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terapeutycznych i kontroli infekcji wirusowych.
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Herpesviruses are one of the most widespread pathogens, causing infections
in humans, as well as farm and wild animals. These viruses have a unique architecture
of the virion. Their genome, in the form of douldranded DNA, isnclosed in an icosahedral
capsid, suounded by a protein coatamedtegument and a bilayer lipid envelope enriched

in viral glycoproteins. The classification of herpesviruses into subfamilies
alpha, beta and gammaherpesviruses is used to identify the evolutionary relationship,

as well 8 summarize the unique properties of individual memberheHerpesviridadéamily.

Despite the high state ofthe knowledge and advanced research in the field
of herpesvirus biology, attempts to introduce effective vaccines against most human
herpesviruses have been unsuccessilihis may be explained by the fact thduring

the infection with herpesviruses, a very complex immune response is observed:
virusescan interfere with the host's immune system and cause latent infecticgsulting

in a transition to a latency, in the case of alphaherpesviruisethe sensory nerve ganglia.
Viral proteins play an unquestionable role in modulating the immune response,
and recent literature reports point to the role ofextracellular vesicles (EVS)

released by cells in the formation of antiviral immunity.

The aim of the doctoral dissertation was to investigate the interaction
betweenglycoprotein B(gB) ofselected gbhaherpesviruses with proteins of the endosomal
exosomal pathway and MHC molecules classasl a component of the immune system

in order to better characterize the described mechanism and to tb& proposed

an additional, immunomodulatory, function gB. gB is a protein found in all herpesviruses,
and its most widely documented role so far has been determined at the initial stage

of infection, during the entry of the virus into the host cell.

Three representatives of alphaherpesviruses were seletedhe study:herpes simplex

virus type 1(HSV1), bovine herpesvirus type IBoHV1) and pseudorabies virugPRYV),
which allowed to assess the degree of evolutionary conservation of the examined
mechanisms. Experiments based on the use of stable mammalian cell lines with constitutive
expression of gB genes and vhingected cells were carried out. In the obtained deles,

the possibility of gB colocalization with proteimsarkers of the endosomaxosomal pathway

and MHC class Il molecules was examined by the immunofluorescenéacal microscopy.

The influence of the presence of gB on the level of MHC Il mekear the cell surface
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was determined. Vesicles released by cell lines and infected cells were purified

by size exculsion chromaotgrapf$EC) and ultracentrifugation in a gradient of iodixanol.

In case of the second method, the separation of viral pafés and vesicles
was a major methodological challenge due to the similar {pbysical parameters
of both types of structures. In addition, attempts have been made to determine
the biological significance of viral protein incorporation to EVs releasadglinfection based
on their ability to bind antibodies from a virgpecific serum and an extracellular vesicle

capture test from gB by mammalian cells (extracellular vesicles uptake).

One of the most important results of this work is the demonstration

of the incorporation of mature forms gB to extracellular vesicles and the differences
in the degree of inhibition of MHC class Il molecules on the cell surface and in the vesicles
by the three studied gB homolsgAdditionally, for the first time, theesicles released during

BoHV1 and PRV infection were characterized, confirming tbentaingB.

The knowledge obtained about the interaction of gB of selected alphaherpesviruses
with endosomalexosomal pathway proteins and MHC class Il molecules
during alphaherpesviral infection may help to better understand the immunobiology
of herpesviruses and thus contribute to indicate the direction of the development

of new therapeutic strategies and viral infection control.
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Endocytoza i 2 LIN2OS&E 6 (GsNEY YIFITINRBOI NadsSoOol |
g GeY 6ANMza26S> dzf SAF 2N GNIYyaALRNI26A 1 LR

L2 LN ST 2SRSy 1 Y2tS7dzZFNYAS 2RNY¥oyeOK gealLlsS
3.1. Szlak endosomalnpegzosomalny

3119y R2a2YFfyd GNIYALRZNI oAl US|

blF2al SNI S2 R20GNDR &O0KINI} {1 GSNBIt24INEY 2YVYEORD Y
ITFTOK2RT A 11 LRINBRYAO:GSSY ¢330t 0oASAtIOQRAEFY N 2
1G5NB ¢ (2ftSeyeOK SBHNEHNGK OO RE O&i 2UeOKEMI &R
Klatryna nieO RN GiiAgt o0 ST LI2T NBRyA2 1T 002yN 12Ys3N] 26N>
(m.in. ARL, ARH OHNNBald eyt e i NIgyfFaNB2/NIdz2 0T naidi S|y 1T LR
LX FTYFGeOlySea A 6SgynivNI INZWSNJlZ o T 128 N RT &0
Endocytoza klatrynd £ SOy 2RANB G 6F0yN NRft S YPAYydD 4
I3t ad21 OA A GNIXYyaFSNeyesx L1 601 SiyaSzaley 1
NBEOSLII2ZNI YA 6 002y A& i wshY 4983, NeufL i wsp.,I 1985)S v
9y R208 G 21 I kaweolidzRdbsernw@and po raz pierwszy ponad 60 lat temu
z wykorzystaniem cienkowarstwowe] mikroskopii elektronowej (Yamada, 1955),
jest drugim szeroko opisanym szlakienRed O G Ny e Yd { G 6ASNRI 2y 23 0 ¢
g (NI yaLR2NOAS fALARsg o6t NI2Yy A {AY2YaI HAnN
12YsN)l2¢6S2 ¢ 1alidlroOAS (12foeé fdzo fAGSNER 2VY
AOK 2RLERNyz216 ylI REISNAS Y K& RMR F2HRGRDIKO R2Y
wzbogacone w cholesterol i sfingolipidy (Murata i wsp., 1995; Harder i Simons, 1997).
DUOsgy@&YA O0AFO1F YA aid Nzl G dzNdakeglidaY A kaWwebliga3, 2 t A &I
TE21FtAT261LYS 6 6Soyt (NI B&W PRPADOPIz 282 yOK:
AX G62NINO 2t A32YSNEOIye 12YLX S1az 61 NYzy| dz

SyR20eiGI NyeOK oYAaaa A .20G2a wnndod t211F dzR
g LINI S{lTegltyAdz a3yl 0596 ARYs NRA2MBROEZ A NB Irdefl
L2 6ASNI OKyA24S32 12Ys5NJ A Ot F NI 2y A

Trzeci mechanizm endocytogy A ST | £ S0 y & ofdsRny $tdsunkbNdEnié@awno
@ 1 035 NBwykazayidhgbe & (0 t LI266@NAAT Y ST 2  LIOI JljeSiitiudnod A | O 2
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wyl NBEglfye TI1 LiR2Y20ND YOKI N § 0 5NBH NIRasiBpito® v 2 6 S 2
SyR20eiG2T & 1fFdNByYy2]1 lid SHRBNE gAl 12 ydzRA aAlF 2005yYD NI
NEOSLIi2Nk ¢ &edyl v2geOKs OInaidsSoOi S FRKSTeéay
20S0Oy 21 OA GNIyYyaLR2NISNsg LINI ST oov2y2se0K yI L
2016).

Zinternalizowane z powierkcy A 002y e (1 2YsNJ26S2 LRLNI ST 2
SyRz20ei21@& OITnaGtdSOT 1A Tyl2aRdz2nN &Atvczedlydi DR 6
endosomem (ang. early endosomé ® WST t A & (0 NHzl § dzNJ gl )
i L2S6NRGSY 6 (| ASNHzy ldz|l 3¢ BgRRPARYSY 1 2 XPRI!
(recyklingowym, angrecycling endosome W przeciwnym wypadku wczesny endosom
2Said LINJ S{wsliafreo Oy R2 382 Yk OA | @ady. laie AeSdbsrhst O K S NJ
MVB ¢ ang.multivesicular body(Rycina D @ 2 Ol Say S A& LBH §/\6A ByRRtA 2
OAL D1 268Y A &62AY LI & [ Al 2 &ATPaxy posidBajamiskif t R dz
pH (~4.55.0).

btona komadrkowa

T recyklingowy
N Q CD O endosom
6.5 wczesny
& endosom %\
pH S
poéZny endosom/
MVB
’¢ .
\.
lizosom
pecherzyki
zewnatrzkomérkowe
00
O
RYCINA 1. Transport endosomalqy2 6 2+ T YA Sy Al T yI. @Rped@stwieaBikih i wsp., 2&16,1 OA S

zmienione).
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3111¢ 62NJ SyAS OAIFLD 6AStf2L OKSNi &812680K oa:
| AL O GASE 2 LEOKSANT e1®2¥S 2SRy N ) NI SOK
1G5 NEOK OSOKN OKI NY | GadNEAthENI waoKa SBHiv e DHKS Oly
(ILVs ¢ ang. intralumenal endosomalvesicles ¥ L2 gadl ve OK L3 LINJ S1i
R2 6S6ynNINI o002ye az.d 2 ISOYA dqlaldroazeél ysS

a) ulecLINI SYA Sal Ol tagshpzatik@olgi®do (TGN A
by T 2aidl o LINI SGNI yaLR2NI2gl yS ) 1 A SNXzy | dz

IRTAS yIahGtLdz2zS FddalF 1 o602yn LXITYFGeO]
R2 LINJ SAGNJ SyA YAtRI@12YsN]26Sez
c)dzt SO TF16FalSyAdz A RSINI RIFO2A LI LRONOI Sy

Biogeneza a * . 2 NI 1 0 NJ y aLl2 NI Oil nadasSol § R
A 12YLRITe&d2l L[+a apz2YWADIasyd 42 NKI2MH §IAY A S

(ESCRT ang.endosomal sorting complexes required for transp{Piper i Katzmann, 2007).

t 2641 SOKYAS ¢ge80t0KdzEn$ N& 21020l N0e OK 9{ / we¢ ax L
1ASNRGI YAl dzoAlgAleyz2eélyaOK oAl0S] 601 Sayeo
g TF2NNdz2NOeOK &aAt azxz.a3x | ylradtLyirsS RSINIR
bAST I £ SOYyAS 1RIYLX Bl arROS 60K2RTI NOS ) a1
ESCRU, -I,-li-LLL &an (ASNRBglYyS R2 SyR2a2Ys &l 0NZSI
21 At PWARER2 | oAl D126S 12YLRYSy(e 12VYs

Y23anN LISOYyAs6 (1 10S AyyS Tidzgne®@eS ¢ 12Ys5NOSI yL

~

3112Y22NReyl O2Fr &7l fF1dz SyR2az2YlfyS32 1 dR

AT OlFYFWIS® D R2 0 INMHzZR YI0OeOK DetlkFlx 1ids
2LIASNI &aAt yI LINJ S21 OAdz YAt RI @ adlySy F1deééy
61S ToganioyeV Ot Al 26FyeyY LINJ ST OT @y yAlA
A OAILDllF Fl1Gé&sdzendOS Det Tt /&1tA0Tye A 2Rg
12yiNREt2gFye LINISEGNI SyyAaS 2Nr¥T Ol l&azgz2s LR
Yy L2al Ol Sdapdcy@k DZSHA2 G108 yI 122NReyl 02t |
002y2620KY 2R LINOT 126 yAl R2 FdzZ 2A o65dziil
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R2GNDR 0Al 0S] wiko 21202 GNJ & O 46FNILS T yAOK o
I GF 1 oSt MIVIGGEaNE, R2 gyt NI 12YsNJA A 1ASNRGI )
NEOSLIi2Nk 6> OTnaisSoOi S1 IRKSTeacyelOk Ol & 12Y
(WandingefNess i Zerial, 2014).

¢! .9[! Mo [21FfAT I O21 Sy R2kapddstdweWandingesNeds y Beek 20d4, || OS] v
zmienione).

lokalizacja OAl 12 wl o
endosomalna

endosomy Rab 4 | Rab 13 | Rab 20 Rab 22 Rab 35

wezesne Rab5 | Rab20 | Rab 21 Rab 23

endosomy Rab 3 | Rab 8 Rab 11 Rab15 Rab26 Rab 39
1 NNdNOS

Rab6 | Rab10 | Rab 14 Rab 17 Rab 37

SYR2a2Ye& Rab7 |Rab12 | Rab27 Rab 34 Rab 38
Rab 9 | Rab24 | Rab 32 Rab 36

312 ¢ N} yaLR2 NI OInadasSoi Sy al/ 1flFr&a@& LL

/1 Na@PBIsly’S32 dzl OF Rdz T 3 2 Rayigniajérhistacdnipatifliligy g S { f
complex class I MHC 10 an KSGSNRPRAYSNEOI ye YA oA
T LRTNBRYyAO:GSSY 1i0sNROK R2OK2RT A R2 LINBI Sy
CD4+ i aktywowania swoistej odpowiedzi immunologicznej. Peptydy, te
LI2OK2RI N 1T dzf S3F2N0e 0K fAfz2aaxlvgfcaREBNHZRE
| alysS OInaidsSOl 1A allzRpsbDEE LR RISERyHARISIN

1035 NB OK 1F0RI L2 &AL RI RS AS§ odpovi¥dBiy & 1S,

~

hMZ hy A I wmZ iw 2NIFT FNIIYSyd LINJ ST 9gv02y2ge
/T NaGasSOT 1A al/ 1flae Tyl eRizaDHBAaGINSP,-DNT ST 3
DR, HLAMM oraz HLAh® al a& OI NaGasSol 126S LRREBRERY2aGS]
2RLIZ2SGASRYAZS oc 151 A HT 151 ® 1 o0&

— A A =

al/ LL YdailINIJIONT §&DASo1t asS{NBOezayn 1 ail2Nadi



03aARTAS ylIaildtLdzS ©ONROI SYyAS 2 ZOERK2 aySAST YA SY
0 A | OD7W/i (ang. invariant chai L2 YAt RT & R2YSYylFYA hwm A |
niespecyficznemu w1 | yAdz R2 NEgllsE 6 (UsNBY VI LJs i
2Sail o601 OAge IS0 eRR flay (B3 S y2eostERRf2KHedWaneOl N& G S
Y I al t 1 SyR20eilNyexr 3FIRITAS 6 seRiIASt2yea
kompartmentem MHC I (MIIG) zaOK 2 RT A R20NOT SyA S LIS LJG & R
' yIFaGt LIYAS LINI SyASaAaASyAaAS 12YLX S1&adz yI LR2sAS

313t t OKSNI @81A TSoynNiINI {2Ys5N)126S 2F12 aead

tt OKSNI @1 A 1 SgEVWdaNG. exteadebulddvesialé&to niejednorodna
INMzLI 23N YyAOl 2y@OK o002yNnN 1dzZ Aade oK adNXzl 4 dzN
dzg 2t YASYAl R2 LINJ S&aGNJI SyA 1 2Ys N 2epmyl I 6 NI
fdzo LIR2LINI ST LINOT 126 WA ST SSEy2M/GENY 3 PINEBYN NI BAS BD @
OAl O I DJ2 LIR&idag O3y S (Raposo i Stoorvogel, 2013).

O mikropecherzyki

T WA

pecherzyk

1" ; endocytarny

egzosomy

Q wezesny
'”O endosom - Q
- o
~. o
O o o
o I \
&%—x‘% aparat . o °
(6@?' Golgiego
w,/ Lb! wd . A23SyST I L}t OKSioe)l s g AISTay N i NdhaFddseNlle 24 & O K

Raposo i Stoorvogel, 2013, zmienione).
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23 RIT AStEFYS LINJ Si gAt1al 2106 0GéLlls g 12Ys NE
Y20VYI 1120aSNB261I 0 & L&yl OK dzaiGNR22g& OK>
Yt S 2 YIEG1AZ -NIOESyA2x6d8 A2 62RIT A Szy (LOREBY A D | Neb oA
w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych (van Niel i wsp., 2018).

2 K2R2g6ft | OK 1 2VYis Niol a NDa adzdl @YK yS R2 L}Rodoeés|
tt OKSNI @1A TS6ynNiNI12YsN]l26S an 20SOyAS
12YdzyAll @3R YsYMt2R@S2x 1 OK2RI node 1 dzRT A OSY
A 16l asg ydAfSAYy26e0KwWwHIEDsI6lYS SGIYRg JI2REGAzI A OK
INCRNA i kolistego RNAOA NWwb! 0 6{KIFI2 A GaALIPI HAMYyOLDd YA
czynnego do EVs z&IRT A 2 alkR2aso L2 gANDT | ye I
2SRyl 2Sada G2 12rgrali2 60ANd YIO2 LRIYyIYyS

aStSjiliesgyeOK 2LAalye@OK Rfl L2 2SRey Ol @ 0K Ol

R2 Rgs5OK 3INHzLIY T FfSoOyS®AROIYWAST I f BOSR] a3 B

endosomalnego ESCRT (Anand [ wsp., 2019).
{eyiSyAyl = TFEyalLd26l yl ) LINI SyAaSail Oi

neuro A A YYdzy2Y2RdzZ I 02t o6t KAffSe A GaALIDPEI HAMp
do EVs przy udziale ESGRIL A ! f AEX 02 2Sai YP2BEDBB8SRIA
aS1sSyO2A FYAy21¢6lazgSe |0 GNiaeCksemRlg €5y Ll

domain®d SANONOBOK ' fAE 61 dzNI S& A hR2NART T AZX
G2 (INsG1AS &aS16Sy0asS I|FYAy216la26S seait Lz
PPXY i LYPXnL (gdzie n = 1 Ilub 3, X to dowolna reszta aminokwasowa),
10s5NB 2LAaly?2 BPPBENGla&sR O DE #aANHZA268 OK A L
% A NHza s g 2a02y12¢6e 0K LJ2 LINJ ST NE
. FREYALF YIER YSOKFYATYEFEYA a2NIl26FyAl 9+& ¢
dzg | At y I dzRT A £ S & Gey LINE OS&aASs aTAy
hitT d2B2So&AtRIT I dzO01 SaldyAOl SyASYy ¢ o6A23SyST AS
ovz2yeée 2NII geiGol NI I yASY OSNIYARdz 6SéyniGNd
161 TyeOK A 2022t liyeOK FT2a8F2RASaGSNIT &aFAy3azy

+

Ol RdzyoiAdzf 23A 01 yS3az2 R 2 9+4az Y ® A y @fosfdrdnu  LJ2 T NJ
0+SNRSNR2Z A 6 aLllps HAMYyO® 52ASRI A2y ?2 G
g 9+xa 1 dzRTALFOSY GSGNY&ALIYAY [/ 5ym A [ 5@

przez interakcje z sekwencjamdomen cytoplazmatycznych (Villarreiltri, i wsp, 2014).
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2 LINJ @LJ R1dz al SNR12 &aOKINITGSNBTI 26FySe 2
Ydzft 6AReaOeLI AylINyeOK yIFINItRIA oFRIgOl @0K gei
161 as s ydzZl t SAYy2468 G RZ Wi2eSONT @ 0 A OS] g

(ang. RNAbinding proteins RBP¥ (Fabbiano [ wsp., 2020).
Lg2tyA2yYS LINI ST 12YsN]Jt R2y2NRgND LI} OKSNJI
OA2ND&T LI2LINI ST Fdd 2t T o002y N LI ItwlgidolnEtOT ynx
6Gadz OF K& A gallpsx HAaMnO @ aSOKIyATY LJ2 &
2R LI26ASNI OKyA2gS2 (12YLRIieodaAr oAlov128S2 11 N
bAS10dsNB T GF1AOK TFtSoy21 O0A an +tylFt23A01yS
do12YsNJA 3T2&LRRINI IV lrecéptora(VaR Dohgen iAwgpl, 2005).] O2 A
2 NI 1 [ NEaynoey ITTAYyGSNBaz2gl yASY 0l R
1 S6ynNGNI 12Ys5N]268YAXZ 12yASOTyS 21T 102 :
2 NI 1 galklstyeoK a 0 étodR | Mdtsztatu laboratoryjfiego
O[1 4GOI f ¢ A gaLllps HamnT 2 A06SN A gaLllos

t NI eatdsS yIrT1Ssyalisez2 2L NUGS T2adGF02 2 {NRBGSN
markerowych opisywanych struktuffgbela 2i Rycina 3 a na jego,J2 RaA G+ 6AS &1 N R

Ge8NFOYAD Y20VYlI NI @Yl OB0s5 g10tSO K SINShHETERY
I NBERYAS LI RS NREY O6& N 23 A tc] ®RB O | I LJ2 LJG 2 G &
t 2RT AL O 0SSy yYAS dzg 1 3t t Ry Al AYF2NXYI O2A

FLrie& Oeffdz 12YsNJ26S32 Ol & GSd® &adGlydz GNI ya
IS 41 3ttRdz Yyl geRIASEIYS 9+xa> 02 6ANDODS &At
nazw zwyczajowych i suggeS gealdt Lot yAS &dzo L3R LizZ I O2A 3

A Fdzy1 O2n oDeél NBe@ A g aLpx HamMMmT 2

CAFO1EFET 1{GsNB geadtlldzn ¢ 9+xa ¢ gAti1als
12Ys5N] 26¢8&0K yIETegl vYe YI NJ SN YA S31 242
f dzo ekGapdptBtycznychRs 0y S  adzo LJ2 Lddzf  O2S 9+a& Y23In Lka
YW T FfSdyAS 2R (GeLllz 12Ys5NB] LINRRdzZ dz2zndeé OK

g 002yl OK S312a2Y56 A YAINRLt OKSNIe&lsé6d % (S
anrt Ol I'yaAk @YiAy SaANIHI { NBae gAStE 121 OA LIt OKSNJ &1 s
(ang. International Society for Extracellular Vesitlesekomenduje stosowanie

23dsfyS2 ylrige 9+a T FYALAG yl1l g6 adzo L2 Lz | O2A @
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YI OS LYt OkcdT NBRY A S LX | Rdzd0 S L}t O&KSIN
egzosomy YA 1 NB L}¢t OK NJ | apoptotyczne
(ang.exosome} ektosomy (ang.apoptotic bodie$
(ang. microvesicles
ectosome$}
pochodzenie uwolnienie do LINOT 126+ yANseRTASEI YAS
12Ys N] 2 przestrzenie plazmatycznej na LINI ST 1 2VYsN
alkraso | 1SoyniGNI |2 1 SeyniaNT 1 apoptozie
uwalniania TFglNI2T O
T 12YsN\
gASE 121 50-150 nm 0.lm >Y >M>Y
Ol nad S tetraspaniny- CD63/ czynnik tkankowy 20S0y21 06
markerowe CD81/ CD9, Alix, TSG1({ i markery specyficzne dli fragmentowanego DNA
flotylina-2 12Ys5 NB]

Wi R2GNRX 2LINY O2¢ly2 1At ]l T&EK FA 1 AT
2305 N) 2LMeylfySe LINE OS R dzNE Al 2t O2Ax (S
RT AL OFYyAL aitz2azeél ye ok YSiG2R 2 NI 1 A OK
TrtS6e 2R NBRITlF2dz ge2l OA24S32 YIGSNAI Odz o
przedmiotem zainteresowania | pragzczenia eksperymentalnego oczyszczonych
L)t OKSNJI &1 5 ¢ 62 Al g SNI A gaLllpx HAamMmoT /

/| KN 10SNeadGel Y2NF 2t 23A01 yI L)t OKSNJ &

Y6 gAldz- £t AT 02t A 21Tyl OI SyAS 6ASt 121 0GA26S>
St S1iNRByYy26S2Y YAINR&A|2LIAA &aA0 FG2Y288 0K 2NII
(DLS - ang. dynamic light scatteringp t 2yl R(G2 X Ly EAT I £t SR’
(NTA- ang. nanoparticle tracking analygisoraz przestrajalne rezystancyjne wykrywanie

impulsu (TRPS ang. tunable resistive pulse sensing R2adl NOT |20 Ay ¥T2NY
A OFRdzyl1dz LI2gASNI OKyAz2geyYy 9xad Y22YLRI&oal
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30-100nm 100nm-1pum 1pm-5pum 8um-12pm

> € >€ ><€ >
’a
agregaty
biatkowe - '
wirusy bakterie plytki krwi

@ |
( YT

egzosom mikropecherzyk ciatko apoptotyczne komorka

w, / Lb! od t2NFsYlFyAS 6ASt{121 OA LY OKSNI e1s6 1 Ssynir
biologicznycho y'I L2 Radl gAS D&l NH& A galJds wnmmI [ YASYyA2ySoo

O ili2YSEINNIHLIOE 626N oFNBASYAS LINI SOASOAL OF YA
) YA 1 NR & 2 LA N orasS f nefody NBEnyMAnbdhzymatyczne Tabela 3.
2 2L NOAdz 2 LINI SLINRgI RIT 2yS R2UGNR oF RFYA

0A2f23A0TyS32 2NII LR GSyoOectftyS3az TlLatz2azely
LRgaildl ve okl @ RIyeg OKY OE2f SNEREI 9HILIBRIN.
alltdrtz23z26t yS AYF2NXYI O2S Y I GSY!I @ Y GdSNR
za LIR2T NBRYAOUG@SY 9+ 4 OYAY A gallos HAMDP
Platforma EMi NI O1 dzy&dei Ry | yAS Sgtdz2 O2A 2LJdzof A
ylhdzl 268 0K yI LRRaidl¢gAS T32Ry21 0A 1T TlLadzazq

badawczego (van Deun i Hendrix, 2017:TRACK Konsorcjum, Van Deun, Mestdagh i wsp.,
2017).
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TABELA 3. Metody izolacji i
i wsp., 2018, zmienione).

oazy O I YA L

LIt OKSNI @15 60yISoVIDRAG R 2X¥S NJ K2

metoda izolacji EVs | wykorzystana technika charakterystyka
izolacji
ultrawirowanie/ NRET RTAID 1 | powszechnie stosowane
ultrawirowanie Y I 3t ad21 6| wystandaryzowana metoda
w gradienciel A 1 &l G+ 0G OllY20tAsl Al 2¢€ 1|
jodiksanolu 9+a&4 6SRUOdzA 3
0 h LJG A LINB LJt wirowanie w  gradiencie
h LJG A LINB LIt
chromatografia SE(FAf G NI} 02l 0d{geaz2ll Be&RI 2)
(ang. size exclusion2 GASt 12106 JqA LIRsilINIITfy:
chromatography) AYyGiSaNYty2T1 06
biologiczna EVs

precypitacja g2 UNNOIYAS geazil /)
z wykorzystaniem| sieciowania w polimeracl A & 1 dzi SOl y»f 2
L2t AYSNbs G |o zmiennej| Y+ G SNR | Odz

NRT Lidzal OT I £ y2OKNBYIl o0A2l

(glikol polietylenowy, . _ . A .

CHrBITTT sy ses e

|l saual gey 9-H i polimeru

Systems Bioscience

A ¢20dFf 9EZ23

- Life Technologies)
techniki immuno |2 OT @al Ol FyAdgseazil & LJ¢

powinowactwa

kulek magnetycznyc
AaLINI t 92y e 0K
I LINI SO
skierowanymi

0ST LRI NBRYAZ
specyficznym  markeron
powierzchniowym
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TABELA 4.  Metody wykorzystywane do charakterystyki fizgkb 2 OK SYA OT yS2 LXt OKSNI &5 ¢
TS6YyNGINT {1 29yN] 2BRAK I 6AS / KANARLFOS A 6aLIPS HnamyZ | YASY)

metoda charakterystyki uzyskiwana informacja
fizyko-biochemicznej EVs

transmisyjna i kriogeniczna mikroskopi

Y2NF2f23A1 A 1T NBRy
elektronowa

YAINRaAa]l2LAIl aAO || { mikroskopowy obraz 3D powierzchni E!

technika dynamicznego rozpraszan| . . . . o

N . ReéauNEodzOzel 9+a

l 6Al GO 5 [dyfnamico Hight3 A N - .

. et e /| ASt 1216 Ol naié
scattering)

gAl dzl £t AT O2l I

Fyrealr TESRISYAF|A adtdSyAl 9+as

nanoparticle tracking analysis fluoresOSy O2 A aizazol

A LN SOAgOALD T Fi

przestrajalne rezystancyjne wykrywani FYEEAT 5ASt127 OA

impulsu TRPS (ang.tunable resistive

. owierzchniowego EVs
pulse sensiny P g

Oeli2YSGNAF LING SLipe2020Yy2lo fdo 0N

LINEFAE OAFOl 2885 3

20S0Oy 2106 fdzm 0NIJ

ELISA 21y Ol SYAS At2l Oz
_ 20S0Oy2106 fdzo o6 NI |

Western blotting LINEFAE OALOl 26853 3

~

3.14 YNJ é0 2
@ A NHza s

(@]

FYAS &At ¢ égkosdmilnizgod yyRlamplkacyininy 2

K

& =

2 ANHzae ge12Nieaddzen altlr]1 oA23SySiTé& 9=+4
NRET LINI SAGNI SyAlyAdz aAt R2 anNaiSRyYyAOK 12Ys NB]
AYYdzy2t 23A01TySeo 9+ a g8 RIASEI yS|j pd@zas LINI Sa&

F{1GesySe AYFS|1 O2A GANYzE26S2 Y23n 2 RRIT
t 21T deyzX ©S Y23an adro aAiat oSTLRINBRyA2 OINa
y I aNnaArSRyaAS 12Ys5N)] AZ Of eyanoe S ol N
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Co ciekawe, zaobserwol Y2 Nb 6y A SO YSOKIFIYATY 2L NIL& vyl
LINI ST 1 2YsNJA TFAYTFS126FySs yArAzanode LRieadge,
przez wzmaganie stanu zapalnego zaindukowanym przez EVs wydzielaniem cytokin
& YASTIFAY TS| 261 ye OK OK] 2 ¥s NJLBI2ZGK A 0 d2 6 SrOySee a Ol
t 2LINI ST LR2R20ASZalGs2 A 611 2SYYyS yIF{10OFRIFIYyAS
I Oe1ftSY NBLXAllFIOea2ayeyY ¢ASftdz 6ANHzassY 2Sad
wb! X 5b! (80K LI (23Sys¢6E) R] vz BBIONDB ONHza 5 BE 2 W
FTAE 26ANYzAs 63 I NBYy |l 6ANHzAs 6% LJ NI} Y&1 &2 6 ANHzAs
OYDPAY d £ dzRT 1A 6 ANHgd Ly ES 2NNz 12 RIIX KSRV OAS NG !
GANHza T F LI f SyAlg HOV) GrifiR 6 &bold) d®&Ez R22NJ Sél yAl &
2Sald LRgANTFye 1 OAFO1lFIYAZT (GsNB {12y 0NRf dz
fdzo YSOKFIYATY 2RLINOT 12686 YAl L}t-Bokn8tNIOBS] 5 6 |
Toledo Martins an Lysangela i Alves, 2020).
bl LINJ @1 OFRITAS It FFKSNLISA A NYzgATRazaMpsHA S NR 1

B OK2RT NOF ¢ alOF-RLUU2XLA ST HFEI 8oWYl 6 TF2NN:
fdzYAYyl fty@OKZ YI TlLalRyAOT S Tyl Ol SyasS Rtl aj
pospditej typu 1 (HSM ¢ ang. herpes simplex virus) v cytoplazmie. Ponadto wykazano,
0S 9L LW¢LINT & 6aLll OdzRT Al f S1 paprdéazrblokéwaNiaz@d8esuNS LI A
yIoegl yAl 2302y 1A LINESAG sANIAY D ¢ AIRRECN] i@
jakA S3T 2a2YI OKZ LIR20YyAS 2F1 'fAE A ¢{Dmamz |
I £ S LINI e OT eyAl en aAtl (Raliczeky |iY Clup; y2009). | { =+

Lyyey LINT @1 OFRSY (NIl @&d2gl yXxl egzasdminegai | £ I | ¢
z cyklem replikacyjlg KSNI1JSAGANHzas g 2Sad dzRTAIFIT 0ALF T
2LIAAL YT 212 sloye 12YLRYSyld SyRz2az2yYlfyS3:
LIt OKSNI @159 1 SogyNINI 1 2YsN]2680Kx NB3IAdzZ dz2S ae
VI T OASd1t ST 2aR2NMHzEAYNIOSADONbcpatBOBA Aad20y
122NReyl O2A LINRPOSasg ldzi2Fl 3AA A (62N SyAal S
| LIN S1 G2 gLIVegl 2NO@OK VY I oef NBLIX Al Oe
PN & 102 IR2a O D& AEBDF SN 1 2 edzd0mi w infekcji herpesvirusowej
[ 2 & preeUsbawione vitabeli 5.
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¢! .9[! po {1 N>b @RIydzin Hepesviidaeil (13 R y A SY Olxddaekpod A R By & OK
z egzosomami podczas infekcji herpeswirusowej. (na podstawie Liu i wsp., 2017, zmienione).

podrodzina gatunek Ol na p&GINIA yS 1T S3
Herpesvridae podczas infekcjherpeswirumwej

STING, miRI28, miRH29, ESCR
alfaherpeswirusy HSV1 kompleks, Vps4, ALIX, TSG101, gB;DR
(MHC klasy 1), CD63

TGN 46, aneksyna I, CD63, EEAL, rece
_ HCMV | transferyny, katione/ A ST I £ Sd y
betaherpeswirusy mannoze6-fosforanu

HH¥W6 |/ 5coX Ol NaGasSoOil 1A al

EBY LMP1, CD63, miRNAs, Fas ligand, El
gammaherpeswirusy A AYYS YAS]IZR&2NDYY .

KSHV | IFI16, Ikv |

32 DE A1 2LINRGSAYL 680Nl y@8OK LINJ SRaGF6AC
A 2RRTALO&6FYAS | OAFO1lFYA 12YsN)JA 3I23|

3.2.1 Charakterystyka podrodziny Alphaherpesvirinae

Alfaherpeswirusya N L12 gal SOKYyAS geailtLidznoeyar Of ey
i zwied NG X T Nsoy?2 K2R2gf |l ye OKX 21 A RT A
OKI N} {1iSNradGedOl yeYA any aidz2adzy1262 {NsG]1A O
A YySAZNRPONRLATY 2N¥T  Y20ftA621 0 LING &RUNOZ YA ILI2

~

g 12Ys5NJ I OK dzl OF Rdz ySN¥2¢S3I2> 1¢e1tS ¢ 1622l
2007).

vge1tS sNATA GNRLATY 3JFddzy126e 2N}l LR2R2:
Herpesvirida®©l @ y AN | f FI KSN1LIS&ad6ANHzae OSyyey Y2RStSY
A D L2T N6 R T ARSyi(GeFAal2¢l yeOK AphdherpeRRitg®R 3| |
2aAS8Yy 1 Yy A OK LINR 6 | RT A R 2 ITF11r0S82Z dz f dzR
Infekcja ~ wirusowa Y20 S I OK2RIT A0 FaeYLIi2YFGde Ol ya
R2 NET 6AYyAt OAL YAS2a02¢e 0K 202 635 4 1€ A
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Y23noeoOK aidl o aAt LINJ 0T eyn OK2N¥ o0 GASt 2
FENXIT2t23A01 yS3azad 2 LINJ @ L) RlaB KeRemzE 26 3 sLASOD

~

[ I &a2060nN NRBIT @12 &aidNI G S12y2YAO0TyeloKo

3211t 27 e802F &ddaidSYFrdaolyl 680Nl yeaOK Ff Tl
| organizacja genomu

HSVWW > o0e@Rft O KSINBISVMOA BINEA | m 66 NHz& cLIABSARR BT O
KSNLISadANWE a2d2o0ddNd NG OK2NRoOt ! dz2SaileqS3z
Herpesvirales rodziny Herpesviridag podrodziny Alphaherpesvirinae (Tabela §.

I f FI KSNLJSagANHzae an ofAalz2 aWe|eRdfoRX LRI

Herpesviridae ¢ Betahapesvirinae i Gammaherpesvirinae¢ R 2 1 G35 NB OK y I

m.in. ludzki wirus cytomegalii (HCMV/Hig\W Z o A NHza NHzY A Sey i | y I3
TFEAOT IYS R2 0SS0l KSNLIS& g A NHza 5 gwirBsNebsteindBafr] 2 ISy Y
09. =kl | % no A o A NHzposiego Y A (KSHVIHHY.
a2zNF2f23Al g ANN2Ydz A 2NBFYAT | 021 ISy
2Sai 1 32RY I ) 2aAst yey a0KSYIGSY 0dzR2 4

podrodzinyAlphaherpesvirinaé rodziny HerpesviridagRycina 4. BoHV/1 jest stosunkowo
Rdzd @ Ya $¥X Nzl NSRY A Ol okgIhINdmJoygenongied w godtdci linearnego

RodzyAOA26S32 5b! 3z TFY{YyAtdiS3z2 6 A121TFSRNIf Yy
OALO1 26N OKFENI{GSNRBAGROl yn Rfl KSNILISagANHzA 5 ¢
orazdwuwarsd f ALIAR26ND O0LROK2RI NOF 1T LX OKSNIei{l
g 10GsNB2 an 1 111206A01 2y Sivesp,RO)26S IE A1 2LINRGS
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¢! .9[! cd® {INbsO2yl y2¢201Sayl adeadSY!l (e&HerpdsiZraeNP RT Ay &
(na podstawie: https://talk.ictvonline.org/taxonomy).

wi DR

Herpesvirales

Rodzina

Herpesviridae

Podrodzina

Alphaherpesvirinae

Rodzaj

lltovirus

Gatunek | Gallid alphaherpesvirus 1 (Galdy

Mardivirus

Gatunek | Gallid alphaherpesvirus(&aHV2)

Scutavirus

Gatunek | Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5)

Simplexvirus

Gatunek | Human alphaherpesvirus 1 (HSM
Human alphaherpesvirus 2 (H3V

Varicellovirus

Human herpesvirus 3/ Varicella zoster virus (HB{
\V74Y)

Bovine alphaherpesvirus 1 (BolV BHV1)
Suid alphaherpesvirus 1/ Pseudorabies Virus Sy
PRV)

Betaherpesvirinae

Gammaherpesvirinae
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biatka ostonki/
glikoproteiny

biatka
tegumentu

DNA

RYCINA 4, Schemat wirionu alfaherpeswirusa 07T Nk» RO2Y
https://viralzone.expasy.org/176?outline=all_by species).

Genom BoHW X 2 Orov12¢6AiGS2 sAStET121 OA MOpZp
02 saili1dz2Sz Ad 20S2Ydz2S 2y RgU (agBrimiednge = 21 N

2NI T dzy A 1 ¢ Bsyang. uhiglie SHork ¢ 2 12 01T 2y & LINJ ST aS16Sy(

2RO Nk O2y e OK ¢ S inierhal rdideafsdI®) Ktermimaliyghiangerminal repeats

¢ twod 2 GNI {OAS NBLIX ALl O2A NBEIA2Yy | ] Y20

02 oI NHzy1dz2S Fdzy1022y2¢lyAS 3ISy2Ydz d ¢ Of
Kompletna zdeponowana sekwencja genomu BoHV

g oF1TAS DSyYy.lyl o6{OKgelSNI A gallds wmdbpTL L
73 funkcjonalnych otwartych ramek odczytaS a i ¢ ISy 3 @ a il ® LR RI ASt 2
1FGS8S32NRS TS 461 3ttt Rdz yI gLI0&g RSt SO2A 60Ny Y
Ydzi I yaGFr R2 yIFEYYFdFYyAl aAt ¢ 1dzf §dzNF OK 12Ys )
(obligatoryjnych) (ang.essentidl ¢ odpowiedzialne za utrzymanie procesu replikaciji,

RSGSNXAYdz2n LINI SNBFYAS LINRPOS&dz yIFIYYIFIdlYALZX
i 3 S yiisobligatoryjnych (ang.nonressentiadh YA S &1 dzi1dz2S S¥ST

N

& a'y

Oeqf NBLX Al Oeeayex Y208 VEG2YALF & & Y A
geRI 2y210 LI2gadlt gl yal R22NJ I vé OK

2 At 1al 216 3ISysgs (G5 NEOK IyplAiSs 8A AK2 3820RLTeg Ad3:
u wirusa  opryszczki  pospolitej (HE)Y (Manservigi 1 Cassai, 1991),
12Rdz2S oO0AFOlF TFFEYy3Ld26lyS ¢ YSGlLo2fATY 161 &
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OALFOUS]Y oOow2ATYlLY A tStfSGX wnanmod CHHDPDERS
- mn T yAOK &aidly2¢Ain 3JtA12LINRGSAYyed {S{1s6Sy
3/ o} [nmnn0X 3. O6}[HTOXZ 3JI O} [HHOXZ 3Fa @) [mno
YEG2YALald LIRT1T2aidl 0SS &4 g0 (U1, ¢DI(ULEAUBTY)YdE (UBS).NB T A 2
2g2nG1262 6 LIMIpodukt Rgndz ULA®S nie ulega glikozylacji podczas
20Nb 01 A LRAGONI yatl OecySes 2SRyl oAl Ol 2
dz AyyeOK KSN1SagANHzZAsSs A 6 ol 1 A QykbBywsp.,y] YI|
2007).

3212/ &81f NBLIXA(lIO&d2ye It FFKSNLISA46ANHzAS 6

a2RSH NBLX A1l O2A I f FF KSN1LISA 6 A NHza 5 & T 2al
Y1 LINI M$VOA RLINE SoAS3AIF 2y ¢ all2aso LRR2oyeé Rf
(Rycina 5). W pierwszym etapie, glikoproteiny 3. Akt dzo i/ z gea
Y6 LI2gASNI OKYA 2a02yl1A 6ANMzA26S2T GANON &At
TE21FtfAT 261 Yye@YA & 002YAS 12YsN]2¢6S2 3

2 A0FoeY LRoAy26l OlioASod 2dziRdZ Ndl Syer I 2& Blaoyrtl yOS
L2 YAt RT & OAFO1ASY 35 A KSGSNRBRAYSNBY 3l k
LI2T N5 R 10sNRBOK T ARSylGeFA|26ly2 Y2tS{dve yIfS§
Ol eyyail YI NI gAOe y2g20dhid\drus ey | nietligo), | £ 9 a

OAL Ol IRKSMeBySYyFPOPEFyiSo Y2ReFA126Fyn Ol
12Z01 SyAS L2gedal @ OK Sl LIk ¢ dzY20f A G AL
002yN 12YsNJA LISN¥YAaegySes: dzw2f yASYyAS ydz
warsi g & §(GS3dzySyiddz A GNIYALRNIZ T+ LR2TNBRYAOHG:
T gANT yS3az I YATNR(Gdzodzf | YA X '} 1 A SNHzy | dz

¢lY (FL&EERe ft21FtATd2nNn aiat 6 LI2o6fAddz L2 Nk
2S8ail dzol f yNEHYy & DRRNIg y[t2Ys N] 26532 A dzZ S3II O& NJ «

1
1
-
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g
- O @

) Q)

RYCINA5. Schemat cyklu replikacyjnego alfaherpeswirusddl ¢ 20D RNE 1 2 Ys NLIZ2 HE Z 2 BR NI
12Ys35 N 266d@Zy & a2 DRNI | @rfisuNd endoflartalycavedsnorstkie, ifhikrotubule,

M ¢ mitochondrium, G; aparat Golgiego, TGNO 1 ttringaparatu Golgiego (na podstawie Mettenleiter i wsp.,

2009.

¢NF yaAINBLIO2IE aeyidSi+ o0AlFUOSHbYAMHaBRBEG e OK A
1railrR2g¢geod 2 LIASNBAal S22 12ftSay21 OAX Ay Rdz 26
TyryS 2112 GNIyal (d@&starN BASFdbl OX6 2084 | OK
A LINT & dzRT Al £ § 12YsN]2¢6S2 L2t AYSNIT & wh !
zwane natychmiastowo wczesnymi gEng.immediateearlyy @ L OK LINR Rdz] & LIS
NB3IdzZ F G2NR g S A an yAST ot RyS R2 S1TaLINBaza)
2 LN SOAGASZFYBOE RKRSNILIS&E6ANHzas 6> 6ANHza t ws
1GsNE 2S8S&i GNIy&a]| NEO2mwtzesbejbd aTIH LW S Sy iiNg §ra Y NE 3
genybcwczesne (Eang.earyp = 1T gANT yS 3JO0s6yAS 1T YSihlrozft Al
LOK LR22IgASYAS &aiat ¢ 1F1Fd2ySe2 12YsNOS ae3a
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A ONI yaiNRBLIO2tc '3ASgmm. lateis I y§ @R dz2NO&8 0K oAl Ot
2 NI 1 3t A1 2LINR G SAY e nleiter,2 & @A0¢:1 A Weir, 6 a 3001).S
a2RSt NBLXAQLFO2A YIGSNAI Odz 3SySiediysSaz
I3Sy2Ydz avdzneée 2112 YIF{iNREBOI RthetalJh SIRB &2 O & \WHE
aAt g u Yidichgia plikacji. W dalszej @Ry 21 OA X L32 LINJ ST
R2UNR YSOKIYyATYSZ ylraidtLrLdzS 1T YAFYl RgdzZl A SNHzy 1
ISy SNuz2node LkRsaidlyAaAsS 12y1+FadFYSNREOT ySa F2N)xe
tsTyaASaall NEl12YoAyl O2l LJ2 YiA td&®R | @rmowangay { I G I
A dzal SNBI2461 yAl NbEOYyeOK 12y FAITdz2NI O2A NBIAA2Y:
12y1FGFYSNEZ LI LRRIAFIES yI yASTItSdyS 2SRy
nukleokapsydudi NI yalLJR2 N2+ yS 1 2NRNI 1 RYs 2lgB8RE 2
2LJ01 a1 OT 2yS 461 NRGSN GS3IdzyYSylddzd bloeslyArsS 2
T FTOK2RIT A LRLINI ST LINOT 126FyAS yASR22N] | ve OK
trans-Golgi (TGN ang trans Golgi network f dzo Sy R2a2 Y5 g3 R di2ils NE (
aAt 2dz R22NJ 0SS FEA12LINRGISAYe G6ANHza26S 09Y

ws gy ASO T dzRTAFOSY (G@O0OK adGNHz GdzNJ yIaidt LldzS |
A AOK dzo2f yASYAS R2 LINJ SaiGNJI SyA cherBykay DG NJ |
0N yaLR NIdz2znoOS3z 1 002yN 12Ys5N]l26NDd az2df A

R2 2GF0TF2n080K 12Ys5NB| @

3.2.1.3 Odpowiedz immunologiczna i wirusowe mechanizmy engpw infekc;ji
alfaherpeswirusowej

wSI {102l dzl OF Rdz AYYdzy2t 23201 yS3az 3234 LJ2 |
NRET LROT &yl &aAat ¢ Y2YSy Oigdime2 2 LBOSWAN 2858 OK 6 5
AYFS102Ad %l ly3tozéelyl yI SGlFLAS T6FfOTFYyALl
F1{Gegl 02t YIFI{NRBFlFIIAs 463 ySdziNRPFATAZI 3INI ydzZ 2081
do powstania miejscowego stanu zapalanego. W dalszymt €JAS A &aG20y N NRf
2RLIZ2 6ASRI yloeddlrs T1fSdyl 2R fAYF20eis06 ¢
a1ASNRGlIYyS 3J0Us6yAS LINISOAS12 SANMzaZzgeY 3t
KIFE'Ydzzn NRBT LINI SAGNI SyAlFyAS &At 6 ANHzZaEN 023 RBId]
g adGlyrsS OFL0126A0AS seStAYAYy261 06 LI G23Sydz
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g 2NHIYATYAS VyI OFrvS 0deé0ASe® 51AS8S2S aat

LINJ S1

I f FF KSNLISA g A NHza & A0NI GSIAA AYYdzy2Y2R

rozpomania przez system immunologiczny gospodarza poprzez, m.in.:

a)

b)

d)

gel1al G 0DOSYA Sclatestrei$] O2A dzil 22y $e

zawracanie wysoko immunogennych glikoprotein wirusowych

I LI26ASNI OKYA o002ye 12YsN)Jl26S2 TFHAYTFS] 2
- AYRdZ1 261 VI LINI ST &K DILINY SOA @QISIOE T A Flie
AYGSNYFEATFO2r 3JtA]T2LINRGSAY |1 LI2 6 ASNI O
OCl @2NBSt A 6alJd wnnuT CAOAZAll A SaALID |
AYRdzl 26 yS 1 G@gy 2] iBgerBwarbein @oSds prézaniitjza 2 ¢ & C
FyGe3daSydz T I LI YRk OT naGSO1l S1 al

- 0f21261FyAS 12YLX Sladz oAlF©O126S32 GNIyal.
antygenu (TAP angransporter associated with antigen processing y I £ S9N 0S 3
R2 NRBRIAye GNIYALRNISN® g 1 1+FasSin ¢4in
prezentacji antygenuLINd ST OT N & G S OTTpmazinai lwsp., 1998 a & L
KoppersLalic i wsp. 2005; Koppekslic i wsp., 2008Verweij i wsp., 2015

Matschulla i wsp., 2007

- TYyaS2al SyAS At21 O0A aeyasSaelzglyeOK O
RT A WIAYFAT | [ nwm 0P Koaok T QR E AT Bk 2 IBYR 2 NE ¢
(Hinkley i wsp., 2000)

- kierowanie O1 N %k BHII | do degradacjvan de Weijer i wsp., 2014

van den BoomemnlLehner, 2015van de Weijer i wsp., 2015

- T1odzNJ SyAS GNJF yaALRNIdz 6S6ynNGNI12YsN]
(Abendroth i wsp., 20Q1Park i wsp., 2004Zuo i wsp., 200Griffin i wsp., 2010
Schuren i wsp., 2016)

ingerencjia w | 1 G & @ yi®nunoproteasomu (Khan i wsp., 2004

van de Weijer i wsp., 2015)
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e) K Y24l yAS LINPRdzZl O2A o0AF OS] 12YsNJA 3I2aLx

f)

- 2RRT Al U@ g y AvBrusdwego miloRNAGID G NI yal NBLIG&
gospodarza i wirusowd>{edade AzevedePereirg 2016)

- KFEY26lFyAS GNJ yaiNELIO2A 3Sys g 1 2
1€Faeée L LINT ST Janas@adg)2 . L/ tn oO6{FANI A
-AYASNRBGLEYAS T LR Y2 ONcRBGARS WSiffini ®sp.| 21D ¢y 2 1
lub endonukleazy alkaliczneSOX (Griffin i wsp., 2010)

0ST LI2T NBRYIAGe @IRYyAS yI StSYSyide dzl OF Rdz A Y

- T F06dzNI SYyAS TFdzy] 022 yizAeF2AAR G sy @ YBRBR 35 I
(Tikoo i wsp., 1999Reyburn i wsp., 199Griffin i wsp., 201))

- 1TASNRGLIYAS tAYT20eis6 /5nb1996; WiRkNR2 3t | L
i wsp., 1999),

- interakcja gC z C3ba 1 Ol R26 1N dz]l OF ReE 2R 2183 WYYAAS: Ol ® A
alternatywnej(Huemer i wsp., 1993 urin i wsp., 1999

- GANDTIYAS OKSY2{1AYy LINI ST 3ID o0.NEBIYd A &
-F1desy21 6 AYYdzy2adzLINB&a&RIR2YRE2ARF 2080 4
(Spencer i wsp., 200&riffin i wsp., 2010)

- gANDTIYAS LINT SOAgOAIFID LINI ST 12YIgRS1a 13
(Ndjamen | WSP2014)

t 2y RG2T 6520 yS 2R2WAAQ 2N  ASYAYNIHYE22360A INB BB

LR RFEGY2T 6 2NBFYAT Ydz 324LR2RIENI I yI AyFS102S 4

A

NRT 652 OK2NFO gallsoizel NI eai ndedko
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z ~

3214281 2N 2dadlyAS ailftlr{s¢6 SyRz20eiG27T& LINJ S
replikacyjnego

2galt Lz2N0OS 6 1 2Ys NJ 26 & eKwenaeA entiopyitiogyK 6 02
takie jak motywy: tyrozynowy 0O , - - udileucynowy (LL) oraz1 f F aGSNJ (146l 1Yy
FYAYy2162RIMBSI 2N 1t dz01 260 NRBE T 6 12YUNREt 29
w tym endocytozy G NB Yy 21T | £t SoyS2x a2Nl2é6lyAdz oAl OS]

52y ASaASYAl fAGSNI GdzZNP6S R262RI NI AdD 6ASES
w swojej sekwencji opisywane motywy endocytozy (Favoreel i wsp., 2006),
JRe&0d al ftl 1A SyyRtpware (prdz irusole gliképtoiny w zainfekowane;
12Ys5 NOS L2 ROIT I & Oe1f dz NEBLX A1l OeayS3az 0
281kl Fy2s Ad SyR20ei21F+ KSNLISagANHzZA2ge OK 3If.

odpowiedzi immunologicznej ze strony gospodarza €wdi wsp., 2000; Favoreel i wsp.,
HANnHO A aLINJe2ld 6SoynNGNI 12Ys5N]l26SYdz (NF yalLR
122026532 Y2y(ilddz R22NI I 080K GANR2Ys5g6 0OLR
TFTAYTS126FyS2 1 2YsNJA oAFTB|IR anNRVIakdgdEyd R
I LI NJ ( dz D2f 3AS32 6¢DbU f dzo dzi g 2 NJ 2 y @ OK
(de Zarate [ wsp., 2007) Tdbela 7.
blFr20Tt1 OAS2 alLkRide|lye YvYzieg (eNriéeyz2ge vyl
NEBal Gt GeNRlTeyes AyANPalididz RR2og2dt y\WEH2 GFY g&az2
aminokwasu. 2 S R O dz3 RIy&OK f AGSNY Gdz2NR g & OK Y20e g
g R2YSYyAS OQedz2LiX T YlIrGaediySe oAlUS] 6ANHzAazseO
GF1A0OK 2F1Y SyR20280G21T 1 DUASNE YV RI LY Babigpdite WA | &i ¢
OAF0OS]T T NBOA]dzZE dzy SyR2LI FT YIFGeOlyS3az2z R2 |1
YIal2elyAs a3yl vdz NBOGSyOeaA i} 9w -I)f dzo 2
a2NIi26lFyAS ol T 2tFGE§SNYtyS dBYRSokd Oy ABA I DR MR 2R
R2 |1a42ys563 LINIS{lITe@élyAdz ae3adylOsg OLINI gR2L
G&NRI 22Agbgevowbd = A0 KSGSNRB2f A32YSNE oAl OS] 6AN
SYR20e(G21AS 4 2L NOAdz 2 OK20 2SRISWS YiRdind nmica
12YLX S1a OLINIJe@]oOlFlR adly26Air 39 +%¥+xr A twxx 11
kompleksu gE/gl (Alconada i wsp., 1998; Tirabassi i Enquist, 2000).
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¢1.9[! T®

[21FEATFO2F A

Fdzy1 028 Y2iGeéesdz GeNpley2sS532

motyw endocytozy homolog funkcja 2Ry 21 yA
wirusowy literaturowy
motyw tyrozynowy | gB HSV, PRV, V] endocytoza z powierzchy (Heineman i Hall
002y & 1 2Ys NJ 2001 Favoreel i wsp.
2002; Fan i wsp., 200z
de Zarate i wsp., 200
gD PRV (CAOAZaATLlF A
gE PRV, VZV (Alconada i wsp., 199€
Olson i Grose, 1997
Tirabassi i Enquist
2000)
gH Vvzv (Pasieka i wsp., 2003)
gB HSV, VzZV transport z ER do aparat (Favoreel i wsp., 2@)
Golgiego
gB PRV sortowaniebazolateralne | (Favoreel i wsp., 2@)
gE PRV Y23G@&¢ &eé 3yl Y (Favoreeliwsp., 2@)
US9 PRV a2NI26l yAS R (Favoreeliwsp., 2@)
motyw gBVZViPRV |SyR20ei(2T1 1 (Heineman i Hall
dileucynowy wirusowych i ich | 2001)
LIN} 6 A RO2 4|
2O0NY 0AS I LI N
1tFHad SN |gEVZV LI2 T NBRY A OT Sy (Alconadaiwsp., 199¢
FYAYy210l & w transporcie
AT 2LINRGSAY
transaparatu Golgiego
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azlieg RAf SdzOey2g e O[[0X 1G5 NB32 Fdzy ] (
21 7 LINJ @ LJF R dz Y2iGegdz GeNRT ey2S832:
LING S1 GANDT I yYAS aS16Sy0O2ah 20S2yYdz2znodse |
R2 L2 R2SRy2aid1A ) oAl O I RILJA2NR g S32 [
YEFAGSNI {6FTyeOK | YAy2(1éltasgr yltSonode R2
2 NBaldGe IYAy21éltase 161 yeOKI TIFgASNr &8s

~

LINI ST 12YsN] 260 1AYIFTt H -14Crofmp Dwsh, 2004).G6 SNI 1 02 A

3.22 GlikoNR G SAY Il . Ff FIF KSN1LIS&a6ANHzAs &

GenUL271 2 RdB DO 2 LINRISK y&@SRyeyYy |1 yla2aratyirsSe |
61 NP R KSN1LJSagANHzasg |+ LINRPRdzZlG 2S32 (GNIXylan
20t A3 d2NR2y e OKd 3I. I LI LNI §idz ¢A NILE2YBAMS NBR 20 KNB
32aLR2RFNIF A dzig2NI SyAS (2YLX S1adz 1T KSGSNRRA
I 002yN 12Ys35N] 26N A dzo2ft yASYyAS 1+ LJ&A&@Rdz R2 4V

3221{ GNHzZl GdzNI 3Fft A1 2LINRPOSAY_@YL NX SFF KSHLIS 4 |

infekcji

CNFyaoozyz2¢l 3EA12LINRGSAY L : yIftSoe R 2
282 2NAFYyAT I O2 Ol NaRDARNI t B2o2 PKZ1 6NAT &
OKIF N} {GdSNrpaGedOiyS Rfl o0AlF0S|y FddeayeoOk ¢l
t 241 O1 S3AsftyS R2YSye 3. an R2 aASo0AS LRR20YyS
dzi g2 NI 2y n 1 GNJ SOK yAOA Ol Z20dzOK | LJ2 £ A LIS LI
WSRYF1 ¢ LINJSOAgASZAG6AS R2 o0AFOUST {(flae L.
na Nk2 Z20dzz 3. L2 aAiAl RI Syt iNIyn RgdzZRT ASE YT

FyFEt23A0Tyn R2 LR22SReyOi S22 LXGfA Tdd e2ySea oA
a1 0FRI aAat ¢ OFLO2TOA 1T FYAYy216l ad&s56 KEeRNRT20.

zas gy 2 I YAYy21 6l ae K& RNRE Lot 2Ny ¥ 210 2 GdzOKS Y
LI2aAl RF 208 @l ©das3B f y21T OA LX Gt S Fdzl 223SyyS 2
reszty aminokwasowe 1¥B79 i 258H Cc p OALI O 3. OCIfly3l
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2 T FtSdy2I1 (Gatunku 2 Rifaherpeswirus 6 A St 121 06 oAl
g K aAt 2R dno R2 dnt NBald FYAy21e6laz2se0
OK2Y2GNRYSND S L2 twsdrc2kgwgd Rycind 2 Rormbaprekursorowa
OALF Ol o iGRiyA{{d2 &  O2A> 1 QKBIRRZMIBGSH2 dzv SRGIzDI N
LINI SRail oA OASTE A I £ T KSN1IJS& 6ANHzas 62 eSai |
ODFf RASNR A gallds HnanyOd az2y2YSNE 3.6 A 3.
LING S1 12Ys5N] 260N FdzZNB Yyt 61 I YLK A g aLllo M
Wiekd T 218 K2Y2t23s¢ 3. dzZ S3IAI 0 | AQWaskéwsp..OA dz 6 &
19820 A LISOYyA &ag¢g22n TFdzy1Oat 2112 GNAYSNI I dz
YOAYd LINTI SR A LJ2 Fdzil 2Ax T FtSdoyedOK 2R 1Y
) Bl
N 7, monomer 8 20 trimer
l 2N ) PR &
3 Bl
'\!‘ '.\
1& I
& XN
%y /
) ‘Lp\\ (g) Il
. )l *
7
RYCINAG. Struktura formy monomerycznej A G NA YSNXz 3. twx 2GNI&Ylyl y
krystalograficznychd 1 Nk O2 y S2 T 2786vad) Régloy©4 2 NJop@S LAt 8 R2YSy 3. 21
NI @YalAYA 2R L R2 +d tt{ifS2pii ®82BSRETCYeEALO[ S| b6SyPDle
A LLLysx 8 Gis2Natdi | @1 G2 YNBI2tRSidzs 28ad T +HTyF Ol 2y 2F12 051
LINJ 8 L3dza 1 OT +Hty$S LR2020SyAS YAS2a0l OAt OAlF TFdzNBGD O6LRYI

R2 1GsNB3I2 LINI edonol 2y0S 28af3tepSRRYOY &> NBRAILNSBT y (dz2 S
Vallbracht i wsp., 2017, zmienione).
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DEAT2LINRGSAYl . 2SaiG o0AFO1ASY yASIiotRyey
gB wirusa HSW LINJ & LJA adz2 S aAt Fdzy{ Oat & Fdzl 2A
A I SgytGiNIyn o602ynNn 2NRNBsN LRROITFA (NIya
gBwirusaHSM LISOYA Nl gyASdO NRft>X gNIT 1T 3IYZI 6 AYF
(tworzeniesy O i A5 60 0/ K2dzf 2Sy 12 A 6aLIPI HAanpoO P 2 |
dzRT AT 6 NRBTLINI S&AGNJI SyAlyAdz aAt @ANHzl RNRATr
(Rauh i Mettenleiter 1991).

Y dzy 2
i naid

v <

2 R dz c“)él\ai;{éSszzlthz‘[LzN.m\r
OT1{+rYA al/ {fl a L

| K2OALFd G2 OTnadisSoOil{A al/ (flraeé L an 30s5¢
dzy A1l YAl 2RLERASRIA AYYdzy2ft 23A01ySas 2Ry2i(?2
ingerowania w szlak pteSy i 02A | yie3aSysg 3TFOsgyS3I2 dzl OF R

gB HSM posiada w swojej sekwencji aminokwasowej fragment identyczny
1S Iyl 2Rdzznoey aAt ¢ B ZONAOBYHz yAST YASYyey
OT NadSOT 1 YA &I /2yt a@e a2las {{RPayrdl SR 6| y & v
OT Nad SAiwiwkd h[o!ll GS &aS3avySyide asS{sSyO2ir & ANHza?2
al/ (1flrae LL A fdzRT1AS32 /57nkLAl moduhjé @S NE
LINBT Sy G 02t | yide3asSsydx dizaNi £01 SayRdOR s WR2 a2 Y

—_—)

& T YASyAz2ye OK 7 Sy ALl &s50 a (0 NHz] G dzNJ
a2RSt (12YsNJ2ge 1 (2yadeddziesyn SiaLINBaan 3
L2 OK2RT SyAl SyRz2az2YltyS3az2z 1T i SNY¥RNIOSNESRdzO ¢

R
ayeOK SyR242Ys56 699! MX wl 0p 0628 02 R&A R2- G dye
g6 EAYAIFIOK 12YsN]26e&0K A-Y F(Sidzg on ywep) K20175 A NHz& S
51 f&al § ol RFEYAL gelltitoe dzRT A+ © DR 6
R2 S312a2Ys56S AAEI2dA0A1 &4 SRAAASE yS32 yI al ] d
L2 G6ASNRI IF2n0 AYYdzy2Y2RdzE | Oéga2yn Fdzy 1 Oat
Doniesienia te {1 2 NBalLl2yRdz2nNn 1 601 94 yiG6e8BHROdKA 208 BN
Ad TFdzyl1022yltyS ax.a LISOYANn AraGt2aGdyn-1fdzy| 02
2 NJ 1 L2 galGl g1 yAdz R22NJ I vé OK GANR2Y 5 &
Badanie z wykorzystaniertomografii { NA 2 St S{iGNRy2¢gS2 REl |yl
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1 SoynNGNI {2 YBINA2IOKK AT 12YsNB]l OGNryaFsSi{iz2ety
LISoyS2 ROdzZA2IMEA LBSWA SNRIIAG2 26SO0y216 3I. 11
A LRT 62t A02 yI R210FRyAS2al S 21NBITfSyAS aiNd
postfuzyjnej oraz wykazae nowej¢ { Nk G &1 S2 A ol NRIRy&& J a1 2y R

(ZeevBenMordehai i wsp., 2016).

liczba
zdarzen

%nﬂHHﬂﬂﬂnhhhhhm

30 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160170
Srednica pecherzyka [nm]

RYCINA® { ( NXz] G dzZN} A 2 6 Ntbnmografilkiodlektrogodvej R ¢ 5 QI YREONY & OK G NA Y SN
12YF2NYI O2A LSOy Swe TROAERIAON 298S2 | + 002y A S LIt OKSNI &
2 AR21 2Nl 232y fye G NRA Y S NE Okolfré Qikbieskif 2d8 1 2f NI oBaYIieT
A-C reprezentacja izopowierzchni po rekonstrukejp  LJ2 & (i I OA -EREpuzZRM8j8 izoBawErzchni

L2 NB]12yaidNHz O2A ohiNEI2&H@lvdk NP BB (§ NE$2yaidRUzLO2F F2NMe
YIE 0AFLD20 1T R2LI &261FyND aGNUzZl GdzZND  {NERadl g @swnNn L2 7
TFH1206A01T2yS2 6 002yAS LIt OKSNISNB 2 yiSS aydd (AN 2 12yvis D 123518 3
I 0OKROEIN TFT20INF BaE&EYALILNR S 2R461 2NRGFYAS (2YeQKddd Ydz LINI
niebieski, gBc 1 2f 2NJ o0s OUINITSRaé N sIBB2N08 RealdNBo6dzO2t LX OKSNJI
T 61l TFYASY FT2N¥& ROdzZAAS2 006Al US &0 dBIMordehai Ndsp., | Nk G 1 A
2016, zmienione).
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4 CEL PRACY

I St SY yAyAaSa2al S2 LINI dghkoproteidyOR trzdctd WyRranych S T &
£ F1 KSNLIS & 4,/BblbE BRY) zé szkakiem endosomaf$@ i 2 a2 Yl f yeay 12Y.

poprzez:

- 0FRFYAS T R2ty21 OA 3. R2 f21FtAT I O2A &
gNIT T LINko6Nn 21NBTfSyAl VESOKFYAT Ydz Ay {2 NLJ2 NI
-0k RFYAS TR2fy21 OA 3. R2 2RRIALIOTeglyAlr 1T 0OIn

A 20YAQF YAl LRTA2Ydz al/ LL yI LR2sASNI OKyA {2
funkcji gB.

l 6@ R212Yl 06 20Sye ol & Ay 1 2 NLI2 Nkcj@ 2 | 3.
I al/ LL &an soF1 OAs21 OALFYA (1 2YaSN¥26lye&YA S
LR2NE gyl g0l 20 3Im  oA0NNRYI2 12(kH 2 2Ry 21 yAlZ L2\

& 12ydS17T OAS 9+ a A al / LL T2adl Ol %0
3. gANHzadgi PR21¢¥AS T2aidlove 601 STyaSea LE2RRI
23 yAlA Y23dveoe LRI g2tA08 ylI o0 NRIAS2 R2]10IRyS
KSNI1JSAagANHzZA I YA | 1 2YsNJ N 3I2aLRRIFENI I LINT ST 2«

konserwowanego w  rodzinie  herpgs\ NJza 5 ¢ OAII Ol ¢ A O2Y ] 2 ¢

52RIG1262X OStSY LINI O& 0¢&O0l- bidthedmigzRaSd  OK
L)Xt OKSNI @156 1 S6ynNiNI12Ys5N)l2680K dzol fyAl yeoOK
alfaherpeswirusami mogd OF R2a G I NOIT &6 y2geé oK AYF2N)XIE O2
NE f A L)X OKSNJ 81535 ¢ 1 SegynNiGNI 12Ys5N] 26e OK LJ2 F

22812YlFYS 6 NIYIFIOK LINYOe& R21U2NBR1AS2 o0l RIY
a. F RFYAS NRfA S312a2Ys¢ @oANIZZSOXS5d8z XYFISY
z programu SONATA Narodowego Centrum Nauki.
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5 a! ¢9wlL!

5.1 Szczepy bakteryjne

Escherichia coli Top10¢ YONJ -hsdRMSWNONI / 0 . yn Rt O%pamp pftl O
FNF pMod nol NI X - rpsE@Eh endAph mup@ bzES LI 3a If IYG SNB 2y @  dz
R2 yIFYYy20SyAl LIXITYAR356 O0¢CKSN)XY2 {OASYGAFTAOKL

5.2 Szczepy wirusowe

HSV1 Ludzki herpeswirus 1, szczep syn 17zolat kliniczny otrzymany Eriedrich Loeffler
Institut, Federal Research Institute for Animal Hedltb A SYO&@ 0 X Yy I YYIdlye& A
LINI @8 dzde@OAdz aal Ol S2 fAYAA 12Ys5N]l26S2 =SNRO

BHV1. @8 Rf t 08 KSNLISA 6 A NHza - iaolat klinkeziRyio@zythany Z Institut® T S LI |
F2NIJ ! VAYFE 1SFEGK FYR {OASYyOS 61 2f I yeRliki- 0= yI
12YsN]J26S2 a5. YD

PRV A NHzd LJa SdzR2 g1 OB 6&ijofatklhigziy Dtrzymar® & 18tidutd for Animal

| SIFftGK yR {OASyOS 01 2fFyRALFLOZ yIYYylLdlyed A
12YsN]J26S2 {Yco

5.3 Wektory plazmidowe

PJET1.X wektorf AyA2ge LINI STyl Ol2ye R2 1fRymByAl A
(Thermo Scientific, USA)
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Xbal

Bglll
Btgl
Eco130l
Ncol
Bsu15l

RYCINA 8apa plazmidu pJET1.2
0 T NBhf®&2AwWiw.thermofisher.com/order/catalog/product/K1231#/K1231

PLZRSRES'b DCGWS 1 2NJ NBONRGgANHzAZ 6> (U5 NB3I2
YearsSe oAl OF Ol 1 Rycirmm®;iwswofejssékiendji aawigra 0 6

12yaf

 elementpUGori LI2T ¢ £ 2ndeé yI NBLX A{FO2t LI I T YATF
I & lofiPdogaz EBNAL wirusa Epstein | NNJ 6 9. +03X dzY20ft AgAl 2

56S102NF 6 12Ys5N]FOK Sdzl FNA20G&01 yeOKs:

T aedaylr o LI 1 2a9 Wz 2 fragmeritamooQ[ ¢ w A pQ[ ¢w 0O0A 2 NJ
wiy i SINF O2A FNIIYSyildz 6S1T02NF R2 5b! (2Ys5N

f LINBPY2G2NJ NBUNRGANHzZAZ2 6@ & 20NXY 6AS p Q[ ¢\
umieszczonego w MCS (angultiple cloning sitg

¢ A3Sye 2LR2NYy21 O0A yI | YLAOefAyt A Ldz2NRYe@&Oeyt

T aS16Syodat Lw9{ 2RLI g ASRIOI yKE DA NE ORE SR

LIN S1 RSt SOa2t aS1sSyoO2ar {2Rdzznose

nerwowego czynnika wzrostu NGFR (aregve growth factor receptdr
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0%0A2NE %I 1 OFRdz . A2f 23A AGUNEIfPBI§kdzpidrdoBi S NGB R BBza 5
Stanford University, USAhttps://web.stanford.edu/group/nolan/OldWebside/retroviral

systems/retsys.html).

5’-LTR
ampicylina
gag MCS
HSV TK poli-A
IRES
A NGFR
Ori P pLZRS-IRES-A NGFR
12,5 kpz 3' LTR
EBNA-1 pUC ori
SV40 poli-A

PGK-1 puromycyna

RYCINA9. Mapa plazmidu pLZRIRESh b DCwW Nk BRORYNE %I { OF Rdz . A2t 23AA a2f
MWBUGD! aSRX t 2f a1l X c¢StanbralbndersifiyfSUFANS R O 2

PCMMVSVGept ' T YAR T I 6ASNIr2no0e 3ISy FJEtA12LINRGSAye
jamy ustnej VSYang.vesicular stomatitis virggpod] 2 Y 0 N2 £ N lcINEM Bidlabdll  t
USA).

PBABEpurogc 4 S1 U2 NJ NBINRGgANHzA2 6> {GsNBI2 1 2YyaiNdz
OALFOF1OT 1A az2f2ySeQl 0 a a [(Rgcina i)an2sMNaep seamverSjiNy A
zawiera pU NA S aeé3yr o LIk 1261 yAl A0S FNIAYSyYy(e
NEGNRGANDHzAZ g YOS 3ISYy 2L1RNYy21 0A yI Lldz2NRPYeOey
2 ANYzAs5 62 -B2aSRIED t2fall X LISGNGD2 Unfé&sity] NFAR O 2
https://web.stanford.edu/group/nolan/OldWebside/retroviral systems/retsys.html).
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(4975) Sspl Aarl - BfuAl - BspMI (8}

(4770) Xmnl
(4748) Dral

(4721 .. 4740) Amp-R

(4651) Scal —_
(4541) Pvul Spel (G16)
- 'k/—l —— p
(4393) Fspl C e e LT
- _',.--"N“pp. promoter e T

N\ Afel (879)

14050) Notl —__ff
/ BsrGl (1238)

| pLXSN 5' (1288 ..1310)

pBABE 5' (1326 ..1342)

NgoMIV (1356}

‘Mael (1358)

“BamHI (1363}

BsaAl - SnaBl (1382)

EcoRl (1387)

sall (1405}

j{ . Accl (1408)

\, Hinell (1407)

pBABE 3' (1416 .. 1436)
- Ncol (15642)

pBABE-puro
5086 bp

(3430 .. 3449) pBR322ori-F

(3397) Drdl Sfil (1688)

T Aven (1735}
Hindlll (1751)

\ | Puro-R (1760 ..1779)

. Bsiwl (1816)

(3289) AR - Peil
(3179 .. 3196) L4440 ~

(3173) BspQl - Sapl BspEl * (1873)

,  Rsrll (1876}
Sacll (1974}

Puro-F (2256 .. 2276)

Dralll {2331}
BspDI - Clal (2414)
(2492) Bmtl Nhel (2488)

RYCINAO. Mapa plazmidu pBABEuUro6 i Nk RUO2Y KOG LA YKk 666D RRISYSP2NHKMT C

PFBCMMVSVGIBc LX T YAR T F8ASNI2n0e &aS1sSyodet 1 2Rdzx
wykorzystany do uzyskania na drodze klonowania molekularnego plazmidu na bazie wektora
NEGONRGANHza26S32 1 &aS16SyodOa2n 3ASydz It A1 2LINRGS
Molekularnej WNXza 5 ¢ > -&BMed, Pdlska/ Grabowska i wsp., 2009).

54 { $168y028 ydzqfS20eR26S 3ASyss HANHzE2 8 O

NCBI ID

HSV1gB 24271469

BoH\{1gB JX898220 region: 55588365

PRVGB 2952558
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55 [AYAS 12Ys5N})26S

MelJuSo (MJSUniversity Medical Centadtrecht, Holandiaf A YA OA NIVl 12 Y5 NJ
Ol SNYALF1lISX K2R2¢M640 ¢ LI20es0OS wtal

MelJuSo (MJS) gD BoHVO f Ay Al 1 2YsN] 26l ai2yadaNiz2sl yl

g NI YIOK 2S2 LINIYOeé R21G2NRA]1AS2I %IGUWddR . A2f
Polska/ M. GrauModulacja odpowiedzi immunologicznej podczas infekcji herpeswirasem

Y2t S1dzA F NYyS |aLlS{ide RIAFOFYAL 1-® Y Wiy3 | a do A @Al
12Ys5NB] fdzRT1AS32 OI SNYyAF{F 1T 12yadeddziesyn
KSN1JSagANHzZAl MI K2Redl yl ¢ LR0egO0S wtal

Jukato 9 c d®mx> 9/ !/ /X 2AStE 1l . NEBGFIYAILO tAYALF OAD
OAL OF OT 1 A LB220R200C Y twmtmadlL ¢ OSftfdz T oAt 1al SYyAl  LIN
w trakcie hodowli dodatkiem 100 nM i&tanu 12mirystynianu forbolu (PMA) i 1 mg/ml
fitohemaglutyniny (PHA).

MDBK (ang. MadincDarby bovine kidngy (CCid H = re/ / 2 P{!lo tAYAL
embA 2y f y@OK LI2OK2RI NOBOK | ySNJ]I®4L00& Rt OS2 K
SK&ang.swinekidney (1t 2y c0 oLyadaAddziS F2NI ! yAYLFE | S|
ALRYGFYAOT YAS AYY2NIFEAT 261 ye@OK 12Ys5NB1 ySNJ
Huh-7 (University of Glasgow, UKY A Y A | OAN3IOTI 12Ys NB] f dzR
I 3ddt+ y262062NRgS3I2 gNGNROEI K2R24lF Yyl g LRD
Vero(CCly mX ! ¢/ /X ' {10 fAYAl OANIOIF (12Ys5NB] LRO
(ang.African green monkey K 2 R 2 4 lyyideDMEM.LJ2 0

GP2293 (Takara/Clontech, Japonid) A Y A | LI 1 dz2NROF &aeaidaSydz NBG
LI2OK2RYND fAYAA 19Y Hpot¢ OSEfAYAlL 12YsNJ2s6l fd
A GNIyatsS126lFylt LIXITYARSY dzv2otAgAlandey Sia
ge12Nl eadesgl ylI RNS ONPREA NI 6 8O0 KA GKSAR26 Y 6 |

46



56 aSRAIF K2R2gflyS 12YsNB] o6F1GSNE2y&OK A

LB(Luriz. N2 GKO oF 1 0SNR_2yS LIeyyS LRRU20S K2R2gf
2g bacto tryptonym 3 S 1 & ( NI | (,@g NaGI® dsRidrgms §H3720 i autoklawowane
przez 30 min przy 0,7 atm]

LA (Luria Agaro I { i SNBE 2y S adl 0SS Lu2SRG 22000 SK 2R 2%t O lyFST Ac
3g bacto agaru2g bacto tryptonym 3 S & ( NI | (0 ,dzg NRB Qidkatodyd $HE2,0

I autoklawowane przez 30 min przy 0,7 atm]

RPM} 1640 (Sigma, USAMJ2 RU20S 41 NPaAaR26 KX2R2%d A0 11y25r5 NB |
suplementowand-3 f dzi F YAY N A NRIT (i62NBY lyGeoArzde|iss 0
2NIT AylLldeéz26lyn adaNBPgAON ©SiRd, WSBN R2 &Gt dSy
5a9a 05dzZ 6500204 a2z ®XBANFR yHIZI (IzB9dve sBIRDED & 6
R2 K2R2gfA 12Ys5NB] ad000AOKI y A dzE NPT yilig2aNByYS
61 32RYAS 1T T FESOSYAFYA LINRPRdAzZOSYdGlF0 2N¥T Ay
122026532 @orning,diBA) H /8’

La5a 6La020S0a az2RuMX¥$RYybBHEZOGOSGAXDENRBRRO LE
stosowaneR2 K2 R2g¢f A (1 2Ys5NB]l &al3diddioOK:Ay 8dzaf SNBY
FydeoAazde!ss ol I32RYAS 1T T1EfSOSYAlFIYA LINBRdzOS
R2 adtoSyAl (12z202¢S32 wmMmE:

Hybridomed DIFLO00 BR OKNR2 YX DSNX I ye& o LJ2 RO 200 Sodowil NP & (0 2
12YsNB] §aAMNOISéd gk Ol 2yeOK R2 AT 2t 02Ar LIX OKSN
suplementowand-3f dzi I YAY N A NRI G62NBY lylGeoArzied1ss 0O
pozbawione dodatku inaktywowanep dzNB g6 A Oé oeRft OS2 1S 41 3t
GLINRP S| RT SYAl R2 dzl OF Rdz & 0 NXz] ( dzNJ

a7



57 t NI SOA6OA L U

A TyFOTYyAlA Ftd2NBaOSyodee

ad2a26tyS N

|p. T T & A WBgWestern Blotting pl’OdUCEﬂt
y. 1ot LINJ S IF¢ Immunofluorescencja
FCc/ @G 2YSGNRI
IP¢ Immunoprecypitacja
pNI SOA6OAI OF LIASNBail 2N
1 |a@aAsS LINJ SOA g O WB:1:2000 Santa Cruz Biotechnology, US#
anty-HSV1/2 gB (10B7)
IF: 1:1000
FC: 1:1000
IP: 1u
2 | Mysie LINI SOA ¢ OA | U2 WB: 1:2000 VMRD, USA
anty-BoHV1 gB (H2)
IF: 1:1000
FC: 1:1000
IP: 1u
3 | Kozia surowica poliklonalna ant WB: 1:2000 VMRD, USA
IBR/BoHVL
IF: 1:1000
FC: 1:1000
4 [YNFEAOT | LIt A1 WB:1:2000 dzR2aiGt LWYA2YS -
Bspecyficzna i i iedri
gbspecy IF- 1-1000 Joa.chlm Rziha (Friedrich Loeffl
Institut, Federal Researc
FC: 1:1000 Institute for Animal Health,
Niemcy)
5 |lagdaAS LINJ SOA g O WB:1:2000 dzR2alGt LIyA2yS -
anty-PRV gB (A2€26) Joachim Rziha (Friedrich Loeffl
IF: 1:1000 )
Institut, Federal Researc
FC: 1:1000 Institute for Animal Health,
Niemcy)
6 la2adaAS LINJ SOA g O WB:1:1000 Santa Cruz Biotechnology, US#
anty-Alix (3A9)
7 ladadaArS LINIn®dkahale? WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, US/

anty-CD63 (M»49.129.5)
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Y21 A S
anty-CD63
adanrs
anty-CD9 (MCAL69GA)

YN A O S
monoklonalne antflotyllina-2

Y21 A S
anty-kalneksyna

LIN SOA 8O

LINg $OA 60O

IF: 1:1000

LINI SOA ¢ O WB: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000

YNk f A O § pakbndl@A WB: 1:1000

anty-Tom40

adaArsS LINI SOASOA

anty-HLADR (L243)

aeairsS LINI SOASOA
anty-0 @ Rf t OSILARL)/ L

YNk f A OT S
anty-HLAS wh

Mysie LINI SOA 6 OA I U2
anty-HLA5 wh -7)6 D

aeairsS LINI SOAgOA
6¢! [ Mmno

anty-HLAS w i

YN f A OT §
anty-HLA5 w

adaArAsS LINI SOASOA

anty-HSW1/2 gC (3G9)

aeaArsS LINI SOAsOA

anty-HSV1/2 gD (DL6)

adaArsS LINI SOAgOA

anty-HSV1/2 ICP5 (3B6)

YN f A OT §
10

anty-HSWm nd®pk L/

LINT SO

patikdorsanel

LING SO

WB: 1:2000
IF: 1:1000
FC: 1:1000
IP: 1u

WAB: 1:2000
IF: 1:1000
FC: 1:1000
IP: 1u

WB: 1:2000
IF: 1:1000
WAB: 1:2000
IF: 1:1000
WB: 1:2000
IF: 1:1000
WAB: 1:2000
IF: 1:1000

WAB: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000

WAB: 1:1000
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Santa Cruz Biotechnology, US/
Bio-Rad/AbDSerotec, USA

Santa Cruz Biotechnology, US/

Santa Cruz Biotechnology, US/

Santa Cruz Biotechnology, US/

Santa Cruz Biotechnology, US#

zebrane jako hybrydom:
supernatantu  znad hodowl
12YsN]26S2 aSN

Santa Cruz Biotechnology, US/

Santa Cruz Biotechnology, US#

Santa Cruz Biotechnology, US/

Santa Cruz Biotechnology, US#

Santa Cruz Biotechnology, US/

Santa Cruz Biotechnology, US#

Santa Cruz Biotechnology, US#

Bioss Antibodies, USA



23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Mysie LINT SOA 6 OAl ©2
anty-BoHV1 gC (F2)

adairs
anty-BoHV1 gD

YNB £ AOT | a4 dZINER5
specyficzna

aeaArsS LINI SOAgOA
anty-BoHV1 gE

YNEEfAOI S LINJ SOA
anty- BoHV1 gM

YNEfAOIT S LINJ SOA

anty- BoHV1 UL49.5 (H11)

adars
(B16d6)

YN f LN SOA 6 OA | O

anty-PRV gD (016/00)

agdais
anty-PRV gE

YNk t A OT S
monoklonalne antyEEA1

YN € A OT S
monoklonalne antyRab11

YNE t A OT S
monoklonalne antyRab7

YNs £ A O S
monoklonalne antyLAMP1

aeairs
anty-NGFR

LINT SOA 6 OA

LINI S ORRY Qyk

LINT SOA 6 OA

LIN SOA g OA

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:600

1:600

1:1000

1:1000

1:1000

IF: 1:300

IF: 1:300

IF: 1:300

IF: 1:300

FC: 1:100
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VMRD, USA

VMRD, USA

dzR2aGt LWA2YS L
Drunen Littellvan den Hurk
(University of Saskatchewar
Kanada)

dzR2a Gt LIyA2YyS
Rijsewijk (Institute for Anima
Health and Science, Holandia)

%6 A 2 NB %l 1O
az2fS1dzf  NyS2 2
UGGUMed, Polska)

%6 A 2 NB %l 1 O
a2t S1dzZ  NyySe 2
UGGUMed, Polska)

dzR2aGt LWYA2YS -
Joachim Rziha (Friedrich Loeffl
Institut, Federal Researc
Institute for Animal Health,
Niemcy)

dzR2aGt LWYA2YS -
Joachim Rziha (Friedrich Loeffl
Institut, Federal Researc
Institute for Animal Health,
Niemcy)

dzR2aGt LWYA2YS -
Joachim Rziha (Friedrich Loeffl
Institut, Federal Researc
Institute for Animal Health,
Niemcy)

Endosomal Marker Antibody
Sampler Kit (Cell Signaling
Technology, USA)

(Cell Signaling Technology, US

Merck/Sigma, USA
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38

39

40

41

42

43

44

45

PNI SOA 6 OA Il OF RNXzI2NJ t |

koniugat  kozich  antyysich WB: 1:2000
LINF SOA6OAF DT L3
OKNI Iy260Dn

12y Adzal G 2 INts & G WB: 1:2000
LINTI SOA6OAI T L3
OKNI y2én

12y AdzAal G 2 kozidh« WB: 1:2000
LINI SOA6OALT L3

OKNJI y2én

koniugat kozichLINI S OA 4O FC: 1:350
YyeairAOK L3ID 1T TFA
12yAdzal d 121 A OK WB:1:5000
YeéaaioK NRT LRT Y

tS1T1A L3ID 1 LISN

koniugat kozichanty-mysich 1gG z IF: 1:1000
Alexa Fluor 546

koniugat kozich anty Nk f A Ol IF: 1:1000
z Alexa Fluor 488

12y Adzal G -kézich IgGGK IF: 1:1000
Alexa Fluor 488

koniugat kozich anty Nk f A Ol IF: 1:1000
z Alexa Fluor 633

Jackson, Immun&esearch, US/

Jackson, Immun&esearch, US/

Jackson, Immun&esearch, US/

Becton Dickinson, USA

Jackson, Immun&esearch, US/

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

ThermoScientific, USA

Thermo Scientific, USA

znaczniki fluorescencyjne

nazwa znacznika opis
fluorescencyjnego

PKH67 Greer ®SailGl ¢ R2 23s5fy
Fluorescent Cel 6 B2 Yy & 1 2 Y znhcknikignt
Linker zielonej fluorescertji 2 gl N

ekstynkcji 490 nm i emisji 502 nm

LysoTracker Rer Barwnik czerwonej fluoresceng

DND99 (ekstynkcja 577 nm/ emisja 590 nn
R2 1TylL{126IyAl A
62 1s6FTyey 2ROl ¢
12Ys5N] I OK

51

producent

Merck/SigmaAldrich,
Darmstadt, Niemcy

Invitrogen, USA



5.8 Startery

Nazwa kasety {S16SyoO2l yddpid2ieR26l o0pQ
gB HSWL CGGGATCCGCCATGCGCCAGGGC
FW

REV GGAATTCACAGGTCGTCCTCGTCGGCG

gB BoHV1 1 CCGTCTTTGCGTCCGTCTTCCAC
FW

2 REV CGCCGCGGCGGCGAACAG
3 FW| CTGGCGCGCTCGAACGGCAC
4 REV GCGCACGTCCCGCCTCCAAG
BamHI/FW CGGGATCCACCATGGCCGCTCGC
EcoRI Rey GGAATTCTCATGCCCCCCCGACGTC

5.9 Wzorce masowe

Wzorzec masowy do elektroforezy agarozowej DNAGene Ruler DNA Ladder Mix

FNI IYSyGe 5b! 2 gASt1210A LINITFaAFRY mMmnnnnsz
1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 (Thermo Scientific, USA)

272N SO Ylazge R
Protein Ladderco F Ny & 41
kDa (Thermo Scientific, USA)

St S1 GNP T 2d\BageRulel Prdstaihed NB f 2 |
NI SO o0AFDS] 2 6AStE121 OA wmT.

272Nl SO YlLaz2zge R2 St S{ GNP TemiBeRder R Prastained® f 2 | Y

Protein Laddergo N3y & ¢ 1 2 NI S @i 260A18@BQ, 702 55,85, 85, 15210 kDa
(Thermo Scientific, USA)

5.10 Enzymy

Antarktyczna fosfatazaSy T @ Y RSF2aF2NRf dz2nde (12208 pQ 7
BioLabs, USA)
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. dzZF2NJ R2 L yidl N Geé Ol (WWewEngraadBblabs USB) mn E
BufordoR 31 T & 5b! T 3(Theno Sciemtific, USA)t 0 2 y &
BuforEcoRM n E & {{ThednBdentific, USA)

. dzZF 2 NJ CI & (i 5 A Hrheinio Sciemtfic, ASAY 0 2 y &

Bufor G5(New England BioLabs, USA)

Bufor G7(New England BioLabs, USA)

Bufor NR40 (New England BioLabs, USA)

. dzF 2 NJ wS R (TherBo Stiéntifio, 2§48

. dzF 2 NJ ¢ | ¥ 3 AThermdSciéntific, Y RAY &

Endoglikozydaza H (EndofNew England BioLabs, USA)
EnzymBamHI(Thermo Scientific, USA)

EnzymEcoR[Thermo Scientific, USA)

EnzymHindlll(Thermo Scientific, USA)

EnzymXhol(Thermo Scientific, USA)

FastDigesBamHI(Thermo Scientific, USA)

FastDigesEcoR(Thermo Scientific, USA)

FastDigesHindlIlI(Thermo Scientific, USA)

FastDigesXhol(Thermo Scientific, USA)

LigazeDNA faga T4Thermo Scientific, USA)

PeptydyloN-glikozydaza F (PNGaza(Rew England BioLabs, USA)

Polimeraza WALIKNnzym reakcji PCR (A&A Biotechnology, Polska)
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5.11 Bufory i inne odczynniki

0,25 M sacharozCHEMPUR, Polska)

0,25%TrypsynaEDTAThermo Scientific, USA)

0,32% cytrynian trisodowy w PBS

NIm: KB 00t | SigmajWS8ALI ydz 6 t . {

nIp a NERI (¢ spNEsdRY1eoztwobut186,1 g EDTA, 20,0 g NaOH]
nXp Y3IAkYE NRIT (¢ 3(gmarpidely, ¥SA)I2 f A 6 NSy dz
0,5M BSQ (POCh, Polska)

1 M Tris HGbH=6,8 (Sigma, USA)

1 mg/ml fitohemaglutynina (PHAJMerck/Sigma, USA)

M Y3k Y NERIipironydMiy@RRRIRél y& R2 LI2d0eg|A R2 adatod
(MP Biochemicals, USA)

M> YSGef20St dz 21 I [6,25% EESD @2860NaHCB,2 @M Lglutamina,
NnZTE aGtoz2yé NRIGSHsSNI FylGeoArz2ieé|s08

1% fiolet krystalicznyPark Scientific, UK)

1,5 M Tris HQdH=8,8 (Sigma, USA)

ME:? NRBT G6s5N g2Ry & Yy I (RI&ekISINGR]USK)dz | Y2y dz 6!t {0
ME:? NRBT G065 N 62Ry & aAl NWklck/Sigdza, RRARSO&f dz a2 Rdz ¢ {
Mnn Ya NRITOGg%NI g2Rye aid/f

Mann Ya NRBIT 06 nN3%gicRgleé a3/ f

100 nM 13octanu 12mirystynianu forbolu(PMA)(Merck/Sigma, USA)

100% metanol (MetOH)POCh, Polska)

10xadGtoz2ye NRI {635 NI penitylira aGA1B0D@ (/rsl, sstregtdmycyna 10000
>3AkYES I YF20SNR Oyl . wp >3AkYE 6 nXyp: Dbl /f
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> NEBIT 65 NJ 2P0OCh, PasgkajizNI y & f dz
HEIp 2 A p2 NRTG6s NI YES|TEF 2RG$0dzal 01 2yS32 ¢ ¢. {

Han Y3akYE NRBIT (iglisy\R2R2 By &/ el RIZ LRO0eglA R2 aidto
kfkYf o6t2fFFX t2ftaillo

200 mM Lglutamina(Merck/Sigma, USA)

HE adt o2y B40enirNaONI,5 mM NdPQ2H20, 50 mM HEPES, pH=7,05]
HEPE@Merck/Sigma, USA)

3,3',5,56tetrametylobenzydyna(TMB)(Merck/Sigma, USA)

o/ NRIT G635 N 62 RyR DI L NEIK BN A RisewleriebisaknyDaniid] b~ b G
(Merck/Sigma, USA)

37% kwas solny (HQIPOCh, Polska)

4% paraformaldehyd w PB&igma, USA)

p a NRIT (65 NI @erdkiBigmapUSA)l A y &
pnE &aidtozye otBaceiamisluNIAASidh,ISA)
99,8% etanol bezwodny (EtOKPPOCh, Polska)
Agaroza(Merck/Sigma, USA)

I £ 0dzYA Yl 0 &MRefck/S@ma, GSA{ ! 0
Azydek sodu (Naf) (Sigma, USA)

Bacto agar(Difco, USA)

Bacto trypton(Difco, USA)

BCA Protein Assaysanta Cruz Biotechnology, USA)

. Ot 1A G 0 NR(M&cK/Sigha,fussy &

. dzF2NJ R2 G NI y ma S0Ndkzbufdsu 0 Z825@ KliyA#,4525 g tris0,09375 g
SD$50 ml MetOH]
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. dzF 2 NJ St STiNRPR2g & R2 St STUNRT2NEBI &
w warunkach denaturujacyclm E & (i t 0 2 yiad1 | hufoll:,02 @ Trigl4d,42 g glicyna
1,00 g SDS]

. dzF 2 NJ 2 abazBBOO2NOE R2 St STGUNRBRT2NBI & LJ2
w warunkach denatur@ D O & OK n[®&25 B diris BI@ pHE6,8, 8% SDS, 40% glicerol, 20%
PYSN] FLIG2SGlry2f nsnm: o0t {1{Ald ONRY2FSy2f2p58e8

. dzF 2 NJ 2 abazBBOO2NOE R2 St STGUNRBT2NBI & LJ2
6 61 Ndzy 1+ OK y A SRSy I[025NRsHOIHIDK,8, B3RS, a0fotgliceraf, &
nnm: 00t 1AU ONRY2FSy2f2688

. dzF 2 NJ 2 abazBBOO2NOE R2 St STGUNRBT2NBI & LJ2
g 6 NHzy 1| OK RSy (i (aSZE®TEGHHER 8%, B2% SN, 60% yligerol, 20%
PYSNY LI 2SdFy2ts nonc: 00t Al ONRY2FSy2f2586

. dzF 2 NJ 2 abazBBOO2NOE R 2 St STGUNRBT2NBI & LJ2
6 61 NHzy 1l OK y A SRSy IU3FANMZBIH EHEEB/, 18% SDS (160% digerdl,
nInc’: 00t 1AU ONRY2FSy2f2688

Bufor NET50 mM Tris pH=7,5, 5 mM MgCI2, 0,5% Nonidet P40]

Bufor2 8 OANdF 2n0é R2 St S1 0 NRFHeMNS Scentific USNRT 2652 c |
Bufor PBS1 E & (i[fad Rbyiféru1,44 g NeHPQ, 0,24 g KHPQ, 8,00 g NaCl, 0,204l

BuforPBST . { ME adGtozyeée b M: ¢6SSyHn

Bufor RIPA150 mM NacCl, 1% Nonidet4®, 50mM TrisHCI, pH 7,6, 0,1% SDS, 5 mM EDTA,
0,5% kwas dezoksycholowy]

Bufor TABM E & (i[40@n# yrés, 20 mM kwas octowymM EDTA]

Bufor TB50mM TrisHCI pH=7,5, 150 mM NacCl]

Bufor TBSME &adtoz2yeée ¢.{ b nim: ¢6SSymnun
Bufor TH10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA{%8,0]

Bufor TritonX100wPBS (TPBS). { ME &0t 02y1B0 b nIm: ¢NAG2Y -

33
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. @Rt OF & dzNERBS)@miczhidOrmiRydanana (Merck/Sigma, USA)
Chlorek magnezu (Mggl(Merck/Sigma, USA)

Chlorek potasu (KC{POCh, Polska)

Chlorek sodu (NaC(Merck/Sigma, USA)

Cytrynian trisodowy NasGHsO7) (POCh, Polska)

Dejonizowana i autoklawowana wod@+0Oqqd) (system firmy Merck, Niemcy)
Dodecylo siarczan sodu (SO$)erck/Sigma, USA)

D-PBSMerck/Sigma, USA)

EDTAServa, Niemcy)

91&adNY 10 (BHOGRUBR)O 2 ¢ &

Fosforan monopotasowy (KiPQy) (Merck/Sigma, USA)

Glicerol(POCh, Polska)

Glicyna(Merck/Sigma, USA)

Izopropanol(POCh, Polska)

W2 RA 1 &l y2ft (MértkiSigrmat USB)LIn 0

Kwas dezoksycholow{Sigma, USA)

Metyloceluloza(SigmaAldrich, USA)

af S12 2RO deaiDRIa20yeZ s t 2faflt o

N, N, N N-tetrametyloetylenodiamina(TEMEDJCarl Roth GmbH, Niemcy)
Nonidet P40 (NR10) (Sigma Aldrich, USA)

ParaformaldehydPOCh, Polska)

Prolong Diamond Antifade Mountant2 ROT @y yA1l R2 LINJI SROdzD I yAl
mikroskopowych (Life Technologies/Thermo Scientific, USA)
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w21 (65 NI Ay KA OANRING@s NINwRyicBhiplet imthidpgotéase inhibitor

cocktail) (Roche, Szwajcaria)

Roztws NJ f A T -d83na @ @oztwotu:30 ml 5M NaGl100 ml 10% NRO, 50 ml 1 M Tris
pH=88, 20 ml HOud]

w21 { ¢ 51 BSA W PBS z 0,02% NaN

Simply Saf@ 1 vy 01 yAl Ftd2NBaOSyoOeaye 16lase ydz

na 100ml 1% roztworu agarozy (EURX, Polska)

Super Signal West Pico Chemiluminescent Subst(ateermo Scientific, USA)
Tris(Merck/Sigma, USA)

TritonX-100 (Merck/Sigma, USA)

Tween20(POCh, Polska)

Woda wolna od nukleatMerck/Sigma, USA)

Wodorofosforan sodu (NgHPQ) (POCh, Polska)

Wodorotlenek sodu (NaOHPOChH, Polska)

Zestaw DNA GeDut (A&A, Biotechnology, Polska)

Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjaaaymatycznych Cleabp (A&A, Biotechnology,
Polska)

Zestaw Plasmid Midi AXA&A, Biotechnology, Polska)

Zestaw Plasmid MinfA&A, Biotechnology, Polska)

ZestawVirus mini AX TransfeqA&A, Biotechnology, Polska)

%020S R2 A YY dgpRardss dein [AIGE Healdhsare, Szwecja)
Y% 0 2SepBaroseCl-4B (GE Healthcare, USA)

I -merkaptoetanol (Merck/Sigma, USA)
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512! LI NI GdzNF A AyyS YFOGSNRFO@

LI N & R2 St S1 GNRT2 ND(SigmalAriich, USANBRAD, YSAR2 6 S2 0 A
I LJF NF & R2 0 NI Y(Sigh8 Ndtich| BSA B8R0 KUSA) 2

. A0 dzOI 2 K| (GFHedlthoara, &)SA)

/ @G 2YS(N LINI Seagyey®erck, USAl O |

/] @G2YSONI LINI SLIveg2se 1 LINIBeciiDickinkdd, USA NIi dz2nNON
DS11 spektrofotometr(DeNovix, USA)

CAftdNI g nZnu XYI q nInp XY A q n(MiHipore YUSA) 6 YSYO
Hemocytometr typu ThomgMedlab, Polska)

Infinite T 200 PRO NanoQuart LIS 1 4 NB T2 ( 2 Y S (i NJ(TMECAN| Nseingyh { A SY LJO
Inkubator 37C, 5% C&{Heraeus, Niemcy)

Komora laminarngHeraeus, Niemcy)

Y2Y2NR6S &T 1ASH1 2y YyR2ZIWNBIMAZ 682 K2R26f A 1 2Ys NJ

obserwacji mikroskopowych (ibidi, Niemcy)

Kuchenka mikrofalowgLG Electronics Inc., USA)

Membrana PVDEMillipore, USA)

Mikroskop elektronowy JEM 140QUEOL, Japan)

Mikroskop elektronowy Tecnhai G2 SHiBioTWIN(FEI Inc., USA)

Mikroskop konfokalny laserowy skaningowleica TCS SP8eica Microsystems, Niemcy)
ai | NRai 2 LDlimgug, $afohig) &

aAlTNRGANS g1 (Hekadu$ ksl Bnerit, NBracy) 2

aA | NBgANF g1 | (Heraewds Mskzintent QR

Naczynia hodowlan® LJO& 101 A 6A St 2R20126S acX amMHX 0dziSt
30 mm, 60 mm, 150 mm (Cost@orning, USA/ BD Biosciences, USA)
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pH-metr Radiometr Analytical PHM 83 AUTOC@andom, Dania)

t ALISGe& Aplastiha®ed1Snd 58m(BD Bioscience, USA)

t e8G1A R2 (GSaildsg A YYBDRScencésYUSA)e OT ye OK a dc
t NPOos g A A LIOEOstaiCoring, USA)/ { a (e

t NPos g A LI I ad@aredtNiemy)p Y A H Y

Rotor uchylny SW28 oraz SW{BeckmarCoulte, USA)

Strzykawka 10 m{Becton Dickinson, USA)

{@3GSY R2 @Al dzr t ATFO2A A R21dzYSyidl O02ar oAl US]
Cambridge Mini HUVITEC Cambridge)

{eadSY R2 gAldzrtATFIO2A 16l asg YHDOSRHDR62 g& OK
(UVITE Cambridge)

{T1AS0O1 I YQNONRBracHigalsIPT®d SNielka Brytania)

Termoblok(SigmaAldrich, USA)

TermocyklerPerkin Elmer 240QPerkin Elmer, USA)

Transiluminator UV Spectroline T312A(USA)

' £ NI 6 A NF 5-B0{BedkmaimConiter, USA)

Waga analityczndMEDICAT, Szwajcaria)

Waga analityczndSartorius Mechatronics, Niemcy)

2 ANB 61+ | SNI S darot@menFL5F xd¥803 (Tiveome Scientific, USA)

2ANB 61 | NBIISdMaR CANBBEY22 Mt NB RYyidndig, UsA) v OY 06 ¢ K
Wortex Heidolph TopMix 94323(Bioblock Scientific, Francja)

%l Y NI &86°G(Revco, USA)

Zasilacz Biometra PowerPack P@ometra, Niemcy)

%SaGl g TAL Nz Cedtrifugal Wnd<21g0t (Merck, {1 SH)
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ZestawMycoAlert (Lonza, Szwajcaria)

5.13 Bazy danych i oprogramowanie komputerowe

puji
NS

AliancelD LINPANI Y &d28adGSYdz R2 gAldzrfAT Ll O2A A
chemiluminescencyjnie UVITEC Cambridge Mini HD

CellQuestPr@ LINR IANJ Y246 yASY Oei2YSiGiNHz LINJ SLIves26S13

ChromasLINE IANJ Y (1 2VYLJzi SNRge fRESItRE &1 Wl AT NR 2AK N

https://technelysium.com.au/wp/

Corel PHOT@AINTprogram graficzny (Corel, Kanada)

i-control2 LINR ANJ Y24 YA S 1d280PRRNao@uant LY FAYA G S
InCyteoprogramowaniem oy 2 Y S NHz LINJ SLI0eé¢2¢6S32 Ddz O

Leica Application Suite X (LAS ofjrogramowanie mikroskopkonfokalnego laserowego
skaningowegd.eica TCS SP8X

National Center for Biotechnology Information (NCBbgaza sekwencji nukleotydowych

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

T-coffee LINE ANJ Y 1 2YLJzi SN2 g & -f R/aS0 t RA & LIBNI @S/ NBsd Ay A 2

nukleotydowych (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/)

UVITEEID LINRINJ Y &aeaidisSyvydz R2 gAl dzl £t AT I O2A A R2
g 0StIOK 3FNRT 280K ! +L5h/ 1|5c
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6 METODY

6.1 Metody pracy z DNA
6.1.1 lIzolacja DNA wirusowego

DNA  wirusowy  oczyszczano w  celu przeprowadzenia  transfekcji
f dzo ' YL AFALI O2A g2 0N ye oK 3Sys 4
I 32RYyAS ) y6IEadat Ldznol LIN2E OSRAzZNN® Y-y Ff dzSy
lub MDBK (dla BoHY) w trzech butelkach T175 infekowano wrzMOI 1.0
A Ayldm2ély2 6 o6 NHzyllOK K2R2¢ftlye&OK I|d R
Oeidz2L) Geoil ySaz ) LI2aGF OA TFT21ND3It 2y OKX
FfS 28al1 01 S yAS TtAT126FyeOK 12YsNB|{® t2 (8
zbierano i wirow Y2 wmn  YAY LINJ @& nnnn NWYZI 6@ dzadzy |
12Y5N]1 26Sd blradtLIWYAS gANR2y & 2al Rl IyoRogl I LRY
6 NRG2NI S dzOKefydyY {2Hy® halR @ANR2Ys58 I
5b! @ ANHzal 2 0lyduZzés@iulVifud mihJNX Eransiedt zgodnie z zaleceniami

producenta.

612t NI 83203241 yAS {1{2Ys5NB] 12YLSGSyilGyaoOK

pnn xf K2R2g6f A y ESohelcBiachiey|s2NEI18 a¢dhltyvens | 6 @
pn Yt LRoesg1A [. A Kz2iedperhtyf237 5o ( NRI2N adziy& &1y
ODs=04n3c® 2 OSftdz 2alFRTISYyAl 12YsNB|l K2R2gft
50 ml i wirowano 10 min przy 4800 rpimtemperaturze4d” ® hal R {1 2Ys NB{1 11|
g mn Yt &AOKOU2RI 2y S$32;i mkubowaoaw |0tRid prze20Ndda. / | / f
blradtLWAS TFgASaryt g ANR g | Vi2 temgeratarze 2G)y  LINJ
dza dzg I y2 adzLISNy Il Grydsx | 20NJevylrye 2alR 1T gaA
100mMCaGb p2 JEt AOSNREt® tNiedz2dG261yS ol 1GSNRAS 4
d2 LINRPO0356S] MIp (800d At NI INNBGIYRT 2RO GNI yaF
LX T YAR26@Y 5b! aLINI gRI2y2 adlty 12YLSGESyoOea
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613 ¢ NI yaF2NXI O2F (2Ys5NB] olFl]lidSNE2y@O0OK 5b!

Y2Ys N] A 1 2 Y LIS G SEgchefihia ¢ol NBITH Y NI d | y 2 /) f 2
t2 NRBTYNROSYAdz R2 LIE2NO2A 12Ys5NB]l o6uwnn xf0o R
fdzo OF©0216 VYASallyiaye -VAgHzORBPS2A Y R dzoUINER4 | R
t2 Gey Ol arasS TFoeAS&aAYTt 0 WwidBeNde@ngetatudzy2LS a1 O |
Y MZIp YAYS LRY26YAS yI wm YAYy 6 t2RTAST yI 3
L2061 1A [. A Ay dzocatuizeB3?Z/ LINT &8 G N 1Ka oy ASYwWa 2 R
K2R2gft ol 10SNRE2YND G6ANRSI X5 wWza¥WHBY Yy RINME Y n hlg
241 Rdzd wnn xft LINJe3d2d261yS32 NBI OASZOI SyaAl
I RfF YAS&aTlyAye tAa3alOeecySe Lerizadlon T 6Aa8:

2NI T FYLAOREAYDN A Ayetamae3®d. y2 LINI ST y20 ¢ GSY

6.1.4 Oczyszczanie DNA plazmidowego

LT 2t 028 5b! LX T YAR26S32 o0e0ve LINRglRI 2
AT el 12N eadlyaSy 2ROT eyyAlssg 1Sailgsps R2
fdzo tflAYAR aARA FTANXYE ! 310K VR SODKYRI I2 3254 {4
GANDT FYAl &At 5b! R2 1050 {NISYA2Yy(12680K 6 2606
5b! Std2ély2 LINI ST yIyAaSairSyrSOwoltempesatizzd 2y N |
ok. 50°C.

6.1.5 wSI 1 02l Ol Z20dzOK26l LRtAYSNIT & 5b!

Red 1 02t OF Z20dz0K26 N LRPORA pof/MNarased chafhbréactigh | y 3 @
LINI SLINP Sl RT Iy2 ¢ OStdz LI26ASESYyAl 2RLIZ26ASRYAO
2 T fSdoy2Ii OA 2R OStdz ' YLXATFTALlI O2A &aiz2a26!l y2
reakcjil F LINP2S1G26FyS ¢ 2L NOAdz 2 aS1sSyodat ydzf
zdeponowane w bazie NCBI. TemperatuyJNJ & 0N OT | ¥ A lwyzna&zoro NII S NF
i gl 2Nl eadlyasSy I LX ALl O2A R2aidt LySe y I
hi NBI f2y?2 GFraRB0oAANTIwR2 L) G 62NI SyAl LIN S1

63



czy struktur niespecyficznyctw S+ 1 02t t/ w LINI SLINRSI RIFyS g O
prowadzono wtermocyklerze Perkin EImer 2400.
sl OF RYAl YASallylAt21506
10x bufor reakcyjny PCl p > f
dNTPMix(1I0mMM)Hp A1 >a O0OMZ
Starter FW oraz RE) 0,1> a
Walk polimeraza| 1U
Matryca DNA| 100 ng
2 2 Rl 2 dz dzLdBaR® A p n
etap reakcji PCR temperatura | czas
gaitt Lyl R ®n ¢/ 3min
denaturacja dn c /| 30sec
hybrydyzacja F(;.crozld uC(Ienltat 30 sec 35 cyki
elongacja TH c/|2min/kpz
St2y3r oet TH c/|5min
616 9f STUANRPF2NBT I 5b! ¢ dSfdz I A NRT268Y
2 O0Sfdz LINI SLINRPg| RT SYyAlF NRTRIAIFIOdz St S{ GNP
LINJ @32G2¢6e6ly2 0StS 2 T gl NI2T OA wm> | 3FNRBT &z
LIN ST LR2RINI FYAS LINJ & dd&OAdz | dzOKSY 1A YA]NE
do temperatury ok. 50/ ¥ R2RI gl y2 Ffd2NBaoSyodeaye ol Nb
nukleinowych Simply Sd® 6p >t kmnn Yt 0Sftdz0d /0218 LINI
g0l STyaASe F2N¥eée | 3INISoASYyASY>: + L2 TlFate:
umieszczano w aparOAS R2 St S{GNRTF2NBT & gelLISOyAzyeyY
5 2 a0dzRT ASy S| 0Stdz ylyz2alz2y? LINk 61 A 5b !
2N} 1T 680N ye o1 2NI SO 6ASE121O0FA A Af21O0A 5t
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LINd @8 yIMpttONdz M ONWE R®OBYAFS ISt dzz || L2 2513
20aSNB206ty2 ¢ 1 oASGES '+ GNIYyaAtdzYAylFad2NF A
UVIDOC HD6.

A

617 LT 2f I O02F 5b! 1T ©S8Sfdz F3AFNIXT 268532
52 Al 2flFO02A 5b! 1T 0Sfdz I3FNRI 26S3-0ut dzo e i?2
FANYe !'3! _A2G0S8SO0OKyz2ft23ed . f201S17 0Stdz I ANIT

geOAtGe &a1lfLStSYy dzyasSal oiz2y2 ¢ LINRBOs s OS W
I LINRYG 2R28BI NOI 2yeyY LINJ ST LINRPRdAzOSy il X R2RIy2
azfta OKIF2GNRLIR2 g&OK dzvY20t AgGAl NBIT fdd yASYAS
R2 T 0350 {NISYA2Y ] 26e& 0HKetpenatdrzep a8 NJ R § | @2 6G1yR| 3
NET Lidza T OF ISNR I e & AWl &Gt LWAS R2 YAS&allyAye R2RI
yI 12fdzyyt R2 AT 2fl O02A 5b! A GANRGlIYy2d 5bh!

Rgl NIT @& NRI G6&2NB Y:Oudovemperatbrzeda B&E.y 2 on x|

6.1.8 Oczyszczanie DNA po reakcjaechymatycznych

5b! 201 &alOolty2 TF LR2Y20ND {1 2VYVHRDEARKLAS R2.
. A20SOKy2ft23esx t2fallx (0sNB LR2R20YyAS 2LASNI
g oeaz2lAY aattoSyAdz a2t A OKLF 20NRLl2smezOR® t 24l
przez producenta, do mieszaniny po reakcji enzymatycznej dodano roztworu G
g LAt OAZ2INROGYAS gAtlailSe 2062t G211 OAd /102150
A GANROGI Y2 on a LINT & MO Nnn NLJIY Z | y6Iait Ly.
DNAeliz2 ¢ | y 2 @0 temperaturze ok. 5.

6.1.9 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

%A2RYAS 1T T1fSOSYAlFYA LINRBRdzOSYy (Gl &adG2a26l yeé
g UGSYLISNYGdzZNI S otc/ X 2STtA YyAS LRRIy2 Ayl Ol S
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t NTJ SLINPSIFRIFy2 Rél NRRIF2S (NI GASZY
 trawienie preparatywngg At 1 41 S2 -Af 2B OX BINI SHBIMBR 6| RIT | v
nn >f LINJ ST y20¢%=

i trawienie analityczne oczyszczonego DNA (np. w analizie restrykayjpneykle
21® M >3 5b! LIR2RRISYIYRYINSA | NORA G NEN] G Syyah
Hn >f LINI ST y20 ftdzo m K LINJ & dzoeOAdz Syl

61105 ST2aF2NEf I 02 pQ geaidlanoeoOK 122059 5

212Nl eaidly2 o0dzF2NE R2aGIFNOI2yS LINJ Si L
I Ayal RUZREBED YAdz LIASNB AT S2 LR NO2A Syin&ivdziR?2
LINE g RT 2y 2 Ay 1] dzvlte@@taturtddld &1 T ol MR y dzLJO@ oA S S+
12t S2yn LRNDet F2aFldll & A Ayldzm2ély2 & (&0
Enzyy Ayl l1ideg26ly2 GSNXYAOIYAS 46 (i Ydodfamd  dzNJ S
2m 0,5 M EDTA. Defosforylowany DNA oczyszczono z wykorzystaniem zestawupClean

6.1.11 A3F O02F FNIF 3IAYSyilss 5b! 11 LRY20ND A3 1

t NI SLINRESIFRITFy2 Rgol NBRIF2S NBF{102A A3l O2A
FIL I ¢nX gOK2RINOS2 ¢ ai1oOFR 1 Saidlégdz FANXYE ¢K

¢ t A3l 02t FNIXIAYSyilsg 2 geadlranoeokK (1220 OK
f tA3F 02t FNIIAYSyYylsg 1T aldtLRYAE 12Z0FYAOD

W obu przypadkach stosungktf 21 OA2g& ¢S{G2NRgS3I2 5b! R2 A
a warunki reakcji i stosowane odczynniki zastosowano zgodnie z zaleceniami producenta.

2 IINJ eLJ Rldz t A3 O02A oaltLROKE 12Z0s56 YASAT Ll
L1211 222852 YylgeAVAICDDeOKIN@RZOs g ylLadl gAl y2
Mcc/ ® 52 (NI yaF2N¥IFO2A oF10USNRA dooegly2 O«
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62 aSti2R® LINF>Oe& 1T 12YsN}y+FYA 3aal Of @
6211 2R26tS fAYAA 12Ys5NB1 aal Of &8 OK

| 2R26fS 12Ys5NB]1 aal Ol @ OK LINE ¢ Higjtegoyygh y | LJO
g 2RLIE2GASRYAS2 Rfl RFEySe2 fAYAA {(2YsN]2gSe
adzNR g A O8 LIO2R2gS2-HMCE { 812 120 ¢ 2 NtID Slyyhlo@nigy 2 G & 1 5 ¢
6 GSYLISNI(GdzNI S oT1c/ RRREUIUUZZEDSHNIE ¢l ddAHDLSR
ge@oNrySa ftAYAA 12YsN]l26S2s 12YsNJA LIOdz | y2
g NRIT G62NI S (NRBLIEAeyed %l gASarAyt 12YsNB] dzyia s
GNBLAE&YyROYS yladtLyAS (12YsNJA €A012y2 A ¢
wyz2geyY yIFEOleyAidz K2R2gflyeayYd [AYAS 12Ys5N] 2¢
Yyl 20S0y21 06 Ye(2LXFTY LINJe& ddeOAidz 1 Sadl gdz t d

622bFYYFdFYAS A YAFENBOT {26FYyAS SANHAI 6F Yy

t20eg1t T YyIFR 12Ys5 NS5 I SONI y2 A
OYAST ot RYynNn R2 LINJ@{iNRBOAF 12YsNBl0O 2o02ti210
Ly1dzol 02t IAMNRIoAWIT 2 20 SYLISNI G dzN 51 ditcLy NI T I 4
TFTadNLA2y2 2RLIR2ASRYAND 202t G21 OAN T gASdS2 LR
LISoyS32 SF¥S{Gdz Oedi2L) G0l yS3a2s fAT & 12Ys5NB] =
odwirowywano przez 5 min przy 2500 rpm, porcjowano i przechowywario Y NJ d | N S
(ynyp/ 2 OStdz 21yl OTSYyAl YAlLYyl GANHzZ&Al msal 2yl y:
(od 10'do 1080 ¢ LI2deésOS o6ST C.{ A ylyzaiz2yz2 ylI 2
LIN 832026 yeOR2Y| 2 aBCK P t1OK BE2RTI AyySe Ayldml O
t.{ A LERINEBgIYy2 M: NRBITGOg2NBY VYSGet20Sit d#f 21 &
YSGet20Stdzt 21t dzadzely23 | {12Ys5NJA LINISvyegly
y6iy2al2y2 NRTGHs NI M2 FA2fSdGdz {NRadGlfAOl yS3az
LINI ST wn YAY ¢ GSYLISNIGdzNI S L212226S2d Y2Y5
Wsinki. Miano wirusa (an@FU plaqueformingunivt g &1 y I O1 2y 2 $6SROdz3 41 ¢

f AOT 06l ODe

(@]

PFU/mI =

NRET OASZO1T SyAS E 26¢
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623 ¢ NI yaFSioal 1 2Ys5-288 komilékshrdzdRA & b&forabem H
wapnia

Do transfekcji stosowano gotowe bufory z zestawu Calcium Phosphate transfection
firmy Takara/Clontech. 1xf01 2 Ys NE-H Dt & aAl y2 yI LIO&G1A 2
Hn K LINJI SR LINJ 2adnNLASYASY R2 LINRPOSRdAzZNE & 2
plazmidowego DNA: pLZREES b D-GBviub pBABEpuro i pPCMBVD ¢ A f 21T OA  wmp
6 ailz2aQ@ryade YAtRYm0o 2 Ndzil dzZldS BhOMR gHeO | /OH /26 A G S2 2«
onn >t 105NN R2RIFgly2 (NRLXIYA R2 dzYasal

onn >f HE &aGto2yS$32 o6dzF2NHz | . {d t2 dzLINI SRy A
LINI @320G261FyND YASal FyAyn A LINE @aimBsieze/36 GDY | dzd | (
blradtLlyS32 RyAl ToASNIy2 adzZSNYIFGlFyaGs 12YsN)
A LINE g RT 2 y-A2 RRIAMyaTM KiyR2 gt t g oTcl/ 286 LINJ
t2 Gey Ol FraAsS adaSNylFidlryd TyFR {(2YsandS] 11 ¢
R2 2l v2psS2 LINP O35 61 A M p Y A GANR G| Y2 1
'Teallye &dz2RSNYLFGEFYyG FAEGNRslIy2 1 dzoeOASY

2 T NBRyAO& LIEN¥gs6 nZnp >Y A ge12Nl éaidly2 R2 L

6.2.4 Transdukcja teowirusowa

52 2Fl02¢6S2 LINRPOsglA mMp Y 1 6ASNddanbOS2 1 |
nn > f NET G62NHz LI2fAONByYydz A dzl dzLISOYy A2y 2
blradtLlWAS LI0ONOI2y2 LRgadlove N2ITOGesNI T wm Y

A geaArly2 yI Loealt K2R2gflyn 2 1 NBRyAOe& o.
I L2 dzZl @ailyAdz LINI ST (12YsNJA LSoOySe 12y 7Ff dzS

2RI 2y 2150 G0N} yaRdz] O2A ALIN} 6RIT I y2 [ LJ2
y I L2 RA G HSKYS I 2 (LBNRIOSYy (idz 1 2Ys5 NB] S1 &LINE Ydz2 N«
2 LINI @ LJF R1dz fAYAA 12YsN]26e 0K | GLINR g RT Iy

ai2az2ely2 &St SIPG2sT LIIANRY202 Yy G(eI2RPHBI T YA
Ustalone {1 2 Z2026S ait ®9yWAa So ' YERDPAZG K2R2g0flyay ge@
Rf I 1{2Ys35NB1 awWw{XZ {Yc A n >3IkYf Rfl 12Ys5NB] a
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625 { 2Nli2é6lFyAS 12YsNB] aal Ol @ OK

6x1C¢ 1 2 Y5 NB | I SNy yeok 1 dzl @a1lySa K2R24¢
A LINJ Sy2ail2y2 R2 LINROsS| A pnez¥midprdy A2DQUrpnly A S ]
A R2RI gl y2 aG0SNETt ye NRET G665 N ENKGFRS QUMGOOA | O |
g M Yt nZp: . {! 6 t.{® t2 A2RI AyySekrtye dzo | 02
nrps: {6 t.{Z LINIST G6ANRSI yNRIZI 615 Ny | 2§ tA oK
LINI SOA G OAY&A A OK y G &l F A1 2 S NBEnindidvg] D ®inkubatii? np
g t2RTAS o0S8ST R2&ait Lz T 6Al (kbniE 0,5% BSA SvaPBg.t | 2
280FNBA2YS 12YsNJA TFgASalzy2 ¢ wmIp Y& 0dzF 2N
RU2YSGNROT yeOK® 5212ylty2 aS3aINB3IlFIO2A 12Ys5NB]
OelG2YSONHz C! / {/ | t-Lu20IdeNKR 6WSBYsINGMSNEY@Gw R2 21 02
T 6ASNra2nodSa n Yf C.{ OLINROsG|A ddeslyS R2
przez noown roztworze 4% BSAw PBS z0,1%MaNnc/ 0@ t 2 1112201 Sy Adz
TFoASaAAYt 12Ys5NB] 6ANRBglIyYy2 LINI& wynn NLY
| R2 2a&lRdz 12Ys5NB] R2RI gl y2 p Yfi LI20&g ]/
| 2R26ft LINRPgl R22y2 o0l QH 08| 2kR R2g6f | yS2 ¢HpX
12y FtdzSyO2air ¢ 0dziSt OS K2R2¢6ftlyS2 ¢T1pd t NI GAF
IT32RYAS 1T LINR(G2120S8SY aidlyRIFINR2¢gS2 Fylfale Oe

626/ @G2YSGONRIF LINJ SLIweg241

Y2Y5 Nl A 683arSaR2y0 2N oLIha &itt Ly SI2 Ry AF 12
i zbierano do buforu PBS, wirowano 1200 rpm przez 4 minuty, a uzyskany osad zawieszono
g mnn >f 0dzF2NHE1R2.Y5 NBRL o1 VERS ND EmAINER SYRA4 12 Y 2
i wirowano przez 3 minuty przy 1300 rpom ¢ / ® { dzLJISNY I Gy dzadzs | y2 3

& M A > f NET Gg2NHz 2RLI2SASRYAOK LINT SOA g C
Y2Y5NJA Ayldzo2gty2 1T LINISOAGOAIFIOIYA 6 2RI AS
H A > f t .1z LIN S1 GANRGI YAST A R2RIy2 N

Ly{ldzol 02t LINRBglRI2y2 o06ST R2a0Gt LJz T gAFGOFT
12YsNJNGEE T @ o06dzZF2NBY t.! & 2806FNBAZ2YS 12Ys5NJA
LINI SyAS&aAz2y2 R2 LINRPosgS| 0Oeidiz2YSOINROIyeOK &
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C!'/ {/FfAOdzZNI fdzo aSNO{kDdz gt Srae/eidsSz 12N
CellQuest Pro lub InCyte.

627 Przyg 126 yAS tATFGs6 12YsN)]26e 0K

Y2Ys5N]J A LRRRFGIy2 (NELEESY A Witowsdd Ezezl 30mirS NJ- y 2
LINI @8 ynnn NWY® t.{ TYylFIR 12Ys5NB| dzadzyatidzz |
fAT dz2RB 32 PARIFGTASY AYKAOGKUPINE & 5 INKBR k 3fpl xX 2
12YsNBlkmnn xf ¢ LINJe@LJRldz fATFGs6 LINI STyl
t N6 O1A Ayldzo26ly2 np YAY ¢ f 2 RizgnSy 3 LyNJd a8l tm.dy)
NLIY @ { dzLISNYF G yid LINI Sy 2 a lzechogdywdr@ weyhpegai@dK  LINE 0
-ync/ @

628 .  NBASYAS AYYdzy2Ft d2NB&aOSyodeayS {2YsNB

WE026S al1ASoO1lt YATNRA]2LR2sS -BAOCAEBEIY
R2 1035 NB OK GeAaAASH y2 12Ys5NJ A &0 NI Y
w liczbie 3x101 2 Ys NBl ka G dzRT ASy |t o Y2t S2yS§3z2 RyAl 1
LIOdzl Fy2 28 . qdzZR2NBIWBS f I y2 6 m> NBITGg2NI S LI N
20 min w temperaturze % @ bl adgt LYyAS GNI @Y NROGYAS L.
buforem PBS i pozostawiano pod PB& noc w temperaturze %4 f dzo LINJ @ &t LJ
R2 12ftSeyS32 Sil Lz LINRPOSRdz2NE® 2 RIfaley Si
0,2% roztworem Tritonxann ¢ t . { LINI ST y YAydziz Rgdzl NEGyA
A Ayl1dzm26ly2 on YA YWoi% BSA NPBS)w tanpkr&urze porojowep N O
2 Gey O1TlFaAsS LINJedziz2sesil yR2NRPDOK ¢ &NEMm: LINI{SIO
105NB R2RIFgly2 R2 12Ys53NB]| L2 dzadzyAt OAdz NRIT @
przez 1,5 h na rotatorze horyzontalnym. W dalszej &2y R2 OXzi dzy At OA dz NP
LINI SOA-RIOARPHRIOKS GNI @i NRGye&y LJodzl | yAdz 0 dzF2

LINI ST 2RI Ayt Y I NRGFEG2NI S K2 NBT 2y
[ NET G62NF YA -NIUNIRGARKOKA | 04 2lyIA dzZA2 6 | y & OK [
przygotowanymiw 1% { ! & t . {® hadlr iSOl yAS 12YsN]A LIOc
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{T1ASO1F 1 R201 1356 LWWOedlA dzyasSai olly2 A dzyJ
I e 12NIeaidlyASY 2ROT @yyAll tNR[2Yy3 5AlY2YyR
LINB LI NJ (& Uil SUINB &eRTySY A S 20 aSNB I Ondkioskypl | NP & |
konfokalnego laserowego skaningowefeica TCS SRP8Xoziom kdokalizacji wyznaczano

T LRY20N 2LINPANI Y246FyAl [ SAOIF LXK AOFGAZ2Y {

korelacji Pearsma (ang.Pearson correlation coefficient

63 aSi2R& LINIOé& 1T oAUl YA
6.3.1 Immunoprecypitacja

LYYdzy 2 LINSOBLIAGIF 02t LINRgI RI 2y 2 -Froteig A.1 2 NJ @
2 LINPO63560OS mMIp VYt zawbdsing D202 6 1 TyNS grny/2 6+ D2y S32 ¢
' y5FAaGtLWYAS R2RIESlLY2 npn >t AT Fds6 12Ys5N] 2¢
od immunopre LIA (G261 ye@OK o0AlF0OS] 2NII1 0dzF2NJ bo9o¢
t2 y20yS2 Ayldzoml O02A YASaAlTlLYyAye 6 nc/ Yyl YAS:
LINI & ynnn NLY ¢ nc/ A LJodzl F y2 dvailed { NR G Y
t N6 01 A T ¢ASladz2A@ 0T 2oNd B YIE AA Ay 1 dzo26lFy2 p Y
GANRGlFY2 LINI ST o YAydzié LINIJ & ynnn NLY 6 nc/ @

Q)¢

elektroforezy poliakryloamidowej i techniki Western blotting.

6.3.2 Biochemiczna analiza®t A 1 27T &@f F O2A 0Al OS]

D2 T RSyl iGd2NR gl ye OK LIN S1 R 2 RITydx23) O S 3 2I;
A Ayldzol 02t TWINJESRIT tplisYeA Y] 28rsMNBA R2RIy2 2RLIZ2GA:
C o0H xftkNBIFI{1O2t O fdzo 9y R21 6H xfkNBF]102tvsx
oraz detergentu Rnn X Il 32RYyAS ) NB12YSYyRI O¢2
t NI e832G261 yD YASAT I yAy€t Ay 1 dz@ratartey 37 C. LINJ ST
bladt LyS32 RyAlF R2 YAS&TlIyAyeé R2RI &lAyi 2dz2U320L2 |
i inkubowano przez 5 min w 100® t NI @832G 261 yel GESNASY &W2 A4
T LRY20n StSTONRTF2NBT @& LRtAIFITNRBE2FYAR26S2 A
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63.39f STUNRTF2NBT I LRfAF{NEBf2FYAR26F o0Al US|

2 OSft dz LINI SLINE S| RT Sy A S St STUNRT2NEBI &
7} g1 Ndzy 1+ OK RSyig (SDEMGEH) OIOKT & D2 (2451 y 2 7} I
2R YlIaé NRIRTAStlIyeOK o0ALFOS1Y w3 wmm:r fdzo
umieszczany w aparacie do elektroforezy i zalewany buforem elektrodowym.
t NI SR dzYASail Ol SYyASY Iyl B 2AOKYy8F2 LIKE 6 SN IRF d|
200ANDREAODOE OnE fdzo cE ¥GNY2YR2B0RFRE dz] S
2R LR2ONRIFy&@OK o0DNnDRI YAS 61 NHzy{1s596 NBRdz]l dz2n0O¢
przez 5 min w temperaturze 100WI 1 2 61 2NOF Yl & dzeégly2 t I ISw
Prestained Protein Laddert 2 OT NG 2 ¢ 2 NET RTAFDO LINRgIRI 2y
Fd R2 Y2YSyildzz 3IReé 61 2NI SO 6ASt121 OA LINJ S|
YIELAt OAS LINNDRdz R22 myKngAdt a2 TR S\R&O QIINBTG 20 LBNF 6 S
barwnikaco Ot 1 A (i dz 0 NP ¥E22ATtSHRR2@ 216 SHP{ dzd

6.3.4 Western blotting

t2 1112201l 2yedY NRBIRITAIES StSTONRTFT2NBGe Ol )
LINI eaidit Lol y2 R 2 LINI SLINE 6 | KISR0l o (h NJOVS:
I 0Sfdz LREtAFI{NRBf2FYAR26S3I2 yI 002yt t+5Cd 2
t+5C 2N}T y FNI3IAYSyilsg o0A0dz0e 2KFAYIYyYyYy 2 &
t 2a1 O1 S3AstyS StSyYSyide 06002yt t+5C | rde@g26l Yy
R2 (N} ya¥SNHz oAl oS|T I ©Sftdz yI o602yt t+5C A
R2 GN}YYy&aAFSNHz 0AFOS] T 08Sfdz yI 602yt t+5C0 dz

0OAOdzZORE 06002yl t+5C3x 0St L}t Al 1 N¥fza&chowWwaéniR2 g & 3
2RLI26ASRYAS2 2NASYy(dl O02A g1 3ttt RSY St S{TGNRRI d:
A LINRgIFRI2y2 GNFYAFSNI LINI ST F2RT Ayt LINJ & wmp:
LINd ST y20 6 NRITGE2NI S pr» 2RG0dATOI4LyS3I2
Y2t S2yS32 RYAl dzadzly2 NRI G665 N o tNA{tdee2stee0 KA
§ HIp: 2R0O0dzal Ol 2yeéy YiS{dz t.{¢d Lyldol Oat
21222682 yI NRUOIG2NI S K2NRBIT 2y il f y&erPBSTLI2Z O €
blradtLWyAS R2RIYy?2 NET G635N) 2RLI2SGASRYA2 3t (dz
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I LISNR{laedRIFIT N OKNIItyRzMNe OKNI SOABEQEAI @ RODdzal Of
Ayldzo2eély2 3F2RTIAYyt ¢ GSYLISNIGdzZNI S Ll21222¢6S2

LIO gl 6dzZF2NBY t. {¢od 5 S AN G kaniDgaty kyRoSanGl 5 6 0 /
i dzo @ OASY 1SadGlédz {dzZLISNI  { A3yl f§ 2854 t
2NI T 1tAal T oAl G201 dzVeOK o6NRT LI N} Gdz R2

UVITEC Cambridge MINI.HD

6.3.5 Test immunoeznymatyczny ELISA (ang. Eld82ymelinked immunosorbent
assay)

t el RR2OPesNnN 2L10Fal Ol 2y2 |yde3aSySyy Al
LIt OKSNI 81356 1S6yNINI 12Ys5N]2680K ¢ Af21 O0OA Hp
Yy I LJO @ (idgoSo ptadkB6shlw temperaturmec / = LJ2 Ol @Y R2 {lFdRS2 a
NRT Gos NI of21dz2nde t.{ 1T p o06k@0 .{! A 12yie
nc/ ® bladtllyrsS ¢ OStdz RSiGES{0O2A IlyildeaSydz
anty-IBR/BoHW ¢ N2 1 OAYSIEIO nS yLANGE @ 3 2 (i ZTBESY DA1Y%(W/WBSAG ¢ 2 NJ
Po 16 hinkubac@g G SYLISNI GdzZNJ S nc/ yYAST 6ANDT FyS LINJ SC
LJOdzl F YA S PBIRTF2RBRI &l y2 NRIT { ¢-koith Iskediu§owangc®A I O
I SyTeavySy LISNril1aegRFT nNn OKNJ Iy 2 éPBSz0.1%RPMVEBES 201 S
A Ayldzm2ély2 LINI ST mMK ¢ GSYLISNI GdzNJ S L1 222¢
studzienki buforemTPBS i dodano substrat dla kolorymetrycznej reakcji enzyenagj g
g2Rt dziif SYAASII NG YR EdUZTpIYiUe Re yNt oyla. & i dzR 1 MES
t2 Mp YAydzil OK Ay{ldzmlO2iA ¢ GSYLISNI Gdz2NJ S L2
barwnej,¢ OSfdz Tl o0f2126FyAl F1Geéy21 OA d&ighbe YI (&«
NET (65 NSQDPpia >If Yy Id & (odaRINDBIYW1G20t YASNI 2y 2 6 | d:
LIeidS1T LYFAYAOGSt wnntwh blty2vdzdyd o6¢SOFys
450 nm.
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6.4 MetodyLINF O& T LIX OKSNI&ai1lFYA TS6ynNiNI 12YsN)
& Ni

2
6.4.1 IzolachioczyszczaelX¥ OK S NJS&4lysédi NI 1 2 Ys NJ 2 6 & OK
6.4.1.1 Ultrawirowanie

Y2Ys5NJ A gearlyz2 ylI Loedit K2R2gftlyn 2 1N

K2R2gf A R212yeésgly2 T YAlLye LRoe&s]lA YI |1 &@0NRR
LIO2R2¢S2 A l12yldeéeyd2sl y2 Ay doopro®aizeniughodswli NHzy | |
12YsNB1 aal Ol eOK LINI ST ny 3A2RITAYy® t2 Gey OI
50 ml i wirowano przy 300 g przez 10 minuy, & & 0 tpriz§y2R08 g przez kolejne 20 minut,
08 weStAYAY2¢l0 LRI z2adl o021 OANBT 364 NJ 2 6152 Y& Ny
5dz20 S LIt OKSNI @1 A SftAYAYy24! y2 000INJpRdz 30| ifuS 2y S |
blradt LWYAS &AdzLISNYFGFyghAn 63 NDDNRY2 NILINI2&H y w0 /LINT S
g OSfdz 2alRISyAl Lt OKSNIeiss 1SoyniGNI2YsN]
dzadzsl y23 | 2alR TFgASally2 ¢ a0KU2RI2y&@&Y 0«
LINI ST FAEGNI 2 T NBRyYyAOe LIENbsg6 nInu >YO0O A LINJ S
iwWNRBgly2 wmnn nnn 3 ONRG2NI {2nm0 LINJ ST wmMIp K
LIt OKSNJ 81535 4 1 S6YyNGNI {2Ys5N]2680Kd 2 2adl ay
I 2alR TF6ASNIra2noe LI OKSNI&elA TS6yniNIi2YsN])
buforu PBS i pod SYyASaASyAdz ¢ LIE2NO2FOK pn >f R2 L
wtemperaturzey nc/ R2 RIfaleoOK |ylIfAl ®

6.4.1.2 Chromatografia wykluczania (ang. $Eize exclusion chromatography)

t NEOSRdzZNY NRT LROIT eyly2 2F1 ¢ LINJeLJ) R{dz &
zebrania supernatantu po wirowaniprzy 10n nn 3 LINI ST on YAydzid bl :
FAEONRGlIY2 1T dz0@OASY FAE{GNr 2 T NBRyAOe& nInp
A NBRdZl26ly2 R2 2062t (21 OA m Y LINI &NYza#0 Q&NA F
Amicon Ultral5 Centrifugal Units 10R. W kolumnie chromatograficznej (10 ml plastikowa

AGNT @1F g1 0 dzF 2 N 2 g-4Byovyniataghdlé mnf S aJim N@viessond [

w buforze PBS z 0,32% (w/v) cytrynianiu trisodowego o pH 7.4 (filtrowapezez filtr

2 I NBRYAOE >Y®N3 g RhtanwsSe {2ftSeay21 OA ylyz2al2
TF6ASNI2n0e LI OKSNI&el1A TS6ynNGNI12YsN]126S A L
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OBiUNRBYAlIYAdz UNRA2R26S32 R2 1T S0 NJ yArdkeji, {1 2 S2)

1 45 NB yprzachavpdgno @emperaturzeey nc/ R2 RFEf al @O0OK FylFf AT

6.413LT 2t 02F LI OKSNi&l1s¢6 1S8S6yNINI12Ys5N) 256
wirusem z wykorzystaniem ultrawirowania w gradiencie jodiksanolu
OhLIIAt NEBLIMO

| 2R26fS (1 2YsOKS|ylgeBweiggl OK K2R2gf ! ye&OK
LIOdZl Fy2 0dzZF2NBY t.{d bl aildtLyASRAYVFINR2FINY & dIN2
@Rft OS2 o061 @0NAR2YSRUO T IFgASNIr2non OInaaGia
$alls 00T @y yAll MOr-imdlipig of inkettibd 64 YIINR 61 RT 2y 2 H K
g GSYLISNI GdzNJ S x0Tkl & BINDWA S g2 Ydef dzY 6ANHza 26 S
2RLIZ2GASRYADN At 21 OA N T sASd6Se LJI20e&g] A LJ
| 2R2gft LINRglIRI2y2 LINI ST nyKx LI Gey OlFais
62117 6 LINJ L) R1dz ail yRISNGR2MISNG A2 Y2stNJ @asAe OB YO K0S
2000 g/20 minut, 1Glnn  3Jkon YAydzios FAEOGNRGSGIYyAdz A T}
2 (Sy &Ll aso LINJe3az2dz2slye adzLISNYIlLGryd yIyAa
g LINRPOs5sgOS R2 dzf G4 NI g A NP gresig bd 6%IHNAFAdEliKsadiu It & G
6T LINIeNrPadSYy wmIw: {l0RS2 FlLieao 2 2062t G271 OA

(@]

LINI ST NET OASZOT SYyAS cm: NRIGg2MNBroPRABO &l y2
A nZup a al OKI NRT &d 2 middudtrbvir@varjadpizyg@oyanyc® A  LINJ
LINk 6 S QQINg (dtor$W4AL) przez Shwtemperatur?e 4 t 2 11 12201 2yeyY |

g dzl OF RR48 BSO6INIy2 R2 mMIp Yt LINRoOossS| RoFR
nzp Y1 (sNERFyprzachavpddito Sy nc/ R2 RIEfal @O0K FyltATld

6.4.2 Mikroskopia elektronowa

2 OStdz oAl dzr t AT FO2A LI OKSNIe&isg 1SsyniN
i g1 2Nl @aildlyASY YA{INRai(l2LAA StS{GNRy2¢S2
umieszczano na niklowej siatce 2} NB G S 2 gt 3t SY i 161 RN
6FrRa2NDbO2F LINI ST W YAydzieod . I NBASYASc g2yl

LINI ST wmn aS1® blradtLyAS R212yesly2 20aSNyI O2
przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elekmarego Tecnai G2 Spirit BioTWIN
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(FEI Inc., Hillsboro, OR, USA) przy 120kV w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej
23 RTALFOdz . A2f23AA ! YASSNREReGSGdz DRFZ2a1AS32 fd
& [ F 62N G2 NA dzy aAlNRAa]2LRAA 9f S{iUNRBRYy2g6S2

im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

~

I Sgynal

6.4.3 Test internalizacji izolowaOyK L}t OKS '}
ol N} OS¢t f dzt

LINI ST 12YsNyA &aal o S

) u
M &

2 LIASNBal ey SOFLAS LINBLINIFG LX OKSNIei1ss 1S
gel12Nl @adlyASY 1S8SadGlédz t Yl cT DNBSY ®ftiyNB a
12Y5N] 2680Kd t2a0t LIz2NO 1 32RYAS T T FfSOSYALY
1 SoynNGNI {2YsN]26S NRBIT OASZOl 2y2 ¢ NRI Lizal OT | f
OFNBYA]T tYlct 6 NRI OASZOA Bk 2z ™ Y Mmyi Yedatuized 2INE @ |
Ll212226S2 06ST R2aGt Lz T Al GO0 wSI 102t o6f 21+
{!® 2 OStdz dzadzyAt OAS yYyAST gANT FyS3a2 o6 NBYA
RTASAAt OA21INROYAS 6 0dzF2NI S t.{ &dzLP RRE M2 020
Amicon Ultral5 Centrifugal Units 10K. Kontrolnie dokonano obserwacji mikroskopowe;j

(mikroskop fluorescencyjny Leica TCSX8P81 I 6 F Nb A2y S32 YI G§SNRAI Odz
yIE AT 1AS012 LRRalGlI 626S -7 wysiand thaJRRDO1 2 8 05 NJOR
R2 20aSNBlIO2A LINJedeOA260K®d t2 T 20aSNB2s1 Y
w200kt LI20@g 1A LRTolgA2yS2 &dzNR A €Rprepatatef t OS2
LY OKSNI @156 1S6ynNGNI12Ys5N] 260K A, 6lNBSAI RT 2y
20aSNBIFO2t YAINRA]l2LER2sN® 2 RIfalSa 12ftSayz2
L)X OKSNI @156 1 SeynNGiINI 1 2YsNJ 280K 2NI1T GNJ&ilN
R2RIFgly2 wnn xftf T 6AS0S32 YSRAdzY -99idékanBrioli { A SY
ponos Y AS 20aSNBIFO2A YAINR&al2LRsS2 d aaaildexd 2
ge12Nl eadltyS ylradatLyAS R2 NBE12yaidNHz O2A 2
iGNk 2gYAINRES2D 521 g Al ROT SyiikrdSkodurbRfakalngdoz y 2 1

—_—)

laserowego skanirayvego Leica TCS SP®¥zy zachowaniu temperatury 3C i atmosfery

nasyconej C&do 5%.
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7 WYNIKI
71 . FRFYAS f21FEATFO2A FEA12LINRPGSAYye . geé
na szlaku endosomalregzosomalnym

711 Y2y a0 NHzZ1 02l fAYAA &aidloAfy@dOK 1T q2yadei
BoHV1 i PRV przy pomocysW G 2 Nk 6 NB G NB 6 A NHza 2 6 & OK

W celu obserwacji lokalizacji glikoproteiny B wybranych przedstawicieli
FfFFKSN1LIS&A6ANHzAs5 6 y-dgzosanalhym] plzyg@oyvahgakioz nvobe y 2
badawczyl Saidl ¢ tAYyAA &ailoAfye@OK 12YsNB] aal Ofl &cC
K2a2Y2f23egBtNg e2t il &A0GNFGS3aAL LRI g2t A0 yI 1
AYGSNF{1O02Aa 3. 1T o0AHNWIHWMA &1 AYFs|NOK ZRRIIAR FONI gl
AyFTS|iO2h g ANHza 2 6& OKZ a i @gRagidzénia w Prizypadiy A S 0 ¢
F £ F1 KSNLISS&o/MNIzdBswich ad2adzy1262 {NsG1ASTI2 Oel
LINE g RT nOS32 @8podarialStéatedi 2 ¥J6 NI D yI f AYyAl OK &Gl

R2RIFIG12962 1 LRg2Rdz LXFy2¢lySe Al2tl O2A 9=+a
produkdz2 DO OK 3I. ® hiNJeyvyesltyArAS 9+xa 1¢6e1tS syl
02 Oleyr tAyAS 1 12yadeddziesyn Si1aLINBaan
Yy LIDY & L2 Nk 6y | YA dz [ 0Ny yafs{ioean . 12Ys)

2 LIASNBail @y Sitotda BoncvanR Imdlekulayhkgo Brzygotowano
1 Sadl g LINI $¥RaBIYOR DK ¢ A-NHRGKVE | ARY Rycina 1).
52 al2yadNdz2g!l yAlgBUIRFHSYIABREM Bl I8y VKV & NE Ot R?2
genu wykorzystano wyizolowany DNA wirugo® bl adt LIy AS> LINI ST (¢t 2
NEIF1O02A t/w R2 LXFTYARdz LW9¢mMPH A LI2GGASNT
1S TRSLRy2g6lLyeYA ¢ oFTAS b/.L LINISIT aS1éSycC
(Chromas;T-coffee), przeprowadzono kolejne klon@mie, z wykorzystaniem odpowiednich
miejsc restrykcyjnych, do docelowego plazmidu ptIEFESh b DCw® 2 LINJ @ LJ R dz °
gBBoHW 2LJieYlfATlFO2F FYLXAFAL]I O2A LISUOySe2 &aS7 ¢
do przeprowadzenia i geyBpozyskanow d&w OK FNJ 3YSy il OKZ ©onoind 2
z wykorzystaniem plazmidu pJET1.2 i miejsca restrykcyjnédgh) obecnego w genie.
Plazmid pLZRRESh b DCw | gBEBPRY &2¢skano przez jednoetapowe klonowanie
z plazmidu pFrEMMWVSVE . Tyl 2Rdz2n0S32 aiat ¢ 12ftS8S102A
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2 ANHYza s 9

z wykorzystaniem miejsca restrykcyjnegecoR
0N 6ASYAL
LIt LUNJ YS\VRs & SO e DK ¢ A-NIBdHYIGi PRV
GNI yafFsS|{O2a

elektroforetycznego NB Rdz] (5 4

w konstrukcie. 2a i ¢

J230dzoe v R2

Uzyskanymi wektorami retrowirus@avyY A
f A YRydinalp)2 Ys NJ 2 6 & OK

aal Ol &8 OK

gB HSV-1
ULZ2710:24271469

DN
wirusowy

PCR
klonowanie

pJET1.2

sekwencjonowanie

klonowanie
pLZRS-IRES-ANGFR
BamHI/EcoRI

RYCINA 110 { OKS Y}

aGUMed Giabowska i

1t2y26FyAl

wsp.,

yIadt

gB BoHV-1
UL271D: IX898220
region: 55564-58365

DN
wirusowy

PCR fragment nr 1

klonowanie
pJET1.2

PCR frag}ﬁent nr 2

klonowanie
pJET1.2
Xhol

kl GIT‘I;DWE nie
pJET1.2
BamHI/EcoRI

l

sekwencjonowanie

l

klonowanie
pLZRS-IRES-ANGFR
BamHI[EcoRI

12Ys5 NB]

2009 do plazmidu docelowego

ALINI g RT I 2nodz

[ LJ2
Syt éevlidediySazs
+

LJ { dz2noeé OK
LWAS GNIYyaRdzl 261 y2

0

gB PRV
ULZ27 1D 2952558

|

pFB-CMV-VSVG-gB

klonowanie
pPLZRS-IRES-ANGFR
EcoRI

K2 Y2t 23sgBUL2Y [dd Iplz@itid IS & 6 A N3z

retrowirusowego. ID ¢ oznaczenie zdeponowanego genomu w bazie NfeBlon ¢ pozycje nukleotydowe

w genomie wirusgpJET1.26 S 1 (2 NJ R2

78

1t2y26F YAl

LINRRdzl G156 t/ w



transfekcjaY S i 2 Rt
fosforanowo-g | LIy A 2

pLZRSRESINGFR)B

HSV1/BoH\W-1/PRV Q B —

kYsNlA Ay
GP2-293

Naadia éélﬂsté
yi\zén 20OINGR Y &

transdukcj /

a8t s102k |

NGFRoozytywnych
T L2Yy20n ()éﬂzvs. .
LINI SLIve g26S53

T LINJeadtr g % . .

A

1 2 Y5 NJstabiliejA y
d2 0SSt 2465 | atabindi] T 12yadeddziesyn
S1aLINBaz2n 3ISydz
HSV1/BoHW-1/PRV

RYCINAIH & Y2y aidNHznq 02l fAYAA &lloAfyeOK 12YsNBgenanal Oi el
glikoproteinyB{ OKSYI G 206N} 1T dz2nodeé LINROSRdzNY dzl @481 A6 YAl fAYARA
62LA& ¢ GS1TOASOO®
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2] NFR LINJ e3d20G2¢6Fye@OK aGlFroAftyeaOK fAY-AA 12Y

aLSO0eFTFAOI YS RflF RIEIyS3a2 GANHzaAlL 2NIFT fAYALF 1z
fI GNJ SOK ol RIy §yénall)f FI KSNILISa 6 A NHza 5 &

Pl

- MelJuSo(MJS)c f A Y A I O A RlaEd@kiego 2 rviakdlJpowszechnie wykorzystywana

R2 o0FRFZ yFER 01 naasSOIl {IYA al/ {1flFae LL TS 4l
(van Lithiwsp., 200 LRyl R(i2 LISNXA &e& gy |-1Kdppesslaly dvspRt | 6 A
2001; Grabowska i ws2020), jak i PRVGrabowska i wsp., 2020

-MDBK¢f AYAlF OANRAVE {1 2Ys5NB] LROK2RI NOeOK 1T y$§
gelll dz2nOe oK (2yaiteddzieséyn Hudhss Rag).,@®4), OT Naid SO
-Jurkatc f AYALF  OAN3IOVI f¢dzRA 1 ADKRAXERWTF20@KHBE8 oOAl Of
konstytutywnej ekspresji MHC I,

-SKect AYALF OANIOVI aALRYGEFEYAOI YAS AYY2NIFtAT 261y
konstytutywnej ekspresji MHC II.

gB HSM gB BoHVL

RYCINAIZ. [ Aadl tAYAA 12YsNB]l &4&t
)

QL @B wybranyeh INRdstavitdiel2 y & Y 3 S
F £ FF KSNLISa g MNbkals 6 2 Ys NB1 0S y y 2

S1aLINBaz2Aar Ol n

Linia MJST 2 & i1 OF g e 0 NI y(permigwrip dla wszyisikidh ybadanych
g A Ndzéirsagudzke> Rt {105 NS2 LJ2aAl Ronsfyrutywna pradtk@a 2 ROT «
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al/ LL NkoyASdO ally26ArA0l gloye ey yAlZ LR
I GeYA Owed ORVXBEPAS 1 CaONKBIe sgROKLB o RIYAdz
dzl @81 FYyAS AYyTF2NXIFO2A 2 LRGSyOaltySa {12NBf

gBal/ LL T 1ASNRGIYASY GANHza2zeS2S 3FfA12LINRGSA
t2y I RGIG2T 1 2841y fLIWMRSI2@Be0S52 seYASyrzye
61S 41 3ttRsg GSOKYyAOI yeOK 1 ge2niG1ASY fAYAA

NEGNRGANHzE2 68 OK & LINR ¢ Icigdn N&@ybEadHKeratylpiromcsing 3 Sy d.
40|y 2 daidDefdpowiednieh © Y ASUNI yaRdz1 26+ yS 2RLRsASRY
¢S tAYAS 12yiNRtyS T2aiGl0eé LR2RRIFIyS asStsS102h

712 hoaSNBI 021 f 21 I f-i BdHA2RRV Ba szlaki exddisomaino | { +
lizosomalnym

2 O8tdz LINJ STt SRISyAl £ 21 fidolizbstn@akym 3. y
LINI SLINB S| RT 2y 2 0 NB A SIyiilMISLi® NRial2] fayRo0po@isdmhiz2 Y5 NS ]
LINI S OA ¢ Qreyl @dmnocyh mikkioskopii konfokaln@ibserwacg lokalizacji wybranych
oAl D8R QASZ] Mf2AT I 02A 3. 1T o6F REyYREX Oak D& IOBF N
dodatkowo zmierzono przy pomocy oprogramowania mikroskopu konfokalnego
A LINJ SRaidGlgAzy2 2112 dad NBRYA 22/eNB ¥ pdza@d Ol ey y .
T1ftSdoy2T1 OA fAyA2gSe YARRE @ ol YIARRty® YR f 2FH2
(razem z odchyleniem standardowym). Badawie@ { lolylA@ | A  a-dkaliziiciSgB | 2
I YFEN] SNBY L3k i yRafKRych§(1B) 2 Bz@sdhsaldaymAMP) (Rycinal?)
2 NI 1 Ol tX¥@r2eni @2t ¢ LINI @ LI BEAjzRy¥inaNd) S NI 7
i NB Oé NJ dzRakP)NRyemaks0 0 Sy R2482Ys5 6> 02 1Tyl 2aRdz2S Lk
galls O0OT @8y yAll TabelBotd CheoAS QY2 TNE 2. YOA S L1262 R2 6 |
g f21FEtATFO02A 12Ys5NJ]26S2 L12al Ol S3AstyeOK oAl
T oAt 1al SYRYI NERMLR &#lO1 Saye OK SyYyR2&E2IYisPRV § 20 ¢
(Rycinald).. I R yAS (2 dzo ¥wRAQI IRk BdESanych 8 Rteraturze
jako LI2 g At 1 &l 2y S (anf.ygRra Zeadysémesi | 6 A SN 2n0S 4. g AN
(Niazy wsp., 2017 (Rycinal4 ¢ zaznaczond (i Ndmb. O |
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RYCINA 140 . F RFyAS t211FtATLl O2A 3. A OAl U1 lg EBALN] SNE 6 ¢
TF LRrY20n 12yf21ttySe YgBwiRywdn@ wiktrwalomythdzh@tBeadifyiadycle y S 2 ®
12YsN] I OK T L32YAON ALINRINILIRAND A R zblaoytbilkien AleaNelietcdeansd).OK 1

52 gAldzr t ATFO2A YIENJSNI SyR2a®9l vy SA32 RNIR2BEZNESeRPES S LIND
& LINJ t ozgayzBikiemAlexa 488 (ielony). { G NJ | O | Y A strdkturi opisafyEh2wy/I@eraturze jako

L2gAt 1al 2y S SignRehdosoiviasy & & §tIlddzAN OS T b 6 } FMpERMDUSDHSY.
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RYCINA15. . I RFYAS t21FtATFO2A 3. A OALFOTLI I RehIE, N2 6 S 3 2
Tl LR2Y20n 12y¥F21tySe YgBw@&ahe wiitdvalofythdidetBeatdiovabyete vy S 2 ¢
12YsN] I OK T L32YAON ALINRINILZRAND A R zblayfili@m Aleanelietcoeamsd) O K 1

52 gAldzZlt AT O2A YIFENJISNI SyR2aaVbimySIA2 RINH2AERMNT & RE 6 BINJL
& LINJ t dnacynikierihlexa 488 ielony).
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MJS

MJS
gB HSM.

MJS
gB BoHVL

MJS
gB PRV

RYCINAL6GD® . FRFYAS t21FtATFO2A 3. A O0KWIOATZ YIFIN)SANEZCA2] 21
mikroskopii fluorescencyjnej3. @& I NEBglyYy2 ¢ dziNBIf2y&8O0K A LISN¥YSIOATA
LINI SOA DA D RNIrA 2 NI t R 2z0a&AiKienflexdSds ttieavyhy. O&widualizacji markera
SYR2&2YI fyS32 L2a0ded ®TF& ALINNIARND X HR2t6052 shdbEhiGeMesmOA | OF &
488 (ielony).
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MJS

MJS
gB HSM

MJS
gB BoHVL

MJS
gB PRV

RYCINA17. .  RFyAS t21FtATFO2A 3. A ¢cdpABOMF T Y NI2SMNRROAIS IR2 yIF)
mikroskopii fluorescencyjnej3. @& I NB gl y2 ¢ dziNBIf2ye8O0OK A LISN¥YSIOAT A
LINI SOA 6®DA LD RNIrA 2 NI t R 2z0a&AiKienflddSds ttieavyhy. O&widualizacji markera

fAT 2a2Y1fyS32 LI2aydwadtte ALINE NH2RA BNIALE RO ¢ S zAdiddikeoMexd OA | OF &
488 (ielony).
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TABELA8.2 81 y I OT SyA S

gl NI 2T OA

6aLl5 00T 8y YAl

12NBtI O2A

gB i EEAl/Rabl11/Rab7/LAMPL w liniach MJS puro, MJS gB HEVMJS gB BoHY, MJS gB PRV.
OS¢ odchylenie standardowe/ ¢ nie 2 { NET 88 FaA¢p21.06

12yGNBEYyR&YA |

fAYALF YA

KSGSNRPAOSRIFaAGedl yno

atitdeadeoliyn ;
3 studenfa N8 1102 yR2  RLONIERET NRIF Y B Od

RE I

fAYALF (1 2|{LR2Nboyegly I NBRYAI 4| ¢l NIi2106 gal

detekgji Ga8Ll 00T eyyA LRTA2Ydz A3
Pearsonap OS statystycznej (pvalue)

MJS puro gB/EEA1 nXnnenzn /

MJS gBiSV1 gB/EEAL NZHNpNnzZn 0,001

MJS gB BoHY gB/EEAL NZHYyBRNZAN 0,0115

MJS gB PRV gB/EEA1 NZOHBNZM 0,0530

MJS puro gB/Rabl11 NEZNHBNZN /

MJS gB HSY gB/Rabl1l nzongnzn 0,0241

MJS gB BoHY gB/Rabl1l nzxnMmpnzn 0,0213

MJS gB PRV gB/Rabl11 nnnegnzn 0,0365

MJS puro gB/Rab7 -NENMB N ZJ /

MJS gB HSY gB/Rab7 nxncegnzn 0,0022

MJS gB BoHY gB/Rab7 nzpMmpnzn 0,0007

MJS gB PRV gB/Rab7 NZNTRNZMV 0,0022

MJS puro gB/LAMP1 nznpegnzn /

MJS gB HSY gB/LAMP1 npnegnzn 0,00

MJS gB BoHY gB/LAMP1 nncepnzn 0,00

MJS gB PRV gB/LAMP1 NEIpNENZA 0,0000
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713 ho 5 |
i y 2
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X«

el t21FEATEFEO2A 1,2
1Sayn gAldadtAlTFO2n OIT nadsSoi s

O O«

a

e
2 2L NOAdz 2 RIFIYS fAGSNY GdzZNR S yI GDBYIF G Ay

I 0AFO1FYA 6ANYzA 2 6 & YRamdsI2 ViR, 2D0&; HArwitF SwisD, 2417) 6 C NJ- .

aSy 1 YFEN]L SN ¢ | 880 a2 VYdd dod KMania y kdokalizacii

zgBs 1 2YsNJ] I OK

MJS puro
l[

(=]
=

MJS gB HSY

4

MJS gB PRV

g
2

MJS gB BoHY

RYCINAI8B® LYYdzy2Ftd2NBaoSyodeayl FylLtall t21FtATIO2A 3.
S31 25420D6%. Al Ol 681 NBGly2 6 dziNBIlIf2y@O0OK A LISNX¥SI oA
anty-gB, anty5 wh 2 N¥15cby e RNUzZ2NJ t R2ge& OK zrdddkieh ey a LIN
(czerwony), 633 (iebiesk), 488 tielony).

b3
Al
Jt

t 2yl Ri2 R26ASRTIA2Yy2Y Ad /5co ¢gOMHCRIGsy ¢ ai
Ili kontrolujeLINR Rdz] 02t A OK Ywb! 2 KanldenlHadrnA &sy., 2¢12). LJ2 & A
CAZ2NNO L2 dzol 3t R2YyASAASYAl fAGBNT tedeB®aS R2(
al/ 1flL&aé LL 2NIT TFFEy3ro2él yAdz aidNUzl GdzNJ a + .
LINI SLINP S| RT 2y 2 20aSNBI OgaS /1 2|YisINg|l&2 41SI2 & 28 | NB4
h £ dzRT 1 A OK -DR)I1i/CD6R lprzy Ippmody Nk 2 | 2 fmrnhid@fideBcencii
mikroskopii konfokalnejRycinal80 @ 2 2 LJ NOAdz 2 dzZ eailyS 1T Reat

87



kof 21 Ff AT O2at ¢a&al eai]1A0OK (GNJ SOK ol RIy&aOK oAl
LIt OKSNI 28126S® /2 oAt OS2 ANGBIIAQGAA 6t NIINGBI 20/A1 oo
a2 LINdkaizagjigDea | /| LL ¢ 2203505y RORGASCIESIPNRE 2 Yy | 2 1 NB1T

LINJ @ dzo@ OAdz 2LINPANI YBEREEDB R2YSEHEQRS EH NI R 02

TABELAG. 2 81T yI OT SYyAS 461 NI2BQBt kALK OOBENHRYE Rfl LE2Nsosyes
3.k/ 5cokal/ LL o65who ¢ fAYA) OIS gB VBpHY, LMISIZgE PRVW({ 3.
OS¢ odchylenie standardowe/ ¢ nie2 { NBT X 2§y 2&y 2106 adldeadedlyn Rfl N»Od
kontrolnymi a lid F YA T 3. 21 NBIT f 2 y-atudeninld BP TLJ]2OM 2RO & R alid33aiiNR y iy & |1
KSGSNRPAOSRIFaAGedl yno

ftAYALF (1 2|L2Nbogyegly I NBRYAI ¢g| 6l NI21T06 sal
detekcji 581l 00T eyyA LRI A2Ydz A3
Pearsonag OS statystycznej (pvalue)
MJS puro gB/CD63 0,015 n& n /
3. kK5wh 0,0l N& N /
/| 5cok 5\ ncnpnzn /
MJS gB HSY gB/CD63 nynpgnzn 0,0001
3. kK5wh ncnegnzn 0,0014
/| 5cok 5\ NZTMpNZn 0,2439
MJS gB BoHY gB/CD63 nNZdbHpNZnN 0,0000
3. k5wh ncyepnzn 0,0049
[/ 5cokK 5\ ntcepnzn 0,0797
MJS gB PRV gB/CD63 ndpnenzn 0,0000
3. kK5wh nNZTnNnpnNnzIn 0,0003
/| 5co0K b5\ nXtTnegnzn 0,0044
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I 02+ Sg2tdz0eda2yl YSOKFEYAT Ydz Ay :z
F 4 AOASEA & FFKSNLIS N 5
FodgkyAtlr 3. 1 ) i

7.2.1 Charakterystyka fizykbA 2 OKSYA OT y'I LX OKSNI &1 s ]

'}
izolow Y@ OK T K2R246fA fAYAAX -11BONRINRRZ 6& OK 1

A

%S g1 3ttt Rdz yI geaz2lnNn veRlay2106x LRsial N
A AYGSaANIfty2106 AT 2t26lFyS3a2 YFEGSNRFOdzZZ R2 A
I LRoeplA K2R24IK f SF AUNJadiIDdRE g/11yOKO T 1 2yadeid
genu 3. geoNI y2 T A fSEQNJarg.2 sizeexéluSion2 @Hdomatography
%A2RYAS 1 T2LbeYrtAT26lyeyY 601 STyAaASa LINRG2]
TOASNI Y2 Hp TNF 1OBRIR)RDNE GR2RBRI&FyYy2 FylFfAl
g OStdz RS(S102A Y®N] SNEbBI SBORARYY®RBRO6A W{ A
lub  Ff 242 NMybt Alixd 2 f AT dF OKMDBK 2iY 5 SKB |
zpowodu2 ANJ YA Ol 2y S2 R2aiuNIy20 104 O Al F20r SR 13g/Tey0rKa N ¢
3 Gdzy |5 6 Y AwdkrywdndzRAlig A { 1 dzi SOT yn A STS|1hesdy!
i LI2d&g] A K2R2gfl ySe LRG6ASNRI AD 20NJ 2yl
z charakterystycdd RSO0 &8 BENTGdz Rf I OAl O]l achloN3 SNR 4 S:
A R2YAydznoS3az & %0 lub NJ 110 2 I(Ryé&ina 19.

¢S FNI 1 OB O Q@aRinhiSae etapie poddaneJ2 ¢ (i 5 Nigsfowidz
y I 20S0y216 YI NJ SNRIix i fayiing-2a 2N de O Ys N 24 @&
YAUG2O0K2YRNAIf yS3I2 kaleksynpdF b - w2 YR alt LJdz2n0S2 ¢
SYyR2LI FT Yl {ieOlyeyr | o0& ¢gelftdzOieo Y20fA6210
12Ys5N] 26532 A L2 G 6ASNRIT A0 dzl @ a1 lFyAS FNI 10O
(Rycina 20). Tom40 i CNX nie wykryto w uzyskanych preparatach EVs,
02 2Sai 2SRyey I R262R5 6 Ot eaadz2T1 OA
2 1FOR@Y LINBLI NFrOAS geINBd2 VYINJISNE oAl O]z
YAD 6 fATLFGOFOK 12YsN]l2680Kz 02 2Said OSOKNn O
GF1AS &l YSAADO2IEAOARRAIBH EBEd RSY Ol 01 26AGS2 Af2
ltAE 6 tATIGFEOK 12YsN]l2680K fAYAA a5.Y A {Y
geaz2121 OAxX yI 1dsNB2 YAINHzZ2S oAl O] 2 l £ AEZ
YASALISOTAOLINKSSOASORNI OFAL
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2Ys5N)] 2680K 12y0iNRBfyeOK®
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MJS Jurkat MDBK SK6
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1] . |

KOS SN R4 & A A

F & & £ F & & &
q > & » q o g X @ ® q o
g & & & & & & &

L EVSL EVsL EVs L EVsL EVsL EVsL EVsL EVsL EVs L EVsL EVsL EVs

Alix - - - - -

RYCINA 200 . [ RIyAS 206S80y271 OA YN @Rbté 0 92N 16! |l RE s Nj| 2 &F
6¢2Ynn A lhfySltaeyexk/b-0 68 TNA]{ O8ROK2Ys ML RSt dpby e B
[ LR2Y20Nn StS{TGNRTF2NBi & ¢ 0S5t dz LI2ddyi WeskeEnf [HoktingA R2 & Y

AT se12NIl@aidlyASYy &aLISOeFAOI yeOK LaNKE S3OAXx aOR RS NR2PRKI94
12Ys5N] 2680K 12y0iNRfyeOKD

2 OStdz dZd eailyAl Ay¥F2NXYIO2A yI GSYIFG Y2NX

1 SgynisNnNg12260¥8 OK = R212Yyly2 20aSNBI O2A ) dzd & O
elektronowego po barwieniu negatywowym octanem uranylu,

dzl @41 dz2nNO0 20N T LINJI SRadlgAl2n0e &idNHzl GdzNE 2
61S 41 3fttRdz yI LINEOSRMNY OdzINR 2 3 20260NH1H yORIA W
1dzf AaiGe oK Lt OKS NRoadd 880 nm2RydinlBRY A DAL RWRA Ot LYt OK
gl ylL Ol I y2 LINT & dzd0 @ OAdz 2LINPIAINI Y24 YAl YAQ

M N Lt OKSNJ 81356 Rf | Nie|Zadbsev@@dno ik IDIE IK{ d2dE O y

g LR LIz I 021 OK LI;t OKSNI eé{1s¢g Rfl LJ32al Ol S3asf ye oK
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MJSpuro MJS gB HSY MJS gB BoHY MJS gB PRV

o

Jurkat

MDBK gB HSV

MDBK gB PRV

SK6puro SK6 gB PRV

RYCINR21® hoaSNBF O2lF 9+a Al 2t26Fy@0K 1T L12d0eglA K2R2gf | yS
transmisyjnego mikroskopu elektronowego po barwieniu negatywowym octanem uranyrzedstawiono
NBLINBT Syl desyS 20NIrT & Rfl LRalindimMastyedOK ftAYAA 12YsN
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7.2.2 .

Q~ ;U<

YAS AY]l2Nl32NFOBdHWI.A GtANHzZA RS LI OK
NG NI

|
y 12Ys5N) 268 0K

WE1 R23GNDRI d&F06tAL9RbpyRSI® B wirusa HSV w MVBs

A LX OKSNI @1l OK 12YsN]26e 0K AlGa oA lyyeaOXKK 1A vy M
ssaczych Temme i wsp., 2000 2 OSfdz 21 NBI f SyAl aAG§2LWYAL
YSOKI yAT Ydz AY12NL2NF O2A 3. R 2 L3t OK S NJ
TQSOeRzzlyz aAt LRRRFEO IylFrfATAS LX OKSa&d e 1A |
-f FIF KSN1LIS&d6ANHZAssgd . X A0 NOF 2RLI2GASRYAZ o
dla wirusa HSM, BoHW A tw+3X o6t RNOI OAFO1ASY 0602V
geailt LddzS 6 T2 N)Y§B I LINGA] INERNRSS 2 6 6 0 St dz L2
w warunkach RSy | (1 dzNz2 N 08 &K 2R2I12GM | R 2 NIAGI30 k¥d: 4 A S

2 LINJ 2L R dz-w ANHzawW % V124 &t LJdz2t cBRROX$ 2 1ANE ¥ 8 R/
FdzZNBEYyND ¢ L2171 e@02A pnukpnnI &j dzi|-6z8 NXWhqgRE RNA | O
(74/68 k) iGH SNXYA Y £ yN clgBth Sp 0 DR @ B NLIMERIAdzDWYE Y2 a1

gB wirusa HSY nie podlega takiej modyfikaciiv przeprowadzonym badaniu potwierdzono

20S0y2106 3. TIFINysgy2 ¢ tATLFGFOK 12Ys5N] 2¢6e OKX
linii gBHSVI-LI2 T e ie sy e OKX 2SRYyIF{10S ¢ LINJ@LJ) Rldz fAYyA
al / 1tFrae LLZ Yyl TyFrOT yAS yAadal ey LT A2YA
52RIF(1262%> Y20f Agl 00l RSGS1 02l 7 fAT I

MJSgB HSWm L2 Rgs 2y S32 LINNO | | -128 kDa ka2 @& 2 124 03
to na 6 & adt LI2Rd syGKS T 20N8vy A 8 lpidviai@podobnie | gealutLRgl ya

3. TIENFsYy2 ¢ 6SNINRNSREENI2ZINGS2 LBfAMI Rl 2ndSe
N-glikozylacji (Venskei wsp., 1982 @ t 2 R26y S FT2N¥eé 2 yAidaliSe Yl
GFr10S8S eI NBGS A 2LRA&alLyS LRROIFa o6FRFZ 1T ¢

(Atanasiu i wsp., 200J. Pomimo detekcji formy prekursorowej gB BoHY i PRV

2Nl 1T 20dz LRR2SRy2aiGS] LRsadlovedOK ¢ geyrldz OA
dzl @& 1FyeOK fAYAA 12Ys5N]l26e0Kx (Getl12 TF2Nye
t 2y RG2T 206aSN¥2s6 yI YIEal OF N&af(BSDd 4 DAl NS
aAt ¢ 1T 1fSdoy21 OA 2R NRPBREHORBARUAFEAAY|2YOR] ¥#8E8
I 2RYASyyeyY g1 2NBY 3t A121ef ROIRR2). 6 NrOoyeOK 12
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lizat lizat

2Y5 NJ 2 EVs 2Ys5 NJ £V
1 5 NJ 1 1 MJS 1‘] > |J[l S 1 Jurkat
. MJS MDBK MJS MDBK HSVL Jurkat HSVL
H831 c + c + c + ¢ + L c + c + L
[ Ba
E® = e . g (i
’
E_ 8 . ' S 50
Lo _50
lizat
2Y35 NJ 2 EVs
1 J | 1 MJS
" MJS MDBK MJS MDBK BoHV/-1
BoHv-1 c + C + c + C + LIP*
- —_— < 9Ba
b - - -— - - . 933
‘ -— - . . . 50 9B
lizat
1 2Y5 NJ 2 EVs
! MJS MDBK SK6 i MJS MDBK SK6 ' MIS
9B PRV
pRy € + ¢ + ¢ + c + ¢ + ¢ + L

o
- - : : &8 % o
- ' gBc

RYCIN®258(G8102F 3. ¢ tATFGIFOK 12YSNl2680KARE G&I 1 DEs BK2 6

fdo 9+& NRIRITAStlLy2 11 L2Y20nN StSTONRF2NBT & 6 0S¢t
2 S53GS8SNYy oft2GiAy3a A 1T ge12NIleaidlryAsSy aLISO0efAOl yeOK LINJ
fATFds g {1 2Ys5N]l 260K A 9+x¥sNBRARMWY2IZRIRIIZ A5SRYNAR I (|
Y2YGUNRES LT edesgyS tATIFGsg 12YsN)l 268 OK dzZF-igBoHVIy 2 1 1 2

)
fdzo twx 2NIT T 12YsNB] WANWBEBHKYPE§YRGE MR DR dh MBEA B YR |
LINB O A Wed@3XA SY aLISOeFAOI yeOK LINI SOmMs @A H ©2dRA YR NR e O

WSRyz2aidG|1l YlLae OinaidsSdoilz2eéSa {5
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7231 yF& AT g1 2NHz 3t A1271 &8t | OB BoHA{iAPREZ LINE i ¢
) 21]Nj 8YFYyeOK fAYALFOK all OKISNT @K 5 da
TSHYNGINT {2Ys5N) 268 0K
%l 20ASNB26FYyS NEOYAOS ¢ Yl al OK C)TDé"SC)T‘l

adlove airt Lidzy1idSY ose21 OAl R2 FylFftAl @ &ad2LlA

poprzez trawienieSy R2 3t A { 2(EnédRl} ibdptydylo-N-glikol & R 1(ANGaga F).

EndoH (endo-beta-N-acetyloglukozaminidaza )A 6t RNOI aLsSoefFAldi yey
dla glikoprotein, oddzielag A DT ' YA S & NRI SyAdz RAIFOSGef 20KA
L2 YAt RT @ RgASYIl ILERRSIRyRiada]12TYVFAY Aby @ 6P 0 Oh b G0

NEBal Ge FaLl Nr3IAyes Go2NI NO &1 MNbedlagukbzadinyD a i SO
LI2T 2adGF2n0n &/ ¢ NI LII2NIFI/MYSA St bDIET D C yFEG2YAL
R 2 GNI 6ASYAL Syl eyl Gdeol ysSaz YAt RI & yI 2c

N-acetyloglukozaminy i asparaginy-Wf A 1 21 ef 2461 y@ OK It A1 2LINRGSAY
NET RTASESYAS oAl-BLA]KyswWNG eon0OBgy&@lRabs Y20
JtAl2l et 02A RIEySe 3FtA12LINRBGISAye gailldzeno:
iuzysk 8 AYFT2NXI 02t 2 &etikulindeadoBaznatydzre 1060 ArtrbnSLINT S 1

I LI NJ ( dz D2f 3AS3y@E  zackiodzi  piosesld  dylikozylacii.
LyFEATE O0A2AYF2NNIGEOTYE 48168Sy02ih FYAy216
Y2Ue& gslONSRSaGeydzznoe OK R 2 GLINR G| RIT I yAL Y 2

(https://myhits.sib.swiss/cgd A Y k Y2 0 A Fp & Ofy20] | 4 &fj 8 10@wdz n2 G Sy O2
miejsc N-glikozylacji w przypadku wirusa BoiMi PRV oraz siedmiu dla wirusa HSV
NiejestwiadmeX Af S 1T (GeOK YAS2a0 dzZ S3I Y2ReTFA1l O2hA
FyFtAT @ 2Sa0GSNy of200Ay3s LIRLINI SRT2yS2 NBIF1O0
L2 G6ASNRI AD 20S0y216 F2N¥Y 3I. X 3F.06 A 3.0
wykor2 4 G | y & YA b R2T oAl ROT.SywA del Sy ReKI £ A 122YTs NG |2
i preparatach EVs linii M@B HSVL i MJsgB PRM.J2 &1 O1 S3astyS F2N¥eé& oA
YyrASexiat Ol nadsSoi 126N ) L2NE gyl yAdz 1
YASLR2 RRIYy@&Y RI.Wipiypagdkh tawiSnyalERd¥H obserwowano spadek masy

Ol naisoi1z2eSa2x fS yAS {GF1A alry 211 6 LN
02 LN} sR2LIR20YAS geyAll 1T Flrllddz 89S 6 2SR\
It A1 2T &t 02 20NJ @vydzn LI Oy SNE € A | IRyGsdzad |
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Analogiczna analiza wykonana dla linii MBSBoHMW1 6 & 1 | T | Odpadkulmasytky 2 1 o

w przypadku formy gBc O2 & dzaSNXz2S yASLISOyn 3JtAajz2ietl 02
R I 1GsNB2 LINJé& GNISgASYAdz 9ydade lco siudelije, 2 Ry 2 (
0S F LRR2SRy2aidll 2Said ¢ LISu@ormadBhRBoRt, &t 26 vy
Y20y GOdzy 01 @6 T gAat1alz2yn RzaGqtLly2] OAN  SL
po modyfikacji enzymatycznej, detekcjaR2 R (11 2 6 & OK LINIX®DJ Ml o6& Yy A § |
S1aLISNEYSYOAS adaNPgAOe LRtAJf2yFfySas | LINJ
t 26804l S 2 ozl | Whb&owdri2 o ¢ & &4 (i t LI2ws EVWsAfdum gB
N-glikozylowanyclfRycina23).

MJS gB HSY MJS gBBoHV-1
lizat lizat
—l2YsNi2ge EVs | —l2vysNl2ge EVs |
a B (0 P a B () P a B () P a B () P
70
__ 55
MJS gBPRV
lizat
—l2vysNi2ge EVs |
a B () P a B () P
.-. __100
-- -
- - - —
-~ - o __ 50
RYCINR3D ! yIfAT Il R22NI SsétyAl 3. 268S0yS2 6 12YsNJIOK A L

MJS gB HSY, MJSgB BoOHViMIJSgBPRV AT | & 1 2Ys3N] 26S fdzo 9+& Ayldz26l y2
(B0 = t b DJ lubdrBubodvano whbuforze dla PNGazyp ST Sy (({®drsigl adGt LIy A S dz &l y

rozdzieby 2 T I LI2Y20n St S]TGiNRF2NBT & 6 0Sftdz LRfAF{INRBf2YAR
AT sel12NT eadlyAaASYy aLS0eFTAO0l yeOK LINI SOA6OAI U R212yIlF0
aW{ LJdz2N2® WSRy2aidG1l Ylae O0Inaisdi1268a 15
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O2A -1L.BbNWt Rd2® Hwz+ ¢ A NIDA ¢

724 . F RFYAS AYyiGdSNI |
i 282 ¢gLIé&gdz yI LRTA2Y OT nNai

al/ LL 2N

A

%S ¢l 3t t Rdz Yy ldane addacdiydipazibrieyOS Na G SOT S1 al / |
Yy I LJ2 6 A S NIelsk YO @ OKY 56NJ 2 6 S10ofe2 WajempaA 2 RRI{ AluD@ g y A
g2YASYA2Y ddfand wsp.f280B 6 LINJI SLINR g RT 2y 2 FylfAlt
Y 12Ys N | BokvVia 9Bt wi> 2SRy201 STyAS &aLINYgRI 2t
ewolucyjnej opisywanych methy A T Y¥ & W5 NJ A f Ay bd tradsdukcip A £ y & O
retrowirusem ale przed sortowaniem nas @ & ( t LI206A [yO\SH YIN] SNB ¢ S3z
10s5NB3I2 20S8S0y2106 LRoAYYIl 12NBf2gl6 1 2080y
LINI SOA ¢ OAMFOR Y ARntMHE il HADR). W analiziel I L2 Y20nR 0Oeéi
LINI S LI & gabliséngowano dwie populace 1 2 Y 5:NBNGFRoozytywnych
i NGFRhegatywnyclx 105 NB L2 gAY Y& 2 R LJ2-gokytyiRlynd 12Y
i gBnegatywnym (Rycina24 A. t 2Nk gy | y2 LRILA2R YArRT & GeYA
populacjami! y I £ AT I d &/ 162 08DA pigiu SIHC klasy Il (badago przy
dzd0 @ OAdz LINI SOAGOAL U a1 A SNER sDRyz&pEpkdemINdodilach 6 1 2 1
NGFRpozytywnej linii MJS gBHSVL oraz, w mniejszym stopndzZ F y I £ 23 A O1T y N
da MJS gBoHVW @ t 21 A2Y al/ LL ¢ 20SOy21O0A 3. tws
21 6 | Fedgdyvin@E O2 Y20S &dzZASNR4I O ONF1 6LIO

LI26ASNT OKyA2ge OTsnN&ABROT S Mk belliRAVIs2NAR/ A2 At 271 O.

L2 YALF Nz T YALFY 2LA&aeglySea 1 1fSdoy21 OA LINI S|yl f
al / L L & a2NIl26l yeé OK f Ay ARyoD& 24 1 B)Ys NJ] 2 6
t27TF 12Ys Nl FYA aW{LWdzZNE R2RI{G126N 12yi0RREt &l

genu2 302y 126S2 FTA|12LINP-wOAY:2 26 3a6RBRA0 WY ANzaE LS &
20yAd02yS3az LI2T A2Ydz al/ LL g -1 210BoBYL2T OA

2 2RLIZ2G6ASRYAZ2 C JE? A n e é L2 N gyl yAdz R?2
ws 6YyASd 6 (&Y odnbdwanad R 64 /OSOK T YALY Rt f A
Zbadanoili | 1®190& ¢ 3I. yI L2 oA S6NT OR6GE w2pizésorthd@rych 2 Y

1 2 Y5 NJ(Ryérfa 24 B. Pomimo obserwowanej ko-lokalizacji gBMHC HCIB3,
powierzchniowaekspresja tej tetraspaning A S N& 08y A DILJ2 &3sAOtLI2AYAA (i 2R yee
ol REye@YA fAYALIYA 12YsNl26e8YAd hiyl Ol Syas L®
12Ys5N] 260K a5.Y gelltill 02 :ndpiRigsayecekt gRR S 20 S
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A LJ2 IwhiRyRadikugB BoHML, natomiast wzost poziomu MHC frzy2 6 SOy 21 OA 3.
g 0eRft OBOK {12YsN]!Il OK®

A

MJS MJS MJIS MJS MJIS MJS
gB HSM gB BoHVL gB PRV
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RYCINR24d t 2Nk 6y yAS LT A2Ydz 01T naadsodi §1 al/ (1frae LL A [/

ST aLBagBmct 26 A SNI @& B OFHBAS dv
YAS&2NI 26l yeOK 1 2YsN] I OK

oFREFEy2 11 LkY20n Oeid2YSiN
a W{ (i Nden§BoRsoR| | 22eNda/astikdzaNBd INg % 3 N

L2 6ASNI OKyA26S32 o6A1L 01l YIENISNRsS3I2r a1 Nk OMGFR2 o6 SNE 2
2RT 6 A SNOApSZOME 2 NOISTH—R L RBY! MH T AILIL OLR N 6y 60T LRTA2Ys56 a
a2NIli2¢lyeOK 12YsNB| ¢ Eksprad2ern ORIDKA SNJada\BAiz2e4S 32 / 5co |

12Y0NREt @ 5f | oyld2 NGLAYE g/ AF5 205K/ 24 ha/pdvlletzchhibwe BIHC I | £D6S.

| NSRY AN A Yiuoesengiagly/21 BL k /5co ylI 12YsN] I Ofakoll@¥%.i N2t y & O
Powierzchrowe a | /  LL FylFfAT26Fy2 YSG2RND 0@d2YSONRA LINJ SLIO&
transdukowanych retrowirusengBA 1 2Ys N] I OK {12y GNRfy@OK ab5. YLIzZNE® | NB

MHC llna1 2Ys N] F OK 12y GNRfyeOK
LaGz2Gy2106 adlraeadaeodoiyn
oszacowan@alJ? Y 2 O N -aliSdaRiSdy Gdr

a 5. Y LJdzNeBprowladzorio ftrgyii@nie.2 | 1 2 ™
NEOYAO YAtRI & fAYAIFIYA 12YsN]2
ONBIT {OFR Rgdza i NRB y;y®XJ001s | NA | yO2Dn
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7251 yFE AT 2RRTIRI{OB|LLYNRIG Sahly/ . 2NF T L2 NE
4816Sy0O2A |YAy214laz2é6S2e -BBAMHERLIRB/GSAYy S
2NIF T VyYyASTYASyyS32 OFzZO0dzOKI T 6ANTyS3s
fTa32Ry21 OA {Glltyl126S2 {1flra& LL

281t TFlye 601 ST ymSel p3EBAR] ARYdz OTl NAGSOT ¢
T FOK2RT A LIRLINJI ST o0ST LRI NBRYAS 2RRIAITeglyAS
al/ LL T I{NksG1AY FNIAYSYGSY 3. LIRa&AFRF2nNDO&Y
R2 GdSe Tt21FtAT 26l ySe 2 OIOF ©dzOKIdA k / B2 T

W warunkach fizjologicznych liiCD74 ¢ O Z 0dzOK YAST YASyye
z antygenamic 6 ASNI S dzRTAFO 6 11 0STLASOIFyYyAdz LINI
lyGie3aSysg SyR23ISyyeOK R2 NRgll OTnadsSol i

do MHC Il AK2RT A ¢ &l 2NBRGLTAY NBGOA]dzf dzy SyR2LX |1
aS3aySyildssyY gANONOS3I2 NR$S| al/ LL A 23s5fyS3az
1 ZO0dad KT YASyyes 458 adit 1Imb g ogdbhie cytoplazmatycznym
Y2Uegsps aealdylo2pe0K a2NIliz26lFyAl SyR2az2YlfyS:
z retikulum endoplazmatycznego tids 1 yS32 Sy R2a2YIFfyS32 LINJI SRIT A
Il (kompartmentu MHC 1/ MIIC),ART A S 1 I OK 2 R peptydu_indygerowegd! | y A S
LINBT Syid2¢l yS3az2 yIEaidt LyAS y I L2 6 A SNI OKy A

t2NsoylyAS &aSi1eSyoOeca I YA Y ACBM JRikisg®, (NI S
0eRft O0S323 T 6AZal AS32 01, BoHA ] diveSskeBePyPR) idnanyg (i 5 &
LINJ yciu pdgramu ToffeeL2 T g2 A 02 Yy I 1 dydentilENBI2I64 WSNF 2n 0@
aS16Sydat 23s5ftyS32 YABE3a0i dzadnikRebAR2a (ad 2
sekwencjigBHSY2Said G2 2SRyl 2SRSy 1 ywaekwekcpe 12V
aminokwasowej 3. X3 Nk oyAnoe ait 1yl Ol yASorazg PRLINI & LI
.@RftOS A Té6A2a1AS &a8S16Sy02sS LAk/5Tn an aaty
wgBBoHW A t wx HIOBBoMW SMIFB®oASZals2 2SadG 11 0K2g!
resztLINREf AYy26@ 0K yIFaG2YAlLad aSieSyoel 3. twx N
NsOdyeYA al Ol SRycMar5).G1S532 ¢ANHzAaLl 6
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168 T oSNEARRNRIGOSsT RR2EYy2A2ko td®NIT I yAl 3I. R2
klasy Il przeprowadzono eksperyment immubhdB O& LIA G O2A -NHCYWLX S| as
g tAT LG OK Ry@na2)Bl2 d 0K 6 6 12Ys5NJ 260K o612y dN
z linii gBLI2 T @degySas R2RIyaal / LINJLSOM 6 OA L Ok 2 V(i d gAl
F3FENRT268Y3 AYYdzy2LINBOSDMiDG A NRYIRTI AlS26ly¢22 Y&
Western blottingy 2 0 f A 621 8. RS ded 1 02 (0 NB t-5/wh S6 O HZAA dk QKO K
a5.Y yAS o0e02 Y20tA6S dzwAR201yASYyAS oe&Rft O
LINI SOASGOALI O NBFIdz2NOeOKyIAd ¢ i ST Y RAS Ok Bla G & NI
gel2ytyl Rfl GFNRIyYyGdz 3. 6ANMzAl twx 6 12YsN
Yyl 0NIl]1 R2&aGtLly21 OA T 6AZ2a1AS2 tAYAA 12Ys5N) 26

GADRDT YAl O 20dzOK
I Na veiGdagyh

235 f
miejsce

¢
: YAS2a0S g6A
do rowka MHC ||

li/CD74

MRMATPLLMQALPMGA
MRMATPMLMRALPMAG
MRVSAPMLMQALPMEG

Homo sapiens

Bos taurus

Sus scrofa

glikoproteina B

HSV-1 PKKPKP PRP AGDNATVAA
BoHV-1 PASIPISP PGP DGDDAASPDNSTI|IDVR

PRV (1) PGTGAT PND [VSAEASLEE[IEAFSPGPSE
PRV EIEAFS PGP SEAPDGEYGDLDA]

RYCINA25® t 2Nk 6y | YA S S16SyO02A | YAy216l 42652, Bawvii Sy 02l £y
2NI T Rgs OK N\lsoy’eN(AK(l) kf@dn(S)LBsZﬂ Oiva G SOT A wdEal Gt Il ¥ayRL sl
g aS1s6SyOeAa 3. ARSyGeolysS i zmsoyévxLﬁKasruéyo ylaﬂey
Gt Sd tNRaG21NGYS NIY{A LR2RINBItF2n LINJ SgAReslyS YAS
LRGSyO2rtyAS 60A2NNO@OK dzRTAFD ¢ 6ANITFyAdz R2 NB@“[I- al /
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WB: ¢gBHSM

35__ a WB: 5 wi

- }gBa IP:  MHC I

IP: MHC I
WB: ¢gB BoHM

IP: MHC Il
WB: 5 wi
C
WB: ¢gB PRV
WB: 5wl
RYCIN®R6D ! yvIfAT I AyGSNI102A YAt RI-2AYBRoEVELIR)IbBPRYC)a | / 1 f |

¢2NI SyAS 1 2YLX Sladz YAtRI @ 3. A al / ALYLY diy 2fLINIBIQRsL# (1 20¥es
T se12NleadlyAsSY LINI S@¢BAlobOantatld ¥ A RLI2 614 BRI 2 LINBYOREIA (2 6 |
NETRTASEFY2 TF LRY20nN St S{UNRPFT2NBT & ¢ 0Sfdz LI2f Al {NRBTE 2
i z wykorzystaniem spedyfOT y @ OK LINT SOA 6 OA Ll O R2 1 200 JedRBthaSmadyea A 0 A |
0T NaisSOol 120820 Kdf 1 1 KXOLIRIOBOKsOAK B X LINI SOASOAL OF @
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Ly FEAT L 28aGSNYy ot20d0Ay3a AYYdzy 2 LINBO@ LA
TENFSY2 AYYdzy2LINBORLIAG2 ¢ y SERBE @8 UIA (Ldee NeOISAI21 (=
(Rycina 26 A & 1l1dz2nd yI G62NI SyAr S -LINISYQS L3 adzasn ¢
gBHSW 6@ {1 NB(i2 NboyASO ¢ YyArSzalsSa Aft2IwWA ¢ A
12YsNB] a5.Y 1 12yadedvizi eldad/ oA YLIaNRRNE 1O NY Ha £ Al
08RftOBOK al/ LL OR2 AYYdzy2LINBO&LIAGI-A2BA o8& 2
105NB yAS NBIF3Idzzn 1S 1T RSy (i dzNPLgitayy MDBKMISH | O] I Y
g 12YLX S1 &l OK AYYdzy 2 LINB O& LBHE 2658 ty1eé OK2 oLINA SIOARBE
przede wszystkim formgBbo ¢ Yy A S2gBb §2 RRf RISGS |1 O02A g1 2N @&

LINI SOA6OAIl O Y2y21ft2ylfyeoOKs: 105 NB yI e
gBb (Rycina 26 B). W przypadku wirusa PRMizéty a W{ 0 YAS ge{lilly?
jednoznaczny interakcji gBdzkie MHC Il (Rycina 26 O.

? RFfalTey SGILAST YSG2RN 2 S@H@EANY LIDF 2YiXiIA
o]] S1 al / 1€ ae LL 7 9+ a Al 2t261 Yy
t 206 ASNRT 2y 2 LBREBRY2Z2&IGMS 5wh A 5wi ¢ 9=+xa |
F £ F1 KSNLIS a3MINHZAS Badl  sbdl@Bawabynotiivaids prdyjadke g8 HSV.
hoSOy2T 6-MIYAS2IIXASYAL Ol Af271 OA 6@ 1NEBSIyYyeOK
gBy SAl Gesye@YAS 20aSN¥2glyaAHYHBYRPBod&@hobigk ORY K

(@p))
O«
)

[:]

o
Qx

5wl 7 9+ 4 L2 OK2 R1 nOe OK I Ryciha/ A2V). a W{
t NI SLINESIFRT 2y S S &LISHERIYBOKMME A6 & Wi dz2 INE oV &
gLIOeglan yr LRTA2Y al/ LLZ TINssy2 6 112YsN

L)X OKSNI @1 FOK T SgynNiNI {2Ys5N)] 268 0KD
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MJS MJS EVs

g Y g Y
Qo Q‘f’A Qé’b Q‘? o Q‘f’A Qé’b Qqé
s & & @ s & & 9
DR _35 DR _35
e——— . -.. -
" e
I -aktyna 2 —50
Yy . __40 Flot2 - = s go

RYCINR7® 585351 02 Lk Raéﬁeyza&éwéhwsﬁvlﬁ]@ifs@ ali 8OKYABR 184
analizowarm EVs (taka samaA t 21 6 Y I G SNA) DOld2 { ®&%2 [yGA 2 SE2 f{ZI’J(FIol{Z)Ql ® Cf2
zastosowana jako marké 3 1 242Y268Q i2wh MEIINBslLYyS ¢ tATLFGIOK {(2Ys

WSRy2aiG{l Ylae 0T naisoii|z2sSe {51

7.3 Charakterystyka fizykebiochemiczna L&t OKSNJ 84 ¥ B

GNJ 12Y5 NJ 2 ¢
dzg I ft YA y@ OK LINJ ST 1 2IYBoN¥L APRYJ2 R |

-4 AYTFS

O(

2 OStdz To6lRFYAL Y20t Ag21 OA AY12NLIE2N} O2.
1 Sy niNI | 2 paideds 2infekcfd Kvirusowejdokonano analizy EVs uwalnianych
przez zainfekowanekoms NJ A @ 91 AaLISNBYSyGe GS32 (GeéLlz yAz2
IS 61T 3AttRdz yI FIL 10X A0 LI OKSNI&@ilA TSgyninNi?2
LI NI YSGNB oO0A2FAT @01 YyS:I YoAyod gAStl12i6x 02 |
dzl @ a1 FyAS TLINBALINIAIB®@E OK g2 onNOl yAS &id NHzl G dzNE
Yyl NksOyAO& 3Itadz2iOA 9+xa A GANR2YsgS 2Sad v
g ANI RASYOAS 22RA1 &l y2f dz 0 h1BizA t ANBLBR 00 16 5YSDKA Ry
zastosowana w &f dz dzl @&} YAl Y2RSfdz o6FRIFIgOl S32
1T S6yNGNI {2YsN)]2680K dzol f yAl yeé OK BddIMIIUG PRV] 2 Y5 NJ
Przy ustaleniu procedury laboratoryjnej, opartej na protokole opisanym
wpracyDechampsiKalamvaki T 2 & (it BY A 226f AT Ay Sdie1l Ay &S| O02aA
fAYAA (12YsN]2sS2ex | aOKSYI G LINPOSRdzNE AT 2
z12Ys5NB]l AYyTS]26 ye ORycisaRIRHzar2Y i INRX SR &/ Aile 6 y
12YsNJA awWw{ A a5.Y yASAYyFS|126lIyS>s (GNI{1G26tYyS
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Inkubacja z inokulum wirusowym 2 h

MOI 0.1 :HSM/MJS i BoHV1/MDBK

P MOI 0.5 :BoHVL/MJIS i PRIMJS W v
o N W \
& > v v
. - v @
12YsNJ A - e Inkubacja/ infekcja 48 h
MJS lub MDBK .o

l

T 86N YAS LRd&s1A TVIR
filtracima .mp kYK &SNALF adl vi

zebranie 0,5 ml frakc;ji \l,

<€ ultrawirowanie w gradiencie
22RAlaly2fdz 0hLIiAt NBLIO

RYCINA28® { OKSYlF G LINPOSRdzZNE AT 2t O2A LI OKSNielss 1Ssyn
wirusem. MOI (ang.multiplicity of infection ¢ 6 A St 21 NR iy 216 1T F{1{IFdSyAlxX tAOIOl
Yyl 28SRyn 12YsNJt

“BSONI YS 6 R RiApS Yatstrad@irdahilOve Gadiedgie 68%
22RAlal y2fdz GhLIit NBLMU = T2adloe L2 RRI y S
Foe R212YyI8 RSUS{TO2A WRycCNRBHMNE ca A NyE Xzob X Nizh ¥ @
g ANYzE 2 58 OK '} L12 &l O S3st ye oK FNF 1 O2lk OK

& ST OA S 08 aAy| Zpmguy assay Yy J@ycina 30).
hiaNJeYlrys seyiAlAaA sallidens 88 RSGS)Oe
oaT20fAGS 64/9 STNI 1 02 OK 2 cuyiA & 1A NDt aRs2dADIYR T
TENFSY2 6 LINI @LJ Rl dzNE&: P2 RIRADBEEXI | gF R2YyXBAGGT
jak i infekowanych (HSY, BoHW A t w0 {2 YsNB] aw{® bAS

I 120aSNB2g6ly2 RfF FyFtAT26Fye@OK FNI102A 20l
wirusem BoHW {1 2Ys5 NB]1 a5. YX 3IRIT AINROYA IR AZ0 2Y FaN|t S NRSs
Mo  GF10S 6S TNI | Qen ®OKbRSHASHPA S 2A fAFAGR T @
T60Fal Ol /5 o0eve GF108S 206S0yS 6 R2ftySa Ol

104



FrakcjeOptiPrept 6-mMyss  dzl @ a1 +yS 1T AT 2t 02A 9+a
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l!llllllllll'%“
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Frakcje OptiPreg 6-my:: dzl @ a{ty$S 1

AT 2t 02Aar 9

+ &
infekowanych BoHWVL MDBK L
N
12 3 4 56 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 2§ g
gC
gE
9B -
»
Alix i ?
Frakcje OptiPreg 6-mMys> dzl @ a1 +yS 1T AT 2t 02A 9+a
nieinfekowanych MJS L
l 2 3 45 67 8 910111213 14151617 1819 g
CD63
-...t’ . .2
-JII‘ -
CD9 -
Frakcje OptiPrep 6-18%dzi € a1 +yS T AT 2t O02Ar 9=xa 1
nieinfekowanych MDBK L
1 2 3 4 5 67 8 910111213 14 1516 17 18192 g
Alix
— ————— - ——— - —
RYCINR9D ! yvIEtATI FTNIF102A 1 SoNIyeOK LRROIT & Alz2tlF02A A 2
infekcji HSVL, BoHVLlubPRvin xt 1T n=p Yt (Fd0RS2 1T SoNIrySe FTNIX102A N
LREfAFINEBE2F YAR2g6&YZXI I3RS NYNI Rt 2diddieAd/ATdz AY St 2R®] 2N @ a0 y A &
R212y+Fd RSGS102A YINJSNrsg LX OKSNIie|126e80K 6/cSimwoI /5¢
12Ys5N) 2P2Ys Nl A yASAYTFS|126FySd bdzYSNIR»2Ud FNI | 024 1 So NI
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MJS / HSM

nr frakcji
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e 1
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MJS / BoHWL nr frakcji
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MDBK / BoHV1 nr frakcji
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=

RYCINA30. Oznaczeniemiana dzg I f y A y&@ OK Ol naa Sy e
T SoNFyeOK LR2ROTI&a AT2tF02Aa A 201 2al Ol yALl, BoHVA  dzé | £ y A
lub PRVI | LJ2 Y 2 O &l 86d.(Bfz ¢ (ang. plaque forming unit ¢ jednostka tv2 NI DOl . e aAy
bdzy SNI 02F FNI |1 O2A IRSONEF yeOK ¢ dzl OF RTAS 35 NI

gANHzA2 680K ¢ LAl
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Df A1l2LINRPGSAY® GANHzza26S ge{NBRgly2 ¢ 1Af]dz
LIt OKSNI @1 A 2 NkOVRI A@AStI/ 2 IA0AT oA Bt aHiNA-$] GBa 00 K
wysokii¥ I OT nNO2 yAodale yAd 6S TNI|1QawaKiz2 sRENS 21T
oyl L2 RaAGFGAS (Saldz veaAy|126S320 GANARZ2Yy &S
WSRY,lde@BigD HSM 20 aSNB2¢l y2 aAirftyirsSzale aedayl o
aAlt GeyYAX 1GsNB LINBI Syildz2¢l 08 20SO0y2106 YIN]SI
1T y2IRE g iRM@XKI FNIF { O02Ax 2al 026yl yI LI2RAG
T LRY20N (Sao&vleyAghr2z e SA2ADY A AN & 4 1dR2ISTY AXSD
TF1{FTy@YA 0802 YINHAYIfySod 2 2L NOAdz 2 dzd e&"
wzbogaconych w EVs-18) oraz frakéjl + 6 A SN 2N 0SS Rdz S Af 20R)0A OI DN

(Rycina29).
W celu uzyskania informacji na temat morfologii NE Ry A O& & ( NMz] ( dzNJ &
YFEGSNRALFES R212Yyly2 20aSNBIFO2A 1T d©e@OASY GNIy

Fl11¢ 2 Yy | 3 $@drianiie markera EVsc 1 F 6 A SNI 2D ON  LINI} g R2 L2 R2
LIt OKSNI e g2 NI Eaimd &l SigiRopréidin wiusowych ¢ T I 4 A SNI 2N O
prawdopodobnie wiriony (Rycina 31). Uzyskany obraz mikroskopowy dla frakcji F11

LINI SRaGFgAl &0GNHA GdzNE LI OK&inad:).2 6 S OKIF NI { G SN
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F11 MJS PRV

F11 MJS F11 MJS HSY F11MJS BoH\M

RYCINA31® ' yvI ATl T dzdeOASY (NIyavyAaaeayS3Iz2 YAINRA] 2Lz
podczas izolacji i oczyszczania B | £ YAl y@ OK LINJ ST | 2 Y4,NBbHVL IUB2ARDT | & A Y-
t NI SRalGFsA2y2 NBLNBI SyidlridesyS 2o0NriT & REfF TN} {1O02A 1
2NIT AyFS126y20K 6CMMk yF1 6k @ANHZAL A CHasRET 61 64N
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2S FNIF102A Cum yIFi2YAlLald 6AR201yS oeve 3AT
St S1GNRYy2sS2 11 8ASNI 2D0S 4 S kozamdralde kaPsydy dzy’ S 1
herpeswirusowe(Rycina3)z 2 | LJdzo f A | Rysihag2d Wesfi@HcjSidlghvargjc o
i 12YsNBl aW{ AyFSH220¥8NK26RAWNEABNYDAGEA 2 YA
NHZNJ 26+ G&8Y 1al GFGCOAS RycingB)St AOT y& Lldzad s LIt OKS

RYCINA 320 hLJzof A1 261 yI LINI 81 OFR2g | Iy I £1A bozyszcgo®yeh  F NJ 1 ¢
przez ultrawirowanie na poduszce sacharozowea podstawieHoferer i wsp., 2017
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