M HCI, nadopuni se
diH20 do 100mL, ¢uva se pri 4°C

pufer Tris-HCI pH 8.8 (1.5 M)

18.2 g Tris-HCI otopi se u 100 mL diH20,
podesi se pH dodatkom 6 M HCI, ¢uva se pri
4°C

pufer za uklanjanje vezanih protutijela za

membranu (engl. stripping buffer)

100 mM otopina glicina u diH20, pH 2,8

transfer pufer

50 ml Tris-glicinski pufer pH 8,3, 350 ml
diH20, 100ml etanol

3.1.2. Protutijela

Tablica 3. Popis koristenih protutijela

Specifi¢nost Proizvedeno u Kataloski
protutijela organizmu Raztjedenje Prozvodat broj
Primarna protutijela
Santa Cruz | sc-7383
pERK Mis 1:200 Biotechnology,
SAD
Santa Cruz | sc-94
ERK Zec 1:200 Biotechnology,
SAD
Santa Cruz | sc-166182
pp38 Mis 1:200 Biotechnology,
SAD
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Tablica 3. Popis koristenih protutijela — nastavak

Fluor 546

SAD

Specificnost Proizvedeno u ' . . Kataloski
N ) Razrjedenje Proizvodac ]
protutijela organizmu broj
Primarna potutijela
Santa Cruz | sc-535
p38 Zec 1:200 Biotechnology,
SAD
Santa Cruz | sc-74532
MyD88 Mis 1:50 Biotechnology, lot #F0716
SAD
Santa Cruz | sc-8032 lot
IFI-16 Mis 1:50 Biotechnology, # B1516
SAD
Sekundarna protutijela
anti-mis G21040 lot
imunoglobulini, #1925065
GE  Healthcare,
obiljezeni ovca 1:10000
_ SAD
peroskidazom
hrena
anti-zec W1335563
imunoglobulini, _ lot 31466
Thermo  Fischer
obiljezeni koza 1:5000 -
] Scientific, SAD
peroskidazom
hrena
anti-zec 1gG Invitrogen A31572 lot
obiljeZeni s Alexa koza 1:1000 Molecular Probes, | 52636A
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3.1.3. Stani¢ne linije

U ovom radu koriStene su adherentne stanice adenokarcinoma pluéa covjeka (engl.
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells, A549, ATCC® CCL-185), pripadajuci
klonovi sa stabilno smanjenom ekspresijom klatrina A549-shCLTC-58 (ekspresija klatrina
smanjena 26%) i A549-shCLTC-69 (ekspresija klatrina smanjena 65%) transficirani plazmidom
pl(shCLTC) koji kodira za sShRNA klatrina, prethodno konstruirani u Laboratoriju za stani¢nu
biologiju i prijenos signala, te klon HEK-293-K1 (engl. human embryonal kidney, HEK-293,
ATCC® CRL-1573TM) sa stabilno pove¢anom ekspresijom avp3 integrina.

3.1.4. Adenovirusi

U ovom radu koristen je replikacijski defektan adenovirus HAdV26 koji eksprimira transgen
GFP (engl. green fluorescent protein) pod regulacijom CMV promotora. Replikacijski defektan
HAdV26 umnozio se u komplemetirajuéim stanicama HEK-293-K1 te procistio

ultracentrifugiranjem u gradijentu cezijeva klorida.

3.1.5. Uredaji i pomagala pri radu

Tablica 4. Popis koristenih uredaja i pomagala

Naziv Proizvodac
ampule za smrzavanje stanica Nunc, Danska
analiticka vaga AB54-S Mettler Toledo Classic

aparatura za izlijevanje gela i za vertikalnu | BioRad, SAD
elektroforezu proteina  Mini-PROTEAN®
Tetra Cell Systems

brojac stanica Coulter Counter Beckman Coulter, SAD

centrifuga za mikroeprevute (do 14000 x g) | Eppendorf, Njemacka

Centrifuga MSE Harrier 18/80 Camlab, UK

epruvete za centrifugiranje Ultra-Clear | Beckman, SAD

344059

Evos Cell Imaging Mikroskop Thermo Scientific, SAD
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Tablica 4. Popis koristenih uredaja i pomagala — nastavak

Naziv Proizvodac
Erlenmeyer staklene tikvice razli¢itih | VWR, SAD
zapremnina

Falkon epruvete razli¢itih zapremina

Falcon Becton Dickinson, SAD

Gumena strugalica

Falton Becton Dickinson, SAD

Hamilton igla

Hamilton, Svicarska

Igla za procis¢avanje virusa

Merck, Svicarska

inkubator za uzgoj stanica HeraCell 150

Heraeus, Njemacka

izvor napajanja za elektroforezu proteina i

transfer PowerPac Basic

BioRad, SAD

kabinet za rad u sterilnim uvjetima

Klimaoprema, Hrvatska

kadica za elektroforezu i transfer proteina

BioRad, SAD

kadica za gel elektroforezu

BioRad, SAD

kolona Sephadex G25M GE

Healtcare Life Sciences, Velika Britanija

Konfokalni mikroskop (Leica SP8 X FLIM)

Leica, Njemacka

mikroepruvete

Eppendorf, Njemacka

Mikropipete

Eppendorf, Njemacka

Nanodrop

Thermo Scientific, SAD

nastavci za mikropipete s filtrom i bez filtra

Eppendorf, Njemacka

nitrocelulozna membrana s porama 0,45 pm

Amersham Pharmacia Biotech, Svedska

Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica

promjera 10 cm

Falcon, SAD

pipete, plasti¢ne, razlicitih zapremnina

Sigma-Aldrich, SAD

pipete, staklene, razli¢itih zapremnina

Bellco, SAD i1 Hirschmann, Njemacka

Plocice za uzgoj s 6 1 24 bunarica

Falton Becton Dickinson, SAD

Protocni citometar

FACSCalibur, Becton Dickinson, SAD

sustav za vertikalnu elektroforezu

Bio-Rad, Njemacka

Stakalca za konfokalni mikroskop

Vitrognost, Hrvatska

svjetlosni mikroskop

Zeiss, Njemacka

termoblok Thermomixer compact

Eppendorf, Njemacka
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Tablica 4. Popis koristenih uredaja i pomagala - nastavak

Naziv Proizvodag

ultracentrifuga Optima XL-100K Beckman, SAD

uredaj za razbijanje stanica ultrazvukom | Cole Palmer, SAD

Ultrasonic Processor

uredaj za vizualizaciju kemiluminiscentnog | BioRad, SAD

signala ChemiDoc Imaging System

vodena kupelj Tehtnica, Slovenija

vrtloZzna mjeSalica EV 102 Tehtnica, Slovenija

zibalica Vibromix 314 EVT /tresilica Tehtnica, Slovenija
3.2. METODE

3.2.1. Kultura stanica

3.2.1.1. Uzgoj stanica

Sve stani¢ne linije uzgajaju se u inkubatoru za uzgoj stani¢ne kulture koji odrzava konstantnu
temperaturu 37 °C uz 5 % CO2 u smjesi zraka. Stanice se uzgajaju u Petrijevim zdjelicama
promjera 10 cm, u mediju za uzgoj stanica DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
s dodatkom 10 % seruma fetusa goveda (engl. Fetal Bovine Serum, FBS). Sve stani¢ne linije su
adherentnog tipa, rastu pri¢vrS¢ene za dno Petrijeve zdjelice sve dok ne ispune dostupnu

povrsinu, iscrpe hranjive sastojke ili prestanu rasti zbog nakupljenih toksi¢nih metabolita.

3.2.1.2. Odrzavanje stanica

Presadivanje stanica vrs$i se kad konfluentnost stanica dosegne 60-80 %. Konfluentnost stanica
prati se invertnim svjetlosnim mikroskopom. Tijekom presadivanja stanica iz Petrijeve zdjelice
promjera 10 cm prvo je potrebno ukloniti medij, zatim stanice isprati s 1 ml PBS pufera te dodati
1 ml tripsina, oboje prethodno zagrijanih na 37 °C, kako bi se stanice odvojile od stijenki
Petrijevih zdjelica. Stanice se inkubiraju dok se invertnim svjetlosnim mikroskopom ne uoci
zaokruZzivanje stanica i odvajanje od podloge za rast, potom se dodaje 9 ml medija DMEM s
dodatkom 10 % FBS zagrijanog na 37 °C kako bi se inhibiralo djelovanje tripsina. Stanice se
resuspendiraju u mediju, odreduje im se koncentracija brojanjem u Biirker-Tiirkovoj komorici 1

nasaduju u Petrijevu zdjelicu promjera 10 cm u Zeljenoj koncentraciji i dodaje se medij do
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ukupnog volumena od 10 ml. Petrijevke se ¢uvaju u inkubatoru za uzgoj stani¢ne kulture.

3.2.1.3. Zamrzavanje i odmrzavanje stanica

Stanice se zamrzavaju u parama tekuceg dusika pri -196 °C kako bi se odrzala zaliha stanica.
Postupak zamrzavanja zapo€inje centrifugiranjem odignutih i resuspendiranih stanica 10 min pri
1100 x g, zatim se uklanja supernatant, a stani¢ni talog se resuspendira u 1 ml medija s dodanih
5 % DMSO. Tako pripremljena suspenzija stanica prebacuje se u ampulu za smrzavanje, kratko
se inkubira u ledenom bloku (30 min), zatim se premje$ta u prsten tekuc¢eg dusika kako bi se
uzorci zamrznuli u parama tekuceg dusika te sljede¢i dan pohranjuje u spremnik s teku¢im
dusikom. Stanice se odmrzavaju inkubiranjem ampule u vodenoj kupelji pri 37 °C te
resuspendiranjem u prethodno zagrijanom mediju za uzgoj stanica DMEM s dodatkom 10 %
FBS. Stanice se nasaduju u novu Petrijevu zdjelicu promjera 10 cm 1 uzgajaju u inkubatoru za
uzgoj stani¢ne kulture. Nakon 24 sata uzgoja potrebno je promijeniti medij kako bi se uklonio

DMSO dodan pri zamrzavanju zbog toksi¢nog djelovanja na stanice.

3.2.2. Umnazanje i prociS¢avanje replikacijski defektnog virusa centrifugiranjem u cezijevom
kloridu (CsCl)

Zaumnazanje replikacijski defektnih adenovirusa HAdV26 koriste se komplementiraju¢e HEK-
293-K1 stanice koje u genomu imaju stabilno ugradenu E1 regiju adenovirusnog genoma. HEK-
293-K1 stanice uzgajaju se u 60 Petrijevih zdjelica promjera 10 cm te inficiraju dodatkom
prethodno pripremljenog supernatanta infekcije HAdV26. Inficirane stanice se inkubiraju u
inkubatoru za uzgoj stani¢ne kulture dok se ne uoci citopatogeni u€inak koji slijedi 48-72 sata
nakon infekcije. Infekcija se vizualno prati pomocu EVOS Cell Imaging sustava. Kada se uoci
citopatogeni ucinak, stanice se odvajaju od podloge pipetiranjem i zajedno skupljaju u Falcon
epruvetu pipetom koja sadrzi filter te centrifugiraju 10 min pri 1100 x g. Ukupni talog stanica se
resuspendira u 10 ml medija DMEM-FBS (10 %) i provodi kroz tri ciklusa smrzavanja (-20 °C)
I odmrzavanja (37 °C) kako bi se virusi oslobodili iz stanica. Suspenzija se potom centrifugira
10 min pri 3600 x g kako bi se virusne Cestice sadrZzane u supernatantu odvojile od istaloZzenih
fragmenata stanica. Virusne Cestice iz supernatanta se procisS¢avaju na jastu¢icu CsCl, a potom
u gradijentu CsCI.

Procis¢avanje na jastucic¢u CsCl provodi se na nac¢in da se u epruvetu dodaje 2,4 ml CsCl gustoce

1,4 g/ml, obiljezi se razina dodanog CsCl, a zatim se nadslojava s 2,5 ml CsCl gustoce 1,25 g/ml
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dokapavanjem, kako ne bi doslo do mijeSanja slojeva. Na nadslojene otopine CsCl dodaje se 7
ml supernatanta s oslobodenim virusnim cesticama i do vrha epruvete nadopuni medijem
DMEM-FBS (10 %). Epruvete se potom centrifugiraju u ultracentrifugi pri 20 °C i 60 000 x g
tijekom 1 h i 45 min. Nakon centrifugiranja virusne Cestice se nalaze na granici izmedu dva sloja
CsCl vidljive u obliku bijele vrpce. Iznad prve vrpce nalazi se druga bijela vrpca u kojoj su
sadrzane prazne virusne kapside i1 necistoce. Prvi sloj virusa pazljivo se skuplja pomocu Sprice
sa iglom u volumenu do 1,5 ml.

Drugi korak proc¢i$¢avanja odvija se ultracentifugiranjem u gradijentu cezijeva klorida. Uzeti
volumen suspenzije virusnih Cestica pomijesa se u novoj epruveti za ultracentrifugiranje s CsCl
gustoce 1,34 g/ml do vrha epruvete. Tako pripremljen uzorak se zatim centrifugira preko no¢i,
pri 20 °C i 60 000 x g. Virusne Cestice tijekom centrifugiranja prolaze kroz zone stvorenog
gradijenta gusto¢e CsCl 1 zaustavljaju u dijelu u kojem je gustoca CsCl jednaka gusto¢i virusnih
Cestica. Ultracentrifugiranjem se dobiva ostar bijeli sloj prociséenih virusnih Cestica koji se
skuplja pomocu $price s iglom u §to manjem volumenu. CsCl se iz uzorka procis¢enih virusnih
Cestica uklanja gel filtracijom pomocu kolone Sephadex-G25M (Amersham Pharmacia Biotech,
UK). Kolona se pri¢vrsti na metalni stalak, odreze se njen vrh i potom se odcepi s gornje strane
kako bi tekuc¢ina sama iscurila. Kolona se prije dodavanja proc¢i§éenog virusa ispire 6 puta s po
50 ml PBS pufera. Nakon ispiranja, na kolonu se dodaje do 1 ml proc¢iS¢enog virusa 1 u
mikroepruvetu se skuplja prvi eluat oznacen kao frakcija 0. Zatim se u intervalima u kolonu
dodaje po 0,5 ml pufera PBS uz istovremeno sakupljanje frakcija u mikroepruvete. Frakcije u
kojima se naalazi virus se skupe te se doda glicerol do 10 % kona¢nog volumena. Suspenzija

virusnih Cestica se alikvotira i Smrzava pri -80 °C.

3.2.3. Odredivanje koncentracije virusa

Koncentracija procis¢enih virusa odreduje se spektrofotometrijskom metodom (Mitterender 1
sur., 1996). Postupak zapocinje pripremom razrjedenja virusa u PBS puferu i 0.1 % SDS te
inkubiranjem 10 min pri 56 °C. Tijekom inkubacije dolazi do oslobadanja virusne DNA iz
kapsida. Mikroepruvete se nakon inkubacije kratko centrifugiraju pri 10 000 x g, zatim se mjeri
apsorbancija pri valnoj duljini od 260 nm. Koncentracija virusnih Cestica raCuna se prema
formuli :

N=A260r-1,1-10* [vpmL-1]

gdje N oznacava broj virusnih Cestica u 1 mL, A260 izmjerenu apsorbanciju pri 260 nm, a r
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razrjedenje virusa.

3.2.4. Odredivanje uspjesnosti transdukcije adenovirusom

Uspjesnost transdukcije adenovirusom odreduje se proto¢nom citometrijom. Proto¢na
citometrija je metoda multiparametarske analize pojedinacnih stanica u tekucini. Temelji se na
koriStenju snopa laserskog svjetla kao izvora svjetlosti, koji obasjava pojedinacne stanice i
uzrokuje lom svjetlosti ili fluorescencije koje se analiziraju detektorima (McKinnon, 2018).
HAdV26 ima ugraden gen koji kodira zeleni fluorescentni protein, pa se na temelju njegove
ekspresije moze odrediti postotak transduciranih stanica proto¢nom citometrijom.

Uspjesnost transdukcije adenovirusom HAdV26 odredena je u A549 stanicama. U plocicu s 12
bunari¢a nasadi se 5 X 10* stanica po bunari¢u. Nakon 24 sata stanice se pobroje kako bi se
odredio volumen virusnog razrjedenja potreban za infekciju. Volumen adenovirusa odreduje se
na temelju MOI vrijednosti (1x10* vp/st) te koncentracije adenovirusa. Dodaje se medij do
konacnog volumena od 500 pL po uzorku te se sa pripremljenim virusnim razrjedenjem
inficiraju stanice. Stanice se potom inkubiraju 2 sata, nakon ¢ega se virusno razrjedenje makne
1 dodaje 1 ml svjeZeg medija. UspjesSnost transdukcije odreduje se protocnim citometrom nakon
48 sati inkubacije u inkubatoru za uzgoj kulture stanica. Stanice se 48 sati nakon infekcije
pripremaju za analizu proto¢nom citometrijom. Stanice se prvo ispiru sa 300 uL PBS-a pa
tripsiniziraju dodatkom 300 pL tripsina. Nakon odvajanja od podloge za rast, stanice se
resuspendiraju uz dodatak 1200 pL PBS-a. Cijeli volumen se prenosi u mikroepruvetu od 2 mL
i centrifugira pri 1200 x g 5 minuta. Supernatant se baca, a stani¢ni talog se resuspendira
dodatkom 500 uL PBS-a te ponovo centrifugira pri 1200 x g 5 minuta. Supernatant se baca, a
stanice se zatim fiksiraju. Fiksiranje stanica provodi se dodatkom 1 %-tnog PFA i inkubacijom
10 minuta. Nakon 10 minuta dodaje se 500 uL. PBS-a i ponovo centrifugira pri 1200 x g 5
minuta. Supernatant se baca i dodaje se 400 uLL PBS-a. Tako pripremljen uzorak spreman je za

analizu proto¢nom citometrijom.

3.2.5. Razdvajanje proteina SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom

SDS-poliakriamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE, engl. Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) je denaturiraju¢a diskontinuirana elektroforeza koja se
koristi za razdvajanje proteina u elektricnom polju. Natrijev dodecil-sulfat je denaturirajuci

anionski detergent koji vezanjem na proteine akumulira negativan naboj na njima te izjednacava
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omjer naboja i mase proteina pa se stoga razdvajanje proteina pomoc¢u SDS-PAGE temelji na
razlici u molekulskoj masi.

Uzorci za SDS-PAGE skupljaju se metodom vruceg pufera. Stanice se inficiraju adenovirusom
(MOI=10* vp/st) i inkubiraju u inkubatoru za uzgoj kulture stanica (1h, 37 °C). Nakon
inkubacije se uklanja medij i dodaje pripremljen razrijeden 1x vrué¢i SB pufer zagrijan na 96 °C
(200 pL) kako bi se uzrokovala liza stanica te se pomocu sterilne strugalice lizirane stanice
odvoje od podloge za rast. Ukupni volumen se prebacuje u mikroepruvete. Stanicni se lizat za
SDS-PAGE priprema na nacin da se prvo sonicira u tri intervala po 5 sekundi (amplituda 30 Hz)
te potom zagrijava na 96 °C. Izmedu svakog intervala uzorci se hlade 5 sekundi na ledenom
bloku, a izmedu soniciranja svakog uzorka potrebno je obrisati sondu alkoholom. Tako
pripremljeni uzorci spremni su za nanosenje na gel.

Proteini u uzorcima razdvajaju se diskontinuiranom elektroforezom pomocu dva gela. Gel za
sabijanje koristi se kako bi se uzorci koncentrirali, dok se u gelu za razdvajanje proteini u
uzorcima razdvajaju na temelju razlike u veli¢ini. Gelovi se pripremaju U Falcon epruvetama
prema to¢no odredenom sastavu (Tablica 5). Prvo se priprema gel za razdvajanje u ukupnom
volumenu od 10 Ml, izlijeva se u kalup te nadslojava etanolom kako bi se osigurala
ravnomjernost gela. Nakon polimerizacije gela za razdvajanje (potrebno 1 h) priprema se gel za
razdvajanje sastava prikazanog u Tablici 5 (3 mL) i izlijeva se u kalup na gel za razdvajanje.
Nakon izlijevanja gela sa sabijanje u kalup se uranja ¢eslji¢ i ostavlja 1 h kako bi se polimerizirao
gel za sabijanje.

Nakon zavrsetka polimerizacije gela, ¢eslji¢ se izvadi iz gela za sabijanje, sastavi se aparatura
za elektroforezu i priprema 1x SDS pufer u kojem se provodi elektroforeza. Pufer se izlijeva u
kadicu za elektroforezu i zatim stavlja kalup sa gelovima. U prostor izmedu gelova se potom
dodaje pufer staklenom pipetom do vrha. Uzorci zagrijani na 96 °C nanose se Hamilton iglom u
jazice u volumenu od 25 pL. U jednu jaZicu se dodaje 1,5 puL proteinskog markera za odredivanje
molekulske mase razdvojenih proteina, a u prazne jazice se dodaje 25 uL 1x razrijedenog SB
pufera. Elektroforeza se prvih 30 minuta provodi pri 80 V, a nakon ulaska proteina u gel za
razdvajanje, pri 100 V otprilike 2 h. Nakon provedene elektroforeze vrsi se transfer proteina iz

gela na membranu.
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Tablica 5. Priprema gela koriStenih za razdvajanje proteina SDS-poliakrilamidnom gel

elektroforezom

Komponente Volumen (mL)
Gel za sabijanje, pH=6,8 Gel za razdvajanje, pH=8,8

reH20 2,1 4,0
akrilamid/bisakrilamid miks | 0,5 33
30 %
pufer Tris-HCI pH 6.8 (0.5| 0,38 -
M)
pufer Tris-HCI pH 88 (1.5 - 2,5
M)
10 % APS 0,03 0,1
10 % SDS 0,03 0,1 0,03 0,1
TEMED 0,003 0,00 0,003 0,004
Ukupno 3 10

3.2.6. Western blot

Western blot je metoda za identifikaciju proteina u smjesi proteina koja se temelji na vezanju
specificnog antitijela na ciljani protein. Nakon provedene SDS-PAGE, proteini se iz gela
prebacuju na nitroceluloznu membranu mokrim transferom. Transfer zapocinje pripremom
sustava za transfer koji se redom sastoji od spuzvice, dva Whatman papira, gela, nitrocelulozne
membrane, zatim ponovno dva Whatman papira i spuzvice, zajedno posloZenih u kalup s
rupama. Prijenos proteina odvija se u transfer puferu, pri 400 mA, 45 V tijekom 90 minuta.
Nakon provedenog prijenosa proteina, membrana se ispire u TBST puferu 5 minuta te potom
boja otopinom Amidocrne boje 2 minute. Membrana se zatim ispire otopinom za odbojavanje 3
puta po 2 minute na klackalici, odnosno dok se ne pojave jasne vrpce uz $to svjetliji ostatak
membrane. Nakon odbojavanja, membrana se ispire u TBST puferu 30 minuta (jednom 15 min
pa tri puta po 5 min), a zatim blokira u 5 %-tnoj otopini mlijeka u prahu u TBST puferu sat
vremena pri sobnoj temperaturi na klackalici, ¢ime se sprjecava nespecifi¢no vezanje protutijela

na membranu. Nakon blokiranja membrana se inkubira preko no¢i na +4 °C u otopini primarnog
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protutijela koje se priprema u 5 %-tnoj otopini mlijeka u prahu u puferu TBST. Sljedeci dan se
membrana ispire 30 minuta (jednom 15 min pa 3 puta po 5 min) i inkubira se 2 sata na sobnoj
temperaturi na klackalici u otopini odgovarajuceg sekundarnog protutijela koja se priprema u 5
%-tnoj otopini mlijeka u prahu u puferu TBST. Ponovno slijedi ispiranje u TBST puferu 30
minuta (jednom 15 min pa tri puta po 5 min). Vizualizacija proteina temelji se na generiranju
kemiluminiscentnog signala, a omogucena je vezanjem sekundarnog protutijela jer ono na sebi
ima vezan enzim peroksidazu izoliranu iz hrena. Nakon zadnjeg ispiranja membrane, membrana
se stavlja na foliju i prenosi u uredaj za snimanje membrana. Na membranu se nakapava
prethodno pripremljen kemiluminiscentni reagens Pierce ECL Western analizating Substrate i
na mjestima ciljanog proteina na membrani se razvija kemiluminiscentni signal. Za detekciju
viSe razlicitih proteina sli¢nih veliina na istoj membrani potrebno je izmedu svake detekcije
ukloniti vezana protutijela. Vezana protutijela se uklanjaju inkubiranjem u puferu za uklanjanje
vezanih protutijela (engl. stripping pufer) tijekom 45 minuta pri sobnoj temperaturi na klackalici.
Zatim slijedi blokiranje u 10 %-tnoj otopini mlijeka u prahu u TBST puferu te inkubiranje u
otopinama odgovarajuc¢ih primarnih i sekundarnih protutijela prema opisanom postupku. Za

analizu kemiluminiscentnih signala koristi se program ImageJ.

3.2.6. Odredivanje krivulje rasta kultura stanica

Krivulja rasta kultura stanica izraduje se na temelju vrijednosti udvostrucenja populacije tijekom
pet ciklusa presadivanja. Prilikom svakog presadivanja stani¢ne kulture, potrebno je odrediti
ukupan broj stanica brojanjem na Biirker-Tiirkovoj komorici. Za izracun udvostrucenja
populacije (engl. Population Doubling, PD) tijekom jednog ciklusa uzgoja koristi se formula

PD = [log10(NH) - log10(N1)] / 1og10(2), gdje je N1 broj nasadenih stanica, a NH vrijednost
izbrojanih stanica na kraju ciklusa uzgoja. PD vrijednost daje uvid u porast broja stanica u
odnosu na pocetni broj nasadenih stanica. Zbrajanjem PD vrijednosti svakog ciklusa uzgoja
dobivaju se kumulativne vrijednosti udvostru¢enja stani¢ne populacije (CPD), pomocu kojih se

izraduje krivulja rasta kultura stanica.
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3.2.7. Imunofluorescencija

Za odredivanje signala unutarstani¢nih proteina koristi se imunofluorescencija. Stanice se
nasaduju na stakalca prethodno smjestenim u bunari¢e plocice za uzgoj stanica s 24 bunarica
(MW24) u koncentraciji 2x10* stanica po bunariéu i uzgajaju se 48 sati u inkubatoru za uzgoj
stani¢ne kulture. Nakon 48 sati, stanice iz jednog bunarica se broje u Biirker-Tiirkovoj komorici
kako bi se izracunao potreban volumen virusnog razrjedenja za infekciju kako bi MOI iznosio
10° vp/st. Zatim slijedi infekcija dodatkom 300 L virusnog razrjedenja u mediju i inkubacija 2
sata u inkubatoru, nakon ¢ega se virusno razrjedenje zamjenjuje svjezim medijem DMEM/10 %
FBS. Inficirane stanice se zatim ispiru dva puta sa PBS-om i fiksiraju s 2% PFA/PBS 12 minuta
pri sobnoj temperaturi. Stanice se potom ispiru 2 puta sa PBS-om i inkubiraju s detergentom
0,1 % TritonX-T/PBS (300 nL) 2 min na sobnoj temperaturi. TritonX-100/PBS permeabilizira
stanice i time omogucava ulazak protutijela u stanice. Zatim se stanice dva puta ispiru u PBS-u
1 blokiraju s 3% BSA/PBS 30 min pri sobnoj temperaturi. Blokiranjem stanica se sprjecava
nespecificno vezanje protutijela. Stanice se potom inkubiraju u otopini primarnog protutijela
specifi¢nog za ciljni protein koje se priprema u 5% BSA u PBS puferu (70 pL) 1 h pri sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije stanice se ispiru tri puta PBS-om i inkubiraju 1 h u otopini
sekundarnog protutijela specificnog za primarno protutijelo u 5% BSA/PBS (70 pL).
Sekundarno protutijelo obiljezeno je fluorescentnom bojom Alexa Fluor 546 (AF-546). Slijedi
ispiranje Cetiri puta sa PBS-om i mqH20 pa uklapanje u medij za uklapanje s DAPI (3,5 uL).
DAPI je fluorescentna boja koja se veZe na regije bogate adeninom i timinom u DNA, stoga se
koristi za vizualizaciju jezgre u stanicama. Ovako pripremljeni uzorci spremni su za analizu
konfokalnom mikroskopijom. Konfokalnom mikroskopijom vizualizirani su signali jezgre
pomocu DAPI (Aekscitacija = 405 nm; Aemisija = 410-480 nm) i signali unutarstani¢nih proteina IFI16
1 MyD88 pomocu AF546 (AF546; Aekscitacija = 546 nm; Aemisia = 555 nm).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj klatrina na prijenos signala MAP kinaznog puta
te ulogu proteina MyD88 i IFI16 u prepoznavanju infekcije HAdV26. U tu svrhu koriStene su
adherentne stanice adenokarcinoma pluca Covjeka A549, i klonovi sa stabilno smanjenom
ekspresijom klatrina A549-shCLTC-58 i A549-shCLTC-69 dobiveni transfekcijom A549
stanica plazmidom pl(shCLTC) koji kodira za shRNA klatrina. Svim stani¢nim linijama
odredena je krivulja rasta na temelju Cetiri ciklusa presadivanja. HAdV26 je umnozen u
komplementiraju¢im HEK-293-K1 stanicama i1 procis¢en na jastu¢icu i gradijentu CsCL
Pro¢is¢enim adenovirusima odredena je koncentracija i provjerena uspjeSnost transdukcije
protocnom citometrijom.

Za odredivanje utjecaja klatrina na prijenos signala MAP kinaznog puta proucavana je aktivacija
kinaza ERK 1 p38 nakon infekcije HAdV26. U svrhu odredivanja aktivacije proteina provedeno
je razdvajanje proteina SDS-PAGE i detektiranje aktiviranih oblika kinaza Western blot
metodom pomocu specificnih protutijela. Aktivacija proteina prikazana je kao relativna
ekspresija fosforiliranog (aktivirani) oblika proteina u odnosu na nefosforilirani (ukupni) oblik
proteina. Na temelju dobivenih rezultata u A549 stanicama i u klonovima sa smanjenom
ekspresijom klatrina, izveden je zakljucak o utjecaju klatrina na aktivaciju kinaza p38 i ERK
MAPK signalnog puta. Ispitivanje uloge klatrina u prepoznavanju infekcije HAdV26 putem
MyD88 i IFI16 proteina praceno je konfokalnom mikroskopijom pomoéu fluorescentno
obiljeZzenih sekundarnih protutijela koja detektiraju primarna protutijela specificna za
proucavane proteine. Pracena je njihova unutarstani¢na lokalizacija koja se razlikovala izmedu

inficiranih i neinficiranih stanica.

4.1. NAMNAZANJE I PROCISCAVANJE ADENOVIRUSA

U ovom radu koristen je replikacijski defektan vektor HAdV26 koji ima ugraden gen za zeleni
fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein, GFP). Adenovirusni vektor umnozen je u
komplementiraju¢im HEK-293-K1 stanicama koje u svom genomu sadrze E1 podrucje
adenovirusnog genoma. Infekcija stanica s HAdV26 poboljsana je jer stanice HEK-293-K1
imaju stabilno povec¢anu ekspresiju integrina av33, za kojeg je pokazano da je receptor HAdV26
(Nesti¢ i sur., 2018). Replikacijski defektni vektori umnazani su do pojave citopatogenog uéinka

(CPU) koji se uocava zaokruzivanjem stanica te njihovim odvajanjem od podloge 2-4 dana
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nakon infekcije.

U svrhu titracije prethodno pripremljenog supernatanta infekcije koji ¢e se koristiti za infekciju
stanica s ciljem umnozavanja HAdV26, tri Petrijeve zdjelice promjera 10 cm s HEK-293-K1
stanicama inficirane su volumenima 10, 50 i 250 pL. Tijek infekcije stanica u svrhu titracije
supernatanta infekcije pracen je EVOS Cell Imaging sustavom.

Na slici 4 prikazane su inficirane stanice 24 sata nakon infekcije. Uspjesno inficirane stanice
fluoresciraju zeleno obzirom na to da je doslo do uspjesne ekspresije transgena, GFP-a. Tijekom
prvih 24 sata nije vidljiv citopatogeni ucinak. Uspjesnost infekcije najlosija je u stanicama
inficiranim s 10 uL supernatanta infekcije, dok je najbolja u stanicama inficiranim s 250 uL

supernatanta infekcije Sto je posljedica vece koli¢ine adenovirusnih vektora.

bijelo polje zeleno polje preklopna slika

10 uL

50 uL

250 uL

Slika 4. Pracenje infekcije stanica virusnim ¢esticama HAdV26 pomoc¢u EVOS Cell Imaging
sustava 24 sati nakon infekcije s 10, 50 1 250 puL. supernatanta virusne infekcije. Prikazano je
bijelo polje gdje se vide obrisi stanica, zeleno polje koje je rezultat fluorescencije GFP-a te

preklopni prikaz
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Na slici 5 prikazan je izgled stanica 48 sati nakon infekcije. Intenzitet fluorescencije porastao je
u usporedbi sa stanicama snimljenim 24 sata nakon infekcije $to ukazuje na uspjesnu replikaciju,
sklapanje adenovirusnih Cestica te Sirenje infekcije na okolne stanice. U stanicama inficiranim s
50 puL 1 250 pL supernatanta virusne infekcije uo€ava se zaokruZivanje pojedinih stanica te

odvajanje od podloge, sto je pokazatelj citopatogenog ucinka.

bijelo polje zeleno polje preklopna slika

Slika 5. Pracenje infekcije stanica virusnim ¢esticama HAdV26 pomocu EVOS Cell Imaging
sustava 48 sati nakon infekcije s 10, 50 1 250 puL. supernatanta virusne infekcije. Prikazano je
bijelo polje gdje se vide obrisi stanica, zeleno polje koje je rezultat fluorescencije GFP-a te

preklopni prikaz
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Izgled stanica 72 sata nakon infekcije prikazan je na slici 6. U stanicama inficiranim s 10 pL
supernatanta virusne infekcije doslo je do pojave citopatogenog efekta manjeg intenziteta u
usporedbi sa stanicama inficiranim s 50 pL 1 250 pL supernatanta virusne infekcije. U stanicama
inficiranim s 50 pL 1 250 pL supernatanta virusne infekcije doslo je potpunog citopatogenog
ucinka te su sve stanice zaokruzene, odvojene od podloge i formiraju nakupine u mediju.
Takoder, intenzitet fluorescencije raste s vremenom pa je tako najveci 72 sata nakon infekcije

stanica. Iz preklopnih slika vidljivo je da je doSlo do infekcije gotovo svih stanica.

bijelo polje zeleno polje preklopna slika

(Dl

10 ul

50 uL

250 uL

Slika 6. Pracenje infekcije stanica virusnim ¢esticama HAdV26 pomocu EVOS Cell Imaging
sustava 72 sata nakon infekcije s 10, 50 1 250 pL supernatanta virusne infekcije. Prikazano je
bijelo polje gdje se vide obrisi stanica, zeleno polje koje je rezultat fluorescencije GFP-a te

preklopni prikaz
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Na temelju rezultata titracije supernatanta virusne infekcije odredena je optimalna koli¢ina
virusa (30 uL) i optimalno vrijeme pojave citopatogenog ucinka (72 sata) pri kojima se provelo
umnazanje adenovirusnih vektora koristenih u daljnim eksperimentima. U svrhu umnazanja
HAdV26 uzgojeno je 60 Petrijevih zdjelica HEK-293-K1 koje su potom inficirane s 30 uL
supernatanta virusne infekcije te skupljene 72 sata nakon infekcije. Proc¢iS¢avanje adenovirusnih
vektora opisano je u poglavlju 3.2.2., a provedeno je centrifugiranjem u jastucicu i gradijentu
CsCl. Na slici 7 a) prikazana je epruveta nakon centrifugiranja u jastuc¢i¢u CsCl, a na slici 7 b)
epruveta nakon centrifugiranja u gradijentu CsCl. Rezultat centrifugiranja adenovirusa u
jastuci¢u CsCl je koncentriranje Cestica u dvije bijele vrpce pri ¢emu su u gornjoj vrpci sadrzane
prazne kapside i necCisto¢e dok donja vrpca odgovara uspjesno sklopljenim adenovirusnim
Cesticama. Centrifugiranjem u gradijentu CsCl virusne Cestice formiraju oStar bijeli sloj. Nakon
centrifugiranja, CsCl se iz otopine prociS¢enog virusa uklanja gel filtracijom pomocu kolone
Sephadex G-25M i skupljaju se eluati pro¢iséenog virusa. Naslici 7 ¢) vidljiva je razlika izmedu

eluata u kojem nije sadrzan procis¢en virus (lijevo) i eluata u kojem je sadrzan prociséen virus

(desno). Povrsina eluata bogatog virusnim cesticama je konkavnog oblika.

a) b)

SLOJ KAPSIDA

VIRUSNIH
CESTICA

Slika 7. Proces procis¢avanja adenovirusa. a) Rezultat centrifugiranja na jastu¢i¢u CsCl vidljiv
u obliku dvije bijele vrpce. Sloj praznih kapsida nalazi se iznad sloja virusnih ¢estica. Virusne
Cestice zadrzane su na granici razli¢itih gusto¢a CsCl. b) Rezultat centrifugiranja u jastu¢i¢u
CsCl vidljiv je kao ostri bijeli sloj virusnih Cestica. c¢) Razlika izmedu eluata bogatog

procis¢enim virusom (desno) i eluata koji ne sadrzi procis¢eni virus (lijevo)
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4.2. KRIVULJE RASTA KULTURA STANICA A549, A549-shCLTC-58 | A549-
shCLTC-69

Na temelju izracunatih vrijednosti udvostruc¢enja populacije (engl. population doubling, PD) te
odredenih vrijednosti kumulativnih udvostrucenja populacije (engl. cumulative population

doubling, CPD) izraduje se krivulja rasta za pojedina¢ne stani¢ne kulture (slika 8).

13
16
14
12

10
—A549

CPD

— A549-shCLTC-58

& —— A549-shCLTC-69

pl p2 p3 pd
ciklus presadivanja

Slika 8. Kumulativno udvostru¢enje stani¢nih kultura (CPD) A549, A549-shCLTC-58 i A549-
ShCLTC-69 nakon 4 ciklusa presadivanja

Sve stani¢ne linije su u svrhu odredivanja krivulje rasta uzgajane u mediju DMEM s dodatkom
10 % FBS u inkubatoru za uzgoj stani¢ne kulture. Tijekom Ccetiri ciklusa presadivanja A549
stanice su se udvostrucile 15,2 puta. Stanice klona sa stabilno smanjenom ekspresijom klatrina
A549-shCLTC-58 (ekspresija klatrina smanjena 26 %) su se tijekom cetiri ciklusa presadivanja
udvostrucile 15,7 puta, a stanice klona sa stabilno smanjenom ekspresijom klatrina A549-
SshCLTC-69 (ekspresija klatrina smanjena 65 %) udvostrucile su se 16,3 puta. Ciklusi
presadivanja iznose 3 ili 4 dana, a ukupnost svih ciklusa na temelju kojih su se izradivale krivulje

rasta iznosi 14 dana.
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Iz dobivenih CPD vrijednosti izracunato je vrijeme potrebno za jedno udvostrucenje stani¢ne

kulture (slika 9).

(= Lh (=]

vrijeme udvostruéenja(h)
— — bt

Ln

A540 AS549-shCLTC-58 AS549-shCLTC-69

Slika 9. Vrijeme udvostrucenja za stani¢ne linije redom A549 (22,2 sata), A549-shCLTC-58
(21,5 sata) i A549-shCLTC-69 (20,6 sata)

Iz dobivenih rezultata vidljiva je razlika u vremenu potrebnom za jedno udvostrucenje stani¢ne
kulture izmedu A549 stanica i klonova sa stabilno utiSanim klatrinom; vrijeme udvostruc¢enja
Ab49 stanica najvise je te iznosi 22,2 sata, dok je najkrace vrijeme uoéeno kod A549-shCLTC-
69 stanicama te iznosi 20,6 sati. Vrijeme jednog udvostru¢enja A549-shCLTC-58 stanica iznosi
21,5 sati.

Ovim podacima pokazano je da, u usporedbi s A549 stanicama, oba klona u kreCem vremenu
udvostruce stani¢nu populaciju. Za klonove je poznato da imaju poveéanu koli¢inu ovp3
integrina u odnosu na A549 stanice (Nesti¢ i sur., 2022). Integrini imaju ulogu u adheziji stanica,
proliferaciji, diferencijaciji i migraciji (Moreno-Layseca i Streuli, 2014) te se vezu za mnoge
komponente ekstracelularnog matriksa (Humphries i sur., 2006). Na temelju navedenog,
stani¢ne linije A549-shCLTC-58 i A549-shCLTC-69 s pove¢anom koli¢inom avp3 integrina
pokazuju krace vrijeme udvostrucenja stani¢ne kulture u usporedbi s A549 stanicama. Obzirom
da se volumen virusnog razrjedenja potreban za infekciju stanica odredivao na temelju MOI
vrijednosti, odnosno broju virusnih Cestica po stanici, razlika u vremenu udvostrucavanja
populacije razliCitih stani¢nih linija ne utjeCe na pokuse jer je tijekom infekcije u svakoj

stani¢noj liniji jednak broj virusnih Cestica po stanici.
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4.3. ULOGA KLATRINA U PRIJENOSU SIGNALA MAP KINAZNOG PUTA NAKON
INFEKCIJE HAdV26

U svrhu ispitivanja uloge klatrina u prijenosu signala MAP kinaznog puta nakon infekcije
HAdV26 koristile su se A549 stanice te klonovi sa stabilno smanjenom ekspresijom klatrina
A549-shCLTC-58 i A549-shCLTC-69. Smanjena ekspresija klatrina u stani¢nim linijama
klonova uzrokuje povecanu ekspresiju avp3 integrina u odnosu na A549 stanice, za kojeg je
pokazano da je nuzan za uspjeSnu infekciju epitelnih stanica s HAdV26 (Nesti¢ i sur., 2018).
UtiSavanje klatrina povecava uspjesnost transdukcije s HAdV26, pri ¢emu je najveca uspjesnost
transdukcije uo¢ena kod klonaA549-shCLTC-69 koji ima najnizu ekspresiju klatrina i najveéu
ekspresiju avP3 integrina (Nesti¢ i sur., 2022).

Kako bi se istrazila uloga klatrina u prijenosu signala MAP kinaznog puta, proucavala se
aktivacija MAP kinaza ERK i p38 nakon infekcije HAdV26. Obzirom da se aktivacija svih MAP
kinaza oc¢ituje fosforilacijom, koli¢ina aktiviranog oblika ispitivanih MAP kinaza normalizirala
se prema nefosforiliranom obliku proteina.

Utvrdeno je da infekcija HAdV26 ne utjece na aktivaciju MAP kinaze ERK u A549 stanicama.
Takoder, kod klonova sa smanjenom ekspresijom klatrina nije uo€ena aktivacija MAP kinaze
ERK nakon infekcije HAdV26, ve¢ je uoceno smanjenje aktivacije ERK u usporedbi s A549
stanicama (slika 10).
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b)

AS549:hCLTC-38 + HAAV2E
A540shCLTC-69 + HAAV1E
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Slika 10. (a) Relativna ekspresija fosforiliranog oblika proteina ERK (pERK) u odnosu na
nefosforilirani oblik ERK u stanicama A549, A549-shCLTC-58 i A549-shCLTC-69 nakon
infekcije adenovirusom HAdV26. Stani¢ne linije su inficirane virusom (MOI 10%) i inkubirane
(1h, 37 °C) nakon ¢ega su stanice skupljene metodom vruceg pufera. Proteini su razdvojeni
metodom SDS-PAGE i analizirani Western blotom. Koli¢ina aktivnog oblika ERK
normalizirana je prema kolicini nefosforiliranog oblika proteina. Relativna ekspresija aktivnog
oblika ERK u inficiranim stani¢nim linijama prikazana je u odnosu na odgovarajuce neinficirane
stani¢ne linije i navedena je broj¢ano ispod kemiluminiscentnog signala proteinske vrpce. (b)

Kemiluminiscentni signali vrpci za pERK (gornja slika) i ERK (donja slika)

Proucavanjem proteina p38 u A549 i A549-shCLTC-58 stanicama primijeceno je da infekcija
HAdV26 nema utjecaj na aktivaciju ove kinaze. Za razliku od A549 i A549-shCLTC-58 stanica,
u A549-shCLTC-69 stani¢noj liniji uocena je aktivacija p38 nakon infekcije HAdV26 vidljiva
kao porast koli¢ine pp38 1,7 puta u odnosu na neinficirane A549-shCLTC-69 stanice (slika 11).
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Slika 11. (a) Relativna ekspresija fosforiliranog oblika proteina p38 (pp38) u odnosu na
nefosforilirani oblik p38 u stanicama A549, A549-shCLTC-58 i A549-shCLTC-69 nakon
infekcije adenovirusom HAdV26. Stani¢ne linije su inficirane virusom (MOI 10%) i inkubirane
(1h, 37C) nakon cCega su stanice skupljene metodom vruceg pufera. Proteini su razdvojeni
metodom SDS-PAGE i analizirani Western blotom. Koli¢ina aktivnog oblika ERK
normalizirana je prema koli¢ini nefosforiliranog oblika proteina. Relativna ekspresija aktivnog
oblika p38 u inficiranim stani¢nim linijjama prikazana je u odnosu na odgovarajuce neinficirane
stanicne linije 1 navedena je brojcano izmedu prikaza kemiluminiscentnih signala proteinskih

vrpci. (b) Kemiluminiscentni signali vrpci za pp38 (gornja slika) i p38 (donja slika)
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Poznato je da ispitivani klonovi imaju poveéanu koli¢inu avB3 integrina koji HAdV26 koristi
kao receptor za ulazak u stanicu, stoga je transdukcija veca u klonovima u usporedbi s A549
stanicama (Nesti¢ i sur., 2022). No, rezultati ukazuju da nakon infekcije HAdV26 ne dolazi do
aktivacije MAPK signalnog puta, odnosno da infekcija HAdV26 ne okida prijenos signala putem
ERK kinaze ni u jednoj od promatranih stani¢nih linija, neovisno o ekspresiji klatrina. Povec¢ana
transdukcija u klonovima koji imaju smanjenu ekspresiju klatrina i poveé¢anu ekspresiju avi33
integrina uzrokuje povecanu aktivaciju kinaze p38 u odnosu na A549 stanice. Medutim,
promatranjem svake stani¢ne linije pojedina¢no i usporedno s neinficiranim stanicama,
poveéana aktivacija kinaze p38 vidljiva je samo u klonu A549-shCLTC-69, koji od svih
stani¢nih linija ima najvisu ekspresiju integrina avf33.

Provedena su mnoga istrazivanja aktivacije MAP kinaznog puta preko kinaza p38 i ERK te
njihove ukljucenosti u imunosni odgovor stanice nakon infekcije adenovirusima razlicitih
skupina. Tibbles i sur. (2002) pokazali su da infekcija s HAdV5 uzrokuje aktivaciju MAP kinaza
ERK i p38 u epitelnim stanicama bubrega 20 minuta nakon infekcije, a odrzava se i do 3 sata
nakon infekcije. Povezanost aktivacije ERK i p38 s ekspresijom kemokina IP-10 uslijed
infekcije s HAdVS potvrdena je inhibicijom MAP kinaza kemijskim agensima te posljedi¢no
smanjenom ekspresijom IP-10. Inhibicijom bijega iz endosoma potvrdena je ovisnost aktivacije
ERK i p38 te ekspresije IP-10 o bijegu adenovirusa iz endosoma. Takoder, pokazano je da je
ekspresija IP-10, uslijed infekcije HAdV5, neovisna o interakciji virusa s receptorima CAR i
integrinima. lako se pokazalo da aktivacija kinaze p38 ima vazniju ulogu u imunosnom
odgovoru stanica na infekciju HAdVS od aktivacije proteina ERK, uoceno je sinergisticko
djelovanje dvaju proteina, a njihova uklju¢enost u imunosni odgovor stanica u navedenom radu
pokazana je i in vivo u miSevima. Takoder, Smith i sur. (2011) pokazali su ukljucenost kinaza
ERK i p38 u imunosni odgovor na HAdV2 in vivo u miSevima. Uslijed infekcije HAdV2 dolazi
do aktivacije ERK 1 p38 te povecanja ekspresije citokina i kemokina. Smanjenje aktivacije ERK
i p38 te ograni¢ena ekspresija citokina nakon in vivo infekcije termo-osjetljivim mutantom
HAdvV2-ts1, koji nema sposobnost bijega iz endosoma, navode na zakljuc¢ak se da se signalni
putevi ERK i p38 kinaza okidaju tijekom ili nakon bijega adenovirusa u citosol. lako je dokazano
da je povecanje citokina posljedica aktivacije ERK i p38, njihova inhibicija uzrokuje relativno
nisko smanjenje ekspresije nekih citokina. Inhibicija ERK minimalno je smanjila ekspresiju
citokina TNF-a i kemokina KC te povecala ekspresiju IL-6, 1L-12p70, IP-10 i IFNy, dok je
nakon inhibicije p38 kinaze uoceno smanjenje ekspresije IFNy, IL-10 i IL-1B (Smith i sur.,
2011). Ovi rezultati upucuju na povezanost ekspresije citokina i kemokina i s drugim signalnim
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putevima.

Proucavanjem imunosnog odgovora epitelnih stanica na infekciju s HAdV7, Qi i suradnici
(2020) uocili su aktivaciju signalnog puta p38/NF- kB 1 ekspresiju kemokina IL-6. U istrazivanju
su koriStene bronhijalne epitelne stani¢ne linije, HeLa stanice te primarna stani¢na linija epitela
diSnog puta covjeka. Budué¢i da je kod pojedinaca zarazenih HAdV7 uoceno povecanje
ekspresije 1L-6, provedena su in vitro istrazivanja na temelju kojih je zakljuc¢eno da infekcija s
HAdV7 potice fosforilaciju NF-KkB i njegovu translokaciju u jezgru. Takva promjena lokalizacije
proteina omogucava vezanje za protomor gena IL-6 te aktivaciju ekspresije.

Nesti¢ i suradnici (2022) pokazali su smanjenje aktivacije kinaze ERK u A549 stanicama 1 sat
nakon infekcije HAdV26. Takoder, nisu uodili utjecaj infekcije adenovirusom HAdV26 na
aktivaciju kinaze p38, sto je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom diplomskom radu. Buduc¢i
da utjecaj infekcije HAdV26 na aktivaciju signalnih puteva uklju¢enih u urodeni imunosni
odgovor epitelnih stanica nije proucavan, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se bolje
shvatio odgovor stanice na infekciju. Zbog odredenih razlika u gradi, koriStenja razlicitih
receptora za ulazak u stanicu te razli¢itog unutarstanicnog putovanja adenovirusa razlicitih
grupa, aktiviraju se razli¢iti signalni putevi koji drugacijim mehanizmima poti¢u imunosni

odgovor stanice.

4.4. ULOGA KLATRINA U PREPOZNAVANJU INFEKCIJE HAdV26 POMOCU
PROTEINA MYDS88 I IFI16

U svrhu istrazivanja uloge klatrina u prepoznavanju infekcije HAdV-26 pomoc¢u MyD88 i IFI116
konfokalnom se mikroskopijom usporedivao signal proteina nakon infekcije u A549 stanicama
te klonovima sa smanjenom ekspresijom klatrina. Imunofluorescencija je metoda koja
omogucava vizualizaciju proteina pomocu specifiénih fluorescentnih protutijela. Nakon
infekcije stani¢nih linija uzgojenih na stakalcima u plo¢icama za uzgoj stanica provedena je
priprema stanica za imunofluorescenciju opisana u poglavlju 3.2.7. i analiza konfokalnom
mikroskopijom. Signal proteina obiljezenog fluorescentnom bojom AF546 u stanicama
inficiranim HAdV26 (MOI 10%, 1 h, 37 °C) usporeden je sa signalom proteina u neinficiranim

stanicama u promatranim stani¢nim linijama.
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Iz rezultata prikazanih na slici 12 vidljivo je da je vecina proteina MyD88 u neinficiranim A549
stanicama prisutna u citoplazmi, dok tek pojedine stanice pokazuju signal proteina u jezgri.
Takoder, vidljivo je da infekcija s HAdV26 u A549 stanicama potice transport MyDS88 iz jezgre
u citoplazmu. U klonovima A549-shCLTC-58 i A549-shCLTC-69 uocena je lokalizacija
MyD88 proteina ve¢inom u jezgri. Nakon infekcije u A549-shCLTC-58 stanicama nije uocen
transport MyD88 u citoplazmu, dok je u A549-shCLTC-69 stanicama uo¢en povecéan transport

MyD88 iz jezgre u citoplazmu.
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Slika 12. Signali jezgre, proteina MyD88 i HAdV26 dobiveni konfokalnom mikroskopijom.
Jezgre su prethodno tretirane DAPI bojom te imaju svojstvo plave fluorescencije (DAPI:
Aekscitacija = 405 nm; Aemisija = 410-480 nm), signal proteina MyD88 vidljiv je zbog sekundarnih
protutijela obiljeZenih fluorescentnom bojom AF546 (AF546: lekscitacija = 546 nm; Aemisija = 555
nm) koja detektiraju primarna protutijela specificna za MyD88. U svakoj promatranoj stani¢noj
liniji, gornji red prikazuje tri snimana kanala s lijeva prema desno: signal jezgre, signal proteina
MyD88 i signal HAdV26 u neinficiranim stanicama dok donji red prikazuje jednaka tri kanala
snimana u stanicama inficiranim HAdV26 (MOI 104, 1h, 37 °C)
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Kao $to je opisano u poglavlju 2.4., MyD88 je adapterski protein koji vezanjem za
citoplazmatsku regiju TLR sudjeluje u aktivaciji signalnih puteva koji omogucuju aktivaciju
imunosnog odgovora stanice ekspresijom upalnih citokina i interferona tipa | (El-Zayat i sur.,
2019). Rezultati koji upucuju na poveéanu lokalizaciju MyD88 u citoplazmi (uo¢eno u A549 i
A549-shCLTC-69, nakon infekcije) u skladu su s dosadas$njim saznanjima o povezanosti
MyD88 i mehanizma prepoznavanja adenovirusa opisanim u poglavlju 2.4. Zhu i suradnici
(2007) pokazali su da infekcija adenovirusom poti¢e ekspresiju interferona tipa 1 u
plazmocitoidnim dendritickim stanicama in vitro i in vivo u miSevima. Smanjenje ekspresije
interferona tipa I nakon infekcije u dendriti¢kim stanicama koje ne eksprimiraju protein MyD88,
potvrduje vaznost TLR9 receptora i adaptora MyD88 u prepoznavanje adenovirusa te aktivaciji
imunosnog odgovora. MyD88 moze sudjelovati u aktivaciji ekspresije interferona tipa 1 putem
signalnih puteva neovisnih o NF- kB, §to moze ukljucivati njegovu lokalizaciju u jezgri.
Aktivirani protein MyD88 ulazi u interakcije s transkripcijskim faktorom IRF1 i transportira se
u jezgru gdje aktivira ekspresiju IFNP, sintaze dusikova oksida (engl. inducible nitric oxide
synthase, INOS) i interleukina IL-12p35 (O'Neill i sur., 2007, Negishi i sur., 2006). Lokalizacija
MyD88 u jezgri uocena u stani¢nim linijama klonova A549-shCLTC-58 i A549-shCLTC-69

moze biti posljedica aktivacije imunosnog odgovora potaknuta interakcijom MyD88 1 IRF1.

Iz rezultata prikazanih na slici 13 uocena je podjednaka lokalizacija proteina IFI16 u jezgri i
citoplazmi u A549 stanicama. Takoder, transport IFI16 proteina u citoplazmu vidljiv je u gotovo
svim A549 stanicama nakon infekcije. Rezultati dobiveni analizom stanica klonova razlikuju se
od rezultata dobivenih analizom A549 stanica; u neinficiranim klonovima uocena je veca
lokalizacija proteina IFI16 u jezgri u odnosu na A549 stanice pri ¢emu je udio stanica s IFT16
lokaliziranim u jezgri najveci kod klona A549-shCLTC-58 te iznosi gotovo 100 %. Uz to, vidljiv
je i razli¢it utjecaj infekcije HAdV26 na lokalizaciju IFI16 u stanicama klonova. Kod A549-
ShCLTC-58 uocen je slican utjecaj infekcije kao kod A549 stanica, ali u manjem omjeru.
Povecana lokalizacija proteina IF116 u jezgri nakon infekcije HAdV26 uocena je u stanicama

klona A549-shCLTC-69 pri cemu je lokalizacija u jezgri vidljiva u gotovo svim stanicama.
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Slika 13. Signali jezgre, proteina IFI116 i HAdV26 dobiveni konfokalnom mikroskopijom.
Jezgre su prethodno tretirane DAPI bojom te imaju svojstvo plave fluorescencije (DAPI:
Aekscitacija = 405 nm; Aemisiia = 410-480 nm), signal proteina IFI16 vidljiv je zbog sekundarnih
protutijela obiljezenih fluorescentnom bojom AF546 (AF546: Aekscitacija = 546 nm; Aemisija = 555
nm) koja detektiraju primarna protutijela specificna za IF116. U svakoj promatranoj stani¢noj
liniji, gornji red prikazuje tri snimana kanala s lijeva na desno: signal jezgre, signal proteina
IFI16 i signal HAdV26 u neinficiranim stanicama, dok donji red prikazuje jednaka tri snimana
kanala u stanicama inficiranim HAdV26 (MOl 104, 1h, 37 °C)
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Provedena su brojna istrazivanja o ukljucenosti DNA senzora IFI16 u antivirusni odgovor
stanica. IF116 je ve¢inom lokaliziran u jezgri stanice (ovisno o tipu stanice), no ima sposobnost
transporta izmedu jezgre i citoplazme te prepoznavanja dsDNA i u jezgri i u citoplazmi
(Veeranki i sur., 2012). Mehanizam aktivacije imunosnog odgovora potaknut interkacijom IFI16
I virusnog genoma uslijed infekcije adenovirusima relativno je neistrazen u usporedbi s drugim
DNA virusima, primjerice herpesvirusima.

Nakon vezanja unutarstanicne dsDNA, IFI16 stupa u interakciju sa STING adapterskim
proteinom u citoplazmi stanice i time poti¢e ekspresiju IFNB opisanu u poglavlju 2.4
(Unterholzner i sur., 2010). Aktivacija IFN antivirusnog odgovora potaknuta interakcijom IF116
s virusnim genomom uoc¢ena je u epitelnim stanicama roznice misa, monocitima, primarnim
fibroblastima i makrofagima nakon infekcije virusom Herpesa simplexa tip 1 (HSV-1)
(Unterholzner i sur., 2010; Conrady i sur., 2012; Orzalli i sur., 2012; Horan i sur., 2013). Osim
ukljucenosti IFI16 u antivirusni odgovor putem aktivacije IFNf, uo¢ena je aktivacija imunosnog
odgovora posredovana inflamasomom ovisnim o ASC adapterskom proteinu (engl. apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain (CARD). Uslijed
infekcije herpesvirusima (HSV-1, KSHV (engl. Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus),
EBV (virus Epstein-Barr)), IFI16 prepoznaje virusni genom u jezgri i tvori kompleks koji se
sastoji od IFI16, ASC adapterskog proteina i enzima kaspaze-1 (Kerur i sur., 2011; Ansari i sur.,
2013; Singh i sur., 2013). Kompleks se zatim otpusta u citoplazmu, gdje kaspaza-1 proteoliticki
aktivira IL-1p i IL-18.

U istrazivanju Zhao 1 suradnika (2009), pokazana je ukljucenost IFI116 proteina u antivirusni
odgovor primarnih fibroblasta uslijed infekcije HAdV12. Uocena je aktivacija interferon
stimulirajuc¢ih gena (engl. interferon-stimulated genes, ISG), medu kojima je i IF116 u kasnoj
fazi infekcije (66 h nakon infekcije). Praenjem unutarstani¢nog putovanja razlicitih grupa
adenovirusa s markerima ranog i kasnog endosoma, u A549 stanicama uoceno je da HAdV26
manje efikasno putuje do jezgre od adenovirusa HAdV5 (Teigler i sur., 2014). HAdV5 pokazuje
minimalnu akumulaciju u ranom i kasnom endosomu te je poznat po vrlo efikasnom transportu
do perinuklearnog podrucja (Greber i sur., 1993; Leopold i sur., 1998), dok je za HAdV26
poznato da zaostaje u kasnom endosomu i 2 h nakon infekcije, $to ukazuje da za to vrijeme nema
povecanog nakupljanja virusa u perinuklearnom podrucju ili jezgri stanice (Teigler i sur., 2014).
Prisutnost adenovirusne DNA u citoplazmi moguéa je posljedica pogre$snog transporta
adenovirusnog genoma u jezgru. U istrazivanju Wang i suradnika (2013) pokazan je znacajan
postotak neuspjelog transporta adenovirusnog HAdV5 genoma u jezgru stanica (25% +13%
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neuspjesno transportirane DNA), pri ¢emu slobodna DNA biva otpustena u citoplazmu, gdje ju
citosolni IFI16 moze prepoznati i aktivirati imunosni odgovor. Transport IFI16 iz jezgre u
citoplazmu nakon infekcije HAdV26 (uoceno u A549 i A549-shCLTC-58 stanicama) moze biti
posljedica aktivacije IFNP te IL-1 B i IL-18 putem prethodno opisanih mehanizama uocenih
nakon infekcije HSV-1. Kako bi se objasnio transport IFI16 senzora iz citoplazme u jezgru
nakon infekcije HAdV26 uocen u stanicama s hajmanjom ekspresijom klatrina (A549-shCLTC-

69) potrebna su daljnja istrazivanja.
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5. ZAKLJUCCI

1. UtiSavanje klatrina nema utjecaj na aktivaciju MAP kinaze ERK nakon infekcije s HAdV26
u stanicama A549 i klonovima sa stabilno utiSanim klatrinom. Aktivacija MAP kinaze p38
uocena je u stani¢noj liniji klona s najmanjom ekspresijom klatrina (A549-shCLTC-69) nakon

infekcije s HAdV26.

2. Utisavanje klatrina poti¢e lokalizaciju proteina MyD88 u jezgru stanice §to upucuje na ulogu
MyD88 u aktivaciji signalnih puteva neovisnih o NF- «B. Nakon infekcije s HAdV26, dolazi do
povecane lokalizacije MyD88 u citoplazmi stanica A549 i klona s najmanjom ekspresijom
klatrina (A549-shCLTC-69).

3. Utisavanje klatrina aktivira transport DNA senzora IF116 iz jezgre u citoplazmu stanica A549
i A549-shCLTC-58 nakon infekcije s HAdV26, $to korelira s mehanizmima prepoznavanja
infekcije pomoc¢u IF116 uslijed infekcije s drugim, prouc¢avanijim DNA virusom (HSV-1). U
stani¢noj liniji klona s najmanjom ekspresijom klatrina (A549-shCLTC-69) uocen je transport
IF116 iz citoplazme u jezgru nakon infekcije s HAdV26. Potrebna su daljna istrazivanja kako bi
se objasnio to¢an mehanizam prepoznavanja infekcije adenovirusima pomocu IFI16 te utjecaj

utiSavanja klatrina na isti.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Masa Lac, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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