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1. UvOD

Genska terapija definira se kao prijenos nukleinskih kiselina u somatske stanice s ciljem
dobivanja terapeutskog ucinka, i to ispravljanjem geneti¢kih nedostataka ili omogu¢avanjem
ekspresije terapeutski korisnih proteina (Rubanyi, 2001). U genskoj terapiji tumora koriste se
cetiri pristupa: imunoloSka stimulacija, poja¢avanje toksi¢nosti na stanice raka (suicidna
genska terapija) i upotreba op¢ih ili specifiénih tumor supresor gena (p53). Vektori namijenjeni
genskoj terapiji tumora dizajnirani su tako da izravno ciljaju tumor uz pomo¢ specificnog
liganda dodanog na kapsidu ili uporabom promotora specificnih za tumore (Nadeau i Kamen,
2003). Takva terapija zapoCinje ulaskom odgovarajuceg vektora (virusnog, nevirusnog ili na
bazi stanica) u tijelo, izravno ubrizgavanjem u tkivo (lokalno) ili u krvotok (Rubanyi, 2001).
Najcesce koristeni viralni vektori u klini¢kim ispitivanjima su adenovirusni vektori. Prednosti
njihovog koriStenja su lakoca umnazanja u visokom titru, znatna veli¢ina pakiranja Cestica te
ucinkovito transduciranje stanica koje se dijele i ne dijele (Arnberg, 2012; Kozarsky i Wilson,
1993). Osim u genskoj terapiji, adenovirusni vektori se koriste i u vakcinaciji. Najcesce
koriSten adenovirusni vektor temeljen je na adenovirusu tipa 5, medutim njegova velika
seroprevalencija, odnosno velika koli¢ina neutralizacijskih protutijela, ograni¢ava njegovu
upotrebu (Abe i sur., 2009; Nadeau i Kamen, 2003). Adenovirusi tipa 26 i 35 pokazuju manju
seroprevalenciju u ljudima, §to ih ¢ini privlaénim alternativama za razvoj novih vektora

(Geisbert i sur., 2011).

Cilj ovog diplomskog rada bio je izdvojiti i okarakterizirati A549 stanice sa stabilno utiSanom

ekspresijom klatrina te ispitati utjecaj utiSavanja klatrina na infekciju adenovirusima tipa 5, 26

i 35.



2. TEORIJSKI DIO

Adenovirusi su DNA virusi ikozaedarske kapside bez lipidne ovojnice, promjera od 90 do 100
nm. Genom virusa ¢ini dvolan¢ana molekula DNA (engl. deoxyribonucleic acid), duljine od
35000 do 37 000 parova baza, ovisno o serotipu virusa (Arnberg, 2012; Nemerow i sur., 2009;
Meier i Greber, 2004). Adenovirusi pripadaju rodu Mastadenovirus obitelji Adenoviridae, koji
obuhvaca vise od 50 serotipova, svrstanih u 7 grupa oznacenih od A do G. Povijesno gledano,
adenovirusi su uglavnom klasificirani na temelju serologije, njihove onkogenosti u glodavcima
i njihove sposobnosti aglutinacije ljudskih i zivotinjskih crvenih krvnih stanica. Trenutno su
takoder klasificirani na temelju DNA homologije. Ljudski adenovirusi povezani su s bolestima
disnih putova (grupe A — C, E), bolesti o¢iju (grupe B — E) i crijeva (uglavnom grupa F, ali
takoder i grupe A, C, D, G). Odredene vrste takoder mogu uzrokovati bolesti u mokra¢nom
sustavu (grupa B), jetri (grupa C) ili tonzilima i/ili adenoidima (grupa C). Adenovirusne
infekcije mogu biti asimptomatske, ali mogu biti i smrtonosne, posebno kod osoba s

oslabljenim imunitetom (Arnberg, 2012; Gongalves i Vries, 2006).

Adenovirusi ¢ovjeka (AdV) su prvi put izolirani poc¢etkom 1950-tih godina, iz adenoidnog
tkiva. AdV su znacajno doprinijeli razvoju molekularne biologije eukariota tako $to su posluzili
kao model za istrazivanje za alternativno izrezivanje RNA (Berk, 2016; Gongalves i Vries,
2006). Sto je najbitnije, AdV se $iroko koriste u molekularnoj biotehnologiji kao vektori za
prijenos gena i vektorske vakcine. Medutim, ove primjene su djelomicno sprijeene imunosnim
odgovorom domacina kojeg izazivaju proteini kapside, ali i potesko¢ama u ciljanju odredenih
vrsta stanica. 1z tog razloga je za vektorsko ciljanje stanica i izmjenu antigenih svojstava virusa,
potreban redizajn, temeljen na strukturi, $to zahtijeva detaljno poznavanje strukture AdV.
Kristalna struktura i rekonstrukcija krioelektronske mikroskopije visoke razluéivosti
netaknutog AdV pruzili su detaljniji molekularni model strukture i sklopa cestice AdV,
medutim jo$ uvijek nedostaje opis potpune i toéne zadace svih proteina kapside (Benevento i
sur., 2014; Goncalves i Vries, 2006).

Adenovirus je graden od proteinske kapside i srzi unutar koje se nalazi genom. Postoje 3 glavna
proteina (hekson, baza penton i vlakno) te 4 ,,sporedna‘“ proteina kapside (llla, VI, VIII i IX)
(slika 1). Svaki virion sadrzi 240 heksonska trimera (heksona) i 12 baza pentona, od kojih je
svaki vezan s jednim trimerom vlakna. Heksone i pentone spajaju 3 manja proteina: IX, Illa i
VI1I. Na vanjskoj povrsini kapside nalaze se 240 kopija proteina IX, dok se 60 kopija proteina

I11a i 120 kopija proteina VIII nalaze na unutarnjoj povrsini kapside (Liu i sur., 2010). Brojne



kopije V, VII i Mu proteina usko su povezane s virusnom DNA, koja se nalazi u srzi (engl.
Core) virusa. Prilikom sazrijevanja virusa unutar domacina, Illa, VI i VIII proteini, ukljucujuci
i proteini VII i Mu, cijepaju se virusnom proteazom. Linearna AdV DNA sadrzi terminalni
protein kovalentno vezan za svaki od njegovih 5' krajeva, koji je odgovoran za replikaciju DNA

(Nemerow i sur., 2009).

GLAVNI PROTEINI SPOREDNIPROTEINI PROTEINI SRZI

KAPSIDE KAPSIDE

# hekson ' protein VI 77 terminalni protein
s e» protein ITla e protein Mu

" baza pentona protein VIII ® :proteiwvii

' vlakno 4 protein IX @® proteinV

Slika 1. Shematski dijagram adenovirusa koji prikazuje jedanaest strukturnih proteina u

virionu (Nemerow i sur., 2009)

Postoje dvije faze transkripcije adenovirusa, rana i kasna faza, koje se odvijaju prije i nakon
replikacije. Rano transkribirajuce regije su E1, E2, E3 i E4 (slika 2). Produkti E1 gena,
ukljucujuéi E1A 1 E1B, uklju€eni su u replikaciju virusa. E2 proteini pruzaju mehanizam za
replikaciju virusne DNA i transkripciju kasnih gena. Vecéina E3 proteina sudjeluje u
moduliranju imunosnog odgovora zarazenih stanica, a produkti E4 gena sudjeluju u
metabolizmu virusne mRNA, poticu replikaciju DNA virusa te zaustavljaju sintezu proteina

domacina.



Glavni receptor za adenoviruse ¢ovjeka je Coxsackie / Adenovirusni receptor (CAR). Kada se
virus nade u stanici, translocira se do kompleksa jezgrine pore, NPC (engl. nuclear pore
complex), gdje se virusna DNA oslobada u jezgru. Transkripcija i replikacija odvijaju se u

jezgri zarazene stanice (Saha i Parks, 2017; Kremer i Nemerow, 2015; Walters i sur., 2002).

MLP/TP L1 L2 L3 L4 LS

e o | e =

lijevi ITR signal za pakiranje ()

Slika 2. Genom AdV5 i njegovi esencijalni cis elementi. Crni kvadratici, koji se nalaze na oba
kraja, predstavljaju ITR (engl. inverted terminal repeat) sekvence. Tamno ruzicasta strelica
predstavlja E1, a prazne strelice E2A, E2B, E3 i E4 transkripcijske jedinice. Kasno
transkribirajuée regije prikazane su svijetlo ruziCastim strelicama. Svijetlo ruzicasti
pravokutnik prestavlja lokaciju MLP-a (engl. major late promoter) i tripartite leader sekvence.
Takoder je prikazan i lijevi cis element koji ukljucuje lijevu ITR sekvencu i signal za pakiranje,

koji ukljucuje A - ponavljanja (Zhang, 1999)

2.1. REPLIKACIJSKI CIKLUS ADENOVIRUSA

Adenovirusi pripadaju skupini litickih DNA virusa. Njihov replikacijski ciklus zapocinje
ulaskom u stanice i zavr$ava otpustanjem iz liziranih, zarazenih stanica (slika 3). Adenovirusi
podskupine C (AdV2 i AdV5) imaju vrlo u¢inkovit liticki ciklus koji rezultira s otprilike 10000
viriona po zarazenoj stanici ukljucujucéi i virusne proteine koji su se u visku sintetizirali i DNA

koja se nije ugradila u virione. Svaki ciklus traje 32-36 sati, pri ¢emu rana faza (S ekspresijom



ranih gena) traje prvih 6-9 sati, a kasna faza (replikacija DNA, ekspresija kasnih gena i
sastavljanje viriona) ostatak vremena. Kod adenovirusa nije identificiran nikakav mehanizam

ugradnje virusnog genoma u genom domacina (Zhang, 1999).
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Slika 3. Liti¢ki ciklus adenovirusa (Charman i sur., 2019)

2.2. INFEKCIJSKI PUT ADENOVIRUSA
Klasi¢ni infekcijski put adenovirusa moze biti opisan u 5 faza. To su vezanje na povrsinu
stanice, ulazak u stanicu, oslobadanje iz endosoma, unutarstani¢éno putovanje i UNOS

adenovirusne DNA u jezgru domacina (slika 4) (Leopold i Crystal, 2007).
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Slika 4. Pet faza infekcijskog puta adenovirusa (Leopold i Crystal, 2007)

2.2.1. Vezanje adenovirusa

Vezanjem adenovirusa za receptore, koji se nalaze na povrsini stanica, zapo€inje klasi¢ni
adenovirusni infekcijski put. Prvi korak u vezanju adneovirusa je interakcija izmedu glave
adenovirusnog vlakna i primarnog receptora koji se nalazi na povrsini stanica. Slijedeéi korak
je sekundarna interakcija nizeg afiniteta koja se odvija izmedu arginin-glicin-aspartat (RGD)
domene koja se nalazi u bazi pentona adenovirusa i integrina (aVB3, aVB5, aMB2 i a5p1) koji
se nalaze na povrsini stanica. U kombinaciji, ove interakcije dovode do ireverzibilnih

interakcija kapside adenovirusa s povrSinom stanica (Leopold i Crystal, 2007).

Najbolje prouceni primarni adenovirusni receptor je CAR koji pripada imunoglobulinskoj
superobitelji. Veli¢ine je 46 kDa te njegova ekspresija u odredenim stanicama omogucuje
vezanje virusa koji pripadaju grupi A (AdV12), C (AdV2, AdV5), E (AdV4) ili F (AdV4l).
Topljivi CAR je u interakciji i s AdV31 (grupa A), AdV9 i AdV19 (grupa D) ili s njihovim

izoliranim vlaknima. Takoder sluzi kao receptor za nekoliko zZivotinjskih adenovirusa.

Da bi infekcija bila uspjesna, virusi koji se vezu na CAR, moraju imati vlakna koja su dugacka
i fleksibilna ¢ime je omogucena interakcija s integrinima, sto je vidljivo na stukturnim
modelima (slika 5). Medutim, AdV9 se mogu vezati na CAR iako imaju vrlo kratka vlakna jer
njihova interakcija sa stanicama ne ovisi 0 CAR-u nego oni izravno stupaju u interakciju s
integrinom, preko baze pentona. Smatra se da slobodna adenovirusna vlakna mogu olaksati
Sirenje virusa zato jer ometaju medustani¢na vezanja ovisna 0 CAR-u (Zhang i Bergelson,
2005).



Slika 5. Geometrijska ograni¢enja U interakciji adenovirusa i receptora. Na slikama A i B,
vezanje kratkog vlakna (zeleno) za CAR koji se nalazi na povrsini stanice, ne dopusta da virus,
tj. protein baze pentona ulazi u interakciju s molekulom integrina, koji se takoder nalazi na
povrsini stanice. Na slici C, virus s dugim fleksibilnim vlaknima moze istodobno stupati u

interakciju s CAR-om i integrinom (Zhang i Bergelson, 2005)

2.2.2. Ulazak adenovirusa u stanicu domacina

Jednom kada je adenovirus vezan za povrsinu stanice, kapsida ulazi u stanicu receptor-
posredovanom endocitozom. Ulazak adenovirusa u stanicu najbolje je opisan za AdV5. U
ranim ispitivanjima elektronskim mikroskopom utvrdena je vezikula, s debelim slojem
elektrona, koja nosi AdV5. Vezikula je kasnije prepoznata kao klatrinom obloZena vezikula.
Morfoloski podaci za ulazak AdV5 putem endocitoze dobiveni su istrazivanjima koja su
pokazala ko-lokalizaciju kapsida adenovirusa s ostalim ligandima za koje se zna da ulaze u
stanice putem endocitoze. Internalizacija virusa zahtjeva prisutnost slobodnog kolesterola u
plazma membrani. Uloga endocitoze u ulasku adenovirusa bila je dokazana u sustavu u kojem
je klatrinom-posredovan unos bio blokiran koristenjem dominantnog negativnog inhibitora
endocitoze. Esencijalnu ulogu u odvajanju klatrinom oblozene vezikule od plazma membrane

ima protein dinamin. Koriste¢i mutant dinamina (K44A), koji je dominantno negativni



inhibitor endocitoze, doslo je do smanjenog ulaska adenovirusa u stanice. Sumarno je na taj
nac¢in pokazano da AdV5 infekcija ovisi o klatrin-posredovanoj endocitozi (Leopold i Crystal,
2007; Wang i sur., 1997). lako vezikule omotane klatrinom mogu biti formirane i od drugih
membranskih odjeljaka, termin klatrinom posredovana endocitoza se koristi da se naznaci unos
putem vezikula, koje su nastale iz plazme membrana. Klatrinom posredovanu endocitozu
koriste sve eukariotske stanice. Osim klatrinom posredovanom endocitozom adenovirusi mogu
uéi u stanicu i ostalim klatrin-neovisnim putevima poput kaveolin-ovisnim putem, medutim u
puno manjoj mjeri i samo u nekim vrstama stanica. Molekularni detalji koristenja klatrin-
neovisnih puteva za ulazak adenovirusa u stanice nisu toliko dobro objasnjeni (slika 6)
(McMahon i Boucrot, 2011).

Katnn-ovisna kaveoln-ovisna  klatnn- 1 kaveoln.
mtemalizacya intemalizacya neovisna mtemalizacya
| plazma membrana L vezikularno tubularno

TG YT
J%?J o

rani endosom

lizosom

Slika 6. Klatrin-ovisni i klatrin-neovisni internalizacijski putevi adenovirusa (McMahon i
Boucrot, 2011)



2.2.3. Bijeg adenovirusa iz endosoma

Nakon ulaska u stanicu putem endocitoze, adenovirusi podskupine C oslobadaju se iz
endosoma i ulaze u citosol. Nakon $to se klatrinom oblozena vezikula kao endociti¢ka vezikula
odvoji od plazma membrane, H*-ATPazna aktivnost u membrani endosoma zakiseljuje lumen
organela. Ovaj enzim odrzava pH endosoma na 6,0 i regulira pH ostalih endocitoznih odjeljaka
poput lizosoma. Zakiseljavanje endosoma pokre¢e promjene u kapsidi adenovirusa koje
rezultiraju lizom endosomalne membrane i bijegom adenovirusne kapside u citosol. Dokaz da
snizeni pH rezultira bijegom, dobiven je u istrazivanju koje je proucavalo putovanje
adenovirusa u stanici. Pokazano je da spojevi koji blokiraju zakiseljavanje endosoma dovode
do zadrzavanja adenovirusa podskupine C unutar organela obavijenih membranom i smanjene,
adenovirusom posredovane ekspresije transgena. In vitro dokazi pokazuju da kapsida
adenovirusa ima sposobnost lizirati lipidne dvoslojne membrane te da pH vrijednost koja je
optimalna za njihovo liziranje odgovara pH vrijednosti endosoma. Liticka aktivnost kapside
zahtjeva blisku povezanost baze pentona adenovirusa s membranom, aktivaciju adenovirusne
L3/p23 proteaze, protein VI, a pokazan je utjecaj i vlakna adenovirusa (Leopold i Crystal,
2007).

2.2.4. Unutarstani¢no putovanje adenovirusa

Nakon bijega u citosol, klasi¢ni infekcijski put adenovirusa podskupine C ukljucuje putovanje
kapside uzduz mikrotubula prema jezgri. Ta udaljenost iznosi otprilike 100 kapsidnih
dijametara (10 pum). Nakon bijega iz endosoma, kapsida adenovirusa nailazi na viskozni, gusti
citosol koji predstavlja prepreku u slobodnoj difuziji adenovirusa. Kako bi se omogucilo
unutarstani¢no putovanje, kapsida adenovirusa stupa u interakcije s citosolnim molekularnim
motorima, dineinom i kinezinom, koji pokre¢u kapsidu uzduz mikrotubula, kroz citosol. Podaci
dobiveni in vitro pokazuju da se adenovirusi vezu za mikrotubule interakcijom s
citoplazmatskim dineinom, molekularnim motorom koji pokrece pokretljivost prema
organizacijskom centru mikrotubula. Inhibicijom dineinom-posredovane pokretljivosti
sprjecava se nakupljanje adenovirusa u jezgi. Citoplazmatski dinein moze generirati kretanje
samo prema minus kraju mikrotubula, koji se kod ve¢ine mikrotubula u stani¢noj kulturi nalazi
u blizini jezgre, u organizacijskom centru mikrotubula. Druga obitelj molekularnih motora,
kinezini, generiraju pokretljivost prema plus kraju mikrotubula odnosno periferiji stanice. lako
adenovirusi podskupine C mogu stupati u interakcije s kinezinima, podaci pokazuju da je

kretanje prema periferiji stanice rijedak proces. U odredenom trenutku tijekom infekcije,



kapsida adenovirusa mora se odvojiti od mikrotubula i stupiti u interakciju s jezgrom (Leopold
i Crystal, 2007).

2.2.5. Unos adenovirusne DNA u jezgru stanice domacina

Ogranicena veli¢ina kompleksa jezgrinih pora, NPC (engl. nuclear pore complex), koja
regulira prolazak proteina, nukleinskih kiselina i otopljenih tvari kroz jezgrinu ovojnicu,
zahtjeva micanje virusne kapside prije nego Sto adenovirusna DNA ude u jezgru. Kapsida se
veze na Nup214, protein NPC-a, i kinezin-1. Nukleoporin Nup358, koji je vezan za
Nup214/Nup88, stupa u interakcije s teskim lancem Kinezina-1, kako bi neizravno povezao
kapsidu s kinezinom. Kinezin-1 razbija kapside spojene na Nup214, $to dislocira nukleoporine
i fragmente kapside u citoplazmu, te dovodi do remecenja NPC-a uzrokujuc¢i povecanje
propusnosti jezgrine ovojnice (slika 7). Dakle, kinezin-1 oslobada adenovirusnu DNA i
narusava integritet NPC-a, omogucavajuéi ulazak adenovirusnog genoma u jezgru, odnosno

funkcionalnu infekciju (Strunze i sur., 2011).

CITOPLAZMA

JEZGRA

Slika 7. Razbijanje adenovirusne kapside na NPC-u uzrokuje istovremeno oslobadanje
adenovirusnog genoma u jezgru i istiskivanje Nup62, Nup214 i Nup358 u citoplazmu (Le
Sage i Mouland, 2013)
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2.3. ADENOVIRUSNI VEKTORI

Zahvaljuju¢i velikom znanju molekularne biologije adenovirusa kao i razvoju metoda
manipulacije virusnog genoma, adenovirusi su postali primamljivi kandidati za razvoj vektora.
Jedna od glavnih prednosti adenovirusnih vektora je njihova sposobnost replikacije pri visokim
titrima u komplementarnim stani¢nim linijama. Nadalje, mogu zaraziti veliki broj stanica koje
se dijele ili ne dijele, a nakon ulaska u jezgru njihova se DNA ne ugraduje u genom, ve¢ ostaje
episomalno ¢ime ne postoji rizik od insercijske mutageneze (Lee i sur., 2017; Arnberg, 2012).

Postoji nekoliko generacija adenovirusnih vektora.

U vektorima prve generacije uklonjena su E1 i/ili E3 podrucja ¢ime se onemogucila virusna
replikacija, te je stvoreno mjesto za ugradnju do 7,5 kb strane DNA. Replikacijski defektni
adenovirusi temeljeni na nedostatku E1 gena mogu se umnazati u ljudskim embrionalnim
stanicama bubrega (HEK-293, engl. human embryonal kidney) koje in trans eksprimiraju
upravo E1 gene (Amalfitano i sur., 1996; Graham i sur., 1977). Kod vektora prve generacije
jos§ uvijek moze doc¢i do slabe ekspresije adenovirusnih gena, $to je dovoljno za izazivanje

imunoloskog odgovora domacina.

U drugoj 1 trecoj generaciji vektora izbaceni su joS neki geni (podrucja E1, E2 1 E4) §to je tim
vektorima dodatno smanjilo imunogeni¢nost i toksi¢nost (Moorhead i sur., 1999; Amalfitano i
sur., 1998; Lusky i sur., 1998). Za umnazanje ovih vektora potrebne su stanice koje
komplementiraju sve defekte u AdV5 DNA.

U cetvrtoj generaciji vektora visokog kapaciteta (engl. high capacity ili gutless) vektorima,
uklonjeni su svi Ad5 geni koji kodiraju proteine (Lieber i sur., 1999; Hardy i sur., 1997). Ovi
vektori sadrzavaju samo ITR sljedove i pakirajudi slijed, a mogu ugraditi do 37 kb strane DNA.
Za njihovo umnazanje potrebni su pomoc¢nicki virusi 1 odgovaraju¢e komplementirajuce
stanice (Douglas, 2004; Lundstrom, 2004). Kod pripreme ovih vektora nuzno je odvojiti
pomoc¢nicke viruse od samih vektora visokog kapaciteta Sto jos uvijek nije u potpunosti moguce

(Sandig i sur., 2000).

2.4. ADENOVIRUS TIP 26

Adenovirus tip 26 (AdV26) pripada serotipu D koji sadrzi najveéi broj ljuskih adenovirusa.
AdV26 ima kratko vlakno, samo 8 B ponavljanja, i RGD slijed u bazi pentona. Nedavno je

pokazano da AdV26 ne veze faktor X. AdV26 je vrlo imunogenican i moguce ga je namnoziti
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do visokog titra u AdV5 El-komplementiraju¢im stanicama §to omogucava proizvodnju
AdV26 vektora u dovoljnim koli¢inama. Seroprevalencija AdV26 u generalnoj populaciji je
niska pri ¢emu je 42 % ljudi negativno za AdV26 neutralizacijska antitijela pa je stoga AdV26
prepoznat kao iznimno dobar kandidat za razvoj vektorskih vakcina. Zbog svoje sigurnosti i
povoljne imunogeni¢nosti vektorske vakcine temeljene na HAdV26 nalaze se u oko 30
klini¢kih ispitivanja (U.S. National Library of Medicine, 2020), pri ¢emu je vakcina protiv
SARS-CoV-2 u Ill. fazi ispitivanja (WHO, 2020). Vakcina protiv Ebole je prva vakcina
temeljena na HAdV26 odobrena za upotrebu u Europskoj Uniji (EMA, 2020). Unato¢ tome §to
su se vektorske vakcine na temelju AdV26 ve¢ naSle na trziStu, znanje o osnovnoj biologiji

ovog virusa je jo$ uvijek nedostatno.

12



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Kemikalije i uredaji

Popis koristenih kemikalija i njihovih proizvodaca nalazi se u tablici 1, dok je priprema pufera
i otopina opisana u tablici 2. U tablici 3 navedeni su koriSteni uredaji i pomagala te njihovi

proizvodaci.

Tablica 1. Popis koriStenih kemikalija

KEMIKALIJA

PROIZVODAC

Cezij klorid

Sigma-Aldrich, SAD

Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive
podloge (engl. Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, DMEM)

Lonza, Svicarska

Dimetil-sulfoksid (DMSO)

Gram Mol, Hrvatska

Fosfatni pufer (PBS)

Sigma-Aldrich, SAD

Natrij-dodecilsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, SAD

Proteinski marker za SDS-elektroforezu

Thermo Scientific, SAD

Nemasno mlijeko u prahu

Roth, Njemacka

Serum fetusa goveda (engl. fetal bovine serum,
FBS)

Invitrogen, SAD

Standard za elektroforezu

Thermo Scientific, SAD

Tripsin Sigma, Njemacka

Tris baza Sigma, Njemacka

Tris HCI Sigma, Njemacka
Triton-X-100 Sigma-Aldrich, USA
Puromicin Thermo Scientific, SAD

Paraformaldehid, PFA 4 %

Sigma, Njemacka

OptiMEM (engl. minimum essential media)

Gibco, SAD

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolijev
bromid) (MTT)

Sigma, Njemacka

Amonijev persulfat, APS 10 %

Serva, Njemacka

Akrilamid smjesa 30 %

Serva, Njemacka

Bisakrilamid

Serva, Njemacka
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N, N, N’, N’- tetrametiletilendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, SAD

Tween-20®, CssH114026

Sigma-Aldrich, SAD

Western Lighteninga Plus ECL Enhanced

Luminol Reagent Plus

PerkinElmer®, SAD

Western Lighteninga Plus ECL Oxidizing
Reagent Plus

PerkinElmer®, SAD

Lipofektamin

Invitrogen, SAD

Etanol

Gram Mol, Hrvatska

Serum fetusa goveda (engl. fetal bovine serum,
FBS)

Invitrogen, SAD

2-merkaptoetanol

Serva, Njemacka

Tablica 2. Priprema pufera i otopina

NAZIV

PRIPREMA

Pufer TAE, 50x 242 g Tris baza, 57,1 mL ledene octene

kiseline, 100 mL 0,5 M, pH 8,0, otopitiu 1 L
diH20

Pufer TD 8 g NaCl i 0,38 g KCI otopi se u 150 mL

diH20, doda se 0,1 g Na2HPO4 i 3 g Tris
baze, nadopuni se do 500 mL s diH.O, podesi
pH na 7,4-7,5 te nadopuni do 1 L s diH>O

Fosfatni pufer (PBS) 292,7mM KCI; 0,2 g 1,5 mM KHzPOu; 8,0

g 137 mM NacCl; 1,15 g 8 mM NaHPOs u
1000 mL deH20

TBS pufer 0,6 g 10 mM Tris; 4,38 g 150 mM NaCl u

500 mL biH20

Transfer pufer 50 mL Tris-glicinski pufer pH 8,3; 350 mL

biH20; 100 mL etanol
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6x koncentrirani pufer za uzorke (engl.

sample buffer; za SDS-PAGE)

2,5mL 1,5 M Tris-HCI pH 6,8; 1,2 g SDS; 3
mL glicerola; 20 mg bromfenol-plavo; 1,2
mL 2-merkaptoetanol u 10 mL biH20

Amidocrno boja 0,1 %

10 mL octene kiseline, 45 mL metanola, 45
mL vode, 0,1 g amido black otopine u 100

mL

Otopina za odbojavanje

7 mL octene kiseline, 40 mL metanola, 53

mL vode

Otopina CsCl gustoc¢e 1,25 g mL™?

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

Otopina CsCl gustoée 1,34 g mL?

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

Otopina CsCl gustoée 1,40 g mL?

62 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera

Tablica 3. Popis koristenih uredaja i pomagala

NAZIV

PROIZVODAC

Brojac stanica

Beckman Coulter, UK

Centrifuga do 50 mL

Heraeus, Njemacka

Centrifuga MSE Harrier 18/80

CamLab, UK

Epruvete Ultra-Clear 344059

Beckmann, SAD

Mikroskop Evos Cell Imaging

Thermo Scientific, SAD

Gumena strugalica

Falton Becton Dickinson, SAD

Hamilton igla

Hamilton, Svicarska

Igla za proc¢iS¢avanje virusa

Merck, Svicarska

Inkubator za uzgoj stanica

Thermo Scientific, SAD

Invertni svjetlosni mikroskop

Opton, Njemacka

Izvor napona za gel elektroforezu

Pharmacia LKB, Njemacka

Kabinet za sterilan rad

Klimaoprema, Hrvatska

Mikroepruvete

Eppendorf, Njemacka

Nanodrop

Thermo Scientific, SAD

Nitrocelulozna membrana (pore 0,45 um)

Sigma-Aldrich, Njemacka

Petrijevka

Falton Becton Dickinson, SAD
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Plocice za uzgoj s 6, 12, 24 1 96 bunarica Falton Becton Dickinson, SAD
Proto¢ni citometar FACSCalibur, Becton Dickinson, SAD
Uredaj za ultrazvuc¢no razbijanje stanica Cole Palmer, SAD
Stolna centrifuga Eppendorf, Njemacka
Sustav za vertikalnu elektroforezu Bio-Rad, Njemacka
Termoblok Eppendorf, Njemacka
Tresilica Tehtnica, Slovenija
Ultracentrifuga Beckman, SAD
VVodena kupelj Tehtnica, Slovenija
Vorteks Tehtnica, Slovenija

3.2. METODE

3.2.1. Stani¢na kultura in vitro

U ovom radu koriStene su komercijalno dostupne stani¢ne linije iz American Type Culture
Collection (ATCC, SAD) i uzgajane su u uvjetima rasta kako je preporuc¢eno od dobavljaca:
A549 (ATCC CCL-185) i HEK-293 (ATCC CRL-1573). Stanice su uzgajane u tekucoj
hranjivoj podlozi DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) s dodatkom 10 % seruma
fetusa goveda (engl. Fetal Bovine Serum, FBS), u Petrijevim zdjelicama promjera 10 cm.

Nasadene stanice drzane su u inkubatoru pri temperaturi od 37 °C i 5 % COa.

Stanice rastu pri¢vrS¢ene za dno Petrijeve zdjelice sve dok gotovo u potpunosti ne iskoriste
tekucu hranjivu podlogu te ih je tada potrebno presaditi. Prilikom presadivanja prvo je potrebno
ukloniti hranjivu podlogu, isprati stanice s 1 mL PBS-a, koji se zatim ukloni, te dodati 1 mL
tripsina koji je prethodno zagrijan u vodenoj kupelji pri 37 °C. Stanice se inkubiraju sve dok
se ne odvoje od podloge za rast, nakon ¢ega se dodaje ugrijana (37 °C) hranjiva podloga do
ukupnog volumena od 10 mL kako bi se sprijecilo djelovanje tripsina. Stanice se zatim njezno

resuspendiraju i koriste za nova nasadivanja.

3.2.2. Izdvajanje stabilno utiSanih klonova
Klonovi A549 stanica sa stabilno smanjenom ekspresijom klatrina dobiveni su transfekcijom
plazmidima koji sadrZze gene za otpornost na antibiotik (za odabir uspjes$no transficiranih

stanica) i ShRNA (engl. short hairpin RNA) specifi¢nu za klatrin.
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U ovom radu smo za transfekciju koristili komercijalno dostupan komplet za transfekciju
liposomima Lipofectamine. Stanice smo transficirali kontrolnim plazmidom ili plazmidom koji
sadrzi slijed koji kodira sShRNA za klatrin. A549 stanice nasadene su u 6 bunaric¢a, 3x10° stanica
po bunari¢u u 1,5 mL hranjivog medija. Pripremljene su otopine A i B, svaka u kona¢nom
volumenu od 250 L, za svaki bunari¢. Otopina A sadrzi 5,56 pL plazmidne DNA i 244,44 uL
OptiMEM-a, dok otopina B sadrzi 8 pL Lipofectanima i 242 OptiMEM-a. Ovako pripremljene

otopine nakapane su na stanice.

24 h nakon transfekcije stanice su rasadene na dvadeset puta vecu povrsinu u Petrijeve zdjelice
za uzgoj kulture stanica u hranjivu podlogu uz dodatak antibiotika puromicina, u koncentraciji
koja je odredena u ovom radu. Hranjiva podloga s antibiotikom mijenja se svaka 4 dana do
pojave prvih kolonija stanica. Pojedina¢ne kolonije su izdvojene struganjem sa sterilnim
plastiénim nastavkom za mikropipetu i prenesene u bunarice ploé¢ice za uzgoj kulture stanica s
96 bunari¢a u koje je prethodno dodano 150 pL hranjive podloge uz dodatak antibiotika.
Klonovi su, nakon §to su popunili bunari¢ plocice za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica,
prebaceni u plo€icu za uzgoj kulture stanica s 24 i kona¢no, 6 bunari¢a. Klonovima koji su
prekrili povr§inu bunari¢a u plocici sa 6 bunari¢a je provjerena uspjeS$nost smanjenja ili
povecanja proteina od interesa metodom western blot. Nakon probira pozitivnih klonova,

stanice su dalje uzgajane u hranjivoj podlozi bez antibiotika.

3.2.3. MTT test

MTT test je metoda za odredivanje prezivljenja stanica i u ovom radu je koriStena u svrhu
odredivanja koncentracije antibiotika potrebnog za izdvajanje stabilnih klonova. NAD(P)H i
dehidrogenaze iz metaboli¢ki aktivnih stanica reduciraju zutu tetrazolijevu sol MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) u tamnoljubicasti formazan (Leovi¢, 2016).
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Slika 8. Strukture MTT-a i produkta reakcije formazana (Riss i sur., 2013)

Test se provodi u mikrotitarskoj ploéici s 96 bunari¢a gdje je po svakom bunari¢u nasadeno
10* stanica u 180 pL hranjive podloge, pri ¢emu su 3 bunari¢a ostavljena prazna za slijepu
probu. Sljede¢i dan je dodano 20 pL antibiotika puromicina u razli¢itim razrijedenjima
(0,03125 pug mLt, 0,0625 pg mL?, 0,125 pg mLt, 0,25 ug mL?, 0,5 ug mL%, 0,75 pg mL,
1pugmL?, 2 ugmL?, 3 ug mL?, 4 ug mL?, 5 ug mL?, 6 pg mL?Y) te je svako razrijedenje
pripremljeno u triplikatima. Kao kontrola dodano je po 20 pL hranjivog medija umjesto
puromicina, takoder u triplikatima. Mikrotitarska plocica inkubirana je 10 dana pri 37 °C.
Zatim se naglim okretanjem plocice izlije hranjiva podloga kako bi se uklonile mrtve stanice
koje bi mogle izazvati laZan pozitiv uzrokovan laktat dehidrogenazom. MTT S§tok je razrijeden
sterilnim zagrijanim hranjivim medijem u omjeru 1:10 (4 pL Stoka + 36 pL hranjivog medija
u svaki bunari¢). Plo¢ica je inkubirana 3 h pri 37 °C, a u tom vremenskom periodu sukcinat
dehodrogenaza reducira MTT u ljubicaste kristale formazana. Zatim je dodano 170 uL DMSO
po bunari¢u koji je inkubiran 30 min kako bi se kristali formazana otopili. Nakon inkubacije
plocica je stavljena na tresilicu kako bi se boja ravnomjerno rasporedila te kako bi nestali
eventualni mjehuric¢i zraka koji mogu povecati apsorbanciju. Izmjerena je apsorbancija uzoraka
na €itaCu pri valnoj duljini A= 600 nm koja je proporcionalna prezivljenju stanica koje se racuna

prema formuli:

apsorbancija stanica izloZenih puromicinu — apsorbancija negativne kontrole

rezivljenje (%) = — - - — -
p jenje (%) apsorbancija kontrolnih stanica — apsorbancija negativne kontrole
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3.2.4. UmnaZanje i proc¢iS¢avanje adenovirusa na jastucicu i gradijentu CsCl

U svrhu umnazanja replikacijski defektnih adenovirusa koristene su HEK-293 stanice ¢iji
genom sadrzi stabilno ugradeno El1 podrucje adenovirusnog genoma. Stanice su inficirane
adenovirusom te stavljene u inkubator (48-96 sati) kako bi se postigao citopatogeni ucinak.
Nakon inkubacije stanice je potrebno odvojiti od podloge, skupiti u epruvetu i centrifugirati pri
1100 x g, 10 minuta. Talog stanica se resuspendira u 10 mL podloge DMEM-FBS i potom se
u tri ciklusa smrzava (na -20 °C) i odmrzava (na -37 °C) kako bi se virusi oslobodili iz stanica.
Zatim je potrebno ponovno centrifugiranje pri 3600 x g, 10 minuta, kako bi se odvojio
supernatant (virusne Cestice) od taloga (ostaci stanica). Potom se adenovirusi iz supernatanta
procis¢avaju na jastuci¢u CsCl gdje se prvo u epruvetu za centrifugiranje doda 2,4 mL CsCl
gustoée 1,4 g mL™L, obiljezi se nivo CsCl te se vrlo njezno nadsloji s 2,5 mL CsCl gustoée 1,25
g mLL. Zatim se u epruvetu za centrifugiranje doda 7 mL supernatanta te se epruveta do vrha
nadopuni s hranjivom podlogom DMEM-FBS. Epruvete se potom centrifugiraju u
ultracentrifugi pri 20 °C i 60 000 x g tijekom 1 h i 30 min. Nakon centrifugiranja vidljiv je sloj
virusa izmedu dvaju slojeva CsCl, te se sloj virusa pokupi u maksimalnom volumenu od 2 mL
pomocu Sprice s iglom. Zatim se taj sloj virusa stavi u novu epruvetu te potom pomijesa s CsCl
gustoée 1,34 g mL™. Istovremeno se za tariranje pripremi druga epruveta u koju je stavljen isti
volumen CsCl gustoce 1,4 g/mL kako bi se brze ekvilibriralo. Epruvete se zatim centrifugiraju
u centrifugi tijekom no¢i, pri 20 °C 1 60 000 x g. Prilikom centrifugiranja stvorio se gradijent

gustoce CsCl, a sloj virusa nalazi se u podrucju koji odgovara njihovoj gustoci.

3.2.5. Western blot analiza

Western blot je metoda koja se koristi u stani¢noj i molekularnoj biologiji u svrhu identifikacije
odredenih proteina iz otopine proteina ekstrahiranih iz stanica. Ta metoda se provodi u 3
koraka: 1. SDS-PAGE elektroforeza, 2. tranfer proteina na membranu i 3. obiljezavanje ciljnog
proteina pomoc¢u odgovaraju¢eg primarnog i1 sekundarnog protutijela za vizualizaciju

(Mahmood i Yang, 2012).

Prije provodenja pokusa nasadeno je 5x10° stanica u plocicu sa 6 bunari¢a. Stanice su potom
inkubirane tijekom no¢i pri 37 °C. Nakon toga stanice su sonificirane 3 puta po 5 sec pomocu

ultrazvuéne sonde, amplitude 30, te su smrznute na -20 °C.
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3.2.5.1. SDS - PAGE

SDS-PAGE (engl. sodium dedecyl sulfate polyacrylamide gel elecrophoresis) je elektroforeza
U poliakrilamidnom gelu pri denaturirajuéim uvjetima. Denaturiraju¢i uvjeti postizu se
dodatkom natrijeva dodecil-sulfata (SDS), anionskog detergenta, koji razara nekovalente
interakcije u nativnom proteinu. U takvim uvjetima proteini se odjeljuju na osnovi molekulske
mase, pri ¢emu proteini ve¢e molekulske mase ostaju pri vrhu, dok proteini manje molekulske
mase predu veéi put kroz gel. Put koji polipeptidni lanci predu pod ovim uvjetima linearno je
razmjeran logaritmu njihove mase (Berg i sur., 2013).

Prije pripreme gelova potrebno je sloziti aparaturu za njegovo izlijevanje, a zatim je potrebno
pripremiti gelove za razdvajanje proteina: donji gel za razdvajanje i gornji gel za sabijanje
uzoraka. Smjesa donjeg gela pripremljenja je prema tablici 4, koja se ulije izmedu dva stakla,

te se na rub gela doda 70 % etanol i ostavi oko 30 min da se gel polimerizira.

Tablica 4. Sastav smjese gela za razdvajanje SDS-PAGE-a

SASTOJAK VOLUMEN [mL]
diH20 4,0
Tris-HCI pH 8,8 (1,5 M) 2,5
SDS (10 %) 0,1
APS (10 %) 0,1
akrilamid/bisakrilamid (30 %) 3,3
TEMED 0,006

Nakon toga je izliven etanol i dodana je smjesa gornjeg gela koja je pripremljena prema tablici
5 i stavljen ceslji¢ za formiranje jazica. Gel je ostavljen dva sata kako bi polimerizacija u
potpunosti zavrSila. Potom je pripremljena aparatura za elektroforezu te su takoder
pripremljene otopine pufera. Uzorci su grijani na termobloku pri 96 °C te su naneseni po 30
pL na gel, dok je markera dodano 5 pL. Takoder je dodano SB u praznu jazicu, u istoj koli¢ini
kao i uzoraka. Zatim je provedena elektroforeza pri naponu od 100 V sve dok fronta markera

nije dosla do dna (otprilike 2 h).
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Tablica 5. Sastav smjese gela za sabijanje SDS-PAGE-a

SASTOJAK VOLUMEN [mL]
diH20 2,1
Tris-HCI pH 6,8 (0,5 M) 0,38
SDS (10 %) 0,03
APS (10 %) 0,03
akrilamid/bisakrilamid (30 %) 0,5
TEMED 0,003

3.2.5.2. Prijenos proteina s poliakrilamidnog gela ha membranu

Nakon $to je zavrsila denaturirajuca elektroforeza, uklonjen je gel za sabijanje, a gel za
razdvajanje uronjen je u transfer pufer oko 5-15 min da se ekvilibrira. Membrana je izrezana
prema dimenzijama gela te prebacena u transefer pufer. Zatim je slozen sendvié¢ za prijenos u
kojem je na jednu stranu kazete postavljeno: spuzvica, filter papir, gel, membrana, drugi filter
papir i spuzvica, te je kazeta zatvorena. Proveden je prijenos proteina na membranu tijekom 90

min na 400 mA.

3.2.5.3. Detekcija ciljnog proteina pomocu odgovarajuéeg primarnog i sekundarnog
protutijela za vizualizaciju

Nakon prijenosa proteina na membranu, njihova prisutnost odredena je pomocu primarnih 1
sekundarnih protutijela (tablica 6). Membrane su ispirane 5 min u TBST-u na sobnoj
temperaturi uz lagano mijesanje na klackalici, a zatim su inkubirane u otopini za bojanje (0,1
% Amidoblack 10B, 10 % octene kiseline, 7,5 % metanola i diH20) oko 1 minutu. Membrana
je potom odbojana otopinom za odbojavanje (40 % metanola, 7 % octene kiseline i diH20) 3
puta po 2 minute. Nakon toga membrane su blokirane u 10 % mlijeku (mlijeko u prahu
otopljeno u TBST-u), 1 h pri sobnoj temeraturi, kako bi se sprijecilo nespecifi¢no vezanje na
membranu. Primarno protutijelo pripremljeno je u 10 mL 5 % mlijeka u TBST-u te je naneseno
na membranu 1 inkubirano tijekom no¢i na 4 °C. Nakon inkubacije uklonjeno je primarno
protutijelo, membrana je isprana u TBST-u, potom je ispirana 10 min uz lagano mijesanje na
klackalici, takoder u TBST-u, te je na kraju ispirana 3 puta po 5 min na klackalici (u TBST-u).
Nakon toga membrana je inkubirana sa sekundarnim protutijelom (u 5 % mlijeku u TBST-u;
1:5000), 2 h pri sobnoj temperaturi, uz lagano mijesanje, te je uklonjeno sekundarno protutijelo,

a membrana je ispirana tijekom 20 minuta u TBST-u. Kako bi se razvile membrane potrebno
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je pripremiti luminiscenti supstrat ECL mijeSanjem reagensa 1 (250 pL) i reagensa 2 (250 pL)

koji su potom pipetom naneseni na membranu, te u mraku inkubirani 1 minutu. Prije detekcije

signala uredajem za snimanje membrana (Uvitec), membrana je prekrivena plasti¢cnom folijom.

Tablica 6. Primarno i sekundarno protutijelo koristeno za vizualizaciju u Western-blot metodi

Protutijelo Naziv Domacdin | Razrijedenje | Kataloski broj | Proizvodac
Abcam,
Anticlathrine | kuni¢ 1:1000 ab21679 United
Primarno Kingdom
Laktat Santa Cruz
dehidrogenaza | mis 1:400 sc133123 Biotchnology,
(LDH) SAD
Anti-mis mi$ 1:5000 554001 BD, SAD
Sekundarno | Anti-zec kuni¢ 1:5000 31466 Invitrogen,
SAD

3.2.6. Odredivanje koncentracije virusnih Cestica u suspenziji proc¢is¢enih virusa

Suspenzija pro¢iS¢enih virusa razrijedi se 3x u PBS puferui 0,1 % SDS-u, inkubira se 10 min

pri 56 °C te to uzrokuje oslobadanje viralne DNA iz ¢estica. Mikroepruvete se centrifugiraju

oko 30 sec pri 10 000 x g te se mjeri apsorbancija pri 260 nm.

Koncentracija virusnih ¢estica ra¢una se prema formuli: N = A260 - r - 1,1 - 1012 [pp mL™].

N oznacuje broj virusnih ¢estica u mL, Azeo je vrijednost apsorbancije izmjerene pri 260 nm, a

r oznacuje razrijedenje suspenzije adenovirusa.

3.2.7. Fluorescentno obiljeZzavanje adenovirusa

Kako bi se adenovirusi fluorescentno obiljezili, koriStena je Alexa Fluor 488 5-TFP boja koja

se veze na primarne amine proteina. Alexa Fluor 488 5-TFP dodaje se u 20 puta molarnom

suviSku u odnosu na koli¢inu adenovirusa. Obiljezavanje adenovirusa odvija se u 100 mM

natrij bikarbonatnom puferu uz prisustvo 10 % glicerola. Volumen navedenih komponenti

prikazan je u tablici 7. Reakcijska smjesa inkubirana je 75 minuta u mraku, pri sobnoj
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temperaturi. Za uklanjanje ostatka boje koja se nije vezala za adenoviruse KoriStena je Zeba
Spin desaliniziraju¢a kolona. Nakon $to su adenovirusi fluorescentno obiljezeni, mjeri se

njihova koncentracija.

Tablica 7. Reakcijska smjesa za obiljezavanje virusa

Komponenta Volumen [uL]
Alexa Flour 488 boja 10 pug pL* 5,29
Suspenzija virusnih ¢estica 10 pp ukupno 100
100 mM natrij bikarbonatni pufer 394,71

3.2.8. Proto¢na citometrija — odredivanje uspjesnosti transdukcije adenovirusima

Adenovirusi koristeni u ovom radu imaju ugradeni gen koji kodira zeleni fluorescentni protein.
Na temelju ekspresije ovog gena, postotak transduciranih stanica moze se odrediti protocnom
citometrijom. Proto¢na citometrija je tehnologija koja sluzi za sortiranje i analizu stanica.
Metoda se bazira na obasjavanju laserom stanicu po stanicu, gdje se na temelju rasprSenja
svjetlosti vide fizikalna svojstva stanica (Welsh i sur., 2017). Prednosti proto¢nih citometara
su: brzo mjerenje signala (vise od 1000 stanica/sec), istodobno mjerenje fizikalnih i

fluorescentnih signala te sortiranje stanica (Adan i sur., 2016).

Utvrdivanje uspjeSnosti transdukcije adenovirusima provedeno je u A549 stanicama i stabilnim
transfektanatima sa smanjenom ekspresijom klatrina. U plo¢icu s 12 bunari¢a nasadi se 5x10*
stanica po bunaricu te se sljedeci dan stanice izbroje kako bi se odredila njihova to¢na koli¢ina.
Koristena su tri adenoviralna razrjedenja virusa AdV5, AdV26 i AdV35. Kako bi se odredio
to¢an volumen virusnog razrjedenja potreban za infekciju stanica, potrebno je znati
koncentraciju virusne preparacije (N) i MOI vrijednost (engl. multiplicity of infection)
odgovarajuceg adenovirusa (tablica 8). Dodaje se medij do kona¢nog volumena od 500 pL po
uzorku i slijedi inkubacija 2 sata nakon Cega se virusno razrjedenje makne, a doda 1 mL svjezeg
medija. Nakon S§to je proSlo 48 h inkubacije, odreduje se uspjeSnost transdukcije proto¢nim

citometrom.
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Tablica 8. MOI vrijednosti kori$tenih adenovirusa

Serotip virusa MOI vrijednost [pp stanica™ ]
AdV5 1-10°
AdV26 1-10%
AdV35 1-103

Prije provodenja pokusa proto¢ne citometrije potrebno je pripremiti uzorke tako Sto se prvo
ukloni medij, zatim se podloga ispere s 400 pL PBS-a, stanice se tripsiniziraju s 350 pL tripsina
te se doda PBS do ukupnog volumena od 1950 uL. Uzorci se potom prebace u odgovarajuce
FACS tubice (2 mL) koje se centrifugiraju 10 min pri 1100 x g. Potom se ukoni supernatant te
se stanice fiksiraju s 1 % PFA (pripremljen iz 4 % PFA). Stanice se resuspendiraju u 100 pL 1
% PFA u PBS-u te su drzane 12 min na sobnoj temeraturi. Zatim se doda 500 uL PBS-a na
stanice, koje se potom centrifugiraju 10 min pri 1100 x g. Nakon centrifugiranja ukloni se
supernatant, u sve tubice doda se 250 pL PBS-a te se s takvim uzorcima ide na protocni

citometar.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je izdvojiti 1 okarakterizirati A549 stanice sa stabilno utiSanom
ekspresijom klatrina te utvrditi kakav utjecaj ima utiSavanje klatrina na infekciju, odnosno na
ulazak adenovirusnih vektora tipa 5, 26 i 35 (AdV5, AdV26 i AdV35) u A549 stanice. Naime,
prema literaturnim podacima, poznato je da je klatrin uklju¢en u endocitozu AdV5 te se u ovom
radu smanjenjem ekspresije klatrina zeljelo ispitati da 1i istu ili sliénu ulogu klatrin ima i u
uspjesnosti transdukcije AdV26 i AdV35 (Meier i Greber, 2004).

Veliko znanje i razumijevanje adenovirusa na molekularnoj razini dovelo je do toga da se
vektori na bazi adenovirusa upotrebljavaju kao vektorska cjepiva i vektori za prijenos gena
(Majhen i sur., 2014). Adenovirusni vektor najcesée koristen u klinickim istrazivanjima je
AdV5 koji je do sada ujedino i najbolje istrazen adenovirus. Jedan od glavnih nedostataka ovog
virusa je njegova visoka seroprevalencija te se stoga u svrhu razvoja novih vektora danas
posebna paznja posvecuje istrazivanjima nisko seroprevalentnih adenovirusa kao $to su AdV26
i AdV35 (Geisbert i sur., 2011). Podaci o osnovnoj biologiji AdV26 pa tako i nacinu na koji

ovaj virus ulazi u stanicu su vrlo skromni.

Da bi se mogao ispitati utjecaj utiSavanja klatrina na infekciju adenovirusnim vektorima tipa
5, 26 i 35, prvo je bilo potrebno izdvojiti klonove A549 stanica sa smanjenom ekspresijom
klatrina $to je napravljeno stabilnom transfekcijom A549 stanica plazmidom koji kodira za
specifi¢nu short hairpin RNA. Prije same stabilne transfekcije funkcionalnost plazmida koji
kodira za sh klatrina (sh(CLTC)) provedena je prolazna transfekcija plazmidom te je uspjesnost
utiSavanja provjerena metodom Western blot. Stabilnom transfekcijom izdvojena su tri stabilno
transficirana klona A549 stanica sa smanjenom ekspresijom klatrina u usporedbi sa stanicama
stabilno transfeciranima s ,,praznim® vektorom Kkoji sadrzi samo okosnicu plazmida te kao
takav predstavlja negativhu kontrolu. Kako bi adenovirusima mogli inficirati odabrane
klonove, prvo je provedeno umnozavanje i procis¢avanje adenovirusa. Odabrana tri klona
A549 stanica sa smanjenom ekspresijom klatrina i A549 stanice stabilno transficirane s
,praznim® vektorom, inficirane su s AdV5, AdV26 i AdV35 te je uspjeSnost transdukcije

odredena proto¢nim citometrom.

U radu je istrazivan znacaj klatrinom posredovane endocitoze u uspjesnosti transdukcije s
AdV5, AdV26 i AdV35. Klatrin, klju¢ni protein u 0vom procesu, utisan je u A549 stanicama
te je nakon odredivanja uspjeSnosti transdukcije adenovirusa, pokazano da smanjenjem

koliCine klatrina dolazi do smanjenja uspjesnosti transdukcije s AdVS5 i povecanja uspjesnosti
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transdukcije s AdV26. Smanjenje ekspresije klatrina nije imalo znacajniji utjecaj na uspje$nost
transdukcije s AdV35. Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju ukazuju na vaznost klatrinom
posredovane endocitoze u uspjesnosti transdukcije AdV26 Sto do sada nije bilo poznato iz

literature.

4.1. ODREPIVANIJE CITOTOKSICNOSTI SUPSTANCE MTT TESTOM

Da bi se mogli izdvojiti klonovi stanica koje sadrze stabilno ugraden transficirani plazmid,
plazmidni vektor s odabranim ciljnim slijedom mora sadrzavati i gen za otpornost na neki
antibiotik. Uzgojem stanica u pristutnosti tog antibiotika izrast ¢e samo oni klonovi stanica koji
su stekli otpornost zahvaljujuci stabilnoj ugradnji plazmida. Plazmidi koje smo koristili u ovom
radu sadrZe gen za otpornost na puromicin te je prije same stabilne transfekcije A549 stanica,
prvo bilo potrebno utvrditi koncentraciju puromicina koja ¢e dovesti do toga da sve stanice u
koje se nije ugradio plazimid, koji sadrzi gen za otpornost na puromicin, ne prezive. To se
provodi testom prezivljenja, MTT testom, opisanim u poglavlju Metode 3.2.3. Ispitane su
koncentracije puromicina: 0,03125 pg mL*, 0,0625 ug mL, 0,125 pg mL?, 0,25 pg mL?, 0,5
pug mL?t, 1 pug mL?, 2 pg mL?, 3 pg mL?, 4 pg mL?, 5 pg mL?, 6 pg mLt. Na temelju
dobivenih rezultata MTT-testa, napravljena je krivulja prezivljenja iz koje se vidi % prezivjelih

stanica pri odredenim koncentracijama puromicina (slika 9).
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Slika 9. Prezivljenje A549 stanica u ovisnosti o dodanoj koncentraciji puromicina

Koncentracija puromicina koja na temelju dobivenih rezultata je odabrana za provodenje
stabilne transfekcije je 1 ug mL™. Ta koncentracija je odabrana jer su pri njoj sve stanice umrle
i te ¢e nakon transfekcije plazmidom koji nosi gen za otpornost na puromicin prezivjeti jedino
one stanice u koje se pod selektivnim pritiskom ugradio gen za rezistenciju na puromicin. lako
je i pri koncentraciji puromicina od 0,75 pg mL? uogeno znadajno umiranje stanica, za
izdvajanje stabilnih klonova je odabrana koncentracija od 1 pg mL™, da bi se osigurao

selektivni pritisak.

4.2. IZDVAJANJE | KARAKTERIZACIJA A549 KLONOVA SA SMANJENOM
EKSPRESIJOM KLATRINA

Prije samog postupka izdvajanja stabilnih klonova za provjeru funkcionalnosti plazmida koji
kodira za shRNA Klatrina napravljena je prolazna transfekcija A549 stanica. Plazmid
Sh(CLTC) prethodno je konstruiran u Laboratoriju za stani¢nu biologiju i prijenos signal,

Institut Ruder Boskovi¢. UspjeSnost utiSavanja klatrina utvrdena je metodom Western blot. Za
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prolaznu transfekciju koristene su dvije kolicine plazmida sh(CLTC): 1500 ng i 2500 ng.
Western blot metodom detektirane su vrpce veli¢ine 180 kDa, specifiéne za klatrin. Kao
pozitivna kontrola, detektirane su vrpce veli¢ine 35 kDa, specifi¢ne za laktat dehidrogenazu
(LDH). Taj enzim je odabran kao kontrola jer je njegova lokalizacija u citosolu, §to znaci da
njegova ekspresija u stanici nije povezana s ekspresijom Klatrina te nam je kao takva mogla

posluziti kao standard za odredivanje uspjesSnosti utiSavanja klatrina (Rasmussen i sur., 2002).

Intenzitet vrpci proporcionalan je koli¢ini proteina u naneSenom uzorku. Na slici 11.a) vidljivo
je da se intenzitet vrpci klatrina razlikuje u sva tri uzorka, pri ¢emu je najveci intenzitet u
kontrolnom uzorku, A549 stanicama koje nisu transficirane plazmidom, dok je u preostala dva
uzorka intenzitet vrpci nesto slabiji. Na temelju toga se ve¢ moze vidjeti da je u 2. i 3. uzorku
doslo do manje ekspresije klatrina, odnosno da je transfekcija plazmidom koji kodira za shRNA
klatrina uspjes$no provedena. Da bi to potvrdili, napravljena je denzitometrija vrpci na temelju
koje se moze vidjeti da je koriStenje 1500 ng plazmida dovelo do smanjenja ekspresije klatrina
za Cak 58 %, dok je koristenjem 2500 ng plazmida smanjena koli¢ina klatrina za 36 % (slika
10. b)). Na temelju ovih rezultata koli¢ina plazmida od 2500 ng odabrana je za nastavak

istrazivanja, odnosno provodenje stabilne transfekcije.
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Slika 10. Ekspresija klatrina u A549 stanicama i A549 klonovima. A549 klonovi su dobiveni
transfekcijom stanica s 1500 ng i 2500 ng plazmida koji sadrzi shRNA specifi¢nu za klatrin

A549 stanice nasadene su na mikrotitarsku plocicu sa 6 bunarica te su nakon 24 sata
transficirane plazmidom sh(CLTC) u koli¢ini od 1500 ng i 2500 ng. Kako bi se utvrdilo da li

je doslo do uspjeSnog utiSavanja klatrina, provedena je Western blot analiza. Na slici 10.a)
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vidljive su vrpce specifi¢ne za protein klatrin i laktat dehidrogenazu (LDH), iz transficiranih i
netransficiranih stanica. Na slici 10.b) prikazana je koli¢ina klatrina, normalizirana prema

LDH, u kontrolnom uzorku te u uzorcima transficiranim s 1500 ng i 2500 ng plazmida.

Prolazna transfekcija Cesto se koristi za proucavanje u¢inaka kratkotrajne ekspresije gena ili
genskih produkata. Suprotno tome, stabilna transfekcija koristi se kada je potrebna dugotrajna
ekspresija gena (Smith, 2013). U ovom diplomskom radu, nakon prolazne transfekcije i
odabrane koli¢ine plazmida za nastavak istrazivanja, provedena je stabilna transfekcija tako §to
su A549 stanice transficirane plazmidom koji nosi sh(CLTC) ili kontrolnim plazmidom koji se
sastoji samo od okosnice plazmida, i izlozene selektivnom pritisku. Da bi se omogucio
selektivni pritisak, kao selektivni marker koriSten je antibitik puromicin. Taj antibiotik koristen
jer iz razloga $to plazmid s kojim su tranficirane stanice sadrzi gen za otpornost na taj
antibiotik. Koncentracija puromicina od 1 pg mL? koja se Koristila za selektivni pritisak
odabrana je na temelju testa prezivljenja A549 stanica izloZzenih puromicinu. Nakon provedbe
stabilne transfekcije, izdvojeno je ukupno 13 klonova koji su pokazali otpornost na puromici.
Osam klonova je izdvojeno transfekcijom plazmidom sh(CLTC), a pet transfekcijom
kontrolnim vektorom. Svim izdvojenim klonovima je metodom Western blot odredena
ekspresija klatrina pri ¢emu je protein LDH odabran za normalizaciju ekspresije promatranog
proteina (slika 11). Rast klonova u prisustvu puromicina je upucivao na to da se pod
selektivnim pritiskom ugradio gen za antibiotik, odnosno da se ugradio plazmid, pa je bilo za
ocekivati da je u klonovima transficiranima sa sh(CLTC) plazmidom doslo do smanjenja

ekspresije klatrina.
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Slika 11. Ekspresija klatrina u A549 stanicama i A549 klonovima

Prvih osam uzoraka su A549 klonovi izdvojeni nakon stabilne transfekcije stanica s plazmidom
koji kodira za shRNA klatrina, sh(CLTC), dok je zadnjih 5 uzoraka transficirano kontrolnim
(,,praznim*) vektorom. A549 stanice nasadene su u plogicu sa 6 bunari¢a, 3x10° po bunaricu,
te su transficirane plazmidom sh(CLTC) ili kontrolnim plazmidom u koli¢ini od 2500 ng.
Nakon stabilne transfekcije, izdvojeni su klonovi te je provedena Western blot analiza. Na slici

11.a) vidljive su vrpce specificne za protein klatrin i laktat dehidrogenazu (LDH), iz
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transficiranih i netransficiranih stanica. Na slici 11.b) prikazana je koli¢ina Kklatrina,

normalizirana prema LDH, u kontrolnom uzorku te u transficiranim uzorcima.

6 od 8 klonova izdvojenih transfekcijom s plazmidom sh(CLTC), klonovi 55, 4, 59, 69, 2 i 58,
pokazuju smanjenu ekspresiju Klatrina u odnosu na kontrolne A549 stanice. Preostala 2 klona
(klonovi 13 i 63) pokazuju povecanu ekspresiju klatrina u odnosu na kontrolne stanice. Kako
bi pokazali na koji na¢in smanjena ekspresija klatrina utjece na ulazak AdV5, AdV26 i AdV35
u stanicu, za nastavak istrazivanja su odabrana 3 klona s najmanjom ekspresijom klatrina, a to
su klonovi 4, 69, 58, oznaéeni tamno sivom bojom naslici 11.b). U tablici 9 navedeni su postoci

koliko iznosi razina klatrina u odnosu na kontrolne A549 stanice.

Prilikom stabilne transfekcije plazmidna DNA se u genom domacdina ugraduje nasumi¢no u
nepoznatom broju kopija. Od 5 klonova izdvojenih transfekcijom kontrolnim plazmidom cetiri
klona (klonovi 30, 11, 16 i 9) pokazuju ekspresiju ekspresiju klatrina veéu u odnosu na
netransficirane A549 stanice, a klon 50 ima ekspresiju klatrina usporedivu sa ekspresijom
klatrina u netransficiranim A549 stanicama pa je kao takav izabran kao kontrolni klon za

nastavak istrazivanja.

Tablica 9. Vrijednosti razine Klatrina u tri odabrana klona, u odnosu na kontrolne A549

stanicame

A549 klonovi Klon 4 Klon 69 Klon 58

Razina klatrina

u klonovima u
odnosu na 38,93 % 30,24 % 46,83 %
razinu u A549

stanicama
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4.3. UMNAZANIJE 1 PROCISCAVANJE ADENOVIRUSNIH VEKTORA

Replikacijski defektni adenovirusni vektori ispunjavaju dvije pozeljnije karakteristike vektora
za prijenos gena i vakcinaciju, a to su sposobnost umnazanja u visokom titru (>10*2 virusnih
Cestica/mL) 1 u¢inkovita infekcija razlicite stanice ukljucuju¢i one koje se ne dijele i dijele
(Kafri 1 sur., 1998). U ovom radu koristeni su replikacijski defektni adenovirusni vektori tipa
5, 26 i 35, koji kao transgen nose gen koji kodira za zeleni fluorescentni protein (engl. green
fluorescent protein, GFP) (Abbink i sur., 2007). Kao komplementirajuce stanice koriStene su
HEK-293 stanice, prethodno transficirane plazmidom koji sadrzi slijed koji kodira za EIA/E1B
regiju adenovirusnog genoma, koja je odgovorna za replikaciju adenovirusa (Xu i sur., 2006).
Upravo zbog stabilno ugradene E1 sekvence, omoguceno je da se replikacijski defektni

adenovirusi repliciraju u HEK-293 stanicama.

Tako konstruirane HEK-293 stanice inficirane su adenovirusnim vektorima, te je nakon §to se
dogodio citopatogeni ucinak, pokupljen talog stanica koje su sadrZzavale namnoZene viruse.
Citopatogeni ucinak definira se kao degenerativne promjene u morfologiji stanica, koje su
povezane s replikacijom adenovirusa (Martinez-Jaramillo i sur., 2018). Te su morfoloske
promjene, poput zaokruZivanja stanica i gubitka njihove adhezije, pracene tijekom vremena $to
je prikazano na slici 12. Slika 12 prikazuje inficirane HEK?293 stanice tijekom tri dana

infekcije.
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1. DAN INFEKCHNE

2. DAN INFEKCIJE

Slika 12. Prikaz inficiranih HEK293 stanica pomoc¢u EVOS Cell Imaging sustava, kroz tri

dana, prac¢en zelenom fluorescencijom i/ili faznim kontrastom

HEK-293 stanice prethodno uzgojene u Petrijevim zdjelicama promjera 10 cm, do otprilike 95
% konfluentnosti, inficirane su adenovirusima i pracene do pojave citopatogenog ucinka.
Vidljivo je da se intenzitet fluorescencije povecava s pove¢anjem broja dana, Sto ukazuje da se
replikacija adenovirusa u HEK293 stanicama uspjes$no odvijala. Nakon umnazanja, sakupljen
je talog stanica te je provedeno prociS¢avanje adenovirusnih Cestica centrifugiranjem na

jastucicu i u gradijentu CsCL.

Rezultati centrifugiranja na jastu¢icu i u gradijentu CsCl prikazani su naslici 13.b) i 13.c), gdje

se mogu vidjeti dva tanka, bjelkasta sloja. Ta dva sloja predstavljaju koncentrirane
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adenovirusne Cestice, pri ¢emu su gornji sloj adenovirusne kapside i moguce necistoce, dok su
donji sloj funkcionale adenovirusne Cestice. Kao $to je ve¢ re¢eno, adenovirusi koje smo
koristili u ovom radu kao transgen imaju zeleni fluorescentni protein pa je u epruveti takoder
vidljiva i zelenozuta boja koja dolazi od velike koli¢ine zelenog fluorescentnog proteina.
Nakon prekonoénog ultracentrifugiranja suspenzije adenovirusa u gradijentu CsCl dolazi do
nakupljanja adenovirusnih Cestica u sloju koji odgovara njihovoj masenoj gusto¢i, 1,34 g mL"
!, Ovako ukoncentrirane adenovirusne ¢estice potrebno je dodatno proéistiti, odnosno potrebno
je ukloniti CsCl. To se provodi gel-filtracijom pomocu kolone Sephadex G-25M. Rezultati
dobiveni provodenjem gel filtracije prikazani su na slici 13.d), gdje se vidi razlika izmedu
eluata s i eluata bez virusnih Cestica. Frakcija koja ne sadrzi viruse je prozirna s ravnom
povrsinom, dok je frakcija s virusima bjelkaste boje s konkavnom povrSinom. Nakon $to je
sakupljen eluat s adenovirusnim cesticama, dodan je glicerol do 10 % konac¢nog volumena.

Dobivena suspenzija je alikvotirana i pohranjena pri -80 °C.

VIRUSNIH
CESTICA

a) b) c) d)

Slika 13. Procis¢avanje adenovirusnih Cestica

a) Uzorak spreman za ultracentrifugiranje. b) Nakon centrifugiranja na jastuci¢u CsCl,
dobivena su 2 sloja adenovirusa. Jedan sloj je sloj ukoncentriranog adenovirusa, koji se nalazi
na granici razli¢itih gusto¢a CsCl, a drugi sloj su prazne kapside. c¢) Sloj adenovirusa, nakon
centrifugiranja u gradijentu CsCl, nalazi se u podruc¢ju koje odgovara gusto¢i adenovirusne

estice, 1,34 g mL™. d) Propustanjem izoliranog sloja virusnih &estica kroz kolone za

34



procisc¢avanje, dobivena su 2 eluata. Lijevo je prikazan eluat bez virusnih ¢estica, a desno eluat
s virusnim Cesticama. Frakcija koja ne sadrzi viruse je prozirna s ravnom povrsinom, dok je

frakcija s virusima bjelkaste boje s konkavnom povrsinom (Svec, 2020).

4.4, INFEKCIJA A549 KLONOVA SA SMANJENOM EKSPRESIJOM KLATRINA
ADENOVIRUSNIM VEKTORIMA TIPA 5, 26 | 35

Danas se adenovirusni vektori intenzivno koriste za prijenos gena u in vitro, ex vivo i in vivo
uvjetima. Ulazak u stanicu ljudskog adenovirusa tipa 5, serotipa koji se naj¢esce koristi kao
genski vektor, odvija se klatrin posredovanom endocitozom. Prvo se AdV5 vezZe za primarni
receptor, CAR (engl. coxackie and adenovirus receptor), zatim Cestice koje su usidrene na
CAR-u aktiviraju koreceptore integrina $§to pokreée razne stani¢ne reakcije, ukljucujuci i
endocitozu (Granio i sur., 2009; Meier i Greber, 2004). Za razliku od AdV5, primarni receptor
za AdV26 jos nije u potpunosti definiran, medutim nedavno je pokazano da je za uspje$nu
transdukciju A549 stanica ovim virusom neophodno prisustvo avp3 integrina (Nesti¢ i sur.,
2019). Takoder je poznato da u proces infekcije AdV26, za razliku od AdV5, nisu ukljuceni
faktori zgruSavanja Krvi. S obzirom na nizu seroprevalenciju i jedinstvena bioloska svojstva,
AdV26 se intenzivno razvija kao vektorska vakcina (Turner i sur., 2015). Medutim, niti u
jednom znanstvenom radu nije utvrdeno na koji na¢in AdV26 ulazi u stanicu. Dok se kod AdV5
internalizacija odvija klatrin posredovanom endocitozom, ulazak AdV35 u stanicu odvija se
makropinocitozom, pocevs§i vezanjem za primarni receptor CD46 (Kalin i sur., 2010; Meier i
Greber, 2004). Kako bi se potvrdila, odnosno ispitala uloga klatrina u infekciji adenovirusnih
vektora tipa 26, 5 i 35, kontrolni klon 50 i odabrana 3 klona sa smanjenom ekspresijom klatrina
(klonovi 4, 58, 69), inficirani su navedenim adenovirusnim vektorima. UspjeSnost infekcije
adenovirusnim vektorima odredena je proto¢nim citometrom, buduci da svi koristeni vektori
imaju ugraden gen koji kodira za GFP. Na slici 14 pokazan je graf koji prikazuje relativni

intenzitet flurescencije svakog uzorka, inficiranog sa Ad vektorima tipab, 26 i 35.

Iz grafa prikazanog na slici 14 vidljiv je znacajan pad uspjesnosti transdukcije AdV5 u sva tri
klona sa smanjenom ekspresijom klatrina. Nasi rezultati odredivanja uspjesnosti transdukcije
AdVS5 nakon utiSavanja klatrina u skladu su s podacima iz literature. Naime, poznato je da
glavni put ulaska AdV5 u stanicu klatrinom posredovana endocitoza (Meier i Greber, 2004),
te je bilo za oc¢ekivati da ¢e smanjenje ekspresije klatrina uzrokovati smanjenu uspjesnost

transdukcije AdV5.
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UtiSavanje klatrina nije imalo utjecaj na uspjeSnost transdukcije AdV35. Ovi rezultati
poklapaju se s literaturnim podacima za AdV35, gdje se navodi da je glavni put ulaska AdV35
u stanicu makropinocitoza (Kalin i sur., 2010) koja nije ovisna o klatrinu.

UtiSavanje klatrina u klonovima 4 1 58 rezultiralo je povecanjem uspjesnosti transdukcije
AdV26. Za razliku od klonova 4 i 58, klon 69 pokazuje smanjenu uspjesnost transdukcije s
AdV26 u usporedbi s kontrolnim klonom 50. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da je
klatrin ukljuc¢en u endocitozu AdV26. Da u procesu infekcije AdV26 vaznu ulogu ima koli¢ina
smanjenja ekspresije klatrina, odnosno koli¢ina klatrina u tom klonu najmanja je u odnosu na
ostale klonove sa smanjenom ekspresijom klatrina, doslo do smanjenje uspjesnosti transdukcije
AdV26. Ovi rezultati upucéuju na pretpostavku da je klatrin ukljuéen u endocitozu AdV26, no
u nastavku istrazivanja potrebno je istraziti koja je to¢no uloga klatrina u transdukciji ovim
virusom. Osim u odvajanju klatrinom obloZene vezikule u kojoj se nalazi adenovirus odnosno
unutarstanicnom putovanju AdV26, klatrin takoder moze biti ukljucen i u recikliranje receptora
koji AdV26 koristi za infekciju stanica. Trenutno u literaturi ne postoje studije koje opisuju

molekule uklju¢ene u endocitozu AdV26.
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B klon 50
2 m klon 4
klon 58
1.5 B klon 69

Relativni intenzitet fluorescencije

AdV5 AdV26 AdV35

Slika 14. Odredivanje uspjesnosti transdukcije AdV5, AdV26 i AdV35 u A549 klonovima sa

smanjenom ekspresijom klatrina

Klonovi A549 stanica, kontrolni klon i klonovi sa smanjenom ekspresijom klatrina, nasadeni
su u plogicu s 12 bunari¢a, 5x10° stanica po bunari¢u. Sljedeé¢i dan provedena je transdukcija
adenovirusima AdV26, AdV5 i AdV35 u trajanju od 2 h te je nakon inkubacije od 48 h
provjerena uspjesnost transdukcije. Uspjesnost transdukcije odredena je proto¢nim citometrom

te je prikazana relativno prema kontrolnom klonu 50.

37



5. ZAKLJUCCI

1. Transfekcijom Ab549 stanica plazmidom koji kodira za shRNA za Klatrin i selektivnim
pritiskom primjenom puromicina izdvojeni su stabilni stani¢ni klonovi koji u usporedbi s

roditeljskim A549 stanicama pokazuju smanjenu ekspresiju klatrina.

2. Smanjenje ekspresije klatrina znac¢ajno smanjuje uspjesnost transdukcije AdV5 §to je u
skadu s podacima iz literature prema kojima je endocitoza AdV5 ovisna o klatrinu.

3. Smanjenje ekspresije klatrina povecava uspjesnost transdukcije AdV26 pa se moZze zakljuciti

da klatrin ima vaznu ulogu u endocitozi AdV26.

4. Smanjena ekspresija klatrina nema znacajan utjecaj na uspjesnost transdukcije AdV35.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

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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