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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Citomegalovirusna (CMV) infekcija uzrokuje opseZznu reorganizaciju stani¢nog
endosomalnog sustava i stvaranje viriona, pri ¢emu kapside u zavr$noj fazi sazrijevanja stjeCu ovojnicu
sekundarnim omatanjem. Identitet i nastanak membranskih odjeljaka ukljucenih u ovaj proces jos uvijek
nisu razjaSnjeni. Cilj istrazivanja je identificirati membranske organele ukljuc¢ene u sklapanje viriona
mis§jeg citomegalovirusa (MCMYV) i sistematizirati citopatogene promjene MCMYV infekcije. Posebno
su istrazeni sortiraju¢i neksini (SNX) koji sudjeluju u endosomalnom sortiranju i formiranju tubula, a
¢ija uloga moze biti klju¢na u replikacijskom ciklusu MCMV-a i stvaranju odjeljka za sklapanje virusnih
Cestica (pre-AC).

Materijali i metode: Stanicne linije misjih fibroblasta Balb3T3 i NIH3T3 te NIH3T3 stani¢ne linije s
doksiciklin inducibilnom ekspresijom EGFP-mSNX27 i EGFP-Rabl0 inficirane su divljim tipom
MCMV-a ili nekom od njegovih mutanti: Am/38-MCMYV (uklonjen gen za vezanje Fc fragmenta
imunoglobulina), C3X-GFP-MCMYV (eksprimira GFP protein u ranoj fazi) i S-mCherrry-SCP-MCMV
(mali kapsidni protein obiljeZen proteinom mCherry). Digitalnom holotomografskom mikroskopijom
(DHTM) su snimane i kvantificirane citopatogene promjene od 0-72 sati infekcije. Imunofluorescetnom
mikroskopijom analizirano je 46 markera membranskih organela 48 sati nakon infekcije (hpi) virusom
S-mCherrry-SCP-MCMYV te su provedene kolokalizacijske analize. Za 27 proteina iz endosomalnog
sustava provedeno je tranzijentno utiSavanje pomocu siRNA, a za stabilno utiSavanje proteina SNX3 je
proizvedena stani¢na linija pomo¢u shRNA. Uc¢inak utiSavanja stani¢nih proteina na biogenezu MCMV-
a ispitan je imunofluorescentnom mikroskopijom, western blot analizom ili testom virusnih plakova.
Rezultati: Citopatogeni ucinci infekcije MCMV-om u obliku zaokruZivanja stanica bili su vidljivi
unutar 6 hpi, a u kasnijoj fazi infekcije uoceno je stvaranje mjehurica na stanicnoj membrani i stani¢na
fuzija. DHTM analiza je pokazala promjenu morfoloskih parametara stanica, ukljucujuéi prosje¢nu
vrijednost refraktivnog indeksa koja se povecala do 72 hpi. Kolokalizacijska analiza kimeri¢nog
virusnog proteina S-mCherry-SCP i proteina endosomalnih odjeljaka je ukazala na moguce Rabl5
pozitivne membranske organele koje MCMV koristi za sekundarno omatanje i izlazak iz stanice.
Rezultati deplecije proteina endosomalnog sustava su pokazali da supresija klatrina i Rab11 smanjuje
produkciju infektivnih viriona, dok utisavanje EHD1, MICAL-L1 i PACSIN2 povecava produkciju.
SNX3 doprinosi stvaranju pre-AC i sklapanju MCMV-a, a djeluje sekvencijalno sa SNX27, SNX4 i
SNX17 duz recikliraju¢eg puta u procesu proizvodnje i oslobadanju infektivnih viriona.

Zakljucak: Citopatogeni ucinci tijekom infekcije MCMV-om su dinamic¢ne prilagodbe stanice za
potrebe virusne replikacije i odvijaju se kontinuirao tijekom liticke infekcije. Rezultati deplecije proteina
endosomalnog sustava zajedno s kolokalizacijskim analizama ukazuju na potrebitost tubulacije u
endosomalnim recikliraju¢im odjeljcima za sekundarno omatanje MCMV viriona. SNX3 pridonosi
mehanizmu koji kontrolira sklapanje i izlazak viriona te ima aditivni u¢inak s deplecijom ostalih
sortirajucih neksina.

Kljuéne rijeci: Citomegalovirus; Citopatogeni ucinak, virusni; Sklapanje virusa; Sortiraju¢i neksini
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SUMMARY

Objectives: Cytomegalovirus (CMV) infection causes extensive reorganization of the cellular
endosomal system and the formation of virions, whereby capsids in the final phase of maturation acquire
an envelope through secondary envelopment. The identity and formation of membrane compartments
involved in this process are unclear. The aim of this study is to identify membrane organelles involved
in the assembly of murine cytomegalovirus (MCMYV) virions and to systematize the cytopathogenic
effects of MCMYV infection. Sorting nexins (SNX) that participate in endosomal sorting and tubule
formation, and whose role may be crucial in the MCMYV replication cycle and the formation of the virion
assembly compartment (pre-AC), were specifically investigated.

Material and methods: Balb3T3 and NIH3T3 murine fibroblast cell lines and NIH3T3 cell lines with
doxycycline-inducible expression of EGFP-mSNX27 and EGFP-Rab10 were infected with wild-type
MCMV or one of its mutants: Am138-MCMV (deleted gene for binding the Fc fragment of
immunoglobulin), C3X-GFP-MCMYV (GFP protein expression in the early phase) and S-mCherrry-SCP-
MCMYV (small capsid protein tagged with mCherry protein). Cytopathogenic effects from 0-72 hours of
infection were recorded and quantified by digital holotomographic microscopy (DHTM). 46 markers of
membrane organelles were analyzed by immunofluorescence microscopy 48 hours after infection (hpi)
with the S-mCherrry-SCP-MCMYV, and colocalization analyzes were performed. Transient siRNA
knockdown was performed for 27 endosomal proteins, and a cell line was generated using shRNA for
stable knockdown of SNX3. The effect of silencing cellular proteins on MCMV biogenesis was
examined by immunofluorescence microscopy, western blot analysis, or standard viral plaque assay.
Results: Cytopathogenic effects in the form of cell rounding were visible within 6 hpi. In the later phase
of infection, plasma membrane blebbing and cell fusion were observed. DHTM analysis showed
changes in the morphological parameters of the cells, including the average value of the refractive index,
which increased until 72 hpi. Colocalization analysis of the S-mCherry-SCP chimeric viral protein and
endosomal compartment proteins indicated possible Rabl5-positive membrane organelles used by
MCMV for secondary envelopment and cell egress. The results of protein depletion of the endosomal
system showed that the suppression of clathrin and Rab11 reduces the production of infectious virions,
while the silencing of EHD1, MICAL-L1, and PACSIN2 increases the production. SNX3 contributes to
pre-AC formation and MCMYV assembly. It acts sequentially with SNX27, SNX4, and SNX17 along the
recycling pathway in the production and release of infectious virions.

Conclusion: Cytopathogenic effects during MCMYV infection are dynamic adaptations of the cell for
the needs of viral replication and occur continuously during lytic infection. The results of endosomal
system protein depletion and colocalization analyses indicate the necessity of tubulation in endosomal
recycling compartments for the secondary envelopment of MCMYV virions. SNX3 contributes to the
mechanism that controls virion assembly and exit, and has an additive effect with the depletion of other
sorting nexins.

Keywords: Cytomegalovirus; Cytopathogenic Effect, Viral; Sorting Nexins, Virus Assembly
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Virusi su jedinstveni u prirodi. Oni su najmanji od svih samorepliciraju¢ih organizama, a u svom
najosnovnijem obliku se sastoje isklju¢ivo od malog segmenta nukleinske kiseline obavijene
jednostavnom proteinskom ovojnicom. Nemaju vlastiti metabolizam nego su obligatorni, unutarstani¢ni
paraziti koji iskoriStavaju i moduliraju stani¢nu masineriju za vlastite svrhe, a inficiraju gotovo svaki

organizam u prirodi [1].

1.1. Herpesvirusi

Obitelj Herpesvirusa (Hepresviridae) je obitelj velikih DNA virusa koja sadrzi preko sto
razliCitih vrsta virusa koji inficiraju domacine u rasponu od ljudi do ptica i gmazova. Klasifikacija virusa
kao ¢lana obitelji Herpesviridae temelji se na zajednickoj strukturi viriona: linearni, dvolanc¢ani genom
DNA nalazi se unutar sredisnje jezgre, okruzene ikosaedralnom (dvadesetostranom) kapsidom. Kapsida
je okruzena amorfnim proteinskim slojem, poznatim kao tegument, a zatim ovojnicom koja sadrzi

virusne glikoproteine [2]. Grada hepesvirusnog viriona je prikazana na slici 1.

Glikoproteini

Tegument

Nukleokapsida

DNA

Slika 1. Grada herpesvirusnog viriona. Virion je graden od cetiri glavna elementa: dvolancane DNA,
ikosaedralne kapside, proteinskog tegumenta koji moze sadrzavati virusne RNA i ovojnice koja sadrzi
glikoproteine. Komponente su ilustrirane na lijevoj strani, dok je desno prikazan virion slikan elektronskim
mikroskopom. Prilagodeno prema [3].

Trenutno postoji osam herpesvirusa za koje se zna da mogu zaraziti ljude: herpes simpleks virus
tip 1 (HSV-1) i tip 2 (HSV-2), humani citomegalovirus (HCMV), varicella zoster virus (VZV), Epstein-
Barr virus (EBV), herpesvirus povezan s Kaposijevim sarkomom (engl. Kaposi's sarcoma herpes virus,
KSHV) i humani herpesvirus 6 (HHV-6) i 7 (HHV-7). Ovi virusi, zajedno s veé¢inom ostalih koji
inficiraju sisavce 1 ptice, su podijeljeni u tri potporodice: alfa-, beta- i gama-herpesviruse, na temelju
bioloskih svojstava. HSV-1, HSV-2 1 VZV su ¢lanovi alfa-herpesvirusne potporodice, EBV i KSHV su
¢lanovi gama-herpesvirusne, dok su ostali virusi (HCMV, HHV-6A, HHV-6B i HHV-7) ¢lanovi beta-

herpesvirusne potporodice [4]. Svi herpesvirusi uspostavljaju latentnu infekciju unutar specifi¢nog tkiva



[5]. Raspon domacina, duljina replikacijskog ciklusa, vrsta stanica u kojoj se ostvaruje latencija te
klinicke manifestacije bolesti variraju medu clanovima obitelji [4].

Clanove potporodice alfa-herpesvirusa karakterizira promjenjiv raspon domaéina, kratki reproduktivni
ciklusi, sposobnost brzog Sirenja u stani¢noj kulturi i ucinkovito uniStavanje zarazenih stanica, te
sposobnost uspostavljanja latentnih infekcija u senzornim ganglijima. Gama-herpesviruse karakterizira
replikacija u epitelnim stanicama, uspostavljanje latencije u limfocitima te onkogeni ucinak. Beta-
herpesvirusi karakterizirani su ograni¢enim rasponom domacina, dugim reproduktivnim ciklusom i
sposobnoscu uspostavljanja latentne infekcije u sekretornim zlijezdama, limforetikularnim stanicama i
bubrezima. Imaju najvis$u razinu evolucijske i genetske raznolikosti od tri spomenute potporodice.
Postoje Cetiri roda unutar potporodice beta-herpesvirusa: citomegalovirusi, muromegalovirusi,
roseolovirusi i proboscivirusi [2].

Svi ljudi postanu inficirani s jednim ili viSe herpesvirusa tijekom svojeg zivotnog vijeka.
Herpesvirusi opstaju u domacinu dulji period nakon primarne infekcije, ali teske bolesti i smrtnost u
zdravih imunokompetentnih pojedinaca uzrokovanih alfa- ili gama-herpesvirusa su rijetki. Medutim,
citomegalovirusna infekcija koja ukljucuje kljuéne organe zZiv€anog sustava, hematoloski, vaskularni i
gastrointestinalni sustav moze biti poprac¢ena teskim ishodom bolesti kod naizgled zdravih osoba [6].
Antivirusni lijekovi inhibiraju replikaciju virusa, ali nemaju ucinka na virus u latentnoj fazi stoga niti
jedna od trenutnih terapija ne moze trajno izlije€iti bolest povezanu s herpesvirusima. Razvoj novih
antiherpesvirusnih lijekova ili cjepiva, te primjena herpesvirusa kao onkolitickih sredstava, vektora

cjepiva ili genske terapije ovisi o razumijevanju interakcija izmedu virusa i faktora stanice domacina

[7].

1.2. Citomegalovirus

Citomegalovirus (CMV) je virus iz roda Herpesvirusa, reda Herpesvirales, obitelji
Herpesviridae, iz potporodice Betaherpesvirinae [8]. Prenosi se izravnim ili neizravnim kontaktom s
ljudskim izlu¢evinama kao $to su urin, slina, vaginalni sekret, sjemena tekué¢ina, maj¢ino mlijeko, krvni
pripravci i kroz presadene organe. Sekrecija virusa je najduza kod primarne infekcije 1 vodecéi je uzrok
kongenitalne infekcije. Transmisija s majke na fetus nakon primarne infekcije se javlja u oko 30%
slucajeva tijekom prvog tromjesecja i preko 70% u tre¢em tromjesecju [9].

Stroga specificnost CMV-a za odredenu vrstu iskljuuje eksperimentalnu infekciju zivotinja humanim
citomegalovirusom. Zbog toga se citomegalovirusi glodavaca (npr. miSeva, §takora i zamoraca) i rezus
citomegalovirusi koriste kao modelni sustav za razumijevanje HCMV bolesti i za odgovor na osnovna
pitanja koja se ne mogu lako rijesiti u klinickim ispitivanjima. Medu navedenima, misji citomegalovirus
(engl. murine cytomegalovirus, MCMV) je daleko najbolje prou¢en. MCMV kao model za HCMV
infekciju je odigrao golemu ulogu u otkrivanju brojnih imunoloskih gena i razjasnjavanju patogeneze

CMV infekcije [10].



1.2.1. Patogeneza citomegalovirusne infekcije

HCMV je vodeéi uzrok kongenitalnih infekcija i isti¢e se svojim znacajnim medicinskim i
javnozdravstvenim utjecajem [11]. HCMV inficira veéinu ljudi Sirom svijeta, obi¢no bez izazivanja
ocitih simptoma. Privukao je medicinsku pozornost kada su karakteristicne inkluzije oblika sovinog oka
uocene u stanicama u slucajevima mrtvorodencadi 1910. godine te ponovno 1964. godine medu
pacijentima koji su podvrgnuti pionirskim transplantacijama organa [12,13]. Razlikujemo tri razli¢ita
podtipa infekcije: primarna infekcija koja nastaje kada se osoba bez imuniteta prvi put zarazi. Nakon
toga virus uspostavlja latenciju iz koje se moze reaktivirati (drugi tip infekcije). Treci tip infekcije naziva
se reinfekcija i dogada se kada kontakt sa zaraznom osobom rezultira superinfekcijom kod osobe koja
je ve¢ bila zaraZzena, unato¢ postojanju prirodnog imuniteta [14]. Bilo koji od ovih triju podtipova
infekcije moze zakomplicirati trudnocu, zbog ¢ega je HCMV naj¢eséi uzrok kongenitalne infekcije [15].
Takoder je najcesca i najozbiljnija oportunisticka infekcija nakon transplantacije solidnih organa,
hematopoetskih mati¢nih stanica i kod osoba zarazenih s virusom humane imunodeficijencije (HIV)
[14,16-18].

Infekcija HCMV-om obi¢no ne izaziva simptome, osim povremenih slucajeva infektivne
mononukleoze jer snazan imunoloski odgovor na HCMV sprjeCava razvitak visoke razine virusa
potrebne za izazivanje krajnjeg oStecenja organa (engl. end-organ disease, EOD) koja se javlja kod
imunokompromitiranih osoba. Medutim, unato¢ odsutnosti o€itih simptoma, postoje dokazi da zarazene
osobe mogu imati dugoro¢ne negativne posljedice povezane s indukcijom kroni¢nog upalnog
imunoloskog odgovora [19].

NajceS¢e manifestacije CMV bolesti su vruc¢ica, malaksalost, leukopenija, bolni zglobovi i
makularni osip. Primarna CMV infekcija kod pacijenata s transplantiranim solidnim organima dosljedno
se povezuje s disfunkcijom transplantiranog organa — oSte¢enjem bubrega kod primatelja bubreznog
transplantata, hepatitisom nakon transplantacije jetre, koronarnom stenozom ili odbacivanjem
transplantata kod pacijenata s transplantiranim srcem te pneumonitisom nakon transplantacije pluca ili
srca i pluca, a jos je vrijedno spomenuti pankreatitis, miokarditis, encefalitis i ostale EOD [20].

Kongenitalna citomegalovirusna infekcija (engl. congenital cytomegalovirus, cCMV) moze
zahvatiti oko 1% svih novorodencadi diljem svijeta kao rezultat primarne ili ponavljajuce infekcije
ljudskim citomegalovirusom. Dok je oko 90% novorodencadi pogodene cCMV -om asimptomatsko pri
rodenju, preostalih 10% ima simptome, ¢esto povezane s neurolo§kim razvojnim oste¢enjima i gubitkom
petehije, hepatosplenomegalija i mikrocefalija [1,22]. Otprilike 5-15% asimptomatskih novorodencadi
kasnije razvije dugotrajne posljedice, pri ¢emu je ranije spomenuti gubitak sluha najé¢e$¢a manifestacija.
Dugoro¢ni rizik od kognitivnog i razvojnog kasnjenja nije sustavno proucavan, medutim neka
istrazivanja su pokazala odredeni stupanj kognitivhog kaSnjenja ili oslabljenih funkcionalnih

sposobnosti kod dugoro¢nog pracenja asimptomatske dojencadi [22].



1.2.2. Antivirusna terapija

Antivirusni lijekovi za lijeCenje HCMV-a se koriste kao profilakticka terapija te kao lijekovi za
ve¢ zapocetu bolest [23]. Trenutno dostupni antivirusni lijekovi ograniceni su na virostatske inhibitore
polimeraze (ganciklovir, njegov oralni prolijek valganciklovir, cidofovir i foskarnet) ¢ija je upotreba
zabranjena u trudnica zbog njihove toksi¢nosti. Navedeni inhibitori su klju¢éne molekule za smanjenje
morbiditeta i smrtnosti povezane sa CMV infekcijom nakon transplantacije. Medutim, neutropenija
ogranicava ucinkovitost ganciklovira i valganciklovira, a ova hematoloska toksi¢nost sprjecava njihovu
primjenu kao profilaksu kod primatelja transplantacije mati¢nih stanica. Cidofovir i foskarnet izrazito
su nefrotoksi¢ni §to onemogucava njegovu upotrebu u rutinskoj klinickoj praksi. Drugo ogranicenje
ovih molekula je pojava rezistencije, koja je potaknuta produljenim tretmanima kod izrazito
imunokompromitiranih pacijenata i primjenom nizih doza zbog oste¢enja bubrega [19,24].

Od nedavno se koriste dva nova protuvirusna lijeka visoke specificnosti i niske toksi¢nosti,
letermovir i maribavir. Letermovir je odobren 2017. godine od strane FDA (Ameri¢ke agencije za
lijekove), a inhibira komponentu terminalnog kompleksa virusne DNA (pUL56) koja je odgovorna za
cijepanje i1 pakiranje DNA [25]. Visoko specifi¢an je za virus i samim time nije jako toksican. Koristi
se kao profilaksa kod pacijenata s transplantiranim hematopoetskim mati¢énim stanicama s visokim
rizikom od CMV infekcije [26]. Maribavir je odobren 2021. godine za lijeCenje odraslih i djece s post-
transplantacijskom CMV infekcijom koja je otporna na uobiCajene antivirusne lijekove. Maribavir
inhibira pUL97 virusnu kinazu [27]. Medutim, rezistencija na navedene lijekove je ve¢ opisana [28—
31], zbog Cega je kljucno nastaviti razvijati nove terapije.

Kao profilaksa su jo§ dostupni hiperimuni imunoglobulini (engl. hAyperimmune
immunoglobulins, CMV-HIG) [32]. CMV-HIG se dobivaju proc¢i§¢avanjem imunoglobulinskih
produkata iz plazme odraslih ljudi koji pokazuju visoku koncentraciju protu-HCMYV protutijela. U SAD-
u se koristi Cytogam® kao profilaksa kod transplantacije srca, jetre, pluca, bubrega i gusterace. Cytotect
CP" je odobren u Europi kao profilaksa kod pacijenata tretiranih s imunosupresivima i transplantacijom

solidnih organa [24].

1.2.3. Razvoj HCMY cjepiva

Cjepiva protiv HCMV-a se jo$ uvijek razvijaju te za sada nije dostupno nijedno licencirano
cjepivo. lako se godinama pokuSava proizvesti, to¢nije od 1970-ih [33], uspjeSan kandidat jo$ nije
razvijen vjerojatno zbog slabog poznavanja imunoloskih odgovora potrebnih za zaStitu od HCMV-a
[34]. Budu¢i da prirodni imunitet nije uvijek dovoljna zastita od ponovne infekcije HCMV-om ili
kongenitalnog prijenosa, cilj uspjeSsnog HCMV cjepiva biti ¢e potaknuti imunitet koji nadmasSuje onaj
stecen prirodnom infekcijom [35]. HCMV cjepiva koja su napredovala do klinickih ispitivanja mogu se
kategorizirati kao podjedini¢na cjepiva (izrazavaju genski produkt/e), cjepiva koriste¢i odgovarajuci

izvor imunogena (protein, DNA ili RNA) izrazenog de novo ili u kontekstu vektora ekspresije, ili cjepiva



s cijelim virusom (atenuirani virusi ili replikacijski defektni, DISC virusi — engl. disabled single cycle).
Vecina kandidata za podjedini¢na cjepiva usmjerena su na rekombinantni glikoprotein B (gB), glavni
virusni fuzogen [36—38], koji je dominantni T-stani¢ni imunogen u kontekstu infekcije [39]. Osim gB-
a (oznacava se jos i kao pUL55 za HCMV) koji posreduje ulazak virusa u stanicu fuzioniranjem virusne
ovojnice sa stanicnom membranom, podjedini¢na cjepiva ukljucuju trimerski kompleks (engl. trimeric
complex, TC) koji se sastoji od glikoproteina H, L i O (gH, gL, gO) i pentamernog kompleksa (engl.
pentameric complex, PC) koji sadrzi gH/gL zajedno s pUL128, pUL130 i pUL131A. TC i PC suu
interakciji s receptorima stani¢ne povrsine koji zapo€inju membransku fuziju s gB-em [35,40], ali
nijedan pristup nije uspio posti¢i krajnju tocku u klinickim ispitivanjima [35]. Nedavni uspjeh
strukturalno modificiranih virusnih fuzijskih proteina u razvoju cjepiva protiv RSV-a (respiratorni
sincicijski virus) [41] i SARS-CoV-2 [42,43] otkriva vaznost dizajniranja cjepiva temeljenog na
strukturi HCMV gB-a i njegovih partnera pri ulasku u stanicu [35]. Nekoliko studija o mRNA HCMV
cjepivu koje kodira gB/pULSS i PC su trenutno u trec¢oj fazi klinickih ispitivanja, a rezultati se o¢ekuju

tijekom 2025. godine [44,45].

1.2.4. Grada citomegalovirusa

Virion HCMV-a je promjera otprilike 230 nm i sastavljen je od ikosaedarske nukleokapside,
okruzene tegumentom i lipidnom ovojnicom koja nosi veliki broj glikoproteina kodiranih virusom.
Genom HCMV-a sastoji se od linearne, dvolancane molekule DNA (236 kb), spadaju¢i u najvece medu
ljudskim herpesvirusima [46]. Genom MCMYV viriona je velik 230 kb, a njegova grada je vrlo slicna
HCMYV virionu [47,48]. Ve¢ina MCMV gena i proteina je oznacena na temelju njihovih homolga u
HCMV [47,49].

HCMYV kapsida je sastavljena od Cetiri vrste proteina (pUL46, pULS80.5, pULSS, pUL104) koji
su organizirani u 162 kapsomere (150 heksona, 11 pentona i jedan portalni kompleks) i 320 tripleksa
smjestenih izmedu kapsomera [50,51]. Portalni kompleks (pUL104) pruza kanal neophodan za isporuku
virusnog genoma u unutrasnjost kapside. Kapsida postaje nukleokapsida nakon §to je potpuni genom
virusa umetnut i odcijepljen, a portal zatvoren [50]. Kapsomere su sacinjene od velikog kapsidnog
proteina (engl. major capsid protein, MCP) koji je ujedno i najveéa komponenta kapside. Drugi
najzastupljeniji je mali kapsidni protein (engl. small capsid protein, SCP) s 900 molekula po kapsidi
koji ukrasava vrhove MCP [3]. SCP je neophodan za beta-herpesviruse tj. HCMV zbog svog utjecaja
na MCP, dok za alfa- i gama-herpesviruse nije [52—55]. Sklapanje kapsida zapocinje u citoplazmi nakon
Cega slijedi importacija u jezgru posredovana nuklearnim lokalizacijskim signalima u odredenim
proteinima kapside [52,56,57]. Tijekom sklapanja u jezgri mogu se razlikovati tri vrste kapside (A-, B-
i C-tip) koje su karakteristi¢ne za replikaciju i fazu u morfogenezi viriona. Kapsidama A-tipa nedostaju
potporni proteini (engl. scaffold proteins) i virusna DNA, B-tip kapsida sadrzi potporne proteine, ali bez
virusne DNA. C-kapside sadrze i potporne proteine i DNA te predstavljaju prave nukleokapside za koje



se pretpostavlja da sudjeluju u procesu sazrijevanja [58,59]. Zrele nukleokapside sadrze jednu kopiju
dvolancane DNA virusnog genoma [60].

Izmedu kapside i virionske ovojnice nalazi se skup proteina koji se naziva tegument. Tegument
od priblizno 50 nm ukljucuje otprilike 38 virusnih tegumentnih proteina [3,50,61,62]. Proteini
tegumenta su vazni za mnoge procese tijekom infekcije, ukljuujuéi rastavljanje viriona, regulaciju
transkripcije, modulaciju stani¢nih odgovora i sazrijevanje viriona. Tegumentni protein pUL83 (pp65)
je najzastupljeniji protein u HCMV virionu. lako nije potreban za replikaciju, pp65 je vazan za
uspostavljanje infekcije jer pojacava aktivaciju glavnog promotora neposredno rane faze i igra klju¢nu
ulogu u regrutiranju proteina tijekom sklapanja. Protein pUL48 je najveéi i drugi najzastupljeniji
tegumentni protein. On je kljuc¢an za replikaciju i sudjeluje u oslobadanju virusne DNA iz kapside.
pUL32 (ppl50) je tre¢i najzastupljeniji tegumentni protein i neophodan za virusnu replikaciju te
stabilizaciju kapsida tijekom sazrijevanja viriona. pUL103 je tegumentni protein niske zastupljenosti
koji ima vaznu ulogu u kasnoj fazi HCMV infekcije, ukljuc¢ujuéi biogenezu citoplazmatskog virusnog
odjeljka za sklapanje virusnih Cestica (engl. cytoplasmic virion assembly compartment, cVAC), Sirenje
virusa od stanice do stanice te sazrijevanje viriona [3]. cVAC se Cesto skra¢eno oznacava kao odjeljak
za sklapanje viriona (AC) te ga tako nazivamo i ovom radu. Vec¢inski dio tegumentacije se dogada u
citoplazmi, unutar AC-a, a mali dio tegumenta se stjece u jezgri [63]. U procesu sekundarnog omatanja,
tegumentirane kapside se najve¢im dijelom obavijaju ovojnicom pupanjem u trans-Golgi mrezu (engl.
trans-Golgi network, TGN) domacina ili u blisko povezani stanic¢ni odjeljak, Cija struktura i podrijetlo
jos uvijek ostaju nerazjasnjeni. Procjenjuje se da je ova stecena lipidna dvoslojna membrana debela 10
nm i sadrZzava najmanje devet virusnih glikoproteina: gB (pULS55), gM (pUL7S), gH (pUL100), gL
(pUL115), g0 (pUL74), gN (pUL73), pULI128, pUL130 i pUL131 [61]. Navedeni glikoproteini su
prvenstveno potrebni za vezivanje za stanice domacina, ulazak virusa i u nekim slucajevima
izbjegavanje imunolokog sustava sekvestracijom kemokina [64]. Siroki stani¢ni tropizam HCMV-a
(epitelne/endotelne stanice, fibroblasti, monociti/makrofagi, stanice glatkih misic¢a, neuroni, stromalne
stanice i hepatociti) posljedica je dva glikoproteinska kompleksa odgovornih za interakciju sa
specificnim receptorima stanica domacina [65,66]. Trimer gH/gL/gO potreban je za infekciju svih tipova
stanica i poznato je da se veZe za receptor za faktor rasta deriviran od trombocita alfa koji je izraZen na
fibroblastima [67]. Pentamerni kompleks gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A potreban je za ulazak
virusa u epitelne, endotelne i mijeloidne stanice [68,69]. CMV glikoproteinski kompleksi jo§ ukljucuju
gB/pULSS5 oligomer i gM/gN dimer [70]. gB, gH i gL su konzervirani u svim herpesvirusima, ¢ine
osnovni fuzijski mehanizam i potrebni su za sve korake vezivanja i ulaska virusa u stanicu [71,72].
gB/pULSS5 je potreban za ulazak u stanicu putem fuzije i Sirenje od stanice do stanice [73]. lako je
gM/gN heterodimer najzastupljeniji glikoproteinski kompleks, najmanje je istrazen, ali je visoko
konzerviran medu herpesvirusima $to ukazuje na njegovu ulogu u virusnoj patogenezi [1]. Tegument i

ovojnica sadrze dodatne, manje zastupljene proteine kodirane virusom i stanicom domacina, kao i



fosfolipide, poliamine i male RNA [57]. MCMYV takoder sadrzi navadene glikoproteine koji su prikazani

na slici 2, zajedno s najvaznijim proteinima tegumenta.
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Slika 2. Organizacija MCMYV viriona. Proteini kapside sadrze nekoliko proteina ukljucenih u replikaciju virusne
DNA kao sto je M57. Kapsida je okruzena tegumentom koji sadrzi razliite proteine i ovojnicom s
glikoproteinskim kompleksima. Prikazani proteini su identificirani masenom spektrometrijom izoliranih viriona
[74]. Preuzeto iz projektnog prijedloga HRZZ-1P-2019-04-3582 ,,Sekundarno omatanje i izlazak beta-herpesvirusa
iz stanice“ [75].

1.2.5. Replikacijski ciklus

Kod CMV-a razlikujemo liti¢ku replikaciju tijekom koje se proizvode novi infektivni virioni
koji se mogu prenijeti na druge stanice, a dogada se u epitelnim i endotelnim stanicama. S druge strane
virus moze uspostaviti latenciju u monocitima tijekom koje se ne proizvode infektivni virioni. Kao
odgovor na razlicite podrazaje, virus se moZze reaktivirati do liticke replikacije u podskupu latentno
zarazenih stanica [50,76]. Iako se CMV replicira u velikom broju stanica, replikacijski ciklus uvelike je
proucavan u fibroblastima zbog njihove relativne lakoée izolacije i razmnozavanja u kulturi, kao 1
sposobnosti podrzavanja ekspresije virusnih gena i proizvodnje virusnog potomstva. Liti¢ka replikacija
se moze podijeliti u nekoliko faza: ulazak, ekspresija litickih gena i replikacija genoma, primarno
omatanje i izlazak iz jezgre, tegumentacija, sekundarno omatanje, izlazak i oslobadanje viriona [50].
Virusni ulazak se odvija u sedam razli¢itih koraka: (1) vezanje virusnog glikoproteina na heparan sulfat
glikozaminoglikane, (2) vezanje posredovano virusnim glikoproteinima na specifi¢ne receptore stanicne
povrsine, (3) ulazak putem (3a) endocitoze/mikropinocitoze ili (3b) fuzijom glikoproteina B (gB) sa
stanicnom membranom (engl. plasma membrane, PM), (4) oslobadanje kapside u citoplazmu nakon
spajanja s (4a) endosomalnom membranom ili (4b) PM, (5) transport kapside prema jezgri posredovan
mikrotubulima, (6) pristajanje (engl. docking) na nuklearnu poru, i (7) istiskivanje virusnog genoma

kroz portal u jezgru [77].



Tijekom replikacijske infekcije in vitro, virusni geni se eksprimiraju u vremenskoj kaskadi od
tri faze: neposredno-rani (engl. immediate-early, IE), rani (engl. early, E) ikasni (engl. late, L) geni. U
ljudskim fibroblastima inficiranim HCMV-om, IE dogadaji traju od 6-24 sata nakon infekcije (engl.
hours post infection, hpi), E dogadaji 12-48 hpi, a L dogadaji 48-96 hpi, nakon Cega slijedi sklapanje i
oslobadanje zaraznih viriona od 72-96 hpi [78]. IE1 dogadaji oznacavaju prepisivanje IE1 gena za
kontrolu ekspresije narednih gena i replikacije virusa. Tijekom E dogadaja dolazi do reorganizacije
stani¢nih struktura, sinteze proteina koji kontroliraju imunoloski odgovor domacina i sinteze virusne
DNA. L dogadaji oznacavaju proces proizvodnje strukturnih komponentni viriona i njihovo sklapanje
[79]. U fibroblastima zarazenim MCMYV-om, ciklus je puno kra¢i, a prvi virusni potomci nastaju 24-30
hpi [80]. IE1 faza je ograni¢ena od 1-2 hpi, E faza od 2-16. Nakon 16 hpi zapoc€inje L faza sa sintezom
virusne DNA 1 transkripcijom velikog broja kasnih gena [81], kao §to je prikazano na slici 3.

Iako je uobicajena podjela replikacijskog ciklusa betaherpesvirusa u tri faze (IE, E i L), nedavne
analize pojave virusnih transkripata uporabom visoko-proto¢nih tehnologija pokazuju da se ciklus

HCMV-a moze podijeliti u sedam [82], a ciklus MCMV-a u Sest [48] vremenskih faza.
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Slika 3. Organizacija MCMYV Zivotnog ciklusa i ekspresija kinetike MCMYV gena. U odnosu na HCMV,
MCMYV ima znacajno kraci replikacijski ciklus i koristi se kao modelni sustav. Ciklus mozemo podijeliti u tri faze:
neposredno ranu (IE), ranu (E) i kasnu (L) fazu. Ekspresija virusnih proteina IE1 faze (pIE1) zapoc€inje unutar dva
sata od infekcije nakon koje slijedi E faza (pE1, pm138, pM25 105 kDa) te u konaénici L faza (pM57 i pM25 130
kDa) kada zapocinje i replikacija virusne DNA. Tijekom rane faze se reorganiziraju stani¢ne strukture, a u kasnoj
fazi se odvija proces sklapanja viriona. Prilagodeno prema [83].

IE geni izrazavaju se u prvom satu MCMYV infekcije nakon Cega slijedi izrazaj E gena u
najmanje dva transkripcijska vala [83]. Vecina proteina rane faze se postepeno nakuplja do pocetka
sinteze virusne DNA. Rani geni imaju vaznu ulogu u regulaciji IE i kasne transkripcije, sintezi virusnog
genoma, regulaciji stani¢nog ciklusa i izbjegavanju steCenog imunoloskog odgovora. Mnogi IE i E

proteini se lokaliziraju u nuklearnim replikacijskim odjeljcima (engl. replication compartment, RC) gdje



se nakupljaju DNA i RNA [77]. Poremecaj ranih gena obicno rezultira znacajnim nedostacima sinteze
DNA, ekspresije kasnih gena i produkcije virusa [84,85].

Sinteza DNA HCMV-a dogada se u jezgri pocevsi 14 do 16 sati nakon infekcije in vitro. Nakon
ulaska u jezgru, linearni dvolancani genom se cirkularizira i lokalizira uz jezgrina tjelesca u kojima se
nakuplja protein promijelocitne leukemije (engl. promyelocytic leukemia protein-nuclear bodies, PML-
NB) [86,87]. Ova mjesta Cine prereplikacijska zariSta gdje se iniciraju virusna transkripcija i sinteza
genoma kako bi se formirali RC [88]. U stanicama koje podupiru visoku razinu replikacije, nakupljanje
virusnih genoma moZze u konacnici rezultirati spajanjem nekoliko RC u jedan koji ispunjava jezgru
[77,89,90].

Ekspresija kasnih gena dostize vrhunac nakon pocetka replikacije virusne DNA. Kasni geni se
sastoje od gena sa strukturalnom ulogom u sastavljanju i sazrijevanju viriona. Svi kapsidni proteini su
kodirani kasnim genima, a njihova ekspresija je inhibirana ako je sinteza virusne DNA blokirana.
Nasuprot tome, otprilike polovina gena koji kodiraju tegument se eksprimiraju s IE, E ili E-L kinetikom,
ukazujuci na nestrukturalne uloge tegumenta [77,91].

Nakon pakiranja virusne DNA u kapside, slijedi sklapanje virusnih Cestica koje se sastoji od
primarnog i sekundarnog omatanja (slika 4). U jezgri zapoCinje tegumentacija povezivanjem SCP-a na
heksonima i pentonima s pp150 [59]. Smatra se da mrezasti pp150 tegument stabilizira kapside koje
sadrze DNA protiv visokog pritiska koji je uzrokovan inkapsidacijom velikog genoma u relativno mali
prostor [59,92]. Primarno omatanje je proces tijekom kojeg djelomi¢no tegumentirane kapside stjecu
ovojnicu pupanjem u unutarnju nuklearnu membranu [93,94]. Ova ovojnica se gubi procesom
odmatanja koji ukljucuje fuziju s vanjskom jezgrenom membranom dok kapsida ulazi u citoplazmu.
Tegumentacija se nastavlja u citoplazmi gdje se kapside ponovno omataju, ali na citoplazmatskim
membranskim organelama unutar odjeljka za sklapanje viriona (sekundarno omatanje) [95-97]. Za
translokaciju u AC je odgovoran tegumentni protein pp150 koji stupa u interakciju s razli¢itim proteima
[98,99]. Nakon sekundarnog omatanja, novoproizvedena Cestica je zreli virion koji migrira prema

stani¢noj membrani te se oslobada iz stanice za prijenos infekcije [77].

Primarno omatanje Odmatanje Tegumentacija Sekundarno omatanje lzlazak Oslobadanje viriona

nukleokapsida i

| —J/ ) - .
#/) o tegument o » .
tegument // | membranski odjeljak podrijetlomiz plazmatskamembrana \

| endosomaiili TGN-a \

jezgrina membrana

Slika 4. Faze proizvodnje beta-herpesvirusa u zaraZenim stanicama. Nakon pakiranja novostvorene virusne
DNA u kapside u prostoru jezgre, djelomicno tegumentirane izlaze iz jezgre omatanjem s unutarnjom membranom
jezgre (primarno omatanje) nakon cega slijedi odmotavanje na vanjskoj membrani jezgre. Kapside migriraju u
citoplazmu gdje se ugraduju u matriks citoplazmatskog tegumenta te se omataju na membranskom odjeljku koji
potjece vjerojatno od endosoma ili TGN-a (sekundarno omatanje). Omotani virioni migriraju prema stani¢noj
membrani te se oslobadaju iz stanice. Prilagodeno prema [100].
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Kroz svaku od navedenih faza replikacijskog ciklusa, virusi koriste mnostvo komponenti stanice
domacina koje modificiraju kako bi sklapanje viriona bilo §to ucinkovitije. Jedna od njih je
remodeliranje membranskog sustava stanice u cilju stvaranja ranije spomenutog AC-a, a ostale ukljucuju
promjenu unutrastani¢nog prometovanja i promjene u metabolickim putevima. Navedene promjene

tijekom infekcije se odrazavaju na samu morfologiju stanice.

1.3. Citopatogeni ucinci virusa

Mnogi virusi, uklju¢uju¢i HCMV, uzrokuju jedinstvene morfoloske promjene u zarazenim
stanicama, koje su zajednicki poznate kao citopatogeni ili citopatski ucinci (engl. cytopathic effects,
CPE). Stani¢no zaokruzivanje najvidljiviji je element CPE-a, iako drugi povezani aspekti ukljucuju
utjecaj na volumen stanice, formiranje citoplazmatskih ili nuklearnih inkluzijskih tijela, fuziju ili
agregaciju stanica, gubitak adhezije i lizu stanice [ 101]. Navedene promjene zarazenih stanica rezultiraju
stvaranjem plakova u stanicnom monosloju kod in vitro uzgoja.

CPE bi mogli biti pasivna nuspojava virusne infekcije koja je posljedica stani¢nog stresa koji je
uzrokovan masovnom proizvodnjom virusnih Cestica. Medutim, postojanje necitopatskih virusa (npr.
virus bjesnoce) ukazuje na to da replikacija virusa nije nuzno povezana s morfoloskim promjenama ili
citotoksi¢noscéu [101,102]. Ovo sugerira da stvaranje CPE-a predstavlja aktivni proces koji pridonosi
dobrobiti virusu. Neki virusi su inherentno necitopatski jer su njihovi replikacijski procesi relativno
benigni, dok drugi aktivno odrzavaju necitopatsko stanje isklju¢ivanjem proapoptotickih mehanizama,
aktivacijom antiapoptotickih mehanizama ili induciranjem alternativne transkripcije koja cuva virusni
genom bez proizvodnje viriona [103,104]. S druge strane, neki virusi su pasivno citopatogneni zbog
virusnog replikacijskog ciklusa koji ostecuje stanicu zbog visoke ekspresije proteina i sklapanja viriona.

Aktivno citopatogeni virusi induciraju ekspresiju proapoptotskih molekula [105,106].

1.3.1. Povezanost CPE s infektivnoscéu

CPE su dijagnosticko obiljezje pojedina¢nog virusa i poznato je da se pojavljuju u stani¢énim
kulturama [107]. CPE mogu predvidjeti klini¢ki ishod in vivo. Primjeri ukljuuju pogorsanje steatoze
uzrokovane virusom hepatitisa C, apoptozu u trigeminalnom gangliju uzrokovanu HSV-om ili asepti¢ni
meningitis, paralizu, kardiomijelitis i herpanginu uzrokovanu enterovirusima [108—111]. Regulacija
stani¢nog volumena utjece na proliferaciju stanica i apoptozu, a njegova promjena u patologiji pridonosi
poremecajima kao Sto su oslabljena funkcija jetre, dijabeticka ketoacidoza, hiperkatabolizam i anemija
srpastih stanica [112].

Priroda i opseg CPE ovisi o virusu, tipu stanica, urodenom imunom odgovoru domacina i
progresiji infekcije. RazliCite razine CPE koreliraju s koli¢inom novo-sintetiziranih virusnih Cestica
[113]. U stanicama zaraZzenim adenovirusom, lizirane stanice mogu otpustiti velike koli¢ine viriona

nakon iskazivanja jakih CPE, dok trajno zarazene stanice proizvode male koli¢ine viriona i imaju slabo
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iskazane CPE [114,115]. Ipak, opseg CPE-a nije uvijek u korelaciji s produkcijom viriona, jer stanice
koje su podvrgnute programiranoj stani¢noj smrti imaju snazan CPE pri niskom virusnom titru [116—
118].

Unato¢ prediktivnoj prirodi CPE za klinicke i bioloske infekcije, nedostaju vremenski mapirane
3D analize CPE uzrokovanih virusom. Jedan od radova opisuje koristenje 3D digitalne holotomografske
mikroskopije (DHTM) za proucavanje CPE induciranih od strane virusa vakcinije (VACV), herpes
simpleks virusa tip 1 i rinovirusa [111]. DHTM omogucava snimanje zivih, neobiljezenih stanica u
stvarnom vremenu mjereci indeks loma (engl. refractive index, RI) i izraCunavajuci njegov gradijent
(engl. refractive index gradient, RIG) [119-121]. RI je povezan sa stanicnom masom i njezinom
distribucijom S$to sugerira da ¢e svaka biofizicka promjena stani¢ne morfologije potaknuti promjene u
RI vrijednostima stanice [122,123]. Promjene RIG-a pokazale su se specificnima za vrstu virusa, §to
ukazuje na to da DHTM moze ucinkovito razlikovati razlicite virusne infekcije i njihove pripadajuce
citopatske ucinke. Ovi rezultati pruzaju uvid u mehanizme kojima virusi induciraju citopatske ucinke,
¢ije je razumijevanje kljucno za razjasnjavanje nacina na koji virusi manipuliraju procesima stanica

domacina radi svoje replikacije i Sirenja [111].

1.3.2. Citopatogeni ucinci citomegalovirusne infekcije

HistopatoloSske promjene karakteristicne za citomegalovirus (povecane stanice s
intranuklearnim inkluzijama) su prvi put uocene 1881. godine [124,125]. 1904. godine su ponovno
opisane CMV inkluzije, ali su pogresno smatrane protozoama (engl. protozoan-like cells) u histoloskim
presjecima jetre, pluca i bubrega mrtvorodenceta [126] (slika 5). Goodpasture i Talbot su 1921. godine
skovali termin ,,citomegalija“ kada su opisali slicne nalaze kod preminulog novorodenceta starog Sest
tjedana nakon obavljene autopsije [127]. Tijekom iste godine, Lipschutz je predlozio virusnu etiologiju
tih nalaza kada je primijetio slicnost intranuklearnih inkluzija s onima pronadenima kod infekcija herpes
virusom [128]. 1950. godine, Wyatt je uveo izraz ,,citomegali¢na inkluzijska bolest™ (engl. cytomegalic
inclusion disease) kako bi opisao generaliziranu kongenitalnu infekciju s citomegali¢nim stanicama i
tipicnim intranuklearnim inkulzijama pronadenima u viSe organa [129]. 1956. je Smith izvijestila o
uzgoju HCMV-a u ljudskim stani¢nim kulturama tkiva [130]. 1960. godine je predlozen termin
,citomegalovirus® [131] ¢iji naziv dolazi od grékih korijena cyto i megalo, §to znaéi ,,velike stanice i
time odrazava citopatske ucinke virusa [132]. Od tada, opsezna istrazivanja svojstava, epidemiologije i
seroloSke dijagnoze CMV-a potvrdila su vaznost ovog virusa u kongenitalnim infekcijama [133].

Od CPE kod HCMYV infekcije su do sada opisani stani¢no zaokruzivanje, utjecaj na stani¢ni volumen,
citoplazmatska i jezgrena nuklearna tjelesca (inkluzije), stani¢na fuzija ili agregacija, gubitak adhezije

te reorganizacija membranskog sustava.
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Slika 5. Citomegali¢ne stanice s intranuklearnim inkluzijama. Jesionek i Kiolemenoglou su 1904. opisali
inkluzije za koje su tada mislili da predstavljaju parazite. Na slici lijevo su vidljive citomegali¢ne stanice s
intranuklearnim i citoplazmatskim inkluzijama, dok je desno prikazana stanica s intranuklearnom inkluzijom.
Preuzeto iz [126,134].

1.3.2.1. Nuklearne i citoplazmatske inkluzije

1959. godine su opisani neinficirani fibroblasti u tkivnoj kulturi kao izduzene stanice s relativno
oskudnom citoplazmom. Jezgre su bile ovalne, s jednom ili vise istaknutih jezgrica. Nuklearni kromatin
bio je zrnast i ravnomjerno rasporeden, s jasno povecanom gustocom u blizini jezgrine membrane.
Vecina stanica zadrzavala je oblik vretena, a promjene su bile minimalne u usporedbi s onima u
stanicama izloZenima supernatantu iz zarazenih kultura u istom vremenskom razdoblju. Prve
abnormalne jezgre s nuklearnim inkluzijama identificirane su dva do tri dana nakon inokulacije. U tom
trenutku sredi$nji dio jezgre bio je djelomicno ispunjen inkluzijom koja je sadrzavala Cestice sastavljene
od malog gustog sredisnjeg tijela okruzenog blijedom aureolom i vanjske guste membrane [135].

Inkluzijska tjeleSca uzrokovana CMV-om se mogu uoCiti i u biopsijskim uzorcima
endocervikalnih zlijezdanih stanica ili u cervikalnim/endocerviklanim stanicama [136]. Histolosko
utvrdivanje prisutnosti citomegalijskih stanica je postao zlatni standard za dijagnosticiranje HCMV
infekcije kod gastrointestinalnih bolesti [137]. Inkluzijska tijela se jo§ nazivaju ,,sovinim okom* (engl.
owl's eye) zbog svojeg karakteristickog izgleda, a popracena su i granularnim intracitoplazmatskim
tjeleScima [138]. Daljnje studije su pokazale da se citoplazmatske inkluzije formiraju pri izlasku
nukleokapsida iz jezgre u citoplazmu i da su sastavljene od agregata lizosoma. Navedeni agregati

okruzuju virus nakon izlaska iz jezgre [139].

1.3.2.2. Remodeliranje citoskeleta

Postoje brojni dokazi da gotovo svaki virus, ukljucujué¢i CMYV, iskoriStava komponente
citoskeleta kao Sto su aktin i mikrotubuli za ulazak u stanicu, posredovanje raznih procesa

unutarstani¢nog transporta tijekom infekcije, maksimizaciju virusne replikacije kontrolom nuklearnih
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aktinskih filamenata koji prostorno odvajaju virusnu DNA od DNA domacina i za poticanje izlaska
viriona iz stanice [88,140-143].

U vedini stanica je centrosom mjesto centra za organiziranje mikrotubula (engl. microtubule-
organizing center, MTOC), ali 1 ostala mjesta poput Golgija mogu sluziti kao MTOC [144]. U stanicama
inficiranim HCMV-om, odjeljak za sklapanje viriona djeluje kao MTOC izveden iz Golgija iz kojeg
izlaze acetilirani mikrotubuli koji vezu regulatorni protein mikrotubula EB3 (engl. end-binding protein,
EB) olakSavaju¢i nuklearnu rotaciju i regulaciju produkcije infektivnih viriona [145]. Smatra se da
transport tegumentirane Cestice do mjesta omatanja ovisi o mikrotubulima budué¢i da inhibicija
nukleacije i funkcije mikrotubula smanjuje sklapanje infektivnih viriona [145,146]. Citoskeletni motorni
protein dinein doprinosi deformaciji jezgre u bubrezasti oblik zrna graha (engl. kidney-shaped) koji je
karakteristi¢an za stanice u kasnim fazama CMV infekcije [99,145].

Osim spomenutog regulatornog proteina EB3, HCMV regulira i EB1. Pokazano je da su se
virusni titri smanjili nakon utiSavanja EB1 i EB3, sugerirajuci da su potrebni za u¢inkovito virusno
Sirenje [145]. Infekcija endotelnih stanica HCMV-om izaziva depolimerizaciju intracelularne aktinske
mreze, uzrokujuci gubitak aktinskih stresnih vlakana koja odrZavaju medustani¢ne spojeve stanica
endotela. Aktinski filamenti sluze kao glavni stup unutarstanicnog prometovanja, a njihova
destabilizacija povecava propusnost endotelnog sloja. Ova propusnost endotela izazvana HCMV-om
omogucéava otpustanje nastalih viriona u krvotok, gdje se zatim mogu inficirati monociti, olakSavajuéi
Sirenje virusa u druga tkiva [147,148]. Nuklearni aktin pomaze kretanju virusnih kapsida unutar jezgre

[149].

1.3.2.3. Stani¢no zaokruZivanje

Zaokruzivanje inficiranih stanica moze se dogoditi ve¢ Sest sati nakon infekcije, znatno prije
pocetka replikacije virusne DNA i oslobadanja prvih viriona. Zarazene stanice iskazuju okrugli oblik
najkasnije jedan dan nakon infekcije. Za indukciju zaokruzivanja stanica potreban je infektivni virus i
ne dogada se pri inokulaciji UV inaktiviranim HCMV cesticama [150]. Nadalje, sam proces
zaokruzivanja je osjetljiv na inhibitore sinteze proteina ili transkripcije, ali ne i na inhibitore replikacije
virusne DNA, §to sugerira da proces nije uzrokovan sastavnim dijelom viriona, ve¢ zahtijeva de novo
sintezu ranih virusnih proteina [151]. Nedavna istrazivanja iz 2017. godine su pokazala da su produkti
virusnog gena M25 nuzni za zaokruzivanje stanica tijekom MCMYV infekcije [152]. Preuredenje
aktinskog citoskeleta, koje se obi¢no opaza u stanicama zarazenim MCMYV-om, nije se dogodilo nakon
infekcije s AM25 mutantom. lako su ekspresija virusnih gena i replikacija genoma mutanta i divljeg tipa
MCMYV napredovale usporedivom vremenskom dinamikom, Sirenje virusa od stanice do stanice i titar
virusa oslobodenog iz stanica zaraZzenih mutantom bili su smanjeni. Transfekcija stanica plazmidima
koji kodiraju proteinske vrste M25 dovela je do smanjenja veli¢ine stanica, povezujuci ih s morfoloskim
promjenama, a najupadljivije obiljezje AM25 mutante bila je nesposobnost izazivanja zaokruzivanja

zarazenih stanica. Vremenska dinamika zaokruzivanja stanica sugerira da je 105 kDa M25 protein
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odgovoran za izazivanje ovog ucinka u ranoj fazi infekcije, dok ga 130 kDa protein odrzava u kasnoj
fazi [101]. Clanovi obitelji gena UL25 beta-herpesvirusa kodiraju strukturne i nestrukturne komponente

tegumenta [153-156].

1.3.2.4. Stanicna fuzija i agregacija

Stani¢na fuzija rezultira formiranjem stanica s viSe jezgara (multinuklearne stanice) [157].
Dokazi fuzije kod CMV inficiranih stanica su prvo uoceni pod fazno-kontrastnim mikroskopom [158].
Kasnije se pokazalo da glikoprotein B HCMV-a osim ulaska virusa u stanice, transmisije infekcije od
stanice do stanice, promice i fuziju inficiranih stanica [159]. Fuzija i spontano stvaranje sincicija su
uoceni kod stanica glioblastoma, a formacija je ovisna o gusto¢i gB/pUL55 na stani¢noj membrani
[159]. Formacija sincicija je prekinuta nakon deletiranja regije na karboksi kraju gB/pULS5S proteina §to
znaci da je gB/pULSS dovoljan za stvaranje sincicija [ 160]. Ulogu u fuziji stanica posredovanoj virusom
vjerojatno ima i glikoprotein O (gO). Fuzija je bila inhibirana nakon koristenja specifi¢nih gO protutijela
[161]. Takoder, kada su su gH i gl koeksprimirani, uo¢ene su visejezgrene stanice. Nisu otkrivene

znacajne razlike kada su gB/pULSS5 i/ili gO bili koeksprimirani s gH/gL [162].

1.4. Reorganizacija membranskog sustava stanice domadina u CMYV infekciji

Citomegalovirusi, kao i drugi herpesvirusi izazivaju opsezno preuredenje membranskog sustava
stanice, $to ukljucuje reorganizaciju citoskeleta i unutarstani¢nih vezikularnih odjeljaka sekretornog i
endosomalnog puta [142,163—165]. NaruSavanje stani¢nih vezikularnih odjeljaka ima utjecaj na
herpesvirusnu morfogenezu, patogenezu infekcije, izbjegavanje masinerije za antigensku prezentaciju i
moguce na uspostavu latencije i reaktivacije [164].

Reorganizaciju membranskog sustava pokre¢u produkti virusnih gena koji ciljaju regulatorne
faktore stanice domacina koji oblikuju membranu i time izravno modeliraju njihovu funkciju [ 166—170].
Navedeno se takoder moze posti¢i neizravno stimulacijom njihove razgradnje [171] ili pokretanjem
signalizacije koja regulira membranski promet [ 172]. Koristenjem visoko-protocnih metoda se pokazalo
da je ekspresija proteina stanica domacina povezana s membranskim prometom u stanicama zarazenim
HCMV-om povecana ili smanjena, §to dovodi do neravnoteze koja moze biti povezana s tako opseznom
reorganizacijom [91,173,174]. Tocnije, HCMV smanjuje ekspresiju viSe od 900 ljudskih proteina
tijekom replikacije virusa i razgraduje 133 proteina ubrzo nakon infekcije [91,175]. Masenom
spektrometrijom je provedena analiza interaktoma 169 oznacenih, stabilno eksprimiranih proteina u
HCMV inficiranim stanicama. Identificirana je mreza vise od 3400 interakcija virusa sa stanicom
domacina te viSe od 150 medusobnih interakcija virusnih proteina [176].

CMV infekcija u potpunosti reorganizira zaraZene stanice i dovodi do mnogih slozenih
citopatskih ucinaka, ukljucujuéi stvaranje dvije megastrukture, prije spomenutog odjeljka za sklapanje

viriona (engl. assembly compartment, AC) i nuklearnih replikacijskih centara [79,177,178]. AC
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predstavlja samo dio reorganiziranog membranskog sustava zarazenih stanica (engl. infected cell
reorganized membrane system, ICRMS) [179]. AC je veliine jezgre i mjesto gdje se vjerojatno odvijaju
posljednji koraci sklapanja viriona CMV-a [177], a €ini se da cijeli ICRMS doprinosi izlasku viriona

[177,180].

1.4.1. Citoplazmatski odjeljak za sklapanje viriona

Reorganizacija membranskih organela zavrSava formacijom odjeljka za sklapanje viriona [60]
(slika 6). Iako replikacija svih herpesvirusa ukljucuje dogadaje nuklearnog i citoplazmatskog
sazrijevanja, AC je jedinstvena znacajka stanica zarazenih beta-herpesvirusima [181]. Virusne Cestice
skupljaju se u AC tijekom kasne faze infekcije $to je u skladu s njegovom vaznom ulogom u kontroli
konac¢ne tegumentacije, sekundarnog omatanja i izlaska viriona iz stanice [182]. Pokazano je da MCMV
inducira sli¢nu reorganizaciju membranskih organela kao i humani CMV [83,183-185].

Najraniji dogadaji formiranja MCMYV AC su pokazani ve¢ 4-6 sati nakon infekcije [186] kada
je uoCena reorganizacija Golgijevog aparata, kasnjenje sazrijevanja ranih endosoma (engl. early
endosome, EE) 1 membranskog protoka na sucelju ranih endosoma, endosomalnog reciklirajuc¢eg
odjeljka (engl. endosomal recycling compartment, ERC) 1 trans-Golgi mreze (engl. trans-Golgi
network, TGN) — sucelju EE-ERC-TGN. Preuredenje Golgijeve strukture u ranoj fazi infekcije se
oznacava kao pre-AC (PrAC) [187]. U unutarnjem PrAC je prvo uocena pericentriolarna akumulacija
membrana ukrasenih malom GTPazom Rabl10 [83,186] te je koriStena kao pokazatelj najranijih
dogadaja biogeneze PrAC [179,188—191]. Fenotip PrAC nije nuspojava zaokruZivanja stanice u ranoj
fazi infekcije. Navedeno se dokazalo koriStenjem 19-MCMYV rekombinantnog virusa s delecijom M23-
M26 gena koji ne uzrokuje znacajno zaokruZzivanje stanica nakon infekcije. Stanice zaraZene sa
spomenutim virusom se nisu zaokruZzile na 16 i 30 hpi, ali su pokazale jukstanuklearnu akumulaciju
Arf6 i Rab10 na 16 hpi, te Rab36, Evectin-2, Epi64, Vps24 i BIG2 na 30 hpi [83].

AC moZemo podijeliti na vanjski (engl. outer AC, 0AC) i unutarnji (engl. inner AC, iAC).
Prstenasto podrucje koje sadrzi cis/medijalni Golgi i trans-Golgi s nakupljenim glikoproteinima virusne
ovojnice (M55, M74, M75) i tegumenta (M25) je oznaceno kao vanjski dok je podrucje unutar prstena
oznaceno kao unutarnji AC [60,83]. Golgijev aparat u neinficiranim stanicama je organiziran u strukturu
cisterni oko jezgre, dok je kod CMV infekcije vakuoliziran i fragmentiran. Infekcija opsezno
reorganizira sucelje izmedu ranih endosoma, endosomalnog odjeljka za recikliranje (ERC) i trans-
Golgijeve mreze (TGN) $to rezultira ekspanzijom raznih EE-ERC-TGN intermedijatora (vakuolarne i
tubularne strukture) koji ispunjavaju podrucje unutarnjeg AC (slika 6B). Ovi intermedijatori
prekomjerno regrutiraju faktore stanica domacina koji kontroliraju membranski protok na EE-ERC-
TGN sucelju. U unutarnjem podru¢ju nema nakupljanja znacajne koncentracije virusnih glikoproteina,
a kasni endosomi (engl. late endosome, LE) ne ulaze u sastav AC [83]. U unutra$njem dijelu AC se
akumuliraju terminalne faze diferencijacije ranih endosoma §to oznacava da se tijekom CMV infekcije

usporava izlazak EE, dok se istovremeno prosiruju EE-vezane membrane koje imaju potencijal obrnutog
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pupanja [83,183]. Deregulacijom sazrijevanja EE nastaju vakuolarni elementi unutar AC. Unutarnje
membranske domene AC su visoko tubularne, $to je pokazano prekomjernim nakupljanjem nekoliko
faktora stanica domacina koji reguliraju pupanje membrana na EE, ERC i TGN. Ove promjene su
povezane s inhibicijom endosomalnog recikliranja i sazrijevanja EE u LE [186,192,193], s posljedicom

izbjegavanja imunoloskog odgovora [194].
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Slika 6. Shematski prikaz MCMYV odjeljka za sklapanje viriona. (A) Citoplazmatsko podru¢je neinficirane
stanice moze se podijeliti u tri zone prema rasporedu membranskih organela: kortikalna, perinuklearna i
jukstanuklearna. Tijekom MCMYV infekcije dolazi do zaokruzivanja stanice i opsezne reorganizacije stani¢nih
organela koja rezultira stvaranjem odjeljka za sklapanje viriona (assembly compartment, AC). (B) Prikaz
reorganizacije membranskih organela u inficiranim stanicama te distribucija membranskih biljega i virusnih
proteina. AC mozemo podijeliti na vanjski (0AC) koji se sacinjava od cis-, trans-Golgija, i dijelaTGN-a te
unutrasnji dio s reorganiziranim membranama ranih endosoma (EE), endosomalnog recikliraju¢eg odjeljka (ERC)
i dijela trans-Golgi mreze (TGN). Prilagodeno prema [83] i HRZZ-IP-2019-04-3582 ,,Sekundarno omatanje i
izlazak beta-herpesvirusa iz stanice [75].

Pokazalo se da inhibicija morfogeneze AC smanjuje prinos infektivnih ¢estica i povecava broj defektnih
Cestica otpustenih iz stanice §to potvrduje tezu da je glavna uloga AC olakSavanje sazrijevanja viriona
[167,182,195]. Pretpostavlja se da je AC mjesto sekundarnog omatanja gdje kapside obavijene

tegumentom dobivaju membransku ovojnicu [60].

1.4.2. Sekundarno omatanje i izlazak viriona

Prethodna istrazivanja elektronske mikroskopije (EM) su pokazala da se sekundarnog omatanje
CMYV viriona dogada unutar AC-a [181,196], ali zbog velike reorganizacije membranskog sustava
[83,173,197] i oc¢iglednih promjena u identitetu organela [184,198], precizno mjesto omatanja CMV i

dalje je nepoznato. Za nastanak mjesta sekundarnog omatanja, CMV treba stvoriti okoli§ za
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koncentriranje glikoproteina ovojnice i tegumentnih proteina te obuhvatiti velike tegumentirane virione
u membransku organelu. Omotane kapside se mogu primijetiti kao pojedinacni virioni unutar
membranske organele ili u obliku nakupljenih viriona unutar velikih vakuolarnih struktura koje
podsjecaju na multivezikularna tijela (engl. multivesicular bodies, MVB), a potjecu iz LE [187,199—
202]. U nedavnim istrazivanjima se vakuolarne strukture s vise viriona nazivaju multiviralna tijela (engl.
multiviral bodies, MViB) [203,204]. Takoder, unutar stanice koje su inficirane MCMV-om ve¢i broj
kapsida dobiva jednu membransku ovojnicu, Sto Cesto rezultira opazanjem velikih multikapsidnih
viriona [205]. S obzirom da virusni glikoproteini moraju biti ugradeni u virionsku ovojnicu, mjesto
njihova nakupljanja ima ulogu u uspostavljanju mjesta sekundarnog omatanja, a studije navedenih
glikoproteina upucuju na trans-Golgi [184,206], EE [207-209], i ERC [83,193] kao mjesto omatanja.

Komponente odjeljka ukljucuju clanove obitelji SNARE (engl. soluble N-ethyl maleimide
sensitive factor attachment protein receptor) i ER Saperon, BiP [184,210]. SNARE je obitelj malih
ocuvanih eukariotskih proteina koji posreduju membransku fuziju organela sa stanicnom membranom
[211]. Takoder su aktivirani brojni signalni proteini koji se relokaliziraju i sekvsestriraju u AC,
ukljucuju¢i mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) i EGFR (engl. epidermal growth factor
receptor) [212,213]. Transferin i komponente ESCRT-a (engl. endosomal sorting complexes required
for transport) se takoder lokaliziraju u AC [185,214]. ESCRT masinerija olakSava virusno pupanje jer
sadrzi svojstva ,,obrnute topologije (engl. reverse topology) za savijanje i cijepanje membrana [215].
Pojam obrnuta topologija definira dogadaje cijepanja membrane kao one u kojima je pupanje usmjereno
od citosola [216]. Tako specifi¢ne interakcije proteina koje usmjeravaju Cesticu na mjesto sekundarnog
omatanja u AC nisu dobro definirane, istrazivanja ukazuju da su ukljuceni tegumentni proteini UL47 i
pp150 [95,195].

Pupanje tegumentiranih Cestica u vakuole koje sadrze virusne glikoproteine vjerojatno zahtijeva
odredenu specificnost koja se moze zakljuciti prema interakcijama izmedu citoplazmatskog repa
virusnog glikoproteina i proteina tegumenta na sazrijevajucoj Cestici, ili alternativno izmedu proteina
tegumenta na Cestici i membranski vezanog virusnog tegumenta pp28 (UL99) ili pUL71 [169,217].
Postoji 1 alternativna hipoteza koja govori da je tijekom omatanja HCMV-a pupanje u vakuolu s
proteinima ovojnice i sklapanje infektivnih viriona mozda potpuno nasumi¢no i moze objasniti veliki
broj omotanih, ali neinfektivnih ¢estica koje se oslobadaju iz HCMV zaraZenih stanica u kulturi. Dokazi
koji podupiru ovu hipotezu su dobiveni kvantitativnim analizama razlicitih tipova vakuola povezanih s
virionima u AC-u koriStenjem elektronske mikroskopije. Rezultati ove studije su pokazali da su
tegumentirane Cestice bile obavijene u svim regijama AC-a, a ne na odredenom mjestu unutar AC-a
[202]. HCMYV inficirane stanice jo§ proizvode subvirusne Cestice nazvane gustim tijelima (engl. dense
bodies, DB) [218] 1 neinfektivne omotane Cestice (engl. non-infectious enveloped particles, NIEP) [58].
DB su sferi¢ne strukture s ovojnicom koje ne sadrze kapsidu i virusni genom, a sastoje se uglavnom od

proteina tegumenta [219], prikazane na slici 7. NIEP su omotane kapside bez virusne DNA [58].
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Slika 7. Slike inficiranih ljudskih fibroblasta dobivene elektronskim mikroskopom. Prikaz nukleokapsida i
nuklearnog izlaska. Replikacijski centar (RC) oznacava mjesto inkapsidacije genoma. Kapside A-, B- i C- tipa su
prikazane strelicama. Nukleokapside u jezgri s pocetnim slojem tegumenta su prikazane vrskom strelice. U
citoplazmi je prikazana kapsida tijekom sekundarnog omatanja (engl. cytoplasmic envelopment, CE), gusto tijelo
(engl. dense body, DB). NM oznacava nuklearnu membranu. (B) Prikaz unutarstanic¢nih i izvanstani¢cnih HCMV
viriona, neinfektivnih omotanih Cestica (engl. non-infectious enveloped particles, NIEP) 1 gustih tjelesaca.
Preuzeto iz [77].

Mehanizmi oslobadanja infektivnih CMV viriona iz zarazenih stanica ostaju nepoznati. Studije
na ljudskim fibroblastima s laboratorijskim sojevima HCMV-a su pokazale opseznu lizu stanica koja bi
mogla biti glavni izvor virusa izvan stanica. S druge strane, samo oko 50% ukupnog infektivnog virusa
se otpusta u supernatant dok su preostale infektivne Cestice povezane sa zarazenom stanicom, odnosno
ostaju unutar nje [220].

U nedavnim istrazivanjima iz 2022. godine [203,204] je opisano povremeno masovno
oslobadanje HCMYV cestica koje se pri¢vrste na plazmatsku membranu prije otpustanja iz stanice, iako

se ¢ini da MViB-ovi koji sadrze virione predstavljaju nekonvecionalni put izlaska. Biogeneza MViB-a
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je nejasna i nije poznato mogu li se CMV virioni omotati u zasebne vezikule te osloboditi kao

pojedinacni virioni direktnom fuzijom s plazmatskom membranom (PM) [79,221].

Na slici 8 je prikazan predlozeni slijed citoplazmatskih dogadaja tijekom sekundarnog omatanja

i put izlaska vezikula koje sadrze virusne Cestice, a koji najvjerojatnije ovisi o spajanju s velikim
transportnim organelama. Sekretorni amfizomi, degradacijski amfizomi ili sekretorne vezikule koje
nastaju iz LE ili TGN-a mogu biti neke od njih. Sekretorni amfizomi su velike multivezikularne organele
koje izlu€uju autofagijski sadrzaj iz stanice, degradacijski amfizomi ih preusmjeravaju prema PM, a
sekretorne vezikule su jo§ poznate kao organele povezane s lizosomima (engl. lysosome-related
organelles, LRO) [222,223]. S obzirom na virusni tropizam, odabir izlazne organele moze ovisiti o

procesu koji je dominantan za odredenu vrstu stanica kao npr. fibroblasta gdje je preferencijalni put

sekretorni preko LE, a kod endotelnih autofagosomalni [200,221].
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Slika 8. PredloZeni slijed citoplazmatskih dogadaja tijekom kona¢nog omatanja i izlaska citomegalovirusa.
U reorganiziranom membranskom sustavu zaraZene stanice kada se stvara odjeljak za sklapanje viriona (engl.
assembly compartment, AC), endosomalni protok preusmjerava se na unutarnji AC gdje sazrijevaju EE. CMV
infekcija usporava sazrijevanje EE-a i prosiruje membranske elemente na sucelju EE-RE / ERC-TGN. Neki EE
sazrijevaju u multivezikularna tijela (MVB) i kre¢u se prema periferiji AC-a kako bi se pridruzili putovima
sazrijevanja LE. Autofagosomalni procesi unutar AC i fuzija s MVB-ima u obliku amfizoma javljaju se na
rubovima AC. Degradativni amfizomi stapaju se s lizosomima, a sekretorni amfizomi izbacuju stani¢ne
komponente izvan stanice spajanjem s membranom. Kompleksi za sortiranje i izdvajanje tereta u ranim
endosomima izdvajaju glikoproteine virusne ovojnice u membrane s prikladnim sastavom za sekundarno
omatanje. Prikladni sasatav ukljucuje proteine koji mijenjaju lipide te lipide i proteine koji poticu zakrivljivanje
membrane, a postize se u zavr$nim koracima sazrijevanja EE u putovima recikliranja na modificiranim
membranama slicnim RE-u koje se protezu unutar AC. Tegumentni proteini nakupljaju se u citosolu unutarnjeg
AC 1 tvore biomolekularne kondenzate na membranama koje koncentriraju proteine virusne ovojnice. Virusni
kapsidi oslobodeni iz jezgre uklapaju se u tegumentni matriks i pokre¢u omatanje s membranama koje su nakupile
virusne glikoproteine. Membrane se omataju oko materijala koji sadrzi kapside, proteine tegumenta i proteine
stanica domacina, u formi koja podsje¢a na hobotnicu za stvaranje omotanih viriona. Taj proces omatanja slican
je rastu fagofora. Omotani virioni unutar membranskih organela migriraju i spajaju se sa sekretornim amfizomima,
koji skupljaju viSe viriona i tvore multi-viralna tijela (MViB, engl. multi viral bodies). MViB-ovi migriraju na
stani¢nu periferiju i oslobadaju mnoge virione istovremeno, $to je poznato kao povremeno masovno oslobadanje
(engl. intermitent bulk release). Preuzeto iz [180].

1.4.3. Membranske organele ukljucene u sklapanje viriona

Podaci temeljeni na molekularnim markerima i transmisijskoj elektronskoj mikroskopiji
sugeriraju da su endosomalne membrane odgovorne za sekundarno omatanje [181,184,224]. Glavna
funkcija stani¢nog endosomalnog sustava su primanje, odvajanje i sortiranje materijala koji potjece iz
plazmatske membrane, a Cine ga medusobno povezane vezikule [225]. Nakon ulaska molekula
endocitozom, one se usmjeravaju k recikliranju ili degradaciji. IstraZivanja alfa-herpesvirusa sugeriraju
da se sekundarno omatanje ne dogada na mjestu visoke koncentracije virusnih glikoproteina ve¢ na
endosomalnom odjeljku [226]. S obzirom na dosadasnja saznanja, ovaj odjeljak bi trebao imati nekoliko
svojstava za omogucavanje sekundarnog omatanja. Jedno svojstvo je ranije spomenuto ,,obrnuta
topologija“ koja oznacava masineriju potrebnu za obrnuto pupanje membrana i njihovu fiziju u ovojnicu
viriona [227]. Pupanje zahtijeva PI(3)P (engl. phosphatidylinositol 3-phosphate) domene, pretvorbu
PI(3)P u PI(3,5)P> (engl. phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate) pomocu PIKfyve i aktivaciju ESCRT
puta [228]. Nadalje, CMV proteine ovojnice treba sortirati mehanizmima za sortiranje tereta putem
TGN-EE iz PI(4)P (engl. phosphatidylinositol-4-phosphate) bogatih TGN membrana prema
membranama permisivnim za obrnuto pupanje [188]. Jedna skupina proteina koja sadrzi
fosfoinozitidno-vezujuéu phox (PX) homolosku domenu su sortirajuc¢i neksini (engl. sorting nexins,
SNXs) [229]. Osim stvaranja tubula na membranama EE, navedeni neksini se odcjepljuju u reciklirajuce
vezikule [230] te mogu biti od posebnog interesa za razvoj i odrZzavanje membrana koje se koriste za
omotavanje beta-herpesvirusa s obzirom da se tijekom CMV infekcije dogada pregrupiranje i tubulacija
endosomalnih odjeljaka [83,193]. Omataju¢e membrane trebale bi biti obogacene virusno-kodiranim
glikoproteinima koji formiraju virusnu ovojnicu, a njihova koncentracija na membrani trebala bi se

temeljiti na principima koncentracije tereta, $to je jedna od glavnih funkcija SNX-ova [231].
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Tijekom procesa omatanja, proteini stanice domacina koji definiraju identitet i oblik ovih
membrana bivaju zarobljeni zajedno s kapsidama, ugradujuci se u virione kao potpisi stanice domacina
(engl. host cell signatures). Ova inkorporacija pruza uvid u biogenezu odjeljka za omatanje i
funkcionalnosti koje se koriste tijekom omatanja kapsida. U nedavnom radu je objavljena analiza
dostupnih proteoma HCMV virusnih pripravaka koji su identificirali veliki broj proteina stanica
domacina [231]. Metode procis€avanja viriona jo§ nisu dovoljno napredne za razdvajanje svih
komponenti izvanstani¢nog materijala, ukljucujuci velike koli¢ine nevezikularnih izvanstani¢nih Cestica
(engl. non-vesicular extracellular particles, NVEPs). NVEP-ovi su heterogeni materijal koji sadrzi
razlicite citoplazmtske nanocestice zahvacene autofagosomima i otpustaju se iz stanica nakon fuzije
amfizoma s plazmatskom membranom [232]. U radu su se koristili proteomski podaci velikih i malih
izvanstani¢nih vezikula (engl. large and small extracellular vesicles, IEVs i sEVs) i NVEP-ova za
filtriranje stani¢nih proteina [232,233] identificiranih u virusnim proteomima [203,234-238]. Nakon
opseznog filtriranja proteoma, suZena je identifikacija potpisa stanica domacina u virionima HCMV -a
na prisutnost MHC-I proteina, Rab proteina (Rab12, Rab23 i Rab32), sortiraju¢ih neksina (SNX2 i
SNX3), SNARE proteina (VAMP2, VAMP3, STX12 i VTI1A) i PI(3)P kinaze PIK3C2A [231] (slika
9). Navedena kompozicija biljega ukazuje da se sekundarno omatanje odvija na membranama
endosomalnih recikliraju¢ih odjeljaka koje pripadaju sustavu recikliraju¢ih endosoma, poznatom kao
tubularni recikliraju¢i endosomi (TRE, engl. tubular recycling endosomes) ili na Arf6/Rab8 podvrsti
recikliraju¢ih membrana unutar endosomalnog recikliraju¢eg odjeljka [231]. Rab12, Rab13, Rab23 i
Rab32 aktiviraju se nizvodno (engl. downstream) na tim odjeljcima i odgovorni su za stvaranje
recikliraju¢ih membrana koje vode u razliCitim smjerovima [239]. PIK3C2A se aktivira na
recikliraju¢im membranama i generira lokalno stvaranje PI3P [240], a VAMP3, STX12 i VTIIA su

SNARE proteini koji karakteriziraju recikliraju¢e membrane [241].
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Slika 9. Potpisi stanice domacina u HCMYV virionima koji mogu otkriti organelu odgovornu za sekundarno
omatanje. Prisutnost MHC-I proteina, Rab proteina (Rab12, Rab23 i Rab32), sortiraju¢ih neksina (SNX2 i SNX3),
SNARE proteina (VAMP2, VAMP3, STX12 i VTI1A) i PI(3)P kinaze PIK3C2A sugerira da su membrane koje
se koriste za omatanje izvedene iz cjevastih (tubularnih) produzetaka EE-a koji recikliraju teret putem
recikliraju¢eg puta ovisnog o Arf6/Rab8. Preuzeto iz [231].
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1.4.4. Sortirajuéi neksini

Obitelj sortiraju¢ih neksina obuhvaca 34 ¢lana podijeljena u Sest potporodica na temelju njihove
organizacije domena. Medu najvecim potporodicama su SNX-ovi koji sadrze samo PX domenu (PX
potporodica) ili PX i BAR domenu (PX-BAR potporodica). Njihova glavna uloga je formiranje
kompleksa koji kontroliraju sortiranje tereta, deformaciju membrane te interakciju s citoskeletom i
motornim proteinima [242]. SNX-PX domena veze fosfatidilinozitole (engl. phosphatidylinositol, PI),
najcesce fosfatidilinozitol 3-fosfat (PI3P), stoga je vecina SNX-ova vezana uz PI3P-obogacene rane
endosome [243]. S obzirom da se tijekom MCMYV infekcije dogada pregrupiranje i tubulacija
endosomalnih odjeljaka, a SNX-ovi sudjeluju u endosomalnom sortiranju i formiranju tubula, njihova
uloga moze biti kljuéna u MCMYV replikacijskom ciklusu i stvaranju odjeljka za sklapanje virusnih
Cestica. Kao $to je prikazano na slici 10, proteomskom analizom viriona je detektirano nekoliko SNX-
ova.

Proteom Legendaza1.

Protein )
2 3 4 5 6 Bezproteinaze K
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Slika 10. Identifikacija sortirajuéih neksina (engl. sorting nexins, SNX) u virionima i NVEP-ovima u
pripravcima ekstracelularnih vezikula. Proteini su identificirani u pet HCMV proteoma (proteomi 1-5),
proteoma HSV-1 (proteom 6) i NVEP-ova (proteom 7). Proteom 1 [234] prikazuje podatke za HCMV pripravke
viriona bez tretmana s proteinazom K i isti pripravak tretiran s proteinazom K. Identifikacija proteina u virionima
s proteinazom K je oznacena razli¢itim bojama ovisno o tome jesu li detektirani jednom ili dvije metode masene
spektrometrije. Proteom 2 [235] prikazuje podatke u razli¢itim bojama ovisno o tome je li protein identificiran u
jednom, dva ili tri bioloska replikata. Proteomi 3 [236], 4 [237], 5 [203] 1 6 [238] oznacavaju je li protein prisutan
ili ne. Prilagodeno prema [231].

SNX funkcije povezane su sa stanicnom membranom, gdje doprinose endocitozi, ili s
endosomima, gdje reguliraju endosomalnu tubulaciju i odvajanje tereta za transport do PM
(endosomalno recikliranje), TGN-a (retrogradni transport) ili lizosoma (razgradnja) [244]. Funkcija
endosomalne tubulacije povezana je sa svojstvima deformacije membrane, koja su posredovana
razli¢itim mehanizmima, ali prvenstveno s SNX-ovima koji sadrze BAR domenu osjetljivu na
zakrivljenost membrane (SNX 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 30 1 32) [244,245].

Funkcija odvajanja tereta povezana je s njihovom sposobnosSc¢u prepoznavanja razli¢itih signala

za sortiranje na citoplazmatskoj domeni teretnog proteina [245,246], §to dovodi do usmjeravanja tereta
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na odredeni dio endosomalne membrane [230,245,247]. Klju¢ni SNX-ovi koji izdvajaju teretne proteine
su SNX1/SNX2 kao dio ESCPE-1 (engl. endosomal sorting complex for promoting exit 1) kompleksa,
SNX3, SNX4, SNX17 i SNX27 kroz Cetiri izlazna puta iz ranih endosoma [248]. Ovaj proces podrzava
formiranje proteinskih kompleksa potrebnih za koncentraciju tereta u endosomalnoj mikrodomeni i
naziva se odvajanje tereta (engl. cargo retrieval) [249,250]. Glavni multiproteinski kompleksi za
odvajanje su retromer i retriver, a u odredenim sluc¢ajevima i CCC (CCDC22, CCDC93 i COMMD) ili
WASH (engl. Wiskott—Aldrich sindrom protein and SCAR Homologue) kompleksi te razgranati aktin
[245,250]. Odvajanje tereta putem ovih kompleksa omoguéuje masovni transport prema TGN-u, koji se
odvija u vakuolarnoj domeni ranih endosoma (EE) i zahtijeva potporu efektorskih funkcija regrutiranih
od strane GTPaze Rab7 [246,250]. Odvajanje tereta u recikliraju¢u domenu EE ukljucuje formiranje
tubula u EE mikrodomenama kroz Rab- i Arf-posredovanu kaskadnu regrutaciju efektorskih proteina
koji pokre¢u ukupni proces §irenja i cijepanja tubula [245]. SNX-ovi doprinose navedenim procesima
olak3avanjem tubulacije i sekvestracije tereta unutar tubula. StoviSe, formiranjem mikrodomena na
endosomima, SNX-ovi mogu potaknuti sazrijevanje endosomalnog sustava, $to je nedavno pokazano
kroz doprinos SNX1/4 u FERARI (engl. factors for endosome recycling and Rab interactions)
kompleksu koji je potreban za Rabl 1-ovisnom endosomalnom recikliranju [251].

U kontekstu CMV infekcije, opisana je uloga samo nekoliko ¢lanova SNX obitelji kao §to su
SNX5 [252] 1 SNX27 [191]. SNXS5 je komponenta retromera i retrogradnog transportnog puta te stupa
u interakciju s UL35 proteinima tegumenta. Ekspresija proteina divljeg tipa, ali ne i mutanata s
nedostatkom vezanja SNXS5, rezultirala je stanicnom preraspodjelom receptora manoza-6-fosfata
neovisnog o kationu (CI-M6PR), §to ukazuje da se proteini UL35 vezu i negativno reguliraju SNXS5
kako bi modulirali puteve stani¢nog transporta. Nadalje, vezanje UL35 proteina na SNXS5 bilo je
potrebno za ucinkovitu replikaciju virusa i za transport gB/pULSS u AC. Ovi rezultati pokazuju da
HCMV fosfoproteini (engl. phosphoprotein, pp) ppUL35 i ppUL35A kontroliraju lokalizaciju
esencijalnog gB/pULSS kroz regulaciju retrogradnog transportnog puta. Navedeni rad [253] je prvi koji
definira molekularnu interakciju izmedu proteina tegumenta i faktora vezikularnog transporta za
regulaciju lokalizacije glikoproteina.

Takoder je pokazano da je tubulacija posredovana SNX27:Retromer:ESCPE-kompleksom
kljuéna za uspostavljanje Rabl0-ukrasenog podskupa membrana unutar pre-AC. Supresija SNX27
rezultirala je gotovo deseterostrukim smanjenjem oslobadanja infektivnih viriona. Medutim, ti se u¢inci
ne mogu izravno povezati s doprinosom tubulacije ovisne o SNX27:Retromer:ESCPE-1 tijekom
sekundarnog omatanja buduci da je supresija ovih komponenti dovela do smanjenja ekspresije proteina
MCMYV i inhibirala napredovanje ciklusa replikacije ve¢ u ranoj fazi [191].

Proteomska analiza viriona otkrila je da su pripravci viriona bili dosljedno obogaéeni s SNX2,
SNX3 i SNXO9, ali SNX2 i SNX9 su identificirani u IEVs, sEVs i NVEP-ovima stoga je SNX3 ostao
najvazniji pokazatelj koji moze pruziti informacije o omataju¢oj organeli [231]. Membrane koje sadrze

SNX3 snazno su obogacéene u unutarnjem AC podrudju stanica zarazenih MCMV-om [188]. Ovaj SNX
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ima samo PX domenu i veZe se za membrane putem interakcije s PI(3)P [254], $to je klju¢no za njegovo
regrutiranje, jer akutno iscrpljivanje PI(3)P dovodi do potpunog disociranja SNX3 s membrana [83,188].
lako su PI(3)P membrane nepotrebne za biogenezu AC-a, sam PI(3)P sam je kljucan za otpustanje
infektivnih MCMYV viriona [188].

SNX3 moze djelovati u nekoliko poddomena ranih endosoma i u manjoj mjeri u reciklirajuéim
endosomima [255]. Njegova funkcija u vakuolarnim EE-ima uglavnom je povezana s retromerom, pri
¢emu SNX3 doprinosi prepoznavanju strukturnog motiva u citoplazmatskoj domeni teretnih proteina.
SNX3 ne sadrzi BAR domenu i stoga ne savija membranu samostalno. Medutim, nedavna istrazivanja
pokazala su da SNX3-retromer moze formirati strukturu nalik na luk (engl. arch like) na membranama
i uzrokovati njezino savijanje [256].

SNX3 takoder moze biti regrutiran na tubularne endosome neovisno o Vps35, komponenti
osnovnog retromerskog kompleksa, i samostalno sortirati teret [257] ili stupiti u interakciju s teretom
(npr. TfR) zajedno s Vps35 kako bi formirao neklasicni retromerski kompleks i na taj nacin sortirao
teret u RE-ove [258]. Prisutnost SNX3 u virionima sugerira omatanje na recikliraju¢im tubulima koji
potje¢u iz EE-a [231]. Ovi tubuli mogu pripadati Rab8/Arf6 reciklirajuéem putu, jer nedavno
istrazivanje ukazuje na klju¢nu ulogu SNX3 u formiranju Arf6-povezanih recikliraju¢ih tubula i
recikliranju nekih CIE (engl. clathrin-independent endocytic) teretnih proteina [259].

Analiza SNX-ova u virionima sugerira da beta-herpes virioni mogu sazrjeti na SNX3-
pozitivnim membranama koje potjecu iz Rab8/Arf6 reciklirajuceg puta te da se mehanizam sortiranja
tereta temeljen na SNX3 moze koristiti za koncentraciju virusnih glikoproteina ovojnice na omatajucoj

membrani.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Identitet organele gdje se odvija sekundarno omatanje citomegalovirusa (CMV) i dalje ostaje
nepoznat, a mehanizam izlaska novonastalih viriona nije jasan. Jedan od razloga je iznimna sloZenost
interakcije CMV-a i domacina te nedovoljno razumijevanje fiziologije membranskog sustava.

Svrha ovoga istraZivanja je opisivanje i karakteriziranje citopatogenih uc¢inaka CMV infekcije i
citoplazmatskog odjeljka s virionima u zivim stanicama koriste¢i digitalnu holotomografiju te
identificirati membranske organele koje su ukljucene u sklapanje i izlazak novostvorenih viriona iz
stanice. NaSe polaziste temelji se pretpostavkama da membranska organela treba imati sposobnost
ekspanzivnog rasta u formi membranskih tubula te aktivirati mehanizme za sortiranje i nakupljanje
virusnih glikoproteina (primjerice gB/pM55) koji ¢e se tako ugraditi u novostvorene virione. Sortirajuci
mehanizmi u endosomalnom sustavu temelje se na novacenju proteinskih kompleksa koji ukljucuju
sortiraju¢e neksine i retromerske komponente za prepoznavanje sortiraju¢ih sekvenci na proteinima.
Virusni glikoproteini posjeduju sekvence koje prepoznaju SNX27, SNX3, te SNX1/2 i SNX5/6 kao
komponente kompleksa poznate kao ESCPE-1 no hijerarhijski mehanizam regrutiranja tih komponenti
nije jasan. Niz zapaZanja upucuju da se sortirajua dogadanja odvijaju na preteCama cjevastih
(tubularnih) produzetaka EE-a koji prikupljaju proteinske komponente (teret) za transport prema
stanicnoj membrani recikliraju¢im putem ovisnom o Arf6/Rab8. Taj put membranskih tubularnih
odjeljaka zadovoljava pretpostavke potrebne za omatanje virusnih kapsida uklopljenih u tegumentni
biomolekularni kondenzat, proces kojeg nazivamo sekundarno omatanje.

S obzirom na navedeno smo postavili sljedece ciljeve:

1. Uspostaviti metodu digitalne holotomografske mikroskopije (DHTM), snimiti virusnu infekciju

do 72 hpi i kvantificirati citopatogene promjene stanica.

2. Okarakterizirati citoplazmatski odjeljak s nakupljenim kapsidama (S-SCP) pomocu
fluorescentnog S-mCherry-SCP MCMYV koriste¢i DHTM i kolokalizacijskom analizom S-SCP
s markerima membranskih odjeljaka.

3. Uporabom BiolD2 metode kroz detekciju interakcija sa stani¢nim proteinima membranskih
organela identificirati membranske odjeljke u koje putuje virusni gB/pM5S5 kao nuzna
sastavnica virusne ovojnice koja se u virione ugraduje putem membrane na kojima se vrsi
omatanje te m06 kao kontrolnog virusnog glikoproteina koji ne ulazi u sastav viriona.

4. Analizirati ulogu SNX3 u replikacijskom ciklusu i sklapanju MCMYV viriona te njegovu ulogu
kao sortiraju¢eg proteina koji prethodi ili djeluje usporedno sa prethodno identificiranim
SNX27:Retromer:ESCPE-1 kompleksima kao klju¢nim regulatorima izgradnje pre-AC i
vjerojatno sortiranja virusnih glikoproteina.

5. Analizirati ulogu Cetiriju izlaznih puteva iz ranih endosoma u proizvodnji infektivnih viriona
kroz depleciju klju¢nih sortiraju¢ih neksina (SNX3, SNX1/2, SNX4, SNX17 i SNX27) koji

izdvajaju teretne proteine.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Kemikalije

Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih u ovom radu.

Kemikalija

Proizvoda¢

2-merkaptoetanol (C2HsOS)

Sigma Aldrich, SAD

30% akrilamid/bisakrilamid otopina

Carl Roth, Njemacka

agaroza

Sigma Aldrich, SAD

amonijev persulfat (APS)

Sigma Aldrich, SAD

bromfenol modrilo

Merck, Njemacka

albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum

albumin, BSA)

Sigma Aldrich, SAD

citratna Kiselina hidrat (C¢HsO7 x H20)

Kemig, Hrvatska

DABCO (1,4-Diazabicyclo [2.2.2.] octane,

Triethzlenediamine)

Sigma Aldrich, Njemacka

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride)

Thermo Scientific, SAD

dimetilsulfoksid (DMSO)

Merck, Njemacka

di-natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat
(Na:HPOs4 x 12H>0)

Kemika, Hrvatska

DMEM medij (engl. Dulbecco's modified Eagle's

medium)

PAN-Biotech, Njemacka

DMEM medij, bez fenol crveno

PAN-Biotech, Njemacka

etanol

Etil promet d.o.0., Hrvatska

fenilmetanosulfonil fluorid (engl.

Pphenylmethanesulofnyl fluoride, PMSF)

Sigma Aldrich, Njemacka

fenol crveno (engl. phenol red)

Sigma Aldrich, Njemacka

glicerol Kemika, Hrvatska
glicin Carl Roth, Njemacka
HEPES Carl Roth, Njemacka

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific, SAD

kalcijev klorid (CaCl2)

Kemika, Hrvatska

kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4)

Kemika, Hrvatska

kalijev klorid (KCI)

Kemika, Hrvatska

klorovodic¢na kiselina (HCI)

Kemika, Hrvatska

koktel inhibitora proteaza (cOmplete protease

inhibitor cocktail tablets)

Roche, Svicarska
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L-glutamin

PAN-Biotech, Njemacka

Lipofectamine 3000 transfekcijski reagens

Thermo Scientific, SAD

magnezijev klorid heksahidrat (MgCl: x 6H20)

Merck, Njemacka

magnezijev klorid monohidrat (MgCl. x H20)

Merck, Njemacka

metanol

Kemika, Hrvatska

metil-celuloza

Fluka Biochemika, Svicarska

MEM (10x)

Thermo Scientific, SAD

Mowiol

Sigma Aldrich, SAD

natrijev azid (NaN3)

Difco, SAD

natrij dodekasulfat (SDS)

Sigma Aldrich, SAD

natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (NaH:POs x
2H20)

Kemika, Hrvatska

natrijev etilendiamintetraacetat (engl.

ethylenediaminetetraacetic-Na2 salt, EDTA)

Carl Roth, Njemacka

natrijev fluorid (NaF)

Kemika, Hrvatska

natrijev hidrogenkarbonat (NaHCQ3)

Kemika, Hrvatska

natrijev hidroksid (NaOH)

Kemika, Hrvatska

natrijev karbonat (Na2COQ3)

Kemika, Hrvatska

natrijev klorid (NaCl)

Carl Roth, Njemacka

natrijev ortovanadat (Naz;VOa)

Sigma Aldrich, SAD

Opti-MEM

Gibco, SAD

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (biljezi

velic¢ine proteina za Western blot)

Thermo Fisher Scientific, SAD

paraformaldehid (PFA)

Sigma Aldrich, Njemacka

penicilin 10000 U/mL - streptomicin 10 mg/mL

PAN-Biotech, Njemacka

Ponceau S

Sigma Aldrich, SAD

Power SYBR™ Green PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, SAD

propidijev jodid Serva, Njemacka

puromicin Santa Cruz Biotechnology, SAD
RIPA pufer Thermo Scientific, SAD

RNA iMAX Lipofectamine Invitrogen, SAD

RPMI 1640 medij PAN-Biotech, Njemacka
saharoza Kemika, Hrvatska

serum fetusa goveda (engl. fetal calf serum, FCS)

PAN-Biotech, Njemacka

SignalFire Elite ECL Reagent (reagens za

kemiluminiscenciju)

Cell Signaling, SAD

SignalFire Plus ECL Reagent (reagens za

kemiluminiscenciju)

Cell Signaling, SAD

TEMED (CsHi16N2)

Sigma Aldrich, SAD
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tripansko modrilo Serva, Njemacka

tripsin Gibco, SAD

tris baza (tris hidroksimetil aminometan) Boehringer Mannheim, Njemacka
tris-HCl Carl Roth, Njemacka

Triton X-100 Rhom&Haas, SAD

TRIzol Thermo Fisher Scientific, SAD
Tween 20 (polioksietilen sorbitan monolaureat) Sigma Aldrich, Njemacka
UltraPure Glycogen (za PCR) Thermo Fisher Scientific, SAD
voda bez nukleaze (engl. nuclease-free water) Thermo Fisher Scientific, SAD
Western blot reagens za blokiranje 10x Roche, Svicarska

3.1.2. Mediji za uzgoj kultura stanica i puferi

Citratni pufer

135 mM NaCl, 10 mM KCI, 40 mM CeHs07 x H>O; pH 3,0

Fiziolo$ka otopina puferirana fosfatnim puferom (engl. phosphate buffered saline, PBS), pH 7,4
140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM NaH,PO,4 x 2H>0, 1,5 mM KH;PO4, 0,7 mM CaCl, i 0,7 mM
MgClz X 6H20

FizioloSka otopina puferirana s tris-bazom (engl. Tris buffered saline, TBS) pH 7,6

20 mM Tris baza, 150 mM NaCl

Kompletan DMEM medij za uzgoj miSjih embrionalnih fibroblasta i imortalizirane adherentne
stani¢ne linije Balb3T3 i NIH3T3

Medij DMEM, 2mM L-glutamin, 1x10° U/L penicilin, 0,1 g/l streptomicin sulfat i 5% (v/v) odnosno
10% (v/v) FBS

Kompletan RPMI 1640 medij
Medij RPMI 1640, 2 mM L-glutamin, 1x10° U/L penicilin, 0,1 g/l streptomicin sulfat i 10% (v/v) FCS

Medij za metodu protoc¢ne citometrije (engl. fluorescence-activated cell sorting, FACS)

PBS, 10 mM EDTA, 20 mM Hepes (pH 7,2), 2% (v/v) FCS 1 0,1% (v/v) natrijev azid (NaN3)

Medij s metil-celulozom
0,022 g/ml metilceluloze, 26 mM NaHCOs, 10X koncentrirani MEM, 3% (v/v) FBS, 1x10° U/L

penicilin; 0,1 g/l streptomicin sulfat
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Medij za smrzavanje stanica

10% (v/v) dimetil sulfoksid (DMSO), 20% (v/v) FBS i 70% (v/v) RPMI medij

Otopina saharoze za centrifugiranje virusa kroz koncentracijski gradijent

5% (w/v) saharoza otopljena u puferiranom PBS-u

Otopina SDS-a
SDS 10% (w/v) u HO

Otopina za denaturaciju proteina

0,125 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,1% SDS (w/v), 0,1% bromfenol modrilo (w/v), 30% glicerol (v/v)

Otopina za razaranje (lizu) stanica

RIPA pufer, 25X Complete inhibitor tableta (w/v), 0,1 M PMSF

Otopine za blokiranje membrana

Western reagens za blokiranje Roche (Roche 1X (v/v) u TBS-u)

Otopina za vizualizaciju proteina na membrani

Ponceau S 0,5% (w/v) u 1% (v/v) octenoj kiselini

Otopina za razrjedivanje primarnih protutijela (Western blot analiza)

Western reagens za blokiranje Roche (Roche 0,5X (v/v) u TBS-u)

Otopina za razdvajajudi gel za SDS-PAGE
30% (v/v) akrilamid/bisakrilamid, 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 10% (v/v) SDS, 10% (v/v) APS, 0,04%
(v/v) TEMED

Otopina za sabijajuci gel za SDS-PAGE
30% (v/v) akrilamid/bisakrilamid, 1,0 M Tris-HCI (pH 6,8), 10% (v/v) SDS, 10% (v/v) APS, 0,1% (v/v)
TEMED

Paraformaldehid

40 g/L paraformaldehid, 0,01 M NaOH

Permeabilizacijski pufer — Tween 20 (0,5%, v/v)

0,5% (v/v) Tween 20 u PBS-u
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Permeabilizacijski pufer — Tween 20 (1%, v/v)
1% (v/v) Tween 20 u PBS-u

Permeabilizacijski pufer — Triton X-100 (0,5%, v/v)
0,5% (v/v) Triton X-100 u PBS-u

Pufer za elektroforezu DNA (1X Tris-acetat-EDTA), pH 8,0
40 mM Tris baza, 20 mM octena kiselina, 1 mM EDTA

Pufer za SDS-PAGE
25 mM Tris baza, 192 mM glicin, 0,1% (w/v) SDS

TBS (fizioloska otopina puferirana TRIS-om)
20 mM Tris baza; 0,5 M NaCl; pH 7,5

TBS-T (TBS s Tween-om 20)
TBS s 0,05% (v/v) Tween 20; pH 7,5

Transfer pufer za Western blot

25 mM Tris baza, 192 mM glicin, 20% (v/v) metanol

Tripsin
8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0.2 g KH,PO4, 1,25 g EDTA, 0.456 g Na,HPOy4, 1,25 g tripsin, 0,016 g fenol

crveno, 1 L destilirane vode

Uklopno sredstvo za fluorescentne mikroskopske preparate (Mowiol)

2,4 g Mowiol, 6 mL glicerol, 0,2 M Tris, 2,5% DABCO

3.1.3. Laboratorijski pribor

Tablica 2. Popis koriStenog laboratorijskog pribora.

Laboratorijski pribor Proizvodacé

adhezivni film za PCR plo¢u (MicroAmp Optical Applied Biosystems, SAD
Adhesive Film)

ampule za smrzavanje stanica Greiner Bio-One, Austrija
boclice za ultracentrifugiranje Thermo Scientific, SAD
epruvete od 0,5, 1,5i2 mL Greiner Bio-One, Austrija
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epruvete za FACS

Falcon, SAD

epruvete za PCR

Greiner Bio-One, Austrija

filter papir za prijenos proteina u Western blot

analizi

Cytiva Amersham, UK

Ibidi 35-mm posude sa staklenim dnom

Ibidi GmbH, Njemacka

mehanicke automatske pipete

Gilson, SAD i Eppendorf, Njemacka

nastavci za pipete 10-1000 pl

Greiner, Frichenhausen, Njemacka

odmjerne menzure i tikvice

Neolab, Njemacka

PCR ploca

Petrijeve posude za uzgoj kulture stanica (10 cm)

Greiner Bio-One, Austrija

Petrijeve posude za uzgoj kulture stanica (15 cm)

Greiner Bio-One, Austrija

Petrijeve posude za uzgoj kulture stanica (6 cm)

Greiner Bio-One, Austrija i TPP, Svicarska

pipete, sterilne plasti¢ne od 10 mL, Greiner Bio-One,

Austrija

Greiner Bio-One, Austrija

ploce za kultivaciju bakterija (10 cm)

Greiner Bio-One, Austrija

ploce za uzgoj kulture stanica sa 6 jaZica (za

adherentne stani¢ne kulture)

Greiner Bio-One, Austrija

ploce za uzgoj kulture stanica s 12 jaZica (za

adherentne stani¢ne kulture)

Greiner Bio-One, Austrija

ploce za uzgoj kulture stanica s 24 jaZica (za

adherentne stani¢ne kulture)

Greiner Bio-One, Austrija

ploce za uzgoj kulture stanica s 48 jaZica (za

adherentne stani¢ne kulture)

Greiner Bio-One, Austrija

ploce za stani¢nu kulturu u supenziji s 12 jaZica

Greiner Bio-One, Austrija

ploce za stani¢nu kulturu u supenziji s 24 jaZica

Greiner Bio-One, Austrija

ploc¢e kompatibilne za PCR s 96 jaZica (MicroAmp
Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode)

Applied Biosystems, SAD

pokrovna stakalca 12 mm

Thermo Scientific, SAD

pokrovna stakalca 18 mm

Thermo Scientific, SAD

predmetna stakalca za mikroskopiju

Deltalab, Spanjolska

transfer membrana za prijenos proteina PVDF 0,45

M

Merck Milipore, Njemacka

staklene boce (100-1000 ml)

Schott, Njemacka

sterilne epruvete od 50 mL,

Greiner Bio-One, Austrija

strugac za stanice

Greiner Bio-One, Austrija
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3.1.4. Protutijela
3.1.4.1. Primarna protutijela

Tijekom istrazivanja koristili smo razli¢ita primarna protutijela (monoklonska ili poliklonska)
za obiljezavanje i vizualizaciju pojedinih virusnih (MCMYV) 1 stani¢nih proteina od interesa te
sekundarna protutijela. Monoklonska protutijela na MCMV proteine proizvedena su u Centru za
proteomiku Sveucilista u Rijeci. Monoklonsko protutijelo na misji transferinski receptor (TfR, klon R17
217.1.3; ATCC TIB 219) koristen je kao supernatant hibridomske kulture koji je proc¢is¢en afinitetnom

kromatografijom (Zavod za fiziologiju, imunologiju i patofiziologiju, Medicinski fakultet u Rijeci).

Tablica 3. Popis primarnih protutijela koja prepoznaju stani¢ne proteine.

Stanicni protein Organizam u Izotip Kataloski  Proizvodac

kojeg protutijelo kojem je protutijela broj

prepoznaje proizvedeno

ACAP2 mi$ IgGy sc-376150 Santa Cruz
Biotechnology, SAD

Aktin mis IgGi MABI1501 Millipore, SAD

APPL1 kunié IgG 3858S Cell Signaling
Technology, SAD

Arf6 kuni¢ IgG 57408 Cell Signaling
Technology, SAD

Brag2 (GEP-100) kuni¢ IeG orb183807 Biorbyt, UK

CD63 (Lamp3) Stakor 1gGap D263-3 MBL, Japan

Cytohesin 1/2 mis IgG; MA1-062 Thermo Scientific,
SAD

Cytohesin 1/2 mi$ IgGy sc-166542 Santa Cruz
Biotechnology, SAD

EEA1 kuni¢ IgG 3288 Cell Signaling
Technology, SAD

EPI64 (TBC1D10A) mis IgG; sc-376991 Santa Cruz
Biotechnology, SAD

EPI64 (TBC1D10A) kunié IeG orb313370 Biorbyt, UK

EHD1 kunié¢ IgG ab109311 Abcam, UK

GM130 mi$ IgGy 610823 BD Biosciences,
SAD

Golgin-97 kuni¢ IgG Ab84340 Abcam, UK

Grasp55S mis IgGap MAS5-24642 Invitrogen (BD
Biosciences), SAD

Hemaglutinin kuni¢ IgG 51064-2-AP Proteintech, SAD

Hemaglutinin pili¢ IgG Ab9111 Abcam, UK
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HRS kuni¢ IgG 15087S Cell Signaling
Technology, SAD
Lampl / CD107a Stakor IgG 553792 BD Biosciences,
SAD
LC3 Stakor IgG PMO036 MBL, Japan
Mical-L1 kunié¢ IgG orb526405 Biorbyt, UK
p62 (SQSTM1) mi$ 1gGoa HO00008878-  Abnova, Tajvan
MO1
PIKFYVE kuni¢ IgG LS-C119339 LS Bio, SAD
PSD (EFA-6) mis IgGy sc-32290 Santa Cruz
Biotechnology, SAD
PSD (EFA-6) kunié IgG PA5-31153 Invitrogen (BD
Biosciences), SAD
Rab3a kunié IgG 39308 Cell Signaling
Technology, SAD
Rab$s kuni¢ IgG 35478 Cell Signaling
Technology, SAD
Rab6 kunié IgG 9625S Cell Signaling
Technology, SAD
Rab7 kunié IgG 9367S Cell Signaling
Technology, SAD
Rab8a mi$ IgGy sc-81909 Santa Cruz
Biotechnology, SAD
Rab9a kuni¢ IgG 51188 Cell Signaling
Technology, SAD
Rab10 kunié IgG 8127S Cell Signaling
Technology, SAD
Rabl1 kunié IgG 55898 Cell Signaling
Technology, SAD
Rab13 kuni¢ IgG orb36847 Biorbyt, UK
Rab14 kuni¢ IgG NBP1-84720  Novus Biologicals,
SAD
Rab15 kunié IgG orb326053 Biorbyt, UK
Rab15 kuni¢ IgG orb772987 Biorbyt, UK
Rab18 mi$ IgGy sc-393168 Santa Cruz
Biotechnology, SAD
Rab22a kunié¢ IgG LS-C112063 LS Bio, SAD
Rab24 mi$ IgGy 612174 BD Biosciences,
SAD
Rab27a mis IgG; ab55667 Abcam, UK
Rab27b kunié¢ IgG ABS1026 Millipore, SAD
Rab31 kunié¢ IgG LS-C186716 LS Bio, SAD
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Rab32 mis IgGy sc-390178 Santa Cruz
Biotechnology, SAD

Rab35 kuni¢ IgG MBP2-20042  Novus Biologicals,
SAD

Rab41 kunié IgG orb312858 LS Bio, SAD

Rabin8 (Rab3IP) kunié¢ IgG 12321-1-1AP  Proteintech, SAD

SNX3 kunié IgG 10772-1-AP  Proteintech, SAD

Syntaxin 7 kuni¢ IgG 12323-1-AP  Proteintech, SAD

TGN38 kuni¢ IgG NBP1-03495  Novus Biologicals,
SAD

TGN38 mi$ IgGy NB300-575 Novus Biologicals,
SAD

Vtila mi$ IgG 611220 BD Biosciences,
SAD

VPS24 kuni¢ IeG LS-C94080 LS Bio, SAD

VPS34 kuni¢ IgG 4263S Cell Signaling
Technology, SAD

VPS35 kunié IgG ab157220 Abcam, UK

VPS35 mi$ IgGap sc-374372 Santa Cruz

Biotechnology, SAD

Tablica 4. Popis primarnih protutijela koja prepoznaju MCMYV proteine. Proizvoda¢ klona CROMA101,
CROMA103 i CROMAZ229 je Zavod za fiziologiju, imunologiju i patofiziologiju, Sveucilista u Rijeci. Proizvodac
svih ostalih protutijela je Centar za proteomiku, SveuciliSta u Rijeci.

MCMV Organizam u kojem  Izotip Klon hibridoma Kataloski
protein je proizvedeno broj
m123/1IE1 mis 1gGl1 klon CROMA101, supernatant /
hibridomske kulture
m123/1E1 mis IgG2a klon IE1.01 HR-MCMV-12
M112M-113/E1 mis IgGl klon CROMA103, supernatant /
hibridomske kulture
M112-113/E1 mis IgG1 klon CROMA103 HR-MCMV-07
M25 mis IgG1 klon M25C.01 HR-MCMV-03
MS57 mis§ IgG klon M57.02 HR-MCMV-06
m06 mis IgG1 klon CROMA229, supernatant /
hibridomske kulture
mo06 mis§ IgG1 klon CROMA229 HR-MCMV-02
M55/gB mis IgG2a klon M55.02 HR-MCMV-14
M55/gB mis§ I1gG2b klon M55.01 HR-MCMV-05
M116 mis IgG1 klon 116.02 HR-MCMV-20

34



M74 mis IgGl1 klon M74.01 /
3.1.4.2. Sekundarna protutijela
Tablica S. Popis koriStenih sekundarnih protutijela.
Sekundarno protutijelo Konjugat Kataloski Proizvoda¢
broj
protu-kuniéji IgG, kozje protutijelo Peroksidaza 111-035-003 Jackson Laboratories, SAD

protu-kuniéji IgG, kozje protutijelo Alexa Fluor A11008 Invitrogen, SAD
488
protu-kuniéji IgG, kozje protutijelo Alexa Fluor A21429 Invitrogen, SAD
555
protu-kuniéji IgG, kozje protutijelo Alexa Fluor A11012 Invitrogen, SAD
594
protu-misji IgG, kozje protutijelo Peroksidaza 115-035-003 Jackson Laboratories, SAD
protu-misji IgG1, kozje protutijelo Alexa Fluor A21121 Invitrogen, SAD
488
protu-misji IgG1, kozje protutijelo Alexa Fluor A21127 Invitrogen, SAD
555
protu-misji IgG1, kozje protutijelo Alexa Fluor A21125 Invitrogen, SAD
594
protu-misji IgG1, kozje protutijelo Alexa Fluor 115-627-185 Jackson Laboratories, SAD
680
protu-misji IgG2a, kozje protutijelo Alexa Fluor A21131 Invitrogen, SAD
488
protu-misji IgG2a, kozje protutijelo Alexa Fluor A21137 Invitrogen, SAD
555
protu-misji IgG2a, kozje protutijelo Alexa Fluor 115-627-186 Jackson Laboratories, SAD
680
protu-pili¢ji IgG, kozje protutijelo Alexa Fluor A11039 Invitrogen, SAD
488
protu-pili¢ji IgG, kozje protutijelo Alexa Fluor A21437 Invitrogen, SAD
555
protu-Stakorski IgG, kozje protutijelo Alexa Fluor A11006 Life Technologies, SAD
488
protu-Stakorski IgG, kozje protutijelo Alexa Fluor A21434 Life Technologies, SAD
555
protu-Stakorski IgG, kozje protutijelo Peroksidaza 112-035-003 Jackson Laboratories, SAD
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3.1.5. Kratke RNA sekvence (siRNA) za utiSavanje proteina

Tablica 6. Popis koriStenih siRNA sekvenci.

Specificnost / siRNA Kataloski broj Proizvoda¢

Nespecifi¢na / negativna 1022076 Qiagen, Njemacka

kontrolna siRNA (scrambled

siRNA)

Aktl sc-29196 Santa Cruz Biotechnology, SAD
DENND4a sc-143002 Santa Cruz Biotechnology, SAD
EHBP1 sc-144602 Santa Cruz Biotechnology, SAD
EHD1 L-040747-01-0005 Dharmacon, SAD

v1-Adaptin sc-29579 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Klatrin (teski lanac) sc-35066 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Mical-L1 L-049952-00-0005 Dharmacon, SAD

PACSIN2 sc-36174 Santa Cruz Biotechnology, SAD
PIK3C2alfa sc-61341 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Rab8a sc-41829 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Rablla si-1=s100211729 Qiagen, Njemacka

Rab15 sc-152628 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Rab18 sc-76317 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Rab3IP (Rabin8) sc-152666 Santa Cruz Biotechnology, SAD
SEC22B sc-153306 Santa Cruz Biotechnology, SAD
SGK3 sc-44853 Santa Cruz Biotechnology, SAD
SNX1 sc-41346 Santa Cruz Biotechnology, SAD
SNX2 sc-41350 Santa Cruz Biotechnology, SAD
SNX3 sc-41352 Santa Cruz Biotechnology, SAD
SNX4 si-1=S100231798 Qiagen, Njemacka

SNX17 sc-61588 Santa Cruz Biotechnology, SAD
SNX27 si-7= S104939543 Qiagen, Njemacka

Sytaxin 12 (STX12) sc-106585 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Vamp2 sc-43520 Santa Cruz Biotechnology, SAD
Vamp3 sc-41339 Santa Cruz Biotechnology, SAD
VPS35 sc-63219 Santa Cruz Biotechnology, SAD
v-SNARE Vtila sc-154965 Santa Cruz Biotechnology, SAD
WASHC1 L-054931-01-0005 Dharmacon, SAD
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3.1.6. Plazmidi

Tablica 7. Popis koriStenih plazmida.

Naziv plazmida Primjena plazmida Proizvoda¢ plazmida
kontrolni shRNA plazmid-A Lentivirusni vektor koji kodira shRNA Santa Cruz Biotechnology,
sekvencu koja nece dovesti do SAD, sc-108060

specificne degradacije

SNX3 shRNA plazmid Skup od tri lentivirusna vektora od kojih ~ Santa Cruz Biotechnology,
svaki kodira ciljno specificne shRNA, SAD, sc-41352-SH

dizajnirane za obaranje ekspresije gena

3.1.7. Stanicne linije

Istrazivacke aktivnosti su provedene na stani¢nim linijama mi§jih fibroblasta tj. na
imortaliziranim Balb3T3 (engl. American Type Culture Collection, ATCC CCL-163) 1 NIH3T3 (ATCC
CRL-1658) stanicama koje su bile dostupne na Zavodu za fiziologiju, imunologiju i patofiziologiju,
Sveucilista u Rijeci. Za kolokalizacijske analize su koriStene NIH3T3 stanicne linije s doksiciklin
inducibilnom ekspresijom EGFP-mSNX27 (NIH3T3-pEGFP-mSNX27) [191] i EGFP-Rabl0
(NIH3T3-pEGFP-Rab10) [179] transgena. Osim toga, koristili smo primarne misje embrionalne
fibroblaste (engl. murine embryonic fibroblasts, MEF) koje smo izolirali iz 17 dana starih embrija Balb/c

soja miSeva za proizvodnju virusa i izvedbu plak eseja.

3.1.8. Misji citomegalovirus

Koristen je divlji tip MCMV-a (engl. wild type, wt) dobiven iz umjetnog bakterijskog
kromosoma (engl. bacterial artificial chromosome, BAC) koji sadrzi genom divljeg tipa MCMV-a
(Smith soj). Osim MCMV-wt, koristeni su sljede¢i rekombinantni misji citomegalovirusi: Ami138-
MCMV (AMC95.15), C3X-GFP-MCMYV i S-mCherrry-SCP MCMV. Am138-MCMV-u je uklonjen
ferl (m138) gen, stoga ne moze vezati Fc fragment imunoglobulina G (IgG). Naime, depletirani m138
virusni gen kodira za virusni protein nalik Fc receptoru §to posljedi¢no sprjecava nespecificno vezanje
protutijela od strane virusa [260]. U virusu C3X-GFP-MCMV gen za GFP (engl. green fluorescent
protein) je pod kontrolom promotora za virusni protein IE1, stoga je izrazaj GFP proteina indikator
translacije IE1 [261]. Koristio se za pracenje progresije MCMYV infekcije tijekom rane faze protocnom
citometrijom. Za pra¢enje MCMV kapsida tijekom kasne faze infekcije, koristio se S-mCherry-SCP
MCMYV s fluorescentno obiljezenim (mCherry) malim kapsidnim proteinom (engl. small capsid protein,
SCP) koji je inkorporiran u novonastale nukleokapside tijekom kasne faze infekcije [262]. Popis i kratak

opis koriStenih virusa naveden je u tablici 8.
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Tablica 8. Popis koriStenih virusa.

Virus Opis Referenca

MCMV-wt Divlji tip virusa, laboratorijski soj dobiven iz BAC-a [263]
pSM3fr

Am138-MCMV (AMC95.15)  Konstruiran na MCMV-wt VR-194 uklanjanjem [264]

virusnog gena m138 koji kodira virusni protein nalik
Fc receptoru.

C3X-GFP-MCMV Gen za GFP je pod kontrolom promotora za virusni [261]
protein IE1. Izrazaj GFP proteina je indikator
translacije IE1.

S-mCherrry-SCP MCMV Mali kapsidni protein m48.2 koji se inkorporira u [262]
novonastale kapside tijekom kasne faze infekcije je
obiljezen s mCherry.

3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj stani¢nih linija

Stani¢ne linije Balb3T3, NIH3T3, NIH3T3-pEGFP-mSNX27, NIH3T3-pEGFP-Rab10 i MEF
su uzgajane u plastinim Petrijevim posudama u hranjivom DMEM-mediju pri temperaturi od 37°C i
uz prisutnost 5% CO,. Medij je prije koristenja nadopunjen s 2 mM L-glutaminom, 1x10° U/L
penicilina, 0,1 g/L streptomicin sulfata te 5% (v/v) (MEF) ili 10% (v/v) (ostale stani¢ne linije) fetalnim
govedim serumom. Nakon postizanja konfluentnosti od 80%, fibroblasti su odvojeni od podloge

procesom tripsinizacije u nove ploce za daljnje uzgajanje.

3.2.2. Uzgoj hibridomskih linija i proizvodnja monoklonskih protutijela

U kompletnom 10% RPMI 1640 mediju u plasti¢nim bocicama su uzgajane neadherentne
stanice hibridoma (CROMA101, CROMA103, CROMA?229), na temperaturi od 37°C uz 5% CO.. U
svrhu izlu¢ivanja najvec¢e koncentracije protutijela, hibridomske linije su uzgajane do visoke gustoce
(procjena 100% konfluentnosti promatrana pod invertnim mikroskopom) nakon ¢ega su se sakupljali
supernatanti koji su se nakon testiranja pohranili pri -20°C do uporabe. Za dugoro¢no Cuvanje, stanice

hibridoma su zamrznute u mediju za smrzavanje i pohranjene u teku¢em dusiku.

3.2.3. Proizvodnja miSjih embrionalnih fibroblasta

Izmedu 17. 1 19. dana trudnoce su zrtvovane Zenke Balb/c miSeva u atmosferi zasi¢enoj s COa,
a fetusi su sterilno izvadeni iz maternice. Uslijedilo je odstranjivanje posteljice, pupCane vrpce i utrobe.
Fetusi su usitnjeni protiskivanjem kroz zeljeznu mrezicu i enzimski razgradeni tripsinom pri temperaturi
od 37°C tijekom 60 minuta, uz neprekidno mijeSanje na magnetnoj mijesalici. Uslijedila je filtracija

pokupljenih stanica i tripsina (bez tkiva) uz dodatak hladnog 5% DMEM medija kroz metalnu mrezicu.
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Suspenzija se centrifugirala 10 minuta pri 450 x g. Nakon ispiranja taloga u 5% DMEM mediju,
naseljeno je 20 x 10° stanica u 15 c¢cm Petrijevu posudu za uzgoj stanica. Za uklanjanje eritrocita i
neadherentnih stanica je idu¢eg dana medij zamijenjen novim 5% DMEM-om. Nakon postizanja
potpune konfluentnosti (otprilike tri dana rasta), stanice MEF-a su zamrznute na temperaturu od -80°C,

a po alikvotu se smrznulo 5x10° stanica [265].

3.2.4. Proizvodnja i odredivanje titra virusa

Stanice MEF-a su inficirane MCMV-om u koli¢ini od 0,01 PFU/stanici (engl. plaque forming units),
nakon ¢ega su inkubirane pri 37°C dok se nisu potpuno zaokruzile (otprilike pet dana). Nakon
zaokruzivanja je pokupljen medij u kojem su rasle stanice, centrifugiran na 500 x g tijekom deset minuta,
te se dobiveni supernatant dodatno ultracentifugirao (ultracentrifuga Thermo Fisher Scientific) na 50
000 x g, 90 minuta, na +4°C. Dobiveni virusni talog se procistio od preostalih stani¢nih ostataka
ultracentrifugiranjem nadslojavanjem nad 15% saharozu (70 000 x g, 90 minuta, 4°C) te je potom
otopljen u 1 mL sterilnog PBS-a Dobivena suspenzija se pohranila na temperaturi od -80°C u alikvotima
po 25 ul [10]. Titar virusa se odredivao testom virusnih plakova.

Na stanicama MEF-a testom virusnih plakova (engl. viral plaque assay) se odredivao titar virusa
[266]. Osnova ovog testa je mjerenje mogucnosti jedne infektivne Cestice da stvori €istinu u stanicnom
monosloju, odnosno plak. Na plo¢u za stani¢nu kulturu od 48 jaZzica su nasadene stanice MEF-a (5x10*
stanica/jazici). Idu¢i dan je na stanice dodana virusna suspenzija ispitivanog virusa u razrjedenju od 10°
do 10" puta u triplikatu. Plo¢e su centrifugirane na 800 x g, 30 minuta i zatim inkubirane na 37°C pri
5% CO». Nakon minimalno 30 minuta inkubacije, jazice su prelivene viskoznim medijem metil-celuloze
u svrhu onemogucavanja Sirenja virusa kroz medij nakon lize zaraZene stanice. Nakon dodatka
navedenog medija, ploce su se inkubirale na 37°C pri 5% CO; tijekom Cetiri dana. Pomoc¢u invertnog
mikroskopa (Olympus DP50 CKX41, Olympus Optical Company, Japan) smo brojali virusne plakove
u jazicama gdje svaki plak odgovara jednoj infektivnoj jedinici virusa, odnosno jednoj virusnoj Cestici
(PFU) [267]. Koncentracija proizvedenog virusa se odredila s obzirom na razrjedenje uzorka virusa u

kojima su izbrojani virusni plakovi. Titar je izrazen u jedinicama PFU po jedinici volumena (PFU/mL).

3.2.5. Infekcija stanica miSjim citomegalovirusom

Jedan dan prije planirane infekcije, stanice su naseljene u odgovarajuce ploce za uzgoj kulture
stanica, ovisno o eksperimentu. Medij u kojem su uzgajane stanice je aspiriran, a dodan je hladni
kompletni DMEM medij s virusom u koncentraciji 1 PFU/stanici. Ploce su centrifugirane na 800 x g
(centrifuge Thermo Scientific Heraeus, SAD, i Hettich Zentrifugen Rotina 420R, Njemacka) tijekom 30
minuta (2 puta po 15 minuta u suprotnim smjerovima), ¢ime se postiglo povecanje ucinkovitosti

infekcije za oko 10 puta (engl. multiplicity of infection, MOI) [10]. Po zavrSetku centrifugiranja, stanice
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su vracene u inkubator na 37°C pri 5% CO. , a ta vremenska tocka se koristila kao poc¢etno odnosno

nulto vrijeme kod odredivanja trajanja infekcije (engl. hours post infection, hpi).

3.2.6. UtiSavanje izraZaja stani¢nih proteina pomocu malih interferiraju¢ih RNA

Koristenjem malih interferirajuc¢ih RNA sekvenci (engl. small interfering RNA, siRNA), utiSao
se izrazaj odabranih stani¢nih proteina koji su bitni za fiziologiju stanicnih odjeljaka u svrhu ispitivanja
njihovog znacaja tijekom infekcije. Fibroblasti su transficirani s kontrolnom i gen-specificnom siRNA
u odgovarajuc¢im koncentracijama (20, 40 ili 80 nM). Razina utiSavanja koristenjem siRNA je testirana
western blot analizom. U eksperimentima se koristila obrnuta transfekcija (engl. reverse transfection).
U ploci za uzgoj stanica s 12 ili 24 jazica je prvo dodan Opti-MEM medij zajedno sa siRNA od interesa
ili kontrolnom siRNA koja je mjeSavina nespecifi¢nih sekvenci (engl. scrambled, Scr). Ploca se ostavlja
10 minuta na sobnoj temperaturi nakon cega se u svaku jazicu dodaje transfekcijski reagens
Lipofectamine RNAIMAX prema uputama proizvodaca. Plo¢a se ponovno ostavlja na sobnoj
temperaturi 20 minuta u svrhu stvaranja kompleksa siRNA s lipidnim nosac¢ima. Nakon 20 minuta, na
ploc€u s 12 jazica se dodaje 30 000 stanica, a na plocu s 24 jazice se dodaje 17 000 u 10% DMEM mediju

bez antibiotika kap po kap. Stanice su podvrgnute daljnjim analizama 48 sati nakon transfekcije.

3.2.7. UtiSavanje izraZaja stani¢nih proteina pomocéu RNA sa strukturom ukosnice

Stabilne NIH3T3 stani¢ne linije su pripremljene transfekcijom plazmida koji kodira RNA
sekvence sa strukturom ukosnice (engl. small hairpin RNA, shRNA). Koristen je kontrolni shRNA
plazmid koji kodira nespecifi¢cne shRNA sekvence (Scr) za shScr stani¢nu liniju i transfekcijom SNX3
shRNA plazmida za utiSavanje SNX3 (shSNX3 stani¢na linija) zajedno s reagensom za transfekciju
plazmida prema uputama proizvodaca. 48 sati nakon transfekcije na ploci sa Sest jaZica, postojeéi medij
je zamijenjen sa svjeze pripremljenim koji je sadrzavao 2,5 pg/mL puromicina u cilju odabiranja stabilno
transficiranih stanica. Nakon sedam do deset dana, kolonije su pikirane vr§kom nastavka i prenesene na
plocu s 96 jazica. Nakon postizanja 90% konfluentnosti, tri stani¢ne linie su dalje kultivirane u ploci s
24 jazice nakon Cega su podvrgnute western blot analizi za kvantifikaciju ekspresije SNX3. Onaj klon
koji je pokazao najvece utiSavanje je kultiviran dalje u mediju s 1 pg/mL puromicina i koristen je u

eksperimentima. Razina utiSavanja se pratila western blot analizom pri svakom setu pokusa.

3.2.8. Kvantifikacija unutar- i izvanstani¢nih virusnih Cestica testom virusnih plakova

Proizvodnja unutarstani¢nih i izvanstani¢nih virusnih Cestica je analizirana nakon utiSavanja
stani¢nih proteina od interesa. Nakon utiSavanja koriste¢i siRNA ili naseljavanja shSNX3 stanic¢ne linije
u plo¢u za kulturu tkiva s 24 jazice, stanice su inficirane virusom Am138-MCMV-om. Tri sata nakon
infekcije stanicama je dodan citratni pufer na tri minute za inaktivaciju izvanstani¢nog virusa [268,269].

Stanice su zatim isprane tri puta s 10% DMEM-om. Inkubacija je nastavljena iducih 48 sati nakon ¢ega
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su zasebno sakupljeni supernatanti i preostale stanice. Supernatanti su ociS¢eni od stani¢nih ostataka
kratkim centrifugiranjem na 300 x g, 5 minuta (centrifuga Eppendorf, Njemacka). Preostale stanice su
kratko tripsinizirane i resuspendirane u 1 mL svjeZzeg medija. Stanice su lizirane tijekom tri ciklusa
zamrzavanja i odmrzavanja u cilju ekstrakcije unutarstani¢nih viriona [270-272]. Ponovljen je postupak
centrifugiranja kao i kod supernatanata, a na talog je dodan 1 mL 10% DMEM-a. Kvantifikacija virusnih
Cestica je provedena testom virusnih plakova koji je detaljno opisan u poglavlju 3.2.4. Svaki eksperiment

napravljen je u duplikatu i ponovljen minimalno tri puta.

3.2.9. Protoc¢na citometrija

Protocna citometrija je provedena pomoéu FACSCalibur proto¢nog citometra (Becton
Dickinson & Co, San Jose, CA, SAD) na 5000 ili 10 000 zivih stanica. Mrtve stanice iz uzorka su
iskljuene iz analize na osnovu emisije crvene boje propidijevog jodida (PI) kojeg je dodano 200 pl
obzirom da PI obiljezava stani¢nu DNA te moze uci jedino u mrtve stanice [273]. Analiza stanica
provodila se pomoc¢u programa CellQuestPro, dok je graficka obrada rezultata vrSena u programu

WinMDI 2.8.

3.2.9.1. Detekcija stanica inficiranih s C3X-GFP-MCMV

U svrhu pracenja progresije rane faze MCMYV infekcije, shSNX3 i shScr stani¢ne linije smo
uzgojili u plocama s 12 jazica i idu¢i dan ih inficirali rekombinantnim virusom C3X-GFP-MCMV.
Odmah po infekciji (0 hpi), kao i 6, odnosno 24 hpi, stanice su odvojene od podloge kratkom
tripsinizacijom, centrifugirane 5 min na 300 x g (centrifuga Thermo Scientific Heraeus, SAD ili Hettich
Zentrifugen Rotina 420R, Njemacka), isprane u FACS puferu, resuspendirane u 200 pl propidij jodida
koncentracije 1 pg/ml i analizirane na protocnom citometru. S obzirom da je u C3X-GFP-MCMYV gen
za GFP (engl. green fluorescent protein) pod kontrolom promotora za virusni protein IE1, izrazaj GFP
proteina je indikator translacije IE1. Srednji intenzitet fluorescencije (engl. mean fluorescence intensity,
MFI) GFP-a u odredenoj stani¢noj populaciji je mjera uspostavljene infekcije. Rezultati su prikazani
kao histogrami koji prikazuju ucestalost broja stanica prema intenzitetu fluorescencije, odnosno kao
graficki prikaz postotka zastupljenosti GFP pozitivnih stanica u odredenom vremenskom periodu. Pri
racunanju je srednji intenzitet fluorescencije bio umanjen za odgovarajucéu vrijednost negativne kontrole

(rezultat uzorka stanica odmah nakon infekcije, 0 hpi).

3.2.9.2. Povrsinska ekspresija virusnog glikoproteina B/pM55

U cilju ispitivanja povrsinskog izrazaja virusnog glikoproteina B (pM55), naseljene su shScr i
shSNX3 stani¢ne linije na ploCe s 12 jazica. Iduci dan su stanice sakupljene (neinficirani uzorci) ili
inficirane s Am138-MCMYV do 24, 48 i 72 hpi. Neinficirane odnosno inficirane stanice su kratko
tripsinizirane, centrifugirane 5 minuta pri 300 x g i isprane u FACS puferu. U 100 uL. FACS pufera je

41



dodano primarno anti-pM55/gB protutijelo (klon M55.02) na 50 minuta, na +4°C. Zatim slijedi ispiranje
i dodavanje sekundarnog protu-misjeg IgGs. protutijela Alexa Fluor 488 (1:300) u FACS puferu na 40
minuta i1 +4°C. Zadnji korak je ponovno ispiranje stanica i dodavanje 200 pl propidij jodida. Rezultati
su prikazani kao §to je opisano u prethodnom poglavlju (3.2.9.1.), a kao negativne kontrole su koristene

neinficirane stanice i stanice inkubirane samo sa sekundarnim protutijelom.

3.2.10. Imunofluorescentna i konfokalna mikroskopija

Imunofluorescencija na staklu i konfokalna mikroskopija su metode koriStene za ispitivanje
unutarstani¢nog izrazaja virusnih i stani¢nih molekula. Adherentne neinficirane i inficirane stanice su
uzgajane na plo€ama s 24 jazice sa steriliziranim pokrovnim stakalcima. Nakon fiksacije s 4% PFA
(paraformaldehid) 20 minuta na sobnoj temperaturi, stanice su permeabilizirane s 1% Tween-om 20 u
PBS-u, 20 minuta na 37°C. Primarna protutijela su dodana u 1% Tween-u 20, 90 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku, kao i odgovaraju¢a sekundarna protutijela obiljezena fluorokromom, koja su se
inkubirala 60 minuta. DAPI razrijeden u PBS-u (1:1000) je koriSten za bojanje jezgre, 5 minuta na
sobnoj temperaturi u mraku. Izmedu svakog koraka su stanice isprane tri puta PBS-om. Nakon zadnjeg
ispiranja, stanice su uklopljene na predmetna stakalca u Mowiol-u.

Preparati su vizualizirani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BXS51 (digitalna kamera
DP72CCD, povecanje 400x) koriste¢i UPlanFL N 40x/0,75 objektiv i racunalni softver cellSens
Standard 1.15 (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan), Olympus Fluoview FV300 konfokalnim
mikroskopom opremljenim s Ar 488, He/Ne 543 i He/Ne 633 laserima (Olympus Optical Co., Tokyo,
Japan) i invertnim konfokalnim mikroskopom Leica DMI8 (konfokalni dio: TCS SP8; Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Njemacka), opremljenim UV laserom (Diode 405 nm), Ar 488 nm,
DPSS 561 nm i1 He/Ne 633 nm laserima. Slike slikane konfokalnim mikroskopom Olympus dobivene
su koriStenjem racunalnog programa Fluoview, verzija 4.3 FV 300 (Olympus Optical Co., Tokyo,
Japan), objektiva PLAPO60xO, odgovarajucih filtera i PMT detektora. Konfokalni otvor postavljen je
na 2. Z-serije optickih presjeka od 0,5 pm snimljene su uzastopno srednjom brzinom skeniranja (1,65
s/sken). Slike uzoraka slikanih Leica DMI8 mikroskopom dobivene su pomoc¢u ra¢unalnog programa
LAS (Leica Application Suite) X (verzija 3.5.6.21594; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Njemacka), HC PLAPO CS2 objektiva (63 x 1,40 ulje) te 4 detektora (2 PMT i 2 visoke osjetljivosti
HyD). Slike (512 x 512 piksela) su slikane na razli¢itim povecanjima (faktor povecanja: 0,75x — 6x) s
veli¢inom piksela od 481,47 nm x 481,47 nm do 60,18 nm x 60,18 nm. Svaki eksperiment je oCitavan
pod jednakim parametrima, referirajuci se na kontrolne preparate, a nasumi¢no je odabrano osam do
deset stanica po preparatu te su slike prebacene u format TIFF. Za kvantifikacijske analize je prebrojano

deset vidnih polja po preparatu, a radena su najmanje tri eksperimenta.
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3.2.10.1. Analiza slika uzoraka dobivenih konfokalnom mikroskopijom

Koncentrirani imunofluorescentni signal stani¢nih proteina unutar kuta a < 90° ukazuje na
prisutnost odjeljka za sklapanje viriona u inficiranim stanicama [190]. Postotak zaraZzenih stanica s
razvijenim odjeljkom za sklapanje viriona odreden je izravnim brojanjem najmanje deset vidnih polja
po uzorku (200-400 stanica) pod fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51.

Za kolokalizaciju i odredivanja intenziteta fluorescencije, slike veli¢ine piksela 120,37 x 120,37

nm analizirane su pomoc¢u FIJI programa (ImageJ 1.54f) (https://imagej.net/software/fiji/; pristupljeno

15.12.2024.) i dostupnih prosirenja (engl. plugins). Crveni, zeleni i plavi kanali su podijeljeni i
analizirano je najmanje 10-15 stanica u svakom eksperimentu. Kolokalizacija je kvantificirana
izraunavanjem Mandersonovih koeficijenata preklapanja (M1 i M2) i Pearsonovog koeficijenta
korelacije u cijeloj z-osi (8-12 konfokalnih rezova) pomoéu dodatka BIOP JACoP
(https://github.com/BIOP/ijp-jacop-b; pristupljeno 15.12.2024.) za 3D analizu [274]. U BIOP JACoP,

Intermodes ili Otsu algoritam je koriSten kao automatski prag (engl. treshold) za segmentaciju slike s
definiranom regijom od interesa (engl. region of interest, ROI).

Kvantifikacija intenziteta fluorescencije pojedine stanice provedena je kao §to je prethodno
opisano [188,275]. Ukratko, povrSina (engl. area), integrirana gustoca (engl. integrated density) i
srednja vrijednost sive (engl. mean gray value) su izmjereni nakon odabira ROI. Izra¢unavala se ukupna
korigirana stani¢na fluorescencija (engl. fotal corrected cell fluorescence, TCCF) prema sljedecoj
formuli: TCCF: integrirana gusto¢a — (povrsina odabrane stanice x srednja vrijednost fluorescencije

pozadine).

3.2.11. Western blot analiza

Stanice su uzgajane na plo¢ama za adherentne kulture s 12 jazica te su dan nakon naseljavanja
inficirane. Uzorci su sakupljani tijekom razli¢itih kinetika (0, 6, 16, 24, 48 hpi) kratkom tripsinizacijom
i ispiranjem u PBS-u. Na taloge je dodano 20 uL po uzorku pufera za lizu (RIPA pufer) uz dodatak
inhibitora degradacije proteina PMSF-a i koktela inhibitora. Uzorci su se inkubirali na ledu 45 minuta,
uz vorteksiranje svakih 10-15 minuta za dobivanje ukupnog stani¢nog lizata proteina. Lizati su potom
centrifugirani pri maksimalnoj brzini od 13 200 okretaja po minuti (4°C, 15 minuta), a pokupljeni
supernatant je denaturiran na 95°C tijekom 10 minuta u otopini za denaturaciju u reduciraju¢im uvjetima
dodatkom 5% 2-merkaptoetanola.

Poliakrilamidni gelovi su pripremljeni dan ranije koriste¢i MiniPROTEAN Tetra (Bio-Rad,
Hercules, SAD) sustav za izlijevanje gelova prema receptu ovisno o veli€ini proteina (koncentracija gela
od 10-15%). Poliakrilamidnom gel elektroforezom (engl. sodium dodecy! sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) su razdvojeni pripremljeni lizati iz 80 000 NIH3T3 ili Balb3T3 stanica pri
elektricnom naponu od 100V kroz sabijaju¢i (engl. stacking) gel i 130V kroz razdvajajuci (engl.
running) gel (Bio-Rad PowerPac Universal, Hercules, USA) u 1x SDS-PAGE puferu. Kao kontrola
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putovanja uzoraka kroz gel je koriStena obojana mjeSavina markera proteina poznatih molekularnih
masa.

PVDF membrana za blotiranje je aktivirana u metanolu (20 sekundi), isprana u
demineraliziranoj vodi (2 minute) i ekvilibrirana u transfer puferu najmanje 10 minuta. Zatim je
napravljen transfer u mokrim uvjetima pri konstantnom naponu od 80V u trajanju od 2h.

1x otopina za blokiranje je koriStena za blokiranje slobodnih mjesta na PVDF membrani,
tijekom jednog sata na sobnoj temperaturi. Membrana je inkubirana sa specificnim primarnim
protutijelima razrijedenim (1:1000) u 0,5x otopini za blokiranje, preko no¢i na 4°C. Idu¢i dan su
membrane ispirane u otopini 0,05% v/v Tween 20 u TBS-u. Sekundarna protutijela konjugirana
hrenovom peroksidazom (engl. horseradish peroxidase, HRP) su razrijedena (1:1000) u 0,5% otopini
za blokiranje te inkubirana 60 minuta na sobnoj temperaturi.

Za detekciju signala je koriSten reagens za kemiluminiscenciju i uredaji Transilluminator
Alliance 4.7 11 (Uvitec Ltd., UK), ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare, Svedska) ili
ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Svedska). Softveri ImageJ 1.53 i ImageQuantT
(verzija 10.2., Cytiva) su koriSteni za kvantitativnu analizu signala. Kao kontrola nanosa proteina je
koriSten B-aktin, a sve vrijednosti su normalizirane s obzirom na njegov signal. Faktor normalizacije
aktina za pojedini uzorak je odreden prema: vrijednost signala aktina pojedinog uzorka / najveéi signal
aktina na membrani. Normalizirani aktin je koriSten za normalizaciju vrijednosti signala uzorka prema:

vrijednost signala pojedinog uzorka / vrijednost normaliziranog aktina.

3.2.12. Izolacija RNA i kvantitativna lanéana reakcija polimerazom

Pomocu kvantitativne lancane reakcije polimerazom (engl. quantitative polymerase chain
reaction; qPCR) je odredena razina transkripta nakon utiSavanja SNX3. Ukupna stanicna RNA je
izolirana uporabom TRIzol-a. RNA se precipitirala izopropanolom, a talog se isprao etanolom.
Koncentracija RNA se izmjerila pomoc¢u NanoDrop spektrofotometra nakon ¢ega je RNA prepisana u
komplementarnu DNA (engl. deoxyribonucleic acid, cDNA) koriste¢i kit za reverznu transkripciju.
cDNA je koriStena u reakciji qPCR-a za odredivanje razine transkripta uporabom ABI Prism 7300
detekcijskog sustava (Applied Biosystems, Foster City, SAD). Kao sustav detekcije je korisSten Power
SYBR™ Green PCR Master Mix, a za normalizaciju je koristen GAPDH. Kao kontrola infekcije je
koriSten virusni protein M86. Koristene pocetnice za SNX3, M86 [276] i GAPDH [277] (Metabion,
Njemacka) su navedene u Tablici 8. Rezultati su prikazani kao 2724 vrijednosti [278], izraGunate kao
razlika izmedu AACt vrijednosti utiSane SNX stani¢ne linije (shSNX3) i negativne kontrolne stani¢ne
linije (shScr). Rezultati RT-qPCR-a su prikazani u usporedbi s negativnom kontrolom koja ima

vrijednost 1 tj. 100%.
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Tablica 9. Popis koriStenih pocetnica za RT-qPCR.

Gen Pocetnice
SNX3 SNX3 Fwd: 5'-TGC GGC AGC TTC CTT TTA GA-3'
SNX3 Rev: 5'-AGG ATG ACC AGC GAC CTT GT-3'
M86 M86 Fwd: 5°-GGT CGT GGG 349 CAG CTG GTT-3'
MS86 Rev: 5’-CCT ACA GCA CGG CGG AGA A-3'
GAPDH GAPDH Fwd: 5'-CCA ATG TGT CCG TCG TGG ATC T-3'

GAPDH Rev: 5'-GTT GAA GTC GCA GGA GAC AAC C-3'

3.2.13. Proizvodnja BiolD2 fuzijskih rekombinantnih MCMYV-a

BiolD esej (engl. proximity-dependent biotin identification assay) moze identificirati slabe i prolazne
interakcije medu proteinima [197]. Dodatkom biotina u medij za stani¢nu kulturu, proteini koji
kolokaliziraju s konstruktom mogu biti biotinilirani, procis¢eni i analizirani masenom spektrometrijom.
U suradnji s Centrom za proteomiku, izv. prof. dr. sc. Berislav Lisni¢ izradio je dva rekombinantna
MCMV-a, u kojima se BiolD2 i HA (hemaglutininski privjesak) fuzionirao na C-terminalni dio dva
virusna glikoproteina: gB/M55 i m06. gB/M55 se nakuplja u citoplazmatskom odjeljku za sklapanje
viriona i ulazi u sastav viriona, a m06 se takoder nalazi u odjeljku za sklapanje viriona, ali u razlicitim
domenama od M55 i ne ulazi u sastav viriona. Sekvence fuzijski proteina te opis umnazanja i purifikacije

rekombinantnih MCMV-a se nalaze u Privitku A.

3.2.14. Promatranje Zivih stanica upotrebom digitalne holotomografske mikroskopije

Za promatranje Zivih stanica koristen je digitalno holotomografski mikroskop u kombinaciji s
epifluorescencijskim modulom, 3D Cell Explorer-fluo (CX-F, Nanolive, Ecublens, Svicarska) sa 60x
objektivom pri valnoj duljini A = 520 nm i snagom lasera od 0,2 nW/um?. DHTM uredaj koriSten u
ovom radu temelji se na kvantitativnoj faznoj mikroskopiji [279], pri kojoj se kompleksno valno polje
objekta kodira u hologram. Lateralna rezolucija (X, y) holotomografije iznosi 200 nm, a aksijalna (z)
400 nm (3D slika). Lateralna rezolucija epifluorescencije iznosi priblizno 400 nm (2D slika). Pomocu
top-stage inkubatora (Oko-lab, Pozzuoli, Italija) s grijanim staklenim poklopcem (za izbjegavanje
kondenzacije) su odrzavani fizioloski uvjeti tijekom snimanja zivih stanica pri konstantnoj temperaturi
od 37°C, 90% relativne vlaznosti zraka i 5% CO; koncentracije. Za snimanje i slikanje je naseljeno 50
000 stanica u 35-mm Ibidi posudama sa staklenim dnom, u 10% DMEM mediju bez fenola crveno.
Stanice su idu¢i dan snimane ili inficirane virusom S-mCherrry-SCP MCMV. Prije pocetka snimanja su
Ibidi posude stavljene u inkubator kako bi se aklimatizirale. Slika indeksa loma je dobivena svakih dvije
minute i 30 sekundi, u kombinaciji s epifluorescencijom svakih pet minuta. Parametri svih snimanja
fluorescencije su jednaki (gain = 40%, intensity = 20%). Slike za segmentacijsku analizu su eksportirane

u svojem izvornom (engl. raw) obliku bez uredivanja, u 2D TIFF float formatu (512 x 512 piksela),

45



koriste¢i program STEVE (verzija 1.6.3496) koji ujedno i kontrolira 3D Cell Explorer-fluo. Slike za
vizualizaciju citopatogenih u¢inaka su uredene automatiziranim alatom unutar programa STEVE (engl.
post processing, auto bonds) 1 eksportirane u .png obliku.

Za segmentiranje slika, TIFF datoteke se uvoze u alat temeljen na dubokom ucenju (engl. deep
learning) dizajniran za segmentaciju stanica, Cellpose 2.0 human-in-the-loop model

(https://www.cellpose.org/, pristupljeno 15.02.2025) [280]. Segmentacija koju pruza Cellpose je sluzila

kao pocetna tocka za analizu nakon koje je ru¢no pregledavana svaka segmentirana stanica kako bismo
osigurali tocnost. Nakon ispravljanja segmentacije, vratamo (engl. feeding) ispravljene segmentacije
natrag u Cellpose model. Ovaj proces pomaze u prociS¢avanju i poboljSanju rezultata daljnjih
segmentacije jer model uci iz svojih pogreSaka. Nakon zavrSetka segmentacije je stvorena maska za
svaku stanicu u cilju jasnog definiranja granica svake stanice unutar slike. Pomocu alata za odabir
podrucja od interesa (engl. region of interest, ROI), u Image] programu ekstrahiramo kvantitativne
podatke iz segmentiranih stanica. Odabrani su sljedeci parametri: povrsina (engl. area), opseg (engl.
perimetar), kruznost (engl. circularity), omjer izmedu duze i krace stanicne osi (engl. aspect ratio, AR),
elipsoidnost (engl. roundness) i solidnost (engl. solidity) [281].

Za automatiziranu 3D kvantifikaciju RI je koriSten komercijalno dostupan softver EVE

Analytics (besplatna trial 1.8.0. verzija), a koriStene su neobradene DHTM snimke u .vol formatu.

3.2.15. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je provedena pomocu Mann-Whitney (U) testa ili Kruskal-Wallis
testa s Dunnovim viSestrukim usporedbama pomoc¢u programa MedCalc (verzija 19.8.2). Statisticka
znacajnost se odredivala prema p vrijednosti, gdje se razlika smatrala znacajnom kada je p vrijednost
iznosila < 0,05 (*p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). Eksperimenti su izvedeni
najmanje tri puta, te su podaci izrazeni kao srednja vrijednost =+ standardna devijacija (SD), dijagram
rasprsenosti (engl. scatter plot), kutijasti dijagram (engl. box-and-whisker plot) ili kao kombinacija

posljednja dva pomoc¢u Microsoft Office Excel programa (verzija 2016).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza citopatogenih ucinaka citomegalovirusne infekcije koriStenjem digitalne

holotomografske mikroskopije (DHTM)

Jedinstvene morfoloske promjene u inficiranim stanicama nazivaju se citopatogeni ucinci [ 152].
Jedna od mikroskopija koja omogucava snimanje zivih, neobiljezenih uzoraka u stvarnom vremenu, ne
stvarajuci fototoksi¢nost, naziva se digitalna holotomografska mikroskopija (DHTM). U ovome radu
smo koristili 3D holotomografski mikroskop s fluorescentnim modulom u cilju snimanja zivih
inficiranih stanica kroz dulji vremenski period. Stanice su inficirane virusom S-mCherry-SCP MCMV
i snimane do 72. sata infekcije kako bismo kvantificirali promjene morfoloskih parametara,

karakterizirali stvaranje kapsida u jezgri i vizualizirali njihov izlazak u citoplazmu.

4.1.1. Uspostavljanje tehnologije DHTM

Za uspostavljanje tehnologije DHTM snimane su stanice NIH3T3 kako bi se utvrdili parametri
snimanja i eventualni utjecaj sustava na vijabilnost stanica. Tijekom pracenja stanica na 4, 8 i 12 sati
nakon pocetka snimanja, stanice su zadrzale pocetni izgled i nastavile s mitozom te nije uocen nikakav
Stetan utjecaj na morfologiju i vijabilnost stanica (slika 11). Nakon optimizacije snimanja, uspostavili
smo protokol koji ukljucuje intervalno snimanje stanica po 12 sati. . Ucestalost akvizicije neobiljeZenih
stanica, odnosno informacije refraktivnog indeksa (RI) je iznosila dvije minute i 30 sekundi (engl.
frame) dok je TRITC (engl. tetramethylrhodamine isothiocyanate) fluorescencija uslikana svakih pet
minuta odnosno svaki drugi frame zajedno s RI za vizualizaciju S-mCherry-SCP. 1z dobivenog filma

nakon 12 sati snimanja, mogu se izdvojiti slike u Zeljenoj vremenskoj tocki.

Refraktivni indeks, 2D pogled

Refraktivni indeks, 3D pogled
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Slika 11. Vremenski niz neoznacenih i neinficiranih NIH3T3 stanica. NIH3T3 stanice su snimane 12 sati
pomoc¢u DHTM-a s ucestalos$c¢u od jedne slike svake dvije minute i 30 sekundi. Dioba stanica odvijala se normalno,
a stani¢na struktura je ostala netaknuta. Strelicom je prikazana mitoza stanica. Prvi red slika predstavlja 2D prikaz
refraktivnog indeksa, drugi red 3D prikaz.

4.1.2. Vizualizacija citopatogenih uc¢inaka

Za vizualizaciju citopatogenih uc¢inaka virusa, inficirali smo NIH3T3 stanice S-mCherry-SCP
MCMYV i pratili promjene tehnologijom DHTM u razdoblju od 0-72 sata nakon infekcije. DHTM
snimanjem smo uocili nekoliko ponavljaju¢ih morfoloskih promjena kod MCMYV inficiranih stanica
koje ukljucuju stani¢no zaokruzivanje (slika 12), stvaranje mjehuri¢a na plazmatskoj membrani (engl.
blebbing) (slika 13), fuziju (slika 14) i lizu stanica (slikal5). Za razliku od neinficiranih fibroblasta koji
su izduZenog, nepravilnog oblika i sadrze ovalnu jezgru, rana faza infekcije uzrokuje zaokruzivanje
stanice (slika 12). Prikazane su stanice na 6 hpi kada je vecina bila ve¢ djelomi¢no zaobljena, a stanica

oznacena strelicom se unutar 45 minuta potpuno zaokruzila. Ve¢ina MCMYV inficiranih stanica iskazuje

zaokruzeni oblik do pocetka kasne faze [83].

Slika 12. Prikaz zaokruZivanja stanica inficiranih MCMV-om pomoéu DHTM-a. NIH3T3 stanice su
inficirane sa S-mCherry-S-SCP MCMYV i kontinuirano snimane do 12 hpi u intervalima od 2.5 min za refraktivni
indeks. Prikazan je vremenski period u ranoj fazi infekcije od 6 do 6:45 hpi. Mjerna crta, 20 um

Nadalje, kroz infekciju, ve¢ u ranoj fazi smo uodili stvaranje mjehurica na plazmatskoj
membrani stanice (engl. blebbing). Na slici 13 je prikazan blebbing u kasnoj fazi infekcije, to¢nije 30
hpi. Mjehuri¢i (engl. bleb) plazma membrane su dinamicne stani¢ne izbocine regulirane citoskeletom

koje su ukljuéene u apoptozu, citokinezu i kretanje stanica [282]. U kontekstu virusne infekcije blebbing
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se povezuje uz apoptozu, kada se dogadaju karakteristicne morfoloske promjene ukljucujuci
smanjivanje stanice, oslobadanje vezikula, kondenzaciju i fragmentaciju kromatina [283]. Medutim, ove
stanice nisu usle u apoptozu jer su se u idu¢ih deset sati fuzionirale i stvorile binuklearnu stanicu (Slika

14).

S-SCP +RI
30 hpi

RI
30:22 hpi ¥

Slika 13. Prikaz stvaranja mjehurca (engl. blebbing) na stani¢noj membrani NIH3T3 stanica inficiranih
MCMV-om pomo¢u DHTM-a. NIH3T3 stanice su inficirane sa S-mCherry-S-SCP MCMYV 1 kontinuirano
snimane 12 sati u intervalima od 2,5 min za refraktivni indeks (RI) i 5 min za fluorescentni signal. Na slikama s
preklopljenim RI i fluorescentnim signalom (gornji panel) su prikazane stanice koje su pracene tijekom procesa
blebbinga u kasnoj fazi infekcije, od 30 hpi. Slike refraktivnog indeksa (donji panel) prikazuju dinami¢ni procesa
stvaranja mjehurica tijekom 35 minuta. Mjerne crte, 10 um.

Slika 14 prikazuje nastavak inficiranih stanica s prethodne slike, poCevsi od 38 sati i 45 minuta
infekcije. Prikazan je proces fuzije sa slikama refraktivnog indeksa te preklopa refraktivnog indeksa sa
signalom S-SCP s obzirom da su stanice inficirane sa S-mCherry-S-SCP MCMV-om. Fuzija stanica
temeljni je i slozen proces koji se dogada tijekom reprodukcije, rasta organa i tkiva, metastaza raka,
imunoloskog odgovora i infekcije. Virusi s ovojnicom mogu posredovati u spajanju plazma membrana
susjednih stanica, $to dovodi do stvaranja viSejezgrenog sincicija. Dok je fuzija izmedu stanica koju
pokrecu alfa- i gamaherpesvirusi dobro proucena, puno se manje zna o fuzogenom potencijalu
betaherpesvirusa [284]. Virusni glikoproteini gB/pULS5, gH, gL i gO sudjeluju u fuziji, a smatra se da

interakcije izmedu virusnih glikoproteina na povrSini zarazenih stanica i stani¢nih receptora na
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susjednim stanicama posreduju medustani¢nom prijenosu virusa (engl. cell-cell transmission) [162]. Na

slici 17 moZemo vidjeti priblizavanje stanica i fuzioniranje membrana.

RI —— RI
3g:45hpi | | . 39:00 hpi

RI 3 RI
39:03 hpi o 39:18 hpi

RI + S-SCP . Rl + S-SCP . RI'+S-SCP
38:58 hpi Y 39:00 hpi 39:03 hpi

Rl + S-SCP Rl + S-SCP - Rl + S-SCP
39:10 hpi e 39:18 hpi _ \ 39:43 hpi

Slika 14. Prikaz stani¢ne fuzije NIH3T3 stanica inficiranih MCMV-om pomo¢u DHTM-a. NIH3T3 stanice
su inficirane sa S-mCherry-SCP MCMYV i kontinuirano snimane 12 sati u intervalima od 2,5 min za refraktivni
indeks i 5 min za fluorescentni signal. Prikazane su slike refraktivnog indeksa i preklopljenog refraktivnog indeksa
s fluorescentnim signalom. Mjerne crte, 10 pm.
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Fibroblasti su mjesto liticke replikacije miSjeg citomegalovirusa tijekom koje stanica puca
[285], a virioni se ispuStaju u izvanstani¢ni prostor u svrhu daljnjeg inficiranja stanica. Na slici 15
vidimo vjerojatno liziranu, a ne apoptoticku stanicu u kasnoj fazi infekcije. Na slici pod A vidimo

kapside unutar stanice, a nakon dvije minute i 30 sekundi su kapside vidljive izvan stanice (Slika B).

Slika 15. Prikaz izlaska MCMYV kapsida nakon vjerojatne stani¢ne lize pomo¢u DHTM-a. Stanice su
inficirane sa S-mCherry-S-SCP MCMV i kontinuirano snimane 12 sati u intervalima od 2,5 min za refraktivni
indeks i 5 min za fluorescentni signal. Prikazane su slike fluorescentnog signala S-SCP i preklopljenog
refraktivnog indeksa s fluorescentnim signalom. (A) Prikaz kaspida unutar stanice. (B) Prikaz kapsida izvan
stanice. Mjerne crte, 20 um.

4.1.3. Kvantifikacija stani¢nih morfoloskih parametara tijekom replikacijskog ciklusa MCMV

Za kvantifikacije CPE koristeni su programi CellPose i ImagelJ. Koriste¢i Cellpose su stanice
segmentirane kroz fokalnu ravninu dok je Imagel koristen za kvantifikaciju promjena morfoloskih
parametara tijekom infekcije. Stanice nisu snimane u intervalima od 12 sati, ve¢ smo svakih sat vremena
slikali preparat sa Zivim stanicama kako bi postigli reprezentativan broj stanica za svaki sat. Broj stanica

po satu je varirao od 60 do 80, §to znaci da je u svakom satu prosje¢no segmentirano 70 stanica, a ukupno

51



vise od 4000. Odabrani parametri za kvantifikaciju su povrSina (engl. area), opseg (engl. perimetar),
kruznost (engl. circularity), omjer izmedu duze i krace stani¢ne osi (engl. aspect ratio, AR), elipsoidnost
(engl. roundness) 1 solidnost (engl. solidity). Kao kontrola su koriStene neinficirane (NI) stanice.
Mozemo primijetiti da se ta po€etna tocka razlikuje od prve idu¢e vremenske tocke odnosno 0 hpi (slika
16) vjerojatno zbog centrifugiranja stanica kao dijela standardnog protokola infekcije za postizanje MOI

10. Do cetvrtog sata infekcije su vrijednosti parametara dosegle polovicu pocetne vrijednosti NI stanica.

Prosje¢ne povrsine stanica po satu kroz infekciju nalaze se u rasponu od 311 do 571 pm?. Kroz
infekciju primjecujemo trend porasta povrsine, iako ni u jednoj vremenskoj tocki povrSina nije bila veca
od one kod neinficiranih stanica. U nekoliko toc¢aka (12, 21, 53 hpi) dolazi do pada u prosjeku povrsine
nakon Cega su uslijedile faze porasta s vrhuncima u toCkama 18, 26, 48 i 63 hpi. Na 48 i 63 hpi je

prosjecna povrsina stanica dosegla maksimum (slika 16A).

Prosjecni opseg stanica nalazi se u rasponu od 73 do 110 pm. Sli¢no povrsini, opseg stanica se
blago povecava tijekom infekcije s povremenim fluktuacijama. Najvece promjene se javljaju nakon 40
hpi. Maksimalni opseg je opazen na pocetku kasne faze, pri 18 hpi nakon Cega je uslijedio stabilan
period bez znacajnijih promjena sve do 53 hpi. Izmedu 53 i 60 hpi, stanice su dosegle minimalnu
vrijednost opsega. 63 hpi je ponovno zabiljeZen porast i nakon toga blagi pad ¢ija je vrijednost nije jako

fluktuirala do kraja ciklusa (slika 16AB).

Aspect ratio (omjer duzine i §irine) oznacava izduzenost stanica koja se izracunava odnosom
izmedu duze i krace osi pripadajuce elipse oko stanice. Krug ima AR vrijednost jednak 1, a svaka veca
vrijednost oznacava izduZeniji objekt [281]. Tijekom infekcije dolazi do oscilacije omjera duzine i
Sirine. Najnize tocke su postignute u ranoj fazi infekcije na 12 hpi i u kasnoj fazi na 60 hpi. Vr$ne tocke
se dostizuu 4., 27, 37.145. satu infekcije $to oznacava da su u tom periodu stanice bile izduzenije (slika

16C).

Parametrom kruznosti (engl. circularity) se broj¢ano izraZzava odstupanje oblika stanice u
odnosu na kruznicu. Vrijednosti parametra se nalaze u rasponu od 0 do 1, gdje 1 oznacava savrSeni krug
[281]. Prosjec¢na kruznost stanice se znac¢ajno povecavala s vremenom, osobito nakon 40 hpi. Poznato
je da se stanice tijekom CMYV infekcije zaokruzuju, stoga je ova promjena ocekivana. Vrhunac je
dosegnut 60. sat nakon infekcije kada je vrijednost parametra iznosila 0,88. Do sredine rane faze su

stanice bile zaokruZenije nakon ¢ega je uslijedio pad do kraja rane faze (slika 16D).

Elipsoidnost (engl. roundenss) je parametar koji opisuje odstupanje geometrije stanice od
pripadajuce elipse. Vrijednost 1 oznac¢ava geometriju mjerene stanice koja je identi¢na elipsi, §to znaci
da stanica nema nikakvih neravnina [281]. Prosjecna elipsoidnost je varirala tijekom infekcije, ali
opc¢enito pokazuje porast do 60. sata infekcije kada dostize svoj maksimum u vrijednosti od 0,79. Nakon
te vremenske tocke, doslo je do naglog pada vrijednosti koji je odrzan do kraja ciklusa. Tijekom rane

faze izmedu 10. 1 12. sata je elipsoidnost porasla nakon ¢ega je uslijedio pad (slika 16E).
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Solidity je parametar kojim moZemo kvantificirati koliko stanica odstupa od konveksnog
zatvaranja i opisati njezinu hrapavost. Raspon parametra moze imati vrijednost u rasponu od 0 do 1,
gdje 1 oznacava stanicu Cija je geometrija identicna njezinom konveksnom zatvaranju [281]. Manja
vrijednost parametra oznacava viSe neravnina stanice jer se stanica vise razlikuje od svojeg konveksnog
zatvaranja. Do kraja rane faze pojavljuje se trend blagog pada, nakon cega slijedi trend porasta do 60.
sata infekcije kada vrijednost parametra dostize maksimum. Ovi rezultati oznac¢avaju veéu kompaktnu

stani¢nu formu i relativno malo neravnina §to je sukladno s ostalim rezultatima (slika 16F).
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Slika 16. Sistematizacija promjena stani¢ne morfologije tijekom MCMYV infekcije. NIH3T3 stanice su
inficirane sa S-mCherry-S-SCP MCMV-om i analizirane DHTM-om tijekom 72 sata infekcije. Za segmentaciju
stanica je koristen Cellpose model, a za kvantifikaciju ImagelJ. Po satu je prosjecno segmentirano 70 stanica.
Prikazane su prosje¢ne vrijednosti parametara po satu + SD. (A) Prosje¢na povr§ina (um?). (B) Prosjecan opseg
(um). (C) Aspect ratio (omjer izmedu duze i krace stanicne osi). (D) Prosjecna kruznost. (E) Prosjecna
elipsoidnost. (F) Prosjecna solidnost. NI, neinficirane stanice.
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Kvantifikacija morfoloskih parametara na zivim, neobiljezenim stanica nam ukazuje na
dinami¢nost procesa infekcije. Promjena morfologije nije bila linearna odnosno u konstantnom padu ili
porastu, ve¢ smo uocili razli¢ite epizode povecanja i smanjenja. U usporedbi s neinficiranim stanicama,
prosjecna povrsina i opseg stanica nisu rasle kroz infekciju, ali jesu kada usporedujemo faze virusne
replikacije medusobno. Vrijednosti za kruznost, elipsoidnost i hrapavost su se povecavale prema
vrijednosti 1 do 60. sata, nakon ¢ega je uslijedio blagi pad koji se odrzao do kraja analize odnosno 72.
sata. U tablici 10 su prikazane tocne vrijednosti svih mjerenih parametara NI stanica i stanica u

odredenim to¢kama infekcije (0, 16, 24, 48, 72 hpi).

Tablica 10. Vrijednosti mjerenih parametara kroz MCMYV replikacijski ciklus. Prikazane su vrijednosti
medijana (Mdn), minimalne (Min) i maksimalne (Max) vrijednosti parametara neinficiranih stanica (NI) i stanica
tijekom MCMYV infekcije (0, 16, 24, 48 1 72 hpi). Povezano sa slikom 19.

Povrsina Opseg
NI 0 16 24 48 72 NI 0 16 24 48 72
Mdn 540 342 448 383 530 433 Mdn 117 83 101 91 102 87
Min 252 123 183 159 257 199 Min 74 43 53 55 60 51
Max 1231 812 769 740 1135 925 Max 234 172 149 1556 186 143
Aspect ratio KruZnost
NI 0 16 24 48 72 NI 0 16 24 48 72
Mdn 2,08 1,99 1,99 1,99 1,77 1,76 Mdn 0,53 0,63 0,58 0,62 0,68 0,72
Min 15 1,11 1,08 1,12 1,04 1,03 Min 0,18 0,16 0,30 0,21 035 0,44
Max 535 3091 4,43 4,39 3,42 4,26 Max 0,77 0,92 0,96 0,86 0,97 0,98
Elipsoidnost Solidnost
NI 0 16 24 48 72 NI 0 16 24 48 72
Mdn 048 0,50 0,50 0,50 0,56 0,57 Mdn 081 092 0,88 0,89 0,95 0,96
Min 0,19 0,26 0,23 0,23 0,29 0,24 Min 048 037 0,59 0,46 0,59 0,82
Max 0,87 0,90 0,93 0,89 0,96 0,98 Max 094 098 0,99 0,98 0,99 0,99

Kod svih mjerenih parametara mozemo uociti veliku standardnu devijaciju (slika 16). Vjerojatni
razlog je heterogenost stani¢ne populacije koja utjece na tijek infekcije i uzorkuje asinkronost [286].
Slika 17 prikazuje dio stanica na 60 hpi koje su koriStene za mjerenje parametara. MoZzemo uociti da su
na lijevoj slici sve stanice zaokruzene i eksprimiraju S-SCP dok su na desnoj slici dvije stanice u procesu
zaokruzivanja, jedna stanica je u potpunosti zaokruzena, a treca je najizduZenija i bez S-SCP ekspresije.
Kako bi omoguc¢ili replikaciju svoje duge dvolancane DNA, citomegalovirusi izazivaju velike promjene
u regulaciji stanicnog ciklusa. Obiljezje kontrole stanicnog ciklusa CMV-a je zaustavljanje stani¢nog
ciklusa na prijelazu G1/S faze, koje je karakterizirano prisustvom stimulativnih i inhibitornih aktivnosti

stani¢nog ciklusa [287]. Kada HCMV inficira stanice u S fazi, inicijacija ciklusa replikacije je odgodena
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dok stanica ne ude u G1/GO fazu [288], a infekcija u mitozi rezultira mitotickom katastrofom i

neuspjesno infekcijom [289,290].

S-SCP +RI Y Slika 17. Prikaz heterogenosti stanica

' . am 60 hpi GOl inficiranih  MCMV-om  pomoéu

G" DHTM-a. Stanice su inficirane sa S-

A A mCherry-S-SCP MCMV i uslikane 60

W ey hpi. Prikazane su slike preklopljenog

refraktivnog indeksa s fluorescentnim

signalom. (A) Prikaz jednoli¢ne

populacije inficiranih stanica. (B)

Prikaz heterogene populacije inficiranih
stanica. Mjerne crte, 20 pum.

Program STEVE koji kontrolira DHTM mikroskop omogucava 3D rekonstrukciju holograma

te digitalno bojanje pojedinih struktura s obzirom na prosjecnu vrijednost refraktivnog indeka. Na slici
18A su prikazane S-mCherry-SCP MCMYV inficirane stanice s vizualiziranim citoplazmatskim
odjeljkom s nakupljenim kapsidama. Njegova duljina iznosi 2,7 um. Na desnoj slici je prikazana 3D
rekonstrukcija holograma. Zelena boja oznacava citoplazmu, a crvena sve piksele koji imaju prosjec¢nu
vrijednost refraktivnog indeksa citoplazmatskog odjeljka S-SCP. S obzirom da DHTM mjeri refraktivni
indeks, analizirali smo prosjeCan karakteristican RI od 24 do 72 hpi u MCMYV infekciji (slika 18B).
Koristili smo komercijalno dostupan softver, EVE Analytics (#rial verzija) koji omogucava
automatiziranu analizu snimaka u izvornom .vol formatu dobivenih koristenjem DHTM-a. Po satu je
prosje¢no analizirano 30 stanica. Promjene u mjeri refraktivnog indeksa su osjetljive i oznacavaju se
trecom decimalom. Rezultati su ukazali na porast RI do 40 hpi (1,363) nakon cega je doslo da pada
vrijednosti (1,351) u idu¢em satu. Do zavrSetka ciklusa je vrijednost Rl rasla i dosegla svoj maksimum

72 hpi kada je iznosila 1,373 (slika 18B).
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Slika 18. MCMY infekcija poveéava vrijednost refraktivnog indeksa. Stanice su inficirane sa S-mCherry-S-
SCP MCMYV i snimane u intervalima od 12 sati, od 24 do 72 hpi. (A) Prikazane su slike refraktivnog infeksa,
fluorescencije, preklopljeni signali i 3D rekonstrukcija holograma inficirane stanice s citoplazmatskim odjeljkom

s nakupljenim S-mCherry-SCP. Mjerne crte, 5 pm. (B) Prosjec¢ne vrijednosti karakteristicnog RI. Snimke su
analizirane softverom EVE Analytics.
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4.2. Karakterizacija citoplazmatskog odjeljka s nakupljenim kapsidama

U cilju identifikacije citoplazmatskog odjeljka s nakupljenim kapsidama, kombinirali smo
pradenje stanica u stvarnom vremenu s konfokalnom mikroskopijom. Stanice smo inficirali
rekombinantnim virusom S-mCherry-SCP MCMV-om kako bi pratili izrazaj malog kapsidnog proteina
(engl. small capside protein, SCP), odnosno m48.2. Navedeni virus eksprimira crveno obiljezen
(mCherry) SCP koji je kodiran m48.2 otvorenim okvirom ¢itanja (engl. open reading frame, ORF). SCP
se ugraduje u novonastale nukleokapside u kasnoj fazi infekcije i ne razlikuje se u infektivnosti niti u
krivulji rasta of divljeg tipa MCMV-a [262]. Nakupljanje fluorescentnog signala SCP se prvo vizualizira
u jezgri, a potom u citoplazmi kada novostvorene kapside izlaze iz jezgre i najvjerojatnije predstavlja
kapside koje sadrze DNA i prazne kaspide bez virusne DNA. Kolokalizacijske analize smo zapoceli na
Balb3T3 stanicama, ali analiza nije bila moguca zbog rijetkog opazanja citoplazmatskih nakupina SCP-
a na pripravcima za fluorescentnu analizu iz kulture stanica. Tocnije, 48 sati nakon infekcije, prosjecno
60% stanica je iskazivalo S-SCP signal, dok je samo 1-2% od tih stanica akumuliralo citoplazmatske
nakupine S-SCP. Kod NIH3T3 stanica citoplazmatsko nakupljanje S-SCP-a je prisutno nesto cesce, pa
smo ih na preparatima za imunofluorescenciju mogli uociti u 10-15% stanica (slika 19A). Procijenili
smo da je taj udio dostatan za DHTM analizu i kolokalizacijsku analizu koju smo proveli 48 sati nakon
infekcije. Citoplazmatske nakupine S-SCP u NIH3T3 stanicama (slika 19B) su vjerojatno uocljiva
multiviralna tijela (MViB) koje stanice koriste za oslobadanje viriona, §to je glavni mehanizam uocen u

stanicama inficiranim ljudskim CMV-om [203,291].
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Slika 19. Identifikacija fluorescentnog malog kapsidnog proteina (S-SCP) u jezgri i citoplazmi stanica
fibroblasta. (A-C) Stanice su inficirane sa S-SCP-mCherry-MCMY i fiksirane nakon 48 sati infekcije. (A)
Postotak Balb3T3 i NIH3T3 stanica koje izrazavaju S-SCP u jezgri. (B) Postotak Balb3T3 i NIH3T3 stanica s
pozitivnim S-SCP-om u jezgri koje iskazuju citoplazmatsku akumulaciju. (C) Prikaz nuklearnog i citoplazmatskog
nakupljanja S-SCP-a u NIH3T3 stanicama. Prikazane su konfokalne slike kroz fokalnu ravninu. Mjerna crta, 20
pm.
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4.2.1. Pracenje fluorescentno obiljeZenih virusnih kapsida koriste¢i DHTM

Opseznu analizu stvaranja citoplazmatskih odjeljaka u zivim stanicama nakon infekcije sa S-
mCherry-SCP MCMYV u kojima se nakupljaju fluorescentne kapside smo pratili od 2-72 hpi pomocu
DHTM mikroskopa. Kako bi vizualizirali nastanak kapsda u jezgri i njihov izlazak u citoplazmu, stanice
smo snimali u intervalima od 12 sati. Akvizicija slika refraktivnog indeksa iznosila je svakih dvije
minute i 30 sekundi, a fluorescentnog signala svakih pet minuta. Idu¢i cilj je bio kvantifikacija stanica
koje iskazuju stvaranje S-SCP signala u jezgri i citoplazmi. Kako bi postigli reprezentativan uzorak,
uzorke smo slikali svakih sat vremena (0-72 hpi) koriste¢i DHTM dok ne dostignemo prosjecan broj od
60 stanica po satu.

Na slici 20A je prikazan primjer NIH3T3 stanice s pozitivnim S-SCP signalom (S-SCP") u jezgri
i citoplazmi u kasnoj fazi infekcije (28 hpi). Slika lijevo prikazuje fluorescentni signal, slika u sredini
refraktivni indeks gdje strelice pokazuju jezgrinu membranu, a slika desno prikazuje preklopljen RI i
fluorescentni signal s granicom jezgrene membrane na temelju koje se odjeljuje S-SCP signal u
citoplazmi od jezgrenog. Citoplazmatski odjeljci s nakupljenim S-mCherry-SCP proteinom sadrzavaju
kapside.

Slika 20B prikazuje kvantifikaciju kapsida u stanicama kroz infekciju. Plavi stupci oznacavaju
postotak negativnih stanica odnosno stanica koje nisu razvile S-SCP signal. Narancasti stupci
oznacavaju postotak stanica sa S-SCP signalom u jezgri, dok zeleni oznacavaju postotak S-SCP stanica
sa signalom u jezgri i citoplazmi od ukupnog broja stanica. Sumarno, narancasti i zeleni stupci daju
ukupan postotak S-SCP" stanica. Prva pojava S-SCP signala u jezgri je zabiljezena 20 hpi, iako iduca
dva sata nije bilo zabiljezene akumulacije u jezgri. Kontinuirani porast pozitivnih stanica je zapoceo 23
hpi i nastavio se do 36 hpi kada je uocen blagi pad (ukupno 28% pozitivnih stanica). Ve¢ idu¢i sat je
uocen skok, gdje je 62% stanica bilo S-SCP", a od ukupnog broja je kod 47% stanica uo¢eno nakupljanje
S-SCP-a u citoplazmi. U periodu od 40 do 45 hpi se smanjivao broj S-SCP" stanica nakon Cega je
postotak pozitivnih ponovno poceo rasti s blagim fluktuacijama do 60 hpi, kada je produkcija ukupnog
S-SCP signala dosegla maksimum (96%). Iduci sat odnosno na 61 hpi, broj stanica s citoplazmatskim
nakupljanjem S-SCP-a je dosegao maksimum (70% od ukupnog broja stanica) nakon ¢ega je uslijedio
pad kada je na 72 hpi taj postotak iznosio 56%. Ukupni broj S-SCP+ stanica se takoder smanjio i iznosio
je 88%. Sumarno, produkcija kapsida u jezgri je zapocela 20 hpi, a njihov izlazak u citoplazmu je

zapocCeo na 31 hpi i nastavio se do 72 hpi.
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Slika 20. Izrazaj S-mCherry-SCP u NIH3T3 stanicama tijekom replikacijskog ciklusa u jezgri i citoplazmi
stanica inficiranih sa S-mCherry-SCP MCMYV. Stanice su slikane DHTM-om od 0-72 sata infekcije. (A)
zabiljezena je pojava S-mCherry-SCP u jezgri i citoplazmi. Mjerna crta, 5 pm. (B) Udio S-mCherry-SCP-
pozitivnih stanica. Plavi stupci oznacavaju postotak negativnih stanica odnosno stanica koje nisu razvile S-SCP
signal. Narancasti stupci oznacavaju postotak stanica sa S-SCP signalom u jezgri, dok zeleni oznacavaju postotak
S-SCP stanica sa signalom u jezgri i citoplazmi od ukupnog broja stanica. Sumarno, narancasti i zeleni stupci daju
ukupan postotak S-SCP” stanica.

Na slici 21 prikazan je primjer pojave S-SCP signala u jezgri koji se s vremenom pojacava.
Mozemo vidjeti nekoliko replikacijskih centara koji se tijekom vremena spajaju. Kod stanice koja je ve¢
pozitivna na jezgreni S-SCP signal, uocen je izlazak kapsida iz jezgre, njihovo spajanje i migracija do

stani¢ne membrane.
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Slika 21. Vremenski niz analize S-SCP odjeljaka u jezgri i citoplazmi pomoéu DHTM-a. NIH3T3 stanice su
inficirane sa S-mCherry-S-SCP MCMV-om i snimane u vremenskom intervalu od 12 h. Prikazane su slike S-SCP
fluorescentnog signala i preklopljenog refraktivnog indeksa s fluorescentnim signalom, od 30 do 40 hpi. Strelice
oznacavaju pojavu S-SCP signala u jezgri, njegovo povecanje i S-SCP signal u citoplazmi. Mjerne crte, 10 um.
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Tijekom DHTM snimanja, uocili smo povecavanje S-SCP citoplazmatskog odjeljka s izlaskom
novih iz jezgre (slika 22). S-SCP signal se nalazi pri rubu jezgrine membrane na 30h i 30min. U iducoj
prikazanoj vremenskoj tocki (31h i 35min), S-SCP izlazi iz jezgre i nakon 30 minuta se spaja s MViB u
citoplazmi. Proces se nastavio do 42 hpi, kada se dodatni S-SCP pridruZzio ve¢ postoje¢oj akumulaciji u

citoplazmi. Duljina odjeljka na 42 hpi iznosi 7,5 pm.

S-SCP S-SCP +RI S-scp S-SCP +RI
30:30 hpi

31:35 hpi

32:05 hpi

32:20 hpi

Slika 22. Vremenski niz analize S-SCP odjeljka u citoplazmi pomoéu DHTM-a. NIH3T3 stanice su inficirane
sa S-mCherry-S-SCP MCMV-om i snimane u vremenskom intervalu od 12 h. Prikazane su slike S-SCP
fluorescentnog signala i preklopljenog refraktivnog indeksa s fluorescentnim signalom, od 29:30 do 42 hpi.
Strelice oznacavaju izlazak MCMYV kapsida iz jezgre i pridruZivanje postoje¢em S-SCP citoplazmatskom odjeljku.
Mjerne crte, 10 um.
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4.2.2. Rabl15 pozitivne membranske organele kao moguée mjesto sekundarnog omatanja i

oslobadanja MCMYV iz stanica

Pomoc¢u konfokalne mikroskopije i S-mCherry-SCP-MCMYV napravili smo kolokalizacijsku
analizu fluorescentno obiljezenih MCMYV kapsida s 46 razlicitih markera membranskih odjeljaka i tri
virusna proteina, 48 sati nakon infekcije. Imunofluorescentni preparati su snimani koriste¢i konfokalni
mikroskop, a 15-20 stanica smo podvrgli detaljnoj kolokalizacijskoj analizi uporabom ImageJ i njegova
dodatka BIOP JACoP kako bi se izracunao Mandersov koeficijent preklapanja (M1 i M2) unutar cijele
z-serije za trodimenzionalnu (3D) analizu kolokalizacije. Analizirane su 3D cestice u citoplazmi koje
sadrze S-mCherry-SCP, a sumarni rezultati s M1 i M2 koeficijentima su prikazanu na slici 23. M1
predstavlja stupanj preklapanja imunofluorescencije S-mCherry-SCP s markerom stani¢nog odjeljka, a
M2 stupanj preklapanja markera stani¢nog odjeljka s S-mCherry-SCP.

Koristili smo APPL1 kao marker pretece ranih endosoma (engl. pre-early endosomes, pre-
EE), markere ranih endosoma (Rab5, Vps34, Rabin8), sortirajué¢ih endosoma (Vps35, Hrs,
PIKFYVE, Vps24), tubularnih reciklirajuéih endosoma (Rab10, Rab13, Rabl14, Rabl5, Rab22a,
EHD1, ACAP2, MICAL-L1, PSD), endosomalnog reciklirajuéeg odjeljka (Rabl1, Rab8a, Arfo,
Rab35, BRAG2, Cytohesin2, EP164), kasnih endosoma (Rab7, Rab9a, CD63, Lampl, GM1). Jos su
koriSteni markeri za organele povezane s lizosomima (Rab27a, Rab27b, Rab32), autofagosome (p62,
LC3), endoplazmatski retikulum (Rabl18, Rab41), Golgijev aparat (GM130, GRASPS55), trans-
Golgijevu mreZzu (Rab3a, Rab6, Vtila, Golgin97, TGN38, Syntaxin 7) i sekretorne organele (Rab31
i Rab24). Od virusnih proteina smo koristili pM55 i pM74 (glikoproteini ovojnice) te pM25
(tegumentni protein).

Kolokalizacijska analiza je pokazala iznimno visoko preklapanje citoplazmatskih odjeljaka s
Rab15 membranskim markerom (82% se S-SCP preklapa s Rab15 1 55% Rab15 se preklapa sa S-SCP-
om). U navedene odjeljke se slijevaju membranske strukture pozitivne na Rab8a, Rab35, p62, CD63,
Lampl, Vps35, Golgin97 i Vtila. Za navedene markere M1 koeficijent varira od 0,21 do 0,38, a M2 od
0,33 do 0,55. Najvece preklapanje S-SCP-a je bilo s Rab35, markerom ERC-a. S-mCherry-SCP-
pozitivni odjeljci sadrze virusne glikoproteine M55 i M74, $to potvrduje da se radi odjeljcima koji sadrze
virione. Razina kolokalizacije M55 1 M74 s S-mCherry-SCP nije veéa od 50%. Detaljna analiza
imunofluorescencije citoplazmatskih odjeljaka s nakupljenim kapsidama i membranskih organela koji
su pokazali povec¢anu kolokalizaciju je prikazana na slikama 24, 25 i 26.

Rezultati pokazuju da se Rab15 odjeljci odnosno tubularni recikliraju¢i endosomi koriste za
sekundarno omatanje i oslobadanje MCMV-a iz stanice te da ti odjeljci nastaju u sloZenom putu
sazrijevanja u kojem se ispreplicu endosomalni recikliraju¢i sustav (Rab8a, Rab35), trans-Golgijeva
mreza (Vtila, Golgin97), kasni endosomi (CD63, Lampl) i autofagosomalni put (p62). Navedeni

eksperimenti navode na zakljucak da je endosomalni recikliraju¢i sustav kljucan za sekundarno
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omatanje viriona te da se omotani virioni oslobadaju iz stanice skupljanjem u sekretorne organele koje

se ispreplicu s autofagosomalnim putom.

Membranska Membranska
organela | Marker M1 M2 organela | Marker M1 M2

pre-EE  APPLA1 <01 <01 Rab7 <0 1 <01
~ Rabs =01 =01 casni Rah9a =0,1 <0,1
rani asni
endosomi SE <01 <01 e I 0,23
Rabing <01 <01 Lamp1 021 033
Vps35 032 039 GM 1 <01 <0
sortirajuci  Hrs <0,1 <0,1 organcle  Rab27a <01  <0,1
endosomi  PIKFYVE =01 <01 povezane s  Rab27b =01 =0,1
Vps24 <0.1 <01 lizosomima  gpap32 <01 <01
Rab10 <01 <01 autofagosomi p62 025 034
Rab13 <01 <0, LC3 =0,1 =01
Rab14 <0,1 <0,1 ER Rab18 =01 <0,1
tubularni  R@b15 Rab41 <01 <01
ikliraiucéi . GM130 =0,1 =(0,1
e == or =0t Golg GRASPS5 =01 =0, 1
endosomi ) ;
EHD1 =01 <01
AP D, 1 D: 1 Rab3a <0,1 <0, 1
= =
: ' Rab6 <01 <01

MICALL1 <01 <01 oy Viita 03 046
PSD <0,1 <01 Golging7 038 [ 047

Rab1t <0.1 <01 TGN38 <01 <01
Rab8a 032 | 04 STXT =01 <0,1
Arf6 U I sekretorne  Rab31 <01 <0
ERC  Rab35 0,24 [NOEEN organele  Rab24 <01 <01

BRAG2 <01 <01 pM55 033 oSN
Cytohesin2  =<0,1 <0,1 virusni proteini  pM74 039 | 043
EPI64 <01 <0, pM25

Gradijent Mandersovog I I N I I
koeficijenta 1 08 06 04 02 O

Slika 23. Kolokalizacijska analiza citoplazmatskih odjeljaka koji sadrZze S-mCherry-SCP s markerima
membranskih organela. NIH3T3 stanice su inficirane sa S-mCherry-SCP MCMYV, fiksirane 48 hpi,
permeabilizirane i obojene s protutijelima membranskih organela. Provedena je 3D kolokalizacijska analiza S-
mCherry-SCP-pozitivnih odjeljaka u citoplazmi uporabom ImageJ programa. Odredeni su Mandersovi koeficijenti
preklapanja gdje M1 predstavlja stupanj preklapanja imuno-fluorescencije S-mCherry-SCP s markerom stani¢nog
odjeljka, a M2 stupanj preklapanja markera stani¢nog odjeljka s S-mCherry-SCP. Markeri odjeljaka rasporedeni
stanicama. pre-EE, prete¢e ranih endosoma; ERC, endosomalni recikliraju¢i odjeljak; ER, endoplazmatski
retikulum; TGN, trans-Golgijeva mreza.
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Slika 24. Detaljna analiza imunofluorescencije citoplazmatskih odjeljaka s nakupljenim kaspidama i
membranskih organela. NIH3T3 stanice su inficirane sa S-mCherry-SCP MCMYV (crveno), fiksirane 48 hpi,
permeabilizirane i obojene s protutijelima za razli¢ite membranske organele (zeleno). Lijevi panel slika prikazuje
konfokalne slike kroz fokalnu ravninu. Mjerne crte, 10 um. Analiza kolokalizacije je prikazana kao stupanj
preklapanja (Mandersovi koeficijenti) unutar pojedinog s-mCherry-SCP-pozitivnog odjeljka po stanici. Mjerenje
je provedeno kroz cijelu z-os koristenjem Intermodes algoritma. Podaci predstavljaju kutijaste dijagrame i rezultat
za pojedinacnu stanicu.
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Slika 25. Detaljna analiza imunofluorescencije citoplazmatskih odjeljaka s nakupljenim kapsidama,
membranskih organela i virusnih proteina. NIH3T3 stanice su inficirane sa S-mCherry-SCP MCMYV (crveno),
fiksirane 48 hpi, permeabilizirane i obojene s protutijelima za razli¢ite membranske organele ili virusne proteine
(zeleno). Lijevi panel slika prikazuje konfokalne slike kroz fokalnu ravninu. Mjerne crte, 10 pm. Analiza
kolokalizacije je prikazana kao stupanj preklapanja (Mandersovi koeficijenti) unutar pojedinog s-mCherry-SCP-
pozitivnog odjeljka po stanici. Mjerenje je provedeno kroz cijelu z-os koriStenjem Intermodes algoritma. Podaci
predstavljaju kutijaste dijagrame i rezultat za pojedina¢nu stanicu.
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Slika 26. Detaljni prikaz kolokalizacije fluorescentnih kapsida (S-SCP) i virusnog tegumentnog proteina
(pM25) s Rab15 citoplazmatskih odjeljcima. NIH3T3 stanice su inficirane, fiksirane 48 hpi, permeabilizirane i
obojene s protutijelima. Kod infekcije sa S-mCherry-SCP (crveno), dodana su protutijela protu-Rab15 (zeleno).
Kod infekcije s mI/38-MCMV, dodana su protutijela protu-Rabl5 (zeleno) i protu-pM25 (crveno). s
citoplazmatskim kapsidnim proteinom (S-SCP) i tegumentnim (pM25) proteinom. Mjerna crta, 5 um.

4.2.3. Ispitivanje uloge Rab15 u MCMY replikacijskom ciklusu

S obzirom na prethodni rezultat koji ukazuje na to da citomegalovirus razvija Rab15 pozitivne
membranske organele za sekundarno omatanje i oslobadanje viriona, analizirali smo kinetiku izrazaja
proteina Rab15 tijekom MCMYV infekcije kao i ucinak deplecije Rab15 koriste¢i siRNA na stvaranje
novih virusnih Cestica.

Kinetiku smo analizirali Western blot metodom, ali koristena protutijela nisu iskazala specifican
signal. Molekulska masa Rabl15 iznosi 23 kDa dok se u rezultatima signal na navedenoj veli¢ini
eksprimirao tek 24, 48 1 72 hpi (slika 27A). Medutim, uocen je signal na veli¢ini od priblizno 26 kDa
(slika 27A) cija se prosjecna ekspresija kroz tri eksperimenta nije znacajno mijenjala (slika 27B).

Potrebne su daljnje analize za utvrdivanje Rab15 kinetike.
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Slika 27. Kinetika izrazaja Rab15 tijekom infekcije MCMV-om. (A) Western blot analiza ekspresije Rab15
tijekom E (0, 61 16 hpi) i L (24, 48, 72 hpi) faze infekcije. NIH3T3 stanice su inficirane s MCMV -wt. Ekspresija
plE1 i B-aktina u svakom uzorku sluzila je kao kontrola infekcije i nanosa proteina. (B) Kvantifikacija Rab15
signala od 26 kDa pomocu softvera ImageQuantTL (verzija 10.2). Ekspresija je normalizirana prema neinficiranim
stanicama. Prikazani su pojedinacni rezultati (prazni kruzici) i prosjek (crvene trake) tri neovisna eksperimenta.

Uzimajuéi u obzir hipotezu da se na Rabl5 pozitivnim membranama dogada sekundarno
omatanje viriona, testirali smo hoce li ¢e se njegovo utiSavanje odraziti na stvaranje viriona. Nakon
testiranja koncentracije, koristili smo 80 nM siRNA za Rab15 (slika 28A). UtiSavanje 26 kDa signala
48 hpi je bilo umjereno, tek 48%, a nakon 48 sati infekcije je iznosilo 50% (slika 28B). Koli¢ina
infektivnih viriona transficiranih stanica kontrolnom (siScr) ili Rab15 siRNA odredena je 48 hpi
standardnim testom virusnih plakova. Na slici 28C mozemo uo€iti da nema znacajne razlike u
proizvodnji unutar- i izvanstani¢nih viriona. lako nam ovaj preliminarni rezultat kazuje da supresija
Rab15 ekspresije ne prevenira otpustanje viriona, potrebno ga je detaljnije istraziti zbog nedovoljno
utiSane ekspresije Rab15. Osim siRNA, koristenjem shRNA ili CRISPR/Cas9 tehnologijom se mogu

stvoriti stabilne stanic¢ne linije s utiSanom ili potpuno izbacenom Rab15 ekspresijom.
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Slika 28. Utisavanje Rab15 proteina siRNA metodom ne utjece stvaranje i oslobadanje infektivnih MCMV
viriona. (A) NIH3T3 stanice su transficirane s kontrolnom siRNA (siScr) ili ciljnom siRNA za Rab15 u razli¢itim
koncentracijama (40 i 80 nM). Nakon 48 sati transfekcije, dio uzoraka je liziran, a dio inficiran s MCMV-wt do
48 hpi. Izrazaj Rab15 proteina je vizualiziran pomo¢u Western blota. pIE1 je koriSten kao marker infekcije, a -
aktin je koriSten kao kontrola nanosa proteina. (B) Rezltat Western blota normaliziran prema ekspresiji f-aktina u
svakom uzorku, nakon ¢ega je uslijedila normalizacija prema shScr. (C) Kvantifikacija infektivnih viriona
oslobodenih u supernatant ili povezanih sa stanicom metodom standarnog testa virusnih plakova. Stanice su nakon
48 sati transfekcije sa siScr i siSNX3 inficirane s MCMV-wt do 48 hpi. Kutijasti dijagrami predstavljaju podatke
iz 5 pojedinac¢nih eksperimenata. NT, netransficirane stanice.
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4.3. Detekcija stani¢nih proteina domacdina potrebnih za sekundarno omatanje i izlazak viriona

Za detekciju stani¢nih proteina domacina potrebnih za sekundarno omatanje i izlazak viriona,
planirano je identificirati interaktom virusnog glikoproteina B/pM55 i m06 BiolD2 metodom. Cilj je bio
kroz interakcije proteina gB/pMS55 koji je protein virusne ovojnice utvrditi put kojim taj protein prolazi
da bi konacno uSao u sastav viriona na mjestu sekundarnog omatanja. U tu svrhu dodana je BiolD2
oznaka na citoplazmatski dio proteina gB/pM55 koja bi trebala biotinilirati proteine koji dolaze u
kontakt s tim dijelom gB/pMS5S5 tijekom unutarstani¢nog putovanja. BiolD2 metoda omogucéuje
identifikaciju slabih odnosno kratkotrajnih interakcija izmedu proteina [292]. Stani¢ni proteini
pridruZeni virusnom gB/pMS5S5 su se trebali koristiti za identifikaciju membranskih organela u kojima se
nalazi gB/pMS55, a stanicni proteini pridruzeni virusnom glikoproteinu m06 za iskljucivanje

membranskih organela ili domena na kojima se ne odvija sekundarno omatanje viriona.

4.3.1. Dodavanje biljega BiolD2-HA na C-terminalni dio proteina M55 onemogucuje replikaciju
virusa

Konstrukti za oba fuzijska proteina su proizvodeni Cija je struktura prikazana na slici 29.
Klonirani su u MCMV genom u BAC virusu, no nakon transfekcije s BAC-om koji je sadrzavao M55-
BiolD2-HA u virusnom genomu nije doslo do produkcije virusa. Ovaj rezultat ukazuje na to da je
citoplazmatski rep virusnog gB/pMS55 esencijalan za virus, a njegovo obiljezavanje narusava funkciju

samog proteina i onemogucuje replikaciju virusa.

A (aa 1.937) (aa 1004..1235)
) M55 BiolD2
I ———— | i— c
Linker HA
(aa 938..1003) (aa 1236.1244)
B (aa 1..345) (aa 412..643)
m06 BiolD2
Ly R L —C
Linker HA
(aa 346..411) (aa 644..652)

Slika 29. Strukture fuzijskih proteina. (A) M55-linker-BioID2-HA. (B) m06-linker-BiolD2-HA.

Nakon transfekcije purificirane MCMV BAC DNA u MEF, potrebno je pratiti pojavu plakova
na transficiranom MEF-u kroz 10, a maksimalno 30 dana. Navedeno se nije dogodilo za rekommbinatni
M55-BiolD2-HA MCMV, dok je za m06-BiolD2-HA MCMYV proces bio uspjesan. m06-BiolD2-HA
MCMYV smo pasazirali jo§ pet puta za uklanjanje BAC sekvence iz virusnog genoma. Krajnji korak je
purifikacija virusa iz supernatanta i odredivanje virusnog titra standarnim testom virusnih plakova.

Balb3T3 stanice smo inficirali s proc¢is¢enim m06-BioID2-HA MCMV-om i nakon 16 sati
podvrgnuli imunofluorescentnoj i Western blot analizi (slika 30). Izrazaj m06 je bio sli¢an u usporedbi
sa stanicama koje su inficirane sa Am138-MCMYV (slika 30A). Dodatna potvrda se vrsila bojanjem na

hemaglutinin (HA), a kolokalizacijska analiza je pokazala preklapanje HA s m06 u razini od 43%, dok
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se ukupno 62% mO06 preklapalo s HA (slika 30A). Veli¢ina m06 iznosi 48 kDa, a izraCunata veliina
mO06-BiolD2-HA iznosi 70 kDa. Western blot analizom smo dobili specifi¢cnu formu od priblizno 38
kDa nakon infekcije s m06-BiolD2-HA MCMV-om (slika 30B). S obzirom da M55-BiolD2-HA
MCMYV nije uspjesno inficirao stanice i na mogucu nefunkcionalnost m06-BiolD2-HA MCMYV, nismo

nastavili daljnja istrazivanja BiolD esejem.

A
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>
X
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— 16 hpi

Mandersonov koeficijent

m06-BiolD2-HA
MCMV - 16hpi

B
__MCMmV__ MCMV MCMV MCMV
mO06- mo6- mO6- m06-
NI Am138 BiolD2-HA NI Am138 BiolD2-HA NI Am138 BiolD2-HA NI Am138 BiolD2-HA

130 - ’ ;
100 - m@lgg— — -—
70 - 70 -
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35-
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Slika 30. Izrazaj m06 fuzijskog proteina u NIH3T3 stanicama inficiranim s m06-BioID2-HA MCMV-om.
(A) Analiza imunofluorescencije m06, hemaglutinina (HA) i pIE1. NIH3T3 stanice su inficirane s Am138-MCMV
ili m06-BioIlD2-HA MCMYV, fiksirane na 16 hpi, permeabilizirane i obojene s protutijelima protu-m06 (zeleno) u
kombinaciji s protu-HA (crveno) i protu-pIE1 za kontrolu infekcije (plavo). Prikazane su konfokalne slike kroz
fokalnu ravninu. Mjerne crte, 5 um. Analiza kolokalizacije prikazana je kao postotak preklapanja (Mandersovi
koeficijenti) HA s pm06 (M1) i pm06 s HA (M2). Mjerenje je provedeno kroz cijelu z-os koriste¢i Otsu algoritam.
Prikazane su srednje vrijednosti + SD. (B, C) Western blot analiza m06 i hemaglutinina NIH3T3 stanica inficiranih
s Am138-MCMYV ili m06-BiolD2-HA MCMYV. Stanice su lizirane nakon 16 hpi ili ostavljene neinficirane (NI). B-
aktin je koristen kao kontrola nanosa proteina.
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4.3.2. Identifikacija stani¢nih faktora ukljucenih u sekundarno omatanje koriStenjem siRNA

S obzirom da rekombinatni virus nije bilo moguce proizvesti jer dodavanje biljega BiolD2-HA
na rep gB/pMS55 onemogucuje replikaciju virusa, analizu interaktoma gB/pMS55 nismo proveli. Na
temelju prethodno objavljene studije nase grupe u kojoj je analizirano pet proteoma pripravaka HCMV
viriona [231], napravili smo screening depleciju u cilju identifikacije stani¢nih bjelancevina domacina
potrebnih za sekundarno omatanje i izlazak viriona. Za filtriranje stani¢nih proteina identificiranih u
virusnim proteomima koriSteni su proteomski podaci iz velikih i malih izvanstani¢nih vezikula (IEVa i
sEV) i nevezikularnih ekstracelularnih Cestica (NVEP). Pomocu ovih filtera suzena je analiza s 2000
stani¢nih proteina na 15-20 proteina koje su identificirani kao potpis stanica (engl. signatures) domacina
unutar viriona. Ovi potpisi su stani¢ni proteini koji zaostaju u oslobodenim virionima kao biljeg
stani¢nog odjeljka u kojem se vrsi sekundarno omatanje viriona [231]. Supresijom njihova izrazaja i
nekih dodatnih stani¢nih proteina smo htjeli identificirati proteine koji su kljucni za sastavljanje i izlazak
MCMYV iz stanice. Metodom siRNA utiSavanja smo depletirali ekspresiju idu¢ih stani¢nih proteina:
VPS35, VAMP2, VAMP3, Rab8a, Rab11a, Rab18, Rabin8 (Rab3IP), Klatrin (teski lanac), y1 -Adaptin,
Syntaxin 12 (STX12), SECC22B, Vtila, EHBP1, WASHCI1, EHD1, DENND4a, PACSIN2, MICALLI,
PIK3C2A (alpha), AKT1 i SGK3.

Eksperiment je koncipiran na nacin probirne deplecije (engl. screening), bez provjere utiSavanja
navedenih proteina. NIH3T3 stanice su transficirane koriStenjem siRNA (80 nM koncentracija) i nakon
48 h inficirane s MCMV-wt. Dva dana nakon infekcije, pokupljeni su supernatanti i stanicni lizati za
analizu produkcije unutar- i izvanstani¢nih infektivnih Cestica standarnim testom virusnih plakova.

Uoceno je znacajno povecanje izvanstani¢nih viriona u supernatantu nakon utiSavanja VPS35,
VAMP2, VAMP3, Syntaxina 12, SEC22B, Vtila, WASHC1, DENND4A, PACSIN2, MICALLI,
PIK3C2A i SGK3. Povecanje je zabiljeZeno i nakon utiSavanja Rab8a, Rab18, Rabin8, EHBP1 i EHDI,
ali ne znacajno. Nasuprot tome, znac¢ajno smanjenje viriona u supernatantu se dogodilo nakon deplecije
Rablla, klatrina i DENND4A. Smanjeno oslobadanje infektivnih viriona nakon supresije klatrina
ukazuje na koriStenje klatrin ovisanog puta u potencijalnom sortiranju proteina. Smanjenje nije bilo
znacajno za AKT1 (slika 31A).

Rezultati za produkciju unutarstani¢nih viriona iz stani¢nih lizata su u velikoj mjeri slijedili
rezultate izvanstani¢nih Cestica, s najve¢im odstupanjem za DENND4a koji je sada bio povecan, ali ne
znacajno. Ostala neznacajna povecanja su pokazana nakon utiSavanja VAMP2, Rabin8, y1-Adaptina,
STX12, SEC22B i SGK3. Znacéajno povecana produkcija infektivnih viriona se dogodila nakon
utisavanja VPS35, VAMP3, Rab8a, Rab18, Vtila, EHBP1, WASHCI1, EHD1, PACSIN2, MICALLI i
PIK3C2A. Smanjenje viriona je zabiljezeno nakon utiSavanja Rablla, klatrina i AKTI1, iako za
posljednji protein ono nije bilo statisticki zna¢ajno. Ukupan rezultat nakon supresije PIK3C2A ukazuje
da lokalizirana produkcija PI3P na tubularnim endosomalnim odjeljcima nije klju¢na za proces

oslobadanja viriona (slika 31B).
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Slika 31. U¢inak supresije stani¢nih faktora koji djeluju na sucelju EE/RE/ERC na stvaranje i oslobadanje
infektivnih MCMYV viriona. NIHT3T stanice su tretirane sa siRNA 48 sati, inficirane s MCMV-wt, a koli¢ina
infektivnih Cestica iz stani¢nih lizata i supernatanta odredena je 48 hpi koriStenjem standardnog testa virusnih
plakova. Rezultati su prikazani kao log10 infektivnih jedinica virusa/mL uzorka. Prikazane su srednje vrijednosti
+ SD Cetiri do devet nezavisnih eksperimenata (broj eksperimenata je oznacen u stupcima). StatistiCka znacajnost
odredena je Kruskal-Wallisovim testom s Dunnovim post hoc testom (*p < 0,05; ** p <0,01).

4.4, Ispitivanje uloge SNX3 u replikacijskom ciklusu i sklapanju MCMY viriona

Analiza SNX-ova u virionima sugerira da beta-herpes virioni mogu sazrjeti na SNX3-
pozitivnim membranama koje potjecu iz Rab8/Arf6 reciklirajuceg puta te da se mehanizam sortiranja
tereta temeljen na SNX3 moze koristiti za koncentraciju virusnih glikoproteina ovojnice na omatajucoj
membrani [231]. S obzirom da SNX3 takoder doprinosi odvajanju (engl. retrieval) CIE tereta i stupa u
interakciju sa SNX27 [293], mogao bi doprinijeti ranim dogadajima u formiranju AC-a. Zbog
navedenog smo htjeli istraziti doprinos SNX3-ovisnog puta u Sirenju Rab10-pozitivnih domena (PD),

pre-AC biogenezi i produkciji infektivnih viriona tijekom MCMYV infekcije.

71



4.4.1. SNX3 se akumulira u unutarnjem pre-AC i perifernom membranskom sustavu inficiranih

stanica u E fazi infekcije i u AC tijekom L faze

Povecana regrutacija faktora stanica domacina koji reguliraju membranski tok i membransku
koncentraciju u perinuklearnoj regiji stanica zarazenh MCMV-om je obiljezje reorganizacije
membranskog sustava karakteristicnog za AC [83]. Prvo smo istrazili akumulira li se SNX3 u pre-AC
tijekom E faze infekcije, Sto ukljucuje dislocirane Golgijeve i prosirene EE-ERC/ERC-TGN membrane,
au potpuno razvijenom AC nakon replikacije virusne DNA i ekspresije MCMV L gena. U neinficiranim
NIH3T3 stanicama, SNX3-pozitivne membranske strukture su bile koncentrirane u perinuklearnom
podrucju i na periferiji stanice, dok je Golgi sadrzavao tipicne spljostene strukture cisterni koje se Sire
iz sredista stanica oko jezgre (slika 32). U E fazi infekcije (6 i 16 hpi), koncentrirane su SNX3-pozitivne
strukture u perinuklearnom podrucju, a nepovezane Golgijeve cisterne su proSirene u prstenastu
strukturu, tvore¢i osnovnu konfiguraciju pre-AC (slika 32A). Zbijanje i ekspanzija je rezultirala
povecanom kolokalizacijom SNX3 i Golgijevog markera (slika 32B) GM130, a znatan udio SNX3-
pozitivnih organela ostao je izvan AC na periferiji stanice (slika 32A). Takoder je primijecen isti obrazac
distribucije SNX3 u stanicama Balb3T3 (slika 32A), koje pruzaju bolju rezoluciju za prostornu analizu
kasnije faze infekcije. U L fazi infekcije, na 48 hpi, AC je bio potpuno uspostavljen i sastojao se od
prosirenih Golgijevih cisterni napunjenih MCMV glikoproteinom gpM55, a SNX3-pozitivne strukture
bile su smanjene na periferiji stanice (slika 33A). gB/pM55 je takoder bio prisutan u tockastim
strukturama u unutarnjoj regiji koja se snazno preklapala sa SNX3, iako je ukupna kolokalizacija izmedu
ova dva proteina bila je prili¢no niska, kao §to se ocekivalo (slika 33B).

Do pojacanog regrutiranja SNX3 na membrane unutarnjeg AC-a bi moglo do¢i zbog povecane
ekspresije gena SNX3, njegove povecane sinteze ili produljenog raspada. Kako bismo to analizirali,
proveli smo Western blot analizu ekspresije proteina SNX3 tijekom relevantnih faza ciklusa replikacije
MCMV i otkrili da je ekspresija SNX3 bila povecano regulirana (up-regulirana) u E fazi infekcije i
ustrajala tijekom L faze (slika 32C). Buduc¢i da nismo primijetili nikakvu znacajnu promjenu u SNX3
transkripciji kada smo analizirali na§ prethodno objavljeni transkriptom stanica inficiranih MCMV-om
[83], zakljucili smo da se SNX3 nakuplja u zarazenim stanicama zbog promjene u stopi njegovog
raspadanja. Ovo zapazanje je u skladu s prethodno objavljenim opazanjem smanjene ekspresije EEA1
u stanicama zarazenim MCMV-om [83] 1 HCMV-om [181], jer se SNX3 natjece s EEA1 za vezanje na
PI(3)P u endosomima [257,294].
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Slika 32. Perinuklearno nakupljanje SNX3 u pre-AC i AC stanica zaraZenih s MCMV-om. (A) Analiza
imunofluorescencije SNX3 i GM130. NIH3T3 stanice su zarazene s Am138-MCMV (MOI 10) i fiksirane na na 6,
16, 24 i 48 hpi ili ostavljene neinficirane, permeabilizirane i obojene s protutijelima anti-SNX3 (crveno) u
kombinaciji s protutijelima anti-GM130 (zeleno) i pIE1 za kontrolu infekcije (plavo). Prikazane su konfokalne
slike kroz fokalnu ravninu. Strelice pokazuju perinuklearnu akumulaciju u pre-AC. Mjerne crte, 5 pm. (B) Analiza
kolokalizacije prikazana kao postotak preklapanja (Mandersovi koeficijenti) SNX3 s GM130 (M1) i GM130 s
SNX3 (M2) po stanici. Mjerenje je provedeno kroz cijelu z-os koriStenjem Intermodes algoritma. Podaci
predstavljaju kutijaste dijagrme za M1/M2 i rezultat za pojedinacnu stanicu iz tri neovisna eksperimenta. (C)
Western blot analiza ekspresije SNX3 tijekom E (6 1 16 hpi) i L (24 i 48 hpi) faze infekcije. Ekspresija pIEI i -
aktina u svakom uzorku sluzila je kao kontrola infekcije i nanosa proteina, a izvedena je na istim membranama
(Slika S2). (D) Kvantifikacija 18 kDa i 15 kDa SNX3 signala pomocu softvera ImageQuantTL (verzija 10.2).
Ekspresija je normalizirana prema neinficiranim stanicama. Prikazani su pojedinacni rezultati (prazni kruzic¢i) i
prosjek (crvene trake) tri do Cetiri neovisna eksperimenta (prikazano na slici S3). Statisticka znacajnost odredena
je Kruskal-Wallisovim testom s Dunnovim post-hoc testom (*p < 0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001).
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Slika 33. Perinuklearno nakupljanje SNX3 u pre-AC i AC Balb3T3 stanica zarazenih MCMV-om. (A)
Analiza imunofluorescencije SNX3, GM130 i pM55 u E (6 1 16 hpi) i L (48 hpi) fazi infekcije. Balb3T3 stanice
su zarazene s Am138-MCMV (MOI 10) ili su ostavljene neinficirane, fiksirane na 6, 16 i 48 hpi, permeabilizirane
i obojene s protutijelima anti-SNX3 (crveno) u kombinaciji s protutijelima anti-GM130 ili pM55 (zeleno) i pIE1
za kontrolu infekcije (plavo). Prikazane su konfokalne slike kroz fokalnu ravninu reprezentativnog eksperimenta.
Strelice pokazuju perinuklearnu akumulaciju u pre-AC. Mjerne crte, 20 um. (B) Analiza kolokalizacije prikazana
je kao postotak preklapanja (Mandersovi koeficijenti) SNX3 s pM55 (M1) i pM5S5 s SNX3 (M2) po stanici.
Mjerenje je provedeno kroz cijelu z-os koriste¢i Otsu algoritam.

Western blot analizom smo uocili dvije vrste SNX3 proteina veli¢ine od oko 18 kDa i 15 kDa
(slika 32C). Ove vrste predstavljaju ekspresiju dvije izoforme SNX3 u NIH3T3 stanicama (slika 34). 18
kDa SNX3 odgovara kanonskoj izoformi 1 (SNX3-162) od 162 aminokiseline (aa), dok forma od 15
kDa mozda odgovara izoformi 2 od 130 aa (SNX3-130) ili izoformi 4 od 140 aa (SNX3-140) [50]. Ove
izoforme koje kodiraju proteine generiraju se alternativnim prekrajanjem i opisane su za ljudski i misji
SNX3 (slika 34). Vrste s nizom molekularnom tezinom cinile su priblizno 35% ukupnih proteina
detekritranih WB-om. Za razliku od izoforme s ve¢om molekularnom tezinom, ekspresija se nije
povecala tijekom ciklusa replikacije MCMV i €inio je priblizno 14-16% ukupnog SNX proteina na 16,
24148 hpi (slika 32D).
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Slika 34. Izoforme transkripta SNX3. Pet izoformi SNX3 moZe se generirati alternativnim prekrajanjem
[295,296]. Izoformu 1 generiraju 4 egzona i kodira protein od 162 aminokiseline (aa), koji je poznat kao kanonski
protein od 18,7 kDa (SNX3-162) [296]. Izoforma 2 koja kodira protein nastaje isklju¢ivanjem egzona 2 i kodira
protein od 130 aa (SNX3-130) i 14,7 kDa, dok se izoforma 4 stvara skrac¢ivanjem egzona 1 i kodira protein od 140
aa (SNX3-140) i 16,3 kDa [296]. Sve tri izoforme nalaze se u ljudskim i mi§jim stanicama [296]. Izoformi 3
nedostaju egzoni 3 i 4 i predvida se da ¢e proci besmisleno raspadanje (engl. nonsense mediated decay) [297].
Izoforma 5 kodira proteine i opisana je u misjim stanicama [295]. Nedostaje joj egzon 3 i dio egzona 4 te kodira
protein od 102 aa (SNX3-102) koji se ne moze vezati na PI3P na EE, ali ima sposobnost vezanja na klatrin na PM
i perifernom endosomalnom sustavu [295]. Vazna funkcionalna domena SNX3 je phox-homoloska domena (PX),
koja se proteze izmedu 27.1 151. aa i sadrzi tri B-lista (B1-3) koji su bitni za funkciju SNX3 [298-300]. Mutacija
B2 narusava strukturu proteina i dovodi do njegove degradacije, dok mutacije B1 i B3 dovode do gubitka funkcije
SNX3 in vivo [300]. Povezanost s endosomima posredovana je vezanjem PI3P preko PX domene na Cetiri bitna
mjesta (smede trake u shematskom prikazu PX domene), ali studije mutageneze pokazale su da je polozaj 69-71
kritiéan (zeleno) [294]. Sekvence 147-162 na karboksi kraju dopustaju preferencijalno vezanje na PISP [301].
Studije mutageneze otkrile su nekoliko bitnih toc¢aka u strukturi SNX3 za vezanje komponente Vps35 retromera
(smede crte) [300,302]. Na temelju ovih strukturnih znacajki SNX3, izoforma 2 (SNX3-130) koja kodira protein
trebala bi se eksprimirati, ali izgubiti sposobnost vezanja na PI3P EE, sli¢no izoformi 5 (SNX3-102) [295], i
zadrzati sposobnost vezanja na membrane koje nisu EE (npr. PM). [zoforma 4 trebala bi biti osiromasena jer je
B2-list bitan za stabilnost SNX3 [300]. Polozaji pocetnica koristenih za RT-qPCR su prikazani ispod, a polozaji
siRNA i shRNA koji se nalaze u sekvencama transkripta oznaceni su zelenim okvirima. Brojevi oznacavaju
granice i polozaje aminokiselina.

4.4.2. SNX3 se lokalizira na Rab10-PD koji ovisi 0 SNX27

SNX3 se regrutira na EE i moze biti ukljucen u odvajanje tereta u vise smjerova, ukljucujuci
vracanje CIE tereta u putanju njegovog recikliranja [257]. Zbog navedenog smo istrazili lokalizira li se
SNX3 na iste membrane kao SNX27 i Rab10, nizvodni produkt aktivnosti SNX27 u stanicama
zarazenim MCMV-om [191]. 3D analizom kolokalizacije smo analizirali je li SNX3 povezan sa SNX27-
PD i Rab10-PD. Inficirali smo stabilne stani¢ne linije koje izrazavaju inducibilni EGFP-mSNX27 [191]
1 EGFP-Rab10 [179] te analizirali ekspresiju SNX3 s antitijelima protiv SNX3.

Na 0 hpi (slika 35A), SNX3 i SNX27 preklapaju se u ograni¢enim podru¢jima stanice, Sto rezultira
niskom kolokalizacijom i ukazuje na njihovu distribuciju u razli¢itim zonama membrane. Na 6 hpi,
kolokalizacija SNX3 sa SNX27 se povecala (slika 35A), $to ukazuje na reorganizaciju membranskih
zona u stanicama zarazenim MCMV-om, u skladu s prethodno opazenim pokretanjem dogadaja

reorganizacije membranskog sustava [83] i pojacanim regrutiranjem SNX27 na membrane unutar
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formirajuceg pre-AC [191]. Tijekom E faze, ova se reorganizacija nastavila, a SNX27 je dalje regrutiran
na membrane pre-AC, §to je rezultiralo povec¢anjem kolokalizacije SNX27 sa SNX3 sa 6 na 16 hpi (slika
35A). Cini se da je premjestanje SNX3-pozitivnih struktura u unutarnji AC bilo popraceno njegovim
dodatnim pojac¢anim regrutiranjem. Na kraju E faze infekcije, na 16 hpi, SNX27 i SNX3 bili su
koncentrirani u istoj vakuolarnoj strukturi i vjerojatno na istim domenama membrane, bududi da je
kolokalizacija bila znacajno veca nego na pocetku infekcije (slika 35B). I SNX27 i SNX3 pronadeni su
na produzecima ovih vakuolarnih struktura, §to ukazuje na njihovu distribuciju i u tubularne domene
(slika 35B, strelice). Ove su vakuolarne strukture vjerojatno prosireni EE/SE s povecanim kapacitetom
tubulacije za stvaranje TRE, u skladu s prethodno objavljenim opazanjem akumulacije i Sirenja EE/SE
unutar pre-AC [83,188,303] i doprinosom SNX27 u stvaranju TRE [191]. Budu¢i da je znacajan udio
SNX3 ostao izvan SNX27-PD, njegova kolokalizacija sa SNX27 se povecala, iako je znacajan udio
SNX3-pozitivnih membrana ostao izvan SNX27-PD, posebno u perifernom membranskom sustavu.

S napredovanjem ciklusa replikacije u ranu-kasnu fazu (24 hpi), kada se pre-AC pretvarau AC,
iu L fazu kada je AC potpuno razvijen (48 hpi), kolokalizacija SNX27 i SNX3 dodatno se povecala
(slika 35A), iako su mnoge membranske domene pozitivne na SNX3 ostale izvan podrucja s prosirenim
SNX27-PD. Sve u svemu, ovi podaci sugeriraju produljeno zadrzavanje SNX3 i SNX27 na sli¢nim
membranama unutar AC.

Budu¢i da kompleksi retromer—SNX27-ESCPE-1 posreduju u tubulaciji EE [191] kroz
regrutiranje Rab10 ovisno o EHBP1 [179], istrazili smo ostaje li SNX3 na Rab10-PD. Kao §to se
ocekivalo, otkrivena je vrlo mala kolokalizacija SNX3 s Rab10 na O hpi (slika 35C ), ali ve¢ na 6 hpi,
kolokalizacija Rab10 sa SNX3 se povecala, u skladu s poc¢etkom pojacanog regrutiranja Rab10 u EE
domenu [179]. U skladu s tim, Rab10-PD se prosirio u perinuklearnoj regiji do 16 hpi, §to je dokazano
povecanim regrutiranjem EGFP-Rab10 u perinuklearnoj regiji koja odgovara pre-AC, a regrutirani
Rab10 znacajno se preklapao sa SNX3 (slika 35C). Ipak, znatan udio SNX3 ostao je izvan Rab10-PD
regije, Sto je rezultiralo niskim stupnjem kolokalizacije s Rab10. Slican stupanj kolokalizacije
primijecen je na 24 i 48 hpi (slika 35C). Ovi podaci, zajedno s podacima iz analize kolokalizacije sa

SNX27, pokazuju da SNX3 ostaje povezan s membranama koje proizvode Rab10-PD.
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Slika 35. Analiza kolokalizacije SNX3 sa SNX27 i Rab10. (A-C) NIH3T3 stanice s inducibilnom ekspresijom
EGFP-mSNX27 ili EGFP-Rab10 tretirane su doksiciklinom (2 pg/ml) 24 sata i inficirane s Am138-MCMV (MOI
od 10). 0, 6, 16, 24 i 48 sati nakon infekcije (hpi) stanice su fiksirane, permeabilizirane i obojene primarnim
antitijelima protiv SNX3 i pIE1 nakon Cega su slijedila odgovarajuca sekundarna antitijela i analiza konfokalnom
mikroskopijom. (A) Analiza kolokalizacije EGFP-mSNX27 sa SNX3, prikazana kao postotak preklapanja
(Mandersovi koeficijenti) SNX3 sa SNX27 (M1) i SNX27 sa SNX3 (M2) i Pearsonov koeficijent korelacije po
stanici. Mjerenje je provedeno preko cijele z-osi koriste¢i Intermodes algoritam. Lijevo je prikazan kutijasti
dijagram za M1/M2 i rezultat za pojedinacnu stanicu, dok lijevi dijagram prikazuje Pearsonov koeficijent
korelacije. Prikazane su srednje vrijednosti + SD. (B) Konfokalne slike stanica na 16 hpi. Donji panel slika
prikazuje uokvireno podrucje snimljeno pri ve¢em povecéanju. (C) Analiza kolokalizacije EGFP-Rab10 sa SNX3,
prikazana kao postotak preklapanja (Mandersovi koeficijenti) i Pearsonov koeficijent korelacije po stanici, kao $to
je opisano u A. Statisticka znacajnost odredena je Kruskal-Wallisovim testom s Dunnovim post-hoc testom (*p <
0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001).
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4.4.3. SNX3 doprinosi Sirenju Rab10-PD

Kako bismo dodatno procijenili doprinos SNX3 napredovanju MCMYV infekcije, analizirali smo
kljuéne dogadaje u ciklusu replikacije MCMYV u stanicama sa smanjenom ekspresijom SNX3. UtiSali
smo SNX3 koriStenjem siRNA 1 stvaranjem stani¢nih linija sa shRNA (slika 36). Oba su pristupa
rezultirala znacajnim smanjenjem SNX3 mRNA kako je pokazano koriste¢i RT-qPCR (slika 36C).
Western blot analiza pokazala je znacajno smanjenje od 18 kDa SNX3 (prosje¢no smanjenje bilo je 73%
za neinficirane i 48 h inficirane stanice) i umjeren ili nikakav uc¢inak na 15 kDa SNX3 (za neinficirane
stanice je prosjecno smanjenje bilo 23%, a za 48 hpi, 3%) u stanicama tretiranim shRNA (slika 36B).
Signal od 18 kDa odgovara kanonskoj izoformi SNX3-162 (slika 34). Signal od 15 kDa ne odgovara
izoformi SNX3-140, jer mutacija domene Snx3-B2, koja nedostaje izoformi SNX3-140, strukturno
naru$ava njegovu ekspresiju, Sto dovodi do degradacije [300]. Nadalje, signal od 15 kDa ne odgovara
SNX3-113, bududi da je ovaj transkript podvrgnut nonsense posredovanom putu raspada [297]. Stoga,
signal od 15 kDa najvjerojatnije odgovara SNX3-130, kojem nedostaju sekvence egzona 2 (Slika 2)
[295-297]. Ova je izoforma vjerojatno otpornija na utjecaj siRNA i shRNA, buduci da jedna od tri
komplementarne sekvence RNA cilja egzon 2, koji nedostaje u SNX3-130, a druge dvije ciljaju na 3’
UTR regiju (slika 34) [297]. Ipak, ¢ini se da je ova izoforma nefunkcionalna u EE jer joj nedostaju
kljucne sekvence kodirane egzonom 2 (slika 34): B3 list, koji zajedno s a1 domenom ¢ini PI(3)P vezni
dzep [299], klju¢ne aminokiseline 69-71 potrebne za PI(3)P vezanje [257,294], i aa 72, koja je potrebna
za fosforilaciju i zavrSetak vezanja PI3P [299]. Unato¢ nefunkcionalnoj phox domeni (PX) SNX3-130
na EE, ova izoforma vjerojatno zadrzava sposobnost djelovanja na periferiji stanice i PM jer zadrzava
sekvence vezanja retromera na N-terminusu [300,302] i druge sekvence vezanja fosfoinozitida [npr.
PI(5)P] na C-terminusu [301], kao $to je opisano za kratku izoformu SNX3-102 koja se veze za klatrin
na PM [295]. Sam SNX3-102 mnogo je kraci, nedostaje mu egzon 3 i dio egzona 4, ali sadrzi sekvence
egzona 2 [295] i stoga bi trebao biti osjetljiv na utiSavanje koristenjem siRNA 1 shRNA kao SNX3-162.
Sveukupno, mjeSavina tri sekvence siRNA i shRNA rezultirala je u¢inkovitim smanjenjem kanonske

izoforme SNX3-162 koja djeluje na EE (slika 34B).
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Slika 36. Uspje$no proizvedene NIH3T3 stani¢ne linije s ekspresijom shScr i shSNX3. (A) Konfokalne slike
neinficiranih stani¢nih linija, obojene primarnim antitijelima protiv.  SNX3. Ukupna korigirana stani¢na
fluorescencija (TCCF) za SNX3 pojedinacne stanice kvantificirana ImageJ programom. (B) RT-qPCR
kvantifikacija ekspresije SNX3 u neinficiranim i 48 sati inficiranim stanicama tretiranim siSNX3 i stanicama koje
eksprimiraju shSNX3. Podaci predstavljaju tri neovisna eksperimenta normalizirana prema si- i shScr kontroli.
Crvena linija prikazuje srednju vrijednost. (C) Reprezentativni Western blotovi koji pokazuju smanjenje SNX3 u
neinficiranim i Am138-MCM V-inficiranim (48 hpi) stanicama. Ekspresija pIE1 je koristena kao kontrola infekcija,
a B-aktina kao kontrola nanosa proteina. Podaci s desne strane predstavljaju pojedinacne rezultate Western blotova
normalizirane prema ekspresiji f-aktina u svakom uzorku, nakon ¢ega slijedi normalizacija prema shScr. Crvene
linije prikazuju srednje vrijednosti.

Kada su ispitane stanice koje eksprimiraju shScr i shSNX3, utiSavanje nije rezultirao nikakvom
vidljivom promjenom u veli€ini i distribuciji EE (slika 37A, Rab5), ERC-a (slika 37C, Rab11a) i kasnih
endosoma (slika 37D, Lamp1), niti je utjecalo na prometovanje receptora transferina (TfR) (slika 37B,
TfR). Primijetili smo povecanje regrutiranja EEA1 u EE u stanicama tretiranim shSNX3 (slika 38A), u
skladu s recipro¢nim odnosom SNX3 i EEA1 na temelju njihove konkurencije za PI3P i mobilizacije u
razli¢itim EE zonama [257,294]. Takoder smo primijetili smanjenje regrutiranja Vps35 (slika 38B),
bitne komponente kompleksa retromera [245], i pove¢anu kolokalizaciju Vps35 s EEA1 (slika 38C), u
skladu s gubitkom regrutiranja retromera posredovanog SNX3 u EE i lokalizacijom regrutiranog
retromera u EEA1-pozitivnim zonama EE [302]. Ovi podaci sugeriraju da utiSavanje 18 kDa SNX3

dovodi do ocekivanih promjena u funkciji EE.
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Slika 37. Ekspresija SNX3 shRNA nema u¢inka na (A) rane endosome, (B) promet receptora transferina,
(C) endosomalni odjeljak za recikliranje (Lamp1) i (D) kasne endosome. Analiza imunofluorescencije Rab5,
Lampl i Rablla u kombinaciji sa SNX3 provedena je na netransficiranim (NT) NIH3T3 stanicama i stani¢noj
liniji koja eksprimira shScr i shSNX3. Prometovanje receptora transferina opazen je nakon obiljezavanja s anti-
TfR (klon R17 217.1.3) na 4°C tijekom 30 minuta, nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje i 45 minuta inkubacije na
37°C. Prikazane su konfokalne slike kroz fokalnu ravninu reprezentativnog eksperimenta. Mjerne crte, 10 um.
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Slika 38. Membranska povezanost retromera, odredena pomoéu Vps35, i ranog endosomalnog antigena 1
(engl. early endosomal antigen 1, EEA1) nakon utiSavanja SNX3. Netransficirane (NT), NIH3T3 stanice koje
eksprimiraju shScr ili shSNX3 su inficirane s Am138-MCMV (MOI od 10). Nakon 6 i 24 hpi, stanice su fiksirane,
permeabilizirane i obojene antitijelima protiv Vps35, EEA1 i pIE1 i analizirane konfokalnim mikroskopom. Slike
su kvantificirane (A-B) za ukupno korigiranu stani¢nu fluorescenciju (TCCF) i (C) za 3D kolokalizaciju Vps35 i
EEAL. (A-B) TCCF svake stanice je kvantificiran pomoc¢u ImagelJ. Podaci prikazuju kutijaste dijagrame i rezultat
za svaku stanicu iz tri neovisna eksperimenta. (C) 3D analiza kolokalizacije Vps35 s EEA1 prikazana je kao
postotak preklapanja (Mandersovi koeficijenti) EEA1 s Vps35 (M1) 1 Vps35 s EEA1 (M2), te kao Pearsonov
koeficijent korelacije (R) po stanici. Mjerenje je provedeno kroz cijelu z-os koriste¢i Intermodes algoritam. Podaci
na lijevoj stranicu prikazuju kutijaste dijagrame za M1/M2 i rezultat za svaku stanicu iz tri neovisna eksperimenta,
dok podaci na desnoj strani pokazuju srednji Pearsonov koeficijent korelacije za navedene stanice + SD. Statisticka
znacajnost odredena je Kruskal-Wallisovim testom s Dunnovim post hoc testom (*p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001; **** p <0,0001). (D) Reprezentativne konfokalne slike. Mjerna crta, 10 pm.
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Supresija SNX3 pomoc¢u shRNA nije imala u¢inka na uspostavljanje infekcije, $to je utvrdeno
ekspresijom pIEl (slika 39A). Metodom protocne citometrije i kvantifikacije GFP ekspresije u
stanicama inficiranim rekombinantnim GFP-MCMV-om, pokazano je da utiSavanje nije imalo ucinka
na progresiju E faze infekcije (slika 39B). Analiza ekspanzije Rab10-PD u stanicama tretiranim siRNA
(slika 39C) i stanicama koje eksprimiraju shRNA (slika 39D) pokazala je da su obje metode omogucile
ekspanziju Rab10-PD. Udio stanica koje eksprimiraju ekspandirani Rab10-PD bio je umjereno smanjen
i to je smanjenje bilo statisticki znacajno, Sto sugerira da SNX3 nije neophodan za ekspanziju Rab10-

PD, ali doprinosi njenom odrzavanju.

A B C D
100 - 35 - 100 1 . 100 1 =
m .. oot = 34 o o o
£ 80 4 g 25 | © 8 2 80 - 2 80 1'm
E -5-: 24 © - b = %
-'E 60 - E 15]0 = <. g_ 60 ‘_g:‘ Kont g_ 60 1°5F « _ Kont
= © w ) 0
§ 401 8 14§ ° o9 g 40- 4 S 40 1
- S 05 8 : g
Ll i - 17} 7 " i
w20 T o) . 2 20 @ 20
FS 0 %C:“c;’}ﬂ" ‘bée'é}' 0 - 0
¢ P ¢ & & P
B Ghpi  24hpi > 8

Slika 39. U¢inci deplecije SNX3 na replikaciju MCMYV. (A) Postotak stanica koje eksprimiraju shScr i shSNX3
s nuklearnim bojanjem pIEl na 16 hpi, odredeno imunofluorescencijom. Podaci pokazuju pojedinacne
eksperimente, srednju vrijednost (crna linija) i SD. Kontrolna (Kont.) linija predstavlja srednju vrijednost = SD u
netransficiranim stanicama. (B) Ekspresija GFP odredena proto¢nom citometrijom nakon infekcije s GFP-MCMV.
(C) Postotak inficiranih (Am138-MCMV, plE1-pozitivnih) stanica tretiranih siScr i siSNX3 ili (D) stanica koje
eksprimiraju shScr- i shSNX3 s perinuklearnom (p.n.) akumulacijom Rab10. Podaci predstavljaju pojedinacne
eksperimente, srednje vrijednosti (crna linija) i SD. Kont. linija predstavlja srednje vrijednosti = SD nakupljanja
Rab10 u netransficiranim stanicama.

Za razliku od nasih prethodno objavljenih opazanja da SNX27-retromer—ESCPE-1-ovisna
ekspanzija Rab10-PD doprinosi ekspresiji MCMV proteina [191], smanjenje funkcija povezanih sa
SNX3 nije imalo ucinka na ekspresiju E proteina (pM57 i 105 kDa pM25), i L proteina, prikazano
ekspresijom oba oblika (130 kDa i 55 kDa) pM55 i oblikom pm74 od 70 kDa (slika 40). Medutim,
opetovano smo uocavali smanjenje ekspresije L-proteina u stanicama koje eksprimiraju shScr, $to
sugerira da ovaj postupak smanjuje ekspresiju proteina koji ovise o replikaciji DNA. Dakle, u usporedbi
izmedu Scr i SNX3 stanica koje eksprimiraju shRNA, ekspresija 55 kDa oblika pM55 bila je znacajno
povecana (slika 40). Sumarno, analiza ekspresije MCMYV proteina sugerira da deplecija SNX3 ne utjece
na sortiranje ovisno o retromer-SNX27-ESCPE-1 u tubularnu domenu Rab10, koje pridonosi kontroli

ekspresije virusnih gena.
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Slika 40. Ucinci deplecije SNX3 na ekspresiju virusnih proteina u kasnoj fazi MCMYV infekcije. (A)
Ekspresija virusnih proteina pM57, pM25 (130 i1 105 kDa), pM55 (130 i 55 kDa) i pm74 (70 i 30 kDa) odredena
Western blot analizom u netransficiranim (NT) i stanicama s ekspresijom shScr i shSNX3 na 48 hpi (Am138-
MCMYV, MOI 10). Podaci predstavljaju rezultate pojedinaénih Western blotova normaliziranih na ekspresiju f3-
aktina u svakom uzorku, nakon ¢ega je slijedila normalizacija prema netransficiranoj kontroli. Crvene linije
prikazuju srednje vrijednosti. (B) Prikaz reprezentativnih Western blotova za svaki virusni protein.

4.4.4. Deplecija SNX3 oteZava sastavljanje viriona, ali ne smanjuje prinos virusa

Kako bismo testirali utjece 1i smanjenje SNX3 na sastavljanje i izlazak viriona, analizirali smo
unutarstani¢nu distribuciju fluorescentnih kapsida nakon infekcije stanica sa S-mCherry-SCP MCMV.
Nakon infekcije ovim virusom, crvena fluorescencija u obliku nuklearnih kondenzata nakupila se u
shScr i shSNX3 stanicama, 48 hpi (slika 41 A). Postotak stanica koje izrazavaju nuklearnu fluorescenciju
bio je jo$ veci u stanicama koje izrazavaju shSNX3. Od stanica koje izrazavaju nuklearnu fluorescenciju,
priblizno 40% stanica koje eksprimiraju shScr pokazalo je citoplazmatsko nakupljanje crvene
fluorescencije, $to je nesto nize od razina koje su prethodno opazene u netransficiranim stanicama. U
stanicama koje eksprimiraju shSNX3, postotak stanica koje pokazuju citoplazmatske nakupine
mCherry-SCP znacajno je smanjen na 30% stanica (slika 41A). Ovi podaci sugeriraju da bi funkcije
povezane sa SNX3 mogle biti potrebne za formiranje citoplazmatskih agregata fluorescentnih viriona.
Medutim, kvantifikacija viriona nije pokazala razliku u oslobodenim virionima izmedu stanica koje
eksprimiraju shScr i shSNX3, iako se Cinilo da stanice shSNX3 akumuliraju znacajno viSe viriona
povezanih sa stanicom (slika 41B i C), Sto sugerira da kada su funkcije povezane sa SNX3 smanjene,

stanica moze proizvoditi 1 otpustati infektivne virione.
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Slika 41. U¢inci deplecije SNX3 na kasnu fazu MCMYV infekcije. (A) Postotak stanica s ekspresijom shScr i
shSNX3 koje razvijaju nakupljanje SCP nakon infekcije s S-SCP-mCherry-MCMYV pri 48 hpi (lijevi dijagram).
Desni dijagram prikazuje postotak stanica koje eksprimiraju SCP s razvijenim akumuliranim SCP u citoplazmi.
Rezultati predstavljaju kvantifikaciju imunofluorescencijom razliCitih polja iz Cetiri neovisna eksperimenta.
Prikazane su srednje vrijednosti (crne linije) i prosjecne vrijednosti pojedinacnih eksperimenata. Kont. oznac¢ava
srednje vrijednosti = SD netransficirane kontrole. (B, C) Kvantifikacija infektivnih viriona u stanicama tretiranim
siScr i siSNX3 (B) ili stanicama s ekspresijom shScr i shSNX3 (C) utvrdenih standardnim testom virusnih
plakova, 48 sati nakon infekcije s Am138-MCMV. Kutijasti dijagrami predstavljaju podatke iz 6-12 pojedinacnih
eksperimenata s prikazanim unutarnjim tockama. Statisticka znacajnost odredena je Mann-Whitneyevim testom

(*p < 0,05).

4.4.5. Deplecija SNX3 koriStenjem shRNA relokalizira virusni glikoprotein B

Budué¢i da SNX3 moze pridonijeti razvrstavanju tereta na EE, moze se pretpostaviti da je
njegova funkcija u stanicama zarazenim MCMV-om povezana s kontrolom distribucije virusnog
glikoproteina unutar zaraZene stanice. Da bismo to istrazili, pratili smo ekspresiju pMS55, koji tvori
homodimerni kompleks gB, i pm74, poznat kao gO, koji tvori kompleks s gH 1 gL [67], u shSNX3
stanicama. Ova dva glikoproteina imaju razli¢ite puteve unutar membranskog sustava stanice. Oba se
akumuliraju u vanjskom AC-u i dopiru do membranskih intermedijera unutarnjeg AC-a [83], ali samo
se gB/pM5S5 eksprimira na povrSini stanice [304,305]. Proto¢na citometrijska analiza pokazala je
znacajan porast ekspresije gB/pMS55 na povrsini stanice (slika 42). Ovi su podaci u skladu s pove¢anom
ekspresijom gp55 oblika gB/pM55 (slika 40) koji nastaje proteolitickom aktivno$¢u na povrsini stanice,

$to sugerira da SNX3 regulira unutarstanicni transport gB/pMS55.
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Slika 42. Deplecija SNX3 povecava razinu pM55 (gB) na stani¢noj povrSini. NIH3T3 stanice koje
eksprimiraju shScr ili sShSNX3 bile su zarazene s Am138-MCMV (MOI 10), a ekspresija pM55 odredena je na 24,
48 i 72 hpi pomocu protocne citometrije. (A) Prikaz rezultata kao pomak intenziteta zelene fluorescencije
reprezentativnog eksperimenta. Crvena linija prikazuje intenzitet pMS55. (B) Podaci predstavljaju AMFI neovisnih
eksperimenata normaliziranih prema netransficiranim (NT) stanicama, a crvene linije prikazuju srednje
vrijednosti. StatistiCka znacajnost odredena je Mann-Whitneyevim testom (*p < 0,05).

4.4.6. SNX3 pridonosi mehanizmu koji kontrolira sklapanje i izlazak viriona, zajedno s deplecijom
ostalih sortirajuc¢ih neksina

Kako bismo procijenili doprinos SNX3 u sastavljanju i izlasku viriona, utiSali smo izrazaj svih
SNX gena ukljuéenih u odvajanje tereta i savijanje membrane tijekom formiranja tubularnih
recikliraju¢ih EE. Njihov utjecaj je ispitan nakon utiSavanja koriste¢i siRNA u NIH3T3 netransficiranim
stanicama i stani¢nim linijama koje izrazavaju shScr ili shSNX3. Stvaranje infektivnih viriona pratilo
se standardnim testom virusnih plakova. Ovaj pristup je ograni¢en zbog dugotrajnog protokola koji
ukljucuje najmanje dva dana transfekcije sa siRNA za dostatnu supresiju razina proteina i dodatna dva
do tri dana za formiranje i oslobadanje infektivnih viriona u zarazenim stanicama, $to moZze rezultirati
razrjedivanjem transficirane siRNA.

Supresija SNX1 i SNX2, dvije komponente retromera, SNX4, za koju se zna da je povezana s
vracanjem tereta tijekom endosomalnog recikliranja u PM, i SNX17, za koju se zna da pridonosi
sortiranju tereta u TGN [248], nije imala ucinka na otpuStanje izvanstani¢nih viriona i viriona stani¢nih
lizata (slika 45A). Kombinirana supresija SNX1, SNX2 i SNX3 takoder nije imala ucinka (slika 43A).
U skladu s nasim prethodno objavljenim opazanjima [191], deplecijom SNX27 se smanjio prinos
izvanstani¢nih viriona, a ¢ini se da je ovaj u¢inak pojac¢an kombiniranim utiSavanjem SNX3 (slika 43A).
Sliéni u€inci primijeéeni su nakon kombinirane supresije SNX3 i SNX4 (slika 43A). Ovi podaci
sugeriraju da SNX3 doprinosi endosomalnom putu recikliranja koji se koristi za stvaranje viriona.

Kao $to je ranije spomenuto, ekspresija shRNA za SNX3 nije imala utjecaja na proizvodnju i

oslobadanje infektivnih viriona. Stovise, prisutnost kontrolne shRNA dosljedno smanjuje sklapanje
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viriona. Transfekcija siRNA za SNX4 i SNX27 u kontrolne stanice koje eksprimiraju shRNA znacajno
je smanjila prinos izvanstani¢nog virusa (slika 43B). Transfekcija siRNA za SNX1, SNX4, SNX17 i
SNX27 u stanice koje eksprimiraju shRNA SNX3 znacajno je smanjila produkciju izvanstani¢nih
viriona, a SNX4 je takoder smanjio virione stani¢nih lizata (slika 43C). Ovi podaci sugeriraju da funkcije
povezane s retromerom, SNX4 i SNX27, doprinose procesima stvaranja i/ili oslobadanja viriona iz
zarazenih stanica.

Zaklju¢no, ovi eksperimenti sugeriraju da su procesi sortiranja tereta u endosomalnom putu
recikliranja povezanih s CIE sortiranjem tereta, potrebni za sastavljanje viriona i stvaranje virusnog

potomstva. Funkcije povezane sa SNX3 nisu kljucne, iako SNX3 doprinosi ovim procesima.
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Slika 43. Deplecija sortirajuéih neksina povezanih s endosomalnim recikliranjem u PM potvrduje doprinos
SNX3 biogenezi viriona MCMYV. Utisavanje SNX-ova pomoc¢u siRNA u (A) NIH3T3 stanicama, (B) NIH3T3
stanicama koje eksprimiraju shScr i (C) NIH3T3 stanicama koje eksprimiraju shSNX3. Stanice su tretirane sa
siRNA 48 sati, inficirane s Am138-MCMV (MOI 10), a koli¢ina infektivnih Cestica iz stani¢nih lizata i
supernatanta odredena je 48 hpi koristenjem standardnog testa virusnih plakova. Rezultati su prikazani kao logl10
infektivnih jedinica virusa/mL uzorka. Prikazane su srednje vrijednosti + SD cetiri do osam nezavisnih
eksperimenta (broj eksperimenata je oznacen u stupcima). Statisticka znacajnost odredena je Kruskal-Wallisovim
testom s Dunnovim post hoc testom (*p < 0,05; ** p <0,01).
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5. RASPRAVA

Citomegalovirus je ucestali patogen koji pogada pojedince svih dobi i uspostavlja dozivotnu
latenciju. lako je CMV infekcija inade asimptomatska kod zdravih osoba, infekcija
imunokompromitiranih osoba ili tijekom trudno¢e moze uzrokovati tesku bolest. Lijeenje je trenutacno
ogranic¢eno, a profilakticko cjepivo nije dostupno [306]. Tijekom produktivne infekcije, stanica
domacina se potpuno preureduje kako bi se omogucilo uspjesno sklapanje i oslobadanje infektivnih
viriona. Stvaranje velike strukture poznate kao odjeljak za sklapanje viriona (engl. assembly
compartment, AC) je najistaknutija promjena u reorganizaciji stanice, bitna za zavr§no omatanje viriona
i oslobadanje istih iz stanice [177]. U vecini istrazivanja preuredivanja stanica nakon betaherpervirusne
infekcije koristeni su modeli misjeg i ljudskog citomegalovirusa (HCMV i MCMV), ali zavr$ni koraci
u replikacijskom ciklusu se i dalje slabo razumiju. Za bolje razumijevanje biogeneze CMV-a i razvoj
antivirusne terapije koja moze ciljati faktore stanica domacina, potrebno je razjasniti ove korake [307].

U ovom radu smo se fokusirali na karakterizaciju i sistematizaciju citopatogenih ucinaka
tijekom CMV infekcije, identifikaciju stani¢nih proteina ukljucenih u zavr$ni korak sekundarnog
omatanja te detaljnu analizu uloge sortirajuc¢eg neksina 3 (SNX3) u CMV replikaciji, zajedno s
odabranim ¢lanovima SNX obitelji.

Citopatogene ucinke smo opsezno analizirali snimanjem stanica koriste¢i digitalnu
holotomografsku mikrskopiju (DHTM) uz koriStenje mikroskopa 3D Cell Explorer-fluo. Snimanje
omogucuje 4D biljezenje refraktivnog indeksa (RI) te 2D snimanje tri fluorescentne boje. Za
kvantifikaciju slika dobivenih DHTM-om, potrebno je provesti proces segmentacije. Segmentacija slika
predstavlja izazov u analizi slika jer trenutno ne postoji standardizirani pristup za segmentiranje stanica.
Za segmentaciju stanica dobivenih koristenjem mikroskopa 3D Cell Explorer-fluo postoji komercijalno
dostupan softver (EVE Analytics). Koristili smo njegovu trial verziju kako bi kvantificirali 3D promjenu
refraktivnog indeksa tijekom infekcije s obzirom da se RI pokazao kao nova dimenzija virusne infekcije
[111]. Za 2D kvantifikaciju morfoloskih parametara koristili smo javno dostupan segmentacijski model
Cellpose [280].

Razvijeni su mnogi fizicki modeli i teorijski principi za razumijevanje i proucavanje biofizickih
svojstva stanice, kao $to su elektri¢na, mehanicka i opticka svojstva. Biofizicka svojstva stanice vazne
su veze izmedu biologije i fizike, koje se mogu koristiti za analizu i razumijevanje unutarstani¢nih
organela i dinamike Zivota stanice [308]. Elektri¢ni parametri kao §to su impedancija, elektromotorna
sila 1 vodljivosti vrlo su korisni u proucavanju aktivnosti mozga putem neuronskih mreza u $irenju
elektri¢ne sinapse. Mehanicka svojstva kao §to su brzina, elasti¢nost i adhezivne sile pomazu u praéenju
fizioloSkog statusa stanice i kako ona reagira na razli¢ite sile. Opticka svojstva kao Sto su kontrast,
rasprsenje i adsorpcija, odreduju koliko svjetlosti se prenosi kroz stanice [309].

Stani¢ni RI je jedan od klju¢nih biofizikalnih parametara koji se intenzivno proucava, po¢evsi

od prosje¢nog Rl stanica u suspenziji, RI pojedinac¢nih stanica do 2D i 3D distribucije RI organela unutar
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stanice [310-312]. Na temelju vrijednosti RI se mozZe odrediti koncentracija krute, suhe i mokre mase
stanica, elasti¢nost i promjene u metaboli¢koj aktivnosti stanica tijekom infekcije i razli¢itih faza
stanicnog ciklusa [122]. Takve promjene mogu biti povezane s abnormalnos¢u i disfunkcijom stanica,
kod razlicitih bolesti otkrivajuéi intrinzi¢nu dinamiku u stanicama i drugim mikroorganizmima. RI
abnormalnih stanica se moze usporediti s normalnim stanicama kako bi se utvrdile razlike i povezanost
s bolestima poput malarije i raka [313,314]. Primjerice, jezgreni RI je povecan s 1,542, 1,544 na 1,545
RIU (engl. refractive indeks unif) kada se usporeduju normalne stanice, stanice raka koje su
identificirane kao normalne stanice i maligne stanice [315]. Ovaj rastuci trend ukazuje da se indeks loma
jezgre povecava kako su stanice raka vece stoga RI jezgre moze biti znacajan ¢imbenik za ranu
dijagnozu raka. Buduéi da su virusne Cestice vrlo male veli¢ine, njihovo mjerenje je mnogo teZe.
Tehnike mjerenja njihovog indeksa loma su ograni¢ene i uglavnom se temelje na mjerenju u suspenziji
[316,317]. Zbog ogranicenja mjernih tehnika, u literaturi se ne moze pronac¢i mnogo podataka o mjerenju
indeksa loma virusa [309].

Nasi rezultati su pokazali da se prosjecni RI stanica povecava tijekom CMV infekcije, od 24 do
72 hpi. Ova promjena se u buduénosti treba detaljnije analizirat kako bi se dokazalo da je promjena u
RI vrijednosti specificna za CMV infekciju. Promjena u RI moze korelirati s citopatogenim ucincima
infekcije. 2D segmentacijom DHTM slika smo kvantificirali promjenu Sest parametara (povrsina, opseg,
omjer duljine i Sirine stani¢ne osi, kruznost, elipsoidnost i solidnost) kod neinficiranih stanica, i stanica
u infekciji (0-72 hpi). Pokazano je da je promjena u morfologiji stanica dinamican proces koji iskazuje
generalni trend pada ili porasta ovisno o parametru, ali s razli¢itim faza unutar samog ciklusa. Najveca
promjena kod svih parametara se pokazala na 60 hpi. U buducnosti se moze ispitati korelacija izmedu
promjena u vrijednosti parametara i faze virusne replikacije, izlaska i produkcije infektivnih viriona.
Dugotrajnim snimanjem stanica rekombinantnim S-mCherry-SCP MCMV-om, koji omogucava
vizualizaciju malog kapsidnog proteina u kasnoj fazi, prikazali smo nekoliko citopatogenih promjena:
zaokruzivanje i fuziju stanica, stvaranje mjehurica na plazmatskoj membrani (engl. blebbing), nastanak
malog kapsidnog proteina u jezgri i njegov izlazak u citoplazmu. U citoplazmi su uo¢ene akumulacije
S-SCP-a koje vjerojatno oznacavaju multiviralna tijela s nakupljenim nukleokapsidama gdje se vrsi
sekundarno omatanje. Njihov izlazak je uocen od 31. sata infekcije i nastavio se do kraja snimanja
odnosno 72 hpi. Produkcija kapsida u jezgri je zapocela 20 sati nakon infekcije. Tijekom tog vremena
povecavao se ukupni udio S-SCP pozitivnih stanica i udio S-SCP pozitivnih stanica s citoplazmatskim
nakupljanjem S-SCP-a. Ovi rezultati isti¢u potencijal DHTM-a kao snaznog alata za proucavanje
promjena uzrokovanih virusima u Zivim stanicama, pruzajuéi uvid u dinamiku virusnih infekcija i njihov
utjecaj na ponasanje stanica.

Nadalje, kolokalizacijskom analizom smo karakterizirali citoplazmatske odjeljke s nakupljenim
fluorescencno obiljezenim malim kapsidnim proteinom. 3D kolokalizacijsku analizu smo proveli
koriste¢i S-mCherry-SCP-MCMYV i 46 markera razli¢itih membranskih odjeljaka metodom konfokalne

mikroskopije. Rezultati su ukazali da su ovi odjeljci Rab15 pozitivni zbog visoke razine kolokalizacije
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S-SCP s Rab15 odnosno vec¢inskog nakupljanja stanicnog Rab15 u njima. Povecana kolokalizacija je
jo§ utvrdena s VPS35, Rab8a, Rab35, CD63, Lampl, p62, Vtila i Golgin97. VPS35 je marker
sortiraju¢ih endosoma, Rab8a i Rab35 endosomalnog recikliraju¢eg odjeljka, CD63 i Lampl kasnih
endosoma, p62 autofagosoma, a Vtila i Golgin 97 trans-Golgijeve mreze. Osim membranskih organela,
proucili smo kolokalizaciju s glikoproteinima virusne ovojnice (pM55 i pm74) i glavnim tegumentnim
proteinom (pM25). pM25 se preklapa s S-SCP priblizno 70%, a pM55 i pm74 od 43-50%. Prisustva
malog kapsidnog proteina, glikoproteina i proteina tegumenta potvrduju virusnu komponentu u odjeljku,
a Rab15 komponentu membranske organele.

Rabl5 je ¢lan RAS onkogene obitelji i Rab8 obitelji zbog slicne strukture koji dijeli s Rab§,
Rab10 i Rab13 [318]. Za razliku od nekih ostalih Rab proteina, o detaljnijoj ulozi Rab1l5 se ne zna
mnogo. Lokalizira se na ranim endosomima i na ERC-u u stanicama jajnika kineskog hrcka [319].
Aktivira se uz Rab35 na membranama recikliraju¢ih endosoma koji mobilizira MICAL-L1 u svrhu
nakupljanja ostalih Rab proteina (Rab8, Rab13 i Rab36) [320]. Lokalizira se u epitelnim stanicama na
recikliraju¢im endosomima [321] i na Weibel-Palade tjeleScima (engl. Weibel-Palade bodies, WPB) u
stanicama endotela [322]. WPB su jedinstvene organele povezane s lizosomima koje se formiraju na
trans-Golgi mrezi i dalje sazrijevaju primajuc¢i materijal iz endo-lizosomalnog sustava iz kojih se
izlu¢uju von-Willebrandov faktor i P-selektin [323]. Na njihovoj membrani su detektirani Rabl5,
Rab3a, Rab27a, Rab33a i Rab37, a za sazrijevanje su potrebni Rab3, Rab27a i Rab15 koji potice
egozocitozu WPB [322,324].

Prethodna istrazivanja su pokazala da se Rab15 slabo vizualizira na membranama neinficiranih
stanicama misjih fibroblasta u perinuklearnom podrucju [83], ali rano nakon infekcije se pojacano
eksprimira i regrutira na membrane unutraSnjeg AC-a [83,193]. Analiza pet protecoma HCMV-a je
pokazala da Rabl5 ne ulazi u sastav izvanstani¢nih viriona [231]. Deplecija Rabl5 nije pokazala
znacajne promjene u produkciji izvan- i untarstani¢nih viriona, iako je primije¢en blagi porast u
otpustenim virionima i virionima unutar stanice. [ako je ovaj rezultat sukladan s ¢injenicom da se Rab15
ne nalazi unutar izvanstani¢nih viriona jer navedeno oznacava da Rabl5 pozitivne membrane ne
sudjeluju izravno u procesu sekundarnog omatanja, treba uzeti u obzir nisku razinu utiSavanja proteina
Rab15 koja je iznosila 50% dok se prihvatljivom razinom inace smatra barem 80%. Potrebna je daljnja
analiza Rab15 odjeljaka i proSirenje broja markera kako bi se utvrdilo njihovo podrijetlo i razja$njavanje
kolokalizacije s ostalim markerima.

GeneCards interaktom za Rabl15 (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=RABI15, pristupljeno 14.02.2025.) ukazuje na vezanje Rab15 s EXOCI1 (Sec3),
EXOC2 (Sec5), EXOC4 (Sec8) i EXOC6 (Secl5), komponentama oktamernog kompleksa egzocista.

Navedeni kompleks je potreban za transport i fuziju vezikula s plazmatskom membranom [325]. Od
ostalih efektora poznati su MICAL1, MICAL3, MICAL-cL, EHBP1 i EHBPI1L1 iz obitelji bMERB,
Repl5, Munc13-4, Mss4 (RABIF) [318,324,326-329]. Repl5 se selektivno veze za Rab15 u svrhu
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reguliranja recikliranja iz ERC-a [328], Munc13-4 je nuZzan za egzocitozu WPB-a [324], a Mss4
(RABIF) omogucava fuzioniranje sekretornih vezikula s PM-om [329].

Sumarno, rezultati ukazuju na omatanje na recikliraju¢im endosmima (Rab8a, Rab35, Vps35
komponenta Retromera) koji maturiraju uz izmjenu materijala s kasnim endosomima (CD63, Lamp1) i
trans-Golgi membranama (Vtila, Golgin97) uz krizanje s autofagosomalnim putom (p62) za stvaranje
sekretornih organela koje omogucuju izlazak iz stanica. Takav put je slican putu stvaranja Weibel-

Palade tjelesaca, sekretornih organela sli¢nih lizosomima [323].

U daljnjoj identifikaciji membranske organele uklju¢ene u sklapanje viriona, planirano je
BiolD2 obiljezavanje virusnih glikoproteina m06 i pM55 kako bi se biotinilirali stani¢ni proteini s
kojima dolaze u kontakt. m06 ne ulazi u sastav viriona, dok je pMS55 glavni glikoprotein virusne
ovojnice. Rekombinantni virusi su proizvedeni, ali samo je m06-BiolD2-HA inficirao stanice MEF-a,
dok je replikacija virusa bila onemogucena koriStenjem M55-BiolD2-HA. Navedeno ukazuje da
dodavanje biljega na pMS55 onemogucuje replikaciju virusa.

Kako bi ostvarili cilj identifikacije membranske organele uklju¢ene u sklapanje viriona,
analizirali smo utjecaj odabranih stani¢nih proteina na sucelju EE/RE/ERC koji bi mogli doprinijeti
omatanju virusne Cestice. Analizom proteoma izvanstani¢nih viriona su objavljeni stani¢ni potpisi koji
zaostaju u virionima, a mogu ukazivati na mjesto sekundarnog omatanja [231]. Rezultati su pokazali da
se omatanje dogada najvjerojatnije na membranama recikliraju¢ih endosoma, stoga smo navedenu
studiju koristili kao bazu za odabir siRNA sekvenci u cilju deplecije stani¢nih proteina. UtiSavanje smo
prosirili na ostale proteine koji oblikuju membransko prometovanje na sucelju EE/RE/ERC. Sveukupno
smo ispitali ucinak supresije 21 stani¢nog faktora na oslobadanje infektivnih viriona, 48 sati sati nakon
infekcije. Hipotetizirali smo da proces omatanja viriona zahtijeva tubulacijski endosomalni sustav -
supresija proteina koji poticu tubulaciju smanjuje prinos infektivnih viriona, dok ¢e supresija proteina
koji sudjeluju u zaustavljanju tubulacije povecati produkciju infektivnih viriona. Primjerice, MICAL-
L1 i PACSIN2 mogu regrutirati EHD1 na membrane EE i ERC-a u cilju cijepanja reciklirajucih tubula
nakon elongacije [330]. Rezultati su pokazali znacajno povecanje unutarstani¢nih viriona nakon
utiSavanja EHD1, MICAL-L1 i PACSIN2 i izvanstani¢nih viriona iako za EHDI to povecanje nije bilo
statisticki znacajno. Navedeni rezultat se slaze s predlozenom hipotezom jer se supresijom navedenih
faktora nije zaustavila tubulacija $to moze dovesti do povetanog omatanja viriona i posljedi¢no
povecane produkcije istih.

Supresija klatrina smanjuje oslobadanje infektivnih viriona. Klatrin ima strukturnu ulogu
sastavljajuéi se u reSetkastu strukturu poput kosare koja iskrivljuje membranu i poti¢e pupanje vezikula
plazmatskoj membrani, endosomima i u sekretornom putu [331]. Smanjena produkcija viriona nakon
supresije klatrina moze se objasniti pojatanim regrutiranjem klatrina na Arfl odjeljcima koji povezuju
rane endosome i endosmalne recklirajuce odjeljke, §to je razjasnjeno u nedavno objavljenoj studiji [332].

U toj studiji je pokazano da Arfl odjeljci posreduju vrlo dinamican transport prema endosomalnim
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reciklirajéim odjeljcima tako Sto regrutiraju klatrin i AP komplekse ¢ime se pokrece intenzivna
tubulacija, otpustanje Arfl i sazrijevanje odjeljaka u reciklirajuée endosome. Tom studijom su
potvrdena zapazanja koja su ukazala da Arf proteini klase I (Arfl i Arf3) i klase II (Arf4 i Arf5), pored
dobro poznate funkcije Arf proteina klase III (Arf6), imaju znacajnu ulogu u regulaciji transporta kroz
recikliraju¢e endosome. Primjerice ranije studije pokazale su da Arfl i Arf4 proteini reguliraju transport
iz recikliraju¢ih endosoma prema TGN [333], Arfl 1 Arf3 proteini iz reciklriraju¢ih endosoma prema
plazmatskoj membrani [334], a Arfl i Arf3 iz ranih endosoma u putu koji je ovisan o Rab4 [335]. U
stanicama inficiranim s CMV-om svi ¢lanovi porodice Arf ostaju dugo vezani na membrane unutarnjeg
AC, kao i klatrin i AP2 kompleksi [83,189] $to ukazuje na usporenu dinamiku sazrijevanja tth membrana
i pojacanu tubulacija Arf-ovisnih odjeljaka, koja je vjerojatno potrebna za sekundarno omatanje. Time
se moze objasniti u¢inak deplecije klatrina na smanjenu produkciju viriona u kontekstu nase polazisne
hipoteze. U tim studijama nismo mogli koristiti depleciju Arfl proteina jer smo u nasim prethodnim
istrazivanjima [189] utvrdili da deplecija Arfl i Arf6 proteina sprjeava infekciju.

Delecija Aktl smanjuje ukupan broj proizvedenih i oslobodenih viriona, iako ne znacajno, no
njegova supresija koci replikaciju virusne DNA S§to je potvrdeno kemijskim inhibitorima (Marcelic,
neobjavijeno) stoga se njegova funkcija ne moze povezati sa sekundarnim omatanjem.

Kako je Rabll kljuéni protein za tubulaciju na ranim endosomima i endosomalnom
recikliraju¢em odjeljku [248,251,336] ne iznenaduje nas rezultat koji pokazuje da je deplecija Rabl1
dovela do znacajnog smanjenja infektivnih vitiona unutar stanice i u supernatantu. Time se, takoder
potvrduje nasa hipoteza da je tubulacija u endosomalnim recikliraju¢im odjeljcima potrebna za
sekundarno omateanje CMV viriona.

Deplecija DENND4 smanjuje produkciju viriona, $to je takoder u skladu s ocekivanjima u
okvirima postavljene hipoteze. Naime, DENND4 regrutira Rab5 na ranim endosomima i potice
aktivaciju Rab10 na membrani endosoma jer je DENND4 protein GEF za Rab10, a Rab10 je neophodan
za nastanak tubularnih endosoma [337,338] i pojacano se regrutira na membranama unutarnjeg AC u
stanicama inficiranim MCMV-om [83] Sto rezultira pojacanom tubulacijom membrana ranih endosoma
koje vode prema ERC-u [179,191]. Prema tome, smanjenjem regrutacija Rab10 smanjuje se tubulacija,
Sto je takoder u skladu s naSom hipotezom da je tubulacija u endosomalnim recikliraju¢im odjeljcima

potrebna za sekundarno omatanje CMV viriona.

Naposlijetku smo istrazili doprinos SNX3 u Sirenju Rab10-PD, biogenezi pre-AC i proizvodnji
infektivnih viriona tijekom MCMYV infekcije te ulogu odabranih sortiraju¢ih neksina u produkciji
infektivnih viriona. Sortirajuci neksini koji nizvodno reguliraju izlazne putove od EE-a prema PM-u u
neinficiranim fibroblastnim NIH3T3 stanicama, kao §to je SNX27, prolazno se i vrlo dinamicki
mobiliziraju na EE membrane, §to rezultira njihovim slabim regrutiranjem na membrane [191].
Nasuprot tome, SNX3 ostaje na membranama EE u stabilnom stanju i perifernom membranskom

sustavu. Njegovo regrutiranje u stabilnom stanju (engl. steady state) na EE u skladu je s njegovim
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konstitutivnim vezanjem na PI3P-obogacene membranske regije EE-a preko PX domene i kompeticije
s PI3P-vezuju¢im proteinima koji sadrze FYVE domenu kao §to su EEA1 i Hrs [257,339]. Njegovo
regrutiranje u EE povezano je s poznatim funkcijama u sortiranju tereta ovisnom o retromeru u TGN
[248] i sortiranju CIE tereta neovisno o retromeru za recikliranje u PM [257], dok je njegovo regrutiranje
u organele periferne membrane povezano s njegovom funkcijom u endocitoznim procesima ovisnim o
klatrinu [295]. U neinficiranim NIH3T3 stanicama, otkrivene su dvije izoforme SNX3, na temelju
strukturnih analiza SNX3) [294,295,298-302]. Izoforma veli¢ine 18 kDa (SNX3-162) vjerojatno je
povezana s funkcijama SNX3 u EE, dok je izoforma od 15 kDa (SNX3-130) vjerojatno povezana s
funkcijama SNX3 na organelama periferne membrane. Ekspresija mjeSavine tri siRNA ili shRNA
sekvence suprimirala je SNX3-162, ali ne i SNX3-130.

U stanicama zarazenim MCMV-om, EE-ovi ukraSeni SNX3 premjesteni su u pericentriolarnu
regiju tijekom E faze infekcije, u skladu s njihovim nakupljanjem i Sirenjem unutar pre-AC. Ekspanzija
je povezana s povecanjem ekspresije SNX3-162, §to nije povezano s povecanjem transkripcijske
aktivnosti, buduci da transkript SNX3 nije promijenjen tijekom E faze infekcije. Ovi podaci sugeriraju
da CMYV infekcija prosiruje zonu EE-a ovisnu o SNX3 mehanizmom koji povecava stabilnost i obilje
proteina SNX3. Sirenje SNX3 zone EE-a povezano je ne samo s poveéanom povr§inom membrane za
regrutiranje SNX3, vec i s kompeticijom SNX3 s EEA1, ¢ije je regrutiranje smanjeno u stanicama
zarazenim MCMV-om [188] i HCMV-om [181]. Uoceno Sirenje SNX3-pozitivne zone popraceno je
povecanim i produljenim regrutiranjem SNX27 u istoj zoni membrane, §to je rezultiralo snaznom
kolokalizacijom SNX27 sa SNX3 i sugerira da je SNX27 regrutiran u konstitutivnu SNX3 zonu EE-a.
Ovo zapaZzanje sugerira da SNX3-pozitivna domena doprinosi razvrstavanju CIE tereta za recikliranje u
PM, kao §to je objavljeno u drugim studijama [179], te da MCMV infekcija posebno prosiruje zonu
SNX3/SNX27 za razvrstavanje i recikliranje CIE tereta. Ovo podrucje EE-a nije u izobilju u
nezarazenim stanicama, kao Sto pokazuje niska kolokalizacija SNX3 sa SNX27, vjerojatno zbog
njegove vrlo dinami¢ne izmjene (engl. furn over). Kako je infekcija napredovala i pre-AC sazrijevao u
AC, kolokalizacija SNX27 sa SNX3 dodatno se povecavala, sugerirajuci da se podrucje za recikliranje
CIE tereta unutar AC-a kontinuirano $iri. Analiza kolokalizacije takoder je otkrila znac¢ajan udio SNX3
izvan EE zone ukrasene SNX27, u skladu s EE regijom ovisnom o SNX3/retromeru za razvrstavanje
tereta u TGN i angazmanu SNX3 u perifernom membranskom sustavu [295].

U prethodnim istrazivanjima je pokazano da SNX27, zajedno s retromerom (heterotrimer koji
sadrzi Vps26, Vps29 i Vps35) i ESCPE-1 (heterodimerne kombinacije SNX1 ili SNX2 sa SNX5, SNX6
ili SNX32), tvori funkcionalne proteinske komplekse u prosirenim EE zonama unutar pre-AC i AC koji
su potrebni za progresiju replikacijskog ciklusa CMV [191]. Poznato je da ovi kompleksi preuzimaju
CIE teret i1 razvrstavaju ga u CIE recikliraju¢i put prema PM [245,248,340]. Razvrstavanje tereta je
popraéeno inicijacijom cjevastih elongacija na EE membranama, nakon Cega slijedi regrutiranje
masinerije za tubularne elongacije, produljenje tubula i njihovu brzu fiziju u nosace za recikliranje

[245,248]. Tubularna elongacija inicira se regrutiranjem EHBP1 na membrane, popraceno aktivacijom
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Rab10 i izravnim vezanjem Rab10-GTP na EHBP1 [337,341]. Nije jasno kako se EHBP1 regrutira na
membranu, ali je vjerojatno da se komponenta SNX5 ESCPE-1 povezuje s PIPKIyi5, endosomalnom
varijantom PIP5K koja stvara PI(4,5)P2 [342], a EHBP1 se veze izravno na PI(4,5)P2 i specificno
ponovno aktivira Rab10-GTP [341]. Regrutirani Rab10, koji veze membrane na citoskelet, regrutira
motorne proteine i druge proteine potrebne za produljenje membrane i rast tubula [337], Sto je potrebno
za produljenje membrana u tubule. Tubulacija je dodatno podrzana Rab10-podrzanim regrutiranjem
MICAL-L1 [338], poznatog Rab10 interaktora [343], osim ako MICAL-L1 ne formira komplekse s
Pacsin2 i EHD1, koji su potrebni za zavrSetak tubulacije cijepanjem tubula [338].

U neinficiranim fibroblastima, vjerojatno je da se proces povezan sa SNX27 odvija brzo, a vrlo
malo SNX27 i Rab10 se moze detektirati na membranama [83,179,190,191]. Slicna promjena u dinamici
tubulacije je primije¢ena u stanicama zarazenim MCMV-om, u koracima ovisnim o SNX27 [191] i
EHBP1/Rab10 [179].

Iako se SNX3 i SNX27 lokaliziraju u istu EE zonu stanica zarazenih MCMV-om, funkcije
povezane sa SNX3 nisu bitne za ekspanziju TRE, kao §to je prikazano pericentriolarnim regrutiranjem
Rab10. Ipak, u stanicama osiromaSenim SNX3, razvoj Rabl0-PD-ova i njihova pericentriolarna
akumulacija je smanjena, Sto sugerira da je platforma za sortiranje temeljena na SNX3 korak koji
ograni¢ava brzinu u endosomalnoj tubulaciji u stanicama zarazenim MCMV -om. U interakciji SNX3 i
SNX27, ¢ini se da SNX3 djeluje proksimalno u odnosu na SNX27 [294,344], a SNX27 je potreban za
stvaranje tubularnih intermedijera koji sluZze kao signalni znakovi za ekspresiju gena MCMV. U
nedostatku SNX3, stvaraju se tubularni meduproizvodi i eksprimiraju se geni MCMYV, §to sugerira da
SNX3 nije potreban za razvrstavanje faktora stanica domacina potrebnih za kontrolu ekspresije gena
MCMV.

SNX3 bi mogao djelovati kao pocetni mehanizam za razvrstavanje u EE-ovima za sortiranje
tereta dalje od degradirajuc¢eg podru¢ja EE-ova [245]. Ako nema drugog signala za sortiranje tereta
ovisnog o redoslijedu (engl. sequence dependent sorting), SNX3 moZze preusmjeriti teret na TGN. U
prisutnosti sekvenci sortiranja koje mogu regrutirati SNX27, teret razvrstan sa SNX3 preusmjerava se
na specificne regije EE-ova koji generiraju cjevasta proSirenja, olakSana nizvodnim regrutiranjem
Rab10. Ovo je od posebnog interesa za CMV, buduci da se virusni glikoproteini moraju ili razvrstati u
cjevaste EE domene koje vracaju teret u PM prije razgradnje ili preusmjeriti glikoproteine u TGN za
recirkulaciju. U nedostatku SNX3, dio glikoproteina gB/pM55 preusmjerava se na PM, §to rezultira
povecanjem oblika gp55. Poput HCMV gB/ULSS, genski produkt M55 eksprimira se na PM [304],
akumulira se u TGN [345] i ima motiv kojeg ¢ini klaster kiselih (engl. acidic cluster motif) potreban za
endocitozni unos [305], iako je dostupno vrlo malo informacija o njegovoj endocitozi [346]. Poput
HCMYV gB, MCMV gB/M55 ima visestruke motive razvrstavanja koji su potrebni za recikliranje ovisno
o redoslijedu do PM-a putem CIE puta recikliranja tereta i za kruzenje unutar puta EE-to-TGN
[245,347]. Ima motiv koji se moze prepoznati pomocéu PDZ domene SNX27 [191], skupine pozitivno

nabijenih ostataka za vezanje ACAP1 i nekoliko hidrofobnih motiva za vezanje ESCPE-1, ali nema
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motiva za vezanje sa SNX17. Takoder ima nekoliko FXL-aromatskih hidrofobnih motiva za
prepoznavanje pomoc¢u SNX3:Retromera i nekoliko motiva za vezanje na AP1 i AP3. Na ovaj nacin,
gB/pM55 moze kontinuirano prolaziti TGN, PM, EE i1 RE petljama, tvore¢i tipican stacionarni (engl.
steady state) uzorak s glavnom lokalizacijom zadrzavanja u TGN-u uravnotezenom sortiranjem ovisnim
0 SNX27 na RE-PM ruti i SNX3:Retromer sortiranjem na dominantnoj RE-TGN ruti. U nedostatku
SNX3, ravnoteza recikliranja pomice se prema RE-PM petlji, §to rezultira povecanom izloZeno$¢u na
PM-u, $to zauzvrat dovodi do povecanog stvaranja oblika gp55, koji nastaje proteolitiCkim cijepanjem
prekursora gp130 kDa na PM-u djelovanjem furin proteaze [348]. Virioni proizvedeni u odsutnosti
SNX3 ostaju infektivni, buduéi da je gB/pMS55 vijerojatno potreban za infektivnost. Cini se da proces
endocitoze nije oSte¢en i opskrba gp55 formom na mjestu sekundarnog omatanja, koja se vjerojatno
dogada u endocitoznom odjeljku [345,349] je dostatna i vjerojatno pojacana u stanicama s depletiranim

SNX3.

Sam SNX3 nije potreban za proizvodnju viriona, ali moze doprinijeti kontroli prometovanja
virusnim glikoproteinom u PM regiju recikliranja EE-a. Ova regija znacajno pridonosi proizvodnji
viriona MCMYV, a smanjenje SNX27, SNX4 i moguc¢e SNX17 smanjuje proizvodnju viriona. Ovi SNX-
ovi su klju¢ni u formiranju proteinskih omotaca i sortiranju tereta za recikliranje u PM. SNX27 se
udruzuje s retromerom, a SNX17 s retriverom u cilju recikliranja tereta izravno u PM, dok SNX4 djeluje
sam kako bi sortirao teret u RE prije recikliranja u PM [248]. SNX3 s retromerom preusmjerava teret
na TGN [58], ali takoder moze sam doprinijeti sortiranju tereta za recikliranje u PM [257]. Stoga, SNX3
i drugi SNX-ovi, posebno SNX27 koji se moze mobilizirati pomocu SNX3, mogu djelovati
sekvencijalno duz putanje recikliranja. Proksimalni u¢inak SNX3 u sortiranju tereta neovisnom o
retromeru vjerojatno stvara potporu (engl. scaffold) za daljnje prikupljanje i sortiranje tereta pomocu
SNX27, SNX4 i SNX17. Ovdje pokazujemo da se u uvjetima dugotrajne supresije aktivnosti SNX3
kori$tenjem stani¢nih linija koje eksprimiraju shRNA za SNX3, virioni MCMYV proizvode i otpustaju iz
stanice. Dodatna supresija ESCPE-1 (SNX1), SNX4, SNX17 i SNX27 rezultirala je smanjenim
otpustanjem viriona, §to sugerira da bi ti putovi mogli biti ukljuceni u biogenezu viriona. Utjecaj SNX3
je aditivan, kao Sto je prikazano istodobnim smanjenjem SNX3 i SNX27 i smanjenjem SNX27 i SNX4
u stanicama koje eksprimiraju shSNX3. Dodatni u¢inci SNX17 1 SNX27 u proizvodnji viriona prikazani
su za druge viruse, kao §to je infekcija humanim papiloma virusom [350].

Ovi su ucinci praceni otkrivanjem otpustanja infektivnih viriona koriStenjem standardnog testa
plakova koji ukazuje na krajnju to¢ku biogeneze viriona. Medutim, ne moze odrediti u kojem je koraku
biogeneza ostecena. U prethodnoj studiji pokazano je da je supresija retromera, ESCPE-1 i SNX27
smanjila ekspresiju virusnih gena [191], $to sugerira da tubularne membrane CIE puta recikliranja tereta
EE takoder imaju ulogu u regulaciji ciklusa replikacije virusa. Trenutna studija pokazala je da ti procesi
ne ovise o aktivnosti SNX3. Glavni nedostatak siRNA eksperimenata u kontekstu infekcije je dugotrajan

postupak tijekom kojega ucinak transficirane RNA moze slabiti i prilagodbom sustava stani¢nih
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membrana, koji je vrlo redundantan. Unato¢ tome, eksperimenti sa siRNA i pracenje otpustanja viriona
sugeriraju da nekoliko procesa tubulacije membrana doprinosi biogenezi viriona.

lako kvantifikacija proizvodnje viriona nije osjetljiv alat za proucavanje faktora stanice
domacina koji pridonose dugotrajnim i sloZenim procesima reorganizacije stanice domacina i
omotavanja viriona, trenutno je najbolji dostupni test za identifikaciju stani¢nih mehanizama koji mogu
biti ukljuceni u te procese. Eksperimenti supresije u nasoj studiji pokazuju da je endosomalni sustav
recikliranja, sustav stanice domacina koji pridonosi biogenezi viriona i sugerira ukljuenost vise puta
recikliranja. Ovi rezultati su u skladu s nekoliko opaZanja u stanicama zarazenim MCMV-
[180,189,190,231] i HCMV-om [210,234,304,305,346,349,351] sugeriraju¢i da se omatanje viriona
dogada na endosomalnim membranama. Medutim, nasa nedavna studija pokazala je da je utjecaj
endosomalnog sustava recikliranja na biogenezu viriona sloZeniji, budu¢i da SNX27-ovisna
endosomalna tubulacija doprinosi kontroli ekspresije virusnih gena [191]. Potrebno je detaljnije
istrazivanje endosomalnih tubulacijskih putova u stanicama zarazenim CMV-om kako bi se razumjelo

ne samo omotavanje i izlazak CMV-a, vec i sloZenost prilagodbe stanice domacina tijekom infekcije.
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6. ZAKLJUCCI

1. DHTM omoguéava proucavanje citopatogenih promjena uzrokovanih MCMV virusom u zivim
stanicama. Pracenje Zivih stanica inficiranih MCMC-om je ukazalo na dinamican proces promjene

morfologije stanica. Tijekom MCMYV infekcije uocen je porast stani¢nog refraktivnog indeksa (RI).

2. DHTM u kombinaciji s detekcijom fluorescentnog signala omogucéuje kombinirano prac¢enje RI
citopatogenih ucinaka i specificno obiljeZenih fluorescentnih biljega u zivim stanicama kroz iznimno
dugo razdoblje zbog niske fototoksi¢nosti. U ovom radu pratili smo pojavu citoplazmatskih kapsida
nakon infekcije s rekombinantnim virusom koji izrazava fluorescentno-obiljezeni mali kapsidni protein
(mCherry-S-SCP) i tako omogucuje pracenje virusnih kapsida u citoplazmi inficiranih stanica.
Snimanjem stanica u razdoblju od 0 do 72 sata nakon infekcije utvrdili smo da se citoplazmatske
multikapside stvaraju 31 sat nakon infekcije uz postupan porast broja stanica koje ih stvaraju u kasnijim

fazama infekcije.

3. Citoplazmatske odjeljke koji sadrze mCherry-S-SCP obiljezene kapside okarakterizirali smo
imunofluorescencijskim obiljezavanjem markera stani¢nih organela kako bismo identificirali odjeljak u
kojem se vrsi sekundarno omatanje. Rezultati analize sugeriraju da se Rab15 pozitivne membranske
organele mogu koristiti za sekundarno omatanje i izlazak MCMV-a. Odjeljci nastaju u sloZzenom putu
sazrijevanja u kojem se ispreplicu endosomalni recikliraju¢i sustav (Rab8a, Rab35), trans-Golgijeva

mreza (Vtila, Golgin97), kasni endosomi (CD63, Lamp1) i autofagosomalni put (p62) virusa.

4. Odjeljak za sekundarno omatanje smo pokusali karakterizirati kroz identifikaciju interaktoma
virusnog glikoproteina B (M55) koji mora do¢i do membranske organele, stupiti u interakciju s
proteinima te organele i ugraditi se u virione tijekom sekundarnog omatanja. Interaktom gB/pMS55 smo
planirali utvrditi konstruiranjem rekombinantnog virusa koji izrazava M55-BiolD2-HA 1 biotinilira sve
proteine s kojima je u interakciji manjoj od 20 nm. Za kontrolu se trebao koristiti rekombinantni virus s
m06-BiolD2-HA za kojega ne ocekujemo da dolazi do odjeljka za sekundarno omatanje. InZenjering
gB/pM55 i m06 smo uspjesno proveli i ugradili u rekombinantne viruse, no dodavanjem BiolD oznake

na C-terminalni dio M55 su u potpunosti prekinuti razvoj produktivne infekcije i sklapanje viriona.

5. Rezultati deplecije stani¢nih proteina na sucelju EE/RE/ERC ukazuju na potrebitost tubulacije u
endosomalnim recikliraju¢im odjeljcima za sekundarno omatanje MCMYV viriona. Supresija klatrina i
Rab11 rezultira znac¢ajnim smanjenjem produkcije infektivnih viriona dok deplecija ekspresije EHDI,

MICAL-L1 i PACSIN2 uzrokuje znac¢ajno povecanje MCMYV viriona.

6. SNX3 doprinosi stvaranju pre-AC i sklapanju MCMYV viriona. Djeluje sekvencijalno sa SNX27,
SNX4 i SNX17 duz puta recikliranja u procesu produkcije i oslobadanja infektivnih viriona, $to ukazuje

na to da viSestruki membranski izvori mogu pridonijeti sekundarnom omatanju MCMV viriona.
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POPIS POKRATA

BAC — bakterijski umjetni kromosom (engl. bacterial artificial chromosome)

CIE - klatrin neovisna endocitoza (engl. clathrin independent endocytosis)

cCMV - kongenitalna citomegalovirusna infekcija (engl. congenital cytomegalovirus)
cDNA - komplementarna DNA (engl. complementary deoxyribonucleic acid)
CMV-HIG - hiperimuni imunoglobulini (engl. Ayperimmune immunoglobulins)

CPE - citopatski ucinci (engl. cytopathic effects)

cVAC - citoplazmatski odjeljak za sklapanje virusnih Cestica (engl. cytoplasmic virion assembly
compartment)

CMYV - citomegalovirus

DB — gusta tijela (engl. dense bodies)

DHTM - digitalna holotomografska mikroskopija

DISC - atenuirani virusi ili replikacijski defektni virusi (engl. disabled single cycle virus)
E1 - protein rane faze infekcije (engl. early phase protein)

E gen —rani gen (engl. early gene)

EB - regulatorni proteini mikrotubula (engl. end-binding proteins)

EBV - Epstein-Barr virus

EE - rani endosom (engl. early endosome)

EEA1 — antigen ranih endosoma 1 (engl. early endosomal antigen 1)

EGEFR - receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor receptor)
EM - elektronska mikroskopija

EOD - krajnje oSte¢enje organa (engl. end-organ disease)

ER - endoplazmatska mrezica (engl. endoplasmatic reticulum)

ERC - endosomalni recikliraju¢i odjeljk (engl. endosomal recycling compartment)

ESCPE-1 - endosomalni SNX-BAR sortiraju¢i kompleks za poticanje izlaska 1(engl. endosomal SNX-
BAR sorting complex for promoting exit 1)

ESCRT - endosomalni sortiraju¢i kompleksi potrebni za prometovanje (engl. endosomal sorting

complexes required for transport)
FDA - Americka agencije za lijekove

GFP - zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein)

HCMYV - humani citomegalovirus

HHV-6 - humani herpesvirus 6
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HHV-7 - humani herpesvirus 7

Hpi - sati nakon infekcije (engl. hours post infection)

HSV-1 - herpes simpleks virus tip 1

HSV-2 - herpes simpleks virus tip 2

1AC - unutarnji AC (engl. inner AC)

ICRMS - reorganizirani membranski sustav zarazenih stanica (engl. infected cell reorganized
membrane system)

IE1 - protein neposredno rane faze infekcije (engl. immediate early phase protein)

IE gen — neposredno rani gen (engl. immediate early gene)

kDa - kilodalton (engl. kilo Dalton)

KSHYV - hepresvirus povezan s Kaposijevim sarkomom (engl. Kaposi's sarcoma herpes virus)

gqPCR - kvantitativna lan¢ana reakcije polimerazom (engl. quantitative polymerase chain reaction)

L gen — kasni gen (engl. late gene)

LE - kasni endosomi (engl. late endosome)

IEVs — velike izvanstani¢ne vezikule (engl. large extracellular vesicles)

MCMYV - mi§ji citomegalovirus (engl. murine cytomegalovirus)

MCP - veliki kapsidni protein (engl. major capsid protein)

MEF - mi§ji embrionalni fibroblasti (engl. murine embryonic fibroblasts)

MFI - vrijednost srednjeg intenziteta fluorescencije (engl. mean fluorescence intensity)
MOI - povecenje ucinkovitosti infekcije (engl. multiplicity of infection)

MTOC - centar za organiziranje mikrotubula (engl. microtubule-organizing center)
mTOR — meta rapamicina u sisavaca (engl. mammalian target of rapamycin)

MVB - multivezikularna tijela (engl. multivesicular bodies)

MViB - multiviralna tijela (engl. multiviral bodies)

NIEPs - neinfektivne omotane Cestice (engl. non-infectious enveloped particles)

NVEPs - nevezikularne izvanstani¢ne Cestice (engl. non-vesicular extracellular particles)
0AC - vanjski AC (engl. outer AC)

PC - pentamerni kompleks (engl. pentameric complex)

PDGFR - receptor faktora rasta podrijetlom iz trombocita (engl. platelet derived growth factor receptor-
@)

PFA - paraformaldehid (engl. paraformaldehyde)

PFU - jedinica za stvaranje virusnog plaka (engl. plaque forming units)

PI - fosfatidilinozitol (engl. phosphatidylinositol)
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PM - stani¢na membrana (engl. plasma membrane)

preAC - preteCa odjeljka/ rani odjeljak za sklapanje virusnih Cestica (engl. pre-virion assembly

compartment)

PML-NB - jezgrina tjeleSca u kojima se nakuplja protein promijelocitne leukemije (engl. promyelocytic
leukemia protein-nuclear bodies)

RE - recikliraju¢i endosomi (engl. recycling endosomes)

RI - indeks loma (engl. refractive index)

RIG - gradijent indeksa loma (engl. refractive index gradient)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

RPM - okretaji po minuti (engl. revolutions per minute)

RSV - respiratorni sincicijski virus

sEVs - male izvanstani¢ne vezikule (engl. small extracellular vesicles)
SCP - mali kapsidni protein (engl. small capsid protein)

SD - standarna devijacija (engl. standard deviation)

SDS-PAGE - poliakrilamid gel elektroforeza (engl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel

electrophoresis)
shRNA - RNA sekvence sa strukturom ukosnice (engl. small hairpin RNA)
siRNA - mala interferiraju¢a RNA (engl. small interfering RNA)

SNARE - topljivi receptor proteina za vezanje faktora osjetljivog na N-etil maleimid (engl. soluble N-

ethyl maleimide sensitive factor attachment protein receptor)

TC - trimerski kompleks (engl. trimeric complex)

TCCEF - ukupna korigirana stani¢na fluorescencija (engl. total corrected cell fluorescence)
TfR — transferinski receptor (engl. transferrin receptor)

TGN - trans-Golgijeva mreza (engl. trans-Golgi network)

(V)AC — odjeljak za sklapanje virusnih Cestica (engl. virion assembly compartment)

VZV - varicella zoster virus

WASH - engl. Wiskott—Aldrich sindrom protein and SCAR Homologue

WPB — Weibel-Palade tjelesca (engl. Weibel-Palade bodies)

WT — divlji tip (engl. wild type)
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PRIVITAK A
Proizvodnja rekombinantnih MCMYV-a M55-BiolD2-HA i m06-BiolD2-HA

Prvi korak je fuzija kodiraju¢e sekvence promiskuitetne bakterijske biotin-ligaze (E.coli BirA
R118G, BiolD), u kojoj je deletirana N-terminalna DNA-vezuju¢a domena (BiolD2) s kodiraju¢om
sekvencom gB (M55) ili m06 MCMV-a. Pronadena je humanizirana varijanta sekvencije BioID2-HA
(696 bp) u sklopu vektora MCS-BiolD2-HA (6112 bp) (donacija dr. Kyle Roux, Addgene plasmid
#74224; http:/m2t.net/addgene:74224; RRID:Addgene 74224). S obzirom da je zadani cilj ekspresija

BiolD2 u misjim stanicama, humanizirana sekvencija BiolD2 iz gornjeg vektora je kodon-optimizirana
za ekspresiju u misjim stanicama pomocu alata GenSmart™ Codon Optimization (Patent Number:

W02020024917A1), besplatno dostupnog na GenSmart™ Codon Optimization Tool-GenScript.

Kodirajuc¢a sekvencija BirA je fuzionirana na 3’ kraj gena M55, a ne na njegov 5’-kraj, pa ¢e tako N-
terminus BiolD2 biti fuzioniran s C-terminusom MS55. U SnapGene programu su zatim konstruirane
nukleotidne sekvence za dva fuzijska proteina:

(1) M55-LINKI'R-BioID2-HA:

atgtcaagaagaaacgaaagaggatgtcgctcctcgagetggtacgegatgtcgacggegetggeggtgacgatetggtgectecttgectgtaca
agtgaggtaatcgcggcggcgagtacaccaggtactactccgaaagcaaaaactgacacttcgtcagaaaccgegtccgecagaaacagagacgg
cgacttcgggegeggegaccggaaagaaggaagecacgecgactcaggectcgaagataacggggaccaccatcgticecttcgtgaacgaga
cggagaacatggtttctgttgacatagataaatatccttacagagtgtgcatgtetgtgtctactgatctegttcggticgggaaaagtatagattgtatca
atcataccccgaagacgceccgtacaagaggggatcatgatagtgtacaaacagaatatcgtggctcacacgttcgaggtgatcacttatcacaaaga
tgcgatctttcagagaagttacgctgacacgactactaattatttcttggggactagtgtgactaagatggecttcceegtetgggagetggatgaggte
aacaggaacaacaggtgttactctgccgegagtaggatactcaatggagaagtgtatgtcgettaccacgaggatagetataggaactatactatggt
gettgtggaggatgattacaggagtaagaacagtaagegatacgtgaccaccaagagtaggtatcataagggegcettggacgtggagatacaceg
aatcctgtaacatgaactgcgtegtegtecgtcacgaaagctaggtccaacacceectacgaattettcgtgetcagetccggggaagtegtcgagata
tcaccgttttacgacggtgaaaactccgagecctticgaagaggacacgaggaatttctggattcgtaagaactacaccatgaagacgtacttcggtga
actcgcggcacccaaaaaagtagtacctctgatggcettttctagagagggaggacatgaccatcgggtgggagatctttcccaaacagaatgtcacg
tgcgactggaagaaatggcagacggtttcaagggcgatacgtactgacaccaatactagcetatcattttgtttccaagagtttaactgetacttttgtgge
cagtaaacacaaaatagattataatactactaccgaaggtaaaaattataacaccttccgatgtgtttatgatgaatttgtagaagaagtgaatcgtgtgtt
tgaagatgagtacaatgagacgcatgtgaaagacggggagcettgaaatgtatagaacaacgggaggtcttattgtattgtggcagggattgaaage
gaaatcactgcataatctggaaaaattcgecegctttaaataacgtttctgtagggactgttagecctectgtaacttctgctactgaaaatggtaccactg
ctgcttetgttgetgetegtcggaaacgceagettggatcatatagatgatgtegtgactgatatcacctatgetcaactgeaatttacctacgacgtgcete
aaggactacatcaacgatgcgctccgaaacatcatggacgcettggtgtcgegaccagaaacggacggeggagatgetcaaggagetcagtaaga
tcaatccgtccaacatcttgtcggecatctacgagagaccggtcaccgecaagetggegggegacgtcatcgegatgteccgagtgtgtcaaggteg
atcagagtagtgtgaaggtcctgaaggacatgeggatcticcaggacgggaaggtegtcaactgttattcgagaccgetggtegtetttcagttcate
aactcgacgaagctcgagtcgggecagetgggcgaaaacaacgagattatgetgggaacctitcggacggagaactgtgacacgaacageagg
aagatcttcgtegtggggactgtgggctacgagtatcgggactaccgtttcaggaacgtgaccagtttggaacacatccaactegtcgacaccctgat
cgggcetggacatcgagececctggagaacaccgacttcaaggtgctcgagetgtactcgaagggagagetgcgegectecgaacgtgttcagectg
gacgagatcatgcgggagtacaactcgcagaagcagceacatccgeacccetgagegecaaagtcaacgacaacacgcecctcttatetettggggtt
ggatactttcatgcaggggctaggggtcgegggtaaggggatcgggotggecatcggggecgteggeggggecgtgteticggtggtgaacgece
gtcacgggcttcctgacgaacccegtttggaggtttcaccaccatectectggtgatcggegtgctagecgtegtgtatctcatcttcacgaggeageg
gtcggecgecgegaggcecggtegagtacttettccectacgecacccagaccgecegtgeagtatgetectcecggeggegegeacgggggacte
gagagcgggcecgecgggagegectggtetgecatcggegegtgaacgegggeggceagtgacgattcgggtaaggegtggactagegataaaaa
gggcttggagaggacctacaccgagcaagatgctctattgatactccgegegttaaaacagetagacgacagecaacgcaccgagaaagegeag
cagaaagcgactagactgccgacgggcatcttggaccgtctcaaaggtaacgacaccagtggetaccagegattaccggeggaggactcegattt
cgagtac
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TTTAAGAACTTGATCTGGCTAAAAGAAGTCGACTCCACACAGG
AGAGGCTTAAAGAGTGGAATGTCTCCTATGGCACCGCTCTTGTAGCTGATAGGCAAACCA
AGGGCCGGGGTGGCCTTGGAAGAAAATGGCTGAGCCAAGAAGGAGGTCTTTATTTCAGC
TTCCTGCTGAATCCCAAGGAATTTGAGAATCTTCTGCAGCTGCCTTTAGTGTTAGGTCTAT
CAGTTTCTGAAGCCCTGGAGGAGATCACAGAGATTCCCTTCTCCTTAAAGTGGCCGAATG
ATGTGTACTTCCAGGAAAAAAAAGTCAGTGGGGTGCTCTGCGAGCTGAGCAAAGACAAG
CTCATAGTAGGAATTGGAATCAACGTGAACCAGCGCGAAATACCAGAGGAAATTAAGGA
TCGCGCGACGACTCTGTATGAGATAACTGGAAAAGACTGGGACAGAAAGGAAGTTCTTC
TGAAGGTGTTGAAGCGGATCTCGGAGAACCTCAAGAAGTTCAAGGAGAAATCCTTTAAA
GAGTTCAAAGGGAAGATTGAAAGCAAGATGCTGTACCTGGGGGAAGAGGTGAAGCTGTT
GGGTGAGGGCAAGATCACCGGGAAACTGGTGGGCCTCAGTGAGAAAGGAGGCGCACTGA
TTCTCACAGAAGAAGGCATCAAGGAAATCCTCTCAGGGGAGTTTTCTTTGCGTCGATCTT
ACCCATATGATGTTCCTGACTACGCCtga

(2) m06-1.INKI.R-BioID2-HA:

atgcccagttggagcgatacgttgacaatggacacaactgcgagaggatctacccggtegegtecggtacagetettggegetegtaactgtgetag
cctecgatgactttccagatgggagaatcgctaataccaataataccagattttagcagtttcatgatgaatcecgetecctatgectcagattatgecteeg
tcgactaacgaaacgaaagagtcttacgttaagacagaggaacctatcgtggegtgcaacgtticgegtaccgagataaaccgactgaaaaaccaa
atgaagaagataccgaacacattcaaatgtttcaagaaggacggtgttcgaacgtcactcgatatgcagacgaccggtgagaagagattcgectgtg
agatacccaacaacgtttacgtgaatgccacgtggtacgtacactgggtcgtcgggaagatcgecagecteggtatcgecgategtctactttaccteg
acaacgagctcaccgcectacgttggatggtaacatgcaccctttttatcgacggaaaatcgtaaccgecgegaacggtttcaaagtcgacgagaaga
ctggagatatcacagtcgeccgatctaacgegagectcgecagacagegtecggtgtegectgatagtgtgtetatggacgaaaaatgacagceatcea

gcgacctgecggacgacgaccegeagatgaagaacatgageggtgtgatcaaactcccagattacageggtecggacacgttgetcacagacgg
tgtaccattcgactacgccgegtggcgtcagagaatgeggacggagatggaggaaccatcacgeecgecgecgecagetectactegtcatctecg
tgatcgcctegetactetggetegetgtecggtgcetatgttgtictacacctacggecgegagecgetagetagactgetcaagegatacggeaageag
ctcgeggecgtecgeatcececgeggacggtaaagatcaatcacteacttceeccttgettaccaaa

TTTAAGA
ACTTGATCTGGCTAAAAGAAGTCGACTCCACACAGGAGAGGCTTAAAGAGTGGAATGTC
TCCTATGGCACCGCTCTTGTAGCTGATAGGCAAACCAAGGGCCGGGGTGGCCTTGGAAGA
AAATGGCTGAGCCAAGAAGGAGGTCTTTATTTCAGCTTCCTGCTGAATCCCAAGGAATTT
GAGAATCTTCTGCAGCTGCCTTTAGTGTTAGGTCTATCAGTTTCTGAAGCCCTGGAGGAG
ATCACAGAGATTCCCTTCTCCTTAAAGTGGCCGAATGATGTGTACTTCCAGGAAAAAAAA
GTCAGTGGGGTGCTCTGCGAGCTGAGCAAAGACAAGCTCATAGTAGGAATTGGAATCAA
CGTGAACCAGCGCGAAATACCAGAGGAAATTAAGGATCGCGCGACGACTCTGTATGAGA
TAACTGGAAAAGACTGGGACAGAAAGGAAGTTCTTCTGAAGGTGTTGAAGCGGATCTCG
GAGAACCTCAAGAAGTTCAAGGAGAAATCCTTTAAAGAGTTCAAAGGGAAGATTGAAAG
CAAGATGCTGTACCTGGGGGAAGAGGTGAAGCTGTTGGGTGAGGGCAAGATCACCGGGA
AACTGGTGGGCCTCAGTGAGAAAGGAGGCGCACTGATTCTCACAGAAGAAGGCATCAAG
GAAATCCTCTCAGGGGAGTTTTCTTTGCGTCGATCTTACCCATATGATGTTCCTGACTACG
CCtaa

BiolD2 je dodan na na C-terminus, kao i kod M55 jer nije bilo ocitih preklapanja m06 s drugim

otvorenim okvirima Citanja (engl. open reading frame, ORF).
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Umnazanje i purifikacija rekombinantnih MCMV-a

Purificirana BAC DNA je transficirana u MEF koriste¢i XtremeGene-9 transfekcijski reagens
u duplikatu. Transfekcija je napravljena na stanicama konfluentnosti 40-80%. Nakon Sto se zamijeSa
DMEM s transfekcijskim reagensom, u suspenziju je dodano 1,5 mikrograma DNA. Nakon 15-30
minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, suspenzija se dodaje kap po kap na MEF. Jednu minutu kasnije
se dodaje DMEM i ploca se inkubirala 1-2 dana u CO; inkubatoru. MEF se tripsinizirao i udruzeni su
duplikati u 10 cm ploc¢e s dodatkom 3% DMEM-a. Idu¢ih 7 do 10 dana se prati pojava plakova na
plo¢ama. Nakon infekcije svih stanica, sakupljeni su supernatanti (nulta pasaza) i pohranjeni na -80°C.
Ostatak stanica je uklonjen centrifugiranjem na 3100 rpm (10 minuta). Za uklanjanje BAC sekvence iz
virusnog genoma potrebno je pasazirati virus jos§ barem pet puta (infekcija MEF-a u 10 cm ploama sa
100 uL supernatanta). Nakon posljednje pasaze, slijedi purifikacija virusa prema protokolu opisanom u
3.24.
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Viduka I, Stimac I, Karleusa Lj, Blagojevi¢ Zagorac G, Mahmutefendi¢ Luc¢in H, Lucin P
Poster prezentacija

Ist Biomedicine and Health PhD Students Congress "Science and Us"

Rijeka

9.2021.

Dynamic microtubules contribute to the establishment of the cytomegalovirus assembly compartment
in the early phase of infection

Viduka I, Stimac I, Jug Vucko N, Blagojevi¢ Zagorac G, Mahmutefendié¢ Luéin H, Lugin P

Poster prezentacija

15th Annual Symposium of the Croatian Physiological Society with International participation (HDF
2021)

Zagreb

7.2021.

Digital holotomographic and confocal microscopy in cell imaging
Viduka I, Karleusa Lj, Lucin P

Poster prezentacija

29th Summer School on Image Processing (SSIP 2021)

Rijeka

5.2018.

Ispitivanje fotodinamicke aktivnosti amfipatskog porfirina na stafilokoke
Viduka I, Suvak A, Perin E, Gobin I, Malatesti N

Poster prezentacija

Studentski kongres zastite zdravlja (SANITAS 2018)

Rijeka

11.2017.

A study of the photodynamic effect of the amphiphilic porphyrin on Legionella
Viduka I, Begi¢ G, Gobin I, Malatesti N

Poster prezentacija

17th Zagreb International Medical Summit (ZIMS 2017)

Zagreb
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Znanstveni projekti

2025. -

Izlazak citomegalovirusa iz stanice putem Rab15-pozitivnih membranskih odjeljaka
Suradnik

Hrvatska zaklada za znanost (projekt: IP-2024-05-4995)

2021. -

Sekundarno omatanje i izlazak beta-herpesvirusa iz stanice
Doktorand

Hrvatska zaklada za znanost (projekt: IP-2019-04-3582)

Struéna djelatnost

Struc¢na aktivnost

25.10.2022. - 27.10.2022.
Sudjelovanje na tecaju transmisijske elektronske mikroskopije
Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet
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