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1. UvoD

Virusi su po mnogoc¢emu zanimljivi i specifi¢ni organizmi koji se ne uklapaju u definiciju zivota
te ih se zbog toga Cesto karakterizira kao Cestice na granici zivog svijeta i nezive prirode. Virusi
se prvobitno dijele na temelju genetskog materijala iliti nukleinske kiseline na DNA ili RNA
viruse. DNA virusi najée$¢e sadrze dvolan¢anu DNA (dsDNA) i rijetko jednolan¢anu DNA
(sSDNA). Dok RNA virusi najées¢e imaju jednolanéanu RNA (sSRNA), ali mogu sadrzavati i
dvolancanu RNA (dsRNA). Virusna Cestica sastoje se od dvije osnovne komponente: nukleinske
kiseline (dsDNA, ssDNA, ssRNA, dsRNA) i proteinskog omotaca (kapside) koji sluzi za zastitu
virusnog genoma te tijekom infekcije veze virion na specifiéni receptor stanice domacina.
Zahvaljujuéi vrlo malim veli¢inama genoma, virusi imaju ograni¢ene zivotne sposobnosti i moraju
uéi u stanice domacina kako bi se umnozili i razmnozavali, te su tako razvili razlicite strategije za
manipulaciju mehanizmima stanica domacina kako bi kontrolirali vlastiti Zivotni ciklus i
onemogucili antivirusni odgovor imunoloskog sustava domacina. Medu njima, dobro su poznati i
istrazeni adenovirusi. Adenovirusi su DNA virusi koji pripadaju obitelji Adenoviridae, rodu
Mastadenovirus koji se zbog njihove dobro poznavane molekularne biologije, lake manipulacije
genoma te vrlo uspjeSnog unosa virusnog genoma u stanicu domacina pokazali kao izvrsni
kandidati za prijenos gena u svrhu genske terapije i vakcinaciji. Koristenje adenovirusnih vektora
prvobitno mora biti sigurno. Kako bi se to postiglo potrebno je ukloniti dijelove genoma odgovorne
za replikaciju te omoguciti ugradnju stranog genetskog materijala. Kroz niz godina unaprjedenjem
tehnika i raznim ispitivanjima konstruirani su adenovektori prve, druge i tre¢e generacije.
Optimizirani adenovektor u genskoj terapiji sadrzi ITR (engl. Inverted Terminal Repeats),
sekvencu za pakiranje, transgen s promotorom, procesiranje RNA te je jedan od glavnih preduvjet
za koristenje adenovirusnih vektora da stanice eksprimiraju receptor CAR (engl. Coxsackie

adenovirusni receptor).

Da bi infekcija adenovirusa bila uspjesna potrebni su razli¢iti stani¢ni proteini, koje adenovirus
iskoriStava kako bi uspjeSno dostavio svoj genom u jezgru stanice i osigurao ekspresiju vlastitih
gena. Vazni proteini koji sudjeluju u infekciji adenovirusom su primjerice Rab proteini koji ¢ine

najvecu obitelj malih GTPaza i kontroliraju razli¢ite korake unutarstani¢nog transporta.



Razumijevanje dinamike Rab proteina i njihove ukljucenosti u unutarstani¢ni transport omogucava
rasvjetljavanje mehanizma adenovirusne infekcije, endocitoze kao procesa te razvijanje novih

strategija u pristupu lije¢enja raznih bolesti nastalih poremecajem funkcije Rab proteina.

Ovaj diplomski rad sastoji se od detaljnog teorijskog pregleda o ulozi Rab proteina u infekciji
stanica Covjeka adenovirusom. U prvom dijelu rada objasnjava se struktura adenovirusa, kao i

organizacija adenoviralnog genoma.

S obzirom na velik broj klini¢kih istrazivanja u kojima se adenovirusi koriste kao vektori za
prijenos gena odnosno vakcinaciju objasnjeno je kako se konstruiraju adenoviralni vektori i

napravljen je pregled istrazivanja u kojima su koristeni adenoviralni vektori zadnjih 30 godina.

U posebnom poglavlju detaljno je objasnjen Zivotni ciklus adenovirusa, koji zapo€inje vezanjem
adenovirusa za receptor na stani¢noj membrani i nastavlja se internalizacijom virusa, odnosno
ulaskom virusa u stanicu. Za sam ulazak u stanicu virus koristi dobro poznate mehanizme
endocitoze. Posto postoji nekoliko razli¢itih tipova endocitoze, objasnjeni su glavni putevi koje
adenovirusi koriste za uspjesnu internalizaciju u stanicu domacina. Nakon $to je virus usao u
stanicu, opisuje se unutarstani¢no putovanje virusa od stanicne membrane pa sve do jezgre, u koju
virus dostavlja svoju genomsku DNA, kako bi se eksprimirali virusni geni i upakirale nove virusne

Cestice.

Zivotni ciklus adenovirusa zavr$ava oslobadanjem adenoviralnih Eestica iz stanice, a samom
dostavom genoma u jezgru i repliciranjem virusnog genoma, infekcija se smatra uspje$snom. U
posebnom poglavlju posve¢enom Rab proteinima opisuje se koji su Rab proteini ukljuceni u
unutarstani¢no putovanje adenovirusa i koja je uloga pojedinih Rab proteina u razli¢itim fazama

zivotnog ciklusa adenovirusa.

Rad je raden u suradnji s Laboratorijem za stani¢nu biologiju i prijenos signala, Zavoda za
molekularnu biologiju, Instituta Ruder Boskovi¢, koji se bavi istrazivanjem biologije adenovirusa
tipa 26, koji bi se mogao koristiti u vakcinaciji, ali i preusmjerenih adenovirusa tipa 5, koji bi se

koristili u genskoj terapiji tumora.



2. ADENOVIRUSI

Adenovirusi (AdV) su DNA virusi koji pripadaju obitelji Adenoviridae, rodu Mastadenovirus, a
prvi puta se spominju jos 1953. godine kada su Rowe i suradnici pokusali dobiti adenoidno tkivo
u laboratoriju te izolirali adenovirus iz tonzila odstranjenih kod djece, dok su Hilleman i Werner
1954. godine izolirali adenovirus iz sekreta gornjeg diSnog sustava (Rowe i sur., 1953; Hilleman i
sur., 1954). Do sada je okarakterizirano 67 razli¢itih humanih serotipa, koji su klasificirani u 7
podskupina od A-G (Huang i sur., 2013., Madisch i sur., 2005). Virusi unutar tih skupina razlikuju
se po patologiji i molekularnim karakteristikama, npr. prema specifi¢nost receptora i tropizmu
stanice domacina. (Stasiak i Stehle, 2020). S obzirom na tip AdV, infekcije odredene skupine
uzrokuju blage respiratorne, okularne i probavne bolesti kod ljudi (Majhen i sur., 2014; Ryu,
2017).

Zbog svoje visoke prevalencije kod ljudi, adenovirusi su dobro poznati, a najbolje je istrazen tip
AdV5 (Kojaoghlanian i sur., 2003). Naj¢es¢e adenovirusne infekcije kod ljudi uzrokuju
adenovirusi iz skupina B, C i E, tipa AdV1, AdV2, AdV5 i AdV6. Svi tipovi koji mogu inficirati
ljude navedeni su u Tablici 1. Zbog svoje visoke in vitro transdukcije, AdV5 (skupina C) koristi
se kao adenoviralan vektor u raznim istrazivanjima, ali glavno ograni¢enje ovog pristupa je da
vecina ljudske populacije ve¢ ima izrazenu imunost na vektor AdV5 (seroprevalenciju) kao
rezultat prirodne izloZenosti. Ve¢ postojeci protuvektorski imunitet, koji kod ljudi iznosi od 50 do
90%, ovisno o odredenoj geografskoj regiji, moze znatno smanjiti uspjesnost, kako vektora za
prijenos gena, tako vektora namijenjenih cijepljenju. Upravo je zbog toga ucinkovitost vektorskih
cjepiva na bazi AdV5 ogranicena, zbog ega se sve vise koriste manje seroprevalentni tipovi kao
Sto su AdV26 (skupina D) i AdV35 (skupina B) (Ewer i sur., 2016; HE i sur., 2012). Detaljnije o
prednostima i ogranienjima uporabe adenoviralnih vektora u klinickim primjenama bit ce

prezentirano u poglavlju: Primjena adenovirusa.



Tablica 1. Klasifikacija ljudskih adenovirusa i njihov tkivni tropizam (prilagodeno iz Robinson i
Echavaria, 2007.)

SKUPINA TIP TKIVNI TROPIZAM
A 12,18, 31 Probavni sustav
Bl 3,7,16, 21,50 Dis$ni sustav
B2 11, 14, 34, 35 Disni i mokraéni sustav
C 1,2,5,6 Disni sustav
D 8,9, 10,13, 15, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 25, | Probavni sustav 1 o¢i

26 27, 28, 29, 30, 32, 33, 36, 37, 38, 39,
42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 51, 53, 54

E 4 Disni sustav
40, 41 Probavni sustav
G 52 Probavni sustav




2.1. Struktura adenovirusa

Zbog svoje slozene strukture tek su nedavno Liu i suradnici (2010. godine) uz pomo¢ krio-
elektronske mikroskopije (krio-EM) rezolucije 3,6 A, opisali cjelokupnu strukturu ljudskog
adenovirusa (Liu i sur., 2010). Adenovirusi su virusi bez ovojnice, s ikozaedralnom kapsidom od
otprilike 90 nm u kojoj se nalazi dvolan¢ana DNA (Madisch i sur., 2005). Ikozaedralna kapsida

sastavljena je od tri glavna proteina: heksona, baze pentona i vlakna (Stasiak i Stehle, 2020).

Najzastupljeniji strukturni protein (63% ukupne proteinske mase jedne virusne ¢estice) ¢ini hekson
(trimer polipeptida 1) (van Oostrum i Burnett, 1985). Baza pentona i vlakno odgovorni su za
interakciju sa stanicom domacina i vezanje virusne Cestice za receptor na stani¢noj membrani.
Vlakno se moze podijeliti na tri domene: N-kraj (domena repa), kojim se vlakno nekovalentno
veze za bazu pentona, srediSnji dio s varijabilnim brojem ponavljanja, koji utjece na duljinu vlakna
I ovisi 0 serotipu AdV, te C-kraj (domena glave), koji posreduje u interakciji s razli¢itim
receptorima na stani¢noj membrani. Vlakna su gradena od trimera polipeptida IV, koji su u¢vrsceni

na bazu pentona kapside (San Martin i Burnett, 2003).

Na bazi pentona nalazi se RGD peptidni slijed (Arg-Gly-Asp), koji je klju¢an u interakciji izmedu
adenovirusa s integrinima na povrsini stanice domacina. Kako bi interakcija bila moguca, vlakno
mora biti u prostorno povoljnom polozaju te dovoljno dugacko kako bi se baza pentona mogla

vezati s integrinima. Struktura adenovirusa prikazana je na Slici 1.



RGD peptidni slijed
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Slika 1. Strukutra adenovirusa (prilagodeno iz Russell, 2000).

Uz proteine kapside, virusnu ¢esticu ¢ine strukturni proteini V, VII, VIII, IX;, Mu (X), VI llla
(Tablica 2). Proteini Illa, VI, VIII, IX su ¢etri manja kapsidna proteina, koja sluze za stabilizaciju
kapside, sudjeluju u replikaciji virusa aktivirajuéi ekspresiju ostalih gena te imaju ulogu u ulasku
virusa u stanicu domacina, dok se proteini V, VII, Mu (X) nalaze u srzi kapside i sudjeluju u

interakciji s virusnom DNA te tako olakSavaju ulazak genoma u jezgru (Lion, 2014).



Tablica 2. Strukturni proteini adenovirusa (prilagodeno iz Majhen i sur., 2014.).

AdV proteini Broj ¢estica po virionu Lokacija
Hekson (11) 240 trimera Kapsida
Baza pentona (111) 12 pentamera Kapsida
Vlakno (1V) 12 trimera Kapsida
Ila 60 Kapsida
VI 340-360 Kapsida
VIHI 120 Kapsida
IX 240 Kapsida
Vv 180 Srz

Vi 800 Srz

MU (X) 100 Srz




2.2. Genom adenovirusa

Genom adenovirusa €ini linearna dvolan¢ana DNA molekula koja moze biti i do 36 kB. Svaki kraj
virusnog genoma sadrzi obrnuto ponavljajuce sekvence (ITRs; engl. Inverted Terminal Repeats)
duljine od 100 do 140 bp koje sluze kao ishodiste replikacije virusnog genoma (Majhen i sur.,
2014). Kao i svi virusi, AdV za transkripciju i sintezu viralne mRNA koriste RNA-polimerazu 11
iz stanice domacina (Kajon, 2019). Iako postoje male razlike izmedu razli¢itih AdV, cjelokupna
organizacija genoma vrlo je sli¢na i sastoji se od gena potrebnih za uspjes$nu replikaciju viralne
DNA i strukturnih gena potrebnih za pravilno slaganje novonastalih virusnih Cestica (Gallaher i

Berk, 2013).

Genom adenovirusa mozemo podijeliti na nekoliko regija, s obzirom na vrijeme kad se
eksprimiraju pojedine regije (Slika 2). Razlikujemo ranu regiju genoma (E; engl. Early), srednju
i kasnu (L; engl. Late). Prvi se prepisuju geni rane regije, koju ¢ine geni E1A, E1B, E2A, E2B, E3
i E4. Gen E1A potice ekspresiju drugih virusnih gena, dok E1B gen kodira za jedan od dva E1B
proteina, koji blokiraju apoptozu u adenovirusom zarazenim stanicama i zajedno sa E3 sudjeluje
u suprimiranju aktivacije urodenog imunosnog odgovora, ¢ime je omogucena daljnja uspjesna
infekcija adenovirusa (Greber, 2020). E4 regija blokira stanicnu mRNA uz istovremeni transport
virusne mRNA iz jezgre u citoplazmu §to dovodi do potpunog zaustavljanja sinteze proteina
stanice domacina (Kajon, 2019.). Srednju regiju genoma ¢ine geni I1X i 1VVa2, pri ¢emu je protein
IX okarakteriziran kao vazan strukturni proteini, ali i transkripcijski aktivator, dok protein Va2
igra vaznu ulogu u pakiranju viralne DNA (Parks, 2005; W. Zhang i sur., 2001). Proteini kasne
regije zaduzeni su za pravilno pakiranje virusnih Cestica i omoguéavanje izlaska virusne Cestice.
Kasna ekspresija zapoc¢inje aktivacijom glavnog kasnog promotora MLP-a (MLP, engl. Major
Late Promoter), koji generira pet populacija kasne mRNA, L1-L5. U istrazivanju iz 2010. godine
pokazano je da regije koje kodiraju proteine L4-22K i L4-33K u pocetku se eksprimiraju od
promotora smjeStenog unutar L4 regije te s tim djeluju u potpunosti na aktiviranje MLP-a (Morris
i sur., 2010).
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Slika 2. Prikaz genoma i transkripcije adenovirusa (Vetrini i Ng, 2010).



3. ZIVOTNI CIKLUS ADENOVIRUSA

Zivotni ciklus adenovirusa sastoji se od nekoliko glavnih koraka (Slika 3):
1. Vezanje AdV za receptor na povrsini stanice.
. Ulazak u stanicu odredenim tipom endocitoze.

Izlazak ili ”bijeg” iz endosoma.

2

3

4. Putovanje AdV kroz citoplazmu.

5. Ulazak adenovirusnog genoma u jezgru stanice domacina.

6. Replikacija, transkripcija i translacija virusnog genoma i pakiranje novih virusnih Cestica.
7

Izlazak novo upakiranih virusnih Cestica iz stanice.

Ulazak adenovirusa u stanicu slozen je proces, jer vezanje AdV za odredeni stani¢ni receptor
odreduje odredeni endocitozni put, kojim virus ulazi u stanicu. Ovisno o serotipu, AdV se mogu
vezati na razlicite receptore, $to ukazuje na ¢injenicu da adenovirusi za ulazak u stanicu mogu
koristiti vise razli¢itih nac¢ina. Nakon ulaska u stanicu, da bi se dogodila uspjes$na infekcija,
adenovirus mora dostaviti svoj genom u jezgru stanice kako bi se eksprimirali virusni geni. S
obzirom na to da je puno koraka uklju¢eno u sam Zzivotni ciklus virusa, za uspje$nu infekciju
adenovirusima izuzetno je bitno da se unutarstani¢no putovanje virusa odvije brzo i efikasno, kako
bi se izbjegla aktivacija urodenog imunosnog odgovora unutar stanice. Zbog toga je suradnja
adenovirusa sa stani¢nim proteinima i mehanizmima od izuzetne vaznosti. Postoji nekoliko
prepreka koji bi mogli onemoguciti uspjes$nu infekciju: a) koji tip endocitoze je pokrenut, b) hoce
li virus uspjesno “pobjeéi” iz endosoma i izbjeéi degradaciju u lizosomu, c) koje motorne proteine
¢e koristi za kretanje po mikrotubulima na svom putu do jezgre te d) hoce li se pravilno razmotati
virusna kapsida kako bi viralna DNA bila uspje$no dostavljena u jezgru. Neki od bitnih stani¢nih
proteina koje AdV koriste za uspjesnu infekciju su i Rab proteini. Detaljan pregled svakog od gore

spomenutih koraka infekcije AdV opisan je u sljede¢im poglavljima.
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Slika 3. Infekcija stanice adenovirusom CAR (prilagodeno iz Kanerva i Hemminki, 2005).
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3.1. Vezanje virusa na receptor stanice domacéina

AdV se na stani¢ni receptor vezu uz pomo¢ vlakna. Ovisno o serotipu AdV koriste Citav niz
molekula prisutnih na povrsini stanice kao receptore za vezanje, odnosno posljedi¢no za ulazak u

ciljnu stanicu (Slika 4).
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Slika 4. Prikaz receptora koje koriste adenovirusi (prilagodeno iz Arnberg, 2012).

Za veéinu adenovirusnih serotipova (izuzev podskupine B) primarni receptor stani¢nog vezanja je
CAR Coxsackie adenovirusni receptor (Roelvink i sur., 1998). CAR je transmembranski protein
koji posreduje u adheziji stanica te je visoko izraZen u stanicama pluca, bubrega, jetre ili miokarda.
CAR sadrzi dvije izvanstani¢ne domene sli¢cne imunoglobulinu: CAR-D1 i CAR-D2 od kojih
CAR-D1 imaizravan kontakt s vlaknom (Bewley i sur., 1999). Adenovirus se glavom vlakna veze
za CAR receptor (Slika 5), nakon ¢ega dolazi do savijanja vlakna i smanjenja udaljenosti izmedu
virusa i stanice, pri ¢emu RGD peptidni slijed iz baze pentona postaje dostupniji za vezanje na av

integrine, koji u ovom slucaju predstavljaju koreceptore (Arnberg, 2012).
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Integrini su heterodimeri koji se nalaze na povrSini stanice i sluze kao receptori za proteine
izvanstani¢nog matriksa. Svaki integrin se sastoji od dvije transmembranske podjedinice, o i f3,
koje se medusobno vezu u razli¢itim kombinacijama i tvore 24 razliita integrina. Interakcija
adenovirusa s av integrinima potie specificne signalne dogadaje koji omoguéuju ulazak
adenovirusa u stanicu endocitozom (Arnberg, 2012; Bewley i sur., 1999). Bitno je napomenuti da
integrini nisu uvijek u ulozi koreceptora i da adenovirusi koriste viSe vrsta integrina kao svoje
receptore $to govori o njegovom Sirokom tropizmu (Wickham i sur., 1993). Veéini CAR-
negativnih stanica avp5 integrini predstavljaju primarni receptor (Lyle i McCormick, 2010), dok
je studija (Nesti¢ i sur., 2018) pokazala klju¢nu ulogu avp3 integrina u uspjesnoj infekciji AdV
tipa 26.

Glava viakna

" RGD peptidni slijed

Integrin

Slika 5. Vezanje adenovirusa za CAR receptor (engl. Coxsackie adenovirusni receptor)

(prilagodeno iz Waehler i sur., 2007).
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Sto se ti¢e ostalih receptora za ulazak AdV u stanicu, AdV grupe B podijeljeni su u dvije
podskupine B1 i B2, a svaka skupina veZe se za razli¢it glavni receptor. Clanovi podskupine B1
(AdV11, AdV16, AdV2l, AdV35 i AdV50) za vezanje koriste membranski kofaktor CD46
(Gaggar i sur., 2003), dok ¢lanovi podskupine B2 (AdV3, AdV7, AdV1l i AdV14) Koriste
molekulu desmoglein-2 (DSG2) kao primarni receptor (H. Wang i sur., 2008). Za adenoviruse iz
skupne D zasad ima jo§ vrlo malo podataka, no neka od dosadasnjih saznanja ukljucuju koristenje
CAR, CD46 i sijalinsku kiselinu kao receptor (Li i sur., 2012). Ovisno o vrsti receptora koji je
adenovirus koristio za vezanje na stanicu domacina, zapo€inje ulazak adenovirusa u stanicu putem

receptor posredovane endocitoze.
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3.2. Ulazak virusa u stanicu-Endocitoza

Endocitoza je stani¢ni proces putem kojeg se izvanstani¢ne molekule (hranidbene tvari, ligandi,
bakterijski liposaharidi, hormoni, faktori rasta, protutijela, itd.) unose u stanicu. Razlikujemo
nekoliko razli¢itih tipova endocitoze (Slika 6), receptor-posredovanu (klatrinom i kaveolinom
posredovana endocitoza) i receptor-neovisnu endocitozu (mikropinocitoza i fagocitoza). Ovisno o
tvari koja je unesena u stanicu, endocitoza ima indirektnu ulogu u proliferaciji, rastu stanice,
staniénom prezivljavanju, aktivaciji imnunosnog odgovora, neurotransmisiji, embriogenezi,
prijenosu signala za komunikaciju s okoliSem, a u povijesti je imala vaznu ulogu u endosimbiozi
tijekom eukariotske evolucije, omogucujué¢i temelje za nastanak odredenih organela poput

mitohondrija i plastida (Samaj i sur., 2005).

Za ulazak u stanicu, AdV najcescée koriste receptor posredovanu endocitozu i to specifi¢no klatrin

—ovisnu endocitozu (Zhao et al., 2019). Odmah poslije klatrin-ovisne endocitoze, AdV mogu uci
u stanicu i posredstvom kaveolina, no postoje studije koje dokazuju da neki adenovirusi, kao §to
je sluéaj s Ad35, ulaze u stanicu endocitozom neovisnom o receptorima, tzv. makropinocitozom
(Kalin i sur., 2010). Takoder je poznato da AdV mogu aktivirati makropinocitozu i fagocitozu,
koju u ovom slucaju ne koriste za internalizaciju, nego prvenstveno za bijeg iz endosoma (Meier i
sur., 2002).

15



Fagocitoza ‘

prirpeicll QL— .
Al 1Y

'\Fagosom

(’ \“ “/ > 2 -
4 - \

\ Endosom | C %
/ \ / \

|
| | //
. \ {

——

o%“% isiregineiins

Makroplnosom

Yo
/
B>

Klatrin posredovana € >
endocitoza Endocitoza neovisna
o klatrinu

Slika 6. Endocitoza (prilagodeno iz Maxfield i McGraw, 2004).
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3.2.1. Klatrinom posredovana endocitoza

Klatrinom posredovana endocitoza naj¢e$¢i je naéin ulaska adenovirusa u stanicu. Proces
klatrinske endocitoze za razliku od ostalih endocitoznih puteva dobro je poznat te zapocinje
vezanjem AdV za receptor (naj¢es¢e CAR) te invaginacijom membrane, uzrokovane
akumulacijom integrina, nakon ¢ega se pocinje formirati vezikula (mjehuri¢), na koju se vezu
proteini adaptorskog proteinskog kompleksa 2 (AP2). Na AP2 se zatim veze Klatrin. Klatrin je
protein u citoplazmi graden od heteroheksameta (tri teska i tri laka lanca koja formiraju triskelion)
(Parton, 2016). Uz klatrin dodatno se jo$ vezu i pomo¢ni citosolni proteini, koji pomazu u stvaranju
klatrinom obavijenog mjehuri¢a. Kad je mjehuri¢ formiran, protein dinamin uz utroSak GTPaze
odcjepljuje novonastalu vezikulu (endosom) od plazmatske membrane (Slika 7) nakon cega

zapoc€inje odmatanje klatrina S mjehuri¢a (Meier i Greber, 2003).

KLATRIN Y/ \

Slika 7. Klatrinom posredovana endocitoza (prilagodeno iz Daniel i sur., 2015).
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3.2.2. Kaveolinom posredovana endocitoza

Kaveolinom posredovana endocitoza temelji se na proteinu kaveolinu (dimerni palmitilirani
protein). Kaveole su invaginacije u plazmatskoj membrani koje nalikuju na bocu. Kaveolin se
dijeli u tri pod skupine. Kaveolin-1, koji je najzastupljeniji te bez njega se kaveolarna endocitoza
ne moze odvijati, dok su kaveolin-2 i kaveolin-3 sporedni proteini i 0 njima ne ovisi kaveolarna
endocitoza (Pelkmans i sur., 2001). Uz protein kaveolin Kkoji je neophodan za stvaranje
membranske invaginacije (kaveola), u signalni put stvaranja kaveolarnog “kaputa” ukljuceni su
jos kolesterol, sfingolipidi, signalni proteini i GPI-AP (glikozilfosfatidilinozitol siderin protein) te
zbog njihove ukljuéenosti kaveolarna endocitoza pripada podvrsti lipidnih splavova (Slika 8)
(Samaj i sur., 2005). lako kaveolinom posredovana endocitoza nije toliko dobro razjasnjena kao
klatrinom ovisna endocitoza, Pelkmans i suradnici su 2002. otkrili kako je dinamin bitan u

odcjepljivanju kaveole od plazmatske membrane (Pelkmans i sur., 2002).

Kaveole
TRRRIRITIEE
Q
l Kaveosome ® Dinamin Lipidni splavovi
Receptor () Kaveolin
@ Virus

retikulum

I \ Endoplazmatski

Rani endosom Solgijevapacat

Slika 8. Kaveolin posredovana endocitoza (prilagodeno iz Boisvert i Tijsse, 2012)
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3.2.3. Makropinocitoza

Makropinocitoza je endocitozni put ovisan o aktinu i ¢esto potaknut faktorom rasta (Manzanares i
Cefia, 2020). Makropinocitoza je vazna za mnoge fizioloSke procese zbog svoje neovisnosti o
proteinima i lipidnim splavovima te moguénosti stvaranja velikih vezikula preslagivanjem
citoskeleta membrane. Ovim putem endocitoze omogucuje se ulazak ¢esticama, koje ne bi mogle
uci u stanicu drugim endocitoznim putevima. U aktivaciju makropinocitoze ukljuéeni su integrini,
aktin, triozin-kinazni receptor, TIM/TAM skupina receptora te razli¢iti stani¢ni faktori, kao $to je
prikazano na Slici 9 (Behzadi i sur., 2017). Adenovirusi makropinozitozu uglavnom ne koriste kao
glavni endocitni put ulaska u stanicu, ali ju aktiviraju za potrebe pucanja endosoma, kako bi se
osigurala uspjesna infekcija (Meier i sur., 2002). Poznato je da AdV35 Koristi makropinocitozu

kao primarni put internalizacije u stanicu.

MAKROPINOCITOZA

AKTIN
Artd

o JIP3/4 Dynwin kompleks

*e Miozin

Slika 9. Makropinocitoza (prilagodeno iz Behzadi i sur., 2017).
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3.2.4. Fagocitoza

Fagocitoza je specifi¢ni oblik endocitoze kojim stanice unose krute tvari, ukljucujuci procese
kojima se mikrobioloski patogeni neutraliziraju opsonizacijom (Bidgood i sur., 2014). Kao i u
slu¢aju makropinocitoze, AdV mogu aktivirati fagocitozu, ali ju ne koriste kao primaran
endosomalni put. Cestice adenovirusa u klatrinskom omota¢u mogu potaknuti signale koji pokreéu
fagosomsku lizu. Fagosomska liza pomocu Ad-CARex-Fc neovisna je 0 av integrinima te
imunoglobulini koji oblazu adenovirus poti¢u fagocitozu interakcijom s Fc-receptorima, koji se
signaliziraju uz pomo¢ G proteina Rac i Cdc42, te fosfatidilinozitol-3-kinazom i protein kinazom
C (May i Machesky, 2001). Mercier i suradnici su 2004. pokazali da AdVS5 Cestice mogu biti

internalizirane putem FcyR2 i FcyR3 receptora u dendriti¢ke stanice (Mercier i sur., 2004).
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3.3. Izlazak virusa (bijeg) iz endosoma i putovanje kroz citoplazmu

Nakon §to je virus usao u stanicu u obliku vezikule (klatrinske ili kaveole), tzv. endosoma, za
daljnji nastavak unutarstanicnog putovanja potrebno je da se endosom odvoji od plazmatske
membrane. Kao §to je objasnjeno u prethodnom poglavlju o endocitozi, protein dinamin zasluzan
je za odcjepljenje endosoma od plazmatske membrane i kod Klatrin ovisne endocitoze i kod
kaveolarne endocitoze. Nakon $to se endosom u kojem se nalazi virus odvoji od membrane,
zapocinje proces zakiseljavanja unutrasSnjosti endosomskog mjehuri¢a, do pH vrijednosti 5-6
(Boisvert i Tijsse, 2012; Perez i Carrasco, 1994). Zakiseljavanje unutra$njosti endosoma uzrokuje
strukturne promjene u adenovirusnoj Cestici, zbog Cega dolazi do oslobadanja adenoviralnog
proteina VI iz kapside AdV, membrana endosoma puca i adenovirusna Cestica izlazi iz endosoma
(Perez i Carrasco, 1994). Izlazak adenovirusa, tzv. “bijeg” iz endosoma jedan je od klju¢nih koraka
u adenovirusnoj infekciji, upravo kako bi izbjegao razgradnju u lizosomu. lako postoji malo
podataka o ovom klju¢nom trenutku, poznato je da AdV2 i AdV5 pronalaze bijeg iz endosoma
vrlo brzo nakon odvajanja endosoma od plazmatske membrane (Greber i sur., 1993).

Kasnije je otkriveno kako su uz lizosomotropne agense (molekule koje su predodredene za odlazak
u lizosome) i kiseli pH za uspjesno oslobadanje AdV iz endosoma potrebni dodatni ¢imbenici
(Perez i Carrasco, 1994; Rodriguez i Everitt, 1996). Jedan od ¢imbenika je integrin avp5s, $to

pokazuje Siroku ulogu integrina u uspjeSnoj infekciji adenovirusa.

Oba tipa integrina, 1 avB3 1 avp5 potpomazu u pocetnim procesima internalizacije virusa, ali av5
igra 1 vaznu ulogu u permeabilizaciji endosomalne membrane i pucanje endosalnog mjehurica,
¢ime se olakSava bijeg adenovirusa (K. Wang i sur., 2000). Spajanjem adenovirusne baze pentona
s integrinom avp5, aktivira se viralno-kodiraju¢a cistein proteaza, odgovorna za rupturu
endosomalne membrane. Nakon uspjesnog bijega, adenovirsna Cestica se nalazi u viskoznom
citosolu i veze se za motorne proteine te mikrotubulima putuje do jezgre (Greber i sur., 1997).
Vezanje andenovirusa za motorne proteina utjeCe na brzinu puta, iz razloga S$to put moze biti
dvosmyjeran ili jednosmjeran, ovisno veze li se adenovirus za protein dinein ili kinezin (Scherer i

Vallee, 2011).
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3.4. Ulazak adenovirunog genoma u jezgru stanice domacina

Adenovirusna Cestica putuje prema svom kona¢nom cilju, jezgri, u koju treba unijeti svoju DNA.
Mehanizam ulaska adenovirusne DNA u jezgru stanice nije u potpunosti razja$njen, no podaci iz
literature spominju nekoliko proteina koji bi mogli biti ukljuceni: protein jezgrine pore (NPC; engl.
Nuclear Pore Complex) CAN/Nup214, Hsc70 i CRM1 (Curiel, 2016). Nadalje, istrazivanje Bauer
i sur. (2019) uspijeva djelomi¢no rasvijetliti mehanizam dostave adenovirusnog genoma u jezgru
stanice i karakterizira enzim E3 ubikvitin ligazu Mind bomb 1 (Mib-1) kao klju¢nu za ovaj dogadaj
(Bauer i sur., 2019). Takoder, navode da je klju¢an dogadaj za uspje$nu dostavu genoma pravilno

odmatanje kapside, koja nakon $to genom ude u jezgru, ostane u citoplazmi prikazano na Slici 10.

Adenovirusna DNA ulazi u jezgru kroz kompleks jezgrinih pora. Geni rane faze omogucuju
inhibiciju, ulazak stanice domacina u S fazu stani¢nog ciklusa te stvaranje produkata potrebnih za
DNA replikaciju viralnog genoma. Adenovirusna transkripcija pripada ranoj fazi koja zapocinje
ranom regijom E1A koja zatim omogucuje transkripciju ostalih regija E1B do E4 (Kelkar i sur.,
2004). Na linearnoj dvostrukoj uzvojnici zapocinje sinteza virusne DNA. Replikacijom
adenovirusne DNA zapodinje kasna faza koja se aktivira MLP-om te selektivnim transportom i
translacijom adenovirusnin mRNA. Za replikaciju su potrebna tri virusna proteina kodirana E2
genima (pTP, AdV DNA polimeraza i protein koji veZze DNA) 1 dva stani¢na transkripcijska
faktora (NFI i Oct-1). L1-L5 geni aktiviraju se na kraju replikacije adenovirusa stvarajuci oko 20
adenovirusnin mRNA. U citoplazmi se odvija sinteza proteina kapside dok se u jezgri odvija
sazrijevanje virusne ¢estice aktivacijom L3 proteaze koja djeluje ujedno i na kaskadu proteolitickih

aktivnosti i formiranja zrele adenovirusne ¢estice (Shenk, 2001.).
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Slika 10. Ulazak adenovirusa u jezgru (prilagodeno iz Yamauchi i Helenius, 2013)
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4. PRIMJENA ADENOVIRUSA U GENSKOJ TERAPIJI

4.1. Adenoviralni vektori

Zadnjih desetlje¢ca uz napredak molekularne biologije te razvojem molekularnihn metoda
manipulacije virusnog genoma, adenovirusi su potvrdeni kao izvrsni kandidati za razvoj vektora
namijenjenih prijenosu gena, genskoj terapiji razlicitih bolesti i tumora te razvitku vakcina. Kako
bi se adenovirusi koristili kao sigurni vektori, potrebno je prvobitno ukloniti dijelove genoma
odgovorne za replikaciju virusa te omoguciti ugradnju stranog genetskog materijala. Uklanjanjem
E1A regije viralnog genoma, odgovorne za aktivaciju replikacije adenovirusa, dobivaju se
replikativno defektni vektori, kojima je onemogucena ekspresija ranih i kasnih viralnih gena, ali i
povecan kapacitet za ugradnju transgena. Osim E1A regije, E3 regija virusnog genoma takoder se
uklanja prilikom konstruiranja viralnih vektora, ¢ime se dodatno povecava kapacitet za ugradnju
transgena 1 time omogucuje ugradnja gena do veliCine 8.2 kb. Zbog svoje lake moguénosti
umnazanja, mogucnosti ugradnje strane DNA, pro¢i§¢avanja te odsustva stetnog u¢inka na ljude,
adenoviralni vektori pronasli su svoju Siroku primjenu (Hendrix, 1999). Adenovirusni vektori su
najc¢esce koristeni vektori u klinickim ispitivanjima genske terapije, kao $to je to prikazano na Slici
11. Raznim klini¢kim ispitivanjima kroz niz godina te unaprjedenjem tehnika konstruirani su

adenovektori druge i tre¢e genercije (Slika 12).
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Adenovirus 18.5% (n=575)
@ revovins 16.9% (n=525)
@ rlezmidnaona 15% (n=466)
@ ‘ceroprianzen 10,1% (n=315)

8.1% (n=250)
@ vivinins 6.8% (n=211)
@ Lipofekeija 3.8% (n=119)
® .. 3.6% (n=111)
@ epes simpleks virus 3.2% (n=99)
@ ogveor 7.1% (n=221)
@ oo 6.9% (n=213)

Slika 11. Koristeni vektori u klini¢kim ispitivanjima u genskoj terapiji 2019 godine (prilagodeno
iz http://www.abedia.com/wiley/vectors.php)

U prvoj generaciji virusnih vektora omogucena je ugradnja strane DNA od 5-6 kb te stavljanje
transgena pod kontrolu heterolognog promotora delecijom E1 uz moguénost delecije i E3
podrucja. Navedenom delecijom sprije€ila se replikacija adenovirusa u stanici bez negativnog
utjecaja na prijenos gena. Takvi replikativno defektni vektori mogu se namnazati jedino u
stanicama koje imaju stabilnu ekspresiju gena E1A, kao $to su HEK293a stanice (Graham i sur.,
1977; McConnell i Imperiale, 2004). lako su prvi rezultati bili zadovoljavajuéi, s vremenom je
dokazana kratkotrajna ekspresija transgena, najvjerojatnije zbog povecanog imunosnog odgovora

domacdina na Gesticu vektora.
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Slika 12. Genomska struktura prve, druge i trec¢e generacije virusnih vektora (prilagodeno iz

McConnell i Imperiale, 2004).

Druga generacija virusnih vektora osim delecije E1 i E3, imala je deleciju E2 podru¢ja, no pitanje
imunosnog odgovora i dalje se nije rijesilo $to je dovelo do proizvodnje tre¢e generacije virusnih
vektora (McConnell i Imperiale, 2004). Tre¢a generacija ukljucuje deleciju svih virusnih gena
izuzev ITR te takoder zahtijevaju pomocne (engl. helper) viruse ili plazmide kako bi se mogli
umnoziti. lako ne izazivaju jak imunoloski odgovor te omogucavaju trajnu ekspresiju gena i
ugradnju strane DNA do 37 kb, zahtijevaju pazljivo pro¢is¢avanje, a prisustvo pomoc¢nog Vvirusa

moze povecati nestabilnost vektora (Hardy i sur., 1997).

UmnaZzanje adenovirusnih vektora ukljucuje koristenje konstrukta, pomo¢nog/pomocnih plazmida

za pakiranje i komplementirajucih stanica HEK293 (Slika 13).
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Slika 13. Primjeri pristupa u umnazanju adenoviralnih vektora uz pomo¢ plazmida za pakiranje i

komplementorajucih stanica HEK293. Obrisane sekvence genoma divljeg tipa oznacane su kao

AEl i AE3, ITR — obrnute terminalne sekvence (prilagodeno iz Lee i sur., 2017).
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4.2. Genska terapija

Adenovirusi se zbog svojeg prirodnog tropizma prema respiratornom sustavu smatraju idealnim
kandidatima za koristenje u genskoj terapiji kod odredenih respiratornih bolesti, kao $to su cisticna
fibroza (CF). U istrazivanju iz 1991. Rosenfeld i suradnici dokazali su uz pomo¢ modela misa, da
adenovirusi mogu biti u€inkoviti sustav dobivanja ekspresije Zeljenih gena u svim epitelnim
stanicama respiratornog sustava (Rosenfeld i sur., 1991). Adenovirusni vektori smatraju se takoder

mogucim kandidatima u genskoj terapiji kod mozdanih oboljenja.

U nekoliko studija pokazalo se kako adenovirusi mogu in vivo zaraziti i razne mozdane stanice
kao $to su neuroni, oligoendorciti (Kozarsky i Wilson, 1993). Kad govorimo o onkolitickim
vektorima, izuzetno je bitno da takvi vektori specificno ciljaju stanice tumora i da se u istima
efikasno propagiraju. Tumori gusterae predstavljaju znatan klini¢ki problem, s obzirom na
Cinjenicu da se takvi karcinomi najceS¢e kasno dijagnosticiraju, §to rezultira izrazito niskim
petogodi$njim  prezivljenjem od samo 9% (National Cancer Institute, USA,
https://www.cancer.gov/types/pancreatic, pristupljeno 18. rujna 2020). Dana$nji oblici
kemoterapije Cesto stvaraju probleme u lijeCenju pacijenata stoga §to su nuspojave izrazito teske i
Cesto bivaju oste¢ene i zdrave stanice i tkiva. Stoga se kontinuirano traze efikasniji pristupi
lijecenju tumora, u kojem bi se ciljale iskljucivo tumorske stanice specificne za odredeni karcinom,
¢ime bi se postedjelo zdravo tkivo, smanjile toksi¢ne nuspojave lijecenja te u najboljem slucaju,

produZilo petogodis$nje prezivljenje oboljelih.

Jedan od takvih pristupa je upotreba onkolitickih adenovirusa, koji bi ciljali isklju¢ivo stanice
odgovorne za nastanak specifi¢nog tipa raka gusterace i uzrokovale lizu specifi¢nih stanica raka.
2017. godine Yamamoto i suradnici pokazali su da se adenoviralni vektor AdSur-SYE (engl.
survivin promoter-regulated adenovirus, displaying the SYE ligand), koji je reguliran pomocu
survivinskog promotora i koji eksprimira ligand SYENFSA (specificno cilja karcinome
gusterace), moze koristiti kod bolesnika s neuroendokrinim karcinomom gusterace (PNET, engl.
Pancreatic Neuroendocrine tumor) kao i duktalnim adenokarcinomom gusterace (PDAC, engl.

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma).
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Adenovirusni rekombinantni vektor, koji kodira ligand SYE pokazao je znatno veéu u¢inkovitost
transdukcije gena u PNET-u kao i PDAC stanicama u usporedbi s neciljanim vektorom, tzv.
praznim vektorom (AdSur). Visoka infektivnost onkolitickog adenovirusa koji eksprimira SYE
ligand dovela je do snaznog antitumorskog djelovanja u PNET stani¢nim linijjama misjeg modela
te klinickim uzorcima u usporedbi s neciljanim vektorom AdSur-om (Yamamoto i sur., 2017).
Osim u efikasnoj lizi stanica primarnog raka, onkoliticki vektori mogu se upotrebljavati 1 za

lijeenje metastatskih tumora, koji su raSireni po tijelu oboljelih.

Veéina smrtnih slu¢ajeva malignih oboljenja, njih ¢ak 90% otpada na metastatska oboljenja koja
su se prosirila s primarnog mjesta na druge dijelove tijela (Emdad i sur., 2018). Adenovirusna
genska terapija moze se upravo koristiti i u takvim klinickim slucajevima. Emdad i suradnici su
2018. novom strategijom ultrazvu¢nog ciljanog uniStavanja mikro mjehurica (UTMD, engl.
Ultrasound-Targeted Microbubble Destruction) prikazali novi pristup koji ima obecavajuci u¢inak
kod terapije primarnih i diseminiranih tumora. Koristeni su modificirani adenovirusi tipa 3 i 5, koji
se selektivno repliciraju u stanicama raka, istodobno stvarajuci toksi¢ne citokine protiv raka.
Kapsuliranjem virusa u mikro mjehuri¢e omogucuju tzv. "stelt isporuku” tumorskim stanicama,
koje pod utjecajem fokusiranog ultrazvuka uzrokuju oslobadanje virusa, koji posljedi¢no ubijaju
tumorske stanice. Nadalje, po¢inju se luciti MDA-7 / IL-24 molekule, koje stimuliraju imunoloski
sustav da napada udaljene karcinome, inhibira angiogenezu tumora i izravno poti¢e apoptozu u

udaljenim stanicama raka (Emdad i sur., 2018).

Adenovirusni vektori danas se koriste u klini¢kim ispitivanjima malignih oboljenja ukljucujuéi rak
prostate, hepatocelularnog karcinoma, metastatskog raka dojke i mnogih drugih oboljenja kao sto
je vidljivo u bazi podataka NIH (National Instutte of Health, USA)
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=adenoviral+vector&cntry=&state=&city=&dis
muskaraca. Tamura i suradnici (2018.) razvili su adenovirusne vektore ¢ijom se ekspresijom
transgena kontrolira promotor koji reagira na p53 gen (tumor supresorski gen). Cime se stvara

mehanizam pozitivne povratne sprege koji se koristi za pokretanje ekspresije p53 gena.
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Iako se ovaj pristup pokazao uéinkovitiji od upotrebe tradicionalnih ina¢ica Ad-p53 u ubijanju
stani¢nih linija raka prostate 1 inhibiranju napredovanja tumora ne oc¢ekuje se da ¢e genska terapija
zamijeniti tradicionalnu kemoterapiju nego da se kombinacija genske terapije i kemoterapije moze
pokazati kljuénom za uspjeh oba pristupa (Tamura i sur., 2018). Sli¢no radi i prvi odobreno genski
lijek Gendicin. Naime, u Narodnoj Republici Kini je Gendicine odobren kao lijek na bazi
adenoviralnog vektora za unos divljeg tipa gena TP53 (Ad5RSV-p53). Radi se o rekombinantnom
humanom p53 adenovirusu serotipa 5 za lijeCenje tumora glave i vrata koji je ve¢ 12 godina u
klini¢koj praksi i testiran je na vise od 30000 pacijenata zasebno ili u kombinaciji s kemoterapijom
ili radioterapijom. U publiciranim klini¢kim studijama, uéinkovitost Gendicina pokazana je u
lijeCenju karcinoma primjenom intratumoralnim injekcijama kao i primjenom unutar usne
Supljine. Pojacani ucinak sistemske kemoterapije postignut je uz kombiniranu primjenu
intraarterijskom injekcijom ili intravenskom infuzijom Gendicina i kemoterapeutika (W. W.
Zhang i sur., 2018).

Prevencija raka jednako je vazna i jednako vrijedna kao 1 lijeCenje raka. Nedavna pretklinicka
ispitivanja na zivotinjskom modelu raka gusterace izvijestila su da je potaknutom mutacijom u
TAD2 regiji p53 rezultirao snaznijom supresijom raka gusterae. Dostava gena visoke
ucinkovitosti p53 1 visoka ekspresija proteina p53 u stanicama moze omoguciti Gendicinu da igra
ulogu u prevenciji raka gusterace. Jo$ jedno podrucje vazno za prevenciju raka je razvoj cjepiva,
posebno oralnog cjepiva, koje se moze ukljuciti u sheme aplikacije Gendicina u svrhu profilakse
odnosno prevencije raka. Ovaj se aspekt medutim, mora dodatno istraziti (W. W. Zhang i sur.,
2018).
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4.3. Cjepivo

Adenovirusni vektori danas se Siroko koriste u cjepivima. Milijuni vojnika imunizirani su protiv
akutnih gastrointestinalnih i respiratornih bolesti uzimanjem cjepiva u obliku entericki obloZenih
kapsula AdV4 i AdV7 (Deal i sur., 2013). Uz pomo¢ replikacijski defektnih AdV5 vektora,
Safronetz i suradnici uspjeli su potaknuti imunoloski odgovor kod hréaka i miseva inficiranih
smrtonosnim hantavirusom, dok su Cox i suradnici konstruirali cjepivo na bazi Ad2V6 kako bi
zaustavili Sirenje Zika virusa u Brazilu 2015. godine (Safronetz i sur., 2009; Cox i sur., 2018).
Takoder se istrazuju cjepiva na bazi adenovirusa u borbi protiv razli¢itih bakterijskih patogena kao

Sto su Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis i Clostridium difficile (Majhen i sur., 2014).

Trenutna pandemija COVID-19, koja uzrokuje teski akutni respiratorni sindrom, istaknula je
potrebu za uéinkovitim preventivnim rjeSenjima Sirenja bolesti, koja je do sada prouzrocila vise
od 29 milijuna slu¢ajeva Sirom svijeta te se svakodnevno prijavljuje veliki broj slu¢ajeva iz Europe,
SAD-a, Brazila, Rusije, Indije i mnogih drugih zemalja (World health organization, UN,
https://www.who.int/, pristupljeno 19. rujna 2020 ).

U utrci za pronalaskom rjesenja, adenovirusni vektori pokazali su se kao izvrsni kandidati. Zhu i
suradnici 2020. proveli su randomizirano kontrolirano ispitivanje za cjepivo COVID-19 na dvije
skupine ukljucujuéi injekcije s vektorom AdV5 od 1 x 10" i 5 x 10 virusnih Cestica. Jedna
imunizacija COVID-19 cjepivom s vektorom AdV5 na virusnim Cesticama 5 x 10'° pokazala je
dobar sigurnosni profil i zna€ajan specificni imunoloski odgovori na SARS-CoV-2, ¢ine¢i ga

potencijalnim kandidatom u slu¢aju hitnog cijepljena (Zhu et al., 2020).

Logunov i suradnici 2020. ispitivali su heterologno cjepivo temeljeno na adenovirusnom vektoru
protiv SARS-CoV-2. Cjepivo ukljucuje dva rekombinantna adenovirusna vektora rAd26 i rAd5 te
je razvijeno u dvije formulacije: smrznuto (Gam-COVID-Vac) i liofilizirano (Gam-COVID-Vac-
Lyo). Studija je ukljucivala dvije skupine sudionika. Obje formulacije cjepiva bile su sigurne i
dobro podnesene te su svi sudionici proizveli antitijela na glikoprotein SARS-CoV-2, no potrebna

su dodatna ispitivanja kako bi cjepivo proslo sve klinicke faze ispitivanja.
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Heterologno cjepivo COVID-19 na osnovi adenovirusnih vektora pokazalo je dobar sigurnosni
profil te uzrokovalo snazan humoralni i stani¢ni imunoloski odgovor (Logunov i sur., 2020). lako
postoje naznake o uskoro mogucem cjepivu kao rjeSenju trenutne situacije, potrebna su daljnja

ispitivanja kako bi se sa sigurno$¢u moglo prevenirati COVID-19.
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5. ULOGA RAB PROTEINA U INFEKCIJI ADENOVIRUSA

Rab proteini pripadaju porodici malih (21-25 kDa) monomernih GTPaza i podskupini superobitelji
Ras GTPaza. Male GTPaze ili mali G-proteini pripadaju porodici enzima hidrolaze, koja veze
hidrolizirani gvanozin trifosfat (GTP). Male GTPaze mogu neovisno hidrolizirati GTP da bi se
stvorile gvanozin difosfat (GDP) (Stenmark i Olkkonen, 2001). Podskupine Ras GTPaza (Ras,
Rab, Rho, Ran i Arf GTPaze) pokrivaju Siroki spektar procesa kao Sto su reakcije na vanjske
podrazaje, unutra$nji transport i preoblikovanje citoskeleta. Razlic¢ite Rab GTPaze nalaze se na
citosolnoj povrsini unutarstaniénih membrane, gdje djeluju kao glavni regulatori u razli¢itim

unutarstani¢nim putevima (Brighouse i sur., 2010).

5.1. Struktura Rab proteina

Strukturne informacije visoke rezolucije o gradi nekoliko Rab proteina dobivene su rendgenskom
kristalografijom (Eathiraj i sur., 2005). Do danas je dostupna struktura najmanje 16 Rab proteina
u GTP vezanoj konformaciji i oko 17 u GDP vezanoj s ¢ime se omogucilo odredeno saznanje i
uvid u strukturnu organizaciju Rab proteina (Gabe Lee i sur., 2009). Tercijarna struktura Rab
proteina sastoji se od srediSnjeg dijela sastavljenog od Sest B-listova okruzenih s pet a-spirala te je
vrlo sli¢na ostalim porodicama iz obitelji Ras, kao $to se vidi na Slici 14 (Stenmark i Olkkonen,
2001).

Podrugje al je strogo konzervirano medu svim GTPazama, koje ukljucuje kofaktor za vezivanje
i hidrolizu nukleotida, element za vezanje Mg2" i GTP-vezujuéu platformu, potrebne za
funkcionalnost proteina. Raznim istrazivanjima definirane su dvije regije koje se nalaze izmedu
petlje al/B2 i petlje B3/B4 te su nazvane prekida¢ I i II. Prekidaci | i 1l daju funkcionalnu
specificnost Rab proteinima, jer pokazuju konformacijske razlike izmedu aktivnog i neaktivnog
stanja, dok C-terminalna domena (hipervarijabilna domena) pokazuje najveéu evolucijsku

raznolikost s obzirom na aminokiselinske sekvence proteina Rab.
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C-terminalna domena naj¢esce zavrsava s Rab-CXC (C-cistein, X-aminokiselina), a potrebna je
za posttranslacijsku modifikaciju, dodavanjem dvaju geranilgeranil (20 atoma ugljika) izoprenoida
na C-terminalne cysteine, omogucuju¢i povezivanje odredenih Rab proteina sa stanicnom
membranom uz katalizator reakcije geranilgeraniltransferazu Il (RGGT)(Vazquez-Martinez i
xMalagoén, 2010).

Slika 14. Opcéenita struktura Rab proteina. P-loop — mjesto vezanja fosfatne skupine GTP
molekule. Prikazane su i alfa i beta ploce proteina te oznaceni C i N terminalni krajevi molekule

(prilagodeno iz Gabe Lee i sur., 2009).
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5.2. Obitelj Rab proteina

Rab obitelj proteina evolucijski je o¢uvana te pronadena u populaciji od kvasca pa sve do ¢ovjeka,
Sto ukazuje na iznimnu vaznost ove obitelji proteina. Devedesetih godina proslog stoljeca prvi puta
se rasvjetljava funkcija Rab proteina. Prilikom istrazivanja endocitnog puta, Rab5 i Rab 7 bili su
prvi lokalizirani Rab proteini (Chavrier i sur., 1990). Od tada pa sve do danas, otkriveno je da
gotovo % Rab proteina ima ulogu u nekom dijelu endocitoze (Slika 15, Tablica 3). Rab obitelj
proteina obuhvaca oko 70 ¢lanova te se smatraju glavnim regulatorima unutarstani¢nog transporta

(Bhuin i Roy, 2014).

Neki od Rab proteina ukljuceni su u stvaranje i kretanje vezikula. Zbog svoje odredene lokalizacije
u stanici koriste se ¢esto kao markeri za razlicite organele (Rodman i Wandinger-ness, 2008).
Vecina Rab proteina nije tkivno i stani¢no specifi¢na, no ipak neki Rab proteini nalaze se samo u
odredenoj vrsti tkiva i Stanica. Tako npr. protein Rab3A povezan je sa sinapsom vezikula neurona,
Rab 17 eksprimira se samo u epitelnim stanicama, Rab13 vezan je uz Sec4 protein i nalazi se u
razli¢itim epitelnim stanicama, Rab18 koristi se kao marker pracenja dinamike lipidnih kapljica,
Rab32 je u GTP stanju vezan za cijepanje mitohondrija, a Rab12 zaduZen je za prijenos iz
perifernih podru¢ja do perinuklearnih centrosoma (Bhuin i Roy, 2014). Unutarstani¢na lokalizacija
Rab proteina odreduje njihov put regulacije. Rabl i Rab2 nalaze se u endoplazmatskom
retikulumu, za razliku od Rab33, koji je pak lokaliziran unutar Golgijevog aparata. Rab7 koristi se
kao marker za kasne endosome, jer sudjeluje u transportu od ranog do kasnog endosoma te
sudjeluje u autofagiji (Brighouse i sur., 2010), dok se Rab5 koristi kao marker rane endocitoze, jer
igra klju¢nu ulogu u ranim fazama endocitoze.

Rab4 se nalazi na sortiraju¢im endosomima i regulira recikliranje integrina. Rab9 i Rab24 zaduZzeni
su za transport od kasnog endosoma do lizosoma. Rab8 i Rabl10 sudjeluju u transportu od
bazolateralne membrane do Golgijevog aparata, dok Rab 15 u transportu od reciklirajuceg
endosoma do bazolateralne membrane. Rab3, Rab1l, Rab26, Rab27, Rab37 i Rab38 prenose
vezikule od trans-Golgijeve mreze do bazolateralne membrane. Rab11 nalazi se kod reciklirajuceg
endosoma, Rab23 posreduje izmedu plazmatske membrane i ranog endosoma, a Rab21 nalazi se
ranim endocitnim putevima. Rab14 ukljucen je u transport izmedu ranog endosoma i Golgijevog

aparata, dok Rab 34 sudjeluje u stvaranju pinosoma (Bhuin i Roy, 2014).
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Zbog niza funkcija Rab proteina Siroko su prihvaceni kao jedni od kljuénih regulatora
unutarstani¢ne organizacije, a poremecaj u funkcionalnosti Rab proteina povezuje se s razvojem

niza bolesti (Vazquez-Martinez i xMalagon, 2010).
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Slika 15. Lokalizacija Rab obitelji proteina (preuzeto iz Bhuin i Roy, 2014)
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Tablica 3. Obitelj Rab proteina, lokalizacija, funkcija (Bhuin i Roy, 2014).

Rab LOKALIZACIJA | FUNKCIJA
Rani endosom
Rab5 Endocitna internalizacija (klatrinski vezikul) i rana fuzija
endosoma
Rab21 Endocitna internalizacija (rani endosom)
Rab15 Inhibitor endocitne internalizacije (rani i recikliraju¢i endosom)
Rab23 Transport izmedu plazmatske membrane i ranog endosoma
Rab4 Transport izmedu ranog endosoma do recikliraju¢egendosoma
Golgijev aparat, reciklirajuci endosom i sekretorni organeli
Rab14 Transport od ranog endosoma do Golgijevog aparata
Rab6/Rab33 Unutarnji transport (Golgijev aparat)
Rab3 Transport izmedu trans-Golgijeve mreze i apikalno-lateralne
membrane
Rab22/Rab31

Rab1/Rab2/Rab18/Rab43

Rab11
Rab17/Rab35
Rab8/Rab10
Rab27/Rab38

Rab7
Rab9
Rab12
Rab20/Rab25
Rab24
Rab26/Rab37

Transport izmedu trans-Golgijeve mreze i ranog endosoma

Transport izmedu Endoplazmatskog retikuluma i Golgijevog

aparata

Transport od Golgijevog aparata do reciklirajué¢eg endosoma

Transport unutar recikliraju¢eg endosoma

Transport izmedu Golgijevog aparata i bazolateralne membrane

Transport vezikula od trans-Golgijeve mreze do bazolateralne

membrane

Kasni endosom

Kontroliranje transporta kod kasnog endosoma

Transport izmedu kasnog endosoma i trans-Golgijeve mreZe

Transport od perifernih regija do perinuklearnog centrosoma

Apikalno-recikliraju¢i endosomi

Proces autofagije

Transport sekretornih granula i vezikula od trans-Golgijeve mreze

do apikalno-lateralne membrane (egzocitoza)
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5.3. Kljuéni Rab proteini u endocitnom putu adenovirusa

Ulaskom adenovirusa u stanicu putem odredene vrste endocitoze (u vecini slucajeva klatrin
posredovane endocitoze) pokrecu se razli€iti transportni mehanizmi. Transportnim mehanizmima
unutar stanice cilj je zarobiti adenovirus unutar lizosoma i uzrokovati njegovu degradaciju, no
adenovirus je razvio mehanizme uz pomo¢ kojih uspijeva izbje¢i degradaciju u lizosomu i nastaviti
unutarstani¢no putovanje do svog konac¢nog odredista, jezgre. Transport adenovirusa do jezgre
ukljucuje nekoliko endosomatskih odjeljaka te Rab protein, koje adenovirus koristi kako bi se
ostvarila uspjesna infekcija. Medu glavnim pomagacima u infekciji stanice adenovirusom nalaze

se Rab5, Rab7, Rab9 i Rab11 proteini (Slika 16).

53.1.Rab5

Ulaskom adenovirusa u stanicu putem Klatrin posredovane endocitoze i formiranjem vezikule
oblozene klatrinom, dolazi do odvajanja endosomske vezikule od plazma membrane te stapanja
vezikule s ranim endosomom, a upravo taj proces ovisi 0 klju¢nom Rab5 proteinu, koji se stoga
smatra pogodnim markerom rane endocitoze. Nova saznanja govore da Rab5 takoder regulira
pokretljivost endocitnih struktura ovisnih o mikrotubulama (Stenmark i Olkkonen, 2001).
Interakcijom izmedu SNARE receptora (proteini, posrednici u fuziji vezikula) i Rab5 GTPaze na
povrsini vezikule s antigenom EEA-1 (rani endosomski antigen 1) ranog endosoma zapocinje
proces acidifikacije (snizavanja pH). Acidifikacija endosoma ukljucuje aktivnost endosomskih
H(+) -ATPaza, prijelaskom H* iona u endosome, ¢ime dolazi do pada pH unutar ranog endosoma
na 6-6,5 (Bhuin i Roy, 2014). Nakon navedenih dogadaja, izmjena Rab5 proteina s Rab7 igra

klju¢nu ulogu u daljnjem endocitnom putu i sazrijevanju endosoma.

5.3.2.Rab7

Adenovirusi se nakon ulaska u stanicu usmjeravaju prema lizosomu, no prilikom transporta
pronasli su naci za “bijeg” iz endosoma te put prema jezgri. Nakon snizavanja pH u ranom
endosomu te sortiranjem endosoma, adenovirusi prelaze u kasni endosom uz pomo¢ klju¢nog
faktora i markera kasnog endosoma Rab7 (Elgner i sur., 2018). Promjenom pH (zakiseljavanjem)
endosoma mijenja se struktura adenovirusa (oslobada se protein VI iz kapside) $to dovodi do

pucanja membrane kasnog endosoma i izlaska adenovirusa u citoplazmu (Perez i Carrasco, 1994).
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53.3.Rab 9

Uloga Rab9 proteina smatra se bitnom te uklju¢enom u endocitni put infekcije stanice
adenovirusom. Rab9 nalazi se na putu od kasnog endosoma do trans-Golgijeve mreze, kasnog
endosoma do plazmatske membrane te se smatra uklju¢enim u oslobadanje virusnih Cestica iz
endosoma (Bhuin i Roy, 2014) (Rodman i Wandinger-ness, 2008). Za otpustanje virusa potreban
je efektor formiranja vezikule TIP47 (engl. Tail Interactin Protein 47) te je otkriveno da
interakcijom izmedu TIP47 i Rab9 dolazi do regrutacije receptora manoze-6-fosfata u TIP47,
uzrokujuéi stvaranje transportne vezikule. Odsutnoscu interakcije izmedu Rab9 i TIP47, dolazi do
usmjeravanja Cestice adenovirusa prema autofagiji (Park, 2013). lIzlaskom adenovirusa iz
endosoma, AdV se nalazi u citosolu, a kako bi stigao do jezgre, koristi se mreZom mikrotubula uz

pomoc¢ kojih se zatim prenosi do jezgre stanice. (Greber i sur., 1997).

5.3.4.Rab 11

Zbog slozenosti Rab11 proteina u razli¢itim vrstama teSko je procijeniti njegovu preciznu funkciju
U unutarstani¢nom transport, naro¢ito kad se uzme u obzir da je Rabl1 pronaden u razli¢itim
dijelovima unutarstani¢nog transporta. Tako je Rab11 naden u endocitnom putu od trans-Golgijeve
mreze do recikliraju¢eg endosoma, od recikliraju¢eg endosoma do trans-Golgijeve mreze, a nalazi
se i u egzocitnim putevima od recikliraju¢eg endosoma do plazmatske membrane i od trans-
Golgijeve mreze do plazmatske membrane (Bhuin i Roy, 2014). Adenovirusi koriste Rab11 za
izlazak upakiranih novonastalih virusnih ¢estica iz stanice. Dakle, Rab11 igra vaznu ulogu u

presjeku izmedu endocitnih i egzocitnih putova unutar stanice (Rodman i Wandinger-ness, 2008).

39



Plazma membrana

Rab11 \( \
f@ % CCV

|

\

l

Rab11 ‘
@B@O p

% i
|

|

/
\ oga;‘ . /
>
ccv  Klatrinski vezikul /
EE Rani endosom /
ECV  Endocitni vezikul
RE ReciklaZzni endosom /
TGN  trans-Golgijeva mreza /
L= Kasni endosom /
L Lizosom
PM Plazma membrana
Poznati putevi =
— ~— Nepoznati putevi g

Slika 16. Endocitni putevi regulirani Rab5, Rab7, Rab9 i Rabl1 proteinima prilagodeno iz
(Rodman i Wandinger-ness, 2008).
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5.4. Regulatori Rab proteina

Rab proteini funkcioniraju izmjenom izmedu aktivnog RabGTP (gvanozin-trifosfat) i neaktivnog
RabGDP (gvanozin-difosfat) oblika. Kad su u neaktivnhom GDP obliku, nalaze se u citosolu, a
nakon aktivacije bivaju translocirani kruze¢i tako izmedu membrane i citosola ovisno o aktivnosti
GDI (inhibitor disocijacije GDP-a). Neaktivni Rab proteini vezani za GDP nalaze se u citosolu
vezanom za GDI. Priblizavanjem ciljanoj membrani, GEF stupa u interakciju s Rab-om kako bi
olaksao disocijaciju GDI-a i umetanje Rab-a u membranu. GEF (¢imbenik izmjene nukleotida
gvanina) katalizira disocijaciju GDP-a na membrani omogucujuéi tako vezanje GTP-a i aktivaciju.
Aktivirani Rab interakcijom s razli¢itim efektorima potice stvaranje i kretanje vezikula. Hidroliza
GTP-a na Rabu spajanjem s GAP-om (protein koji aktiviraju GTP), pretvara ga u neaktivno stanje
GDP (Slika 17), koje uz pomo¢ GDI reciklira natrag neaktivni Rab u membranu (Rodman i
Wandinger-ness, 2008)(Bhuin i Roy, 2014).

GEF
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Slika 17. Ciklus Rab GTPaze (preuzeto iz Stenmark i Olkkonen, 2001).
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5.5. Poremecaj Rab proteina

Zbog vaznosti Rab proteina u svim unutarstanicnim putevima te odrazavanju homeostaze stanice,
poremecaj u funkciji i aktivnosti Rab proteina moze uvelike utjecati na organizam. Rab proteini
reguliraju unutarstani¢ni promet u neuronima pazeci na kontinuirani protok membrane u sinapsi,
gdje sinapti¢ki mjehurici konstantno kruze u ciklusima endocitoze i egzocitoze te kontrolirajuci
transport duz dendrita i aksona iz stanice i do stanice zbog signalizacije (Veleri i sur., 2018). Rab
proteini ukljuceni su u regulaciju transporta imunoloskih receptora, lu¢enju citokina i kemokina te
u procesima endocitoze i fagocitoze zbog moduliranja imunoloSskog odgovora. Membranski
transport posredovan Rab proteinima ima vaznu ulogu u karcinomu, gdje zbog promjene u
prometu integrina ili MT1-MMP (membranskog tipa 1-mati¢ne metaloproteinaze) dolazi do
porasta migracije i invazivnosti stanica karcinoma (Bravo-Cordero i sur., 2007). Mutacije i
poremecaji regulacije Rab proteina povezani su s rakom, neurodegenerativnim bolestima,

imunoloskim poremecajima, itd.

Alzheimerova bolest (AD) najce$¢a je neurodegenerativna bolest. Vecina slucajeva AD nije
povezana s mutacijama i genetskim izmjenama, dok je 5-10% slucajeva povezano s mutacijom
PSENL1 (Presenilina 1), PSEN2 (Presemilina 2) i APP (proteina amiloidnog prekursora). PSEN1
ukljucen je u regulaciju membranskog transporta i veze se na RabGDI. RabGDI se veze za Rab
proteine u citosolu isporucujuéi ih prema stani¢noj membrani. Smanjenjem koli¢ine RabGDI
povezanog s membranama automatski smanjuje razinu membranski povezanih Rab GTPaza
(Scheper i sur., 2000). Transportni put od Golgijevog aparata do Endoplazmatskog retikuluma
(ER) regulira Rab6 pa stoga smanjeno povezivanje Rab6 s membranom rezultira neispravnim
recikliranjem vezikula od Golgija do ER-a kod pacijenata s AD. Sporadi¢ni slu¢ajevi AD povezani
su s regulacijom transkripcije Rab GTPase. Ekspresije ranih endosomskih proteina poput Rab4 i
Rab5, kasnih endosomalnih Rab7 i egzocitnih Rab27 pokazale su se povecane u bazalnim
neuronima prednjeg mozga te su povezane s kognitivnim padom kod osoba s blagim kognitivnim

oste¢enjem i AD (Ginsberg i sur., 2011).
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Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) progresivni je neurodegenerativni poremecaj koji utjeCe na
motorne neurone, mozdano stablo i lednu mozdinu. Oko 10% slucajeva ALS-a genetski je
uvjetovano i uzrokovano mutacijom specificnih gena. Transportna membrana u motornim
neuronima pokriva veliku udaljenost duz aksona zbog ¢ega disfunkcije unutarstani¢nog transporta
imaju veliku ulogu u ovoj bolesti (DelJesus-Hernandez i sur., 2011). Haploinsuficijencija
(promjena jednog gena dok drugog ne) C9orf72 uzorkuje degeneraciju motornih neurona te
gubitak funkcije C9orf72 u patogenezi ALS-a. C9orf72 je uglavnom lokaliziran na Rab5 rane
endosome te je broj lizosoma smanjen ¢ime se ukazuje na defekte u endosomskom sazrijevanju i
lizosomskoj biogenezi. Kemijski modulatori Rab5 efektora povecavaju funkciju C9orf72 sto

dovodi do opravka u prezivljavanju neurona kod ALS-s bolesnika (Hung i sur., 2018).

Parkinsonovu bolest (PD) karakterizira nakupljanje Lewyjevih tijela (unutarstani¢nih inkluzija)
koje sadrze protein a-Syn (a-sinuklein) i gubitak neurona dovode¢i do nedostatka dopamina.
Nekoliko mutacija gena povezuje se s PD kao $to su mutacije na a-Syn i mutacije Rab proteina.
Studije na zivotinjskim modelima pridonijele su razjasnjenju uloge Rab proteina u PD. U
istrazivanjima provedenim ma modelu Drosophila melanogaster (vinska musica), koja nosi
mutaciju gena a-syn, poticanjem prekomjerne ekspresije Rab11 smanjuje se gubitak neurona, dok
se motori¢ka oSteCenja uzrokovana mutacijom a-syna ublazavaju, ¢ime se daje na vaznosti u

uporabi Raball u terapiji PD (Breda i sur., 2015).

Nadalje, Chronova bolest (CD) je upalna bolest crijeva koju karakterizira kroni¢na upala
gastrointestinalnog trakta. CD se karakterizira gubitkom integriteta sluznicke barijere i dolazi do
povecéane propusnosti crijeva. Pokazalo se kako disfunkcija Rab13, koji je uklju¢en u bazolateralne
transportne puteve kod bolesnika s CD-om moze biti odgovorna za oStec¢enja nastala na sluznici
(T.isur., 2009).
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Rab proteini ¢esto se povezuju s rakom, Sto najvise ukljuuje Rab proteine koji su ukljuceni u

mehanizme endocitoze, recikliranje adhezijskih molekula i diobu stanice (Tablica 4). Ovisno o

vrsti ili podvrsti raka, Rab proteini djeluju kao promotori tumora ili njegovi supresori. Jedan od

primjera je Rab25 koji pojacava transport i invazivnost u stanicama raka dojke i jajnika

kontroliraju¢i promet a5pB1 integrina recikliranjem endosoma. Dok kod kolorektalnog karcinoma,

karcinoma skvamoznih stanica jednjaka, trostruko negativnog karcinoma dojke, Rab25 djeluje kao

supresor tumora i njegov gubitak poti¢e razvoj crijevne neoplazije kod miseva (Tong i sur., 2012)

Tablica 4. Promjene Rab proteina povezane s rakom (prilagodeno iz Guadagno i Progida, 2019)

Rab5 Prekomjernom ekspresijom potice signalne puteve ukljucene u migraciju,
invaziju i metastaze tumorskih stanica

Rabl1 Pridonosi invaziji tumorskih stanica

Rabla Prekomjernom ekspresijom pospjeSuje onkogeni rast aktiviranjem specifi¢nih
signalnih puteva

Rab25 Prekomjerna ekspresija pojacava migraciju 1 invazivnost stanica

Rab40b Prekomjerna ekspresija poti¢e invaziju raka i stvaranja metastaza

Rab22a Prekomjerna ekspresija ukljuCena je u migraciju, invaziju i metastaziranje
tumora uzrokovanih hipoksijom

Rab23 Izmijenjena ekspresije ili prekomjerna ekspresija induciraju migraciju, invaziju

I proliferaciju stanica
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6. ZAKLJUCAK

Adenovirusi (AdV) su siroko rasprostranjeni virusi koji uzrokuju pretezno blage infekcije disnog,
okularnog i gastrointestinalnog sustava ¢ovjeka, ali 1 ostalih kraljeznjaka, kao $to su ribe, ptice,
sisavci. Nemaju onkogeni potencijal u ¢ovjeku, a zbog lake manipulacije genoma, odsutnosti
Stetnih posljedica na ¢ovjeka, moguénosti ubacivanja strane DNA u stanicu, istrazuju se u brojnim
klinickim ispitivanjima, primjerice genskoj terapiji, lijeCenju tumora i vakcinaciji. Postoji 67
tipova adenovirusa koji su podijeljeni u skupine od A-G. Adenovirusi su dobro istrazeni, a najvise

istrazen tip je Ad5, koji je ujedno 1 najprevalentniji u populaciji.

Kako bi uspjesno inficirao stanicu i proveo ciklus umnazanja, AdV koriste brojne stani¢ne
mehanizme i proteine, kako one za dostavu virusne DNA u jezgru stanice domacina tako i stani¢ne
mehanizme za ekspresiju gena virusa odnosno proizvodnju virusnih proteina. Zivotni ciklus
adenovirusa zapocinje vezanjem za receptor na stanicnoj membrani, a u stanicu ulazi odredenim
tipom endocitoze, koja je uvjetovana tipom receptora za koji se AdV vezao. Najcesce se radi o
klatrin-posredovanoj endocitozi, pri kojoj virus ulazi unutar klatrinskog mjehurica i stapa se s
ranim endosomom, §to je ovisno o proteinu Rab5. Kako bi izbjegao degradaciju u lizosomu,
adenovirus uz pomo¢ razli¢itih mehanizama uspijeva pobjeci iz endosoma, pri ¢emu su mu
potrebni neki od kljuénih dogadaja (zakiseljavanje unutar endosoma, aktivacija integrina,
izlozenost strukturnog proteina VI s viralne kapside, permeabilizacija i pucanje endosomalne
membrane, izmjena Rab5/7 proteina), a za samo oslobadanje adenovirusa iz endosoma, vaznim Se

smatra protein Rab®9.

Nakon $to virus izade iz endosoma, nalazi se u viskoznom citosolu 1 nastavlja svoje unutarstani¢no
putovanje po mikrotubulima te uz pomo¢ motornog proteina dineina (ili kinezina) krec¢e sve do
finalnog odredista — jezgre. Nakon sto AdV doputuje do kompleksa jezgrinih pora, predaje svoju
DNA unutar jezgre, a razmotana viralna kapsida ostaje u citosolu. U jezgri zapocinje replikacija
viralne DNA, dok se replikacija stanicne DNA inhibira. Novopakirane virusne Cestice zatim uz
pomo¢ transportnog Rab11 proteina odlaze prema stani¢noj membrani i izlaze iz stanice, ¢ime je

zavrsen zivotni ciklus umnazanja adenovirusa.
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Stoga, kako bi si osigurao uspjesnu infekciju i prezivljenje, AdV komunicira sa stanicom i koristi
stanicne mehanizme i proteine, a pritom izbjegava unutarstanicni endocitni put kojim stanica

unistava sve §to joj potencijalno moze naskoditi.

U samom unutarstanicnom putovanju, Rab proteini pokazali su se klju¢nima 1 to specifi¢no
proteini Rab 5, 7, 9 i 11. Postoje brojne studije u kojima se proucavaju razliite faze
unutarstani¢nog putovanja adenovirusa pomoc¢u mutiranih oblika navedenih proteina, kako bi se
proucili mehanizmi Kojima adenovirus osigurava uspjesnu infekciju u stanicama ¢ovjeka. Rab
proteini su od iznimne vaznosti za stanicu, §to govori u prilog ¢injenica da je genomska regija,
koja kodira za te proteine iznimno konzervirana medu vrstama. Shodno tome, prepoznate su brojne
bolesti u kojima je doSlo do poremecaja u funkciji Rab proteina te se radi o potencijalno
zanimljivim molekulama — metama u razvoju novih pristupa terapije usmjerene na adenovirusom

uzorkovana oboljenja.
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