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Nasloy pro_iekia -

Karakterizacija preuredivanja endosomalnih membrana tijekom
rane faze infekcije mi§jim citomegalovirusom koje vodi k
formiranju kempleksa za stvaranje viriona

_’Frajanje projekta

lipanj 2016- rujan 2019,

_Klju¢ne rijeci (najvide do 5)

Miji citomegalovirus, endosomi, sklapanje viriona, egzacitoza

Svrha projckta (kao u &lanku $. Pravilnika):

{ Temeljno istraZivanje da | ne
Translacijska i primijenjena istrazivanja da_ |l ne
Koridtenje odredeno propisima i rutinska prbizvodnja da- };

| Zatita prirodnog okoli%a u intercsu zdravija ili da r
dobrobiti ¢ovieka ili Zivotinje ~ -
OtCuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje h da ;-,-(_:
Forenzitka ispitivanja "~ 1da ne |
OdrZavanje kolonije geﬁétski izmijenjenih Ztvotinja da E_

koje se ne koriste u drugim postupcima

Opisite ciljeve projekta (na primjer,
znanstvene nepoznanice ili znanstvene
ili klinicke potrebe).

Koje su potencijalne prednosti za koje
j¢ vjerojatno da proizlaze iz ovog

i projekta (kako znanost moze bifi
wnapriedena ili kako ljudi (i Zivetinge
mogi imari koristi od projekia)

Infekeija beta-herpesvirusima 1zaziva opseZnu reorganiziraju
unutarstani¢nih odjeljka u svrhu stvaranja okruZenja za stvaranje
virusa, poznatog kao kompleks za stvaranje virusa (AC, engl assembly
complex). Ova struktura razvija se postupno, pocevsi od najranijib
stadija infekeije, i ukljuCuje stupnjevitu reorganizaciju membranskil
organela. lako je sastav i organizacija AC relativno dobro
karakterizirana tijekom infekcijec humanim citoimegalovirusom (CMV),
dio dogadanja koji vodi razvoju AC-a je stabo poznat. Cilj ovoga
projekta je karakterizirati procese koji prethode stvaranju AC-a u
slanicama inficiranim migjim CMV-om (MCMV). MCMV zapotinje
remodeliranje endosomainog sustava vrio rano tijckom infekeije, §to
smo karakterizirali kao razvoj endosomalnog retencijskog odjeljka
rane faze (EPERC). Postoji jaka indikacija da je upravo EPERC
prethodnih AC-a. Opcenito je prihvacéeno da je remodeliranje
endosomalnog sustava posredovana malim GTPazama iz Rub 1 Arf
obitelji te fosfoinozitidima.

U predloZenom projektu cilj nam je razotkriti procese reorganizacije
membranskih organeta tijekom rane faze infekeije, koji dovode do
stvaranja AC-a. U tu svrhu utvrditi ¢emo ulogu malih ATPaza iz
obitelji Rab i Arfte njihovih efcktorskih proteina tijekom stvaranja
EPERC. Naposljetku, karakterizirati cemo membranske domene
EPERC-a tijckom rane faze infekcije obzirom na sastav fosfomozitida
To ¢e ukljucivati prouéavanjc cndosomalnih efekrorskih proteina koji
se vezuju na fosfoinozitide i glavnih endosomalnih enzima koji
nadziru konverziju fosfoinozitida i tako mijenjaju osobine membrana
Kako bismo postigli navedene ciljeve koristiti ¢emo trostruko
imunofluorescencijsko bojanje EPERC-a, fluorescentne boje stvorenc
genctitkim inzenjeringom, utisavanje RNA i farmakolodke inhibitore.

i Kona¢ni ishod predloZenog istrazivanja biti ¢e rekonstrukcija

mehanizma razvoja EPERC-a i identifikacija stanicaib proreina koji
predstavijaju mjesto djelovanja MCMV-a tijekom rane faze infekeije
Kako bismo ostvarili te ciljeve, potrcbna je kombinacija ckspertiza iz
molekularne virologije, stani¢ne biotogije, CMV infekeije. te posebice
stanicne fiziolowije vezikularnoy prijenosa,

Predlozeno istrazivanje spada u temelna istrazivanja Rezulrati
predlozenih istrazivanja doprinijet ¢e razumijevanju mehanizama
kojima virus (u naem slutaju ¢lan porodice herpesvirusa) prilegodava
sustav stanice za potrebe vlastitog umnazanja. Osim toga,
razotkrivanje mehanizama kojim virus prilagoduje endosomi:ini sustav
omogucdit ée bolje razumijevanje fiziologije endosomalnog sustava i
reeulatornih molekula koje oblikuju endosomalni sustav. Virusni
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| efektorski mehanizmi (proteini) mogu biti ciljne molekule za razvoj

antivirusnih lijekova I virusnih vakcina. Regulatorne molekule

{ endosomalnog sustava mogu biti ¢iline molekule za razvoj lijckova u

razli¢itim bolestima kojim je u podlozi poremeéen endosomalni
promet, primjerice u tumorima ili neurodegenerativnim bolestima.

i Koje vrste i priblizni broj Zivotinja sc
i otekuje da Ce se koristiti.

IstraZivanja u predloZenom projektu ¢e se provoditi na staniénim
linijama koje imaju karakteristike fibroblasta. Planirano je koristenje
mi§jih embrionainih fibroblasta (MEF) za poletna istraZivanja i
usporedbe sa fibroblasinim stani&nim linijama te potpuni prelazak na
fibroblastne stani¢ne linije. Nadalje, planirano je koristenje MEF za
proizvodnju virusa koji ce se koristiti za infekeije in vitro. Q¢ekujemo
da ¢emo uspostaviti uspjeSnu proizvodnju virusa i na fibroblastnim
stani¢nim linijama te napustiti proizvodnju virusa na MEF.

Za proizvodnju MEF biti ée potrebno 50 Balb/c mifeva.

| U kontekstu onoga §to se radi na

uincl na Zivotinjama, vjerojama /
olekivana razina teZine postupaka i

Zivotinjama, §to su o&ckivani negalivni

Zrtvovanje Zivotinja za dobivanje stanica.

_Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite za3to sc moraju koristiti
Zivotinje te zadlo se ne mogu koristitj
| alternativne metode koje ne ukljutuju
Zivotinje.

Vecina dosadadnjilh eksperimenata (kroz vise desetljeca) iz staniéne
biologije mi3jeg citomegalovirusa (MCMYV) je provedena na misjim
embrionalnim fibroblastima u kojima je replikacija relativno brza a
same stanice su pogodne za viednevno drZanje u kulturi jer se ne
mnoZe prebrzo. Mi smo proveli vedi dio preliminarnih usporedbi MEF
sa drugim stanitnim linijama. Nasi rezultati kazuju da se Balb 3713
stanice pona$aju sli€no kao i MEF te, stoga, planiramo potpuni
prelazak na rad s Balb 3T3 stanicama i zamjenu stanica dobivenih iz
Zivotinja sa imortaliziranim stanicama stani¢ne linije. No odekujemo
da ¢e za potpuni prelazak biti potrebno provesti jo§ nekoliko
usporednih eksperimenata.

MEF se ve¢ desetljecima koriste za proizvodnju infektivnil virusa koji
Ce se koriste za infekeije in vitro i in vivo. Otekujemo, sli€no kao i s
eksperimentima, da éemo uspostaviti uspjednu proizvodnju virusa i na

. fibroblastnim stani¢nim linjjama (Balb 3T3) te napustiti proizvodnju
| virusa na MEF.

2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano

koridtenje minimalnog broja Zivotinja,

Zamjenom MEF s Balb 373 stani¢nom Iil;ijom u potpunosti ce se
napustiti koristenje Zivotinja za ovakvu vrstu eksperimenata.

3. PoboljSanje
Objasniti izbor vrsta i zas$to su
koriSteni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.
Objasniti opée mjere koje Ce se
poduzeti kako bi se simanjile $tete za
Zivotinje.

Mi&ji citomegalovirus (MCMYV) se koristi kao model za prougavanje
infekcije ljudi s humanim citomegalovirusom (HCMV) jer na ljudima
gotovo ncmoguce provesti istraZivanja in vivo. Sli€no jeis
eksperimentima in vitro gdje je MCMV daleko pogodniji zbog vedep
izbora stani¢nih linija i brieg replikacijskog ciklusa u postojecim
modelima.
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