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Sazetak:

Herpes simpleks virus (HSV) je dvolancani DNA virus koji sudjeluje u
razvoju razli¢itih bolesti. Na razvoj HSV-1 infekcije utjeCu brojni faktori
domacina odnosno stanice (tzv. faktori virulencije) medu kojima je ADAR1
protein. ADAR1 je jedan od glavnih enzima koji editira RNA te regulira
brojne obrambene mehanizme stanice, ukljucujué¢i modulaciju aktivacije
protein kinaze R (PKR). Aktivacija PKR moze dovesti do prekida sinteze
proteina te time onemoguditi efikasnu replikaciju virusa. Osim proteina
domacina, brojni nestrukturni proteini virusa, poput ICP34.5, glavnog
faktora neurovirulencije, inhibiraju signalne putove koji se preklapaju s
ADAR1 regulacijom, uklju¢ujuéi PKR obranu domacina. Koristeci se
metodama transfekcije, Western Blot analize i titracije, nasa istrazivanja su
pokazala da u stanicama s smanjenom ili dokinutom ekspresijom ADAR1
dolazi do aktivacije PKR nakon infekcije s HSV-1, neovisno o prisutnosti
ICP34.5, virusnog inhibitora istih signalnih puteva. Ovi rezultati sugeriraju
da je u nedostatku ADAR1 PKR aktivacijski signal presnazan i da ICP34.5
nema sposobnost inhibicije ili do aktivacije dolazi prije znaajne ekspresije
ICP34.5. Nasa hipoteza je da ¢e se inhibicijom aktiviranog PKR-
posredovanog prekida sinteze proteina dovesti do poboljSane replikacije

virusa u stanicama s nedostatkom ADAR1.

U idu¢em dijelu eksperimenta, uspjeSno smo potvrdili provirusnu
ulogu ADAR1 enzima i naknadno dodane molekule ISRIB. ISRIB je
farmakoloski inhibitor koji se veze na elF2B i time premoscéuje aktivaciju
elF2a te omogucduje daljnju sintezu proteina. Nase istrazivanje je potvrdilo
nasu hipotezu, odnosno tretiranje stanica s ISRIB dovelo je do pojacane
replikacije virusa u ADAR1 KO stanicama. Medutim, na nase iznenadenje,
otkrili smo da dodatak ISRIB-a kod HSV-1 infekcije rezultira i smanjenom
aktivacijom kinaze PKR. Ovi rezultati ukazuju na potencijalni mehanizam
regulatorne povratne sprege, medutim todan mehanizam tek treba biti

potvrden.
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Abstract

Herpes simplex virus (HSV) is a double-stranded DNA virus that
participates in the development of various diseases. The development of
HSV-1 infection is influenced by numerous host or cell factors (so-called
virulence factors), among which is the ADAR1 protein. ADAR1 is one of the
main enzymes that edit RNA and regulate numerous defense mechanisms
of the cell, including the modulation of protein kinase R (PKR) activation.
Activation of PKR can lead to block of protein synthesis and thereby prevent
efficient viral replication. In addition to host proteins, a number of viral
nonstructural proteins, such as ICP34.5, a major neurovirulence factor,
inhibit signaling pathways that overlap with ADAR1 regulation, including
host defense PKR. Using the methods of transfection, Western Blot analysis
and titration, our research showed that in cells with reduced or terminated
expression of ADAR1, activation of PKR occurs after HSV-1 infection,
regardless of the presence of ICP34.5, a viral inhibitor of the same signaling
pathways. These results suggest that in the absence of ADAR1, the PKR
activation signal is too strong and that ICP34.5 has no inhibitory capacity
or activation occurs before significant ICP34.5 expression. Our hypothesis
is that inhibition of activated PKR-mediated shutoff of protein synthesis will

lead to enhanced viral replication in ADAR1-deficient cells.

In the next part of the experiment, we successfully confirmed the
proviral role of the enzyme ADAR1 and the subsequently added molecule
ISRIB. ISRIB is a pharmacological inhibitor that binds to eIF23 and thereby
supresses the activation of eIF2a and enables further protein synthesis. Our
research confirmed our hypothesis, i.e. treatment of cells with ISRIB led to
enhanced virus replication in ADAR1 KO cells. However, to our surprise, we
discovered that the addition of ISRIB in HSV-1 infection also results in

reduced activation of the PKR kinase. These results suggest a potential



regulatory feedback mechanism, however the exact mechanism remains to

be confirmed.
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1.Uvod

1.1. Herpesvirus 1

Herpes virusi pripadaju obitelji virusa Herpesviridae. Do sada je
identificirano ukupno 9 humanih herpes virusa koji se dijele u 3 glavne
skupine: Alphaherpesviridae ; Betaherpesviridae; i Gammaherpesviridae. U
alfa-herpes viruse ubrajaju se simpleks virusi (Herpes Simplex tip 1 (HSV-
1) i Herpes Simplex tip 2 (HSV-2)) te Varicella-Zoster virus (VZV)). S druge
strane, beta-herpes virusima pripadaju Humani Citomegalovirus (HCMV),
Humani herpes virusi 6 i 7 (HHV6;HHV7), dok gama-herpes virusi
obuhvadaju Epstein-Barr virus (EBV) i Herpes virus povezan s Kaposijevim
Sarkomom (KSHV) (1). U odnosu na ostale skupine, za alfa-herpes viruse
karakteristi¢no je da imaju opcenito kratak replikacijski ciklus i sposobnost
da inficiraju visoki raspon domacina (2). Alfa-herpes virusi su pantropski i
imaju sposobnost uspostavljanja trajne ili latentne infekcije u Zivéanom

sustavu domacina (3).

HSV-1 primarno inficira stanice epitela dok se latencija i reaktivacija
odvija primarno u neuronima (1). Virus je odgovoran za nastanak primarnih
i rekurentnih vezikularnih erupcija, posebno u orolabijalnoj i genitalnoj
sluznici. Infekcija HSV-1 moze imati razne posljedice poput orolabijalnog
herpesa, herpeticke sikoze (HSV folikulitis), o¢ne HSV infekcije, herpes
encefalitisa i teSke ili kroni¢ne HSV infekcije. SloZzena i dinamicna interakcija
izmedu virusno-virusnih i virusno-stani¢nih proteina konstantno se
modificira tijekom produktivne i latentne infekcije, te predstavlja aktivno
podrucje istrazivanja (4). Na HSV infekciju moze se djelovati antivirusnom

terapijom (5).



1.1.1. Gradaigenom HSV-1

Herpes simpleks virusi sadrze dvolandanu DNA koja se nalazi u
sredisnjoj jezgri te se razlikuje u molekularnoj velicini, ovisno o HSV-1 i
HSV-2 (1). HSV-1 sadrzi dvolancanu DNA koja iznosi 152 kbp cija je jezgra
okruzena kapsidom veli¢ine 100 do 110 nanometara (nm) u promjeru, koju
okruzuje tegument koji posjeduje strukturnu i regulatornu ulogu (6,7).
Kapsidu i tegument okruzuje dvoslojna lipidna ovojnica nastala od
membrana stanice domacina (7). Lipidna ovojnica se sastoji od poliamina,

lipida i glikoproteina koji daju razliCita svojstva virusu (Slika 1) (7,8).

HSV-1 kodira za najmanje 11 glikoproteina. Glikoproteini dijele se na
virusne proteine, koji sluze za vezanje na stanicne receptore domacina (gB,
gC, gD, gH), fuzijske proteine (gB), strukturne proteine, imunoloske
proteine (gE i glI) i druge frakcije (9). Osim Sto se razlikuju u funkciji,
glikoproteini se razlikuju i u veliini i obliku. Prisutnost navedenih
glikoproteina i njihovih stani¢nih receptora smatra se kljucnim u prijenosu

virusnog sadrzaja u stanicu domacina (2).

Glikoproteini (gB-
gN)

Lipidni dvosloj

Kapsida

dsDNA

Tegument



Slika 1. Schematski prikaz grade HSV-1. 1kozaedralna proteinska
kapsida sadrzi dvolancanu DNA. Kapsidu okruzuje lipidni dvosloj,
tegument i glikoproteini (gB-gN) koji imaju razli¢ite regulatorne uloge.

Slika preuzeta iz Koujah L. et a/, 2019 i prilagodena na hrvatski jezik.

Genom herpes virusa sastoji se od 60-120 gena te kodira za najmanje
100 razli¢itih proteina. Genom HSV-1 podijeljen je na dva jedinstvena
segmenta koji se nazivaju jedinstvena dugacka domena (engl. Unique Long
Region, UL) i jedinstvena kratka domena (engl. Unique Short Region, Us).
UL i Us domene omedene su terminalnim ponovljenim sekvencama. Duga
terminalna ponavljaju¢a domena (engl. Long Terminal Repeat Region, TRL)
nalazi se na kraju UL domene, dok se kratka terminalna ponavljajuca
domena (engl. Short Terminal Repeat Region, TRs) nalazi na kraju Us
domene. UL i Us domenu razdvajaju duge ponavljajuée internalne domene
(engl. Long Inverted Internal Repeat Region, IRL) i kratke ponavljajuce
internalne domene (engl. Short Inverted Internal Repeat Region, IRs) (Slika
2) (10).

TRL IRL IRs TRs
UL Us

T, [ T 771

Slika 2. Schematski prikaz genoma HSV-1. HSV genom sadrzi dvije
jedinstvene domene: dugacku (engl. Unique Long Region, UL) i kratku
(engl. Unique Short Region, Us). UL domena nalazi se izmedu duge
terminalne domene (engl. Long Terminal Repeat Region, TRL) i duge
ponavljajuce internalne domene (engl. Long Inverted Internal Repeat
Region, IRL), dok se Us domena nalazi izmedu kratke terminalne domene
(engl. Short Terminal Repeat Region, TRs) i ponavljajuce internalne
domene (engl. Short Inverted Internal Repeat Region, IRs). Izradeno u

Biorender.



1.1.2. HSV-1 proteini rane i kasne infekcije

Replikacijski ciklus HSV-1 podijeljen je u dvije razliCite faze: latencija
i produktivni ili liticki ciklus. Tijekom latencije, ne dolazi do aktivne
proizvodnje virusa te je vrlo mali broj gena ekspresiran. Prilikom
odgovarajuceg podrazaja, produktivni ciklus HSV-1 se aktivira pri cemu
dolazi do stvaranja novih viriona (11). Virus upravlja vremenski reguliranom
kaskadom ekspresije gena koja se moze podijeliti u 3 grupe: neposredne
rane (engl. Immediate-early, IE ili a), rane (engl. Early, Eili B) i kasne (engl.
Late, L ili y) gene. a geni odgovorni su za sintezu razliCitih virusnih
regulatornih proteina poput ICPO (engl. Infected cell protein, ICP), ICP4 i
ICP27, ukljucenih u kontrolu transkripcije B gena (12). Produkti virusnih B
gena potrebni su za: naknadnu replikaciju virusnog genoma; ekspresiju y
virusnih gena; te citoplazmatsko nakupljanje nekih od ranih i kasnih
virusnih glasnickih RNA (engl. messenger RNA, mRNA) (11). Slijededi
virusnu DNA replikaciju, y geni se prepisuju Sto u konacnici dovodi do
strukturiranja i otpustanja infektivnih Cestica. y geni odgovorni su za sintezu
strukturnih proteina poput glikoproteina C (gC), te faktora neurovirulencije
ICP34.5. Proteini kasne infekcije odgovorni su za suzbijanje antivirusnog

odgovora domacina tijekom virusne infekcije (13).

1.2. ICP34.5

HSV-1 protein ICP34.5, je glavni faktor neurovirulencije koji ima
klju¢nu ulogu u virusnoj replikaciji i odgovoru domacdina na virusnu
infekciju. ICP34.5 je visoko dinamican protein koji se kre¢e izmedu jezgre,
jezgrice i citoplazme stoga je njegova funkcija ovisna o stanicnom polozaju.
Tijekom rane HSV-1 infekcije, protein se vec¢inom nalazi u jezgri, dok nakon
8-12h infekcije, dolazi do akumuliranja proteina u citoplazmi (14). Protein
ICP34.5 kodiran je HSV-1 i HSV-2 genom y134.5, poznatim i kao RL1.



ICP34.5 sastoji se od 248 aminokiselina i sadrzi tri domene: amino-
terminalna domena (N), regija povezanosti s ATP ponavljanjima (Ala-Thr-
Pro) i karboksil-terminalna domena (C) (Slika 3) (15).

Funkcija amino-terminalne domene ukljuena je u kontrolu
signalizacije posredovane Tank vezuju¢om kinazom 1 (engl. Tank-binding
kinase 1, TBK1) te je povezana s autofagijom. Regija povezanosti (engl.
Linker Region), s razliCitim brojem ponavljanja ATP, moze utjecati na
lokalizaciju proteina. S druge strane, karboksil-terminalna domena je niz od
84 aminokiseline koji sadrzi konsenzusni vezni motiv (R/KVXF) za protein
fosfatazu 1 (engl. Protein Phosphatase 1, PP1) (15). Zatim slijedi dio bogat
aminokiselinama Ala-Arg (Alanin-Arginin) koji je visoko homologan
karboksil-terminalnoj regiji sisavaca za zaustavljanje rasta i oStecenje DNA
proteina 34 (engl. Growth arrest and DNA damage-inducible gene 34,
GADD34) i mijeloidnoj diferencijaciji proteina primarnog odgovora MyD116.
Ovi proteini su strukturno srodni te su njihove odgovarajuée domene
zamjenjive s C-terminalom domenom ICP34.5 u zarazenim stanicama.
GADD34 regrutira PP1 za defosforilaciju eukariotskog faktora inicijacije
translacije a (engl. Eukaryotic translation initiation factor 2a, eIF2a) i na taj

nacin omogucuje sintezu virusnih proteina (15,16).

Beclin-1 PP1a elF2a
N — C 1 E—EE-— C
Nuclear Nuclear S5XATP Bipartite nuclear
localization signal export signal repeats localization signal

Slika 3. Schematski prikaz domena ICP34.5. HSV-1 ICP34.5 je
protein koji se sastoji od 248 aminokiselina koje se dijele u 3 glavne
domene: amino i karboksil terminalna domena te vezuju¢a domena od 5
ATP ponavljanja. N terminalna domena ICP34.5 sadrzi signale za

nuklearnu lokalizaciju i eksport dok C terminalna domena obuhvada samo



signal za nuklearnu lokalizaciju. Beclin-1-vezuju¢a domena (engl. Beclin 1
Binding Domain, BBD) je dio N terminalnog kraja, a PP1a i eIF2a vezujuce
domene, sastavni su dio C terminalnog kraja. Slika preuzeta i prilagodena
iz Ripa I. et al, 2022.

1.2.1. Funkcija ICP34.5

Mnogi virusi razvili su strategije za suzbijanje antivirusnog odgovora
odredenih signalnih puteva. Djelovanje proteina ICP34.5, utjecCe na virusni
odgovor domacina. Funkcije ICP34.5 proteina povezane su s domenama
koje utjeCu na funkciju proteina zasebno ili zajednickim djelovanjem. Neke
od glavnih funkcija ICP34.5 proteina su inhibicija transkripcijskog faktora
regulacije interferona 3 (engl. Interferon Regulatory Factor 3, IRF3) i
protein kinaze R (PKR), autofagija povezana s Beclin-1 domenom te utjecaj

na sazrijevanje dendritickih stanica.

1.2.1.1. Inhibicija IRF3 i PKR signalnog puta

Jedan od najranijih odgovora na virusnu infekciju je odgovor
interferona tipa I (IFN I). Tijekom virusne infekcije dolazi do aktivacije Tank
vezujuée kinaze 1 (TBK1), koja se fosforilira i aktivira IRF3. Fosforilirani
IRF3 se translocira u jezgru i pojacava transkripciju IFN I i gena stimuliranih
interferonom (engl. Interferon-stimulated genes, ISGs) vezanjem na
promotore odgovora stimuliranog interferonom (engl. Interferon-stimulated
reponse element, ISRE). LuCenje IFN I aktivira IFN I receptore te inducira
antivirusno stanje u stanici (17). ICP34.5 sprjecava indukciju IFN I tako Sto
se veze N terminalnom domenom na TBK1. Na taj nacin, ICP34.5 postaje
kompetitivni inhibitor IRF3 te u konacnici inhibira TBK1 posredovanu
fosforilaciju IRF3 (15).



Osim toga, virusna dvolancana RNA (engl. double stranded RNA,
dsRNA) aktivira dsRNA-ovisnu PKR. Tijekom infekcije, PKR se autofosforilira
i utjeCe na fosforilaciju eIF2a C¢ime se zaustavlja translacija virusne mRNA.
Kako bi se izbjegao ovakav odgovor domacdina, HSV-1 C-terminalna domena
proteina ICP34.5, veze se i preusmjerava vezanje PP1a na elF2a, pri ¢emu
dolazi do defosforilacije eIF2a i inhibicije PKR signalnog puta (Slika 4). Isto
tako, C-terminalna domena ICP34.5 dijeli sekvencu s prethodno
spomenutim GADD34 koji djeluje kao regulatorna podjedinica PPla za
usmjeravanje PPla na elF2a tijekom razdoblja stresa ER i odgovora na

pogresno smatanje proteina (15,18).
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Slika 4. Schematski prikaz inhibicije signalnog puta PKR putem
ICP34.5 proteina. Tijekom virusne infekcije, IFN receptori stanice
domacdina reagiraju na IFN I pri ¢emu dolazi do aktiviranja interferon
stimuliranih gena (ISG), medu kojima je i protein kinaza R (PKR). Kada
PKR prepozna dsRNA dolazi do autofosforilacije te fosforilacije
eukariotskog faktora inicijacije translacije a (eIF2a). Fosforilirani eIF2a
dovodi do translacijskog bloka i inhibicije sinteze virusnih proteina.

Medutim, u trenutku vezanja ICP34.5 na fosfatazu PP1a, dolazi do



defosforilacije eIF2a i obnavljanja virusne replikacije. Slika preuzeta iz
Douglas R. Wilcox et al, 2016.

1.2.1.2. Inhibicija autofagije

Autofagija je stani¢ni proces kojim se unutarstanic¢ni patogeni i
proteini razgraduju u dvomembranskom autofagosomu prilikom izlaganja
stanicnom stresu, poput nedostatka nutrijenta, oksidativhog stresa,
prisutnosti pogresno smotanih proteina ili infekcije patogena. Autofagija je
stimulirana kako bi poboljsala metabolicku adaptaciju i stani¢no prezivljenje
(19). Ovaj proces je vazan za kontrolu virusne replikacije nekoliko

neurotropnih virusa, uklju¢ujuc¢i HSV-1, u ziv€éanom sustavu.

IFN tip I pojacava PKR ekspresiju pri cemu moze doci do indukcije
autofagije tijekom neuralne infekcije. Da bi dosSlo do uspjesne replikacije u
mozgu, HSV-1 ICP34.5 se veze na Beclin 1 vezujuéu domenu (engl. Beclin
Binding Domain, BBD) i inhibira protein koji inducira autofagiju, Beclin 1
(20).

1.2.1.3. Utjecaj na sazrijevanje dendritickih stanica

Nezrele dendriticke stanice (engl. Dendritic Cells, DCs) koje su
prisutne u vedini perifernih tkiva, imaju mogucnost obrade virusnih
antigena. Tijekom tog procesa, DCs migriraju u limfne ¢vorove, sazrijevaju
i prezentiraju antigene CD8*T stanicama. DCs otpustaju proupalne citokine
poput interleukina 12 (IL-12), faktora nekroze tumora alfa (TNFa), IFN I te
IFNa i IFNB koji sudjeluju u sazrijevanju i aktiviranju DCs (21).

Tijekom HSV-1 infekcije, protein ICP34.5 sprjecava sazrijevanje DCs
te zajednickim djelovanjem amino i karboksil terminalne domene utjece na
T stani¢nu aktivaciju (15). Mehanizam pomocéu kojeg ICP34.5 utjeCe na

sazrijevanje DCs, potaknut je defosforilacijom IkB (engl. Inhibitor of nuclear



factor kappa B, IkB) kinaze (22). N-terminalna domena ICP34.5 veze se na
protein IKKa/B dok C-terminalna domena utjeCe na PPla. Ovakav
multiproteinski kompleks defosforilira IkB kinazu kako bi se prevenirala
aktivacija nuklearnog faktora kB (engl. Nuclear Factor Kappa B, NF-kB),
transkripcijskog faktora koji regulira ekspresiju gena uklju¢enih u imunosni

odgovor, upalu i stani¢no prezivljenje (22).

1.3. ADAR proteini

Adenozin deaminaze koje djeluju na RNA, poznati kao ADAR proteini
(engl. Adenosine Deaminases Acting on RNA, ADARs), su enzimi koji
deaminiraju adenozin (A) do inozina (I) u dsRNA (Slika 5). Ovakva reakcija

naziva se A-I editiranje (engl. A-I Editing) (23).

A-I editiranje moze se podijeliti u dvije skupine: visoko selektivno, na
mjestu s deaminacijom adenozina koja se pojavljuje na jednom ili vrlo malo
specificnih A u RNA; i alternativno, gdje viSestruki A mogu biti deaminirani
u RNA supstratima s gotovo savrSenom dvostrukom strukturom (24).
Vecina A-I editiranih mjesta se pojavljuje u ponavljaju¢oj nekodirajucoj

sekvenci kao sto je Alu sekvenca u humanom transkriptomu (25).
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Slika 5. Deaminacija adenozina u inozin pomocéu ADAR proteina. a)
Hidroliticka deaminacija pretvara adenozin u inozin. b) Inozin se spaja s
bazama s citidinom i stoga ga vecina stani¢nih procesa Cita kao gvanin.

Slika preuzeta iz Pierre B. et al, 2012.

U genomu sisavaca postoje tri ADAR lokusa koji kodiraju za proteine:
ADAR1, koji ima dvije izoforme, ADAR1-p110 i ADAR1-p150; ADARZ2; i
ADAR3. ADAR1 i ADAR2 su enzimski aktivni proteini koji deaminiraju
virusne i stanicne dsRNAs, dok ADAR3 protein nema poznatu kataliticku
aktivnost (26). U dosadasnjim istrazivanjima, dokazano je da je viSe od
polovice editiranih mjesta, editirano od strane izoforme proteina ADAR1-
150, usporedbi s ostalim ADAR proteinima (10).

Mutacije gena koji kodiraju za ADAR proteine, povezane su s razvojem
bolesti poput Aicardi-Goutieres sindroma (AGS), Dyschromatosis

symmetrica hereditaria (DSH) te razvojem karcinoma (27).
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1.3.1. ADAR1 protein

ADAR1 gen nalazi se na humanom kromosomu 1g21 i misjem 3F2
kromosomu. Postoje dvije proteinske izoforme ADAR1: IFN inducibilan
ADAR1-p150; i konstitutivno ekspresiran ADAR1-p110 (24).

Okvir citanja (engl. Open Reading Frame, ORF) humane ADARI1
komplementarne DNA (engl. Complementary DNA, cDNA) iznosi 1226
aminokiselina (25). Alternativni promotori, od kojih je samo jedan IFN
inducibilan, poti¢u ekspresiju humanog i miSjeg ADAR1 gena. IFN inducibilni
ADAR1 promotor posjeduje ISRE, karakteristican IFN tip I reguliran gen i
element slican uzvodno kinazno-konsenzusnoj sekvenci (engl. Upstream

Kinase-consensus Sequence, KCS-like) (24).

Zbog alternativhog splicing-a, nastaju jedinstveni transkripti koji
kodiraju IFN-inducibilni p150 protein. ADAR1-p150 protein je ekstenzija N-
terminalnog kraja p110 proteina koji se nalazi u jezgri i citoplazmi, dok se
ADAR1-p110 nalazi predominantno u jezgri (28). ADAR1-p150 i p-110
imaju tri kopije prototipa dsRNA-vezujuce, funkcionalno najvaznije domene:
RI, RII i RIII. C-terminalna deaminazna aktivnost je prisutna u oba proteina,
medutim, ADAR1 proteini se razlikuju u N-terminalnoj regiji (28,29).
ADAR1-p150 sadrzi dvije kopije Z-DNA vezuju¢e domene, Za i ZB, dok
ADAR1-p110 protein posjeduje isklju¢ivo ZB domenu (Slika 7) (29).

1.3.1.1. Funkcija ADAR1 proteina

Urodeni imunoloski sustav ima sposobnost prepoznavanja
molekularnih obrazaca (engl. Molecular Patterns) koji nastaju kao posljedica
virusne replikacije. Takvi obrasci nazivaju se molekularni obrasci povezani
s patogenom (engl. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) te ih
prepoznaju posebni receptori za prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern

Recognition Receptors, PRR). Replikacija RNA i dsRNA virusa stvara dugo,
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savrSeno sparivanje baza dsRNA u citoplazmi koje senzorni sustavi

prepoznaju kao PAMPs (30).

Kada je u pitanju urodena imunost, ADAR1 se pokazao kao jedan od
glavnih proteina koji utjeCe na RNA editiranje. Song et.al pokazali su da se
ADAR1 ponasSa kao regulator 3 glavna senzorna puta: RIG-I-like receptor
(RLR) signalni put, protein kinaza R (PKR) signalni put i oligoadenilat
sintetaza (OAS)-RNaza L signalni put (31).

Dvije glavne molekule za prepoznavanje citosolne dsRNA ukljucuju
gen 1 inducibilan retionicnom kiselinom (RIG-I) i gen 5 povezan s
diferencijacijom melanoma (engl. Melanoma differentiation-associated
protein 5, MDA5) (32). Vezanjem na dsRNA, ovi proteini regrutiraju
mitohondrijski antivirusni signalni protein (engl. Mitochondrial Antiviral-
signaling Protein, MAVS) i IKK-povezane kinaze. Zbog toga dolazi do
fosforilacije IRF3 i 7 (31). Potom, transkripcijski faktori odlaze u jezgru gdje
aktiviraju IFN I promotore pri ¢emu dolazi do sekrecije IFN. Signalizacija
receptora IFN, inducira antivirusno stanje tako Sto regulira ISGs. Ovi geni
kodiraju za proteine s direktno antivirusnim funkcijama, kao Sto su PKR,
OAS1 i RNaza L (31).

IFN inducibilna ekspresija dsRNA aktivirane PKR, inhibira replikaciju
velikog broja virusa. Kada je stanica izlozena dsRNA PKR se aktivira,
autofosforilira i potiCe daljnju fosforilaciju eIF2a. Nakon Sto je elF2a
fosforiliran, dolazi do sprje¢avanja translacije virusne mRNA (33). Osim Sto
dovodi do aktivacije PKR, dsRNA utjeCe i na IFN inducibilan oligoadenliat
sintetazni (OAS)-RNazni L signalni put. Jednom kada se OAS aktivira, dolazi

do translacijskog bloka i prevencije virusne replikacije (Slika 6) (34).
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Slika 6. Schematski prikaz utjecaja ADAR1 proteina na antivirusne

signalne puteve aktivirane dsRNA. Vezanje ADAR1 na proSirene

mitochondria \

duplekse dsRNA, sprjecava pokretanje receptora za prepoznavanje
uzoraka proteina povezanog s diferencijacijom melanoma 5 (MDADS),
protein kinaze R (PKR) i oligoadenilat sintetaze (OAS), koji u konacnici
dovode do antivirusnih mehanizama indukcije interferona, zaustavljanja

translacije i apoptoze. Izradeno u Biorender.

1.3.2. ADAR2 i ADARS3 protein

ADAR2 gen je pronaden u humanom kromosomu 21922 i misjem
kromosomu 10C1 (24). Sli¢no kao i ADAR1, ADAR2 je ekspresiran u vedini
tkiva u jezgri, ali najvise je zastupljen u mozgu (32). ADAR?2 takoder prolazi

13



kroz proces splicing-a, a raznolikost transkripata pokazuje da postoje
izoforme ADAR2 proteina s potencijalno razli¢itim funkcijama. ADAR2
posjeduje dvije kopije R domene na N-terminalnom kraju i deaminaznu
kataliticku domenu na C-terminalnom kraju (Slika 7). U odnosu na ADAR1,
ADAR?2 nije reguliran pomocu IFN (25). ADAR?2 je fosforiliran pomocu kinaze
C na dva mjesta izmedu dsRNA-vezujucih domena, s211 i s216. Fosforilacija
ovih mjesta utjecCe na specificno editiranje micro-RNA (miR)-200. ADAR?2 je
u velikoj mjeri odgovoran za visoko selektirano A-I editiranje koje je

promatrano u stanicama sisavaca (23,25).

S druge strane ADAR3 protein ponasa se drugacije u odnosu na ostale
ADAR proteine. Glavna karakteristika ADAR3 proteina je da nema enzimsku
aktivnost te je ekspresija proteina ograniCena na ziv€ani sustav, posebno u
regijama hipokampusa i amigdale (32,33). Humani ADAR3 protein sastoji
se od 739 aminokiseline, ukljucujuci dvije kopije R domene u N-terminalnoj
regiji i deaminaznu C -terminalnu domenu (Slika 7) (25). Iako ne posjeduje
enzimsku aktivnost editiranja, ADAR3 se smatra inhibitorom ADAR1 i
ADAR2 enzima koji se ponasSaju kao dimeri te su podlozni dominantnim

negativnim ucincima (35).
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Slika 7. Schematski prikaz domena ADAR1, ADAR2 i ADAR3
proteina. Deaminazno kataliticka domena je prisutna na C terminalnom
kraju (ljubicasto). Ponavljaju¢e dsRNA-vezuju¢e domene (plavo) oznacene
su RI, RII i RIII, na N terminalnoj regiji nalaze se Z-DNA vezuju¢e domene
(zuto), Za i ZB. NES- nuklearni izlazni signal, NLS- nuklearni lokalizacijski

signal. Izradeno u Biorender.

1.4. Integrirani odgovor na stres

Eukariotske stanice odgovaraju na unutarnji i vanjski stres koji moze
ukljucivati deprivaciju glukoze ili aminokiselina, hipoksiju ili virusnu
infekciju, pri tom aktivirajuéi integrirani odgovor na stres (engl. Integrated
Stress Response, ISR) (36). ISR je stani¢na signalna mreza koja prepoznaje
stani¢ni stres i privremeno zaustavlja globalnu sintezu proteina pri tom
dopustajuéi translaciju nekoliko odabranih mRNA koje poti¢u stanicni

oporavak i prezivljenje (37).
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Glavni odgovor ISR signalne mreze na stanicni stres je stvaranje stres
granula (engl. Stress Granules, SGs), dinamickih agregata koji sadrze
MRNA i brojne druge proteine poput TIA-1 i G3BP-1, te dolazi do njihovog
nakupljanja unutar citoplazme (36,38,39). Nastajanje SGs ovisi o elF2.
elF2 je heterotrimerna GTPaza (gvanzoin-trifosfat) sastavljena od a, B iy
podjedinica, koja moze vezati GTP i inicijacijski transportni RNA (tRNA)
metionin stvarajuci trojni kompleks (engl. Ternary Complex, TC) (40).
Nakon hidrolize GTP-a, elF2-GDP se oslobada kao binarni kompleks iz
ribosoma (37). Izmjena GDP-a i GTP omogucuje novi ciklus inicijacije
translacije te se odvija pomocu faktora izmjene namjenskog nukleotida,

faktorom inicijacije translacije 23 (eIF2B) (36).

Kao odgovor na stres, aktiviraju se elF2 kinaze i fosforiliraju
konzervirani Ser-51 ostatak u elF2a. Poznate su 4 elF2a kinaze: protein
kinaza R (PKR) koja se aktivira prepoznavanjem strane RNA; PKR sli¢na
kinaza endoplazmatskog retikuluma (PERK), koja odgovara na nakupljanje
pogresno smotanih proteina u endoplazmatskom retikulumu (ER); GCN2
(engl. General Control Derepressible 2), koja signalizira deprivaciju
aminokiselina; i hem-regulirani inhibitor (eng. Hem-regulated inhibitor,
HRI) koji prepoznaje nedostatak hema (41). Fosforilacijom, elF2a prelazi iz
substrata u kompetitivni inhibitor elF2, stabiliziraju¢i njegovu vezu s GDP-
om. Na ovaj nacin dolazi do zaustavljanja sinteze proteina i nakupljanja
kompleksa inicijacije translacije u SGs dok se istovremeno pojacava
translacija nekoliko odabranih mRNA koje sadrze uzvodne otvorene okvire

citanja i kodiraju faktore koji reagiraju na stres (42).
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1.4.1. ISRIB-inhibitorna molekula

Nedavno je otkriven farmakoloski inhibitor odgovora na integrirani
stres ISRIB (engl. Integrated Stress Response Inhibitor, ISRIB). ISRIB
sprjeCava nastanak SGs u prisutnosti p-elF2a tako Sto se veze na eIF2 pri
¢emu se zaustavlja sinteza proteina aktivirajuceg faktora transkripcije 4
(engl. Activating transcription factor 4, ATF4) i omogucuje nesmetana

translacija virusnih proteina (Slika 8) (42).

ATF4 je transkripcijski faktor koji poboljSava transkripcijsku
ekspresiju gena uklju¢enih u metabolizam aminokiselina i rezistencije na
oksidativni stres. Ekspresija ATF4 regulirana je transkripcijski, translacijski
(putem PERK signalnog puta), i posttranslacijskom fosforilacijom (43). Osim
toga, ATF4 ima sposobnost induciranja transkripcije joS jednog
transkripcijskog faktora CHOP (engl. C/EBP Homologous Protein). Zajedno
s CHOP faktorom, ATF4 uzrokuje translacijsku blokadu proteina (43,44).

Sposobnost ISRIB-a da obnovi translaciju proteina nakon aktivacije
ISR-a, prikazuje ga kao obecavaju¢u metodu za modulaciju neuroloskih
procesa: promjenu kognitivnih nedostataka nakon ozljede mozga; zastitu
od neurodegeneracije izazvane prionima; i sprjeCavanje nastanka

metastaza odredenih karcinoma (42).
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Slika 8. Schematski prikaz djelovanja ISRIB molekule tijekom
HSV-1 infekcije. dsRNA aktivira PKR pri ¢emu dolazi do autofosforilacije i
fosforilacije eIF2a. Fosforilirani eIF2a postaje inhibitor za eIF2[3 te dolazi
do sinteze proteina ATF4 pri ¢emu dolazi do blokiranja translacije virusne
MRNA. ISRIB molekula zaustavlja fosforilaciju elF2a i stvara aktivni
kompleks s elF2 te dolazi do sinteze virusnih proteina. Izradeno u
Biorender.
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2. Cilj rada

Virusna replikacija je izrazito slozen proces koji ovisi o mehanizmu
sinteze proteina stanice domacina. Brojni proteini domacina, kao odgovor

imunosnog sustava, nastoje inhibirati invaziju virusa.

Glavni cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj proteina ADAR1 tijekom
HSV-1 infekcije te proteina ICP34.5 i inhibitorne molekule ISRIB u odsustvu
ADAR1 proteina. Promatrao se ucinak naknadno dodane ISRIB inhibitorne
molekule na mehanizam kinaze PKR koja regulira proces sinteze proteina
fosforilacijom elIF2a i tako utjeCe na replikaciju HSV-1. Isto tako, ispitivali
smo utjecaj faktora neurovirulencije ICP34.5 na HSV-1 virusnu replikaciju
obzirom da je prethodno zabiljezena provirusna uloga ovog proteina. Za
potrebe rada koriStene su metode transfekcije, Western Blot analize te

virusne titracije.
Specifi¢ni ciljevi rada:
a) ISIRB eksperiment

1) Tretiranje HEK293A stanica ISRIB inhibitornom molekulom u kontrolnoj
i ,knock-out" (KO) ADAR1 stanicnoj liniji

2) Detekcija ekspresije virusnih proteina gC i ICP4 te fosforiliranih p-PKR i

p-elF2a nakon tretiranja s ISRIB-om

3) Usporedba virusne replikacije izmedu netretiranih te ISRIB tretiranih

uzoraka u kontrolnoj i KO ADAR1 stani¢noj liniji
b) ICP34.5 eksperiment

1) Transfekcija HEK293T stanica s ICP34.5, pc-DNA3 i GFP (engl. Green

Flourescent Protein) plazmidima u kontrolnoj i KO ADAR1 stani¢noj liniji
2) Detekcija ekspresije virusnih proteina ICP34.5, ICP4 i gC

3) Usporedba virusne replikacije izmedu transficiranih ICP34.5 i

netransficiranih uzoraka u kontrolnoj i KO ADAR1 stani¢noj liniji
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3. Materijali i metode

3.1. Stanicne linije, bakterije i virusi

Humane embrionalne stanice bubrega 293 (HEK293A i HEK293T;
engl. Human Ebryonic Kidney Cells) koristene su za transfekciju i Western
Blot (WB) analizu dok su stanice bubrega africkog zelenog majmuna (engl.
Kidney epithelial African green monkey cells, Vero cells) koristene za
titraciju. Stanice su uzgajane u DMEM mediju (engl. Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Pan Biotech) u koji je prethodno dodan 10% fetalni govedi
serum (engl. Fetal bovine serum, FBS) te antibiotici penicilin i streptomicin.
Stanice su odrzavane u Petrijevim zdjelicama (promjer 10 cm) u inkubatoru
na 37°Ci 5% CO..

Pasaziranje stanica provedeno je svakih 3-5 dana pri ¢emu je
koriSteno 5 mL DPBS (engl. Dulbecco's phosphate-buffered saline, Pan
Biotech) za ispiranje te 2 mL tripsina 2x (Gibco) kako bi se stanice odvojile

od podloge.

Bakterije Escherichia Coli pohranjene na -80 C, koriStene su za
transfekciju. Virus Herpes Simplex 1, soj KOS dobiven je ljubaznoscu prof.

D.M. Coena, Harvard Medical School.

3.2. Plazmidi

Plazmid ICP34.5 dobiven je klonirajem PCR produkta umnoZenog na
genomu HSV-1 soja KOS (ljubaznosc¢u dr. Igor Juraka) u pCDNA3
(Clontech). Gen ICP34.5 fuzioniran je s biljegom FLAG na N-terminalnom

kraju proteina.

3.3. Izolacija plazmidne DNA

Prilikom izolacije plazmidne DNA, koriSteni su uzorci FLAG ICP34.5,
PC-DNA3 te GFP koji su pohranjeni na -80 C. Pomocu pipete od 1 mL, uzorci

bakterija uzeti su s povrsine ependorfice i dodani u prethodno pripremljene
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epruvete u kojima se nalazilo 2 mL LB (engl. Luria Broth, LB) medija i 2 uL
(1:1000) odredenog antibiotika. Antibiotik ampicilin koriSten je za izolaciju
plazmida FLAG ICP34.5 i PC-DNA3, dok je kanomicin koristen za izolaciju
pEGFPN1 plazmida. Pripremljene otopine ostavljene su u tresilici za
bakterije preko nodi na 37C na 225 rpm. Sljedeci dan, bakterijske kulture
su prenesene u tikvice od 250 mL te je dodano 100 mL LB medija i 100 pL
odgovarajuéeg antibiotika. Kulture su ponovno ostavljene u tresilici preko
no¢i nakon c¢ega su uzorci prebaceni u Falcon epruvetu od 50 mL i
centrifugirani 20 min na 3700 rpm na 4C . Supernatant je uklonjen, a iz

peleta je izolirana plazmidna DNA.

Za izolaciju plazmidne DNA koristen je NucleoBond Xtra Midi kit. U
prvom koraku pelet je resuspendiran u 8 mL pufera za resuspenziju S1
(engl. Buffer RES) te je dodano 8 mL pufera za lizu S2 nakon ¢ega je otopina
invertirana 4-5x puta. Uzorak je centrifugiran dodatno 10 minuta na 3700
rpm na 4C nakon Cega se odvojila prozirna otopina, koja sadrzi plazmidnu
DNA, od stani¢nog debrisa. Nakon odvajanja plazmidne DNA na DNA
vezujucoj koloni, na stijenke kolone dodano je 12 mL pufera za ispiranje
(engl. Equilibration Buffer, EQU). Zatim je na kolonu dodano 8 mL pufera
za neutralizaciju (engl. Neutralization Buffer, NEU) uz njezno invertiranje 4-
5x dok nije u potpunosti nestalo plavo obojenje. U sljede¢em koraku
uslijedilo je prvo ispiranje stijenke kolone s 5 mL EQU pufera te uklanjanje
filtera. Drugo ispiranje s 8 mL pufera WASH, odvijalo se na koloni bez filtera.
Potom je kolona prebacena u novu Falcon epruvetu od 15 mL te je dodano
5 mL pufera za eluciju (engl. Buffer Elution, ELU). Kako bi se precipitirala
eluirana plazmidna DNA, dodano je 3.5 mL izopropanola (na sobnoj
temperaturi) nakon ¢ega je otopina vorteksirana te centrifugirana na 10
000 rpm 30 minuta na 4C. Supernatant je odbacen, a u bijeli pelet je
dodano 2 mL 70% etanola pri ¢emu je doSlo do obezbojenja. Nakon
posljednjeg ispiranja, etanol je uklonjen, a pelet ostavljen da se susi preko

noci.
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3.3. Odredivanje koncentracije izolirane DNA

Za odredivanje koncentracije izolirane DNA koristen je uredaj BioDrop
DUO spektrometar. Uzorci su prethodno otopljeni u 50 uL ddH0 (destilirana
voda) i dobro resuspendirani. Kao referentni uzorak koristila se ddH.0. Na
predvideno mjesto na povrsini detektora spektrofotometra, nanesen je 1 pL

svakog uzorka. Koncentracija DNA izrazena je u pg/uL.

3.4. Transfekcija HEK293A stanica s ICP34.5, pC-DNA3 i GFP
plazmidima

Za potrebe transfekcije koristene su kontrolne stanice (engl. Parental
cell line, PAR) i KO ADAR1 HEK293A stanice koje su prethodno nasadene u
Petrijevoj zdjelici (10 cm). Medij iz stani¢nih kultura je odbacen te su KO i
PAR stani¢ne linije isprane s 5 mL DPBS-a. Nakon toga, dodan je 1 mL
tripsina 2x. Stanice su inkubirane na 5 minuta te je dodano 5 mL DMEM
medija u kojem su resuspendirane. Stanice su brojane u Neubauer-ovoj
komorici u prva dva kvadranta te je uzeta srednja vrijednost broja stanica
po mL. U ploci sa 6 jazica, u kojoj je prethodno nanesen BD Matrigel™
(Becton Dickinson) kako bi se stanice bolje fiksirale, nasadeno je 500 000
stanica po jazici. U tri jazice nalazila se kontrolna, a u preostale tri KO
ADARI1 stanic¢na linija. Nakon nasadivanja na plocu, stanice su pohranjene

u inkubatoru na 37°C na 5% CO; preko nodi.

Za transfekciju je koristen Lipofectamine® 2000 protokol (Invitrogen
by Thermo Fischer Scientific). Ukupna koncentracija DNA po jazici iznosila
je 1 pg/uL po plazmidu. Naknadno je dodano 300 pg/uL plazmida GFP u
uzorke s ICP34.5 i pC-DNA3 plazmidom. U DNA je dodan opti-MEM® medij
(Gibco 1x) tako da ukupna koli¢ina svakog uzorka iznosi 50 pL. Otopina

DNA je pomijeSana sa otopinom koja u sebi sadrzi 2 pL lipofektamina i 48
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ML opti-MEM medija. Uzorci koji sadrze DNA i lipofektamin inkubirani su na

sobnoj temperaturi 20 minuta.

Prije transfekcije, stanicama je promijenjen medij i dodano je 400 L
svjezeg DMEM medija. Zbog osjetljivosti stani¢ne linije, plazmidi su dodani
ravhomjerno, tehnikom nakapavanja te su stanice inkubirane 24 h na 37C
na 5% COa.

3.5. Infekcija stanica s HSV-1

Uzorci za analizu dobiveni su ljubaznoscu dr. Mie Cesarec i dr. Igor Juraka.
Ukratko, stanice NNN su inficirane HSV-1 pri odredenoj visestrukoj
infekciji (engl. Multiplicity Of Infection, MOI) i uzorci za analizu sakupljeni

su u naznacenim vremenima nakon infekcije.

3.6. Izolacija proteina za Western Blot analizu

Transficirani uzorci su sakupljeni 24 h nakon infekcije i centrifugirani
na 10 000 rpm, 4C na 10 minuta. U dobiveni pelet dodano je 60 pL RIPA
pufera (engl. Radioimmunoprecipitation Assay Buffer, RIPA) te su uzorci
ponovno centrifugirani. U sakupljeni supernatant dodano je 60 uL Laemmli
2x pufera (omjer 1:1). Potom su uzorci zagrijani na 95C na 6 minuta,
centrifugirani i stavljeni na led prije nanosSenja na gel za SDS (natrijev

dodecilsulfat)-elektroforezu.

Za analizu i ispitivanje djelovanja molekule ISRIB, koristena je ploca
s 24 jazice te su u 12 uzoraka nasadene kontrolne stanice, a u preostalih
12 KO ADAR1 HEK293A stanice. U svakoj stanic¢noj liniji uzorci su bili
tretirani s DMSO (1mM STOCK otopina), ISRIB (Sigma-Aldrich, 500 nM)
inhibitornom molekulom te netretirani (NT). Uzorci su pripremljeni u 4
paralelna uzorka (kvadriplikat) te je svaka jazica sadrzavala priblizno 250
000 stanica. Izolacija proteina provodila se prema istom postupku kao i za

transficirane uzorke.
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3.7. SDS gel elektroforeza i Western blot analiza

Za SDS-gel elektroforezu koristen je 10% poliakrilamidni gel za
razdvajanje (Tablica 1) koji je nanesen izmedu dvaju staklenih ploca te su
zaostali mjehurici uklonjeni s izopropanolom. Nakon polimerizacije gela za
razdvajanje (u prosjeku 10 minuta) nadsvoden je gel za sabijanje (Tablica
1) te je umetnut Ceslji¢ od 10 jazica debljine 1.0 mm prilikom Cega se gel
polimerizirao dodatnih 10 minuta. Uz pomo¢ pipete (20-200 pL) jazice su
isprane te je naneseno 20 L svakog uzorka i 3 uL proteinskog markera
(NEB, broad range). U kadicu je dodan pufer za elektroforezu 1x (engl.
Running buffer 1x) i uzorci su razdvajani prvih 30 minuta na 80 V, te

preostalih 60 minuta na 110 V.

Tablica 1. Prikaz sastava gela za razdvajanje i gela za sabijanje

Gel za razdvajanje Gel za sabijanje
dH,0 (destilirana voda) 2,4 mL dH,0 1,8 mL
poliakrilamid 1,25 mL poliakrilamid 313 mL
TRIS-HCI pufer (pH 8,8) 1,25 mL TRIS-HCI pufer (pH 6,8) 315 mL
10% SDS (natrijev dodecilsulfat) 50 uL 10% SDS 25 uL
10% APS (amonijev persulfat) 50 uL 10% APS 25 uL
TEMED (tetrametiletiendiamin) 5uL TEMED 2,5uL
Ukupno: 5mL Ukupno 2,48 mL
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Nakon razdvajanja proteina, gel s uzorcima je prenesen na
nitroceluloznu membranu. Koristena je tzv. ,sendvic® metoda gdje se
kazeta za transfer sastoji od spuzvica, filtar papira i nitrocelulozne
membrane na koju je dodan gel s uzorcima. Nakon Sto je slozena kazeta
zajedno s ledom i magnetom ostavljena u kadicu, dodan je pufer za transfer
1x. Nakon 60 minuta transfera na 0.35 Ai 120 V, nitrocelulozna membrana

prenesena je u otopinu Ponceau S na dvije minute te je ispirana u ddH>O.

Membrane su inkubirane 30 minuta u 5% puferu za blokiranje te je
uslijedila inkubacija s primarnim protutijelima 24h na 4C (Tablica 2).
ZavrSenom inkubacijom primarnim protutijelima, membrane se ispiru 3x po
10 minuta u TBS-T (engl. Tris Buffer Saline with Tween, TBS-T) puferu
nakon Cega se inkubiraju 90 minuta u sekundarnim protutijelima (Tablica
3). Nakon inkubacije u primarnim i sekundarnim protutijelima, membrane

su pohranjene u TBS1x puferu prije detekcije proteina.

Sve koristene otopine i njihov sastav prikazane su u Tablici 4.
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Tablica 2. Prikaz koristenih primarnih protutijela

Primarno protutijelo Proizvodac
anti-ADAR1 Cell Signaling
anti-elF2a Cell Signaling
anti-fosfoelF2a Cell Signaling
anti-PKR Cell Signaling
anti-fosfoPKR AbCam
anti-ICP4 AbCam
anti-gC AbCam
anti-ATF4 Cell Signaling
anti-FLAG Sigma Aldrich
anti-GFP (4B10) Cell Signaling
anti-Actin Millipore

lzvor

Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Mouse
Mouse
Rabbit
Rabbit
Mouse

Mouse

Tablica 3. Prikaz koristenih sekundarnih protutijela

Sekundarno
Proizvodac
protutijelo
alpha-mouse Cell Signaling
alpha-rabbit Cell Signaling

lzvor

Mouse

Rabbit

Razrjedenje za WB

analizu

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:2000
1:1000
1:2000
1:1000
1:10000

Razrjedenje za WB

analizu

1:2000

1:2000
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Tablica 4. Prikaz otopina i sastava

Otopina
LB medij

Pufer za elektroforezu 10x

Pufer za elektroforezu 1x

Transfer pufer 10x

Transfer pufer 1x

TRIS-HCL, pH 8,8

TRIS-HCL, pH 6,8

10% SDS

10% APS (amonijev persulfat)

Ponceau S

Pufer za blokiranje

Otopina protutijela

TBS-10x

TBS-1x

TBS-T

otopina
Sastav

5 g LB praha, 200 mL ddH,0
30,3 g Tris, 144 g glicin, 10 g SDS, ddH,0 do 1L
900 mL dH;0, 100 mL pufera za elektroforezu
10x
30,3 g Tris , 144 g glicin, 1 L ddH,0

700 mL dH20, 200 mL metanol, 100 mL transfer

pufer 10x

90.83 g Tris baze, 400 mL ddH;0, prilagoden pH
na 8,8 pomodu koncentrirane HCl, dopunjeno
do 500 mL

30.25 g Tris baze u 200 mL ddH;0, prilagoden
pH na 6,8 pomodu koncentrirane HCl,
dopunjeno do 250 mL

5 g SDS u 50 mL, zagrijano na 68 °C zbog
topljivosti, prilagoden pH 6,6

2 g APS, 20 mL ddH;0, filter
2.5 ml octene kiseline, 200 mL H20, 0,25 g
Ponceau S

Dopunjeno s H,O do 250 mL

2 g mlijeka u prahu, 40 mL TBS 1x
0.5 g mlijeka u prahu, 10 mL TBS 1x, Ab dodano
prema odredenom razrjedenju

88g NaCl, 24 g Tris, ~13 mI HCl do pH 7,6
dopunjeno s ddH,O do 1L

900 mL dH20, 100 mL TBS-10x

900 mL dH20, 100 mL TBS-10x, 500 uL TWEEN-a
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3.8. Detekcija proteina na nitroceluloznoj membrani

Za detekciju proteina na membrani koriSten je uredaj BioChem i
smjesa otopina (1:1); Solution A, ECL™ Prime Luminol Enhancer Solution i
Solution B (cytiva, Amersham™), ECL™ Prime Peroxide Solution; te
SuperSignal® West Femto Luminol/Enhancer Solution i SuperSignal® West
Femto Stable Peroxide Solution (Thermo Scientific). Ovisno o signalu
proteina, otopina je nanesena ravnomjerno na membrane koje su se

inkubirale otprilike 1 minutu prije nego Sto je zabiljezena slika proteina.

3.9. Plak esej

Vero stanice (priblizno 150000 stanica po jazici) su nasadene u ploci
s 24 jazice te su inkubirane preko noci kako bi se zadrzao monosloj sa 100%
konfuencijom. Nakon toga, stanice su inkubirane 1 h s 250 pL 10 puta
serijski razrijedenog supernatanta koji sadrzavao HSV-1 s naznacenim
razrjedenjima. Nakon sat vremena, infektivni medij je uklonjen i stanicu su
prekrivene otopinom metilceluloze. Nakon 3 dana, stanice su fiksirane,
koriste¢i otopinu za fiksiranje (5% metanol, 10% octena kiselina),
minimalno 2 sata. Nakon fiksiranja, stanice su isprane s vodom te su
obojane s 5% giemsa u PBS-u i inkubirane 2 sata. Prekomjerno obojenje je
isprano s vodom i plakovi su prebrojani. Jedinica stvaranja plakova (engl.

Plaque Forming Units, PFU) je prebrojana prema sljedecoj formuli:

PFU/mL=Broj plakova u jazici x 4 x faktor razrjedivanja
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4. Rezultati

4.1. Replikacija HSV-1 u KO ADAR1 HEK293T stanicama

U prethodnim istrazivanjima, ispitivao se utjecaj ADAR1 proteina na
virusnu replikaciju tijekom HSV-1 infekcije. Kako bi dodatno potvrdili ulogu
ADAR1 u virusnoj infekciji, provedena je WB analiza gdje se analizirala
ekspresija proteina rane i kasne HSV-1 infekcije. Ukratko, stanice su
inficirane pri MOI 0.01, a uzorci za analizu sakupljeni su 1., 24., 48. i 72.
sat nakon infekcije (engl. Hours Post Infection, hpi) te su usporedivani
neinficirani uzorci (engl. mock) i uzorci inficirani s HSV-1 u kontrolnim (ctr/)
i stanicama s nedostatkom ADAR1 (ADAR KO).

Kako bi smo potvrdili nedostatak ADAR1 proteina u ADAR1 KO
stanicama, prvo smo analizirali ADAR1 p110 (velicine 110 kDa). Za
detekciju proteina, koristeno je specifitcno zecje anti-ADAR1p110
protutijelo. WB analizom potvrdeno je prisustvo u ctrl uzorcima, dok u KO
stani¢noj liniji nije detektiran signal. Isto tako, najjaci signal prisutan je
24hpi te postepeno slabi tijekom kasnih sati infekcije (Slika 9), Sto moze

ukazivati na aktivno uklanjanje ADAR1 proteina u kasnoj fazi infekcije.

Nakon toga analizirali smo ekspresiju virusnih proteina kao indikatora
virusne replikacije. Neposredno rani protein ICP4 detektiran je na
molekularnoj veli¢ini 175 kDa u inficiranim ADAR1 KO stanicama i
kontrolnoj stani¢noj liniji. Medutim uocili smo da je ekspresija proteina ICP4
daleko slabija u stanicama s nedostatkom ADAR1 u odnosu na kontrolne
stanice i da se pojavljuje znacajno kasnije. Tek u kasnim vremenima nakon
infekcije (72 h.p.i.) ekspresija ICP4 u ADAR1 KO stanicama je usporedna s
kontrolom. Ovi rezultati ukazuju da je replikacija HSV-1 otezana, odnosno

usporena, u nedostatku ADAR1.

Analiza ekspresije protein gC, protein kasne faze infekcije, veliine
95 kDa potvrdila je dobivene rezultate s ICP4. Ocekivano, signal gC proteina
detektiran je samo u kasnim satima infekcije (48 i 72 hpi) u KO i ctrl

stanicama, medutim znatno slabije kod KO (Slika 9).
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Usporedno s WB analizom provedena je i titracija virusa u
supernatantu inficiranih stanica tijekom 24, 48 i 72hpi. 1z grafikona (Slika
10) mozemo odmah primijetiti da ADAR1 pospjesuje virusnu replikaciju tj.
broj PFU je veéi u odnosu na KO stani¢nu liniju. Isto tako, statisticki
znacajna razlika izmedu ctrl i KO ADAR1 uzoraka, najizrazenija je tijekom

48 i 72hpi. U 72hpi, virus je na vrhuncu infekcije te se nakon toga broj PFU

smanjuje.
HSV-1 MOI 0.01
o o
o e & & 8
¢ e T o F s o
A
S L ER Y O
mock 1hpi 24hpi 48hpi 72hpi
ADAR1 p110 | W — -— — - 110 kDa
ICP4 — R W | 175 kDa
gt - - 95 kDa
B-Actin | s s | GNP SN GUE SN Gun e WD | 43 kD2

Slika 9. ADAR1 pozitivho utjece na virusnu replikaciju HSV-1 u
HEK293A stanicama. Stanice su HEK293A stanice koje ne sadrze ADAR1
(ADAR1 KO) i kontrolne stanice inficirane su s HSV-1 pri niskom MOI koji
iznosi 0.01. Uzorci za WB skupljeni su 1., 24., 48. i 72. hpi. Za WB analizu
koriSteno je primarno zecje anti-ADAR1-p110 protutijelo te misje anti-
ICP4 protutijelo i anti-gC protutijelo. Za kontrolu uzoraka koristeno je
primarno misje anti-actin protutijelo beta actin. Navedene su molekularne

veli¢ine proteina i njihova primarna protutijela.
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Slika 10. ADAR 1 omogucuje efikasnu replikaciju HSV-1. HEK293A
stanice koje ne sadrze ADAR1 (ADAR1 KO) i kontrolne stanice inficirane su
s HSV-1 pri niskom MOI koji iznosi 0.01. Prikupljeni su supernatanti
inficiranih stanica koji su koriSteni za odredivanje virusnog titra u Vero
stanicama. Na x osi prikazani su sati nakon infekcije, a na y osi virusni
titar koji se izrazava kao PFU/mL. Statistic¢ki znacajna razlika izmedu

stanic¢nih linija prikazana je na 48 i 72 hpi.

4.2. Utjecaj ISRIB molekule na virusnu replikaciju u odsustvu
ADAR1 proteina

Istrazivanja u Laboratoriju za molekularnu virologiju su pokazala da
u stanicama s nedostatkom ADAR1 dolazi do prekomjerne aktivacije protein
kinaze R (PKR) sSto dovodi do fosforilacije translacijskog faktora elF2a te
zaustavljanja sinteze proteina (ljubaznoséu dr. Mie Cesarec). Glavna
hipoteza ovog rada je da PKR-posredovana inhibicija translacije dovodi do
slabije replikacije HSV-1. Kako bi smo testirali ovu hipotezu upotrijebili smo
ISRIB, inhibitornu molekulu ISR, te ispitali utjecaj i ove molekule tijekom
HSV-1 infekcije u kontekstu nedostatka proteina ADAR1. Prethodna

istrazivanja pokazala su da ISRIB vezujuéi se na eIF2B onemogucuje
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interakciju s eIF2a koja bi dovela do inhibicije translacije te time moze imati
i znacajan utjecaj na imunosni odgovor stanice. Glavno pitanje koje se
postavlja je hoce li ISRIB komplementirati nedostatak ADAR1 proteina i

onemogucditi translacijsku blokadu te omogucditi efikasnu virusnu replikaciju.

Kako bi saznali odvija li se virusna replikacija uspjesno u ISRIB
tretiranim KO ADAR1 stanicama, provedena je WB analiza gdje smo
ispitivali razinu ekspresije virusnih proteina ICP4, ADAR1, gC te proteina
domacina PKR, p-PKR i p-eIF2a. U svakoj stani¢noj liniji, analizirane su 3
vrste uzorka: ISRIB i DMSO (kao dodatna kontrola) tretirani, te netretirani
uzorci (NT). HEK293A stanice, inficirane su pri MOI koji je iznosio 1 te su

uzorci analizirani 24 sata nakon infekcije.

Kao Sto smo ocekivali, signal ADAR1 proteina zabiljezen je iskljucivo
u PAR stani¢noj liniji. Vazno je napomenuti, tijekom ispitivanja ekspresije
proteina koristili smo anti-ADAR1 zecje protututijelo koje je detektiralo
molekularnu veli¢inu proteina na 110 kDa (Slika 11); dok ADAR p150 nije

analiziran.

Iduce smo ispitivali uspjesnost virusne infekcije analizirajuci proteine
rane i kasne infekcije u HSV-1 inficiranim KO ADAR1 i PAR stani¢nim
linijama. Izmedu pojedinacnih uzoraka nije zabiljezena znacajna razlika u
ekspresiji proteina te je molekularna veli¢ina proteina ICP4 detektirana na
175 kDa. S druge strane, gC protein kasne infekcije, takoder je zabiljezen
u svim uzorcima molekularne veli¢ine 95 kDa. U odnosu na ICP4, intenzitet
zabiljezenog signala gC proteina se razlikuje medu uzorcima. U NT i DMSO
uzorcima, vidljivo je slabija ekspresija proteina, u odnosu na ISRIB tretirane

uzorke gdje je signal najjace izrazen (Slika 11).

Sljededi proteini Cija je ekspresija analizirana bili su p-PKR i p-elF2a.
p-PKR je protein koji je odgovoran za fosforilaciju faktora eIF2a pri cemu
dolazi do zaustavljanja sinteze virusne mRNA. Za detekciju proteina,
koriSteno je zecje anti-pPKR protutijelo. Na WB zabiljezena je ekspresija

proteina na molekularnoj velicini od 74 kDa. U PAR uzorcima vidljivo je da
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je ekspresija ovog proteina smanjena u odnosu na KO ADAR1 uzorke.
Medutim, tretiranjem stanica s ISRIB molekulom dolazi do promjene u jacini
signala p-PKR. U oba uzorka vidimo da ISRIB uspjesno utiSava ekspresiju
p-PKR u odnosu na ostale uzorke i samim time utjece na virusnu replikaciju
(Slika 11).

Nakon ekspresije p-PKR, detektiran je i protein p-elF2a te je
molekularna veli¢ina zabiljezena na 38 kDa (Slika 11). Ocekivano ekspresija
p-eIlF2a pojacana je u NT i DMSO uzorcima, dok je u ISRIB tretiranim
uzorcima zabiljezena smanjena ekspresija ovog proteina. Zaklju¢no, ovi
rezultati pokazuju da je dodatak inhibitora ISRIB omogucio bolju replikaciju
HSV-1 u ADAR1 KO stanicama, Sto sugerira da PKR-posredovana inhibicija
translacije je mehanizam supresije HSV-1, a ne neki drugi mogudi

mehanizmi.
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Slika 11. Inhibitorna molekula ISRIB djeluje provirusno tijekom
HSV-1 infekcije u ADAR1 KO stanicama. Za WB analizu koriStene su
HEK293A stanice, ADAR1 KO i PAR. Stanice su inficirane HSV-1 pri
visokom MOI koji iznosi 1. Uzorci za WB skupljeni 24 hpi. Za WB analizu
koriStena su zec¢ja primarna anti-ADAR1, anti-p-PKR, anti-PKR i anti-p-
elF2a protutijela te misje anti-ICP4 i anti-gC protutijelo. Za kontrolu
uzoraka koristeno je primarno misje anti-actin protutijelo. Navedene su

molekularne veli¢ine proteina i njihova primarna protutijela.

Rezultati ovog eksperimenta dodatno su potvrdeni virusnom
titracijom. Virusni titar jasno prikazuje razliku izmedu KO ADAR1 i kontrolne
stani¢ne linije. Broj PFU je vedéi u kontrolnim uzorcima koji su NT i tretirani
s DMSO u usporedbi s ADAR1 KO linijom. Isto tako, prikazana je statisticki
znacajna razlika izmedu netretiranih i ISRIB tretiranih uzoraka gdje je broj

PFU najvedi (Slika 12). Napomena, pokusi su provedeni tri puta i rezultati
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su reproducibilni, a Slike 11 i 12 prikazuju reprezentativne rezultate jednog

od pokusa.
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Slika 12. HSV-1 se efikasno replicira u ADAR1 KO stanicama nakon
tretmana s ISRIB. Usporedivana kontrolna i KO ADAR1 stani¢na linija
tretirane s ISRIB molekulom, DMSO te netretirani uzorci. Razlike izmedu
uzoraka prikazane su t-testom. Zvjezdice (*) i (**) oznacavaju statisticki

znacajnu razliku p<0.05 i p<0.01.

4.3. Detekcija proteina ICP34.5.u HEK293T stanicama

Nasi prethodni rezultati pokazali su da aktivacije PKR dovodi do
inhibicije translacije te time onemogucuje efikasnu replikaciju HSV-1 u
stanicama s nedostatkom ADAR1l. Medutim, valjda naglasiti da HSV-1
kodira nekoliko inhibitora PKR aktivacijskog puta, ukljucujuéi ICP34.5 i
US11. NasSa hipoteza je da u nedostatku ADAR1 dolazi do prekomjerne

aktivacije PKR koju HSV-1 nije u stanju inhibirati s kasno eksprimiranim
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proteinom ICP34.5. Kako bi smo ispitali ovu hipotezu, proveli smo pokuse
u kojima bi osigurali odredenu razinu ICP34.5 proteina u ADAR1 KO
stanicama prije same infekcije Sto bi trebalo komplementirati nedostatak
ADAR1. Ukratko, ICP34.5 je protein HSV-1 kasne infekcije koji utjece na
antivirusni odgovor domacina. Kako bi se utvrdila prisutnost ICP34.5 i
ucinak na virusnu replikaciju, provedena je WB analiza. KoriStene su KO
ADAR1 i PAR kontrolne HEK293T stanic¢ne linije. Prethodno su stanice
transficirane s plazmidima pcDNA3-ICP34.5-FLAG (nosi gen za ICP34.5
fuzioniran s FLAG biljegom), pC-DNA3 te pEGFPN1GFP. GFP plazmid
transficiran je zajedno s ICP34.5 i pCDNA3 plazmidima kako bi se mogla
pratiti uspjesnost transfekcije pomocu fluorescencije i razine GFP(rezultati
nisu prikazani za GFP). 24 sata nakon transfekcije stanice su inficirane s
HSV-1.

Prisutnost ADAR1 proteina zabiljeZena je samo u PAR stani¢noj liniji
koristeci zec¢je anti-ADAR1 protutijelo, na molekularnoj veli¢ini od 110 kDa.
Ocekivano, u PAR i KO ADAR1 stanic¢noj liniji koji su transficirani s ICP34.5
plazmidom, detektiran je ICP34.5 protein na veli¢ini od priblizno 38 kDa
(Slika 13). Detekcijom proteina u ICP34.5 transficiranim uzorcima, dodatno

smo potvrdili uspjesnost transfekcije.

Kao i u prethodnim rezultatima, tako smo i ovdje analizirali ekspresiju
proteina rane (ICP4) i kasne infekcije (gC). Iznenadujuce, zabiljezena je
pojacana aktivnost ICP4 proteina u KO ADAR1 stani¢noj liniji u odnosu na
PAR stani¢nu liniju (Slika 13). Osim toga, u uzorcima koji su tretirani s
ICP34.5 takoder nismo detektirali pojacani signal u odnosu na ostale
uzorke. U WB analizi oCekivali smo pojacanu ekspresiju proteina ICP4 u
uzorcima koje sadrze ADAR1 protein i koji su tretirani s ICP34.5 plazmidom,
obzirom da prema prethodnim istrazivanjima, posjeduju provirusnu ulogu

te bi virusna replikacija trebala biti jaCeg intenziteta.

Sljedece smo analizirali ekspresiju proteina gC. Signal proteina
zabiljezen je samo u PAR stani¢noj liniji u NT i pC-DNA3 uzorcima, na

molekularnoj velic¢ini 95 kDa (Slika 13). Ono Sto je poprilicno neobi¢no u
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rezultatima WB analize je to Sto nije detektiran u ICP34.5 tretiranim
uzorcima gdje bi se virusna replikacija trebala normalno odvijati. Zaklju¢no,
ovi rezultati pokazuju da ektopicna ekspresija ICP34.5 bi doista mogla
komplementirati nedostatak ADAR1, medutim, rezultati tek trebaju biti

potvrdeni s dodatnim pokusima.

PAR KO ADAR1
NT ICP34.5 pC-DNA3 NT ICP34.5 pC-DNA3
ICP4 | S mew g R WSS 97510,
ADARL | ey W 110 kDa
gC — — A5kDa
ICP34.5 - —— 38 kDa
BACHn | S S —-—— e 43 kDa

Slika 13. Ekspresija ICP34.5 proteina u HEK293T stanicama. Za WB
analizu koristene su HEK293T stanice, ADAR1 KO i PAR. Stanice su
inficirane HSV-1 pri MOI 1. Uzorci za WB skupljeni 24 hpi. Za WB analizu
koriSteno je primarno zecje anti-ADAR1 i anti-FLAG protutijelo, te misje
anti-ICP4 i anti-gC protutijelo. Za kontrolu uzoraka koristeno je primarno
miSje anti-actin protutijelo. Navedene su molekularne veliine proteina i

njihova primarna protutijela.
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5. Rasprava

Virusi su razvili razliCite mehanizme kako bi utjecali na imunosni
odgovor domacdina. Ovisno o interakciji virusnih proteina i proteina
domacdina, HSV-1 infekcija moze imati razliCite ishode. Jedan od virusnih
proteina na koja su usmjerena brojna istrazivanja je faktor neurovirulencije
ICP34.5. Ovaj protein pokazao se uspjesSnim u suzbijanju antivirusnog
odgovora i poboljSsavanju virusne replikacije. Osim virusnih, postoje i drugi
proteini koji mogu promijeniti tijek virusne infekcije. Primjer takvih proteina
su ADARs enzimi koji su odgovorni za editiranje dsRNA pri ¢emu mogu
djelovati provirusno, antivirusno ili bez ucinka. S druge strane, postoje
vanjski ¢imbenici i molekule pomocu kojih se moze utjecati na ucinkovitost
virusne replikacije. Nedavno je otkrivena molekula ISRIB koja se pokazala

uspjesnim inhibitorom integriranog odgovora na stres domacdina.

S obzirom na prethodna istrazivanja i ispitivanja ucinka ADAR1
proteina na HSV-1 infekciju, prvi cilj ovog eksperimenta bio je analizirati
ucinak ADAR1 proteina na virusnu replikaciju. Koristeci kontrolne stanice te
stanice u kojima nije prisutan ADAR1 (,,knock-out"), ispitivala se ekspresija
proteina rane i kasne HSV-1 infekcije. Ocekivano, gC kao protein kasne
infekcije, detektiran je u kasnim satima HSV-1 infekcije u kontrolnim
stanicama u odnosu na ADAR1 KO stani¢nu liniju. Medutim, signal ICP4
proteina rane infekcije, zabiljezen je takoder isklju¢ivo u kasnim satima
infekcije. Moguci razlog zbog kojeg rani protein ICP4 nije vidljiv u ranim
satima infekcije, je niski MOI koji je iznosio 0.01. U tom slucaju se sporije
proizvode novi virusi jer ima manje virusnih ¢estica nego stanica te se ne
moze proizvesti dovoljna kolic¢ina ranih proteina na pocetku HSV-1 infekcije.
Ovim rezultatom potvrdili smo da ADAR1 protein ima provirusnu ulogu u
HSV-1 infekciji.

Sljedeci korak bio je ispitati utjecaj inhibitorne molekule ISRIB na

virusnu infekciju. Prethodna saznanja govore o tome da ISRIB utjeCe na
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fosforilaciju elF2a tijekom izlaganja stanicnom stresu i na taj nacin
sprjecava ISR odgovor. Ono sto je bila svrha ovog ispitivanja je ispitati hoce
li ISRIB uspjeti nadomjestiti provirusnu ulogu ADAR1 proteina u KO
stani¢noj liniji i tako omogucditi nesmetanu virusnu replikaciju. WB analizom
pokazala se prisutnost virusnih proteina rane infekcije i kasne infekcije
24hpi. U odnosu na prethodne rezultate, ICP4 protein je zabiljezen u
ranijem stadiju infekcije zahvaljuju¢i MOI koji je iznosio 1 te se u tom
slu¢aju veci broj stanica inficirao i proizvela se dovoljna koli¢ina ranih
proteina. Samim time, rezultati su pokazali da inhibicija aktivirane blokade
translacije ima provirusni ucinak te da smanjuje fosforilaciju eIF2a u KO
ADAR1 i kontrolnoj stani¢noj liniji. S obzirom da su prethodna istrazivanja
pokazivala djelovanje ISRIB-a iskljucivo na fosforilaciju eIF2a, ono Sto je
bilo iznenadujuce je smanjena ekspresija fosforilane PKR kinaze u ISRIB
tretiranim uzorcima. Ovime se postavlja pitanje mehanizma djelovanja
ISRIB-a tijekom HSV-1 infekcije koje bi se u buduénosti trebalo dalje

istrazivati.

S druge strance, analizirali smo mogucnost da ektopic¢na ekspresija
proteina koji inhibira PKR-posredovanu aktivaciju blokade translacije
omogucdi efikasnu replikaciju HSV-1 u nedostatku ADAR1. Ocekivano, WB
analizom smo pokazali ekspresiju proteina s FLAG biljegom na aproksimalno
38 kDa te potvrdili uspjesnu transfekciju stanica s ICP34.5 plazmidom. Osim
tretiranja stanica s ICP34.5 plazmidom, u iste uzorke dodali smo i GFP
plazmid kako bi mogli i vizualno zabiljeziti ucinkovitost transfekcije
(rezultati nisu prikazani). Medutim, analiza ucinka na infekciju je dala
nekoliko rezultata koje u ovom trenutku ne mozemo objasniti. Neocekivano,
ekspresija ICP34.5 u kontrolnim stanicama dovela je do inhibicije virusne
replikacije (Slika 13), sudedi prema ekspresiji virusnog proteina gC. Moguce
je da je ekspresija dva proteina, ICP34.5 i GFP, dovela do aktivacije
obrambenih mehanizama stanice, poput IFI16 (engl. Gamma-interferon-
inducible protein 16) koji prepoznaje stranu DNA ili aktivacije ER stresa, te

time onemogucdila replikaciju virusa. S druge strane, u ADAR KO stanicama
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ekspresija ICP34.5 dovela je do odredene pojacane razine ekspresija ICP4
u odnosu na netransficirane stanice ili stanice transficirane s plazmidom
pCDNA, sto bi sugeriralo komplementaciju ADAR1. Medutim, postignuta
komplemntacija je slaba jer nije bilo moguce detektirati pojacanu ekspresiju
kasnog proteina gC. Ovi rezultati mogu se tumaciti relativno slabom
efikasnos¢u transfekcije stanica (procijenjeno do maksimalno 20%). Ovaj
problem je moguce rijesSiti na razliCite nacine, ukljucujuéi izdvajanje
transficiranih stanica tako da selektiramo stanice pomocu ,cell-sorter" ARIA,
medutim infekciju na selektiranim stanicama nije bilo mogudée provesti.
Zakljuéno, iako nasi pokusi zahtijevaju dodatnu optimizaciju i ponavljanja,
dobiven je vazan doprinos i potvrda uloge PRK i ADAR1 u regulaciji HSV-1

replikacije.
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6. Zakljucak

Istrazivacki rad temeljio se na analizi ekspresije virusnih proteina te
proteina signalizacijskog puta PKR u odsustvu ADAR1 proteina. Osim toga,
ispitivao se i utjecaj naknadno dodanih cCimbenika poput inhibitorne
molekule ISRIB te faktora neurovirulencije ICP34.5, na virusnu replikaciju
HSV-1.

U ovom radu, potvrdili smo provirusnu ulogu ADAR1 proteina tijekom
HSV-1 virusne infekcije zahvaljuju¢i KO ADAR1 modelu. WB analizom
prikazali smo ekspresiju virusnih proteina rane i kasne infekcije i samim
time uspjesnost virusne replikacije u prisustvu ADAR1 proteina. Provirusna
uloga ADAR1 kod replikacije herpesvirusa mogla bi djelovati kroz razlicite
molekularne mehanizme obzirom da ADAR1 stupa u interakciju s brojim
proteinima te je uklju¢en u brojne procese. dsRNA-vezujuéi senzori poput
PKR, MDA5, RIG-I, Z DNA vezujudi protein 1 (engl. Z-DNA-binding protein
1, ZBP1) mogli bi biti efektori ove inhibicije. Prijasnja istrazivanja
Laboratorija za molekularnu virologiju pokazala su da je aktivacija PKR
glavni inhibitor, Sto smo potvrdili i ovim radom. Koristeci inhibitornu
molekulu ISRIB pokazali smo da je aktivacija PKR molekularni mehanizam
koji onemogucuje efikasnu replikaciju HSV-1 u nedostatku ADAR1 i da
dodatak inhibitora komplimentira nedostatak. Ektopi¢na ekspresija virusnog
ICP34.5, inhibitora PKR signalnog puta, dovela je do pojaane ekspresije
neposredno ranog proteina ICP4 u ADAR1 KO stanicama, medutim i do
inhibicije virusne replikacije u kontrolnim stanicama. Za to¢nu disekciju

ovog signalnog puta potrebno je provesti dodatna istrazivanja.
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