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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Regulacija NK-stani¢nog odgovora tijekom rane infekcije misjim citomegalovirusom (MCMV)
rezultat je fine ravnoteZe medu signalima koji dolaze od aktivacijskih i inhibicijskih receptora
ispoljenith na njihovoj stanicnoj povrSini. Kako bi zaobiSli antigensku prezentaciju i
prepoznavanje od strane limfocita CD8" T, MCMYV kodira proteine kojima regulira ispoljavanje
molekula MHC I na povrsini inficiranih stanica. Medutim, smanjeno ispoljavanje molekula MHC
I na povrSini stanice trebalo bi dovesti do ,,missing self“l-posredovanog prepoznavanja
inficiranih stanica od strane stanica NK. Usprkos tom obiljeZju rane citomegalovirusne infekcije,
vecina laboratorijskih miSjih sojeva ne uspijeva kontrolirati akutnu infekciju. NaSa je hipoteza da
MCMYV po infekciji stanica ispoljava molekule kojima veZe inhibicijske receptore Ly49 i na taj

nacin inhibira funkciju stanica NK.

Cilj ovog rada je karakterizirati mehanizme kojima miSji citomegalovirus izbjegava rani NK-
stani¢ni odgovor posredovan ,,missing self*“-prepoznavanjem te utvrditi ulogu ,,missing self*-
prepoznavanja u in vivo kontroli citomegalovirusne infekcije i utjecaj na razvoj specificnog CD8

T-limfocitnog odgovora.

" “missing self” ozna¢ava prepoznavanje u slu¢aju nedostatka vlastitih molekula MHC I



Metode

Za potrebe ovog rada uhodala sam test reporterskih stanica koje ispoljavaju inhibicijski receptor
Ly49A te testirala njihovu aktivaciju, praenjem ispoljavanja GFP-a pomocu protocne
citometrije, nakon ko-kultivacije sa virusom inficiranim stanicama kako bi odredila virusni
gen/gene odgovoran za vezanje ovog receptora. Funkcionalnim testovima i1 proto¢nom
citometrijom analizirala sam fenotip 1 funkciju stanica NK po infekciji miSeva WT MCMV-om
ili Am04 MCMV-om. Standardnim testom virusnih ¢istina ispitala sam sposobnost raznih misjih

sojeva u kontroliranju WT MCMV-a ili Am04 MCMV-a te ulogu stanica NK.

Rezultati

Pokazala sam kako ligacija inhibicijskog receptora Ly49A putem kompleksa m04/MHC I
ispoljenog na povrSini inficiranih stanica rezultira: (i) protekcijom WT MCMV-inficiranih
stanica od NK-posredovanog specifi¢nog ubijanja, (ii) smanjenom proliferacijom stanica NK in
vivo, te (iii) slabom kontrolom virusnog titra in vivo 3 dana po infekciji u mieva haplotipa H-2" i
H-2%. Virusni model ,,missing self*“-prepoznavanja koristila sam u ispitivanju uloge jakosti NK-
stanicnog odgovora u formiranju CD8 T-limfocitnog odgovora te pokazala kako u BALB/c
miSeva snazan NK-stani¢ni odgovor ne utjeCe na ucinkovitost CD8 T odgovora i to
najvjerojatnije zbog ocuvanja broja i funkcije konvencionalnih dendritickih stanica. Naposljetku,
definirala sam tri nova aktivacijska receptora Ly49: Ly49P, Ly49L i Ly49D2, specifi¢na za
prepoznavanje MCMV-inficiranih stanica putem kompleksa mO4/MHC I i dodatnog virusnog

faktora.

\



Zakljucak

Ovaj rad pokazuje novi citomegalovirusni mehanizam izbjegavanja NK-stani¢nog odgovora 1 to
ispoljavanjem kompleksa koji ligira inhibicijski NK-stani¢ni receptor te inhibira proliferacijski
kapacitet stanica NK i kontrolu virusnog titra in vivo. Takoder, po prvi puta pokazuje fiziolosku
ulogu ,,missing self*-posredovanog prepoznavanja u kontekstu virusne infekcije. Istovremeno,

ukazuje na postojanje aktivacijskih receptora Ly49, specifi¢nih za isti kompleks.

Kljucne rijeci

Citomegalovirus; imunoloski nadzor; izbjegavanje imunoloSkog nadzora; m04/gp34; misji

citomegalovirus; prirodena imunost; receptori Ly49; stanice NK.
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SUMMARY

Objectives

Regulation of NK cell response in acute mouse cytomegalovirus (MCMYV) infection is dependent
on the fine balance of signals coming from activating and inhibitory receptors expressed on their
cell surface. In order to sidestep antigen presentation and recognition by CD8'T cells, MCMV
encodes immunoevasion proteins that downmodulate the expression of MHC class I on the
surface of infected cells. However, by lowering interactions and triggering through inhibitory
Ly49 receptors, this process makes infected cells prone to ,,missing-self*-mediated killing by NK
cells. In spite of that, most of the laboratory mouse strains are not capable of controlling the acute
MCMYV infection. My working hypothesis was that this mechanism has evolved to prevent NK
cell activation and killing by restoring ‘self” signature and allowing the engagement of inhibitory

Ly49 receptors by their natural ligands.

The objective of this thesis was to characterize mechanisms which MCMV utilizes to avoid early
,missing self*-dependent NK cell response and to determine the role of ,,missing self*-mediated
recognition during in vivo control of MCMYV infection and its influence on specific CD8 T cell

response.

Methods

For the purpose of this disertation I established an assay with reporter cells expressing inhibitory

Ly49 receptors. Activation of reporter cells was followed by GFP expression using flow

Vil



cytometry, after co-cultivation with MCMV infected cells in order to determine the viral gene(s)

responsible for the ligation of this receptor.

I used functional tests and immunophenotyping to analyse the phenotype and function of NK
cells after infection of mice with WT or Am04 MCMV. Standard plaque assay was used to

determine the ability of various mouse strains to control infection with WT MCMV or Am04

MCMVYV and the role of NK cells.

Results

The data show that the ligation of inhibitory Ly49A receptor by m04/MHC I complex results in:
(1) protection of WT MCMV infected cells from NK cell-mediated killing, (ii) impaired
proliferation of NK cells in vivo and (iii) weak control of the virus titer in vivo 3 days post
infection in mice of H-2* i H-2¢ haplotype. I used the viral model of ,missing self*-mediated
recognition in determining the role of the strong NK cell response in shaping the adaptive
immune response and demonstrated that in BALB/c mice the strong NK cell response does not
influence the efficacy of the CD8 T cell response. This is most likely due to the preserved
number and function of conventional dendritic cells. Finally, I identified three novel MCMV-
specific activating Ly49 receptors: Ly49P, Ly49L i Ly49D2, which recognize infected cells via

m04/MHC I complex and an additional viral factor.



Conclusion

This thesis presents a novel mechanism employed by mouse cytomegalovirus, aimed to avoid
NK cell response by expressing a protein complex to ligate inhibitory Ly49 receptor, inhibit the
proliferative capacity of NK cells and the ability to control virus titer in vivo. This study is the
first evidence for the physiological role of the ,,missing self*-mediated recognition in the context
of viral infection. At the same time it points to the 3 activating Ly49 receptors specifically

recognizing the same m04/MHC I complex.

Key words

Cytomegalovirus; immunoevasion; immunosurveillance; innate immunity; Ly49 receptors;

m04/gp34; mouse cytomegalovirus; NK cells.
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1. UVOD

1.1. Prirodnoubilacke stanice

Prirodnoubilacke stanice (eng. Natural Killer Cells — NK) su limfociti podrijetlom iz
koStane srzi, a prvotno su identificirane kao stanice koje imaju sposobnost razaranja tumorskih
stanica bez prethodne senzibilizacije [1]. Njihova aktivnost u koStanoj srZi je mala ali se o€ituje u
tkivima poput slezene, plu¢a i jetre kamo dospijevaju cirkulacijom putem periferne krvi.
Nedavno su karakterizirane i specificne subpopulacije ovih stanica u Zlijezdama slinovnicama te
sluznici probavnog sustava gdje stanice NK ispoljavaju jedinstveni repertoar receptora na svojoj
povrsini [2]. Njihova uloga u ovim tkivima je jo§ nedovoljno istrazena. Dok se za prve smatra da
bi mogle imati ulogu u uspostavi virusne perzistencije 1 latencije za druge se smatra da igraju
ulogu u odrZzavanju homeostaze epitelnog tkiva [3-6]. Stanice NK prisutne su i u uterusu gdje
potpomaZu implantaciju ploda te odrzanje feto-placentarne jedinice [7, 8].

Stanice NK razvijaju se u koStanoj srzi iz zajednickih NK/T progenitora. Prijelaz iz
zajednickog progenitora u NK progenitor (NKP) karakteriziran je ispoljavanjem IL-2/15Rp ¢ime
daljnji razvoj stanica NK postaje ovisan o IL-15 [9]. IL-15, trans-prezentiran preko ILISRo na
dendritickim stanicama (DC), pokazao se kao klju¢ni citokin u razvoju stanica NK [10].
Postojanje zajednickog progenitora za stanice NK i T najbolje se ocituje u Cinjenici da ove
populacije stanica koriste iste citoliticke mehanizme. Naime i stanice NK i citotoksi¢ni limfociti
T prilikom lize stanica koriste se egzocitozom malih citolitiénih molekula granzima i perforina
[11]. I dok perforin tvori pore u stani¢noj membrani, granzimi su serinske proteaze koje uzrokuju
cijepanje kaspaza ¢ime se inducira apoptoza u ciljnim stanicama [12]. U miSeva koji su geneticki

modificirani na na&in da im nedostaje perforin (Prf") otkrivena je uloga i ostalih citoliti¢nih



mehanizama [13]. Imune stanice iz ovih miSeva ubijale su ciljne stanice putem interakcije
izmedu receptora Fas (Fas) i liganada za receptor Fas (FasL) te ostalih ,,death* receptora. Za
razliku od citotoksi¢nih limfocita, stanice NK ne eksprimiraju T stani¢ni receptor (eng. T cell
receptor — TCR) te njihova aktivacija ne zahtijeva prethodnu senzibilizaciju zbog ¢ega spadaju u
razred tzv. urodene imunosti.

Stanice NK se od ostalih stani¢nih subpopulacija razlikuju ekspresijom specifi¢nih biljega
na svojoj povrsini. Humane stanice NK ispoljavaju CD56 i CD16 dok su negativne za biljeg CD3
[14]. Misje stanice NK su takoder negativne za CD3, a pozitivne za NKp46 i CD49b (DXS5)
biljeg [15]. Stanice NK iz nekih misjih sojeva (poput C57BL/6 ili MA/My) takoder su pozitivne

za NKR-P1A (NK1.1).

1.1.1. Funkcija stanica NK
1.1.1.1.  Nadzor nad tumorima

Stanice NK su prvi puta zapravo opisane kao stanice sa sposobnoS¢u spontanog liziranja
tumora. Neovisna istrazivanja pokazala su citotoksi¢ni kapacitet stanica imunoloSkog sustava
naspram singeni¢nih i alogeni¢nih tumora. Ova sposobnost nije bila naruSena u miSeva sa
depletiranim limfocitima T i B kao ni u atimi¢nim miSevima pa je ovaj atribut pripisan novoj
populaciji stanica nazvanima prirodnoubilacke stanice (eng. Natural Killer — NK- cells) [16-19].
Dodatno je ta njihova sposobnost potvrdena na misjim modelima u kojima miSevi sa defektom
funkcije stanica NK pokazuju smanjenu sposobnost kontrole rasta implantiranog singeni¢nog
tumora. Naime primjeceno je kako splenociti iz miSeva koji nose beige mutaciju (bg/bg)
pokazuju smanjenu citotoksi¢nost u usporedbi sa heterozigotnim misevima (bg/+) in vitro dok in

vivo pokazuju viSu stopu smrtnosti u slucajevima supkutanog implantiranja tumorskih stanica



[20]. Stanice NK tumore uklanjaju citolitickim mehanizmima te lu¢enjem citokina poput IFNy

¢ime se potiCe uspostava antitumorskog stecenog imunoloSkog odgovora.

1.1.1.2.  Nadzor nad virusima

Uloga stanica NK u kontroli virusne infekcije najbolje je istraZena na primjeru
herpesvirusnih infekcija. Naime, miSevi kojima su depletirane stanice NK pokazivali su slabiju
sposobnost kontroliranja virusnog titra u organima u slucajevima infekcije sa miSjim
citomegalovirusom (MCMV), virusom vakcinije ili virusom misjeg hepatitisa [21]. Takoder u
jetri ovih miSeva primjecene su histoloske abnormalnosti u obliku patoloskih lezija. Suprotno
tome, uloga stanica NK nije pokazana tijekom akutne ili perzistentne infekcije miSeva virusom
koji uzrokuje limfocitni koriomeningitis (LCMV) [22]. Uloga stanica NK pokazana je i u
slucajevima  kontrole patoloskih promjena u pankreasu tijekom infekcije miSeva
coxsackievirusom B4 pri ¢emu je deplecija stanica NK monoklonskim protutijelom rezultirala
gubitkom kontrole nad akutnom infekcijom [23]. Isto je potvrdeno u slu€ajevima infekcije
humanim herpes simplex virusom tipa 1 [24]. Uloga rezidualnih stanica NK u plu¢ima pokazala
se klju¢nom u posredovanju rezistencije miSeva C57BL/6 na infekciju virusom influence A [25].
Takoder, na primjeru miSeva C57BL/6 pokazana je uloga receptora CD94/NKG2E ispoljenog na
stanicama NK u rezistenciji na virus ektromelije [26]. Konacno, uloga stanica NK u kontroli
virusne infekcije potvrdena je u slucaju misSeva koji nose SCID mutaciju zbog ¢ega nemaju
limfocite T 1 B [22, 27]. Ti miSevi su bili otporni na infekciju MCMV-om zbog Cinjenice da su
njihove stanice NK normalno proliferirale te lu¢ile IFNy u ovisnosti o IL-12 ¢ija je proizvodnja

od strane dendritickih stanica bila inducirana u kontekstu infekcije.



Uloga stanica NK u borbi protiv virusnih infekcija potvrdena je i u slucaju humanih
patogena. Naime tretiranje pacijenata sa ¢imbenicima koji pospjeSuju aktivnost stanica NK,
poput interferona tipa I, IL-2 i IL-12 pokazala su ohrabrujuce rezultate u limitiranju infekcije

herpesvirusima, virusom hepatitisa B i C te u slucaju infekcije virusom HIV-a [28].

1.1.2. Regulacija aktivnosti stanica NK
1.1.2.1.  Hibridna rezistencija (eng. ,,Hybrid resistance‘ — HR) i ,,missing self*
hipoteza

Hibridna rezistencija se u literaturi pojavila kao pojam koji je opisivao pojavu da F1
hibridni potomci odbacuju stanice koStane srzi oba roditelja Sto se kosilo sa dotada$njim
dogmama prema kojima F1 potomci ispoljavaju sve roditeljske histokompatibilne gene i zbog
toga bi morali tolerirati transplantat [29]. Studije koje su uslijedile upucivale su na upletenost
stanica urodenog imunoloskog sustava u ovu pojavu. Naime, efektorske stanice upletene u ovu
pojavu pokazivale su otpornost na zracenje, pokazivale su svoju funkciju u treCem tjednu razvoja
te su djelovale brzo, unutar 36 sati, Sto je bilo prekratko za uspostavljanje steCenog imunoloskog
odgovora [30]. Tek nakon otkrica stanica NK, te nakon studija provedenih u uvjetima
nefunkcionalnih ili depletiranih stanica NK, potvrdena je njihova uloga u pojavi hibridne
rezistencije [31].

Jedno od obiljezja stanica NK jest da prepoznaju i liziraju stanice koje ispoljavaju nisku
razinu vlastitih molekula tkivne snosljivosti (eng. Major Histocompatibility Complex — MHC)
molekula razreda I. Ova pojava prvi je puta predstavljena i dokazana 1986. kada je Klas Karre s
kolegama pokazao da misSevi C57BL/6 imaju sposobnost odbacivanja tumora s reduciranim

ispoljavanjem molekula MHC 1 (H2-deficijentni tumori) dok su tumori sa normalnim



ispoljavanjem molekula MHC I bili tolerirani [32]. Uloga stanica NK u ovom eksperimentu
potvrdena je u uvjetima nedostatka limfocita T, zatim nakon deplecije stanica NK te nakon
rekonstitucije razine ispoljavanja molekula MHC I na tumorskim stanicama, ¢ime je ponovno

uspostavljena rezistencija na lizu posredovanu stanicama NK.

Stanica NK Stanica NK
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Slika 1. Aktivacija stanica NK posredovana prepoznavanjem nedostatka vlastitog (,,missing self*).
Smanjeno ispoljavanje molekula MHC I na povrsSini ciljnih stanica dovodi do aktivacije stanica NK zbog nedostatka
inhibicijskog signala. Modificirano prema: Hans-Gustaf Ljunggren & Karl-Johan Malmberg: Prospects for the use of

NK cells in immunotherapy of human cancer. Nature Reviews Immunology 7, 329-339 (May 2007)

Postavljena ,,missing self hipoteza pruzila je objaSnjenje prethodno opisanoj pojavi
hibridne rezistencije pri ¢emu je postalo jasno da do odbacivanja roditeljskog presatka od strane
F1 potomka dolazi zbog nepodudaranja u ispoljavanju vlastitih molekula MHC 1. Danas je
poznato kako u ovoj reakciji sudjeluju i aktivacijski NK-stani¢ni receptori poput NKG2D i

Ly49D [33].

1.1.2.2. MHC I-ovisni inhibicijski NK-stanicni receptori
Aktivacija stanica NK posljedica je ravnoteze izmedu signala koji dolazi od aktivacijskih
i inhibicijskih receptora ispoljenih na povrS$ini tih stanica [34]. Najvaznija uloga inhibicijskih

receptora je u edukaciji stanica NK tijekom njihova razvoja u koS$tanoj srzi, osiguravanju



tolerancije na vlastite antigene te spreCavanju pojave autoimunih bolesti. Inhibicijski receptori
kontroliraju prisutnost molekula MHC I na stani¢noj povrsini, te posreduju ,,missing self*-
aktivaciju stanica NK. Najdetaljnije izu¢avane obitelji MHC I-ovisnih inhibicijskih receptora su
obitelj Ly49 u miSeva te receptori KIR (eng. Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) u ljudi
[35].

Receptori Ly49 pripadaju poligenskoj obitelji polimorfnih receptora smjeStenih u
kompleksu na kromosomu 6. Prema strukturi ovi transmembranski proteini tipa II spadaju u
receptore sline C-tipu lektina. Njihova specifi¢nost odredena je aminokiselinskim slijedom u
ekstracelularnom dijelu dok intracelularni motiv odreduje njihovu pripadnost aktivacijskoj ili
inhibicijskoj skupini [36]. Inhibicijski receptori posjeduju intracelularni tirozinski inhibicijski
motiv (eng. Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif - ITIM). Vezanjem inhibicijskog
receptora na odgovaraju¢i ligand (MHC 1) dolazi do fosforilacije motiva ITIM Sto pokrece
signalnu kaskadu koja ukljucuje tirozinske fosfataze koje sadrzavaju SH (poput SHP-1 1 SHP-2)
te rezultira defosforilacijom aktivacijskog signalnog motiva te utiSavanjem signala. Ovo je
tipiCan scenarij inhibirane aktivnosti stanica NK tijekom homeostaze domacina.

Ispoljavanje receptora Ly49 je stohasti¢no. Stanice NK mogu istovremeno ispoljavati vise
inhibicijskih receptora Ly49 ali postoji pravilo prema kojem svaka funkcionalna stanica NK
mora ispoljavati barem jedan inhibicijski receptor specifican za vlastite molekule MHC 1.
Receptori Ly49 mogu biti ispoljeni na preklapaju¢im subpopulacijama te nekoliko receptora
moze biti specifi¢no za istu molekulu MHC 1. Veéina misjih sojeva ispoljava sve inhibicijske
receptore Ly49: Ly49A, Ly49C, Ly49G2, Ly491; medutim, njihov doprinos inhibicijskom
signaliranju razliit je s obzirom na edukaciju ovisnu o ispoljenosti molekula MHC I u ovim

sojevima [37].



Ly49A je ispoljen na 5-20% stanica NK u vecini laboratorijskih miSjih sojeva [37].
Njegov prirodni ligand su molekule MHC I, H-2D® i H-2D, §to je pokazano funkcionalnim
testovima u kojima Ly49A* stanice NK nisu ubijale ciljne stanice pozitivne za H-2D? ili H-2D*,
ali i otkrivanjem kristalne strukture molekula [38, 39]. Ly49G2 je ispoljen na 20-40% stanica NK
te kao ligand prepoznaje H-2D*, H-2D i H-2L® [40]. Ly49C je, $to se ciljnih molekula tice,
najpromiskuitetniji receptor, s obzirom da prepoznaje H-2D® i H-2K¢, H-2D" i H-2K" te H-2D*
[41]. Ispoljen je na oko 50% stanica NK. Ly49C dijeli visoku homologiju sa receptorom Ly491
ispoljenim u miSeva 129/J. Ovaj receptor prepoznaje H-2K® te molekule haplotipa H-2° i H-2¢
[42].

Osim na stanicama NK, inhibicijski receptori Ly49 ispoljeni su i na monocitima,
stanicama NKT, stanicama Y0 T te efektorskim limfocitima T [43]. Uloga inhibicijskih receptora
na citotoksi¢nim limfocitima T do sada nije jasno razjasnjena iako se smatra da imaju istu ulogu
kao i u slucaju stanica NK.

Receptori KIR, ispoljeni u humanoj populaciji, funkcionalni su homolozi receptorima
Ly49. Takoder sadrZe aktivacijske i inhibicijske oblike ali se strukturno razlikuju po tome §to su
ispoljeni kao monomeri te pripadaju superobitelji imunoglobulina. Nomenklatura molekula KIR
potjee od broja imunoglobulinskih domena u ekstracelularnoj regiji (npr. KIR2D ili KIR3D)
dok oznake S ili L oznacavaju aktivacijski ili inhibicijski oblik (S=short, kratki; L=Ilong, dugi).
Naime, predloZeni model evolucije ovih receptora pretpostavlja nastanak aktivacijskih receptora
1z inhibicijskih 1 to pojavom STOP mutacija u citoplazmatskom dijelu molekule ¢ime dolazi do
trunkiranja citoplazmatske domene [44]. Ovi receptori takoder prepoznaju molekule MHC I, u
ljudi nazvane humani leukocitni antigeni (eng. Human Leukocyte Antigens — HLA), HLA-A, -B,

-C [45].



Obitelj receptora NKG2 takoder strukturno odgovara receptorima sli¢nima C-tipu lektina.
Medutim, njihova posebnost odlikuje se u tome Sto je vecina ¢lanova ove obitelji na povrSini
stanice ispoljena kao heterodimer u kombinaciji sa molekulom CD94 (iznimka je NKG2D koji je
homodimer) [46, 47]. Ovi receptori prepoznaju ne-klasi¢ne molekule MHC I, HLA-E u ljudi, tj.
Qa-1 u miSeva, Cija uloga je prezentiranje peptida koji potjecu od vlastitih molekula MHC 1.
Smatra se dakle da je uloga ovih receptora nadzor nad razinom ispoljenosti vlastitih molekula
MHC I na povrsSini stanica, pri cemu imunolo$ki sustav kontrolira eventualne patoloSke promjene
na stanicama, a koje mogu rezultirati promjenom u razini ispoljenosti molekula MHC 1. Ovu

obitelj saCinjavaju inhibicijski NKG2A/CD9%4 te aktivacijski NKG2C/CD94 i NKG2E/CD%4.

1.1.2.3. MHC I-neovisni inhibicijski NK-stanicni receptori

Receptor 2B4 (CD244) ispoljen je na svim stanicama NK, stanicama yd T i memorijskim
stanicama CD8"* T te pripada obitelji receptora CD2. Dok oblik opisan u ljudi pripada skupini
aktivacijskih receptora, za mi§ji receptor postoje dokazi o njegovoj aktivacijskoj 1 inhibicijskoj
funkciji. MiSji receptor specifi€an je zbog Cinjenice da ne prepoznaje molekule MHC I, ve¢
molekulu CD48 [48]. Vezanje receptora 2B4 putem monoklonskih protutijela rezultiralo je
povecanom citoksi¢noS¢u 1 sekrecijom IFNYy od strane stanica NK ¢ime je pokazana aktivacijska
uloga ovog receptora [49]. Medutim, pokusi provedeni u miSevima u kojima je deletiran ovaj
receptor (C57BL/6 2B47") ili u miSeva kojima nedostaje CD48 pokazuju da u takvim slu¢ajevima
stanice NK pokazuju poviSene citotoksi¢ne i sekrecijske sposobnosti §to ukazuje na inhibicijsku
ulogu ovog receptora [50, 51]. Unutarstanicna domena receptora ne posjeduje klasican
inhibicijski motiv (ITIM) ve¢ Cetiri tzv. motiva ITSM (eng. Immunoreceptor Tyrosine-based

Switch Motif). Regulacija aktivnosti stanica NK putem ovog receptora ovisi o stupnju ispoljenosti



ovog receptora, te u pravilu visoka ispoljenost rezultira inhibicijom, zatim dostupnosti njegova
liganda kao i koli¢ini adaptorskih molekula koje se veZzu na motiv ITSM [52]. Sva Cetiri motiva
vezu protein asociran sa aktiviraju¢om signalnom molekulom limfocita (eng. Signaling
Lymphocyte Activating Molecule — SLAM), SAP (eng. SLAM-Associated Protein - SAP)
proteinom, pri ¢emu vezanje tog proteina na motive ITSM rezultira pojavom aktivacijskog
signala. Inhibicijski signal, smatra se, prenose druge adaptorske molekule poput EAT-2A i EAT-
2B. Dvostruka uloga receptora 2B4 pokazana je i u interakciji sa drugim NK-receptorima. Naime
dok prisutnost 2B4 inhibira indukciju IFNY uzrokovanu signaliranjem preko receptora NKp46,
nuzna je za indukciju IFNy preko receptora NK1.1 [53]. Zanimljivo, iako je CD48 ispoljen i na
samim stanicama NK [54], te je za oCekivati kako bi stanice NK mogle biti podloZne autolognom
ubijanju, na humanom modelu pokazano je kako do toga ipak ne dolazi i to zbog toga Sto
receptor 2B4 na stanicama NK ima sposobnost cis-vezanja molekula MHC I te to vezanje
inhibira auto-ubijanje [55]. Signalne molekule uklju¢ene u ovaj mehanizam inhibicije nisu
poznate, kao ni to da li isti princip djelovanja postoji i u miSeva u kojima je pokazano kako CD48
ispoljen na NK stanicama sluzi kao ligand za stimulaciju susjednih stanica NK [56]. Uloga
receptora 2B4 u virusnim infekcijama istraZivana je na modelu perzistentne infekcije miseva
LCMV-om. Pokazano je kako po infekciji miSevi kojima nedostaje 2B4 razvijaju slabiji CD8
odgovor usmjeren na LCMYV, loSiju kontrolu virusa te patoloSke promjene na tkivima. Slabiji
CD8 T-limfocitni odgovor nije posljedica intrinzicnog efekta u 2B4 deficijentim CD8 T
stanicama ve¢ je rezultat pojaCanog, stanicama NK i perforinom posredovanog, ubijanja
aktiviranih (CD44hi) CD8 stanica [57].

TIGIT (prema eng. T cell 1g and ITIM domain) je receptor ispoljen na mi§jim i humanim

stanicama NK, aktiviranim i memorijskim stanicama CD8 T te na regulatornim stanicama T.



Pokazano je kako TIGIT veze PVR (prema eng. Poliovirus Receptor) i molekule slicne PVR-u te
direktno ili indirektno, putem dendriti¢kih stanica, inhibira aktivnost stanica CD8 T. Naime u
radu Yu X i suradnika iz 2009. godine pokazano je kako vezanje receptora TIGIT na ligand PVR
ispoljen na dendritiCkim stanicama rezultira pojacanim lufenjem IL-10, citokina sa
imunosupresivnim djelovanjem, te smanjenim lucenjem IL-12, Sto za posljedicu ima
suprimiranje CD8 T-stanicnog odgovora [58]. U radu Joller N i suradnika iz 2011. godine
naknadno je pokazano kako TIGIT moZe direktno suprimirati T-stani¢ni odgovor i to
utiSavanjem aktivacijskog signala posredovanog ligiranjem T stani¢nog receptora (eng. T cell
receptor — TCR). Takoder je pokazano kako miSevi sa nedostatkom TIGIT-a pokazuju vecu
sklonost razvoju autoimunih bolesti [59]. Rad Stanietsky N i suradnika ukazuje na ulogu
receptora TIGIT 1 na inhibiciju stanica NK [60]. Naime na humanom modelu pokazali su da
vezanje TIGIT-a na PVR 1 PVRL2 (Nectin 2) direktno putem motiva ITIM rezultira smanjenom
citotoksi¢nom aktivnosti i inhibiranim ubijanjem tumorskih stanica. Medutim, osim na TIGIT,
PVR se veze 1 na aktivacijske/ko-stimulacijske NK-stani¢ne receptore DNAM-1 (CD226) i
CD96 [61], doduSe sa smanjenim afinitetom u odnosu na TIGIT. Na tumorskim modelima
pokazano je kako interakcija PVR-a sa CD96 promovira adheziju stanica NK na ciljne stanice te
stimulira njihovu citotoksi¢nost [62]. Takoder je pokazano kako interakcija PVR-a sa DNAM-1
rezultira lizom tumorskih stanica te lufenjem citokina koji suprimiraju stvaranje tumorskih
metastaza [63, 64]. Do sada nije poznata uloga receptora TIGIT u citomegalovirusnoj infekciji

kao ni to postoje li mehanizmi regulacije liganada za ovaj receptor od strane citomegalovirusa.
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1.1.2.4. MHC I-ovisni aktivacijski NK-stanicni receptori

Aktivnost stanica NK ovisi o postojanju aktivacijskog signala te redukciji ili nedostatku
signala inhibicijskog receptora. Provodenje signala putem aktivacijskog receptora rezultira
reorganizacijom citoskeleta, oslobadanjem citoliticnih molekula, pojatanom produkcijom
citokina te proliferacijom stanica NK. Aktivacijskim receptorima nedostaje unutarstani¢ni motiv
ITIM. Naprotiv, ti receptori imaju u svojoj transmembranskoj regiji pozitivho nabijenu
aminokiselinu pomocu koje elektrostatskim vezama vezu adaptorske molekule (poput DAP12 ili
DAP10) koje u svom sastavu imaju aktivacijski motiv ITAM (prema eng. Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif — ITAM) [34].

Uloga aktivacijskih receptora najbolje je opisana u modelima odbacivanja transplantata
te u kontekstu virusnih infekcija. Za razliku od inhibicijskih receptora Ly49, vecina aktivacijskih
receptora Ly49 ne veZe vlastite molekule MHC I. Broj gena za aktivacijske receptore Ly49 varira
izmedu misjih sojeva. Do sada su u potpunosti opisana cetiri haplotipa, BALB haplotip koji
posjeduje samo jedan receptor (Ly49[), C57BL/6 haplotip sa dva receptora (Ly49h i Ly49d),
129/ sa tri aktivacijska receptora (Ly49r, u 1 p) te NOD sa Cak sedam aktivacijskih receptora
(Ly49d, u, p3, p1, w, m, h) [65].

Ly49D najpoznatiji je po svojoj ulozi u odbacivanju transplantata koStane srzi. Naime,
pokazano je kako stanice NK koje ispoljavaju Ly49D posreduju odbacivanje koStane srzi
porijeklom iz miSeva BALB/c od strane C57BL/6 ili F1(BALB/c x C57BL/6) miSeva. U prilog
tome idu i istrazivanja koja su pokazala kako Ly49D" stanice NK mogu ubiti H-2Dd" ciljne
stanice [66], te kako Ly49D" stanice NK u C57BL/6 miSeva posreduju odbacivanje transplantata
porijeklom iz H-2D* kongeni¢nih mieva [67]. Osim H-2DY, Ly49D prepoznaje i molekulu

eksprimiranu na stanicama ovarija kineskog hr¢ka (eng. Chinese Hamster Ovary — CHO),
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nazvanu Hm1-C4. Hm1-C4 je molekula sli¢cna molekulama MHC I te njeno vezanje na Ly49D
uzrokuje liziranje stanica CHO [68].

Aktivacijski receptori Ly49H i Ly49P specificni su za prepoznavanje produkata MCMV-
a i biti ¢e diskutirani dalje u tekstu. Uloga ostalih aktivacijskih receptora Ly49 do sada nije

poznata i biti ¢e predmet dijela istraZivanja ovog rada.

1.1.2.5.  Aktivacijski NK-stanicni receptori ovisni o0 molekulama slicnima MHC 1

Receptor NKG2D (prema eng. NK group 2, member D) smatra se najvaznijim
aktivacijskim NK-stani¢nim receptorom u nadzoru tumora i virusnih infekcija kao i prilikom
odbacivanja transplantata koStane srzi [69]. Ovaj homodimeri¢ni, C-tip lektinski receptor
ispoljen je na vecini humanih i miSjih stanica NK kao i na citotoksi¢nim stanicama CD8 T te
stanicama Y0 gdje ima ko-stimulacijsku ulogu. Unato¢ prisutnosti transkripta gena Nkg2d u
makrofaga, njegova ispoljenost na povrsini tih stanica jo§ je uvijek diskutabilna. Dok humani
NKG2D veze dvije adaptorske molekule, DAP12 1 DAP10, mi§ji receptor signalira iskljucivo
putem adaptora DAP12 [70, 71]. Ligandi za receptor NKG2D nisu ispoljeni na povrSini stanica u
uvjetima homeostaze u domacina ve¢ su ispoljeni iskljuivo u uvjetima staniCnog stresa,
posredovanog oSte¢enjima molekule DNA, tumorskom transformacijom ili virusnom infekcijom,

Sto je u literaturi opisano kao ,,induced self* [72].
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Slika 2. Aktivacija stanica NK posredovana poja¢anim ispoljavanjem liganada za aktivacijske
receptore (,,induced self*). Pojacano ispoljavanje liganada za aktivacijske receptore na povrsini ciljnih stanica
dovodi do aktivacije stanica NK zbog nadvladavanja inhibicijskog signala. Modificirano prema: David H. Raulet &

Russell E. Vance: Self-tolerance of natural killer cells.Nature Reviews Immunology 6, 520-531 (July 2006)

U ljudi, ligandi za receptor NKG2D su MICA i MICB (prema eng. MHC class I related
Chain A and B), te proteini koji vezu UL-16 (eng. UL-16 Binding Protein — ULBP) 1-4. U
miSeva, ligandi za ovaj receptor identificirani su metodom proto¢ne citometrije uz pomoc¢
fluorescentno obiljezenih tetramera NKG2D [73]. Identifikacijom molekula koje veZe ovaj
tetramer otkriveni su MULT-1 (prema eng. Murine UL-16 binding proteinlike Transcript-1),
obitelj proteina RAE-1 (prema eng. Retinoic Acid Early transcript) i H60abc (prema eng. minor
Histocompatibility antigen 60) [74-77]. Uloga receptora NKG2D osobito je zna¢ajna u kontroli
tumora pri ¢emu je pokazano kako transfekcija ovih molekula u inafe rezistentne tumore
uzrokuje njihovu podloznost NK-posredovanoj lizi putem receptora NKG2D. Grupa David
Raulet-a objavila je 2009. godine rad u kojem su pokazali da miSji soj deficijentan za receptor
NKG2D ne pokazuje abnormalnosti u razvoju stanica NK, ali pokazuje njegovu kriti¢nu ulogu u
nadzoru nad epitelnim i limfatickim tumorima [78]. Medutim, u radu Zafirove B i suradnika u
nezavisnom istraZivanju pokazano je kako NKG2D igra ulogu u razvoju stanica NK, tj. kako

miSevi deficijentni za ovaj receptor pokazuju ubrzan razvoj stanica NK, njihovu podloZnost
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apoptozi te posljedi¢no tome razlike u veli€ini populacija [79]. U istom radu, autori su pokazali
kako ovi miSevi neocekivano pokazuju NK-posredovanu rezistenciju na infekciju miSjim
citomegalovirusom. Konfliktni rezultati ovih dviju grupa do sada nisu razjasnjeni ali objasnjenja
je moguce je traziti u tehni¢kim izvedbama misjih mutanti.

Regulacija ispoljavanje liganada za NKG2D vrlo je sloZzena. Naime, transkripti za RAE-1
rijetko se nalaze u normalnim stanicama, dok su vrlo izrazeni u virusom inficiranim stanicama,
tumorskim stanicama te tijekom embriogeneze. Za razliku od RAE-1, transkripti za MULT-1 i
H60 nadeni su i u normalnim stanicama, no medutim, njihovo povrSinsko ispoljavanje nedostaje,
Sto upucuje na njihovu strogu transkripcijsku i posttranskripcijsku kontrolu (revijski obradeno u
[80]). Indukcija transkripcije liganada za NKG2D posredovana je retinoi¢nom kiselinom,
vezanjem liganada na Toll like receptore, toplinskim Sokom te putem transkripcijskog faktora
AP-1. Neposredno, pojacano ispoljavanje liganada posredovano je i oSte¢enjem DNA, i to
1oniziraju¢im ili UV-zracenjem te interkaliraju¢im agensima, te se odvija preko proteinskih
kinaza ATM 1 ATR. U nedavnom radu Nice TJ 1 suradnici pokazali su kako je u normalnim
stanicama MULT-1 ubikvitiran i degradiran u lizosomima te je na taj nain sprijeCeno njegovo
povrsinsko ispoljavanje [81, 82]. Ispoljavanje liganada za receptor NKG2D regulirano je i od
strane tumora te mnogih virusa. U slu¢ajevima uznapredovalih tumora u serumu bolesnika su
detektirani solubilni oblici liganda MICA. Vezanje solubilnih liganada rezultira internalizacijom
i smanjenom ispoljenosti receptora NKG2D §to smanjuje imunoloSki nadzor tumora [83, 84].
Solubilne forme liganda MICA pronadene su i u HIV-inficiranih pacijenata Sto korelira sa
smanjenom ispoljenos¢u receptora NKG2D te inhibiranom NKG2D-posredovanom aktivno$¢u
stanica NK [85]. Pokazano je kako formiranje solubilnih oblika receptora posreduju enzimi

metaloproteinaze  ADAM 10 i ADAM 17 koji uzrokuju cijepanje molekule MICA u
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izvanstanicnoj domeni [86]. Osim solubilnih liganada, internalizaciju receptora moZze uzrokovati
dugotrajna izloZenost povrSinski vezanom ligandu $to rezultira smanjenom aktivnoS$¢u stanica
NK in vitro [87]. Medutim, in vivo model transgeni¢nih miSeva koji konstantno izrazavaju Rae-
le pod B-aktinskim promotorom pokazuje da NK stanice iz tih miSeva imaju sposobnost razviti
normalan odgovor putem neprepoznavanja vlastitog te stimulacijom preko aktivacijskog
receptora Ly49H [88]. Regulacija liganada za receptor NKG2D od strane herpesvirusa biti ¢e
diskutirana dalje u tekstu.

Grupa A. Morette provela je pionirska istrazivanja na podruc¢ju kloniranja i
karakterizacije tri dodatna citotoksi¢na receptora ispoljena na stanicama NK: NKp30, NKp44 i
NKp46 [89]. Sva tri receptora posreduju direktnu lizu tumorskih stanica. Medutim, prirodni
ligandi za ove receptore, bilo endogeni ili tumorski, do sada jo§ nisu karakterizirani. S vremenom
je opisano kako NKp46 prepoznaje i posreduje ubijanje stanica inficiranih virusom influence
[90]. Naime, NKp46 prepoznaje ostatke sialicne kiseline na molekulama hemaglutinina
ispoljenih na povrSini inficiranih stanica. Takoder, pokazano je kako receptor NKp46 prepoznaje
ligand ispoljen na stanicama Langerhansovih otoci¢a u guSteraci te kako su miSevi deficijentni za
ovaj receptor manje skloni razvoju dijabetesa tipa I u modelu u kojem se ovaj tip dijabetesa
izaziva injiciranjem streptozotocina [91]. Humani NKp30 prepoznaje ligand B7-H2 koji je
ispoljen na tumorskim ali ne i na zdravim stanicama [92]. Humani NKp44, pak, prepoznaje
glikoproteine ovojnice virusa West Nile i1 virusa denge te posreduje aktivaciju stanica NK [93].
Uloga ovih receptora u kontroliranju citomegalovirusne infekcije do sada nije poznata, no
Cinjenica da humani citomegalovirus kodira protein koji uzrokuje disocijaciju aktivacijske
adaptorske molekule CD3( od receptora NKp30 te inhibiciju citotoksi¢nog odgovora svakako

upucuje na njihovu vaznost [94].
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1.1.2.6. Modeli edukacije stanica NK

Iako stanice NK ispoljavaju brojne aktivacijske receptore, specifi¢ne za vlastite molekule,
nema dokaza da stanice NK mogu uzrokovati pojavu autoimunosti, ¢ak ni u nedostatku limfocita
T i B te u miSeva sklonih razvoju autoimunog dijabetesa (NOD). To implicira ¢injenicu da je
edukacija i tolerancija stanica NK efikasnija od mehanizama negativne i pozitivne selekcije
limfocita T. Dominantnu ulogu u mehanizmima edukacije stanica NK imaju inhibicijski receptori
na stanicama NK koji specifi¢no prepoznaju vlastite molekule MHC 1.

Stanice NK iz miseva deficijentnih za MHC I, f2m ili TAP nisu sposobne ubiti tumore
koji ne ispoljavaju molekule MHC I u in vitro uvjetima kao ni odbaciti transplantat kosStane srzi
miSeva deficijentnih za MHC 1 in vivo [95]. Stanice NK iz normalnih miSeva, a koje ne
ispoljavaju inhibicijske receptore, su hipo-responsivne u in vitro uvjetima stimulacije preko
aktivacijskih receptora [96]. Zaklju¢no ovi rezultati upucuju na vaznost inhibicijskih receptora u
stjecanju efektorskih funkcija tijekom razvoja stanica NK.

Postoje cCetiri modela koja predlazu mehanizam edukacije stanica NK. U ovom radu
opisani su kronoloski prema slijedu pojavljivanja u literaturi. Prva hipoteza, objavljena 2005.
godine u radu grupe W. Yokoyame, tvrdi da su stanice NK inicijalno hipo-responsivne te da za
stjecanje funkcionalne kompetencije trebaju interakciju izmedu inhibicijskog receptora i vlastitih
molekula MHC I [97]. Takoder, pokazano je kako je sam prijenos signala preko inhibicijskog
motiva ITIM nuZan s obzirom da su stanice NK kojima je ITIM mutiran bile hipo-responsivne
iako su se razvile u prisutnosti vlastitih molekula MHC I. Problem ovog modela bio je u
vjerovanju da inhibicijski receptor ne prenosi aktivni signal ve¢ zapravo sluzi dokidanju
aktivacijskog signala te je u tom pogledu bilo teSko razumjeti edukacijsku ulogu inhibicijskog

receptora. Medutim, nedavni radovi pokazali su kako okidanje inhibicijskog signala dovodi do
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aktivne fosforilacije nizvodne signalne, adaptorske molekule Crk, Sto daje dodatnu teZinu ovom
modelu [98]. Alternativni model opisan je u radu grupe Davida H. Rauleta. Prema njemu sve su
stanice NK inicijalno responsivne te im ligacija inhibicijskog signala tijekom razvoja sluzi u
postizanju tolerancije na vlastito [99]. U vrijeme objavljivanja ovaj je model bio lakSe shvatljiv
jer se temelji na klasicnom shvacanju funkcije aktivacijskog i inhibicijskog signaliranja. Treci
model razvio se nakon otkrica grupe W. Helda da molekule MHC I ispoljene na samim
stanicama NK imaju sposobnost cis-vezanja inhibicijskih receptora Ly49 [100]. Koriste¢i se
&injenicom da cis i trans vezanje MHC 1 H-2D“ na Ly49A ne Koristi ista vezna mjesta, autori su
razvili model u kojem su koristili mutantu Ly49A receptora koja je vezala MHC I iskljucivo
trans-interakcijom. Na taj su nacin pokazali da mutantni receptor moZze inhibirati efektorsku
funkciju stanica NK ali ne moZe educirati stanice NK ¢ime su ukazali na vaznost cis-interakcije u
edukaciji NK stanica. Takoder, pokazali su kako cis-vezanje inhibicijskog receptora Ly49A
spreCava njihovo re-lociranje u imunoloSku sinapsu, spreCava inhibicijsko signaliranje neovisno
o ligandu te zapravo Cini hipo-responsivnu stanicu NK responsivhom. Kao posljedica toga
stanice NK na kojima je receptor Ly49A vezan molekulom MHC I u cis varijanti imaju smanjen
inhibitorni ucinak na aktivacijski signal te su takve stanice NK reaktivnije [101]. Nedostatak
ovog modela jest §to opisuje iskljuéivo interakciju izmedu molekula Ly49A i H-2D! te je
zapravo nepoznato moZze li se primijeniti na sveukupnu populaciju molekula KIR i Ly49.
Suprotno prva dva opisana modela, ¢etvrti model opisuje edukaciju stanica NK kao kvantitativni
proces [102]. Koriste¢i miSeve modificirane na nacin da ispoljavaju jedan alel za individualne
molekule MHC 1 (Kb, Db, Dd, Ld) ili kombinacije dva ili viSe alela, autori su pokazali da

reaktivnost stanica NK ovisi kako o broju alela koje susrec¢e tijekom edukacije tako i o jacini
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interakcije izmedu molekula MHC 1 i receptora Ly49. Ovaj model u mehanistickom je skladu sa

svim do sada opisanim modelima edukacije.
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Slika 3. Modeli edukacije stanica NK. Model naoruzavanja pretpostavlja da svaka stanica NK da bi stekla
funkcionalnost mora preko svog inhibicijskog receptora stupiti u interakciju sa edukacijskim ligandom MHC L
Model razoruzavanja pretpostavlja da svaka stanica NK mora vezati odgovorajuc¢i ligand MHC I kako bi izbjegla
anergiju. Model cis interakcije pretpostavlja kako cis-interakcija spreCava nakupljanje inhibicijskih receptora u
imunoloskoj sinapsi te omoguéuje provodenje aktivacijskog signala i aktivaciju stanica NK. Kvantitativni model
pretpostavlja da jaCina reaktivnosti ovisi o jacini veze ostvarene sa edukacijskim ligandom tijekom razvoja.
Modificirano prema: Petter Hoglund & Petter Brodin: Current perspectives of natural killer cell education by MHC
class I molecules. Nature Reviews Immunology 10, 724-734 (October 2010).

Cijeli proces edukacije stanica NK doveden je u pitanje dvama nedavno objavljenim

radovima, koji neovisno pokazuju kako reaktivnost stanica NK nije konac¢na ovisno o njihovoj
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edukaciji ve¢ se moZe promijeniti ukoliko se okolisni uvjeti promijene. Naime, pokazano je kako
adoptivni prijenos stanica iz miSeva deficijentnih za molekule MHC I (pri ¢emu su te stanice
hipo-responsivne) u normalne miSeve Cini te stanice ponovno reaktivhima i spremnima za
proizvodnju citokina i degranulaciju [103]. U prilog tome idu i rezultati koji pokazuju da ukoliko
se normalno responsivne stanice NK iz wild type miSeva prenesu u miSeve deficijentne za
molekule MHC I, one postaju hipo-responsivne, unato¢ ne promijenjenom ispoljavanju markera

zrelosti na stani¢noj povrSini [104].

1.1.3. Memorija posredovana stanicama NK

Iako su povijesno opisane kao dio urodenog imunoloskog sustava, ponajvise zbog
¢injenice da im nedostaju geni za rearanZiranje receptora, nedavni radovi diskutiraju Cinjenice
koje ukazuju na to da i stanice NK imaju obiljezja ste€ene imunosti. Naime osim ve¢ navedenih
obiljezja kojima je istaknuto kako limfociti NK 1 T dijele zajednickog progenitora, tijekom
razvoja zahtijevaju prisutnost citokina te reagiraju sliénim citolitickim mehanizmima, Cinjenica
jest da stanice NK kao 1 limfociti T 1 B prolaze tijekom razvoja proces selekcije (edukacije) te
kao zrele stanice izraZzavaju neke povrSinske markere poput citotoksi¢nih limfocita T (npr.
CD122, CD69, Klrgl, CD43...). Stoga je bilo za ocekivati kako ¢e stanice NK u odredenim
uvjetima pokazivati i svojstvo memorije.

Koriste¢i miSeve kojima nedostaju stanice T i B, Paust S i kolege pokazali su kako
stanice NK igraju ulogu u izazivanju kontaktne hipersenzitivnosti na kemijske haptene [105].
Odgovor na 2-, 4-dinitrofluor-benzen (2-, 4-DNFB) trajao je u ovih miSeva duze od Cetiri tjedna
te je bio izazvan samo u slu¢aju podrazivanja miSeva haptenom kojem su izvorno bili izloZeni.

Ista grupa pokazala je sposobnost stanica NK u paméenju vakcinacije miSeva antigenima virusa
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influence, vezikularnog stomatitis virusa te virusa humane imunodeficijencije. Zanimljivo je da
je NK-posredovana memorija pripisana samo stanicama NK izoliranima iz jetre te da je ovisna o
CXCR6, kemokinskom receptoru ispoljenom na membrani ovih stanica. Takoder, pokazano je
kako se memorijski fenotip stanica NK moZe izazvati i nakon pre-aktivacije citokinima IL-12 i
IL-18 nakon &ega aktivacija ovih stanica rezultira veéim udjelom IFNY" NK stanica [106].
Infekcija MCMV-om pokazala se kao uspjeSan model u istraZivanju sposobnosti stanica
NK u memoriranju informacije. Na modelu infekcije miSeva C57BL/6 MCMV-om Sun J i
kolege su pokazali kako prilikom primarnog odgovora na patogen Ly49H" stanice NK
ekspandiraju, prolaze fazu kontrakcije, te se zadrZzavaju kao dugo-Zivuce stanice koje imaju
sposobnost lucenja IFN7y nakon stimulacije antitijelima [107]. Takoder ove stanice su prilikom
adoptivnog prijenosa u miseve kojem nedostaje DAP12 po infekciji reagirale snaZnom
proliferacijom te su pokazivale protektivni kapacitet prilikom prijenosa u singeni¢ne

novookoc¢ene miSeve koji su potom inficirani.

1.2. Citomegalovirus

1.2.1. Struktura i ispoljavanje gena citomegalovirusa

Citomegalovirus (CMV) pripada obitelji ~ B-herpesvirusa. Iako infekcija
citomegalovirusom uglavnom prolazi asimptomatski kod imunokompetentnih domacina, u
slucaju infekcije imunokompromitiranih jedinki, kao i novorodencadi ili pacijenata nakon
transplantacije organa, infekcija mozZe izazvati teSka oSteCenja pa cak 1 smrt. VazZnost
citomegalovirusne infekcije potvduje Cinjenica da je Americki medicinski institut (USA Institute
of Medicine) proglasio cjepivo za CMV jednim od najvecih prioriteta u 21. stolje¢u. Ruta ulaska

virusa u domacina nije u potpunosti razjasnjena. S obzirom da se infektivni virus moZe detektirati
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u slini, smatra se da je dominantni horizontalni nacin Sirenja upravo putem sline. Takoder virus
se moZze prenijeti i seksualnim putem, kao i najvjerojatnije kroz epitel gastrointestinalnog trakta.
Vertikalni put Sirenja razlikuje se kod mi$jeg i humanog citomegalovirusa, te dok u slucaju
humanog virus prolazi placentalnu barijeru, u slucaju misjeg to se ne dogada. Ipak, virusne
Cestice nadene su u slucaju oba tipa infekcije u kolostrumu te se smatra da taj put infekcije
doprinosi vertikalnom Sirenju virusa. Nakon infekcije virus se §iri u hematoloSke organe te moze
inficirati razliite tipove stanica, poput epitelnih/endotelnih stanica, makrofaga, fibroblasta i
stanica strome koStane srzi. Put kao i brzina Sirenja virusa ovisi o ruti infekcije, administriranoj
dozi kao i virusnom soju [108]. S obzirom na specificnost citomegalovirusa za vrstu, te
nemogucnost i neeti¢nost provodenja istrazivanja na humanoj populaciji, kao model patogeneze
humanog citomegalovirusa najcesce se koristi infekcija miSeva misjim citomegalovirusom [109].

Genom miSjeg citomegalovirusa (MCMYV) ¢ini dvostruka molekula DNA veli¢ine 230
kilo baznih parova, a koju ¢ini niz od gotovo 170 gusto upakiranih otvorenih okvira €itanja (eng.
open reading frame — ORF) koji smatra se rezultiraju sa viSe od 200 potencijalno antigenih
produkata. Geni MCMYV-a ispoljavaju se u tri faze, kao izrazito rani (eng. immediate early — IE),
rani (eng. early — E) te kasni (eng. late - L) [110]. Izrazito rani geni imaju funkciju
transaktivatora ranih gena koji onda pak kodiraju za proteine vazne za replikativni ciklus virusa,
kao i proteine koji sluZe izbjegavanju imunoloSkog odgovora. Kasni geni pak kodiraju za

strukturne proteine ovojnice i kapside virusa te su bitni za izlazak virusa iz stanice.

1.2.2. Imunoloski nadzor infekcije CMV-om

Infekcija miSeva miSjim citomegalovirusom (MCMV) najce$¢e je koriSteni model za

izuCavanje patogeneze i imunobiologije citomegalovirusnih (CMV) infekcija. Unato¢ tome Sto u
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dugoroc¢noj kontroli infekcije MCMV-a klju¢nu ulogu imaju limfociti T, prirodena imunost
vazna je za imunoloski nadzor unutar prvih nekoliko dana po infekciji. Tijekom ranog razdoblja
MCMV-infekcije vaznu ulogu u nadzoru replikacije i Sirenja virusa imaju stanice NK ¢iji je
antivirusni ucinak najizraZeniji tijekom prvih 3-6 dana po MCMV-infekciji i to izluCenim

citoliticnim molekulama (granzimi i perforin) te interferonom-y (IFNy) [108].
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Slika 4. Imunoloski nadzor CMV-infekcije. Rani nadzor akutne infekcije vrse stanice NK ¢ija aktivacija
je rezultat direktne interakcije sa inficiranim stanicama ili je posredovana citokinima koje luce antigen prezentirajuce
stanice. Interakcija izmedu stanica NK i dendritickih stanica uvjetuje razvoj kasnije dominantnog odgovora

posredovanog limfocitima CD8 T.

1.2.2.1. Uloga stanica NK u nadzoru infekcije
Ovisno o njihovoj osjetljivosti tijekom ranog perioda po infekciji citomegalovirusom,
konvencionalni mi§ji sojevi mogu se podijeliti u MCMV-osjetljive 1 MCMV-rezistentne.

Rezistencija korelira sa sposobnoScu tih miSeva da razviju dobar NK-stani¢ni odgovor. Pionirski
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primjer mi§jeg soja rezistentnog na infekciju MCMV-om je mi§ji soj C57BL/6 (B6) u kojem je
pokazano da je rezistencija posredovana genskim lokusom Cmv/ smjeStenim unutar kompleksa
NKC (prema eng. Natural Killer Complex) na kromosomu 6 [111]. Ovi miSevi u ovisnosti o
stanicama NK uspje$no kontroliraju ranu virusnu replikaciju u organima. Nedugo nakon
identifikacije lokusa Cmvl pokazano je kako je gen Ly49h, a koji kodira za NK-stani¢ni
aktivacijski receptor Ly49H, odogovoran za rezistenciju [112]. Koriste¢i se in vitro modelom
temeljenom na reporterskim stanicama, Arase H i suradnici pokazali su kako receptor Ly49H
prepoznaje produkt gena MCMV-a, protein m157 [113-115]. m157 je protein, rano ispoljen na
inficiranim stanicama, a ¢ija struktura odgovara molekuli sli¢noj molekulama MHC 1. Interakcija
izmedu m157 i Ly49H rezultira citoliticnom aktivnoS¢u stanica NK, tj. lucenjem citoliti¢nih
molekula perforina 1 granzima, $to dovodi do eliminacije inficiranih stanica. VaZnost ove
interakcije potvrdena je od strane nekoliko istraZivackih grupa. Naime delecija gena Ly49%h iz
miSeva C57BL/6 1ili infekcija istth miSeva mutantom MCMV-a kojoj nedostaje gen ml57
(Am157) ulinila je ove miSeve osjetljivima na infekciju [116, 117]. Suprotno tome, umetanje
gena za Ly49H u genom miSeva BALB/c, inace osjetljivih na MCMV infekciju, ucinila je ove

miseve rezistentnima [118].
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Slika 5. Shematski prikaz kontrole virusnog titra in vivo posredovane interakcijom Ly49H i m157.
Misevi soja B6 (prirodno ispoljavaju Ly49H) kao i miSevi BALB/c kojima je ubacen gen za Ly49H (BALBc-
Ly49H") uspijevaju kontrolirati infekciju WT MCMV-om 4 dana po infekciji. Za razliku od njih miSevi B6 koji su
deficijentni za Ly49H (B6-Ly49H") ne uspijevaju kontrolirati virusni titar bas kao ni B6 miSevi inficirani mutantom
deficijentnom za m157 (Aml157).

S obzirom da je pokazano kako ml157 istovremeno sluzi kao ligand za inhibicijski
receptor Ly49I, ispoljen u miSeva 129/J, smatra se kako je njegova inicijalna uloga zapravo bila
inhibiranje NK-stani¢nog odgovora te kako je nastanak aktivacijskog receptora za isti ligand
zapravo evolucijski odgovor domacina na virusnu infekciju. Vaznost selekcijskog tlaka u
formiranju interakcija izmedu virusnih proteina i stani¢nih receptora pokazana je i ¢injenicom da
mnogi izolati divljeg tipa MCMV-a kodiraju mutiranu varijantu proteina m157, koji se uvelike
razlikuje po svojim karakteristikama vezanja za aktivacijski receptor Ly49H te inhibicijske
receptore Ly491 1 Ly49C [119]. Pritom je pokazano kako virusi koji kodiraju mutirani protein
m157 izbjegavaju imunoloSki odgovor posredovan stanicama NK te mogu neometano replicirati
u miSevima C57BL/6.

Dodatni primjer miSeva koji su rezistentni na infekciju MCMV-om, unato¢ ¢injenici da ne
ispoljavaju gore spomenuti Ly49H, je misji soj MA/My. U tih miSeva rezistencija na MCMV
posredovana je genskim lokusom nazvanim Cmv3, a za koji je pokazano kako kodira NK-

stani¢ni  aktivacijski receptor Ly49P [120]. Receptor Ly49P posreduje rezistenciju
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prepoznavanjem kompleksa ispoljenog na povrSini inficiranih stanica, a koji se sastoji od
molekule MHC I, H-2D", te virusnog produkta. Treéi primjer miSeva rezistentnih na MCMV su
PWK/Pas miSevi kod kojih je rezistencija posredovana lokusom Cmv4 [121]. Mehanizam
rezistencije u ovih miSeva do danas nije razjaSnjen.

Ovih nekoliko navedenih sojeva, u pravilu ¢ine iznimku, s obzirom da vecina
konvencionalnih misjih sojeva ipak ne uspijeva razviti dobar rani imunoloSki nadzor nad
Sirenjem infekcije MCMV-om. Smatra se da je to zbog Cinjenice §to je ovaj virus tijekom
dugogodisnje ko-evolucije sa domacinom razvio brojne mehanizme kojima izbjegava imunoloski

odgovor o ¢emu Ce biti vise govora dalje u tekstu.

1.2.2.1. Uloga limfocita T u nadzoru infekcije

Unato¢€ ¢injenici da neki mi§ji sojevi posjeduju dobar NK-stani¢ni odgovor tijekom rane
infekcije MCMV-om, zapravo je razvoj odgovora posredovanog limfocitima T onaj koji je
odgovoran za rezoluciju produktivne infekcije te ulazak virusa u latenciju. Uloga limfocita T
tijekom citomegalovirusne infekcije pokazana je u modelima adoptivnog prijenosa ovih stanica
izoliranih iz akutno ili latentno inficiranih Zivotinja u ozracene Zivotinje koje su potom inficirane
MCMV-om. Prijenos limfocita T, pokazalo se, smanjuje replikaciju virusa u organima te
mortalitet Zivotinja. Ova funkcija pripisana je klonovima CD8" T limfocita specifi¢nima za
antigene MCMV-a [108, 122-124].

Oblikovanje CD8" T-limfocitnog odgovora, dominantnog tijekom kasnije faze odgovora
na infekciju MCMV-om, uvelike ovisi o jacini inicijalnog NK-stani¢nog odgovora. Ovo pitanje
istrazivano je na nekoliko razli¢itih modela, te iako svi sugeriraju kako taj odnos posreduju

dendriticke stanice, do sad nijedan od njih nije dao kompletan uvid u mehanizam interakcije
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medu stanicama. Interakcija izmedu stanica NK i dendriti¢kih stanica moZe rezultirati pojacanom
proliferacijom i citotoksi¢nim kapacitetom stanica NK, prezerviranjem broja konvencionalnih
dendritickih stanica nakon virusne infekcije te stimulacijom dendritickih stanica u njihovoj
funkciji antigenske prezentacije i lucenja citokina. Prvi model, pokazan od strane Robbinsa SH i
suradnika, temelji se na interakciji m157 i Ly49H, gdje pokazuje kako snazan NK-stani¢ni
odgovor posredovan ovom interakcijom ubrzava odgovor posredovan CD8" limfocitima T. Tu
pojavu objas$njava limitiranim lu¢enjem tip I interferona (IFNo/f) od strane plazmacitoidnih
dendritickih stanica (pDC), a koji djeluju imunosupresivno na imunoloske stanice [125]. Ovi
rezultati dodatno su istraZzeni pomoc¢u miSeva sa selektivnom deplecijom pDC koji su pokazali
kako deplecija ove stani¢ne subpopulacije ne utjeCe na kasniji MCMV-specifi¢ni limfocitni
odgovor [126]. U radu Andrews D i suradnika, na modelu koji se takoder temelji na interakciji
m157 i Ly49H, pokazani su donekle kontradiktorni rezultati koji govore kako snazan pocetni
odgovor na infekciju limitira kasniji antivirusni CD8-posredovani odgovor [127]. Autori ovu
pojavu objaSnjavaju eliminacijom inficiranih dendritickih stanica te posljedicno slabijom
antigenskom prezentacijom. Stadnisky M 1 suradnici istu su pojavu istraZili na modelu miSeva
kod kojih snaZan rani odgovor posredovan licenciranim Ly49G2" stanicama NK utjece na brzi
oporavak frekvencije inficiranih konvencionalnih dendritickih stanica te posljedi¢no tome ne
kompromitira CD8 T-posredovani odgovor [128]. Ovaj rezultat potvrden je i u radu naSe grupe
koji se temelji na drugaCijem modelu. Naime, koriStenjem geneticki modificirane varijante
MCMV-a, koji ispoljava Rael-y, ligand za aktivacijski receptor NKG2D, te je snazno atenuiran u
BALB/c miSeva, pokazano je kako snaZan inicijalni odgovor ne utjeCe na kvalitetu kasnije

dominantnog CD8 T-limfocitnog odgovora [129].

26



(a)

MCMV specificne CD8'T stanice

BALB/c-Ly49H

Virusni titar Klra8 pDc Dan 4 Dan7
3 dpi " IFNY . %% 1PNy o'l
L " o)
Ubrzani % N LYy
T *‘, ‘/" .
cD8T
odgovor = { =
D o
BALB/c
& IFNOUB <
HH '. ((((L( o P :
b L pDC Zakasn]el\ FH ( y
mlSTU . ... CD8 T odgovor po
: munosupresija b ~

putem IFN-I

(C) BALB/c MCMV specificne CD8'T stanice
Virusni titar RAstrdcy. Dané6
3 dpi cnc"k, ™ .
! y Normalni ili
; f Promovira q;k bolji
NKG2D — 3 3
prezivljenje "‘k cD8'T
RAE1y §° oc A
3 < \k odgovor
BALB/c
WT MCMV
K 2 )
N»(Gznf Deplecija '*k » Normalni
inficiranih CD8'T odgovor ' -'_
cDC )

(b

MCMV specificne CD8'T stanice
2
o BALB.B6-CT8 101
Virusni titar
3 dpi #\‘ s 7 Dan 8
A Dememaa Slaba prezentacija® g
mas? | = P
inficiranih ‘VR virusnih antigena -
cbC )
BALB.B6-CT6 _{k
cbC ik ®
y Ne‘mar Eflkasna prezentacija ‘F Y =y
7 deplecije virusnih antigena H @) 1
mlﬂi) , f'_"‘P " - ®ee B
PN nneran > promovira dugotrajan
—_— cbc CD8 T odgovor
-
(d) R7 MCMV specificne CD8'T stanice
Virusni titar = ] ban6
3 dpi ‘ *&K )
! IFNY( }
m Licencirane NK Efikasan CD8'T o A/.Jt; e
|-Y49GZ stanice promuwraj odgovor ey @
H2-D r oporavak cbes & © )
% B
Slabi CD8'T _
Deplecija ,’ ! odggvor

Slika 6. Shematski prikaz modela koriStenih u

na razvoj specificnog CD8 T-limfocitnog odgovora. (a) U modelu Robbinsa i sur. slabi NK-stani¢ni odgovor
rezultira zakaSnjelim i slabijim MCMV-specificnim CD8 T-limfocitnim odgovorom, najvjerojatnije zbog
imunosupresivnog djelovanja IFNo izlu¢enog od strane pDC. (b) Slabi NK-stani¢ni odgovor rezultira efikasnijim i
dugotrajnijim MCMV-specificnim CD8 T-limfocitnim odgovorom, vjerojatnog zbog izostanka deplecije cDC i

ocuvane antigenske prezentacije. (c) Snazni NK-stani¢ni odgovor u slucaju infekcije sa RAE1Y-MCMYV ne utjece na

kvalitetu MCMV-specificnog CD8 T-limfocitnog odgov

antigenske prezentacije. (d) Licencirane stanice NK promoviraju oporavak c¢DC nakon MCMV-infekcije i

izu¢avanju utjecaja snaznog NK-stani¢nog odgovora

ora, najvjerojatnije zbog preZivljenja cDC i efikasne

omogucuju efikasan MCMV-specifi¢ni CD8 T-limfocitni odgovor.

1.2.3. Citomegalovirusni mehanizmi za izbjegavanje imunoloSkog nadzora

posredovanog stanicama NK

1.2.3.1.

Regulacija ispoljavanja molekula MHC razreda 1

Mnogi virusi kodiraju proteine koji kompromitiraju ispoljavanje molekula MHC I; na taj

nacin smanjuju prezentaciju antigena putem molekula MHC I te izbjegavaju imunoloski odgovor

27



putem CD8" limfocita T. Smanjeno ispoljavanje molekula MHC I na povrsini ciljnih stanica
dovodi pak do smanjenog signala putem inhibicijskih receptora stanica NK Sto bi prema teoriji
trebalo rezultirati aktivacijom stanica NK putem ,,missing self* mehanizma, ali se to zapravo ne
dogada. 1z literature je poznato da MCMYV ispoljava tri proteina koji reguliraju ispoljavanje
molekula MHC I na povrsini inficirane stanice. Glikoprotein m152/gp40 zaustavlja transport
molekula MHC I na razini ERGIC/cis-Golgi stani¢nog odjeljka [130], dok gp48 kodiran m06
genom usmjerava molekule MHC I prema lizosomima gdje su one podvrgnute razgradnji [131].
Smatra se da m06 posreduje svoju funkciju dileucinskim citoplazmatskim motivom koji je
odgovoran za sortiranje u lizosome. Tre¢i regulator je glikoprotein gp34, kodiran genom m04, a
za koji je poznato da ne spreCava ispoljavanje molekula MHC I, ve¢ naprotiv, da u
endoplazmatskom retikulumu stupa u interakciju s njima te biva zajedno s njima ispoljen na
stani¢noj povrSini [132]. Priroda interakcije izmedu molekula MHC I i m04 nije u potpunosti
razjaSnjena te je pokazano kako mO04, koji je transmembranski protein tipa I, svojom
transmembranskom regijom stupa u vezu sa molekulama MHC I [133]. Takoder pokazano je
kako m04 u endoplazmatskom retikulumu preferencijalno veze pravilno svijene molekule MHC I
na koje je vezan peptid. FizioloSka uloga m04 nije potpuno jasna. Poznato je da njegova funkcija
u regulaciji ispoljavanja molekula MHC 1 antagonizira funkciju utiSavanja posredovanu
proteinom m152. Medutim, istovremeno, pokazano je kako m04 ima ulogu u izbjegavanju CD8
T-limfocitnog odgovora s obzirom da kompleks m04/MHC I kompromitira prepoznavanje od
strane citotoksi¢nih limfocita T. Smatra se kako je tome uzrok promjena konformacije molekula
MHC 1 posredovana vezanjem m04 [134-136]. PredloZena uloga m04/MHC I kompleksa je
inhibiranje NK-stani¢nog odgovora. Do sada ova hipoteza nije potvrdena te je predmet

istrazivanja ovog rada.
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Slika 7. Shematski prikaz regulacije ispoljavanja molekula MHC 1 tijekom infekcije MCMYV-om.
MCMV proteini m152 i m06 razli¢itim mehanizmima negativno reguliraju ispoljavanje molekula MHC I na
stanicnoj povrSini. m152 uzrokuje zadrZavanje ovih molekula u endoplazmatskoj mreZici dok m06 posreduje
njihovo sortiranje i degradaciju u lizosomima. m04, pak, veZze MHC I u endoplazmatskoj mreZici te pomaze njihovo

ispoljavanje na stani¢noj povrsini.

Funkcionalni homolozi dvaju negativnih regulatora ispoljavanja MHC 1 molekula
karakterizirani su i u slu€aju humanog citomegalovirusa. US6 protein inhibira funkciju TAP-a
(prema eng. Transporter associated with Antigen Processing —TAP) na nacin da vezanjem
uzrokuje konformacijske promjene u molekuli TAP-a ¢ime se inhibira vezanje ATP-a i hidroliza
istog te posljedicno kompromitira transport peptida u lumen endoplazmatske mreZzice [137, 138].
US3 inhibira funkciju tapasina ¢ime se spre¢ava pravilno punjenje i svijanje molekula MHC I
[139, 140]. Usprkos tome dio MHC I molekula ipak stiZze na stani¢nu povrSinu §to upucuje na
¢injenicu da pravilno svijanje molekula MHC I nije isklju¢ivo ovisno o tapasinu [141]. US2 i

US11 se vezu direktno na teSki lanac molekula MHC I te usmjeravaju ove molekule u
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degradaciju asociranu sa endoplazmatskom mrezicom (eng. ER associated degradation — ERAD)

[142, 143]. Tako rezultiraju istim, pritom se koriste razli¢itim mehanizmima [144].

1.2.3.2.  Ispoljavanje virusnih homologa molekula MHC razreda I

Misji citomegalovirus ispoljava niz proteina koji su strukturno sli¢éni molekulama MHC 1.
To su npr. m144, m145, m152, m153, m157 [145]. Za neke od njih nije poznata njihova
fizioloSka uloga ali se smatra da na neki nacin, najvjerojatnije vezanjem receptora na stanicama
NK, doprinose virusnim mehanizmima izbjegavanja imunoloSskog odgovora. NajviSe je
istrazivana uloga ULI1S8, kodiranog u genomu HCMV-a, za koji je pokazano kako veZze
inhibitorni receptor LIR-1 ispoljen na maloj subpopulaciji NK stanica [146]. S vremenom je
pokazano kako UL18 moZe izazvati 1 aktivaciju NK stanica, do sada nepoznatim, ali LIR-1-
neovisnim, mehanizmom [147].

Iako ne klasi¢nim putem, Stakorski citomegalovirus (eng. rat cytomegalovirus - tCMV)
takoder posjeduje mehanizam izbjegavanja prepoznavanja inficiranih stanica posredovanog
,missing self“-om. Naime, smatra se da osovina Nkrpl-Ocil/Clr-b predstavlja alternativni
mehanizam raspoznavanja vlastitih od stranih stanica. Pokazano je kako tijekom infekcije stanica
sa rCMV-om dolazi do utiSanog ispoljavanja endogenih Ocil/Clr-b molekula. Iako bi to trebalo
dovesti do prepoznavanja i lize inficiranih stanica to se ne dogada. Naime, virus ispoljava
molekulu, nazvanu RCTL (prema eng. RCMV C-type lectin-like), koja je homolog stani¢nih
Ocil/ClIr-b, te koja se veze na receptor Nkrp1 te inhibira funkciju stanica NK [148]. Do sada nisu
definirani mehanizmi ni molekule odgovorne za smanjeno ispoljavanje endogenih liganada

Ocil/Clr-b.
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1.2.3.3.  Regulacija ispoljavanja liganada za aktivacijski receptor NKG2D

Cak i tijekom normalne razine ispoljenosti molekula MHC I, vezanje liganada na
aktivacijski receptor NKG2D moze dovesti do aktivacije stanica NK. Ligandi za ovaj aktivacijski
receptor nisu ispoljeni u uvjetima homeostaze, ve¢ isklju¢ivo na tumorskim stanicama ili virusom
inficiranim stanicama. Stoga ne ¢udi Cinjenica da je citomegalovirus posvetio mnoge od svojih
gena upravo reduciranju ispoljenosti liganada za ovaj receptor te se smatra da je upravo to razlog
¢injenici da vecina konvencionalnih laboratorijskih mis$jih sojeva ne uspijeva razviti efikasan rani
imunoloski nadzor nad infekcijom. NaSa i druge grupe pokazale su ulogu 4 proteina MCMV-a
(m138, m152, m155, m145) u izbjegavanju imunoloSkog nadzora putem aktivacijskog receptora
NKG2D. Naime, svi do danas poznati ligandi za receptor NKG2D u miSa: RAE-1 obitelj, H60 1
MULT-1, podloZni su negativnoj regulaciji od strane MCMV-a. Mehanizmi djelovanja virusnih
proteina na ligande za NKG2D nisu u potpunosti razjaSnjeni. Protein m152 negativno regulira
ispoljavanje molekula obitelji RAE-1, i1 to smatra se mehanizmom sli¢nim regulaciji ispoljavanja
molekula MHC I [73, 149]. Medutim, molekule RAE-1 obitelji pokazuju razlicitu osjetljivost na
regulaciju od strane m152. T dok su RAE-la, B, i Y u potpunosti osjetljive na regulaciju,
molekule RAE-10 i € pokazuju rezistenciju na djelovanje m152 [150]. Smatra se da je osjetljivost
na djelovanje m152 determinirana citoplazmatskim PLWY motivom prisutnim u RAE-1a, B, i
vy izoformama, odsutnim u RAE-19, te mutiranim u RAE-1¢. Iako je pokazano da afinitet vezanja
m152 na Rae-1p ovisi o PLWY motivu, ¢injenica da delecija istog motiva iz RAE-1y ili insercija
u RAE-10 ne mijenja afinitet vezanja m152 za ove molekule sugerira na postojanje drugih
odrednica u interakciji izmedu ovih proteina [151]. m152 takoder regulira ispoljavanje RAE-1¢,
medutim isklju¢ivo na sortirajuem putu prema stani¢noj povrSini. Uklanjanje frakcije ovog

proteina sa stani¢ne povrSine vr$i drugi virusni protein, m138 [152]. m138, osim RAE-1g,
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negativno regulira ispoljavanje i drugih molekula, poput MULT-1, H60 te B7.1 [153, 154].
Razina ispoljenosti MULT-1 i H60 regulirana je i od strane dvaju dodatnih MCMYV proteina:
ml45 i ml155 i to reguliranjem njihovog vezikularnog sortiranja na putu prema stanicnoj
povrsini. Studije pokazuju kako m155 regulira H60 po njegovom izlasku iz ERGIC/cis-Golgi
odjeljka i to najvjerojatnije usmjeravajuc¢i ga na razgradnju u lizosomima [155-157]. Uloga ovih
imunoevazivnih gena MCMV-a potvrdena je i in vivo, s obzirom da je infekcija miSeva
mutantama kojima nedostaju individualno ovi geni rezultirala efikasnom kontrolom njihove

replikacije u organima, u ovisnosti o prisustvu stanica NK.

Nema
ubijanja

Nema
Ubijanje

Aktivacijski
ligand —

Normalna stanica Transformirana stanica MCMV-inficirana stanica AMCMV-inficirana stanica

Slika 8. Uloga receptora NKG2D u kontroli citomegalovirusne infekcije. Normalna stanica ne ispoljava
ligande za NKG2D, za razliku od transformirane stanice koja ispoljava RAE1, MULT1 i H60. U slucaju infekcije
stanica MCMV kodira nekoliko proteina koji uzrokuju negativnu regulaciju ispoljavanja liganada za aktivacijski
receptor NKG2D i na taj nacin sprecava aktivaciju stanica NK i ubijanje virusom inficiranih stanica. KoriStenjem
virusnih mutanti deficijentnih za pojedine gene karakterizirani su mehanizmi regulacije ispoljavanja NKG2D

liganada.

Sli¢na je situacija i sa humanim citomegalovirusom, koji uz proteine kodira i koristi i
molekule miRNA (eng. micro RNA) kako bi izazvao degradaciju i sprijecio ispoljavanje liganada
za humani receptor NKG2D. Naime, pokazano je kako se miR-UL112 veZze na 3'
netranslatirajucu regiju transkripta za protein MICB (engl. MHC class I chain-related gene B)

¢ime posreduje degradaciju transkripta i inhibiciju ispoljavanja ovog liganda [158]. Zanimljivo je
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da isto vezno mjesto koristi i stani¢na miRNA, vjerojatno kako bi regulirala razinu ispoljavanja
ovog proteina u normalnim stani¢nim uvjetima [159]. Protein MICB podloZan je razgradnji
posredovanoj miRNA i u slucaju infekcije drugim humanim herpesvirusima, poput virusa
Epstein Barr te virusa uzro¢nika Kaposijevog sarkoma [160]. MICB, kao i ULBP-1 i -2 podlozni
su i djelovanju HCMV-kodiranog proteina UL16 [161-164]. Ni MICA nije poStedena proteinima
posredovanog imunosubverzivnog djelovanja HCMV-a. Naime, UL142 negativno regulira razinu
ispoljavanja ovog liganda [165]. Zanimljivo je kako se MICA u humanoj populaciji javlja i u
trunkiranoj formi [166], koja u odnosu na cijelu formu nije podloZna djelovanju proteina UL142

[167].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Dosada$njim istraZzivanjima uloge stanica NK u nadzoru citomegalovirusne infekcije u
konvencionalnim laboratorijskim misjim sojevima nedovoljno je razjasnjeno zbog Cega vecina
ovih miSjih sojeva ne uspijeva uspostaviti rani nadzor nad citomegalovirusno infekcijom. Naime,
rana citomegalovirusna infekcija rezultira smanjenjem broja molekula MHC razreda I ispoljenih
na stani¢noj povrsini. Smatra se kako se virus koristi ovim mehanizmom kako bi smanjio razinu
antigenske prezentacije i izbjegao imunoloski odgovor posredovan citotoksicnim CD8 T
limfocitima. Medutim, takva bi situacija trebala rezultirati brzim odgovorom od strane stanica
NK koje smanjenje razine ispoljenosti molekula MHC razreda I detektiraju kao nedostatak
vlastitog (,,missing self*) $to se u vecini slucajeva ipak ne dogada. Dosadasnje radovi pokazali su
da jedan od virusnih proteina, m04/gp34, veze molekule MHC razreda I te ih dovodi na stani¢nu
povrSinu gdje se pretpostavljalo da sluze inhibiciji stanica NK.

Nasa je hipoteza da m04 u kompleksu sa MHC I molekulama sluZzi kao ligand za NK-
stani¢ni inhibicijski receptor Ly49 te na taj nacin negativno regulira imunoloSki odgovor
posredovan prepoznavanjem nedostatka vlastitog od strane stanica NK.

Cilj ovog istrazivanja je ispitati mehanizam virusnog izmicanja NK-stani¢noj kontroli
putem ,,missing self*“-a te objasniti nacin kojim m04 negativno regulira aktivnost stanica NK, a
zbog kojeg vecina laboratorijskih miSeva ne uspijeva kontrolirati MCMV. Takoder ¢emo
karakterizirati mutantu deficijentnu za gen m04 (Am04) u misjih sojeva osjetljivih 1 rezistentnih
na MCMV. Potom d¢emo ispitati ulogu m04 proteina u kontekstu dva negativna
citomegalovirusna regulatora ispoljavanja molekula MHC I (m06 i m152). Potom, ispitati ¢emo

ulogu m04/gp34 u prepoznavanju inficiranih stanica od strane aktivacijskih receptora Ly49 i
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identificirati dodatne virusne komponente koje sudjeluju u ovom prepoznavanju te utjecaj te
interakcije na kontrolu virusne infekcije in vivo. Naposljetku, ispitati ¢emo utjecaj inicijalnog
NK-stani¢nog odgovora na oblikovanje kasnije dominantnog odgovora posredovanog CD8 T
limfocitima.

Eksperimentalni dio ovog istraZivanja obuhvaca tehnologiju izrade rekombinantnih
virusnih mutanti, izradu reporterskih stanica koje ispoljavaju inhibicijski receptor Ly49 te
uspostavu testa za pracenje interakcije reporterskih stanica i stanica inficiranih MCMV-om,
ispitivanje uloge stanica NK i njihovih subpopulacija u kontroli virusnog titra te fenotipsku i
funkcionalnu analizu stanica NK, dendriti¢kih stanica i stanica CD& T izoliranih iz inficiranih

miseva.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal
3.1.1. LB medij za uzgoj bakterija
10 g tripton, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g NaCl, 1 mL 1M NaOH, 15 g agara (za 1 L medija).
Sastojci se otope u destiliranoj vodi do ukupnog volumena 800 mL, provjeri se i podesi pH na
7,0 (dodatkom Sul 10M NaOH ili 125ul 4M NaOB), te se radi otapanja agara ostavi u Kochovu
loncu na 100°C. Medij se autoklavira 15' na 121°C ili 20' na 120°C. U medij ohladen na 50°C u
vodenoj kupelji tijekom 1,5 h se doda antibiotik (npr. ampicilin 50 pg/mL). Razlije se u Petrijeve

posudice i1 ¢uva na +4°C.

3.1.2. Mediji za uzgoj stanica
Dulbeccov modificirani minimalni esencijalni medij (eng. Dulbecco’s Modified Eagle
Serum-DMEM)
Medij DMEM, 3-10% fetalni tele¢i serum (FCS), 10mM HEPES (pH 7.2), 2 mM L-glutamin,
10° U/L Penicilin, 0.1 g/L Streptomicin
Kompletni RPMI medij
RPMI 1640 medij, , 10 % fetalni tele¢i serum (FCS), 10mM HEPES (pH 7.2), 2 mM L-glutamin,
10° U/L Penicilin, 0.1 g/L Streptomicin, 5x10”° M 2-merkaptoetanol
Medij za smrzavanje stanica
70% RPMI 1640 medij, 20% fetalni tele¢i serum (FCS), 10% dimetilsulfoksid (DMSO)
Medij za protocnu citometriju (FACS medij)
PBS, 1% govedeg serumskog albumina (BSA), 0.1% NaN3

Metil-celulozni medij
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DMEM, 2,2% metil-celuloza, 10% FCS

3.1.3. Otopine i puferi
Fosfatima puferirana fizioloska otopina (10x PBS pufer), pH 7.2
140 mM natrij klorid (NaCl), 2.7 mM Kkalij klorid (KCl), 6.5 mM natrij hidrogenfosfat-2-hidrat
(Na,HPO4 x 2H,0), 1.5 mM Kkalij dihidrogenposfat (KH,POy), 0.7 mM kalcij klorid (CaCl,), 0.7
mM magnezij klorid-6-hidrat (MgCl, x 6H,0)
10x pufer za lizu eritrocita (10x Lysing solution)
140 mM amonij klorid (NH4Cl), 2.7 mM Kkalij klorid (KCI), 1.5 mM Kkalij dihidrogenfosfat
(KH,POys), 6.5 mM natrij hidrogenfosfat (Na,HPO,), 0.7 mM magnezij klorid (MgCI2), 0.7 mM
kalcij klorid (CaCl,)
15% sukroza u VSB puferu
VBS pufer pH 7,8, 50 mM Tris klorovodi¢na kiselina (TRIS-HCI), 12 mM Kkalij klorid (KCI), 5
mM natrij EDTA (Na,EDTA)
Otopina za resuspendiranje (Otopina 1)
50 mM glukoza, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI, pH 8.0
Alkalna otopina (Otopina 2)
0,2 M NaOH, 1% SDS
Neutralizacijska otopina (Otopina 3)
3M NaOAc, podesiti pH na 4,8 dodatkom octene kiseline
10x TE pufer (Tris/EDTA)
100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)

50x TAE pufer (Tris-acetatni pufer)
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57,1 mL glacijalne octene kiseline, 242 g Tris baze, 100 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0), dopuniti do
1L redestiliranom vodom

10x TBE pufer (Tris-boratni pufer)

108 g Tris baze, 55 g borne kiseline, 40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0), dopuniti do 1 L destiliranom
vodom

Pufer za biotinilaciju

10 mM Na,;B40O7 x 10 H,0, 5 mM NaCl, 2 mM CaCl,, | mM MgCl,, pH podesen na 8.8
Otopina za zaustavljanje biotinilacije

50 mM NH4Cl1 u PBS-u

Otopina za liziranje stanica

50 mM Tris-Cl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 2 mM PMSF
Otopina B

2.19 g NaCl, 1.25 mL 2M Tris pH 7.6, 1 mL 0.5M EDTA pH 8.0, 0.5 mL NP40, dopuniti do 250
mL sa sa destiliranom vodom

Otopina C

7.3 g NaCl, 1.25 mL 2M Tris pH 7.6, 1 mL 0.5M EDTA pH 8.0, dopuniti do 250 mL sa sa
destiliranom vodom

Otopina D

1.25 mL 2M Tris pH 7.6, dopuniti do 250 mL sa sa destiliranom vodom

2X pufer za nanoSenje uzoraka na gel

1.2 mL 0.5M Tris pH 6.8, 1.9 mL glicerol, 2.0 mL 10% SDS, 0.5 mL 2-merkaptoetanol, 1 mL
1% bromofenolnog modrila, dopuniti do 16 mL sa destiliranom vodom

10X Laemli pufer za SDS-PAGE elektroforezu
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0.25 M Tris, 1.92 M Glycine, 1 % SDS, pH 8.3

1X pufer za transfer proteina

20 mM Tris, 150 mM Glycine, 10-20% methanol, 0.005% SDS
1X pufer TBS-T za ispiranje membrana

20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20

3.1.4. Monoklonska protutijela i poliklonski serumi
Stakorski FITC-, PE-, APC- anti-misji CD335 (NKp46) (klon 29A1.4), IgG2a, eBioscience
Stakorski biotinom obiljeZeni anti mi§ji CD49b (klon DXS), IgM, eBioscience
Stakorski FITC-, PE Cy7- anti mi§ji CD11b (klon M1/70), IgG2b, eBioscience
Armenijski zamorac PE-, PE Cy7- anti mi§ji CD27 (LG.7F9), IgG, eBioscience
Armenijski zamorac FITC-, PE Cy7- anti misji CD69 (H1.2F3), IgG, eBioscience
Zlatni sirijski zamorac biotinom obiljeZeni anti misji KLRGI1 (2F1), IgG, eBioscience
Stakorski FITC-, PerCP Cy5.5- anti migji Ly49G2 (klon 4D11), IgG2a, eBioscience
Zlatni sirijski zamorac FITC-, PE- anti misji Ly49C/I/F/H (klon 14B11), IgG, eBioscience
Stakorski PerCP Cy5.5- anti migji CD19 (klon 1D3), IgG2a, eBioscience
Stakorski PerCP Cy5.5- anti mi§ji CD3 (klon 17A2), IgG2b, eBioscience
Stakorski APC- anti misji CD8a, IgG2a, eBioscience
Stakorski PerCP Cy5.5- anti mi§ji CD197 (CCR?7) (klon 4B12), IgG2a, eBioscience
Stakorski PE- anti misji CD127 (IL-7R) (klon A7R34), IgG2a, eBioscience
Stakorski FITC- anti misji CD43 (klon eBioR2/60), IgM, eBioscience
Stakorski APC eFluor 780- anti migji CD44 (klon IM7), IgG2b, eBioscience

Stakorski PE Cy7- anti mi§ji CD62L (MEL-14), 1gG2a, eBioscience
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Armenijski zamorac APC-, PE- anti mi§ji CD11c (klon N418), IgG, eBioscience
Stakorski APC- anti misji MHC-II (klon M5/114.15.2), IgG2b, eBioscience
Stakorski PerCP Cy5.5- anti mi§ji CD45R (B220) (klon RA3-6B2 ), IgGa, eBioscience
Stakorski PE- anti misji CD317 (PDCA-1) (klon 129c¢), IgG2b, eBioscience
Stakorski FITC-, PE- anti mi§ji IFNYy (klon XMG.1) IgG1, eBioscience

FITC-, PE-, PE Cy7-, APC eFluor 780- streptavidin, eBioscience

Stakorski anti migji IgG1-FITC ili -PE (BD Pharmingen)

Kuni¢ji a-asialo GM1, WAKO Chemicals

Misji anti mi§ji NKR-P1A (NK1.1/PK136), supernatant hibridoma

Misji anti mi§ji Ly49P/A (klon JR9.318), dobiven ljubaznoS¢u Dr. W. Held-a

Misji anti misji Ly49C/I (klon SE6) dobiven ljubazno$¢u Dr. W. Held-a

Stakorski anti miji Ly49G2 (klon 4D11) dobiven ljubazno$¢u Dr. W. Held-a
Stakorski anti miji Ly49A/L (klon YE1/48), dobiven ljubaznogéu Dr. L. L. Lanier-a
Armenijski zamorac neobiljeZeni anti mi§ji NKG2D (blokiraju¢i klon C7), dobiven ljubazno$¢u
Dr. W. Yokoyama-e

Misje anti H-2L® (klon 28-14-8S), IgG2a, supernatant hibridoma

Misje anti H-2D? (klon 34-5-8S), IgG2a, supernatant hibridoma

Misje anti H-2K? (klon SF-1.1.1.), [gG2a, supernatant hibridoma

Misje anti H-2D* (klon 15-5-5s), IgG2a, supernatant hibridoma

Kozje a-Stakorsko IgG-PE (BD Pharmingen)

Kozje a-misje IgG-PE (BD Pharmingen)

Tetramer NKG2D-PE (dobiven ljubaznos¢u D. H. Buscha)
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3.1.5. Stanicne linije
Misji embrionalni fibroblasti (MEF)

U eksperimentima smo koristili misje embrionalne fibroblaste (MEF) koje smo izolirali iz
razliCtih sojeva miSeva prema standardnom protokolu. KoriSten je MEF izoliran iz misjih sojeva
BALB/c, BALB.K, CBA/J i C57BL/6. Svi navedeni sojevi MEF-a koriSteni su u testu ko-
kultivacije sa reporterskim stanicama. Analizirano je ispoljavanje molekula MHC razreda I na
MEF-u izoliranom iz miSeva BALB.K. BALB/c MEF koristen je u pokusima odredivanja

virusnog titra u organima inficiranih Zivotinja.

SV40-transformirane endotelne stanice (SVEC4-10), ATCC CRL-2181
SVEC4-10 je stani¢na linija dobivena transformacijom endotelnih stanica dobivenih iz
mideva C3H/J putem SV40 virusa. IzraZava molekule haplotipa H-2*. Kultiviraju se kao

adherentne stanice u 10% DMEM-u.

SV40-transformirani BALB/c MEF (B12)
B12 je stani¢na linija dobivena transformacijom miSjih embrionalnih fibroblasta
porijeklom iz mi§eva BALB/c putem SV40 virusa. Izrazava molekule haplotipa H-2°. Kultiviraju

se kao adherentne stanice u 10% DMEM-u.

SV40-transformirani BALB.K MEF (MEF.K)
MEF.K je stani¢na linijja dobivena imortalizacijom misjih embrionalnih fibroblasta
porijeklom iz miSeva BALB.K putem velikog antigena T polioma virusa. Izrazava molekule

haplotipa H-2*. Kultiviraju se kao adherentne stanice u 10% DMEM-u.
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MEF.K-m04/V5S

MEF.K-m04/V5 je stani¢na linija dobivena tranzijentnom transfekcijom MEF.K stani¢ne
linije sa pMx-puro plazmidom koji nosi m04 gen fuzioniran sa V5 biljegom. Kultiviraju se kao
adherentne stanice u 10% DMEM-u, a selekcioniraju povremenim provjeravanjem razine

izrazaja m04 proteina i V5 biljega proto¢nom citometrijom. Dobiven je u sklopu suradnje sa Dr.

Silviom M. Vidal.

RAW 264.7

RAW 264.7 je adherentna stani¢na linija dobivena transformacijom normalnih BALB/c
peritonealnih makrofaga sa SV40. Kultiviraju se u 10% RPMI mediju, a dizu se sa plasti¢ne
podloge inkubacijom u 50mM EDTA/PBS otopini tijekom 5-10" na 37°C, 5% CO2, nakon cega

se laganim ispiranjem u potpunosti odlijepe sa podloge.

Ly49 NFAT-GFP 2B4-T stani¢ni hibridom
Ly49 NFAT-GFP 2B4-T stani¢ni hibridom je semi-adherentna stani¢na linija koja se
uzgaja u flaskovima u 10% RPMI mediju te zahtijeva razrijedivanje u omjeru 1:10-1:20 svaki

drugi dan. Dobiven je u sklopu suradnje sa Dr. Silviom M. Vidal.

3.2. Metode
3.2.1. Virusi
U pokusima je kao divlji tip MCMV-a koriSten virus MW97.01 koji je po bioloSkim
karakteristikama ekvivalentan soju Smith MCMV-a (ATCC VR-1399). MW97.01 dobiven je

kloniranjem genoma Smith MCMV-a u bakterijski umjetni kromosom (eng. bacterial artificial
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chromosome — BAC) 1 njegovom propagacijom u stani¢noj kulturi. Za taj virus u radu se koristi

naziv divlji tip (eng. wild type — WT). Osim divljeg tipa u radu su koriStene i delecijske mutante

navedene u tablici. Sve mutante dobivene su ET mutagenezom.

Tablica 1. Virusne mutante miSjeg citomegalovirusa.

Naziv Geni koji nedostaju (polozaj u Literaturni navod/
mutante genomu) Pocetnice koriStene pri mutagenezi
Am04 m04 (3270 - 4067) [168]
Am06 mO06 (5300 - 6334) [168]
Aml52 m152 (C; 210 244 - 211 377) [168]
Am04 m04 (3270 - 4067), [168]
Am06 mO06 (5300 - 6334)
Am04 mo04 (3270 - 4067), [168]
Aml52 m152 (C; 210 244 - 211 377)
Am06 m06 (5300 - 6334), [168]
Aml52 m152 (C; 210244 - 211 377)
Am04 mo04 (3270 - 4067),
Am06 mO06 (5300 - 6334), [168]
Aml52 m152 (C; 210244 - 211 377)
A6 m144-m159 [169]
Ami57 m157 (C; 215 898 — 216 884) [117]
A m04 A mo04 (3270 - 4067), . . “r .
mls7 m157 (C: 215 898 — 216 884) Dobiven ljubaznos¢u Prof. dr. U.H. Koszinowskog
AT m159-m170 [169]
WT-gfp divlji tip virusa koji ispoljava GFP Dobiven ljubazno$¢u Prof. dr. M. Messerle-a
F: 5
AACTGGAAAATATAGTTAGCACCGTTAGAGAGGGCGACAGA
TTTCGATCACTACAAGGACGACGACGACAAGTAA 3'
*ATS.1-gfp m159-m162; mutanta ispoljava GFP R 5
CGGCGCGAAGACACAGACGTATAGCGCTGTACGTCCTACCG
AATCGCGGTGTGACACAGGAACACTTAACGGCTGA 3'
F: 5
GAAAGCCCCATGTCTATCGGAAACACACTACGGTTCAAGAG
AGGGCCCTACTACAAGGACGACGACGACAAGTAA 3'
*A7S.2-gfp m163-m166; mutanta ispoljava GFP R 5
GCGGGCGTCCAGAGACAGAGGACTCCGGCGGCGGACACTAA
CGATCCGGGGTGACACAGGAACACTTAACGGCTGA 3'
E:5'
CGAACGTCGATCCAAACACCCTCTTCCGCACGCGCAGCTGCT
GGCCCTCACTACAAGGACGACGACGACAAGTAA 3’
*A7S.3-gfp m167-m170; mutanta ispoljava GFP RS
ATGTGCTCGGTTAACGAGTTGGCCTTCGTCCGGCTGTCCGGC
ACGACTACGTGACACAGGAACACTTAACGGCTGA 3'
F:5'
*Ami167 m167(C; 225 782 - 227 089) CGAACGTCGATCCAAACACCCTCTTCCGCACGCGCAGCTGCT

GGCCCTCACTACAAGGACGACGACGACAAGTAA 3
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R: S
ATGCTCACGTGGCAGAGTGTGGAAACTTTGACAGCGGATGT
TGCGACCCGACAGGAACACTTAACGGCTGA 3

F:5'
ATGCGAGGACGGACACACGAGGGAAGGATGTATGTGCGTGA
AAGAACACGTAGGACGACGACGACAAGTAA 3

R:5'
CGACTGCCCGTCTCCTTCGGAGTAGAAACTCTATCCTCGGAG
CGATCCTCGCAGGAACACTTAACGGCTGA 3'

*Am168 m168 (227 920 - 228 462)

F:5'
GAACACTTTCGGTGACATGAACGATGAAGTGGCGGGAGAAA
GTAGCAAGCTCAGGACGACGACGACAAGTAA 3

R:5'
ATGAGCAACGCGGTCCCGTTCGTCCCCTACGCGGGTATCGGC
CACAACCTCAGGAACACTTAACGGCTGA 3'

*Am169 m169 (C; 228 313 — 228 708)

E:5'
CCTGGTACCTGCGCGGCGGTCAACCCGTAACGCCTGTAGCAT
GCCGGCGGGAGGACGACGACGACAAGTAA 3

R:5'
ATGCTCACGTGGCAGAGTGTGGAAACTTTGACAGCGGATGT
TGCGACCCGAAGGAACACTTAACGGCTGA 3

*Am170 m170 (C; 229 342 — 230 046)

F.5'
ATGCGAGGACGGACACACGAGGGAAGGATGTATGTGCGTGA
*Aml168 AAGAACACGTAGGACGACGACGACAAGTAA 3

m168, m169 o
Aml169 R:5
ATGAGCAACGCGGTCCCGTTCGTCCCCTACGCGGGTATCGGC
CACAACCTCAGGAACACTTAACGGCTGA 3'

F.5'
GAACACTTTCGGTGACATGAACGATGAAGTGGCGGGAGAAA
*Aml169 GTAGCAAGCTCAGGACGACGACGACAAGTAA?3

m169, m170 o
Aml70 R:5
ATGCTCACGTGGCAGAGTGTGGAAACTTTGACAGCGGATGT
TGCGACCCGAAGGAACACTTAACGGCTGA 3

F — ,forward“ pocetnica; R — ,reverse pocetnica; C — gen se prepisuje sa komplementarnog lanca (eng.
complementary) Napomena: Pocetnice su navedene u slucajevima mutanti koje su prvi puta napravljene u svrhu
izrade ove disertacije. *Virusi izradeni u grupi Prof.dr.sc. Martin Messerle-a.

3.2.1.1. Ciljana mutageneza MCMV-BAC-a

Metoda ET rekombinacije zasniva se na djelovanju rekombinantnih enzima bakteriofaga
L: red o, red B, red y koji posreduju homolognu rekombinaciju na molekuli deoksiribonukleinske
kiseline (eng. deoxyribonucleic acid - DNA). Ciljana delecija slijeda nukleotida iz genoma
MCMV-BAC-a temelji se na unosu gena koji kodira rezistenciju na antibiotik (najceSce
kanamicin). Taj gen umnaZa se sa plazmida pGP704-Kan pomocu pocetnica koje uz sekvencu
homolognu genu kanamicinske rezistencije na svojim krajevima sadrze 1 slijed nukleotida
homologan rubnim podru¢jima sekvence koju Zelimo ukloniti. Sekvence pocetnica koriStene za
izradu virusnih mutanti nalaze se u Tablici 1. Potom se linearni fragment dobiven lan¢anom

reakcijom polimeraze pomoc¢u High Fidelity Phusion Taq polimeraze (Finnzymes) metodom
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elektroporacije unese u kompetentne bakterije DH10B koje ve¢ sadrze MCMV-BAC i plazmid
pKD46 s kojeg je inducirano ispoljavanje rekombinacijskih enzima. Selekcija mutanti koje nose
gen za rezistenciju vrsi se inkubacijom na hranjivim podlogama koje sadrze kloramfenikol (17
pg/mL) i kanamicin (25 pg/mL). UspjeSnost selekcije provjerava se izolacijom plazmidne DNA i
analizom restrikcijskim endonukleazama. Posljednji korak mutageneze jest uklanjanje
kanamicinske kazete iz genoma mutiranog MCMV-BACa. To se vr§i elektroporacijom bakterija
koje nose ispravni klon MCMV mutante sa plazmidom pCP20 s kojeg se ispoljava FLP
rekombinaza. FLP rekombinaza prepoznaje FRT mjesta (eng. FLP recombinase target site), koja
se nalaze na rubnim dijelovima gena koji kodira rezistenciju na kanamicin. FLP rekombinaza
posreduje homolognu rekombinaciju nukleotidnog slijeda izmedu ta dva mjesta pri ¢emu se gen
za rezistenciju na kanamicin isijeca iz genoma dok MCMV-BAC zaostaje sa delecijom na
Zeljenom slijedu nukleotida i jednim FRT mjestom. Selekcija mutanti koje su zadrzale deleciju
Zeljenog slijeda nukleotida te su uspjeSno izbacile gen za rezistenciju na kanamicin vrsi se
selekcijom na hranjivim podlogama sa kloramfenikolom (17 pg/mL) te izolacijom plazmidne
DNK i restrikcijskom analizom.

Rekombinantni virusi rekonstituirani su transfekcijom rekombinantne DNA u stanice
BALB/c MEF-a, te su nakon dodatne tri pasaze (kako bi se uklonila BAC sekvenca) procis¢eni

na sukroznom gradijentu.

3.2.1.2.  Analiza virusnih mutanti restrikcijskim endonukleazama
Reakcijsku smjesu pripremila sam mijeSanjem destilirane vode, odgovarajuceg pufera,
BSA po potrebi te odgovarajuce restrikcijske endonukleaze u finalnim koncentracijama prema

preporuci proizvodaca (New England Biolabs) u konacnom volumenu 50 pl/uzorku. Potom sam

45



dodala MCMV-BAC DNA i cijepala sam 3-4 h na odgovarajucoj temperaturi (najceS¢e 37°C) te

reakcijsku smjesu analizirala gel elektroforezom (0.5x TBE gel elektroforeza pri uvjetima: 70V,

14h).

3.2.2. Kultura stani¢nih linija
3.2.2.1.  Priprema misjih embrionalnih fibroblasta (MEF)
Za proizvodnju MEF-a koriStene su miSice kojima su 17.-18. dana skotnosti sterilno
izvadeni fetusi. Nakon odstranjenja trbuSnih organa i mehanickog usitnjavanja tkivo je
podvrgnuto enzimatskoj digestiji tripsinom tijekom 90 minuta uz mijeSanje. Dobiveni homogenat

propusten je kroz metalnu mreZicu, stanice su isprane 3% DMEM-om te im je odreden broj.

Potom su u gustoéi od 2x10” stanica razdijeljene u Petrijeve posude te inkubirane na 37°C uz 5%

CO,. Nakon 24 sata zamijenjen im je hranjivi medij. Nakon 3-4 dana, kada su stvorile
konfluentni sloj na dnu posude, stanice se odljepljuju tripsinom, ispiru svjeZim medijem, prebroje

te alikvotiraju u mediju za smrzavanje pri gustoéi od 5x10° stanica/alikvotu. Pohranjuju se na

-80°C do koristenja.

3.2.2.2.  Uzgoj stanicnih linija
Rast svih stani¢nih linija sam svakodnevno provjeravala mikroskopom. Kulture MEFa
sam razdjeljivala kad bi postale konfluentne. Kulture ostalih stani¢nih linija sam razdjeljivala

kada bi postigle 70%-tnu konfluentnost.
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3.2.2.3.  Krioprezervacija stanicnih linija

Stanice sam smrzavala u svjeze pripremljenom mediju, koji sam sterilizirala filtracijom i
ohladila na +4°C. Tripsinizirane stanice sam resuspendirala u mediju za smrzavanje tako da je
konac¢nog sastava 70% medija, 20% FCS i 10% DMSO. Suspenziju stanica sam alikvotirala u
epruvete za smrzavanje na ledu te ih postupno smrzavala na -80°C. Nakon 24-48 h krioepruvete
sa smrznutim stanicama za dugotrajniju pohranu sam prebacila u tank s teku¢im dusikom.

Smrznute stanice sam odmrzavala brzim grijanjem u vodenoj kupelji na 37°C i
prebacivanjem u 10 mL medija kako bi se minimaliziralo Stetno djelovanje DMSOa. Suspenziju
stanica sam centrifugirala na 350g/5', supernatant izbacila a stanice resuspendirala u njima

odgovaraju¢em mediju te rasporedila u odgovarajucoj gustoci na ploce ili flask.

3.2.2.4.  Odredivanje broja stanica
Broj stanica sam odredivala brojanjem na Neubauerovoj komorici. 25 puL suspenzije
stanica sam pomijeSala sa 200 puL tripana te nanijela na komoricu isprod pokrovnog stakla.
Prebrojila sam samo Zive stanice u vanjskim kvadrantima koje se za razliku od mrtvih ne boje
tripanskim modrilom. Ukupan broj stanica dobila sam mnoZenjem srednje vrijednosti broja

stanica po kvadrantu sa korektivnim faktorom 90 te sa volumenom uzorka i sa 1000 (br.st. x 90 x

V x 1000).

3.2.2.5.  Testiranje stanicnih linija na prisutnost Mycoplasme
Prisutnost Mycoplasme u stani¢nim linijama sam testirala PCRom. Iz stani¢ne linije koju
Zelimo testirati izolirala sam DNA. Radi se tzv. ugnjezZdeni (‘nested’) PCR, ¢ime se povecava

osjetljivost 1 specifi¢nost detekcije. Prvi krug PCRa od 30 ciklusa napravila sam sa poCetnicama
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MCGpF1 i MCGpR1. 5 pL produkta sam koristila za drugi krug PCR od 30 ciklusa sa
pocetnicama MCGpF2 1 MCGpR2. Koristila sam uvjete 94°C/30", 58°C/30", 72°C/30". Ciljna
molekula je gen koji kodira rRNA mycoplasme koji je konzerviran u velikom broju razli¢itih
specijesa mycoplasme 1 ureaplasme, stoga umnoZeni fragment koji predstavlja pozitivan rezultat

moze biti veli¢ine 300 - 400 pb.

3.2.3. Priprema monoklonskih protutijela
3.2.3.1.  OdrZavanje hibridoma i priprema monoklonskih protutijela iz
supernatanta kulture

U istraZivanjima opisanima u ovom radu koriStena su monoklonska protutijela
producirana od strane misjih hibridoma PK136, SE6 te JR9.318 koji izluCuju antitijela specifi¢na
redom za: NK1.1, Ly49C/I te Ly49ABALB ; zatim od strane Stakorskih hibridoma YE1/48 te 4D11
koji izluCuju antitijela specificna redom za: Ly49A/L te Ly49G2. Svi hibridomi uzgajani su u
plasti¢nim boc¢icama u 10% DMEM-u. Svi hibridomi osim PK136 postupno su prilagodeni na
rast u mediju s malom koli¢inom proteina (1% FCS) te su u konacnici protutijela proizvedena
skupljanjem nadtaloga kulture stanica i1 njihovim prociS¢avanjem metodom afinitetne

kromatografije na Protein-G kolonama.

3.2.3.2.  Proizvodnja ascitesa
Kako bi se dobila veca kolicina protutijela, PK136 hibridom uzgajan je u trbuSnoj Supljini
odgovarajucih laboratorijskih Zivotinja, F1(BALB/c x CBA/J). Prvo je u trbuSnu Supljinu miSeva
ubrizgan Pristan (0.5 mL/miS) kako bi se izazvala upalna reakcija koja ¢e pospjeSiti rast

hibridomskih stanica. Tjedan dana potom miSevima je ubrizgano 1x10° hibridomskih stanica
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uzgojenih u kulturi. Ascites je sakupljan peritonealnom punkcijom svaki drugi dan te nakon

odvajanja stanica pohranjen na -20°C.

3.2.3.3.  Obiljezavanje protutijela fluorokromima
ProciS¢ena monoklonska protutijela dobivena iz hibridoma YE1/48, JR9.318, SE614D11
otopljena su u PBS-u u koncentraciji 1 mg/mL. Potom su obiljeZena sa fluorescein-
izotiocijanatom (eng. fluorescein-isothiocyanate — FITC) ili alofikocijaninom (eng.
allophycocyanin — APC) pomo¢u Monoclonal Antibody Labeling Kit (Invitrogen) prema

preporuci proizvodaca.

3.2.4. Obiljezavanje stani¢nih proteina biotinom, imunoprecipitacija i Western blot

1x10° stanica B12 naseljeno je u Petrijevu posudu (10 cm) osam sati prije infekcije.
Stanice su inficirane sa 1.5 PFU/st (prema eng. plaque forming units) u 3 mL 3% DMEM-u.
Nakon pola sata inkubacije na 37°C, 5% CO2, na stanice je dodano 7 mL 3% DMEM:-a te su
centrifugirane na 800g pola sata. Nakon toga vra¢ene su u inkubator slijede¢ih 12 sati. Jednak
broj stanica ostavljen je neinficiran u svrhu kontrole. Nakon 12 sati infekcije stanice su
sakupljene tretiranjem sa 2mM otopinom EDTA, oprane 2x sa PBS-om te inkubirane u
biotinilacijskom puferu uz dodatak 0.15 mg/ml biotina (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin,
Pierce, Thermo Fisher Scientific) 15 minuta na ledu. Biotinilacija je zaustavljena dodatkom
hladne STOP otopine (50 mM NH4CI) te inkubacijom 5 minuta na ledu. Potom su stanice 2x
oprane u PBS-u te razorene inkubacijom sa 1%-tnom NP-40-liziraju¢om otopinom 20 minuta na
ledu. Potom su stanice centrifugirane 20 minuta na 13 200 rpm, te +4°C. Supernatant je prebacen

u novu tubicu te je odredena koncentracija proteina. Uzorci su inkubirani sa ze¢jim anti-m04
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serumom ili monoklonskim anti H-2D? protutijelom 2 sata na +4°C uz mijeSanje te dodatnih 2
sata sa sefaroznim kuglicama na koje je vezan stafilokokni protein G (Protein G Sepharose 4 Fast
Flow, Amersham, GE Healthcare). Nakon inkubacije sefarozne kuglice su oprane: 3x u otopini
B, 2x u otopini C te 2x u otopini D, resuspendirane u puferu za nanosSenje na gel te inkubirane 5
minuta na 95°C kako bi se vezani proteini otpustili u pufer. Na 12-15%-tni poliakrilamidni gel
naneseni su proteini u puferu za nanoSenje te razdvojeni metodom vertikalne SDS-
poliakrilamidne gel elektroforeze pri 35mA u trajanju od 8 sati. Po zavrSetku elektroforeze
proteini su preneSeni na najlonsku membranu (polyvinylidene fluoride — PVDF-membrane,
Roche), blokirani u 5%-tnom obranom mlijeku, te inkubirani sa peroksidazom obiljeZenim
streptavidinom (AV-POD). Proteini su na membrani vizualizirani nakon dodatka
kemiluminiscentnog supstrata za peroksidazu (BM Chemiluminiscence Western Blotting Kit,

Roche) te izlaganja autoradiografskom filmu (Kodak).

3.2.5. Ly49 2B4-NFAT reporterska stani¢na linija
3.2.5.1. Izrada 2B4-NFAT reporterskih stanica koje nose aktivacijski Ly49

2BAT stani¢ni hibridom je transfeciran plazmidom koji nosi GFP reporterski gen pod
promotorom jezgrinog faktora aktiviranih T stanica (eng. Nuclear factor of activated T-cells —
NFAT) (NFAT-GFP). cDNA misjeg FLAG-DAP12 i Ly49H uklonirana je u pMX-neo i pMxs
retrovirusne vektore. cDNA Ly49P podrijetlom iz MA/My, Ly49L podrijetlom iz BALB/c i
Ly49D2 podrijetlom iz miSeva PWK/Pas uklonirana je u pMx puro vektor pomo¢u BamHI i
EcoRI restrikcijskih mjesta. Retrovirusi su upakirani u PLAT-E stanicama i transducirani u

NFAT-GFP reporterske stanice.
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3.2.5.2.  Izrada 2B4-NFAT reporterskih stanica koje nose inhibicijski Ly49

Kimeric¢ni receptori su generirani fuzioniranjem Natural killer domene (eng. Natural
Killer Domain-NKD) receptora sa aktivacijskim stalkom a koji saCinjava transmembranska
domena i citoplazmatski ostatak (eng. cytoplasmic/transmembrane/stalk — CTS).

cDNA Ly49A, Ly49C i Ly49G iz C57BL/6 miSeva te Ly49A i Ly49G iz BALB/c
miSeva, uklonirane su u pMx-puromicin vektor pomocu specifi¢nih pocetnica. Signalirajuci
konstrukt CD3{-Ly49A™-NKR-PIA dobiven je ljubaznoi¢éu Dr. W. H. Yokoyama-e
(Washington University School of Medicine, St. Louis, MO). Metodom lancane reakcije
polimerazom umnoZene su izvanstanic¢na i dio transmembranske domene svakog od inhibicijskih
Ly49 receptora. Istovremeno sa signaliraju¢eg konstrukta umnoZena je transmembranska domena
Ly49A i CD3{ molekula. Na krajevima umnoZenih konstrukata nalazilo se mjesto za
restrikcijsku endonukleazu Esp3I ¢ime je omogucena ligacija ovih dvaju fragmenata. Ligacijsko
mjesto smjeSteno je u transmembranskoj regiji konacnog konstrukta te je isti imao slijedeci
poredak: CD3{-Ly49A™-Esp3I::Esp3I-Ly49A™/stalak/NK domena. Ukupni konstrukt je
pomocu sekvenci za restrikcijske endonukleaze BamHI 1 Notl ukloniran u pMx-puro vektor te
transduciran u NFAT-GFP reporterske stanice.

Ovakav konstrukt ima moguénost generiranja aktivacijskog signala preko signalne
molekule CD3{ a vezanjem nizvodnih komponenti Fyn, ZAP70, PLCy, PIP2, IP;, Ca® i
kalcineurina rezultira vezanjem jezgrinog faktora aktiviranih T stanica (eng. Nuclear factor of
activated T-cells (NFAT)) na promotsku sekvencu i prepisivanjem gena za GFP (eng. green

flourescent protein) koji se nalazi pod ovim promotorom.
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3.2.5.3.  Test aktivacije reporterskih stanica

Ujutro na dan infekcije ciljne stanice (CBA/J, BALB/c i C57BL/6 MEF) sam prebrojila te
raspodijelila u ploge sa 24 jaZice u gustoéi od 2x10° stanica/jaZici. Za infekciju sam koristila
dozu virusa od 1.5 infektivne jedinice virusa po stanici (engl. plaque forming unit, PFU). Sa
stanica se ukloni medij, doda se pripremljena virusna doza u 250 pL. medija i inkubira 30' na
37°C uz 5% CO, uz povremeno naginjanje plo¢a kako bi virus ostao rasporeden po cijeloj
povrsini. Nakon inkubacije sam dodala 500 pL. medija i centrifugirala Petrijeve ploc¢e 30' na 800g
na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja stanice sam inkubirala 12 h na 37°C uz 5% CO,.

Po infekciji sam ciljnim stanicama posisala medij 1 dodala 7x10* reporterskih
stanica/jazici u volumenu od 500 pL. 10% RPMI. Stanice sam ko-kultivirala na 37°C uz 5% CO,
narednih 24 sata.

Uzorcima koji su radeni u duplikatu sam nakon ko-kultivacije pokupila supernatant uz
ispiranje jaZica kako bih sakupila reporterske stanice. Duplikate uzoraka sam spojila u jedan
uzorak, stanice 2 puta isprala u FACS mediju te analizirala proto¢nom citometrijom na prisutnost
izrazaja GFP proteina. Mrtve stanice iskljucila sam dodavanjem propidij-jodida, u razrijedenju

1:100, 5 minuta prije analize uzorka.

3.2.6. Analiza transkripcijske aktivnosti regije virusnog genoma

BALB/c MEF u gusto¢i od 400 000 st/jaZici sam inficirala sa 0.3 PFU/stanici WT
MCMV uz centrifugiranje. Kontrolni uzorak je ostavljen neinficiran. Nakon 12 sati infekcije
izolirala sam citoplazmatsku RNA pomocu kita RNeasy (QIAgen) prema uputama proizvodaca.

Nakon tretiranja uzoraka RNA sa enzimom DNaza I sintetizirala sam jednolanc¢anu cDNA uz
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pomo¢ oligo-dT pocetnica. Potom sam cDNA koristila kao kalup za PCR koriste¢i se pri
umnoZavanju specifi¢nim pocetnicama za bioinformaticki predvidene gene m168, m169 i m170.

Pocetnice koriStene za umnoZavanje specifi¢nih fragmenata:

M168-SP1 - 5' TTTTGTCTGACAGGTGACAACCTC 3'
M168-SP2 - 5' GTGAATCCTCCTTCCCCTCCGTCC 3'
M168-SP3 - 5' GACGAGGATCGCTCCGAGGATAGC 3'
M169-SP1 - 5' GCCCGTAGGGTTCGCGGGGATCGT 3'
M169-SP2 — 5' GACAGCAACAGAAAAGACGGCAAC 3'
M169-SP3 - 5' CTCACCCGCTGGGTGTCGCATTCT 3'
M170-SP1 - 5' TTGCGTCACCGGCGTCGCGTTACG 3'
M170-SP2 - 5' ATCTCGAAACCCGGGCGGTCGCTC 3'

M170-SP3 - 5' ACGGTGTTTTTCCGCGCCCGGGGG 3'

Umnozeni produkti PCR-a razdvojeni su na agaroznom gelu, analizirani te su specifi¢ni
fragmenti izolirani iz gela, pro¢iS¢eni pomocu kita QIAquick PCR purification Kit (QIAgen)
prema preporuci proizvodaca te poslani na sekvencioniranje.

Pocetnice koriStene za odredivanje sekvence umnozenog specificnog fragmenta:

5'RACE m169 - 5' GGCAGTGTTCACTGGAACGGAGGG 3'

3'RACE m169 - 5' CGTCACATCGAACGGTCAGTTCG 3'

3.2.7. Laboratorijske Zivotinje
Zivotinje koje sam koristila u pokusima uzgojene su u vivariju Centra za uzgoj i
inZenjering laboratorijskih miseva (LAMRI) Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci.

Zivotinje su uzgajane u specifi¢nim uvjetima bez prisustva patogena (eng. specific pathogen free
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- SPF). Koristila sam mi$je sojeve BALB/c, CBA/J, C3H/J, BALB.K, BALB.B, C57BL/6,

Ma/My.

3.2.8. Virusne infekcije i tretiranje miSeva protutijelima
3.2.8.1.  Propagacija MCMVa u stanicnoj kulturi

BALB/c MEF se koristi za umnaZanje i proizvodnju virusa. MEF sam inficirala sa 0,01
PFU po stanici odgovarajuceg virusa te inkubirala 4-5 dana pri 37°C i 5% CO,. Supernatant i
stanice postrugane sa podloge sam centrifugirala na 200g 10" kako bi se rijeSila stanica.
Supernatant sam zatim centrifugirala na 52 000g/90' na 4°C pri ¢emu se taloZe virusne cCestice.
Virusni talog sam resuspendirala u 300 puL sterilnog 3% DMEM te ostavila na ledu preko noci.
Zatim sam nadslojila suspenziju na sterilnu 15% sukrozu u VSB puferu te centrifugirala na 100
000g/90' na 4°C. Nakon centrifugiranja supernatant sam odstranila, a na talog dodala 300 uL
PBSa te ostavila na ledu preko no¢i. Potom sam talog virusnih Cestica resuspendirala, razbila
ultrazvukom, te alikvotirala po 25 pL 1 pohranila na -80°C. Titar virusa odredila sam

standardnim testom virusnih Cistina (eng. standard plaque assay).

3.2.8.2.  Infekcije Zivotinja i tretman antitijelima
Kako bih ispitala ulogu stanica NK, 24 h prije infekcije sam odredenim grupama
depletirala stanice NK intraperitonealnim injiciranjem 20 pl./miSu a-asialo GM1 zecjeg seruma
ili 300 pg/misu a-NK1.1 (PK136) protutijela. Ulogu pojedinih NK stani¢nih receptora ispitala
sam intraperitonealnim injiciranjem 300 pg/miSu a-NKG2D blokirajuceg protutijela (C7) ili 150
pg/misu depletirajucih protutijela a-Ly49A (YE1.48), a-Ly49C/I (SE6), a-Ly49G2 (4D11) 24 h

prije infekcije. Sva protutijela aplicirana su u kona¢énom volumenu 500 pL. PBS-a.
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MisSevi su inficirani intravenoznim injiciranjem 2x10° PFU/midu (3x10° za C57BL/6

miSeve) virusnog pripravka u kona¢nom volumenu 500 uy. DMEM-a.

3.2.8.3.  Odredivanje virusnog titra u organima

Koli¢inu virusa u homogenatima organa inficiranih Zivotinja odredila sam metodom
standardnog testa virusnih ¢istina na BALB/c MEFu. Cetiri dana prije titracije virusa prethodno
pripremljeni i smrznuti MEF je odmrznut i kultiviran u Petrijevim posudama. Dan prije
izvodenja testa napravljene su plode od 48 jaZica nasadivanjem cca. 5x10" stanica/jaZici. Organe
kojima sam odredivala virusni titar sam odmrznula i ispasirala kroz metalnu mreZicu u 2 mL 3%
DMEMa. U istom mediju sam homogenat razrijedila 200, 2 000, 20 000 i1 200 000 puta. Plocama
od 48 rupica koje su oblozene MEFom sam uklonila viSak medija te nanijela po 100 pL
odgovarajuéeg razrjedenja u duplikatu. Ploce sam inkubirala 30" na 37°C, 5% CO,, centrifugirala
30' na 800xg, te ponovno inkubirala 30" na 37°C uz 5% CO,. Potom sam u svaku rupicu dodala
~0,5 mL metil-celuloznog medija. Nakon 3 dana inkubacije na 37°C uz 5% CO, pomocu
invertnog mikroskopa sam prebrojala virusne Cistine u svakoj rupici. Svaka Cistina odgovara
jednoj infektivnoj jedinici virusa (eng. plaque forming unit - PFU). Broj virusnih Cestica u
organima inficiranih Zivotinja izraCunala sam prema broju distina u odgovarajué¢im

razrijedenjima homogenata organa. Donja razina detekcije je 100 PFU/organu.

3.2.9. Izolacija limfocita
3.2.9.1.  Preparacija limfocita slezene
Izoliranu slezenu Skaricama sam usitnila u malenoj Petrijevoj zdjelici. Ukoliko su

splenociti izolirani u svrhu analize populacija dendritickih stanica tada je kao prvi korak
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usitnjena slezena inkubirana u prisustvu kolagenaze D (2 mg/mL) 30 minuta na 37°C uz
mijeSanje. Usitnjeni organ sam ispasirala uz ispiranje sa 10 mL 3% RPMI, centrifugirala na
300g/5' te odsisala supernatant. Radi uklanjanja eritrocita stani¢ni talog sam resuspendirala u 4
mL pufera za lizu eritrocita, inkubirala 5' na ledu, neutralizirala sa 10 mL 3% RPMI, ponovo
centrifugirala 300x g / 5' i resuspendirala u 10 mL 5% RPMI, te prosijala kroz stani¢no sito,
prebrojala i podesila koncentraciju. Ukoliko sam stanice koristila za funkcionalne testove
resuspendirala sam ih u 10% RPMI, a ako sam ih koristila za fenotipsku analizu proto¢nom
citometrijom resuspendirala sam ih u FACS mediju. Slezene koriStene za analizu subpopulacija
dendritickih stanica procesuirane su nakon inkubacije sa kolagenazom u otopini PBS-a s

dodatkom 5SmM EDTA 1 3% FCS-a.

3.2.9.2.  Preparacija limfocita iz krvi
Za preparaciju limfocita iz krvi koristila sam punu krv iz repne vene miSeva. Oko 200-
300 pL krvi sakupljala sam u epruvete sa 20 pL. 50 mM EDTA (anti-koagulant). Krv razrijedenu
PBS-om u omjeru 1:3 nadslojila sam na identi¢an volumen Lymphoprep-a i centrifugirala na
800g 10 min uz iskljuCenje koc¢nice. Limfocitni prsten sam uz pomo¢ Pasteurove pipete izvukla u
novu epruvetu, isprala dva puta sa po 1 mL FACS medija te inkubirala 5 minuta na ledu u otopini
za lizu eritrocita. Lizu sam neutralizirala ispiranjem u FACS mediju te limfocite koristila za

fenotipsku analizu.

3.2.10. Fenotipska analiza limfocita i stani¢nih linija proto¢nom citometrijom

Za bojanje splenocita sam koristila 5x10° stanica. Stanice sam prije povriinskog bojanja

isprala u FACS mediju. Da se izbjegne nespecificno vezanje protutijela, stanice sam prvo
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tretirala 25' na ledu sa 2.4G2, specificnim antitijelom za FcyRII/III (CD16/32). Na blokirane
stanice sam dodavala direktno obiljezena ili primarna protutijelo te ih inkubirala 25' na ledu.
Stanice se 2x isperu FACS medijem od viska nevezanih protutijela prije dodatka sekundarnih,
fluorescentno obiljeZenih protutijela ili drugih reagencija ako su potrebne. Obojane stanice se 2x
isperu i resuspendiraju u 300 uL. FACS medija, te se svaki uzorak prosije kroz stani¢no sito.
Mrtve stanice sam iskljucila iz analize tako da sam ih obojila dodatkom 100 puL propidij-jodida
razrijedenog 1:100 uzorku 5' prije analize.

Analizirala sam suspenzije stanica slezene kako bi se karakterizirale limfocitne populacije
T limfocita, NK 1 dendritiCkih stanica. Pri tom sam koristila sljedec¢a biotin ili flurokromom
obiljeZzena protutijela specificna za miSje stanine povrSinske markere. Za NK stanice: CD3,
CD19, NKp46, DXS, CD11b, CD27, CD69, KLRG1, Ly49A (JR9.318), Ly49C/I (5E6), Ly49G2
(4D11), Ly49A/L (YE1/48"). JR9.318, 5E6 i 4D11 hibridomi dobiveni su ljubazno$¢éu Dr. W.
Helda, a YE1/48 dobiven je ljubaznos¢u Dr. L.L. Laniera.
Za CD8 T limfocite: CD19, CD3, CD8a, CCR7, CD127, CD43, CD44, CD62L.
Za konvencionalne dendriticke stanice: CD3, CD19, CD11¢, MHC-II, CD8¢.
Za plazmacitoidne dendriticke stanice: B220, CD11b, CD11c, PDCA-1.
U bojanjima su koriStena i biotin-specificna sekundarna protutijela streptavidin-FITC,
streptavidin-PE, streptavidin-PE-Cy7 i streptavidin-APC eFluor 780 (sve eBioscience).

Za bojanje stani¢nih linija (300 000 stanica/uzorku) sam koristila slijedece reagencije: a-
H-2K® (klon SF-1.1.1), a-H-2D (klon 34-5-8S), a-H-2L! (klon SF 28-14-8S), a-H-2D* (klon
15-5-5s) i tetramer NKG2D-PE dobiven ljubaznos¢u D. H. Buscha. Vizualizacija neobiljeZenih
primarnih protutijela omogucena je dodatkom kozjeg a-Stakorskog IgG-PE i kozjeg a-miSjeg

IgG-PE (oba BD Pharmingen).
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Stanice sam analizirala proto¢nim citometrom FACScan (Becton Dickinson, BD) ili
FACSCalibur (BD) upotrebom CellQuest istrazivackog programa (BD) te na FACSAria sorteru

(BD) uporabom FlowJo 7.2.5 programa za analizu (Tree Star, Ashland, OR).

3.2.11. Analiza proliferacije limfocita u inficiranim Zivotinjama proto¢nom
citometrijom
Grupama miSeva koje sam inficirala intravenski sa MW97.01 ili Am04 MCMV sam 2 h
prije Zrtvovanja intraperitonealno aplicirala 2 mg/miSu BrdU (BD Biosciences). 36h poslije
infekcije 5x10° svjeZe izoliranih splenocita sam nakon bojanja povr3inskih biljega NK stanica ili
NK stani¢nih subpopulacija fiksirala, permeabilizirala i oznacila intracelularno koriste¢i FITC ili

APC BrdU Flow kit (BD Biosciences).

3.2.12. Analiza produkcije IFNY proto¢nom citometrijom

Da bih odredila sposobnost produkcije IFNy od strane NK stanica u inficiranim
Zivotinjama, grupe miseva sam intravenski inficirala sa MW97.01 ili Am04 MCMV-om. 36 ili
72h poslije infekcije 5x10° svjeZe izoliranih splenocita sam inkubirala u 0.5 mL R10 uz dodatak
rlL-2 (1000 U/mL) na ploCama sa 24 jaZice tijekom 5 h na 37°C uz dodatak Brefeldin A
(eBioscince) tijekom zadnjih 4 sata.

Nakon povrSinskog bojanja stani¢nih biljega specifi¢nih za populaciju splenocite sam
fiksirala i permeabilizirala uporabom Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit (BD)
prema uputama proizvodaca, nakon ¢ega sam stanice obojala i intracelularno sa alFNy-FITC ili -

PE.
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U slucaju analize lu¢enja IFNYy od strane CD8 T limfocita, splenociti su nakon izolacije u
gusto¢i od 1x10° po jazici stimulirani pojedinim MCMYV-specifi¢nim peptidom (pp89 — H-2L¢
vezani YPHFMPTNL i m164 — H-2D? vezani AGPPRYSRI, JPT Peptide Technology) u trajanju
od 2 sata. Potom su stanice inkubirane dodatna 4 sata uz prisustvo Brefeldin A (eBioscince) te

analizirane gore opisanim postupkom.

3.2.13. Utvrdivanje razine IFNa u serumu inficiranih Zivotinja

Misevi su bili inficirani sa WT ili Am04 MCMV-om te je nakon 36 odnosno 72 sata
sakupljen serum nakon centrifugiranja pune krvi. Serum je analiziran uz pomo¢ VeriKine Mouse
Interferon Alpha (Mu-IFN-a) ELISA Kit-a (PBL Interferon Source, NJ, USA) prema preporuci

proizvodaca ¢ime je odredena razina IFNo.

3.2.14. Analiza citotoksi¢nosti posredovane NK stanicama
NK' stani¢nu citotoksi¢nost odredila sam prema SVEC4-10 1 B12 stani¢noj liniji
inficiranoj MCMVom.

Priprema efektora

Svjeze izoliranim splenocitima iz miSeva C3H/J 1 BALB/c sam bojanjem NK-stani¢nih
povrSinskih biljega odredila postotak stanica NK te odredila njihov broj kako bi odgovarao
Zeljenim omjerima efektora 1 targeta.

Priprema ciljnih stanica

Ujutro na dan infekcije ciljne stanice sam prebrojila te raspodijelila po 1.2x10° stanica
na Petrijevu posudu promjera 10 cm (Greiner). Za infekciju sam koristila dozu virusa od 1.5

(SVEC4-10) ili 3 (B12) infektivne jedinice virusa po stanici (engl. plaque forming unit, PFU). Sa
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stanica se ukloni medij, doda se pripremljena virusna doza u 3 mL medija i inkubira 30' na 37°C
uz 5% CO, uz povremeno naginjanje ploca kako bi virus ostao rasporeden po cijeloj povrsini.
Nakon inkubacije sam dodala 7 mL medija 1 centrifugirala Petrijeve plo¢e 30' na 800g na sobnoj
temperaturi. Nakon centrifugiranja stanice sam inkubirala 10 h na 37°C uz 5% CO,.

Ciljne stanice sam zatim obiljezila sa 5 uM CFSE (Molecular Probes) i pripremila ih u
gustoéi od 10* stanica po uzorku u volumenu od 100 pL R10 medija. Potom sam uzorcima
dodala razli¢ita razrijedenja efektora, tako da je konac¢ni volumen 400 puL R10 uz dodatak rIL-2
1000 U/mL. Uzorci se centrifugiraju na 150g, 5' na sobnoj temperaturi kako bi stanice dosle u
neposredni kontakti te inkubiraju u otvorenim ependorf epruvetama na 37°C uz 5% CO, tijekom
4h.

Analiza testa

Nakon inkubacije, 15' prije analize uzoraka doda se 7-AAD (7-aminoactinomycin D,
eBioscience) koji oboji mrtve stanice. Za svako razrijedenje sam analizirala triplikate uzoraka.
Postotak ubijanja sam izraCunala prema formuli: (mrtve ciljne stanice u uzorku (%) — spontano

umrle ciljne stanice (%)) / (100 % — spontano umrle ciljne stanice (%)).

3.2.15. Statisticka obrada podataka

BrojCane vrijednosti dobivene u pokusima pohranila sam u bazu podataka koristeci
program Microsoft Excel®. Statisti¢ku obradu podataka napravila sam programom GraphPad
Prism5. Odabir odgovarajuceg testa ovisio je o raspodijeli i broju ispitanika (Studentov ¢-fest ili

Mann-Whitney test). Razina od P<0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Kompleks m04 i MHC I ispoljen je na povrsSini virusom inficiranih stanica

Poznato je kako rana infekcija stanica mi§jim citomegalovirusom rezultira brzim
smanjenjem ispoljavanja molekula MHC I na stani¢noj povrSini, i to u svrhu izbjegavanja
antigenske prezentacije i odgovora posredovanog citotoksi¢nim limfocitima T. Kako bih
provjerila da se i u takvim uvjetima na povrSini inficiranih stanica mogu nac¢i kompleksi proteina
m04 i1 molekula MHC 1 koristila sam se metodama povrSinske biotinilacije proteina,
imunoprecipitacije 1 Western blota. Rezultati pokazuju kako se molekule MHC 1 (H-2DY) vezane
na protein m04 ispoljavaju na stani¢noj povrsini tijekom infekcije stanica B12 sa divljim tipom
(WT, prema eng. wild type) MCMV-a. Takoder, vidljivo je kako je koli¢ina molekula MHC I

ispoljenih na stani¢noj povrsini tijekom infekcije manja u usporedbi sa neinficiranim uzorkom.
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Slika 9. Kompleks m04/MHC 1 ispoljen je na stani¢noj povrSini WT MOCMV-inficiranih stanica.
Neinficirane i 12 sati WT-inficirane stanice su povrSinski obiljeZene biotinom te potom lizirane. Imunoprecipitacija
je vriena protutijelom anti-H-2D tijekom jednog sata nakon &ega su imunokompleksi vezani na protein G kolonu.
Nakon razdvajanja uzoraka SDS-PAGE elektroforezom proteini su prebaceni na membranu, inkubirani sa AV-POD

te vizualizirani.
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4.2. Kompleks m04/MHC I sluzi ligaciji inhibicijskog receptora Ly49A

4.2.1. Uc¢inak proteina m04 ovisan je o haplotipu molekula MHC I
Hipoteza naSeg istrazivanja predlaZze kako bi kompleks molekule MHC I i proteina m04
mogao sluZiti vezanju inhibicijskog receptora Ly49 na stanicama NK. Kako bi to provjerila
koristila sam reporterski test u kojem sam reporterske stanice koje ispoljavaju inhibicijski
receptor Ly49A podrijetlom iz miSeva BALB/c ko-kultivirala sa ciljnim stanicama koje su bile
inficirane sa WT MCMV ili mutantom deficijentnom za m04 (Am04 MCMV). Kao ciljne stanice
koristen je MEF porijeklom iz miSeva CBA/J, BALB/c i C57BL/6. Aktivacija reporterskih
stanica korelirala je sa njihovim ispoljavanjem GFP-a $to sam pratila protocnom citometrijom.
Reporterske stanice ko-kultivirane sa neinficiranim CBA/J i BALB/c MEF-om reagirale su
aktivacijom, kao posljedicom vezanja receptora sa endogenim molekulama MHC I. Reporterske
stanice ko-kultivirane sa CBA/J i BALB/c MEF-om prethodno inficiranim sa WT MCMV-om
reagirale su aktivacijom, usprkos smanjenom ispoljavanju molekula MHC I, kao posljedicom
vezanja receptora sa kompleksom MHC I/m04. Reporterske stanice ko-kultivirane sa CBA/J ili
BALB/c MEF-om inficiranim sa mutantom Am04 nisu bile aktivirane. Reporterske stanice ko-
kultivirane sa MEF-om podrijetlom iz C57BL/6 miSeva nisu bile aktivirane ni u kakvim uvjetima

$to je uvjetovano &injenicom da receptor Ly49A ne prepoznaje molekule MHC I haplotipa H-2".
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Slika 10. Inhibicijski recptor Ly49A prepoznaje kompleks proteina m04 i molekula MHC 1 i to
prepoznavanje ovisno je o MHC I-haplotipu. Neinficirane ili inficirane ciljne stanice (CBA/J, BALB/c ili
C57BL/6 MEF) ko-kultivirane su sa reporterskim stanicama koje ispoljavaju Ly49A. Proto¢nom citometrijom
praceno je ispoljavanje proteina GFP 24 sata po ko-kultivaciji. Sivi histogram prikazuje razinu ispoljavanja GFP po
aktivaciji reporterskih stanica. U slu¢aju infekcije otvoreni histogram prikazuje aktivaciju reporterskih stanica po ko-

kultivaciji sa neinficiranim stanicama (kontrolni uzorak).

4.2.2. Aktivacija reporterskih stanica Ly49A je snaZnija u prisustvu kompleksa
MHC I/'m04
U slucaju ko-kultivacije reporterskih stanica sa ciljnim stanicama inficiranim sa WT
MCMV-om primjetila sam vec¢i postotak stanica koje ispoljavaju GFP nego u slucaju ko-
kultivacije sa neinficiranim stanicama, $to je upucivalo na to da Ly49A receptor snaZnije vezZe

kompleks MHC I/m04 nego nativne molekule MHC I. Kako bih to provjerila koristila sam
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nacicu reporterskih stanica u kojima je signalni konstrukt modificiran na nacin da po ligaciji
receptora provodi slabiji signal (Ly49ABALB HCTSy 'K _kultivacija takvih reporterskih stanica sa
neinficiranim MEF-om CBA/J ili BALB/c podrijetla rezultirala je slabom aktivacijom
reporterskih stanica, tj. niskim postotkom GFP* reporterskih stanica. Medutim, ko-kultivacija
reportera sa WT MCMV-inficiranim ciljnim stanicama rezultirala je znacajno snaZnijom
aktivacijom ¢ime je potvrdeno da receptor Ly49A snaznije veze kompleks MHC I/m04 od
nativnih molekula MHC 1. Ko-kultivacija reporterskih stanica sa Am04 MCMV-inficiranim

ciljnim stanicma rezultirala je nedostatkom aktivacije.
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Slika 11. Aktivacija Ly49A-reporterskih stanica jaca je u slufaju ko-kultivacije sa WT-inficiranim
nego neinficiranim ciljnim stanicama. Neinficirane ili inficirane ciljne stanice (CBA/J, BALB/c ili C57BL/6 MEF)
ko-kultivirane su sa reporterskim stanicama koje ispoljavaju Ly49A ali su modificirane na nacin da provode slabiji
signal po aktivaciji. ProtoCnom citometrijom praceno je ispoljavanje proteina GFP 24 sata po ko-kultivaciji te

usporeden postotak stanica pozitivnih na ispoljavanje tog proteina.

Jednak uc¢inak m04 proteina dobila sam i u slucaju reporterskih stanica koje su ispoljavale
receptor Ly49A podrijetlom iz C57BL/6 miSeva. Pritom je, sveukupno gledajuéi, aktivacija

reporterskih stanica u ovom slucaju bila jaca nego u slucaju receptora podrijetlom iz BALB/c
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miSeva. Ovi rezultati takoder potvrduju kako nedostatak aktivacije reporterskih stanica u slucaju
ko-kultivacije sa C57BL/6 MEF-om nije posljedica nefunkcionalnosti receptora u tih miseva veé

nedostatak odgovarajuceg liganda.
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Slika 12. Reporterske stanice koje ispoljavaju receptor Ly49A porijeklom iz miSeva C57BL/6 pokazaju
isti obrazac aktivacije kao i stanice koje ispoljavaju receptor Ly49A porijeklom iz miseva BALB/c.
Neinficirane ili inficirane ciljne stanice (CBA/J, BALB/c ili C57BL/6 MEF) ko-kultivirane su sa reporterskim
stanicama koje ispoljavaju Ly49A porijeklom iz miSeva C57BL/6. Protocnom citometrijom praceno je ispoljavanje

proteina GFP 24 sata po ko-kultivaciji te usporeden postotak stanica pozitivnih na ispoljavanje tog proteina.

4.3. m04 antagonizira u¢inak m152 u negativnoj regulaciji ispoljavanja molekula MHC

I

Kako bi ispitala ulogu proteina m0O4 u kontekstu dva druga virusna regulatora
ispoljavanja molekula MHC I, u reporterskom testu ko-kultivirala sam reporterske stanice Ly49A
sa stanicama CBA MEF-a inficiranim sa slijede¢im virusnim mutantama: WT, Am04, Am06,
Aml152, AmO4Am06, AmO4Amli52, Am06Ami152, AmO4Am0O6Ami52 te neinficiranim stanicama.
Neinficirane te WT, Am06, Ami52, AmO6Ami152 1 AmO04AmO6Ami52 inficirane stanice

ocekivano su aktivirale reportersku linijju ukazuju¢i da na povrSini postoji dostatna koli¢ina
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molekula MHC I potrebna za ligaciju receptora Ly49A. Jednako ocekivano, u slu¢aju Am04 i
AmO04Am06 infekcije, reporterske stanice nisu se aktivirale. Iznenadujuce je, medutim, da su
stanice u slucaju infekcije Am04Aml152 aktivirale reportersku stani¢nu liniju, usprkos prisustvu

m06, negativnog regulatora ispoljavanja MHC 1.

Am04AmO0O6
Am152 AmMm06AM152 Am152

A _A_A

WT Am04 AmO6 AM04Am152  Am04AmO6
NFAT-GFP

Slika 13. m04 antagonizira ufinak m152 u negativnoj regulaciji ispoljavanja molekula MHC 1.
Neinficirane ili inficirane ciljne stanice (CBA/J MEF) ko-kultivirane su sa reporterskim stanicama koje ispoljavaju
Ly49A. Protocnom citometrijom praceno je ispoljavanje proteina GFP 24 sata po ko-kultivaciji. Sivi histogram
prikazuje razinu ispoljavanja GFP po aktivaciji reporterskih stanica u slucaju infekcije. Otvoreni histogram prikazuje

aktivaciju reporterskih stanica po ko-kultivaciji sa neinficiranim stanicama (kontrolni uzorak).

Da bi objasnila gore opisani fenomen, pratila sam kinetiku regulacije ispoljavanja
molekula MHC 1 u uvjetima infekcije koriStenima u reporterskom testu. U navedenim
vremenima po infekciji sakupljala sam stanice te protocnom citometrijom ispitala povrSinsko
ispoljavanje molekula MHC I, H-2D*. U slu¢aju infekcije sa WT ili Am04 razina ispoljavanja se
smanjila ve¢ 4 sata po infekciji te ostala smanjena sve do 36-og sata infekcije. U sluc¢aju Am04
negativno reguliranje ispoljavanja je ocekivano jae izraZeno no pri infekciji sa WT-om. Tijekom

infekcije sa Am06 vidljivo je da prisustvo m04 antagonizira negativnu regulaciju putem m152,
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Sto potvrduje prijaSnje nalaze iz literature [134]. Usporedbom infekcije sa AmO04Am06 i
Am04Am152 vidljivo je kako m152 puno brze i efikasnije regulira ispoljavanje H-2D* od m06.
Iako nakon 36 sati infekcija objema mutantama rezultira usporedivim gubitkom povrSinskog
ispoljavanja H-2D¥, brzina regulacije ispoljavanja ovih molekula tijekom infekcije (posredovana

saml52, tj. sa m06) ima za posljedicu razliCit u¢inak na aktivaciju reporterskih stanica.
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Slika 14. Kinetika regulacije ispoljenosti molekula MHC I na povrSini stanica inficiranih razlic¢itim
virusnim mutantama. CBA/J MEF inficiran je prikazanim virusnim mutantama te u naznaceno vrijeme po infekciji
analiziran proto&nom citometrijom na razinu ispoljenosti molekule H-2D* na stani¢noj povriini. Sivi histogram
pokazuje razinu ispoljenosti H-2D* na inficiranim stanicama dok otvoreni histogram prikazuje iste stanice obiljeZene
odgovarajuc¢im izotipskim protutijelom. Okvir prikazuje vremenski period inkubacije ciljnih stanica sa reporterskim

stanicama tijekom reporterskog testa.



4.4. Vezanje inhibicijskog receptora Ly49A rezultira smanjenom proliferacijom stanica
NK
Kako bi ispitala utjecaj interakcije m0O4/MHC 1 i inhibicijskog receptora Ly49A na
ponasanje stanica NK pratila sam njihovu proliferaciju prilikom virusne infekcije in vivo.
KoriStena metoda obuhvacala je intraperitonealno apliciranje nukleotidnog analoga 5-brom-2'-
deoksiuridina (5-bromo-2'deoxyuridine - BrdU) inficiranim miSevima 2 sata prije izolacije i
analize splenocita proto¢nom citometrijom. U usporedbi sa neinficiranim kontrolnim misSevima
analiza je pokazala kako stanice NK proliferiraju u odgovoru na infekciju. Medutim, vidljivo je
kako prisustvo m04 tijekom infekcije WT MCMV-om dijelom inhibira proliferaciju stanica NK
u usporedbi sa miSevima inficiranim sa Am04. Ugnak je vidljiv u miSeva haplotipa H-2¢

(BALB/c) ali je izraZeniji u miSeva haplotipa H-2* (BALB.K).
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Slika 15. Vezanje inhibicijskog receptora Ly49A rezultira smanjenom proliferacijom stanica NK.
BALB/c i BALB.K miSevi inficirani su intravenozno sa WT- ili Am04-MCMYV ili ostavljeni neinficirani. 1.5
dan po infekciji Zivotinje su tretirane sa 2 mg BrdU intraperitonealno te su im nakon 3 sata izolirani splenociti te

analizirani proto¢nom citometrijom. Prikazan je postotak stanica NK koje su ugradile BrdU.

68



4.5. Prisustvo m04 Stiti stanice od ubijanja posredovanog stanicama NK

Kako bi dodatno ispitala utjecaj m04 na inhibiciju stanica NK provjerila sam ulogu m04 u
zaStiti inficiranih stanica od ubijanja posredovanog stanicama NK. CFSE-om obiljeZene stanice
SVEC4-10 ili B12, prethodno inficirane sa WT ili Am04 MCMV-om, ili neinficirane, ko-
kultivirane su sa splenocitima iz naivnih singeni¢nih (C3H/J ili BALB/c) miSeva te je proto¢nom
citometrijom odreden udio mrtvih ciljnih stanica. Po analizi je vidljivo kako je u oba slucaja
(haplotip H-2* ili H-2%) prisutnost m04 tijekom infekcije WT MCMV-om uvjetovala slabije
ubijanje posredovano stanicama NK u usporedbi sa neinficiranim stanicama ili stanicama

inficiranim sa Am0O4.
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Slika 16. Prisustvo m04 tijekom infekcije sa WT MCMYV-om §titi od specifi¢nog liziranja stanica.
Stanice B12 i SVEC4-10 inficirane su sa WT- ili Am04-MCMYV ili ostavljene neinficirane. Nakon 12 sati infekcije
obiljezene su CFSE-om te ko-inkubirane sa splenocitima naivnih singeni¢nih miseva (BALB/c i CBA/J). Nakon 4
sata ko-inkubacije CFSE" stanice analizirane su protoénom citometrijom tako da je odreden postotak mrtvih stanica

(kao mrtve stanice odredene su CFSE" stanice koje su bile pozitivne i na 7-AAD).
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S obzirom da su 1 SVEC4-10 1 B12 transformirane stani¢ne linije koje ispoljavaju ligande

za NKG2D te je dio njihova ubijanja posredovan i aktivacijskim receptorom NKG2D, provjerom

povrsinskog ispoljavanja liganada za ovaj receptor iskljucila sam mogu¢ utjecaj proteina m04 na

njihovu regulaciju. Iz analize proto¢nom citometrijom vidljivo je kako infekcija sa Am04 ima

jednak negativni utjecaj na ispoljavanje liganada za NKG2D kao 1 infekcija WT MCMV-om §to

upucuje na to da m04 nema utjecaja na regulaciju ispoljavanja ovih liganada. Istovremeno,

potvrdili smo ucinkovito djelovanje WT MCMV-a na regulaciju ispoljavanja molekula MHC 1.
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Slika 17. m04 ne utjece na ispoljavanje liganada za receptor NKG2D. Stanice B12 i SVEC4-10 inficirane su

naznaenim virusima ili neinficirane te 12 sati po infekciji analizirane proto¢nom citometrijom na ispoljavanje (sivi

histogram) a) molekula MHC I i b) liganada za NKG2D. Otvoreni histogram prikazuje isti uzorak obojan

odgovaraju¢im irelevantnim izotipskim protutijelom.
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4.6. Virusna mutanta deficijentna za m04 (Am04) pokazuje smanjeni virusni titar u

odnosu na divlji tip virusa (WT) po infekciji miSeva haplotipa H-2¢ i H-2*

Misevi haplotipa BALB (neovisno o haplotipu MHC I) razvijaju slabi rani imunoloski
odgovor na infekciju WT MCMV-om te nemaju sposobnost kontroliranja virusnog titra 3 dana
po infekciji. Cak i nesto wrezistentniji miSevi CBA/J 1 C3H/J (H-Zk) nemaju mogucénost
kontroliranja titra poput C57BL/6 miSeva u kojih je ta rezistencija posredovana aktivacijskim
receptorom Ly49H. Kako bi ispitala ulogu m04 u spreavanju razvijanja dobrog NK-stani¢nog
odgovora intravenozno sam inficirala miSeve BALB/c (H—2d) sa 2x10° PFU WT ili Am04
MCMV-a. Analizom rezultata testa virusnih Cistina pokazala sam kako infekcija miSeva sa Am04

MCMYV-om rezultira uspjeSnom kontrolom virusnog titra u slezeni 4 dana po infekciji.
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Slika 18. Misevi BALB/c ué¢inkovito kontroliraju infekciju m04-deficijentnom virusnom mutantom i
ta kontrola se gubi po uklanjanju stanica NK. Grupe od 4 BALB/c misa intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU
WT ili Am04 MCMV-a. Dijelu Zivotinja su 8 sati prije infekcije uklonjene stanice NK intraperitonealnim
injiciranjem anti asialo GM1 (sivi kruzi¢i), dok dio Zivotinja nije tretiran (bijeli kruZi¢i). 4. dan po infekciji Zivotinje

su Zrtvovane te slezena analizirana standardnim testom virusnih Cistina radi odredivanja virusnog titra.

71



Kako bi provjerila ulogu stanica NK u kontroli virusnog titra mutante Am04, dijelu
Zivotinja su uklonjene stanice NK, intraperitonealnim apliciranjem depletirajueg seruma anti
asialo GM1, 8-12 sati prije infekcije. Pokazano je kako uklanjanjem stanica NK razina virusnog
titra mutante AmO4 dostize onu u slucaju infekcije WT MCMV-om $§to ukazuje na ulogu tih
stanica u kontroli virusnog titra mutante. Istovremeno uklanjanje stanica NK u slu¢aju infekcije
WT MCMYV-om nema nikakvog utjecaja na virusni titar.

Kriticnu ulogu molekula MHC I pokazala sam infekcijom miSeva BALB/c Tapl " pri
¢emu ti miSevi zbog deficijencije u genu za transport peptida prilikom antigenske prezentacije
ispoljavaju izrazito smanjenu koli¢inu molekula MHC 1. Ti miSevi po infekciji sa WT ili Am04
MCMV-om nisu uspijevali kontrolirati virusnu infekciju. Uklanjanje stanica NK u slu¢aju obje
infekcije nije imalo utjecaja na kontrolu virusnog titra. Iste rezultate potvrdila sam infekcijom
miSeva BALB/c &m'/', koji zbog deficijencije u genu za f2-mikroglobulin ne ispoljavaju

molekule MHC 1.
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Slika 19. Kontrola Am04 MCMYV-a ovisna je o prisustvu molekula MHC I. Grupe od 4-5 BALB/c
miSeva deficijentnih za Tapl (BALB/c Tap]'/') ili f2m (BALB/c ﬁ2m'/') intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU
WT ili Am04 MCMV-a. Dijelu Zivotinja su 8 sati prije infekcije uklonjene stanice NK intraperitonealnim
injiciranjem anti asialo GM1 (sivi kruziéi), dok dio Zivotinja nije tretiran (bijeli kruZic¢i). 4. dan po infekciji Zivotinje

su Zrtvovane te slezena analizirana standardnim testom virusnih Cistina radi odredivanja virusnog titra.
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U prijaS$njim pokusima pokazala sam da ucinak proteina m04 ovisi o haplotipu molekula

MHC 1. Kako bi ispitala ulogu MHC I-haplotipa in vivo, inficirala sam miSeve haplotipa H-2"

(CBA/J, C3H/]J, BALB.K) prema uvjetima koriStenim u gornjim eksperimentima. Rezultati

ukazuju da m04 ima u¢inak i u miSeva haplotipa H-2", a vidljivo je i kako je atenuacija m04-

deficijentne mutante ja¢a u odnosu na onu u miSeva BALB/c. Kao i gore, uklanjanjem stanica

NK, pokazala sam kriti¢nu ulogu ove limfocitne populacije u kontroli virusa Am04.
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Slika 20. MiSevi haplotipa MHC I H-2* kontroliraju infekciju m04-deficijentnom virusnom mutantom
ucinkovitije od BALB/c (H-2d) miSeva. Grupe od 4-5 C3H/J, CBA/J i BALB.K miSeva intravenozno su inficirane
sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. Dijelu Zivotinja su 8 sati prije infekcije uklonjene stanice NK

intraperitonealnim injiciranjem anti asialo GM1 (sivi kruzi¢i), dok dio Zivotinja nije tretiran (bijeli kruzi¢i). 4. dan po

infekciji zivotinje su Zrtvovane te slezena analizirana standardnim testom virusnih ¢istina radi odredivanja virusnog

titra.

4.7. Funkcija proteina m04 nije izraZena u miSeva haplotipa H-2"

Unato¢€ cinjenici da m04 tvori komplekse i1 sa molekulama MHC I haplotipa H-2°[135],

nasi rezultati ukazuju na to da ta interakcija nema ulogu u inhibiranju stanica NK preko receptora

Ly49A. Kako bi to provjerila in vivo, prema gore navedenom protokolu ispitala sam kontrolu
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m04-deficijentne mutante u miSeva C5S7BL/6 (H-2"). Pokazala sam kako ti miSevi podjednako

dobro kontroliraju i WT i Am04 viruse, i to zahvaljujuéi interakciji Ly49H/m157.

C57BL/6 (H-2P)
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Slika 21. Fenotip Am04 MCMV-a nije izraZen u miSeva haplotipa H-2". Grupe od 4 C57BL/6 misa
intravenozno su inficirane sa 3x10° PFU WT ili Am04 MCMV -a. 4. dan po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te slezena

analizirana standardnim testom virusnih ¢istina radi odredivanja virusnog titra.

Kako bi iskljucila ulogu Ly49H, iste miSeve inficirala sam sa mutantom Aml57, pri ¢emu
C57BL/6 miSevi nisu uspijevali kontrolirati virusni titar. Medutim, infekcija istih miSeva sa
dvostrukom mutantom Am04Aml157 pokazala je kako Zivotinje nemaju mogucnost kontrole ni

tog virusa potvrdujuéi po&etno opaZanje gdje m04 nema funkciju u miSeva haplotipa H-2".
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Slika 22. Fenotip Am04 MCMYV-a nije izraZen u miSeva haplotipa H-2". Grupe od 4 C57BL/6 misa
intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU Am157 ili Am04 Am157 MCMV-a. Dijelu Zivotinja su 8 sati prije infekcije

uklonjene stanice NK intraperitonealnim injiciranjem anti NK1.1 (sivi kruZi¢i), dok dio Zivotinja nije tretiran (bijeli

.....

odredivanja virusnog titra.

Kako bi dodatno potvrdila nepostojanje u¢inka m04 u miSeva haplotipa H-2°, inficirala
sam miSeve BALB.B, koji imaju jednak genomski kompleks NKC kao 1 BALB/c miSevi, ali se
razlikuju u tome Sto imaju MHC-haplotip H-2". Ti miSevi takoder nemaju sposobnost
kontroliranja infekcije WT MCMV-om. Kako 1 u gornjim slu€ajevima, ni ovi miSevi nisu bili
sposobni kontrolirati infekciju sa Am04 MCMV-om, ¢ime sveukupno ovi rezultati ukazuju na to

da m04 u mieva haplotipa H-2" ne posreduje inhibiciju stanica NK.
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Slika 23. Fenotip Am04 MCMV-a nije izraZen u miSeva haplotipa H-2". Grupe od 5 BALB.B miseva
intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. Dijelu Zivotinja su 8 sati prije infekcije uklonjene

stanice NK intraperitonealnim injiciranjem anti asialo GMI1 (sivi kruZzi¢i), dok dio Zivotinja nije tretiran (bijeli

.....

odredivanja virusnog titra.

4.8. Novookoceni miSevi nemaju sposobnost kontroliranja infekcije sa mutantom Am 04

Iz literature je poznato kako se geni za molekule Ly49 pocinju u stanicama NK
ispoljavati u tre¢em tjednu postnatalnog razvoja. Stoga sam ulogu m04 u inhibiciji stanica NK
putem interakcije sa receptorima Ly49 ispitala infekcijom miSeva neposredno nakon njihova
rodenja (prvi dan po infekciji) ocekujuc¢i kako novookoceni miSevi nece imati sposobnost
kontroliranja virusnog titra neovisno o prisustvu m04. Analiza je uistinu i pokazala kako, Cetiri
dana po infekciji, novooko¢eni miSevi BALB/c nemaju sposobnost kontroliranja infekcije niti
WT ni Am04 MCMV-om, §to ukazuje na vaznost receptora Ly49 u prepoznavanju m04/MHC I

kompleksa te posredovanju NK-stani¢ne kontrole infekcije.
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Slika 24. Fenotip Am04 MCMV-a nije izraZen u novookoc¢enih miSeva BALB/c. Grupe od 4-5 BALB/c
miSeva intraperitonealno su inficirane sa 100 PFU WT ili Am04 MCMV-a. 4. dan po infekciji Zivotinje su Zrtvovane

te slezena analizirana standardnim testom virusnih ¢istina radi odredivanja virusnog titra.

4.9. Kontrola virusnog titra Am04 posredovana je stanicama NK koje ispoljavaju
inhibicijske receptore Ly49A, Ly49C i Ly49G2
Stanice NK iz miSeva haplotipa BALB, kao i one iz miSeva CBA/J 1 C3H/J ispoljavaju 3
inhibicijska receptora: Ly49A, Ly49C i1 Ly49G2. Kako bi ispitala ulogu subpopulacija NK
stanica koje ispoljavaju ove receptore, prije infekcije miSevima sam aplicirala protutijela koja
specificno uklanjaju pojedine subpopulacije. Dobiveni rezultati ukazuju na to da sve 3
subpopulacije imaju ulogu u kontroliranju titra mutante Am04. Ipak, najveci utjecaj na porast
virusnog titra imalo je uklanjanje populacije koja ispoljava Ly49G2 pri ¢emu je titar bio gotovo
jednak onom koji postize infekcija WT MCMV-om. U¢inak uklanjanja Ly49A" subpopulacije

kao i Ly49C" subpopulacije bio je znatno slabije izrazen.
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Slika 25. Kontrola Am04 MCMYV-a posredovana je subpopulacijama stanica NK koje izrazavaju
inhibicijske receptore Ly49. Grupe od 5 BALB/c miSeva intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04
MCMV-a. Dijelu Zivotinja su 8 sati prije infekcije uklonjene pojedine subpopulacije stanica NK intraperitonealnim
injiciranjem odgovarajuéih protutijela (puni kruziéi prema legendi), dok je dio Zivotinja primio PBS (bijeli kruzi¢i).
4. dan po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te slezena analizirana standardnim testom virusnih Cistina radi odredivanja

virusnog titra.

Dobiveni fenomen moguce je objasniti ukoliko tijekom infekcije dolazi do porasta
pojedine subpopulacije ¢ijim se uklanjanjem onda uzrokuje nedostatak kontrole virusnog titra.
Kako bi ispitala tu mogucnost provjerila sam proporcije pojedinih subpopulacija tijekom
infekcije miSeva BALB/c sa WT i1 Am04 MCMV-om kao 1 u neinficiranih Zivotinja. Usporedbom
dobivenih rezultata vidljivo je kako se proporcija pojedinih subpopulacija ne mijenja znacajno u
zZivotinja inficiranih WT ili Am04 MCMV-om, kao ni u usporedbi sa neinficiranim Zivotinjama.
Isti rezultat pokazan je i u miSeva BALB.K ¢ime je zapravo potvrdena dominantna uloga NK-
stanicnih populacija koje ispoljavaju inhibicijske receptore Ly49G2 u ,missing self*-
posredovanoj kontroli virusne infekcije in vivo, a koja se ne mozZe objasniti iskljucivo

ekspanzijom same populacije.
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Slika 26. Infekcija miSeva WT ili Am04 MCMYV-om ne rezultira znac¢ajnim perturbacijama u prisustvu
pojedinih subpopulacija stanica NK. Grupe od 3 BALB/c i BALB.K misa intravenozno su inficirane sa 2x10°
PFU WT ili Am04 MCMV-a. 3. dan po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te slezena analizirana proto¢nom

citometrijom te odreden postotak stanica NK pozitivnih na ispoljavanje pojedinih receptora Ly49.

4.10. Aktivacijski receptor NKG2D sudjeluje u ,,missing self*-posredovanom NK-
stanicnom nadzoru virusa
Prepoznavanje nedostatka ispoljenosti molekula MHC I na stani¢noj povrSini inficiranih
stanica uzrokuje nedostatak inhibicijskog signala u stanicama NK. Medutim, sam nedostatak
inhibicijskog signala ne uzrokuje aktivaciju stanica NK ukoliko istovremeno ne postoji
aktivacijski signal posredovan vezanjem nekog od aktivacijskih receptora. Do sada je, uglavnom
na modelima odbacivanja transplantata koStane srzi, pokazana uloga aktivacijskih receptora
NKG2D i Ly49D u posredovanju ,,missing self*-aktivacije stanica NK, medutim nisu definirani
aktivacijski receptori koji posreduju taj fenomen tijekom virusne infekcije. Stoga sam odlucila

ispitati ulogu aktivacijskih receptora NKG2D i NKp46 u kontroli infekcije Am04 MCMV-om.
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Misevi BALB/c su 8 sati prije infekcije tretirani blokiraju¢im antitijelom anti-NKG2D.
Analiza virusnog titra pokazala je kako blokada receptora NKG2D djelomi¢no kompromitira
sposobnost miseva u kontroliranju infekcije mutantom AmO04 Sto ukazuje na ulogu ovog
receptora u posredovanju aktivnosti stanica NK tijekom ,,missing self*-ovisnog prepoznavanja.
Fenomen se kao i u dosada$njim pokusima pokazao jaCe izraZen u miSeva haplotipa H-2% u
ovom sluc¢aju miSeva BALB.K. S obzirom da je blokada receptora NKG2D izazvala samo
djelomi¢nu osjetljivost miSeva na infekciju, ispitala sam ulogu dodatnog snaznog aktivacijskog
receptora - NKp46. Medutim infekcija miSeva BALB/c deficijentnih za gen koji kodira za ovaj
receptor, BALB/c Ncrl™, nije ukazala na ulogu ovog receptora tijekom ,missing self*-

posredovanog prepoznavanja (nije pokazano).
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Slika 27. Aktivacijski receptor NKG2D posreduje kontrolu virusa putem ,,missing self*-a. Grupe od
5 BALB/c i BALB.K miSeva intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. Dijelu Zivotinja je 8
sati prije infekcije blokiran receptor NKG2D intraperitonealnim injiciranjem blokiraju¢ih anti NKG2D protutijela
(sivi kruzi¢i), dok dio Zivotinja nije tretiran (bijeli kruZi¢i). 4. dan po infekciji Zivotinje su zZrtvovane te slezena

analizirana standardnim testom virusnih ¢istina radi odredivanja virusnog titra.
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4.11. Stanice NK pokazuju slican obrazac maturacije ali razlicit obrazac aktivacije te
lué¢e manje IFNY u sluc¢aju infekcije miSeva sa virusom Am04
Tijekom akutne infekcije miSeva sa WT MCMV-om stanice NK reagiraju brzom
aktivacijom te luCenjem citoliticnih molekula perforina 1 granzima, kao i citokina poput IFNY.
Njihova aktivacija o€ituje se i ispoljavanjem aktivacijskog biljega CD69. Takoder, pra¢enjem
ispoljavanja aktivacijskog biljega CD27 te molekule integrina CD11b zakljucilo se kako prilikom
akutne infekcije vefinu NK-staniCne populacije c¢ine zrele 1 aktivirane te iscrpljene
subpopulacije. Kako bi pokazali razlike u ponaSanju stanica NK tijekom infekcije miSeva sa
virusima WT 1 Am04 pratili smo broj stanica NK kao 1 obrazac ispoljavanja aktivacijskih 1
maturacijskih molekula tijekom ranog odgovora na infekciju, tj. 36 1 72 sata po infekciji.
Povrsinskim bojanjem specificnih NK-stani¢nih biljega pokazali smo kako se po infekciji
miseva BALB/c u slezeni smanjuje udio stanica NK. Taj je udio, medutim, ocuvan tijekom
infekcije miSeva sa mO4-deficijentnom mutantom. Prikazani odnos korelira sa ocCuvanjem

kontrole virusnog titra u ovih miSeva in vivo.
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Slika 28. Udio stanica NK u slezeni smanjuje se nakon infekcije sa WT MCMYV-om no ofuvan je

nakon infekcije sa Am04 MCMV-om. Grupe od 3 BALB/c mia intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili

Am04 MCMV-a. 1.5 te 3.5 dana po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te slezena analizirana proto¢nom citometrijom te
odreden postotak stanica NK.

Istovremeno, intracelularnim bojanjem molekula IFNYy pokazala sam kako je 36 sati po
infekciji udio stanica NK pozitivnih za ispoljavanje ovog citokina znafajno vec¢i u miSeva
inficiranth WT MCMV-om nego u miSeva inficiranih sa Am04. 72 sata po infekciji udio stanica
NK pozitivnih za ispoljavanje IFNY znacajno opada neovisno o prisutnosti m04. Ova pojava
ukazuje na uzro¢no-posljedi¢nu vezu sa razinom virusnog titra u slezeni. Takoder, upucuje na
¢injenicu da se stanice NK koriste mehanizmima razli¢itim od lucenja IFNY prilikom kontrole

virusa Am04, najvjerojatnije citolitiCkim mehanizmima.
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Slika 29. Udio stanica NK pozitivnih na ispoljavanje IFNy manji je u slucaju infekcije sa Am04
MCMV-om nego u slu¢aju infekcije WT-om. Grupe od 3 BALB/c mi3a intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU
WT ili Am04 MCMV-a. 1.5 te 3.5 dana po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te slezena analizirana proto¢nom

citometrijom te odreden postotak stanica NK pozitivnih na ispoljavanje IFNY.

Ovaj rezultat korelira sa rezultatima dobivenim povrSinskim bojanjem aktivacijskog
biljega CD69 pri ¢emu je vidljivo da je pri infekciji WT MCMV-om veéi udio stanica NK

pozitivan na ispoljavanje CD69 od onog u miSeva inficiranih sa Am04.

83



s 1.5 dpi i 3.5 dpi
+ + —
3 — 2
g 304 8 804
o (&) —
+ [— +
g S
[ - -
2 60 §- 60
= 4
o o
o 404 o 401
o &)
o 2]
o a
O 204 O 204
ES ES
0 [ I 0 [ |
I O O & O $)
\3\0 q‘\\“ b@‘ ‘5\0 {s‘%‘ b\“
06\ v@o oé‘\ v@Q

Slika 30. Udio stanica NK pozitivnih na ispoljavanje CD69 manji je u sluc¢aju infekcije sa Am04
MCMV-om nego u slu¢aju infekcije WT-om. Grupe od 3 BALB/c mia intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU
WT ili Am04 MCMV-a. 1.5 te 3.5 dana po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te slezena analizirana proto¢nom

citometrijom te odreden postotak stanica NK pozitivnih na ispoljavanje CD69.

Obrazac sazrijevanja stanica NK tijekom infekcije miSeva WT 1 Am04 MCMV-om
pokazao je kako vec¢i udio stanica NK c¢ine zrele i aktivirane stanice, tj. one stanice sa visokom
razinom ispoljavanja molekula CD27 (CD27" tj. R1 i R2). Pritom se smanjuje razina iscrpljenih
stanica, tj. onih sa visokom razinom ispoljavanja CD11b i niskom razinom ispoljavanja CD27
(CD11b"CD27" tj. R3). Usporedbom infekcije sa WT i Am04 MCMV-om nisu primjecene

znacajne razlike u ispoljenosti ovih biljega zrelosti perifernih stanica NK.
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Slika 31. Obrazac sazrijevanja perifernih stanica NK u MCMV-inficiranih BALB/c miSeva. Grupe od 3
BALB/c miga intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. 3.5 dana po infekciji Zivotinje su
Zrtvovane te slezena analizirana proto¢nom citometrijom te odreden postotak stanica NK pozitivnih na ispoljavanje

CDl11b i CD27.

4.12. NK-stani¢ni odgovor posredovan prepoznavanjem nedostatka vlastitog ne utjece
na kvalitetu odgovora limfocitima T

Kao $to je opisano u uvodu, dosadasnji radovi ukazali su na odredene kontradiktornosti u

interpretaciji utjecaja inicijalnog NK-stani¢nog odgovora na kasnije dominantni CD8 T-

limfocitni odgovor, ¢ime su ukazali na potrebu za dodatnim revidiranjem uloge jafine NK-
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stani¢nog odgovora, kao i samog signalnog puta uklju¢enog u aktivaciju stanica NK. Stoga sam
odlucila model infekcije miSeva mutantom Am04 koristiti kao model za ispitivanje kvalitete CD8
T-limfocitnog odgovora koji dominira nakon pocetnog NK-stani¢nog odgovora posredovanog
,missing self*“-prepoznavanjem. MiSevima BALB/c inficiranima sa WT ili Am04 odreden je
fenotipski 1 funkcionalni kapacitet limfocita CD8 T sedmi dan po infekciji. Dio Zivotinja
ostavljen je neinficiran 1 koriSten kao kontrolna skupina. Pokazala sam da je udio limfocita CD8

T specificnih za MCMYV a koji ispoljavaju IFNY podjednak u slucaju obje infekcije.
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Slika 32. MCMYV-specifi¢ni CD8 T-limfocitni odgovor u BALB/c miSeva. Grupe od 3 BALB/c miSa
intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. 7 dana po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te su
splenociti nakon stimulacije MCMV-specifi¢nim peptidima analizirani proto¢nom citometrijom te odreden postotak

limfocita CD8 T pozitivnih na ispoljavanje IFNY.

Isti rezultat potvrden je i upotrebom fluorescentno obiljezenih MHC 1 teramera koji
specificno prepoznaju MCMV-specifi¢ne subpopulacije CD8 T limfocita. Odredivanjem udjela

CD43" Tetramer” stanica utvrdena je razina aktivacije ove stani¢ne subpopulacije.
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Slika 33. MCMYV-specifi¢ni CD8 T-limfocitni odgovor u BALB/c miSeva. Grupe od 3 BALB/c miSa
intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. 7 dana po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te

slezena analizirana proto¢nom citometrijom te odreden postotak aktiviranih MCMV-specifi¢nih limfocita CD8 T.

Analizom ispoljenosti specifi¢nih biljega vidljivo je kako se udio efektorskih limfocita
CD8 T (CD44"CD127 CD62L") znatajno poveéava prilikom infekcije MCMV-om, ali se ne

razlikuje u u ovisnosti o prisustvu m04.
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Slika 34. Fenotip CD8 T-limfocitnog odgovora u BALB/c miSeva. Grupe od 3 BALB/c misa
intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. 7 dana po infekciji Zivotinje su Zrtvovane te

slezena analizirana proto¢nom citometrijom te odreden fenotip limfocita CD8 T.
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Ovi rezultati ukazuju da efikasan ,,missing self*-posredovani NK-stani¢ni odgovor ne

kompromitira kasniju imunolosku reakciju posredovanu limfocitima CD8 T.

4.13. Kvalitetan CD8 T-limfocitni odgovor omogucen je ocuvanjem broja
konvencionalnih dendriti¢kih stanica

Interakciju izmedu stanica NK i limfocita T uvelike posreduju dendriticke stanice, ali
njihova uloga tijekom citomegalovirusne infekcije nije dovoljno razjasnjena. Smatra se da
tijekom prvih 24 sata infekcije konvencionalne dendriticke stanice sa funkcijom antigenske
prezentacije bivaju inficirane te je poznato da se njihov udio u slezeni smanjuje. Istovremeno se
mijenja obrazac luCenja IL-12 od strane tih stanica, a taj citokin za posljedicu ima aktivaciju
limfocita T, te poti¢e lucenje IFNY od strane stanica NK 1 limfocita T. Za razliku od njih
plazmacitoidne dendriti¢ke stanice nisu inficirane te one tijekom infekcije luce tip I interferone,
koji imaju antiviralni ali i imunosupresivni u¢inak.

Kako bi objasnila gore opisani rezultat, gdje sam pokazala kako snaZan inicijalni NK-
stani¢ni odgovor ne utjeCe na kvalitetu kasnijeg CD8 T-limfocitnog odgovora, odlucila sam
ispitati dolazi 1i do fenotipskih i1 funkcionalnih promjena u odjeljku dendritickih stanica. Slezene
miSeva inficiranth sa WT ili Am04 analizirane su 36 1 72 sata po infekciji proto€nom
citometrijom pri ¢emu su odredeni udjeli konvencionalnih i plazmacitoidnih dendritickih stanica.
Istovremeno, kako bi odredila da li je naruSena funkcionalnost plazmacitoidnih dendriti¢kih
stanica, odredila sam razinu IFNo u serumu inficiranih Zivotinja. Iz analize je vidljivo kako se 36
sati po infekciji udio pDC-ova povisuje u odnosu na neinficiranu kontrolnu grupu miSeva.

Istovremeno, taj udio podjednak je kod miSeva inficiranih sa WT 1 Am04 MCMV-om. 72 sata po
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infekciji udio pDC-ova se smanjuje u inficiranih Zivotinja, no jo§ uvijek je visi u odnosu na

neinficirane Zivotinje.
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Slika 35. Udio plazmacitoidnih dendriti¢kih stanica (pDC) ne ovisi o jacini inicijalnog NK-stani¢nog
odgovora. Grupe od 3 BALB/c miSa intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. 1.5 i 3.5 dana

po infekciji Zivotinje su Zrtvovane, slezena analizirana proto¢nom citometrijom te odreden udio pDC.

Razina IFNa u serumu podjednaka je u Zivotinja inficiranih WT i Am04 MCMV-om no

znacajno visa od razine u serumu neinficiranih Zivotinja i smanjuje se 72 sata po infekciji.

89



150- 1.5 dpi 150- 3.5 dpi
~ 100- ~ 100-
E E
o o
=2 2
=] 3
= =
£ 504 £ 50-
0 L] L] 0 T L] -
& o‘g\ o@ & o“$ o‘§
& A\ & & & &
& & & & & &
& X & £

Slika 36. Razina IFNq inficiranih Zivotinja u serumu ne ovisi o ja¢ini inicijalnog NK-stani¢nog
odgovora. Grupe od 3 BALB/c mi3a intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. 1.5 i 3.5 dana

po infekciji Zivotinjama je izoliran serum te ELISA-om utvrdena razina citokina.

Kao §to je poznato iz literature, 72 sata po infekciji, udio cDC-ova u slezeni WT-
inficiranih miSeva je smanjen u odnosu na neinficirane miSeve [170]. Medutim, po infekciji
miSeva sa Am04 MCMV-om udio cDC-ova u slezeni je oCuvan i vi§i u odnosu na miSeve
inficirane WT MCMV-om, §to upucuje na ocuvanje antigenske prezentacije te dijelom

objasnjava efikasan CD8 T-limfocitni odgovor.
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Slika 37. Udio konvencionalnih dendritickih stanica (cDC) ovisan je o jacini inicijalnog NK-stani¢nog
odgovora. Grupe od 3 BALB/c mi3a intravenozno su inficirane sa 2x10° PFU WT ili Am04 MCMV-a. 1.5 i 3.5 dana
po infekciji Zivotinje su Zrtvovane, slezena analizirana protocnom citometrijom te odreden udio cDC. (* P<0.01, **

P<0.005)

Ovi rezultati, kao i rezultati poznati iz literature, ukazuju na ¢injenicu da utjecaj stanica
NK na dinamiku i kvalitetu CD8 T-limfocitnog odgovora ovisi o kontekstu infekcije i aktivacije
stanica NK, sugeriraju¢i na kompleksnost i nepostojanje unificiranog moda interakcije

komponenti imunoloskog odgovora.

4.14. MCMYV m04 je nuzan za prepoznavanje inficiranih stanica preko aktivacijskog
receptora Ly49P

Iz literature je poznato da postoje dva aktivacijska receptora Ly49, Ly49H i Ly49P, koja

specificno prepoznaju stanice inficirane MCMV-om. I dok je za Ly49H poznato da prepoznaje

direktno glikoprotein m157, za Ly49P poznato je kako prepoznaje MHC molekulu H-2D* u

kontekstu virusne infekcije. Stoga smo postavili pitanja: (i) koji virusni faktor(i) je/su potrebni za
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prepoznavanje inficiranih stanica od strane Ly49P i (i1) postoje li dodatni aktivacijski receptori
Ly49 koji specifi¢no prepoznaju MCMV-inficirane stanice.

Kako bi identificirala virusni gen nuZan za prepoznavanje od strane Ly49P, ko-kultivirala
sam GFP-reportersku liniju koja ispoljava Ly49P sa ciljnim stanicama haplotipa H-2* (CBA
MEF) koje su bile inficirane razli¢itim virusnim mutantama kojima su nedostajali odredeni
dijelovi genoma. Analiza rezultata pokazala je kako stanice inficirane mutantom kojoj nedostaju
geni od m0O1 do m22 nisu sposobne aktivirati reportersku liniju $to ukazuje na Cinjenicu da se
odgovoran gen nalazi u toj regiji. Kao kontrola koriStene su neinficirane stanice koje nisu
aktivirale, t¢ WT MCMV-inficirane stanice koje su aktivirale reportersku liniju, ¢ime sam
potvrdila kritiénost virusne infekcije u H-2D*-posredovanom prepoznavanju inficiranih stanica

od strane Ly49P.

A6 Al
MCMV (Am144-m157)  (AmO1-m17)

Ly49P NFAT-GFP

A J

Slika 38. Ly49P-reporterske stanice ne aktiviraju se po ko-kultivaciji sa ciljnim stanima inficiranima
MCMYV-mutantom kojoj nedostaju geni iz regije m1-m17. Ly49P-reporterske stanice bile su ko-kultivirane sa
CBA MEF-om inficiranim sa navedenim mutantama. Nakon 24 sata koinkubacije reporterske su stanice sakupljene i
analizirane na ispoljavanje GFP-a (sivi histogram). Bijeli histogrami prikazuju razinu ispoljavanja GFP-a u

reporterskim stanicama ko-kultiviranima sa neinficiranim ciljnim stanicama.

Kako se u regiji m0I-m22 nalaze dva gena koja kodiraju regulatore ispoljavanja molekula

MHC I: m04 i m06, odlucila sam testirati mutante kojima nedostaju navedeni individualni
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regulatori MHC . Rezultati su pokazali kako stanice inficirane mutantom kojoj nedostaje gen
m04 (Am0O4) nisu mogle aktivirati reportersku liniju, pokazujuéi kriticnu ulogu m04 u
prepoznavanju inficiranih stanica od strane Ly49P. Reporterske stanice inkubirane sa stanicama

inficiranima sa Am06 ili Am152 bile su aktivirane kao u slu¢aju WT MCMYV infekcije.
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Slika 39. Aktivacija Ly49P-reporterskih stanica ovisna je o prisustvu m04. Ly49P-reporterske stanice
bile su ko-kultivirane sa CBA MEF-om inficiranim sa navedenim mutantama. Nakon 24 sata koinkubacije
reporterske su stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a (sivi histogram). Bijeli histogrami prikazuju

razinu ispoljavanja GFP-a u reporterskim stanicama ko-kultiviranima sa neinficiranim ciljnim stanicama.

4.15. Prisustvo m04 na povrSini inficiranih stanica je kriticno ali ne i dostatno za
prepoznavanje preko aktivacijskih receptora Ly49

Kako bih provjerila da li je kompleks m04/MHC I dostatan za prepoznavanje od strane

Ly49P, ko-kultivirala sam stani¢nu linijju MEF.K sa Ly49P-ispoljavaju¢im reporterskim

stanicama. Za razliku od WT MCMV-inficiranih ciljnih stanica neinficirana stani¢na linija

MEF K kao ni ona inficirana Am04 MCMV-om ili transfecirana m04-ispoljavaju¢im plazmidom

nisu uspjele aktivirati reportersku liniju Sto ukazuje da je mO4 nuzan ali ne i dostatan za

prepoznavanje preko Ly49P.
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Slika 40. MCMYV m04 vazan je ali ne i dostatan za aktivaciju Ly49P-reporterskih stanica. Ly49P-
reporterske stanice bile su ko-kultivirane sa stanicama MEF.K inficiranim sa navedenim mutantama. Nakon 24 sata
koinkubacije reporterske su stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a. Brojke na tockastom dijagramu
pokazuju postotak reporterskih stanica koje ispoljavaju GFP. Rezultat prikazan na slici napravljen je na Sveucilistu

McGill, Montreal, Canada, u grupi Dr. Silvie M. Vidal.

Da bih utvrdila da 1i je dodatni faktor potreban za prepoznavanje kodiran u virusnom
genomu, MEF K liniju transfecirala sam pojedina¢no plazmidima koji ispoljavaju gene MCMV-
a: m04, m90 i m157 te ih potom inficirala sa mutantom Am04 te ko-kultivirala sa reporterskim
stanicama. U slu€aju stanica koje su sa plazmida ispoljavale m04, reporterske stanice su se
aktivirale, iako ne do razine izazvane ko-kultivacijom sa WT MCMV-inficiranim stanicama. U
slucaju irelevantnih proteina m90 i m157 aktivacija reporterskih stanica je ocCekivano izostala.
Dobiveni rezultati upucuju kako postoji dodatni virusni faktor(i) potreban za prepoznavanje

inficiranih stanica od strane receptora Ly49P.
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Slika 41. Transfekcija sa m04 komplementira infekciju sa Am04 MCMV-om prilikom aktivacije
reporterskih stanica. Stanice MEF.K stabilno su transfecirane sa navedenim plazmidima te potom inficirane sa
Am04 MCMV-om i ko-kultivirane sa Ly49P-reporterskim stanicama. Nakon 24 sata koinkubacije reporterske su
stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a. Brojke na tockastom dijagramu pokazuju postotak
reporterskih stanica koje ispoljavaju GFP. Rezultat prikazan na slici napravljen je na Sveucilistu McGill, Montreal,

Canada, u grupi Dr. Silvie M. Vidal.

4.16. Prepoznavanje od strane aktivacijskog receptora zahtijeva prisustvo faktora iz A7
regije genoma MCMV-a

Da bi identificirala dodatni faktor(e) nuzan za prepoznavanje preko Ly49P, ponovno sam

ko-kultivirala reporterske stanice sa ciljnim stanicama inficiranim sa razli¢itim delecijskim

mutantama. Analiza je pokazala kako reporterske stanice nisu bile aktivirane u uvjetima

inkubacije sa ciljnim stanicama inficiranima sa mutantom kojoj nedostaju geni od m159 do m170

(AT).
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Slika 42. Virusni element iz regije A7 (m159-m170) potreban je za aktivaciju Ly49P-reporterskih
stanica. Ly49P-reporterske stanice bile su ko-kultivirane sa CBA MEF-om inficiranim sa navedenim mutantama.
Nakon 24 sata koinkubacije reporterske su stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a (sivi histogram).

Bijeli histogrami prikazuju razinu ispoljavanja GFP-a u reporterskim stanicama ko-kultiviranima sa neinficiranim

ciljnim stanicama.

Kako bi suzila regiju genoma odgovornu za aktivaciju stanica NK, ko-inkubirala sam
reportere sa ciljnim stanicama inficiranim sa manjim delecijskim mutantama: A7S.1 (Aml59-
ml62), A7S2.3 (Ami163-m166), A7S.3 (Am167-m170). Dok su stanice inficirane mutantama
A7S.1 1 A7S.2 aktivirale reportersku liniju, u slucaju stanica inficiranih sa A7S.3 aktivacija je
izostala, ¢ime se odgovorna regija suzila na samo Cetiri gena: m167, m168, m169 i m170.
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Slika 43. Virusni element iz regije A7.S3 (m167-m170) potreban je za aktivaciju Ly49P-reporterskih
stanica. Ly49P-reporterske stanice bile su ko-kultivirane sa CBA MEF-om inficiranim sa navedenim mutantama.
Nakon 24 sata koinkubacije reporterske su stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a (sivi histogram).

Bijeli histogrami prikazuju razinu ispoljavanja GFP-a u reporterskim stanicama ko-kultiviranima sa neinficiranim

ciljnim stanicama.
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U svrhu identifikacije gena odgovornog za interakciju sa Ly49P, provela sam reporterski
test sa ciljnim stanicama inficiranima sa mutantama kojima nedostaju individualno gore navedeni
geni (Amli167, Ami68, Aml69, Aml70). Medutim, iznenadujuce, u uvjetima infekcije sa
individualnim mutantama reporterske stanice bile su normalno aktivirane (u usporedbi sa WT
MCMV-inficiranim stanicama) ukazuju¢i na cinjenicu da ni jedan od predvidenih gena

individualno nije odgovoran za gore opisani fenomen.
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Slika 44. Nijedan od gena iz A7.S3 regije individualno nije kriti¢an za aktivaciju Ly49P-reporterskih
stanica. Ly49P-reporterske stanice bile su ko-kultivirane sa CBA MEF-om inficiranim sa navedenim mutantama.
Nakon 24 sata koinkubacije reporterske su stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a (sivi histogram).
Bijeli histogrami prikazuju razinu ispoljavanja GFP-a u reporterskim stanicama ko-kultiviranima sa neinficiranim

ciljnim stanicama.
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Pri analizi ovih rezultata treba voditi raCuna da su mutante konstruirane i generirane
prema otvorenim okvirima citanja predvidenima bioinformati¢kom analizom. Stoga sam, da bi

bolje analizirala to podrucje genoma, provela analizu transkripcijske aktivnosti te regije.
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Slika 45. U regiji genoma koja obuhvaca gene m167-m170 dominira jedan transkript. Stanice BALB/c
MEF inficirane su sa WT MCMV-om te je iz njih nakon 12 sati izolirana ukupna RNA. Uz pomoc¢ oligo-dT i gen-
specifi¢nih pocetnica umnoZen je transkript te mu odredena sekvenca. (M=DNA marker, C i @RT=kontrolni uzorak,
5' i 3' probe=gen-specificne probe) Donji dio slike shematski prikazuje poloZaj transkripta u odnosu na
bioinformaticki predvidene otvorene okvire Citanja. (brojevi prikazuju predvidene granice gena/transkripta, strelice

prikazuju poloZaj pocetnica koristenih pri uklanjanju gena iz genoma)
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Rezultati umnozavanja krajeva molekula cDNA (eng. Rapid Amplification of cDNA Ends
— RACE) ukazali su na ¢injenicu da u toj regiji postoji samo jedan transkripcijski produkt, koji
sekvencom odgovara produktu gena ml69 ali se svojim 5' i 3' netranslatirajuéim regijama
preklapa sa predvidenim podrucjima gena ml68 i m170, Sto djelomi¢no objaSnjava rezultate
dobivene nakon analize individualnih mutanti tijekom reporterskog testa.

Ulogu transkripta djelomi¢no sam potvrdila nakon ko-kultivacije reporterskih stanica sa
ciljnim stanicama inficiranim sa mutantama kojima nedostaju po dva susjedna gena u
kombinaciji: Am168m169 te Am169m170, pri cemu je vidljivo kako aktivacija reportera gotovo u
potpunosti izostaje u slu¢aju AmI169ml170 te samo djelomicno u sluaju Aml168mi169 Sto ukazuje

na mogucu vazniju ulogu 5' kraja ovog transkripta.
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Slika 46. Aktivacija reporterskih stanica ovisna je o prisutnosti transkripta iz regije A7.S3. Ly49P-
reporterske stanice bile su ko-kultivirane sa CBA MEF-om inficiranim sa navedenim mutantama. Nakon 24 sata
koinkubacije reporterske su stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a (sivi histogram). Bijeli histogrami

prikazuju razinu ispoljavanja GFP-a u reporterskim stanicama ko-kultiviranima sa neinficiranim ciljnim stanicama.
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4.17. Aktivacijski receptori Ly49L i Ly49D2 takoder prepoznaju molekule MHC I u
kontekstu MCMV-kodiranog m04
Postojanje dva aktivacijska receptora Ly49 specificna za prepoznavanje MCMV-
inficiranih stanica potaklo nas je na ispitivanje postoje li i dodatni receptori koji su takoder
specificni za MCMV. Stoga sam provela test koriste¢i reporterske stanice koje su ispoljavale
individualne aktivacijske receptore Ly49 te identificirala dva dodatna receptora specfi¢na za
prepoznavanje WT MCMV-inficiranih stanica haplotipa H-2%: Ly49L, ispoljen u miSeva
haplotipa BALB, te Ly49D2, ispoljen u miSeva PWK/Pas. Istovremeno, ti receptori nisu
prepoznavali neinficirane stanice. Zeleéi provjeriti da li je prepoznavanje inficiranih stanica
ograniceno na pojedini haplotip molekula MHC I, reporterske smo stanice ko-inkubirali sa WT
MCMV-inficiranim stanicama haplotipa H-2". I dok je aktivacija Ly49L-reporterskih stanica bila
odrzana, Ly49D2-reporterske stanice nisu se aktivirale, ukazujuéi na to da je prepoznavanje od
strane ovog receptora ograniceno na ciljne stanice haplotipa H-2*. Kako bi karakterizirali virusni
faktor ukljuen u ovo prepoznavanje, reporterske smo stanice ko-inkubirali sa ciljnim stanicama
inficiranim sa razli¢itim MCMYV-delecijskim mutantama te, iznenadujuce, pronasli da su Ly49L i
Ly49D2 takoder specifi¢ni za prepoznavanje kompleksa MHC I/m04. Istovremeno, oba su ova

receptora za prepoznavanje zahtijevala i prisustvo faktora iz A7 regije.
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Slika 47. Dva dodatna aktivacijska receptora Ly49 specificno prepoznaju kompleks m04/MHC 1.
Ly49L- i Ly49D2-reporterske stanice bile su ko-kultivirane sa CBA i BALB/c MEF-om inficiranim sa navedenim
virusima. Nakon 24 sata koinkubacije reporterske su stanice sakupljene i analizirane na ispoljavanje GFP-a (sivi
histogram). Bijeli histogrami prikazuju razinu ispoljavanja GFP-a u reporterskim stanicama ko-kultiviranima sa

neinficiranim ciljnim stanicama.

Zakljucno, ovi rezultati ukazuju na postojanje barem tri aktivacijska receptora Ly49:
Ly49P, Ly49L i Ly49D2 koji specifi¢no prepoznaju MCMV-inficirane stanice preko kompleksa
m04/MHC 1. Takoder, to prepoznavanje ovisno je ne samo o prisutnosti ve¢ i o haplotipu

molekula MHC I te o dodatnom faktoru/faktorima kodiranima u virusnom genomu.
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5. RASPRAVA

Mnogi virusi su tijekom ko-evolucije sa doma¢inom razvili mehanizme kojima reguliraju
ispoljavanje molekula MHC I kako bi izbjegli antigensku prezentaciju i prepoznavanje od strane
limfocita CD8 T. Sukladno tome, takve MHC I-deficitne inficirane stanice trebale bi biti
podloZzne ubijanju od strane stanica NK i to na temelju ,missing self*-posredovanog
prepoznavanja. Misji citomegalovirus kodira tri proteina koja reguliraju ispoljavanje molekula
MHC I. m152 i m06 imaju jasnu ulogu u negativnoj regulaciji ispoljavanja molekula MHC I, pri
¢emu m152 zaustavlja transport ovih molekula u endoplazmatskoj mrezici dok ih m06 usmjerava
u lizosome. Uloga m04, pak, do sada nije bila tako jasna. Rani radovi pokazali su kako m04 veze
molekule MHC I te potpomaZe njihov odlazak na povrSinu, tj. antagonizira u¢inak m152 [132,
134, 168]. Medutim, u literaturi se moZe pronaci i podatak o ulozi m04 u izbjegavanju MCMV-
specificnog CD8 odgovora te je zapravo nejasno da li vezanje m04 na MHC I interferira sa
vezanjem peptida namjenjenog prezentaciji ili prepoznavanjem od strane T-stani¢nog receptora
[135]. Nasa hipoteza je bila da m0O4 originalno sluzi virusu da bi na povrSini stanice osigurao
dovoljno molekula MHC I koje su dostatne za ligaciju inhibicijskih receptora Ly49 i inhibiciju

NK-stani¢nog odgovora.

U ovom radu pokazala sam novi mehanizam kojim se mi§ji citomegalovirus sluzi u
izbjegavanju NK-stanicnog odgovora usprkos snaznoj negativnoj regulaciji ispoljavanja
molekula MHC I. Naime, koristeci test reporterskih stanica pokazala sam kako prisutnost m04
tijekom WT MCMV infekcije stanica anatgonizira u¢inak m152 1 omogucava dolazak dovoljne
koli¢ine liganada za inhibicijski receptor Ly49A (Slika 10. i 14.). Zanimljivo, usporedujuci

stupanj aktivacije reporterskih stanica pri ko-kultivaciji sa neinficiranom 1 WT MCMV-
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inficiranim ciljnim stanicama primjetila sam kako prisustvo m04, tj. kompleksa m04/MHC I
(infekcija sa WT MCMV) rezultira ve¢im postotkom aktiviranih reporterskih stanica nego u
slu¢aju ligacije receptora sa njegovim nativnim ligandom — H-2D® ili H-2D* (Slika 11.). To
upucuje na mogucénost da m04 zaista mijenja konformaciju molekula MHC I te na taj nacin

osigurava veci afinitet receptora Ly49A za kompleks.

Deplecijom ukupnih stanica NK kao 1 deplecijom populacija stanica NK koje nose
pojedine inhibicijske receptore Ly49 (Slika 18. 1 25.) pokazala sam ulogu ,missing self*-
prepoznavanja u kontroli virusne infekcije. Deplecija pojedinih subpopulacija ukazala je na
dominantnu ulogu Ly49G2" stanica NK u kontroli Am04 MCMV-infekcije. Uloga Ly49G2*
stanica NK pokazana je 1 ranije u literaturi u kontroli WT MCMYV-infekcije u miSeva C57L.M-
H2" gdje te stanice ekspandiraju po infekciji te posreduju rezistenciju [171], ali je njihova
proliferacija primjecena 1 u slucaju infekcije virusom uzro¢nikom limfocitnog koriomeningitisa
(LCMV), mi§jim hepatitis virusom ili virusom vakcinije [172, 173]. Zanimljivo, Ly49G2*
stanice NK su i prva populacija stanica koje se javlja nakon transplantacije hematopoetskih
mati¢nih stanica [174]. Sama dominacija te subpopulacije nije razjasnjena u literaturi, te moZemo
samo nagadati zbog Cega te stanice pokazuju snaznu reaktivnost. Naime, gotovo sve Ly49G2*
stanice NK ispoljavaju visoku razinu receptora za IL-12 (IL-12RB2) [175] zbog ¢ega bi mogle
pokazivati bolji odgovor na IL-12 izlucen tijekom infekcije. Pa ipak naSi rezultati ne ukazuju na
znacajne razlike u serumskoj razini IL-12 tijekom WT i Am04 infekcije, kao ni razliku u postotku
IFNY" stanica koje ispoljavaju Ly49G2 (nije pokazano). U H-2* mi3eva, gdje je fenotip m04
najizrazeniji 1 gdje se Ly49G2 veze samo na molekulu H-2D" [40], nedostatak m04 (infekcija sa
Am04 MCMV) rezultira niskom razinom ispoljenosti molekula MHC I, reduciranim

inhibicijskim signalom i snaznom kontrolom virusnog titra. U H-2° miSeva, gdje Ly49G2 veZe
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H-2D! i H-2L" [40], unato& smanjenom ispoljavanju molekula MHC I moZemo pretpostaviti da
dva liganda posreduju inhibicijske signale te je i fenotip m04 slabije izrazen u ovih miSeva (u
usporedbi sa mi§evima H-2*). U miSeva haplotipa H-2°, gdje fenotip m04 nije izraZen, receptor
Ly49G2 nema liganda. Ly49G2" stanice u nasem modelu pokazuju najbolju sposobnost detekcije
nedostatka vlastitog Sto moZe biti posljedica ¢injenice da taj receptor provodi slabiji inhibicijski
signal u odnosu na Ly49A, Ly49C i Ly49I [176]. lako u literaturi taj fenomen nije razjasnjen on
moze biti posljedica slabijeg premjeStanja ovog receptora u imunoloske sinapse ili je moguce da
Ly49G2* stanice preferencijalno ispoljavaju aktivacijski receptor koji posreduje njihovu
aktivnost. U prilog tome idu i podaci iz literature koji ukazuju na preferencijalno ispoljavanje
aktivacijskih receptora Ly49D 1 Ly49H [177] te nasi rezultati koji ukazuju na vaznu ulogu

aktivacijskog receptora NKG2D u ,,missing self*-posredovanoj aktivaciji stanica NK (Slika 27.).

Ly49A* stanice NK &ne samo oko 5-10 % ukupne populacije stanica NK u H-2* i H-2
miSeva. Upravo zbog toga te stanice, iako sposobne detektirati ,,missing self*, slabije doprinose
kontroli Am04 in vivo. U mieva haplotipa H-2* i H-2¢ Ly49A prepoznaje i veze H-2D* i H-2D?
[38]. Rezultati naseg reporterskog testa pokazuju kako je aktivacija reporterskih stanica koje nose
Ly49A jaga u slucaju ko-kultivacije sa stanicama podrijetlom iz miSeva H-2" nego u slugaju ko-
kultivacije sa stanicama iz miSeva H-2°. To doprinosi objasnjenju opaZenih rezultata koji
pokazuju najizraZeniji fenotip m04 u miSeva haplotipa H-2*, slabije izraZen u miseva haplotipa
H-2¢, te nedostatak fenotipa u miSeva haplotipa H-2°. Tako kvantitativne razlike u fenotipu m04,
u nedostatku literaturnih podataka o jacini vezanja receptora Ly49A na razliCite ligande, nije lako
objasniti, rad Jonsson H i suradnika, koji govori o jatem stupnju licenciranja Ly49A™ stanica NK

u mileva haplotipa H-2" nego u miSeva haplotipa H-2, govori u prilog opaZenim rezultatima.
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Ly49C" stanice NK, iako predstavljaju gotovo 50 % ukupne populacije stanica NK, ne
pridonose uvelike ,,missing self“-posredovanoj kontroli Am04 in vivo. Cinjenica da Ly49C
prepoznaje H-2K" i H-2D" u mifeva haplotipa H-2°, H-2D" i H-2K" u miSeva haplotipa H-2% te
samo H-2D* u miSeva haplotipa H-2" [41)], govori u prilog o ulozi m04 kao regulatora stupnja
inhibicije stanica NK. Nedostatak uloge Ly49C u ,,missing self*-posredovanoj kontroli Am04-
infekcije moze se diskutirati 1 kroz €injenicu da u prirodi u divljim izolatima MCMV-a postoje
varijante gena ml57 koje mogu vezati Ly49C 1 posredovati inhibiciju [119]. Stoga nije
iskljuceno da u slucaju infekcije sa Am04 MCMV-om sam m157 ili neke druge molekule sli¢ne
molekulama MHC I posreduju inhibiciju stanica NK preko Ly49C. NasSi preliminarni rezultati,
prema kojima aktivacija reporterskih stanica koje ispoljavaju Ly49C izostaje u slucaju infekcije

ciljnih stanica sa Am157 MCMV-om, govore u prilog toj teoriji.

Za razliku od miSeva u kojima m04/MHC 1 posreduje inhibiciju stanica NK i
nesposobnost kontroliranja virusnog titra, u prirodi postoje miSji sojevi koji su prirodno
rezistentni na infekciju MCMV-om. U najpoznatijem primjeru MCMV-rezistentnog soja, u
C57BL/6 miSeva, rezistencija je posredovana NK-stani¢nim aktivacijskim receptorom Ly49H
koji prepoznaje m157, ispoljen na povr§ini MCM V-inficiranih stanica [113, 114]. Drugi primjer
su miSevi MA/My, u kojima rezistenciju posreduje aktivacijski receptor Ly49P, koji prepoznaje
molekulu H-2D* u kontekstu virusne infekcije [178]. U ovom radu, koritenjem reporterskih
stanica koje ispoljavaju Ly49P i raznih virusnih mutanti, pokazano je kako Ly49P specificno
prepoznaje kompleks m04/MHC I. Ipak, kompleks m04/MHC 1 kriti¢an je ali ne 1 dostatan za
prepoznavanje od strane Ly49P, ve¢ je za prepoznavanje potreban i virusni faktor iz regije
genoma koja obuhvaca gene m167-m170 (Slika 40. 1 42.). Dodatni pokusi su potrebni kako bi

razjasnili mehanisti¢ku ulogu dodatnog virusnog faktora. Naime, moZemo samo nagadati radi li
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se o proteinu koji zajedno sa m04/MHC I ¢ini trimerni kompleks, interakciji kompleksa

mO04/MHC I1 mRNA ili peptidu koji biva prezentiran putem kompleksa m04/MHC L.

Nasi rezultati pokazuju kako Ly49P nije jedini receptor specifi¢an za ovaj kompleks, ve¢
da postoje joS barem dva receptora: Ly49L, ispoljen u miSeva haplotipa BALB, te Ly49D2,
ispoljen u miSeva PWK/Pas koji specificno prepoznaju isti kompleks. Postavlja se pitanje uloge
ovih receptora u aktivaciji stanica NK tijekom MCMV-infekcije. Naime, u ovom radu pokazano
je kako miSevi haplotipa BALB (BALB/c, BALB.K, CBA/J i C3H/J) unato¢ Ly49L" stanicama
NK nemaju sposobnost kontroliranja virusnog titra tijekom prva cetiri dana po infekciji za
razliku od miSeva MA/My. Stoga je legitimno pitanje da li stanice NK koje ispoljavaju Ly49L
vrse svoju funkciju nakon Cetvrtog dana? U radu Pyzika M i suradnika pokazano je kako, uistinu,
Ly49L" stanice NK tijekom infekcije WT MCMV-om proliferiraju u razdoblju od 4. do 10. dana
infekcije, te postiZu vrhunac 6-og dana [179]. Takoder, 6-ti dan po infekciji te stanice
predstavljaju 50 % IFNYy-pozitivne populacije ukupnih stanica NK. Ovaj fenotip ponovno je
najizraZeniji u miSeva haplotipa H-2¥, manje izraZen u mieva haplotipa H-2° te odsutan u miSeva
haplotipa H-2" ili u slu¢aju infekcije virusom deficijentnim za m04 (Am04 MCMV) &me je
potvrdena ovisnost proliferacije stanica o prisustvu m04. Kinetika proliferacije ovih stanica
korelira sa virusnim titrom u slezeni miSeva BALB.K koji se u periodu od 6-og do 10-og dana

infekcije znacajno smanjuje u ovisnosti o stanicama NK.

Na osnovu rezultata prikazanith u ovom radu kao i Cinjenica iz literature moZemo
predloziti model uloge inhibicijskih 1 aktivacijskih receptora specifi¢énih za m04/MHC I tijekom
infekcije miSeva haplotipa H-2* i H-2* MCMV-om. Naime, zbog ligacije inhibicijskog receptora
Ly49A kompleksom MHC I/m04 u ranoj fazi infekcije, stanice NK ne kontroliraju virusnu

infekciju, unato¢ cCinjenici da ispoljavaju aktivacijski receptor Ly49L, specifican za isti
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kompleks. Takoder, ne moZemo iskljuciti moguénost da stanica inficirana MCMV-om ne
ispoljava dodatne ligande za inhibicijske receptore ¢ime omogucuje dominaciju inhibicije.
Tijekom infekcije (od 6-og do 10-og dana), stanice koje ispoljavaju Ly49L proliferiraju, moguce
povecavaju i broj ispoljenih receptora na povrSini, te aktivacija prevladava rezultirajuci

ubijanjem inficiranih stanica i smanjenjem virusnog titra (Slika 48.).
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Slika 48. Model uloge aktivacijskih i inhibicijskih receptora Ly49 tijekom MCM V-infekcije ir vivo. U
ranoj fazi infekcije stanice NK ne kontroliraju virusnu infekciju zbog ligacije inhibicijskog receptora Ly49A
kompleksom MHC I/m04, unato¢ Cinjenici da ispoljavaju aktivacijski receptor Ly49L, specifi¢an za isti kompleks
(gore lijevo). Kasnije tijekom infekcije (od 6-og do 10-og dana), stanice koje ispoljavaju Ly49L proliferiraju,
moguce povecavaju gustocu ispoljenih receptora na povrSini, te aktivacija prevladava rezultiraju¢i ubijanjem
inficiranih stanica i smanjenjem virusnog titra (gore desno). Donja slike prikazuje shematski prikaz opisanog modela

i korelaciju sa virusnim titrom u slezeni inficiranih Zivotinja.

107



Pitanje koje se namece jest zbog Cega Ly49L" stanice NK svoju funkciju posreduju tek
kasnije u tijeku infekcije, za razliku od Ly49H i1 Ly49P ¢iji se ucinak ocituje ve¢ tre¢i dan po
infekciji. Takoder, postavlja se pitanje koji dogadaj promovira aktivaciju NK-stanicnog odgovora

te ima li 1 kakvu ulogu u tome virusni faktor iz regije genoma koji obuhvaca gene m167-m170.

Interakcija virusa sa svojim domacinom tijekom stotinama milijuna godina ko-evolucije
rezultirala je brojnim kombinacijama aktivacijskih 1 inhibicijskih NK-stani¢nih receptora i
molekula MHC I u svrhu prepoznavanja i kontrole infekcije. NaSa je teorija da je inhibicija
stanica NK kao jedan od brojnih imunosubverzivnih mehanizama MCMV-a nastala ranije, te da
je postojanje aktivacijskih receptora specificnih za iste strukture posljedicna reakcije obrane
domacina. Teoriju potkrepljuju rezultati genetickih analiza koji pokazuju da su aktivacijski
receptori Ly49 usitinu tijekom evolucije nastali iz inhibicijskih i to pojavom tockastih mutacija te
duplikacije gena [44]. Cinjenica da postoji barem pet aktivacijskih receptora specfiénih za
prepoznavanje MCMV-a govori o vaznosti ovog patogena. Iako ne postoji dovoljno podataka
koji govore o specificnom prepoznavanju humanog citomegalovirusa za ocekivati je postojanje
kombinacija NK-receptora i MHC-haplotipa sa protektivnim efektom. Takva bi saznanja, pak,

mogla znacajno doprinijeti napretku terapijskih pristupa u lijecenju infekcija.
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. ZAKLJUCCI

e Kompleks mO4/MHC I na povrSini WI MCMV-inficiranih stanica ligira inhibicijski
receptor Ly49A

e Ligacija Ly49A kompleksom mO4/MHC I tijekom WT MCMV-infekcije rezultira
inhibicijom proliferacije stanica NK, sprecavanjem NK-posredovanog ubijanja te slabom

kontrolom virusnog titra in vivo tijekom rane infekcije

e Mutanta deficijentna za gen mO4 atenuirana je in vivo 1 ta atenuacija je ovisna o

prisutnosti molekula MHC 11 stanica NK

e [n vivo kontrola mutante Am04 MCMV uglavhom je posredovana subpopulacijama

Ly49G2" i Ly49A" stanica NK

e Aktivacija stanica NK tijekom ,missing self“-posredovane in vivo kontrole mutante

Am04 MCMV djelomicno je ovisna o aktivacijskom receptoru NKG2D

e Missing self“-posredovani snazni NK-stani¢ni odgovor ne utjeCe na kvalitetu kasnije
razvijenog CD8 T-limfocitnog odgovora tijekom infekcije miSeva sa Am04 MCMV-om i

to najvjerojatnije zbog ocuvanja broja i funkcije konvencionalnih dendriti¢kih stanica

e Kompleks m04/MHC I na povrSini inficiranih stanica prepoznaju i aktivacijski receptori

Ly49: Ly49P, Ly49L i Ly49D2

e mO04-ovisno prepoznavanje MCMV-inficiranih stanica od strane aktivacijskih receptora
Ly49 ovisno je o prisustvu i haplotipu molekula MHC I te o prisustvu virusnog faktora iz

regije genoma m167-m170
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