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1. UVOD 
 

Adenovirusi su virusi bez ovojnice čiji genetički materijal čini DNA smještena unutar 

proteinske kapside. Životni ciklus adenovirusa u potpunosti se oslanja na procese u 

stanici domaćina koji omogućuju njihovo umnažanje i širenje. Stoga su adenovirusi 

unutarstanični paraziti koji sa stanicama koje inficiraju uspostavljaju dinamičke 

interakcije čije opisivanje će pomoći u razumijevanju same biologije adenovirusa, ali i 

u dizajnu novih terapeutskih pristupa. 

 

1.1. Adenovirusi čovjeka 
 

Adenovirusi pripadaju porodici virusa Adenoviridae koja je podijeljena u pet rodova: 

Atadenovirus, Siadenovirus, Mastadenovirus, Aviadenovirus i Ichtadenovirus prema 

domaćinu koji pojedina vrsta inficira te po slijedu nukleotida u DNA. Adenovirusi koji 

inficiraju čovjeka (engl. human adenovirus, HAdV) klasificirani su unutar roda 

Mastadenovirus zajedno s nekoliko adenovirusa viših primata, a prvi put su izolirani 

sredinom 20. stoljeća prilikom pokušaja uzgoja adenoidnog tkiva u laboratoriju i 

izolacijom iz sekreta gornjeg dijela dišnog sustava (Rowe i sur., 1953; Hilleman i sur., 

1954). Broj poznatih serotipova HAdV se neprestano povećava uslijed napretka novih 

metoda sekvenciranja koje omogućuju sveobuhvatnu analizu cijelog genoma novih 

izolata. Do sada je karakterizirano 67 serotipa HAdV i oni su razvrstani u 7 podgrupa 

A-G (Lefkowitz i sur., 2018) prema hemaglutinaciji i reakcijama neutralizacije seruma 

ili pomoću sekvenciranja genoma i bioinformatičke analize (International Committee 

on Taxonomy of Viruses – ICTV) (Tablica 1). Najistraženiji su HAdV serotipa 5 i 2 

(HAdV5, HAdV2) iz podgrupe C. 

Infekcije s HAdV javljaju se tijekom cijele godine bez značajnih sezonskih varijacija 

kao sporadične infekcije, ali su opisane i lokalne epidemije (Lewis i sur., 2009; Centers 

for Disease, C. and Prevention, 2007). Prenose se udisanjem aerosolnih kapljica, 

direktnom inokulacijom u spojnicu oka, fekalno-oralnim širenjem ili izlaganjem putem 

zaraženog tkiva ili krvi (Ruuskanen i sur., 2002). U laboratorijskim uvjetima je utvrđeno 

da adenovirusi mogu uzrokovati tumore u glodavcima (Trentin i sur., 1962; Yabe i sur., 

1962) dok isto nije pokazano za ljude te se HAdV ne smatraju onkogenim virusima 

(Hendrickx i sur., 2014). U odraslih osoba infekcije su uglavnom asimptomatske ili s 
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tek blažim do umjerenim simptomima, ali kod novorođenčadi, male djece i 

imunokompromitiranih osoba mogu uzrokovati težu kliničku sliku pa i smrt (Echavarria, 

2008).  

 

Tablica 1. Podjela HAdV po podgrupama s pripadajućim serotipovima te bolestima čiji su 
uzročnici.  

Podgrupa Serotip Bolesti koje uzrokuju 

A 12, 18, 31, 61 
bolesti gastro-intestinalnog i dišnog 

sustava 

B 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, 55, 66 
bolesti dišnog i gastro-intestinalnog 
sustava, urinarnog trakta, jetre i oka 

C 1, 2, 5, 6, 57 
bolesti dišnog i gastro-intestinalnog 

sustava, jetre i oka 

D 

8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 36, 37, 38, 39, 42, 
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 51, 53, 54, 56, 58, 

59, 60, 62, 63, 64, 65, 67

bolesti gastro-intestinalnog sustava, 
oka i tonzila 

E 4 bolesti dišnog sustava i oka
F 40, 41 bolesti gastro-intestinalnog sustava
G 52 bolesti gastro-intestinalnog sustava

 

1.2. Struktura adenovirusa čovjeka 
 

Adenoviralna čestica ima promjer oko 90 nm i masu oko 150 megadaltona što se 

razlikuje između različitih serotipova. HAdV se sastoji od 13 strukturnih proteina koji 

čine vanjsku kapsidu ikozaedralne geometrije i unutrašnju srž gdje je sa strukturnim 

proteinima vezana dvolančana DNA duljine 36 kb. Detalji strukturnih proteina navedeni 

su u Tablici 2. 

 

Tablica 2. Strukturni proteini HAdV. Količina pojedinog proteina po virionu prikazana je za HAdV5.  

Protein Količina po virionu i smještaj 

Kapsida 

Hekson (II) 240 trimera polipeptida II, glavni protein kapside 
Baza pentona (III) 12 pentamera polipeptida III, glavni protein kapside 

Vlakno (IV) 12 trimera polipeptida IV, glavni protein kapside 
IIIa 60 monomera proteina vezanog za hekson 
VI protein vezan za hekson, 60 heksamera 
VIII 120; protein vezan za hekson 
IX protein vezan za hekson, 80 heksamera 

Srž 

V 180; DNA-vezujući protein 
VII 800; DNA-vezujući protein 

Mu (X) 100; 19 ak dugačak DNA-vezujući protein 
TP 2; terminalni protein, vezan na krajevima DNA 
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Shematski prikaz adenoviralne čestice prikazan je na Slici 1. Proteini kapside 

podijeljeni su na glavne i sporedne (cementne proteine). Glavni proteini kapside čine 

252 površinske kapsomere, od čega je 240 kapsomera na plohama i rubovima 

ikozaedralne kapside sastavljeno od proteina heksona, dok se 12 kapsomera nalazi 

na vrhovima ikozaedralne kapside i čine ga pentoni. Pojedini penton sastavljen je od 

proteina vlakna koji je nekovalentno vezan na protein bazu pentona. Kristalna struktura 

čitavih adenovirusa određena je za HAdV5 i HAdV26 (HAdV serotipa 26), dok su 

kristalne strukture pojedinih proteina određene za mnoge serotipove HAdV (Yu i sur., 

2017; Liu i sur., 2010; Zubieta i sur., 2005).  

 

 

Slika 1. Ukupna struktura i organizacija proteina kapsida u HAdV26. (A) Reprezentativni mikrograf 
smrznutih hidratiziranih viriona. (B) Prerez kroz središte viriona. (C) Radijalni prikaz površine 
rekonstrukcije viriona nakon krioelektronske mikroskopije. Jedna ikozaedralna površina prikazana je 
crnim trokutom. (D) Shematski prikaz organizacije proteina adenovirusa. Popis simbola i proteina koje 
oni predstavljaju prikazan je s desne strane. Brojevi kopija pojedinog polipeptida proteina naznačeni su 
u zagradama. „?“ označava vjerojatni broj kopija polipeptida određenih krioelektronskom mikroskopijom. 
(preuzeto i prilagođeno iz Yu i sur., 2017).  

 

 



 

4 
 

1.3. Životni ciklus adenovirusa 
 

Životni ciklus adenovirusa može se pojednostavljeno podijeliti u nekoliko faza: vezanje, 

ulazak u stanicu endocitozom, oslobađanje iz endosoma, putovanje kroz citoplazmu, 

ulazak u jezgru, ekspresiju ranih i kasnih gena, sklapanje novih viralnih čestica i njihov 

izlazak iz stanice. Shematski prikaz životnog ciklusa adenovirusa prikazan je na Slici 

2, a u predstojećim poglavljima su faze detaljnije opisane.  

 

 

Slika 2. Pregled životnog ciklusa adenovirusa čovjeka. Nakon vezanja i ulaska adenovirusa 
endocitozom, oslobađanja iz endosoma, putovanja do jezgre i ulaska adenoviralnog genoma u jezgru 
stanice domaćina, započinje rana ekspresija gena adenovirusa čiji proteini uključuju stanične 
mehanizme za replikaciju adenoviralnog genoma. Početak replikacije adenoviralne DNA označava 
napredovanje iz rane u kasnu fazu infekcije i preduvjet je za kasnu ekspresiju gena, sintezu 
adenoviralnih stukturnih proteina i sklapanje viriona (preuzeto i prilagođeno iz Charman i sur., 2019). 

 



 

5 
 

1.3.1. Vezanje adenovirusa na površinu stanica 
 

Početni kontakt između adenovirusa i stanica ostvaruje se putem interakcija vlakna i 

baze pentona s receptorima eksprimiranim na vanjskoj površini stanice. Do danas je 

pokazano mnogo molekula na površini stanica na koje se HAdV mogu vezati: CAR 

(engl. Coxsackie and Adenovirus Receptor), integrini, CD46, dezmoglein-2, sijalinska 

kiselina, heparansulfat proteoglikani, glavni kompleks tkivne snošljivosti I, CD80, CD86 

i drugi (Slika 3).  

 
Slika 3. Molekule uključene u vezanje adenovirusa čovjeka na površinu stanica. Kratice: HSPG - 
heparansulfat proteoglikani, SA – sijalinska kiselina, ITG – integrini, MHC-I – glavni kompleks tkivne 
snošljivosti I. (preuzeto i prilagođeno iz Bru i sur., 2010).  
 
 
 
HAdV podgrupa A, C, D, E i F kao primarni receptor koriste CAR (Bergelson i sur., 

1997; Kirby i sur., 2001; Roelvink i sur., 1998). CAR je transmembranski protein koji 

pripada superobitelji imunoglobulina, eksprimiran je na bazolateralnoj strani 

polariziranih epitelnih stanica i lateralnoj strani mnogih tkiva (Raschperger i sur., 2006) 

te je uključen u formiranje čvrstih spojeva (engl. tight junctions) i prijanjajućih spojeva 

(engl. adherens junction) između epitelnih stanica homotipskim interakcijama, te na taj 

način sudjeluje u održavanju homeostaze tkiva (Loustalot i sur., 2016). Važnu ulogu 

za mogućnost vezanja na CAR imaju i dužina i fleksibilnost drška vlakna HAdV 

(Ambriović-Ristov i sur., 2003). CAR omogućuje vezanje HAdV na površinu stanice, 
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ali ne i njihov ulazak, dok posreduje ulazak psećeg adenovirusa serotipa 2 u neurone 

(Kremer i Nemerow, 2015). C-terminalni rep CAR nije potreban za infekciju stanica s 

HAdV, ali putem aktivacije mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK) ERK (engl. 

Extracellular Receptor Kinase) sudjeluje u upalnom odgovoru stanice i ekspresiji 

citokina (Loustalot i sur., 2016; Stasiak i Stehle, 2020; Arnberg, 2012).  

Integrini su heterodimerni transmembranski proteini sastavljeni od jedne α i jedne β 

podjedinice. U ljudi ukupno postoji 18 α podjedinica i 8 β podjedinica koje međusobno 

mogu tvoriti 24 heterodimera čija uloga u stanici je kontrola adhezije, proliferacije i 

ekspresije gena uslijed vezanja na komponente izvanstaničnog matriksa i druge 

stanice (Campbell i Humphries, 2011). Svaka podjedinica integrina ima više domena 

koje omogućuju veliku konformacijsku fleksibilnost, od neaktivne zatvorene do aktivne 

otvorene konformacije koja je povezana s aktivacijom signalnih puteva (Ginsberg, 

2014). Svi HAdV podgrupa A-E i G se na integrine vežu RGD slijedom iz baze pentona 

(Arnberg, 2012). Vezanje HAdV na pojedini integrin potiče njihovo nakupljanje što 

okida signale za ulazak HAdV u stanicu receptor-posredovanom endocitozom. Dosad 

je pokazano da su integrini αvβ1, αvβ3, αvβ5, α3β1 i α5β1 uključeni u ulazak HAdV 

(Arnberg, 2012). Za serotipove HAdV kojima primarni receptor CAR omogućuje 

vezanje, integrini služe kao koreceptori koji omogućuju ulazak adenoviralne čestice, 

međutim, u pojedinim staničnim linijama je pokazano da u odsutnosti CAR integrini 

mogu poslužiti i kao primarni receptori (Huang i sur., 1996; Arnberg, 2009; Stasiak i 

Stehle, 2020; Arnberg, 2012).  

CD46 je membranski glikoprotein koji pripada obitelji proteina naziva regulatori 

aktivacije komplementa (engl. Regulators of Complement Activation, RCA) i njegova 

je glavna funkcija da štiti stanicu od razgradnje posredovane komplementom (Wojnicz 

i sur., 2002). Eksprimiran je na svim stanicama s jezgrom, a za razliku od CAR nije 

ograničen samo na čvrste spojeve između stanica (Ni Choileain i Astier, 2012). Uslijed 

interakcije s CD46 aktivira se makropinocitoza i smanjuje se količina CD46 na površini 

stanice. CD46 je receptor za HAdV podgrupe B s velikim (serotipovi 11, 16, 21, 35) ili 

malim afinitetom (serotipovi 3, 7, 11, 14) (Arnberg, 2012; Gaggar i sur, 2003; Marttila i 

sur, 2005; Segerman i sur., 2003). Osim podgrupe B, pokazano je da CD46 vežu i 

HAdV podgrupe D (Andersson i sur., 2010; Li i sur., 2012; Liu i sur, 2018).  

Dezmoglein-2 je transmembranski glikoprotein koji pripada obitelji kadherina. Zajedno 

s dezmokolinom tvori heterodimere koji su uključeni u adhezije između stanica koje 

nazivamo dezmosomi. Dezmoglein-2 je identificiran kao receptor visokog afiniteta za 
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HAdV serotipa 3, 7, 11 i 14 podgrupe B, iako se oni mogu vezati malim afinitetom i na 

CD46. Zanimljiva posljedica vezanja HAdV na dezmoglein-2 je poticanje epitelno-

mezenhimalne tranzicije uslijed koje dolazi do oslabljivanja međustaničnih veza i 

povećavanja dostupnosti drugih receptora koji se se nalaze u čvrstim i prijanjajućim 

spojevima, kao što su CAR i CD46 (Wang  i sur., 2011; Arnberg, 2012; Stasiak i Stehle, 

2020).   

Sijalinska kiselina je monosaharid i derivat neuraminske kiseline koja je u čovjeka 

vezana na glikoproteine i gangliozide, najčešće na površini stanica. Pokazano je da se 

vrhom glave vlakna HAdV povezani s infekcijama oka serotipa 8, 19p, 37, 53, 54 i 64 

podgrupe D vežu na sijalinsku kiselinu (Burmeister i sur., 2004; Chandra i sur., 2019; 

Stasiak i Stehle, 2020). Nedavno je pokazano da i glava vlakna HAdV26 može 

uspostaviti interakcije sa sijalinskom kiselinom (Baker i sur., 2019) kao i da je 

polisijalinska kiselina receptor za HAdV serotipa 52 (HAdV52) podgrupe G (Lenman i 

sur., 2018). 

Od ostalih interakcija adenovirusa s molekulama ili receptorima stanica koje nisu 

detaljno razjašnjene pokazano je da KKTK (lizin-lizin-treonin-lizin) slijed u trećem 

ponavljanju drška vlakna HAdV5 omogućava vezanje na heparan sulfat proteoglikane 

(Smith i sur., 2003), glava vlakna HAdV5 omogućava vezanje na α2 domenu glavnog 

kompleksa tkivne snošljivosti I u epitelnim stanicama čovjeka te B-limfoblastoidnoj 

staničnoj liniji (Hong i sur., 1997), a HAdV podgrupe B koriste CD80 i CD86 kao 

receptore za vezanje na stanice (Short i sur., 2006). Pokazano je da HAdV5 u 

dendritičke stanice ulazi korištenjem CLR DC-SIGN (Adams i sur., 2009).  

U in vivo studijama je pokazano da se vezanjem faktora koagulacije krvi ovisnima o 

vitaminu K – faktor VII (FVII), faktor IX (FIX) i faktor X (FX), na heksone adenoviralnih 

čestica onemogućava uobičajeno vezanje pojedinog serotipa i mijenja se njihov 

tropizam prema hepatocitima (Allen i Byrnes, 2019). Osim koagulacijskih faktora, tzv. 

receptori čistači (engl. scavanger receptors) mijenjaju tropizam adenovirusa 

usmjeravajući ih prema jetri, točnije prema Kupfferovim stanicama (Arnberg, 2009).  

 

1.3.2. Ulazak adenovirusa endocitozom 
 
 

Ubrzo nakon vezanja na odgovarajući receptor, adenovirusi ulaze u stanicu. Kod 

HAdV2 i HAdV5 nakon interakcije vlakna s CAR dolazi do vezanja RGD slijeda iz baze 
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pentona na integrine, što pokreće njihov ulazak klatrinom posredovanom endocitozom 

(Meier i Greber, 2004). Krioelektronskom mikroskopijom i biokemijskim analizama je 

pokazano da se HAdV2 i HAdV12 RGD slijedom iz baze pentona vežu na αvβ5 

integrine (Chiu i sur., 1999). Vezanje na αv integrine: αvβ1, αvβ3 i αvβ5 (Arnberg, 

2012) potiče njihovo nakupljanje (engl. clustering) i aktivaciju prijenosa signala, što 

uključuje aktivaciju PI3K, p130CAS i Rho obitelj malih GTPaza te dovodi do 

polimerizacije aktina i formiranja klatrinom obloženog mjehurića (Li i sur., 1998a; Li i 

sur., 1998b; Li i sur., 2000). HAdV19 iz podgrupe D potiče aktivaciju PI3K u stanicama 

rožnice oka (Rajala i sur., 2005). Za odvajanje klatrinom obloženog mjehurića kojim 

HAdV ulazi u stanicu važna je aktivnost dinamina-2, što je potvrđeno korištenjem 

dominantno negativne varijante dinamina-2 koji je smanjio ulazak HAdV2 i do 70% 

(Wang i sur., 1998). Meier i sur. (2002) su upotrebom dominantno negativnih varijanti 

proteina Eps15 i dinamina potvrdili da HAdV2 za ulazak u epitelne stanice koristi 

klatrinom posredovanu endocitozu i pritom aktivira prijenos signala koji aktivira 

makropinocitozu. Makropinocitoza izravno ne posreduje u ulasku HAdV2, ali olakšava 

njegov ulazak klatrinom posredovanom endocitozom mehanizmom koji još nije u 

potpunosti razjašnjen. HAdV3 i HAdV35 iz podgrupe B ulaze u epitelne i 

hematopoetske stanice makropinocitozom nakon vezanja na CD46 (Kalin i sur., 2010; 

Amstutz i sur., 2008) u što su uključeni i αv integrini, F-aktin, Rho obitelj GTPaza i 

protein kinaza C.  

Studije su pokazale da HAdV mogu ulaziti u stanice i endocitozom posredovanom 

lipidnim splavima i kaveolama. Tako HAdV5 koristi lipidne splavi i kaveole za ulazak u 

plazmocite (Colin i sur., 2005), dok HAdV37 ulazi u stanice rožnice oka čovjeka 

kaveolinom posredovanom endocitozom, ovisnom o kolesterolu i kaveolinu-1 (Yousuf 

i sur., 2013). Ista studija pokazuje da HAdV2 ne inficira stanice rožnice oka čovjeka, 

ali upućuje da u epitelne A549 stanice, HAdV2 ulazi kaveolinom posredovanom 

endocitozom. U kimernim HAdV, kojima je promijenjen tropizam promjenom vlakna 

HAdV s vlaknom adenovirusa koji ne inficira stanice čovjeka, pokazano je da tip ulaska 

adenovirusa mijenja iz klatrinom posredovane endocitoze kod nemodificiranog 

adenovirusa u ulazak adenovirusa putem lipidnih splavi i kaveolinom posredovane 

endocitoze kod modificiranog adenovirusa (Rogee i sur., 2007).  
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1.3.3. Unutarstanično putovanje adenovirusa 
 

Adenovirusi se nakon ulaska u stanicu endocitozom nalaze u endosomima iz kojih 

moraju izaći da bi nastavili svoj put prema jezgri. Većina podataka o endosomalnom 

putovanju HAdV proizlazi iz istraživanja podgrupa B i C, čiji predstavnici ulaze u stanicu 

korištenjem različitih receptora i tipova endocitoze. Tako je pokazano da se HAdV7 

podgrupe B nakuplja u lizosomima i pritom pokazuje kolokalizaciju s Rab7 i LAMP1, 

dok HAdV5 podgrupe C brzo putuje prema jezgri stanice. Optimalna pH vrijednost za 

lizu membrane endosoma kod podgrupe C odgovara pH vrijednosti ranih endosoma, 

dok kod podgrupe B odgovara pH vrijednosti kasnih endosoma ili lizosoma (Miyazawa 

i sur., 2001; Chardonnet i Dales, 1970; Miyazawa i sur, 1999). HAdV2 iz podgrupe C, 

baš kao i HAdV5, brzo izlazi iz EEA1 pozitivnih endosoma i ne ulazi u kasne endosome 

ovisno o Rab5 kao Ad2-ts1 kojemu je zbog mutacije u proteazi L3/p23 onemogućen 

izlazak iz endosoma (Gastaldelli i sur., 2008). Također je pokazano da se HAdV26 iz 

podgrupe D zajedno s HAdV35 iz podgrupe B nakuplja u kasnim lizosomima A549 

stanica (Teigler i sur., 2014). HAdV37 iz podgrupe D ulazi u stanice rožnice oka 

čovjeka nekanonskim putem neovisnim o EEA1, a ovisnim o LAMP1 (Lee i sur., 2020). 

Za razliku od HAdV5 koji brzo putuje prema jezgri i HAdV35 koji kolokalizira s LAMP1, 

biljegom kasnih endosoma i lizosoma, HAdV serotipa 41 (HAdV41) iz podgrupe F je 

raspršen po stanici i ne pokazuje kolokalizaciju s LAMP1 (Leung i sur., 2011).  

Izlazak adenovirusa iz endosoma, najbolje je istražen za HAdV2 i HAdV5. Pokazano 

je da, tijekom ulaska u stanicu i putovanja kroz citoplazmu, adenoviralna čestica polako 

gubi proteine, što uključuje gubitak vlakna što bi mogao biti signal za rastavljanje 

adenoviralne čestice (Greber i sur., 1993). Kasnije je pokazano da se vlakno odvaja 

od kapside s vremenom poluraspada od 3 min tijekom endocitoze, dok se baza 

pentona odvaja mnogo kasnije (Martin-Fernandez i sur., 2004). Također, interakcija 

između CAR i vlakna te integrina i baze pentona dovodi do difuznog kretanja 

adenovirusa na membrani koje uzrokuje gubitak vlakna i izlaganje proteina VI na 

površini kapside (Burckhardt i sur., 2011). Prijašnje studije su ukazivale da snižavanje 

pH vrijednosti endosoma na pH 6.0 također uzrokuje konformacijske promjene u 

kapsidi (Leopold i Crystal, 2007), ali nedavno je pokazano da izlazak adenovirusa iz 

endosoma ipak nije ovisan o niskoj pH vrijednosti (Suomalainen i sur., 2013), već da 

protein VI destabilizira membranu endosoma neovisno o pH vrijednosti. Protein VI se 

nalazi s unutrašnje strane kapside i usidren je ispod peripentonskih heksona. Pomoću 
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AVP se tijekom konformacijskih promjena u kapsidi cijepa N-terminalni dio proteina VI 

i izlaže α-uzvojnica koja se ubacuje u membranu i uz interakcije s lipidnom 

membranom endosoma stvara pore koje posljedično uzrokuju razaranje membrane i 

oslobađanje djelomično rastavljenih adenoviralnih čestica u citosol (Wiethoff i sur., 

2005; Moyer i sur., 2016; Maier i sur., 2010).  

Nakon što uspješno izađe iz endosoma, djelomično rastavljena adenoviralna čestica 

putuje prema jezgri kako bi se u nju unio genom adenovirusa. Citoplazma je viskozna 

i puna različitih staničnih dijelova što sprječava pasivnu difuziju adenoviralne čestice 

do jezgre. Kako bi došli do jezgre, HAdV se vežu za motorni protein dinein koji ih, 

koristeći mikrotubule, prenosi prema središtu organizacije mikrotubula (engl. 

microtubule organizing center, MTOC). Nekoliko studija opisuje putovanje HAdV 

pomoću motornih proteina kinezina (Scherer i sur., 2020), kao što je Kif5b (Zhou i sur., 

2018). Snimanjem putovanja HAdV u živim stanicama utvrđeno je da adenoviralne 

čestice mogu putovati i prema minus (–) i prema plus (+) kraju mikrotubula (Gazzola i 

sur., 2009). U in vitro studijama je pokazano da se HAdV podgrupe C vežu heksonom 

s dineinom preko interakcija s intermedijerom i lakim lancima dineina te putuju prema 

(–) kraju mikrotubula do MTOC. Inhibicijom dineina onemogućeno je nakupljanje HAdV 

oko jezgre (Leopold i Crystal, 2007). Pritom je za vezanje heksona nužna fosforilacija 

lakog lanca dineina (Scherer i sur., 2014), a i sam hekson prolazi kroz konformacijske 

promjene koje mu omogućuju vezanje na dinein preko hipervarijabilne petlje 1 (HVR1) 

(Scherer i Vallee, 2015). Moguće je da i ostali proteini kapside sudjeluju u putovanju 

virusa putem mikrotubula. Tako je pokazano da PPxY motiv iz proteina VI olakšava 

putovanje HAdV koje je ovisno o mikrotubulima (Wodrich i sur., 2010). Adenoviralne 

čestice se moraju odvojiti od mikrotubula kako bi se vezale na jezgru, međutim 

mehanizam je još uvijek nepoznat. Pokazano je da nakon uklanjanja jezgre u 

stanicama, HAdV ostaju vezani za mikrotubule što upućuje da proteini jezgre imaju 

ulogu u hvatanju i odvajanju adenovirusa od mikrotubula (Bailey i sur., 2003).   

 

1.3.4. Unos genoma adenovirusa u jezgru 
 

Kompleksi molekula veći od 40 nm ne mogu ući u jezgru pasivnom difuzijom zbog čega 

se, nakon približavanja jezgri, djelomično rastavljena adenoviralna čestica veže na 

kompleks jezgrine pore (engl. nuclear pore complex, NPC) i u jezgru ubacuje samo 
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genom kovalentno vezan s proteinima srži adenovirusa: TP, VII i Mu (Puntener i sur., 

2011), dok kapsida ostaje u citosolu u perinunklearnom području (Pante i Kann, 2002). 

Vezanje na NPC ostvaruje se putem heksona koji stabilno vežu N-terminalnu domenu 

citoplazmatskog filamentoznog proteina Nup214 koji je dio NPC. Strunze i sur. (2011) 

su predložili molekularni mehanizam prema kojem se djelomično rastavljena 

adenoviralna čestica proteinom IX veže s kinezinom-1, molekularnim motorom koji se 

giba prema (+) kraju mikrotubula. Istovremeno se kinezin-1 s teškim lancem veže na 

protein Nup358 i druge NPC proteine. Kretanje kinezina-1 uzrokuje otpuštanje proteina 

kapside i istiskivanje proteina Nup358, Nup214 i Nup62 iz centralnog kanala NPC. 

Tako oslobođeni genom se potom unosi preko otvorenog kanala NPC u jezgru 

(Saphire i sur., 2000; Trotman i sur., 2001; Hindley i sur., 2007). Uz značajne razlike 

između pojedinih staničnih linija, čak 50 – 90% genoma adenovirusa ostaje u citosolu 

što upućuje da je NPC ograničavajući faktor za unos adenoviralnog genoma (Wang i 

sur., 2013).  

 

1.3.5. Transkripcija i replikacija adenovirusa te sklapanje adenoviralnih 
čestica i njihov izlazak iz stanice 

 

Nakon ulaska genoma HAdV u jezgru stanice domaćina pokreće se ekspresija gena 

za sintezu strukturnih proteina adenovirusa i replikaciju adenoviralne DNA. Genom 

HAdV čini linearna dvolančana DNA veličine 30-36 kb. Shematski prikaz genoma 

HAdV5 prikazan je na Slici 4. Na svojim krajevima DNA adenovirusa ima cis-djelujuće 

obrnuto ponavljajuće sljedove (engl. inverted terminal repeats, ITR) koji su potrebni za 

replikaciju adenoviralne DNA. U blizini lijevog ITR nalazi se cis-djelujući slijed za 

pakiranje (ψ) nužan za enkapsidaciju adenoviralne DNA. Ovisno o tome eksprimiraju 

li se prije ili nakon početka DNA replikacije, geni su podijeljeni na rane i kasne. U rane 

gene spada šest transkripcijskih jedinica: E1A, E1B, E2A, E2B, E3 i E4, čiji proteinski 

produkti omogućavaju replikaciju adenoviralne DNA. Kasni geni eksprimiraju se sa 

zajedničkog glavnog kasnog promotora (engl. major late promoter, MLP), čija pre-

mRNA podliježe alternativnom prekrajanju i diferencijalnoj poliadenilaciji rezultirajući s 

5 kasnih transkripcijskih jedinica (L1, L2, L3, L4, L5). Kasni geni kodiraju za strukturne 

proteine adenovirusa kao i za proteine koji sudjeluju u sklapanju novih adenoviralnih 

čestica. Osim ranih i kasnih gena postoje i intermedijarni geni (IVa2, IX, VAI, VAII) čiji 

produkti pomažu u transkripciji kasnih gena i sklapanju novih adenoviralnih čestica 
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(Charman i sur., 2019). Nedavno je karakteriziran još jedan promotor s odgovarajućim 

genom koji kodira za U egzon protein (engl. U exon protein, UXP), za koji se smatra 

da ima ulogu u replikaciji viralnog genoma (Ying i sur., 2010; Tollefson i sur., 2007).  

 

 

Slika 4. Organizacija genoma HAdV5. Strelice označavaju smjer transkripcije gena kao i 
obrnutoponavljajućih slijedova na krajevima genoma (ITR) te slijeda za pakiranje (ψ). Uvećani dio 
pokazuje detaljniji uvid u organizaciju lijevog kraja genoma s mjestom za vezanje preinicijacijskog 
kompleksa (pTP/Pol). TP označava terminalni protein vezan na krajevima genoma (preuzeto i 
prilagođeno iz Charman i sur., 2019). 

 

Replikacija adenoviralnog genoma je vrlo efikasna i unutar 40 h može se sintetizirati i 

do milijun kopija genomske DNA. Sklapanje adenoviralnih čestica u jezgri stanice 

počinje 8 h nakon infekcije čime nastaje 104-105 viralnih čestica po stanici koje se 

otpuštaju zrele, 30-40 h nakon infekcije (Büchen-Osmond, 2003). 

 

1.4. Odgovor imunosnog sustava na infekciju s adenovirusima 
 

Imunosni sustav čovjeka razvio je niz mehanizama za borbu protiv viralnih infekcija, 

dok suprotno, adenovirusi imaju mehanizme za onemogućavanje djelovanja 

imunosnog sustava stanica protiv sebe kako bi omogućili svoje umnažanje i širenje. 

Tijekom infekcije, adenovirusi i stanice uspostavljaju niz interakcija koje dovode do 

aktivacije imunosnog sustava stanica i uključuju aktivaciju sistemskog proupalnog 
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stanja, privlačenje citotoksičnih stanica na mjesto infekcije s ciljem uklanjanja 

patogena te slanje signala susjednim nezaraženim stanicama (Hendrickx i sur., 2014).  

Prva linija obrane od adenovirusa je urođeni imunosni sustav čovjeka koji prepoznaje 

patogenom povezane molekularne uzorke (engl. Pathogen-Associated Molecular 

Pattern, PAMP) adenovirusa tijekom cijelog puta infekcije: od proteina adenovirusa 

tijekom vezanja na receptore na površini stanice i ulaska, do DNA u citosolu ili jezgri 

stanice. PAMP adenovirusa su prepoznati od strane receptora za prepoznavanje 

uzoraka (engl. Pattern Recognition Receptors, PRR). Karakterizirana su četiri tipa 

PRR u ljudi: Toll-slični receptori (engl. Toll-like receptors, TLR), NOD-slični receptori 

(engl. NOD-like receptors, NLR), lektinski receptori tipa C (engl. C-type lectin 

receptors, CLR) i receptori slični genu 1 kojeg inducira retinoična kiselina (engl. retinoic 

acid-inducible gene 1 (RIG-I)-like receptors, RLR).  

U čovjeku je dosad identificirano 10 tipova TLR koji se eksprimiraju s različitom 

lokalizacijom unutar stanica: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 i TLR6 su transmembranski 

eksprimirani na površini stanice, dok su TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 smješteni u 

membrani endosoma (Takeuchi i Akira, 2010). Tijekom prepoznavanja PAMP putem 

TLR dolazi do promjena u prijenosu signala i ekspresiji različitih gena, ovisno o tipu 

stanica i adapterskim molekulama vezanim za pojedini tip TLR, među kojima su 

najpoznatije MyD88 i TRIF. Opisano je da DNA i kapsida adenovirusa, ali i  transgen 

adenoviralnog vektora mogu aktivirati i TLR-ovisni i TLR-neovisni urođeni imunitet te 

pritom inducirati povećanu proizvodnju interferona (IFN) tipa I i drugih citokina (Zhu i 

sur., 2007; Appledorn i sur., 2008). Interakcija vlakna HAdV5 s CAR na epitelnim 

stanicama (primarne stanice epitela pluća, stanične linije A549 i Calu-3) potiče 

proizvodnju IL-8 aktiviranjem ERK1/2 i JNK ili AKT i S6K (Tamanini i sur., 2006; Kotha 

i sur., 2015), dok vezanje HAdV35 na CD46 inducira proizvodnju IFNγ i IL-10 u CD4+ 

T limfocitima (Kemper i sur., 2003). Vezanje herpesvirusa čovjeka tipa 6 na CD46 

smanjuje proizvodnju IL-12 u perifernim stanicama krvi (Smith i sur., 2003). U 

perifernim stanicama krvi također je pokazano da dolazi do smanjenja proizvodnje IL-

12 nakon infekcije s HAdV  serotipa 16, 35 i 37, ali ne i serotipa 2 i 5 (Iacobelli-Martinez 

i sur., 2005). Osim povećanja u proizvodnji citokina nakon infekcije s HAdV primjećeno 

je i smanjenje upalnih citokina i fosforilacije Src proteina u ovisnosti o MyD88 nakon 

infekcije s HAdV37 primarnih stanica rožnice oka čovjeka te in vivo u rožnicu oka miša  

(Zhou i sur., 2017).  
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NLR su uključeni u nastanak unutarstaničnog multiproteinskog kompleksa zvanog 

inflamasom, a koji preko NF-κB prijenosa signala dovodi do aktivacije kaspaze-1: 

proteaze koja ima ključnu ulogu u sazrijevanju proupalnih citokina IL-1β i IL-18 te 

gasdermina D koji sudjeluje u piroptozi, obliku stanične smrti koji je pokrenut 

proupalnim signalima. Kompleks inflamasoma čine citosolni senzor, adapterski protein 

i prokaspaza-1 (Wen i sur., 2013). HAdV5 je aktivirao piroptozu stanica formiranjem 

inflamasoma preko citosolnog senzora AIM2 i adapterskog proteina ASC što je dovelo 

do aktiviranja kaspaze-1 i sazrijevanja IL-1β te gasdermina D (Eichholz i sur., 2016). 

Kao dominantni citosolni senzor strane DNA nedavno je opisana senzorska kaskada 

cGAS/STING/TBK1 koja je odgovorna za poticanje proizvodnje IFN-I nakon infekcije 

s HAdV5 (Lam i sur., 2014).   

RLR prepoznaju stranu RNA i pokreću mehanizme urođene imunosti, a zajedno sa 

signalima TLR moduliraju i stečenu imunost (Loo i Gale, 2011). Pokazano je da VA 

RNA HAdV može biti prepoznata putem RLR što potiče proizvodnju IFN I te da RLR 

zajedno s TRIM21 i citosolnim senzorom cGAS sudjeluju u prepoznavanju HAdV 

nukleinskih kiselina (Watkinson i sur., 2015; Minamitani i sur., 2011).  

Što se tiče urođenog staničnog odgovora, pokazano je da adenoviralna infekcija potiče 

NK stanice (prirodne stanice ubojice, engl. natural killer cells) na citotoksično 

djelovanje kao i sekreciju imunomodulacijskih citokina u staničnoj kulturi i u in vivo 

studijama. Tako je pokazano da HAdV5 i HAdV35 aktiviraju NK stanice u perifernim 

stanicama krvi i primarnim fibroblastima čovjeka (Tomasec i sur., 2007; Pahl i sur., 

2012) te u miševima (Zhu i sur., 2008). Zanimljivo, pokazano je da E3 protein E3/49K 

jedinstven za podgrupu D HAdV onemogućava aktivaciju i djelovanje NK stanica, ali i 

T stanica (Windheim i sur., 2013), prema mehanizmu koji još nije u potpunosti 

razjašnjen.  

Osim urođenog, infekcija s HAdV potiče i stečeni odgovor imunosti putem CD4+ 

pomoćničkih i CD8+ citotoksičnih T limfocita kao i B limfocita i njihovih neutralizirajućih 

protutijela. Pokazano je da su heksoni glavni epitopi koji potiču CD4+ T limfocite i to 

njihovi konzervirani slijedovi. Pritom CD4+ T limfociti dobiveni infekcijom jednog 

serotipa HAdV mogu štititi organizam od više serotipa HAdV iz različitih podgrupa 

(Heemskerk i sur., 2006; Veltrop-Duits i sur., 2006). CD8+ citotoksični T limfociti 

prepoznaju kapsidne proteine hekson, vlakno i bazu pentona, kao i Ad Pol (Joshi i sur., 

2009; Tang i sur., 2006) te daju višefunkcionalni odgovor uključujući i efektorski kao 

što je sinteza perforina koji sudjeluju u lizi inficirane stanice (Hutnick i sur., 2010).  
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Sintezu neutralizirajućih protutijela mogu potaknuti sva tri glavna proteina kapside, 

hekson, vlakno i baza pentona, ali samo hekson izaziva dovoljno jak imunosni odgovor 

i sintezu neutralizirajućih protutijela koja imaju zaštitnu ulogu. Usporedbom slijeda 

aminokiselina u heksonu detektirano je nekoliko hipervarijabilnih petlji koje se jako 

razlikuju između različitih serotipa HAdV i pokazano je da su upravo one glavna meta 

za vezanje neutralizirajućih protutijela. Upravo zbog te različitosti hipervarijabilnih 

petlji, odgovor neutralizirajućim protutijelima ograničen je na pojedini serotip HAdV i 

nema unakrsne neutralizacije protutijelima različitih serotipova (Crawford-Miksza i 

Schnurr, 1996, Fausther-Bovendo i Kobinger, 2014).  

 

1.5. Viralni vektori  
 

Prirodno svojstvo virusa da doprema genski materijal u stanice iskorišteno je za 

konstrukciju viralnih vektora. Pritom se virusi genetički modificiraju kako se ne bi 

umnažali u organizmu (replikacijski defektni vektori) ili bi se umnažali uvjetno samo u 

ciljnim stanicama (Choi i Chang, 2013). Viralni vektori unose u stanicu transgen koji 

ima terapeutski učinak i koji se može ugraditi u genom stanice ili ostati episomalno 

ovisno o tipu virusa koji se koristi i svrsi terapije (Lukashev i Zamyatnin, 2016). 

Rekombinantni viralni vektori predstavljaju efikasnu tehnologiju za isporučivanje 

transgena i posljedično heterolognog proteina. Do sada je korišteno mnoštvo virusa u 

konstrukciji viralnih vektora, kao što su adenovirusi, retrovirusi, lentivirusi, adeno-

pridruženi virusi, herspesvirusi i drugi. Među njima, zbog snažne i prolazne ekspresije 

transgena vektori temeljeni na adenovirusima su najčešće korišteni vektori u kliničkim 

istraživanjima u svrhu genske terapije tumora i vakcinacije (Abedia, 2020).  

 

1.5.1. Konstrukcija adenoviralnih vektora 
 

Kako bi se konstruirao replikacijski defektan adenoviralni vektor, smanjio imunosni 

odgovor na vektor te osigurao prostor za ugradnju transgena, razvijeno je nekoliko 

generacija adenoviralnih vektora s obzirom na to koje su regije adenoviralnog genoma 

uklonjene (Ricobaraza i sur., 2020) (Slika 5). U prvoj generaciji je iz adenoviralnog 

genoma uklonjeno E1 područje čiji proteini uslijed interakcija s proteinima stanica 

aktiviraju i reguliraju transkripciju ostalih HAdV gena te reguliraju stanični ciklus, 
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apoptozu, diferencijaciju i imunosni odgovor stanice (Liu i Marmorstein, 2007; 

Blackford i Grand, 2009) pa je time onemogućena aktivacija transkripcije ostalih 

viralnih gena ovisnih o E1 području te replikacija adenoviralne DNA. Uz E1 područje 

često je uklonjeno i E3 područje genoma čiji proteini sudjeluju u ometanju imunosnog 

sustava stanice sprječavanjem prezentacije antigena na zaraženim stanicama i 

inhibicijom apoptoze inducirane citokinima (Wold, 1993; Bennett i sur., 1999) čime je 

osigurana manja imunogeničnost vektora i veći kapacitet za ugradnju transgena, koji 

za prvu generaciju vektora temeljenih na HAdV5 iznosi 8 kb. U drugoj generaciji 

replikacijski defektnih adenoviralnih vektora je uz E1/E3 područje djelomično ili 

potpuno uklonjeno i E2 i/ili E4 područje genoma i time se dodatno povećao kapacitet 

za ugradnju transgena na 14 kb te je dodatno smanjena imunogeničnost vektora 

(Ricobaraza i sur., 2020). Treću generaciju predstavljaju vektori visokog kapaciteta 

(engl. high capacity, gutless) koji sadrže samo ITR sljedove na krajevima genoma i 

pakirajući slijed. Njihov kapacitet za ugradnju egzogene DNA iznosi 37 kb. Međutim, 

kako je ekspresijska kazeta transgena uobičajeno manja, u vektore visokog kapaciteta 

mora se ugraditi nespecifična DNA kako bi se postigla miniminalna veličina genoma 

koja omogućuje stabilno pakiranje u kapsidu i koja u slučaju HAdV5 iznosi oko 28 kb 

(Alba i sur., 2005). Za umnažanje adenoviralnih vektora prve i druge generacije koriste 

se komplementirajuće stanice kao što su HEK-293 ili PER.C6 koje in trans 

nadomještaju uklonjena područja genoma adenovirusa, dok umnažanje adenoviralnih 

vektora visokog kapaciteta zahtijeva pomoćnički virus (engl. helper virus) koji se potom 

mora ukloniti što otežava pročišćavanje takvih vektora (Wold i Toth, 2013; Majhen i 

sur., 2014; Ricobaraza i sur., 2020).  

Osim replikacijski defektnih adenoviralnih vektora, konstruirani su i uvjetno replikacijski 

kompetentni adenoviralni vektori koji se specifično mogu replicirati samo u stanicama 

tumora, ali ne i u normalnim zdravim stanicama (Baker i sur., 2018). Uvjetno 

replikacijski vektori imaju uklonjene gene odgovorne za regulaciju staničnog ciklusa i/ili 

su im ti geni pod kontrolom tkivno/tumor specifičnog promotora (Talmadge i Cowan, 

2020).   
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Slika 5. Vrste adenoviralnih vektora i njihove potencijalne terapeutske primjene. Onkolitički 
adenovirusi zadržavaju većinu virusnog genoma, uključujući regiju E1, koja je potrebna za replikaciju. 
Oni mogu primiti do 3 kb egzogene DNA ako je E3 regija djelomično uklonjena. Budući da repliciraju 
svoje genome i uzrokuju lizu zaraženih stanica, ekspresija transgena je vrlo intenzivna, ali prolazna. 
Replikacijski defektni vektori prve i druge generacije ne uzrokuju izravno uništavanje inficiranih stanica, 
a imunosni odgovor stanice može ograničiti stabilnost ekspresije transgena. Koriste se u vakcinaciji te 
prijenosu gena in vitro i in vivo. Vektori visokog kapaciteta su prikladni za sve in vivo primjene. 
Nedostatak ekspresije viralnih gena smanjuje stanični imunosni odgovor na takve vektore što 
omogućava dugotrajnu ekspresiju transgena. Navedeno trajanje ekspresije transgena temelji se na 
transdukciji jetre u čovjekolikim majmunima i može biti različito u drugim domaćinima i tkivima. (preuzeto 
i prilagođeno iz Ricobaraza i sur., 2020) 
 

1.5.2. Upotreba adenoviralnih vektora 
 

S obzirom na dugogodišnje istraživanje i upotrebu, biologija adenoviralnih vektora je 

dobro poznata. Rekombinantni adenoviralni vektori inficiraju široki spektar mirujućih 

stanica kao i onih u diobi, a nakon ulaska u jezgru njihova se DNA ne ugrađuje u 

genom, već ostaje episomalno čime ne postoji rizik od insercijske mutageneze i 

povećana je sigurnost ovih vektora (Wold i Toth, 2013). Ipak, to omogućava samo 

prolaznu ekspresiju unešenog gena, što ograničava njihovu upotrebu za gensku 

terapiju u užem smislu za monogenske bolesti, ali je povoljno za gensku terapiju 

tumora kao i korištenje kao vektora u vakcinaciji. Prednosti adenoviralnih vektora su i 

mogućnost proizvodnje u visokom titru, relativno jednostavna manipulacija genoma te 

visok kapacitet za ugradnju transgena (Wold i Toth, 2013).  
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Izazov u korištenju adenoviralnih vektora je kako inficirati samo ciljne stanice. Kako bi 

se povećala specifičnost vezanja adenoviralnih vektora samo na ciljne stanice i tkiva, 

adenoviralnim vektorima se može promijeniti tropizam pomoću transkripcijskog ili 

transdukcijskog preusmjeravanja (Barry i sur., 2020). Kod transkripcijskog 

preusmjeravanja transgen unešen adenoviralnim vektorom se eksprimira s tkivno-

specifičnog promotora aktivnog samo u ciljnom tkivu. Transdukcijsko preusmjeravanje 

uključuje kemijsku ili gensku modifikaciju adenoviralnog vektora tako da se vektor 

prvenstveno veže na ciljnu stanicu, npr. korištenjem bispecifične molekule koja se veže 

na protein kapside adenoviralnog vektora te na molekulu na ciljnoj stanici ili ugradnjom 

preusmjeravajućeg liganda koji će prepoznati specifični receptor na površini stanice 

(Coughlan i sur., 2010).  

Adenoviralni vektori se istražuju za upotrebu u genskoj terapiji za liječenje genskih, ali 

i stečenih bolesti, poput tumora te se istražuju kao vektorske vakcine. Tako se npr. 

adenoviralni vektori koriste u genskoj terapiji za liječenje cistične fibroze, infarkta 

miokarda, makularne degeneracije, nedostatka ornitin transkarbamoilaze, upale 

žlijezde slinovnice i drugih. Kao vektorske vakcine koriste se za sprječavanje 

infektivnih bolesti kao što su Ebola virus, Zika virus, influenza virus, HIV (virus 

imunodeficijencije čovjeka, engl. Human Immunodeficiency Virus), malarija i druge 

(Anywaine i sur., 2019; Cox i sur., 2018; Barouch i sur., 2018; ClinicalTrials, 2020; 

EMA, 2020). U terapiji tumora, onkolitički vektori su za sada pokazali umjerenu 

učinkovitost u liječenju raznih tipova tumora kao što su tumori prostate, želuca, glave i 

vrata te drugih, ali učinkovitost je osjetno poboljšana kada se onkolitički vektori koriste 

uz kemoterapiju ili imunoterapiju (Baker i sur., 2018).   

S obzirom da su adenoviralni vektori jako imunogenični te prilikom infekcije potiču i 

urođenu i stečenu imunost, koje se razlikuju ovisno o tipu stanice koje inficiraju i 

serotipu HAdV (Hendrickx i sur., 2014), razumijevanje i uvažavanje ovih snažnih 

odgovora imunosti važno je za procjenu upotrebe i sigurnosti vektora HAdV. Snažan 

odgovor urođene imunosti može potaknuti stečenu imunost prema vektoru, što u 

slučaju korištenja HAdV kao vektorske vakcine može povećati učinkovitost vakcine 

zbog adjuvantnog učinka vektora (Majhen i sur., 2014). Međutim, neutralizirajuća 

protutijela mogu spriječiti vektor da obavi svoju ulogu (Bradley i sur., 2012). Stoga je 

potreban razvoj novih strategija kako bismo izbjegli neželjeni imunosni odgovor 

domaćina protiv adenoviralnih vektora. Kako je koncentracija neutralizirajućih 

protutijela protih HAdV5 u populaciji visoka (Abbink i sur., 2007), jedan od novih 
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pristupa je istraživanje i korištenje serotipova HAdV koji se u populaciji ljudi javljaju u 

niskoj seroprevalenciji. Neki od njih se već ispituju u pretkliničkim i kliničkim studijama 

kao vektorska cjepiva i to su HAdV serotipova 11, 26, 28 i 35 (ClinicalTrials, 2020).  

 

1.6. Adenovirus čovjeka serotipa 26 
 

HAdV26 je izoliran iz uzorka stolice još 1961. (Rosen i sur., 1961). Dvije godine kasnije 

provedena je studija u kojoj je pokazano da inokulacijom u oko čovjeka HAdV26 

uzrokuje konjunktivitis koji doseže maksimum četvrti dan nakon inokulacije, upalu grla 

koja doseže maksimum deseti dan nakon inokulacije dok se HAdV26 u stolici 

detektirao i četrdeset dana nakon infekcije oka (Kasel i sur., 1963). Ipak, prirodni 

tropizam HAdV26 još uvijek nije poznat. HAdV26 pripada najvećoj podgrupi HAdV, 

podgrupi D, za čije je predstavnike pokazano da uzrokuju bolesti oka, 

gastrointestinalnog sustava i tonzila (Echavarria, 2008).  

Krioelektronskom mikroskopijom određena je struktura HAdV26 s rezolucijom od 3.7 

Å (Yu i sur., 2017). Ukupna struktura i organizacija čestice HAdV26 uglavnom je slična 

onoj HAdV5 i prikazana je na Slici 1. Kao i svi drugi HAdV iz podgrupa A-E te G i 

HAdV26 ima RGD slijed u bazi pentona koji omogućuje vezanje na integrine. Razlika 

u odnosu na HAdV5 jest duljina vlakna, tj. broj ponavljanja β-ploča u dršku vlakna gdje 

HAdV5 ima 22 ponavljanja, dok HAdV26 ima kratko vlakno sa samo 8 ponavljanja β-

ploča. Osim u duljini vlakna, HAdV5 i HAdV26 se razlikuju prema hipervarijabilnim 

petljama u heksonu pri čemu je HVR1 kod HAdV26 kraća, dok se ostale HVR ne 

razlikuju po veličini, već samo slijedu aminokiselina. Razlike u strukturi HVR, osobito 

HVR7, dobro koreliraju s biokemijskim opažanjima da HAdV26 za razliku od HAdV5 

ne veže faktore koagulacije ovisne o vitaminu K: FIX i FX (Allen i Byrnes, 2019).  

Dosad je opisano da u infekciju stanica s HAdV26 mogu biti uključeni CAR, CD46, αv 

integrini, sijalinska kiselina te SR-A6. Vezanje HAdV26 na epitelnim stanicama koje 

eksprimiraju CAR pokazalo je da HAdV26 može vezati CAR, ali manje uspješno od 

HAdV5 (Chen i sur., 2010). Pritom stanice koje ne eksprimiraju CAR HAdV26 inficira 

bolje nego HAdV5, što upućuje da HAdV26 može koristiti i neke alternativne receptore 

koje HAdV5 ne koristi. U istoj studiji pokazano je da HAdV26 ne koristi CD46 (Chen i 

sur., 2010). Korištenjem epitelnih stanica s de novo eksprimiranim CAR ili CD46 

pokazano je da HAdV26, kao i neki drugi serotipovi podgrupe D, može koristiti CD46 
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kao receptor, ali manje uspješno nego HAdV podgrupe B što upućuje na to da HAdV 

podgrupe D mogu koristiti i druge receptore osim CD46 (Abbink i sur., 2007). Nedavno 

je pokazano da je CD46 uključen u infekciju stanica periferne krvi s HAdV26 jer je 

korištenjem protu-CD46 monoklonskog protutijela pokazano smanjenje uspješnosti 

transdukcije s HAdV26 (Li i sur., 2012). Pritom su ciklički RGD peptidi djelomično 

smanjili uspješnost transdukcije s HAdV26 u epitelnim stanicama jetre čovjeka, dok je 

kombinacija protu-CD46 monoklonskog protutijela te cikličkih RGD peptida dokinula 

infekciju B stanica, što ukazuje na ulogu αv integrina te CD46 u infekciji s HAdV26. 

Korištenjem kimernog HAdV5 koji ima domenu glave od HAdV26 pokazano je da glava 

vlakna HAdV26 uspostavlja stabilne interakcije sa sijalinskom kiselinom, slabe 

interakcije s CAR, a ne uspostavlja interakcije s dezmogleinom-2 ni s CD46. Takav 

rezultat upućuje da glava vlakna HAdV26 može koristiti sijalinsku kiselinu kao receptor, 

dok je mala vjerojatnost da je CAR primarni receptor za HAdV26 (Baker i sur., 2019). 

U alveolarnim stanicama sličnim makrofagima miša dobivenim iz jetre miša 

identificiran je još jedan receptor koji omogućava ulazak HAdV26, a to je receptor 

čistač SR-A6 (Stichling i sur., 2018). Ipak, receptori za HAdV26 u epitelnim stanicama 

čovjeka nisu dovoljno istraženi. Tip endocitoze kojim HAdV26 ulazi u stanice nije 

opisan, dok je unutarstanično putovanje ispitano samo u jednoj studiji koja predlaže 

da se HAdV26 nakuplja u kasnim lizosomima zbog njegove kolokalizacije s LAMP1 i 

to u razdoblju 2-8 h nakon infekcije. Pritom HAdV26 potiče urođenu imunost 

aktivacijom inflamasoma (Teigler i sur., 2014). 

S obzirom da je seroprevalencija najbolje istraženog HAdV5 visoka u većini ispitivanih 

područja i varira od 50% do 90% ispitane populacije (Nwanegbo i sur., 2004; 

Hoolterman i sur., 2004), postojeća imunost može ograničiti njegovu primjenu. Zbog 

toga se razvija pristup u kojem se koriste niskoseroprevalentni HAdV kao vektori. Tako 

su vektori temeljeni na niskoseroprevalentnom HAdV26 ispitivani kao vektorske 

vakcine budući HAdV26 izaziva jaki imunosni odgovor i stanične i humoralne imunosti 

u ljudi, može se koristiti opetovano te je pokazano da samo jedna intramuskularna 

doza HAdV26 vektorske vakcine protiv HIV izaziva sistemski i mukozni odgovor 

imunosti u ljudi bez upale sluznice (Abbink i sur., 2007; Baden i sur., 2015; Milligan i 

sur., 2016; Baden i sur., 2013; Barouch i sur., 2018). Zbog svoje sigurnosti i povoljne 

imunogeničnosti se vektorske vakcine temeljene na HAdV26 nalaze u oko 30 kliničkih 

ispitivanja (https://clinicaltrials.gov/), pri čemu je vakcina protiv SARS-CoV-2 u III. fazi 
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ispitivanja (WHO, 2020). Vakcina protiv Ebole je prva vakcina temeljena na HAdV26 

odobrena za upotrebu u Europskoj Uniji (EMA, 2020). Osim toga, HAdV26 je nedavno 

pokazan kao obećavajući kandidat za terapijsku vakcinu za aktivnu imunoterapiju HPV 

(papiloma virus čovjeka) infekcije (Khan i sur., 2017).  

 

1.7. Endocitoza 
 

Endocitoza je opći pojam za unos izvanstaničnog materijala kao što su tekućina, 

otopljene tvari, makromolekule, komponente stanične membrane i druge čestice, u 

stanicu uvrnućem stanične membrane. Ujedno, putem endocitoze sve stanice u tijelu 

komuniciraju s biološkim okolišem. Ovaj proces je ovisan o energiji (Canton i Battaglia, 

2012). Prema veličini materijala koji se unosi u stanicu, endocitoza se uobičajeno dijeli 

na fagocitozu koja podrazumijeva unos velikih krutih čestica uz prethodnu adheziju (> 

0.5 µm) i na pinocitozu za unos manjih čestica u tekućini. Dok je fagocitoza ili „stanično 

hranjenje“ specifična samo za određene tipove stanica, tzv. profesionalne fagocite 

(neutrofili, makrofagi, monociti, dendritičke stanice, osteoklasti i eozinofili), pinocitoza 

ili „stanično pijenje“ je univerzalna za sve eukariotske stanice (Akinc i Battaglia, 2013).  

Pinocitoza se dijeli na makropinocitozu i receptor-posredovane endocitoze, ovisno o 

veličini endosomalnog mjehurića te uključenosti pojedinih tipova proteina i lipida 

(Canton i Battaglia, 2012).   

Makropinocitoza uključuje nespecifičan unos izvanstaničnog materijala u mjehurićima 

naziva makropinosomi, čija veličina varira između 0.2 i 10 µm (Palm, 2019). Tijekom 

makropinocitoze potaknute faktorima rasta dolazi do polimerizacije aktina i 

remodeliranja stanične membrane u ispupćenja koja formiraju makropinosom. 

Makropinocitoza je neovisna o dinaminu-2, proteinu koji ima ulogu u odvajanju 

endocitoznog mjehurića od stanične membrane, a glavni faktori regulacije 

makropinocitoze su PAK-1, Arf6 te faktori Rho obitelji GTPaza: Rac1 i Cdc42 (Mercer 

i Helenius, 2009).  

Kod receptor-posredovane endocitoze, vezanje liganda na određeni receptor pokreće 

promjenu konformacije i uvrnuće membrane kojom se formira endosom. Receptor-

posredovane endocitoze su endocitoze posredovane klatrinom, kaveolinom, lipidnim 

splavima, Arf6, flotilinom, IL-2, CLIC/GEEC endocitoza i druge (Canton i Battaglia, 

2012, Mayor i sur., 2014).   
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Klatrinom posredovana endocitoza smatra se najvažnijim tipom endocitoze 

eukariotske stanice za unos nutrijenata i prijenos signala putem receptora (Kaksonen 

i Roux, 2018). Također, klatrinom posredovana endocitoza je učestali tip endocitoze 

za ulazak virusa u stanice (Mercer i sur., 2010; Meier i Greber, 2004). Nakon vezanja 

liganda na receptor dolazi do uvrnuća membrane i formiranja mjehurića koji se oblaže 

proteinom klatrinom nakon akumulacije fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata i nekog od 

adapterskih proteina kao što je AP2 (Popova i sur., 2013). Klatrin se veže na formirani 

mjehurić u obliku triskeliona koji sadrži tri teška lanca i tri laka lanca. Teški lanci pružaju 

strukturnu okosnicu triskeliona, a laki lanci reguliraju formiranje i rastavljanje rešetke 

klatrina oko mjehurića. Za formiranje klatrinom obloženog mjehurića uobičajene 

veličine 70-150 nm potrebna je reorganizacija aktina, a za odvajanje od stanične 

membrane nužna je defosforilacija fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata i aktivnost dinamina-

2, nakon čega slijedi brza disocijacija klatrina (McMahon i Boucrot, 2011). Tako 

formirani mjehurić se dalje sortira i transportira do različitih odredišta, ovisno o 

receptoru i sastavu membrane (Canton i Battaglia, 2012; Popova i sur., 2013).  

Kaveolinom posredovana endocitoza je proces koji se odvija na uvrnućima membrana 

bogatima kolesterolom i sfingolipidima naziva kaveole i uključena je u mnoge stanične 

i fiziološke procese kao što su unos nutrijenata, regulacija lipida, prijenos signala i 

slično (Pelkmans i sur., 2004). Kaveole imaju specifičan oblik boce, a grade ih proteini 

kaveolini i kavini. Postoje 3 tipa kaveolina: za formiranje kaveola najvažniji kaveolin-1, 

zatim kaveolin-2 i kaveolin-3 koji je specifično eksprimiran samo u mišićnim stanicama. 

Poznata su četiri različita kavina u sisavaca (kavin 1-4) (Hayer i sur., 2010). Za 

odvajanje kaveolinom obloženog mjehurića potrebna je aktivnost dinamina-2. 

Formirani mjehurić je uobičajeno veličine 60-80 nm i može se spojiti s drugim 

kaveolinom obloženim mjehurićima tvoreći kaveosome ili s ranim endosomima. Za 

razliku od klatrina, kaveolin ostaje vezan u endosomalnom mjehuriću nakon odvajanja 

od stanične membrane (Mayor i sur., 2014; Pelkmans i sur., 2004).  

Od ostalih receptor-posredovanih endocitoza, IL-2 posredovana endocitoza ovisna je 

o dinaminu-2, dok su Arf6 i flotilinom posredovane endocitoze te CLIC/GEEC 

endocitoza neovisne o dinaminu-2 (Mercer i sur., 2010). Tipovi endocitoze u 

eukariotskim stanicama i njihovi stanični faktori prikazani su u Tablici 3.  

Zanimljivo, do sad je pokazano da virusi mogu koristiti gotovo sve tipove endocitoze 

za ulazak u stanicu (Mercer i sur., 2010) (Slika 6).  
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Tablica 3. Tipovi endocitoze i stanični faktori koji ih reguliraju. (preuzeto i prilagođeno iz Mercer i 
sur., 2010)  

TIP 
ENDOCITOZE 

Protein koji 
obavija 

formirani 
endocitozni 

mjehurić 

Faktor za 
odvajajne 

formiranog 
endocitoznog 

mjehurića 

Regulator 
endocitoze 

Komponenta 
citoskeleta 
uključena u 
endocitozu 

Molekula 
uključena u 

unutarstanično 
putovanje 

KLATRINOM 
POSREDOVANA 

klatrin – laki i 
teški lanac 
adapteri - 

AP2, eps15, 
epsin1 

dinamin-2 

PI(3,4)P, 
PI(4,5)P2, 
kolesterol, 

kortaktin, Arp2-3 

aktin, 
mikrotubuli 

Rab5, Rab7, 
Rab4, Rab11, 

Rab22 

MAKROPINOCITOZA / nepoznato 

tirozin kinaze, 
PAK1, PI(3)K, 

PKC, Ras, Rac1, 
Cdc42, Rab34, 
CtBP1, Na+/H+ 

izmjena, 
kolesterol

aktin, 
mikrotubuli, 

miozin 
Rab5, Rab7, Arf6 

KAVEOLINOM 
POSREDOVANA 

kaveolin-
1/2/3 

dinamin-2 
tirozin kinaze, 

fosfataze, PKC, 
RhoA, kolesterol 

aktin, 
mikrotubuli 

Rab5 

LIPIDNE SPLAVI 
nema (klatrini 

kaveolin 
neovisno) 

nepoznato 
(dinamin-2 
neovisno) 

tirozin kinaze, 
RhoA, kolesterol 

aktin nepoznato 

IL-2 POSREDOVANA nema dinamin-2 
RhoA, lipidne 

splavi, 
ubikvitinacija 

aktin Rab5, Rab7 

GEEK 
nepoznato, 

GRAF1 

nepoznato 
(dinamin-2 
neovisno) 

Arf1, 
ARHGAP10, 

Cdc42, lipidne 
splavi 

aktin Rab5, PI(3)K 

FLOTILINOM 
POSREDOVANA 

flotilin-1 
nepoznato 
(dinamin-2 
neovisno)

Fyn kinaza, 
lipidne splavi 

nepoznato Rab5, PI(3)K 

ARF6 
POSREDOVANA 

nema 
nepoznato 
(dinamin 
neovisno) 

PIP5K, Arf6, 
Arf1, PI(4,5)P, 

PI(3)K, 
kolesterol, aktin 

aktin 

Rab5, Rab7 
(degradacija), 
Rab11, Rab22 

(samo 
recikliranje)

FAGOCITOZA 

nema (ovisi o 
čestici) 

adapter – 
AP2 

dinamin-2 

tirozin kinaze, 
PI(3)K, PKC, 
Ras, RhoA, 

RhoG, Rac1, 
Cdc42, Arf6, 

kolesterol

aktin, 
mikrotubuli, 

miozin 
Rab5, Rab7 

 

 

Endosomi su membranom odvojeni mjehurići nastali uvrnućem i odvajanjem od 

stanične membrane, dio su transportnog sustava u stanici, a sudjeluju u regulaciji 

sadržaja proteina i lipida u membranama, sortiranjem, preradom, recikliranjem, 

aktiviranjem i razgradnjom nutrijenata unešenih endocitozom te regulacijom brojnih 

puteva u stanici (Mercer i sur., 2010; Huotari i Helenius, 2011). Tipovi endosoma 

prikazani su u Tablici 4. 
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Slika 6. Tipovi endocitoze koje virusi koriste za ulazak u stanice čovjeka. Velike čestice u stanicu 
se unose putem fagocitoze, dok se manje čestice unose ostalim tipovima endocitoze, kao što su 
endocitoze posredovane klatrinom, kaveolinom, lipidnim splavima, IL-2, GEEC, flotilinom i Arf6, te neki 
novi tipovi endocitoze. Za mnoge od njih važan je protein dinamin koji odvaja nastali endocitozni 
mjehurić od citoplazmatske membrane, a kod nekih tipova endocitoze mjehurić je obavijen specifičnim 
proteinom. Kratice: VSV – virus vezikularnog stomatitisa, SFV – Semliki šumski virus, Dengue – Dengue 
virus, Rhino – rinovius, Adeno 2/5 – adenovirusi čovjeka serotipa 2 i 5, Influenza A – virus gripe tipa A, 
HSV-1 – herpes simpleks virus 1,  Adeno 3 – adenovirus čovjeka serotipa 3, SV40 – Simian virus 40, 
pPy – mišji poliovirus virus, LCMV – virus limfocitnog koriomeningitisa, HPV-16 – papiloma virus čovjeka 
tipa 16, Rota – rotavirus. (preuzeto i prilagođeno iz Mercer i sur., 2010). 
 

 

Tablica 4. Podjela endosoma prema specifičnim proteinskim biljezima, pH vrijednosti unutar 
endosoma i ulozi. Rab proteini, pripadnici Ras superobitelji GTPaza, su glavni biljezi koji definiraju 
identitet pojedinog endosoma i tijekom sazrijevanja endosoma mijenja se njihov sastav. Drugi 
karakteristični proteinski biljezi su rani endosomalni antigen 1 (engl. Early Endosomal Antigen 1, EEA1) 
te membranski protein 1 povezan s lizosomom (engl. Lysosomal-Associated Membrane Protein 1, 
LAMP-1) (Mercer i sur., 2010; Huotari i Helenius, 2011; Langemeyer i sur., 2018). 

Tip endosoma 
Proteinski 

biljeg
pH Uloga 

rani endosomi  
engl. early endosomes  

EE 
EEA1, Rab5 6.0-6.8

prihvaćanje i sortiranje molekula unešenih 
endocitozom 

reciklirajući endosomi 
engl. recycling endosomes  

RE 
Rab11, Rab8 6.4-6.5

recikliranje unešenih molekula natrag na 
citoplazmatsku membranu 

sazrijevajući endosomi 
engl. maturing endosomes 

ME 
Rab 5, Rab7 6.0 

prijelazni oblik između EE i LE, sadrže 
biljege i EE i LE 

kasni endosomi 
engl. late endosomes  

LE 

Rab7, Rab9, 
LAMP1 

4.8-6.0
stapaju se ili međusobno pa zatim s trans-

Golgijevom mrežom ili s lizosomima 

lizosom LAMP1 4.5-5.0 razgradnja tvari unešenih endocitozom 
 

 

Endosomi se neprestano mijenjaju i sazrijevaju prelazeći iz jednog oblika u drugi što 

uključuje izmjenu proteina na membranama endosoma, pad pH vrijednosti unutar 
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lumena endosoma, njihovo pomicanje u perinuklearno područje, promjenu morfologije, 

stjecanje lizosomskih komponenata, pomak u izboru partnera za fuziju te otpuštanje 

dodatnih vezikula unutar lumena endosoma (Mercer i sur., 2010) (Slika 7). 

Sazrijevanje endosoma je vrlo koordinirano i regulirano je brojnim čimbenicima. pH 

vrijednost lumena endosoma je u kiselom području, a zakiseljavanje i njegova 

regulacija čine važan dio sazrijevanja endosoma (Huotari i Helenius, 2011). EE se 

obično nalaze u blizini citoplazmatske membrane dok su LE uglavnom smješteni u 

perinuklearnom prostoru stanice (Nielsen i sur., 1999; Hoepfner i sur., 2005;  Huotari i 

Helenius, 2011). 

 
Slika 7. Shematski prikaz mreže endosoma. Sazrijevanje endosoma praćeno je snižavanjem pH 
vrijednosti u lumenu endosoma te izmjenom proteinskih biljega. ESCRT – endosomski kompleksi za 
sortiranje potrebni za transport (engl. endosomal sorting complexes required for transport), ILV- vezikule 
unutar lumena endosoma (engl. intralumenal vesicles). (preuzeto i prilagođeno iz Mercer i sur., 2010) 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 

Glavni nedostatak HAdV5 iz podgrupe C adenovirusa, na temelju kojeg je konstruiran 

najčešće korišteni adenoviralni vektor za gensku terapiju i vakcinaciju, jest njegova 

visoka seroprevalencija u populaciji koja može ograničiti učinkovitost vektora. Stoga je 

potrebno razviti nove strategije za izbjegavanje neželjenog imunosnog odgovora 

domaćina. Jedan od načina je korištenje onih tipova adenovirusa koji se u populaciji 

ljudi javljaju u niskoj seroprevalenciji kao što je HAdV26 iz podgrupe D adenovirusa. 

Većina istraživanja s HAdV26 je dosad rađena uglavnom in vivo tako da je 

imunogeničnost HAdV26 dobro opisana. Stoga su vektori temeljeni na HAdV26 

proučavani kao vektorske vakcine jer uzrokuju povoljni stanični i humoralni odgovor 

stečene imunosti te se mogu opetovano koristiti. Međutim, podaci vezani uz osnovnu 

biologiju HAdV26 su skromni pa se tako npr. ne zna koji je primarni receptor HAdV26 

niti na koji način ovaj virus ulazi u ciljnu stanicu.  

U skladu s navedenim, glavni cilj ove doktorske disertacije je istražiti način na koji 

HAdV26 inficira stanice epitela čovjeka. Specifični ciljevi istraživanja su, koristeći 

model stanica epitela čovjeka, identificirati receptor za HAdV26, odrediti ulogu 

receptora u ulasku HAdV26, ispitati uključenost pojedinih tipova endocitoze u ulazak 

HAdV26, istražiti unutarstanično putovanje HAdV26 te istražiti urođeni imunosni 

odgovor epitelnih stanica potaknut infekcijom s HAdV26.  

Prethodno je pokazan značajan utjecaj αv integrina na uspješnost transdukcije s 

HAdV26. Kako je poznato da različiti tipovi adenovirusa uslijed vezanja za različite 

receptore pokazuju i različiti ulazak i unutarstanično putovanje u stanicama čovjeka, 

hipoteza je da HAdV26 za infekciju stanica epitela čovjeka koristi receptore različite od 

CAR i CD46, što posljedično mijenja i način na koji će HAdV26 ući u stanice i koji je 

različit od HAdV5 i HAdV35. Uslijed različitog načina ulaska i unutarstaničnog 

putovanja, hipoteza je da HAdV26 uzrokuje i drugačiji urođeni imunosni odgovor 

stanica epitela čovjeka u odnosu na HAdV5 i HAdV35. 

Dobiveni rezultati pružit će informacije o osnovnoj biologiji HAdV26, ali i omogućiti 

razvoj učinkovitijeg i sigurnijeg vektora temeljenog na HAdV26 za upotrebu u genskoj 

terapiji i vakcinaciji.   
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3. MATERIJALI I METODE 
 

3.1. Materijali 

 

3.1.1. Osnovne kemikalije 
 

Osnovne kemikalije navedene su u Tablici 5. 

Tablica 5. Osnovne kemikalije korištene u radu.  

Kemikalija Proizvođač Kemikalija Proizvođač 

agaroza 
Sigma-Aldrich, 

Njemačka
akrilamid 

Sigma-Aldrich, 
Njemačka

Alexa Fluor 5-TFP 
Thermo Fisher 
Scientific, SAD

amidocrno 
Kemika, 
Hrvatska

amonijev klorid (NH4Cl) 
Sigma-Aldrich, 

Njemačka
amonijev persulfat, APS Serva, Njemačka

beta-merkaptoetanol Fluka, Njemačka bisakrilamid Serva, Njemačka

bromfenolno plavilo (engl. 
bromophenol blue) 

Serva, Njemačka
BSA (albumin seruma 

goveda; engl. bovine serum 
albumine)

Carl Roth, 
Njemačka 

cezijev klorid (CsCl2) 
Sigma-Aldrich, 

Njemačka
DAPI Fluoromount G 

Southern 
Biotech, SAD

deionizirana voda (diH2O)  
DMEM (engl. Dulbecco's 
modified Eagle's medium) 

Sigma-Aldrich, 
Njemačka

DMSO (dimetilsulfoksid) 
Sigma-Aldrich, 

Njemačka
EDTA (etilendiamin 
tetraoctena kiselina)

Kemika, 
Hrvatska

etanol 
GramMol, 
Hrvatska

etidij-bromid (EtBr) Serva, Njemačka

FACSFlow 
BD Biosciences, 

SAD
faloidin (Phalloidin Alexa 

Fluor 555)
Cell Signaling 

fosfatni pufer (engl. 
phosphate buffered saline, 

PBS) 

Sigma-Aldrich, 
SAD 

fosfatni pufer bez Ca2+ i Mg2+ 
(PBSΔ) 

Sigma-Aldrich, 
SAD 

geneticin (G418 Sulfate) 
Calbiochem, 

SAD
glicerol 

Kemika, 
Hrvatska

IsoFlow Sheat Fluid 
Beckman 

Coulter, SAD
Lipofectamine RNAiMAX Invitrogen, SAD 

Lipofectamine 2000 Invitrogen, SAD McCoy hranjiva podloga 
Sigma-Aldrich, 

Njemačka

medij za uklapanje Mowiol 
Sigma-Aldrich, 

SAD
mlijeko u prahu, nemasno 

Carl Roth, 
Njemačka

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

bromid)) 

Sigma-Aldrich, 
SAD 

Opti-MEM (engl. minimum 
essential media) 

Gibco, SAD 

Orange G 
Merck Milipore, 

Njemačka
paraformaldehid (PFA) 

Merck Milipore, 
Njemačka

Pierce ECL Western Blotting 
Substrate 

Thermo Fisher 
Scientific, SAD

puromicin 
Sigma-Aldrich, 

SAD

SDS (natrij-dodecil sulfat) 
 Sigma-Aldrich, 

SAD
serum fetusa goveda (engl. 

fetal bovine serum, FBS) 
Sigma-Aldrich, 

SAD
standard za elektroforezu u 

gelu 
Thermo Fisher 
Scientific, SAD

standard (engl. PageRuler 
Prestained Protein Ladder) 

Thermo Fisher 
Scientific, SAD
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SYBR Green 
Applied 

Biosystems, 
SAD

SYBR Green ROX qPCR 
Mastermix 

Qiagen, 
Njemačka 

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

Sigma-Aldrich, 
SAD

tripsin-EDTA 
Sigma-Aldrich, 

SAD

tris baza 
Sigma-Aldrich, 

SAD
Tris-HCl 

Merck Millipore, 
Njemačka

Triton X–100 
Sigma-Aldrich, 

SAD
Tween–20 

Sigma-Aldrich, 
SAD

 

3.1.2. Puferi i otopine 
 

Osnovne otopine i puferi te načini njihove pripreme navedeni su u Tablici 6.  

Tablica 6. Osnovne otopine i puferi korišteni u radu.  

Otopina Priprema

PFA4%/PBS 
10 g PFA i 100 µL NaOH otopi se u 1000 mL PBS, čuva se pri 
-20°C

PFA2%/PBS PFA4%/PBS u PBS u omjeru 1:1
PFA1%/PBS PFA4%/PBS u PBS u omjeru 1:3
AF1 pufer 10% glicerola u 100 nM NaHCO3 u PBS, pH 7.2 

Pufer TAE (50x) 
242 g Tris baza, 57.1 mL ledene octene kiselina, 100 mL 0.5 M, 
pH 8.0, otopiti u 1 L diH2O

Pufer TD 
8 g NaCl i 0.38 g KCl otopi se u 150 mL diH20, doda se 0.1 g 
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

Pufer za nanošenje uzoraka DNA 
u gel agaroze (6x): 

50% glicerol, 20 mM EDTA, 0,25% Orange G boja 

Otopina CsCl gustoće 1,25 g/mL 36,16 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera 
Otopina CsCl gustoće 1,34 g/mL 51,20 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera 
Otopina CsCl gustoće 1,40 g/mL 62,00 g CsCl otopi se u 100 mL TD pufera 
DMEM-FBS10% 500 mL FBS u 5000 mL DMEM
DMEM-FBS0.2% 10 mL FBS u 5000 mL DMEM
McCoy-FBS10% 500 mL FBS u 5000 mL McCoy
PBSΔ-3% BSA 0.3 mg BSA otopi se u 10 mL PBSΔ, čuva se pri 4°C 
PBSΔ-5% BSA 0.5 mg BSA otopi se u 10 mL PBSΔ, čuva se pri 4°C 

10x TBS 
500 mL Tris-HCl (pH 7,5) + 300 mL 5 M NaCl + 200 mL diH2O, 
čuva se pri 4°C

Pufer TBST 50 mL pufera 10x TBS + 450 mL diH2O + 450 μL Tween-20
akrilamid/bisakrilamid 30% 29,2 g akrilamida i 0.8 g bisakrilamida otopi se u 100 mL diH2O

APS, 10% 
500 mg APS-a otapa se u 5 mL diH2O, čuva se pri –20°C 
 

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

1.2 g SDS otopi se u 2 mL diH2O, doda se 2.5 mL 1.5 M Tris-HCl 
(pH 6.8 i 30 mg Bromfenol plavila, nakon što se otopi doda se 3 
mL glicerola i 1.2 mL β-merkaptoetanola. Dopuni se do 10 mL 
diH2O i čuva pri –20°C

amidocrno boja, 0,1% 
 

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

Pufer PS 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS 
Otopina za odbojavanje 40 mL metanola, 7 mL octene kiseline, 53 mL vode 

Pufer Tris-HCl pH 6.8 (0.5 M) 
6 g Tris-HCl otopi se u 80 mL diH2O, podesi se pH dodatkom 6 
M HCl, nadopuni se diH2O do 100 mL, čuva se pri 4°C 

Pufer Tris-HCl pH 8.8 (1.5 M) 
18.2 g Tris-HCl otopi se u 100 mL diH2O, podesi se pH dodatkom 
6 M HCl, čuva se pri 4°C

Pufer Tris-glicin 24 g Tris baza, 114 g glicina, 10 g SDS, pH 8.3 
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3.1.3. Stanične linije 
 

U ovom radu korištene su komercijalno dostupne stanične linije iz American Type 

Culture Collection (ATCC, SAD) i uzgajane su u uvjetima rasta kako je preporučeno 

od dobavljača: A549 (ATCC CCL-185), SK-OV-3 (ATCC HTB-77), MDA-MB-435S 

(ATCC HTB-129D), HEp2 (ATCC CCL-23), RD (ATCC CCL-136), HEK-293 (ATCC 

CRL-1573). HEp2-K klonovi (HEp2-K1, HEp2-K4, HEp2-K9) te 3αv klon prethodno su 

konstruirani u Laboratoriju za staničnu biologiju i prijenos signala (Ambriović-Ristov i 

sur., 2004; Paradžik i sur., 2020). Stanična linija A549 korištena je za transfekciju i 

izdvajanje stabilno transficiranih klonova stanica (A549-αv, A549-β3, A549-shCLTC, 

A549-shCAV-1).  

 

3.1.4. Replikacijski defektni adenoviralni vektori 
 

Adenoviralni vektori prethodno su konstruirani (Abbink i sur., 2007) i dobiveni su 

ljubaznošću dr. sc. Jeromea Custersa (Janssen Vaccines & Prevention B.V., Leiden, 

Nizozemska). U radu su korišteni sljedeći adenoviralni vektori: HAdV5, HAdV26, 

HAdV35. Svi adenoviralni vektori su replikacijski defektni i kao transgen imaju zeleni 

fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein, GFP). Vektori su umnoženi u 

HEK-293 stanicama i pročišćeni centrifugiranjem na jastučiću i u gradijentu cezijevog 

klorida.  

 

3.1.5. Kompleti kemikalija i standardi 
 

Korišteni kompleti navedeni su u Tablici 7.  

Tablica 7. Korišteni kompleti.  

Komplet  Kataloški broj Proizvođač 

QIAamp DNA Blood Mini Kit 51104 Qiagen, Njemačka 

High Pure RNA Isolation Kit 11828665001 Roche, SAD 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 4368814 Applied Biosystems, SAD 

Human IL-1β Ready-SET-Go! 88-7261-88 Invitrogen, SAD 

Human IL-6 Uncoated ELISA 88-7066-88 Invitrogen, SAD

Human IL-8 Uncoated ELISA 88-8086-88 Invitrogen, SAD

RT2 PCR Profiler Array PAHS-097ZC 330500 Qiagen, Njemačka 
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3.1.6.  Protutijela 
 

Korištena protutijela navedena su u Tablici 8.  

Tablica 8. Korištena protutijela.  

Protutijelo 
Proizvedeno 
u organizmu 

Koncentracija Razrjeđenje 
Kataloški 

broj 
Proizvođač 

Primarna protutijela
izotipska 

kontrola IgG 
miš 0.5 mg/mL 1:50 M5284 

Sigma-Aldrich, 
SAD

αvβ3  
integrin 

miš 1 mg/mL 1:100 
MAB1976 

LM609 

Merck 
Millipore, 
Njemačka

αvβ5 
integrin 

miš 1 mg/mL 1:100 
MAB1961 

P1F6 

Merck 
Millipore, 
Njemačka

αv  
integrin 

miš 0.5 mg/mL 1:100 
407286 

272-17E6 

Merck 
Millipore, 
Njemačka

αvβ6 
integrin 

miš 1 mg/mL 1:100 
MAB2074Z 

E7P6 

Merck 
Millipore, 
Njemačka

β1 
integrin 

miš 1 mg/mL 1:100 
MAB1965 

JB1A 

Merck 
Millipore, 
Njemačka

CAR miš 1 mg/mL 1:100 
05-644 
RcmB 

Merck 
Millipore, 
Njemačka

CD46 miš 1 mg/mL 1:100 MCA2113 BioRad, SAD

klatrin (CLTC) zec 1 mg/mL 
1:250 za IF* 

1:1000 za WB*
ab21679 Abcam, UK 

kaveolin-1 
(CAV-1) 

zec 1 mg/mL 
1:250 za IF* 

1:1000 za WB*
ab2910 Abcam, UK 

dinamin-2 
(DNM2) 

zec 1 mg/mL 1:250 ab3457 Abcam, UK 

EEA1 zec 1 mg/mL 1:100 #2411 
Cell Signaling, 

SAD
LAMP1 zec 1 mg/mL 1:250 ab24170 Abcam, UK

Golgijevo tijelo zec 1 mg/mL 1:2500 #12480 
Cell Signaling, 

SAD
Sekundarna protutijela

protu-miš IgG 
obilježeno s 

FITC 
koza 0.5 mg/mL 1:50 554001 

BD 
Biosciences, 

SAD
protu-zec IgG 
obilježeno s 
Alexa Fluor 

647 

koza 2 mg/mL 1:1000 4414S 
Cell Signaling, 

SAD 

protu-miš 
obilježeno s 
Alexa Fluor 

546 

koza 2 mg/mL 1:1000 A11030 
Invitrogen, 

SAD 

*IF – korišteno za analizu unutarstaničnog putovanja praćeno konfokalnom mikroskopijom 
*WB – korišteno za analizu ekspresije proteina metodom western blot
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3.1.7. Kemijski inhibitori endocitoze 
 

Korišteni kemijski inhibitori endocitoze navedeni su u Tablici 9. Pripremljene su otopine 

otapanjem liofiliziranih inhibitora u DMSO. Otopine su čuvane pri -20°C. Finalne 

koncentracije korištenih spojeva dobivene su otapanjem u hranjivoj podlozi DMEM-

FBS0.2%.  

 

Tablica 9. Korišteni kemijski inhibitori endocitoze.  

Inhibitor 
Pripremljeni u 

koncentraciji 

Finalna 

koncentracija 

Kataloški 

broj 
Proizvođač 

pitstop 2 30 mM 20 µM ab120687 Abcam, UK 

filipin III 5 mg/mL 5 µg/mL F4767 Sigma-Aldrich, SAD 

dyngo 4a 100 mM 25 µM ab120689 Abcam, UK 

dynasore 100 mM 200 µM D7693 Sigma-Aldrich, SAD 

cytochalasin D 5 mM 1 µM C8273 Sigma-Aldrich, SAD 

 

3.1.8. Početnice 
 

Korištene početnice navedene su u Tablici 10. Pripremljene su otopine početnica 

otapanjem liofiliziranih početnica u diH2O bez nukleaza u koncentraciji 100 µM. Radne 

otopine početnica pripremljene su daljnjim razrjeđivanjem u diH2O bez nukleaza do 

konačne koncentracije od 10 µM. Otopine početnica su čuvane pri -20°C. 

 

Tablica 10. Korištene početnice. 

Početnice za gen Slijed nukleotida u smjeru 5' – 3' 

IL-6 
F: CAATGAGGAGACTTGCCTGG 

R: GCACAGCTCTGGCTTGTTCC 

IL-8 
F: GTTTTTGAAGAGGGCTGAGAATTC 

R: ATGAAGTGTTGAAGTAGATTTGCTTG 

IL-1β 
F: TGGCAATGAGGATGACTTGTTC 

R: CTGTAGTGGTGGTCGGAGATT 

IL-18 
F: GACTGTAGAGATAATGCAC 

R: CTTCGTTTTGAACAGTGAAC 

CMV 
F: TGGGCGGTAGGCGTGTA 

R: CGATCTGACGGTTCACTAAACG 

GAPDH 
F: AGAACATCATCCCTGCCTCTACTG 

R: TGTCGCTGTTGAAGTCAGAGGAGA 
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3.1.9. Male interferirajuće RNA (siRNA)  
 

Korištene male interferirajuće RNA (engl. small interfering RNA, siRNA) navedene su 

u Tablici 11. Pripremljene su otopine siRNA otapanjem liofiliziranih siRNA u diH2O u 

koncentraciji 100 µM. Radne otopine siRNA pripremljene su daljnjim razrjeđivanjem 

diH2O do konačne koncentracije od 10 µM. Otopine siRNA su čuvane pri -20°C.  

 

Tablica 11. Korištene siRNA molekule.  

siRNA ID broj Proizvođač 

CAV1 s2446 Ambion, SAD 
CLTC s477 Ambion, SAD 
DNM2 s4212 Ambion, SAD 

negativna kontrola 

(Silencer™ Select Negative 

Control No. 1 siRNA) 

4390844 Ambion, SAD 
 

 

3.1.10. Uređaji, laboratorijski pribor i ostali materijali 
 

Korišteni uređaji navedeni su u Tablici 12., a laboratorijski pribor i ostali materijali u 

Tablici 13.  

Tablica 12. Korišteni uređaji.  

Uređaj Proizvođač 
analitička vaga AB54-S Mettler Toledo Classic 
brojač stanica Coulter Counter Beckman Coulter, SAD 
centrifuga za mikroeprevute (do 14000 × g) Eppendorf, Njemačka 
centrifuga za stanice (do 12568 × g) Labofuge 400 Heraeus, Njemačka 
inkubator za uzgoj kulture stanica Heraus, Njemačka 
Invertni svjetlosni mikroskop Opton, Njemačka 
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 
konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 X Leica Microsystems, Njemačka
kupelj JB Nova Grant Instruments, UK 
magnetska miješalica Tehnica, Slovenija 
nanodrop Thermo Fischer Scientific, SAD
pH metar PH3 Sension+ Hach, SAD 
protočni citometar FACSCalibur BD Biosciences, SAD 
spektrofotometar StatFax 2100 Awareness Technology INC, SAD
spremnik za tekući dušik 35VHC Taylor-Wharton, SAD 
termoblok Thermomixer compact Eppendorf, Njemačka 
tresilica za pločice Vibromix 301EVT Tehtnica, Slovenija 
ultracentrifuga optima XL-100K Beckman, SAD 
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uređaj za razbijanje stanica ultrazvukom Ultrasonic 
Processor 

ColeParmer, SAD 

uređaj za Real-Time PCR StepOnePlusTM Real-Time 
PCR System 

Thermo Fischer Scientific, SAD 

uređaj za vizualizaciju gelova s DNA Transiluminator 
TCX20M 

Vilber, Njemačka 

uređaj za vizualizaciju kemiluminiscentnog signala 
ChemiDoc Imaging System 

BioRad, SAD 

vorteks EV 102 Tehtnica, Slovenija 
zibalica Vibromix 314 EVT Tehtnica, Slovenija 

 

Tablica 13. Korišteni laboratorijski pribor i drugi materijali.  

Pribor/materijali Proizvođač 
ampule za smrzavanje stanica Nunc, Danska 
aparatura za izlijevanje gela i za vertikalnu elektroforezu 
proteina Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems

BioRad, SAD 

automatska pipeta Integra Biosciences, SAD 
epruvete za centrifugiranje Ultra-Clear 344059 Beckman, SAD 
gumena strugalica 
(engl. policeman) 

Falcon Becton Dickinson, SAD 

Hamilton igla Hamilton, Švicarska 
kolona Sephadex G25M GE Healtcare Life Sciences, UK
kolone Zeba Spin Desalting Columns 7K MWCO Thermo Fisher Scientific, SAD
mikroepruvete Eppendorf, Njemačka 
nastavci za mikropipete s filtrom i bez filtra Eppendorf, Njemačka 

nitrocelulozna membrana s porama 0,45 μm 
Amersham Pharmacia Biotech, 

Švedska 
pločice MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, 
N8010560 

Applied biosystems, SAD 

posude za uzgoj kulture stanica svih formata Falcon Becton Dickinson, SAD
stakalca za konfokalni mikroskop Vitrognost, Hrvatska 

 

3.1.11. Računalni programi 
 

Računalni programi korišteni u radu navedeni su u Tablici 14.  

Tablica 14. Korišteni računalni programi 

Ime računalnog programa Verzija Izdavač 

Leica Application Suite (LAS) X 3.3.0.16799 Leica Microsystems, Njemačka 

Image J 1.52.i 
National Institutes of Health, 

SAD 

FCS Express Flow Cytometry Data Analysis 3 De Novo Software, SAD 

Microsoft Office Professional Plus 2016 14.0.4266.1001 Microsoft Office, SAD 

GraphPad Prism 6.01 GraphPad Software, SAD 

 

 



 

34 
 

3.2. METODE 
 

U ovom radu su korištene standardne metode molekularne biologije koje su detaljno 

opisane u priručniku "Metode u molekularnoj biologiji" (Ambriović Ristov i sur., 2007). 

 

3.2.1. Uzgoj staničnih linija 
 

Sve stanične linije korištene u ovom radu su adherente, što znači da rastu pričvršćene 

za dno posude u kojoj rastu. Stanice rastu u hranjivoj podlozi u inkubatoru za uzgoj 

kulture stanica u kojem se održavaju stalna temperatura zraka pri 37°C, udio CO2 od 

5% u smjesi zraka te je atmosfera zasićena vlagom. SK-OV-3 stanična linija je 

uzgajana u McCoy-FBS10% hranjivoj podlozi, dok su sve ostale stanične linije uzgajane 

u DMEM-FBS10% hranjivoj podlozi. Stanice se smrzavaju s ciljem dugotrajnog čuvanja 

staničnih linija. Suspenzija stanica se nakon odvajanja od podloge centrifugira 10 min 

pri 1000 x g, supernatant se uklanja, a talog stanica se resuspendira u hranjivoj podlozi 

uz dodatak DMSO (5% volumnog udjela) te se stanice prebace u ampulu za 

smrzavanje. Ampula se stavlja prvo na led i nakon 30 min se prebaci na prsten 

spremnika s tekućim dušikom gdje se stanice smrzavaju u parama tekućeg dušika, a 

sljedeći dan se ampule stavljaju u tekući dušik pri -196°C.   

Stanice se odmrzavaju uranjanjem ampule u vodenu kupelj zagrijanu pri 37°C nakon 

čega se resuspendiraju u prethodno zagrijanoj hranjivoj podlozi (37°C) i prebace u 

posudu za uzgoj stanične kulture. Stanicama se 24 h nakon odmrzavanja promijeni 

hranjiva podloga kako bi se iz hranjive podloge u potpunosti uklonio DMSO iz podloge 

za smrzavanje koji može imati toksično djelovanje na stanice. Prije nego prerastu 

površinu za rast ili iscrpe sastojke hranjive podloge stanice se presade u nove posude 

za uzgoj stanične kulture. Uklanja se hranjiva podloga sa stanica i stanice se ispiru 

dva puta s PBSΔ, nakon čega se dodaje tripsin da bi se stanice odvojile od podloge 

za rast. Odvajanje stanica od podloge je praćeno svjetlosnim mikroskopom. Djelovanje 

tripsina je zaustavljeno dodatkom hranjive podloge, nakon čega se stanice 

resuspendiraju i nasade u nove posude za uzgoj stanica. 
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3.2.2. Umnažanje i pročišćavanje adenoviralnih vektora centrifugiranjem 
u cezijevom kloridu 

 

Za umnažanje replikacijski defektnih adenoviralnih vektora koriste se HEK-293 stanice 

koje u svom genomu imaju stabilno ugrađeno E1 područje adenoviralnog genoma. Za 

svaku preparaciju adenoviralnih vektora HEK-293 stanice su namnožene u 120 (kod 

HAdV26) ili 40 (kod HAdV5 i HAdV35) Petrijevih zdjelica promjera 10 cm i inficirane 

suspenzijom adenoviralnih vektora tako da je multiplicitet infekcije 5-10 PFU (engl. 

plaque forming unit) po stanici. Inficirane stanice se stavljaju u inkubator za uzgoj 

kulture stanica do postignuća potpunog citopatogenog učinka kao posljedice infekcije 

s adenoviralnim vektorom (najčešće 48 do 72 h nakon infekcije). Stanice se odvajaju 

od podloge pipetiranjem te se zajedno s hranjivom podlogom skupe u epruvetu i 

centrifugiraju tijekom 10 min pri 1100 x g. Ukupni talog stanica se resuspendira u 10 

mL podloge DMEM-FBS10% i nakon toga se tri puta smrzava (-80°C) i odmrzava (37°C) 

u svrhu lize stanica kako bi se adenoviralni vektori oslobodili iz stanica. 

Centrifugiranjem tijekom 10 min pri 3600 x g odvajaju se grubi raspadnuti ostaci stanica 

(talog) i oslobođene čestice adenoviralnih vektora (supernatant). Adenoviralni vektori 

iz supernatanta se dalje pročišćavaju u dva koraka: prvo na jastučiću cezijevog klorida 

(CsCl), a potom u gradijentu CsCl. Pročišćavanje na jastučiću CsCl započinje tako da 

se u epruvetu za centrifugiranje dodaje 2.4 mL CsCl gustoće 1.4 g/mL i na njega nježno 

uz stijenku nadsloji 2.4 mL CsCl gustoće 1.25 g/mL pazeći da ne dođe do miješanja 

slojeva. Nadalje se u epruvetu za centrifugiranje dodaje supernatant lizata stanica s 

oslobođenim česticama adenoviralnih vektora i potom se do vrha epruvete dodaje 

DMEM-FBS10% hranjiva pologa. Uzorci se centrifugiraju u Beckman ultracentrifugi u 

rotoru SW41Ti tijekom 1 h i 45 min pri 20°C i 60 000 x g. Nakon centrifugiranja vidljiv 

je sloj adenoviralnih vektora kao bijela opalescentna vrpca na granici između dva sloja 

CsCl i iznad tog sloja druga zona s nepotpunim česticama adenoviralnih vektora (npr. 

prazna kapsida). Sloj adenoviralnih vektora se pažljivo pomoću šprice s iglom pokupi 

u volumenu do 1.5 mL i pomiješa u novoj epruveti za centrifugiranje s CsCl gustoće 

1.34 g/mL do vrha epruvete za centrifugiranje. Uzorci se centrifugiraju u Beckman 

centrifugi u rotoru SW41Ti preko noći pri 20°C i 60 000 x g. Tijekom centrifugiranja 

stvara se gradijent gustoće CsCl i adenoviralni vektori se zaustavljaju u području koje 

je jednake gustoće kao i gustoća adenoviralnih vektora. Adenoviralni vektori se 

pomoću šprice s iglom skupljaju u novu epruvetu nakon čega se CsCl uklanja tehnikom 
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gel-filtracije pomoću kolone Sephadex G-25M (Amersham Pharmacia Biotech, UK). 

Kolona se pričvrsti za stalak, vrh joj se odreže škarama i potom se odčepi s gornje 

strane kako bi tekućina sama iscurila iz kolone. Potom se kolona 6 puta ispire s po 5 

mL pufera PBS nakon čega se na kolonu dodaje pročišćeni adenoviralni vekotor (ne 

više od 1 mL) i u mikroepruvetu se skupi eluat (frakcija 0). Nadalje se dodaje po 0.5 

mL pufera PBS na kolonu, pritom skupljajući frakcije u brojem obilježene 

mikroepruvete. Frakcije u kojima se nalazi adenoviralni vektor se skupe te im se dodaje 

glicerol tako da mu konačan volumni udio bude 10%. Suspenzija adenoviralnih vektora 

se razdijeli u alikvote i smrzava pri -80°C. 

 

3.2.3. Obilježavanje adenovirusa fluorescentnom bojom 
 

Nakon pročišćavanja, adenoviralne čestice su inkubirane s fluorescentnom bojom 

Alexa Fluor 488 5-TFP koja se veže amidnom vezom na primarne amine proteina 

kapside adenovirusa i koja je stabilna pri neutralnom pH tijekom nekoliko sati. Alexa 

Fluor 488 5-TFP dodaje se u 20 puta molarnom suvišku u odnosu na količinu 

adenovirusa u AF1 puferu i inkubira se 75 min u mraku pri sobnoj temperaturi uz 

miješanje. Ostatak boje koji se nije vezao na adenoviralne čestice uklonjen je 

korištenjem Zeba Spin desalinizirajuće kolone prema uputama proizvođača, pri čemu 

je za ispiranje kolona korišten pufer PBSΔ uz dodatak glicerola (konačnog volumnog 

udjela od 10%). Suspenzija fluorescentno obilježenih adenoviralnih vektora se razdijeli 

u alikvote i smrzava pri -80°C. 

 

3.2.4. Određivanje koncentracije adenovirusa u suspenziji pročišćenih 
adenovirusa 

 

Za određivanje koncentracije čestica adenoviralnih vektora u suspenziji pročišćenih 

adenoviralnih vektora korištena je metoda Mitteredera i sur. (1996). Razrjeđenja 

pročišćenih adenoviralnih vektora pripremljena su u PS puferu i inkubirana 10 min pri 

56°C da bi se oslobodila viralna DNA iz kapsida. Mikroepruvete s uzorcima se kratko 

centrifugiraju (30 s) pri 10000 x g i tada se mjeri apsorbancija supernatanta pri 260 nm 

prema PS puferu. Vrijednosti apsorbancije trebaju biti između 0.02 i 0.15.  

Koncentracija viralnih čestica se računa prema formuli: 
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3.2.5. Određivanje uspješnosti transdukcije adenoviralnim vektorima 
 

Stanice su nasađene u pločice za uzgoj kulture stanica s 12 bunarića (5 x 104 stanica 

po bunariću) te su nakon 24 h transducirane s HAdV u konačnom volumenu od 500 

µL. Broj dodanih adenoviralnih čestica po stanici (engl. multiplicity of infection, MOI) je 

za pojedini pokus naveden u opisu slike u poglavlju Rezultati. Dva sata nakon 

inkubacije u inkubatoru za uzgoj kulture stanica, HAdV su isprani sa stanica i dodana 

je svježa hranjiva podloga za uzgoj (1.5 mL). Nakon 48 h inkubacije u inkubatoru za 

uzgoj kulture stanica, uklonjena je hranjiva podloga sa stanica i one su isprane s PBSΔ 

(500 µL) te je dodan tripsin (300 µL). Nakon odvajanja stanica od podloge, dodan je 

PBSΔ (1.5 mL) te je uzorak centrifugiran 10 min pri 1100 x g. Supernatant je uklonjen, 

a stanični talog je resuspendiran u 100 µL PFA1%/PBS pufera kako bi se stanice 

fiksirale. Nakon inkubacije 10 min pri sobnoj temperaturi, stanice su isprane s PBSΔ 

(500 µL) i centrifugirane 10 min pri 1100 x g. Supernatant je uklonjen, a postupak 

ispiranja s PBSΔ ponovljen. Nakon uklanjanja supernatanta, talog stanica je 

resuspendiran u 250 µL PBSΔ. Ovako pripremljenom uzorku određena je uspješnost 

transdukcije protočnom citometrijom na uređaju FACSCalibur. Stanice u protočnom 

citometru prolaze kroz lasersku zraku pri čemu dolazi do emisije fotona određene valne 

duljine, a signal se bilježi detektorom. Ekscitacijska valna duljina za GFP iz HAdV 

iznosi 488 nm, a emisijska valna duljina 578 nm. Rezultati su prikazani kao uspješnost 

transdukcije koja odgovara geometrijskoj srednjoj vrijednosti intenziteta fluorescencije 

prikazanoj kao apsolutna ili relativna vrijednost.  

 

 

 

𝑁 ൌ 𝐴ଶ଺଴  ∙ 𝑟 ∙ 1,1 ∙ 10ଵଶ 

 N – broj viralnih čestica u mL 

gdje je:  A260 – izmjerena apsorbancija pri 260 nm

 r – razrjeđenje suspenzije adenovirusa 
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3.2.6. Određivanje vezanja i internalizacije adenovirusa 
 

Stanice su nasađene u pločice za uzgoj kulture stanica sa 6 bunarića (3 x 105 stanica 

po bunariću) te su nakon 24 h inkubirane s HAdV26 (MOI 103). Za vezanje je 

razrjeđenje HAdV26 (500 µL) inkubirano na stanicama 1 h na ledu, nakon čega su 

nevezani virusi isprani dva puta s hladnim tripsinom (4°C, 500 µL), zatim jednom s 

hladnim PBSΔ (4°C, 500 µL) te su potom stanice s vezanim virusima skupljene 

struganjem u PBSΔ (4°C, 500 µL). Za internalizaciju je razrjeđenje HAdV26 (500 µL) 

inkubirano na stanicama 1 h pri 37°C, nakon čega su neinternalizirani virusi isprani 

dva puta s PBSΔ (37°C, 500 µL), zatim jednom s tripsinom (37°C, 500 µL) te su potom 

stanice skupljene nakon odvajanja od podloge korištenjem tripsina (37°C, 500 µL). I 

za vezanje i za internalizaciju iz taloga stanica je izolirana ukupna DNA (stanična i 

viralna) korištenjem kompleta QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Njemačka) prema 

uputama proizvođača. Izolirana DNA je korištena za kvantifikaciju adenoviralne DNA 

metodom Real Time PCR (metoda detaljnije opisana u poglavlju 3.2.14.) s 

početnicama specifičnim za CMV regiju virusa (Tablica 10). Korišteno je 100 ng DNA 

po uzorku. Rezultati su normalizirani prema ekspresiji jednoliko eksprimiranog (engl. 

housekeeping) gena GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, engl. 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).  

 

3.2.7. Određivanje ekspresije receptora na površini stanica protočnom 
citometrijom  

 

Metoda neizravne protočne citometrije je korištena za određivanje ekspresije proteina 

na površini stanica. Stanice su uzgajane do 80% popunjenosti površine Petrijeve 

zdjelice. Uklonjena je hranjiva podloga sa stanica i stanice su isprane dva puta s PBSΔ, 

nakon čega je dodan tripsin da bi se stanice odvojile od podloge za rast. Odvajanje 

stanica od podloge je praćeno svjetlosnim mikroskopom. Djelovanje tripsina je 

zaustavljeno dodatkom hranjive podloge, nakon čega su stanice resuspendirane. 

Koncentracija stanica određena je pomoću brojača stanica. Za pojedini uzorak je 

korišteno 5 x 105 stanica koje su prebačene u mikroepruvetu, centrifugirane 10 min pri 

1100 x g i talog stanica je dva puta ispran s hladnim PBSΔ (4°C, 500 µL). Talog stanica 

je resuspendiran u 50 µL razrjeđenja primarnog protutijela (Tablica 8) i inkubiran 1 h 

na ledu, nakon čega je uzorak ispran dva puta s hladnim PBSΔ (4°C, 500 µL). Talog 
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stanica je resuspendiran u 50 µL razrjeđenja sekundarnog protutijela (Tablica 8) koje 

je obilježeno fluorescentnom bojom FITC (fluorescein izotiocijanat). Uzorak je 

inkubiran 1 h na ledu u mraku, nakon čega je ispran tri puta s hladnim PBSΔ (4°C, 500 

µL) i potom resuspendiran u PBSΔ (4°C, 250 µL) te čuvan u ledu do analize na 

protočnom citometru FACSCalibur. Stanice u protočnom citometru prolaze kroz 

lasersku zraku pri čemu dolazi do emisije fotona određene valne duljine, a signal se 

bilježi detektorom. Ekscitacijska valna duljina za FITC iznosi 488 nm, a emisijska valna 

duljina 578 nm. Rezultati su prikazani kao MFI vrijednosti koje odgovaraju 

geometrijskoj srednjoj vrijednosti intenziteta fluorescencije prikazanoj kao apsolutna ili 

relativna vrijednost. 

 

3.2.8. Utišavanje gena transfekcijom malih interferirajućih RNA molekula 
 

Kako bi se utišala ekspresija gena koji kodiraju za dinamin-2, klatrin ili kaveolin-1, 

stanice su transficirane predizajniranim specifičnim malim interferirajućim RNA (engl. 

small interfering RNA, siRNA) (Ambion, SAD) uz pomoć komercijalno dostupnog 

reagensa Lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher Scientific, SAD). Stanice su 

nasađene u odgovarajuću posudu za uzgoj kulture stanica do popunjenosti površine 

oko 75% te transficirane specifičnom siRNA i kontrolnom siRNA pomoću 

Lipofectamine RNAiMAX reagensa prema uputama proizvođača. Korištene konačne 

koncentracije siRNA su: 35 nM za utišavanje klatrina (si(CLTC)) i dinamina-2 

(si(DNM2)) s pripadajućom izotipskom kontrolom (si(-)) te 25 nM za utišavanje 

kaveolina-1 (si(CAV-1)) s pripadajućom izotipskom kontrolom (si(-)). 

Ovako pripremljene stanice korištene su za određivanje uspješnosti transdukcije, 

površinske ekspresije proteina, ukupne ekspresije proteina metodama SDS-PAGE i 

western blot te unutarstaničnog putovanja fluorescentno obilježenih adenovirusa.  

 

3.2.9. Izdvajanje klonova A549 stanične linije s povećanom ili smanjenom 
ekspresijom proteina od interesa 

 

Klonovi A549 stanica sa stabilno povećanom ekspresijom αv (A549- αv) ili β3 (A549- 

β3) integrina te sa smanjenom ekspresijom klatrina (A549-shCLTC) ili kaveolina-1 
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(A549-shCAV-1) dobiveni su transfekcijom plazmidima koji sadrže gene za otpornost 

na antibiotik (za odabir uspješno transficiranih stanica) i shRNA (engl. short hairpin 

RNA) specifična za pojedini protein (Tablica 15). Koncentracije antibiotika određene 

su iskustveno i iznose 600 µg/mL za geneticin (G418) te 1 µg/mL za puromicin.  

 

Tablica 15. Plazmidi korišteni za izdvajanje klonova stanične linije A549 s povećanom ili 
smanjenom ekspresijom proteina od interesa. 

Oznaka 

plazmida 
Ime plazmida Sadrži Antibiotik 

Izolirani 

klonovi 
Izvor 

pl(αv) 
pcDNA2004Neo

(-)αv 

gen za αv podjedinicu 

integrina 

geneticin 

(G418) 

A549-D4 

A549-F1 

A549-E6 

Thermo Fischer 

Scientific, SAD 

pl(β3) pcDNA β3 
gen za β3 podjedinicu 

integrina 

geneticin 

(G418) 

A549-B1 

A549-B3 

A549-B4 

dobiveno ljubaznošću 

dr. sc. E. H. Danen 

(Sveučilište u Leidenu, 

Nizozemska) 

pl(shCAV-1) 

 

pSuper-Neo-

shCAV1-1 

shRNA specifičnu za 

kaveolin-1 

geneticin 

(G418) 

klon 27 

klon 86 

klon 120 

dobiveno ljubaznošću 

dr. sc. Yong Keun Jung 

pl(shCLTC) 
pSUPER-

shCLTC 

shRNA specifičnu za 

klatrin 
puromicin 

klon 58 

klon 69 

prethodno konstruirano 

u Laboratoriju za 

staničnu biologiju i 

prijenos signala 

pl(vektor) pSUPER 

okosnicu plazmida 

pl(shCLTC) bez 

shCLTC 

puromicin klon NEG OligoEngine, SAD 

 

Stanice su nasađene u Petrijevu zdjelicu promjera 3.5 cm (105 stanica) te su nakon 24 

h transficirane plazmidom uz pomoć komercijalno dostupnog reagensa Lipofectamine 

(Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvođača. 2500 ng plazmidne DNA 

je dodano u mikroepruvetu 1 s 250 µL Opti-MEM, a 12 µL reagensa Lipofectamine u 

mikroepruvetu 2 s 250 µL Opti-MEM. Sadržaj dviju mikroepruveta je pomiješan i 

inkubiran 5 min pri sobnoj temperaturi, nakon čega je dodan na stanice na kojima se 

prethodno nalazi 500 µL hranjive podloge. 24 h nakon transfekcije stanice su rasađene 

na dvadeset puta veću površinu u Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica u hranjivu 

podlogu uz dodatak antibiotika (geneticin ili puromicin, ovisno o korištenom plazmidu). 

Hranjiva podloga s antibiotikom mijenja se svaka 4 dana do pojave prvih kolonija 

stanica. Pojedinačne kolonije su izdvojene struganjem sa sterilnim plastičnim 
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nastavkom za mikropipetu i prenesene u bunariće pločice za uzgoj kulture stanica s 

96 bunarića u koje je prethodno dodano 150 µL hranjive podloge uz dodatak 

antibiotika. Klonovi su, nakon što su popunili bunarić pločice za uzgoj kulture stanica 

s 96 bunarića, prebačeni u pločicu za uzgoj kulture stanica s 24 i konačno, 6 bunarića. 

Klonovima koji su prekrili površinu bunarića u pločici sa 6 bunarića je provjerena 

uspješnost smanjenja ili povećanja proteina od interesa metodom protočne citometrije 

ili western blot. Nakon probira pozitivnih klonova, stanice su dalje uzgajane u hranjivoj 

podlozi bez antibiotika.  

 

3.2.10. Unutarstanično putovanje fluorescentno obilježenih adenovirusa 
 

Stanice su nasađene na stakalca u pločicu za uzgoj kulture stanica s 24 bunarića (2 x 

104 stanica po bunariću). Nakon nasađivanja stanice su transducirane (300 µL po 

bunariću) prema sljedećim uvjetima:  

 za pokus u kojemu se prati unutarstanično putovanje HAdV26 u A549 stanicama i 

klonovima A549-B4 te A549-E6 stanice su 48 h nakon nasađivanja transducirane 

s HAdV26-AF488 (MOI 5 x 104) i inkubirane 30 min na ledu te 2 h pri 37°C.  

 za pokus u kojemu se uspoređuje unutarstanično putovanje HAdV5, HAdV26 i 

HAdV35 u A549 staničnoj liniji, stanice su 48 h nakon nasađivanja transducirane s 

HAdV5-AF488, HAdV26-AF488 ili HAdV35-AF488 (svi MOI 1 x 104) i inkubirane 30 

min na ledu te 1 h pri 37°C. 

 za pokus u kojemu se uspoređuje unutarstanično putovanje HAdV5 i HAdV26 u pet 

vremenskih točaka, stanice su 48 h nakon nasađivanja transducirane s HAdV5-

AF488 (MOI 5 x 103) ili HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) i inkubirane 45 min na ledu 

te 0.5 h, 1 h, 2 h, 3 h ili 4 h pri 37°C. 

 za pokuse u kojima se prati unutarstanično putovanje HAdV nakon utišavanja 

dinamina-2, klatrina ili kaveolina-1, stanice su nakon 24 h utišane kako je opisano 

u poglavlju 3.2.8. 48 h nakon transfekcije sa specifičnim siRNA, stanice su 

transducirane s: HAdV5-AF488 (MOI 5 x 103) ili HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) i 

inkubirane 30 min na ledu te 1 h pri 37°C. 

 za pokuse u kojima se prati unutarstanično putovanje HAdV26 u A549-shCLTC 

klonovima i A549-shCAV-1 klonovima, stanice su 48 h nakon nasađivanja 
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transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) i inkubirane 30 min na ledu te 2 h pri 

37°C.  

Nakon transdukcije, nevezani virusi su isprani tri puta s PBSΔ, zatim su stanice 

fiksirane dodavanjem 2% otopine paraformaldehida (PFA) tijekom 12 min pri sobnoj 

temperaturi i potom dva puta isprane s PBSΔ. Dodan je amonijev klorid (NH4Cl, 25 

mM u PBSΔ) tijekom 10 min pri sobnoj temperaturi kako bi se smanjio fluorescentni 

signal molekula izvan stanica, nakon čega su stanice dva puta isprane s PBSΔ. 

Stanice su permeabilizirane dodavanjem PBSΔ-0.1% Triton X-100 tijekom 2 min pri 

sobnoj temperaturi, nakon čega su stanice dva puta isprane s PBSΔ i inkubirane s 

PBSΔ-3% BSA kroz 30 min pri sobnoj temperaturi kako bi se smanjilo nespecifično 

vezanje protutijela ili korištenih boja. U pokusima u kojima je fluorescentno obilježen 

protein od interesa (klatrin, dinamin-2, kaveolin-1), stanice su inkubirane s primarnim 

protutijelom 60 min pri sobnoj temperaturi, tri puta isprane s PBSΔ, inkubirane sa 

sekundarnim protutijelom 60 min pri sobnoj temperaturi u mraku te su stanice tri puta 

isprane s PBSΔ. Korištena primarna i sekundarna protutijela navedena su u Tablici 8. 

Stanicama je nakon inkubacije s PBSΔ-3% BSA ili protutijelima dodan faloidin tijekom 

20 min pri sobnoj temperaturi kako bi se fluorescentno obilježio aktin, nakon čega su 

stanice dva puta isprane s PBSΔ, jednom s diH2O te su uklopljene u medij za uklapanje 

koji sadrži DAPI kako bi se fluorescentno obilježile jezgre.  

Uzorci su snimani pomoću konfokalnog mikroskopa Leica TCS SP8 X (Leica 

Microsystems, Njemačka) koristeći HC PL APO CS2 63×/1.40 objektiv, a analizirani 

pomoću programa Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Njemačka) 

i ImageJ. Prikazana su reprezentativna vidna polja maksimalnih projekcija konfokalnih 

snimaka svih snimaljenih slojeva. Kvantifikacija uspješnosti internalizacije HAdV u 

stanice je prikazana kao broj viralnih čestica po stanici, uz prikazanu srednju vrijednost 

i standardne devijacije. N označava broj analiziranih stanica u pojedinom uzorku.  
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3.2.11. Unutarstanično putovanje HAdV26 i kolokalizacija s αvβ3 
integrinom, EEA1, LAMP1 ili Golgijevim tijelom 

 

Stanice su nasađene na stakalca u pločicu za uzgoj kulture stanica sa 24 bunarića (2 

x 104 stanica po bunariću). Nakon nasađivanja stanice su transducirane (300 µL po 

bunariću) prema sljedećim uvjetima: 

 za kolokalizaciju s αvβ3 integrinom, stanice su 48 h nakon nasađivanja 

transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 5 x 104) tijekom 30 min na ledu te 1 min pri 

37°C.  

 za kolokalizaciju s EEA1, LAMP1 ili Golgijevim tijelom, stanice su 48 h nakon 

nasađivanja transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) tijekom 30 min na ledu 

te određeno vremensko razdoblje pri 37°C. 

Nakon transdukcije, nevezani virusi su isprani dva puta s PBSΔ, zatim su stanice 

fiksirane dodavanjem 2% otopine paraformaldehida (PFA) tijekom 12 min pri sobnoj 

temperaturi i potom dva puta isprane s PBSΔ. Stanice su permeabilizirane 

dodavanjem PBSΔ-0.1% Triton X-100 tijekom 2 min pri sobnoj temperaturi, nakon 

čega su stanice dva puta isprane s PBSΔ i inkubirane s PBSΔ-3% BSA kroz 30 min 

pri sobnoj temperaturi. Stanice su inkubirane s primarnim protutijelom 60 min pri sobnoj 

temperaturi, tri puta isprane s PBSΔ, inkubirane sa sekundarnim protutijelom 60 min 

pri sobnoj temperaturi u mraku te su stanice tri puta isprane s PBSΔ. Korištena 

primarna i sekundarna protutijela navedena su u Tablici 8. U sljedećem koraku:  

 za kolokalizaciju s αvβ3 integrinom, stanice su dva puta isprane s PBSΔ, jednom s 

diH2O te su uklopljene u medij za uklapanje. 

 za kolokalizaciju s EEA1, LAMP1 ili Golgijevim tijelom, na stanice je dodan faloidin 

tijekom 20 min pri sobnoj temperaturi kako bi se fluorescentno obilježio aktin, nakon 

čega su stanice dva puta isprane s PBSΔ, jedan puta s diH2O te su uklopljene u 

medij za uklapanje koji sadrži DAPI kako bi se fluorescentno obilježile jezgre. 

Uzorci su snimani pomoću konfokalnog mikroskopa Leica TCS SP8 X (Leica 

Microsystems, Njemačka) koristeći HC PL APO CS2 63×/1.40 objektiv, a analizirani 

pomoću programa Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Njemačka) 

i ImageJ. Prikazane su reprezentativna vidna polja maksimalnih projekcija konfokalnih 
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snimaka po slojevima. Kvantifikacija kolokalizacije, prikazana kao % kolokalizacije, tj. 

udio viralnih čestica koje kolokaliziraju, određena je po slojevima konfokalnih snimaka. 

 

3.2.12. Istraživanje urođenog imunosnog odgovora stanica na infekciju s 
adenovirusima 

 

Stanice su nasađene u pločicu za uzgoj kulture stanica sa 6 bunarića (3 x 105 stanica 

po bunariću) te su nakon 24 h inkubirane s HAdV5, HAdV26 ili HAdV35 (za sve MOI 

104) ili u hranjivoj podlozi (kontrolni uzorak). Nakon 6 h i 24 h supernatant iznad stanica 

je skupljen u mikroepruvetu i spremljen pri -20°C do analize izlučenih citokina i 

kemokina ELISA metodom. Nakon 1 h, 3 h ili 6 h, stanice su isprane s PBSΔ (37°C, 

500 µL) te su potom stanice skupljene nakon odvajanja od podloge korištenjem tripsina 

(37°C, 500 µL). Stanice su centrifugirane 5 min pri 1100 x g, a talog stanica je korišten 

za izolaciju ukupne RNA iz stanica i adenoviralnih čestica. Za izdvajanje ukupne RNA 

korišten je komplet High Pure RNA Isolation Kit (Roche, SAD) prema uputama 

proizvođača. Koncentracija RNA određena je spektrofotometrijski mjerenjem 

asporbancije pri valnim duljinama 260 nm i 280 nm i izračunata prema formuli:  

𝛾ሺ𝑅𝑁𝐴ሻ ൌ 𝐴ଶ଺଴  ∙ 𝑅 ∙ 44.19 

 γ(RNA) – koncentracija RNA (µg/mL)

gdje je: 
A260 – izmjerena apsorbancija pri 260 

nm 

 R – razrjeđenje uzorka u diH2O 

 

Kao referentni uzorak pri mjerenju apsorbancije korišten je pufer za eluaciju iz 

kompleta High Pure RNA Isolation Kit (Roche, SAD). Kvaliteta RNA određena je 

računanjem omjera između A260/A280 koji iznosi između 1.8 i 2.1 te je dodatno 

provjerena elektroforezom na agaroznom gelu (rezultati nisu prikazani).  

Izolirana ukupna RNA korištena je za obrnuto prepisivanje (reverznu transkripciju, RT) 

pomoću kompleta High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems) prema uputama proizvođača. Sastav reakcijske smjese i uvjeti reakcije 

korišteni za sintezu jednolančane komplementarne DNA (cDNA) iz ukupne RNA 

navedeni su u Tablici 16.  
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Tablica 16. Koncentracije komponenata za jedan uzorak RT i uvjeti reakcije.  

Sastav reakcijske smjese 

komponenta volumen (µL) 

10 x RT pufer 2.0 

25 x dNTP (100 mM) 0.8 

10 x RT nasumične početnice  2.0 

reverzna transkriptaza Multi Scribe 1.0 

diH2O bez nukleaza 4.2 

Ukupno po reakciji: 10.0 

  

Uvjeti reakcije 

 1. ciklus 2. ciklus 3. ciklus 4. ciklus 

temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C 

trajanje 10 min 120 min 5 min  ∞ 

 

cDNA dobivena obrnutim prepisivanjem izdvojene ukupne RNA korištena je za 

određivanje ekspresije citokina i kemokina koji su potaknuti infekcijom s HAdV5, 

HAdV26 i HAdV35 te za određivanje ekspresije gena uključenih u inflamasom nakon 

infekcije stanica s HAdV26.  

 

3.2.13. Određivanje količine izlučenih citokina i kemokina nakon infekcije 
adenovirusima 

 

ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) je metoda pomoću koje su 

određene količine izlučenih citokina i kemokina nakon infekcije adenovirusima. ELISA 

se temelji na visokoj specifičnosti interakcija između protutijela i antigena te je ovom 

metodom moguće dokazati prisutnost i odrediti koncentraciju različith antigena. U 

ovom radu za ELISA metodu korišteni su IL-6, IL-8 i IL-1β Human Uncoated ELISA Kit 

(Invitrogen, USA) prema uputama proizvođača. Ukratko, korištena je tzv. Sandwich 

ELISA kod koje su ELISA pločice obložene s veznim protutijelom, nakon čega je dodan 

supernatant infekcije pri čemu dolazi do vezanja antigena na vezno protutijelo, a nakon 

toga je dodano detekcijsko protutijelo također specifično za drugi epitop istog antigena. 

Detekcijsko protutijelo ima vezan biotin stoga se dodavanjem avidin-HRP otopine 

avidin veže na biotin. HRP (engl. horseradish peroxidase) je enzim peroksidaza, 

izolirana iz hrena, koji prevodi naknadno dodani supstrat u kolorimetrijski produkt koji 

je kvantificiran spektrofotometrijski pri valnim duljinama od 570 nm i 450 nm.  
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3.2.14. Određivanje ekspresije citokina i kemokina koji su potaknuti 
infekcijom s adenovirusima 

 

Za određivanje ekspresije citokina i kemokina korištena je lančana reakcija 

polimerazom u stvarnom vremenu nakon obrnutog prepisivanja (engl. Real Time RT-

PCR). Metoda se sastoji od ponavljajućih ciklusa u kojima se cDNA denaturira nakon 

čega dolazi do vezanja specifičnih početnica za pojedini gen te do produljivanja 

početnica i sinteze komplementarnog lanca pomoću DNA polimeraze. Nakon svakog 

ciklusa mjeri se količina DNA određivanjem signala fluorescentne boje SYBR Green 

(Applied Biosystems, SAD) koja se veže na DNA (interkalira između lanaca 

dvolančane DNA) te je fluorescentni signal direktno proporcionalan broju kopija 

umnožene DNA. Kao finalni rezultat očitava se broj ciklusa (CT, engl. treshold cycle) u 

kojem emisija fluorescencije prijeđe postavljeni prag iznad nespecifičnog signala. 

Sastav reakcijske smjese i uvjeti reakcije prikazani su u Tablici 17. Za Real Time RT-

PCR korišten je uređaj StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Thermo Fischer 

Scientific, SAD). Program StepOneSoftware (v 2.3) (Applied Biosystems, SAD) je 

korišten za dobivanje CT vrijednosti. Rezultati su normalizirani prema ekspresiji 

jednoliko eksprimiranog gena GAPDH za dobivanje ΔΔCT, a relativna promjena je 

izračunata po standardnoj metodi 2- ΔΔC
T (Livak i Schmittegen, 2001).  

 

Tablica 17. Sastav reakcijske smjese i uvjeti reakcije Real Time PCR 

Sastav reakcijske smjese 

komponenta volumen (µL) 

cDNA (1/500) 6 

SYBR Green (2x) 7.5 

početnica 1 (10 µM) 0.6 

početnica 2 (10 µM) 0.6 

diH2O bez nukleaza 0.3 

Ukupno po reakciji: 15.0 

  

Uvjeti reakcije 

 
početna 

denaturacija 

40 ciklusa 

denaturacija 
sparivanje početnica 

produljivanje lanca DNA 

temperatura 95°C 95°C 60°C 

trajanje 10 min 15 s 1 min 
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3.2.15. Određivanje ekspresije gena uključenih u inflamasom nakon 
infekcije stanica s HAdV26 

 

Za određivanje ekspresije gena uključenih u inflamasom nakon infekcije stanica s 

HAdV26 korišten je komplet RT2 PCR Profiler Array (Qiagen, Njemačka) prema 

uputama proizvođača. Uzorci cDNA koji su korišteni su uzorak od 1 h nakon infekcije 

s HAdV26 i pripadajući kontrolni uzorak (1 h, neinficirane stanice). Rezultati su 

normalizirani prema ekspresiji jednoliko eksprimiranog gena GAPDH. Uvjeti rada su 

sljedeći: 10 min pri 95°C, zatim 40 ciklusa 15 s pri 95°C te 1 min pri 60°C.  

 

3.2.16. Analiza ekspresije proteina metodama SDS-PAGE i western blot 
 

Za analizu ekspresije proteina klatrina, dinamina-2 i kaveolina-1 nakon utišavanja gena 

transfekcijom siRNA ili za analizu ekspresije proteina klatrina i kaveolina-1 u A549-

shCLTC i A549-shCAV-1 klonovima korištene su metode SDS-PAGE i western blot. 

Denaturirajuća diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu pomoću natrij 

dodecil sulfata (engl. sodium dedecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-

PAGE) omogućuje razdvajanje proteina samo na temelju razlike u molekulskoj masi.  

Stanični lizati su skupljeni iz 3 x 105 stanica po uzorku nakon dodavanja vrućeg (96°C) 

pufera za nanošenje uzoraka 1 x SB (engl. sample buffer, 150 µL po uzorku) pomoću 

sterilne strugalice kojom su lizirane stanice odvojene od podloge. Stanični lizati su 

skupljeni u mikroepruvetu nakon čega su izloženi ultrazvuku (3 x 5 sekundi s 30% 

amplitude) i kratko centrifugirani te zagrijani pri 96°C tijekom 5 min.  

Gelovi su pripremljeni u plastičnim epruvetama od 50 mL i izlijevani u kalup za 

izlijevanje gela. Prvo se polimerizira gel za razdvajanje, u kojem proteini putuju samo 

na temelju razlike u molekulskoj masi, a zatim se na njega nadslojava gel za sabijanje, 

koji omogućava koncentriranje uzorka. Sastav gelova za sabijanje i razdvajanje 

prikazani su u Tablici 18.  
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Tablica 18. Sastav gelova za razdvajanje proteina metodom SDS-PAGE.  

Oznaka plazmida 

gel za sabijanje gel za razdvajanje 

5% 10% 

volumen (mL) 

diH2O 2.1 4.0 
akrilamid/bisakrilamid (30%) 0.5 3.3 

Tris-HCl pH 6.8 (0.5 M) 0.38 - 
Tris-HCl pH 8.8 (1.5 M) - 2.5 

10% (w/v) SDS 0.03 0.1 
10% (w/v) APS 0.03 0.1 

TEMED 0.003 0.006 
Ukupni volumen 3 10 

 

25 µL uzorka proteina je u gelu razdvojeno u Tris-glicinskom puferu za elektroforezu 

(pH 8.3) pri konstantnom naponu od 80 V. Kao standard za određivanje molekulskih 

masa nanešen je PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, 

SAD). Proteini su s gela preneseni na nitroceluloznu membranu veličine pora 0.45 μm 

(Amersham Pharmacia Biotech, Švedska) mokrim prijenosom u polju struje jakosti 400 

mA tijekom 90 minuta. Kako bi se provjerila uspješnost prijenosa proteina, membrana 

je obojana otopinom boje amidocrno tijekom 1 min na zibalici, nakon čega je 

odbojavana uzastopnim izmjenama svježe otopine za odbojavanje do pojave jasnih 

vrpci i tada je snimljena fotografija membrane. Membrana je zatim isprana u puferu 

TBST, blokirana u 5% nemasnom mlijeku u TBST puferu tijekom 1 h pri sobnoj 

temperaturi te zatim inkubirana preko noći pri 4°C s primarnim protutijelom (Tablica 8). 

Sljedeći dan je membrana isprana jednom tijekom 15 min i pet puta tijekom 5 min u 

puferu TBST, nakon čega je inkubirana s odgovarajućim sekundarnim protutijelom. 

Nakon ispiranja membrane jednom tijekom 15 min i pet puta tijekom 5 min u puferu 

TBST, vezanje sekundarnog protutijela je vizualizirano uz pomoć kemiluminiscentnog 

reagensa Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fischer Scientific, SAD) 

prema uputama proizvođača na uređaju ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, SAD). 

Kemiluminiscentni signal specifičnih vrpci te signal za bojanje ukupnih proteina 

(amidocrno) analizirani su pomoću programa ImageJ. Jačina signala za bojanje 

ukupnih proteina korištena je za normalizaciju rezultata.  
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3.2.17. Korištenje kemijskih inhibitora endocitoze 
 

Određivanje uspješnosti transdukcije, vezanja i unutarstaničnog putovanja HAdV26 te 

ekspresije proteina na površini stanica nakon korištenja kemijskih inhibitora slijedi 

sljedeće protokole:   

a) Određivanje uspješnosti transdukcije HAdV26:  

Stanice su nasađene u pločice za uzgoj kulture stanica s 12 bunarića (5 x 104 stanica 

po bunariću) te su nakon 24 h inkubirane u 500 µL hranjive podloge (kontrolni uzorak) 

ili razrjeđenju kemijskog inhibitora endocitoze. Nakon 30 min inkubacije u inkubatoru 

za uzgoj kultura stanica, stanice su tranducirane s HAdV u konačnom volumenu od 

500 µL (u hranjivoj podlozi (kontrolni uzorak) ili razrjeđenju kemijskog inhibitora 

endocitoze). Sljedeći koraci isti su kao oni opisani u poglavlju 3.2.5. 

b) Određivanje vezanja HAdV26: 

Stanice su nasađene u pločice za uzgoj kulture stanica sa 6 bunarića (3 x 105 stanica 

po bunariću) te su nakon 24 h inkubirane u 500 µL hranjive podloge (kontrolni uzorak) 

ili razrjeđenju pitstopa 2. Nakon inkubacije 30 min pri 37°C, stanice su 5 min ohlađene 

na ledu te je dodan HAdV26 (MOI 103). Za vezanje je razrjeđenje HAdV26 (500 µL) 

inkubirano na stanicama 1 h na ledu. Sljedeći koraci isti su kao oni opisani u poglavlju 

3.2.6. 

c) Unutarstanično putovanje   

Stanice su nasađene na stakalca u pločicu za uzgoj kulture stanica s 24 bunarića (2 x 

104 stanica po bunariću) te su nakon 48 h inkubirane u hranjivoj podlozi (kontrolni 

uzorak) ili pitstopu 2 kroz 30 min pri 37°C. Zatim je dodan HAdV26-AF488 (MOI 2 x 

104) i inkubiran 1 h pri 37°C. Nakon ispiranja nevezanih virusa dva puta s PBSΔ, 

stanice su u uvjetu bez oporavka fiksirane, dok su u uvjetu s oporavkom fiksirane 

nakon dodatne inkubacije 1 h pri 37°C u hranjivoj podlozi. Uzorcima je fluorescentno 

obilježen aktin korištenjem faloidina te jezgra korištenjem DAPI kako je opisano u 

poglavlju 3.2.10. 

d) Ekspresija receptora  

Metoda neizravne protočne citometrije je korištena za određivanje ekspresije proteina 

na površini stanica nakon djelovanja pitstopa 2. Stanice su nasađene u pločice za 
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uzgoj kulture stanica sa 6 bunarića (3 x 105 stanica po bunariću) te su nakon 24 h 

inkubirane u hranjivoj podlozi (kontrolni uzorak) ili pitstopu 2 kroz 1.5 h pri 37°C. Nakon 

toga, stanice su isprane dva puta s hladnim PBSΔ, odvojene od podloge hladnim 

tripsinom (4°C, 500 µL), a sljedeći koraci isti su kao oni opisani u poglavlju 3.2.7. 

U svim pokusima u kojima se koriste kemijski inhibitori endocitoze, hranjiva podloga je 

DMEM-FBS0.2%. 

 

3.2.18. Statistička obrada podataka 
 

Svi dobiveni rezultati analizirani su Student t-testom korištenjem programa GraphPad 

Prism i prikazani su kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). U opisu slike 

dobivenih rezultata naveden je broj ponavljanja pokusa, a oznakom zvjezdica (*) 

označen je statistički značaj dok „ns“ označava da nema statističkog značaja (ns, engl. 

non-significant).  
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4. REZULTATI  
 

4.1. Uspješnost transdukcije epitelnih stanica čovjeka s HAdV26 ovisi o 
količini αv integrina na površini stanica 

 

Koristeći stanične linije A549 i SK-OV-3 u grupi dr. sc. Majhen u kojoj je izrađena ova 

doktorska disertacija je pokazano da HAdV26 transducira stanice epitela čovjeka sa 

smanjenom uspješnosti u odnosu na HAdV5 i HAdV35 (Nestić i sur., 2019). Nadalje, 

smanjenjem ekspresije proteina CAR, CD46 i αv integrina transfekcijom specifičnim 

siRNA, zasebno i u svim kombinacijama po dvoje ili korištenjem blokirajućih protu-

CAR, -CD46 i -αv integrin protutijela, pokazano je da CAR i CD46 nemaju utjecaj na 

uspješnost transdukcije s HAdV26, dok smanjena ekspresija ili nedostupnost αv 

integrina značajno smanjuju uspješnost transdukcije s HAdV26. Da bi se dodatno 

utvrdila uloga CAR i CD46 u uspješnosti transdukcije s HAdV26 korištena je stanična 

linija CHO (stanice ovarija kineskog hrčka, engl. Chinese Hamster Ovary cells) s 

pripadajućim klonovima koji imaju povećano eksprimirane proteine CAR (CHO-CAR) 

ili CD46 (CHO-BC1) (Trinh i sur., 2012). Pokazano je da povećana ekspresija CAR 

povećava uspješnu transdukciju s HAdV5, a nema utjecaj na uspješnost transdukcije 

s HAdV26, dok povećana ekspresija CD46 povećava uspješnost transdukcije s 

HAdV35, a nema utjecaj na uspješnost transdukcije s HAdV26. Da su αv integrini nužni 

za uspješnu transdukciju s HAdV26 pokazano je i u varijantama stanične linije 

melanoma M21: M21L (αv integrin negativne stanice) i M21L4 (αv integrin pozitivne 

stanice) (Petitclerc i sur., 1999), gdje je uspješna transdukcija s HAdV26 bila značajno 

viša u staničnoj liniji M21L4 nego u M21L. Na temelju preliminarnih rezultata 

pretpostavljeno je da HAdV26 za uspješnu transdukciju epitelnih stanica koristi αv 

integrine, dok CAR i CD46 nisu ključne molekule za uspješnu transdukciju s HAdV26.  

Nužnost αv integrina za uspješnu transdukciju HAdV26 dodatno je potvrđena i u ovom 

radu mjerenjem uspješnosti transdukcije HAdV26 u staničnoj liniji melanoma MDA-

MB-435S i pripadajućem klonu 3αV sa smanjenom površinskom ekspresijom αv 

integrina (Paradžik i sur., 2020). Klon 3αV ima gotovo 20 puta sniženu uspješnost 

transdukcije s HAdV26 u odnosu na roditeljsku staničnu liniju, što upućuje da su αv 

integrini izrazito važni za uspješnu transdukciju s HAdV26 (Slika 8). 
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✱✱✱

 

Slika 8. Uspješnost transdukcije HAdV26 u MDA-MB-435S stanicama te klonu 3αv sa stabilno 
utišanim αv integrinom. Stanice su transducirane s HAdV26 (MOI 104), a uspješnost transdukcije je 
određena protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od dva pokusa sa sličnim rezultatima kao 
MFI relativno prema MDA-MB-435S ± SD. (*** P < 0,001).  

 

Uspješnost transdukcije s HAdV26 je 4 puta viša u staničnoj liniji SK-OV-3 u odnosu 

na A549 (Slika 9), što može biti posljedica boljeg vezanja virusa na receptore na 

površini stanice i/ili njihove bolje internalizacije u stanicu. Mjerenjem vezanja i 

internalizacije HAdV26 u navedenim staničnim linijama pokazano je da se HAdV26 

značajno bolje veže te bolje internalizira u SK-OV-3 staničnoj liniji nego A549 (Slika 

10).  

 

✱✱

 

Slika 9. Uspješnost transdukcije HAdV26 u A549 i SK-OV-3 staničnoj liniji. Stanice su 
transducirane s HAdV26 (MOI 104), a uspješnost transdukcije je određena protočnom citometrijom. 
Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema A549 ± SD. (** 
P < 0,01).  
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Slika 10. Vezanje (A) i internalizacija (B) HAdV26 u A549 i SK-OV-3 staničnim linijama. Stanice su 
inkubirane s HAdV26 (MOI 103) te je nakon vezanja ili internalizacije virusa iz taloga stanica izolirana 
ukupna DNA (stanična i viralna) korištena za kvantifikaciju viralne DNA metodom Real Time PCR s 
početnicama specifičnim za CMV regiju virusa. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim 
rezultatima kao 2-ΔΔCt vrijednosti relativno u odnosu na A549 stanice ± SD. (** P < 0,01; *** P < 0,001). 

 

 

4.2. αvβ3 integrin neophodan je za uspješnu infekciju s HAdV26 
 

Prvi korak u infekciji adenovirusom je vezanje na receptor na površini ciljne stanice. S 

obzirom da se HAdV26 veže gotovo 3 puta bolje na površinu SK-OV-3 u odnosu na 

A549 stanice napravljena je analiza površinske ekspresije CAR, CD46 te αv, αvβ3 i 

αvβ5 integrina na ovim staničnim linijama (Slika 11). Stanična linija A549 ima visoku 

ekspresiju CAR, dok stanična linija SK-OV-3 ima vrlo nisku ekspresiju CAR. Navedene 

stanične linije imaju usporedivu površinsku ekspresiju CD46 i αv integrina, no stanična 

linija SK-OV-3 ipak ima neznatno višu ekspresiju oba proteina. Razlike postoje u 

ekspresiji αvβ3 i αvβ5 integrina, gdje stanična linija A549 u odnosu na SK-OV-3 ima 

nižu ekspresiju αvβ3 integrina, a višu ekspresiju αvβ5 integrina.  
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Slika 11. Površinska ekspresija CAR, CD46 te αv, αvβ3 i αvβ5 integrina na staničnim linijama 
A549 i SK-OV-3 prikazana kao histogrami (A) ili kao MFI vrijednosti (B). Histogrami tankih linija 
predstavljaju izotipske kontrole, a debljih linija ekspresiju odgovarajućeg proteina. Rezultati pod A su 
kvantificirani kao MFI vrijednosti i uspoređeni po odgovarajućim proteinima za stanične linije A549 i SK-
OV-3.  

 

S obzirom da je prethodno pokazano da smanjenje količine ili dostupnosti αv integrina 

u obje promatrane stanične linije, A549 i SK-OV-3, uzrokuje značajan pad uspješnosti 

transdukcije s HAdV26, u A549 stanicama je povećana ekspresija αv integrina 

stabilnom transfekcijom plazmidom koji kodira za αv integrin. Izdvojena su tri A549-αv 

klona koji u odnosu na roditeljske A549 stanice pokazuju povećanu ekspresiju αv 

integrina: A549-D4, A549-F1, A549-E6 (Slika 12). S obzirom da αv podjedinica 

integrina može stupiti u interakciju s β1, β3, β5, β6 i β8 podjedinicom integrina na 
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izdvojenim klonovima je osim ekspresije αv integrina izmjerena i ekspresija 

heterodimera αvβ3 i αvβ5 integrina te β1 podjedinice integrina. Kako stanična linija 

A549 ne eksprimira β6 i β8 podjedinice integrina (217), heterodimeri αvβ6 i αvβ8 nisu 

mjereni. Dodatno, zbog nepostojanja protutijela specifičnog za heterodimer αvβ1 

integrin, određena je samo količina β1 podjedinice integrina. Povećanje ekspresije αv 

integrina nije značajno promijenilo površinsku ekspresiju αvβ5 integrina i β1 

podjedinice integrina, ali je zato značajno povećalo površinsku ekspresiju αvβ3 

integrina i to tako da s povećanjem ekspresije αv integrina raste i ekspresija αvβ3 

integrina, pri čemu klon A549-E6 koji ima najveću ekspresiju αv integrina ima 30 puta 

veću ekspresiju αvβ3 integrina u odnosu na A549 stanice.  

 

 

Slika 12. Površinska ekspresija αv, β1, αvβ3 i αvβ5 integrina na staničnoj liniji A549 i A549-αv 
klonovima. Histogrami tankih linija predstavljaju izotipske kontrole za A549 (sivom bojom) i 
odgovarajući A549-αv klon (plavom bojom), sivo ispunjeni histogrami predstavljaju odgovarajući protein 
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u A549, a histogrami označeni debljom plavom linijom predstavljaju ekspresiju odgovarajućeg proteina 
u pojedinom A549-αv klonu. Desno prikazani grafovi su kvantificirani histogrami kao MFI vrijednosti i 
uspoređeni po odgovarajućim proteinima za A549-αv klonove u odnosu na staničnu liniju A549. 
Narančasta linija predstavlja ekspresiju αv integrina u A549 stanicama.  

 

Kako bi se utvrdilo kakav utjecaj na infekciju s HAdV26 ima povećanje površinske 

ekspresije αv integrina, određeno je vezanje, internalizacija i uspješnost transdukcije 

HAdV26 u staničnoj liniji A549 i A549-αv klonovima (Slika 13). HAdV26 se veže na 

A549-αv klonove 1.5 puta bolje od A549, a samo u klon A549-E6 HAdV26 internalizira 

1.5 puta bolje u odnosu na A549. Međutim, uspješnost transdukcije s HAdV26 je veća 

u sva tri A549-αv klona, osobito u klonu A549-E6 gdje je uspješnost transdukcije s 

HAdV26 u odnosu na A549 povećana gotovo 6 puta. Klon A549-E6 ima najveću 

površinsku ekspresiju αv integrina te je u odnosu na A549 pokazao povećanje u 

vezanju, internalizaciji i uspješnosti transdukcije s HAdV26. Ovi podaci potvrđuju da 

αv integrin ima važnu ulogu u vezanju i transdukciji s HAdV26.  

 

 

Slika 13. Vezanje (A) i internalizacija (B) HAdV26 u A549 stanicama i A549-αv klonovima. Stanice 
su inkubirane s HAdV26 (MOI 103) te je nakon vezanja ili internalizacije virusa iz taloga stanica izolirana 
ukupna DNA (stanična i viralna) korištena za kvantifikaciju viralne DNA metodom Real Time PCR s 
početnicama specifičnim za CMV regiju virusa. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim 
rezultatima kao 2-ΔΔCt vrijednosti relativno u odnosu na A549 stanice ± SD. (* P < 0,05). Uspješnost 
transdukcije (C) A549 stanica i A549-αv klonova s HAdV26. Stanice su transducirane s HAdV26 
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(MOI 104), a uspješnost transdukcije je određena protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog 
od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema A549 ± SD. (* P < 0,05; ** P < 0,01).  

  

S obzirom da A549-E6 klon u odnosu na A549 i druge A549-αv klonove također ima 

najveću površinsku ekspresiju αvβ3 integrina pretpostavljeno je da je među αv 

integrinima upravo αvβ3 integrin molekula odgovorna za uspješnu transdukciju s 

HAdV26. Stoga su A549 stanice stabilno transficirane plazmidom koji kodira za β3 

podjedinicu integrina. Izdvojeni su A549-β3 klonovi koji pokazuju povećanu ekspresiju 

β3 integrina: A549-B1, A549-B3, A549-B4 (Slika 14). Pritom se A549-β3 klonovi 

međusobno i u usporedbi s A549 stanicama ne razlikuju značajno po ekspresiji αv, 

αvβ5 i β1 integrina.  

 

Slika 14. Površinska ekspresija αv, β1, αvβ3 i αvβ5 integrina na staničnoj liniji A549 i A549-β3 
klonovima. Histogrami tankih linija predstavljaju izotipske kontrole za A549 (sivom bojom) i 
odgovarajući A549-β3 klon (plavom bojom), sivo ispunjeni histogrami predstavljaju odgovarajući protein 
u A549, a histogrami označeni debljom plavom linijom predstavljaju ekspresiju odgovarajućeg proteina 
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u pojedinom A549-β3 klonu. Desno prikazani grafovi su kvantificirani histogrami kao MFI vrijednosti i 
uspoređeni po odgovarajućim proteinima za A549-αv klonove u odnosu na staničnu liniju A549. 
Narančasta linija predstavlja ekspresiju αvβ3 integrina u A549 stanicama. 

 

Vezanje i internalizacija HAdV26 nisu povećani kod A549-β3 klonova u odnosu na 

A549 stanice, ali uspješnost transdukcije je značajno povećana na način da s 

povišenjem ekspresije αvβ3 integrina raste i uspješnost transdukcije s HAdV26 (Slika 

15). Uspješnost transdukcije je kod klona A549-B1 1.6 puta, kod klona A549-B3 3.8 

puta te kod klona A549-B4 5.4 puta viša u odnosu na A549.  

 

 

Slika 15. Vezanje (A) i internalizacija (B) HAdV26 u A549 stanicama i A549-β3 klonovima. Stanice 
su inkubirane s HAdV26 (MOI 103) te je nakon vezanja ili internalizacije virusa iz taloga stanica izolirana 
ukupna DNA (stanična i viralna) korištena za kvantifikaciju viralne DNA metodom Real Time PCR s 
početnicama specifičnim za CMV regiju virusa. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim 
rezultatima kao 2-ΔΔCt vrijednosti relativno u odnosu na A549 stanice ± SD. Uspješnost transdukcije 
(C) A549 stanica i A549-β3 klonova s HAdV26. Stanice su transducirane s HAdV26 (MOI 104), a 
uspješnost transdukcije je određena protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa 
sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema A549 ± SD. (* P < 0,05; ** P < 0,01).  

 

Da povećana površinska ekspresija αvβ3 integrina povećava uspješnost transdukcije 

s HAdV26 potvrđeno je i na staničnoj liniji HEp2 s pripadajućim klonovima koji imaju 

povećanu ekspresiju αvβ3 integrina (Ambriović-Ristov i sur., 2004). Uspješnost 
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transdukcije s HAdV26 kod klonova HEp2-K4 i HEp2-K1 je povećana u odnosu na 

roditeljske HEp2 stanice i to na način da povećana uspješnost transdukcije prati 

povećanu ekspresiju αvβ3 integrina. Uspješnost transdukcije je u odnosu na HEp2 

stanice povećana 1.5 puta kod klona HEp2-K4 te 2.5 puta kod klona HEp2-K1 (Slika 

16).  

 

 

Slika 16. Uspješnost transdukcije s HAdV26 na HEp2 stanicama te HEp2-β3 klonovima sa 
stabilno povećanom ekspresijom β3 integrina. Stanice su transducirane s HAdV26 (MOI 104), a 
uspješnost transdukcije je određena protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od dva pokusa 
sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema HEp2. Dolje prikazani trokuti pokazuju smjer povećanja 
ekspresije αvβ3 integrina (narančasto) i smanjenja ekspresije αvβ5 integrina (plavo).  

 

Uspješnost transdukcije s HAdV26 u klonu HEp2-K9 koji ima najveću ekspresiju αvβ3 

integrina na površini stanica usporediva je s roditeljskim HEp2 stanicama. Osim što 

ima najveću ekspresiju αvβ3 integrina, klon HEp2-K9 ima izrazito smanjenu ekspresiju 

αvβ5 integrina koji je odgovoran za uspješno oslobađanje adenovirusa iz endosoma 

pa je moguće pretpostaviti da je to razlog smanjene uspješnosti transdukcije s 

HAdV26. Isti učinak pokazali su i Majhen i sur. (2009) nakon transdukcije klona HEp2-

K9 s HAdV5.  
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4.3. HAdV26 povećano ulazi u stanice s povećanom ekspresijom αvβ3 
integrina i kolokalizira s αvβ3 integrinom 

 

Kako bi se detaljnije istražila povezanost između povećane uspješnosti transdukcije s 

HAdV26 i povećane ekspresije αvβ3 integrina na površini stanica, istraženo je 

unutarstanično putovanje fluorescentno obilježenog HAdV26 u staničnoj liniji A549 i 

klonovima A549-B4 (A549-β3 klon) te A549-E6 (A549-αv klon) korištenjem 

konfokalnog mikroskopa. HAdV26 je obilježen bojom AF488-5TFP koja se veže 

amidnom vezom na primarne amine proteina kapside adenovirusa i koja je stabilna pri 

neutralnom pH tijekom nekoliko sati.  

Stanice su transducirane s fluorescentno obilježenim HAdV26 (HAdV26-AF488) i 

nakon 2 h fiksirane kako bi se utvrdio broj i unutarstanični smještaj uspješno 

internaliziranih adenoviralnih čestica. U A549 staničnoj liniji nalaze se prosječno 22 

adenoviralne čestice po stanici, dok se u klonovima s povećanom ekspresijom αvβ3 

integrina nalazi više adenoviralnih čestica po stanici, točnije 40 kod A549-B4 i 82 kod 

A549-E6 (Slika 17). Kako klon A549-E6 ima veću ekspresiju αvβ3 integrina na površini 

stanica može se zaključiti da povećanje ekspresije αvβ3 integrina na površini stanica 

povećava internalizaciju i uspješnost transdukcije s HAdV26.  
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Slika 17. Unutarstanično putovanje HAdV26 u A549 stanicama i klonovima s povećanom 
ekspresijom αvβ3 integrina (A). Stanice su transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 5 x 104) tijekom 2 h 
pri 37°C. Prikazana su reprezentativna vidna polja. Zeleno – HAdV26-AF488, crveno – aktin (faloidin), 
plavo – jezgra (DAPI). Prikazane su maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po slojevima. 
Kvantifikacija uspješnosti internalizacije virusa (B) prikazana kao broj viralnih čestica po stanici. 
Simbol prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju srednju vrijednost ± SD. N 
označava broj analiziranih stanica. (**** P < 0,0001). 
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Kako bismo provjerili da li se HAdV26 veže na αvβ3 integrin, konfokalnim mikroskopom  

je ispitana kolokalizacija između fluorescentno obilježenog HAdV26 i αvβ3 integrina u 

klonu A549-E6 (Slika 18). Analizirano je ukupno 59 virusa koji su vezani na površini 9 

stanica klona A549-E6. Gotovo 80% HAdV26 kolokalizira s αvβ3 integrinom. Ovi 

rezultati dodatno potvrđuju pretpostavku da je αvβ3 integrin receptor za HAdV26 u 

epitelnim stanicama čovjeka.   

 

Slika 18. Kolokalizacija HAdV26 s αvβ3 integrinom u A549-E6 stanicama (A). Stanice su inkubirane 
s HAdV26-AF488 (MOI 5 x 104) na ledu tijekom 30 min te potom 1 min pri 37°C, a αvβ3 integrin je 
fluorescentno obilježen korištenjem specifičnog protutijela. Prikazana je reprezentativna slika dobivena 
konfokalnim mikroskopom. Sive strelice označavaju kolokalizaciju, dok zelene strelice prikazuju 
odsutnost kolokalizacije. Kvantifikacija kolokalizacije (B) pokazuje postotak HAdV26-AF488 koji su 
kolokalizirali s αvβ3 integrinom. Analizirano je 9 stanica inficiranih s 59 adenoviralnih čestica.  

 

4.4. Usporedba unutarstaničnog putovanja HAdV5, HAdV26 i HAdV35 u A549 
staničnoj liniji 

 

Nakon uspješne identifikacije receptora koji je neophodan za uspješnu transdukciju 

epitelnih stanica s HAdV26, sljedeći korak bio je istražiti kojim tipom endocitoze 

HAdV26 ulazi u stanice. U tu svrhu u staničnoj liniji A549 konfokalnom mikroskopijom 

je uspoređeno unutarstanično putovanje fluorescentno obilježenih HAdV26 u odnosu 

na HAdV5 i HAdV35 (Slika 19). Nakon inkubacije fluorescentno obilježenih HAdV na 

A549 1 h pri 37°C pokazano je da se većina HAdV5 nalazi u neposrednoj blizini jezgre, 

HAdV26 je raspršen po stanici dok se HAdV35 uglavnom nalazi grupiran u većem 

području pokraj jezgre. Pritom HAdV5 i HAdV26 daju jasan točkast signal. Za razliku 
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od njih, HAdV35 ne daje jasno odvojen točkast signal, već signal čine nakupine i mrlje 

jačeg ili slabijeg intenziteta.  

 

 

Slika 19. Unutarstanično putovanje HAdV5, HAdV26 i HAdV35 u A549 staničnoj liniji. Stanice su 
transducirane s HAdV-AF488 (MOI 104). Prikazana su reprezentativna vidna polja. Zeleno – HAdV-
AF488, crveno – aktin (faloidin), plavo – jezgra (DAPI). Prikazane su maksimalne projekcije konfokalnih 
snimaka po slojevima. Bijeli okvir označava područje koje je uvećano u trećem redu slike.  

 

Analiza unutarstaničnog putovanja pokazuje da se unutar sat vremena HAdV5 već 

nalazi u neposrednoj blizini jezgre, dok je HAdV26 raspršen po cijeloj citoplazmi 

stanice, stoga je napravljena usporedba unutarstaničnog putovanja HAdV26 i HAdV5 

kroz dulje vremensko razdoblje (Slika 20). Unutarstanični smještaj HAdV26 i HAdV5 

promatran je u pet vremenskih točaka: 0.5 h, 1 h, 2 h, 3 h i 4 h nakon što su stanice s 
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virusima vezanima na površini premještene na 37°C čime se omogućuje njihova 

endocitoza.  

Kod HAdV5 već nakon 1 h većina virusa dođe u blizinu jezgre i tamo se virusi 

nakupljaju na samoj jezgri, dok se HAdV26 u razdoblju do 1 h nalazi raspršen po 

stanici, a nakon toga se nalazi u širem perinuklearnom području. Ni nakon 4 h se ne 

primjećuje povećano nakupljanje HAdV26 u području jezgre, već se većina viralnih 

čestica nalazi grupirano na jednoj strani u širem perinuklearnom području. Tijekom 

vremena, prosječan broj viralnih čestica po stanici ostaje isti za oba serotipa HAdV 

(Slika 20 C). 
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Slika 20. Unutarstanično putovanje HAdV5 (A) i HAdV26 (B) u A549 tijekom razdoblja od 0.5 h do 
4 h. Stanice su s HAdV-AF488 (HAdV5 MOI 5 x 103, HAdV26 MOI 2 x 104) inkubirane na ledu, a potom 
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tijekom 0.5 h do 4 h pri 37°C. Prikazana su reprezentativna vidna polja. Zeleno – HAdV-AF488, crveno 
– aktin (faloidin), plavo – jezgra (DAPI). Prikazane su maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po 
slojevima. Bijeli okvir označava područje koje je uvećano u trećem redu slika pod A i B. Kvantifikacija 
uspješnosti internalizacije virusa (C) prikazana kao broj viralnih čestica po stanici. Simbol prikazuje 
broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju srednju vrijednost ± SD. N označava broj 
analiziranih stanica. 

 

4.5. Uloga dinamina-2, klatrina i kaveolina-1 u uspješnosti transdukcije s 
HAdV5, HAdV26 i HAdV35 u A549 i A549-E6 stanicama 

 

S obzirom da je uočeno da se unutarstanično putovanje HAdV26 značajno razlikuje u 

odnosu na HAdV5 i HAdV35, u nastavku istraživanja istraženo je koju vrstu endocitoze 

HAdV26 koristi za ulazak u stanice. Endocitoza HAdV26 te HAdV5 i HAdV35 istražena 

je na staničnoj liniji A549 i klonu A549-E6 koji zbog povećane površinske ekspresije 

αvβ3 integrina pokazuje povećanu uspješnost transdukcije s HAdV26 u odnosu na 

A549 stanice.  

U literaturi su klatrinom i kaveolinom posredovane endocitoze opisane kao najčešće 

receptor-posredovane endocitoze koje adenovirusi koriste za ulazak u stanice (Meier 

i Greber, 2004). U nastavku istraživanja ispitana je uloga klatrina, kaveolin-1 i 

dinamina-2, molekula za koje je poznato da su uključene u ulazak adenovirusa u 

stanicu i to na način da im se smanjila količina u promatranim stanicama. Za utišavanje 

ovih molekula korištene su specifične siRNA. 

Na Slici 21 se vidi da je utišavanje odabranih proteina u obje stanične linije bilo 

uspješno i specifično. Nakon utišavanja, razine ekspresije klatrina, dinamina-2 i 

kaveolina-1 su manje od 50% u odnosu na razine ekspresije navedenih proteina nakon 

utišavanja s kontrolnom siRNA (si(-)). Pritom utišavanje pojedinog proteina nije 

promijenilo ekspresiju preostala dva proteina, jedino je utišavanje klatrina pokazalo 

1.75 puta povećanu ekspresiju dinamina-2 u klonu A549-E6.  
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Slika 21. Relativna ekspresija klatrina, dinamina-2 i kaveolina-1 u A549 i A549-E6 stanicama 
nakon utišavanja specifičnim siRNA. Proteini su utišani korištenjem specifičnih siRNA te razdvojeni 
SDS-PAGE i analizirani metodom western blot korištenjem specifičnih protutijela. Prikazan je rezultat 
jednog od dva pokusa sa sličnim rezultatima kao kemiluminiscentni signal specifičnih vrpci te signala za 
bojanje ukupnih proteina (amidocrno) korištenog za normalizaciju (A). Denzitometrija za klatrin (CLTC) 
(B), dinamin-2 (DNM2) (C) te kaveolin-1 (CAV-1) (D) prikazana je relativno u odnosu na si(-). 

 

Korištenje siRNA može izazvati promjene u ekspresiji neciljnih proteina što za 

posljedicu može imati promjene u vijabilnosti stanica neovisno o promjeni ciljanih 

proteina (Feodorov i sur., 2006). Također, utišavanje ključnih molekula pojedinog tipa 

endocitoze može narušiti recikliranje molekula prisutnih na površini stanice (Maxfield i 
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McGraw, 2004) i time promijeniti njihovu količinu na površini stanica. Stoga je istražen 

utjecaj utišavanja klatrina i kaveolina-1 na površinsku ekspresiju adenoviralnih 

receptora (Slika 22). Utišavanje klatrina značajno povećava ekspresiju CAR, CD46, αv 

te αvβ3 integrina u A549 staničnoj liniji kao i u klonu A549-E6. Količina αvβ5 integrina 

na površini stanica nije bitno promijenjena ili je tek nešto smanjena i općenito je niska. 

Utišavanje kaveolina-1 također povećava količinu CAR i αvβ3 integrina na površini 

A549 i A549-E6 stanica, ali manje nego što to povećava utišavanje klatrina. Količina 

CD46 i αv integrina nije značajno promijenjena nakon utišavanja kaveolina-1, dok je 

količina αvβ5 integrina smanjena.  

Slika 22. Površinska ekspresija αv, αvβ3 i αvβ5 integrina te CAR i CD46 na staničnoj liniji A549 i 
A549-E6 klonu nakon utišavanja klatrina ili kaveolina-1. Histogrami tankih linija predstavljaju 
izotipske kontrole, a debljih linija ekspresiju odgovarajućeg proteina za si(-) (crnom bojom), si(CLTC) 
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(plavom bojom), si(CAV-1) (narančastom bojom). Desno prikazani grafovi su kvantificirani histogrami 
kao MFI vrijednosti.  

 

Utjecaj utišavanja klatrina, dinamina-2 i kaveolina-1 specifičnim siRNA na endocitozu 

HAdV5, HAdV26 i HAdV35 određen je mjerenjem uspješnosti transdukcije s 

navedenim HAdV (Slika 23). Uočeno je da utišavanje svake od ovih molekula ima 

različit utjecaj na uspješnost transdukcije HAdV5, HAdV26 i HAdV35 što je u nastavku 

istraživanja detaljnije istraženo. Osim na razini uspješnosti transdukcije koja daje 

informaciju o količini uspješno dopremljenog genoma HAdV u jezgru stanice, utjecaj 

utišavanja klatrina, dinamina-2 i kaveolina-1 specifičnim siRNA praćen je i 

određivanjem broja uspješno internaliziranih fluorescentno obilježenih HAdV5 i 

HAdV26 u staničnoj liniji A549 (Slike 24, 25, 30). 
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Slika 23. Uspješnost transdukcije A549 i A549-E6 stanica s HAdV5 (A), HAdV26 (B) i HAdV35 (C) 
nakon utišavanja klatrina (CLTC), dinamina-2 (DNM2) i kaveolina-1 (CAV-1). Stanice su 
transducirane s HAdV26 (MOI 104) nakon utišavanja proteina korištenjem specifičnih siRNA, a 
uspješnost transdukcije je određena protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa 
sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema si(-) ± SD. (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001).  
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4.5.1. Utišavanje dinamina-2 smanjuje uspješnost transdukcije s HAdV5, 
HAdV26 i HAdV35 u A549 i A549-E6 stanicama te smanjuje broj uspješno 
internaliziranih HAdV5 i HAdV26 u A549 stanicama 

 

U obje stanične linije, A549 i A549-E6, utišavanje dinamina-2 značajno smanjuje 

uspješnost transdukcije sva tri ispitana serotipa HAdV, i to HAdV5 3.3 puta u A549 i 

4.5 puta u A549-E6, HAdV26 1.4 puta u A549 i 2.3 puta u A549-E6, dok HAdV35 2.9 

puta u A549 te 3.3 puta u A549-E6 (Slika 23).  

Utišavanje dinamina-2 u A549 staničnoj liniji smanjuje također broj uspješno 

internaliziranih HAdV5 (1.5 puta) i HAdV26 (1.2 puta), pri čemu značajnije smanjuje 

internalizaciju HAdV5 što je u skladu s rezultatima uspješnosti transdukcije HAdV5 i 

HAdV26 nakon utišavanja dinamina-2 (Slika 24). 

Ovakvi rezultati upućuju da je endocitoza sva tri ispitana serotipa HAdV u staničnim 

linijama A549 i A549-E6 ovisna o dinaminu-2. 
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Slika 24. Unutarstanično putovanje HAdV5 i HAdV26 u A549 stanice nakon utišavanja dinamina-
2 (A). Stanice su transducirane s HAdV5-AF488 (MOI 5 x 103) ili HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) tijekom 
1 h pri 37°C. Korištenjem specifičnih protutijela fluorescentno je obilježen dinamin-2 (DNM2). Zeleno – 
HAdV5- ili HAdV26-AF488, crveno – aktin (faloidin), plavo – jezgra (DAPI), magenta – DNM2. Prikazane 
su maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po slojevima. Kvantifikacija uspješnosti 
internalizacije HAdV5 i HAdV26 u A549 stanice nakon utišavanja dinamina-2 (B) prikazana kao 
broj viralnih čestica po stanici. Simbol prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju 
srednju vrijednost ± SD. N označava broj analiziranih stanica. (* P < 0,05; *** P < 0,001). 
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4.5.2. Utišavanje klatrina značajno povećava uspješnost transdukcije i 
internalizacije HAdV26 u A549 staničnoj liniji uslijed povećane ekspresije 
αvβ3 integrina  

 

Ispitivanjem uspješnosti transdukcije nakon utišavanje klatrina pokazano je značajno 

povećanje uspješnosti transdukcije s HAdV26 u A549 stanicama i to 4.7 puta u odnosu 

na kontrolne stanice (si(-)), dok u klonu A549-E6 utišavanje klatrina ne mijenja 

uspješnost transdukcije s HAdV26 (Slika 23). Neočekivano, utišavanje klatrina 

povećava uspješnost transdukcije s HAdV5, 2.4 puta u A549 i 3.2 puta u A549-E6 što 

nije u skladu s literaturnim podacima gdje je za HAdV5 pokazano da je upravo 

klatrinom posredovana endocitoza glavni tip endocitoze kojom HAdV5 ulazi u stanice 

(73, 242). Utišavanje klatrina značajno povećava i uspješnost transdukcije s HAdV35, 

2.6 puta u A549 i 1.5 puta u A549-E6. Dakle, smanjenje ekspresije klatrina utišavanjem 

specifičnom siRNA povećava endocitozu adenovirusa različith serotipova u staničnoj 

liniji A549, dok klon A549-E6 s povećanom ekspresijom αvβ3 integrina ne pokazuje 

povećanu uspješnost transdukcije s HAdV26. Ovakvi rezultati upućuju da promjena u 

ekspresiji αvβ3 integrina može mijenjati endocitozu HAdV26. 

Utišavanjem klatrina povećan je broj uspješno internaliziranih HAdV5 (1.7 puta) i 

HAdV26 (1.9 puta) u A549 stanicama što je u skladu s uspješnosti transdukcije HAdV5 

i HAdV26 nakon utišavanja klatrina (Slika 25). 
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Slika 25. Unutarstanično putovanje HAdV5 i HAdV26 u A549 stanice nakon utišavanja klatrina 
(A). Stanice su transducirane s HAdV5-AF488 (MOI 5 x 103) ili HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) tijekom 1 
h pri 37°C. Korištenjem specifičnih protutijela fluorescentno je obilježen klatrin (CLTC). Zeleno – HAdV5- 
ili HAdV26-AF488, crveno – aktin (faloidin), plavo – jezgra (DAPI), magenta – CLTC. Prikazane su 
maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po slojevima. Kvantifikacija uspješnosti internalizacije 
HAdV5 i HAdV26 u A549 stanice nakon utišavanja klatrina (B) prikazana kao broj viralnih čestica po 
stanici. Simbol prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju srednju vrijednost ± SD. 
N označava broj analiziranih stanica. (**** P < 0,0001). 

 



 

75 
 

S obzirom da su količine primarnog receptora CAR te sekundarnog receptora αvβ3 

integrina za HAdV5, αvβ3 integrina za HAdV26 te CD46 za HAdV35 značajno 

povećane nakon utišavanja klatrina, pretpostavljeno je da je upravo to povećanje 

količine dostupnih receptora na površini stanica razlog povećane transdukcije i 

internalizacije za sva tri serotipa HAdV nakon utišanja klatrina (Slika 22). 

Rezultati dobiveni korištenjem siRNA dodatno su potvrđeni korištenjem klonova sa 

stabilno utišanim klatrinom. Transfekcijom A549 stanica s plazmidom pl(vektor) 

izdvojen je kontrolni klon (klon NEG), a transfekcijom s plazmidom pl(shCLTC) 

izdvojena su dva klona A549 stanica sa stabilno smanjenom ekspresijom klatrina 

(A549-shCLTC klonovi): klon 58 i klon 69. Količina klatrina u klonu NEG jednaka je kao 

i u A549 stanicama što pokazuje da transfekcijom s plazmidom pl(vektor) kao 

negativnom kontrolom nije promijenjena ekspresija klatrina. U odnosu na klon NEG, 

klon 58 ima 77%, a klon 69 37% ekspresije klatrina (Slika 26).  

 

Slika 26. Ekspresija klatrina (CLTC) u staničnoj liniji A549, klonu NEG i A549-shCLTC klonovima. 
Proteini su razdvojeni SDS-PAGE i analizirani metodom western blot korištenjem specifičnog protutijela 
koje prepoznaje klatrin. Prikazan je rezultat jednog od dva pokusa sa sličnim rezultatima kao 
kemiluminiscentni signal specifične vrpce za klatrin te signala za bojanje ukupnih proteina (amidocrno) 
korištenog za normalizaciju (A). Denzitometrija za klatrin prikazana je relativno u odnosu na klon NEG 
(B). 

 

Stabilno utišavanje klatrina značajno povećava uspješnost transdukcije s HAdV26 i to 

obrnuto proporcionalno s količinom klatrina koju klonovi eksprimiraju. Tako je kod 

klona 58 uspješnost transdukcije s HAdV26 povećana 1.7 puta, a kod klona 69 3.7 

puta u odnosu na klon NEG. Zanimljivo, u klonu 58 je blago povećana i uspješnost 

transdukcije s HAdV5 (1.4 puta) i HAdV35 (1.5 puta), dok je u klonu 69 uspješnost 

transdukcije s HAdV5 blago smanjena (1.4 puta), a kod HAdV35 blago povećana (1.3 

puta) u odnosu na uspješnost transdukcije klona NEG (Slika 27). Ovakvi rezultati u 
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skladu su s povećanjem uspješnosti transdukcije s HAdV26 i HAdV35 nakon 

utišavanja klatrina korištenjem specifičnih siRNA. Uspješnost transdukcije s HAdV5 

kod klona 58 pokazuje isti, a kod klona 69 suprotni učinak u odnosu na uspješnost 

transdukcije s HAdV5 nakon prolaznog utišavanja klatrina korištenjem specifične 

siRNA.   

 

Slika 27. Transdukcija klona NEG i A549-shCLTC klonova s HAdV5 (A), HAdV26 (B) i HAdV35 (C). 
Stanice su transducirane s HAdV (MOI 104), a uspješnost transdukcije je određena protočnom 
citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema 
klonu NEG ± SD. (* P < 0,05). 

 

U skladu s uspješnosti transdukcije, broj uspješno internaliziranih fluorescentno 

obilježenih HAdV26 povećan je u oba A549-shCLTC klona u odnosu na klon NEG, 2.3 

puta u klonu 69 koji ima nižu ekspresiju klatrina te 1.5 puta u klonu 58. Također, prema 

intenzitetu fluorescencije signala klatrina jasno je vidljivo smanjenje u ekspresiji 



 

77 
 

klatrina u klonovima 58 i 69. Signal klatrina je u odnosu na klon NEG smanjen kod 

klona 58, a gotovo dokinut kod klona 69 (Slika 28).  

 

Slika 28. Unutarstanično putovanje HAdV26 u klonu NEG i A549-shCLTC klonovima (A). Stanice 
su transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) tijekom 1 h pri 37°C. Korištenjem specifičnih protutijela 
fluorescentno je obilježen klatrin. Zeleno – HAdV26-AF488, crveno – aktin (faloidin), plavo – jezgra 
(DAPI), magenta – klatrin. Prikazana su reprezentativna vidna polja kao maksimalne projekcije 
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konfokalnih snimaka po slojevima. Kvantifikacija uspješnosti internalizacije virusa (B) prikazana kao 
broj viralnih čestica po stanici. Simbol prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju 
srednju vrijednost ± SD. N označava broj analiziranih stanica. (* P < 0,05; **** P < 0,0001). 

 

Utišavanje klatrina korištenjem specifične siRNA povećava ekspresiju CAR, CD46, αv 

te αvβ3 integrina u A549 stanicama što omogućuje povećanu uspješnost transdukcije 

s HAdV5, HAdV26 i HAdV35. Kako je i stabilnim utišavanjem klatrina primjećen isti 

učinak povećanja uspješnosti transdukcije adenovirusa, ispitana je ekspresija 

adenoviralnih receptora u klonu NEG i klonovima 58 i 69 kao i roditeljskim A549 

stanicama (Slika 29). Ekspresija navedenih receptora je usporediva u klonu NEG i 

roditeljskim A549 stanicama što znači da sama transfekcija nije utjecala na ekspresiju 

CAR, CD46, αv te αvβ3 integrina. U odnosu na klon NEG u oba klona sa stabilno 

utišanim klatrinom značajno je povećana količina αvβ3 integrina te blago povećana 

količina CD46. To povećanje količine αvβ3 integrina u skladu je s povećanjem 

uspješnosti transdukcije i internalizacije HAdV26, dok je povećanje količine CD46 u 

skladu s povećanjem uspješnosti transdukcije s HAdV35. Klon 58 nema promijenjenu 

količinu CAR, dok klon 69 ima smanjenu količinu ekspresije CAR u odnosu na klon 

NEG. Navedeno smanjenje u skladu je sa smanjenom uspješnosti transdukcije s 

HAdV5 u klonu 69.  

Na temelju ovih rezultata može se zaključiti da su promjene u uspješnosti transdukcije 

ili internalizacije adenovirusa nakon utišavanja klatrina posljedica promjena u 

ekspresiji receptora (CAR, CD46 te αvβ3 integrina). 
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Slika 29. Površinska ekspresija αv i αvβ3 integrina, CAR i CD46 na staničnoj liniji A549, klonu 
NEG i A549-shCLTC klonovima. Histogrami tankih linija predstavljaju izotipske kontrole za klon NEG 
(sivom bojom) i A549 ili odgovarajući A549-CLTC klon (plavom bojom), sivo ispunjeni histogrami 
predstavljaju odgovarajući protein u klonu NEG, a histogrami označeni debljom plavom linijom 
predstavljaju ekspresiju odgovarajućeg proteina u pojedinom A549 ili pojedinom A549-shCLTC klonu. 
Desno prikazani grafovi su kvantificirani histogrami kao MFI vrijednosti i uspoređeni po odgovarajućim 
proteinima za A549 i A549-shCLTC klonove u odnosu na klon NEG. Narančasta linija predstavlja 
ekspresiju pojedinog ispitivanog proteina u klonu NEG. 

 

 

 

 



 

80 
 

4.5.3. Utišavanje kaveolina-1 ne mijenja značajno uspješnost transdukcije 
i internalizacije HAdV26 u A549 staničnoj liniji unatoč povećanoj 
ekspresiji αvβ3 integrina, ali smanjuje uspješnost transdukcije i 
internalizacije HAdV26 u klonu A549-E6 

 

U staničnoj liniji A549 utišavanje kaveolina-1 smanjuje uspješnost transdukcije s 

HAdV5 (1.7 puta), blago povećava uspješnost transdukcije s HAdV26 (1.2 puta), a 

nema utjecaj na uspješnost transdukcije s HAdV35. U klonu A549-E6 uspješnost 

transdukcije je nakon utišavanja kaveolina-1 smanjena kod sva tri serotipa HAdV: 3.4 

puta kod HAdV5, 1.9 puta kod HAdV26 te 2 puta kod HAdV35, što upućuje na moguću 

povezanost povećane ekspresije αvβ3 integrina i endocitoze HAdV posredovane 

kaveolinom-1 (Slika 23).  

Utišavanjem kaveolina-1 nije se promijenio broj uspješno internaliziranih HAdV5 i 

HAdV26 (Slika 30). Za HAdV26 to je u skladu s uspješnosti transdukcije nakon 

utišavanja kaveolina-1, ali ne i kod HAdV5 gdje je uspješnost transdukcije niža nakon 

utišavanja kaveolina-1. Međutim, određivanje broja čestica HAdV koji su uspješno 

internalizirali u stanice ne daje podatak o uspješnom unosu genoma u jezgru. Moguće 

je da utišavanje kaveolina-1 ne mijenja broj čestica HAdV5 koje su uspješno 

internalizirale u stanicu, ali ima utjecaj na njihovo uspješno putovanje prema jezgri i/ili 

uspješno dopremanje viralne DNA u jezgru stanice. 
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Slika 30. Unutarstanično putovanje HAdV5 i HAdV26 u A549 stanice nakon utišavanja kaveolina-
1 (A). Stanice su transducirane s HAdV5-AF488 (MOI 5 x 103) ili HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) tijekom 
1 h pri 37°C. Korištenjem specifičnih protutijela fluorescentno je obilježen kaveolin-1 (CAV-1). Zeleno – 
HAdV5- ili HAdV26-AF488, crveno – aktin (faloidin), plavo – jezgra (DAPI), magenta – CAV-1. Prikazane 
su maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po slojevima. Kvantifikacija uspješnosti 
internalizacije HAdV5 i HAdV26 u A549 stanice nakon utišavanja kaveolina-1 (B) prikazana kao 
broj viralnih čestica po stanici. Simbol prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju 
srednju vrijednost ± SD. N označava broj analiziranih stanica.  
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Kako je pokazano da utišavanje kaveolina-1 nema utjecaj na uspješnost transdukcije 

i internalizacije HAdV26 u A549 stanicama, a smanjuje uspješnost transdukcije s 

HAdV26 u klonu A549-E6, određen je broj uspješno internaliziranih fluorescentno 

obilježenih HAdV26 u klonu A549-E6 nakon utišavanja kaveolina-1 (Slika 31). 

Utišavanje kaveolina-1 značajno je smanjilo internalizaciju HAdV26 u A549-E6. 

Prosječan broj viralnih čestica po stanici smanjen je s 27 kod si(-) na 16 kod si(CAV-

1). Ovakav rezultat upućuje na moguću povezanost αvβ3 integrina i kaveolinom-1 

posredovane endocitoze u uspješnoj internalizaciji HAdV26.  

 

Slika 31. Unutarstanično putovanje HAdV26 u A549-E6 stanice nakon utišavanja kaveolina-1 (A). 
Stanice su transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 5 x 104) tijekom 1 h pri 37°C. Korištenjem specifičnih 
protutijela fluorescentno je obilježen kaveolin-1 (CAV-1). Zeleno – HAdV26-AF488, crveno – aktin 
(faloidin), plavo – jezgra (DAPI), magenta – CAV-1. Prikazana su reprezentativna vidna polja kao 
maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po slojevima. Kvantifikacija uspješnosti internalizacije 
HAdV26 nakon utišavanja kaveolina-1 (B) prikazana kao broj viralnih čestica po stanici. Simbol 
prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju srednju vrijednost ± SD. N označava 
broj analiziranih stanica. (** P < 0,01). 

 

Kao i kod utišavanja klatrina, utišavanje kaveolina-1 također povećava ekspresiju αvβ3 

integrina, ali manje nego utišavanje klatrina. Pritom utišavanje kaveolina-1 ne mijenja 

uspješnost transdukcije s HAdV26 u A549 stanicama te smanjuje uspješnost 
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transdukcije s HAdV26 u klonu A549-E6, što upućuje da bi kaveolin-1 mogao biti nužan 

za uspješnu transdukciju posredovanu αvβ3 integrinom.  

S obzirom da je utišavanje kaveolina-1 u A549 stanicama i A549-E6 klonu s 

povećanom ekspresijom αvβ3 integrina pokazalo promjene u infekciji s adenovirusima, 

rezultati dobiveni korištenjem siRNA dodatno su potvrđeni korištenjem klonova sa 

stabilno utišanim kaveolinom-1. Prethodno su u Laboratoriju za staničnu biologiju i 

prijenos signala izdvojeni klonovi stanične linije A549 sa stabilno smanjenom 

ekspresijom kaveolina-1 (A549-shCAV-1): klon 27, klon 86 i klon 120. Ekspresija 

kaveolina-1 u A549-shCAV-1 klonovima u odnosu na roditeljske A549 stanice 

prikazana je na Slici 32. Klon 27 ima 24%, klon 86 76%, a klon 120 26% ekspresije 

kaveolina-1 u odnosu na A549 stanice.  

 

Slika 32. Ekspresija kaveolina-1 (CAV-1) u staničnoj liniji A549 i A549-shCAV-1 klonovima. 
Proteini su razdvojeni SDS-PAGE i analizirani metodom western blot korištenjem specifičnog protutijela 
koje prepoznaje kaveolin-1 (CAV-1). Prikazan je rezultat jednog od dva pokusa sa sličnim rezultatima 
kao kemiluminiscentni signal specifične vrpce za kaveolin-1 te signala za bojanje ukupnih proteina 
(amidocrno) korištenog za normalizaciju (A). Denzitometrija za kaveolin-1 prikazana je relativno u 
odnosu na A549 (B). 

 

A549-shCAV-1 klonovi pokazuju smanjenu uspješnost transdukcije s HAdV5 za više 

od 50%, dok je uspješnost transdukcije s HAdV26 i HAdV35 nepromijenjena ili 

povećana do 1.5 puta (Slika 33). Ovakvi rezultati su u skladu s rezultatima utišavanja 

kaveolina-1 korištenjem specifičnih siRNA gdje utišavanje kaveolina-1 smanjuje 

uspješnost transdukcije s HAdV5, a neznatno utječe na uspješnost transdukcije s 

HAdV26 i HAdV35 (Slika 23).  
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Slika 33. Uspješnost transdukcije A549 stanica i A549-shCAV-1 klonova s HAdV5 (A), HAdV26 
(B) i HAdV35 (C). Stanice su transducirane s HAdV (MOI 104), a uspješnost transdukcije je određena 
protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao MFI 
relativno prema A549 ± SD. (* P < 0,05; ** P < 0,01). 

 

Broj uspješno internaliziranih fluorescentno obilježenih HAdV26 određen je u sva tri 

klona sa stabilno utišanim kaveolinom-1 i pokazano je da nema promjene u broju 

čestica HAdV26 koje su uspješno internalizirale u klonove sa stabilno utišanim 

kaveolinom-1 u odnosu na A549 staničnu liniju (Slika 34), za razliku od uspješnosti 

transdukcije s HAdV26 koja je u klonovima 27 i 120 blago povećana. 
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Slika 34. Unutarstanično putovanje HAdV26 u A549 i A549-shCAV-1 klonove (A). Stanice su 
transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) tijekom 1 h pri 37°C. Zeleno – HAdV26-AF488, crveno – 
aktin (faloidin), plavo – jezgra (DAPI). Prikazana su reprezentativna vidna polja kao maksimalne 
projekcije konfokalnih snimaka po slojevima. Kvantifikacija uspješnosti internalizacije virusa (B) 
prikazana kao broj viralnih čestica po stanici. Simbol prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, 
linije prikazuju srednju vrijednost ± SD. N označava broj analiziranih stanica.  

 

Ekspresija adenoviralnih receptora nakon stabilnog utišavanja kaveolina-1 pokazala je 

da je u A549-shCAV-1 klonovima ekspresija CAR i CD46 značajno smanjena, a 

ekspresija αvβ3 integrina jako povećana u odnosu na A549 stanice. Ekspresija αvβ5 

integrina je smanjena u sva tri A549-shCAV-1 klona u odnosu na A549 (Slika 35). 

Smanjenje količine CAR je u skladu sa smanjenom uspješnosti transdukcije s HAdV5 

u stabilnim klonovima s utišanim kaveolinom-1, dok smanjenje količine CD46 ne 
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uzrokuje smanjenu uspješnost transdukcije s HAdV35. Zanimljivo, jako povećanje 

ekspresije αvβ3 integrina u A549-shCAV-1 klonovima ne uzrokuje povećanje 

uspješnosti transdukcije s HAdV26. Ovakav rezultat dodatno upućuje da bi ulazak 

HAdV26 u stanicu pomoću αvβ3 integrina mogao biti ovisan o kaveolinom-1 

posredovanoj endocitozi.  

 

 

Slika 35. Površinska ekspresija αvβ3 i αvβ5 integrina, CAR i CD46 na staničnoj liniji A549 i A549-
shCAV-1 klonovima. Histogrami tankih linija predstavljaju izotipske kontrole za A549 (sivom bojom) i 
odgovarajući A549-shCAV-1 klon (plavom bojom), sivo ispunjeni histogrami predstavljaju odgovarajući 
protein u A549, a histogrami označeni debljom plavom linijom predstavljaju ekspresiju odgovarajućeg 
proteina u pojedinom A549-shCAV-1 klonu. Desno prikazani grafovi su kvantificirani histogrami kao MFI 
vrijednosti i uspoređeni po odgovarajućim proteinima za A549-shCAV-1 klonove u odnosu na staničnu 
liniju A549. Narančasta linija predstavlja ekspresiju pojedinog ispitivanog proteina u A549 stanicama. 
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4.5.4. Utišavanje kaveolina-1 u klonu 69 sa stabilno utišanim klatrinom 
smanjuje povećanu uspješnost transdukcije s HAdV26 

 

Dosadašnjim rezultatima pokazano je da utišavanjem klatrina korištenjem specifičnih 

siRNA te kod klonova sa stabilno utišanim klatrinom dolazi do povećanja uspješnosti 

transdukcije s HAdV26 uslijed povećanja površinske ekspresije receptora αvβ3 

integrina. Postavlja se pitanje usmjerava li povećana ekspresija αvβ3 integrina 

endocitozu HAdV26 na kaveolin-1 posredovani put. Naime, pokazano je da smanjenje 

ekspresije kaveolina-1 pomoću specifične siRNA smanjuje uspješnost transdukcije i 

internalizacije s HAdV26 u klonu A549-E6 koji ima povećanu ekspresiju αvβ3 integrina, 

dok ne mijenja uspješnost transdukcije i internalizacije u A549 stanicama koje imaju 

nižu ekspresiju αvβ3 integrina. Zbog toga je u klonu 69 sa stabilno utišanim klatrinom 

nakon utišavanja kaveolina-1 korištenjem specifične siRNA određena uspješnost 

transdukcije s HAdV26 (Slika 36). U A549 stanicama i klonu NEG koji imaju samo 

utišan kaveolin-1 transdukcija se ne mijenja, dok je u odnosu na njih uspješnost 

transdukcije s HAdV26 smanjena 30% u klonu 69 koji ima utišan i klatrin i kaveolin-1. 

Ovakvi rezultati upućuju da αvβ3 integrin usmjerava HAdV26 na kaveolinom-1-

posredovanu endocitozu.   

 

Slika 36. Uspješnost transdukcije A549 stanica, klona NEG i klona 69 s HAdV26 nakon utišavanja 
kaveolina-1. Stanice su transducirane s HAdV26 (MOI 104), a uspješnost transdukcije je određena 
protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao MFI 
relativno prema si(-) ± SD.  
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4.6. Inhibicija klatrinom posredovane endocitoze korištenjem inhibitora 
pitstop 2 u A549 i A549-E6 staničnim linijama utječe na povećanje 
infekcije s HAdV26  

 

Osim promjenom ekspresije proteina od interesa uključenog u ulazak adenovirusa u 

stanice, utjecaj pojedinog tipa endocitoze na uspješnost transkdukcije s HAdV26 u 

A549 i A549-E6 stanice je ispitan korištenjem kemijskih inhibitora čije je djelovanje 

opisano u Tablici 19. Inhibicija endocitoze korištenjem kemijskih inhibitora 

onemogućuje funkciju proteina uključenih u endocitozu. Probir kemijskih inhibitora u 

A549 i A549-E6 stanicama pokazao je snažno povećanje uspješnosti transdukcije s 

HAdV26 nakon izlaganja stanica inhibitoru pitstop 2 te smanjenje uspješnosti 

transdukcije s HAdV26 nakon izlaganja stanica inhibitoru dyngo 4a. Izlaganja stanica 

inhibitoru pitstop 2 povećava uspješnost transdukcije s HAdV26 u A549 stanicama oko 

9 puta, a u A549-E6 stanicama oko 5 puta (Slika 37). Kako je pitstop 2 inhibitor 

klatrinom posredovane endocitoze, rezultati potvrđuju ulogu klatrinom posredovane 

endocitoze na uspješnost transdukcije s HAdV26. 

Izlaganje stanica inhibitoru dyngo 4a smanjuje uspješnost transdukcije s HAdV26 u 

A549 i A549-E6 stanicama 1.7 puta. Rezultati potvrđuju da inhibicija dinaminom 

posredovane endocitoze smanjuje uspješnost transdukcije s HAdV26. 

Dodatno, u A549-E6 stanicama statistički značajno je povećana uspješnost 

transdukcije s HAdV26 nakon izlaganja stanica inhibitoru dynasore (1.2 puta) i 

cytochalasin D (2.3 puta).  

 

Tablica 19. Popis korištenih kemijskih inhibitora endocitoze i opisano njihovo djelovanje. 

Kemijski 
inhibitor 

Meta Djelovanje Referenca 

pitstop 2 
klatrinom 

posredovana 
endocitoza 

inhibira vezanje klatrina na 
endocitozni mjehurić 

von Kleist i sur (2011) 

filipin III 
kaveolinom 

posredovana 
endocitoza 

odvajanjem kolesterola inhibira 
nastajanje lipidnih splavi i kaveolinom 

posredovanu endocitozu 

Orlandi i Fishman (1998) 
Ros-Baro i sur. (2001) 

Smart i Anderson (2002) 

dyngo 4a dinamin 
inhibira djelovanje GTPaza dinamin-

1, dinamin-2 
McCluskey i sur. (2013) 

dynasore 
dinamin, klatrinom 

posredovana 
endocitoza 

inhibira djelovanje GTPaza dinamin-
1, dinamin-2, Drp1, inhibira formiranje 

klatrinom obloženog mjehurića 
Macia i sur. (2006) 

cytochalasin D 
fagocitoza, 

makropinocitoza 
depolimerizira F-aktin 

Mager i sur. (2012) 
Sampath i sur. (2012) 
Fujimoto i sur (2000)
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Slika 37. Uspješnost transdukcije A549 i A549-E6 stanica s HAdV26 nakon izlaganja kemijskim 
inhibitorima endocitoze. Stanice su inkubirane u mediju (ctrl) ili kemijskom inhibitoru endocitoze, 
nakon čega je dodan HAdV26 (MOI 104), a uspješnost transdukcije je određena protočnom citometrijom. 
Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema si(-) ± SD. (* P 
< 0,05; ** P < 0,01). 

 

Kako bismo isključili vjerojatnost da izlaganje stanica inhibitoru pitstop 2 povećava 

uspješnost transdukcije s HAdV26 specifično u A549 staničnoj liniji te pripadajućem 

klonu A549-E6, određena je uspješnost transdukcije s HAdV26 nakon izlaganja 

inhibitoru pitstop 2 i u sljedećim staničnim linijama: SK-OV-3, MDA-MB-435S i RD 

(Slika 38). Rezultati pokazuju da izlaganje stanica inhibitoru pitstop 2 povećava 

uspješnost transdukcije s HAdV26 u svim ispitanim staničnim linijama, od 2 do 6.5 

puta, što ukazuje da učinak nije specifičan za A549 staničnu liniju, iako je kod nje 

utjecaj pitstopa 2 na uspješnost transdukcije s HAdV26 najveći.  
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Slika 38. Uspješnost transdukcije A549, A549-E6, SK-OV-3, MDA-MB-435S i RD stanica s HAdV26 
nakon izlaganja stanica inhibitoru pitstop 2. Stanice su inkubirane u mediju (ctrl) ili pitstopu 2, nakon 
čega je dodan HAdV26 (MOI 104), a uspješnost transdukcije je određena protočnom citometrijom. 
Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao MFI relativno prema si(-) ± SD. 

  

Kako je među kemijskim inhibitorima endocitoze pitstop 2 najviše promijenio 

uspješnost transdukcije s HAdV26, dalje je ispitan utjecaj pitstopa 2 na uspješnost 

transdukcije s druga dva serotipa adenovirusa, HAdV5 i HAdV35 (Slika 39). Pokazano 

je da pitstop 2 povećava uspješnost transdukcije s HAdV5 1.4 puta u A549 i A549-E6 

stanicama, a s HAdV35 1.5 puta u A549 te 2 puta u A549-E6, no značajnije povećanje 

uspješnosti transdukcije od 5 puta u A549 i 4 puta u A549-E6 stanicama potvrđeno je 

kod HAdV26.  
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Slika 39. Uspješnost transdukcije A549 i A549-E6 stanica s HAdV5, HAdV26 i HAdV35 nakon 
izlaganja stanica inhibitoru pitstop 2. Stanice su inkubirane u mediju (ctrl) ili pitstopu 2, nakon čega 
su dodani HAdV5 (MOI 5 x 103), HAdV26 (MOI 104) ili HAdV5 (MOI 5 x 103), a uspješnost transdukcije 
je određena protočnom citometrijom. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao 
MFI relativno prema si(-) ± SD. (* P < 0,05; ** P < 0,01). 

 

Kako bi se detaljnije istražio utjecaj pitstopa 2 na transdukciju s HAdV26 u A549 

staničnoj liniji, određeno je unutarstanično putovanje fluorescentno obilježenih 

HAdV26 (Slika 40). Korištena su dva uvjeta: bez oporavka i s oporavkom. U uvjetu bez 

oporavka A549 stanice su nakon izlaganja inhibitoru pitstop 2 inkubirane s HAdV26 te 

nakon ispiranja nevezanih virusa odmah fiksirane. U uvjetu bez oporavka primjećeno 

je da se viralne čestice nalaze bliže rubovima stanice te su stanice pritom promijenile 

morfologiju točnije skvrčile su se, što se bolje vidi na uvećanom prikazu jednog sloja 

konfokalnih snimki u kojem je signal jezgre bio najoštriji, tj. u području sredine stanica. 

HAdV26 čestice se nalaze na samom rubu citoplazmatske membrane ili nešto ispod 

membrane i nisu uspješno putovale u unutrašnjost stanice, što upućuje da je korištenje 

pitstopa 2 zaustavilo unutarstanično putovanje HAdV26. Zbog toga su u drugom 

korištenom uvjetu, s oporavkom, stanice nakon izlaganja inhibitoru pitstop 2 i 

inkubacije s HAdV26 isprane i dodatno inkubirane u mediju za uzgoj stanica. Stanice 

su pokazale morfologiju identičnu onoj prije obrade pitstopom 2, dok se HAdV26 nalazi 

raspršen po stanici s većinom viralnih čestica u perinuklearnom području, što upućuje 

da uklanjanje pitstopa 2 omogućuje unutarstanično putovanje HAdV26.  

Broj uspješno internaliziranih HAdV26 je u A549 staničnoj liniji povećan nakon 

izlaganja inhibitoru pitstop 2, u uvjetu bez oporavka 6.6 puta te 6.4 puta u uvjetu s 

oporavkom što je u skladu s rezultatima mjerenja uspješnosti transdukcije. 
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Slika 40. Unutarstanično putovanje HAdV26 u A549 bez oporavka i s oporavkom nakon izlaganja 
inhibitoru pitstop 2 (A). Stanice su inkubirane u mediju (ctrl) ili pitstopu 2 kroz 30 min pri 37°C, nakon 
čega je dodan HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) i inkubiran 1 h pri 37°C. Nakon ispiranja nevezanih virusa, 
stanice su u uvjetu bez oporavka fiksirane, dok su u uvjetu s oporavkom fiksirane nakon dodatne 
inkubacije 1 h pri 37°C u mediju. Zeleno – HAdV26-AF488, crveno – aktin (faloidin), plavo – jezgra 
(DAPI). Prikazana su reprezentativna vidna polja kao maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po 
slojevima. Uvećani prikaz smještaja HAdV26 unutar stanica (B). Bijeli okvir pod (A) označava 
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područje koje je uvećano pod (B). Prikazane su konfokalne snimke jednog sloja s najoštrijim signalom 
jezgre. Kvantifikacija uspješnosti internalizacije virusa (C) prikazana kao broj viralnih čestica po 
stanici. Simbol prikazuje broj viralnih čestica u određenoj stanici, linije prikazuju srednju vrijednost ± SD. 
N označava broj analiziranih stanica. (**** P < 0,0001).  

 

S obzirom da pitstop 2 povećava uspješnost transdukcije i internalizacije HAdV26 u 

stanice, ispitano je da li je to posljedica povećanog vezanja na stanice (Slika 41). 

HAdV26 je pokazao 3 puta veće vezanje nakon izlaganja inhibitoru pitstop 2 u A549 

stanicama te 1.7 puta u A549-E6 stanicama. Pritom su A549-E6 stanice u odnosu na 

A549 pokazale bolje vezanje s HAdV26 što je u skladu s prijašnjim rezultatima (Slika 

13A). Iz ovih rezultata može se zaključiti da pitstop 2 povećava vezanje HAdV26 na 

površinu stanica i to značajnije u stanicama s manjom ekspresijom receptora αvβ3 

integrina (A549) u odnosu na stanice s većom ekspresijom receptora αvβ3 integrina 

(A549-E6).  

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱✱

 

Slika 41. Vezanje HAdV26 na A549 i A549-E6 nakon izlaganja inhibitoru pitstop 2. Stanice su 
inkubirane u mediju (ctrl) ili pitstopu 2, nakon čega je dodan HAdV26 (MOI 103) te je nakon vezanja 
virusa iz taloga stanica izolirana ukupna DNA (stanična i viralna) korištena za kvantifikaciju viralne DNA 
metodom Real Time PCR s početnicama specifičnim za CMV regiju virusa. Prikazan je rezultat jednog 
od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao 2-ΔΔCt vrijednosti relativno u odnosu na A549 stanice ctrl ± SD. 
(*** P < 0,001; **** P < 0,0001). 

 

Kako bismo ispitali utječe li pitstop 2 na dostupnost receptora αvβ3 integrina na 

površini stanica, određena je površinska ekspresija αvβ3 integrina nakon izlaganja 

inhibitoru pitstop 2 u A549 i A549-E6 staničnim linijama (Slika 42). Rezultati pokazuju 

da obrada stanice pitstopom 2 ne mijenja količinu αvβ3 integrina na površini stanica, 

što upućuje na zaključak da povećanje vezanja HAdV26 nakon izlaganja stanica 
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inhibitoru pitstop 2 nije posljedica povećane količine dostupnog receptora αvβ3 

integrina.  

 

Slika 42. Površinska ekspresija αvβ3 integrina na staničnim linijama A549 i A549-E6 nakon 
izlaganja inhibitoru pitstop 2. Stanice su inkubirane u mediju (ctrl) ili pitstopu 2, nakon čega su uzorci 
analizirani protočnom citometrijom. Histogrami tankih linija predstavljaju izotipske kontrole za ctrl uzorak 
(sivom bojom) ili pitstop 2 uzorak (plavom bojom), sivo ispunjeni histogrami predstavljaju ekspresiju 
αvβ3 u ctrl uzorku, a histogrami označeni debljom plavom linijom predstavljaju ekspresiju αvβ3 u pitstop 
2 uzorku. Desno prikazani grafovi su kvantificirani histogrami kao MFI vrijednosti. 

 

4.7. Tijekom unutarstaničnog putovanja HAdV26 u A549 stanicama udio 
viralnih čestica koje kolokaliziraju s LAMP1 raste s povećanjem vremena 
inkubacije  

 

Adenovirusi za unutarstanično putovanje koriste sustav endosoma. Kako bismo 

istražili u kojem tipu endosoma se tijekom unutarstaničnog putovanja HAdV26 nalazi, 

odnosno da bismo utvrdili dolazi li do njegovog zaostajanja u nekom od endosoma, 

konfokalnim mikroskopom je istražena kolokalizacija fluorescentno obilježenog 

HAdV26 s biljezima koji definiraju identitet pojedine komponente sustava endosoma 

(Tablica 4). U razdoblju od 5 min do 45 min nakon inkubacije A549 stanica s HAdV26, 

udio viralnih čestica koje kolokaliziraju s EEA1 se značajno ne mijenja s povećanjem 

vremena inkubacije, već iznosi od 31% do 37%. Za razliku od EEA1, kolokalizacija 

HAdV26 s LAMP1 se povećava s povećanjem vremena inkubacije. Udio viralnih 
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čestica koje kolokaliziraju s LAMP1 povećan je u razdoblju od 15 min nakon 

transdukcije s 13% do 33% u razdoblju 60 min nakon transdukcije. U razdoblju od 60 

min do 120 min, udio viralnih čestica koje kolokaliziraju s LAMP1 ne mijenja se 

značajno i zadržava udio kolokalizacije iznad 30% (Slika 43).  

Kako su rezultati transdukcije i nakon dugotrajne inkubacije HAdV26 na A549 

stanicama pokazali da nema jakog nakupljanja HAdV26 u području jezgre, već se 

većina viralnih čestica nalazi grupirano na jednoj strani u širem perinuklearnom 

području (Slika 20), ispitana je kolokalizacija HAdV26 s Golgijevim tijelom u razdoblju 

od 60 min do 300 min nakon dodavanja virusa. Rezultati pokazuju da se udio viralnih 

čestica koje kolokaliziraju s Golgijevim tijelom tijekom vremena ne mijenja značajno i 

iznosi oko 20%.   
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Slika 43. Unutarstanično putovanje HAdV26 i kolokalizacija s EEA1, LAMP1 i Golgijevim tijelom. 
Stanice su transducirane s HAdV26-AF488 (MOI 2 x 104) i inkubirane na ledu 30 min, nakon čega su 
inkubirane navedeno razdoblje pri 37°C. Korištenjem specifičnih protutijela fluorescentno su obilježeni 
EEA1, LAMP1 ili Gogijevo tijelo. Zeleno – HAdV26-AF488, crveno – aktin (faloidin), plavo – jezgra 
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(DAPI), magenta – EEA1/LAMP1/Golgijevo tijelo. Bijeli okvir označava područje koje je uvećano. 
Prikazane su reprezentativne maksimalne projekcije konfokalnih snimaka po slojevima. Bijele strelice 
označavaju kolokalizaciju, dok zelene strelice prikazuju odsutnost kolokalizacije. Na grafovima desno 
prikazana je kvantifikacija kolokalizacije kao % kolokalizacije, tj. udio viralnih čestica koje kolokaliziraju, 
određena po slojevima konfokalnih snimaka. U tablicama je prikazan broj virusa kojima je određena 
kolokalizacija iz navedenog broja stanica u određenom vremenskom razdoblju. 

 

4.8. Ulazak HAdV26 u A549 i SK-OV-3 stanične linije potiče ekspresiju gena 
uključenih u urođeni imunosni odgovor, pri čemu je ta ekspresija jača od 
one potaknute ulaskom HAdV5, ali slabija od HAdV35 

 

Kako bismo istražili urođeni imunosni odgovor stanica epitela na infekciju s 

adenovirusima, određena je ekspresija najčešćih citokina i kemokina za koje se zna 

da su potaknuti infekcijom s HAdV: interleukina 6 (IL-6), interleukina 8 (IL-8), 

interleukina 1 beta (IL-1β) te interleukina 18 (IL-18). A549 i SK-OV-3 stanične linije 

inficirane su s HAdV5, HAdV26 i HAdV35 i stanični talozi su skupljeni 1 h, 3 h i 6 h 

nakon infekcije te im je određena ekspresija gena IL-6, IL-8, IL-1β te IL-18 u odnosu 

na ekspresiju gena u kontrolnim neinficiranim stanicama (Slika 44).  

IL-6 je povećano eksprimiran nakon infekcije sa sva tri ispitana serotipa adenovirusa, 

najviše 1 h nakon infekcije u A549 kod HAdV26 oko 6 puta te kod HAdV35 oko 5 puta 

te u SK-OV-3 kod HAdV26 oko 15 puta te kod HAdV35 oko 20 puta. HAdV5 također 

povećava ekspresiju IL-6 1 h nakon infekcije, ali slabije nego HAdV26 ili HAdV35, 2 

puta u A549, a oko 10 puta u SK-OV-3 stanicama. Zanimljivo, s vremenom pada 

ekspresija IL-6, pritom zadržavajući povećanu ekspresiju u odnosu na neificirane 

stanice. Samo u slučaju HAdV5 ekspresija IL-6 je niža od ekspresije IL-6 u 

neinficiranim stanicama 6 h nakon infekcije. HAdV35 najduže zadržava povećanu 

ekspresiju IL-6.  

IL-8 je oko 5 puta pojačano eksprimiran nakon infekcije s HAdV5 u obje stanične linije, 

dok je HAdV26 oko 5 puta pojačano eksprimiran u A549, a samo oko 2 puta u SK-OV-

3 staničnoj liniji. Za razliku od njih, HAdV35 snažno povećava ekspresiju IL-8, oko 12 

puta u A549 1 h nakon infekcije i oko 20 puta u SK-OV-3 staničnoj liniji 3 h nakon 

infekcije. S vremenom, ekspresija IL-8 pada sa sva tri virusa, uz iznimku HAdV35 u 

SK-OV-3 staničnoj liniji gdje je spomenuto povećanje ekspresije IL-8 od oko 20 puta 

detektirano 3 h nakon infekcije, a 1 h nakon infekcije ekspresija IL-8 bila je povećana 

oko 5 puta.  
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Ekspresija IL-1β je nakon infekcije s HAdV5 u A549 stanicama povećana u sva tri 

vremena oko 2 puta, dok u SK-OV-3 stanicama pada 2 puta 1 h nakon infekcije, a 

nakon toga je na razini ekspresije u neificiranim stanicama. Obrazac ekspresije IL-1β 

nakon infekcije s HAdV26 u A549 stanicama suprotan je obrascu u SK-OV-3 

stanicama. Tako je ekspresija IL-1β nakon infekcije s HAdV26 u A549 stanicama 2 

puta viša 1 h nakon infekcije, pa se smanjuje i gotovo je jednaka ekspresiji u 

neinficiranim stanicama 3 h i 6 h nakon infekcije, dok je u SK-OV-3 stanicama 1 h 

nakon infekcije 2 puta niža, a potom raste i gotovo je jednaka ekspresiji u neinficiranim 

stanicama 3 h i 6 h nakon infekcije. Samo HAdV35 snažno povećava ekspresiju IL-1β, 

od 2 do 5 puta u A549 stanicama te oko 4 puta u SK-OV-3 stanicama.  

Ekspresija IL-18 gotovo je jednaka ekspresiji u neinficiranim stanicama nakon infekcije 

s HAdV5, HAdV26 i HAdV35, jedino je 3 h nakon infekcije s HAdV35 povećana oko 3 

puta.  
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Slika 44. Ekspresija citokina i kemokina u A549 i SK-OV-3 staničnoj liniji nakon infekcije s HAdV5, 
HAdV26 i HAdV35. Stanice su inkubirane s HAdV5, HAdV26 ili HAdV35 (MOI 104) kroz 1 h, 3 h ili 6 h. 
Ekspresija pojedinog citokina i kemokina je određena metodom Real Time PCR korištenjem specifičnih 
početnica. Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao 2-ΔΔCt vrijednosti relativno 
u odnosu na neinficirane (ctrl) stanice ± SD.  
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Osim određivanjem ekspresije gena uključenih u urođeni imunosni odgovor stanica, 

ELISA metodom je određena i količina izlučenih IL-6, IL-8 i IL-1β nakon infekcije s 

HAdV (Slika 45). IL-6 se u odnosu na neinficirane stanice pojačano izlučuje u medij 

samo nakon infekcije s HAdV35, oko 3 puta 6 h nakon infekcije te oko 2 puta 24 h 

nakon infekcije u A549 te oko 4 puta u SK-OV-3 staničnoj liniji. Pritom je primjećeno 

da se i u neinficiranim stanicama količina IL-6 povećava 2.5 puta s povećanjem 

vremena inkubacije od 6 h do 24 h. Količina IL-8 se također značajno više izlučuje u 

medij samo nakon infekcije s HAdV35, oko 3.5 puta nakon 6 h i 4.8 puta nakon 24 h u 

A549 te oko 5 puta nakon 6 h i 3 puta nakon 24 h u SK-OV-3 staničnoj liniji.  

A549 i SK-OV-3 stanična linija nisu pokazale izlučivanje IL-1β u neinficiranim 

stanicama niti nakon infekcije s HAdV5, HAdV26 i HAdV35 (rezultati nisu prikazani).  

 

 

 

Slika 45. Izlučivanje citokina i kemokina iz A549 i SK-OV-3 staničnih linija nakon infekcije s 
HAdV5, HAdV26 i HAdV35. Stanice su inkubirane s HAdV5, HAdV26 ili HAdV35 (MOI 104) kroz 6 h ili 
24 h. Supernatant iznad stanica je korišten za analizu količine citokina i kemokina ELISA metodom. 
Prikazan je rezultat jednog od tri pokusa sa sličnim rezultatima kao količina izlučenih citokina i kemokina 
izražena u pg/mL ± SD.  
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Korištenjem RT2 PCR Profiler Array analizirana je ekspresija gena uključenih u 

inflamasom nakon infekcije A549 stanica s HAdV26 u odnosu na ekspresiju u A549 

stanicama koje nisu inficirane virusom. Gen GAPDH je korišten za normalizaciju 

rezultata. Na Slici 46 prikazani su geni čija ekspresija je nakon infekcije s HAdV26 

promijenjena >1.2 ili <0.8 puta. Geni čija ekspresija je najviše povećana nakon infekcije 

s HAdV26 su: 4.5 puta MEFV (engl. mediterranean fever), 3.9 puta IL-6 (interleukin 6), 

3.9 puta CXCL-2 (engl. chemokine (C-X-C motif) ligand 2), 3.7 puta TNFα (engl. tumor 

necrosis factor alpha), 3.6 puta CXCL-1 (engl. chemokine (C-X-C motif) ligand 1) te 

3.1 puta IL-1β (interleukin 1β). U Tablici 20 prikazani su geni čija ekspresija nije 

promijenjena >1.2 ili <0.8 puta nakon infekcije s HAdV26 u odnosu na neinficirane 

stanice.  

 

Slika 46. Ekspresija molekula uključenih u inflamasom u A549 staničnoj liniji nakon infekcije s 
HAdV26. Stanice su inkubirane s HAdV26 (MOI 104). Ekspresija pojedine molekule uključene u 
inflamasom određena je korištenjem RT2 PCR Profiler Array metodom Real Time PCR. Prikazan je 
rezultat jednog pokusa kao 2-ΔΔCt vrijednosti relativno u odnosu na neinficirane (ctrl) A549 stanice. 
Značenje kratica navedeno je u prilogu 1. 
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Tablica 20. Popis gena čija ekspresija nije promijenjena nakon infekcije A549 stanica s HAdV26. 
Značenje kratica navedeno je u prilogu 1. 

Geni čija ekspresija u A549 stanicama nakon infekcije s HAdV26 nije 

promijenjena >1.2 ili <0.8 puta 

BCL-2 CHUK IRAK1 MAPK9 NOD1 TIRAP 

BCL2L1 CTSB IRF-2 MYD88 PEA15 TNFSF14 

BIRC2 HSP90AB1 MAP3K7 NAIP PYCARD TRAF6 

BIRC3 HSP90B1 MAPK1 NLRC4 MOK XIAP 

CARD6 IK-BKB MAPK11 NLRP3 RELA ACTB 

CASP8 IK-BKG MAPK13 NLRP6 SUGT1 B2M 

CCL7 IL-12B MAPK3 NLRP9 TAB1 HPRT1 

CFLAR IL-18 MAPK8 NLRX1 TAB2 RPLP0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. RASPRAVA 
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5. RASPRAVA 
 

S obzirom da se genom adenovirusa ne ugrađuje u genom stanica domaćina i shodno 

tome ne nasljeđuje u sve stanice kćeri, odnosno da adenovirusi prilikom infekcije potiču 

pogodan odgovor urođene i stečene imunosti stanica, adenoviralni vektori su pogodni 

za prolaznu ekspresiju transgena kakva odgovara genskoj terapiji tumora i vektorskim 

vakcinama. Upravo su zbog toga vektori temeljeni na adenovirusima najčešće korišteni 

vektori u kliničkim istraživanjima genske terapije tumora te kao vektorske vakcine za 

ekspresiju specifičnih antigena.  

Većina adenoviralnih vektora je temeljena na HAdV5 i pritom su to ili replikacijski 

defektni (upotreba za gensku terapiju i kao vektorske vakcine) ili uvjetno replikacijski 

vektori, osobito onkolitički adenoviralni vektori (upotreba za gensku terapiju tumora). 

Prva dva lijeka odobrena za gensku terapiju tumora, Gendicine i Oncorine, temelje se 

upravo na adenoviralnim vektorima. Navedena dva lijeka odobrena su u Kini za 

liječenje tumora glave i vrata. Gendicine je odobren 2003., a temeljen je na HAdV5 i 

kodira za tumor supresor p53. U kombinaciji s kemoterapijom, radioterapijom i drugim 

konvencionalnim načinima liječenja Gendicine je pokazao značajno bolje rezultate 

liječenja u odnosu na konvencionalne načine liječenja (Xia i sur., 2020). Oncorine je 

onkolitički vektor temeljen na HAdV5 s delecijom u E1B području genoma, odobren za 

korištenje u Kini 2005. i do danas ga nijedna druga zemlja nije odobrila (Guo i Song, 

2018).  

Trenutno je na tržištu Europske Unije odobrena jedna vektorska vakcina temeljena na 

HAdV26 protiv virusa Ebole (EMA, 2020), a još je više od 30 kliničkih istraživanja u fazi 

II/III u kojima se adenoviralni vektori istražuju kao vakcine za infektive bolesti 

(ClinicalTrials, 2020). Neke od vektorskih vakcina temeljene na adenovirusima koje se 

nalaze u kliničkim studijama su vakcine protiv HIV-a (temeljene na HAdV5, HAdV26, 

HAdV35), Influenza virusa (temeljene na HAdV4, HAdV5), virusa Ebole (temeljene na 

HAdV5, HAdV26, HAdV35, adenovirusu čimpanze 3), uzročnika tuberkuloze 

Mycobactrium tuberculosis (temeljene na HAdV5, HAdV35), uzročnika malarije 

Plasmodium falciparum (temeljene na HAdV5, HAdV35, adenovirusu čimpanze 63) 

(Zhang i Zhou, 2016). U prosincu 2019. u gradu Wuhanu u regiji Hubei u Kini 

identificiran je novi koronavirus nazvan SARS-CoV-2 (Guan i sur., 2020). Ubrzo nakon 

toga, u drugim zemljama diljem svijeta zabilježeni su prvi slučajevi zaraze SARS-CoV-
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2, a potom se virus silovito proširio diljem svijeta. Bolest koju navedeni virus uzrokuje 

nazvana je COVID-19 i u većini slučajeva bolest je blaga ili umjerena bez potrebe 

bolničkog liječenja, ali u manjem broju slučajeva, osobito kod starijih osoba, osoba 

oboljelih od kroničnih bolesti i imunokompromitiranih osoba može uzrokovati teže 

posljedice pa i smrt. COVID-19 je proglašena pandemijom, a zbog značajnog utjecaja 

na živote ljudi diljem svijeta predstavlja globalnu zdravstvenu situaciju koja zahtijeva 

hitne intervencije (Lai i sur., 2020). Dokaz da su adenovirusi među prvim izborima za 

razvoj vakcina govori i činjenica da su vakcine temeljene na adenovirusima bile među 

prvim kandidatima za razvoj vakcina protiv SARS-CoV-2. Od deset potencijalnih 

vakcina koje su najbrže došle do treće faze kliničkih studija nalaze se četiri vakcine 

koje su temeljene na replikacijski defektnim adenovirusima (WHO, 2020). Od te četiri 

potencijalne SARS-CoV-2 vakcine, u jednoj se koristi adenovirus čimpanze, a druge 

tri su temeljene na HAdV5 i HAdV26.  

Ipak, unatoč činjenici da će vakcine temeljene na adenovirusima uskoro biti dostupne 

na tržištu, još je uvijek mnogo nepoznanica u molekularnim mehanizmima uključenim 

u interakcije adenovirusa i stanica domaćina tijekom infekcije. Stoga je predmet 

istraživanja u ovoj doktorskoj disertaciji upravo definiranje puta infekcije s HAdV26, 

niskoseroprevalentnog serotipa adenovirusa i trenutno vrlo atraktivnog kandidata za 

razvoj vektorskih vakcina.  

Prvi korak u infekciji adenovirusom je vezanje na receptor na površini ciljne stanice 

(Stasiak i Stehle, 2020). Dosad su CAR, CD46, αv integrini, sijalinska kiselina te SR-

A6 opisani kao receptori za uspješnu infekciju stanica s HAdV26 (Abbink i sur., 2007; 

Chen i sur., 2010; Li i sur., 2012; Stichling i sur., 2018; Baker i sur., 2019). Receptor 

čistač SR-A6 je identificiran kao receptor za HAdV26 u alveolarnim stanicama sličnim 

makrofagima miša dobivenim iz jetre miša (Stichling i sur., 2018), a isti receptor dosad 

nije potvrđen za stanice čovjeka. In silico analizom modela minimalne energije 

korištenjem kristalografskih struktura visoke rezolucije nakon X-zraka pokazano je da 

bi domena glave vlakna HAdV26 trebala uspostavljati stabilne interakcije sa 

sijalinskom kiselinom (Baker i sur., 2019), a ti rezultati su potvrđeni smanjenjem 

količine sijalinske kiseline na površini stanica koja je smanjila i uspješnost transdukcije 

s kimernim HAdV5 koji ima domenu glave vlakna od HAdV26 (Baker i sur., 2019). Ipak, 

ovdje treba naglasiti da autori ovog rada nisu koristili čitavu česticu HAdV26, već 

kimerni HAdV kod kojeg samo glava vlaka potječe od HAdV26, dok ostatak 
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adenoviralne čestice, uključujući ostale kapsidne proteine važne za ulazak HAdV u 

stanice (baza pentona, hekson, ostatak proteina vlakna) potječe od HAdV5.  

Među stanicama čovjeka, dosad su istraživači opisali receptore za HAdV26 uglavnom 

koristeći stanice krvi (Abbink i sur., 2007; Li i sur., 2012; Stichling i sur., 2018) dok je 

samo jedna studija određivanja receptora za HAdV26 napravljena na epitelnim 

stanicama čovjeka i to staničnoj liniji hepatocelularnog karcinoma Hep3B gdje je 

pokazano da RGD-4C peptidi djelomično smanjuju uspješnost lize stanica s HAdV17, 

HAdV24, HAdV26 i HAdV48, što upućuje na uključenost αv integrina u uspješnu 

infekciju s HAdV podgrupe D, uključujući i HAdV26 (Chen i sur., 2011).  

U našim prethodnim rezultatima u grupi dr. sc. Majhen je istražena uloga CAR, CD46 

i αv integrina u infekciji epitelnih stanica čovjeka s HAdV26 (Nestić i sur., 2019). 

Koristeći pristup smanjenja ekspresije proteina CAR, CD46 i αv integrina ili blokiranja 

njihove dostupnosti korištenjem blokirajućih protutijela pokazano je da smanjenje 

ekspresije ili blokiranje dostupnosti αv integrina značajno smanjuje uspješnost 

transdukcije s HAdV26, dok CAR i CD46 nemaju značajan utjecaj na uspješnost 

transdukcije s HAdV26. To je pokazano i određivanjem uspješnosti transdukcije s 

HAdV26 u klonovima stanica s povećano eksprimiranim proteinima CAR (CHO-CAR), 

CD46 (CHO-BC1) i αv integrinima (M21L4). Povećana ekspresija CAR ili CD46 nije 

utjecala na uspješnost transdukcije s HAdV26, dok je povećana ekspresija αv integrina 

povećala uspješnost transdukcije s HAdV26. U ovom radu je značajna uloga αv 

integrina u uspješnost transdukcije s HAdV26 potvrđena smanjenjem transdukcije kod 

klona 3αv s nižom ekspresijom αv integrina u odnosu na stanice melanoma MDA-MB-

435S (Slika 8). Pokazano je da se uspješnost transdukcije s HAdV26 između različitih 

epitelnih stanica čovjeka razlikuje, vjerojatno zbog količine receptora eksprimiranih na 

površini stanica. Tako su uspješnost transdukcije, vezanje i internalizacija HAdV26 

značajno više u SK-OV-3 staničnoj liniji nego u A549 staničnoj liniji. Ispitivanje količine 

receptora HAdV: CAR, CD46 te αv, αvβ3 i αvβ5 integrina pokazalo je da SK-OV-3 

stanice imaju manje CAR što potvrđuje prethodna opažanja da CAR nema značajan 

utjecaj na uspješnu transdukciju s HAdV26. Količine CD46, αv integrina te osobito 

αvβ3 integrina su više u SK-OV-3 stanicama u odnosu na A549 stanice i potencijalno 

bi ti receptori mogli posredovati boljem vezanju, internalizaciji i uspješnoj transdukciji 

s HAdV26.  
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Prethodnim rezultatima pokazano je da u SK-OV-3 staničnoj liniji s višom ekspresijom 

αv integrina nakon utišavanja αv integrina dolazi do smanjenja uspješnosti transdukcije 

s HAdV26 (Nestić i sur., 2019). Da bi se potvrdili prethodno dobiveni rezultati u ovoj 

disertaciji korišten je obrnuti pristup. Umjesto utišavanja, tj. smanjenja ekspresije 

proteina od interesa, povećana je ekspresija αv integrina u A549 stanicama s nižom 

ekspresijom αv integrina i nižom uspješnosti transdukcije s HAdV26 uz pretpostavku 

da će povećanje ekspresije αv integrina omogućiti i bolju uspješnost transdukcije s 

HAdV26. Ekspresija αv integrina je povećana stabilnom transfekcijom plazmidom koji 

kodira za αv integrin. Izdvojena su tri stabilna klona kod kojih je povećanje ekspresije 

αv integrina potvrđeno mjerenjem površinske ekspresijie αv integrina protočnom 

citometrijom. Istraživanjem vezanja, internalizacije i uspješnosti transdukcije HAdV26 

u A549-αv klonovima u odnosu na A549 staničnu liniju je pokazano da povećanje 

ekspresije αv podjedinice integrina uzrokuje neznatno povećanje vezanja i 

internalizacije HAdV26 što je praćeno značajnim povećanjem uspješnosti transdukcije 

s HAdV26 u skladu s povećanjem površinske ekspresije αv podjedinice integrina.  

Kako je poznato da αv podjedinica integrina može stupiti u interakciju s β1, β3, β5, β6 

i β8 podjedinicom integrina rezultirajući time αvβ1, αvβ3, αvβ5, αvβ6 i αvβ8 

heterodimerima, među kojima su αvβ3 i αvβ5 pokazani kao koreceptori za vezanje 

HAdV RGD slijedom iz baze pentona, određena je površinska ekspresija tih 

heterodimera na površini stanica nakon povećanja ekspresije αv podjedinice integrina. 

U A549-αv klonovima u odnosu na A549 staničnu liniju nije primjećena značajna 

promjena površinske ekspresije αvβ5 integrina te β1 podjedinice integrina (a time i 

αvβ1 heterodimera), ali je zato primjećeno veliko povećanje ekspresije αvβ3 integrina, 

osobito u klonu A549-E6 koji ima i najveću ekspresiju αv podjedinice integrina, što 

upućuje da u A549-E6 klonu povećana količina ekspresije αv podjedinice integrina 

uzrokuje povećanje ekspresije β3 podjedinice integrina. Na temelju dobivenih rezultata 

pretpostavljeno je da je među αv integrinima upravo αvβ3 integrin molekula odgovorna 

za uspješnu transdukciju s HAdV26, dok površinska ekspresija αvβ5 integrina te β1 

podjedinice integrina nema presudnu ulogu u vezanju i uspješnosti transdukcije s 

HAdV26. Kako bi se dalje potvrdila ova hipoteza, konstruirani su i klonovi A549 

stanične linije sa stabilno povećanom ekspresijom β3 podjedinice integrina, uz 

pretpostavku da će povećana ekspresija β3 podjedinice integrina povećati i ekspresiju 

αvβ3 integrina te omogućiti i bolju uspješnost transdukcije s HAdV26. Iako svi A549-
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β3 klonovi s povećanom ekspresijom β3 podjedinice integrina imaju i povećanu 

ekspresiju αvβ3 integrina, oni nisu pokazali povećano vezanje ni internalizaciju s 

HAdV26, što se razlikuje od onoga što je primjećeno za A549-E6 klon. Ipak, uspješnost 

transdukcije je povećana u sva tri A549-β3 klona pri čemu je povećanje uspješnosti 

transdukcije u skladu s povećanjem površinske ekspresije αvβ3 integrina. β3 

podjedinica integrina stupa u interakcije samo s αv i αIIb podjedinicom integrina 

rezultirajući time heterodimerima αvβ3 i αIIbβ3. Kako je αIIb podjedinica integrina 

marker hematopoetskih stanica (Durrant i sur., 2017), pretpostavljeno je da će β3 

podjedinica integrina u epitelnim A549 stanicama stupiti u interakcije samo s αv 

podjedinicom integrina rezultirajući αvβ3 integrinom. Stabilno povećana ekspresija β3 

podjedinice integrina nije uzrokovala promjene u površinskoj ekspresiji αvβ5 integrina 

te β1 podjedinice integrina, što dodatno potvrđuje prethodne rezultate da nemaju 

presudnu ulogu u vezanju i uspješnosti transdukcije s HAdV26. αv i β1 podjedinice 

integrina se u stanicama eksprimiraju u suvišku jer stupaju u interakcije s mnogim 

podjedinicama – αv podjedinica integrina s 5 različitih β podjedinica integrina, a β1 

podjedinica integrina s 12 različitih α podjedinica integrina. Stoga formiranje bilo kojeg 

heterodimera αβ integrina ovisi o dostupnosti drugih podjedinica integrina koje nisu αv 

ili β1, pri čemu formiranje αv-heterodimera slijedi hijerarhijski redosljed β podjedinica. 

Zbog toga je npr. broj molekula heterodimera αvβ3 ili αvβ5 integrina na površini stanice 

ovisan o količini eksprimiranih β3 ili β5 podjedinica integrina (Koistinen i Heino, 2002; 

Ambriović-Ristov i sur., 2004). To može biti objašnjenje zašto je u A549-αv klonovima 

s povećanom ekspresijom αv podjedinice integrina došlo do povećanja površinske 

ekspresije samo αvβ3 integrina, a ne i αvβ5 integrina, jer se β3 i β5 podjedinice 

integrina natječu za pojačano eksprimiranu αv podjedinicu integrina, što rezultira 

razlikama u ekspresiji heterodimera αvβ3 i αvβ5 integrina. Mehanizam gdje promjena 

u ekspresiji određene podjedinice integrina ili aktivacija pojedinog heterodimera 

integrina ometa ekspresiju i/ili aktivaciju drugih podjedinica integrina u pojedinoj stanici 

naziva se integrin crosstalk (Samaržija i sur., 2020).  

Kod HEp2 stanične linije s pripadajućim klonovima s povećanom ekspresijom αvβ3 

integrina uspješnost transdukcije raste s povećanjem ekspresije αvβ3 integrina, a kod 

klona HEp2-K9 upravo kompeticija β3 i β5 podjedinice za αv podjedinicu integrina 

smanjuje ekspresiju αvβ5 integrina zbog povećanja ekspresije β3 podjedinice, a 

posljedično i heterodimera αvβ3 integrina. Tako smanjena ekspresija αvβ5 integrina je 
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za posljedicu imala smanjeno oslobađanje HAdV5 iz endosoma koji time nisu uspješno 

dopremili genom u jezgru stanica pa je shodno tome i uspješnost transdukcije bila niža 

(Ambriović i sur., 2004; Majhen i sur., 2009). Za pretpostaviti je da je prilikom 

trandukcije HEp2-K9 klona s HAdV26 upravo smanjeno oslobađanje HAdV26 iz 

endosoma razlog što uspješnost transdukcije s HAdV26 u HEp2-K9 klonu nije bila viša 

u odnosu na HEp2 stanice unatoč povećanoj ekspresiji αvβ3 integrina. U staničnoj liniji 

melanoma MDA-MB-435S primjećen je određeni efekt ravnoteže između αvβ3 i αvβ5 

integrina, gdje utišavanjem β3 podjedinice integrina dolazi do smanjenja ekspresije 

αvβ3 integrina, ali se povećava ekspresija αvβ5 integrina i obrnuto, utišavanjem β5 

podjedinice integrina dolazi do smanjenja ekspresije αvβ5 integrina, ali se povećava 

ekspresija αvβ3 integrina (Stojanović i sur., 2018). Time je ekspresija αv integrina na 

površini stanica stalna.  

Primjećen je nesklad između uspješnosti transdukcije i vezanja ili internalizacije 

HAdV26 u A549 klonovima s povećanom ekspresijom αvβ3 integrina, gdje značajno 

povećana uspješnost transdukcije s HAdV26 određena protočnom citometrijom nije 

potvrđena kao posljedica značajnijeg povećanja u vezanju ili internalizaciji s HAdV26 

određenih Real Time PCR-om. Razlog tome mogla bi biti relativno visoka konstanta 

disocijacije (KD) između baze pentona HAdV i αvβ3 integrina (415 ± 62 nM) kakva je 

pokazana za HAdV9 (Veesler i sur., 2014). S obzirom da HAdV9 i HAdV26 pripadaju 

istoj podgrupi HAdV, podgrupi D, pretpostavljeno je da bi KD za HAdV26 mogla biti 

slična onoj za HAdV9. Osim toga, protokol određivanja vezanja HAdV na receptore na 

površini stanica uključuje inkubaciju HAdV na ledu, što ne omogućuje nakupljanje 

integrina (engl. integrin clustering). Naime, αvβ3 integrin kao i drugi integrini pokazuje 

nakupljanje uslijed aktivacije (Cluzel i sur., 2005). Nakon izvanstaničnog ili 

unutarstaničnog vezanja liganda na integrin i njegove aktivacije dolazi do 

konformacijskih promjena u integrinu koje uzrokuju prijenos signala putem 

unutarstaničnih repova integrina i dovode do nakupljanja integrina zajedno s 

mnoštvom drugih proteina u visokoorganizirani kompleks koji se naziva fokalna 

adhezija (Samaržija i sur., 2020; Harburger i Calderwood, 2009). Tako formirane 

fokalne adhezije sadrže veći broj molekula αvβ3 integrina koje mogu vezati HAdV. Pri 

uvjetima na ledu, citoplazmatska membrana je kruća i smanjeno je kretanje proteina, 

uključujući i integrina, stoga je moguće da su izgubljene informacije o vezanju HAdV26 

na αvβ3 integrine.   
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Iako je ukupna struktura i organizacija čestice HAdV26 uglavnom slična onoj HAdV5, 

postoje neke značajne razlike između ta dva serotipa HAdV. Jedna od razlika je u 

strukturi baze pentona u kapsidi adenoviralne čestice koja bi mogla imati utjecaj na 

vezanje αv integrina. Poravnanjem slijeda aminokiselina između HAdV5 i HAdV26 je 

pokazano da u bazi pentona HAdV26 u odnosu na bazu pentona HAdV5 postoji 

delecija dvanaest aminokiselinskih ostataka na N-kraju proteina te dvije delecije u petlji 

koja sadrži RGD slijed kojim se HAdV vežu za αv integrine na površini stanica. Moguće 

je da navedene delecije čine RGD slijed iz baze pentona HAdV26 manje dostupnim za 

vezanje na αv integrine na površini stanica. Međutim, HAdV26 ima relativno kratko 

vlakno sa samo osam ponavljanja β-ploča u odnosu na dvadesetdva ponavljanja β-

ploča kod HAdV5. Kratka vlakna smatraju se krutima, što uzrokuje njihovo ograničeno 

savijanje, dok je kod dugih vlakna adenovirusa podgrupe C savijanje u području 

koljena nužno za uspostavljanje interakcija između RGD slijeda u bazi pentona i 

integrina na površini stanica nakon vezanja vlakna s CAR (Wu i sur., 2003; Ambriović-

Ristov i sur., 2003). Mjesto vezanja RGD slijeda nalazi se na vrhu podjedinica αvβ3 

integrina kada se αvβ3 integrin nalazi u aktiviranoj otvorenoj konformaciji. Prema 

trenutnom modelu, duljina otvorene konformacije αvβ3 integrina iznosi približno 20 nm 

(Takagi i sur., 2002). Duljina vlakna HAdV s osam ponavljanja β-ploča iznosi 11 nm 

(Shayakhmetov i Lieber, 2000). Zbog toga se može pretpostaviti da se HAdV26 može 

vezati na RGD vezujuće mjesto αvβ3 integrina koji se nalazi u otvorenoj konformaciji 

pomoću petlje u bazi pentona koja sadrži RGD slijed neovisno o vezanju krutog 

nesavitljivog vlakna. Slično je već pokazano za HAdV9 iz podgrupe D u usporedbi s 

HAdV2 iz podgrupe C gdje HAdV9 ima kratko vlakno, a HAdV2 dugo vlakno. Za razliku 

od HAdV2, vezanje HAdV9 na mnoge stanične linije nije bilo smanjeno uslijed 

inkubacije s pročišćenim proteinom vlakna koje se s česticom HAdV9 natječe za 

vezanje na receptor, međutim, vezanje HAdV9 je bilo smanjeno nakon korištenja 

blokirajućeg protu-αv integrin protutijela. U αv-integrin negativnim stanicama nakon de 

novo ekspresije αvβ5 integrina vezanje HAdV9 nije bilo blokirano korištenjem proteina 

vlakna, ali jest korištenjem kombinacije proteina vlakna i baze pentona. Ovakvi rezultati 

pokazuju da je vezanje baze pentona na αv integrine neovisno o vezanju vlakna 

(Roelvink i sur., 1996). Navedenu hipotezu za HAdV26 je potrebno eksperimentalno 

dokazati. Dodatno, HAdV se na integrine ne vežu s visokim afinitetom, kao što se vežu 

na CAR, ali prednost HAdV26 da ukoliko se direktno veže na αvβ3 integrin s bazom 

pentona to mu odmah uz vezanje omogućuje i ulazak u stanicu potaknuto prijenosom 
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signala αvβ3 integrina i to domenom s RGD slijedom koja je među HAdV visoko 

konzervirana (nije prisutna samo u dva do sada poznata serotipa HAdV, 40 i 41) što 

upućuje u njezinu važnost za HAdV.  

Uspješnost transdukcije s HAdV uključuje zbroj uspješnosti vezanja, ulaska te 

unutarstaničnog putovanja HAdV da bi se dopremio genom u jezgru stanice domaćina. 

U ovom istraživanju su ulazak i unutarstanično putovanje HAdV26 praćeni  

konfokalnom mikroskopijom u A549 staničnoj liniji i klonovima A549-B4 i A549-E6 koji 

među izdvojenim klonovima imaju najvišu površinsku ekspresiju αvβ3 integrina i za 

koje je pretpostavljeno da će pokazati i povećani unos HAdV26 uslijed povećane 

ekspresije αvβ3 integrina. Kapsidni proteini HAdV26 su obilježeni fluorescentnom 

bojom AF488-5TFP u omjeru u kojem vezanje boje ne utječe na infektivnost 

adenoviralne čestice (rezultati nisu prikazani). Fluorescentno obilježeni HAdV26 

pokazao je povećanje u ulasku u stanice ovisno o povećanju ekspresije αvβ3 integrina, 

dakle, najveći prosječni broj adenoviralnih čestica nakon uspješnog unosa u stanice 

primjećen je kod A549-E6 klona s najvećom ekspresijom αvβ3 integrina, zatim kod 

A549-B4 klona i najmanji prosječni broj adenoviralnih čestica kod A549 stanične linije 

koja ima i najmanju ekspresiju αvβ3 integrina na površini stanica.  

Dodatno, istražena je i kolokalizacija između HAdV26 i αvβ3 integrina eksprimiranog 

na površini A549-E6 klona. Obilježavanje dviju ili više molekula s različitom 

fluorescentnom bojom omogućuje da se konfokalnom mikroskopijom ispita postojanje 

kolokalizacije tj. prostornog preklapanja dviju ili više molekula unutar nekog uzorka. 

Kolokalizacija upućuje da se molekule nalaze na istom ili vrlo bliskom području te 

ukazuje na njihovu moguću biološku interakciju. Kolokalizacija je praćena nakon 

inkubacije fluorescentnog HAdV26 na stanicama na ledu kako bi se omogućilo vezanje 

HAdV26 na receptore na površini stanica te nakon inkubacije 1 min pri 37°C kako bi 

se nakon kratkog vremena od vezanja HAdV26 na receptore omogućilo okidanje 

unosa HAdV26 endocitozom. Time je osigurano da ukoliko postoji slaba veza između 

receptora i HAdV26 ne dolazi do ispiranja adenoviralne čestice tijekom pripreme 

uzorka, odnosno da se omogući nakupljanje integrina. Pokazano je da gotovo 80% 

HAdV26 kolokalizira s αvβ3 integrinom u A549-E6 klonu. Rezultati sumarno pokazuju 

da je αvβ3 integrin receptor za HAdV26 u epitelnim stanicama čovjeka.  

Već su prva istraživanja adenovirusa pokazala da različiti serotipovi pokazuju različito 

unutarstanično putovanje. Ovisno o serotipu, adenovirusne kapside su se ili nakupljale 
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u lizosomima (HAdV47) ili putovale direktno prema ovojnici jezgre (HAdV5) 

(Chardonnet i Dales, 1970). Većina informacija koju danas znamo o unutarstaničnom 

putovanju adenovirusa temelji se na istraživanjima podgrupe C (HAdV5) ili podgrupe 

B (HAdV35). Ove dvije grupe za vezanje na stanicu koriste različite receptore, CAR 

(HAdV5) odnosno CD46 (HAdV35), što ih usmjerava prema različitim mehanizmima 

ulaska u stanice. Adenovirusi podgrupe B nakupljaju se u lizosomima dok adenovirusi 

podgrupe C putuju direktno prema jezgri. Optimalna pH vrijednost za oslobađanje iz 

endosoma za adenoviruse podgrupe C odgovara onoj ranog endosoma, dok je u 

slučaju podgrupe B to vrijednost lizosoma. Očito je da je unutrastanično putovanje 

adenovirusa određeno početnom interakcijom s primarnim receptorom. Naime, 

promjena vlakna između različitih serotipova također je promijenila i unutarstanično 

putovanje tako novonastalih kimernih adenovirusa (Miyazawa i sur., 1999; 

Shayakhmetov i sur., 2003). Sumarno, razlozi zbog kojih se razlikuje unutarstanično 

putovanje nekog serotipa adenovirusa mogu biti različiti: 1) vezanje na različite 

receptore na površini stanice okida različite signale za ulazak adenovirusa u stanicu, 

2) adenovirusi ulaze u stanice različitim tipom endocitoze, 3) tijekom unutarstaničnog 

putovanja različiti serotipovi adenovirusa se nalaze u različitim tipovima endosoma iz 

kojih mogu imati različitu učinkovitost izlaska, 4) putovanje adenovirusa ovisi o 

motornom proteinu i drugo. U skladu s gore navedenim, a imajući na umu da je u ovom 

radu pokazano da HAdV26 za uspješnu transdukciju koristi αvβ3 integrin, 

pretpostavljeno je da se unutarstanično putovanje HAdV26 razlikuje od HAdV5 

odnosno HAdV35. 

Vezanjem na receptor, HAdV ulaze u stanicu receptor-posredovanom endocitozom ili 

makropinocitozom uslijed čega dolazi do formiranja endosoma u kojem HAdV 

nastavlja svoje unutarstanično putovanje. Veličina endosoma ovisi o tipu endocitoze 

pa tako veličina makropinosoma varira između 0.2 i 10 µm dok je uobičajena veličina 

endosoma kod receptor-posredovanih endocitoza manja od 0.2 µm. Kako je promjer 

adenoviralne čestice oko 90 nm, za očekivati je da se u pojedinom endosomu kod 

receptor-posredovanih endocitoza može nalaziti samo jedna ili dvije adenoviralne 

čestice što bi potencijalno dalo točkast signal virusa u stanici, dok se u 

makropinosomima može nalaziti više adenoviralnih čestica što bi potencijalno dalo 

signal virusa u nakupinama i mrljama.  
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Dosad u literaturi nije opisano kojim tipom endocitoze HAdV26 ulazi u stanice. Analiza 

usporedbe unutarstaničnog putovanja fluorescentno obilježenih HAdV5, HAdV26 i 

HAdV35 koja je u ovom radu određena konfokalnom mikroskopijom pokazala je različit 

obrazac unutarstaničnog putovanja ova tri serotipa HAdV. Jasno je vidljivo da je broj 

uspješno internaliziranih HAdV26 znatno manji nego kod HAdV5 ili HAdV35, što je u 

skladu s prethodnim rezultatima grupe Majhen koji pokazuju značajno veću uspješnost 

transdukcije A549 stanične linije s HAdV5 i HAdV35 u odnosu na HAdV26. Primjećeno 

je da je signal koji daju fluorescentno obilježeni HAdV5 i HAdV26 točkast dok signal 

HAdV35 čine nakupine i mrlje jačeg ili slabijeg intenziteta uz poneki točkasti signal. Iz 

literature je poznato da HAdV5  u stanice ulazi receptor-posredovanom endocitozom 

(Meier i Greber, 2004; Colin i sur., 2005; Rogee i sur., 2007) dok je pokazano da 

HAdV35 ulazi makropinocitozom (Kalin i sur., 2010; Amstutz i sur., 2008). S obzirom 

na izgled signala, može se pretpostaviti da i u A549 staničnu liniju HAdV5 ulazi 

receptor-posredovanom endocitozom, dok HAdV35 ulazi makropinocitozom. Na 

osnovi do sad poznate literature i uočenog načina putovanja HAdV5, HAdV26 i 

HAdV35 pretpostavljeno je da HAdV26 ulazi u stanice receptor-posredovanom 

endocitozom.  

U mehanizme ulaska receptor-posredovanom endocitozom uključen je velik broj 

molekula među kojima su jedne od najznačajnijih dinamin-2, klatrin i kaveolin-1. S 

obzirom da je za ove molekule iz literature poznato da mogu biti ključne za ulazak 

HAdV u ciljne stanice u ovom je radu istražena uloga upravo ovih molekula u 

uspješnosti transdukcije HAdV26.  

Smanjenjem ekspresije dinamina-2 korištenjem specifične siRNA ili inhibicijom 

njegove aktivnosti korištenjem kemijskog inhibitora endocitoze dyngo 4a pokazano je 

smanjenje uspješnosti transdukcije i/ili uspješnosti internalizacije HAdV26 u A549 i 

A549-E6 stanice, što upućuje da je ulazak HAdV26 u epitelne stanice čovjeka ovisan 

o dinaminu-2. Dinamin-2 je ubikvitarno eksprimirana GTPaza i uključen je u više faza 

sekretornog puta. Dinamin-2 ima ulogu u odvajanju endocitoznog mjehurića od 

stanične membrane, formiranju vezikula nastalih od Golgijevog tijela, unutarstaničnom 

putovanju vezikula te regulaciji dinamike mikrotubula i aktinskog citoskeleta 

(Gonzalez-Jamett i sur., 2013). Dosad je pokazano da dinamin-2 ima ulogu u ulasku 

mnogih patogena kao što su virus Ebole (Mulherkar i sur., 2011), HIV (Carter i sur., 

2011), Hepatitis B (Abdulkarim i sur., 2003), toksin antraksa (Abrami i sur., 2003), 
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uključujući i adenoviruse, npr. HAdV2 (Wang i sur., 1998). Tipovi endocitoze za koje 

je pokazano da ovise o aktivnosti dinamina-2 su klatrinom posredovana endocitoza, 

kaveolinom posredovana endocitoza, IL-2 posredovana endocitoza te fagocitoza 

(Mercer i sur., 2010). Među njima su u literaturi klatrinom i kaveolinom posredovane 

endocitoze opisane kao najčešće receptor-posredovane endocitoze koje adenovirusi 

koriste za ulazak u stanice pa je ulazak HAdV26 dalje istražen nakon promjena u 

ekspresiji klatrina i kaveolina-1, ključnih proteina u klatrinom ili kaveolinom 

posredovanoj endocitozi.  

Smanjenjem ekspresije klatrina transfekcijom specifičnom siRNA ili konstrukcijom 

klonova sa stabilno smanjenom ekspresijom klatrina dolazi do povećanja uspješnosti 

transdukcije i internalizacije HAdV26 u A549 staničnoj liniji, ali ne i u klonu A549-E6  s 

povećanom ekspresiju αvβ3 integrina. Osim povećanja uspješnosti transdukcije 

HAdV26, utišavanje klatrina povećalo je uspješnost transdukcije i s HAdV5 što je bio 

neočekivan rezultat s obzirom da je iz literature poznato da HAdV5 za ulazak u stanicu 

koristi klatrinom-posredovanu endocitozu (Meier i Greber, 2004, Amstutz i sur., 2008). 

Smanjenje ekspresije kaveolina-1 ne mijenja značajno uspješnost transdukcije i 

internalizacije HAdV26 u A549 staničnoj liniji, ali smanjuje uspješnost transdukcije i 

internalizacije HAdV26 u klonu A549-E6 koji ima povećanu ekspresiju αvβ3 integrina. 

Ovi rezultati upućuju na važan utjecaj količine eksprimiranog αvβ3 integrina na tip 

ulaska HAdV26 u stanice. Osim toga, moguće je da je promjena ekspresije klatrina i 

kaveolina utjecala na recikliranje receptora koje adenovirusi koriste za ulazak u stanicu 

stoga je provjerena ekspresija αvβ3 integrina, kao i drugih adenoviralnih receptora u 

svim uvjetima smanjenja ekspresije klatrina ili kaveolina-1.  

Pokazano je da utišavanje klatrina snažno povećava ekspresiju αvβ3 integrina, CAR 

(primarnog receptora HAdV5) i CD46 (primarnog receptora HAdV35) u A549 

stanicama i nešto manje u A549-E6 stanicama, dok utišavanje kaveolina-1 malo 

povećava ekspresiju αvβ3 integrina i CD46, a jače povećava ekspresiju CAR. 

Usporedbom profila ekspresije receptora αvβ3 integrina, CAR i CD46 s uspješnosti 

transdukcije i internalizacije HAdV5, HAdV26 i HAdV35 nakon utišavanja klatrina ili 

kaveolina-1, može se zaključiti da je promjena u uspješnosti transdukcije i 

internalizacije s adenovirusima nakon utišavanja klatrina posljedica promjena u količini 

receptora dostupnih za vezanje. Iznimka je u klonu A549-E6, gdje unatoč povećanju 

ekspresije αvβ3 integrina utišavanjem klatrina nema promjene u uspješnosti 
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transdukcije s HAdV26. Razlog tome mogao bi biti da A549-E6 već ionako imaju 

dovoljno visoku ekspresiju αvβ3 integrina pa dodatno povećanje količine αvβ3 

integrina na površini stanice nema značajan utjecaj na infekciju s HAdV26. Osim toga, 

pokazano je da utišavanjem ekspresije klatrina dolazi do povećanja ekspresije 

dinamina-2 u A549-E6 klonu. Potrebno je dodatno istražiti da li povećana ekspresija 

dinamina-2 u klonu A549-E6 nakon utišavanja klatrina ima ulogu u nepromijenjenoj 

infekciji s HAdV26.   

Važnost klatrina pokazana je i u ulasku i unutarstaničnom putovanju HAdV26 i to 

korištenjem pitstopa 2, kemijskog inhibitora klatrinom posredovane endocitoze. Naime, 

inhibicija vezanja klatrina na endosomalni mjehurić zaustavlja HAdV26 s unutrašnje 

strane stanice blizu citoplazmatske membrane i time onemogućava njegovo 

unutarstanično putovanje, ali ujedno i povećava broj uspješno vezanih i internaliziranih 

HAdV26 kao i uspješnost transdukcije s HAdV26 u A549 i A549-E6 staničnim linijama. 

Povećana infekcija s HAdV26 nije posljedica promijenjene ekspresije αvβ3 integrina 

na površini stanica. Utjecaj inhibitora pitstop 2 na zaustavljanje internalizacije HAdV26 

je reverzibilno, odnosno uklanjanjem pitstopa 2 iz hranjive podloge omogućuje se 

uspješno unutarstanično putovanje HAdV26 zaustavljenih blizu rubova stanice.  

Smanjenjem količine klatrina korištenjem specifične siRNA te inhibicijom klatrinom 

posredovane endocitoze korištenjem pitstopa 2 pokazano je da klatrin ima dvojaku 

ulogu u infekciji HAdV26. Utišavanjem klatrina najvjerojatnije dolazi do poremećaja u 

recikliranju αvβ3 integrina te povećanja količine ovog receptora na površini stanice 

čime su i uspješnost transdukcije i internalizacije s HAdV26 povećani. U slučaju 

inhibicije klatrinom posredovane endocitoze nakon djelovanja pitstopa 2 ne dolazi do  

promjene u ekspresiji αvβ3 integrina, a ipak dolazi do snažnog povećanja uspješnosti 

transdukcije i vezanja HAdV26. Djelovanje pitstopa 2 zaustavlja HAdV26 ispod 

membrane blizu ruba stanice, što bi značilo da pitstop 2 ne ograničava vezanje ili 

ulazak HAdV26, ali onemogućuje unutarstanično putovanje HAdV26. Kako pitstop 2 

inhibira vezanje klatrina na već formirani endocitozni mjehurić, hipoteza je da je u 

formiranom mjehuriću uslijed vezanja HAdV26 došlo do aktivacije i nakupljanja αvβ3 

integrina, koji zbog inhibicije kasnijih koraka u formiranju zrelog endocitoznog 

mjehurića mogu vezati više HAdV26, odnosno inhibicijom klatrinom posredovane 

endocitoze potencijalni klatrinom obavijeni mjehurić je ostao „otvoren“ i dostupan za 

nakupljanje većeg broja virusa koji, u trenutku kada se inhibitor ukloni sa stanica, 
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nastavljaju put prema jezgri. Navedenu hipotezu potrebno je eksperimentalno 

dokazati. Međutim, može se zaključiti da je za uspješnu transdukciju s HAdV26 važna 

prisutnost klatrina. 

Osim smanjenja uspješnosti transdukcije s HAdV26 u A549-E6 stanicama, koje imaju 

povećanu ekspresiju αvβ3 integrina, utišavanje kaveolina-1 u A549-E6 i A549-shCAV-

1 klonovima kod kojih je ekspresija CAR i CD46 značajno smanjena, a ekspresija αvβ3 

integrina jako povećana u odnosu na A549 stanice, smanjuje uspješnost transdukcije 

i s HAdV5 i HAdV35. Smanjenje eskpresije CAR primjećeno kod A549-E6 klona 

upućuje na međusobnu spregu između ekspresije αvβ3 integrina i CAR. Od prije je 

poznato da povećana ekspresija CAR može smanjiti ekspresiju αvβ3 integrina (Majhen 

i sur., 2011), a ovaj rad upućuje na to da je moguće i obrnuto, odnosno da povećanje 

ekspresije αvβ3 integrina može smanjiti ekspresiju CAR.  

Smanjenje ekspresije klatrina i kaveolina-1 transfekcijom specifičnih siRNA uzrokuje 

povećanje u ekspresiji receptora αvβ3 integrina na površini A549 stanica. Ovo 

povećanje ekspresije αvβ3 integrina uzrokuje povećanje u uspješnosti transdukcije i 

internalizacije HAdV26 nakon smanjena ekspresije klatrina, ali ne i nakon smanjenja 

ekspresije kaveolina-1. Međutim, u klonu A549-E6 s povećanom ekspresijom αvβ3 

integrina nakon smanjenja ekspresije kaveolina-1 dolazi i do smanjenja uspješnosti 

transdukcije i internalizacije s HAdV26. Najvažnije, u klonu 69 koji uslijed smanjene 

ekspresije klatrina ima povećanu ekspresiju αvβ3 integrina i povećanu uspješnost 

transdukcije s HAdV26, nakon utišavanja kaveolina-1 dolazi do smanjenja uspješnosti 

transdukcije s HAdV26. Dakle, smanjenjem kaveolinom-1 posredovane endocitoze 

smanjuje se uspješnost transdukcije s HAdV26 kada ovaj virus kao receptor koristi 

αvβ3 integrin, što je dokaz da αvβ3 integrin usmjerava HAdV26 na kaveolinom-1-

posredovanu endocitozu. Zanimljivo, korištenjem filipina III koji inhibira lipidne splavi i 

kaveolinom posredovanu endocitozu odvajanjem kolesterola nije došlo do smanjenja 

uspješnosti transdukcije s HAdV26. Ovi rezultati upućuju na važnost kaveolina-1 u 

αvβ3 integrinom posredovanoj transdukciji HAdV26. Dosad je poznato da ulazak 

HAdV posredovan integrinima može slijediti više tipova endocitoze, pri čemu je 

pokazano da integrini mogu ući u stanicu preko lipidnih splavi i smatra se da αvβ3 

integrin pritom ulazi uz interakcije s kaveolinom-1 (Bridgewater i sur., 2012). Također 

je pokazano da kada Herpes simplex virus (HSV) u stanice ulazi ovisno o αvβ3 

integrinu i dinaminu-2 za to koristi lipidne splavi odnosno kaveolinom posredovanu 
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endocitozu (Gianni i sur., 2010). Važna uloga kaveolina-1 opisana je i za infekciju 

ehovirusom 1 koji kao primarni receptor koristi α2β1 integrin (Marjomaki i sur., 2002).  

Iako se smatra da je klatrinom posredovana endocitoza glavni put ulaska HAdV5 u 

stanicu, razlog povećanja transdukcije s HAdV5 nakon utišavanja klatrina i uslijed 

povećanja ekspresije CAR može biti vezanje HAdV5 za D1 domenu CAR pomoću AB 

petlje glave vlakna s relativno visokim afinitetom (uz konstantu disocijacije KD = 1 nM) 

(Lortat-Jacob i sur., 2001). Kako je na tim stanicama povećano eksprimiran i αvβ3 

integrin koji je koreceptor za HAdV5, moguć je aditivan učinak CAR i αvβ3 integrina na 

HAdV5 endocitozu. Ovi rezultati razlikuju se od literature. Amstutz i sur. opisuju da je 

utišavanje klatrina smanjilo transdukciju s HAdV5 i HAdV3 pri čemu autori nisu 

određivali status receptora nakon utišavanja klatrina tako da ne znamo je li uzrok 

smanjene uspješnosti transdukcije promjena u receptorima ili promjena same 

endocitoze (Amstutz i sur., 2008). Osim toga, pokazano je da u nekim slučajevima 

HAdV5 može koristiti i lipidne splavi i kaveole za ulazak (Meier i sur., 2002), kao i 

HAdV2, također iz podgrupe C, koji u A549 stanice ulazi kaveolinom posredovanom 

endocitozom (Yousuf i sur., 2013).  

Što se tiče smještaja HAdV tijekom unutarstaničnog putovanja, a nakon ulaska u 

stanicu, primjećeno je da se HAdV35 uglavnom nalazi grupiran u većem području 

pokraj jezgre, što odgovara literaturnim podacima da HAdV35, kao i drugi adenovirusi 

podgrupe B, u stanicu ulazi makropinocitozom nakon čega se nakuplja u lizosomima 

(Miyazawa i sur., 2001, Teigler i sur., 2014) koji se uobičajeno nalaze u perinuklearnom 

području. Ipak, potrebno je eksperimentalno dokazati navedenu hipotezu. Većina 

HAdV5 se nalazi u neposrednoj blizini jezgre dok je HAdV26 raspršen po stanici, što 

upućuje na različitu dinamiku putovanja između ova dva serotipa virusa. Zbog toga je 

napravljena usporedba unutarstaničnog putovanja kroz dulje vremensko razdoblje 

kako bi se utvrdilo je li, i u kojem vremenu, HAdV26 uspješno dolazi do jezgre s ciljem 

dopremanja genoma. Nevezane adenoviralne čestice su nakon inkubacije na ledu 

isprane pa je ovakvom postavkom eksperimenta omogućen sinkroniziran početak 

ulaska, odnosno da adenoviralne čestice HAdV5 i HAdV26 krenu s iste početne točke 

– vezane na receptore na površini stanice. HAdV5 je pokazao brzo i usmjereno 

putovanje prema jezgri jer se već nakon 1 h većina virusa nakupila kod jezgre. Nakon 

1 h HAdV5 je i dalje uglavnom smješten u blizini jezgre, ali tu je potrebno uzeti u obzir 

da ukoliko je uspješno došao do jezgre unutar 1 h (Luisoni i Greber, 2016), vjerojatno 
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se HAdV5 već vezao na NPC na jezgri i unio genom u jezgru stanice domaćina, a 

signal od HAdV5 koji se i dalje primjećuje konfokalnom mikroskopijom jest signal 

praznih kapsida i/ili raspadnutih kapsida HAdV5. Za razliku od HAdV5, HAdV26 ni 

nakon 4 h nije pokazao povećano nakupljanje u području jezgre. Većina čestica 

HAdV26 se nalazi grupirana na jednoj strani u odnosu na jezgru u širem 

perinuklearnom području. Dosad je pokazano da se HAdV26 u A549 stanicama 

nakuplja u kasnim lizosomima što je pokazano kolokalizacijom s LAMP1 (Teigler i sur., 

2014). Prijašnji rezultati grupe Majhen (neobjavljeni rezultati) pokazuju da se više od 

polovice HAdV26 u odnosu na HAdV5 tijekom unutarstaničnog putovanja u trajanju od 

45 minuta zadržava u citosolu stanice u nekom od organela s membranom pa je za 

pretpostaviti da HAdV26 nema tako učinkovit izlazak iz endosoma kao HAdV5. 

U ovom radu, ispitana je kolokalizacija HAdV26 s EEA1, LAMP1 i Golgijevim tijelom u 

A549 stanicama. Pokazano je da se kolokalizacija s EEA1, biljegom ranih endosoma, 

ne mijenja značajno u razdoblju od 5 min do 45 min nakon infekcije s HAdV26 i iznosi 

oko 35%. Za razliku od EEA1, kolokalizacija s LAMP1, biljegom kasnih endosoma i 

lizosoma, se povećava s vremenom nakon infekcije s HAdV26. Nakon 15 min od 

infekcije, 13% HAdV26 kolokalizira s LAMP1, dok u razdoblju od 60 min do 120 min 

više od 30% HAdV26 kolokalizira s LAMP1. Ovi rezultati dodatno ukazuju na zaključak 

da HAdV26 zaostaje u nekom od endosoma. 

Teigler i sur. (2014) su pokazali da 45.5% HAdV26 kolokalizira s EEA1 30 min nakon 

infekcija, a 19.9% 60 min nakon infekcije. Također su pokazali da 25.7% HAdV26 

kolokalizira s LAMP1 120 min nakon infekcije. Nakon 120 min oko 10% HAdV26 

kolokalizira s EEA1, a oko 20% s LAMP-1. U radu zaključuju da se unutarstanično 

putovanje HAdV26 značajno razlikuje od HAdV5 i da se HAdV26 nakupljaju u kasnim 

endosomima. Usporedbom rezultata koji su dobili Teigler i sur. (2014) i rezultata 

dobivenih u ovom radu, može se vidjeti da je u jednakom vremenskom razdoblju nakon 

infekcije s HAdV26 dobiven sličan rezultat kolokalizacije HAdV26 s EEA1 (30 min, 

45.5% u odnosu na 37%), kao i da se udio HAdV26 koji kolokaliziraju s LAMP1 

povećava s povećanjem vremena infekcije. Ipak, Teigler i sur. istraživali su u puno 

duljem vremenskom razdoblju pa nije moguće usporediti rezultate u više vremenskih 

točaka. Za bolje razumijevanje unutarstaničnog putovanja HAdV26 potrebno je još 

detaljnije istražiti kolokalizacije HAdV26 s biljezima endosoma i usporediti ih s 

putovanjem HAdV5. Nakupljanje u kasnom endosomu slično HAdV26 pokazuje i 
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HAdV37, također pripadnik podgrupe D, koji u stanice rožnice oka čovjeka ulazi 

kaveolinom posedovanim putem neovisnim o EEA1, a ovisnim o LAMP1 (Lee i sur., 

2020).  

Za uspješnu dostavu adenovirusne čestice do jezgre također je važno i vezanje na 

mikrotubule odnosno putovanje po njima pa tako na različito unutarstanično putovanje 

HAdV mogu utjecati i motorni proteini koji omogućuju kretanje adenoviralnih čestica 

po mikrotubulima. Pokazano je da hekson HAdV5 prolazi kroz konformacijske 

promjene koje mu omogućuju vezanje na dinein preko hipervarijabilne petlje 1 (HVR1) 

(84). Kako se HVR1 regija razlikuje između HAdV5 i HAdV26, pri čemu je HVR1 regija 

HAdV26 kraća za 12 aminokiselinskih ostataka (Yu i sur., 2017), moguće je da je 

vezanje HAdV26 na dinein promijenjeno u odnosu na HAdV5, što bi mogao biti razlog 

slabijeg putovanja HAdV26 prema jezgri. Osim dineina za kretanje adenovirusa po 

mikrotubulima važni su i kinezini koji odvode adenoviruse prema (+) kraju mikrotubula 

odnosno periferiji stanice (Gazzola i sur., 2009). Moguće je da je vezanje HAdV26 bolje 

s kinezinima, koji mogu putovati prema oba kraja mikrotubula i tako HAdV26, osim 

prema jezgri, odvući u smjeru suprotnom od jezgre.  

Urođeni imunosni odgovor omogućava neposrednu obranu domaćina te u isto vrijeme 

potiče stečeni imunosni odgovor (Chaplin, 2010). Adenoviralna kapsida ili DNA 

predstavljaju PAMP-ove koji u stanici mogu aktivirati urođeni imunosni odgovor, 

uzrokujući proizvodnju interferona i upalnih citokina (Hartman i sur., 2007; Nociari i 

sur., 2007). Adenoviralni PAMP-ovi mogu biti prepoznati od strane PRR-ova u svakom 

koraku puta infekcije virusom: od vezanja i ulaska u stanicu do ulaska DNA u jezgru. 

Najbolje proučeni PRR-ovi su Toll-slični receptori (TLR). U slučaju HAdV vektora koji 

kao receptore koriste CAR i CD46 pokazano je da u aktivaciji imunosnog odgovora 

sudjeluje TLR9 (Iacobelli-Martinez i sur., 2007). Međutim, HAdV vektori mogu aktivirati 

urođeni imunitet preko MyD88/TLR9-ovisnih i neovisnih mehanizama (Yamaguchi i 

sur., 2007).  

U in vivo studijama na eksperimentalnim životinjama evaluira se imunogeničnost 

pojedinog serotipa adenoviralnih vektora s ciljem probira onih koji će pokazati povoljan 

imunosni odgovor domaćina i dobru učinkovitost vektora za upotrebu istih u kliničkim 

studijama s ljudima. Različiti tipovi adenoviralnih vektora mogu biti različito 

imunogenični u pojedinom organizmu, kao što i isti tip adenoviralnog vektora može 

imati različiti odgovor u različitim organizmima (Dicks i sur., 2015). Usporedbom šest 
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nisko seroprevalentnih tipova HAdV (HAdV11, HAdV26, HAdV35, HAdV48, HAdV49, 

HAdV50) s visoko seroprevalentnim HAdV5 pokazano je da među njima HAdV26 

najviše imunogeničan u miševima i rezus majmunima (Abbink i sur., 2007). HAdV26 

potiče snažan stanični i humoralni imunosni odgovor u ljudi, što ga u kombinaciji s 

niskom seroprevalentnošću čini izvrsnim kantidatom za razvoj vektorskih vakcina, a to 

dokazuje i podatak da se već nalazi se u više od 30 kliničkih studija (ClinicalTrials, 

2020). Pokazano je da se može opetovano koristiti te da samo jedna doza vakcine 

protiv HIV dovoljna da izazove povoljan odgovor imunosti (Baden i sur., 2013; Barouch 

i sur., 2018).  

S obzirom da je u ovom radu pokazano da se unutarstanično putovanje HAdV26 

značajno razlikuje od onog od HAdV5 odnosno HAdV35 te da postoji vjerojatnost da 

HAdV26 zaostaje u nekom od endocitoznih odjeljaka, pretpostavka je da će nakon 

ulaska u stanicu HAdV26 biti prepoznat od različitih senzora imunosnog sustava nego 

što će to biti HAdV5 i/ili HAdV35. U skladu s tim za očekivati je da će ulazak HAdV26 

u stanicu potaknuti značajno različit urođeni imunosni odgovor od onog potaknutog 

infekcijom HAdV5 i HAdV35. Stoga je u ovom radu ispitan urođeni imunosni odgovor 

potaknut infekcijom A549 i SK-OV-3 stanica s HAdV5, HAdV26 i HAdV35 te je 

pokazano da ulazak HAdV26 potiče ekspresiju gena uključenih u urođeni imunosni 

odgovor, pri čemu je ta ekspresija jača od one potaknute ulaskom HAdV5, ali slabija 

od one potaknute HAdV35.  

HAdV26 je pokazao osobito povećanje u ekspresiji IL-6 te IL-8 dok ekspresija IL-1β i 

IL-18 nije toliko značajno promijenjena. Međutim, povećana ekspresija IL-6 i IL-8 

nakon infekcije s HAdV26 nije dovela do povećanog izlučivanja ovih proteina. Nakon 

infekcije stanica s HAdV35 osobito je povećana ekspresija te izlučivanje IL-8.  Slično 

je pokazano i za HAdV7 iz podgrupe B adenovirusa koji u tkivu pluća potiče pojačanu 

ekspresiju i izlučivanje IL-6 i IL-8 i to kao brzi odgovor u razdoblju do 8 h nakon infekcije 

(Wu i sur., 2010). Važno je primjetiti da je ekspresija IL-6, IL-1β te IL-18 dobivena 

ekspresijom gena uključenih u inflamasom vrlo usporediva s vrijednostima dobivene 

ekspresijom citokina nakon infekcije s HAdV26. Ako se usporedi ekspresija gena IL-6 

i IL-8 nakon infekcije s HAdV26 između A549 i SK-OV-3 stanica uočava se da je 

ekspresija IL-6 u SK-OV-3 stanicama oko tri puta veća u usporedbi s A549 stanicama, 

dok je ekspresija IL-8 smanjena 2 puta. S obzirom da SK-OV-3 stanice imaju veću 

količinu αvβ3 integrina moglo bi se pretpostaviti da je povećana ekspresija IL-6 gena 
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nakon infekcije HAdV26 posredovana αvβ3 integrinom. U prilog ovome govori rad 

Browne i sur. (2015) u kojem je pokazano da farmakološka inhibicija β3 integrina 

dovodi do smanjenja IL-6 nakon infekcije onkolitičkim adenovirusom (Browne i sur., 

2015). U in vivo studiji u miševima je pokazano da vezanje HAdV5 na β3 integrin potiče 

ekspresiju IL-1α, ali ne i IL-1β, dok je povećana ekspresija IL-6, CXCL1, CXCL2 

moguća uz aktivan IL-1R1 ovisan prijenos signala (Di Paolo i sur., 2009), dok je u ovom 

radu pokazana povećana ekspresija IL-6,  CXCL1, CXCL2, ali i IL-1β nakon infekcije 

s HAdV26. IL-33 ima i proupalna i protuupalna svojstva. Pokazano je da može djelovati 

i kao citokin i kao transkripcijski faktor koji regulira transkripciju gena uključenih u 

imunosni odgovor. IL-33 je kao citokin izlučen iz stanica u nekrozi dok je tijekom 

apoptoze inaktiviran (Miller, 2011). Zanimljivo, nakon infekcije s HAdV26 pokazano je 

značajno smanjenje ekspresije IL-33 što upućuje na mogući mehanizam kako HAdV26 

inhibira apoptozu inficirane stanice.  

Ovim radom identificiran je αvβ3 integrin kao receptor za infekciju s HAdV26 te je još 

jednom istaknuta važnost početne interakcije HAdV s pojedinim receptorom, u ovom 

slučaju HAdV26 s αvβ3 integrinom, jer upravo interakcije na površini stanica imaju 

utjecaj na ulazak i unutarstanično putovanje HAdV, a s time je povezano i poticanje 

urođenog imunosnog odgovora stanica tijekom cijelog puta infekcije virusa. 

Otkrivanjem molekula uključenih u put infekcije adenovirusima pomoći će razvoju 

sigurnih i učinkovitih vektora za gensku terapiju tumora i vakcinaciju s ciljem 

poboljšanja zdravlja ljudi. 
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6. ZAKLJUČCI 
 

1. Korištenjem staničnih linija A549, SK-OV-3, MDA-MB-435S i HEp2 te njihovih 

klonova s povećanom ekspresijom αv (A549-αv) ili β3 integrina (A549-β3), 

odnosno smanjenom ekspresijom αv integrina (3αv), pokazano je da povećana 

količina αvβ3 integrina povećava uspješnost infekcije s HAdV26. Povećana 

količina αvβ3 integrina na površini A549-E6 stanica povećava ulazak HAdV26 

pri čemu HAdV26 kolokalizira s αvβ3 integrinom što pokazuje da je αvβ3 

integrin receptor za HAdV26 u epitelnim stanicama čovjeka.  

 

2. Iako se unutarstanično putovanje HAdV26 značajno razlikuje od HAdV5 i 

HAdV35, ulazak sva tri promatrana adenovirusa u A549 i A549-E6 stanice 

ovisan je o dinaminu-2. 

 

3. Smanjenjem ekspresije klatrina u A549 stanicama dolazi do povećanja 

ekspresije αvβ3 integrina na površini stanica, što posreduje povećanoj 

uspješnosti infekcije s HAdV26.  

 

4. Smanjenjem ekspresije kaveolina-1 u A549 stanicama dolazi do povećanja 

ekspresije αvβ3 integrina na površini stanica, što nema značajan utjecaj na 

infekciju s HAdV26. U A549-E6 stanicama s povećanom ekspresijom αvβ3 

integrina te klonu 69 sa stabilno utišanom ekspresijom klatrina i povećanom 

ekspresijom αvβ3 integrina utišavanje kaveolina-1 dovodi do smanjenja 

uspješnosti transdukcije s HAdV26. Sumarno, rezultati upućuju da αvβ3 integrin 

usmjerava HAdV26 na kaveolinom-1 posredovanu endocitozu.   

 
5. Inhibicija klatrinom posredovane endocitoze korištenjem inhibitora pitstop 2 u 

A549 i A549-E6 staničnim linijama zaustavlja HAdV26 s unutrašnje strane blizu 

ruba stanice i onemogućava njegovo unutarstanično putovanje. Inhibicija 

klatrinom posredovane endocitoze korištenjem inhibitora pitstop 2 u A549 i 

A549-E6 staničnim linijama također povećava vezanje i ulazak HAdV26, pritom 

ne mijenjajući ekspresiju αvβ3 integrina na površini stanica. 

 



 

122 
 

6. Tijekom unutarstaničnog putovanja u A549 staničnoj liniji s povećanjem 

vremena inkubacije raste i udio HAdV26 koji kolokalizira s LAMP1, biljegom 

kasnih endosoma i lizosoma, što upućuje na potencijalno mjesto nakupljanja 

HAdV26.  

 
7. Ulazak HAdV26 u A549 i SK-OV-3 stanične linije potiče ekspresiju gena 

urođenog imunosnog odgovora, poglavito onih uključenih u aktivaciju upalnih 

procesa kao što su IL-6 i geni inflamasoma. Ekspresija većine promatranih gena 

veća je od one potaknute ulaskom HAdV5, ali slabija od HAdV35. Suprotno od 

aktivacije gena, HAdV26 infekcija A549 i SK-OV-3 stanica ne potiče značajno 

izlučivanje IL-6 i IL-8.  

 

8. Uslijed stabilne transfekcije A549 stanica s plazmidom koji sadrži gen za αv 

podjedinicu integrina, povećana ekspresija αv integrina u A549-αv klonovima 

povećava ekspresiju heterodimera αvβ3 integrina, pri čemu ne dolazi do 

promjene u ekspresiji ostalih heterodimera αv integrina. 
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8. SAŽETAK 
 

Vektori temeljeni na adenovirusima imaju potencijalnu translacijsku i komercijalnu 

vrijednost, a trenutno se istražuju kao vektori za gensku terapiju i vakcinaciju. Različiti 

tipovi adenovirusa čovjeka imaju različitu seroprevalenciju u populaciji ljudi, a visoka 

seroprevalencija može ograničiti učinkovitost vektora. Upravo je visoka 

seroprevalencija jedan od nedostataka adenovirusa čovjeka serotipa 5 (HAdV5) na 

temelju kojeg je konstruiran najčešće korišteni adenoviralni vektor, zbog čega sve veću 

primjenu imaju  serotipovi adenovirusa čovjeka koji se u populaciji ljudi nalaze u niskoj 

seroprevalenciji. Jedan od njih je i adenovirus čovjeka serotipa 26 (HAdV26), koji se 

već nalazi u više od 30 kliničkih studija. Imunogeničnost HAdV26 in vivo je dobro 

opisana, međutim osnovna biologija ovog virusa još je uvijek nedovoljno istražena.  

Stoga je glavni cilj ove doktorske disertacije bio istražiti način na koji HAdV26 inficira 

stanice epitela čovjeka. Prethodno je pokazano  da HAdV26 ne koristi CAR i CD46 

kao receptore, već infekcija HAdV26 ovisi o αv integrinu. Kako su integrini heterodimeri 

α i β podjedinica, u ovom je radu detaljnije istraženo  koji je točno  heterodimer αv 

integrina receptor za HAdV26. Konstrukcijom klonova s povećanom ekspresijom αv ili 

β3 integrina pokazano je da je αvβ3 integrin receptor za HAdV26 u epitelnim stanicama 

čovjeka jer njegova povećana ekspresija omogućuje povećanu infekciju s HAdV26 te 

tijekom vezanja HAdV26 kolokalizira s αvβ3 integrinom eksprimiranim na površini 

stanica. Adenovirusi ulaze u stanice endocitozom pa je u ovom radu ispitan utjecaj 

dinamina-2, klatrina i kaveolina na ulazak HAdV26, ključnih molekula u prethodno 

opisanim tipovima endocitoze koje adenovirusi koriste za ulazak u stanice. Ulazak 

HAdV26 ovisan je o dinaminu-2 čije smanjenje ekspresije ili aktivnosti smanjuje i 

infekciju s HAdV26. Smanjenje ekspresije klatrina povećava infekciju s HAdV26 uslijed 

povećane ekspresije αvβ3 integrina u A549 staničnoj liniji, dok inhibicija aktivnosti 

klatrinom posredovane endocitoze zaustavlja unutarstanično putovanje HAdV26. 

Smanjenje ekspresije kaveolina-1 ima različit utjecaj na uspješnost transdukcije 

HAdV26 u stanicama s nižom i višom ekspresijom αvβ3 integrina. U stanicama s nižom 

ekspresijom αvβ3 integrina, nakon utišavanja kaveolina-1 dolazi do povećanja 

ekspresije αvβ3 integrina, ali to povećanje nema značajan utjecaj na infekciju s 

HAdV26. Suprotno tome, u stanicama s višom ekspresijom αvβ3 integrina dolazi do 
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smanjenja uspješnosti infekcije s HAdV26 nakon utišavanja kaveolina-1, što upućuje 

na to da αvβ3 integrin usmjerava HAdV26 na kaveolinom-1 posredovanu endocitozu.  

Unutarstanično putovanje HAdV26 značajno se razlikuje u odnosu na ono HAdV5 i 

HAdV35 (adenovirus čovjeka serotipa 35). Za razliku od HAdV5, HAdV26 ne pokazuje 

usmjereno i brzo putovanje prema jezgri stanice s ciljem dopreme genoma, što upućuje 

na njegovo zaostajanje u nekoj od endocitoznih organela. Potencijalno mjesto 

unutarstaničnog nakupljanja HAdV26 jesu kasni endosomi i/ili lizosomi, jer s 

povećanjem vremena nakon infekcije dolazi do povećanog udjela HAdV26 koji 

kolokaliziraju s LAMP1, biljegom kasnih endosoma i lizosoma.  

Uslijed razlika u infekciji, ponajviše različitog unutarstaničnog putovanja, HAdV26 

potiče drugačiji profil ekspresije gena uključenih u urođeni imunosni odgovor u odnosu 

na HAdV5 i HAdV35. Iako nakon infekcije s HAdV26 dolazi do povećane ekspresije 

gena uključenih u aktivaciju upalnih procesa kao su IL-6 i geni inflamasoma, nije 

pokazano značajno izlučivanje IL-6 i IL-8.  

Rezultati opisani u ovoj doktorskoj disertaciji doprinose boljem razumijevanju biologije 

HAdV26, kao i mehanizama koje adenovirusi koriste prilikom infekcije stanica epitela 

čovjeka te omogućuju daljnji napredak u razvoju sigurnijih i učinkovitijih vektora 

temeljenih na HAdV26.   
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9. SUMMARY 
 

Adenovirus-based vectors have been identified as good candidates for potential 

translational and commercial use, and are currently being investigated as vectors for 

gene therapy and vaccination. Different types of human adenovirus have different 

seroprevalence in the human population, and high seroprevalence may limit the 

efficacy of the vector. One of the disadvantages of human adenovirus serotype 5 

(HAdV5), the most commonly used adenoviral vector, is its high seroprevalence. 

Therefore, serotypes of adenoviruses with low seroprevalence in the human population 

are increasingly investigated as vectors. One such type is human adenovirus 26 

(HAdV26), which is already found in more than 30 clinical studies. The immunogenicity 

of HAdV26 in vivo has been  extensively studied, however, the basic biology of this 

virus is still uncleared. 

Therefore, the main goal of this doctoral dissertation was to investigate principles of 

HAdV26 infection of human epithelial cells. It has been previously shown that HAdV26 

does not use CAR and CD46 as receptors, but rather depends on αv integrin for 

HAdV26 infection. Giving the fact that integrins are heterodimers of α and β subunits,  

focus of this work was to determine  which particular heterodimer of the αv integrin 

receptor is required for HAdV26 entry. The construction of clones with increased αv or 

β3 integrin expression have showed that increased expression of αvβ3 integrin allows 

for increased HAdV26 infection   indicating that αvβ3 integrin is required receptor for 

HAdV26 in human epithelial cells.. In addition, it has been demonstrated that during 

binding, HAdV26 colocalizes with αvβ3 integrin expressed on the cell surface. 

Adenoviruses enter cells by endocytosis, hence, in this work, we examined the 

influence of key molecules that play role in previously described types of endocytosis, 

dynamin-2, clathrin and caveolin on HadV26 entry. The reduction in expression or 

activity of dynamin-2 reduces HAdV26 infection, which indicates that HAdV26 entry 

dependent on dynamin-2 protein. On the contrary, decreased clathrin expression 

increases HAdV26 infection, due to increased αvβ3 integrin expression in the A549 

cell line, while inhibition of clathrin-mediated endocytosis ceases intracellular pathway 

of HAdV26. Decreased expression of caveolin-1 showed different influence on 

HAdV26 infection between cells with lower and higher expression of αvβ3 integrin. In 

cells with lower αvβ3 integrin expression, silencing of caveolin-1 induces an increase 
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in αvβ3 integrin expression. However, this increase in αvβ3 integrin expression has no 

significant effect on HAdV26 infection. In contrast, in cells with higher αvβ3 integrin 

expression, lower HAdV26 infection efficiency is observed after silencing of caveolin-

1, suggesting that αvβ3 integrin directs HAdV26 to caveolin-1-mediated endocytosis. 

The endocytic pathway of HAdV26 differs significantly from that of HAdV5 and HAdV35 

(human adenovirus serotype 35). Unlike HAdV5, HAdV26 does not show a directed 

and rapid movement toward the cell nucleus with the goal for genome delivery, 

suggesting tarrying in some of the endocytic organelles. Moreover, potential sites of 

intracellular accumulation of HAdV26 are late endosomes and/or lysosomes, since 

increasing time after infection confirm increased proportion of HAdV26 that colocalizes 

LAMP1, a marker of late endosomes and lysosomes.  

Due to the differences in infection, mostly in intracellular pathway, HAdV26 promotes 

a different expression profile of genes involved in the innate immune response, 

compared to HAdV5 and HAdV35. Although HAdV26 infection induces an increase in 

the expression of genes involved in the activation of inflammatory processes, such as 

IL-6 and inflammasome genes, no significant secretion of IL-6 and IL-8 has been 

shown. 

The results described in this doctoral dissertation contribute to a better understanding 

of the HAdV26 biology, and offers detailed mechanisms on how adenovirus infect 

human epithelial cell, which consequently allows further progress in the development 

of safer and more effective HAdV26-based vectors. 
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10. PRILOZI 
 

Prilog 1. Ekspresija molekula uključenih u inflamasom u A549 staničnoj liniji nakon infekcije 
s HAdV26 određena pomoću RT2 PCR Profiler Array metodom Real Time PCR. Geni čija 
ekspresija nije prikazana na Slici 46 ili u Tablici 20 nisu detektirani. Nazivi gena navedeni su na 
engleskom jeziku.  

Oznaka Naziv gena na engleskom jeziku
AIM2 Absent in melanoma 2 
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 
BCL2L1 BCL2-like 1 
BIRC2 Baculoviral IAP repeat containing 2
BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3
CARD18 Caspase recruitment domain family, member 18
CARD6 Caspase recruitment domain family, member 6
CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
CASP5 Caspase 5, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP8 Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
CCL7 Chemokine (C-C motif) ligand 7
CD40LG CD40 ligand 
CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
CHUK Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
CIITA Class II, major histocompatibility complex, transactivator
CTSB Cathepsin B 
CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha)
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2
FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
HSP90AA1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1
HSP90AB1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member 1
HSP90B1 Heat shock protein 90kDa beta (Grp94), member 1
IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast
IFNG Interferon, gamma 
IKBKB Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta 
IKBKG Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamma 
IL12A Interleukin 12A (natural killer cell stimulatory factor 1, cytotoxic lymphocyte maturation 

factor 1, p35) 
IL12B Interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2, cytotoxic lymphocyte maturation 

factor 2, p40) 
IL18 Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor)
IL1B Interleukin 1, beta 
IL33 Interleukin 33 
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)
IRAK1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
IRF1 Interferon regulatory factor 1
IRF2 Interferon regulatory factor 2
MAP3K7 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1
MAPK11 Mitogen-activated protein kinase 11
MAPK12 Mitogen-activated protein kinase 12
MAPK13 Mitogen-activated protein kinase 13
MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3
MAPK8 Mitogen-activated protein kinase 8
MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9
MEFV Mediterranean fever 
MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88)
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NAIP NLR family, apoptosis inhibitory protein
NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 
NFKBIA Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
NFKBIB Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, beta
NLRC4 NLR family, CARD domain containing 4
NLRC5 NLR family, CARD domain containing 5
NLRP1 NLR family, pyrin domain containing 1
NLRP12 NLR family, pyrin domain containing 12
NLRP3 NLR family, pyrin domain containing 3
NLRP4 NLR family, pyrin domain containing 4
NLRP5 NLR family, pyrin domain containing 5
NLRP6 NLR family, pyrin domain containing 6
NLRP9 NLR family, pyrin domain containing 9
NLRX1 NLR family member X1 
NOD1 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1
NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
P2RX7 Purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 7
PANX1 Pannexin 1 
PEA15 Phosphoprotein enriched in astrocytes 15
PSTPIP1 Proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1
PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and 

cyclooxygenase) 
PYCARD PYD and CARD domain containing
PYDC1 PYD (pyrin domain) containing 1
MOK Renal tumor antigen 
RELA V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
RIPK2 Receptor-interacting serine-threonine kinase 2
SUGT1 SGT1, suppressor of G2 allele of SKP1 (S. cerevisiae)
TAB1 TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 1
TAB2 TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2
TIRAP Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein 
TNF Tumor necrosis factor 
TNFSF11 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11
TNFSF14 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14
TNFSF4 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 4
TRAF6 TNF receptor-associated factor 6
TXNIP Thioredoxin interacting protein
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis
ACTB Actin, beta 
B2M Beta-2-microglobulin 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
RPLP0 Ribosomal protein, large, P0
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