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SAZETAK/Summary

Citomegalovirus (CMV) u inficiranim stanicama uzrokuje opseznu
reorganizaciju sekretornih i endosomalnih membrana u svrhu stvaranja
citoplazmatskog odjeljka za sklapanje viriona — cVAC (AC) (eng. cytoplasmic
viral assembly compartment). Tijekom tog procesa, virus u stanici mijenja
dinamiku i smjestaj membranskih struktura djelujuéi na izrazaj i aktivaciju
regulatornih proteina koji se mobiliziraju na njihovu povrsinu. Rab10 GTPaza
je jedan od mnogih takvih regulatornih proteina, a nalazimo ga na sucelju
ranih endosoma, EE (eng. early endosomes) i endoplazmatskog
recikliraju¢eg odjeljka, ERC (eng. endoplasmic recycling compartment). U
ovom diplomskom radu smo istrazili ucinak infekcije @ misjim
citomegalovirusom (MCMV) na izrazaj i unutarstani¢ni smjestaj Rab10 i
njegovih efektora, odnosno regulatora (Rab5, MICAL-L1, EHBP1, ACAP1,
ACAP2, EHD1, EHD3) na inficiranim misjim fibroblastima. Pokazali smo da se
izrazaj ispitivanih proteina ne mijenja tijekom infekcije, ali se Rab10 GTPaza
i njegov efektor EHBP1 u kasnoj fazi infekcije nalaze nakupljeni u
unutrasnjem dijelu AC (iAC). Prema tome, mozemo zakljuciti da MCMV
infekcija uzrokuje reorganizaciju endosomalnih membrana na kojima se

nalazi Rab10, ali ne mijenjajuci njihov izrazaj.

Cytomegalovirus (CMV) causes extensive reorganization of the secretory and
endosomal membranes in infected cells with a purpose of cytoplasmic viral
assembly compartmens (cVAC/AC) formation. During that proces, CMV
rearrange and change the dynamics of cellular membranes. One of the
possible mechanisms involves targeting the expression of regulatory proteins
that are activated and mobilized at surfaces of intracellular compartments.
Rab10 GTPase represents one of many such proteins and can be found at
the interface of early endosomes, EE and endoplasmic recycling
compartment, ERC. In this thesis we have investigated the impact of
infection with murine CMV (MCMV) on the Rab10 GTPase and its effectors
and regulators (Rab5, MICAL-L1, EHBP1, ACAP1, ACAP2, EHD1, EHD3)
expression and localization in the infected mouse fibroblasts. We have

shown that their total expression do not change in the comparison with



uninfected cells, but Rab10, and its effector, EHBP1, can be found in
pericentriolar clusters inside AC (iAC) in the late phase of infection.
Therefore, we can conclude that MCMV infection cause reorganization of

Rab10 positive membranes, but without influence on their total expression.

Kljuéne rije¢i / Keywords : citomegalovirus / cytomegalovirus; odjeljak za
sklapanje virusnih CcCestica / viral assembly compartment; endosomi /
endosomes; endosomalna tubulacija / endosomal tubulation; Rab10 GTPaza
/ Rab10 GTPase
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1.UVOD

1.1. Replikacijski ciklus citomegalovirusa

Citomegalovirus (CMV) je <clan obitelji B-herpesvirusa koji uzrokuje
asimptomatske infekcije u vedini populacije, ali u imunokompromitiranih
osoba uzrokuje razna patoloska stanja pa i smrtni ishod(1,2). Danas je
poznato da CMV u stanici domacdina uzrokuje opseznu reorganizaciju
membranskog sustava sekretornog i endosomalnog puta koja dovodi do
stvaranja citoplazmatskog odjeljka za sklapanje viriona -cVAC (eng.
cytoplasmic viral assembly compartment), ¢esto nazvanog samo AC(3-6). U
ACu se virusne kapside s tegumentnim proteinima omataju ¢ime nastaju
nove gotove virusne Cestice. Nastajanje ACa omoguceno je reorganizacijom i
pericentriolarnim nakupljanjem membranskih struktura nakon infekcije, koja
pocinje u ranoj fazi, a zavrSava tijekom kasne faze infekcije, kada u zrelom
ACu nalazimo i virusne proteine, uglavhom u njegovom vanjskom dijelu
(slika 1)(3,5,7).

Neinficirana stanica

I EE
B ERC
LE
B cGolgi
P TGN
: B Jezgra
Slika 1 Shematski prikaz lokalizacije
organela u neinficiranoj i MCMVom
: inficiranoj stanici misjeg fibroblasta.
10 ym Gornja slika prikazuje 3 citoplazmatske

zone u neinficiranoj stanici - kortikalna
(svjetlorozo), perinuklearna (zeleno) i
jukstanuklearna (crveno). Donja slika
prikazuje shematski prikaz citoplazmatskih
B M55/M74 zona u MCMVom inficiranoj stanici pri 48h
p.i. M55/M74 su MCMV dlikoproteini
virusne ovojnice. cis-Golgi  (cGolgi);
vanjski AC, eng. outer AC (0AC);
unutarnji AC, eng. inner AC (iAC).
Preuzeto iz Lucin et al. Front Cell Dey Biol,
2020(8).
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Podrucje vanjskog, prstenastog dijela ACa sastoji se od cis/medial-Golgija i
glikoproteina virusne ovojnice te cini vanjski, oAC (eng. outer AC), a
podrucje unutar prstena se naziva unutarnjim, iAC (eng. inner AC)(8). S
druge strane, iAC se uglavnom sastoji od membranskih struktura porijeklom
iz ranih endosoma (EE; eng. early endosomes), endoplazmatskog
recikliraju¢eg odjeljka (ERC; eng. endoplasmic recycling compartment) i

trans Golgi mreze (TGN; eng. trans Golgi network)(8).

U istrazivanju (pato)fiziologije CMV infekcije se kao model ¢esto koristi misji
citomegalovirus (MCMV) koji je slican ljudskom citomegalovirusu (HCMV), ali
ima brzi stanicni ciklus(9). Replikacija MCMVa dogada se kroz ekspresiju
virusnih gena koji su organizirani u tri faze: neposredno rana (IE, eng.
immediate early), rana (E, eng. early) i kasna faza (L, eng. late)(slika
2)(10).

izrazaj i transkripcija IE i
E gena

sinteza virusne DNA

M55.2, M74

ekspresija L gena
130 kDa M25

105 kDa M25
m138

E1

95 kDa M25
IE1

B sati nakon infekcij
l‘J’_‘JJJLJJ ?Iil[l)rlle; on infekcije

L
IE faza E faza L faza sklapanje viriona

sinteza stanicne
DNA

Slika 2 Vremenska raspodjela Zivotnog ciklusa MCMV-a i kinetika izrazaja MCMV gena
koji kodiraju proteine ovojnice (M74) i tegumenta (M25) te proteine koji se izrazavaju
tijekom IE i E faze infekcije (M57). m138- gen za protein sa slicnim svojstvima kao Fc-
receptor, a koji karakterizira ranu fazi infekcije. Preuzeto iz Lucin et al. Front Cell Dey Biol,
2020(8).

Neposredno rana faza infekcije (0-1h) karakterizirana je izrazajem IE gena i
proteina koji kontroliraju sintezu proteina rane (E) faze. Proteini rane faze
potom kontroliraju replikaciju DNA virusa, modificiraju stani¢ne proteine
domacdina, kontroliraju imunosni odgovor te =zapocinju program

reorganizacije membranskih sustava(l). U ranoj fazi infekcije (6-16h)



pocinje i formiranje ACa i stvaranje pretece odjeljka za sklapanje virusnih
Cestica (preAC) koji se, kako je ranije navedeno, sastoji od remodeliranih
membrana na EE/ERC/TGN suceljima. U konacnici, kasnu fazu infekcije (16-

72h) karakterizira stvaranje zrelog ACa i otpustanje prvih viriona(10).

1.2. Endosomalni sustav stanice

Endomembranski sustavi u stanici sastoje se od odjeljaka i membranskih
domena koje imaju jedinstvenu kompoziciju. Homeostaza stanicnih
membrana moze biti narusena uslijed raznih cimbenika kao Sto su
poremecaji stanicnog metabolizma, promjene osmolarnosti, disregulacija
stani¢nog signaliranja, a naruSena homeostaza takoder je i jedan od prvih

znakova infekcije citomegalovirusom(7).

Nakon endocitoze u zdravoj stanici, internalizirane molekule ulaze u pre-
rane endosome (preEE, eng. pre-early endosomes) odakle se usmjeravaju u
rane endosome (EE). Iz ranih endosoma molekule se mogu reciklirati natrag
na plazmatsku membranu (PM), usmijeriti u endosomalni reciklirajuci
odjeljak (ERC) ili u trans-Golgi mrezu (TGN) za retrogradni transport. S
druge strane, mogu se usmjeriti i u degradaciju u kasne endosome
(LE)(1,6,7,10).

Vremensko-prostorna dinamika endosomalnog prometovanja, kao i kontrola
sudbine endocitiranih molekula (recikliranje ili degradacija) regulirana je
citoplazmatskim proteinima. Oni se u aktivhom obliku nalaze vezani uz
odredene membranske domene gdje regrutiraju mrezu efektora kojima se
kontrolira endosomalna dinamika (tubulacija, odcjepljivanje, promjena pH
odjeljka i sl.)(1,7,11,12). Najvazniji regulatorni proteini pripadaju skupini
malih GTPaza iz Rab (Ras-related in brain) i Arf (ADP-ribozilacijski faktori)
obitelji(1,7,8,10). Rab proteini se najces¢e u neaktivhom (GDP) obliku
nalaze u otopini u citosolu, te se vezu za membrane endosomalnog sustava
nakon Sto njihovi aktivatori postanu dostupni u procesu membranskog
protoka. U vedini sluCajeva, na endosomalnim membranama Rab GTPaze se
aktiviraju pomocéu GEF (eng. guanine-nucleotide exchange factor) molekula

u GTP oblik, a inaktiviraju se vezanjem GAPova (eng. GTPase activating
3



protein) koji posreduju hidrolizu GTPa, Sto za posljedicu ima otpustanje Rab
proteina s membrana. Time GEF molekule kontroliraju mjesto regrutiranja
Rab proteina dok GAP proteini kontroliraju Zivotni vijek aktivhog oblika Rab
GTPaza na membrani(10). Bitno je napomenuti da su promijene na ERCu
tijekom MCMV infekcije ukazale na perturbacije u kaskadama Rab GTPaza.
Ova pojava sugerira da virus iskoriStava ove kaskade za reorganizaciju
ERCa, u jednom od najranijih koraka u sekvencijalnoj uspostavi ACa, a koje

se oCituju nakupljanjem Rab proteina i njihovih efektora(10).

1.2.1. Endosomalno recikliranje

Kao Sto je ranije navedeno, molekule se mogu reciklirati brzim recikliranjem
iz EE, sporim recikliranjem iz ERCa ili retrogradnim transportom preko
TGNa(1,7,10). Recikliranje iz EE moze se usmjeravati prema PM, ERCu i
TGNu, a karakterizirano je tubulacijorm membrana EEa, te stvaranjem
tubularno-endosomalne mreze (TEN, eng. tubular endosomal network).
Stvaranje tubula je posredovano proteinima s BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs)
domenom koja prepoznaje pozitivhe kurvature/zakrivljenosti, kao Sto su
SNX-BAR proteini, sindapin (PACS1/2) i ACAP-1 (eng. Arf gap with Coil,
Ankyrin repeat, and PH domain protein 1)(1). Nadalje, pretpostavlja se kako
i EHD1-4 (eng. Epsl15 Homology Domain) proteini kao i dinamin-1, a
vjerojatno i dinamin-2, sudjeluju u odcjepljivanju recikliraju¢ih tubula,
odnosno nastanku reciklirajuéih vezikula(1,13,14). Takoder, ulogu u
tubulaciji i odcjepljivanju imaju i proteini EHBP1 i MICAL-L1 koji dolaze u
interakcije sa Sindapinom-2(1,15,16).

Uloga proteina koji reguliraju reciklirajuc¢i sustav u stanici i biogenezu ACa
(primjerice Rab10, Rab11, Evectin-1, Arf-6, Rab22A) jos uvijek nije poznata.
U ovom radu c¢emo pokusati istraziti izrazaj osnovnih proteina Rab10

interaktoma tijekom MCMV infekcije.



1.2.2. Rab10 interaktom i uloga Rab10 GTPaze na sucelju
ranih endosoma i endosomalnog reciklirajuéeg odjeljka

Rab10 GTPaza je mali protein (23kDa) koji se vezuje za membrane na
sucCelju EE i ERCa te regulira prometovanje izmedu ova dva odjeljka(1,8,17).
U fiksiranim preparatima vedine stanica, Rab10 je gotovo potpuno neuodljiv
jer su vezikule na koje se regrutira kratkog Zivotnog vijeka i brzo se
krecu(17). Medutim, u stanicama inficiranima MCMVom, Rab10 se nakuplja
na membranskim strukturama oko sredista stanice te predstavlja jedan od
najranijih  pokazatelja razvoja E-preAC (eng. early pre-assembly

compartment)(10).

U neinficiranoj stanici, primarni efektori Rab10 su EHBP1 i ACAP1/2. EHBP1
protein regrutira Rab10 na membranu endosoma, mobilizira aktin te potice
endosomalnu tubulaciju(1,15). S druge strane, ACAP1 protein posjeduje BAR
domenu pomocu koje prepoznaje i poti¢e nastajanje pozitivnhih membranskih
zakrivljenosti, a zajedno s ACAP2 proteinom djeluje kao GAP za vaznu
molekulu koja regulira endosomalno recikliranje, malu GTPazu Arf6(1,18).
Nadalje, kao sekundarni efektori Rab10 GTPaze, ali i mnogih drugih malih
GTPaza koje reguliraju endosomalno prometovanje, djeluju EHD proteini
kojih razlikujemo cetiri vrste (EHD1-4). Iako obavljaju visestruke funkcije u
stanici, njihova primarna zadada je tubulacija, odcjepljivanje i regulacija
stvaranja vezikula na EE/EE-ERC sucelju (slika 3)(1,16,19). Vazna molekula
koja se moze vezivati s EHD1 i Sindapinom-2 je i MICAL-L1, koja takoder
djeluje na tubulaciju membrana recikliraju¢ih endosoma i predstavlja jos
jedan indirektan efektor Rab10 proteina(1,16). Bitno je napomenuti da
MICAL-L1, kao i EHBP1, moze mobilizirati Rabl10 na endosomalne

membrane.

Rab10 se aktivira nakon regrutacije odgovaraju¢ih GEF molekula, koje se
mogu aktivirati na vise nacdina. Tako, Rab5 GTPaza, inace jedna od
najpoznatijih malih GTPaza koja se izrazava na EE, a sudjeluje u sortiranju,
fuziji i sazrijevanju EE, djeluje u povratnoj sprezi s Rab10. Tako Rab5
regrutira Rab10 GEF (DENND-4), ¢ime ga aktivira, a Rab10 regrutira Rab5

5



GAP (TBC-2), ¢ime ga inaktivira(20). Rab10 interaktom, odnosno njegovi
meduodnosi s aktivatorima i inhibitorima, kao i primarnim i sekundarnim

efektorima prikazana je na slici 3.

LET-413 |

Rab5-GTP Rab5-GDP

Rab10-GDP >
/ CNT-1/

Rab11-GTP | ACAP-1/2
Arf-6-GTP

PI(5)K

—— G

Ra b10 GTP

Arf6-GDP

ERC

Slika 3 Interaktom GTPaze Rab10. Mreza djelovanja efektora, GAPova i GEFova na
sucelju EE/ERC. EE-rani endosomi; ERC- endosomalni reciklirajuci odjeljak. Detaljni opis
nalazi se u tekstu. Preuzeto iz HRZZ projektnog prijedloga: IP-2020-02-2916(1).

Fiziologija membrana endosomalnog i sekretornog puta koja bi pomogla
razumijevanju utjecaja CMVa na reorganizaciju stani¢nog sustava membrana
nije joS dovoljno rasvijetljena. Medutim, razumijevanje promjena u
endosomalno-sekretornom sustavu u najranijim fazama infekcije kao i
funkcije proteina uklju¢enih u iste mogu nam pomodi razjasnjavanju

djelovanja CMVa i njegove patologije u eukariotskim stanicama(7).



2. CIL]J RADA

1. Utvrdivanje izrazaja Rab10 GTPaze, kao i njegovih primarnih (ACAP1,
ACAP2, EHBP1) i sekundarnih efektora (EHD1-4, MICAL-L1) u fazama
MCMV infekcije (Oh, 6h, 24h i 48h p.i.")

2. Utvrdivanje povezanosti MCMV infekcije na ekspresiju i lokalizaciju

proteina za tubulaciju na sucelju EE i ERC.

1p.i. — eng. post infection



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Stanicne kulture, virusi i uvjeti infekcije

Sav eksperimentalni dio je napravljen na Balb 3T3 fibroblastima (American
Type Culture Cell-Colection [ATCC], klon A31, ATCC CCL-163). S druge
strane, misji embrionalni fibroblasti (MEF) koriSteni su za proizvodnju i
titraciju virusa. Stanice su kultivirane na 37°C uz 5% CO2 u DMEM u kojem
je dodan 10% (5% za MEF) fetalni govedi serum (eng. fetal bovine serum,
FBS), 2 mM L-glutamin, 100 mg/mL streptomicin i 100 U/mL penicilin (svi
reagensi iz Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY). Kada su se koristile za
razmnozavanje, stanice su uzgajane u kulturi u 10 cm petrijevim zdjelicama
i raseljene kada su bile 80-90% konfluentne. Proizvodnja zaliha virusa i
infekcija stanica je izvedena po standardnoj proceduri(9). Stanice su
inficirane s jedinicama 1 PFU (eng. plagque forming units, PFU) uz MOI (eng.
multiplicity of infection, MOI) 10 (infekcija je bila pojacana centrifugiranjem,
2000 rpm 15 minuta, uz okretanje plo¢a kako bi se postigla jednolikost
infekcije)(9).

U svrhu izbjegavanja nespecificnog vezivanja protutijela na virusni FcR, a
time i lazno pozitivni rezultati, koristen je rekombinantni virus Am138-MCMV
(AMC95.15) s delecijom fcrl (m138) gena u svim infekcijama za
imunofluorescentne metode(21). Za odredivanje PFU u virusnim
homogenatima nakon proizvodnje virusa koristen je divlji tip MCMVa (Strain
Smith, ATCC VR-194).



3.2. Protutijela i reagensi

KoriStena su sljedeéa protutijela za oznacavanje endosomalnih odjeljaka:
zeC¢je monoklonalno IgG anti-Rab10 (kat.br. 8127;Cell Signaling Inc,
Danvers, USA), zecje monoklonalno IgG anti-Rab5 (kat.br 3547S ;Cell
Signaling Inc, Danvers, USA), zecCje anti-MICAL-L1 (kat.br. orb537847
;Biorbyt, Cambridge, UK), zeclje poliklonalno anti-EHBP1 (kat.br. NBP1-
93614 ;Novus Biologicals, Centenial, CO, USA), zecje anti-ACAP1 (kat.br.
orb29096 ;Biorbyt, Cambridge, UK), misje monoklonalno anti-ACAP2
(kat.br. SC-376150 ;Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, USA), zecje
monoklonalno anti-EHD1 (kat.br. ab109311 ;Jackson Laboratory Bar Harbor,
ME, USA) i zelje poliklonalno anti-EHD3 (kat.br. Ab103869 ;Abcam,
Cambridge, UK). Protutijela za MCMV proteine su proizvedena na Sveucilistu
u Rijeci, Centar za Proteomiku: misje monoklonalno IgG2a anti m123/IE1
(klon IE1.01) i miSje monoklonalno IgG2a M55/gB (klon M55.02 za
imunofluorescenciju). Sekundarna protutijela: AF488- | AF>24- konjugirana
protutijela za misji IgG2a i zecji IgG su od Molecular Probes (Leiden, NL).
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) je od Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA; (kat. br. D1306).

3.3. Imunofluorescencija, konfokalna mikroskopija i
analiza slika

Stanice su uzgojene na pokrovnim stakalcima na mikrotitarskim plocdicama
od 24 jazice te su koristene za imunofluorescenciju kada su bile 60-70%
konfluentne. Nakon fiksacije s 4% formaldehidom (20 min, sobna
temperatura (RT)) i permeabilizacije s 1% Tween-20 (20min, 37°C), stanice
su inkubirane s primarnim protutijelima (1h, RT), isprane 3 puta s PBSom i
inkubirane s odgovaraju¢im fluorokrom konjugiranim sekundarnim
protutijelima (1h, RT). Nakon ispiranja s PBSom, stanice su zatim uklopljene

u Moviol (Fluka Chemicals, Selzee, Germany)-DABCO (Sigma Chemical Co,



Steinheim, Germany) u PBSu koji sadrzi 50% glicerola te su analizirane

konfokalnom mikroskopijom.

Slikanje je izvedeno na Leica DMI8 invertnom konfokalnom mikroskopu
(konfokalni dio: TCS SP8; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany)
koji je opremljen s UV (diode 405), Ar 488, DPSS 561 i He/Ne 633 laserima i
4 detektora (2 PMT i 2HyD). Koristeni su HC PLAPO CS2 (63x/1.40 oil)
objektivi. Slike (515x515 piksela) su dobivene pomocu LAS (Leica
Application Suite) X softvera (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany)
u sekvencijalnom nacinu rada sa z-serijom od 0,5um i faktorima zumiranja
od 0,75x (veli¢ina piksela 481,47 nm x 481,47 nm), 1,5x (veli¢ina piksela
240,74 nm x 240,74 nm), 3x (veli¢ina piksela 120,37 nm x 120,37 nm) i 6x
(veli¢ina piksela 60,18 nm x 60,18 nm). Slike su dobivene u kontroliranim

postavkama parametara i izvezene u TIFF formatu.

3.4. Western Blot

Stanicni lizati su pripremljeni u RIPA puferu za lizu zajedno sa proteaznim
inhibitorima (kat.br. 11697498001, Roche Diagnostics GmbH, Unterhaching,
Germany), proteini su separirani pomoc¢u SDS-PAGE elektroforeze (Bio-Rad
PowerPac Universal, Hercules, USA) i blotirani (Bio-Rad Trans-Blot Turbo
Transfer System, Hercules, USA) na PVDF-P (polivinildendifluorid) WB
membranu (Milipore) pri 25V, 1,0A, 25 min. Membrane su inkubirane s 1%
reagensom za blokiranje (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
1h, a zatim 1h ili preko noéi (4°C) s primarnim protutijelom. Primarna
protutijela su isprana s 3 ciklusa ispiranja (TBS s 0,05% Tween-20, pH 7.5
[TBS-T pufer]) te su membrane zatim inkubirane sa sekundarnim
protutijelima konjugiranim peroksidazom (POD) i razrijedenima u TBS puferu
(TBS + 0,5% reagens za blokiranje) 45-60 min, RT. Nakon toga su
membrane ponovno isprane 3 puta s TBS-T puferom. Kemiluminiscentni
signal je dobiven nakon inkubacije sa SignalFire (TM) Plus ECL Reagent ili
Signal Fire (TM) Elite ECL Reagent (Cell Signaling, kat.br. 12630S, 12757P)

1min. Signal je detektiran na uredaju Transilluminator Alliance 4.7
10



(UvitecLtd., Cambridge, UK).Misji anti-B-aktin (Millipore, Bilerica, MA, USA)

je koristen kao kontrola nanosa proteina.
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4. REZULTATI

4.1. Lokalizacija Rab10 GTPaze u stanici inficiranoj
MCMVom nakon 40 sati infekcije

Prethodna istrazivanja su pokazala kako se Rab10 nalazi u stanicnom
citosolu, te na kratkozivué¢im organelama koje reguliraju EE-ERC transport.
Kako se te organele vrlo brzo kreéu, Rab10 je tesko uociti na fiksiranim
preparatima neinficiranih stani¢nih kultura(17). Medutim u stanicama
inficiranima MCMVom Rab10 se wuocdava u organiziranim stani¢nim
membranama u periocentriolarnom iACu koji se vizualizira na kraju E faze
MCMV infekcije(10). Tako se Rab10 u inficiranoj stanici moze nadi u
spomenutim jukstanuklearnim nakupinama Sto sugerira kako je doslo do
produljene maturacije i ekspanzije Rabl0-kontroliranih membrana, te
odgodenog sazrijevanja EE u ERC(8). Kako je ranije navedeno, iAC je u CMV
infekciji obavijen prstenastim oACom kojega, osim remodeliranih membrana
Golgija, Cine i virusni proteini omotaca, kao Ssto su M55 (gB), M74 (gO),
gH(8,22,23).

Lokalizaciju Rab1l0 GTPaze ispitali smo imunofluorescencijom na
konfokalnom mikroskopu te smo potvrdili njegov smjestaj u perinuklearnom
agregatu unutar stanice inficirane MCMVom sukladno prethodnim
istrazivanjima (slika 4). U odnosu na neinficiranu stanicu, u stanici koja je
inficirana MCMVom i nakon 40h infekcije vidljivi pericentriolarni agregati
Rab10 proteina u unutarnjem dijelu ACa (iAC)(slika 4). M55 smo uocili
nakupljenog u vanjskom dijelu AC-a (0AC)(slika 4) sSto je bilo i ocekivano
obzirom da se virusni proteini kasne faze infekcije smjestaju u tom

podrucju(8).

12
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MCMV

Slika 4 Rab10 GTPaza u neinficiranim i MCMV-inficiranim stanicama. Balb 3T3
fibroblasti su uzgajani u stani¢nim kulturama na stakalcima. Jedan dio je ostavljen
neinficiran (NI) (A), dok je drugi dio inficiran s AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10) 40 sati (MCMV)
(B). Nakon imunofluorescentnog obiljezavanja: Rab10 (crveno), DAPI/IE1 (plavo) i M55
(zeleno), stanice su vizualizirane konfokalnom mikroskopijom. Mjerna crta kod manjeg
povecanja (prva slika u svakom retku) iznosi 20um, a kod veceg povecanja 10um.
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4.2. Analiza ukupnog izrazaja Rab10 GTPaze u stanici
tijekom 48h infekcije MCMVom

Kao Sto je ranije pokazano, Rab1l0 se u fiksiranim preparatima nakon
vizualizacije imunofluorescentnim metodama vrlo slabo vidi u neinficiranim
stanicama, dok se nakon MCMV infekcije jasno uocava (slika 4)(8,17). Stoga
smo metodom western-blota, u stani¢nim lizatima neinficiranih stanica, kao i
0, 6, 24 i 48 hpi, ispitali da li se njegov ukupni izrazaj mijenja. Bitno je
napomenuti da 0 hpi predstavlja stanice koje su lizirane odmah nakon
dodavanja virusa. U skladu s prethodnim istrazivanjima(8) utvrdili smo kako
se ukupna ekspresija Rabl0 GTPaze ne mijenja tijekom 48h infekcije
MCMVom (slika 5). Ovaj rezultat ukazuje da je pojacani signal u inficiranim
stanicama, koji uocavamo imunofluorescencijom posljedica povecane
mobilizacije Rab10 na stanicne membrane, pove¢anog koncentriranja Rab10
pozitivnih membrana na jednom mjestu (pericentriolarno podrucje), ili

oboje.

hpi
NI 0 6 24 48

55—
40—

35—

25—
4 Rab10 Slika 5 Izrazaj Rab10 na MCMV

inficiranim Balb3T3 fibroblastima.
Stanicni lizati AFCR-MCMV inficiranih i
neinficiranih Balb 3T3 stanica dobiveni
- — u naznacenim vremenima su
100— separirani pomocu SDS-PAGEa,
S — “IE1 blotirani, inkubirani s odgovarajuc¢im
primarnim i sekundarnim
protutijelima te vizualizirani
kemiluminiscencijom. IE1 je koristen
kao kontrola infekcije, a B-aktin kao
kontrola nanosa.

40 — — -——" * B'aktin
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4.3. Izrazaj regulatora i efektora Rab10 GTPaze tijekom
MCMYV infekcije (Rab5, MICAL-L1, EHBP1, ACAP1/2i
EHD1/3)

4.3.1. Izrazaj Rab5 i MICAL-L1 u MCMYV infekciji

Tri su poznata puta aktivacije Rabl0 GTPaze. Prvi put podrazumijeva
regrutaciju Rabina 8 (Rab10 i Rab8 GEF) od strane Rab11(24). Drugi put se
odvija preko Rab5 GTPaze klasi¢cnim kaskadnim putem regulacije(1).
Opcenito, kaskadni put regulacije aktivacije GTPaza podrazumijeva pravilo u
kojem prethodna GTPaza aktivira onu nishodnu. U ovom slucaju Rab5
aktivira Rab10 mobilizacijom Rab10 GEFa (DENND-4). S druge strane,
nishodna GTPaza inaktivira prethodnu u nizu. U ovom slucaju Rab10
inaktivira Rab5 mobilizacijom Rab5 GAPa (TBC-2) (slika 3)(10). Medutim,
zanimljivo je da je objavljeno kako Rab5 moze regrutirati TBC-4 koji djeluje
kao GAP za Rab10, ¢ime ga inaktivira. To dodatno komplicira i inace vrlo
sloZzenu sliku kontrole aktivacije endosomalnih regulatora, poput malih Rab i
Arf GTPaza(1).

U konacnici, kao dio treeg puta Rab10 aktivacije, protein Rab35 moze
regrutirati MICAL-L1, a MICAL-L1 dalje Rab10. Zanimljivo, MICAL-L1 je
istovremeno i mobilizator i efektor proteina Rabl0 (slika 3), a ranije je

spomenuto kako je isti ukljucen u tubulaciju recikliraju¢ih endosoma.

Kako bismo ispitali da li se ukupni izrazaj Rab5 i MICAL-L1 proteina mijenja
unutar stanice inficirane MCMVom napravili smo western-blot analizu (slika
6).
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Slika 6 Izrazaj Rab5 i MICAL-Lina MCMV inficiranim Balb3T3 fibroblastima.
Shematski prikaz koji pokazuje interakcije Rab10, Rab5 i MICAL-L1 (A). Stanice su
inficirane AFcCR-MCMV, PFU 1 (MOI 10), te u naznacenim vremenima napravljeni su lizati.
Nakon SDS-PAGE, blotiranja i inkubacije s odgovaraju¢im primarnim i sekundarnim
protutijelima, Rab5 (25kDa) (B) odnosno MICAL-L1 (93kDa) (C) su vizualizirani
kemiluminiscencijom. IE1 je koriSten kao kontrola infekcije, a B-aktin kao kontrola nanosa
proteina.

Tijekom 48-satne kinetike MCMV infekcije vidljivo je da ne dolazi
Rab5 GTPaze,
istrazivanjima(8), ali niti MICAL-L1 (slika 6)(8). Ovaj rezultat ukazuje da
povecano Rab10 i
najvjerojatnije nije posljedica povecane mobilizacije na membrane preko
aktivnosti Rab5 GTPaze i MICAL-L1.

do

promjene izrazaja sto je u skladu s dosadasnjim

nakupljanje pojacan imunofluorescencijski signal
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4.3.2. Primarni efektori Rab10 GTPaze EHBP1, ACAP1 |
ACAP2

Kao izravni efektori Rab10 GTPaze djeluju EHBP1 te ACAP1/2 proteini (slike
3 i 7). EHBP1 regulira endosomalno recikliranje tako Sto se veze na
endosome, mobilizira aktinski citoskelet te time posreduje endosomalnu
tubulaciju. Medutim kako bi uspjesno djelovao na tubuliranje endosoma
potrebna mu je stimulacija pomocu Rab10 GTPaze (slika 7A)(15). ACAP1
protein utjeCe na stvaranje zakrivljenosti na endosomalnim membranama

Sto potic¢e nastanak endosomalnih tubula(18).

Kako bismo utvrdili da li se izrazaj ovih Rab10 efektora u stanici mijenja
tijekom 48h MCMV infekcije, napravljena je western-blot analiza EHBP1 i
ACAP1/2 proteina (slika 7B i 7C).
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Slika 7 Izrazaj EHBP1 i ACAP1/2 na MCMV inficiranim Balb373 fibroblastima.
Shematski prikaz koji pokazuje Rab10 i njegove efektore ACAP1/2 i EHBP1 (A). Stanice su
inficirane AFCR-MCMV, PFU 1 (MOI 10), te u naznacenim vremenima napravljeni su lizati.
Nakon SDS-PAGE, blotiranja i inkubacije s odgovaraju¢im primarmim i sekundarnim
protutijelima, EHBP1 (140 kDa) (B) odnosno ACAP1 (81 kDa) i ACAP2 (82 kDa) (C) su
vizualizirani kemiluminiscencijom. IE1 je koriSten kao kontrola infekcije, a B-aktin kao
kontrola nanosa proteina.

Rezultati western-blot analize (slika 7B i 7C) ukazuju da se izrazaj primarnih
Rab10 efektora, EHBP1 i ACAP1/2 ne mijenja tijekom infekcije MCMVom.
Medutim, obzirom da se EHBP1 i ACAP1 ne vizualiziraju na membrani na
ocCekivanoj velic¢ini (signal nakon detekcije EHBP1 protutijelom umjesto na
140kDa opetovano se uocava na 67kDa, a dominantni signal nakon detekcije
ACAP1 na 120kDa umjesto na 81kDa), treba se dodatno joS potvrditi
specifitnost prepoznavanja, primjerice nakon knock-down eksperimenata sa

specificnom siRNA.
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4.3.3. Sekundarni efektori Rab10 GTPaze EHD1 i EHD3

Poznato je da proteini EHD skupine (EHD1-4) Cesto dolaze u interakcije s
razlicitim citosolnim proteinima, primjerice Rab efektorima poput Rabenozina
5 (efektor Rab5) ili Rab1l1l FIP3 (efektor Rabl1l) nakon cega poticu
endosomalnu tubulaciju i recikliranje vezikula(16). Medutim, pretpostavlja se
da njihovo djelovanje moze biti posredovano i EHBP1 molekulom, a time
indirektno i preko Rab10 (slike 3 i 8A).

Iako se EHD proteini mogu mobilizirati na razli¢ite nacine, od kojih mnogi i
neovisno o Rab10, Zeljeli smo vidjeti kakav je izrazaj EHD1 i EHD3 proteina
tijekom 48h infekcije MCMVom. Analiza lizata dobivenih u razli¢itim
vremenima tijekom 48h kinetike pokazuju da ne postoji znacajnija razlika u
izrazaju (slike 8B i 8C).
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Slika 8 Izrazaj EHD1li EHD3 na MCMV inficiranim Balb373 fibroblastima. Shematski
prikaz koji pokazuje Rab10 i njegove efektore EHD1 i EHD3 (A). Stanice su inficirane AFcR-
MCMV, PFU 1 (MOI 10), te u naznacenim vremenima napravljeni su lizati. Nakon SDS-PAGE,
blotiranja i inkubacije s odgovarajué¢im primarnim i sekundarnim protutijelima EHD1 (60
kDa) (B) odnosno EHD3 (62 kDa) (C) su vizualizirani kemiluminiscencijom. IE1 je koristen
kao kontrola infekcije, a B-aktin kao kontrola nanosa proteina.
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4.4. Izrazaj EHBP1 u fibroblastima nakon 40h infekcije
MCMVom

Ranije smo pokazali da se Rab10 molekule nakupljaju u pericentriolarnom
dijelu MCMV inficirane stanice, u tzv. iAC. Stoga smo zeljeli potvrditi
pretpostavku da se i primarni Rab10 efektor, EHBP1, nakuplja u istom
podrucju u inficiranoj stanici. Kako su protutijela koja prepoznaju i EHBP1 i
Rab10 istog izotipa (kuni¢ja), nismo bili u moguénosti zajedno ih
kolokalizirati, ali smo stoga imunofluorescencijom i konfokalnom
mikroskopijom vizualizirali EHBP1 izrazaj u kasnoj fazi MCMV infekcije

jednako kao sto je prethodno napravljeno za Rab10 (slika 4).

Na slici 10 je prikazan rezultat dobiven konfokalnom mikroskopijom na
kojem se vidi da se EHBP1 takoder smjesta u unutarnjem dijelu ACa
odnosno u iACu dok se molekula virusnog omotaca, M55/gB nalazi unutar
vanjskog dijela ACa (0AC). Ovaj rezultat je u skladu s povecanim izrazajem
Rab10 u AC koji najvjerojatnije povecava mobilizaciju i svojih efektora, u
ovom slucaju EHBP1, na reorganizirane endosomalne membrane u MCMV

infekciji.

A

Slika 9 EHBP1 u neinficiranim i MCMV-inficiranim stanicama. Balb 3T3 fibroblasti su
uzgajani u stani¢nim kulturama na stakalcima. Jedan dio je ostavljen neinficiran (NI) (A),
dok je drugi dio inficiran s AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10) 40 sati (MCMV) (B). Nakon
imunofluorescentnog obiljezavanja: EHBP1 (crveno), DAPI/IE1 (plavo) i M55 (zeleno)
stanice su vizualizirane konfokalnom mikroskopijom. Mjerna crta kod manjeg povecanja
(prva slika u svakom retku) iznosi 20pum, a kod veceg povecanja 10um.

o

MCMV
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5. RASPRAVA

Opsezna reorganizacija unutarstani¢nih membrana nastaje kao posljedica
MCMV infekcije, a dogada se u svrhu nastanka odjeljka za sklapanje virusnih
Cestica (AC)(1,3-6) . U ovom radu smo istrazivali membrane reciklirajucih
odjeljaka, prvenstveno se fokusirajuéi na malu GTPazu Rab10, koja regulira
prometovanje izmedu EE/ERC odjeljaka, te njezine aktivatore i efektore:
EHBP1, ACAP1, ACAP2, EHD1, EHD3, MICAL-L1 i Rab5. Rezultati dobiveni
nakon western-blot analize (slike 5, 6, 7 i 8) i analize lokalizacije Rab10 i
EHBP1 konfokalnom mikroskopijom (slike 4 i 9) ukazuju da MCMV uzrokuje
reorganizaciju sucelja EE/ERC sucelja. To je najvjerojatnije posljedica
narusavanja prostorno-vremenske dinamike prometovanja ovim odjeljcima
uslijed remecenja ustaljenih regulacijskih petlji u kojima dolazi do aktivacije
i inhibicije malih Rab i Arf GTPaza i njihovih efektora(1,8,11,25).
Reorganizacija endosomalnog sucelja ocituje se kao pericentriolarno
nakupljanje proteina koji reguliraju protok internaliziranih molekula,
prvenstveno izmedu EE, ERC i TGN, Cime nastaje odjeljak za sklapanje

virusnih cestica (AC).

5.1. MCMV reorganizira endosomalne reciklirajuce
membrane u unutrasnji dio AC (iAC)

Kao Sto je ranije navedeno, virusni odjeljak za sklapanje viriona (AC), kao i
njegova preteca preAC sastoje se od reorganiziranog Golgija i drugih
membranskih elemenata stanice (EE, ERC, TGN)(7,8,22,23). Membrane EE i
ERC, zajedno sa svojim specificnim proteinima - markerima, veé se u ranoj
fazi MCMV infekcije uoCavaju nakupljeni u iAC(8). Po svemu sudedi, Cini se
kako rani genski produkti MCMVa remete mehanizme regrutiranja i
regulatornih kaskada stani¢nih proteina koji sudjeluju u oblikovanju
membranskog sustava stanice. U neinficiranoj stanici, normalno
funkcioniranje ovih membranskih struktura kontrolirano je domacinskim
proteinima koji sudjeluju u prometovanju na EE/ERC sucelju(25,26).
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Medutim, u MCMV infekciji funkcija ovih membrana je narusena, a
recikliranje zakoceno(7,27). Naime, tada EE/ERC membrane postaju dio
unutrasnjeg AC (iAC) i vjerojatno imaju neku ulogu u sekundarnom
sklapanju virusa. Precizni mehanizmi koje virus koristi u tu svrhu jos nisu
poznati, ali za oCekivati je da za potpunu funkciju virus treba masineriju za
fiziju viriona. Teoretski, nju posjeduju EE, koji sadrze -ESCRT kompleks
(eng. The endosomal Sorting Complexes Required for Transport). Nalazimo
ga u posebnim, degradiraju¢éim domenama EE, a sastoji se od ESCRT-O,
ESCRT-I, ESCRT- II i ESCRT- III kompleksa. U zdravoj stanici, njegovim
djelovanjem dolazi do pupanja membrana u unutrasnjost endosoma, a u
konacnici i oslobadanja intraluminalnih vezikula (ILV), koje postaju sastavni
dio multivezikularnih endosoma (MVB)(26,28). Medutim, u uvjetima
infekcije, moguce je da se kapsida obavija membranama ACa u kojoj se
nalaze uklopljeni proteini ovojnice (kao M55/gB, M74/g0, gM, gN,
gH)(7,27). Gotovi virioni bi potom pupali i otcjepljivali se iz ACa pomocu
ESCRT kompleksa, te reciklirali prema stani¢noj povrsini. Zanimljivo je da je
Vps4 protein, inace sastavni dio ESCRT- III kompleksa koji je bitan, za fiziju
vezikula u unutrasnjost EE odjeljaka, pokazan u AC u HCMV inficiranim
fibroblastima(23). Ipak, niti EE, niti ERC, ne mogu samostalno djelovati na
nastanak AC i otpustanje gotovih viriona. Stoga vjerojatno membrane EE,
ERC i TGN, ali i cis/medial-Golgija, djeluju zajednicki u svrhu stvaranja

funkcionalno tako kompleksne strukture kao AC.

5.2. Znacaj Rab10 i njegovih regulatora u stvaranju AC

Kao Sto smo ranije naveli, Rab10, kao i vecina njegovih regulatora i efektora
se ne vidi u neinficiranim stanicama, Sto ukazuje na vrlo brzu dinamiku
membrana na kojima djeluju. Nadalje, mnogi od njih se ne vezu stabilno niti
uz jednu odredenu membransku strukturu pa je upravo njihova lokalizacija u
MCMV infekciji vazna za odredivanje razmjera utjecaja citomegalovirusa na
reorganizaciju stani¢nih organela i tubulaciju(8). Analizom stani¢ne

lokalizacije Rab10 proteina i njegovog primarnog efektora EHBP1 u kasnoj
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fazi MCMV infekcije, odnosno 40h nakon infekcije, utvrdeno je nakupljanje
ispitivanih proteina u obliku pericentriolarnog agregata u unutarnjem dijelu
ACa (slike 4 i 10). Ovaj rezultat ukazuje na moguénost da CMV infekcija
utjeCe na cijelu kaskadu aktivacije Rab10 proteina kako bi virus preuzeo
kontrolu nad ERC prometovanjem i tako uspostavio AC. Nadalje, nakupljanje
EHBP1 i Rab10 bi moglo biti jednim od uzroka znatne tubulacije unutarnjih
dijelova ACa obzirom da, u zdravoj stanici, imaju vaznu ulogu u regulaciji
pupanja membrana tijekom procesa recikliranja. Naime, virusom uzrokovana
disfunkcija regulacije sazrijevanja EE, ali i endosomalnog recikliranja mogla
bi dovesti do pretjerane aktivacije Rab10 proteina, te nakupljanja njegovih
primarnih (EHBP1 i ACAP1/2) i sekundarnih efektora (EHD1-4 proteini)(7,8).
Poznato je da ACAP1 protein potiCe nastajanje pozitivnih zakrivljenosti Sto
prethodi samoj tubulaciji i odvajanju tubula, EHBP1 mobilizira aktin i
pupanje membrana, a EHD proteini takoder dovode do tubulacije(1,13-15).
S druge strane, pokazano je da je za uspostavu ACa potrebno djelovanje
citoskeleta, prvenstveno aktina i mikrotubula(3,29). Ve¢ smo napomenuli
da, nakon regrutacije pomoc¢u Rab10, mobilizaciju aktina u svrhu recikliranja
membrana posreduje EHBP1(15), koji se nakuplja u unutrasnjosti iAC (slika
10).

Iako je logi¢no za ocekivati da virus mobilizira ove proteine kako bi potaknuo
recikliranje gotovih virusnih Cestica prema stani¢noj povrsini, treba imati u
vidu da je recikliranje stani¢nih proteina, kao Sto su transferin i MHC-I
molekule, inhibirano u uvjetima infekcije(7,27). Prema tome, postavlja se
pitanje kako virus remodelira stani¢ne reciklirajue membrane, a da
istodobno omogudi selektivno recikliranje viriona, ali i inhibiciju recikliranja

stanicnih glikoproteina.

Nadalje, iako smo, obzirom na pojacanje signala Rab10 i EHBP1 proteina
konfokalnom mikroskopijom, ocekivali porast njihovog ukupnog izrazaja,
western-blot analizom pokazali smo da se u infekciji, niti Rab10 i EHBP1
izrazaj, kao ni izrazaj Rab5 regulatora (Rab5, MICAL-L1) i efektora
(ACAP1/2, EHD1 i EHD3) ne mijenja. Stoga je moguce da se ove molekule

24



pojacano mobiliziraju na membrane ili se signal pojacava jednostavno uslijed

pojacanog pericentriolarnog koncentriranja.

Regulatorni sustav recikliranja na EE-ERC sucelju ovisi o mnogim stani¢nim
molekulama Rab i Arf obitelji, izmedu ostalog, o proteinima Rab1l0 i
njegovim efektorima. Usprkos novim saznanjima, radi se o vrlo slozenom
sustavu i joS uvijek ne postoji dovoljno dokaza o granici izmedu pojedinih
vrsta odjeljaka i detaljnom prijenosu molekula koje recikliraju izmedu
istih(25). Nadalje, molekule iz EE i ERC mogu pro¢i do TGN i obrnuto Sto
dostatno komplicira razumijevanje puteva recikliranja(30). Cinjenica je da
citomegalovirusna infekcija dovodi do velike reorganizacije svih ovih
membrana i njihovog nakupljanja u pericentriolarnom podrucju s ciljem
replikacije i proizvodnje novih viriona. Razumijevanje same fiziologije
virusne infekcije koje je osnova za razvijanje mogudcih specificnih terapija

nece biti mogucée bez rasvjetljavanja ovih procesa.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu smo istrazili kako infekcija misjim citomegalovirusom djeluje
na izrazaj stani¢nih proteina koji reguliraju i posreduju tubulaciju
unutarstani¢nih  membrana. (1) Western-blot analizom izrazaja Rab10
GTPaze, njegovih regulatora (Rab5 i MICAL-L1), te primarnih i sekundarnih
efektora (EHBP1, ACAP1/2, EHD1, EHD3) utvrdili smo kako se ekspresija niti
jednog proteina ne mijenja tijekom 48h infekcije MCMVom vec ostaje na
razini kao u neinficiranim stanicama. (2) Konfokalnom mikroskopijom smo
potvrdili i pokazali da Rab10 i njegov primarni efektor, EHBP1, postaju dio
unutrasnjeg dijela odjeljka za sklapanje virusnih Cestica (iAC) u kasnoj fazi
MCMV infekcije.

Ovi rezultati ukazuju da za nakupljanje u iAC ispitivanih proteina koji
sudjeluju u endosomalnom prometovanju i recikliranju nije nuzno povecanije
ukupnog izrazaja vec¢ njihovo pericentriolarno koncentriranje koje nastaje
kao posljedica reorganizacije EE-ERC membrana. Osim daljnjeg istrazivanja
utjecaja misjeg citomegalovirusa na kompleksnu mrezu Rab10 interaktoma
potrebno je potanje istraziti i samu konstrukciju endosomalnog prijenosa
internaliziranih molekula na EE/ERC sucelju te bi ova otkrica potencijalno

mogla doprinijeti razumijevanju fiziologije i biogeneze ERCa.
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8. POPIS SLIKA

Slika 1 Shematski prikaz lokalizacije organela u neinficiranoj i MCMVom inficiranoj stanici
misjeg fibroblasta. Gornja slika prikazuje 3 citoplazmatske zone u neinficiranoj stanici -
kortikalna (svjetlorozo), perinuklearna (zeleno) i jukstanuklearna (crveno). Donja slika
prikazuje shematski prikaz citoplazmatskih zona u MCMVom inficiranoj stanici pri 48h
p.i. M55/M74 su MCMV glikoproteini virusne ovojnice. cis-Golgy (cGolgi); vanjski AC,
eng. outer AC (0AC); unutarnji AC, eng. inner AC (iAC). Preuzeto iz Ludin et al. Front
Cell DY Biol, 20208, .. ettt e 1

Slika 2 Vremenska raspodjela Zivotnog ciklusa MCMV-a i kinetika izrazaja MCMV gena koji
kodiraju proteine ovojnice (M74) i tegumenta (M25) te proteine koji se izrazavaju
tijekom IE i E faze infekcije (M57). m138- gen za protein sa sli¢nim svojstvima kao Fc-
receptor, a koji karakterizira ranu fazi infekcije. Preuzeto iz Lucin et al. Front Cell Dey
BIOl, 20208, ottt it es 2

Slika 3 Interaktom GTPaze Rab10. Mreza djelovanja efektora, GAP-ova i GEF-ova na sucelju
EE/ERC. EE-rani endosomi; ERC- endosomalni reciklirajuci odjeljak. Detaljni opis nalazi
se u tekstu. Preuzeto iz HRZZ projektnog prijedloga: IP-2020-02-2916. ........cccvvevvenes 6

Slika 4 Analiza lokalizacije Rab10 GTPaze u stanici inficiranoj MCMV-om 40h p.i. Rab10
(crveno), DAPI (plavo), M55 (zeleno). Gornji stupac: neinficirane stanice slikane nakon
40h. Donji stupac: stanice inficirane AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10) i slikane nakon 40h
infekcije. Red veli¢ine retka NI (neinficirane) je redom: 20um (povecanje 1,5x), 10-10-
10um (povecanje 3x). Red veli¢ine MCMV retka je redom: 10um (povecdanje 3x), 5-5-5-

5um (povecanje 6x). KoriStena su odgovarajuca protutijela: DAPI (jezgra, IE1), Rab10 i

Slika 5 Izrazaj Rab10 (23kDa) na MCMV inficiranim Balb373 fibroblastima. Stanice su
inficirane AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10), te u naznacenim vremenima napravljeni su
lizati. Nakon SDS-PAGE, blotiranja i inkubacije s odgovaraju¢éim primarnim i

sekundarnim protutijelima, IE1, B-aktin, te Rab10 su vizualizirani kemiluminiscencijom.

Slika 6 Izrazaj Rab5 (25 kDa) i MICAL-L1 (93 kDa) na MCMV inficiranim Balb373
fibroblastima. (A) Shematski prikaz koji pokazuje Rabl0 i njegove efektore Rab5s i
MICAL-L1. (B,C) Stanice su inficirane AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10), te u naznacenim
vremenima napraviljeni su lizati. Nakon SDS-PAGE, blotiranja i inkubacije s
odgovarajuc¢im primarnim i sekundarnim protutijelima, IE1, B-aktin, te Rab5 (B)

odnosno MICAL-L1 (C) su vizualizirani kemiluminisCencCijom. ....c.covvrviriiniieninninnnnnnnens 16
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Slika 7 Izrazaj EHBP1 (140 kDa) i ACAP1/2 (ACAP1 - 81 kDa, ACAP2 - 82 kDa) na MCMV
inficiranim Balb373 fibroblastima. (A) Shematski prikaz koji pokazuje Rab10 i njegove
efektore ACAP1/2 i EHBP1. (B,C) Stanice su inficirane AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10), te
u naznacenim vremenima napravljeni su lizati. Nakon SDS-PAGE, blotiranja i inkubacije
s odgovaraju¢im primarnim i sekundarnim protutijelima, IE1, B-aktin, te EHBP1 (B)

odnosno ACAP-1 i ACAP2 (C) su vizualizirani kemiluminiscencijom.........cvoevievievinnnnnns 18

Slika 8 Izrazaj EHD1 (60 kDa) i EHD3 (62 kDa) na MCMYV inficiranim Balb373 fibroblastima.
(A) Shematski prikaz koji pokazuje Rabl0 i njegove efektore EHD1 i EHD3. (B,C)
Stanice su inficirane AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10), te u naznacdenim vremenima
napravljeni su lizati. Nakon SDS-PAGE, blotiranja i inkubacije s odgovarajué¢im
primarnim i sekundarnim protutijelima, IE1, p-aktin, te EHD1 (B) odnosno EHD3 (C) su

vizualizirani KemiluminiSCENCITOM. .o uiiii i i i e e e 20

Slika 10 Analiza lokalizacije EHBP1 u stanici inficiranoj MCMV-om 40h p.i. EHBP1 (crveno),
DAPI (plavo), M55 (zeleno). Gornji stupac: neinficirane stanice slikane nakon 40h. Donji
stupac: stanice inficirane AFcR-MCMV, PFU 1 (MOI 10) i slikane nakon 40h infekcije na
konfokalnom mikroskopu. Red veli¢ine retka NI (neinficirane) je redom: 20um
(povecanje 1,5x), 10-10-10um (povecanje 3x). Red velicine MCMV retka je redom:
10um (povecanje 3x), 5-5-5-5um (povecanje 6x). KoriStena su odgovarajuca
protutijela: DAPI (jezgra, IE1), EHBPL i M55, ...t eeaas 21
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