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1 ²¸Y!½ {¢h{h²!b¸/I {Ywj¢j²  
Alix (ang. apoptosis-linked gene 2ςinteracting protein X) ς ōƛŀƱƪƻ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜΣ ƳŀǊƪŜǊ 

egzosomowy 

BHV-1, BoHV-1 (ang. bovine herpesvirus 1) ς ōȅŘƭťŎȅ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎ м  

CD63 (ang. cluster of differentiation 63) ς ōƛŀƱƪƻ Ȋ ǊƻŘȊƛƴȅ ǘŜǘǊŀǎǇŀƴƛƴΣ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎŜ ǿ ŜƴŘƻǎƻƳŀŎƘΣ 

marker egzosomowy 

CD9 (ang. cluster of differentiation 9) ς ōƛŀƱƪƻ Ȋ ǊƻŘȊƛƴȅ ǘŜǘǊŀǎǇŀƴƛƴΣ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎŜ ǿ ŜƴŘƻǎƻƳŀŎƘΣ 

marker egzosomowy 

CNX (ang. calnexin) ς kalneksyna  

5w hς ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪŀ ŀƭŦŀ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ƭǳŘȊƪƛŜƎƻ ƎƱƽǿƴŜƎƻ ǳƪƱŀŘǳ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǘƪŀƴƪƻǿŜƧ ƪƭŀǎȅ LL 

5wʲ ς ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪŀ ōŜǘŀ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ƭǳŘȊƪƛŜƎƻ ƎƱƽǿƴŜƎƻ ǳƪƱŀŘǳ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǘƪŀƴƪƻǿŜƧ ƪƭŀǎȅ LL 

EEA1 (ang. early endosome antigen 1) ς ōƛŀƱƪƻ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜ ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ  

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) ς test immunoenzymatyczny  

EndoH (ang. endoglycosidase H) ς endoglikozydaza H  

ER (ang. endoplasmic reticulum) ς ǊŜǘƛƪǳƭǳƳ ŜƴŘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜΣ ǎƛŀǘŜŎȊƪŀ ǏǊƽŘǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŀ  

ESCRT (ang. endosomal sorting complexes required for transport) ς ƪƻƳǇƭŜƪǎȅ ōƛŀƱƪƻǿŜ ǿȅƳŀƎŀƴŜ  

Řƻ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŀ ƛ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻΣ ǎƪƱŀŘŀƧŊ ǎƛť Ȋ ƪƻƳǇƭŜƪǎƽǿ ōƛŀƱŜƪ ŎȅǘƻȊƻƭƻǿȅŎƘΣ ȊƴŀƴȅŎƘ 

jako ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III i Vps4 

EVs (ang. extracellular vesicles) ς ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ 

FBS (ang. fetal bovine serum) ς ōȅŘƭťŎŀ ǎǳǊƻǿƛŎŀ ǇƱƻŘƻǿŀ  

Flot-2 (ang. flotillin-2) ς ōƛŀƱƪƻ ƛȊƻƭƻǿŀƴŜ Ȋ ŘƻƳŜƴ ǘǊŀǘǿ ƪŀƭǿŜƻƭƛκƭƛǇƛŘƽǿΣ ǿƛŊȍŊŎȅŎƘ ǊŜŎŜǇǘƻǊȅ 

ŎȊȅƴƴƛƪŀ ǿȊǊƻǎǘǳ ǇƻƱŊŎȊƻƴŜ ȊŜ ǎȊƭŀƪŀƳƛ ǘǊŀƴǎŘǳƪŎƧƛ ǎȅƎƴŀƱǳΣ ƳŀǊƪŜǊ ŜƎȊƻǎƻƳƻǿȅ 

hpi (ang. hours post infection) - godziny po infekcji  

HSV-1 (ang. herpes simplex virus 1) - wirus opryszczki pospolitej 1 

IF (ang. immunofluorescence) ς immunofluorescencja  

Ii (ang. invariant chain)/ CD74 (ang. cluster of differentiation 74) ς ƱŀƵŎǳŎƘ ƎŀƳƳŀ ŀƴǘȅƎŜƴǳ ǳƪƱŀŘǳ 

ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǘƪŀƴƪƻǿŜƧ ƪƭŀǎȅ LLΣ Ȋƴŀƴȅ ǊƽǿƴƛŜȍ Ƨŀƪƻ ƴƛŜȊƳƛŜƴƴȅ ƱŀƵŎǳŎƘ ȊǿƛŊȊŀƴȅ Ȋ ŀƴǘȅƎŜƴŀƳƛ ƎƱƽǿƴŜƎƻ 

ǳƪƱŀŘǳ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǘƪŀƴƪƻǿŜƧ ƪƭŀǎȅ LL ƭǳō ōƛŀƱƪƻ /5тп 

ILVs (ang. intralumenal endosomal vesicles) ς ƳŀƱŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ōƱƻƴƻǿŜ ȊƴŀƧŘǳƧŊŎŜ ǎƛť ǿŜǿƴŊǘǊȊ ŎƛŀƱ 

ǿƛŜƭƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿȅŎƘ όa±.ǎύ 

IP (ang. immunoprecipitation) ς immunoprecypitacja  

IRES (ang. internal rybosome enrty site) ς ǿŜǿƴťǘǊȊƴŜ ƳƛŜƧǎŎŜ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǊȅōƻǎƻƳǳ  

kDa (ang. kilodaltons) ς ƧŜŘƴƻǎǘƪŀ Ƴŀǎȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ όǿ ǘȅǎƛŊŎŀŎƘ Řŀƭǘƻƴƽǿ) 

kpz ς ƭƛŎȊōŀ ǘȅǎƛťŎȅ ǇŀǊ ȊŀǎŀŘ 

LAMP1 (ang. lysosomal-associated membrane protein 1) ς ōƛŀƱƪƻ ōƱƻƴƻǿŜ ǘȅǇǳ L ȊǿƛŊȊŀƴŜ 

 z lizosomami  

LTR (ang. long terminal repeats) ς dƱǳƎƛŜ ǘŜǊƳƛƴŀƭƴŜ ǇƻǿǘƽǊȊŜƴƛŀ ƛŘŜƴǘȅŎȊƴȅŎƘ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ 5b!  

ƻ ŘƱǳƎƻǏŎƛ ƪƛƭƪǳǎŜǘ ǇŀǊ ȊŀǎŀŘΣ ƪǘƽǊŜ ǿȅǎǘťǇǳƧŊ ǿ ƎŜƴƻƳŀŎƘ ŜǳƪŀǊƛƻǘȅŎȊƴȅŎƘ ƴŀ ƪŀȍŘȅƳ ƪƻƵŎǳ ǎŜǊƛƛ 
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ƎŜƴƽǿ ƭǳō т ǇǎŜǳŘƻƎŜƴƽǿΣ ǘǿƻǊȊŊŎȅŎƘ ǊŜǘǊƻǘǊŀƴǎǇƻȊƻƴΣ ŜƴŘƻƎŜƴƴȅ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎΣ prowirus 

retrowirusowy 

MCS (ang. multiple cloning site) ς miejsce wielokrotnego klonowania  

MVBs (ang. multivesicular bodies) ς ŎƛŀƱŀ ǿƛŜƭƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿŜΣ ǿȅǎǇŜŎƧŀƭƛȊƻǿŀƴŀ ǇƻŘƎǊǳǇŀ 

ŜƴŘƻǎƻƳƽǿΣ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅŎƘ ǿ ǎǿƻƛƳ ǿƴťǘǊȊǳ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ōƱƻƴƻǿŜ όL[±ǎύ 

MHC II (ang. major histocompatibility complex class II) - ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ƎƱƽǿƴŜƎƻ ǳƪƱŀŘǳ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ 

tkankowej klasy II 

min minuty 

MOI (ang. multiplicity of infection) ς ǿƛŜƭƻƪǊƻǘƴƻǏŏ ȊŀƪŀȍŜƴƛŀΣ ƭƛŎȊōŀ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎŀ ǇǊȊȅǇŀŘŀƧŊŎŀ  

ƴŀ ƧŜŘƴŊ ƪƻƳƽǊƪť 

NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information) ς baza danych literaturowych 

NGFR (ang. nerve growth factor receptor) ς receptor nerwowego czynnika wzrostu 

ORF (ang. open reading frame) ς otwarta ramka odczytu  

PFU (ang. plaque forming unit) ς ƧŜŘƴƻǎǘƪŀ ǘǿƻǊȊŊŎŀ ƱȅǎƛƴƪťΣ ƻƪǊŜǏƭŀ ƭƛŎȊōť ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ 

ǘǿƻǊȊŊŎȅŎƘ Ʊȅǎƛƴƪť ǿ ƘƻŘƻǿƭƛ ƪƻƳƽǊŜƪ 

PCR (ang. polymerase chain reaction) ς ƱŀƵŎǳŎƘƻǿŀ ǊŜŀƪŎƧŀ ǇƻƭƛƳŜǊŀȊȅ 

PMA (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate) ς 13-octan 12-mirystynianu forbolu 

PHA (ang. phytohemagglutinin) ς fitohemaglutynina 

PNGaza F (ang. peptide:N-glycosidase F) ς peptydylo-N-glikozydaza F 

PRV (ang. pseudorabies virus, suid herpesvirus 1) ς ǿƛǊǳǎ ǇǎŜǳŘƻǿǏŎƛŜƪƭƛȊƴȅΣ ǏǿƛƵǎƪƛ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎ м  

SDS-PAGE electrophoresis (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ς 

elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach ŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ  

SEC (ang. size-exclusion chromatography) ς chromatografia wykluczania 

PURO ς puromycyna 

Rab11 (ang. Ras-related protein 11) ς ōƛŀƱƪƻ Ȋ ǊƻŘȊƛƴȅ D¢tŀȊ wŀōΣ ƳŀǊƪŜǊ ŦǊŀƪŎƧƛ w9 όŀƴƎΦ recycling 

endosomesύ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿΣ ƻǊƎŀƴŜƭƭƛ ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻŎȅǘŀǊƴŜƎƻΣ ǿ ƪǘƽǊȅƳ ōƱƻƴȅ ǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜ ǳƭŜƎŀƧŊ 

ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƧƛ ƻǊŀȊ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛǳ Ȋ ǇƻǿǊƻǘŜƳ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛť ƪƻƳƽǊƪƛ 

Rab7 (ang. Ras-related protein 7) ) ς ōƛŀƱƪƻ Ȋ ǊƻŘȊƛƴȅ D¢tŀȊ wŀōΣ ƳŀǊƪŜǊ ŦǊŀƪŎƧƛ ǇƽȋƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ 

(ang. late endosomesύκ ƭƛȊƻǎƻƳƽǿ 

Tom40 (ang. translocase of outer mitochondrial membrane 40) ς ǘǊŀƴǎƭƻƪŀȊŀ ȊŜǿƴťǘǊȊƴŜƧ ōƱƻƴȅ 

mitochondrialnej 40 

TSG101 (ang. tumor susceptibility gene 101) ς ōƛŀƱƪƻ ǇŜƱƴƛŊŎŜ ŦǳƴƪŎƧŜ ƴŀ ǎȊƭŀƪǳ 9{/w¢Σ ƪƻƳǇƻƴŜƴǘ 

ESCRT-I 

pz ς liczba par zasad 

rpm (ang. revolution per minute) ς ƭƛŎȊōŀ ƻōǊƻǘƽǿ ƴŀ Ƴƛƴǳǘť 

TGN (ang. trans-Golgi network) ς ŎȊťǏŏ ǘǊŀƴǎ ŀǇŀǊŀǘǳ DƻƭƎƛŜƎƻ 
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2 STRESZCZENIE  
 

Herpeswirusy ǘƻ ƧŜŘƴŜ Ȋ ƴŀƧōŀǊŘȊƛŜƧ ǊƻȊǇƻǿǎȊŜŎƘƴƛƻƴȅŎƘ ǇŀǘƻƎŜƴƽǿΣ  

ǇƻǿƻŘǳƧŊŎŜ ƛƴŦŜƪŎƧŜ ȊŀǊƽǿƴƻ ǳ ƭǳŘȊƛΣ Ƨŀƪ ƛ ǇǊŀƪǘȅŎȊƴƛŜ ǿǎȊȅǎǘƪƛŎƘ ȊǿƛŜǊȊŊǘ ƘƻŘƻǿƭŀƴȅŎƘ  

ƻǊŀȊ ŘȊƛƪƻ ȍȅƧŊŎȅŎƘΦ /ȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ǿǎȊȅǎǘƪƛŎƘ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ƳŀƧŊ ǳƴƛƪŀƭƴŊ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴŊ 

ŀǊŎƘƛǘŜƪǘǳǊťΦ LŎƘ ƎŜƴƻƳΣ ǿ ǇƻǎǘŀŎƛ ŘǿǳƴƛŎƛƻǿŜƎƻ 5b!Σ ƧŜǎǘ ȊŀƳƪƴƛťǘȅ ǿ ƛƪƻȊŀŜŘǊŀƭƴȅƳ 

ƪŀǇǎȅŘȊƛŜΣ ƻǘƻŎȊƻƴȅƳ ǇƱŀǎȊŎȊŜƳ ōƛŀƱƪƻǿȅƳ ȊǿŀƴȅƳ ǘŜƎǳƳŜƴǘŜƳ ƛ ŘǿǳǿŀǊǎǘǿƻǿŊ ƻǎƱƻƴƪŊ 

lipidowej wzbogacoƴŊ ǿ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ǿƛǊǳǎƻǿŜΦ tƻŘȊƛŀƱ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ƴŀ ǇƻŘǊƻŘȊƛƴȅ  

alfa-, beta- ƛ ƎŀƳƳŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎȅ ǎƱǳȍȅ ƛŘŜƴǘȅŦƛƪŀŎƧƛ ǇƻƪǊŜǿƛŜƵǎǘǿŀ ŜǿƻƭǳŎȅƧƴŜƎƻΣ  

ŀ ǘŀƪȍŜ ǇƻŘǎǳƳƻǿŀƴƛǳ ǿƱŀǏŎƛǿƻǏŎƛ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ ǘŜƧ ǊƻŘȊƛƴȅ ǿƛǊǳǎƽǿΦ 

tƻƳƛƳƻ ǎȊŜǊƻƪƛŜƎƻ ǎǘŀƴǳ ǿƛŜŘȊȅ ƛ ȊŀŀǿŀƴǎƻǿŀƴȅŎƘ ōŀŘŀƵ Ȋ ȊŀƪǊŜǎǳ ōƛƻƭƻƎƛƛ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ 

ǇƻŘŜƧƳƻǿŀƴŜ ǇǊƽōȅ ǿǇǊƻǿŀŘȊŜƴƛŀ ŜŦŜƪǘȅǿƴȅŎƘ ǎȊŎȊŜǇƛƻƴŜƪ ǇǊȊŜŎƛǿƪƻ ǿƛťƪǎȊƻǏŎƛ ƭǳŘȊƪƛŎƘ 

ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ȊŀƪƻƵŎȊȅƱȅ ǎƛť ƴƛŜǇƻǿƻŘȊŜƴƛŜƳΦ WŜŘƴŊ Ȋ ǇǊȊȅŎȊȅƴ ƳƻȍŜ ōȅŏ ŦŀƪǘΣ  

ƛȍ ǇƻŘŎȊŀǎ ȊŀƪŀȍŜƴƛŀ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎŀƳƛ ƻōǎŜǊǿǳƧŜ ǎƛť ōŀǊŘȊƻ ȊƱƻȍƻƴŊ ƻŘǇƻǿƛŜŘȋ 

ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎȊƴŊ, tj. ǿƛǊǳǎȅ ƳƻƎŊ ƛƴƎŜǊƻǿŀŏ ǿ ǳƪƱŀŘ ƻŘǇƻǊƴƻǏŎƛƻǿȅ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ  

ƛ ǿȅǿƻƱŀŏ ƛƴŦŜƪŎƧť ǳǘŀƧƻƴŊ ς ǎƪǳǘƪǳƧŊŎŊ ǇǊȊŜƧǏŎƛŜƳ ǿ ǎǘŀƴ ƭŀǘŜƴŎƧƛΣ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ǿ ȊǿƻƧŀŎƘ ƴŜǊǿƽǿ ŎȊǳŎƛƻǿȅŎƘΦ bƛŜǿŊǘǇƭƛǿŊ Ǌƻƭť ǿ ƳƻŘǳƭŀŎƧƛ ƻŘǇƻǿƛŜŘȊƛ 

ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎȊƴŜƧ ƻŘƎǊȅǿŀƧŊ ōƛŀƱƪŀ ǿƛǊǳǎƻǿŜΣ ŀ ƻǎǘŀǘƴƛŜ ŘƻƴƛŜǎƛŜƴƛŀ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊƻǿŜ ȊǿǊŀŎŀƧŊ 

ǘŀƪȍŜ ǳǿŀƎť ƴŀ Ǌƻƭť ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

(ang. extracellular vesicles, EVsύ ǿ ǘǿƻǊȊŜƴƛǳ ƻŘǇƻǊƴƻǏŎƛ ǇǊȊŜŎƛǿǿƛǊǳǎƻǿŜƧΦ 

  /ŜƭŜƳ ǇǊŀŎȅ ŘƻƪǘƻǊǎƪƛŜƧ ōȅƱƻ ȊōŀŘŀƴƛŜ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ glikoproteiny B (gB)  

ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛ ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴƻ-egzosomalnego  

ƻǊŀȊ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LLΣ Ƨŀƪƻ ǎƪƱŀŘƻǿŜƧ ǳƪƱŀŘǳ ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎȊƴego, aby lepiej 

ǎŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅȊƻǿŀŏ ƻǇƛǎŀƴȅ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳ ƻǊŀȊ ǇƻŘƧŊŏ ǇǊƽōť ǿȅƪŀȊŀƴƛŀ ŘƻŘŀǘƪƻǿŜƧΣ 

ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀŎȅƧƴŜƧ ŦǳƴƪŎƧƛ Ǝ.Φ Ǝ. ƧŜǎǘ ōƛŀƱƪƛŜƳ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎȅƳ ǳ ǿǎȊȅǎǘƪƛŎƘ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΣ  

ŀ ƧŜƧ Ƨŀƪ ŘƻǘŊŘ ƴŀƧǎȊŜǊȊŜƧ ǳŘƻƪǳƳŜƴǘƻǿŀƴŀ Ǌƻƭŀ ȊƻǎǘŀƱŀ ƻƪǊŜǏƭƻƴŀ ƴŀ ǇƻŎȊŊǘƪowym  

ŜǘŀǇƛŜ ƛƴŦŜƪŎƧƛΣ ǇƻŘŎȊŀǎ ǿƴƛƪŀƴƛŀ ǿƛǊǳǎŀ Řƻ ƪƻƳƽǊƪƛ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀΦ 

  5ƻ ōŀŘŀƴƛŀ ǿȅōǊŀƴƻ ǘǊȊŜŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΥ  

wirusa opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1), ōȅŘƭťŎŜƎƻ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎŀ-1 (BoHV-1)  

i ǿƛǊǳǎŀ ǇǎŜǳŘƻǿǏŎƛŜƪƭƛȊƴȅ (PRV), co pozwoƭƛƱƻ ƴŀ ƻŎŜƴť ǎǘƻǇƴƛŀ ƪƻƴǎŜǊǿŀŎƧƛ ŜǿƻƭǳŎȅƧƴŜƧ 

ōŀŘŀƴȅŎƘ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳƽǿΦ tǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ŜƪǎǇŜǊȅƳŜƴǘȅ ƻǇŀǊǘŜ ƴŀ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛǳ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ 

ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ƎŜƴƽǿ Ǝ.  
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ƻǊŀȊ ƪƻƳƽǊŜƪ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ǿƛǊǳǎŀƳƛΦ ² ǳȊȅǎƪŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ōŀŘŀƴƻΣ ƳŜǘƻŘŊ  

immunofluorescencji-ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛ ƪƻƴŦƻƪŀƭƴŜƧΣ ƳƻȍƭƛǿƻǏŏ ƪƻ-lokalizacji 

 Ǝ. Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛ-markerami szlaku endosomalno -egzosomalnego  

ƻǊŀȊ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LLΦ hƪǊŜǏƭƻƴƻ ǿǇƱȅǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ.  

ƴŀ ǇƻȊƛƻƳ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ LL ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊŜƪΦ aŜǘƻŘŊ ŦƛƭǘǊŀŎƧƛ ȍŜƭƻǿŜƧ ό{9/ύ  

ƻǊŀȊ ǳƭǘǊŀǿƛǊƻǿŀƴƛŀ ǿ ƎǊŀŘƛŜƴŎƛŜ ƧƻŘƛƪǎŀƴƻƭǳ ƻŎȊȅǎȊŎȊƻƴƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ  

ǳǿŀƭƴƛŀƴŜ ǇǊȊŜȊ ƭƛƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ƛ ƪƻƳƽǊƪƛ ȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜΦ 

  ² ǘȅƳ ŘǊǳƎƛƳ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳΣ ǊƻȊŘȊƛŜƭŜƴƛŜ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ǎǘŀƴƻǿƛƱƻ 

ŘǳȍŜ ǿȅȊǿŀƴƛŜ ƳŜǘƻŘƻƭƻƎƛŎȊƴŜΣ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǇƻŘƻōƴŜ ǇŀǊŀƳŜǘǊȅ ōƛƻ-ŦƛȊȅŎȊƴŜ ƻōǳ ǘȅǇƽǿ 

ǎǘǊǳƪǘǳǊΦ tƻƴŀŘǘƻΣ Řƻƪƻƴŀƴƻ ǇǊƽōȅ ƻƪǊŜǏƭŜƴƛŀ ȊƴŀŎȊŜƴƛŀ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ ōƛŀƱŜƪ 

ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ Řƻ 9±ǎ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ōŀŘŀƴƛŀ ƛŎƘ ȊŘƻƭƴƻǏŎƛ  

Řƻ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǿƛǊǳǎƻǿƻ-specyficznej surowicy oraz testu wychwytywania 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ Ȋ Ǝ. ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ όŀƴƎΦ extracellular vesicles 

uptake).  

  5ƻ ƴŀƧǿŀȍƴƛŜƧǎȊȅŎƘ ǿȅƴƛƪƽǿ ǘŜƧ ǇǊŀŎȅ ƴŀƭŜȍȅ ǿȅƪŀȊŀƴƛŜ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ ŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ŦƻǊƳ 

gB do ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƻǊŀȊ ǊƽȍƴƛŎ ǿ ǎǘƻǇƴƛǳ ƘŀƳƻǿŀƴƛŀ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ 

ƪƭŀǎȅ LL ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ƻǊŀȊ ǿ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀŎƘ ǇǊȊŜȊ ǘǊȊȅ ōŀŘŀƴŜ ƘƻƳƻƭƻƎƛ Ǝ.Φ 

5ƻŘŀǘƪƻǿƻΣ Ǉƻ ǊŀȊ ǇƛŜǊǿǎȊȅΣ ǎŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅȊƻǿŀƴƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ǳǿŀƭƴƛŀƴŜ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ 

wirusami BoHV-м ƛ tw±Σ ǇƻǘǿƛŜǊŘȊŀƧŊŎ ƻōŜŎƴƻǏŏ ǿ ƴƛŎƘ Ǝ.Φ  

  ¦Ȋȅǎƪŀƴŀ ǿƛŜŘȊŀ ƴŀ ǘŜƳŀǘ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ Ǝ. ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛ 

szlaku endosomalno-ŜƎȊƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ ƻǊŀȊ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƻǿŜƧ ƳƻȍŜ ǇƻƳƽŎ ǿ ƭŜǇǎȊȅƳ ȊǊƻȊǳƳƛŜƴƛǳ ƛƳƳǳƴƻōƛƻƭƻƎƛƛ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΣ  

ŀ ǇǊȊŜȊ ǘƻ ǇǊȊȅŎȊȅƴƛŏ ǎƛť Řƻ ǿǎƪŀȊŀƴƛŀ ƪƛŜǊǳƴƪƽǿ ǿ ƻǇǊŀŎƻǿŀƴƛǳ ƴƻǿȅŎƘ ǎǘǊŀǘŜƎƛƛ 

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 double-stranded DNA, is enclosed in an icosahedral 

capsid, surrounded by a protein coat named tegument, 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 as summarize the unique properties of individual members of the Herpesviridae family. 

Despite the high state of the knowledge and advanced research in the field  

of herpesvirus biology, attempts to introduce effective vaccines against most human 

herpesviruses have been unsuccessful. This may be explained by the fact that during  

the infection with herpesviruses, a very complex immune response is observed:  

viruses can interfere with the host's immune system and cause latent infection - resulting  

in a transition to a latency, in the case of alphaherpesviruses, in the sensory nerve ganglia. 

Viral proteins play an unquestionable role in modulating the immune response,  

and recent literature reports point to the role of extracellular vesicles (EVs)  

released by cells in the formation of antiviral immunity. 

The aim of the doctoral dissertation was to investigate the interaction  

between glycoprotein B (gB) of selected alphaherpesviruses with proteins of the endosomal-

exosomal pathway and MHC molecules class II as a component of the immune system  

in order to better characterize the described mechanism and to test the proposed  

an additional, immunomodulatory, function of 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 selected for the study: herpes simplex 

virus type 1 (HSV-1), bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) and pseudorabies virus (PRV),  

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 virus-infected cells were carried out. In the obtained cell lines,  

the possibility of gB colocalization with proteins-markers of the endosomal-exosomal pathway  

and MHC class II molecules was examined by the immunofluorescence-confocal microscopy. 

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

by size exculsion chromaotgraphy (SEC) and ultracentrifugation in a gradient of iodixanol. 

In case of the second method, the separation of viral particles and vesicles  

was a major methodological challenge due to the similar bio-physical parameters  

of both types of structures. In addition, attempts have been made to determine  

the biological significance of viral protein incorporation to EVs released during infection based 

on their ability to bind antibodies from a viral-specific 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 II molecules on the cell surface and in the vesicles  

by the three studied gB homologs. Additionally, for the first time, the vesicles released during 

BoHV-1 and PRV infection were characterized, confirming they contain gB. 

The knowledge obtained about the interaction of gB of selected alphaherpesviruses  

with endosomal-exosomal pathway proteins and MHC class II 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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3 ²{¢Bt  
 

Endocytoza ǘƻ ǇǊƻŎŜǎΣ ǿ ƪǘƽǊȅƳ ƳŀƪǊƻŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ƛ ōƛŀƱƪŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿŜΣ  

ǿ ǘȅƳ ǿƛǊǳǎƻǿŜΣ ǳƭŜƎŀƧŊ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿƛ Ȋ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ Řƻ ǿƴťǘǊȊŀ ƪƻƳƽǊƪƛ 

ǇƻǇǊȊŜȊ ƧŜŘŜƴ Ȋ ƳƻƭŜƪǳƭŀǊƴƛŜ ƻŘǊťōƴȅŎƘ ǿȅǎǇŜŎƧŀƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ǎȅǎǘŜƳƽǿΦ 

3.1. Szlak endosomalno ς egzosomalny 

3.1.1 9ƴŘƻǎƻƳŀƭƴȅ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ ōƛŀƱŜƪ 
 

          bŀƧǎȊŜǊȊŜƧ ŘƻǘŊŘ ǎŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅȊƻǿŀƴȅ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳ ŜƴŘƻŎȅǘŀǊƴȅ ς ƪƭŀǘǊȅƴƻȊŀƭŜȍƴȅ ς 

ȊŀŎƘƻŘȊƛ Ȋŀ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎǘǿŜƳ ǿƎƱťōƛŜƵ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ƻǘƻŎȊƻƴȅŎƘ ōƛŀƱƪƛŜƳ- ƪƭŀǘǊȅƴŊ,  

ƪǘƽǊŜ ǿ ƪƻƭŜƧƴȅŎƘ ŜǘŀǇŀŎƘ ŜƴŘƻŎȅǘƻȊȅ ǎŊ ǇǊȊŜƪǎȊǘŀƱŎŀƴŜ ǿ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿŜΦ  

Klatryna nie ƱŊŎȊȅ ǎƛť ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛƻ Ȋ ōƱƻƴŊ ƪƻƳƽǊƪƻǿŊΣ ŀƭŜ ǇƻǇǊȊŜȊ ōƛŀƱƪŀ ŀŘŀǇǘƻǊƻǿŜ  

(m.in. AP-1, AP-н ŎȊȅ ʲ-ŀǊǊŜǎǘȅƴťύΣ ǿŀǊǳƴƪǳƧe ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ ŎȊŊǎǘŜƪ Ȋ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ōƱƻƴȅ 

ǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜƧ ƛ ǿŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅΣ ǇƻƳƛťŘȊȅ ƪƻƳǇŀǊǘƳŜƴǘŀƳƛ ƪƻƳƽǊƪƛ όwƻȅƭŜΣ нллсύΦ    

Endocytoza klatryno-ȊŀƭŜȍƴŀ ƻŘƎǊȅǿŀ ǿŀȍƴŊ ǊƻƭťΣ ƳΦƛƴΦ ǿ ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƧƛ ƭƛǇƻǇǊƻǘŜƛƴ ƻ ƳŀƱŜƧ 

ƎťǎǘƻǏŎƛ ƛ ǘǊŀƴǎŦŜǊȅƴȅΣ Ǉƻ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧǎȊȅƳ ȊǿƛŊȊŀƴƛǳ ǎƛť ǘȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ Ȋ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƳƛ 

ǊŜŎŜǇǘƻǊŀƳƛ ǿ ōƱƻƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ό/ŀǊǇŜƴǘier i wsp., 1982; Neutra i wsp., 1985).           

          9ƴŘƻŎȅǘƻȊŀ Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ kaweoli, zaobserwowana po raz pierwszy ponad 60 lat temu  

z wykorzystaniem cienkowarstwowej mikroskopii elektronowej (Yamada, 1955),  

jest drugim szeroko opisanym szlakiem enŘƻŎȅǘŀǊƴȅƳΦ {ǘǿƛŜǊŘȊƻƴƻΣ ȍŜ ƻŘƎǊȅǿŀ ǿŀȍƴŊ Ǌƻƭť 

ǿ ǘǊŀƴǎǇƻǊŎƛŜ ƭƛǇƛŘƽǿ όtŀǊǘƻƴ ƛ {ƛƳƻƴǎΣ нллтύΦ YŀǿŜƻƭŜ ǎŊ ƳƛŜƧǎŎŜƳ ǿƎƱťōƛŜƴƛŀ ǿ ōƱƻƴƛŜ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ǿ ƪǎȊǘŀƱŎƛŜ ƪƻƭōȅ ƭǳō ƭƛǘŜǊȅ ƻƳŜƎŀΦ .ŀŘŀƴƛŀ ōƛƻŎƘŜƳƛŎȊƴŜ ǿȅƪŀȊŀƱȅ ŘǳȍŊ  

ƛŎƘ ƻŘǇƻǊƴƻǏŏ ƴŀ ŘŜǘŜǊƎŜƴǘȅ ƛ ƻōŜŎƴƻǏŏ ǿȅǎƻŎŜ ƘȅŘǊƻŦƻōƻǿȅŎƘ ŘƻƳŜƴ ōƱƻƴƻǿȅŎƘ 

wzbogacone w cholesterol i sfingolipidy (Murata i wsp., 1995; Harder i Simons, 1997). 

DƱƽǿƴȅƳƛ ōƛŀƱƪŀƳƛ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀƭƴȅƳƛ ƪŀǿŜƻƭƛ ǎŊ ƪŀǿŜƻƭƛƴŀ-1, kaweolina-2 i kaweolina-3, 

ȊƭƻƪŀƭƛȊƻǿŀƴŜ ǿ ǿŜǿƴťǘǊȊƴȅƳ ƭƛǎǘƪǳ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧΦ ²ƛŊȍŊ ƻƴŜ ŎƘƻƭŜǎǘŜǊƻƭ  

ƛΣ ǘǿƻǊȊŊŎ ƻƭƛƎƻƳŜǊȅŎȊƴȅ ƪƻƳǇƭŜƪǎΣ ǿŀǊǳƴƪǳƧŊ ǿȊƎƭťŘƴŊ ǎǘŀōƛƭƴƻǏŏ ƻǇƛǎȅǿŀƴȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ 

ŜƴŘƻŎȅǘŀǊƴȅŎƘ όYƛǎǎ ƛ .ƻǘƻǎΣ нллфύΦ tƻȊŀ ǳŘȊƛŀƱŜƳ ǿ ŜƴŘƻŎȅǘƻȊƛŜΣ ƪŀǿŜƻƭŜ ǇŜƱƴƛŊ ŦǳƴƪŎƧŜ  

ǿ ǇǊȊŜƪŀȊȅǿŀƴƛǳ ǎȅƎƴŀƱƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ ǊŜƎǳƭǳƧŊ ƳŜǘŀōƻƭƛȊƳ ƭƛǇƛŘƽǿ ƛ ȊƳƛŀƴ ƴŀǇƛťŎƛŀ 

ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿŜƎƻ ƪƻƳƽǊƪƛ όtŀǊǘƻƴ ƛ ŘŜƭ tƻȊƻΣ нлмоύΦ  

         Trzeci mechanizm endocytozy ς ƴƛŜȊŀƭŜȍƴȅ ƻŘ ƪƭŀǘǊȅƴȅ ς opisany stosunkowo niedawno 

(ǿ ƪǘƽǊȅƳ ƴƛŜ wykazano ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŀ ǿȅǊŀȋƴŜƎƻ ǇƱŀǎȊŎȊŀ ōƛŀƱƪƻǿŜƎƻ) jest trudno 
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wyƪǊȅǿŀƭƴȅ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƧΣ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅȊǳƧŜ ǎƛť ƻǇƻǊƴƻǏŎƛŊ na inhibitory 

ŜƴŘƻŎȅǘƻȊȅ ƪƭŀǘǊȅƴƻȊŀƭŜȍƴŜƧ ƛ Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ ƪŀǿŜƻƭiΦ hŘƎǊȅǿŀ ƻƴ ƛǎǘƻǘƴŊ Ǌƻƭť ǿ ǘǊŀƴǎǇƻǊŎƛŜ 

ǊŜŎŜǇǘƻǊƽǿ ǎȅƎƴŀƱƻǿȅŎƘΣ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ ŀŘƘŜȊȅƧƴȅŎƘ ƛ ƻŘȍȅǿŎȊȅŎƘΣ Ƨŀƪ ǊƽǿƴƛŜȍ ǿ ǊŜƎǳƭŀŎƧƛ 

ƻōŜŎƴƻǏŎƛ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŜǊƽǿ ǇǊȊŜȊōƱƻƴƻǿȅŎƘ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ό9ƭƪƛƴ ƛ ǿǎǇΦΣ 

2016).  

          Zinternalizowane z powierzcƘƴƛ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ǇƻǇǊȊŜȊ ƧŜŘŜƴ Ȋ ƻǇƛǎŀƴȅŎƘ ǎȅǎǘŜƳƽǿ 

ŜƴŘƻŎȅǘƻȊȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ȊƴŀƧŘǳƧŊ ǎƛť ƻŘǘŊŘ ǿ ǇťŎƘŜǊȊȅƪǳ ōƱƻƴƻǿȅƳ ƴŀȊȅǿŀƴȅƳ wczesnym 

endosomem (ang. early endosomeύΦ WŜǏƭƛ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ ǘŀ ȊƻǎǘŀƴƛŜ ǎƪƛŜǊƻǿŀƴŀ  

Ȋ ǇƻǿǊƻǘŜƳ ǿ ƪƛŜǊǳƴƪǳ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊƪƛΣ ǎǘŀƧŜ ǎƛť ŜƴŘƻǎƻƳŜƳ ƪǊŊȍŊŎȅƳ 

(recyklingowym, ang. recycling endosome). W przeciwnym wypadku wczesny endosom  

ƧŜǎǘ ǇǊȊŜƪǎȊǘŀƱŎŀƴȅ ǿ Ǉƽȋƴȅ ŜƴŘƻǎƻƳκ ŎƛŀƱƻ ǿƛŜƭƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƻŜ (ang. late endosome/  

MVB ς ang. multivesicular body) (Rycina 1ύΦ ²ŎȊŜǎƴŜ ƛ ǇƽȋƴŜ ŜƴŘƻǎƻƳȅ ǊƽȍƴƛŊ ǎƛť ǎƪƱŀŘŜƳ 

ōƛŀƱƪƻǿȅƳ ƛ ǎǿƻƛƳ ǇIΦ [ƛȊƻǎƻƳȅΣ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ŀƪǘȅǿƴƻǏŏ IҌ-ATPazy, posiadaja niskie  

pH (~4.5-5.0). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
RYCINA 1. Transport endosomalny ς ƻōƧŀǏƴƛŜƴƛŀ ȊƴŀƧŘǳƧŊ ǎƛť ǿ ǘŜƪǏŎƛŜ. (na podstawie Elkin i wsp., 2016, 
zmienione). 
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3.1.1.1 ¢ǿƻǊȊŜƴƛŜ ŎƛŀƱ ǿƛŜƭƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿȅŎƘ όa±.ǎύ  
 

          /ƛŀƱŀ ǿƛŜƭƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿŜ όa±.ǎύ ǎŊ ƧŜŘƴŊ Ȋ ǘǊȊŜŎƘ ƎǊǳǇ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿΣ  

ƪǘƽǊȅŎƘ ŎŜŎƘŊ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴŊ ƧŜǎǘ ƻōŜŎƴƻǏŏ ǿŜǿƴťǘǊȊƴȅŎƘ ƳŀƱȅŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ  

(ILVs ς ang. intralumenal endosomal vesiclesύΣ ǇƻǿǎǘŀƱȅŎƘ ǇƻǇǊȊŜȊ ǿǇŊŎȊƪƻǿŀƴƛŜ  

Řƻ ǿŜǿƴŊǘǊȊ ōƱƻƴȅ a±.Φ ² ǇŜƱƴƛ ǳƪǎȊǘŀƱǘƻǿŀƴŜ a±. ƳƻȍŜΥ 

a) ulec ǇǊȊŜƳƛŜǎȊŎȊŜƴƛǳ Řƻ ŎȊťǏŎƛ trans aparatu Golgiego (TGN),  

b) Ȋƻǎǘŀŏ ǇǊȊŜǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿŀƴŜ ǿ ƪƛŜǊǳƴƪǳ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧΣ  

ƎŘȊƛŜ ƴŀǎǘťǇǳƧŜ ŦǳȊƧŀ Ȋ ōƱƻƴŊ ǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŊ ƛ ǳǿƻƭƴƛŜƴƛŜ ȊŀǿŀǊǘƻǏŎƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀ  

Řƻ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛ ƳƛťŘȊȅƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧΣ 

c) ǳƭŜŎ ȊŀƪǿŀǎȊŜƴƛǳ ƛ ŘŜƎǊŀŘŀŎƧƛ Ǉƻ ǇƻƱŊŎȊŜƴƛǳ Ȋ ƭƛȊƻǎƻƳŜƳΦ 

          Biogeneza a±. ƻǊŀȊ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ Řƻ ǇƽȋƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ  

ƛ ƪƻƳǇƻȊȅŎƧŀ L[±ǎ ǎŊ ȊǿƛŊȊŀƴŜ Ȋ ŘȊƛŀƱŀƴƛŜƳ ƪƻƳǇƭŜƪǎƽǿ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŀ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ  

(ESCRT ς ang. endosomal sorting complexes required for transport) (Piper i Katzmann, 2007). 

tƻǿǎȊŜŎƘƴƛŜ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎŜ ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ŜǳƪŀǊƛƻǘȅŎȊƴȅŎƘ 9{/w¢ǎΣ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎȊŊ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳƻǿƛ 

ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŀ ǳōƛƪǿƛǘȅƴƻǿŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ Řƻ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ ǇǊȊŜȊ L[±ǎ  

ǿ ŦƻǊƳǳƧŊŎȅŎƘ ǎƛť a±.ǎΣ ŀ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ŘŜƎǊŀŘŀŎƧƛ ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŜƧ ό²ƛƭƭƛŀƳǎ ƛ ¦ǊōŞΣ нллтύΦ 

bƛŜȊŀƭŜȍƴƛŜ ŘȊƛŀƱŀƧŊŎŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎȅ ǿŎƘƻŘȊŊŎŜ ǿ ǎƪƱŀŘ 9{/w¢ǎΥ  

ESCRT-0, -I, -II i -LLL ǎŊ ƪƛŜǊƻǿŀƴŜ Řƻ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ǇǊȊŜȊ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧŜ ȊŀǊƽǿƴƻ ōƛŀƱƪƻ-ōƛŀƱƪƻΣ  

Ƨŀƪ ƛ ōƛŀƱƪƻ-ƭƛǇƛŘȅΣ ŀ ōƛŀƱƪƻǿŜ ƪƻƳǇƻƴŜƴǘȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ȊǿƛŊȊŀƴŜ Ȋ 9{/w¢ǎ  

ƳƻƎŊ ǇŜƱƴƛŏ ǘŀƪȍŜ ƛƴƴŜ ŦǳƴƪŎƧŜ ǿ ƪƻƳƽǊŎŜΣ ƴǇΦ ¢{DмлмΣ !ƭix, CD63.  

 

3.1.1.2 YƻƻǊŘȅƴŀŎƧŀ ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ ōƛŀƱŜƪ wŀō  
 

          .ƛŀƱƪŀ wŀō ƴŀƭŜȍŊ Řƻ ƎǊǳǇȅ ƳŀƱȅŎƘ D¢tŀȊΣ ƪǘƽǊȅŎƘ ōƛƻŎƘŜƳƛŎȊƴŜ ŘȊƛŀƱŀƴƛŜ  

ƻǇƛŜǊŀ ǎƛť ƴŀ ǇǊȊŜƧǏŎƛǳ ƳƛťŘȊȅ ǎǘŀƴŜƳ ŀƪǘȅǿƴȅƳ όȊŜ ȊǿƛŊȊŀƴȅƳ D¢tύ ƛ ǎǘŀƴŜƳ ƴƛŜŀƪǘȅǿƴȅƳ  

όȊŜ ȊǿƛŊȊŀƴȅƳ D5tύΣ ƪŀǘŀƭƛȊƻǿŀƴȅƳ ǇǊȊŜȊ ŎȊȅƴƴƛƪƛ ǿȅƳƛŀƴȅ ƴǳƪƭŜƻǘȅŘƽǿ Ǝǳŀƴƛƴȅ  

ƛ ōƛŀƱƪŀ ŀƪǘȅǿǳƧŊŎŜ D¢tŀȊťΦ /ȅƪƭƛŎȊƴȅ ƛ ƻŘǿǊŀŎŀƭƴȅ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊ ŦǳƴƪŎƧƻƴƻǿŀƴƛŀ ōƛŀƱŜƪ wŀōΣ 

ƪƻƴǘǊƻƭƻǿŀƴȅ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƴƛŜ ƻǊŀȊ ŎȊŀǎƻǿƻΣ ǇƻȊǿŀƭŀ ƴŀ ǊŜƎǳƭŀŎƧŊ ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ  

ƴŀ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ƧŜƎƻ etapach (Tabela 1ύΣ ŀ ǘŀƪȍŜ ƴŀ ƪƻƻǊŘȅƴŀŎƧť ǘǊŀƴǎǇƻǊǘǳ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ōƱƻƴƻǿȅŎƘΥ ƻŘ ǇŊŎȊƪƻǿŀƴƛŀ Řƻ ŦǳȊƧƛ ό5ǳǘǘŀ ƛ 5ƻƴŀƭŘǎƻƴΣ нлмрύΦ tƻǏǊƽŘ ǇƻȊƴŀƴȅŎƘ  
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ŘƻǘŊŘ ōƛŀƱŜƪ wŀō ƻƪƻƱƻ ǘǊȊȅ ŎȊǿŀǊǘŜ Ȋ ƴƛŎƘ ōƛŜǊȊŜ ǳŘȊƛŀƱ ǿ ōƛƻƎŜƴŜȊƛŜ ƛ ŘŜƎǊŀŘŀŎƧƛ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿΣ  

ŀ ǘŀƪȍŜ ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƧƛ Řƻ ǿƴťǘǊȊŀ ƪƻƳƽǊƪƛ ƛ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛǳ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛť ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ 

ǊŜŎŜǇǘƻǊƽǿΣ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ ŀŘƘŜȊȅƧƴȅŎƘ ŎȊȅ ƪƻƳǇƻƴŜƴǘƽǿ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŜǊƽǿ ǇǊȊŜȊōƱƻƴƻǿȅŎƘ 

(Wandinger-Ness i Zerial, 2014). 

 

¢!.9[! мΦ [ƻƪŀƭƛȊŀŎƧŀ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŀ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ wŀō. (na podstawie Wandinger-Ness i Zerial, 2014, 
zmienione). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2 ¢ǊŀƴǎǇƻǊǘ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL 
 

          /ȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ƎƱƽǿƴŜƎƻ ǳƪƱŀŘǳ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǘƪŀƴƪƻǿŜƧ ƪƭŀǎȅ LL (ang. major histocompatibility 

complex class II, MHC IIύ ǎŊ ƘŜǘŜǊƻŘƛƳŜǊȅŎȊƴȅƳƛ ōƛŀƱƪŀƳƛ ōƱƻƴƻǿȅƳƛΣ  

Ȋŀ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎǘǿŜƳ ƪǘƽǊȅŎƘ ŘƻŎƘƻŘȊƛ Řƻ ǇǊŜȊŜƴǘŀŎƧƛ ǇŜǇǘȅŘƽǿ ŀƴǘȅƎŜƴƻǿȅŎƘ ƭƛƳŦƻŎȅǘƻƳ ¢ 

CD4+ i aktywowania swoistej odpowiedzi immunologicznej. Peptydy te,  

ǇƻŎƘƻŘȊŊ Ȋ ǳƭŜƎŀƧŊŎȅŎƘ ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŜƧ ŘŜƎǊŀŘŀŎƧƛ ŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴŜƧ ōƛŀƱŜƪ ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻŎȅǘŀǊƴŜƎƻ  

ŀ ǎŀƳŜ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ǎƪƱŀŘŀƧŊ ǎƛť z ŘǿƽŎƘ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘŜƪ ς ʰ ƛ ʲΣ  

Ȋ ƪǘƽǊȅŎƘ ƪŀȍŘŀ ǇƻǎƛŀŘŀ ŘǿƛŜ ŘƻƳŜƴȅ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ς odpowiednio  

ʰмΣ ʰн ƛ ʲмΣ ʲн ƻǊŀȊ ŦǊŀƎƳŜƴǘ ǇǊȊŜȊōƱƻƴƻǿȅ ƛ ǿŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅ ό/ŀǎǘŜƭƭƛƴƻΣ мффт). 

/ȊŊǎǘŜŎȊƪƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ǎŊ ƪƻŘƻǿŀƴŜ ǇǊȊŜȊ ƎŜƴȅΣ ȊƴŀƧŘǳƧŊŎŜ ǎƛť w regionach: HLA-DP, -DQ,  

-DR, HLA-DM oraz HLA-5hΦ aŀǎȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŜ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘŜƪ ʰ ƛ ʲ ƘŀǇƭƻǘȅǇǳ I[!-DR to, 

ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻΣ ос ƪ5ŀ ƛ нт ƪ5ŀΦ !ōȅ ƳƽŎ ǇŜƱƴƛŏ ǎǿƻƧŊ ŦǳƴƪŎƧťΣ  

aI/ LL ƳǳǎȊŊ ǇǊȊŜƧǏŏ ǇǊȊŜȊ ǏŎƛŜȍƪť ǎŜƪǊŜŎȅƧƴŊ Ȋ ǎȊƻǊǎǘƪƛŜƎƻ ǊŜǘƛƪǳƭǳƳ ŜƴŘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜƎƻ  

lokalizacja 

endosomalna 

ōƛŀƱƪƻ wŀō 

endosomy 

wczesne 

Rab 4 

Rab 5 

Rab 13 

Rab 20 

Rab 20 

Rab 21 

Rab 22 

Rab 23 

Rab 35  

endosomy 

ƪǊŊȍŊŎŜ 

Rab 3 

Rab 6 

Rab 8 

Rab 10 

Rab 11 

Rab 14 

Rab 15 

Rab 17 

Rab 26 

Rab 37 

Rab 39 

ŜƴŘƻǎƻƳȅ ǇƽȋƴŜ Rab 7 

Rab 9 

Rab 12 

Rab 24 

Rab 27 

Rab 32 

Rab 34 

Rab 36 

Rab 38  
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όƎŘȊƛŜ ƴŀǎǘťǇǳƧŜ ƱŊŎȊŜƴƛŜ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘŜƪ ʰ ƛ ʲ ƻǊŀȊ ŘƻƱŊŎȊŀƴƛŜ ƱŀƵŎǳŎƘŀ ƴƛŜȊƳƛŜƴƴŜƎƻ ς  

ōƛŀƱƪŀ CD74/Ii (ang. invariant chainύ ǇƻƳƛťŘȊȅ ŘƻƳŜƴŀƳƛ ʰм ƛ ʲмΣ ȊŀǇƻōƛŜƎŀƧŊŎŜƎƻ 

niespecyficznemu wƛŊȊŀƴƛǳ Řƻ ǊƻǿƪŀΣ ǿ ƪǘƽǊȅƳ ƴŀ ǇƽȋƴƛŜƧǎȊȅƳ ŜǘŀǇƛŜ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴȅ  

ƧŜǎǘ ǿƱŀǏŎƛǿȅ ǇŜǇǘȅŘ ŀƴǘȅƎŜƴƻǿȅύΦ ² ŘŀƭǎȊŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ zostaƧŊ przekierowane  

ƴŀ ǎȊƭŀƪ ŜƴŘƻŎȅǘŀǊƴȅΣ ƎŘȊƛŜ ǿ ǿȅŘȊƛŜƭƻƴȅŎƘ ǇƽȋƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳŀŎƘΣ ƴŀȊȅǿŀƴȅŎƘ 

kompartmentem MHC II (MIIC), zaŎƘƻŘȊƛ ŘƻƱŊŎȊŜƴƛŜ ǇŜǇǘȅŘǳ ŀƴǘȅƎŜƴƻǿŜƎƻΣ  

ŀ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ǇǊȊŜƴƛŜǎƛŜƴƛŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛť ƪƻƳƽǊƪƛ όDŀǊǎǘƪŀ ƛ bŜŜŦƧŜǎΣ нлмоύΦ  

 

3.1.3 tťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ Ƨŀƪƻ ǎȅǎǘŜƳ ƪƻƳǳƴƛƪŀŎƧƛ ƳƛťŘȊȅƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ 
 

tťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ (EVs ς ang. extracellular vesicles) to niejednorodna 

ƎǊǳǇŀ ƻƎǊŀƴƛŎȊƻƴȅŎƘ ōƱƻƴŊ ƪǳƭƛǎǘȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ǇƻŎƘƻŘȊŜƴƛŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻΣ ǇƻǿǎǘŀƱŀ ƴŀ ǎƪǳǘŜƪ 

ǳǿƻƭƴƛŜƴƛŀ Řƻ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ȊŀǿŀǊǘƻǏŎƛ ŎƛŀƱ ǿƛŜƭƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿȅŎƘ όegzosomy)  

ƭǳō ǇƻǇǊȊŜȊ ǇŊŎȊƪƻǿŀƴƛŜ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ƴŀ ȊŜǿƴŊǘǊȊ ƪƻƳƽǊƪƛ όƳƛƪǊƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƛΣ  

ŎƛŀƱƪŀ ŀǇƻǇǘƻǘȅŎȊƴŜ) (Rycina 2) (Raposo i Stoorvogel, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

w¸/Lb! нΦ .ƛƻƎŜƴŜȊŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ς ƻōƧŀǏƴƛŜƴƛŀ ȊƴŀƧŘǳƧŊ ǎƛť ǿ ǘŜƪǏŎƛŜ. (na podstawie 
Raposo i Stoorvogel, 2013, zmienione).  
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²ȅŘȊƛŜƭŀƴŜ ǇǊȊŜȊ ǿƛťƪǎȊƻǏŏ ǘȅǇƽǿ ƪƻƳƽǊŜƪ όǿ ǘȅƳ ǊƻǏƭƛƴƴȅŎƘύ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ  

Ƴƻȍƴŀ ȊŀƻōǎŜǊǿƻǿŀŏ ǿ ǇƱȅƴŀŎƘ ǳǎǘǊƻƧƻǿȅŎƘΣ ǘŀƪƛŎƘ Ƨŀƪ ƪǊŜǿΣ ǏƭƛƴŀΣ ƳƻŎȊΣ  

ƳƭŜƪƻ ƳŀǘƪƛΣ ǇƱȅƴ ƳƽȊƎƻǿƻ-ǊŘȊŜƴƛƻǿȅΣ ƎŘȊƛŜ ǇŜƱƴƛŊ ǎǿƻƧŜ ŦǳƴƪŎƧŜ ȊŀǊƽǿƴƻ  

w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych (van Niel i wsp., 2018).  

² ƘƻŘƻǿƭŀŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ in vitro ǎŊ ǳǿŀƭƴƛŀƴŜ Řƻ Ǉƻȍȅǿƪƛ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧΦ  

  tťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ǎŊ ƻōŜŎƴƛŜ ǳǿŀȍŀƴŜ Ȋŀ ŘƻŘŀǘƪƻǿȅ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳ 

ƪƻƳǳƴƛƪŀŎƧƛ ƳƛťŘȊȅƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧΣ ȊŀŎƘƻŘȊŊŎȅ Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘǳ ōƛŀƱŜƪΣ ƭƛǇƛŘƽǿ  

ƛ ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘ όƎƱƽǿƴƛŜ ƳƛƪǊƻwb! ς Ƴƛwb!Σ ŀƭŜ ǘŀƪȍŜ ŘƱǳƎƛŎƘ ƴƛŜƪƻŘǳƧŊŎȅŎƘ wb! ς 

lncRNA i kolistego RNA ς ŎƛǊwb!ύ ό{Ƙŀƻ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмуύΦ YƛŜǊƻǿŀƴƛŜ ƱŀŘǳƴƪǳ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴƛŜ 

czynnego do EVs zachƻŘȊƛ ǿ ǎǇƻǎƽō ǇƻǿƛŊȊŀƴȅ Ȋ ƛŎƘ ǇƻǿǎǘŀǿŀƴƛŜƳΣ  

ƧŜŘƴŀƪ ƧŜǎǘ ǘƻ ȊƧŀǿƛǎƪƻ ǿŎƛŊȍ ƳŀƱƻ ǇƻȊƴŀƴŜΦ hŘƴƻǘƻǿŀƴƻ ƪƛƭƪŀ ȊƴŀƴȅŎƘ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳƽǿ 

ǎŜƭŜƪǘȅǿƴȅŎƘ ƻǇƛǎŀƴȅŎƘ Řƭŀ ǇƻƧŜŘȅƴŎȊȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪΣ ƪǘƽǊŜ Ƴƻȍƴŀ ǇǊȊȅǇƻǊȊŊŘƪƻǿŀŏ  

Řƻ ŘǿƽŎƘ ƎǊǳǇΥ ȊŀƭŜȍƴŜƧ ƛ ƴƛŜȊŀƭŜȍƴŜƧ ƻŘ ǎȊƭŀƪǳ dȊƛŀƱŀƴƛŀ ƪƻƳǇƭŜƪǎƽǿ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŀ 

endosomalnego ESCRT (Anand i wsp., 2019).  

  {ȅƴǘŜƴƛƴŀΣ ȊŀŀƴƎŀȍƻǿŀƴŀ ǿ ǇǊȊŜƳƛŜǎȊŎȊŀƴƛŜ ōƛŀƱŜƪ ǇǊȊŜȊōƱƻƴƻǿȅŎƘΣ  

neuro- ƛ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀŎƧť όtƘƛƭƭŜȅ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмрύΣ ƧŜǎǘ ǇǊȊȅƪƱŀŘŜƳ ōƛŀƱƪŀ ǎƻǊǘƻǿŀƴŜƎƻ  

do EVs przy udziale ESCRT-LLL ƛ !ƭƛȄΣ Ŏƻ ƧŜǎǘ ƳƻȍƭƛǿŜ ŘȊƛťƪƛ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ ǿ ƧŜƧ b-ƪƻƵŎƻǿŜƧ 

ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŜƧ ŀȍ ǘǊȊŜŎƘ ŘƻƳŜƴ ǇƽȋƴŜƎƻ ǎƪƱŀŘŀƴƛŀ όŀƴƎΦ late assembly (L)-

domainsύ ǿƛŊȍŊŎȅŎƘ !ƭƛȄ όIǳǊƭŜȅ ƛ hŘƻǊƛȊȊƛΣ нлмнύΦ 5ƻƳŜƴȅ ǇƽȋƴŜƎƻ ǎƪƱŀŘŀƴƛŀ  

ǘƻ ƪǊƽǘƪƛŜ ǎŜƪǿŜƴŎƧŜ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŜ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎŜ ǿ ǘǊȊŜŎƘ ǿŀǊƛŀƴǘŀŎƘΥ tό{κ¢ύ!tΣ  

PPXY i LYPXnL (gdzie n = 1 lub 3, X to dowolna reszta aminokwasowa),  

ƪǘƽǊŜ ƻǇƛǎŀƴƻ ǇƻŎȊŊǘƪƻǿƻ Ƨŀƪƻ ƻōŜŎƴŜ ǿ ōƛŀƱƪŀŎƘ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ƛ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎȊŊŎŜ ǿ ǳǿŀƭƴƛŀƴƛǳ 

ǿƛǊǳǎƽǿ ƻǎƱƻƴƪƻǿȅŎƘ ǇƻǇǊȊŜȊ ǊŜƪǊǳǘŀŎƧť 9{/w¢Φ  

  .ŀŘŀƴƛŀ ƴŀŘ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳŀƳƛ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŀ 9±ǎ ǿ ǎǇƻǎƽō ƴƛŜȊŀƭŜȍƴȅ ƻŘ 9{/w¢ ǎƪǳǇƛŀƧŊ 

ǳǿŀƎť ƴŀ ǳŘȊƛŀƭŜ ǿ ǘȅƳ ǇǊƻŎŜǎƛŜ ǎŦƛƴƎƻƭƛǇƛŘƽǿ ƛ ƛŎƘ ŜƴȊȅƳƽǿΦ  

hƪŀȊǳƧŜ ǎƛťΣ ȍŜ ǇƻȊŀ ǳŎȊŜǎǘƴƛŎȊŜƴƛŜƳ ǿ ōƛƻƎŜƴŜȊƛŜ 9±ǎΣ ǇƻǇǊȊŜȊ ƪǎȊǘŀƱǘƻǿŀƴƛŜ ƪǊȊȅǿƛȊƴȅ 

ōƱƻƴȅ ƻǊŀȊ ǿȅǘǿŀǊȊŀƴƛŜƳ ŎŜǊŀƳƛŘǳ ǿŜǿƴŊǘǊȊ ǇǊȊŜŘȊƛŀƱǳ ŜƴŘƻŎȅǘŀǊƴŜƎƻ Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ  

ƪǿŀǏƴȅŎƘ ƛ ƻōƻƧťǘƴȅŎƘ ŦƻǎŦƻŘƛŜǎǘŜǊŀȊ ǎŦƛƴƎƻƳƛŜƭƛƴȅΣ ǎŦƛƴƎƻƭƛǇƛŘȅ ǇŜƱƴƛŊ ŦǳƴƪŎƧť ǿ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛǳ 

ƱŀŘǳƴƪǳ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻ Řƻ 9±ǎΣ ƳΦƛƴΦ Ȋŀ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎǘǿŜƳ ǎŦƛƴƎƻȊȅƴƻ-1-fosforanu  

ό±ŜǊŘŜǊƛƻΣ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмуύΦ 5ƻǿƛŜŘȊƛƻƴƻ ǘŀƪȍŜΣ ƛȍ ōƛŀƱƪŀ ƳƻƎŊ ōȅŏ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴŜ  

ǿ 9±ǎ Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ ǘŜǘǊŀǎǇŀƴƛƴ /5ум ƛ /5фΣ ƪǘƽǊŜ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎȊŊ ǿ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛǳ Řƻ 9±ǎ  

przez interakcje z sekwencjami domen cytoplazmatycznych (Villarroya-Beltri, i wsp, 2014).  
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 ² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǎȊŜǊƻƪƻ ǎŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅȊƻǿŀƴŜƧ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ wb! ǿ 9±ǎΣ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜ 

ƳǳƭǘƛŘȅǎŎȅǇƭƛƴŀǊƴȅŎƘ ƴŀǊȊťŘȊƛ ōŀŘŀǿŎȊȅŎƘ ǿȅƪŀȊŀƱƻ ƛǎǘƴƛŜƴƛŜ ŀƪǘȅǿƴŜƎƻ ǎȅǎǘŜƳǳ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŀ 

ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘ Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ōƛŀƱŜƪ ǿƛŊȍŊŎȅŎƘ wb!  

(ang. RNA-binding proteins, RBPs) (Fabbiano i wsp., 2020).  

  ¦ǿƻƭƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪť ŘƻƴƻǊƻǿŊ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ǳƭŜƎŀƧŊ ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƧƛ Řƻ ƪƻƳƽǊƪƛ-

ōƛƻǊŎȅΣ ǇƻǇǊȊŜȊ ŦǳȊƧť Ȋ ōƱƻƴŊ ǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŊΣ ǎȊƭŀƪƛ ŜƴŘƻŎȅǘŀǊƴŜ ƭǳō Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ ǘǊŀtw lipidowych 

όaǳƭŎŀƘȅ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмпύΦ aŜŎƘŀƴƛȊƳ ǇƻōƛŜǊŀƴƛŀ 9±ǎ ƳƻȍŜ ȊŀƭŜȍŜŏ  

ƻŘ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿŜƧ ƪƻƳǇƻȊȅŎƧƛ ōƛŀƱƪƻǿŜƧ ȊŀǊƽǿƴƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀΣ Ƨŀƪ ƛ ƪƻƳƽǊƪƛ ŘƻŎŜƭƻǿŜƧΦ 

bƛŜƪǘƽǊŜ Ȋ ǘŀƪƛŎƘ ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ ǎŊ ŀƴŀƭƻƎƛŎȊƴŜ Ƨŀƪ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ǎǘǊŀǘŜƎƛƛ ǿƴƛƪŀƴƛŀ  

do ƪƻƳƽǊƪƛ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ ƴŀ ȊŀǎŀŘȊƛŜ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ ƭƛƎŀƴŘ-receptor (van Dongen i wsp., 2016).  

          ²ǊŀȊ Ȋ ǊƻǎƴŊŎȅƳ ȊŀƛƴǘŜǊŜǎƻǿŀƴƛŜƳ ōŀŘŀƴƛŀƳƛ ƴŀŘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀƳƛ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅƳƛΣ ƪƻƴƛŜŎȊƴŜ ƻƪŀȊŀƱƻ ǎƛť ǳƧŜŘƴƻƭƛŎŜƴƛŜ ƴƻƳŜƴƪƭŀǘǳǊȅ  

ƻǊŀȊ ǿǎǇƽƭƴȅŎƘ ǎǘŀƴŘŀǊŘƽǿ ƛ Ƴetod warsztatu laboratoryjnego  

ό[ǀǘǾŀƭƭ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмпΤ ²ƛǘǿŜǊ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмтΤ ¢ƘŞǊȅ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмуύΦ  

 tǊȊȅƧťǘŜ ƴŀȊŜǿƴƛŎǘǿƻ ƻǇŀǊǘŜ ȊƻǎǘŀƱƻ ƻ ƪǊȅǘŜǊƛǳƳΥ ōƛƻƎŜƴŜȊȅΣ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ƛ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ 

markerowych opisywanych struktur (Tabela 2 i Rycina 3) a na jego ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ǿǏǊƽŘ 9±ǎ 

ǿȅǊƽȍƴƛŏ Ƴƻȍƴŀ ǘǊȊȅ ƎƱƽǿƴŜ ƎǊǳǇȅΥ ƳŀƱŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ς egzosomy,  

ǏǊŜŘƴƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ς ƳƛƪǊƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ oraz ƴŀƧǿƛťƪǎȊŜ ς ŎƛŀƱƪŀ ŀǇƻǇǘƻǘȅŎȊƴŜ.  

tƻŘȊƛŀƱ ǘŜƴ ƴƛŜ ǳǿȊƎƭťŘƴƛŀ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧƛ ƴŀ ǘŜƳŀǘ ǘȅǇǳΣ ǇƻŎƘƻŘȊŜƴƛŀΣ  

ŦŀȊȅ Ŏȅƪƭǳ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻ ŎȊȅ ǘŜȍ ǎǘŀƴǳ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƧƛ ƴƻǿƻǘǿƻǊƻǿŜƧ ōŀŘŀƴŜƧ ƪƻƳƽǊƪƛ  

ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǿȅŘȊƛŜƭŀƴŜ 9±ǎΣ Ŏƻ ǿƛŊȍŜ ǎƛť Ȋ ƳƻȍƭƛǿƻǏŎƛŊ ǿǇǊƻǿŀŘȊŀƴƛŀ ŘƻŘŀǘƪƻǿȅŎƘ  

nazw zwyczajowych i sugerǳƧŜ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƧƛΣ ǊƽȍƴƛŊŎȅŎƘ ǎƛť ǎƪƱŀŘŜƳ  

ƛ ŦǳƴƪŎƧŊ όDȅǀǊƎȅ ƛ ǿǎǇΦΣ нлммΤ ²ƛǘǿŜǊ ƛ ¢ƘŞǊȅΣ нлмфύΦ 

  .ƛŀƱƪŀΣ ƪǘƽǊŜ ǿȅǎǘťǇǳƧŊ ǿ 9±ǎ ǿ ǿƛťƪǎȊŜƧ ƛƭƻǏŎƛ ƴƛȍ ǿ ƛƴƴȅŎƘ ƪƻƳǇŀǊǘƳŜƴǘŀŎƘ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƴŀȊȅǿŀƳȅ ƳŀǊƪŜǊŀƳƛ ŜƎȊƻǎƻƳƽǿΣ ƳƛƪǊƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ  

ƭǳō ŎƛŀƱek apoptotycznych. RƽȍƴŜ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƧŜ 9±ǎ ƳƻƎŊ ǇƻǎƛŀŘŀŏ ǘŜ ǎŀƳŜ ƳŀǊƪŜǊȅΣ  

ƴǇΦ ȊŀƭŜȍƴƛŜ ƻŘ ǘȅǇǳ ƪƻƳƽǊŜƪ ǇǊƻŘǳƪǳƧŊŎȅŎƘ ōƛŀƱƪŀ /5ф ƛ /5со ƳƻƎŊ ƻƴŜ ǿȅǎǘťǇƻǿŀŏ  

ǿ ōƱƻƴŀŎƘ ŜƎȊƻǎƻƳƽǿ ƛ ƳƛƪǊƻǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿΦ ½ ǘŜƎƻ ǇƻǿƻŘǳ ƻǊŀȊ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǇƻƪǊȅǿŀƧŊŎŜ 

ǎƛť ŎȊŀǎŀƳƛ ƎǊŀƴƛŎȊƴŜ ȊŀƪǊŜǎȅ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿΣ ǘƻǿŀǊȊȅǎǘǿƻ ƴŀǳƪƻǿŜ L{9±  

(ang. International Society for Extracellular Vesicles) rekomenduje stosowanie  

ƻƎƽƭƴŜƧ ƴŀȊǿȅ 9±ǎ ȊŀƳƛŀǎǘ ƴŀȊǿ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƧƛΦ 
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¢!.9[! нΦ YƭŀǎȅŦƛƪŀŎƧŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ. (na podstaǿƛŜ DȅǀǊƎȅ ƛ ǿǎǇΦΣ нлммΣ ȊƳƛŜƴƛƻƴŜύ. 

 

 

  Wŀƪ ŘƻǘŊŘΣ ƻǇǊŀŎƻǿŀƴƻ ƪƛƭƪŀ ǘŜŎƘƴƛƪ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ƛ ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƛŀ 9±ǎ όTabela 3).  

²ȅōƽǊ ƻǇǘȅƳŀƭƴŜƧ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅ ƛȊƻƭŀŎƧƛΣ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǊƽȍƴƛŎŜ ǿ ȊŀǎŀŘȊƛŜ  

ŘȊƛŀƱŀƴƛŀ ǎǘƻǎƻǿŀƴȅŎƘ ƳŜǘƻŘ ƻǊŀȊ ƛŎƘ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅƪť ƛ ƻƎǊŀƴƛŎȊŜƴƛŀΣ  

ȊŀƭŜȍȅ ƻŘ ǊƻŘȊŀƧǳ ǿȅƧǏŎƛƻǿŜƎƻ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻΣ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƧƛ 9±ǎ ōťŘŊŎŜƧ 

przedmiotem zainteresowania i przeznaczenia eksperymentalnego oczyszczonych 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ό²ƛǘǿŜǊ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмоΤ /ƻǳƳŀƴǎ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмтύΦ   

  /ƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅƪŀ ƳƻǊŦƻƭƻƎƛŎȊƴŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ ǇƻȊǿŀƭŀƧŊŎŀ  

ƴŀ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧť ƛ ƻȊƴŀŎȊŜƴƛŜ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛƻǿŜΣ ƧŜǎǘ Ƴƻȍƭƛǿŀ ŘȊƛťƪƛ Ȋŀǎǘƻǎƻǿŀƴƛǳ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛi 

ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƧΣ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛ ǎƛƱ ŀǘƻƳƻǿȅŎƘ ƻǊŀȊ ǘŜŎƘƴƛŎŜ ŘȅƴŀƳƛŎȊƴŜƎƻ ǊƻȊǇǊŀǎȊŀƴƛŀ ǏǿƛŀǘƱŀ 

(DLS - ang. dynamic light scattering)Φ tƻƴŀŘǘƻΣ ŀƴŀƭƛȊŀ ǏƭŜŘȊŜƴƛŀ ƴŀƴƻŎȊŊǎǘŜƪ  

(NTA - ang. nanoparticle tracking analysis) oraz przestrajalne rezystancyjne wykrywanie 

impulsu (TRPS - ang. tunable resistive pulse sensingύΣ ŘƻǎǘŀǊŎȊŀƧŊ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧŜ ƻ ǎǘťȍŜƴƛǳ  

ƛ ƱŀŘǳƴƪǳ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿȅƳ 9±ǎΦ YƻƳǇƻȊȅŎƧŀ ōƛƻŎƘŜƳƛŎȊƴŀ ƧŜǎǘ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴŀ ǇƻǇǊȊŜȊ 

 

 

 ƳŀƱŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ς 

egzosomy  

(ang. exosomes) 

ǏǊŜŘƴƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ς 

ƳƛƪǊƻǇťŎƘǊȊȅƪƛΣ 

ektosomy  

(ang. microvesicles, 

ectosomes) 

ŘǳȍŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ς ŎƛŀƱƪŀ 

apoptotyczne  

(ang. apoptotic bodies) 

pochodzenie 

ƪƻƳƽǊƪƻǿŜκ 

ǎǇƻǎƽō 

uwalniania  

Ȋ ƪƻƳƽǊƪƛ 

uwolnienie do 

przestrzenie 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ 

ȊŀǿŀǊǘƻǏŎƛ a±.ǎ 

ǇŊŎȊƪƻǿŀƴƛŜ ōƱƻƴȅ 

plazmatycznej na 

ȊŜǿƴŊǘǊȊ ƪƻƳƽǊƪƛ 

ǿȅŘȊƛŜƭŀƴƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪť ǳƭŜƎŀƧŊŎŊ 

apoptozie 

ǿƛŜƭƪƻǏŏ 50-150 nm 0.1-м ˃Ƴ > м˃Ƴ 

ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ 

markerowe 

tetraspaniny - CD63/ 

CD81/ CD9, Alix, TSG101, 

flotylina-2 

czynnik tkankowy 

i markery specyficzne dla 

ƪƻƳƽǊŜƪ 

ƻōŜŎƴƻǏŏ 

fragmentowanego DNA 
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w¸/Lb! оΦ tƻǊƽǿƴŀƴƛŜ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǿȊƎƭťŘŜƳ ƛƴƴȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ 
biologicznych. όƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ DȅǀǊƎȅ ƛ ǿǎǇΦΣ нлммΣ ȊƳƛŜƴƛƻƴŜύΦ 

 

ŎȅǘƻƳŜǘǊƛť ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŊΣ ōŀǊǿƛŜƴƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀƳƛ Ȋ ŎȊŊǎǘƪŀƳƛ ȊƱƻǘŀ ǿ ǇƻƱŊŎȊŜƴƛǳ  

Ȋ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛŊ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŊ oraz metody immunoenzymatyczne (Tabela 4).   

  ² ƻǇŀǊŎƛǳ ƻ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊƻƴŜ ŘƻǘŊŘ ōŀŘŀƴƛŀ ƴŀŘ 9±ǎΣ ŘƻǘȅŎȊŊŎŜ ƛŎƘ ȊƴŀŎȊŜƴƛŀ 

ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻ ƻǊŀȊ ǇƻǘŜƴŎƧŀƭƴŜƎƻ Ȋŀǎǘƻǎƻǿŀƴƛŀ ŘƛŀƎƴƻǎǘȅŎȊƴŜƎƻ ōŊŘȋ ǘŜǊŀǇŜǳǘȅŎȊƴŜƎƻΣ 

ǇƻǿǎǘŀƱȅ ōŀȊȅ ŘŀƴȅŎƘΥ 9Ȅƻ/ŀǊǘŀΣ 9±ǇŜŘƛŀ ƻǊŀȊ ±ŜǎƛŎƭŜǇŜŘƛŀ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜ  

ǎƪŀǘŀƭƻƎƻǿŀƴŜ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧŜ ƴŀ ǘŜƳŀǘ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿŀƴŜƎƻ  

za ǇƻǏǊŜŘƴƛŎǘǿŜƳ 9±ǎ όYƛƳ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмрΤ YŀƭǊŀ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмнύΦ  

Platforma EV-ǘǊŀŎƪ ǳƳƻȍƭƛǿƛŀ z kolei ŘƻƪƻƴŀƴƛŜ ŜǿŀƭǳŀŎƧƛ ƻǇǳōƭƛƪƻǿŀƴȅŎƘ ŘƻƴƛŜǎƛŜƵ 

ƴŀǳƪƻǿȅŎƘ ƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ Ȋ ȊŀǎǘƻǎƻǿŀƴƛŜƳ ƳƛƴƛƳŀƭƴȅŎƘ ǿȅƳŀƎŀƵ ǿŀǊǎȊǘŀǘǳ 

badawczego (van Deun i Hendrix, 2017; EV-TRACK Konsorcjum, Van Deun, Mestdagh i wsp., 

2017). 
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TABELA 3.     Metody izolacji i oczyǎȊŎȊŀƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ. όƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ /ƘƛǊƛŀŎƼ  
i wsp., 2018, zmienione). 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

metoda izolacji EVs wykorzystana technika 

izolacji 

charakterystyka 

 

ultrawirowanie/ 

ultrawirowanie  

w gradiencie 

jodiksanolu 

όhǇǘƛǇǊŜǇϯύ 

 

ǊƻȊŘȊƛŀƱ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ  

ƴŀ ƎťǎǘƻǏŏΣ ǿƛŜƭƪƻǏŏ  

ƛ ƪǎȊǘŀƱǘ ŎȊŊǎǘŜƪ 

 

powszechnie stosowana, 

wystandaryzowana metoda; 

Ƴƻȍƭƛǿŀ ƛȊƻƭŀŎƧŀ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƧƛ 

9±ǎ ǿŜŘƱǳƎ ƎťǎǘƻǏŎƛ ǇǊȊŜȊ 

wirowanie w gradiencie 

hǇǘƛǇǊŜǇϯ 

 

chromatografia SEC 

(ang. size exclusion 

chromatography) 

 

ŦƛƭǘǊŀŎƧŀ ȍŜƭƻǿŀ ǿ ƻǇŀǊŎƛǳ  

ƻ ǿƛŜƭƪƻǏŏ ŎȊŊǎǘŜƪ 

 

ǿȅǎƻƪŀ ǿȅŘŀƧƴƻǏŏΣ ŎȊȅǎǘƻǏŏ  

ƛ ǇƻǿǘŀǊȊŀƭƴƻǏŏΤ ȊŀŎƘƻǿŀƴŀ 

ƛƴǘŜƎǊŀƭƴƻǏŏ ƛ ŀƪǘȅǿƴƻǏŏ 

biologiczna EVs 

 

precypitacja  

z wykorzystaniem 

ǇƻƭƛƳŜǊƽǿ 

 

ǿȅǘǊŊŎŀƴƛŜ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ 

sieciowania w polimerach  

o zmiennej 

ǊƻȊǇǳǎȊŎȊŀƭƴƻǏŎƛΣ ƴǇΦΥ 

(glikol polietylenowy, 

ƪƻƳŜǊŎȅƧƴƛŜ ŘƻǎǘťǇƴŜ 

ȊŜǎǘŀǿȅΥ 9ȄƻvǳƛŎƪϰ - 

Systems Biosciences)  

ƛ ¢ƻǘŀƭ 9ȄƻǎƻƳŜ Lǎƻƭŀǘƛƻƴϰ 

- Life Technologies) 

 

ǿȅǎƻƪŀ ǿȅŘŀƧƴƻǏŏ  

ƛ ǎƪǳǘŜŎȊƴƻǏŏ Ȋ ƳŀƱŜƧ ƛƭƻǏŎƛ 

ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ǿȅƧǏŎƛƻǿŜƎƻΤ 

ƻŎƘǊƻƴŀ ōƛƻŀƪǘȅǿƴƻǏŎƛΤ  

ƛǎǘƴƛŜƧŜ ǊȅȊȅƪƻ ǿǎǇƽƱǎǘǊŊŎŀƴƛŀ 

ȊŀƴƛŜŎȊȅǎȊŎȊŜƵ ōƛŀƱƪƻǿȅŎƘ  

i polimeru  

 

techniki immuno-

powinowactwa 

 

ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƛŜ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ 

kulek magnetycznych 

ǎǇǊȊťȍƻƴȅŎƘ  

Ȋ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀƳƛ 

skierowanymi 

ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛƻ ǇǊȊŜŎƛǿƪƻ 

specyficznym markerom 

powierzchniowym 

 

ǿȅǎƻƪŀ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴƻǏŏ  

ƛ ŎȊȅǎǘƻǏŏ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ 

ǿȅƧǏŎƛƻǿŜƎƻΣ Ƴƻȍƭƛǿŀ ƛȊƻƭŀŎƧŀ 

subpopulacji EVs; niska 

ǿȅŘŀƧƴƻǏŏΤ ǊȅȊȅƪƻ ǇǊƻōƭŜƳƽǿ 

Ȋ ƻŘŘȊƛŜƭŜƴƛŜƳ ȊƱƻȍŀ ƻŘ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 
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TABELA 4.     Metody wykorzystywane do charakterystyki fizyko-ōƛƻŎƘŜƳƛŎȊƴŜƧ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ. όƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ /ƘƛǊƛŀŎƼ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмуΣ ȊƳƛŜƴƛƻƴŜύΦ 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.4 YǊȊȅȍƻǿŀƴƛŜ ǎƛť ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴƻ ς egzosomalnego z cyklem replikacyjnym 

ǿƛǊǳǎƽǿ 
 

²ƛǊǳǎȅ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘǳƧŊ ǎȊƭŀƪ ōƛƻƎŜƴŜȊȅ 9±ǎ ǿ ǇƻŎȊŊǘƪƻǿŜƧ ŦŀȊƛŜ ƛƴŦŜƪŎƧƛΣ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧƛΣ 

ǊƻȊǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛŀƴƛǳ ǎƛť Řƻ ǎŊǎƛŜŘƴƛŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ƛ ƳƻŘǳƭƻǿŀƴƛǳ ǇǊȊŜŎƛǿǿƛǊǳǎƻǿŜƧ ƻŘǇƻǿƛŜŘȊƛ 

ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎȊƴŜƧΦ 9±ǎ ǿȅŘȊƛŜƭŀƴŜ Řƻ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜj podczas  

ŀƪǘȅǿƴŜƧ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ ƳƻƎŊ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀŏ ǿ ǘǊƻƧŀƪƛ ǎǇƻǎƽōΦ  

tƻȊŀ ǘȅƳΣ ȍŜ ƳƻƎŊ ǎǘŀŏ ǎƛť ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛƻ ŎȊŊǎǘƪŀƳƛ ƛƴŦŜƪŎȅƧƴȅƳƛΣ Ƴƻȍƭƛǿȅ ƧŜǎǘ ǘŀƪȍŜ ƛŎƘ ǿǇƱȅǿ 

ƴŀ ǎŊǎƛŜŘƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƛΣ ŎȊȅƴƛŊŎȅ ƧŜ ōŀǊŘȊƛŜƧ ǇƻŘŀǘƴȅƳƛ ƴŀ ƛƴŦŜƪŎƧŜΦ  

metoda charakterystyki  

fizyko-biochemicznej EVs 

uzyskiwana informacja 

transmisyjna i kriogeniczna mikroskopia 

elektronowa  
ƳƻǊŦƻƭƻƎƛŀ ƛ ǏǊŜŘƴƛŎŀ 9±ǎ 

ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛŀ ǎƛƱ ŀǘƻƳƻǿȅŎƘ mikroskopowy obraz 3D powierzchni EVs 

technika dynamicznego rozpraszania 

ǏǿƛŀǘƱŀ 5[{ όŀƴƎΦ dynamic light 

scattering) 

ŘȅǎǘǊȅōǳŎƧŀ 9±ǎ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ  

ƴŀ ǿƛŜƭƪƻǏŏ ŎȊŊǎǘŜƪ 

ŀƴŀƭƛȊŀ ǏƭŜŘȊŜƴƛŀ ƴŀƴƻŎȊŊǎǘŜƪ b¢! όŀƴƎΦ  

nanoparticle tracking analysis) 

ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧŀΣ ŀƴŀƭƛȊŀ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ  

ƛ ǎǘťȍŜƴƛŀ 9±ǎΣ ƳƻȍƭƛǿƻǏŏ ŀƴŀƭƛȊȅ 

fluoresŎŜƴŎƧƛ ǎǘƻǎƻǿŀƴȅŎƘ ōŀǊǿƴƛƪƽǿ  

ƛ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ Ȋ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊǘŀƳƛ 

przestrajalne rezystancyjne wykrywanie 

impulsu TRPS (ang.  tunable resistive 

pulse sensing) 

ŀƴŀƭƛȊŀ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛΣ ǎǘťȍŜƴƛŀ ƛ ƱŀŘǳƴƪǳ 

powierzchniowego EVs 

ŎȅǘƻƳŜǘǊƛŀ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŀ 
ƻōŜŎƴƻǏŏ ƭǳō ōǊŀƪ ōƛŀƱŜƪ ƳŀǊƪŜǊƻǿȅŎƘΣ 

ǇǊƻŦƛƭ ōƛŀƱƪƻǿȅΣ ƻȊƴŀŎȊŜƴƛŜ ƛƭƻǏŎƛƻǿŜ 

ELISA 
ƻōŜŎƴƻǏŏ ƭǳō ōǊŀƪ ōƛŀƱŜƪ ƳŀǊƪŜǊƻǿȅŎƘΣ 

ƻȊƴŀŎȊŜƴƛŜ ƛƭƻǏŎƛƻǿŜ 

Western blotting 
ƻōŜŎƴƻǏŏ ƭǳō ōǊŀƪ ōƛŀƱŜƪ ƳŀǊƪŜǊƻǿȅŎƘΣ 

ǇǊƻŦƛƭ ōƛŀƱƪƻǿȅΣ ƻȊƴŀŎȊŜƴƛŜ ƛƭƻǏŎƛƻǿŜ 
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Co ciekawe, zaobserwoǿŀƴƻ ǊƽǿƴƛŜȍ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳ ƻǇŀǊǘȅ ƴŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀŎƘ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ  

ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜΣ ƴƛƻǎŊŎȅ ǇƻȊȅǘȅǿƴȅ ŜŦŜƪǘ ǿ ǿŀƭŎŜ Ȋ ƛƴŦŜƪŎƧŊ ǿƛǊǳǎƻǿŊΣ  

przez wzmaganie stanu zapalnego zaindukowanym przez EVs wydzielaniem cytokin  

ǿ ƴƛŜȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘΣ ƻōŜŎƴȅŎƘ ǿ Ǉƻōƭƛȍǳ ƳƛŜƧǎŎŀ ȊŀƪŀȍŜƴƛŀΦ  

tƻǇǊȊŜȊ ǇƻŘƻōƛŜƵǎǘǿƻ ƛ ǿȊŀƧŜƳƴŜ ƴŀƪƱŀŘŀƴƛŜ ǎƛť ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴƻ ŜƎȊƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ  

Ȋ ŎȅƪƭŜƳ ǊŜǇƭƛƪŀŎȅƧƴȅƳ ǿƛŜƭǳ ǿƛǊǳǎƽǿΣ ƧŜǎǘ ƳƻȍƭƛǿŜ ǇƻǿǎǘŀǿŀƴƛŜ 9±ǎ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅŎƘ ōƛŀƱƪŀΣ 

wb!Σ 5b! ǘȅŎƘ ǇŀǘƻƎŜƴƽǿΣ ŀ ƴŀǿŜǘ ŎŀƱŜ ǿƛǊƛƻƴȅΦ ² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƽǿΣ ǊŀōŘƻǿƛǊǳǎƽǿΣ 

ŦƛƭƻǿƛǊǳǎƽǿΣ ŀǊŜƴŀǿƛǊǳǎƽǿΣ ǇŀǊŀƳȅƪǎƻǿƛǊǳǎƽǿΣ ƻǊǘƻƳȅƪǎƻǿƛǊǳǎƽǿΣ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ  

όƳΦƛƴΦ ƭǳŘȊƪƛ ǿƛǊǳǎ ƴƛŜŘƻōƻǊǳ ƻŘǇƻǊƴƻǏŎƛ ς IL±Σ ǿƛǊǳǎ ȊŀǇŀƭŜƴƛŀ ǿŊǘǊƻōȅ ǘȅǇǳ ! ς HAV,  

ǿƛǊǳǎ ȊŀǇŀƭŜƴƛŀ ǿŊǘǊƻōȅ ǘȅǇǳ / ς HCV, grypa i Ebola) procŜǎ ŘƻƧǊȊŜǿŀƴƛŀ ǿƛǊƛƻƴƽǿ  

ƧŜǎǘ ǇƻǿƛŊȊŀƴȅ Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛΣ ƪǘƽǊŜ ƪƻƴǘǊƻƭǳƧŊ ǘǿƻǊȊŜƴƛŜ a±.ǎ ό9{/w¢Σ wŀōΣ /5соύ  

ƭǳō ƳŜŎƘŀƴƛȊƳ ƻŘǇŊŎȊƪƻǿȅǿŀƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ Ȋ ōƱƻƴȅ ǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜƧ ό!ƭǘŀƴ-Bonnet, 2016; 

Toledo Martins an Lysangela i Alves, 2020).  

  bŀ ǇǊȊȅƪƱŀŘȊƛŜ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ǎǘǿƛŜǊŘȊƻƴƻΣ ƛȍ ōƛŀƱƪƻ ŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴŜ ς ATPaza Vps4 

ς ǿŎƘƻŘȊŊŎŀ ǿ ǎƪƱŀŘ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ 9{/w¢-LLL ƛ ȊŀŀƴƎŀȍƻǿŀƴŀ ǿ ŦƻǊƳƻǿŀƴƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ƭǳƳƛƴŀƭƴȅŎƘΣ Ƴŀ ȊŀǎŀŘƴƛŎȊŜ ȊƴŀŎȊŜƴƛŜ Řƭŀ ǎƪƱŀŘŀƴƛŀ ŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎŀ ƻǇǊȅǎȊŎȊƪƛ 

pospolitej typu 1 (HSV-1 ς ang. herpes simplex virus 1) w cytoplazmie. Ponadto wykazano,  

ȍŜ 9{/w¢-LLL ǇǊȊȅ ǿǎǇƽƱǳŘȊƛŀƭŜ ±Ǉǎп ƘŀƳǳƧŜ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧť I{±-1 poprzez blokowanie procesu 

ƴŀōȅǿŀƴƛŀ ƻǎƱƻƴƪƛ ǇǊȊŜȊ ǿƛǊǳǎŀΦ .ƛŀƱƪƻ ǘƻ, ƧŜǎǘ ƻōŜŎƴŜ ǿ ŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ǿƛǊƛƻƴŀŎƘΣ  

jak ƛ ŜƎȊƻǎƻƳŀŎƘΣ ǇƻŘƻōƴƛŜ Ƨŀƪ !ƭƛȄ ƛ ¢{DмлмΣ ƪǘƽǊŜ ǎŊ ƧŜŘƴŀƪ ǿȅƪǊȅǿŀƴŜ ƴŀ ƴƛȍǎȊȅƳ ǇƻȊƛƻƳƛŜΣ 

ŀƭŜ ǇǊȊȅŎȊȅƴƛŀƧŊ ǎƛť Řƻ ƴŀƳƴŀȍŀƴƛŀ I{±-1 (Pawliczek i Crump, 2009).  

        LƴƴȅƳ ǇǊȊȅƪƱŀŘŜƳ ƪǊȊȅȍƻǿŀƴƛŀ ǎƛť ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴƻ ς egzosomalnego  

z cyklem replikacyjnyƳ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ƧŜǎǘ ǳŘȊƛŀƱ ōƛŀƱƪŀ /5соΦ ¢ŜǘǊŀǎǇŀƴƛƴŀ ǘŀΣ  

ƻǇƛǎŀƴŀ Ƨŀƪƻ ǿŀȍƴȅ ƪƻƳǇƻƴŜƴǘ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŀ ōƛŀƱŜƪ ƛ Ǉƻǿǎǘŀǿŀƴƛŀ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ ǊŜƎǳƭǳƧŜ ǎȅƎƴŀƭƛȊŀŎƧť ǿŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŊ ƛ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŜ 

ƴŀ ǏŎƛŜȍƪť ŜƎȊƻǎƻƳŀƭƴŊ ōƛŀƱƪŀ [atм ǿƛǊǳǎŀ 9.±Φ /5со ǇŜƱƴƛ ƛǎǘƻǘƴŊ ŦǳƴƪŎƧť ǿ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳƛŜ 

ƪƻƻǊŘȅƴŀŎƧƛ ǇǊƻŎŜǎƽǿ ŀǳǘƻŦŀƎƛƛ ƛ ǘǿƻǊȊŜƴƛŀ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ǊŜƎǳƭǳƧŊŎȅŎƘ ƛƭƻǏŏ [atм ǿ ƪƻƳƽǊŎŜΣ  

ŀ ǇǊȊŜȊ ǘƻ ǿǇƱȅǿŀƧŊŎȅŎƘ ƴŀ Ŏȅƪƭ ǊŜǇƭƛƪŀŎȅƧƴȅ ǿƛǊǳǎŀ 9.± όIǳǊǿƛǘȊ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмуύΦ  

PǊȊȅƪƱŀŘȅ ǇƻȊƻǎǘŀƱȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ ǇƻǿƛŊȊŀƴȅŎƘ z egzosomami w infekcji herpeswirusowej 

ȊƻǎǘŀƱȅ przedstawione w Tabeli 5. 
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¢!.9[! рΦ {ƪǊƽŎƻƴŀ ǎȅǎǘŜƳŀǘȅƪŀ podrodzin Herpesviridae Ȋ ǇƻŘŀƴƛŜƳ ǇǊȊȅƪƱŀŘƽǿ ŎȊŊǎteczek poǿƛŊȊŀƴȅŎƘ  
z egzosomami podczas infekcji herpeswirusowej. (na podstawie Liu i wsp., 2017, zmienione). 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 DƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴŀ . ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΣ ƧŜƧ ŦǳƴƪŎƧŜ  

ƛ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜ Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛ ƪƻƳƽǊƪƛ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ 
 

3.2.1 Charakterystyka podrodziny Alphaherpesvirinae 
 

Alfaherpeswirusy ǎŊ ǇƻǿǎȊŜŎƘƴƛŜ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎȅƳƛ ŎȊȅƴƴƛƪŀƳƛ ŎƘƻǊƻōƻǘǿƽǊŎȊȅƳƛ ƭǳŘȊƛ  

i zwierȊŊǘΣ ȊŀǊƽǿƴƻ ƘƻŘƻǿƭŀƴȅŎƘΣ Ƨŀƪ ƛ ŘȊƛƪƻ ȍȅƧŊŎȅŎƘΦ ²ǎǇƽƭƴȅƳƛ ŎŜŎƘŀƳƛ 

ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴȅƳƛ ǎŊΥ ǎǘƻǎǳƴƪƻǿƻ ƪǊƽǘƪƛ Ŏȅƪƭ ǊŜǇƭƛƪŀŎȅƧƴȅΣ ƻƎǊŀƴƛŎȊƻƴȅ ȊŀƪǊŜǎ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ  

ƛ ƴŜǳǊƻǘǊƻǇƛȊƳ ƻǊŀȊ ƳƻȍƭƛǿƻǏŏ ǇǊȊŜƧǏŎƛŀ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ǿ ǎǘŀƴ ƭŀǘŜƴŎƧƛ ς ǳǏǇƛŜƴƛŀ  

ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ǳƪƱŀŘǳ ƴŜǊǿƻǿŜƎƻΣ ȊǿȅƪƭŜ ǿ ȊǿƻƧŀŎƘ ƴŜǊǿƽǿ ŎȊǳŎƛƻǿȅŎƘ όaǳȅƭƪŜƴǎ ƛ ǿǎǇΦΣ 

2007).  

  ½ǿȅƪƭŜ ǿŊǎƪƛ ǘǊƻǇƛȊƳ Ǝŀǘǳƴƪƻǿȅ ƻǊŀȊ ǇƻŘƻōƛŜƵǎǘǿƻ Řƻ ǇƻȊƻǎǘŀƱȅŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭi 

Herpesviridae ŎȊȅƴƛŊ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎȅ ŎŜƴƴȅƳ ƳƻŘŜƭŜƳ ōŀŘŀǿŎȊȅƳΣ ōƛƻǊŊŎ ǇƻŘ ǳǿŀƎť ŦŀƪǘΣ 

ƛȍ ǇƻǏǊƽŘ ȊƛŘŜƴǘȅŦƛƪƻǿŀƴȅŎƘ Ƨŀƪ ŘƻǘŊŘ Ǝŀǘǳƴƪƽǿ ǇƻŘǊƻŘȊƛƴȅ Alphaherpesvirinae,  

ƻǎƛŜƳ Ȋ ƴƛŎƘ ǇǊƻǿŀŘȊƛ Řƻ ȊŀƪŀȍŜƵ ǳ ƭǳŘȊƛ όaŀŎƭŀŎƘƭŀƴ ƛ 5ǳōƻǾƛΣ нлммύΦ  

Infekcja wirusowa ƳƻȍŜ ȊŀŎƘƻŘȊƛŏ ŀǎȅƳǇǘƻƳŀǘȅŎȊƴƛŜ ƭǳō ǇǊƻǿŀŘȊƛŏ  

Řƻ ǊƻȊǿƛƴƛťŎƛŀ ƳƛŜƧǎŎƻǿȅŎƘ ƻōƧŀǿƽǿ ƪƭƛƴƛŎȊƴȅŎƘ ƛ ǎǘŀƴƽǿ ȊŀǇŀƭƴȅŎƘΣ  

podrodzina  

Herpesvridae 

gatunek ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ poǿƛŊȊŀƴŜ Ȋ ŜƎȊƻǎƻƳŀƳƛ  

podczas infekcji herpeswirusowej  

 

alfaherpeswirusy HSV-1 

STING, miR-H28, miR-H29, ESCRT-III 

kompleks, Vps4, ALIX, TSG101, gB, HLA-DR 

(MHC klasy II), CD63 

betaherpeswirusy 
HCMV 

TGN 46, aneksyna I, CD63, EEA1, receptor 

transferyny, kationo-ƴƛŜȊŀƭŜȍƴȅ ǊŜŎŜǇǘƻǊ 

mannozo-6-fosforanu  

HHV-6 /5соΣ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ aI/ ƪƭŀǎȅ L 

gammaherpeswirusy 
EBV 

LMP1, CD63, miRNAs, Fas ligand, EBERs  

ƛ ƛƴƴŜ ƴƛŜƪƻŘǳƧŊŎŜ wb!Σ bC-ˁ.Σ ƛƴǘŜƎǊȅƴȅ  

KSHV IFI16, IL-м ̡



27 
 

ƳƻƎŊŎȅŎƘ ǎǘŀŏ ǎƛť ǇǊȊȅŎȊȅƴŊ ŎƘƻǊƽō ǿƛŜƭƻƴŀǊȊŊŘƻǿȅŎƘΣ ǿȅƳŀƎŀƧŊŎȅŎƘ ƭŜŎȊŜƴƛŀ 

ŦŀǊƳŀƪƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻΦ ² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƘƻŘƻǿƭƛ ȊǿƛŜǊȊťŎȅŎƘ ŀƪǘȅǿƴŜ ƛƴŦŜƪŎƧŜ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ǇƻŎƛŊƎŀƧŊ 

Ȋŀ ǎƻōŊ ǊȅȊȅƪƻ ǎǘǊŀǘ ŜƪƻƴƻƳƛŎȊƴȅŎƘΦ 

 

3.2.1.1 tƻȊȅŎƧŀ ǎȅǎǘŜƳŀǘȅŎȊƴŀ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΣ ƳƻǊŦƻƭƻƎƛŀ ǿƛǊƛƻƴǳ  

i organizacja genomu 
 

HSV-мΣ ōȅŘƭťŎȅ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎ м ό.I±-1, BoHV-мύ ƻǊŀȊ ǿƛǊǳǎ ǇǎŜǳŘƻǿǏŎƛŜƪƭƛȊƴȅ ς ǏǿƛƵǎƪƛ 

ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎ ǿȅǿƻƱǳƧŊŎȅ ǳ ȊǿƛŜǊȊŊǘ ŎƘƻǊƻōť !ǳƧŜǎȊȅΩŜƎƻ όtw±ύΣ ǎŊ ǊŜǇǊŜȊŜƴǘŀƴǘŀƳƛ ǊȊťŘǳ 

Herpesvirales, rodziny Herpesviridae, podrodziny Alphaherpesvirinae (Tabela 6). 

!ƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎȅ ǎŊ ōƭƛǎƪƻ ǎǇƻƪǊŜǿƴƛƻƴŜ Ȋ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭŀƳƛ ŘǿƽŎƘ ǇƻȊƻǎǘŀƱȅŎƘ ǇƻŘǊƻŘȊƛƴ 

Herpesviridae ς Betaherpesvirinae i Gammaherpesvirinae ς Řƻ ƪǘƽǊȅŎƘ ƴŀƭŜȍŊΣ  

m.in. ludzki wirus cytomegalii (HCMV/HHV-рύΣ ǿƛǊǳǎ ǊǳƳƛŜƴƛŀ ƴŀƎƱŜƎƻ όII±-6) ς  

ȊŀƭƛŎȊŀƴŜ Řƻ ōŜǘŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ƻǊŀȊ ƻƴƪƻƎŜƴƴŜ ƎŀƳƳŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎȅ ς wirus Epsteina-Barr 

ό9.±κII± пύ ƛ ǿƛǊǳǎ Ƴƛťǎŀƪŀ Kaposiego (KSHV/HHV-8). 

  aƻǊŦƻƭƻƎƛŀ ǿƛǊƛƻƴǳ ƛ ƻǊƎŀƴƛȊŀŎƧŀ ƎŜƴƻƳǳ ƴŀ ǇǊȊȅƪƱŀŘȊƛŜ .ƻI±-1  

ƧŜǎǘ ȊƎƻŘƴŀ  Ȋ ƻƎƽƭƴȅƳ ǎŎƘŜƳŀǘŜƳ ōǳŘƻǿȅ ŎȊŊǎǘƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ ŎȊƱƻƴƪƽǿ  

podrodziny Alphaherpesvirinae i rodziny Herpesviridae (Rycina 4). BoHV-1 jest stosunkowo 

ŘǳȍȅƳ ǿƛǊǳǎŜƳ όǏǊŜŘƴƛŎŀ ǿƛǊƛƻƴǳ ǿȅƴƻǎƛ ok. 100 nm) o genomie w postaci linearnego 

ŘǿǳƴƛŎƛƻǿŜƎƻ 5b!Σ ȊŀƳƪƴƛťǘŜƎƻ ǿ ƛƪƻȊŀŜŘǊŀƭƴȅ ƪŀǇǎȅŘ ƻǘƻŎȊƻƴȅ ǘŜƎǳƳŜƴǘŜƳ όǎǘǊǳƪǘǳǊŊ 

ōƛŀƱƪƻǿŊ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴŊ Řƭŀ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ȊƴŀƧŘǳƧŊŎŊ ǎƛť ƴŀ ȊŜǿƴŊǘǊȊ ƴǳƪƭŜƻƪŀǇǎȅŘǳύ 

oraz dwuwarstwŊ ƭƛǇƛŘƻǿŊ όǇƻŎƘƻŘȊŊŎŀ Ȋ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿŜƎƻ ƪƻƳƽǊƪƛ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀύΣ 

ǿ ƪǘƽǊŜƧ ǎŊ ȊŀƪƻǘǿƛŎȊƻƴŜ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ό[ƻōŀƴƻv i wsp., 2010). 
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¢!.9[! сΦ {ƪǊƽŎƻƴŀ ƴƻǿƻŎȊŜǎƴŀ ǎȅǎǘŜƳŀǘȅƪŀ ǇƻŘǊƻŘȊƛƴȅ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ǿ ƻōǊťōƛŜ ǊȊťŘǳ Herpesvirales. 
(na podstawie: https://talk.ictvonline.org/taxonomy). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

wȊŊŘ 

Herpesvirales 

 Rodzina 

 Herpesviridae 

  Podrodzina  

  Alphaherpesvirinae 

   Rodzaj 

    Iltovirus 

    Gatunek Gallid alphaherpesvirus 1 (GaHV-1) 

    Mardivirus 

    Gatunek Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2) 

    Scutavirus 

    Gatunek Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) 

    Simplexvirus 

    Gatunek Human alphaherpesvirus 1 (HSV-1) 

Human alphaherpesvirus 2 (HSV-2) 

    Varicellovirus 

     Human herpesvirus 3/ Varicella zoster virus (HHV-3, 

VZV) 

Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1, BHV-1) 

Suid alphaherpesvirus 1/ Pseudorabies Virus (SuH-1, 

PRV) 

  Betaherpesvirinae 

  Gammaherpesvirinae 
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RYCINA 4. Schemat wirionu alfaherpeswirusa. όȋǊƽŘƱƻΥ 

https://viralzone.expasy.org/176?outline=all_by_species).  

 

Genom BoHV-мΣ ƻ ŎŀƱƪƻǿƛǘŜƧ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ морΣр ƪǇȊΣ ǊŜǇǊŜȊŜƴǘǳƧŜ ƪƭŀǎť 5Σ  

Ŏƻ ǿǎƪŀȊǳƧŜΣ ƛȍ ƻōŜƧƳǳƧŜ ƻƴ Řǿŀ ǊŜƎƛƻƴȅΣ ƻƪǊŜǏƭŀƴŜ ƧŀƪƻΥ ǳƴƛƪŀƭƴȅ ŘƱǳƎƛ ς UL (ang. unique long)  

ƻǊŀȊ ǳƴƛƪŀƭƴȅ ƪǊƽǘƪƛ ς US (ang. unique short), ς ƻǘƻŎȊƻƴȅ ǇǊȊŜȊ ǎŜƪǿŜƴŎƧŜ ǇƻǿǘƽǊȊŜƵ 

ƻŘǿǊƽŎƻƴȅŎƘ ǿŜǿƴťǘǊȊƴȅŎƘ όŀƴƎΦ internal repeats ς IR) i terminalnych (ang. terminal repeats 

ς ¢wύΦ ² ǘǊŀƪŎƛŜ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧƛ ǊŜƎƛƻƴ ¦[ ƳƻȍŜ ȊƳƛŜƴƛŀŏ ƻǊƛŜƴǘŀŎƧť ǿȊƎƭťŘŜƳ ¦{,  

Ŏƻ ǿŀǊǳƴƪǳƧŜ ŦǳƴƪŎƧƻƴƻǿŀƴƛŜ ƎŜƴƻƳǳ ŀȍ ǿ ŎȊǘŜǊŜŎƘ ƛȊƻŦƻǊƳŀŎƘ όaǳȅƭƪŜƴǎ ƛ ǿǎǇΦΣ нллтύΦ 

  Kompletna zdeponowana sekwencja genomu BoHV-1  

ǿ ōŀȊƛŜ DŜƴ.ŀƴƪ ό{ŎƘǿȅȊŜǊ ƛ ǿǎǇΦΣ мффтύ ǇƻȊǿŀƭŀ ƴŀ ƛŘŜƴǘȅŦƛƪŀŎƧť όŘƻ ǘŜƧ ǇƻǊȅύ  

73 funkcjonalnych otwartych ramek odczytu. ½Ŝǎǘŀǿ ƎŜƴƽǿ .I±-м ȊƻǎǘŀƱ ǇƻŘȊƛŜƭƻƴȅ ƴŀ ŘǿƛŜ 

ƪŀǘŜƎƻǊƛŜ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǿǇƱȅǿ ŘŜƭŜŎƧƛ ǿȅōǊŀƴŜƎƻ ƎŜƴǳ ƴŀ ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǇƻǿǎǘŀƱŜƎƻ ǿ ǘŜƴ ǎǇƻǎƽō 

Ƴǳǘŀƴǘŀ Řƻ ƴŀƳƴŀȍŀƴƛŀ ǎƛť ǿ ƪǳƭǘǳǊŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΦ {ǘŊŘΣ ƎŜƴȅ Ȋ ƎǊǳǇȅ ƴƛŜȊōťŘƴȅŎƘ 

(obligatoryjnych) (ang. essential) ς odpowiedzialne za utrzymanie procesu replikacji, 

ŘŜǘŜǊƳƛƴǳƧŊ ǇǊȊŜǊǿŀƴƛŜ ǇǊƻŎŜǎǳ ƴŀƳƴŀȍŀƴƛŀΣ ǇƻŘŎȊŀǎ ƎŘȅ ŘŜƭŜŎƧŀ ƪǘƽǊŜƎƻƪƻƭǿƛŜƪ  

Ȋ ƎŜƴƽǿ nieobligatoryjnych (ang. non-essentialύ ƴƛŜ ǎƪǳǘƪǳƧŜ ŜŦŜƪǘŜƳ ōƭƻƪǳƧŊŎȅƳ  

Ŏȅƪƭ ǊŜǇƭƛƪŀŎȅƧƴȅΣ ƳƻȍŜ ƴŀǘƻƳƛŀǎǘ ǿ ƴƛŜƪǘƽǊȅŎƘ ǇǊȊȅǇŀŘƪŀŎƘ ȊƳƴƛŜƧǎȊȅŏ  

ǿȅŘŀƧƴƻǏŏ Ǉƻǿǎǘŀǿŀƴƛŀ ŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘΦ  

  ²ƛťƪǎȊƻǏŏ ƎŜƴƽǿΣ ƪǘƽǊȅŎƘ ƴŀȊǿȅ ȊƻǎǘŀƱȅ ǳǎǘŀƭƻƴŜ ƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ƛŎƘ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƪƽǿ  

u wirusa opryszczki pospolitej (HSV-1) (Manservigi i Cassai, 1991),  

ƪƻŘǳƧŜ ōƛŀƱƪŀ ȊŀŀƴƎŀȍƻǿŀƴŜ ǿ ƳŜǘŀōƻƭƛȊƳ ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘΣ ǎȅƴǘŜȊť 5b! ƛ ƳƻŘȅŦƛƪŀŎƧŜ 
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ōƛŀƱŜƪ όwƻƛȊƳŀƴ ƛ tŜƭƭŜǘΣ нллмύΦ CǳƴƪŎƧŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀƭƴŜ ǇŜƱƴƛŊ Ŏƻ ƴŀƧƳƴƛŜƧ оо ōƛŀƱƪŀΣ  

ŀ мл Ȋ ƴƛŎƘ ǎǘŀƴƻǿƛŊ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅΦ {ŜƪǿŜƴŎƧŜ ƪƻŘǳƧŊŎŜ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅΥ ƎY όƎŜƴ ¦[роύΣ  

Ǝ/ ό¦[ппύΣ Ǝ. ό¦[нтύΣ ƎI ό¦[ннύΣ Ǝa ό¦[млύ ƛ Ǝ[ ό¦[мύ ȊƴŀƧŘǳƧŊ ǎŊ ǿ ƻōǊťōƛŜ ǊŜƎƛƻƴǳ ¦L, 

ƴŀǘƻƳƛŀǎǘ ǇƻȊƻǎǘŀƱŜ ǎŊ ȊƭƻƪŀƭƛȊƻǿŀƴŜ ǿ ǊŜƎƛƻƴƛŜ ¦S ς gG (UL4), gD (UL6), gI (US7) i gE (US8). 

²ȅƧŊǘƪƻǿƻ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ .ƻI±-1 produkt genu UL49.5 nie ulega glikozylacji podczas  

ƻōǊƽōƪƛ ǇƻǎǘǘǊŀƴǎƭŀŎȅƧƴŜƧΣ ƧŜŘƴŀƪ ōƛŀƱƪƻ ǘƻ ǇƻǎƛŀŘŀ ǎǿƻƧŜ ƎƭƛƪƻȊȅƭƻǿŀƴŜ ƘƻƳƻƭƻƎƛ  

ǳ ƛƴƴȅŎƘ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ƛ ǿ ōŀȊƛŜ DŜƴ.ŀƴƪ ƴŀȊǿŀƴŜ ƧŜǎǘ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴŊ b όauylkens i wsp., 

2007).  

 

3.2.1.2 /ȅƪƭ ǊŜǇƭƛƪŀŎȅƧƴȅ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ 
 

aƻŘŜƭ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧƛ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ȊƻǎǘŀƱ ǇƻȊƴŀƴȅ ƴŀƧōŀǊŘȊƛŜƧ ŘƻƪƱŀŘƴƛŜ  

ƴŀ ǇǊȊȅƪƱŀŘȊƛŜ HSV-1 ƛ ǇǊȊŜōƛŜƎŀ ƻƴ ǿ ǎǇƻǎƽō ǇƻŘƻōƴȅ Řƭŀ ǿǎȊȅǎǘƪƛŎƘ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ 

(Rycina 5). W pierwszym etapie, glikoproteiny: Ǝ. ƛκƭǳō Ǝ/Σ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎŜ  

ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƻǎƱƻƴƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧΣ ǿƛŊȍŊ ǎƛť Ȋ ǊŜǎȊǘŀƳƛ ŎǳƪǊƻǿȅƳƛ ǎƛŀǊŎȊŀƴǳ ƘŜǇŀǊŀƴǳ 

ȊƭƻƪŀƭƛȊƻǿŀƴȅƳƛ ǿ ōƱƻƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀΣ ǘǿƻǊȊŊŎ ǿƛŊȊŀƴƛŜ  

ƻ ǎƱŀōȅƳ ǇƻǿƛƴƻǿŀŎǘǿƛŜΦ ² ŘŀƭǎȊŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛ ŘƻŎƘƻŘȊƛ Řƻ ǳǘǿƻǊȊŜƴƛŀ ǎǘŀōƛƭƴŜƎƻ ǿƛŊȊŀƴƛŀ 

ǇƻƳƛťŘȊȅ ōƛŀƱƪƛŜƳ Ǝ5 ƛ ƘŜǘŜǊƻŘƛƳŜǊŜƳ ƎIκƎ[ ŀ ǊŜŎŜǇǘƻǊŀƳƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅƳƛΣ  

ǇƻǏǊƽŘ ƪǘƽǊȅŎƘ ȊƛŘŜƴǘȅŦƛƪƻǿŀƴƻ ƳƻƭŜƪǳƱȅ ƴŀƭŜȍŊŎŜ Řƻ ŎȊǘŜǊŜŎƘ ƪƭŀǎΣ ƳΦƛƴΦ ƴŀƭŜȍŊŎŜ Řƻ ǊƻŘȊƛƴȅ 

ŎȊȅƴƴƛƪŀ ƳŀǊǘǿƛŎȅ ƴƻǿƻǘǿƻǊƽǿ ōƛŀƱƪƻ I±9a όŀƴƎΦ herpesvirus entry mediator),  

ōƛŀƱƪŀ ŀŘƘŜȊȅƧƴŜΥ ƴŜƪǘȅƴť-м ƭǳō ƴŜƪǘȅƴť-нΣ ŎȊȅ ǘŜȍ ƳƻŘȅŦƛƪƻǿŀƴŊ ŎȊťǏŏ ǎƛŀǊŎȊŀƴǳ ƘŜǇŀǊŀƴǳΦ 

¦ƪƻƵŎȊŜƴƛŜ ǇƻǿȅȍǎȊȅŎƘ ŜǘŀǇƽǿ ǳƳƻȍƭƛǿƛŀ ŦǳȊƧť ƻǎƱƻƴƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ  

Ȋ ōƱƻƴŊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇŜǊƳƛǎȅǿƴŜƧΣ ǳǿƻƭƴƛŜƴƛŜ ƴǳƪƭŜƻƪŀǇǎȅŘƽǿ Řƻ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳȅΣ ƻŘŘȊƛŜƭŜƴƛŜ 

warsǘǿȅ ǘŜƎǳƳŜƴǘǳ ƛ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘΣ Ȋŀ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎǘǿŜƳ ƳƻǘƻǊȅŎȊƴŜƎƻ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ ŘȅƴŜƛƴƻǿŜƎƻ 

ȊǿƛŊȊŀƴŜƎƻ Ȋ ƳƛƪǊƻǘǳōǳƭŀƳƛΣ ǿ ƪƛŜǊǳƴƪǳ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛ ƻƪƻƱƻƧŊŘǊƻǿŜƧ ƪƻƳƽǊƪƛΦ  

¢ŀƳ ƪŀǇǎȅŘȅ ƭƻƪŀƭƛȊǳƧŊ ǎƛť ǿ Ǉƻōƭƛȍǳ ǇƻǊƽǿ ƧŊŘǊƻǿȅŎƘΣ ǇǊȊŜȊ ƪǘƽǊŜ ǿƛǊǳǎƻǿȅ 5b!  

ƧŜǎǘ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅ Řƻ ǿƴťǘǊȊŀ ƧŊŘǊŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻ ƛ ǳƭŜƎŀ ŎȅǊƪǳƭŀǊȅȊŀŎƧƛΦ 
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RYCINA 5.  Schemat cyklu replikacyjnego alfaherpeswirusa. N ς ƧŊŘǊƻ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜΣ bt ς ǇƻǊȅ ƧŊŘǊŀ 
ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻΣ ba ς ōƱƻƴȅ ƧŊŘǊŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻΣ w9w ς retikulum endoplazmatyczne szorstkie, MT ς mikrotubule, 
M ς mitochondrium, G ς aparat Golgiego, TGN ς ŎȊťǏŏ trans aparatu Golgiego (na podstawie Mettenleiter i wsp., 
2009). 

 

          ¢ǊŀƴǎƪǊȅǇŎƧŀΣ ǎȅƴǘŜȊŀ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ƛ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧŀ ǿƛǊǳǎƻǿŜƎƻ 5b! ƳŀƧŊ charakter 

ƪŀǎƪŀŘƻǿȅΦ ² ǇƛŜǊǿǎȊŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛΣ ƛƴŘǳƪƻǿŀƴŜ ōƛŀƱƪŀƳƛ ǘŜƎǳƳŜƴǘǳ όƳΦƛƴΦ ±tмс ς  

ȊƴŀƴŜ Ƨŀƪƻ ǘǊŀƴǎŀƪǘȅǿŀǘƻǊ ƎŜƴƽǿ ʰΣ ǾƘǎ ς ōƛŀƱƪƻ ƻ ǿƱŀǏŎƛǿƻǏŎƛŀŎƘ ŜƴŘƻǊȅōƻƴǳƪƭŜŀzy)  

ƛ ǇǊȊȅ ǳŘȊƛŀƭŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ǇƻƭƛƳŜǊŀȊȅ wb! LLΣ ǎŊ ǘǊŀƴǎƪǊȅōƻǿŀƴŜ ƎŜƴȅ ʰΣ  

zwane natychmiastowo wczesnymi (IE ς ang. immediate-earlyύΦ LŎƘ ǇǊƻŘǳƪǘȅ ǇŜƱƴƛŊ ŦǳƴƪŎƧŜ 

ǊŜƎǳƭŀǘƻǊƻǿŜ ƛ ǎŊ ƴƛŜȊōťŘƴŜ Řƻ ŜƪǎǇǊŜǎƧƛ ƎŜƴƽǿ ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ ƻǊŀȊ ǇƽȋƴȅŎƘΦ  

² ǇǊȊŜŎƛǿƛŜƵǎǘǿƛŜ Řƻ ƛƴƴȅŎƘ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΣ ǿƛǊǳǎ tw± ǇƻǎƛŀŘŀ ǘȅƭƪƻ ƧŜŘŜƴ ƎŜƴ L9Σ  

ƪǘƽǊȅ ƧŜǎǘ ǘǊŀƴǎƪǊȅōƻǿŀƴȅ ǿ ŦŀȊƛŜ ƴŀǘȅŎƘƳƛŀǎǘƻǿƻ-wczesnej. bŀǎǘťǇƴƛŜ ǘǊŀƴǎƪǊȅǇŎƧƛ ǳƭŜƎŀƧŊ 

geny b ς wczesne (E ς ang. earlyύΣ ȊǿƛŊȊŀƴŜ ƎƱƽǿƴƛŜ Ȋ ƳŜǘŀōƻƭƛȊƳŜƳ ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘΦ  

LŎƘ ǇƻƧŀǿƛŜƴƛŜ ǎƛť ǿ ȊŀƪŀȍƻƴŜƧ ƪƻƳƽǊŎŜ ǎȅƎƴŀƭƛȊǳƧŜ ǇƻŎȊŊǘŜƪ ǎȅƴǘŜȊȅ ǿƛǊǳǎƻǿŜƎƻ 5b!  
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ƛ ǘǊŀƴǎƪǊȅǇŎƧť ƎŜƴƽǿ ǇƽȋƴȅŎƘ ς ʴ ό[ ς ang. lateύΣ ƪƻŘǳƧŊŎȅŎƘ ōƛŀƱƪŀ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀƭƴŜ  

ƻǊŀȊ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ƻǎƱƻƴƪƛ όaŜǘǘŜnleiter, 2000; Weir, 2001).  

         aƻŘŜƭ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧƛ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ƎŜƴŜǘȅŎȊƴŜƎƻ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ȊŀƪƱŀŘŀΣ ƛȍ ƪƻƭƛǎǘŀ ŦƻǊƳŀ 

ƎŜƴƻƳǳ ǎƱǳȍȅ Ƨŀƪƻ ƳŀǘǊȅŎŀ Řƻ ǇƛŜǊǿǎȊŜƧ ǊǳƴŘȅ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧƛ ǘȅǇǳ thetaΣ ǊƻȊǇƻŎȊȅƴŀƧŊŎŜƧ  

ǎƛť ǿ ƳƛŜƧǎŎu inicjacji replikacji. W dalszej kolŜƧƴƻǏŎƛΣ ǇƻǇǊȊŜȊ ƴƛŜȊƴŀƴȅ  

ŘƻǘŊŘ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳΣ ƴŀǎǘťǇǳƧŜ ȊƳƛŀƴŀ ŘǿǳƪƛŜǊǳƴƪƻǿŜƧ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧƛ ƴŀ ƳƻŘŜƭ ǘƻŎȊŊŎŜƎƻ ǎƛť ƪƻƱŀΣ 

ƎŜƴŜǊǳƧŊŎȅ ǇƻǿǎǘŀƴƛŜ ƪƻƴƪŀǘŀƳŜǊȅŎȊƴŜƧ ŦƻǊƳȅ 5b! ƻ ȊƱƻȍƻƴŜƧΣ ǊƻȊƎŀƱťȊƛƻƴŜƧ ǎǘǊǳƪǘǳǊȊŜΦ 

tƽȋƴƛŜƧǎȊŀ ǊŜƪƻƳōƛƴŀŎƧŀ ǇƻƳƛťŘȊȅ ƪƻƴƪŀǘŀƳŜǊŀƳƛ ǇǊƻǿŀŘȊi do formowania  

ƛ ǳǎȊŜǊŜƎƻǿŀƴƛŀ ǊƽȍƴȅŎƘ ƪƻƴŦƛƎǳǊŀŎƧƛ ǊŜƎƛƻƴƽǿ ¦[ ƛ ¦{Φ tƻǿǎǘŀƱŜ ǿ ǿȅƴƛƪǳ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧƛ 5b! 

ƪƻƴƪŀǘŀƳŜǊȅΣ Ǉƻ ǇƻŘȊƛŀƭŜ ƴŀ ƴƛŜȊŀƭŜȍƴŜ ƧŜŘƴƻǎǘƪƛΣ ǎŊ ƪƛŜǊƻǿŀƴŜ Řƻ ƪŀǇǎȅŘƽǿ ƛ ǿ ŦƻǊƳƛŜ 

nukleokapsydu ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿŀƴŜ Ȋ ƧŊŘǊŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻ Řƻ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳȅΣ ƎŘȊƛŜ ȊƻǎǘŀƧŊ 

ƻǇƱŀǎȊŎȊƻƴŜ ǿŀǊǎǘǿŊ ǘŜƎǳƳŜƴǘǳΦ bŀōȅǿŀƴƛŜ ƻǎǘŀǘŜŎȊƴŜƧ ƭƛǇƛŘƻǿŜƧ ƻǎƱƻƴƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ 

ȊŀŎƘƻŘȊƛ ǇƻǇǊȊŜȊ ǇŊŎȊƪƻǿŀƴƛŜ ƴƛŜŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ŦƻǊƳ ǿƛǊƛƻƴƽǿ Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ǎȅǎǘŜƳǳ   

trans-Golgi (TGN - ang. trans Golgi networkύ ƭǳō ŜƴŘƻǎƻƳƽǿΣ ǿ ƪǘƽǊȅŎƘ ōƱƻƴƛŜ ȊƴŀƧŘǳƧŊ  

ǎƛť Ƨǳȍ ŘƻƧǊȊŀƱŜ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ό9ƴǉǳƛǎǘ ƛ ǿǎǇΦΣ мффуΤ aŜǘǘŜƴƭŜƛǘŜǊ ƛ ǿǎǇΦΣ нллнύΦ 

wƽǿƴƛŜȍ Ȋ ǳŘȊƛŀƱŜƳ ǘȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ƴŀǎǘťǇǳƧŜ ǇǊȊŜƳƛŜǎȊŎȊŜƴƛŜ ŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ  

ƛ ƛŎƘ ǳǿƻƭƴƛŜƴƛŜ Řƻ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ǿ ǿȅƴƛƪǳ ŦǳȊƧƛ Ǉťcherzyka 

ǘǊŀƴǎǇƻǊǘǳƧŊŎŜƎƻ Ȋ ōƱƻƴŊ ƪƻƳƽǊƪƻǿŊΦ aƻȍƭƛǿŜ ƧŜǎǘ ǊƻȊǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛŀƴƛŜ ǎƛť ǿƛǊǳǎŀ  

Řƻ ƻǘŀŎȊŀƧŊŎȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪΦ    

 

3.2.1.3 Odpowiedz immunologiczna i wirusowe mechanizmy ingerencji w infekcji 

alfaherpeswirusowej  
 

wŜŀƪŎƧŀ ǳƪƱŀŘǳ ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ ƴŀ ƛƴŦŜƪŎƧŊ ǿƛǊǳǎƻǿŊ  

ǊƻȊǇƻŎȊȅƴŀ ǎƛť ǿ ƳƻƳŜƴŎƛŜ ǇƻƧŀǿƛŜƴƛŀ ǎƛť ǿƛǊǳǎŀ ǿ organizmie ƛ ǇƻŎȊŊǘƪƻǿȅŎƘ ŜǘŀǇŀŎƘ 

ƛƴŦŜƪŎƧƛΦ ½ŀŀƴƎŀȍƻǿŀƴŀ ƴŀ ŜǘŀǇƛŜ ȊǿŀƭŎȊŀƴƛŀ ȊŀƪŀȍŜƴƛŀ ƻŘǇƻǿƛŜŘȋ ƴƛŜǎǿƻƛǎǘŀ ƻōŜƧƳǳƧŜ 

ŀƪǘȅǿŀŎƧť ƳŀƪǊƻŦŀƎƽǿΣ ƴŜǳǘǊƻŦƛƭƛΣ ƎǊŀƴǳƭƻŎȅǘƽǿ ƻǊŀȊ ǇǊƻŘǳƪŎƧť ƛƴǘŜǊŦŜǊƻƴǳ ǘȅǇǳ LL ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƛ  

do powstania miejscowego stanu zapalanego. W dalszym eǘŀǇƛŜ ƛǎǘƻǘƴŊ Ǌƻƭť ƻŘƎǊȅǿŀ 

ƻŘǇƻǿƛŜŘȋ ƴŀōȅǘŀΣ ȊŀƭŜȍƴŀ ƻŘ ƭƛƳŦƻŎȅǘƽǿ ¢ ƛ .Σ ŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ƴŜǳǘǊŀƭƛȊǳƧŊŎŜΣ  

ǎƪƛŜǊƻǿŀƴŜ ƎƱƽǿƴƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿƪƻ ǿƛǊǳǎƻǿȅƳ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴƻƳ όƎ.Σ Ǝ/Σ Ǝ5 ƛ Ǝ9ύΣ  

ƘŀƳǳƧŊ ǊƻȊǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛŀƴƛŜ ǎƛť ǿƛǊǳǎŀ ό.ŀōƛǳƪ ƛ ǿǎǇΦΣ мффсύΦ aŜŎƘŀƴƛȊƳȅ ǘŜ ƴƛŜ ǎŊ ƧŜŘƴŀƪ  

ǿ ǎǘŀƴƛŜ ŎŀƱƪƻǿƛŎƛŜ ǿȅŜƭƛƳƛƴƻǿŀŏ ǇŀǘƻƎŜƴǳΣ ƪǘƽǊȅ Ǉƻ ǇƛŜǊǿƻǘƴŜƧ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ǇƻȊƻǎǘŀƧŜ  
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ǿ ƻǊƎŀƴƛȊƳƛŜ ƴŀ ŎŀƱŜ ȍȅŎƛŜΦ 5ȊƛŜƧŜ ǎƛť ǘŀƪ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ Ŧŀƪǘ ǊƻȊǿƛƴƛťŎƛŀ  

ǇǊȊŜȊ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎȅ ǎǘǊŀǘŜƎƛƛ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀŎȅƧƴȅŎƘ ƛ ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛŜƎƻ ǳƴƛƪŀƴƛŀ 

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

a) ǿȅƪǎȊǘŀƱŎŜƴƛŜ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ǳǘŀƧƻƴŜƧ ς latentnej 

b) zawracanie wysoko immunogennych glikoprotein wirusowych  

Ȋ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜƧ ƪƻƳƽǊƪƛΥ 

-  ƛƴŘǳƪƻǿŀƴŀ ǇǊȊŜȊ ǿƛŊȊŀƴƛŜ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘΣ 

ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƧŀ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴ Ȋ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƳƻƴƻŎȅǘƽǿ ǇǊȊȅ ǳŘȊƛŀƭŜ Ǝ. ƛ Ǝ5  

όCŀǾƻǊŜŜƭ ƛ ǿǎǇΦ нллнΤ CƛŎƛƵǎƪŀ ƛ ǿǎǇΦ нллрύ 

c) ƛƴŘǳƪƻǿŀƴŜ ŀƪǘȅǿƴƻǏŎƛŊ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ingerowanie w proces prezentacji 

ŀƴǘȅƎŜƴǳ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aIC klasy I:  

-  ōƭƻƪƻǿŀƴƛŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ ōƛŀƱƪƻǿŜƎƻ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŜǊŀ ȊǿƛŊȊŀƴŜƎƻ Ȋ ǇǊȊŜǘǿŀǊȊŀƴƛŜƳ 

antygenu (TAP ang. transporter associated with antigen processingύ ƴŀƭŜȍŊŎŜƎƻ 

 Řƻ ǊƻŘȊƛƴȅ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŜǊƽǿ Ȋ ƪŀǎŜǘŊ ǿƛŊȍŊŎŊ !¢tΣ ȊǿƛŊȊŀƴŜƎƻ Ȋ ǇǊƻŎŜǎŜƳ 

prezentacji antygenu ǇǊȊŜȊ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ aI/ ƪƭŀǎȅ L όTomazin i wsp., 1998;  

Koppers-Lalic i wsp. 2005; Koppers-Lalic i wsp., 2008; Verweij i wsp., 2015;  

Matschulla i wsp., 2017) 

-  ȊƳƴƛŜƧǎȊŜƴƛŜ ƛƭƻǏŎƛ ǎȅƴǘŜǘȅȊƻǿŀƴȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ L Ƨŀƪƻ ǊŜȊǳƭǘŀǘ 

ŘȊƛŀƱŀƴƛŀ ōƛŀƱƪŀ ¦[пм όǾƘǎύ ǇƻǎƛŀŘŀƧŊŎŜgo ǿƱŀǏŎƛǿƻǏŎƛ ŜƴŘƻǊȅōƻƴǳƪƭŜŀȊȅ  

(Hinkley i wsp., 2000) 

- kierowanie ŎȊŊǎǘŜŎȊek MHC I do degradacji (van de Weijer i wsp., 2014;  

van den Boomen i Lehner, 2015; van de Weijer i wsp., 2015) 

- ȊŀōǳǊȊŜƴƛŜ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘǳ ǿŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ L  

(Abendroth i wsp., 2001; Park i wsp., 2004; Zuo i wsp., 2009; Griffin i wsp., 2010; 

Schuren i wsp., 2016) 

d) ingerencja w ŀƪǘȅǿƴƻǏŏ immunoproteasomu (Khan i wsp., 2004;  

van de Weijer i wsp., 2015) 
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e) ƘŀƳƻǿŀƴƛŜ ǇǊƻŘǳƪŎƧƛ ōƛŀƱŜƪ ƪƻƳƽǊƪƛ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀΥ 

-  ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ wirusowego mikroRNA ƴŀ ǘǊŀƴǎƪǊȅǇǘȅ ƪƻƳƽǊƪƛ 

gospodarza i wirusowe (Piedade i Azevedo-Pereira, 2016), 

-  ƘŀƳƻǿŀƴƛŜ ǘǊŀƴǎƪǊȅǇŎƧƛ ƎŜƴƽǿ ƪƻŘǳƧŊŎȅŎƘ ƛƴǘŜǊŦŜǊƻƴȅ  

ƪƭŀǎȅ L ǇǊȊŜȊ ōƛŀƱƪƻ .L/tл ό{ŀƛǊŀ ƛ Jones, 2006) 

- ƛƴƎŜǊƻǿŀƴƛŜ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ōƛŀƱŜƪ ƻ ŀƪǘȅǿƴƻǏŎƛ wb!Ȋȅ ς BGLF5 (Griffin i wsp., 2010) 

lub endonukleazy alkalicznej ς SOX (Griffin i wsp., 2010) 

f) ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛŜ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜ ƴŀ ŜƭŜƳŜƴǘȅ ǳƪƱŀŘǳ ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀΥ  

-  ȊŀōǳǊȊŜƴƛŜ ŦǳƴƪŎƧƻƴƻǿŀƴƛŀ ƳŀƪǊƻŦŀƎƽǿ, ƭƛƳŦƻŎȅǘƽǿ ƛ ƪƻƳƽǊŜƪ bY  

(Tikoo i wsp., 1995; Reyburn i wsp., 1997; Griffin i wsp., 2010), 

-  ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŜ ƭƛƳŦƻŎȅǘƽǿ /5пҌ ƴŀ ŘǊƻƎť ŀǇƻǇǘƻȊȅ ό.ŀōƛǳƪ ƛ ǿǎǇΦΣ 1996; Winkler  

i wsp., 1999), 

- interakcja gC z C3b - ǎƪƱŀŘƻǿŊ ǳƪƱŀŘǳ ŘƻǇŜƱƴƛŀŎȊŀ ς ōƭƻƪƻǿŀƴƛŜ ǏŎƛŜȍƪƛ 

alternatywnej (Huemer i wsp., 1993; Turin i wsp., 1999), 

-  ǿƛŊȊŀƴƛŜ ŎƘŜƳƻƪƛƴ ǇǊȊŜȊ ƎD ό.Ǌȅŀƴǘ ƛ ǿǎǇΦΣ нллоύ 

- ŀƪǘȅǿƴƻǏŏ ƛƳƳǳƴƻǎǳǇǊŜǎȅƧƴŀ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǘȊǿΦ ǿƛǊƻƪƛƴ ς ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ Ŏȅǘƻƪƛƴ 

(Spencer i wsp., 2002; Griffin i wsp., 2010) 

-  ǿƛŊȊŀƴƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳǇƭŜƪǎ Ǝ9κƎL ǇŜƱƴƛŊŎȅ ŦǳƴƪŎƧť ǊŜŎŜǇǘƻǊŀ CŎgR 

(Ndjamen I WSP., 2014) 

 

tƻƴŀŘǘƻΣ ǿȅǿƻƱŀƴŜ ƛƴŦŜƪŎƧŊ ǿƛǊǳǎƻǿŊ ǏǊƻŘƻǿƛǎƪƻ ƛƳƳǳƴƻǎǳǇǊŜǎȅƧƴŜ ȊǿƛťƪǎȊŀ 

ǇƻŘŀǘƴƻǏŏ ƻǊƎŀƴƛȊƳǳ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ ƴŀ ƛƴŦŜƪŎƧŜ ǿǘƽǊƴŜ όōŀƪǘŜǊȅƧƴŜΣ ƎǊȊȅōƻǿŜΣ ƛƴƴȅƳƛ ǿƛǊǳǎŀƳƛύ 

ƛ ǊƻȊǿƽƧ ŎƘƻǊƽō ǿǎǇƽƱǘƻǿŀǊȊȅǎȊŊŎȅŎƘΦ 
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3.2.1.4 ²ȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜ ǎȊƭŀƪƽǿ ŜƴŘƻŎȅǘƻȊȅ ǇǊȊŜȊ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ǇƻŘŎȊŀǎ Ŏȅƪƭǳ 

replikacyjnego  
 

²ȅǎǘťǇǳƧŊŎŜ ǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ōƛŀƱƪŀŎƘ ōƱƻƴƻǿȅŎƘ sekwencje endocytozy,  

takie jak motywy: tyrozynowy ό¸··ʊύ ƛ dileucynowy (LL) oraz ƪƭŀǎǘŜǊ ƪǿŀǏƴȅŎƘ 

ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿ ƻŘƎǊȅǿŀƧŊ ƪƭǳŎȊƻǿŊ Ǌƻƭť ǿ ƪƻƴǘǊƻƭƻǿŀƴƛǳ ǇǊƻŎŜǎƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ  

w tym endocytozy klŀǘǊȅƴƻȊŀƭŜȍƴŜƧΣ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛǳ ōƛŀƱŜƪ ƛ ŀƪǘȅǿŀŎƧƛ ǎȊƭŀƪƽǿ ǎȅƎƴŀƱƻǿȅŎƘΦ 

5ƻƴƛŜǎƛŜƴƛŀ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊƻǿŜ ŘƻǿƻŘȊŊΣ ƛȍ ǿƛŜƭŜ ǎǇƻǏǊƽŘ ōƛŀƱŜƪ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ȊŀǿƛŜǊŀ  

w swojej sekwencji opisywane motywy endocytozy (Favoreel i wsp., 2006),  

ƎŘȅȍ ǎȊƭŀƪƛ ŜƴŘƻŎȅǘƻȊȅ ǎŊ ǿȅƪƻǊȊystywane przez wirusowe glikoproteiny w zainfekowanej 

ƪƻƳƽǊŎŜ ǇƻŘŎȊŀǎ Ŏȅƪƭǳ ǊŜǇƭƛƪŀŎȅƧƴŜƎƻ όŘŜ ½ŀǊŀǘŜ ƛ ǿǎǇΦΣ нллтύΦ  

²ȅƪŀȊŀƴƻΣ ƛȍ ŜƴŘƻŎȅǘƻȊŀ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴ ƳƻȍŜ ǘƱǳƳŀŎȊȅŏ ǇǊƻŎŜǎ ǳƴƛƪŀƴƛŀ 

odpowiedzi immunologicznej ze strony gospodarza (Brideau i wsp., 2000; Favoreel i wsp., 

нллнύ ƛ ǎǇǊȊȅƧŀŏ ǿŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜƳǳ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿƛ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴ ƛ ōƛŀƱŜƪ ƻǎƱƻƴƪƛ ǿ ƳƛŜƧǎŎŜ 

ƪƻƵŎƻǿŜƎƻ Ƴƻƴǘŀȍǳ ŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ǿƛǊƛƻƴƽǿ όǇƻ ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƧƛ ǿ ōƱƻƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ 

ȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜƧ ƪƻƳƽǊƪƛ ōƛŀƱƪŀ ǎŊ ȊŀǿǊŀŎŀƴŜ Řƻ ƧŜƧ ǿƴťǘǊȊŀ ƛ ƎǊƻƳŀŘȊƻƴŜ ǿ ŎȊťǏŎƛ trans 

ŀǇŀǊŀǘǳ DƻƭƎƛŜƎƻ ό¢Dbύ ƭǳō ǳǘǿƻǊȊƻƴȅŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀŎƘ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǿȅŎƘύ  

(de Zarate i wsp., 2007) (Tabela 7). 

  bŀƧŎȊťǏŎƛŜƧ ǎǇƻǘȅƪŀƴȅ Ƴƻǘȅǿ ǘȅǊƻȊȅƴƻǿȅ ƴŀƭŜȍȅ Řƻ ǊƻŘȊƛƴȅ ¸··ʊΣ ƎŘȊƛŜ ¸ ǎǘŀƴƻǿƛ 

ǊŜǎȊǘť ǘȅǊƻȊȅƴȅΣ · ǊŜǎȊǘť ŘƻǿƻƭƴŜƎƻ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎǳΣ ŀ ʊ ǊŜǎȊǘť ǿȅǎƻŎŜ ƘȅŘǊƻŦƻōƻǿŜƎƻ 

aminokwasu. ²ŜŘƱǳƎ ŘŀƴȅŎƘ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊƻǿȅŎƘ Ƴƻǘȅǿ ǘȅǊƻȊȅƴƻǿȅ ȊƭƻƪŀƭƛȊƻǿŀƴȅ  

ǿ ŘƻƳŜƴƛŜ ŎȅǘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜƧ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ƧŜǎǘ ȊŀŀƴƎŀȍƻǿŀƴȅ ǿ ǎȊŜǊŜƎ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳƽǿΣ 

ǘŀƪƛŎƘ ƧŀƪΥ ŜƴŘƻŎȅǘƻȊŀ ƪƭŀǘǊȅƴƻȊŀƭŜȍƴŀ όƛƴǘŜǊŀƪŎƧŀ Ȋ ōƛŀƱƪƛŜƳ ŀŘŀǇǘƻǊƻǿȅƳ !t-2), transport 

ōƛŀƱŜƪ Ȋ ǊŜǘƛƪǳƭǳƳ ŜƴŘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴŜƎƻ Řƻ ŀǇŀǊŀǘǳ DƻƭƎƛŜƎƻ όǇǊŀǿŘƻǇƻŘƻōƴƛŜ ǇƻǇǊȊŜȊ 

ƳŀǎƪƻǿŀƴƛŜ ǎȅƎƴŀƱǳ ǊŜǘŜƴŎƧƛ ǿ 9w ƭǳō ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜ Ȋ ōƛŀƱƪƛŜƳ /ht-II),  

ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŜ ōŀȊƻƭŀǘŜǊŀƭƴŜ όǳŘȊƛŀƱ ōƛŀƱƪŀ ŀŘŀǇǘƻǊƻǿŜƎƻ !t-1B), sortoǿŀƴƛŜ ǿƛǊƛƻƴƽǿ  

Řƻ ŀƪǎƻƴƽǿΣ ǇǊȊŜƪŀȊȅǿŀƴƛǳ ǎȅƎƴŀƱƽǿ όǇǊŀǿŘƻǇƻŘƻōƴƛŜ ŘȊƛťƪƛ ŦƻǎŦƻǊȅƭŀŎƧƛ ǇǊȊŜȊ ƪƛƴŀȊť 

ǘȅǊƻȊȅƴƻǿŊύΦ ZaobserwowanƻΣ ƛȍ ƘŜǘŜǊƻƻƭƛƎƻƳŜǊȅ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ǊƽǿƴƛŜȍ ƳƻƎŊ ǳƭŜƎŀŏ 

ŜƴŘƻŎȅǘƻȊƛŜ ǿ ƻǇŀǊŎƛǳ ƻ ŎƘƻŏ ƧŜŘŜƴ Ƴƻǘȅǿ ǘȅǊƻȊȅƴƻǿȅ ƻōŜŎƴȅ ǿ ǇƻƭƛǇŜǇǘȅŘȊƛŜ ǘǿƻǊȊŊŎȅƳ 

ƪƻƳǇƭŜƪǎ όǇǊȊȅƪƱŀŘ ǎǘŀƴƻǿƛ Ǝ9 ±½± ƛ tw±Σ ƪǘƽǊŜƧ ǎŜƪǿŜƴŎƧŀ ¸··ʊ ǇƻǿƻŘǳƧŜ ŜƴŘƻŎȅǘƻȊť 

kompleksu gE/gI (Alconada i wsp., 1998; Tirabassi i Enquist, 2000). 
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¢!.9[! тΦ [ƻƪŀƭƛȊŀŎƧŀ ƛ ŦǳƴƪŎƧŜ Ƴƻǘȅǿǳ ǘȅǊƻȊȅƴƻǿŜƎƻ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘΦ 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

motyw endocytozy homolog 

wirusowy 

funkcja ƻŘƴƻǏƴƛƪ 

literaturowy 

motyw tyrozynowy gB HSV, PRV, VZV 

 

endocytoza z powierzchni 

ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ 

(Heineman i Hall, 

2001; Favoreel i wsp., 

2002; Fan i wsp., 2002; 

de Zarate i wsp., 2007) 

gD PRV (CƛŎƛƵǎƪŀ ƛ ǿǎǇΦΣ нллрύ 

gE PRV, VZV (Alconada i wsp., 1996; 

Olson i Grose, 1997; 

Tirabassi i Enquist, 

2000) 

gH VZV (Pasieka i wsp., 2003) 

 gB HSV, VZV transport z ER do aparatu 

Golgiego 

(Favoreel i wsp., 2006) 

 gB PRV sortowanie bazolateralne (Favoreel i wsp., 2006) 

 gE PRV Ƴƻǘȅǿ ǎȅƎƴŀƱƻǿȅ (Favoreel i wsp., 2006) 

 US9 PRV ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŜ Řƻ ŀƪǎƻƴƽǿ (Favoreel i wsp., 2006) 

motyw 

dileucynowy 

gB VZV i PRV 

 

ŜƴŘƻŎȅǘƻȊŀ ōƛŀƱŜƪ 

wirusowych i ich 

ǇǊŀǿƛŘƱƻǿŀ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧŀ ǿ 

ƻōǊťōƛŜ ŀǇŀǊŀǘǳ DƻƭƎƛŜƎƻ  

(Heineman i Hall, 

2001) 

 

ƪƭŀǎǘŜǊ ƪǿŀǏƴȅŎƘ 

ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿ  

gE VZV ǇƻǏǊŜŘƴƛŎȊŜƴƛŜ  

w transporcie 

ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ Řƻ ŎȊťǏŎƛ 

trans aparatu Golgiego  

(Alconada i wsp., 1999) 
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aƻǘȅǿ ŘƛƭŜǳŎȅƴƻǿȅ ό[[ύΣ ƪǘƽǊŜƎƻ ŦǳƴƪŎƧŀ ƛ ŘȊƛŀƱŀƴƛŜ ǎŊ ǇƻŘƻōƴŜ  

Ƨŀƪ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ Ƴƻǘȅǿǳ ǘȅǊƻȊȅƴƻǿŜƎƻΣ ǇŜƱƴƛ ǎǿƻƧŊ Ǌƻƭť  

ǇǊȊŜȊ ǿƛŊȊŀƴƛŜ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ƻōŜƧƳǳƧŊŎŜƧ ǊŜǎȊǘȅ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŜ ƭŜǳŎȅƴȅ  

Řƻ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪƛ ˋ ōƛŀƱƪŀ ŀŘŀǇǘƻǊƻǿŜƎƻ Ȋ ǊƻŘȊƛƴȅ !t όYŜƭƭȅ ƛ ǿǎǇΦΣ нллуύ.  

  YƭŀǎǘŜǊ ƪǿŀǏƴȅŎƘ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿΣ ƴŀƭŜȍŊŎȅ Řƻ ǊƻŘȊƛƴȅ Ƴƻǘȅǿƽǿ ǎȅƎƴŀƱƻǿȅŎƘ ƻǇŀǊǘȅŎƘ 

ƻ ǊŜǎȊǘȅ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿ ƪǿŀǏƴȅŎƘΣ ȊŀǿƛŜǊŀ ǎŜƪǿŜƴŎƧŜ ƪƻƴǎŜƴǎǳǎƻǿŜ Řƭŀ ŦƻǎŦƻǊȅƭŀŎƧƛ  

ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƻǿŊ ƪƛƴŀȊť н ό/Yнύ ƛ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ Ȋ ōƛŀƱƪƛŜƳ t!/{-1 (Crump i wsp., 2001).  

 

3.2.2 GlikopǊƻǘŜƛƴŀ . ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ 
 

Gen UL27 ƪƻŘǳƧŊŎȅ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴť . ƧŜǎǘ ƧŜŘƴȅƳ Ȋ ƴŀƧǎƛƭƴƛŜƧ ƪƻƴǎŜǊǿƻǿŀƴȅŎƘ ƎŜƴƽǿ 

ǿǏǊƽŘ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ŀ ǇǊƻŘǳƪǘ ƧŜƎƻ ǘǊŀƴƪǎǊȅǇŎƧƛ ƛ ǘǊŀƴǎƭŀŎƧƛ ƴŀƭŜȍȅ Řƻ ƎǊǳǇȅ ōƛŀƱŜƪ 

ƻōƭƛƎŀǘƻǊȅƧƴȅŎƘΦ Ǝ.Σ ǇƻǇǊȊŜȊ ǿƛŊȊŀƴƛŜ Řƻ ǊŜǎȊǘ ǎƛŀǊŎȊŀƴǳ ƘŜǇŀǊŀƴǳ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊƪƛ 

ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ ƛ ǳǘǿƻǊȊŜƴƛŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ Ȋ ƘŜǘŜǊƻŘƛƳŜǊŜƳ ƎIκƎ[Σ ǿŀǊǳƴƪǳƧŜ ŦǳȊƧť ƻǎƱƻƴƪƛ ǿƛǊǳǎŀ 

Ȋ ōƱƻƴŊ ƪƻƳƽǊƪƻǿŊ ƛ ǳǿƻƭƴƛŜƴƛŜ ƪŀǇǎȅŘǳ Řƻ ǿƴťǘǊȊŀ ƪƻƳƽǊƪƛΦ 

 

3.2.2.1 {ǘǊǳƪǘǳǊŀ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ . ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ƛ ŦǳƴƪŎƧŜ ƴŀ ǊƽȍƴȅŎƘ ŜǘŀǇŀŎƘ 

infekcji  
 

¢ǊŀƴǎōƱƻƴƻǿŀ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴŀ . ƴŀƭŜȍȅ Řƻ ƎǊǳǇȅ ōƛŀƱŜƪ ŦǳȊȅƧƴȅŎƘ ƪƭŀǎȅ LLLΣ  

ŀ ƧŜƧ ƻǊƎŀƴƛȊŀŎƧŀ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ ȊƱƻȍƻƴŀ ȊŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ʰ- ƛ ʲ- ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿȅŎƘΣ ƱŊŎȊȅ ǿ ǎƻōƛŜ ŎŜŎƘȅ 

ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴŜ Řƭŀ ōƛŀƱŜƪ ŦǳȊȅƧƴȅŎƘ ƪƭŀǎȅ L ƛ LL ό.ŀŎƪƻǾƛŎ ƛ WŀǊŘŜǘȊƪȅΣ нлммύΦ  

tƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴŜ ŘƻƳŜƴȅ Ǝ. ǎŊ Řƻ ǎƛŜōƛŜ ǇƻŘƻōƴŜ ƛ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊ ŎŜƴǘǊŀƭƴƛŜ ǳǎȅǘǳƻǿŀƴŊ ǎǇƛǊŀƭť 

ǳǘǿƻǊȊƻƴŊ Ȋ ǘǊȊŜŎƘ ƴƛŎƛ ƱŀƵŎǳŎƘŀ ǇƻƭƛǇŜǇǘȅŘƻǿŜƎƻΣ ǘȅǇƻǿŊ Řƭŀ ōƛŀƱŜƪ ƪƭŀǎȅ LΦ  

WŜŘƴŀƪ ǿ ǇǊȊŜŎƛǿƛŜƵǎǘǿƛŜ Řƻ ōƛŀƱŜƪ ƪƭŀǎȅ LΣ ǿ ƪǘƽǊȅŎƘ ǇŜǇǘȅŘ ŦǳȊȅƧƴȅ ƧŜǎǘ ǳǎȅǘǳƻǿŀƴȅ  

na N-kƻƵŎǳΣ Ǝ. ǇƻǎƛŀŘŀ ǿŜǿƴťǘǊȊƴŊ ŘǿǳŘȊƛŜƭƴŊ Ǉťǘƭť ŦǳȊȅƧƴŜ ǿ ŘƻƳŜƴƛŜ LΣ  

ŀƴŀƭƻƎƛŎȊƴŊ Řƻ ǇƻƧŜŘȅƴŎȊŜƧ Ǉťǘƭƛ ŦǳȊȅƧƴŜƧ ōƛŀƱƪŀ ŦǳȊȅƧƴŜƎƻ ƪƭŀǎȅ LLΦ tťǘƭŀ ŦǳȊȅƧƴŀ ōƛŀƱŜƪ ƪƭŀǎȅ LL 

ǎƪƱŀŘŀ ǎƛť ǿ ŎŀƱƻǏŎƛ Ȋ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿ ƘȅŘǊƻŦƻōƻǿȅŎƘΣ ǇƻŘŎȊŀǎ ƎŘȅ Ǉťǘƭŀ ŦǳȊȅƧƴŀ Ǝ. ǇƻǎƛŀŘŀ 

zarƽǿƴƻ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎȅ ƘȅŘǊƻŦƻōƻǿŜΣ Ƨŀƪ ƛ Ȋ ǇƻƭŀǊƴȅƳ ƱŀƵŎǳŎƘŜƳ ōƻŎȊƴȅƳΣ  

ǇƻǎƛŀŘŀƧŊŎŜ ƱŀŘǳƴŜƪΦ ² ǎȊŎȊŜƎƽƭƴƻǏŎƛ ǇťǘƭŜ ŦǳȊƧƻƎŜƴƴŜ ƻŘǇƻǿƛŀŘŀƧŊ ŘƻƳŜƴƻƳ ƻōŜƧƳǳƧŊŎȅƳ 

reszty aminokwasowe 173-179 i 258-нср ōƛŀƱƪŀ Ǝ. όCŀƭŀƴƎŀ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмнύΦ   
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  ² ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ ƻŘ gatunku alfaherpeswirusa ǿƛŜƭƪƻǏŏ ōƛŀƱƪŀ  

ǿŀƘŀ ǎƛť ƻŘ фло Řƻ фпт ǊŜǎȊǘ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿȅŎƘΦ {ƪƱŀŘŀ ǎƛť ƻƴƻ Ȋ ǘǊȊŜŎƘ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘŜƪ 

όƘƻƳƻǘǊƛƳŜǊύΣ ǇƻƱŊŎȊƻƴȅŎƘ ƳƻǎǘƪŀƳƛ dwusiarczkowymi (Rycina 6). Forma prekursorowa 

ōƛŀƱƪŀ ǿ ǿȅƴƛƪǳ b- i O-ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛΣ ȊŀŎƘƻŘȊŊŎŜƧ ǿŜŘƱǳƎ ǊƽȍƴȅŎƘ ǿȊƻǊƽǿ ǳ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ 

ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΣ ƧŜǎǘ ǇǊȊŜƪǎȊǘŀƱŎŀƴŀ ǿ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪť Ǝ.ŀ  

όDŀƭŘƛŜǊƻ ƛ ǿǎǇΦΣ нллуύΦ aƻƴƻƳŜǊȅ Ǝ.ō ƛ Ǝ.Ŏ ǎŊ ǿȅƴƛƪƛŜƳ ŎƛťŎƛŀ ǇǊƻǘŜƻƭƛǘȅŎȊƴŜƎƻ Ǝ.ŀ  

ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƻǿŊ ŦǳǊȅƴť όIŀƳǇƭ ƛ ǿǎǇΦ мфупΤ ²ǀƭŦŜǊ ƛ ǿǎǇΦ  мффлύΦ  

WiekǎȊƻǏŏ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ Ǝ. ǳƭŜƎŀ ǘŀƪƛŜƳǳ ŎƛťŎƛǳ όǿȅƧŊǘƪƛŜƳ ƧŜǎǘΣ ƴǇΦΥ Ǝ. I{±-1 (Wenske i wsp., 

1982ύ ƛ ǇŜƱƴƛ ǎǿƻƧŊ ŦǳƴƪŎƧť Ƨŀƪƻ ǘǊƛƳŜǊ Ȋ ǳǿȊƎƭťŘƴƛŜƴƛŜƳ ƧŜƧ ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƧƛ ǇƻǏǊŜŘƴƛŎƘΣ  

ƳΦƛƴΦ ǇǊȊŜŘ ƛ Ǉƻ ŦǳȊƧƛΣ ȊŀƭŜȍƴȅŎƘ ƻŘ ȊƳƛŀƴ ǇƻȊƛƻƳǳ ǇI όaǳƎƎŜǊƛŘƎŜΣ нлмнύΦ  

 

    

 

RYCINA 6. Struktura formy monomerycznej ƛ ǘǊƛƳŜǊǳ Ǝ. tw± ƻǘǊȊȅƳŀƴŀ ƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ōŀŘŀƵ 
krystalograficznych ǎƪǊƽŎƻƴŜƧ ŦƻǊƳȅ ōƛŀƱƪŀ όрф-756 aa). Regiony ǘǿƻǊȊŊŎŜ Ǉƛťŏ ŘƻƳŜƴ Ǝ. ƻȊƴŀŎȊƻƴƻ ŎȅŦǊŀƳƛ 
ǊȊȅƳǎƪƛƳƛ ƻŘ L Řƻ ±Φ tťǘƭŜ ŦǳȊȅƧƴŜ όC[м ƛ C[нύ ȊƭƻƪŀƭƛȊƻǿŀƴŜ ǎŊ ǿ ƻōǊťōƛŜ ŘƻƳŜƴȅ LΦ {ŜƪǿŜƴŎƧŀ ƱŊŎȊŊŎŀ ŘƻƳŜƴȅ LL 
ƛ LLLΣ ƪǘƽǊŀ ƴƛŜ ȊƻǎǘŀƱŀ ƻƪǊŜǏƭƻƴŀ ǿ ǘȅƳ ƳƻŘŜƭǳΣ ƧŜǎǘ ȊŀȊƴŀŎȊƻƴŀ Ƨŀƪƻ ȍƽƱǘŀ ǇǊȊŜǊȅǿŀƴŀ ƭƛƴƛŀΣ ŀōȅ ǿǎƪŀȊŀŏ 
ǇǊȊȅǇǳǎȊŎȊŀƭƴŜ ǇƻƱƻȍŜƴƛŜ ƳƛŜƧǎŎŀ ŎƛťŎƛŀ ŦǳǊȅƴŊ όǇƻƳŀǊŀƵŎȊƻǿŀ ƎǿƛŀȊŘŀύΦ aƛŜƧǎŎŜ ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛ ŀǎǇŀǊŀƎƛƴȅ н64,  
Řƻ ƪǘƽǊŜƎƻ ǇǊȊȅƱŊŎȊƻƴŀ ƧŜǎǘ ǇƻƧŜŘȅƴŎȊŀ ǊŜǎȊǘŀ b-ŀŎŜǘȅƭƻƎƭǳƪƻȊŀƳƛƴȅΣ ǊŜǇǊŜȊŜƴǘǳƧŜ ȍƽƱǘŀ ƎǿƛŀȊŘŀΦ όƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ 
Vallbracht i wsp., 2017, zmienione). 
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DƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴŀ . ƧŜǎǘ ōƛŀƱƪƛŜƳ ƴƛŜȊōťŘƴȅƳ ǿ Ŏȅƪƭǳ ǊƻȊǿƻƧƻǿȅƳ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΦ  

gB wirusa HSV-м ǇǊȊȅǇƛǎǳƧŜ ǎƛť ŦǳƴƪŎƧť ǿ ŦǳȊƧƛ ǇƻƳƛťŘȊȅ ƻǎƱƻƴƪŊ ǿƛǊƛƻƴǳ  

ƛ ȊŜǿƴťǘǊȊƴŊ ōƱƻƴŊ ƧŊŘǊƻǿŊ ǇƻŘŎȊŀǎ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘǳ ƴƛŜŘƻƧǊȊŀƱŜƧ ŎȊŊǎǘƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧΦ  

gB wirusa HSV-м ǇŜƱƴƛ ǊƽǿƴƛŜȍ ǊƻƭťΣ ǿǊŀȊ Ȋ ƎYΣ ǿ ƛƴŘǳƪƻǿŀƴŜƧ ǇǊȊŜȊ ǿƛǊǳǎȅ ŦǳȊƧƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ 

(tworzenie syƴŎȅǘƛƽǿύ ό/ƘƻǳƭƧŜƴƪƻ ƛ ǿǎǇΦΣ нллфύΦ ² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǿƛǊǳǎŀ tw± ǿȅƪŀȊŀƴƻ ǊƽǿƴƛŜȍ 

ǳŘȊƛŀƱ ǿ ǊƻȊǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛŀƴƛǳ ǎƛť ǿƛǊǳǎŀ ŘǊƻƎŊ ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛŜƧ ǘǊŀƴǎƳƛǎƧƛ Ȋ ƪƻƳƽǊƪƛ Řƻ ƪƻƳƽǊƪƛ  

(Rauh i Mettenleiter 1991).  

 

3.2.2.2 ²ƱŀǏŎƛǿƻǏŎƛ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀŎȅƧƴŜ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ . ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ǇƻǇǊȊŜȊ 

ƛƴǘŜǊŀƪŎƧŜ Ȋ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LL   
 

             /ƘƻŎƛŀȍ ǘƻ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ aI/ ƪƭŀǎȅ L ǎŊ ƎƱƽǿƴȅƳ ŎŜƭŜƳ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳƽǿ 

ǳƴƛƪŀƴƛŀ ƻŘǇƻǿƛŜŘȊƛ ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎȊƴŜƧΣ ƻŘƴƻǘƻǿŀƴƻ ǿǏǊƽŘ ƛŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ ǇǊȊȅƪƱŀŘȅ 

ingerowania w szlak preȊŜƴǘŀŎƧƛ ŀƴǘȅƎŜƴƽǿ ƎƱƽǿƴŜƎƻ ǳƪƱŀŘǳ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǘƪŀƴƪƻǿŜƧ ƪƭŀǎȅ LLΦ 

             gB HSV-1 posiada w swojej sekwencji aminokwasowej fragment identyczny  

ȊŜ ȊƴŀƧŘǳƧŊŎȅƳ ǎƛť ǿ ōƛŀƱƪǳ /5тпκLƛ ς ƱŀƵŎǳŎƘǳ ƴƛŜȊƳƛŜƴƴȅƳ ȊǿƛŊȊŀƴȅƳ  

Ȋ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LLΦ {ŊǎƛŀŘǳƧŜ ƻƴ Ȋ ǿȅǎƻŎŜ ƪƻƴǎŜǊǿƻǿŀƴȅƳ ƳƻǘȅǿŜƳ ǿƛŊȍŊŎȅƳ 

ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ I[!-5wмΦ hōŀ ǘŜ ǎŜƎƳŜƴǘȅ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ ǇǊȊȅǇƻƳƛƴŀƧŊ ƳƛŜƧǎŎŜ ǿƛŊȊŀƴƛŀ 

aI/ ƪƭŀǎȅ LL ƛ ƭǳŘȊƪƛŜƎƻ /5тпκLƛ ό{ƛŜǾŜǊǎ ƛ ǿǎǇΦΣ нллнύΦ /ƻ ǿƛťŎŜƧΣ Ǝ. I{±-1 moduluje 

ǇǊŜȊŜƴǘŀŎƧť ŀƴǘȅƎŜƴǳ ǇƻǇǊȊŜȊ ƛƴŘǳƪƻǿŀƴƛŜ ŦǳȊƧƛ ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ƛ ȊŀǘǊȊȅƳȅǿŀƴƛŜ  

ǿ ȊƳƛŜƴƛƻƴȅŎƘ ǿ ǘŜƴ ǎǇƻǎƽō ǎǘǊǳƪǘǳǊŀŎƘ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ LLΦ  

aƻŘŜƭ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ƎŜƴǳ Ǝ. ǳǿƛŘŀŎȊƴƛŀ ƻƭōǊȊȅƳƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ 

ǇƻŎƘƻŘȊŜƴƛŀ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻΣ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜ ŘǳȍŜ ƛƭƻǏŎƛ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ LL ƛ ƳŀǊƪŜǊƽǿ 

ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ό99!мΣ wŀōрύΣ ƻŘŘȊƛŀƱǳƧŊŎȅŎƘ Ȋ Ǝ.Φ tƻŘƻōƴȅ ŜŦŜƪǘ ōȅƱ ǿƛŘƻŎȊƴȅ  

ǿ ƭƛƴƛŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ǿƛǊǳǎŜƳ I{±-1 (Niazy w wsp., 2017).  

5ŀƭǎȊŜ ōŀŘŀƴƛŀ ǿȅƪŀȊŀƱȅ ǳŘȊƛŀƱ Ǝ. ǿ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛǳ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ I[!-DR  

Řƻ ŜƎȊƻǎƻƳƽǿ ƛ ȊǿƛťƪǎȊŜƴƛŜ ƛƭƻǏŎƛ ǿȅŘȊƛŜƭŀƴŜƎƻ ƴŀ ǎȊƭŀƪǳ ŜƎȊƻǎƻƳŀƭƴȅƳ ōƛŀƱƪŀ /5соΣ 

ǇƻǘǿƛŜǊŘȊŀƧŊŎ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀŎȅƧƴŊ ŦǳƴƪŎƧť Ǝ. ό¢ŜƳƳŜ ƛ ǿǎǇΦΣ нлмлύΦ  

Doniesienia te, ƪƻǊŜǎǇƻƴŘǳƧŊ Ȋ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧǎȊȅƳƛ ōŀŘŀƴƛŀƳƛΣ ǿ ƪǘƽǊȅŎƘ ƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ,  

ƛȍ ŦǳƴƪŎƧƻƴŀƭƴŜ a±.ǎ ǇŜƱƴƛŊ ƛǎǘƻǘƴŊ ŦǳƴƪŎƧť ǿ ǘǊŀƴǎǇƻǊŎƛŜ ƛ ŘƻƧǊȊŜǿŀƴƛǳ Ǝ. I{±-1  

ƻǊŀȊ Ǉƻǿǎǘŀǿŀƴƛǳ ŘƻƧǊȊŀƱȅŎƘ ǿƛǊƛƻƴƽǿ ό/ŀƭƛǎǘǊƛ ƛ ǿǎǇΦΣ нллтύΦ  

            Badanie z wykorzystaniem tomografii ƪǊƛƻŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƧ Řƭŀ ŀƴŀƭƛȊȅ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 
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ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘŜƳ ƴƛƻǎŊŎȅƳ 

ǇŜƱƴŜƧ ŘƱǳƎƻǏŎƛ ƎŜƴ Ǝ. I{±-мΣ ǇƻǘǿƛŜǊŘȊƛƱƻ ƻōŜŎƴƻǏŏ Ǝ. ȊŀƪƻǘǿƛŎȊƻƴŜƧ ǿ ōƱƻƴƛŜ 9±ǎ  

ƛ ǇƻȊǿƻƭƛƱƻ ƴŀ ŘƻƪƱŀŘƴƛŜƧǎȊŜ ƻƪǊŜǏƭŜƴƛŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ǘŜƎƻ ōƛŀƱƪŀ ǿ ȊƴŀƴŜƧ ŦƻǊƳƛŜ ǘǊƛƳŜǊȅŎȊƴŜƧ 

post-fuzyjnej oraz wykazanie nowej ς ƪǊƽǘǎȊŜƧ ƛ ōŀǊŘȊƛŜƧ ǎƪƻƴŘŜƴǎƻǿŀƴŜƧ όRycina 7)  

(Zeev-Ben-Mordehai i wsp., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 7Φ {ǘǊǳƪǘǳǊŀ ƛ ƻōǊŀȊ ǳȊȅǎƪŀƴȅ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ tomografii krioelektronowej ŘǿƽŎƘ ǊƽȍƴȅŎƘ ǘǊƛƳŜǊȅŎȊƴȅŎƘ 
ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƧƛ ǇŜƱƴŜƧ ŘƱǳƎƻǏŎƛ Ǝ. I{±-м ȊŀƪƻǘǿƛŎȊƻƴŜƧ ǿ ōƱƻƴƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻΦ  
²ƛŘƻƪ ƻǊǘƻƎƻƴŀƭƴȅ ǘǊƛƳŜǊȅŎȊƴȅŎƘ ŦƻǊƳ Ǝ.Υ ōƱƻƴŀ ς kolor niebieski, gB ς ƪƻƭƻǊ ȍƽƱǘȅΤ  
A-C reprezentacja izopowierzchni po rekonstrukcji о5 ǇƻǎǘŀŎƛ ŘƱǳƎƛŜƧ Ǝ.Σ 5-E reprezentacja izopowierzchni  
Ǉƻ ǊŜƪƻƴǎǘǊǳƪŎƧƛ о5 ǇƻǎǘŀŎƛ ƪǊƽǘƪƛŜƧ Ǝ.Σ C ς ǘǊƽƧǿȅƳƛŀǊƻǿŀ ǊŜƪƻƴǎǘǊǳƪŎƧŀ ŦƻǊƳȅ ŘƱǳƎƛŜƧ όƧŀƪ ǿ 9Σ ȊŀōŀǊǿƛƻƴŀ  
ƴŀ ōƛŀƱƻύ Ȋ ŘƻǇŀǎƻǿŀƴŊ ǎǘǊǳƪǘǳǊŊ ƪǊȅǎǘŀƭƛŎȊƴŊ Ǉƻ ŦǳȊƧƛΦ hōǊŀȊ ǘƻƳƻƎǊŀŦƛƛ ƪǊƛƻŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƧ gB HSV-1 
ȊŀƪƻǘǿƛŎȊƻƴŜƧ ǿ ōƱƻƴƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻΥ LΣ LL ς ŎȊŜǊǿƻƴŜ Ʊǳƪƛ ƻȊƴŀŎȊŀƧŊ ƪǊƽǘƪŊ ŦƻǊƳť Ǝ.Σ  
ŀ ōƛŀƱŜ ς ŘƱǳƎŊ ŦƻǊƳť Ǝ.Σ LLL ς ǘǊƽƧǿȅƳƛŀǊƻǿŜ ƻŘǿȊƻǊƻǿŀƴƛŜ ǘƻƳƻƎǊŀƳǳ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛƻƴŜƎƻ ǿ LLΣ ōƱƻƴŀ ς kolor 
niebieski, gB ς ƪƻƭƻǊ ȍƽƱǘȅΤ ǿȅƪǊŜǎ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŀƧŊŎȅ ŘȅǎǘǊȅōǳŎƧť ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  
Ȋ ǿȅƪŀȊŀƴƛŜƳ ŦƻǊƳȅ ŘƱǳƎƛŜƧ όōƛŀƱŜ ǎƱǳǇƪƛύ ƻǊŀȊ ƪǊƽǘƪƛŜƧ όŎȊŀǊƴŜ ǎƱǳǇƪƛύ όƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ½ŜŜǾ-Ben-Mordehai i wsp., 
2016, zmienione). 
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4 CEL PRACY  
 

/ŜƭŜƳ ƴƛƴƛŜƧǎȊŜƧ ǇǊŀŎȅ ōȅƱƻ ȊōŀŘŀƴƛŜ ȊǿƛŊȊƪǳ glikoproteiny B trzech wybranych 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ όI{±-1, BoHV-1, PRV) ze szlakiem endosomalno-ŜƎȊƻǎƻƳŀƭƴȅƳ ƪƻƳƽǊŜƪΣ 

poprzez: 

- ōŀŘŀƴƛŜ ȊŘƻƭƴƻǏŎƛ Ǝ. Řƻ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ ǿ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀŎƘ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

ǿǊŀȊ Ȋ ǇǊƽōŊ ƻƪǊŜǏƭŜƴƛŀ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ Ǝ. Řƻ 9Vs, 

- ōŀŘŀƴƛŜ ȊŘƻƭƴƻǏŎƛ Ǝ. Řƻ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŀ Ȋ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LL όƭǳŘȊƪƛƳƛ ƛ ōȅŘƭťŎȅƳƛύ  

ƛ ƻōƴƛȍŀƴƛŀ ǇƻȊƛƻƳǳ aI/ LL ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊŜƪΣ Ŏƻ ǏǿƛŀŘŎȊȅƱƻōȅ ƻ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀŎȅƧƴŜƧ 

funkcji gB. 

!ōȅ Řƻƪƻƴŀŏ ƻŎŜƴȅ ŎȊȅ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧŀ Ǝ. Řƻ 9±ǎ ƻǊŀȊ ƧŜƧ ƛƴǘŜǊŀkcje  

Ȋ aI/ LL ǎŊ ǿƱŀǏŎƛǿƻǏŎƛŀƳƛ ƪƻƴǎŜǊǿƻǿŀƴȅƳƛ ŜǿƻƭǳŎȅƧƴƛŜΣ ǘǊȊȅ ƘƻƳƻƭƻƎƛ Ǝ. ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ 

ǇƻǊƽǿƴŀǿŎȊƻΦ Ǝ. ǿƛǊǳǎŀ I{±-м ǿȅōǊŀƴƻ Ƨŀƪƻ ƻŘƴƻǏƴƛƪΣ ǇƻƴƛŜǿŀȍ ƧŜƧ ŀƪǘȅǿƴƻǏŏ  

ǿ ƪƻƴǘŜƪǏŎƛŜ 9±ǎ ƛ aI/ LL ȊƻǎǘŀƱŀ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ ƻǇƛǎŀƴŀ ǿ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊȊŜΤ  

Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ .ƻI±-1 i PR± ƴƛŜ ȊƻǎǘŀƱȅ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ ǇƻŘŘŀƴŜ ǇƻŘƻōƴȅƳ ǘŜǎǘƻƳΦ  

²ȅƴƛƪƛ ƳƻƎƱȅōȅ ǇƻȊǿƻƭƛŏ ƴŀ ōŀǊŘȊƛŜƧ ŘƻƪƱŀŘƴŜ ǇƻȊƴŀƴƛŜ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ ƳƻƭŜƪǳƭŀǊƴȅŎƘ ǇƻƳƛťŘȊȅ 

ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎŀƳƛ ŀ ƪƻƳƽǊƪŊ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ ǇǊȊŜȊ ƻōǎŜǊǿŀŎƧť ƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳ ŘȊƛŀƱŀƴƛŀ ƴŀƧōŀǊŘȊƛŜƧ 

konserwowanego w rodzinie herpesǿƛǊǳǎƽǿ ōƛŀƱƪŀ ƻǎƱƻƴƪƻǿŜƎƻ ς gB. 

   5ƻŘŀǘƪƻǿƻΣ ŎŜƭŜƳ ǇǊŀŎȅ ōȅƱŀ ǊƽǿƴƛŜȍ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅƪŀ ŦƛȊȅƪƻ- biochemiczna 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜ ǿȅōǊŀƴȅƳƛ 

alfaherpeswirusami, mogŊŎŀ ŘƻǎǘŀǊŎȊȅŏ ƴƻǿȅŎƘ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧƛ ƻ ǇƻǘŜƴŎƧŀƭƴŜƧ  

Ǌƻƭƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƻǿŜƧΦ  

   ²ȅƪƻƴŀƴŜ ǿ ǊŀƳŀŎƘ ǇǊŀŎȅ ŘƻƪǘƻǊǎƪƛŜƧ ōŀŘŀƴƛŀ ōȅƱȅ ŎȊťǏŎƛŊ ǇǊƻƧŜƪǘǳ ȊŀǘȅǘǳƱƻǿŀƴŜƎƻ 

α.ŀŘŀƴƛŜ Ǌƻƭƛ ŜƎȊƻǎƻƳƽǿ ǿ ǇǊȊŜōƛŜƎǳ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎŀƳƛέΣ ŦƛƴŀƴǎƻǿŀƴŜƎƻ  

z programu SONATA Narodowego Centrum Nauki. 
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5 a!¢9wL!_¸ 
 

5.1 Szczepy bakteryjne 
 

Escherichia coli - Top10 ς ƳŎǊ! ɲόƳǊǊ-hsdRMS-ƳŎǊ./ύ ˒улŘƭŀŎ½ɲaмр ɲƭŀŎ·тп ŘŜƻw ǊŜŎ!м 

ŀǊŀ ɲмоф ɲόŀǊŀΣ ƭŜǳύтсфт Ǝŀƭ¦ ƎŀƭY L- rpsL(strR) endA1 nupG ς szczŜǇ ōŀƪǘŜǊȅƧƴȅ ǳȍȅǿŀƴȅ  

Řƻ ƴŀƳƴƻȍŜƴƛŀ ǇƭŀȊƳƛŘƽǿ ό¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎκLƴǾƛǘǊƻƎŜƴΣ ¦{!ύΦ 

 

5.2 Szczepy wirusowe 
 

HSV-1 Ludzki herpeswirus 1, szczep syn 17+ - izolat kliniczny otrzymany z Friedrich Loeffler 

Institut, Federal Research Institute for Animal Health όbƛŜƳŎȅύΣ ƴŀƳƴŀȍŀƴȅ ƛ ƳƛŀǊŜŎȊƪƻǿŀƴȅ 

ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ǎǎŀŎȊŜƧ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ±ŜǊƻΦ 

BHV-1 .ȅŘƭťŎȅ ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎ мΣ ǇƻŘǘȅǇ мΣ ǎȊŎȊŜǇ [ŀƳ - izolat kliniczny otrzymany z Institute  

ŦƻǊ !ƴƛƳŀƭ IŜŀƭǘƘ ŀƴŘ {ŎƛŜƴŎŜ όIƻƭŀƴŘƛŀύΣ ƴŀƳƴŀȍŀƴȅ ƛ ƳƛŀǊŜŎȊƪƻǿŀƴȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ǎǎŀŎȊej linii 

ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ a5.YΦ 

PRV ²ƛǊǳǎ ǇǎŜǳŘƻǿǏŎƛŜƪƭƛȊƴȅΣ ǎȊŎȊŜǇ bL!-3 ς izolat kliniczny otrzymany z Institute for Animal 

IŜŀƭǘƘ ŀƴŘ {ŎƛŜƴŎŜ όIƻƭŀƴŘƛŀύΣ ƴŀƳƴŀȍŀƴȅ ƛ ƳƛŀǊŜŎȊƪƻǿŀƴȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ǎǎŀŎȊŜƧ ƭƛƴƛƛ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ {YсΦ 

 

5.3 Wektory plazmidowe 
 

pJET1.2 ς wektor ƭƛƴƛƻǿȅ ǇǊȊŜȊƴŀŎȊƻƴȅ Řƻ ƪƭƻƴƻǿŀƴƛŀ ƛ ŀƴŀƭƛȊȅ ǇǊƻŘǳƪǘƽǿ t/w όRycina 8) 

(Thermo Scientific, USA). 
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RYCINA 8. Mapa plazmidu pJET1.2  

όȋǊƽŘƱƻΥ https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1231#/K1231). 

 

 

pLZRS-IRES-ɲbDCw ς ǿŜƪǘƻǊ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅΣ ƪǘƽǊŜƎƻ ƪƻƴǎǘǊǳƪŎƧŀ ȊƻǎǘŀƱŀ ƻǇŀǊǘŀ ƴŀ ǿƛǊǳǎƛŜ 

ƳȅǎƛŜƧ ōƛŀƱŀŎȊƪƛ aƻƭƻƴŜȅΩŀ όaa[±ύ όRycina 9); w swojej sekwencji zawiera:  

¶ element pUC-ori ǇƻȊǿŀƭŀƧŊŎȅ ƴŀ ǊŜǇƭƛƪŀŎƧť ǇƭŀȊƳƛŘǳ ǿ ǎȅǎǘŜƳŀŎƘ ōŀƪǘŜǊȅƧƴȅŎƘΣ  

ŀ ǘŀƪȍŜ oriP oraz EBNA-1 wirusa Epstein-.ŀǊǊ ό9.±ύΣ ǳƳƻȍƭƛǿƛŀƧŊŎŜ ƴŀƳƴŀȍŀƴƛŜ 

ǿŜƪǘƻǊŀ ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ŜǳƪŀǊƛƻǘȅŎȊƴȅŎƘΣ  

¶ ǎȅƎƴŀƱ Ǉŀƪƻǿŀƴƛŀ wb! όʌ) wraz z fragmentami оΩ[¢w ƛ рΩ[¢w ōƛƻǊŊŎȅƳƛ ǳŘȊƛŀƱ  

w iƴǘŜƎǊŀŎƧƛ ŦǊŀƎƳŜƴǘǳ ǿŜƪǘƻǊŀ Řƻ 5b! ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘΣ 

¶ ǇǊƻƳƻǘƻǊ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅ ǿ ƻōǊťōƛŜ рΩ[¢wΣ ǿŀǊǳƴƪǳƧŊŎȅ ŜƪǎǇǊŜǎƧť ƎŜƴǳ 

umieszczonego w MCS (ang. multiple cloning site), 

¶ ƎŜƴȅ ƻǇƻǊƴƻǏŎƛ ƴŀ ŀƳǇƛŎȅƭƛƴť ƛ ǇǳǊƻƳȅŎȅƴťΣ  

¶ ǎŜƪǿŜƴŎƧť Lw9{ ƻŘǇƻǿƛŜŘȊƛŀƭƴŊ Ȋŀ ǘǊŀƴǎƭŀŎƧť ōƛŀƱƪŀ ǊŜǇƻǊǘŜǊƻǿŜƎƻ ς ǎƪǊƽŎƻƴŜƧΣ  

ǇǊȊŜȊ ŘŜƭŜŎƧť ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ƪƻŘǳƧŊŎŜƧ ŘƻƳŜƴť ŎȅǘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊŊΣ ŦƻǊƳȅ ǊŜŎŜǇǘƻǊŀ 

nerwowego czynnika wzrostu NGFR (ang. nerve growth factor receptor) 
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ό½ōƛƻǊȅ ½ŀƪƱŀŘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ aƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜƧ ²ƛǊǳǎƽǿΣ a². ¦D-GUMed, Polska, pierwotnŜ ȋǊƽŘƱƻ ς 

Stanford University, USA https://web.stanford.edu/group/nolan/OldWebside/retroviral 

systems/retsys.html). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 9. Mapa plazmidu pLZRS-IRES-ɲbDCw όȋǊƽŘƱƻΥ ½ōƛƻǊȅ ½ŀƪƱŀŘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ aƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜƧ ²ƛǊǳǎƽǿΣ  
MWB UG-D¦aŜŘΣ tƻƭǎƪŀΣ ǇƛŜǊǿƻǘƴŜ ȋǊƽŘƱƻ ς Stanford University, USA). 

 

pCMV-VSV-G ς pƭŀȊƳƛŘ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ ƎŜƴ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ D ǿƛǊǳǎŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿŀǘŜƎƻ ȊŀǇŀƭŜƴƛŀ 

jamy ustnej VSV (ang. vesicular stomatitis virus) pod ƪƻƴǘǊƻƭŊ ǇǊƻƳƻǘƻǊŀ thCMV (Cell Biolabs, 

USA). 

pBABEpuro ς ǿŜƪǘƻǊ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅΣ ƪǘƽǊŜƎƻ ƪƻƴǎǘǊǳƪŎƧŀ ȊƻǎǘŀƱŀ ƻǇŀǊǘŀ ƴŀ ǿƛǊǳǎƛŜ ƳȅǎƛŜƧ 

ōƛŀƱŀƪŎȊƪƛ aƻƭƻƴŜȅΩŀ όaa[±ύ όaƻǊƎŜƴǎǘŜǊƴ ƛ [ŀƴŘΣ мффлύ (Rycina 10); w swojej sekwencji 

zawiera pUC-ƻǊƛΣ ǎȅƎƴŀƱ Ǉŀƪƻǿŀƴƛŀ όʌύΣ ŦǊŀƎƳŜƴǘȅ оΩ[¢w ƛ рΩ[¢w όȊ ǇǊƻƳƻǘƻǊŜƳ 

ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅƳύΣ ƎŜƴ ƻǇƻǊƴƻǏŎƛ ƴŀ ǇǳǊƻƳȅŎȅƴť ό½ōƛƻǊȅ ½ŀƪƱŀŘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ aƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜƧ 

²ƛǊǳǎƽǿΣ a². ¦D-D¦aŜŘΣ tƻƭǎƪŀΣ ǇƛŜǊǿƻǘƴŜ ȋǊƽŘƱƻ ς Stanford University, USA 

https://web.stanford.edu/group/nolan/OldWebside/retroviral systems/retsys.html).   
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RYCINA 10. Mapa plazmidu pBABE-puro όȋǊƽŘƱƻΥ ƘǘǘǇǎΥκκǿǿǿΦŀŘŘƎŜƴŜΦƻǊƎκмтспκύ. 

pFB-CMV-VSVG-gB ς ǇƭŀȊƳƛŘ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ ǎŜƪǿŜƴŎƧť ƪƻŘǳƧŊŎŀ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴť . ǿƛǊǳǎŀ tw±Σ 

wykorzystany do uzyskania na drodze klonowania molekularnego plazmidu na bazie wektora 

ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿŜƎƻ Ȋ ǎŜƪǿŜƴŎƧŊ ƎŜƴǳ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ . ǿƛǊǳǎŀ tw± ό½ōƛƻǊȅ ½ŀƪƱŀŘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ 

Molekularnej WiǊǳǎƽǿΣ a². ¦D-GUMed, Polska/ Grabowska i wsp., 2009). 

 

5.4 {ŜƪǿŜƴŎƧŜ ƴǳƪƭŜƻǘȅŘƻǿŜ ƎŜƴƽǿ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ 
  

NCBI ID 

HSV-1 gB 

 

24271469   

BoHV-1 gB   JX898220 region: 55564ς58365 

 

PRV gB  2952558 
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5.5 [ƛƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ  
 

MelJuSo (MJS) (University Medical Center Utrecht, Holandia) ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ƭǳŘȊƪƛŜƎƻ 

ŎȊŜǊƴƛŀƪŀΣ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ wtaL-1640.  

MelJuSo (MJS) gD BoHV-1 όƭƛƴƛŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŀ ǎƪƻƴǎǘǊǳƻǿŀƴŀ ǇǊȊŜȊ ŘǊ aŀƱƎƻǊȊŀǘť DǊŀǳƭ  

ǿ ǊŀƳŀŎƘ ƧŜƧ ǇǊŀŎȅ ŘƻƪǘƻǊǎƪƛŜƧΣ ½ŀƪƱŀŘ .ƛƻƭƻƎƛƛ aƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜƧ ²ƛǊǳǎƽǿΣ a². D-GUMed, 

Polska/ M. Graul Modulacja odpowiedzi immunologicznej podczas infekcji herpeswirusem - 

ƳƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜ ŀǎǇŜƪǘȅ ŘȊƛŀƱŀƴƛŀ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ ōƛŀƱŜƪ ¦[пфΦрκƎa ǿƛǊǳǎŀ .I±-1) ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ 

ƪƻƳƽǊŜƪ ƭǳŘȊƪƛŜƎƻ ŎȊŜǊƴƛŀƪŀ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ƎŜƴǳ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ 5 ōȅŘƭťŎŜƎƻ 

ƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎŀ мΣ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ wtaL-1640.  

Jurkat ό9сΦмΣ 9/!//Σ ²ƛŜƭƪŀ .Ǌȅǘŀƴƛŀύ ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƭǳŘȊƪƛŎƘ ƭƛƳŦƻŎȅǘƽǿ ¢ ǿ ǎǘŀŘƛǳƳ ƻǎǘǊŜƧ 

ōƛŀƱŀŎȊƪƛ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ wtaL-мсплΤ ǿ ŎŜƭǳ ȊǿƛťƪǎȊŜƴƛŀ ǇǊƻŘǳƪŎƧƛ Ǝ. ŀƪǘȅǿƻǿŀƴŀ  

w trakcie hodowli dodatkiem 100 nM 13-octanu 12-mirystynianu forbolu (PMA) i 1 mg/ml 

fitohemaglutyniny (PHA). 

MDBK (ang. MadinςDarby bovine kidney) (CCL-ннΣ !¢//Σ ¦{!ύ ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƪƻƳƽǊŜƪ 

embrƛƻƴŀƭƴȅŎƘ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ Ȋ ƴŜǊƪƛ ōȅŘƭťŎŜƧΣ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ wtaL-1640. 

SK6 (ang. swine kidneyΣ ƪƭƻƴ сύ όLƴǎǘƛǘǳǘŜ ŦƻǊ !ƴƛƳŀƭ IŜŀƭǘƘ ŀƴŘ {ŎƛŜƴŎŜΣ IƻƭŀƴŘƛŀύ ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ 

ǎǇƻƴǘŀƴƛŎȊƴƛŜ ƛƳƳƻǊǘŀƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ƴŜǊƪƛ ǏǿƛƵǎƪƛŜƧΣ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ 5a9aΦ 

Huh-7 (University of Glasgow, UK) ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ƭǳŘȊƪƛŎƘ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ  

Ȋ ƎǳȊŀ ƴƻǿƻǘǿƻǊƻǿŜƎƻ ǿŊǘǊƻōȅΣ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ 5a9aΦ 

Vero (CCL-умΣ !¢//Σ ¦{!ύ ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ Ȋ ƴŜǊƪƛ ƪƻǘŀǿŎŀ ƧŀǎƴƻƴƻƎƛŜƎƻ 

(ang. African green monkeyύ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ Ǉƻȍywce DMEM.  

GP2ς293 (Takara/Clontech, Japonia) ƭƛƴƛŀ ǇŀƪǳƧŊŎŀ ǎȅǎǘŜƳǳ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿŜƎƻΣ ōťŘŊŎŀ 

ǇƻŎƘƻŘƴŊ ƭƛƴƛƛ I9Y нфо¢ όƭƛƴƛŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŀ ƭǳŘȊƪƛŜƧ ƴŜǊƪƛ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳƻǿŀƴŀ ŀŘŜƴƻǿƛǊǳǎŜƳ  

ƛ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǿŀƴŀ ǇƭŀȊƳƛŘŜƳ ǳƳƻȍƭƛǿƛŀƧŊŎȅƳ ŜƪǎǇǊŜǎƧť ƎŜƴǳ ŘǳȍŜƎƻ ŀƴǘȅƎŜƴǳ ¢ ǿƛǊǳǎŀ {±плύΣ 

ǿȅƪƻǊȊȅǎǘȅǿŀƴŀ Řƻ ǳȊȅǎƪŀƴƛŀ ŎȊŊǎǘŜƪ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘΣ ƘƻŘƻǿŀƴŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ La5aΦ  
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5.6 aŜŘƛŀ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜ ƪƻƳƽǊŜƪ ōŀƪǘŜǊȅƧƴȅŎƘ ƛ ǎǎŀŎȊȅŎƘ 
 

LB (Luria-.ǊƻǘƘύ ōŀƪǘŜǊȅƧƴŜ ǇƱȅƴƴŜ ǇƻŘƱƻȍŜ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜ ώȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜ ǿ ǎƪƱŀŘȊƛŜ ƴŀ нллƳƭΥ  

2g bacto tryptonu, мƎ ŜƪǎǘǊŀƪǘǳ ŘǊƻȍŘȍƻǿŜƎƻ, 2g NaCl o ustalonym pH=7,0 i autoklawowane 

przez 30 min przy 0,7 atm] 

LA (Luria Agar) ōŀƪǘŜǊȅƧƴŜ ǎǘŀƱŜ ǇƻŘƱƻȍŜ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜ ώȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜ ǿ ǎƪƱŀŘȊƛŜ ƴŀ нллƳƭΥ  

3g bacto agaru, 2g bacto tryptonu, мƎ ŜƪǎǘǊŀƪǘǳ ŘǊƻȍŘȍƻǿŜƎƻ, 2g NaCl o ustalonym pH=7,0  

i autoklawowane przez 30 min przy 0,7 atm] 

RPMI- 1640 (Sigma, USA) ǇƻŘƱƻȍŜ ǿȊǊƻǎǘƻǿŜ ǎǘƻǎƻǿŀƴŜ Řƻ ƘƻŘƻǿƭƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘΣ 

suplementowane L-ƎƭǳǘŀƳƛƴŊ ƛ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƽǿ όȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊŀƭŜŎŜƴƛŀƳƛ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀύ 

ƻǊŀȊ ƛƴŀƪǘȅǿƻǿŀƴŊ ǎǳǊƻǿƛŎŊ ōȅŘƭťŎŊ Řƻ ǎǘťȍŜƴƛŀ ƪƻƵŎƻǿŜƎƻ мл҈ (Sigma, USA) 

5a9a ό5ǳƭōŜŎŎƻΩǎ aƻŘƛŦƛŜŘ 9ŀƎƭŜΩǎ aŜŘƛǳƳύ ό/ƻǊƴƛƴƎΣ ¦{!ύ ǇƻŘƱƻȍŜ ǿzrostowe stosowane 

Řƻ ƘƻŘƻǿƭƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘΣ ǎǳǇƭŜƳŜƴǘƻǿŀƴŜ L-ƎƭǳǘŀƳƛƴŊ ƛ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƽǿ 

όȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊŀƭŜŎŜƴƛŀƳƛ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀύ ƻǊŀȊ ƛƴŀƪǘȅǿƻǿŀƴŊ ǎǳǊƻǿƛŎŊ ōȅŘƭťŎŊ Řƻ ǎǘťȍŜƴƛŀ 

ƪƻƵŎƻǿŜƎƻ у҈ ƭǳō нл҈ (Corning, USA) 

La5a όLǎŎƻǾŜΩǎ aƻŘƛŦƛŜŘ 5ǳƭōŜŎŎƻΩǎ aŜŘium) ό[ƻƴȊŀΣ {ǿƛǘȊŜǊƭŀƴŘύ ǇƻŘƱƻȍŜ ǿȊǊƻǎǘƻǿŜ 

stosowane Řƻ ƘƻŘƻǿƭƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘΣ ǎǳǇƭŜƳŜƴǘƻǿŀƴŜ L-ƎƭǳǘŀƳƛƴŊ ƛ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ 

ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƽǿ όȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊŀƭŜŎŜƴƛŀƳƛ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀύ ƻǊŀȊ ƛƴŀƪǘȅǿƻǿŀƴŊ ǎǳǊƻǿƛŎŊ ōȅŘƭťŎŊ  

Řƻ ǎǘťȍŜƴƛŀ ƪƻƵŎƻǿŜƎƻ мл҈  

Hybridomed DIF-1000 (BiƻŎƘǊƻƳΣ DŜǊƳŀƴȅύ ǇƻŘƱƻȍŜ ǿȊǊƻǎǘƻǿŜ ǎǘƻǎƻǿŀƴŜ do hodowli 

ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ ς ǇǊȊŜȊƴŀŎȊƻƴȅŎƘ Řƻ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ 

suplementowane L-ƎƭǳǘŀƳƛƴŊ ƛ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƽǿ όȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊŀƭŜŎŜƴƛŀƳƛ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀύ, 

pozbawione dodatku inaktywowanej ǎǳǊƻǿƛŎȅ ōȅŘƭťŎŜƧ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ƳƻȍƭƛǿƻǏŏ 

ǿǇǊƻǿŀŘȊŜƴƛŀ Řƻ ǳƪƱŀŘǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊ  
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5.7 tǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ƛ ȊƴŀŎȊƴƛƪƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴŜ 
 

 
 
lp. 

 
 
 

ƴŀȊǿŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ 

 

 

ǎǘƻǎƻǿŀƴŜ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛŜ 

WB ς Western Blotting 
IF ς Immunofluorescencja 
FC ς /ȅǘƻƳŜǘǊƛŀ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŀ  
IP ς Immunoprecypitacja 

 

 
 

producent 

  
pǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ǇƛŜǊǿǎȊƻǊȊťŘƻǿŜ 

1 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭŜ 
anty-HSV-1/2 gB (10B7) 

  

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

FC: 1:1000 

IP: 1u 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

2 Mysie ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭŜ 
anty-BoHV-1 gB (H2) 

  

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

FC: 1:1000 

IP: 1u 

 VMRD, USA 

3 Kozia surowica poliklonalna anty-
IBR/BoHV-1  

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

FC: 1:1000 

 VMRD, USA 

4 YǊƽƭƛŎȊŀ Ǉƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŀ ǎǳǊƻǿƛŎŀ tw± 
gB-specyficzna 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

FC: 1:1000 

 

 ǳŘƻǎǘťǇƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ Iŀƴƴǎ-

Joachim Rziha (Friedrich Loeffler 

Institut, Federal Research 

Institute for Animal Health, 

Niemcy) 

5 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭŜ 
anty-PRV gB (A20-c26) 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

FC: 1:1000 

 

 

 ǳŘƻǎǘťǇƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ Iŀƴƴǎ-

Joachim Rziha (Friedrich Loeffler 

Institut, Federal Research 

Institute for Animal Health, 

Niemcy) 

6 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭŜ 
anty-Alix (3A9) 

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

7 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ monoklonale 
anty-CD63 (MX-49.129.5) 

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 
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8 YƻȊƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-CD63  

IF: 1:1000  Santa Cruz Biotechnology, USA 

9 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭŜ 
anty-CD9 (MCA-469GA) 

WB: 1:1000  Bio-Rad/AbD Serotec, USA 

10 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ 
monoklonalne anty-flotyllina-2  

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

11 YƻȊƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-kalneksyna 

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

12 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ poliklonalne 

anty-Tom40  

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

13 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-HLA-DR (L243) 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

FC: 1:1000 

IP: 1u 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

14 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-ōȅŘƭťŎŜ aI/ LL (IL-A21) 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

FC: 1:1000 

IP: 1u 

 zebrane jako hybrydoma 

supernatantu znad hodowli 

ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ aŜǊŎƪκ{ƛƎƳŀΣ ¦{! 

15 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-HLA-5wʰ 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

16 Mysie ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-HLA-5wʰ όD-7) 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

17 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-HLA-5wʲ ό¢![мпΦмύ 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

18 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ poliklonalne 
anty-HLA-5wʲ 

WB: 1:2000 

IF: 1:1000 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

19 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-HSV-1/2 gC (3G9) 

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

20 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 

anty-HSV-1/2 gD (DL6) 

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

21 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-HSV-1/2 ICP5 (3B6) 

WB: 1:1000 

 

 Santa Cruz Biotechnology, USA 

22 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-HSV-м ʴопΦрκ L/tопΦр 

WB: 1:1000 

 

 Bioss Antibodies, USA 
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23 Mysie ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-BoHV-1 gC (F2) 

WB: 1:1000 

 

 VMRD, USA 

24 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-BoHV-1 gD  

WB: 1:1000 

 

 VMRD, USA 

25 YǊƽƭƛŎȊŀ ǎǳǊƻǿƛŎŀ .ƻI±-1 VP5-
specyficzna 

WB: 1:1000 

 

 ǳŘƻǎǘťǇƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ {ȅƭǾƛŀ Ǿŀƴ 

Drunen Littel-van den Hurk 

(University of Saskatchewan, 

Kanada) 

26 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-BoHV-1 gE 

WB: 1:1000 

 

 ǳŘƻǎǘťǇƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ CǊŀƴǎ 

Rijsewijk (Institute for Animal 

Health and Science, Holandia) 

27 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty- BoHV-1 gM  

WB: 1:600 

 

 ½ōƛƻǊȅ ½ŀƪƱŀŘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ 
aƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜƧ ²ƛǊǳǎƽǿ όa². 
UG-GUMed, Polska) 

28 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty- BoHV-1 UL49.5 (H11) 

WB: 1:600 

 

 ½ōƛƻǊȅ ½ŀƪƱŀŘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ 
aƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜƧ ²ƛǊǳǎƽǿ όa². 
UG-GUMed, Polska) 

29 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ŀƴǘȅ- PRV gC 
(B16-d6) 

WB: 1:1000 

 

 ǳŘƻǎǘťǇƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ Iŀƴƴǎ-

Joachim Rziha (Friedrich Loeffler 

Institut, Federal Research 

Institute for Animal Health, 

Niemcy) 

30 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-PRV gD (016/00) 

WB: 1:1000 

 

 ǳŘƻǎǘťǇƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ Iŀƴƴǎ-

Joachim Rziha (Friedrich Loeffler 

Institut, Federal Research 

Institute for Animal Health, 

Niemcy) 

31 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-PRV gE 

WB: 1:1000 

 

 ǳŘƻǎǘťǇƴƛƻƴŜ ǇǊȊŜȊ Iŀƴƴǎ-

Joachim Rziha (Friedrich Loeffler 

Institut, Federal Research 

Institute for Animal Health, 

Niemcy) 

32 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ 
monoklonalne anty- EEA1 

IF: 1:300 

 

 

Endosomal Marker Antibody 

Sampler Kit (Cell Signaling 

Technology, USA) 

33 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ 
monoklonalne anty- Rab11 

IF: 1:300 

 

 

34 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ 
monoklonalne anty-Rab7 

IF: 1:300 

 

 

35 YǊƽƭƛŎȊŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ 
monoklonalne anty- LAMP1 

IF: 1:300 

 

 (Cell Signaling Technology, USA) 

36 aȅǎƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴŜ 
anty-NGFR  

FC: 1:100 
 

 Merck/Sigma, USA  
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pǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿŜ 

37 koniugat kozich anty-mysich 
ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ LƎD Ȋ ǇŜǊƻƪǎȅŘŀȊŊ 
ŎƘǊȊŀƴƻǿŊ   

WB: 1:2000 

 

 Jackson, Immuno-Research, USA 

38 ƪƻƴƛǳƎŀǘ ƻǏƭƛŎƘ ŀƴǘȅ-ƪǊƽƭƛŎȊȅŎƘ 
ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ LƎD Ȋ ǇŜǊƻƪǎȅŘŀȊŊ 
ŎƘǊȊŀƴƻǿŊ  

WB: 1:2000 

 

 Jackson, Immuno-Research, USA 

39 ƪƻƴƛǳƎŀǘ ƻǏƭƛŎƘ ŀƴǘȅ-kozich 
ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ LƎD Ȋ ǇŜǊƻƪǎȅŘŀȊŊ 
ŎƘǊȊŀƴƻǿŊ 

WB: 1:2000  Jackson, Immuno-Research, USA 

40 koniugat kozich ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-
ƳȅǎƛŎƘ LƎD Ȋ ŦƛƪƻŜǊȅǘǊȅƴŊ 

FC: 1:350  Becton Dickinson, USA 

41 ƪƻƴƛǳƎŀǘ ƪƻȊƛŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-
ƳȅǎƛŎƘ ǊƻȊǇƻȊƴŀƧŊŎȅŎƘ ƱŀƵŎǳŎƘ 
ƭŜƪƪƛ LƎD Ȋ ǇŜǊƻƪǎȅŘŀȊŊ ŎƘǊȊŀƴƻǿŊ 

WB: 1:5000  Jackson, Immuno-Research, USA 

42 koniugat kozich anty-mysich IgG z 
Alexa Fluor 546 

IF: 1:1000  Thermo Scientific, USA 

43 koniugat kozich anty-ƪǊƽƭƛŎȊȅŎƘ LƎD 
z Alexa Fluor 488 

IF: 1:1000  Thermo Scientific, USA 

44 ƪƻƴƛǳƎŀǘ ƻǏƭƛŎƘ ŀƴǘȅ-kozich IgG z 
Alexa Fluor 488 

IF: 1:1000  Thermo Scientific, USA 

45 koniugat kozich anty-ƪǊƽƭƛŎȊȅŎƘ LƎD 
z Alexa Fluor 633 

IF: 1:1000  Thermo Scientific, USA 

  

znaczniki fluorescencyjne 

 
lp. 

 
nazwa znacznika 

fluorescencyjnego 

 
opis 

 

  
producent 

1 PKH67 Green 
Fluorescent Cell 
Linker  

½Ŝǎǘŀǿ Řƻ ƻƎƽƭƴŜƎƻ Ȋƴŀƪƻǿŀƴƛŀ 
ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ znacznikiem 
zielonej fluorescencji ƻ ǿŀǊǘƻǏŎƛ 
ekstynkcji 490 nm i emisji 502 nm 

 Merck/Sigma-Aldrich, 
Darmstadt, Niemcy 

2 LysoTracker Red 
DND-99 

Barwnik czerwonej fluorescencji 
(ekstynkcja 577 nm/ emisja 590 nm) 
Řƻ Ȋƴŀƪƻǿŀƴƛŀ ƛ ǏƭŜŘȊŜƴƛŀ ƻǊƎŀƴŜƭƭƛ 
όƻ ƪǿŀǏƴȅƳ ƻŘŎȊȅƴƛŜ ǇIύ ǿ ȍȅǿȅŎƘ 
ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ 

 Invitrogen, USA 
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5.8 Startery  
 

Nazwa kasety {ŜƪǿŜƴŎƧŀ ƴǳƪƭŜƻǘȅŘƻǿŀ όрΩ-оΩύ 

gB HSV-1                   
FW 

CGGGATCCGCCATGCGCCAGGGC 

REV GGAATTCACAGGTCGTCCTCGTCGGCG 

  

gB BoHV-1             1 
FW 

CCGTCTTTGCGTCCGTCTTCCAC 

2 REV CGCCGCGGCGGCGAACAG 

3 FW CTGGCGCGCTCGAACGGCAC 

4 REV GCGCACGTCCCGCCTCCAAG  

BamHI/FW CGGGATCCACCATGGCCGCTCGC 

EcoRI Rev GGAATTCTCATGCCCCCCCGACGTC 

 

5.9 Wzorce masowe 
 

Wzorzec masowy do elektroforezy agarozowej DNA ς Gene Ruler DNA Ladder Mix ς 

ŦǊŀƎƳŜƴǘȅ 5b! ƻ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ǇŀǊ ȊŀǎŀŘΥ мллллΣ улллΣ слллΣ рлллΣ плллΣ орллΣ олллΣ нрллΣ нлллΣ 

1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 (Thermo Scientific, USA) 

²ȊƻǊȊŜŎ Ƴŀǎƻǿȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ ς PageRuler Prestained 

Protein Ladder ς ōŀǊǿƴȅ ǿȊƻǊȊŜŎ ōƛŀƱŜƪ ƻ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ мтлΣ молΣ фрΣ тлΣ ррΣ плΣ орΣ нрΣ мрΣ мл 

kDa (Thermo Scientific, USA) 

²ȊƻǊȊŜŎ Ƴŀǎƻǿȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ ς PageRuler Plus Prestained 

Protein Ladder ς ōŀǊǿƴȅ ǿȊƻǊȊŜŎ ōƛŀƱŜƪ ƻ ǿƛŜƭƪƻǏci 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10 kDa 

(Thermo Scientific, USA) 

 

5.10 Enzymy 
 

Antarktyczna fosfataza ŜƴȊȅƳ ŘŜŦƻǎŦƻǊȅƭǳƧŊŎȅ ƪƻƵŎŜ рΩ ŦǊŀƎƳŜƴǘǳ 5b! όbŜǿ 9ƴƎƭŀƴŘ 

BioLabs, USA) 
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.ǳŦƻǊ Řƻ ŀƴǘŀǊƪǘȅŎȊƴŜƧ ŦƻǎŦŀǘŀȊȅ млȄ ǎǘťȍƻƴȅ (New England BioLabs, USA) 

Bufor do lƛƎŀȊȅ 5b! ŦŀƎŀ ¢п млȄ ǎǘťȍƻƴȅ (Thermo Scientific, USA) 

Bufor EcoRI млȄ ǎǘťȍƻƴȅ (Thermo Scientific, USA) 

.ǳŦƻǊ Cŀǎǘ5ƛƎŜǎǘ млȄ ǎǘťȍƻƴȅ (Thermo Scientific, USA) 

Bufor G5 (New England BioLabs, USA) 

Bufor G7 (New England BioLabs, USA) 

Bufor NP-40 (New England BioLabs, USA) 

.ǳŦƻǊ wŜŘ млȄ ǎǘťȍƻƴȅ (Thermo Scientific, USA) 

.ǳŦƻǊ ¢ŀƴƎƻ млȄ ǎǘťȍƻƴȅ (Thermo Scientific, USA) 

Endoglikozydaza H (EndoH) (New England BioLabs, USA) 

Enzym BamHI (Thermo Scientific, USA) 

Enzym EcoRI (Thermo Scientific, USA) 

Enzym HindIII (Thermo Scientific, USA) 

Enzym XhoI (Thermo Scientific, USA) 

FastDigest BamHI (Thermo Scientific, USA) 

FastDigest EcoRI (Thermo Scientific, USA) 

FastDigest HindIII (Thermo Scientific, USA) 

FastDigest XhoI (Thermo Scientific, USA) 

Ligaza DNA faga T4 (Thermo Scientific, USA) 

Peptydylo-N-glikozydaza F (PNGaza F) (New England BioLabs, USA) 

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

0,25 M sacharoza (CHEMPUR, Polska) 

0,25% Trypsyna-EDTA (Thermo Scientific, USA) 

0,32% cytrynian trisodowy w PBS 

лΣп҈ ǿκǾ ōƱťƪƛǘ ǘǊȅǇŀƴǳ ǿ t.{ (Sigma, USA) 

лΣр a ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ 95¢! pH=8,0 [na 1 l roztworu: 186,1 g EDTA, 20,0 g NaOH] 

лΣр ƳƎκƳƭ ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ ǇƻƭƛōǊŜƴǳ (Sigma-Aldrich, USA) 

0,5M H2SO4 (POCh, Polska) 

1 M Tris HCl pH=6,8 (Sigma, USA) 

1 mg/ml fitohemaglutynina (PHA) (Merck/Sigma, USA) 

м ƳƎκƳƭ ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ puromycyny όŘƻŘŀǿŀƴȅ Řƻ Ǉƻȍȅǿƪƛ Řƻ ǎǘťȍŜƴƛŀ нκп ˃ƎκƳƭύ  

(MP Biochemicals, USA) 

м҈ ƳŜǘȅƭƻŎŜƭǳƭƻȊŀ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ 5a9a [6,25% FBS, 0,2% NaHC04, 4,2 mM L-glutamina,  

лΣтȄ ǎǘťȍƻƴȅ ǊƻȊǘǿƽǊ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƽǿϐ  

1% fiolet krystaliczny (Park Scientific, UK) 

1,5 M Tris HCl pH=8,8 (Sigma, USA) 

мл҈ ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ ƴŀŘǎƛŀǊŎȊŀƴǳ ŀƳƻƴǳ ό!t{ύ (Merck/Sigma, USA) 

мл҈ ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ ǎƛŀǊŎȊŀƴǳ ŘƻŘŜŎȅƭǳ ǎƻŘǳ ό{5{ύ (Merck/Sigma, USA) 

млл Ƴa ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ aƎ/ƭ2  

млл Ƴa ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ aƎ/ƭ2 + 5% glicerol  

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

100% metanol (MetOH) (POCh, Polska) 

10x ǎǘťȍƻƴȅ ǊƻȊǘǿƽǊ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƽǿ ό!!ύ penicylina G 10000 u/ml, streptomycyna 10000 

˃ƎκƳƭΣ ŀƳŦƻǘŜǊȅŎȅƴŀ . нр ˃ƎκƳƭ ǿ лΣур҈ bŀ/ƭ όaŜǊŎƪκ{ƛƎƳŀ ¦{!ύ 
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н҈ ǊƻȊǘǿƽǊ ƻŎǘŀƴǳ ǳǊŀƴȅƭǳ (POCh, Polska) 

нΣр҈ ƛ р҈ ǊƻȊǘǿƽǊ ƳƭŜƪŀ ƻŘǘƱǳǎȊŎȊƻƴŜƎƻ ǿ ¢.{¢  

нлл ƳƎκƳƭ ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ ŀƳǇicyliny ŘƻŘŀǿŀƴȅ Řƻ Ǉƻȍȅǿƪƛ Řƻ ǎǘťȍŜƴƛŀ ƪƻƵŎƻǿŜƎƻ млл 

ҡƭκƳƭ όtƻƭŦŀΣ tƻƭǎƪŀύ 

200 mM L-glutamina (Merck/Sigma, USA) 

нȄ ǎǘťȍƻƴȅ ōǳŦƻǊ I.{ [140 mM NaCl, 1,5 mM Na2HPO4 2̃H2O, 50 mM HEPES, pH=7,05]  

HEPES (Merck/Sigma, USA) 

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

ол҈ ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ ŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƽǿ ώнфΣн҈ ŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘΣ лΣу҈ bΣ bΩ-metyleno-bisakryloamid] 

(Merck/Sigma, USA) 

37% kwas solny (HCl) (POCh, Polska) 

4% paraformaldehyd w PBS (Sigma, USA) 

р a ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ ōŜǘŀƛƴȅ (Merck/Sigma, USA) 

рлȄ ǎǘťȍƻƴȅ ǊƻȊǘǿƽǊ ǿƻŘƴȅ jodoacetamidu (IAA) (Sigma, USA) 

99,8% etanol bezwodny (EtOH) (POCh, Polska)  

Agaroza (Merck/Sigma, USA) 

!ƭōǳƳƛƴŀ ōȅŘƭťŎŀ ό.{!ύ (Merck/Sigma, USA) 

Azydek sodu (NaN3) (Sigma, USA) 

Bacto agar (Difco, USA) 

Bacto trypton (Difco, USA)  

BCA Protein Assay (Santa Cruz Biotechnology, USA) 

.Ʊťƪƛǘ ōǊƻƳƻŦŜƴƻƭƻǿȅ (Merck/Sigma, USA) 

.ǳŦƻǊ Řƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊǳ ǇƽƱǎǳŎƘŜƎƻ [na 250 ml buforu: 0,7325 g glicyna, 1,4525 g tris, 0,09375 g 

SDS, 50 ml MetOH] 
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.ǳŦƻǊ ŜƭŜƪǘǊƻŘƻǿȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ  

w warunkach denaturujacych мȄ ǎǘťȍƻƴȅ ǇIҐуΣо ώna 1 l buforu: 3,02 g Tris, 14,42 g glicyna, 

1,00 g SDS] 

.ǳŦƻǊ ƭƛȊǳƧŊŎƻ-ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ  

w warunkach denaturuƧŊŎȅŎƘ пȄ ǎǘťȍƻƴȅ [0,25 M Tris HCl pH=6,8, 8% SDS, 40% glicerol, 20% 

-̡ƳŜǊƪŀǇǘƻŜǘŀƴƻƭΣ лΣлп҈ ōƱťƪƛǘ ōǊƻƳƻŦŜƴƻƭƻǿȅϐ  

.ǳŦƻǊ ƭƛȊǳƧŊŎƻ-ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ  

ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ƴƛŜŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ пȄ ǎǘťȍƻƴȅ [0,25 M Tris HCl pH=6,8, 8% SDS, 40% glicerol, 

лΣлп҈ ōƱťƪƛǘ ōǊƻƳƻŦŜƴƻƭƻǿȅϐ  

.ǳŦƻǊ ƭƛȊǳƧŊŎƻ-ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ  

ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ сȄ ǎǘťȍƻƴȅ [0.375 M Tris pH=6,8%, 12% SDS, 60% glicerol, 20% 

-̡ƳŜǊƪŀǇǘƻŜǘŀƴƻƭΣ лΦлс҈ ōƱťƪƛǘ ōǊƻƳƻŦŜƴƻƭƻǿȅϐ    

.ǳŦƻǊ ƭƛȊǳƧŊŎƻ-ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ  

ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ƴƛŜŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ сȄ ǎǘťȍƻƴȅ [0.375 M Tris pH=6,8%, 12% SDS, 60% glicerol, 

лΣлс҈ ōƱťƪƛǘ ōǊƻƳƻŦŜƴƻƭƻǿȅϐ     

Bufor NET [50 mM Tris pH=7,5, 5 mM MgCl2, 0,5% Nonidet P40]  

Bufor ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎȅ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ŀƎŀǊƻȊƻǿŜƧ сȄ ǎǘťȍƻƴȅ (Thermo Scientific, USA)  

Bufor PBS мȄ ǎǘťȍƻƴȅ [na 1 l buforu: 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4, 8,00 g NaCl, 0,20 g KCl] 

Bufor PBST t.{ мȄ ǎǘťȍƻƴȅ Ҍ м҈ ¢ǿŜŜƴнл 

Bufor RIPA [150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 50 mM Tris-HCl, pH 7,6, 0,1% SDS, 5 mM EDTA, 

0,5% kwas dezoksycholowy] 

Bufor TAE мȄ ǎǘťȍƻƴȅ [40 mM Tris, 20 mM kwas octowy, 1mM EDTA] 

Bufor TBS [50mM Tris-HCl pH=7,5, 150 mM NaCl] 

Bufor TBST мȄ ǎǘťȍƻƴȅ ¢.{ Ҍ лΣм҈ ¢ǿŜŜƴнл 

Bufor TE [10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH=8,0] 

Bufor TritonX-100 w PBS (TPBS) t.{ мȄ ǎǘťȍƻƴȅ Ҍ лΣм҈ ¢Ǌƛǘƻƴ·-100  
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.ȅŘƭťŎŀ ǎǳǊƻǿƛŎŀ ǇƱƻŘƻǿŀ (FBS) termicznie inaktywowana (Merck/Sigma, USA) 

Chlorek magnezu (MgCl2) (Merck/Sigma, USA) 

Chlorek potasu (KCl) (POCh, Polska) 

Chlorek sodu (NaCl) (Merck/Sigma, USA)  

Cytrynian trisodowy (Na3C6H5O7) (POCh, Polska) 

Dejonizowana i autoklawowana woda (H2Odd) (system firmy Merck, Niemcy) 

Dodecylo siarczan sodu (SDS) (Merck/Sigma, USA) 

D-PBS (Merck/Sigma, USA) 

EDTA (Serva, Niemcy) 

9ƪǎǘǊŀƪǘ ŘǊƻȍŘȍƻǿȅ (Difco, USA) 

Fosforan monopotasowy (KH2PO4) (Merck/Sigma, USA) 

Glicerol (POCh, Polska) 

Glicyna (Merck/Sigma, USA) 

Izopropanol (POCh, Polska) 

WƻŘƛƪǎŀƴƻƭ όhǇǘƛtǊŜǇϰύ (Merck/Sigma, USA) 

Kwas dezoksycholowy (Sigma, USA) 

Metyloceluloza (Sigma-Aldrich, USA) 

aƭŜƪƻ ƻŘǘƱǳǎȊŎȊƻƴŜ ό{b DƻǎǘȅƵΣ tƻƭǎƪŀύ 

N, N, N Σ N -tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Carl Roth GmbH, Niemcy) 

Nonidet P40 (NP-40) (Sigma Aldrich, USA) 

Paraformaldehyd (POCh, Polska) 

ProLong Diamond Antifade Mountant ƻŘŎȊȅƴƴƛƪ Řƻ ǇǊȊŜŘƱǳȍŀƴƛŀ ǘǊǿŀƱƻǏŎƛ ǇǊŜǇŀǊŀǘƽǿ 

mikroskopowych (Life Technologies/Thermo Scientific, USA) 
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wƻȊǘǿƽǊ ƛƴƘƛōƛǘƻǊƽǿ ǇǊƻǘŜŀȊ όǊƻȊǘǿƽǊ мллȄ ǎǘťȍƻƴȅ ς cOmplete mini protease inhibitor 

cocktail) (Roche, Szwajcaria)  

RoztwƽǊ ƭƛȊǳƧŊŎȅ bt-40 [na 1l roztworu: 30 ml 5M NaCl, 100 ml 10% NP-40, 50 ml 1 M Tris 

pH=8,8, 20 ml H20dd] 

wƻȊǘǿƽǊ t.! 1% BSA w PBS z 0,02% NaN3  

Simply SafeTM ȊƴŀŎȊƴƛƪ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴȅ ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘ ŘƻŘŀǿŀƴȅ ǿ ƛƭƻǏŎƛ р ˃ƭ  

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

Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, USA) 

Tris (Merck/Sigma, USA) 

TritonX-100 (Merck/Sigma, USA) 

Tween20 (POCh, Polska) 

Woda wolna od nukleaz (Merck/Sigma, USA) 

Wodorofosforan sodu (Na2HPO4) (POCh, Polska) 

Wodorotlenek sodu (NaOH) (POCh, Polska) 

Zestaw DNA Gel-Out (A&A, Biotechnology, Polska) 

Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych Clean-Up (A&A, Biotechnology, 

Polska) 

Zestaw Plasmid Midi AX (A&A, Biotechnology, Polska) 

Zestaw Plasmid Mini (A&A, Biotechnology, Polska)  

Zestaw Virus mini AX Transfect (A&A, Biotechnology, Polska) 

½ƱƻȍŜ Řƻ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀŎƧƛ Sepharose-Protein A (GE Healthcare, Szwecja) 

½ƱƻȍŜ Sepharose -CL-4B (GE Healthcare, USA)  

-̡merkaptoetanol (Merck/Sigma, USA)  
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5.12 !ǇŀǊŀǘǳǊŀ ƛ ƛƴƴŜ ƳŀǘŜǊƛŀƱȅ 
 

!ǇŀǊŀǘ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ (Sigma Aldrich, USA/ BIO-RAD, USA) 

!ǇŀǊŀǘ Řƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊǳ ǇƽƱǎǳŎƘŜƎƻ (Sigma Aldrich, USA/ BIO-RAD, USA) 

.ƛōǳƱŀ ²ƘŀǘƳŀƴ оaa (GE Healthcare, USA) 

/ȅǘƻƳŜǘǊ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿȅ DǳŀǾŀ easyCyte (Merck, USA) 

/ȅǘƻƳŜǘǊ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿȅ Ȋ ǇǊȊȅǎǘŀǿƪŊ ǎƻǊǘǳƧŊŎŊ C!/{ /ŀƭƛōǳǊ (Becton Dickinson, USA)  

DS-11 spektrofotometr (DeNovix, USA) 

CƛƭǘǊ q лΣлн ҡƳΣ q лΣпр ҡƳ ƛ q лΣнн ƴƳ όƳŜƳōǊŀƴŀ Ȋ ǇƻƭƛŦƭǳƻǊƪǳ ǿƛƴȅƭƛŘŜƴǳύ (Millipore, USA) 

Hemocytometr typu Thoma (Medlab, Polska) 

Infinite ϯ 200 PRO NanoQuant ǎǇŜƪǘǊƻŦƻǘƻƳŜǘǊ Ȋ ŎȊȅǘƴƛƪƛŜƳ ǇƱȅǘŜƪ (TECAN, Niemcy) 

Inkubator 370C, 5% CO2 (Heraeus, Niemcy) 

Komora laminarna (Heraeus, Niemcy) 

YƻƳƻǊƻǿŜ ǎȊƪƛŜƱƪƻ ƴŀƪǊȅǿƪƻǿŜ Ȋ у ŘƻƱƪŀƳƛ Řƻ ƘƻŘƻǿƭƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛ ǇǊȊȅȍȅŎƛƻǿȅŎƘ 

obserwacji mikroskopowych (ibidi, Niemcy) 

Kuchenka mikrofalowa (LG Electronics Inc., USA) 

Membrana PVDF (Millipore, USA) 

Mikroskop elektronowy JEM 1400 (JEOL, Japan)  

Mikroskop elektronowy Tecnai G2 Spirit BioTWIN (FEI Inc., USA)  

Mikroskop konfokalny laserowy skaningowy Leica TCS SP8X (Leica Microsystems, Niemcy) 

aƛƪǊƻǎƪƻǇ ǏǿƛŜǘƭƴȅ (Olimpus, Japonia) 

aƛƪǊƻǿƛǊƽǿƪŀ .ƛƻŦǳƎŜ ŦǊŜǎŎƻ (Heraeus Instrument, Niemcy) 

aƛƪǊƻǿƛǊƽǿƪŀ .ƛƻŦǳƎŜ ǇƛŎƻ (Heraeus Instrument, Niemcy) 

Naczynia hodowlane όǇƱȅǘƪƛ ǿƛŜƭƻŘƻƱƪƻǿŜ aсΣ aмнΣ ōǳǘŜƭƪƛ ¢нрΣ ¢трΣ ¢мтр ǇƱȅǘƪƛ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ 

30 mm, 60 mm, 150 mm (Costar-Corning, USA/ BD Biosciences, USA) 



60 
 

pH-metr Radiometr Analytical PHM 83 AUTOCAL (Random, Dania) 

tƛǇŜǘȅ ƛ ǇǊƻōƽǿƪƛ plastikowe 15ml i 50ml (BD Bioscience, USA) 

tƱȅǘƪƛ Řƻ ǘŜǎǘƽǿ ƛƳƳǳƴƻŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴȅŎƘ aфс (BD Biosciences, USA) 

tǊƻōƽǿƪƛ ƛ ǇƱȅǘƪƛ Řƻ C!/{ aфс (Costar-Corning, USA) 

tǊƻōƽǿƪƛ ǇƭŀǎǘƛƪƻǿŜ мΣрƳƭ ƛ нƳƭ (Sarstedt, Niemcy)  

Rotor uchylny SW28 oraz SW41 (Beckman-Coulter, USA) 

Strzykawka 10 ml (Becton Dickinson, USA)  

{ȅǎǘŜƳ Řƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƛ ŘƻƪǳƳŜƴǘŀŎƧƛ ōƛŀƱŜƪ ǿȅōŀǊǿƛƻƴȅŎƘ ŎƘŜƳƛƭǳƳƛƴŜǎŎŜƴŎȅƧƴƛŜ ¦±L¢9/ 

Cambridge Mini HD (UVITEC Cambridge) 

{ȅǎǘŜƳ Řƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘ ǿ ȍŜƭŀŎƘ ŀƎŀǊƻȊƻǿȅŎƘ UVIDOC HD6  

(UVITEC Cambridge) 

{ȊƪƛŜƱƪŀ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜ (ICN Biomedicals LTD, Wielka Brytania) 

Termoblok (SigmaAldrich, USA) 

Termocykler Perkin Elmer 2400 (Perkin Elmer, USA) 

Transiluminator UV Spectroline TL-312A (USA) 

¦ƭǘǊŀǿƛǊƽǿƪŀ hǇǘƛƳŀ [-80 (Beckman-Coulter, USA)  

Waga analityczna (MEDICAT, Szwajcaria) 

Waga analityczna (Sartorius Mechatronics, Niemcy) 

²ƛǊƽǿƪŀ IŜǊŀŜǳǎ aŜƎŀŦǳƎŜ мсw z rotorem F15-6 x 100y (Thermo Scientific, USA) 

²ƛǊƽǿƪŀ IǊŜŀŜǳǎ CǊŜǎŎƻ мт Ȋ ǊƻǘƻǊŜƳ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ мтΣн ŎƳ ό¢ƘŜǊƳƻ {Ŏientific, USA) 

Wortex Heidolph Top-Mix 94323 (Bioblock Scientific, Francja) 

½ŀƳǊŀȍŀǊƪŀ -800C (Revco, USA) 

Zasilacz Biometra PowerPack P25 (Biometra, Niemcy) 

½Ŝǎǘŀǿ ŦƛƭǘǊǳƧŊŎȅ !ƳƛŎƻƴϯ ¦ƭǘǊŀ-15 Centrifugal Units 100-K (Merck, USA) 
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Zestaw MycoAlert (Lonza, Szwajcaria)  

 

5.13 Bazy danych i oprogramowanie komputerowe 
 

Alliance-1D ǇǊƻƎǊŀƳ ǎȅǎǘŜƳǳ Řƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƛ ŘƻƪǳƳŜƴǘŀŎƧƛ ōƛŀƱŜƪ ǿȅōŀǊǿƛƻƴȅŎƘ 

chemiluminescencyjnie UVITEC Cambridge Mini HD 

CellQuest Pro ƻǇǊƻƎǊŀƳƻǿŀƴƛŜƳ ŎȅǘƻƳŜǘǊǳ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŜƎƻ C!/{ /ŀƭƛōǳr  

Chromas ǇǊƻƎǊŀƳ ƪƻƳǇǳǘŜǊƻǿȅ ŘƻǎǘťǇƴȅ ǿ ǿŜǊǎƧƛ ƻƴ-ƭƛƴŜ Řƻ ŀƴŀƭƛȊȅ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƽǿ 

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

Corel PHOTO-PAINT program graficzny (Corel, Kanada) 

i-control ƻǇǊƻƎǊŀƳƻǿŀƴƛŜ ǳǊȊŊŘȊŜƴƛŀ LƴŦƛƴƛǘŜϯ 200PRO NanoQuant  

InCyte oprogramowaniem cyǘƻƳŜǘǊǳ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŜƎƻ DǳŀǾŀ 

Leica Application Suite X (LAS X) oprogramowanie mikroskopu konfokalnego laserowego 

skaningowego Leica TCS SP8X  

National Center for Biotechnology Information (NCBI) baza sekwencji nukleotydowych 

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

T-coffee ǇǊƻƎǊŀƳ ƪƻƳǇǳǘŜǊƻǿȅ ŘƻǎǘťǇƴȅ ǿ ǿŜǊǎƧƛ ƻƴ-ƭƛƴŜ Řƻ ǇƻǊƽǿƴȅǿŀƴƛŀ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ 

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

UVITEC-1D ǇǊƻƎǊŀƳ ǎȅǎǘŜƳǳ Řƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƛ ŘƻƪǳƳŜƴǘŀŎƧƛ ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘ  

ǿ ȍŜƭŀŎƘ ŀƎŀǊƻȊƻǿȅŎƘ ¦±L5h/ I5с  
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6 METODY 
 

6.1 Metody pracy z DNA 

6.1.1 Izolacja DNA wirusowego  
 

DNA wirusowy oczyszczano w celu przeprowadzenia transfekcji  

ƭǳō ŀƳǇƭƛŦƛƪŀŎƧƛ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ƎŜƴƽǿ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘΣ  

ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ƴŀǎǘťǇǳƧŊŎŀ ǇǊƻŎŜŘǳǊŊΦ YƻƴŦƭǳŜƴǘƴŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ƭƛƴƛƛ aW{ όŘƭŀ I{±-1)  

lub MDBK (dla BoHV-1) w trzech butelkach T175 infekowano przy MOI 1.0  

ƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ƘƻŘƻǿƭŀƴȅŎƘ ŀȍ Řƻ ǳȊȅǎƪŀƴƛŀ ȊŀŀǿŀƴǎƻǿŀƴŜƎƻ ŜŦŜƪǘǳ 

ŎȅǘƻǇŀǘȅŎȊƴŜƎƻ ǿ ǇƻǎǘŀŎƛ ȊŀƻƪǊŊƎƭƻƴȅŎƘΣ ƻŘǊȅǿŀƧŊŎȅŎƘ ǎƛť ƻŘ ǇƻŘƱƻȍŀΣ  

ŀƭŜ ƧŜǎȊŎȊŜ ƴƛŜ ȊƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪΦ tƻ ǘȅƳ ŎȊŀǎƛŜ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ ǿƛǊƛƻƴȅ  

zbierano i wirowŀƴƻ мл Ƴƛƴ ǇǊȊȅ пллл ǊǇƳΣ ŀōȅ ǳǎǳƴŊŏ Ȋ ȊŀǿƛŜǎƛƴȅ ȊŀƴƛŜŎȊȅǎȊŎȊŜƴƛŜ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿŜΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ ǿƛǊƛƻƴȅ ƻǎŀŘȊŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǳƭǘǊŀǿƛǊƻǿŀƴƛŀ ǇǊȊŜȊ н Ƙ ǇǊȊȅ мол 000 g, 

ǿ ǊƻǘƻǊȊŜ ǳŎƘȅƭƴȅƳ {²нуΦ hǎŀŘ ǿƛǊƛƻƴƽǿ ȊŀǿƛŜǎȊŀƴƻ ǿ лΣф Ƴƭ ōǳŦƻǊǳ ¢9Φ  

5b! ǿƛǊǳǎŀ ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƻ ǇǊȊȅ ǳȍyciu zestawu Virus mini AX Transfect zgodnie z zaleceniami 

producenta. 

 

6.1.2 tǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴƛŜ ƪƻƳƽǊŜƪ ƪƻƳǇŜǘŜƴǘƴȅŎƘ 
 

рлл ҡƭ ƘƻŘƻǿƭƛ ƴƻŎƴŜƧ ƪƻƳƽǊŜƪ ¢htмл Escherichia coli ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƻΣ ŀōȅ ȊŀǎȊŎȊŜǇƛŏ 

рл Ƴƭ Ǉƻȍȅǿƪƛ [. ƛ ƘƻŘƻǿŀƴƻ Ȋ ǿȅǘǊȊŊǎŀƴƛŜƳ ǿ temperaturze 370/ ŀȍ Řƻ ǳȊȅǎƪŀƴƛŀ  

OD575= 0,4-лΣсΦ ² ŎŜƭǳ ƻǎŀŘȊŜƴƛŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ƘƻŘƻǿƭť ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴƻ ǿ ƧŀƱƻǿȅŎƘ ǇǊƻōƽǿƪŀŎƘ  

50 ml i wirowano 10 min przy 4800 rpm i temperaturze 40/Φ hǎŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ ȊŀǿƛŜǎȊŀƴƻ  

ǿ мл Ƴƭ ǎŎƘƱƻŘȊƻƴŜƎƻ млл Ƴa ǊƻȊǘǿƻǊǳ /ŀ/ƭ2 i inkubowano w lodzie przez 30 min.  

bŀǎǘťǇƴƛŜ ȊŀǿƛŜǎƛƴť ǿƛǊƻǿŀƴƻ όмл Ƴƛƴ ǇǊȊȅ пулл ǊǇƳ i temperaturze 40C),  

ǳǎǳǿŀƴƻ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘΣ ŀ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅ ƻǎŀŘ ȊŀǿƛŜǎȊŀƴƻ ǿ н Ƴƭ ǎŎƘƱƻŘȊƻƴŜƎƻ ǊƻȊǘǿƻǊǳ  

100 mM CaCl2 Ҍ р҈ ƎƭƛŎŜǊƻƭΦ tǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŜ ōŀƪǘŜǊƛŜ ǿ ǇƻǊŎƧŀŎƘ ƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ нлл ҡƭ ǇǊȊŜƴƻǎȊƻƴƻ  

dƻ ǇǊƻōƽǿŜƪ мΣр Ƴƭ ƛ ȊŀƳǊŀȍŀƴƻ (-800C)Φ tǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƧŊŎ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƧť ƪƻƴǘǊƻƭƴŊ 

ǇƭŀȊƳƛŘƻǿȅƳ 5b! ǎǇǊŀǿŘȊƻƴƻ ǎǘŀƴ ƪƻƳǇŜǘŜƴŎƧƛ ƪƻƳƽǊŜƪΦ 
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6.1.3 ¢ǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƧŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ōŀƪǘŜǊȅƧƴȅŎƘ 5b! ǇƭŀȊƳƛŘƻǿȅƳ 
 

YƻƳƽǊƪƛ ƪƻƳǇŜǘŜƴǘƴŜ ¢htмл Escherichia coli ǊƻȊƳǊŀȍŀƴƻ ǿ ƭƻŘȊƛŜΦ  

tƻ ǊƻȊƳǊƻȍŜƴƛǳ Řƻ ǇƻǊŎƧƛ ƪƻƳƽǊŜƪ όнлл ҡƭύ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ȊǿȅƪƭŜ млл ƴƎ ǇƭŀȊƳƛŘƻǿŜƎƻ 5b!  

ƭǳō ŎŀƱƻǏŏ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ƭƛƎŀŎȅƧƴŜƧ ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ол-ƳƛƴǳǘƻǿŊ ƛƴƪǳōŀŎƧť ǿ ƭƻŘȊƛŜΦ  

tƻ ǘȅƳ ŎȊŀǎƛŜ ȊŀǿƛŜǎƛƴť ōŀƪǘŜǊȅƧƴŊ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴƻ ƪƻƭŜƧƴƻ ǿ Ʊŀȋƴƛ wodnej o temperaturze 420C 

ƴŀ мΣр ƳƛƴΣ ǇƻƴƻǿƴƛŜ ƴŀ м Ƴƛƴ ǿ ƭƻŘȊƛŜΣ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ǿ ǎȊƪƭŀƴŜƧ ǇǊƻōƽǿŎŜ Ȋ м Ƴƭ ƻƎǊȊŀƴŜƧ 

Ǉƻȍȅǿƪƛ [. ƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ м Ƙ ǿ ǘŜƳǇeraturze 370/ Ȋ ǿȅǘǊȊŊǎŀƴƛŜƳΦ ² ŘŀƭǎȊȅƳ ŜǘŀǇƛŜ 

ƘƻŘƻǿƭť ōŀƪǘŜǊȅƧƴŊ ǿƛǊƻǿŀƴƻ н Ƴƛƴ ǇǊȊȅ пллл ǊǇƳΣ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ǳǎǳǿŀƴƻ м Ƴƭ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ 

ƻǎŀŘǳΦ нлл ҡƭ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŜƎƻ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛŀ όмΥмлύ ƪƻƳƽǊŜƪ Ȋ ǇƭŀȊƳƛŘŜƳ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜΣ  

ŀ Řƭŀ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ƭƛƎŀŎȅƧƴŜƧ ǇƻȊƻǎǘŀƱŊ ȊŀǿƛŜǎƛƴťΣ ǿȅǎƛŜǿŀƴƻ ƴŀ ǇƱȅǘƪƛ Ȋ ǇƻŘƱƻȍŜƳ ǎǘŀƱȅƳ [! 

ƻǊŀȊ ŀƳǇƛŎȅƭƛƴŊ ƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ ƴƻŎ ǿ ǘŜƳǇeraturze 370C. 

 

6.1.4 Oczyszczanie DNA plazmidowego 
 

LȊƻƭŀŎƧŜ 5b! ǇƭŀȊƳƛŘƻǿŜƎƻ ōȅƱȅ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴŜ ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊŀƭŜŎŜƴƛŀƳƛ ǇǊƻǘƻƪƻƱǳ  

ƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ƻŘŎȊȅƴƴƛƪƽǿ ȊŜǎǘŀǿƽǿ Řƻ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 5b! ǇƭŀȊƳƛŘƻǿŜƎƻ tƭŀǎƳƛŘ aƛƴƛ  

ƭǳō tƭŀǎƳƛŘ aƛŘƛ ŦƛǊƳȅ !ϧ! .ƛƻǘŜŎƘƴƻƭƻƎȅΣ ƪǘƽǊȅŎƘ ȊŀǎŀŘŀ ŘȊƛŀƱŀƴƛŀ ƻǇŀǊǘŀ ƧŜǎǘ ƴŀ ȊŘƻƭƴƻǏŎƛ 

ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǎƛť 5b! Řƻ ȊƱƽȍ ƪǊȊŜƳƛƻƴƪƻǿȅŎƘ ǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ ǿȅǎƻƪƻ ǎǘťȍƻƴȅŎƘ ǎƻƭƛ ŎƘŀƻǘǊƻǇƻǿȅŎƘΦ 

5b! Ŝƭǳƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ ƴŀƴƛŜǎƛŜƴƛŜ ƴŀ ƻǎǳǎȊƻƴŊ ƪƻƭǳƳƴť Řƻ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 5b! I2Odd o temperaturze 

ok. 500C. 

 

6.1.5 wŜŀƪŎƧŀ ƱŀƵŎǳŎƘƻǿŀ ǇƻƭƛƳŜǊŀȊȅ 5b! 
 

ReŀƪŎƧť ƱŀƵŎǳŎƘƻǿŊ ǇƻƭƛƳŜǊŀȊȅ 5b! όŀƴƎΦ PCR - polymerase chain reaction) 

ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴƻ ǿ ŎŜƭǳ ǇƻǿƛŜƭŜƴƛŀ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŎƘ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ƎŜƴƽǿ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘΦ 

² ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ ƻŘ ŎŜƭǳ ŀƳǇƭƛŦƛƪŀŎƧƛ ǎǘƻǎƻǿŀƴƻ ǇƻƭƛƳŜǊŀȊť 5b! ²![Y ƻǊŀȊ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŜ ǎǘŀǊǘŜǊȅ 

reakcji ȊŀǇǊƻƧŜƪǘƻǿŀƴŜ ǿ ƻǇŀǊŎƛǳ ƻ ǎŜƪǿŜƴŎƧť ƴǳƪƭŜƻǘȅŘƻǿŊ ƎŜƴƽǿ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ 

zdeponowane w bazie NCBI. Temperatury ǇǊȊȅƱŊŎȊŀƴƛŀ ǎǘŀǊǘŜǊƽǿ wyznaczono  

Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ŀǇƭƛƪŀŎƧƛ ŘƻǎǘťǇƴŜƧ ƴŀ ǎǘǊƻƴƛŜ ƛƴǘŜǊƴŜǘƻǿŜƧ ŘƻǎǘŀǿŎȅΦ  

hƪǊŜǏƭƻƴƻ ǘŀƪȍŜ ǇǊŀǿŘƻǇƻŘƻōƛŜƵǎǘǿƻ ǘǿƻǊȊŜƴƛŀ ǇǊȊŜȊ ǎǘŀǊǘŜǊȅ ŘƛƳŜǊƽǿ  
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czy struktur niespecyficznych. wŜŀƪŎƧť t/w ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴŜ ǿ ŎŀƱƪƻǿƛǘŜƧ ƻōƧťǘƻǏŎƛ рл ˃ƭ 

prowadzono w termocyklerze Perkin Elmer 2400. 

 

sƪƱŀŘƴƛƪ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ǊŜŀƪŎȅƧƴŜƧ ƛƭƻǏŏ  

10x bufor reakcyjny PCR р ˃ƭ 

dNTP Mix (10 mM) нрл ˃a όмΣнр ˃ƭύ 

Starter FW oraz REV 0,1 ˃ a 

Walk polimeraza 1 U 

Matryca DNA 100 ng 

²ƻŘŀ ƧŀƱƻǿŀ ǳȊǳǇŜƱƴƛono Řƻ рл ˃ƭ 

 

 

 

   

      35 cykli 

 

 

 

6.1.6 9ƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊŀ 5b! ǿ ȍŜƭǳ ŀƎŀǊƻȊƻǿȅƳ 
 

² ŎŜƭǳ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŜƴƛŀ ǊƻȊŘȊƛŀƱǳ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘȅŎȊƴŜƎƻ 5b! ǿ ȍŜƭǳ ŀƎŀǊƻȊƻǿȅƳ 

ǇǊȊȅƎƻǘƻǿȅǿŀƴƻ ȍŜƭŜ ƻ ȊŀǿŀǊǘƻǏŎƛ м҈ ŀƎŀǊƻȊȅΣ ǊƻȊǇǳǎȊŎȊŀƴŜƧ ǿ ǊƻȊǘǿƻǊȊŜ ¢!9 мȄ ǎǘťȍƻƴȅƳ 

ǇǊȊŜȊ ǇƻŘƎǊȊŀƴƛŜ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƪǳŎƘŜƴƪƛ ƳƛƪǊƻŦŀƭƻǿŜƧΦ  tƻ ǎŎƘƱƻŘȊŜƴƛǳ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ŀƎŀǊƻȊȅ  

do temperatury ok. 500/Σ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴȅ ōŀǊǿƴƛƪ Řƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƪǿŀǎƽǿ 

nukleinowych Simply SafeTM όр ˃ƭκмлл Ƴƭ ȍŜƭǳύΦ /ŀƱƻǏŏ ǇǊȊŜƭŜǿŀƴƻ Řƻ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŜƧ 

ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ ŦƻǊƳȅ Ȋ ƎǊȊŜōƛŜƴƛŜƳΣ ŀ Ǉƻ ȊŀǎǘȅƎƴƛťŎƛǳ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ƛ ǳǎǳƴƛťŎƛǳ ƎǊȊŜōƛŜƴƛŀ 

umieszczano w aparŀŎƛŜ Řƻ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿȅǇŜƱƴƛƻƴȅƳ ōǳŦƻǊŜƳ ¢!9 мȄ ǎǘťȍƻƴȅƳΦ  

5ƻ ǎǘǳŘȊƛŜƴŜƪ ȍŜƭǳ ƴŀƴƻǎȊƻƴƻ ǇǊƽōƪƛ 5b! Ȋ ŘƻŘŀǘƪƛŜƳ ōǳŦƻǊǳ ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎŜƎƻ  

ƻǊŀȊ ǿȅōǊŀƴȅ ǿȊƻǊȊŜŎ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ƛ ƛƭƻǏŎƛ 5b!Φ wƻȊŘȊƛŀƱ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘȅŎȊƴȅ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ  

etap reakcji PCR temperatura czas 

ǿǎǘťǇƴŀ ŘŜƴŀǘǳǊŀŎƧŀ фп ϲ/ 3 min 

denaturacja фп ϲ/ 30 sec 

hybrydyzacja ǿƎ ȊŀƭŜŎŜƵ 
producenta 

30 sec 

elongacja тн ϲ/ 2 min/kpz 

ŜƭƻƴƎŀŎƧŀ ƪƻƵŎƻǿŀ тн ϲ/ 5 min 
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ǇǊȊȅ ƴŀǇƛťŎƛǳ мл-мр± ƴŀ ƪŀȍŘȅ ŎŜƴǘȅƳŜǘǊ ŘƱǳƎƻǏŎƛ ȍŜƭǳΣ ŀ Ǉƻ ƧŜƎƻ ȊŀƪƻƵŎȊŜƴƛǳ ǊŜȊǳƭǘŀǘ 

ƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ǿ ǏǿƛŜǘƭŜ ¦± ǘǊŀƴǎƛƭǳƳƛƴŀǘƻǊŀ ƛ ŘƻƪǳƳŜƴǘƻǿŀƴƻ Ȋ ȊŀǎǘƻǎƻǿŀƴƛŜƳ ǎȅǎǘŜƳǳ 

UVIDOC HD6. 

 

6.1.7 LȊƻƭŀŎƧŀ 5b! Ȋ ȍŜƭǳ ŀƎŀǊŀȊƻǿŜƎƻ  
 

5ƻ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 5b! Ȋ ȍŜƭǳ ŀƎŀǊƻȊƻǿŜƎƻ ǳȍȅǘƻ ƪƻƳŜǊŎȅƧƴƛŜ ŘƻǎǘťǇƴŜƎƻ ȊŜǎǘŀǿǳ DŜƭ-Out 

ŦƛǊƳȅ !ϧ! .ƛƻǘŜŎƘƴƻƭƻƎȅΦ .ƭƻŎȊŜƪ ȍŜƭǳ ŀƎǊŀȊƻǿŜƎƻ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛ ŦǊŀƎƳŜƴǘ 5b! 

ǿȅŎƛťǘȅ ǎƪŀƭǇŜƭŜƳ ǳƳƛŜǎȊŎȊƻƴƻ ǿ ǇǊƻōƽǿŎŜ мΣр ƳƭΦ bŀǎǘťǇƴƛŜΣ ǇƻǎǘťǇǳƧŊŎ ȊƎƻŘƴƛŜ  

Ȋ ǇǊƻǘƻƪƻƱŜƳ ŘƻǎǘŀǊŎȊƻƴȅƳ ǇǊȊŜȊ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀΣ ŘƻŘŀƴƻ ǊƻȊǘǿƽǊ wт{Σ ƪǘƽǊȅ ŘȊƛťƪƛ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ 

ǎƻƭƛ ŎƘŀƻǘǊƻǇƻǿȅŎƘ ǳƳƻȍƭƛǿƛŀ ǊƻȊƭǳȋƴƛŜƴƛŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ŀƎŀǊƻȊȅ ƛ ǿƛŊȊŀƴƛŜ ǎƛť 5b!  

Řƻ ȊƱƽȍ ƪǊȊŜƳƛƻƴƪƻǿȅŎƘΦ wƻȊǘǿƽǊ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ w temperaturze рлϲ/ ŀȍ Řƻ ŎŀƱƪƻǿƛǘŜƎƻ 

ǊƻȊǇǳǎȊŎȊŜƴƛŀ ǎƛť ŀƎŀǊƻȊȅΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ Řƻ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ŘƻŘŀƴƻ ƛȊƻǇǊƻǇŀƴƻƭΣ ŀ ŎŀƱƻǏŏ ƴŀƴƛŜǎƛƻƴƻ 

ƴŀ ƪƻƭǳƳƴť Řƻ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 5b! ƛ ǿƛǊƻǿŀƴƻΦ 5b! ȊǿƛŊȊŀƴȅ ȊŜ ȊƱƻȍŜƳ ƪǊȊŜƳƛƻƴƪƻǿȅƳ ǇƱǳƪŀƴƻ 

Řǿŀ ǊŀȊȅ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ !м ƛ Ŝƭǳƻǿŀƴƻ ол ҡƭ I2Odd o temperaturze ok. 500C. 

 

6.1.8 Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych  
 

5b! ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƪƻƳŜǊŎȅƧƴƛŜ ŘƻǎǘťǇƴŜƎƻ ȊŜǎǘŀǿǳ /ƭŜŀƴ-up firmy A&A 

.ƛƻǘŜŎƘƴƻƭƻƎȅΣ tƻƭǎƪŀΣ ƪǘƽǊȅ ǇƻŘƻōƴƛŜ ƻǇƛŜǊŀ ǎƛť ƴŀ ǿƛŊȊŀƴƛǳ 5b! Řƻ ȊƱƻȍŀ ƪǊȊŜƳƛƻƴƪƻǿŜƎƻ 

ǿ ǿȅǎƻƪƛƳ ǎǘťȍŜƴƛǳ ǎƻƭƛ ŎƘŀƻǘǊƻǇƻǿȅŎƘΦ tƻǎǘťǇǳƧŊŎ ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ǇǊƻǘƻƪƻƱŜƳ Řƻstarczonym 

przez producenta, do mieszaniny po reakcji enzymatycznej dodano roztworu G  

ǿ ǇƛťŎƛƻƪǊƻǘƴƛŜ ǿƛťƪǎȊŜƧ ƻōƧťǘƻǏŎƛΦ /ŀƱƻǏŏ ƴŀƴƛŜǎƛƻƴƻ ƴŀ ƪƻƭǳƳƴť Řƻ ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƛŀ 5b!  

ƛ ǿƛǊƻǿŀƴƻ ол ǎ ǇǊȊȅ молл ǊǇƳΣ ŀ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ŘǿǳƪǊƻǘƴƛŜ ǇƱǳƪŀƴƻ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ !мΦ  

DNA elǳƻǿŀƴƻ ол ҡƭ I2Odd o temperaturze ok. 500C. 

 

6.1.9 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi 
 

½ƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊŀƭŜŎŜƴƛŀƳƛ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀ ǎǘƻǎƻǿŀƴȅŎƘ ƻŘŎȊȅƴƴƛƪƽǿ ǊŜŀƪŎƧŜ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴƻ  

ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ отϲ/Σ ƧŜǏƭƛ ƴƛŜ ǇƻŘŀƴƻ ƛƴŀŎȊŜƧΦ 
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tǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴƻ Řǿŀ ǊƻŘȊŀƧŜ ǘǊŀǿƛŜƵΥ  

¶ trawienie preparatywne ςǿƛťƪǎȊŜƧ ƛƭƻǏŎƛ 5b! όм-п ˃ƎύΣ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴŜ ǿ ƻōƧťǘƻǏŎƛ 

пл ˃ƭ ǇǊȊŜȊ ƴƻŎΣ 

¶ trawienie analityczne oczyszczonego DNA (np. w analizie restrykcyjnej) ς zwykle 

ƻƪΦ м ˃Ǝ 5b! ǇƻŘŘŀǿŀƴƻ ǊŜŀƪŎƧƛ ǘǊŀǿƛŜƴƛŀ ŜƴȊȅƳŀƳƛ ǊŜǎǘǊȅƪŎȅƧƴȅƳƛ ǿ ƻōƧťǘƻǏŎƛ 

нл ˃ƭ ǇǊȊŜȊ ƴƻŎ ƭǳō м Ƙ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ŜƴȊȅƳƽǿ Cŀǎǘ5ƛƎŜǎǘ. 

 

6.1.10 5ŜŦƻǎŦƻǊȅƭŀŎƧŀ рΩ ǿȅǎǘŀƧŊŎȅŎƘ ƪƻƵŎƽǿ 5b! ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ŀƴǘŀǊƪǘȅŎȊƴŜƧ ŦƻǎŦŀǘŀȊȅ  
 

²ȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƻ ōǳŦƻǊȅ ŘƻǎǘŀǊŎȊƻƴŜ ǇǊȊŜȊ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀ ƛ ǇƻǎǘťǇƻǿŀƴƻ ȊƎƻŘƴƛŜ  

Ȋ ƛƴǎǘǊǳƪŎƧŊ. tƻ ŘƻŘŀƴƛǳ ǇƛŜǊǿǎȊŜƧ ǇƻǊŎƧƛ ŜƴȊȅƳǳ Řƻ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ǊŜŀƪŎȅƧƴŜƧ ƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ пл ˃ƭ 

ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ƛƴƪǳōŀŎƧť ǇǊȊŜȊ ол Ƴƛƴ w temperaturze отϲ/Σ ŀ Ǉƻ ǳǇƱȅǿƛŜ ǘŜƎƻ ŎȊŀǎǳ ŘƻŘŀƴƻ 

ƪƻƭŜƧƴŊ ǇƻǊŎƧť ŦƻǎŦŀǘŀȊȅ ƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ǿ ǘȅŎƘ ǎŀƳȅŎƘ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ǇǊȊŜȊ ƴŀǎǘťǇƴŜ ол ƳƛƴΦ  

EnzyƳ ƛƴŀƪǘȅǿƻǿŀƴƻ ǘŜǊƳƛŎȊƴƛŜ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ срϲ/ ǇǊȊŜȊ мл Ƴƛƴ po dodaniu  

2 ml 0,5 M EDTA. Defosforylowany DNA oczyszczono z wykorzystaniem zestawu Clean-up. 

 

6.1.11 [ƛƎŀŎƧŀ ŦǊŀƎƳŜƴǘƽǿ 5b! Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƭƛƎŀȊȅ 5b! ŦŀƎŀ ¢п 
 

tǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴƻ Řǿŀ ǊƻŘȊŀƧŜ ǊŜŀƪŎƧƛ ƭƛƎŀŎƧƛ ŦǊŀƎƳŜƴǘƽǿ 5b! Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ƭƛƎŀȊȅ 5b! 

ŦŀƎŀ ¢пΣ ǿŎƘƻŘȊŊŎŜƧ ǿ ǎƪƱŀŘ ȊŜǎǘŀǿǳ ŦƛǊƳȅ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎΥ  

¶ ƭƛƎŀŎƧť ŦǊŀƎƳŜƴǘƽǿ ƻ ǿȅǎǘŀƧŊŎȅŎƘ ƪƻƵŎŀŎƘ  

¶ ƭƛƎŀŎƧť ŦǊŀƎƳŜƴǘƽǿ Ȋ αǘťǇȅƳƛέ ƪƻƵŎŀƳƛΦ  

W obu przypadkach stosunek ƛƭƻǏŎƛƻǿȅ ǿŜƪǘƻǊƻǿŜƎƻ 5b! Řƻ ƛƴǎŜǊǘǳ 5b! ǿȅƴƻǎƛƱ мΥ оΣ  

a warunki reakcji i stosowane odczynniki zastosowano zgodnie z zaleceniami producenta. 

² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƭƛƎŀŎƧƛ αǘťǇȅŎƘέ ƪƻƵŎƽǿ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴť ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ ƴƻŎ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ 

ǇƻƪƻƧƻǿŜƧΣ ƴŀǘƻƳƛŀǎǘ ƭƛƎŀŎƧť ǿȅǎǘŀƧŊŎȅŎƘ ƪƻƵŎƽǿ ƴŀǎǘŀǿƛŀƴƻ ƴŀ ƴƻŎ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ 

мсϲ/Φ 5ƻ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƧƛ ōŀƪǘŜǊƛƛ ǳȍȅǿŀƴƻ ŎŀƱƻǏŎƛ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ƭƛƎŀŎȅƧƴŜƧΦ 
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6.2 aŜǘƻŘȅ ǇǊŀŎȅ Ȋ ƪƻƳƽǊƪŀƳƛ ǎǎŀŎȊȅƳƛ 

6.2.1 IƻŘƻǿƭŜ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ 
 

IƻŘƻǿƭŜ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ƴŀ ǇƱȅǘƪŀŎƘ ƭǳō ǿ ōǳǘŜƭƪŀŎƘ Ǉƻlistyrenowych 

ǿ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŜƧ Řƭŀ ŘŀƴŜƧ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ǇƻȍȅǿŎŜ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ Ȋ ŘƻŘŀǘƪƛŜƳ ōȅŘƭťŎŜƧ 

ǎǳǊƻǿƛŎȅ ǇƱƻŘƻǿŜƧ όC.{ύ ƻ ǎǘťȍŜƴƛǳ у-нл҈Σ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƽǿ ƻǊŀȊ [-glutaminy  

ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ отϲ/ ƛ ŀǘƳƻǎŦŜǊȊŜ ƴŀǎȅŎƻƴŜƧ /h2 Řƻ ǎǘťȍŜƴƛŀ р҈Φ !ōȅ Řƻƪƻƴŀŏ Ǉŀǎŀȍǳ 

ǿȅōǊŀƴŜƧ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧΣ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƱǳƪŀƴƻ ōǳŦƻǊŜƳ t.{ ƛ ǇƻŘŘŀǿŀƴƻ ǘǊȅǇǎȅƴƛȊŀŎƧƛ  

ǿ ǊƻȊǘǿƻǊȊŜ ǘǊȅǇǎȅƴȅΦ ½ŀǿƛŜǎƛƴť ƪƻƳƽǊŜƪ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴƻ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ Ȋ C.{ όǿ ŎŜƭǳ ƴŜǳǘǊŀƭƛȊŀŎƧƛ 

ǘǊȅǇǎȅƴȅύΣ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ƭƛŎȊƻƴƻ ƛ ǿ ǿȅƳŀƎŀƴȅƳ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛǳ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴƻ  

w ƴƻǿȅƳ ƴŀŎȊȅƴƛǳ ƘƻŘƻǿƭŀƴȅƳΦ [ƛƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ǇƻŘŘŀǿŀƴƻ ǊŜƎǳƭŀǊƴȅƳ ǘŜǎǘƻƳ  

ƴŀ ƻōŜŎƴƻǏŏ ƳȅƪƻǇƭŀȊƳ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ȊŜǎǘŀǿǳ ƭǳƳƛƴŜǎŎŜƴŎȅƧƴŜƎƻ aȅŎƻ!ƭŜǊǘΦ 

 

6.2.2 bŀƳƴŀȍŀƴƛŜ ƛ ƳƛŀǊŜŎȊƪƻǿŀƴƛŜ ǿƛǊǳǎŀ όŀƴƎΦ ǇƭŀǉǳŜ ŀǎǎŀȅύ 
 

tƻȍȅǿƪť ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ ȊŜōǊŀƴƻ ƛ ȊŀǎǘŊǇƛƻƴƻ ƳƛƴƛƳŀƭƴŊ  

όƴƛŜȊōťŘƴŊ Řƻ ǇǊȊȅƪǊȅŎƛŀ ƪƻƳƽǊŜƪύ ƻōƧťǘƻǏŎƛŊ Ǉƻȍȅǿƪƛ ōŜȊ C.{ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜƧ ǿƛǊǳǎŀΦ  

LƴƪǳōŀŎƧť ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ƎƻŘȊƛƴť ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ отϲ/ ǿǊŀȊ Ȋ р҈ /h2Φ bŀǎǘťǇƴƛŜ ȊŀǿƛŜǎƛƴť 

ȊŀǎǘŊǇƛƻƴƻ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŊ ƻōƧťǘƻǏŎƛŊ ǏǿƛŜȍŜƧ Ǉƻȍȅǿƪƛ Ȋ C.{Φ IƻŘƻǿƭť ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ Řƻ ǳȊȅǎƪŀƴƛŀ 

ǇŜƱƴŜƎƻ ŜŦŜƪǘǳ ŎȅǘƻǇŀǘȅŎȊƴŜƎƻΣ ƭƛȊȅ ƪƻƳƽǊŜƪΣ Ǉƻ ŎȊȅƳ ȊōƛŜǊŀƴƻ ƭƛȊŀǘ Ȋ ŎȊŊǎǘƪŀƳƛ ǿƛǊǳǎƻǿȅƳƛΣ 

odwirowywano przez 5 min przy 2500 rpm, porcjowano i przechowywano w ȊŀƳǊŀȍŀǊŎŜ  

(-улϲ/)Φ ² ŎŜƭǳ ƻȊƴŀŎȊŜƴƛŀ Ƴƛŀƴŀ ǿƛǊǳǎŀ ǿȅƪƻƴŀƴƻ ǎŜǊȅƧƴŜ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛŀ ȊŀǿƛŜǎƛƴȅ ǿƛrusa  

(od 10-1 do 10-8ύ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜ ōŜȊ C.{ ƛ ƴŀƴƻǎȊƻƴƻ ƴŀ ƧŜŘƴƻǿŀǊǎǘǿƻǿŜ ƘƻŘƻǿƭŜ ƪƻƳƽǊŜƪ 

ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴȅŎƘ ƴŀ ǇƱȅǘƪŀŎƘ с-ŘƻƱƪƻǿȅŎƘΦ tƻ ƎƻŘȊƛƴƴŜƧ ƛƴƪǳōŀŎƧƛ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƱǳƪŀƴƻ ōǳŦƻǊŜƳ 

t.{ ƛ ǇƻƪǊȅǿŀƴƻ м҈ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ ƳŜǘȅƭƻŎŜƭǳƭƻȊȅ ǿ ǇƻȍȅǿŎŜΦ tƻ пу ƎƻŘȊƛƴŀŎƘ ƻŘ ƛƴŦŜƪŎƧi 

ƳŜǘȅƭƻŎŜƭǳƭƻȊť ǳǎǳǿŀƴƻΣ ŀ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇǊȊŜƳȅǿŀƴƻ t.{Φ ² ŎŜƭǳ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƱȅǎƛƴŜƪ ǿƛǊǳǎŀ 

ƴŀƴƻǎȊƻƴƻ ǊƻȊǘǿƽǊ м҈ ŦƛƻƭŜǘǳ ƪǊȅǎǘŀƭƛŎȊƴŜƎƻ ǿ рл҈ Ŝǘŀƴƻƭǳ όǿκǾύΣ ǇǊƻǿŀŘȊŊŎ ƛƴƪǳōŀŎƧť  

ǇǊȊŜȊ нл Ƴƛƴ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ ǇƻƪƻƧƻǿŜƧΦ YƻƳƽǊƪƛ ǇǊȊŜƳȅǿŀƴƻ ƛ Ǉƻ ǿȅǎǳǎȊŜƴƛǳ ƭƛŎȊƻƴƻ 

Ʊysinki. Miano wirusa (ang. PFU- plaque-forming unitύ ǿȅȊƴŀŎȊƻƴƻ ǿŜŘƱǳƎ ǿȊƻǊǳΥ 

         

 

PFU/ml =                                   
ƭƛŎȊōŀ ƱȅǎƛƴŜƪ 

ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛŜ Ȅ ƻōƧťǘƻǏŏ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛŀ 
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6.2.3 ¢ǊŀƴǎŦŜƪŎƧŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ǇŀƪǳƧŊŎȅŎƘ Dtн-293 kompleksami DNA z fosforanem 

wapnia 
 

Do transfekcji stosowano gotowe bufory z zestawu Calcium Phosphate transfection 

firmy Takara/Clontech. 1x106 ƪƻƳƽǊŜƪ Dtн-нфо ǿȅǎƛŀƴƻ ƴŀ ǇƱȅǘƪƛ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ сл ƳƳΦ  

нп Ƙ ǇǊȊŜŘ ǇǊȊȅǎǘŊǇƛŜƴƛŜƳ Řƻ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅΦ ² Řƴƛǳ ǘǊŀƴǎŦŜƪŎƧƛ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴƻ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴť 

plazmidowego DNA: pLZRS-IRES-ɲbDCw-gB lub pBABEpuro i pCMV-VSV-D ǿ ƛƭƻǏŎƛ мр ˃Ǝ  

όǿ ǎǘƻǎǳƴƪǳ ƛƭƻǏŎƛƻǿȅƳ нΥмύ ƻǊŀȊ от ˃ƭ нa /ŀ/ƭ2 ǳȊǳǇŜƱƴƛƻƴŊ H2Odd Řƻ ŎŀƱƪƻǿƛǘŜƧ ƻōƧťǘƻǏŎƛ 

олл ˃ƭΣ ƪǘƽǊŊ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ƪǊƻǇƭŀƳƛ Řƻ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴŜƎƻ ƴŀ ǿȅǘǊȊŊǎŀǊŎŜ ƭŀōƻǊŀǘƻǊȅƧƴŜƧ  

олл ˃ƭ нȄ ǎǘťȍƻƴŜƎƻ ōǳŦƻǊǳ I.{Φ tƻ ǳǇǊȊŜŘƴƛŜƧ ȊƳƛŀƴƛŜ ǇƻȍȅǿƪƛΣ ƪƻƳƽǊƪƛ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǿŀƴƻ 

ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŊ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴŊ ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ƛƴƪǳōŀŎƧť ǇǊȊŜȊ ƴƻŎ ǿ отϲ/ ǿ atmosferze 5% CO2. 

bŀǎǘťǇƴŜƎƻ Řƴƛŀ ȊōƛŜǊŀƴƻ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘΣ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƱǳƪŀƴƻ ǇƻȍȅǿƪŊΣ ŘƻŘŀƴƻ ǏǿƛŜȍŊ ǇƻȊȅǿƪť  

ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ŘŀƭǎȊŊ пу-ƎƻŘȊƛƴƴŊ ƘƻŘƻǿƭť ǿ отϲ/ ǿ ǇǊȊȅ р҈ ƴŀǎȅŎŜƴƛǳ /h2.  

tƻ ǘȅƳ ŎȊŀǎƛŜ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ ŎȊŊǎǘƪƛ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿŜ ȊōƛŜǊano  

Řƻ ƧŀƱƻǿŜƧ ǇǊƻōƽǿƪƛ мр Ƴƭ ƛ ǿƛǊƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ т Ƴƛƴ ǇǊȊȅ оллл ǊǇƳΦ  

¦Ȋȅǎƪŀƴȅ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ŦƛƭǘǊƻǿŀƴƻ Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ ŦƛƭǘǊŀ ǎǘǊȊȅƪŀǿƪƻǿŜƎƻ Ȋ ƳŜƳōǊŀƴŊ t±5C  

ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ ǇƻǊƽǿ лΣпр ˃Ƴ ƛ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƻ Řƻ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŜƴƛŀ ǘǊŀƴǎŘǳƪŎƧƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘΦ  

 

6.2.4 Transdukcja retrowirusowa 
 

5ƻ ƧŀƱƻǿŜƧ ǇǊƻōƽǿƪƛ мр Ƴƭ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜƧ ȊŀǿƛŜǎƛƴť ƪƻƳƽǊŜƪ ǿ ƭƛŎȊōƛŜ нȄмл5 dodano  

пл ˃ƭ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ǇƻƭƛōǊŜƴǳ ƛ ǳȊǳǇŜƱƴƛƻƴƻ ǇƻȍȅǿƪŊ Řƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ м ƳƭΦ  

bŀǎǘťǇƴƛŜ ǇƻƱŊŎȊƻƴƻ ǇƻǿǎǘŀƱȅ ǊƻȊǘǿƽǊ Ȋ м Ƴƭ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘǳ Ȋ ǿŜƪǘƻǊŜƳ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅƳ  

ƛ ǿȅǎƛŀƴƻ ƴŀ ǇƱȅǘƪť ƘƻŘƻǿƭŀƴŊ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ ол ƳƳΦ tƻ нп Ƙ Řƻƪƻƴŀƴƻ ȊƳƛŀƴȅ ǇƻȍȅǿƪƛΣ  

ŀ Ǉƻ ǳȊȅǎƪŀƴƛǳ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇŜƱƴŜƧ ƪƻƴŦƭǳŜƴŎƧƛ ǇǊȊŜƴƛŜǎƛƻƴƻ Řƻ ōǳǘŜƭƪƛ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ ¢трΦ 

²ȅŘŀƧƴƻǏŏ ǘǊŀƴǎŘǳƪŎƧƛ ǎǇǊŀǿŘȊŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŎȅǘƻƳŜǘǊƛƛ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŜƧ  

ƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ƻƪǊŜǏƭŜƴƛŀ ǇǊƻŎŜƴǘǳ ƪƻƳƽǊŜƪ ŜƪǎǇǊȅƳǳƧŊŎȅŎƘ ƎŜƴ ǊŜŎŜǇǘƻǊŀ ɲbDCwΦ  

² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ Ȋ ǿǇǊƻǿŀŘȊŀƴȅƳ ƎŜƴŜƳ ƻǇƻǊƴƻǏŎƛ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪƻǿŜƧ 

ǎǘƻǎƻǿŀƴƻ ǎŜƭŜƪŎƧť ǇǳǊƻƳȅŎȅƴŊ ǇǊȊŜȊ ƪƻƭŜƧƴŜ н ǘȅƎƻŘƴƛŜΣ ȊƳƛŜƴƛŀƧŊŎ ƳŜŘƛǳƳ Ŏƻ н-3 dni. 

Ustalone ƪƻƵŎƻǿŜ ǎǘťȍŜƴƛŜ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪǳ ǿ ƳŜŘƛǳƳ ƘƻŘƻǿƭŀƴȅƳ ǿȅƴƻǎƛƱƻ н ˃ƎκƳƭ  

Řƭŀ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{Σ {Yс ƛ п ˃ƎκƳƭ Řƭŀ ƪƻƳƽǊŜƪ a5.YΦ  
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6.2.5 {ƻǊǘƻǿŀƴƛŜ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ 
 

6x106 ƪƻƳƽǊŜƪ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ Ȋ ǳȊȅǎƪŀƴŜƧ ƘƻŘƻǿƭƛΣ ȊŀǿƛŜǎȊƻƴƻ ǿ ōǳŦƻǊȊŜ t.{  

ƛ ǇǊȊŜƴƻǎȊƻƴƻ Řƻ ǇǊƻōƽǿƪƛ рл ƳƭΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ǿƛǊƻǿŀƴƻ ǇǊȊez 4 min przy 1200 rpm  

ƛ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ǎǘŜǊȅƭƴȅ ǊƻȊǘǿƽǊ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǇƛŜǊǿǎȊƻǊȊťŘƻǿȅŎƘ ŀƴǘȅ-NGFR (1:1000)  

ǿ м Ƴƭ лΣр҈ .{! ǿ t.{Φ tƻ ƎƻŘȊƛƴƴŜƧ ƛƴƪǳōŀŎƧƛ ǿ ƭƻŘȊƛŜΣ ȊŀǿƛŜǎƛƴť ƪƻƳƽǊŜƪ ǇƱǳƪŀƴƻ о-krotnie 

лΣр҈ .{! ǿ t.{Σ ǇǊȊŜȊ ǿƛǊƻǿŀƴƛŜΣ ŀ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ǎǘŜǊȅƭƴȅ ǊƻȊǘǿƽǊ ƪƻƴƛǳƎŀǘǳ 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-ƳȅǎƛŎƘ Ȋ ŦƛƪƻŜǊȅǘǊȅƴŊΦ tƻ пр-minutowej inkubacji,  

ǿ ƭƻŘȊƛŜ ōŜȊ ŘƻǎǘťǇǳ ǏǿƛŀǘƱŀΣ ȊŀǿƛŜǎƛƴť ƪƻƳƽǊŜƪ ǇƱǳƪŀƴƻ о-krotnie 0,5% BSA w PBS. 

²ȅōŀǊǿƛƻƴŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ȊŀǿƛŜǎȊƻƴƻ ǿ мΣр Ƴƭ ōǳŦƻǊǳ t.{ ƛ ǇǊȊŜƴƛŜǎƛƻƴƻ Řƻ ƧŀƱƻǿȅŎƘ ǇǊƻōƽǿŜƪ 

cȅǘƻƳŜǘǊȅŎȊƴȅŎƘΦ 5ƻƪƻƴŀƴƻ ǎŜƎǊŜƎŀŎƧƛ ƪƻƳƽǊŜƪ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ǇǊȊȅǎǘŀǿƪƛ ǎƻǊǘǳƧŊŎŜƧ 

ŎȅǘƻƳŜǘǊǳ C!/{/ŀƭƛōǳǊΦ YƻƳƽǊƪƛ bDCw-ǇƻȊȅǘȅǿƴŜ ȊōƛŜǊŀƴƻ Řƻ ƧŀƱƻǿŜƧ ǇǊƻōƽǿƪƛ рл ƳƭΣ 

ȊǿƛŜǊŀƧŊŎŜƧ п Ƴƭ C.{ όǇǊƻōƽǿƪƛ ǳȍȅǿŀƴŜ Řƻ ȊōƛŜǊŀƴƛŀ ƪƻƳƽǊŜƪ Ǉƻ ǎƻǊŎƛŜ ōƭƻƪƻǿŀƴƻ  

przez noc w roztworze 4% BSA w PBS z 0,1% NaN3 ǿ пϲ/ύΦ tƻ ȊŀƪƻƵŎȊŜƴƛǳ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅ ǎŜƭŜƪŎƧƛ 

ȊŀǿƛŜǎƛƴť ƪƻƳƽǊŜƪ ǿƛǊƻǿŀƴƻ ǇǊȊȅ нулл ǊǇƳ ǇǊȊŜȊ у ƳƛƴΣ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ǳǎǳǿŀƴƻΣ  

ŀ Řƻ ƻǎŀŘǳ ƪƻƳƽǊŜƪ ŘƻŘŀǿŀƴƻ р Ƴƭ Ǉƻȍȅǿƪƛ ǎǳǇƭŜƳŜƴǘƻǿŀƴŜƧ ŀƴǘȅōƛƻǘȅƪŀƳƛΦ  

IƻŘƻǿƭť ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ǇƻŎȊŊǘƪƻǿƻ ǿ ōǳǘŜƭŎŜ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ ¢нрΣ ŀ Ǉƻ ƻǎƛŊƎƴƛťŎƛǳ ǇŜƱƴŜƧ 

ƪƻƴŦƭǳŜƴŎƧƛ ǿ ōǳǘŜƭŎŜ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ ¢трΦ tǊŀǿƛŘƱƻǿȅ ǇǊȊŜōƛŜƎ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅ ǎŜƭŜƪŎƧƛ ǎǇǊŀǿŘȊŀƴƻ 

ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ǇǊƻǘƻƪƻƱŜƳ ǎǘŀƴŘŀǊŘƻǿŜƧ ŀƴŀƭƛȊȅ ŎȅǘƻƳŜǘǊȅŎȊŜƧΦ 

 

6.2.6 /ȅǘƻƳŜǘǊƛŀ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŀ 
 

YƻƳƽǊƪƛ ǿȅǎƛŜǿŀƴƻ ƴŀ ǇƱȅǘƪť с-ŘƻƱƪƻǿŊΦ bŀǎǘťǇƴŜƎƻ Řƴƛŀ ƪƻƳƽǊƪƛ ǘǊȅǇǎȅƴƛȊƻǿŀƴƻ  

i zbierano do buforu PBS, wirowano 1200 rpm przez 4 minuty, a uzyskany osad zawieszono  

ǿ млл ˃ƭ ōǳŦƻǊǳ t.! ƴŀ ƪŀȍŘŜ оȄмл5 ƪƻƳƽǊŜƪΦ YƻƳƽǊƪƛ ǇǊȊŜƴƻǎȊƻƴƻ ƴŀ ǇƱȅǘƪť фс-ŘƻƱƪƻǿŊ  

i wirowano przez 3 minuty przy 1300 rpm i пϲ/Φ {ǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ǳǎǳǿŀƴƻΣ ŀ ƻǎŀŘ ȊŀǿƛŜǎȊƻƴƻ  

ǿ млл ˃ƭ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǇƛŜǊǿǎȊƻǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǿ t.!Φ  

YƻƳƽǊƪƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ Ȋ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀƳƛ ǿ ƭƻŘȊƛŜ ǇǊȊŜȊ м ƘΦ tƻ ǘȅƳ ŎȊŀǎƛŜ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴƛŜ ǇƱǳƪŀƴƻ 

нлл ˃ƭ t.!Σ ǇǊȊŜȊ ǿƛǊƻǿŀƴƛŜΣ ƛ ŘƻŘŀƴƻ млл ˃ƭ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿȅŎƘΦ  

LƴƪǳōŀŎƧť ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ōŜȊ ŘƻǎǘťǇǳ ǏǿƛŀǘƱŀΣ ƴŀ ƭƻŘȊƛŜ ǇǊȊŜȊ пр Ƴƛƴǳǘ Ǉƻ ŎȊȅƳ ǇƱǳƪŀƴƻ 

ƪƻƳƽǊƪƛ о ǊŀȊȅ ōǳŦƻǊŜƳ t.!Φ ²ȅōŀǊǿƛƻƴŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ȊŀǿƛŜǎȊŀƴƻ ǿ плл ˃ƭ t.!Σ  

ǇǊȊŜƴƛŜǎƛƻƴƻ Řƻ ǇǊƻōƽǿŜƪ ŎȅǘƻƳŜǘǊȅŎȊƴȅŎƘ ƛ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ ǿ ŎȅǘƻƳŜǘǊȊŜ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿȅƳ 
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C!/{/ŀƭƛōǳǊ ƭǳō aŜǊŎƪκDǳŀǾŀ Ŝŀǎȅ/ȅǘŜΣ ƪƻǊȊȅǎǘŀƧŊŎ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ Ȋ ƻǇǊƻƎǊŀƳƻǿŀƴƛŀ 

CellQuest Pro lub InCyte. 

 

6.2.7 PrzygƻǘƻǿŀƴƛŜ ƭƛȊŀǘƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 
 

YƻƳƽǊƪƛ ǇƻŘŘŀǿŀƴƻ ǘǊȅǇǎȅƴƛȊŀŎƧƛΣ ȊōƛŜǊŀƴƻ Řƻ ōǳŦƻǊǳ t.{ ƛ wirowano przez 3 min  

ǇǊȊȅ уллл ǊǇƳΦ t.{ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ ǳǎǳƴƛťǘƻΣ ŀ Řƻ ƻǎŀŘǳ ŘƻŘŀƴƻ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŊ ƛƭƻǏŏ ōǳŦƻǊǳ 

ƭƛȊǳƧŊŎŜƎƻ bt-пл Ȋ ŘƻŘŀǘƪƛŜƳ ƛƴƘƛōƛǘƻǊƽǿ ǇǊƻǘŜŀȊ ƛ ƧƻŘƻŀŎŜǘŀƳidu (106 ƪƻƳƽǊŜƪκмр ҡƭ ƭǳō мл6 

ƪƻƳƽǊŜƪκмлл ҡƭ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƭƛȊŀǘƽǿ ǇǊȊŜȊƴŀŎȊƻƴȅŎƘ Řƻ ǊŜŀƪŎƧƛ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀŎƧƛύΦ  

tǊƽōƪƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ пр Ƴƛƴ ǿ ƭƻŘȊƛŜΣ ŀ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ǿƛǊƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ нл Ƴƛƴ przy пϲ/Σ ǇǊȊȅ моллл 

ǊǇƳΦ {ǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ǇǊȊŜƴƻǎȊƻƴƻ Řƻ ƴƻǿȅŎƘ ǇǊƻōƽǿŜƪ ƛ ǇǊzechowywano w temperaturze  

-улϲ/Φ 

 

6.2.8 .ŀǊǿƛŜƴƛŜ ƛƳƳǳƴƻŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴŜ ƪƻƳƽǊŜƪ ƛ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛŀ ƪƻƴŦƻƪŀƭƴŀ 
 

WŀƱƻǿŜ ǎȊƪƛŜƱƪŀ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴƻ ǿ ŘƻƱƪŀŎƘ ǇƱȅǘƪƛ мн-ŘƻƱƪƻǿŜƧΣ  

Řƻ ƪǘƽǊȅŎƘ ǿȅǎƛŜǿŀƴƻ ƪƻƳƽǊƪƛ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

w liczbie 3x105 ƪƻƳƽǊŜƪκǎǘǳŘȊƛŜƴƪťΦ YƻƭŜƧƴŜƎƻ Řƴƛŀ ȊōƛŜǊŀƴƻ Ǉƻȍȅǿƪť ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪΣ  

ǇƱǳƪŀƴƻ ƧŜ ōǳŦƻǊŜƳ 5-t.{ ƛ ǳǘǊǿŀƭŀƴƻ ǿ п҈ ǊƻȊǘǿƻǊȊŜ ǇŀǊŀŦƻǊƳŀƭŘŜƘȅŘǳ ǿ t.{Σ ƛƴƪǳōǳƧŊŎ 

20 min w temperaturze 40/Φ bŀǎǘťǇƴƛŜ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴƛŜ ǇǊȊŜƳȅǿŀƴƻ ƪƻƳƽǊƪƛ  

buforem PBS i pozostawiano pod PBS na noc w temperaturze 40/ ƭǳō ǇǊȊȅǎǘťǇƻǿŀƴƻ  

Řƻ ƪƻƭŜƧƴŜƎƻ ŜǘŀǇǳ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅΦ ² ŘŀƭǎȊȅƳ ŜǘŀǇƛŜ ǇŜǊƳŜŀōƛƭƛȊƻǿŀƴƻ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ  

0,2% roztworem TritonX-млл ǿ t.{ ǇǊȊŜȊ у ƳƛƴǳǘΣ ŘǿǳƪǊƻǘƴƛŜ ǇƱǳƪŀƴƻ ƪƻƳƽǊƪƛ ōǳŦƻǊŜƳ t.{ 

ƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ол Ƴƛƴǳǘ ǿ ǊƻȊǘǿƻǊȊŜ ōƭƻƪǳƧŊŎym 1% BSA w PBS, w temperaturze pokojowej. 

² ǘȅƳ ŎȊŀǎƛŜ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿȅǿŀƴƻ ǊƻȊǘǿƻǊȅ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ L-ǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǿ м҈ .{! ǿ t.{Σ  

ƪǘƽǊŜ ŘƻŘŀǿŀƴƻ Řƻ ƪƻƳƽǊŜƪ Ǉƻ ǳǎǳƴƛťŎƛǳ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ōƭƻƪǳƧŊŎŜƎƻ ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ƛƴƪǳōŀŎƧť 

przez 1,5 h na rotatorze horyzontalnym. W dalszej koƭŜƧƴƻǏŎƛ, Ǉƻ ǳǎǳƴƛťŎƛǳ ǊƻȊǘǿƻǊǳ 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ L-ǊȊťŘƻǿȅŎƘΣ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴȅƳ ǇƱǳƪŀƴƛǳ ōǳŦƻǊŜƳ t.{Σ ƪƻƳƽǊƪƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ  

ǇǊȊŜȊ ƎƻŘȊƛƴť ƴŀ ǊƻǘŀǘƻǊȊŜ ƘƻǊȅȊƻƴǘŀƭƴȅƳΣ ǿ ŎƛŜƳƴƻǏŎƛ  

Ȋ ǊƻȊǘǿƻǊŀƳƛ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ LL-ǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǎƪƻƴƛǳƎƻǿŀƴȅŎƘ Ȋ ŦƭǳƻǊƻŎƘǊƻƳŀƳƛ  

przygotowanymi w 1% .{! ǿ t.{Φ hǎǘŀǘŜŎȊƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƱǳƪŀƴƻ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴƛŜ ōǳŦƻǊŜƳ t.{Φ  
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{ȊƪƛŜƱƪŀ Ȋ ŘƻƱƪƽǿ ǇƱȅǘƪƛ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴƻ ƛ ǳƴƛŜǊǳŎƘŀƳƛŀƴƻ ƴŀ ǎȊƪƛŜƱƪŀŎƘ ǇƻŘǎǘŀǿƻǿȅŎƘ  

Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ƻŘŎȊȅƴƴƛƪŀ tǊƻ[ƻƴƎ 5ƛŀƳƻƴŘ !ƴǘƛŦŀŘŜ aƻǳƴǘŀƴǘΦ ¦ȊȅǎƪŀƴŜ ǿ ǘŜƴ ǎǇƻǎƽō 

ǇǊŜǇŀǊŀǘȅ ǇƻȊǿŀƭŀƱȅ ƴŀ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŜƴƛŜ ƻōǎŜǊǿŀŎƧƛ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿȅŎƘ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ mikroskopu 

konfokalnego laserowego skaningowego Leica TCS SP8X. Poziom ko-lokalizacji wyznaczano  

Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƻǇǊƻƎǊŀƳƻǿŀƴƛŀ [ŜƛŎŀ !ǇǇƭƛŎŀǘƛƻƴ {ǳƛǘŜ · Ȋ ŦǳƴƪŎƧŊ ƻōƭƛŎȊŜƴƛƻǿŊ ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ 

korelacji Pearsona (ang.  Pearson correlation coefficient).  

 

6.3 aŜǘƻŘȅ ǇǊŀŎȅ Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛ 

6.3.1 Immunoprecypitacja 
 

LƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀŎƧť ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ȊƱƻȍŀ {ŜǇƘŀǊƻǎŜ-Protein A.  

² ǇǊƻōƽǿŎŜ мΣр Ƴƭ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴƻ пл ˃ƭ zawiesiny ȊƱƻȍŀ ȊǊƽǿƴƻǿŀȍƻƴŜƎƻ ōǳŦƻǊŜƳ b9¢Σ  

ŀ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ŘƻŘŀǿŀƴƻ прл ˃ƭ ƭƛȊŀǘƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ǿ ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ 

od immunopreŎȅǇƛǘƻǿŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ƻǊŀȊ ōǳŦƻǊ b9¢ Řƻ ŎŀƱƪƻǿƛǘŜƧ ƻōƧťǘƻǏŎƛ слл ˃ƭΦ  

tƻ ƴƻŎƴŜƧ ƛƴƪǳōŀŎƧƛ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ǿ пϲ/ ƴŀ ƳƛŜǎȊŀŘƭŜ ƻōǊƻǘƻǿȅƳ ȊƱƻȍŜ ǿƛǊƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ о Ƴƛƴ 

ǇǊȊȅ уллл ǊǇƳ ǿ пϲ/ ƛ ǇƱǳƪŀƴƻ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴƛŜ ōǳŦƻǊŜƳ b9¢Σ ǇǊȊŜȊ ǿƛǊowanie.  

tǊƽōƪƛ ȊŀǿƛŜǎȊƻƴƻ ōǳŦƻǊȊŜ ƭƛȊǳƧŊŎƻ-ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎȅƳ ƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ р Ƴƛƴǳǘ ǿ мллϲ/Σ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ 

ǿƛǊƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ о Ƴƛƴǳǘȅ ǇǊȊȅ уллл ǊǇƳ ǿ пϲ/Φ ½ŜōǊŀƴȅ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ 

elektroforezy poliakryloamidowej i techniki Western blotting. 

 

6.3.2 Biochemiczna analiza N-ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛ ōƛŀƱŜƪ  
 

Dƻ ȊŘŜƴŀǘǳǊƻǿŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ŘƻŘŀƴƛŜ ōǳŦƻǊǳ ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎƻ-ƭƛȊǳƧŊŎŜƎƻ  

ƛ ƛƴƪǳōŀŎƧť ǇǊȊŜȊ р Ƴƛƴ ǿ млл/̄ ƭƛȊŀǘƽǿ ƪƻƳƽǊŜƪ ŘƻŘŀƴƻ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŊ ƛƭƻǏŏ ŜƴȊȅƳǳ tbDŀȊȅ 

C όн ҡƭκǊŜŀƪŎƧťύ ƭǳō 9ƴŘƻI όн ҡƭκǊŜŀƪŎƧťύΣ ŘŜŘȅƪƻǿŀƴŜƎƻ ƛƳ ōǳŦƻǊǳ όƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ Dт ƛ Dрύ  

oraz detergentu NP-плΣ ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ǊŜƪƻƳŜƴŘŀŎƧŊ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀΦ  

tǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŊ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴť ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ ƴƻŎ ǿ ǘŜƳǇeraturze 37̄ C.  

bŀǎǘťǇƴŜƎƻ Řƴƛŀ Řƻ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴȅ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ǇƻƴƻǿƴƛŜ пȄ ǎǘťȍƻƴȅ ōǳŦƻǊ ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎƻ-ƭƛȊǳƧŊŎȅ  

i inkubowano przez 5 min w 1000/Φ tǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴȅ ǿ ǘŜƴ ǎǇƻǎƽō ƳŀǘŜǊƛŀƱ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ  

Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ƛ ǘŜŎƘƴƛƪƛ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎΦ 
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6.3.3 9ƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊŀ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŀ ōƛŀƱŜƪ ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ  
 

² ŎŜƭǳ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŜƴƛŜ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƧ ōƛŀƱŜƪ  

ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ όŀng. SDS-PAGEύ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴƻ ǿ ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ  

ƻŘ Ƴŀǎȅ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪΥ у҈Σ мл҈ ƭǳō мн҈ ȍŜƭ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƧŊŎȅ ƛ р҈ ȍŜƭ ȊŀƎťǎȊŎȊŀƧŊŎȅΣ 

umieszczany w aparacie do elektroforezy i zalewany buforem elektrodowym.   

tǊȊŜŘ ǳƳƛŜǎȊŎȊŜƴƛŜƳ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴŜƎƻ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ǿ ǎǘǳŘȊƛŜƴƪŀŎƘ Řƻ ǇǊƽōŜƪ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ōǳŦƻǊ 

ƻōŎƛŊȍŀƧŊŎƻ-ƭƛȊǳƧŊŎȅ όпȄ ƭǳō сȄ ǎǘťȍƻƴȅ Ȋ ŘƻŘŀǘƪƛŜƳ ƭǳō ōŜȊ ʲ-ƳŜǊƪŀǇǘƻŜǘŀƴƻƭǳ ǿ ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ 

ƻŘ ǇƻȍŊŘŀƴȅŎƘ ōŊŘȋ ƴƛŜ ǿŀǊǳƴƪƽǿ ǊŜŘǳƪǳƧŊŎȅŎƘ ǊŜŀƪŎƧƛύ ƛ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴť ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ  

przez 5 min w temperaturze 1000C. Wŀƪƻ ǿȊƻǊŎŀ Ƴŀǎ ǳȍȅǿŀƴƻ tŀƎŜwǳƭŜǊ ƭǳō tŀƎŜǊ wǳƭŜǊ tƭǳǎ 

Prestained Protein Ladder. tƻŎȊŊǘƪƻǿƻ ǊƻȊŘȊƛŀƱ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ǇǊȊȅ ƴŀǇƛťŎƛǳ ул±  

ŀȍ Řƻ ƳƻƳŜƴǘǳΣ ƎŘȅ ǿȊƻǊȊŜŎ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ǇǊȊŜƪǊƻŎȊȅƱ ƎǊŀƴƛŎť ȍŜƭƛΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ ȊǿƛťƪǎȊƻƴƻ 

ƴŀǇƛťŎƛŜ ǇǊŊŘǳ Řƻ мул±Φ wƻȊŘȊƛŀƱ ǘǊǿŀƱ Řƻ ŎƘǿƛƭƛΣ ƪƛŜŘȅ ŎȊƻƱƻ ǇǊƽōŜƪ ǿƛŘƻŎȊƴŜ ǇǊȊŜȊ ŘƻŘŀƴƛŜ 

barwnika ς ōƱťƪƛǘǳ ōǊƻƳƻŦŜƴƻƭƻǿŜƎƻ ς ǎƛťƎŀƱƻ ƪƻƵŎŀ ȍŜƭǳΦ 

 

6.3.4 Western blotting 
 

tƻ ȊŀƪƻƵŎȊƻƴȅƳ ǊƻȊŘȊƛŀƭŜ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘȅŎȊƴȅƳ ōƛŀƱŜƪ ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ 

ǇǊȊȅǎǘťǇƻǿŀƴƻ Řƻ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŜƴƛŀ ǘǊŀƴǎŦŜǊǳ όǇƽƱǎǳŎƘŜƎƻύ ōƛŀƱŜƪ  

Ȋ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿŜƎƻ ƴŀ ōƱƻƴť t±5CΦ ² ǘȅƳ ŎŜƭǳ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿȅǿŀƴƻ ŦǊŀƎƳŜƴǘ ōƱƻƴȅ 

t±5C ƻǊŀȊ у ŦǊŀƎƳŜƴǘƽǿ ōƛōǳƱȅ ²ƘŀǘƳŀƴƴƴ ƻ ǿȅƳƛŀǊŀŎƘ ƻŘǇƻǿƛŀŘŀƧŊŎȅŎƘ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ȍŜƭǳΦ 

tƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴŜ ŜƭŜƳŜƴǘȅ όōƱƻƴť t±5C ŀƪǘȅǿƻǿŀƴŊ ǿ ƳŜǘŀƴƻƭǳΣ ǊƽǿƴƻǿŀȍƻƴŊ ǿ ōǳŦƻrze  

Řƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊǳ ōƛŀƱŜƪ Ȋ ȍŜƭǳ ƴŀ ōƱƻƴť t±5C ƛ ŦǊŀƎƳŜƴǘȅ ōƛōǳƱȅ ƴŀǎŊŎȊƻƴŜ ǊƻȊǘǿƻǊŜƳ ōǳŦƻǊǳ  

Řƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊǳ ōƛŀƱŜƪ Ȋ ȍŜƭǳ ƴŀ ōƱƻƴť t±5Cύ ǳƪƱŀŘŀƴƻ ǿ ƴŀǎǘťǇǳƧŊŎŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛΥ п ŦǊŀƎƳŜƴǘȅ 

ōƛōǳƱȅΣ ōƱƻƴŀ t±5CΣ ȍŜƭ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅΣ п ŦǊŀƎƳŜƴǘȅ ōƛōǳƱȅΦ /ŀƱƻǏŏΣ ǇǊzy zachowaniu 

ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŜƧ ƻǊƛŜƴǘŀŎƧƛ ǿȊƎƭťŘŜƳ ŜƭŜƪǘǊƻŘΣ ǳƳƛŜǎȊŎȊŀƴƻ ǿ ŀǇŀǊŀŎƛŜ Řƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊǳ ǇƽƱǎǳŎƘŜƎƻ 

ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊ ǇǊȊŜȊ ƎƻŘȊƛƴť ǇǊȊȅ мр±Φ .Ʊƻƴť t±5C Ǉƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊȊŜ ōƛŀƱŜƪ ōƭƻƪƻǿŀƴƻ 

ǇǊȊŜȊ ƴƻŎ ǿ ǊƻȊǘǿƻǊȊŜ р҈ ƻŘǘƱǳǎȊŎȊƻƴŜƎƻ ƳƭŜƪŀ ǿ t.{¢ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳrze 40C.  

YƻƭŜƧƴŜƎƻ Řƴƛŀ ǳǎǳǿŀƴƻ ǊƻȊǘǿƽǊ ōƭƻƪǳƧŊŎȅ ƛ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ǊƻȊǘǿƽǊ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ L-ǊȊťŘƻǿȅŎƘ  

ǿ нΣр҈ ƻŘǘƱǳǎȊŎȊƻƴȅƳ ƳƭŜƪǳ t.{¢Φ LƴƪǳōŀŎƧť ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ǇǊȊŜȊ ƎƻŘȊƛƴť ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ 

ǇƻƪƻƧƻǿŜƧ ƴŀ ǊƻǘŀǘƻǊȊŜ ƘƻǊȅȊƻƴǘŀƭƴȅƳΣ Ǉƻ ŎȊȅƳ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴƛŜ ǇƱǳƪŀƴƻ ōƱƻƴť ǿ ōǳŦƻrze PBST. 

bŀǎǘťǇƴƛŜ ŘƻŘŀƴƻ ǊƻȊǘǿƽǊ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ Ǝŀǘǳƴƪƻǿƻ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǎƪƻƴƛǳƎƻǿŀƴȅŎƘ  
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Ȋ ǇŜǊƻƪǎȅŘŀȊŊ ŎƘǊȊŀƴƻǿŊ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ LL-ǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǿ нΣр҈ ƻŘǘƱǳǎȊŎȊƻƴȅƳ ƳƭŜƪǳ t.{¢Σ 

ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ƎƻŘȊƛƴť ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ ǇƻƪƻƧƻǿŜƧ ƴŀ ǊƻǘŀǘƻǊȊŜ ƘƻǊȅȊƻƴǘŀƭƴȅƳ ƛ ǇƻƴƻǿƴƛŜ 

ǇƱǳƪŀƴƻ ōǳŦƻǊŜƳ t.{¢Φ  5ŜǘŜƪŎƧť ƪƻƳǇƭŜƪǎƽǿ ōƛŀƱƪƻ-ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱƻ-koniugat wykonano  

Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ ȊŜǎǘŀǿǳ {ǳǇŜǊ {ƛƎƴŀƭ ²Ŝǎǘ tƛŎƻ /ƘŜƳƛƭǳƳƛƴŜǎŎŜƴǘ {ǳōǎǘǊŀǘŜ  

ƻǊŀȊ ƪƭƛǎȊ ǏǿƛŀǘƱƻŎȊǳƱȅŎƘ ōŊŘȋ ŀǇŀǊŀǘǳ Řƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƻōǊŀȊƽǿ ŎƘŜƳƛƭǳƳƛƴŜǎŎŜƴŎȅƧƴȅŎƘ 

UVITEC Cambridge MINI HD.  

 

6.3.5 Test immunoeznymatyczny ELISA (ang. ELISA - enzyme-linked immunosorbent 

assay) 
 

tƱȅǘƪť фс-ŘƻƱƪƻǿŊ ƻǇƱŀǎȊŎȊƻƴƻ ŀƴǘȅƎŜƴŜƳΥ ƭƛȊŀǘŜƳ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅƳ ƭǳō ǇǊŜǇŀǊŀǘŜƳ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǿ ƛƭƻǏŎƛ нр ˃Ǝ ƴŀ ǎǘǳŘȊƛŜƴƪťΦ LƴƪǳōŀŎƧť ŀƴǘȅƎŜƴǳ  

ƴŀ ǇƱȅǘŎŜ ǇǊƻǿŀdzono przez 16 h w temperaturze пϲ/Σ Ǉƻ ŎȊȅƳ Řƻ ƪŀȍŘŜƧ ǎǘǳŘȊƛŜƴƪƛ ŘƻŘŀǿŀƴƻ 

ǊƻȊǘǿƽǊ ōƭƻƪǳƧŊŎȅ t.{ Ȋ р҈ όǿκǾύ .{! ƛ ƪƻƴǘȅƴǳƻǿŀƴƻ ƛƴƪǳōŀŎƧť ǇǊȊŜȊ нп Ƙ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ 

пϲ/Φ bŀǎǘťǇƴƛŜ ǿ ŎŜƭǳ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ŀƴǘȅƎŜƴǳ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ƪƻȊƛŊ ǎǳǊƻǿƛŎť ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŊ  

anty-IBR/BoHV-м ǿ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛǳ мΥфллл ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŊ ǿ ǊƻȊǘǿƻǊȊŜ TPBS z 0.1% (w/v) BSA. 

Po 16 h inkubacji ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ пϲ/ ƴƛŜȊǿƛŊȊŀƴŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ǳǎǳƴƛťǘƻ ǇǊȊŜȊ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴŜ 

ǇƱǳƪŀƴƛŜ ōǳŦƻǊŜƳ ¢PBS ƛ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ǊƻȊǘǿƽǊ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-kozich skoniugowanych  

Ȋ ŜƴȊȅƳŜƳ ǇŜǊƻƪǎȅŘŀȊŊ ŎƘǊȊŀƴƻǿŊ ǿ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛǳ мΥрлл ǿ ǊƻȊǘǿƻǊȊŜ ¢PBS z 0.1% (w/v) BSA 

ƛ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ мƘ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ ǇƻƪƻƧƻǿŜƧΦ ² ŘŀƭǎȊŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴƛŜ ǇƱǳƪŀƴƻ 

studzienki buforem TPBS i dodano substrat dla kolorymetrycznej reakcji enzymatycznej ς 

ǿƻŘť ǳǘƭŜƴƛƻƴŊ Ȋ оΣоϥΣрΣрϥ-ǘŜǘǊŀƳŜǘȅƭƻōŜƴȊȅŘȅƴŊ ό¢a.ύ ǿ ƛƭƻǏŎƛ мрл ˃ƭ ƴŀ ǎǘǳŘȊƛŜƴƪťΦ  

tƻ мр ƳƛƴǳǘŀŎƘ ƛƴƪǳōŀŎƧƛ ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ ǇƻƪƻƧƻǿŜƧ ƛ ȊŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƛǳ ǿȅǊŀȋƴŜƧ ǊŜŀƪŎƧƛ 

barwnej, ǿ ŎŜƭǳ Ȋŀōƭƻƪƻǿŀƴƛŀ ŀƪǘȅǿƴƻǏŎƛ ŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴŜƧ ǇŜǊƻƪǎȅŘŀȊȅ ŎƘǊȊŀƴƻǿŜƧ dodano 

ǊƻȊǘǿƽǊ лΣрa I2SO4 όрл ˃ƭ ƴŀ ǎǘǳŘȊƛŜƴƪťύΦ !ōǎƻǊōŀƴŎƧť ƳƛŜǊȊƻƴƻ ǿ ŀǳǘƻƳŀǘȅŎȊƴȅƳ ŎȊȅǘƴƛƪǳ 

ǇƱȅǘŜƪ LƴŦƛƴƛǘŜϯ нллtwh bŀƴƻvǳŀƴǘ ό¢ŜŎŀƴΣ aŅƴƴŜŘƻǊŦΣ {ǿƛǘȊŜǊƭŀƴŘύ ǇǊȊȅ ŘƱǳƎƻǏŎƛ Ŧŀƭƛ  

450 nm. 
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6.4 Metody ǇǊŀŎȅ Ȋ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀƳƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅƳƛ   

6.4.1 Izolacja i oczyszczanie ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

6.4.1.1 Ultrawirowanie  
 

YƻƳƽǊƪƛ ǿȅǎƛŀƴƻ ƴŀ ǇƱȅǘƪť ƘƻŘƻǿƭŀƴŊ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ мрл ƳƳΦ tǊȊȅ тл҈ ƪƻƴŦƭǳŜƴŎƧƛ 

ƘƻŘƻǿƭƛ Řƻƪƻƴȅǿŀƴƻ ȊƳƛŀƴȅ Ǉƻȍȅǿƪƛ ƴŀ IȅōǊƛŘƻƳŜŘΣ ƴƛŜȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜƧ ōȅŘƭťŎŜƧ ǎǳǊƻǿƛŎȅ 

ǇƱƻŘƻǿŜƧ ƛ ƪƻƴǘȅƴǳƻǿŀƴƻ ƛƴƪǳōŀŎƧť ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ ƻŘǇƻǿƛŀŘŀƧŊŎȅŎh prowadzeniu hodowli 

ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ ǇǊȊŜȊ пу ƎƻŘȊƛƴΦ tƻ ǘȅƳ ŎȊŀǎƛŜ ȊŜōǊŀƴƻ Ǉƻȍȅǿƪť Řƻ ƧŀƱƻǿȅŎƘ ǇǊƻōƽǿŜƪ  

50 ml i wirowano przy 300 g przez 10 minut. a ƴŀǎǘťǇƴƛŜ przy 2000 g przez kolejne 20 minut, 

ōȅ ǿȅŜƭƛƳƛƴƻǿŀŏ ǇƻȊƻǎǘŀƱƻǏŎƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ όŦǊŀƎƳŜƴǘȅ ōƱƻƴΣ ƻǊƎŀƴŜƭƭŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜύΦ  

5ǳȍŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ŜƭƛƳƛƴƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ ƪƻƭŜƧƴŜ ǿƛǊƻǿŀƴƛŜ ǇǊȊȅ мл 000 g przez 30 minut. 

bŀǎǘťǇƴƛŜ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ǿƛǊƻǿŀƴƻ ǇǊȊȅ млл ллл Ǝ όǊƻǘƻǊ {²нуύ ǇǊȊŜȊ мΣр Ƙ ǿ пϲ/  

ǿ ŎŜƭǳ ƻǎŀŘȊŜƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƴŀ ŘƴƛŜ ǇǊƻōƽǿƪƛΦ {ǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ 

ǳǎǳǿŀƴƻΣ ŀ ƻǎŀŘ ȊŀǿƛŜǎȊŀƴƻ ǿ ǎŎƘƱƻŘȊƻƴȅƳ ōǳŦƻǊȊŜ t.{ όǇƻŘŘŀƴȅƳ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ ŦƛƭǘǊŀŎƧƛ  

ǇǊȊŜȊ ŦƛƭǘǊ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ ǇƻǊƽǿ лΣлн ˃Ƴύ ƛ ǇǊȊŜƴƻǎȊƻƴƻ Řƻ ƴƻǿȅŎƘ ǇǊƻōƽǿŜƪ Řƻ ǳƭǘǊŀǿƛǊƻǿŀƴƛŀ 

i wiǊƻǿŀƴƻ млл ллл Ǝ όǊƻǘƻǊ {²пмύ ǇǊȊŜȊ мΣр Ƙ ǿ пϲ/Σ ǇǊȊŜǇƱǳƪǳƧŊŎ ǿ ǘŜƴ ǎǇƻǎƽō ƻǎŀŘ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΦ ² ƻǎǘŀǘƴƛƳ ŜǘŀǇƛŜ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ǳǎǳǿŀƴƻΣ  

ŀ ƻǎŀŘ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ȊŀǿƛŜǎȊŀƴƻ ǿ нлл ˃ƭ ǳȍȅǘŜƎƻ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ 

buforu PBS i po pǊȊŜƴƛŜǎƛŜƴƛǳ ǿ ǇƻǊŎƧŀŎƘ рл ˃ƭ Řƻ ǇǊƻōƽǿŜƪ мΣр Ƴƭ ǇǊȊŜŎƘƻǿȅǿŀƴƻ  

w temperaturze -улϲ/ Řƻ ŘŀƭǎȊȅŎƘ ŀƴŀƭƛȊΦ  

 

6.4.1.2 Chromatografia wykluczania (ang. SEC ς size exclusion chromatography)  
 

tǊƻŎŜŘǳǊť ǊƻȊǇƻŎȊȅƴŀƴƻ Ƨŀƪ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǎǘƻǎƻǿŀƴƛŀ ǳƭǘǊŀǿƛǊƻǿŀƴƛŀ Řƻ ƳƻƳŜƴǘǳ 

zebrania supernatantu po wirowaniu przy 10 ллл Ǝ ǇǊȊŜȊ ол ƳƛƴǳǘΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ 

ŦƛƭǘǊƻǿŀƴƻ Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ ŦƛƭǘǊŀ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ лΣпр ˃Ƴ όŀōȅ ǳǎǳƴŊŏ ŦǊŀƪŎƧť ǿƛťƪǎȊȅŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿύ  

ƛ ǊŜŘǳƪƻǿŀƴƻ Řƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ м Ƴƭ ǇǊȊŜȊ ǳƭǘǊŀŦƛƭǘǊŀŎƧť Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ȊŜǎǘŀǿǳ ŦƛƭǘǊǳƧŊŎŜƎƻ 

Amicon Ultra-15 Centrifugal Units 100-K. W kolumnie chromatograficznej (10 ml plastikowa 

ǎǘǊȊȅƪŀǿƪŀύ ǳŦƻǊƳƻǿŀƴƻ ȊƱƻȍŜ {ŜǇƘŀǊƻǎŜ /[-4B o wymiarach 16 mm x 62 mm zawieszone  

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

ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ ǇƻǊƽǿ лΣлн ˃ƳύΦ ² ŘŀƭǎȊŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛ ƴŀƴƻǎȊƻƴƻ ȊŀƎťǎȊŎȊƻƴȅ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ 

ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ŜƭǳŎƧť ōǳŦƻǊŜƳ t.{ Ȋ лΣон҈ όǿκǾύ 
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ŎȅǘǊȅƴƛŀƴƛǳ ǘǊƛǎƻŘƻǿŜƎƻ Řƻ ȊŜōǊŀƴƛŀ ƪƻƭŜƧƴȅŎƘ ŘǿǳŘȊƛŜǎǘǳ ǇƛťŎƛǳ лΣр Ƴƭ Ŧrakcji,  

ƪǘƽǊŜ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ przechowywano w temperaturze -улϲ/ Řƻ ŘŀƭǎȊȅŎƘ ŀƴŀƭƛȊΦ 

 

6.4.1.3 LȊƻƭŀŎƧŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ Ȋ ƘƻŘƻǿƭƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ 

wirusem z wykorzystaniem ultrawirowania w gradiencie jodiksanolu 

όhǇǘƛtǊŜǇϰύ   
 

IƻŘƻǿƭŜ ƪƻƳƽǊŜƪ ǿȅǎƛŀƴȅŎƘ ƴŀ ǇƱȅǘƪŀŎƘ ƘƻŘƻǿƭŀƴȅŎƘ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ мрл ƳƳ  

ǇƱǳƪŀƴƻ ōǳŦƻǊŜƳ t.{Φ bŀǎǘťǇƴƛŜ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴƻ ƪƻƳƽǊƪƛ ŘƻŘŀƧŊŎ Ǉƻȍȅǿƪť ǇƻȊōŀǿƛƻƴŊ ǎǳǊƻǿƛŎȅ 

ōȅŘƭťŎŜƧ όIȅōǊƛŘƻƳŜŘύ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŊ ŎȊŊǎǘƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ǿȅōǊŀƴŊ ǿŀǊǘƻǏŎƛŊ 

ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ahL όŀƴƎΦ MOI - multiplicity of infectionύ ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ н Ƙ ƛƴƪǳōŀŎƧť  

ǿ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊȊŜ отϲ/ ǿǊŀȊ Ȋ р҈ /h2Φ bŀǎǘťǇƴƛŜ ƛƴƻƪǳƭǳƳ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ǳǎǳǿŀƴƻ ƛ ȊŀǎǘťǇƻǿŀƴƻ 

ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŊ ƛƭƻǏŎƛŊ ǏǿƛŜȍŜƧ Ǉƻȍȅǿƪƛ ǇƻȊōŀǿƛƻƴŜƧ ǎǳǊƻǿƛŎȅ ōȅŘƭťŎŜƧΦ  

IƻŘƻǿƭť ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ǇǊȊŜȊ пуƘΣ Ǉƻ ǘȅƳ ŎȊŀǎƛŜ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ȊƻǎǘŀƱ ǇƻŘŘŀƴȅ ǎŜǊƛƛ ǿƛǊƻǿŀƵ  

όƧŀƪ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǎǘŀƴŘŀǊŘƻǿŜƧ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΥ олл Ǝκмл ƳƛƴǳǘΣ 

2000 g/20 minut, 10 ллл Ǝκол ƳƛƴǳǘύΣ ŦƛƭǘǊƻǿŀƴƛǳ ƛ ȊŀƎťǎȊŎȊŜƴƛǳ Řƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ лΣр ƳƭΦ  

² ǘŜƴ ǎǇƻǎƽō ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴȅ ǎǳǇŜǊƴŀǘŀƴǘ ƴŀƴƛŜǎƛƻƴƻ ƴŀ ƎƽǊƴŊ ǿŀǊǎǘǿť ǳǘǿƻǊȊƻƴŜƎƻ  

ǿ ǇǊƻōƽǿŎŜ Řƻ ǳƭǘǊŀǿƛǊƻǿŀƴƛŀ ƎǊŀŘƛŜƴǘǳ ƎťǎǘƻǏŎƛ ǿ Ȋŀƪresie od 6% do 18% jodiksanolu  

όȊ ǇǊȊȅǊƻǎǘŜƳ мΣн҈ ƪŀȍŘŜƧ ŦŀȊȅύ ƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ мм ƳƭΦ CǊŀƪŎƧŜ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ƧƻŘƛƪǎŀƴƻƭǳ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴƻ 

ǇǊȊŜȊ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛŜ сл҈ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ƧƻŘƛƪǎŀƴƻƭǳ ǿ ōǳŦƻǊȊŜ млƳa ¢Ǌƛǎ-HCl o pH 8,0  

ƛ лΣнр a ǎŀŎƘŀǊƻȊȅΦ ² ŘŀƭǎȊŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛ ǇǊȊȅǎǘťǇƻǿŀno do ultrawirowania przygotowanych 

ǇǊƽōŜƪ ǇǊȊȅ нлл 000 g (rotor SW41) przez 5h w temperaturze 40/Φ tƻ ȊŀƪƻƵŎȊƻƴȅƳ ǿƛǊƻǿŀƴƛǳ 

ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƎƽǊŀ-ŘƽƱ ȊŜōǊŀƴƻ Řƻ мΣр Ƴƭ ǇǊƻōƽǿŜƪ ŘǿŀŘȊƛŜǏŎƛŀ ŘǿƛŜ ŦǊŀƪŎƧŜ ƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ  

лΣр Ƴƭ ƪŀȍŘŀΣ ƪǘƽǊŜ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ przechowywano w -улϲ/ Řƻ ŘŀƭǎȊȅŎƘ ŀƴŀƭƛȊΦ 

6.4.2 Mikroskopia elektronowa 
 

² ŎŜƭǳ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ  

Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƧ ƪǊƻǇƭť мл ҡƭ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴŜƎƻ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ 

umieszczano na niklowej siatce pƻƪǊȅǘŜƧ ǿťƎƭŜƳ Ȋ ƪǿŀŘǊŀǘƻǿŊ ǎǘǊǳƪǘǳǊŊ  

όŀŘǎƻǊōŎƧŀ ǇǊȊŜȊ н ƳƛƴǳǘȅύΦ .ŀǊǿƛŜƴƛŜ ǿȅƪƻƴŀƴƻ Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ н҈ ǊƻȊǘǿƻǊǳ ƻŎǘŀƴǳ ǳǊŀƴȅƭǳ ς

ǇǊȊŜȊ мл ǎŜƪΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ Řƻƪƻƴȅǿŀƴƻ ƻōǎŜǊǿŀŎƧƛ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜƧ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴȅŎƘ ǇǊŜǇŀǊŀǘƽǿ 

przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai G2 Spirit BioTWIN  
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(FEI Inc., Hillsboro, OR, USA) przy 120kV w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej  

²ȅŘȊƛŀƱǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ ¦ƴƛǿŜǊǎȅǘŜǘǳ DŘŀƵǎƪƛŜƎƻ ƭǳō W9a мплл όW9h[Σ !ƪƛǎƘƛƳŀΣ WŀǇŀƴύ ǇǊȊȅ улƪ±  

ǿ [ŀōƻǊŀǘƻǊƛǳƳ aƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛ 9ƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƧ Lƴǎǘȅǘǳǘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ 5ƻǏǿƛŀŘŎȊŀƭƴŜƧ  

im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.  

 

6.4.3 Test internalizacji izolowanyŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ όŀƴƎΦ ŜȄǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀǊ ǾŜǎƛŎƭŜǎ ǳǇǘŀƪŜύ 
 

² ǇƛŜǊǿǎȊȅƳ ŜǘŀǇƛŜ ǇǊŜǇŀǊŀǘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǇƻŘŘŀƴƻ ōŀǊǿƛŜƴƛǳ  

Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ȊŜǎǘŀǿǳ tYIст DǊŜŜƴ CƭǳƻǊŜǎŎŜƴǘ /Ŝƭƭ [ƛƴƪŜǊ Řƻ ƻƎƽƭƴŜƎƻ Ȋƴŀƪƻǿŀƴƛŀ ōƱƻƴ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΦ tƻǎǘťǇǳƧŊŎ ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊŀƭŜŎŜƴƛŀƳƛ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘŀ ǇǊƽōƪť ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊƻƴƻ ǿ ǊƻȊǇǳǎȊŎȊŀƭƴƛƪǳ / ǿ ǎǘƻǎǳƴƪǳ мΥмлΣ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ŘƻŘŀƴƻ 

ōŀǊǿƴƛƪ tYIст ǿ ǊƻȊŎƛŜƵŎȊŜƴƛǳ мΥмллл ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ р-ƳƛƴǳǘƻǿŊ ƛƴƪǳōŀŎƧť ǿ ǘŜƳǇeraturze 

ǇƻƪƻƧƻǿŜƧ ōŜȊ ŘƻǎǘťǇǳ ǏǿƛŀǘƱŀΦ wŜŀƪŎƧť ōƭƻƪƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜȊ ŘƻŘŀƴƛŜ ǊƻȊǘǿƻǊǳ t.{ Ȋ м҈ όǿκǾύ 

.{!Φ ² ŎŜƭǳ ǳǎǳƴƛťŎƛŜ ƴƛŜȊǿƛŊȊŀƴŜƎƻ ōŀǊǿƴƛƪŀ Ȋ ǊƻȊǘǿƻǊǳΣ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴť ǊƻȊŎƛŜƵŎȊƻƴƻ 

ŘȊƛŜǎƛťŎƛƻƪǊƻǘƴƛŜ ǿ ōǳŦƻǊȊŜ t.{ ƛ ǇƻŘŘŀƴƻ ǳƭǘǊŀŦƛƭǘǊŀŎƧƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ȊŜǎǘŀǿǳ ŦƛƭǘǊǳƧŊŎŜƎƻ 

Amicon Ultra-15 Centrifugal Units 100-K. Kontrolnie dokonano obserwacji mikroskopowej 

(mikroskop fluorescencyjny Leica TCS SP8Xύ ȊŀōŀǊǿƛƻƴŜƎƻ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ǿ ƪǊƻǇƭƛ ƴŀƴƛŜǎƛƻƴŜƧ  

ƴŀ ǎȊƪƛŜƱƪƻ ǇƻŘǎǘŀǿƻǿŜΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ƭƛƴƛƛ IǳƘ-7 wysiano na 8-ŘƻƱƪƻǿŊ ǇƱȅǘƪť  

Řƻ ƻōǎŜǊǿŀŎƧƛ ǇǊȊȅȍȅŎƛƻǿȅŎƘΦ tƻ ȊŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƛǳ сл҈ ƪƻƴŦƭǳŜƴŎƧƛ ŘƻŘŀǿŀƴƻ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŊ 

w 200 ҡƭ Ǉƻȍȅǿƪƛ ǇƻȊōŀǿƛƻƴŜƧ ǎǳǊƻǿƛŎȅ ōȅŘƭťŎŜƧ όIȅōǊƛŘƻƳŜŘύΣ ǇƻǊŎƧť мл ҡg preparatu 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ǊŜƧŜǎǘǊƻǿŀƴŊ ǿ ŎȊŀǎƛŜ о Ƙ, 6 h i 15h 

ƻōǎŜǊǿŀŎƧť ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŊΦ ² ŘŀƭǎȊŜƧ ƪƻƭŜƧƴƻǏŎƛ Ǉƻ ǳǎǳƴƛťŎƛǳ ƳŜŘƛǳƳ Ȋ ǇǊŜǇŀǊŀǘŜƳ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƻǊŀȊ ǘǊȊȅƪǊƻǘƴȅƳ ǇƱǳƪŀƴƛǳ ƪƻƳƽǊŜƪ ōǳŦƻǊŜƳ t.{ 

ŘƻŘŀǿŀƴƻ нлл ҡƭ ǏǿƛŜȍŜƎƻ ƳŜŘƛǳƳ Ȋ ŘƻŘŀǘƪƛŜƳ р ҡƭ [ȅǎƻ¢ǊŀŎƪŜǊ wŜŘ 5b5-99 i dokonano 

ponoǿƴƛŜ ƻōǎŜǊǿŀŎƧƛ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜƧ ǳȊȅǎƪǳƧŊŎ ƻōǊŀȊȅ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜ ǿ ǘǊȅōƛŜ αȊ-ǎǘŀŎƪέ 

ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴŜ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ Řƻ ǊŜƪƻƴǎǘǊǳƪŎƧƛ ƻōǊŀȊǳ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜƎƻ ǿ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛ 

ǘǊƽƧǿȅƳƛŀǊƻǿŜƧΦ  5ƻǏǿƛŀŘŎȊŜƴƛŜ ǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ mikroskopu konfokalnego 

laserowego skaningowego Leica TCS SP8X przy zachowaniu temperatury 370C i atmosfery 

nasyconej CO2 do 5%. 
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7 WYNIKI 

7.1 .ŀŘŀƴƛŜ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ . ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ 

na szlaku endosomalno-egzosomalnym  
 

7.1.1 YƻƴǎǘǊǳƪŎƧŀ ƭƛƴƛƛ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ƎŜƴǳ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, 

BoHV-1 i PRV przy pomocy wŜƪǘƻǊƽǿ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ 
 

         W celu obserwacji lokalizacji glikoproteiny B wybranych przedstawicieli 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ƴŀ ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴƻ-egzosomalnym przygotowano jako model 

badawczy ȊŜǎǘŀǿ ƭƛƴƛƛ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ 

ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ ƎŜnu gB. tǊȊȅƧťǘŀ ǎǘǊŀǘŜƎƛŀ ǇƻȊǿƻƭƛƱŀ ƴŀ ȊōŀŘŀƴƛŜ ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅƳ 

ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ Ǝ. Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛ ƪƻƳƽǊƪƛ ƎƻǎǇƻŘŀǊȊŀ. !ƴŀƭƛȊȅ ǘŀƪƛŎƘ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƵ ƳƻƎŊΣ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ 

ƛƴŦŜƪŎƧƛ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘΣ ǎǘŀƴƻǿƛŏ ǿȅȊǿŀƴƛŜ ǘŜŎƘƴƛŎȊƴŜΦ Ograniczenia w przypadku 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ ǿȅƴƛƪŀƧŊ, m.in. z ich ǎǘƻǎǳƴƪƻǿƻ ƪǊƽǘƪƛŜƎƻ Ŏȅƪƭǳ ǊŜǇƭƛƪŀŎȅƧƴŜƎƻΣ 

ǇǊƻǿŀŘȊŊŎŜƎƻ Řƻ ƭƛȊȅ ƪƻƳƽǊƪƛ gospodarza. Strategiť ƻǇŀǊǘŊ ƴŀ ƭƛƴƛŀŎƘ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ ǿȅōǊŀƴƻ 

ŘƻŘŀǘƪƻǿƻ Ȋ ǇƻǿƻŘǳ ǇƭŀƴƻǿŀƴŜƧ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ Ȋ ǊŜƪƻƳōƛƴƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ 

produkǳƧŊŎȅŎƘ Ǝ.Φ hǘǊȊȅƳȅǿŀƴƛŜ 9±ǎ ȊǿȅƪƭŜ ǿȅƳŀƎŀ Ȋŀǎǘƻǎƻǿŀƴƛŀ ŘǳȍŜƧ ƭƛŎȊōȅ ƪƻƳƽǊŜƪΣ  

Ŏƻ ŎȊȅƴƛ ƭƛƴƛŜ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ǊƻȊǿƛŊȊŀƴƛŜƳ ŜƪƻƴƻƳƛŎȊƴƛŜ ƪƻǊȊȅǎǘƴȅƳ,  

ƴǇΦΥ ǿ ǇƻǊƽǿƴŀƴƛǳ Ȋ ǘǊŀƴǎŦŜƪŎƧŊ ƪƻƳƽǊŜƪ ǇƭŀȊƳƛŘŜƳ ŜƪǎǇǊŜǎȅƧƴȅƳ.  

  ² ǇƛŜǊǿǎȊȅƳ ŜǘŀǇƛŜ ōŀŘŀƵΣ ƴŀ Řrodze klonowania molekularnego przygotowano 

ȊŜǎǘŀǿ ǇƭŀȊƳƛŘƽǿ ǇǊȊŜƴƻǎȊŊŎȅŎƘ ƎŜƴ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-1 i PRV (Rycina 11).  

5ƻ ǎƪƻƴǎǘǊǳƻǿŀƴƛŀ ǇƭŀȊƳƛŘƽǿ Ȋ ƎŜƴŀƳƛ gB (UL27) HSV-1 i BoHV-м Ƨŀƪƻ ƳŀǘǊȅŎť Řƻ ŀƳǇƭƛŦƛƪŀŎƧƛ 

genu wykorzystano wyizolowany DNA wirusowȅΦ bŀǎǘťǇƴƛŜΣ ǇǊȊŜȊ ƪƭƻƴƻǿŀƴƛŜ ǇǊƻŘǳƪǘǳ 

ǊŜŀƪŎƧƛ t/w Řƻ ǇƭŀȊƳƛŘǳ ǇW9¢мΦн ƛ ǇƻǘǿƛŜǊŘȊŜƴƛŜ ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ƴǳƪƭŜƻǘȅŘƻǿŜƧ  

ȊŜ ȊŘŜǇƻƴƻǿŀƴȅƳƛ ǿ ōŀȊƛŜ b/.L ǇǊȊŜȊ ǎŜƪǿŜƴŎƧƻƴƻǿŀƴƛŜ ƻǊŀȊ ŀƴŀƭƛȊť ōƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘȅŎȊƴŊ 

(Chromas, T-coffee), przeprowadzono kolejne klonowanie, z wykorzystaniem odpowiednich 

miejsc restrykcyjnych, do docelowego plazmidu pLZRS-IRES-ɲbDCwΦ ² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ 

gB BoHV-м ƻǇǘȅƳŀƭƛȊŀŎƧŀ ŀƳǇƭƛŦƛƪŀŎƧƛ ǇŜƱƴŜƧ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ǿ ƧŜŘƴŜƧ ǊŜŀƪŎƧƛ t/w ōȅƱŀ ƴƛŜƳƻȍƭƛǿŀ 

do przeprowadzenia i gen gB pozyskano w dwƽŎƘ ŦǊŀƎƳŜƴǘŀŎƘΣ ƱŊŎȊŊŎ ƧŜ ǇƻǇǊȊŜȊ ƪƭƻƴƻǿŀƴƛŜ 

z wykorzystaniem plazmidu pJET1.2 i miejsca restrykcyjnego XhoI, obecnego w genie.  

Plazmid pLZRS-IRES-ɲbDCw Ȋ ƎŜƴŜƳ gB PRV uzyskano przez jednoetapowe klonowanie  

z plazmidu pFB-CMV-VSVG-Ǝ. ȊƴŀƧŘǳƧŊŎŜƎƻ ǎƛť ǿ ƪƻƭŜƪŎƧƛ ½ŀƪƱŀŘǳ .ƛƻƭƻƎƛƛ aƻƭŜƪǳƭŀǊƴŜƧ 
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²ƛǊǳǎƽǿ a². ¦D-GUMed (Grabowska i wsp., 2009) do plazmidu docelowego  

z wykorzystaniem miejsca restrykcyjnego EcoRLΣ ǎǇǊŀǿŘȊŀƧŊŎΣ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǊƻȊŘȊƛŀƱǳ 

elektroforetycznego pǊƻŘǳƪǘƽǿ ǘǊŀǿƛŜƴƛŀ ŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴŜƎƻΣ ǇƻǇǊŀǿƴŊ ƻǊƛŜƴǘŀŎƧť ƎŜƴǳ  

w konstrukcie. ZŜǎǘŀǿ ǇƭŀȊƳƛŘƽǿ ǇǊȊŜƴƻǎȊŊŎȅŎƘ ƎŜƴ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-1 i PRV 

ǇƻǎƱǳȍȅƱ Řƻ ǘǊŀƴǎŦŜƪŎƧƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǇŀƪǳƧŊŎȅŎƘ ƛ ƻǘǊȊȅƳŀƴƛŀ ŎȊŊǎǘŜƪ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ. 

Uzyskanymi wektorami retrowirusowȅƳƛ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ǘǊŀƴǎŘǳƪƻǿŀƴƻ ǿȅōǊŀƴŜ ƪƻƳƽǊƪƛ 

ǎǎŀŎȊȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ όRycina 12).  

RYCINA 11Φ {ŎƘŜƳŀǘ ƪƭƻƴƻǿŀƴƛŀ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ƎŜƴǳ gB/UL27 do plazmidu 

retrowirusowego. ID ς oznaczenie zdeponowanego genomu w bazie NCBI, region ς pozycje nukleotydowe  

w genomie wirusa, pJET1.2 ς ǿŜƪǘƻǊ Řƻ ƪƭƻƴƻǿŀƴƛŀ ǇǊƻŘǳƪǘƽǿ t/w. 
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RYCINA 1нΦ YƻƴǎǘǊǳƪŎƧŀ ƭƛƴƛƛ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ genu 

glikoproteiny B. {ŎƘŜƳŀǘ ƻōǊŀȊǳƧŊŎȅ ǇǊƻŎŜŘǳǊť ǳȊȅǎƪƛǿŀƴƛŀ ƭƛƴƛƛ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǎȅǎǘŜƳǳ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿŜƎƻ 

όƻǇƛǎ ǿ ǘŜƪǏŎƛŜύΦ 

 

pLZRS-IRES-ɲNGFR-gB 

HSV-1/BoHV-1/PRV 

kƻƳƽǊƪƛ ƭƛƴƛƛ ǇŀƪǳƧŊŎŜƧ 

GP2-293   

dƻŎŜƭƻǿŜ ƪƻƳƽǊƪƛ ƭƛƴƛƛ stabilnej 

ŎȊŊǎǘƪƛ ǿŜƪǘƻǊƽǿ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ 

ƴƛƻǎŊŎȅŎƘ ƎŜƴȅ gB i ɲNGFR 

transfekcja ƳŜǘƻŘŊ 

fosforanowo -ǿŀǇƴƛƻǿŊ 

transdukcja 

ǎŜƭŜƪŎƧŀ ƪƻƳƽǊŜƪ 

NGFR-pozytywnych  

Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŎȅǘƻƳŜǘǊǳ 

ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŜƎƻ  

Ȋ ǇǊȊȅǎǘŀǿƪŊ ǎƻǊǘǳƧŊŎŊ 

ƪƻƳƽǊƪƛ ƭƛƴƛƛ stabilnej  

Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ 

ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ƎŜƴǳ  

gB HSV-1/BoHV-1/PRV 
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²ǏǊƽŘ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴȅŎƘ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ȊƴŀƧŘƻǿŀƱȅ ǎƛť ƭƛƴƛŜ Ǝŀǘǳƴƪƻǿƻ-

ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴŜ Řƭŀ ŘŀƴŜƎƻ ǿƛǊǳǎŀ ƻǊŀȊ ƭƛƴƛŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ƭǳŘȊƪƛŜƎƻ ŎȊŜǊƴƛŀƪŀΣ Ƨŀƪƻ ǇŜǊƳƛǎȅǿƴŀ  

Řƭŀ ǘǊȊŜŎƘ ōŀŘŀƴȅŎƘ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ (Rycina 13): 

- MelJuSo (MJS) ς ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƪƻƳƽǊŜk ludzkiego czerniaka, powszechnie wykorzystywana  

Řƻ ōŀŘŀƵ ƴŀŘ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ǇǊƻŘǳƪŎƧť ǘȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ 

(van Lith i wsp., 2001)Σ ǇƻƴŀŘǘƻ ǇŜǊƳƛǎȅǿƴŀ ȊŀǊƽǿƴƻ Řƭŀ ǿƛǊǳǎŀ .ƻI±-1 (Koppers-Lalic i wsp., 

2001; Grabowska i wsp., 2020), jak i PRV (Grabowska i wsp., 2020), 

- MDBK ς ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ Ȋ ƴŜǊƪƛ ōȅŘƭťŎŜƧ ǿ ǎǘŀŘƛǳƳ ŜƳōǊƛƻƴŀƭƴȅƳΣ 

ǿȅƪŀȊǳƧŊŎȅŎƘ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ǇǊƻŘǳƪŎƧť ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL όHughes i wsp., 1994), 

- Jurkat ς ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ƭǳŘȊƪƛŎƘ ƭƛƳŦƻŎȅǘƽǿ ¢ ǿ ǎǘŀŘƛǳƳ ƻǎǘǊŜƧ ōƛŀƱŀŎȊƪƛΣ ƴƛŜǿȅƪŀȊǳƧŊŎŀ 

konstytutywnej ekspresji MHC II,  

- SK6 ς ƭƛƴƛŀ ŎƛŊƎƱŀ ǎǇƻƴǘŀƴƛŎȊƴƛŜ ƛƳƳƻǊǘŀƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ƴŜǊƪƛ ǏǿƛƵǎƪƛŜƧΣ ƴƛŜǿȅƪŀȊǳƧŊŎŀ 

konstytutywnej ekspresji MHC II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 13. [ƛǎǘŀ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ Ȋ ǿǇǊƻǿŀŘȊƻƴȅƳ ƎŜƴŜƳ UL27 (gB) wybranych przedstawicieli 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ. ϝ ƭƛƴƛŀ ƪƻƳƽǊŜƪ ōŜȊ ŜƴŘƻƎŜƴƴŜƧ ŜƪǎǇǊŜǎƧƛ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL 

 

  Linia MJS ȊƻǎǘŀƱŀ ǿȅōǊŀƴŀ Ƨŀƪƻ ǿǎǇƽƭƴŀ (permisywna dla wszystkich badanych 

ǿƛǊǳǎƽǿύ linia ludzkaΣ Řƭŀ ƪǘƽǊŜƧ ǇƻǎƛŀŘŀƴƻ ǿƛťŎŜƧ ƻŘŎȊȅƴƴƛƪƽǿΦ Konstytutywna produkcja 

  

gB HSV-1 

 

 

gB BoHV-1 

 

gB PRV 

 

MJS  
+ + + 

 

Jurkat* 
+   

 

MDBK 
+ + + 

 

SK6* 
  + 
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aI/ LL ǊƽǿƴƛŜȍ ǎǘŀƴƻǿƛƱŀ ǿŀȍƴȅ ŎȊȅƴƴƛƪΣ ǇƻƴƛŜǿŀȍ ȊŀƳƛŜǊȊŀƴƻ ȊōŀŘŀŏ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧŜ Ǝ.  

Ȋ ǘȅƳƛ ōƛŀƱƪŀƳƛΦ UwzgƭťŘƴƛŜƴƛŜ ƪƻƳƽǊŜƪ aI/ LL-ƴŜƎŀǘȅǿƴȅŎƘ ǿ ōŀŘŀƴƛǳ ƳƛŀƱƻ ƴŀ ŎŜƭǳ 

ǳȊȅǎƪŀƴƛŜ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧƛ ƻ ǇƻǘŜƴŎƧŀƭƴŜƧ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ ǇƻƳƛťŘȊȅ ƻōŜŎƴƻǏŎƛŊ ƛ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜƳ  

gB-aI/ LL Ȋ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŜƳ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΦ  

  tƻƴŀŘǘƻΣ ȊƻǎǘŀƱȅ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴŜ ƭƛƴƛŜ ǿȅȍŜƧ ǿȅƳƛŜƴƛƻƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ǎǎŀŎȊȅŎƘ  

όȊŜ ǿȊƎƭťŘƽǿ ǘŜŎƘƴƛŎȊƴȅŎƘ Ȋ ǿȅƧŊǘƪƛŜƳ ƭƛƴƛƛ WǳǊƪŀǘύ ǘǊŀƴǎŘǳƪƻǿŀƴŜ ǇǊȊȅ ǇƻƳƻŎȅ ǿŜƪǘƻǊƽǿ 

ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ǿǇǊƻǿŀŘȊŀƧŊŎȅŎƘ ȊŀƳƛŀǎǘ ƎŜƴǳ Ǝ. ς gen N-acetylotransferazy puromycyny, 

ǎǘŀƴƻǿƛŊŎŜ bardziej odpowiednie nƛȍ ƴƛŜǘǊŀƴǎŘǳƪƻǿŀƴŜ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƪƛΣ ƪƻƴǘǊƻƭŜ ƴŜƎŀǘȅǿƴŜΦ 

¢Ŝ ƭƛƴƛŜ ƪƻƴǘǊƻƭƴŜ ȊƻǎǘŀƱȅ ǇƻŘŘŀƴŜ ǎŜƭŜƪŎƧƛ ǇǳǊƻƳȅŎȅƴŊΦ 

 

7.1.2 hōǎŜǊǿŀŎƧŀ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-1 i PRV na szlaku endosomalno-

lizosomalnym  
 

² ŎŜƭǳ ǇǊȊŜǏƭŜŘȊŜƴƛŀ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ. ƴŀ ǎȊƭŀƪǳ ŜƴŘƻǎƻƳŀlno-lizosomalnym 

ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ōŀǊǿƛŜƴƛŜ ǳǘǊǿŀƭƻƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ linii MJS ǇǊƻŘǳƪǳƧŊŎȅŎƘ gB odpowiednimi 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀƳƛ ƛ przy pomocy mikroskopii konfokalnej obserwacje lokalizacji wybranych 

ōƛŀƱŜƪΦ {ǘƻǇƛŜƵ ƪƻ-ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ. Ȋ ōŀŘŀƴȅƳƛ ōƛŀƱƪŀƳƛ ƴŀ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ ȊŘƧťŎƛŀŎƘ ŎȅŦǊƻǿȅŎƘ 

dodatkowo zmierzono przy pomocy oprogramowania mikroskopu konfokalnego  

ƛ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛƻƴƻ Ƨŀƪƻ ǳǏǊŜŘƴƛƻƴȅ ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ tŜŀǊǎƻƴŀΣ ƻƪǊŜǏƭŀƧŊŎy poziom 

ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ ƭƛƴƛƻǿŜƧ ƳƛťŘȊȅ ȊƳƛŜƴƴȅƳƛ ƭƻǎƻǿȅƳƛ, Řƭŀ о ȊŘƧťŏ ŘŀƴŜƎƻ ǇǊŜǇŀǊŀǘǳ  

(razem z odchyleniem standardowym). Badanie ǿȅƪŀȊŀƱo ƴƛǎƪƛ ǎǘƻǇƛŜƵ ƪƻ-lokalizacji gB  

Ȋ ƳŀǊƪŜǊŜƳ ǇƽȋƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ όRab7) (Rycina 16) i lizosomalnym (LAMP1) (Rycina 17)  

ƻǊŀȊ ŎȊťǏŎƛƻǿŊ ƪƻ-ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧť ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƳŀǊƪŜǊŀ ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ όEEA1) (Rycina 14)  

i ǊŜŎȅǊƪǳƭǳƧŊŎȅŎƘ όRab11) (Rycina 15ύ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿΣ Ŏƻ ȊƴŀƧŘǳƧŜ ǇƻǘǿƛŜǊŘȊŜƴƛŜ ǿ ŀƴŀƭƛȊƛŜ 

ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ tŜŀǊǎƻƴŀ όTabela 8ύΦ hōŜŎƴƻǏŏ Ǝ. ƴƛŜ ǇƻǿƻŘƻǿŀƱŀ ȊƴŀŎȊŊŎȅŎƘ ȊƳƛŀƴ 

ǿ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ƳŀǊƪŜǊƻǿȅŎƘΦ hōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ƴƛŜȊƴŀŎȊƴŜ 

ȊǿƛťƪǎȊŜƴƛŜ ȊƎǊǳǇƻǿŀƵ ƳŀǊƪŜǊŀ ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ. .ƻI±-1 i PRV  

(Rycina 14). .ŀŘŀƴƛŜ ǘƻ ǳǿƛŘƻŎȊƴƛƱƻ ǊƽǿƴƛŜȍ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ struktur opisanych w literaturze 

jako ǇƻǿƛťƪǎȊƻƴŜ ŜƴŘƻǎƻƳȅ (ang. giant endosomes) ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜ Ǝ. ǿƛǊǳǎŀ I{±-1  

(Niazy i wsp., 2017) (Rycina 14 ς zaznaczono ǎǘǊȊŀƱƪami).  
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RYCINA 14Φ .ŀŘŀƴƛŜ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ. ƛ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻ ǿŎȊŜǎƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ς EEA1,  

Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƪƻƴŦƻƪŀƭƴŜƧ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴŜƧΦ gB wykrywano w utrwalonych i permeabilizowanych 

ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-Ǝ. ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǎǇǊȊťȍƻƴȅŎƘ Ȋ znacznikiem Alexa 546 (czerwony). 

5ƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƳŀǊƪŜǊŀ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ ǇƻǎƱǳȍȅƱȅ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ŀƴǘȅ-99!м ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ 

ǎǇǊȊťȍƻƴŜ Ȋ znacznikiem Alexa 488 (zielony). {ǘǊȊŀƱƪŀƳƛ ȊŀȊƴŀŎȊƻƴƻ struktur opisanych w literaturze jako 

ǇƻǿƛťƪǎȊƻƴŜ ŜƴŘƻǎƻƳȅ όŀƴƎΦ Ǝiant endosomes) ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎŜ ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎych gB wirusa HSV-1. 

gB EEA1 ȊƱƻȍŜƴƛŜ 

MJS 

MJS 

gB HSV-1 

MJS 

gB BoHV-1 

MJS 

gB PRV 
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RYCINA 15. .ŀŘŀƴƛŜ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ. ƛ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻ ǊŜŎȅǊƪǳƭǳƧŊŎȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ς Rab11,  

Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƪƻƴŦƻƪŀƭƴŜƧ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴŜƧΦ gB wykrywano w utrwalonych i permeabilizowanych 

ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-Ǝ. ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǎǇǊȊťȍƻƴȅŎƘ Ȋ znacznikiem Alexa 546 (czerwony). 

5ƻ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƳŀǊƪŜǊŀ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ ǇƻǎƱǳȍȅƱȅ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ŀƴǘȅ-wŀōмм ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ 

ǎǇǊȊťȍƻƴŜ Ȋ znacznikiem Alexa 488 (zielony).  

gB Rab11 ȊƱƻȍŜƴƛŜ 

MJS 

MJS 

gB HSV-1 

MJS 

gB BoHV-1 

MJS 

gB PRV 
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RYCINA 16Φ .ŀŘŀƴƛŜ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ. ƛ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻ ǇƽȋƴȅŎƘ ŜƴŘƻǎƻƳƽǿ ς wŀōтΣ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƪƻƴŦƻƪŀƭƴŜƧ 

mikroskopii fluorescencyjnej. Ǝ. ǿȅƪǊȅǿŀƴƻ ǿ ǳǘǊǿŀƭƻƴȅŎƘ ƛ ǇŜǊƳŜŀōƛƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-Ǝ. ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǎǇǊȊťȍƻƴȅŎƘ Ȋ znacznikiem Alexa 546 (czerwony). Do wizualizacji markera 

ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ ǇƻǎƱǳȍȅƱȅ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ŀƴǘȅ-wŀōт ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ǎǇǊȊťȍƻƴŜ Ȋ znacznikiem Alexa 

488 (zielony). 

gB Rab7 ȊƱƻȍŜƴƛŜ 

MJS 

MJS 

gB HSV-1 

MJS 

gB BoHV-1 

MJS 

gB PRV 
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RYCINA 17. .ŀŘŀƴƛŜ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ. ƛ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻ ƭƛȊƻǎƻƳƽǿ ς [!atм Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ƪƻƴŦƻƪŀƭƴŜƧ 

mikroskopii fluorescencyjnej. Ǝ. ǿȅƪǊȅǿŀƴƻ ǿ ǳǘǊǿŀƭƻƴȅŎƘ ƛ ǇŜǊƳŜŀōƛƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ŀƴǘȅ-Ǝ. ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿȅŎƘ ǎǇǊȊťȍƻƴȅŎƘ Ȋ znacznikiem Alexa 546 (czerwony). Do wizualizacji markera 

ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ ǇƻǎƱǳȍȅƱȅ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ŀƴǘȅ-[!atм ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ǎǇǊȊťȍƻƴŜ Ȋ znacznikiem Alexa 

488 (zielony).  

gB LAMP1 ȊƱƻȍŜƴƛŜ 

MJS 

MJS 

gB HSV-1 

MJS 

gB BoHV-1 

MJS 

gB PRV 
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TABELA 8. ²ȅȊƴŀŎȊŜƴƛŜ ǿŀǊǘƻǏŎƛ ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ tŜŀǊǎƻƴŀ Řƭŀ ǇƻǊƽǿƴȅǿŀƴȅŎƘ ƪŀƴŀƱƽǿ ŘŜǘŜƪŎƧƛ  
gB i EEA-1/Rab11/Rab7/LAMP-1 w liniach MJS puro, MJS gB HSV-1, MJS gB BoHV-1, MJS gB PRV.  
OS ς odchylenie standardowe, /  ς nie ƻƪǊŜǏƭƻƴƻΦ LǎǘƻǘƴƻǏŏ ǎǘŀǘȅǎǘȅŎȊƴŊ Řƭŀ ǊƽȍƴƛŎ ǇƻƳƛťŘȊȅ ƪƻƳƽǊƪŀƳƛ 
ƪƻƴǘǊƻƭƴȅƳƛ ŀ ƭƛƴƛŀƳƛ Ȋ Ǝ. ƻƪǊŜǏƭƻƴƻ ǇǊȊȅ ǇƻƳƻŎȅ ǘŜǎǘǳ ǘ-studenta (roȊƪƱŀŘ ŘǿǳǎǘǊƻƴƴȅ Ȋ ǿŀǊƛŀƴŎƧŊ 
ƘŜǘŜǊƻǎŎŜŘŀǎǘȅŎȊƴŊύ. 

 

 

 

 

 

 

ƭƛƴƛŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŀ ǇƻǊƽǿƴȅǿŀƴŜ ƪŀƴŀƱȅ 

detekcji  

ǏǊŜŘƴƛŀ ǿŀǊǘƻǏŏ 

ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ 

Pearsona ҕ OS 

ǿŀǊǘƻǏŏ ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ 

ǇƻȊƛƻƳǳ ƛǎǘƻǘƴƻǏŎƛ 

statystycznej (p-value) 

MJS puro gB/EEA1 лΣлпҕлΣлл /  

MJS gB HSV-1 gB/EEA1 лΣнлҕлΣлм 0,0011 

MJS gB BoHV-1 gB/EEA1 лΣнуҕлΣлс 0,0115 

MJS gB PRV gB/EEA1 лΣонҕлΣмм 0,0530 

MJS puro gB/Rab11 лΣлнҕлΣлл /  

MJS gB HSV-1 gB/Rab11 лΣолҕлΣло 0,0241 

MJS gB BoHV-1 gB/Rab11 лΣпмҕлΣлн 0,0213 

MJS gB PRV gB/Rab11 лΣппҕлΣло 0,0365 

MJS puro gB/Rab7 -лΣлмҕлΣлл /  

MJS gB HSV-1 gB/Rab7 лΣпсҕлΣлс 0,0022 

MJS gB BoHV-1 gB/Rab7 лΣрмҕлΣлф 0,0007 

MJS gB PRV gB/Rab7 лΣптҕлΣмм 0,0022 

MJS puro gB/LAMP1 лΣлрҕлΣлм /  

MJS gB HSV-1 gB/LAMP1 лΣрлҕлΣлп 0,0020 

MJS gB BoHV-1 gB/LAMP1 лΣпсҕлΣлм 0,0000 

MJS gB PRV gB/LAMP1 лΣрлҕлΣлм 0,0000 
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7.1.3 hōǎŜǊǿŀŎƧŀ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-1 i PRV  

Ȋ ƧŜŘƴƻŎȊŜǎƴŊ ǿƛȊǳŀƭƛȊŀŎƧŊ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ LL ƻǊŀȊ ƳŀǊƪŜǊŀ ŜƎȊƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ /5со 
 

² ƻǇŀǊŎƛǳ ƻ ŘŀƴŜ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊƻǿŜ ƴŀ ǘŜƳŀǘ ƛƴǘŜǊŦŜǊŜƴŎƧƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ǘŜǘǊŀǎǇŀƴƛƴȅ CD63 

Ȋ ōƛŀƱƪŀƳƛ ǿƛǊǳǎƻǿȅƳƛ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ όCǊŀƛƭŜ -Ramos i wsp., 2007; Hurwitz i wsp., 2017),  

ǘŜƴ Ȋ ƳŀǊƪŜǊƽǿ ŜƎȊƻǎƻƳŀƭƴȅŎƘ ȊƻǎǘŀƱ ǿȅǘȅǇƻǿŀƴy do badania ko-lokalizacji  

z gB ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 18Φ LƳƳǳƴƻŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴŀ ŀƴŀƭƛȊŀ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ.Σ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ƻǊŀȊ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻ 
ŜƎȊƻǎƻƳƽǿ ς CD63.  .ƛŀƱƪŀ ǿȅƪǊȅǿŀƴƻ ǿ ǳǘǊǿŀƭƻƴȅŎƘ ƛ ǇŜǊƳŜŀōƛƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ 
anty-gB, anty-5wʰ ƻǊŀȊ ŀƴǘȅ-/5со ƛ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿȅŎƘ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ ǎǇǊȊťȍƻƴȅŎƘ Ȋ znacznikiem Alexa: 546 
(czerwony), 633 (niebieski), 488 (zielony). 

 

tƻƴŀŘǘƻ ŘƻǿƛŜŘȊƛƻƴƻΣ ƛȍ /5со ǿŎƘƻŘȊƛ ǿ ǎǘŀōƛƭƴŊ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧť Ȋ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ MHC klasy 

II i kontroluje ǇǊƻŘǳƪŎƧť ƛŎƘ Ƴwb! ƻǊŀȊ ǇƻȊƛƻƳ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ (van den Hoorn i wsp., 2012). 

.ƛƻǊŊŎ Ǉƻ ǳǿŀƎť ŘƻƴƛŜǎƛŜƴƛŀ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊƻǿŜ ŘƻǘȅŎȊŊŎŜ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŀ Ǝ. I{±-м Ȋ ŎȊŊǎteczkami 

aI/ ƪƭŀǎȅ LL ƻǊŀȊ ȊŀŀƴƎŀȍƻǿŀƴƛǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊ a±.ǎ ǿ ƻǇƛǎȅǿŀƴŜ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳȅ όaƻǊƛ ƛ ǿǎǇΦΣ нллуύΣ 

ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ƻōǎŜǊǿŀŎƧŜ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧƛ Ǝ., aI/ ƪƭŀǎȅ LL όǿȅƪǊȅǿŀƴƻ ƱŀƵŎǳŎƘ  

ʰ ƭǳŘȊƪƛŎƘ aI/ LL I[!-DR) i CD63 przy pomocy ǘǊƽƧƪƻƭƻǊƻǿŜƧ immunofluorescencji-

mikroskopii konfokalnej (Rycina 18ύΦ ² ƻǇŀǊŎƛǳ ƻ ǳȊȅǎƪŀƴŜ ȊŘƧťŎƛŀ Ƴƻȍƴŀ ȊŀƻōǎŜǊǿƻǿŀŏ  
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ko-ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧť ǿǎȊȅǎǘƪƛŎƘ ǘǊȊŜŎƘ ōŀŘŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ǿ ǎƪǳǇƛǎƪŀŎƘ ǊŜǇǊŜȊŜƴǘǳƧŊŎȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿŜΦ /ƻ ǿƛťŎŜƧΣ ŀƴŀƭƛȊŀ ǿŀǊǘƻǏŎƛ ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ tŜŀǊǎƻƴŀ ǿȅƪŀȊŀƱŀ ǿȅȍǎȊȅ 

ǎǘƻǇƛŜƵ ƪƻ-lokalizacji CD63-aI/ LL ǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ.Φ ²ǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪ korelacji tŜŀǊǎƻƴŀ ƻƪǊŜǏƭƻƴƻ  

ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƻǇǊƻƎǊŀƳƻǿŀƴƛŀ ƪƻƳǇǳǘŜǊƻǿŜƎƻ Řƭŀ 3 ȊŘƧťŏ ŘŀƴŜƎƻ ǇǊŜǇŀǊŀǘǳ (Tabela 9). 

 

TABELA 9. ²ȅȊƴŀŎȊŜƴƛŜ ǿŀǊǘƻǏŎƛ ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ tŜŀǊǎƻƴŀ Řƭŀ ǇƻǊƽǿƴȅǿŀƴȅŎƘ ƪŀƴŀƱƽǿ ŘŜǘŜƪŎƧƛ 

Ǝ.κ/5соκaI/ LL ό5wʰύ ǿ ƭƛƴƛŀŎƘ aW{ ǇǳǊƻΣ aW{ Ǝ. I{±-1, MJS gB BoHV-1, MJS gB PRV.  

OS ς odchylenie standardowe, /  ς nie ƻƪǊŜǏƭƻƴƻΣ ƛǎǘƻǘƴƻǏŏ ǎǘŀǘȅǎǘȅŎȊƴŊ Řƭŀ ǊƽȍƴƛŎ ǇƻƳƛťŘȊȅ ƪƻƳƽǊƪŀƳƛ 

kontrolnymi a linƛŀƳƛ Ȋ Ǝ. ƻƪǊŜǏƭƻƴƻ ǇǊȊȅ ǇƻƳƻŎȅ ǘŜǎǘǳ ǘ-studenta όǊƻȊƪƱŀŘ ŘǿǳǎǘǊƻƴƴȅ Ȋ ǿŀǊƛŀƴŎƧŊ 

ƘŜǘŜǊƻǎŎŜŘŀǎǘȅŎȊƴŊύ. 

 

 

 

 

 

ƭƛƴƛŀ ƪƻƳƽǊƪƻǿŀ ǇƻǊƽǿƴȅǿŀƴŜ ƪŀƴŀƱȅ 

detekcji  

ǏǊŜŘƴƛŀ ǿŀǊǘƻǏŏ 

ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ 

Pearsona ҕ OS  

ǿŀǊǘƻǏŏ ǿǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪŀ 

ǇƻȊƛƻƳǳ ƛǎǘƻǘƴƻǏŎƛ 

statystycznej (p-value) 

MJS puro gB/CD63 0,01ҕлΣл0 /  

 Ǝ.κ5wʰ 0,01ҕлΣл0 /  

 /5соκ 5wʰ лΣспҕлΣлн /  

MJS gB HSV-1 gB/CD63 лΣупҕлΣлн 0,0001 

 Ǝ.κ5wʰ лΣспҕлΣлп 0,0014 

 /5соκ 5wʰ лΣтмҕлΣлт 0,2439 

MJS gB BoHV-1 gB/CD63 лΣфнҕлΣлм 0,0000 

 Ǝ.κ5wʰ лΣсуҕлΣлу 0,0049 

 /5соκ 5wʰ лΣтсҕлΣлт 0,0797 

MJS gB PRV gB/CD63 лΣфпҕлΣлм 0,0000 

 Ǝ.κ5wʰ лΣтлҕлΣлн 0,0003 

 /5соκ 5wʰ лΣтпҕлΣлн 0,0044 
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7.2 YƻƴǎŜǊǿŀŎƧŀ ŜǿƻƭǳŎȅƧƴŀ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ Ǝ. ǿȅōǊŀƴȅŎƘ 

ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

ƛ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŀ Ǝ. Ȋ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ LL 
 

7.2.1 Charakterystyka fizyko-ōƛƻŎƘŜƳƛŎȊƴŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 

izolowŀƴȅŎƘ Ȋ ƘƻŘƻǿƭƛ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ Ȋ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-1 i PRV 
 

½Ŝ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǿȅǎƻƪŊ ǿȅŘŀƧƴƻǏŏΣ ǇƻǿǘŀǊȊŀƭƴƻǏŏ ƻǊŀȊ ȊŀŎƘƻǿŀƴŊ ŎȊȅǎǘƻǏŏ  

ƛ ƛƴǘŜƎǊŀƭƴƻǏŏ ƛȊƻƭƻǿŀƴŜƎƻ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳΣ Řƻ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ 

genu Ǝ. ǿȅōǊŀƴƻ ŦƛƭǘǊŀŎƧť ȍŜƭƻǿŊ SEC (ang. size-exclusion chromatography).  

½ƎƻŘƴƛŜ Ȋ ȊƻǇǘȅƳŀƭƛȊƻǿŀƴȅƳ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ ǇǊƻǘƻƪƻƱŜƳ ǇƻŘŎȊŀǎ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴƛŀ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅ 

ȊōƛŜǊŀƴƻ нр ŦǊŀƪŎƧƛ ƻ ƻōƧťǘƻǏŎƛ л,р Ƴƭ ƪŀȍŘŀΣ ƪǘƽǊŜ ǇƻŘŘŀǿŀƴƻ ŀƴŀƭƛȊƛŜ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ  

ǿ ŎŜƭǳ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ƳŀǊƪŜǊƽǿ ŜƎȊƻǎƻƳƻǿȅŎƘΦ ² ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{ ƛ WǳǊƪŀǘ ǿȅƪǊȅǿŀƴƻ CD63 

lub Ŧƭƻǘȅƭƛƴť-2 i/lub AlixΦ ² ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ MDBK i SK6,  

z powodu ƻƎǊŀƴƛŎȊƻƴŜƧ ŘƻǎǘťǇƴƻǏŎƛ ƪƻƳŜǊŎȅƧƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǊƻȊǇƻȊƴŀƧŊŎȅŎƘ /5со ƛƴƴȅŎƘ 

Ǝŀǘǳƴƪƽǿ ƴƛȍ ƭǳŘȊƪƛ, wykrywano AlixΦ {ƪǳǘŜŎȊƴŊ ƛ ŜŦŜƪǘȅǿƴŊ ƛȊƻƭŀŎƧť 9±ǎ  

Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ ǇƻǘǿƛŜǊŘȊƛƱ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅ ǿȅƴƛƪ ŀƴŀƭƛȊȅ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ  

z charakterystycznŊ ŘŜǘŜƪŎƧŊ ǎȅƎƴŀƱǳ Řƭŀ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧach 9-13  

ƛ ŘƻƳƛƴǳƧŊŎŜƎƻ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ 10 lub 11 (Rycina 19).  

  ¢Ŝ ŦǊŀƪŎƧŜ ȊƻǎǘŀƱȅ ǇƻƱŊŎȊƻƴŜ ƛ w dalszym etapie poddane ǇƻǿǘƽǊƴŜƳǳ testowi  

ƴŀ ƻōŜŎƴƻǏŏ ƳŀǊƪŜǊƽǿ ŜƎȊƻǎƻƳƻǿȅŎƘΥ Alix i flotyliny-2 ƻǊŀȊ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΥ 

ƳƛǘƻŎƘƻƴŘǊƛŀƭƴŜƎƻ ōƛŀƱƪŀ ¢ƻƳпл i kalneksyny ό/b·ύ ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎŜƧ ǿ ǊŜǘƛƪǳƭǳƳ 

ŜƴŘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴȅƳΣ ŀōȅ ǿȅƪƭǳŎȊȅŏ ƳƻȍƭƛǿƻǏŏ ƪƻƴǘŀƳƛƴŀŎƧƛ ƳŀǘŜǊƛŀƱŜƳ ǇƻŎƘƻŘȊŜƴƛŀ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƎƻ ƛ ǇƻǘǿƛŜǊŘȊƛŏ ǳȊȅǎƪŀƴƛŜ ŦǊŀƪŎƧƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

(Rycina 20). Tom40 i CNX nie wykryto w uzyskanych preparatach EVs,  

Ŏƻ ƧŜǎǘ ƧŜŘƴȅƳ Ȋ ŘƻǿƻŘƽǿ ŎȊȅǎǘƻǏŎƛ ǿȅƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿΦ  

² ƪŀȍŘȅƳ ǇǊŜǇŀǊŀŎƛŜ ǿȅƪǊȅǘƻ ƳŀǊƪŜǊȅ ōƛŀƱƪƻǿŜ 9±ǎΣ ƴŀƧŎȊťǏŎƛŜƧ ǿ ƛƭƻǏŎƛ ǿƛťƪǎȊŜƧ  

ƴƛȍ ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ Ŏƻ ƧŜǎǘ ŎŜŎƘŊ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴŀ ƳŀǊƪŜǊƽǿ 9±ǎ όŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ 

ǘŀƪƛŜ ǎŀƳŜ ƛƭƻǏŎƛ ƭƛȊŀǘƽǿ ƛ 9±ǎ ǇƻŘ ǿȊƎƭťŘŜƳ ŎŀƱƪƻǿƛǘŜƧ ƛƭƻǏŎƛ ōƛŀƱƪŀύΦ ² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ŘŜǘŜƪŎƧƛ 

!ƭƛȄ ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƭƛƴƛƛ a5.Y ƛ {Yс ȊŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ŘƻŘŀǘƪƻǿȅ ǇǊŊȍŜƪ ǇƻƴƛȍŜƧ 

ǿȅǎƻƪƻǏŎƛΣ ƴŀ ƪǘƽǊŜƧ ƳƛƎǊǳƧŜ ōƛŀƱƪƻ !ƭƛȄΣ ōťŘŊŎȅ ƴŀƧǇǊŀǿŘƻǇƻŘƻōƴƛŜƧ ǊŜȊǳƭǘŀǘŜƳ 

ƴƛŜǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴŜƎƻ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΦ   
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RYCINA 19Φ .ŀŘŀƴƛŜ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ ƳŀǊƪŜǊƽǿ 9±ǎ όCD63, Alix i flotyliny-2/Flot-2) we frakcjach EVs izolowanych 

ƳŜǘƻŘŊ {9/Φ 9±ǎ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳΣ ŀōȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƳŜǘƻŘȅ 

²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ ƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ Řƻƪƻƴŀŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪΦ Liczby 

ǿǎƪŀȊǳƧŊ numery frakcji; q ς 9±ǎ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘΦ 
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RYCINA 20Φ .ŀŘŀƴƛŜ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ ƳŀǊƪŜǊƽǿ 9±ǎ ό!ƭƛȄ ƛ Ŧƭƻǘȅƭƛƴȅ-2/Flot-нύ ƻǊŀȊ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

ό¢ƻƳпл ƛ ƪŀƭƴŜƪǎȅƴȅκ/b·ύ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ 9±ǎ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ ƳŜǘƻŘŊ {9/Φ [ƛȊŀǘȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ό[ύ ƭǳō 9±ǎ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴƻ 

Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳΣ ŀōȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƳŜǘody Western blotting  

ƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ Řƻƪƻƴŀŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪΦ q ς ƭƛȊŀǘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅκ9±ǎ ƭƛƴƛƛ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘΦ  

 

  ² ŎŜƭǳ ǳȊȅǎƪŀƴƛŀ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧƛ ƴŀ ǘŜƳŀǘ ƳƻǊŦƻƭƻƎƛƛ ƛ ǏǊŜŘƴƛŎȅ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ Řƻƪƻƴŀƴƻ ƻōǎŜǊǿŀŎƧƛ Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ ǘǊŀƴǎƳƛǎȅƧƴŜƎƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ 

elektronowego po barwieniu negatywowym octanem uranylu,  

ǳȊȅǎƪǳƧŊŎ ƻōǊŀȊ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŀƧŊŎȅ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ƻ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴȅƳ ƪǎȊǘŀƱŎƛŜ ǎǇƱŀǎȊŎȊƻƴȅŎƘ  

όȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǇǊƻŎŜŘǳǊť ǇǊȊȅƎƻǘƻǿȅǿŀƴƛŀ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ Řƻ ƻōǎŜǊǿŀŎƧƛ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜƧύ 

ƪǳƭƛǎǘȅŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ƻ ǏǊŜŘƴƛŎȅ ƻŘ 40 do 180 nm (Rycina 21ύΦ |ǊŜŘƴƛŎť ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ǿȅȊƴŀŎȊŀƴƻ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƻǇǊƻƎǊŀƳƻǿŀƴƛŀ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƎƻΣ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ  

млл ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ Řƭŀ ƪŀȍŘŜƎƻ ǇǊŜǇŀǊŀǘǳΦ Nie zaobserwowano znacȊŊŎȅŎƘ ǊƽȍƴƛŎ  

ǿ ǇƻǇǳƭŀŎƧŀŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ Řƭŀ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ǇǊŜǇŀǊŀǘƽǿΦ  
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RYCINA 21Φ hōǎŜǊǿŀŎƧŀ 9±ǎ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ 

transmisyjnego mikroskopu elektronowego po barwieniu negatywowym octanem uranylu. Przedstawiono 

ǊŜǇǊŜȊŜƴǘŀǘȅǿƴŜ ƻōǊŀȊȅ Řƭŀ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ ǇŀǎŜƪ ǎƪŀli 100 nm.  
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7.2.2 .ŀŘŀƴƛŜ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-м ƛ tw± Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 
 

Wŀƪ ŘƻǘŊŘΣ ǇƻǘǿƛŜǊŘȊƻƴƻ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ glikoproteiny B wirusa HSV-1 w MVBs  

ƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ Ȋ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ƭǳō ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊŜƪ 

ssaczych (Temme i wsp., 2010ύΦ ² ŎŜƭǳ ƻƪǊŜǏƭŜƴƛŀ ǎǘƻǇƴƛŀ ƪƻƴǎŜǊǿŀŎƧƛ ŜǿƻƭǳŎȅƧƴŜƧ 

ƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ Ǝ. Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ  

ȊŘŜŎȅŘƻǿŀƴƻ ǎƛť ǇƻŘŘŀŏ ŀƴŀƭƛȊƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ Ȋ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊŜƪ Ȋ Ǝ. ǇƻȊƻǎǘŀƱȅŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛcieli 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΦ Ǝ.Σ ƭƛŎȊŊŎŀ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ флпΣ фоо ƛ фмо ǊŜǎȊǘ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿΣ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ 

dla wirusa HSV-1, BoHV-м ƛ tw±Σ ōťŘŊŎŀ ōƛŀƱƪƛŜƳ ōƱƻƴƻǿȅƳ ǘȅǇǳ ǇƛŜǊǿǎȊŜƎƻΣ  

ǿȅǎǘťǇǳƧŜ ǿ ŦƻǊƳƛŜ ǇǊŜƪǳǊǎƻǊƻǿŜƧ όgBaύΣ ƳƛƎǊǳƧŊŎŜƧ ǿ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳ  

w warunkach ŘŜƴŀǘǳǊǳƧŊŎȅŎƘ ƴŀ ǿȅǎƻƪƻǏŎƛ ƻŘǇƻǿƛŀŘŀƧŊŎŜƧ ƳŀǎƛŜ 110-130 kDa.  

² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǿƛǊǳǎƽǿ .ƻI±-м ƛ tw± ƴŀǎǘťǇǳƧť ŘƻŘŀǘƪƻǿŀ ƳƻŘȅŦƛƪŀŎƧŀ ς ŎƛťŎƛŜ ǇǊƻǘŜƻƭƛǘȅŎȊƴŜ 

ŦǳǊȅƴŊ ǿ ǇƻȊȅŎƧƛ рлнκрлпΣ ǎƪǳǘƪǳƧŊŎŀ ǇƻŘȊƛŀƱŜƳ Ǝ. ƴŀ ŘǿƛŜ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪƛΥ b-ǘŜǊƳƛƴŀƭƴŊ ς gBb 

(74/68 kDa) i C-ǘŜǊƳƛƴŀƭƴŊ ǇǊȊŜȊōƱƻƴƻǿŊ ς gBc όрр ƪ5ŀύΣ ǇƻƱŊŎȊƻƴŜ Ƴƻǎǘƪami disiarczkowymi.  

gB wirusa HSV-1 nie podlega takiej modyfikacji. W przeprowadzonym badaniu potwierdzono 

ƻōŜŎƴƻǏŏ Ǝ. ȊŀǊƽǿƴƻ ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ Ƨŀƪ ƛ ǿ 9±ǎ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ƘƻŘƻǿƭŀƴej 

linii gB HSV-1-ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘΣ ƧŜŘƴŀƪȍŜ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƭƛƴƛƛ WǳǊƪŀǘΣ ƪǘƽǊŀ ƴƛŜ ǇƻǎƛŀŘŀ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ 

aI/ ƪƭŀǎȅ LLΣ ƴŀ ȊƴŀŎȊƴƛŜ ƴƛȍǎȊȅƳ ǇƻȊƛƻƳƛŜ ǿ ǎǘƻǎǳƴƪǳ Řƻ ƭƛƴƛƛ aW{ ƛ a5.YΦ  

5ƻŘŀǘƪƻǿƻΣ Ƴƻȍƭƛǿŀ ōȅƱŀ ŘŜǘŜƪŎƧŀ ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛ 9±ǎ ƭƛƴƛƛ  

MJS-gB HSV-м ǇƻŘǿƽƧƴŜƎƻ ǇǊŊȍƪŀ Ǝ. ƴŀ ǿȅǎƻƪƻǏŎƛ ммл-120 kDa. Wskazȅǿŀŏ ƳƻȍŜ  

to na ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ ŘǿƽŎƘ ŦƻǊƳ Ǝ.Σ ǿȅƴƛƪŀƧŊŎe prawdopodobnie Ȋ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŀ  

Ǝ. ȊŀǊƽǿƴƻ ǿ ǿŜǊǎƧƛ ŘƻƧǊȊŀƱŜƧ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ƻǊŀȊ ǇƻǎƛŀŘŀƧŊŎŜƧ ȊǊƽȍƴƛŎƻǿŀƴȅ ǿȊƽǊ  

N-glikozylacji (Wenske i wsp., 1982ύΦ tƻŘƻōƴŜ ŦƻǊƳȅ ƻ ƴƛȍǎȊŜƧ ƳŀǎƛŜ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŜƧ ȊƻǎǘŀƱȅ 

ǘŀƪȍŜ ǿȅƪǊȅǘŜ ƛ ƻǇƛǎŀƴŜ ǇƻŘŎȊŀǎ ōŀŘŀƵ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ƪƻƳƽǊŜƪ ǘǊŀƴǎŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ  

(Atanasiu i wsp., 2007). Pomimo detekcji formy prekursorowej gB BoHV-1 i PRV  

ƻǊŀȊ ƻōǳ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘŜƪ ǇƻǿǎǘŀƱȅŎƘ ǿ ǿȅƴƛƪǳ ŎƛťŎƛŀ ǇǊƻǘŜƻƭƛǘȅŎȊƴŜƎƻ ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 

ǳȊȅǎƪŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ ǘȅƭƪƻ ŦƻǊƳȅ Ǝ.ō ƛ Ǝ.Ŏ ōȅƱȅ ǿȅƪǊȅǿŀƴŜ ǿ 9±ǎΦ  

tƻƴŀŘǘƻΣ ƻōǎŜǊǿƻǿŀƴŀ Ƴŀǎŀ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŀ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ Ǝ. ǊƽȍƴƛƱŀ  

ǎƛť ǿ ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ ƻŘ ǊƻŘȊŀƧǳ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧΣ ǿ ƪǘƽǊŜƧ ōȅƱŀ ǇǊƻŘǳƪƻǿŀƴŀΣ Ŏƻ ƳƻȍŜ ǎƛť ǿƛŊȊŀŏ 

Ȋ ƻŘƳƛŜƴƴȅƳ ǿȊƻǊŜƳ ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛ ǿ ǊƽȍƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ǎǎŀŎȊȅŎƘ όRycina 22).    
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RYCINA 22. 5ŜǘŜƪŎƧŀ Ǝ. ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ 9±ǎ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ ƳŜǘƻŘŊ {9/. [ƛȊŀǘȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ  

ƭǳō 9±ǎ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳΣ ŀōȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƳŜǘƻŘȅ  

²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ ƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ Řƻƪƻƴŀŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ōƛŀƱƪŀ Ǝ.Φ YƻƴǘǊƻƭŜ ƴŜƎŀǘȅǿƴŜ 

ƭƛȊŀǘƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ƛ 9±ǎ ǳȊȅǎƪŀƴƻ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{ǇǳǊƻΣ a5.YǇǳǊƻΣ {YсǇǳǊƻΣ WǳǊƪŀǘΦ  

YƻƴǘǊƻƭŜ ǇƻȊȅǘȅǿƴŜ ƭƛȊŀǘƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǳȊȅǎƪŀƴƻ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ǿƛǊǳǎŜƳ I{±-1, BoHV-1  

ƭǳō tw± ƻǊŀȊ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ WǳǊƪŀǘ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ǿƛǊǳǎŜƳ I{±-1. MJS BoHV-1 L IP* ς ƳŀǘŜǊƛŀƱ ǳȊȅǎƪŀƴȅ ǇƻǇǊȊŜȊ 

ǇǊŜŎȅǇƛǘŀŎƧť Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǎƪƛŜǊƻǿŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿƪƻ Ǝ. .ƻI±-м ƛ ȊƱƻȍŀ ŀƎŀǊƻȊa-ōƛŀƱƪƻ !Φ 

WŜŘƴƻǎǘƪŀ Ƴŀǎȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŜƧ ƪ5ŀΦ 
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7.2.3 !ƴŀƭƛȊŀ ǿȊƻǊǳ ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ . ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-1 i PRV  

ǿ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛŀŎƘ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ aW{ ƛ ǇǊŜǇŀǊŀǘŀŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  
 

 ½ŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴŜ ǊƽȍƴƛŎŜ ǿ ƳŀǎŀŎƘ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿȅŎƘ Ǝ. Ȋ ǊƽȍƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ  

ǎǘŀƱȅ ǎƛť ǇǳƴƪǘŜƳ ǿȅƧǏŎƛŀ Řƻ ŀƴŀƭƛȊȅ ǎǘƻǇƴƛŀ ƛ ǊƻŘȊŀƧǳ ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ 

poprzez trawienie ŜƴŘƻƎƭƛƪƻȊȅŘŀȊŊ I (EndoH) i peptydylo-N-glikoȊȅŘŀȊŊ C (PNGaza F).  

EndoH (endo-beta-N-acetyloglukozaminidaza A), ōťŘŊŎŀ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅƳ ŜƴȊȅƳŜƳ  

dla glikoprotein, oddziela ǿƛŊȊŀƴƛŜ ǿ ǊŘȊŜƴƛǳ ŘƛŀŎŜǘȅƭƻŎƘƛǘƻōƛƻȊƻǿȅƳ ƻƭƛƎƻǎŀŎƘŀǊȅŘǳ 

ǇƻƳƛťŘȊȅ ŘǿƛŜƳŀ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪŀƳƛ b-ŀŎŜǘȅƭƻƎƭǳƪƻȊŀƳƛƴȅ όDƭŎb!Ŏύ ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛƻ ǿ Ǉƻōƭƛȍǳ 

ǊŜǎȊǘȅ ŀǎǇŀǊŀƎƛƴȅΣ ǘǿƻǊȊŊŎ ǎƪǊƽŎƻƴŊ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪť ŎǳƪǊǳ Ȋ ƧŜŘƴŊ ǊŜǎȊǘŊ b-acetyloglukozaminy 

ǇƻȊƻǎǘŀƧŊŎŊ ƴŀ ŀǎǇŀǊŀƎƛƴƛŜΦ ¢ǊŀƪǘƻǿŀƴƛŜ tbDŀȊŊ C ƴŀǘƻƳƛŀǎǘΣ ǇƻǇǊȊŜȊ ƧŜƧ ȊŘƻƭƴƻǏŏ  

Řƻ ǘǊŀǿƛŜƴƛŀ ŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴŜƎƻ ƳƛťŘȊȅ ƴŀƧōŀǊŘȊƛŜƧ ǿŜǿƴťǘǊȊƴȅƳƛ ǊŜǎȊǘŀƳƛ  

N-acetyloglukozaminy i asparaginy N-ƎƭƛƪƻȊȅƭƻǿŀƴȅŎƘ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴΣ ǇƻȊǿŀƭŀ ƴŀ ŎŀƱƪƻǿƛǘŜ 

ǊƻȊŘȊƛŜƭŜƴƛŜ ōƛŀƱƪŀ ƛ ǇǊȊȅƱŊŎȊƻƴȅŎƘ b-ƎƭƛƪŀƴƽǿΦ ² ǘŜƴ ǎǇƻǎƽō Ƴƻȍƴŀ ǊƻȊǊƽȍƴƛŏ ǇƻȊƛƻƳ 

ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛ ŘŀƴŜƧ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ǿǎƪŀȊǳƧŊŎȅ ƴŀ ƧŜƧ ǇǊŜƪǳǊǎƻǊƻǿŊ ƭǳō ŘƻƧǊȊŀƱŊ ŦƻǊƳť  

i uzyskŀŏ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧť ƻ ǎǘŀǘǳǎƛŜ ǇǊȊŜƧǏŎƛŀ ǇǊȊŜȊ retikulum endoplazmatyczne i/lub ŎȊťǏŏ trans 

ŀǇŀǊŀǘǳ DƻƭƎƛŜƎƻΣ ǿ ƪǘƽǊych zachodzi proces N-glikozylacji.  

 !ƴŀƭƛȊŀ ōƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘȅŎȊƴŀ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŜƧ Ǝ.Σ ǇǊȊŜǿƛŘǳƧŊŎŀ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ 

Ƴƻǘȅǿƽǿ ǇǊŜŘŜǎǘȅƴǳƧŊŎȅŎƘ Řƻ ǿǇǊƻǿŀŘȊŀƴƛŀ ƳƻŘȅŦƛƪŀŎƧƛ ǇƻǎǘǘǊŀƴǎƭŀŎȅƧƴȅŎƘ 

(https://myhits.sib.swiss/cgi-ōƛƴκƳƻǘƛŦψǎŎŀƴύ ǿǎƪŀȊŀƱŀ ƴŀ ƭƻƪŀƭƛȊŀŎƧť ǎȊŜǏŎƛǳ ǇƻǘŜƴŎƧŀƭƴȅŎƘ 

miejsc N-glikozylacji w przypadku wirusa BoHV-1 i PRV oraz siedmiu dla wirusa HSV-1.  

Nie jest wiadomeΣ ƛƭŜ Ȋ ǘȅŎƘ ƳƛŜƧǎŎ ǳƭŜƎŀ ƳƻŘȅŦƛƪŀŎƧƛ ǿ ǊȊŜŎȊȅǿƛǎǘƻǏŎƛΦ ²ȅƴƛƪ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊƻƴŜƧ 

ŀƴŀƭƛȊȅ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎΣ ǇƻǇǊȊŜŘȊƻƴŜƧ ǊŜŀƪŎƧŊ ǘǊŀǿƛŜƴƛŀ ŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴŜƎƻ 9ƴŘƻI ƛ tbDŀȊŊ CΣ 

ǇƻǘǿƛŜǊŘȊƛƱ ƻōŜŎƴƻǏŏ ŦƻǊƳ Ǝ.ŀΣ Ǝ.ō ƛ Ǝ.Ŏ ǳƭŜƎŀƧŊŎȅŎƘ ƳƻŘȅŦƛƪŀŎƧƻƳ ŜƴȊȅƳŀǘȅŎȊƴȅƳ 

wykorzȅǎǘŀƴȅƳƛ ǿ ŘƻǏǿƛŀŘŎȊŜƴƛǳ ŜƴŘƻƎƭƛƪƻȊȅŘŀȊŀƳƛ. W lƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

i preparatach EVs linii MJS-gB HSV-1 i MJS-gB PRV ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴŜ ŦƻǊƳȅ ōƛŀƱƪŀ ǇƻǎƛŀŘŀƱȅ 

ƳƴƛŜƧǎȊŊ Ƴŀǎť ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŊ ǿ ǇƻǊƽǿƴŀƴƛǳ Ȋ ƳŀǘŜǊƛŀƱŜƳ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅƳΣ  

ƴƛŜǇƻŘŘŀƴȅƳ ŘȊƛŀƱŀƴƛǳ ŜƴȊȅƳƽǿ. W przypadku trawienia EndoH obserwowano spadek masy 

ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŜƧΣ ŀƭŜ ƴƛŜ ǘŀƪƛ ǎŀƳ Ƨŀƪ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǘǊŀƪǘƻǿŀƴƛŀ ǇǊƽōƪƛ tbDŀȊŊ CΣ  

Ŏƻ ǇǊŀǿŘƻǇƻŘƻōƴƛŜ ǿȅƴƛƪŀ Ȋ ŦŀƪǘǳΣ ȍŜ ǿ ƧŜŘƴŜƧ ŎȊŊǎǘŜŎȊŎŜ ōƛŀƱƪŀ ƴƛŜ ǿǎȊȅǎǘƪƛŜ ƳƛŜƧǎŎŀ 

ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧƛ ƻǘǊȊȅƳǳƧŊ ǇŜƱƴŜƧ ŘƱǳƎƻǏŎƛ ƱŀƵŎǳŎhy N-ƎƭƛƪŀƴƽǿΦ   
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Analogiczna analiza wykonana dla linii MJS-gB BoHV-м ǿȅƪŀȊŀƱŀ ȊŀƭŜȍƴƻǏŏ spadku masy tylko 

w przypadku formy gBcΣ Ŏƻ ǎǳƎŜǊǳƧŜ ƴƛŜǇŜƱƴŊ ƎƭƛƪƻȊȅƭŀŎƧť ǿ ǇǊȊŜŎƛǿƛŜƵǎǘǿƛŜ Řƻ ŦƻǊƳȅ Ǝ.ōΣ  

Řƭŀ ƪǘƽǊŜƧ ǇǊȊȅ ǘǊŀǿƛŜƴƛǳ 9ƴŘƻI ƴƛŜ ƻŘƴƻǘƻǿǳƧŜ ǎƛť ǎǇŀŘƪǳ Ƴasy, co sugeruje,  

ȍŜ ǘŀ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪŀ ƧŜǎǘ ǿ ǇŜƱƴƛ ƎƭƛƪƻȊȅƭƻǿŀƴŀΦ ²ȊƳƻŎƴƛŜƴƛŜ ǎȅƎƴŀƱǳ dla formy gBb BoHV-1, 

Ƴƻȍƴŀ ǘƱǳƳŀŎȊȅŏ ȊǿƛťƪǎȊƻƴŊ ŘƻǎǘťǇƴƻǏŎƛŊ ŜǇƛǘƻǇƽǿ Řƭŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǿƛŊȍŊŎȅŎƘ Ǝ.  

po modyfikacji enzymatycznej, a detekcja ŘƻŘŀǘƪƻǿȅŎƘ ǇǊŊȍƪƽǿ ǿȅƴƛƪŀ Ȋ ǳȍȅŎƛŀ ǿ ǘȅƳ 

ŜƪǎǇŜǊȅƳŜƴŎƛŜ ǎǳǊƻǿƛŎȅ ǇƻƭƛƪƭƻƴŀƭƴŜƧΣ ŀ ǇǊȊŜȊ ǘƻ ƴƛŜǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴŜƎƻ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΦ 

tƻǿȅȍǎȊŜ ƻōǎŜǊǿŀŎƧŜ ǇƻzwalaƧŊ ƴŀ wnioskowanie o ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛǳ w EVs form gB  

N-glikozylowanych (Rycina 23).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 23Φ !ƴŀƭƛȊŀ ŘƻƧǊȊŜǿŀƴƛŀ Ǝ. ƻōŜŎƴŜƧ ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ƛ ǇǊŜǇŀǊŀǘŀŎƘ 9±ǎ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 

MJS gB HSV-1, MJS gB BoHV-1 i MJS gB PRV. [ƛȊŀǘȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ƭǳō 9±ǎ ƛƴƪǳōƻǿŀƴƻ Ȋ ŜƴŘƻƎƭƛƪƻȊȅŘŀȊŀƳƛΥ 9ƴŘƻI 

(EHύΣ tbDŀȊŊC όtF) lub inkubowano w buforze dla PNGazy ōŜȊ ŜƴȊȅƳƽǿ (-ύΦ bŀǎǘťǇƴƛŜ ǳȊȅǎƪŀƴȅ ƳŀǘŜǊƛŀƱ 

rozdzieloƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳΣ ŀōȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƳŜǘƻŘȅ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ  

ƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ Řƻƪƻƴŀŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ōƛŀƱƪŀ Ǝ.Φ [ƛȊŀǘ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅ όqύ ǳȊȅǎƪŀƴƻ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ 

aW{ǇǳǊƻΦ WŜŘƴƻǎǘƪŀ Ƴŀǎȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŜƧ ƪ5ŀΦ 

 

MJS gB HSV-1 
lizat  

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅ EVs 

q      EH        (-)      PF q      EH       (-)      PF 

MJS gB BoHV-1 
lizat  

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅ EVs 

q      EH        (-)      PF q      EH       (-)      PF 

MJS gB PRV 
lizat  

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅ EVs 

q      EH        (-)      PF q      EH       (-)      PF 
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7.2.4 .ŀŘŀƴƛŜ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ ǇƻƳƛťŘȊȅ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-м ƭǳō tw± ƛ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ 

aI/ LL ƻǊŀȊ ƧŜƧ ǿǇƱȅǿǳ ƴŀ ǇƻȊƛƻƳ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ LL ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊƪƛ 
 

½Ŝ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ƻǇǳōƭƛƪƻǿŀƴŜ dane o ƻōƴƛȍonym poziomie ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL  

ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊek ssŀŎȊȅŎƘ ǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ. I{±-1 oraz wzajemnym ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛu 

ǿȅƳƛŜƴƛƻƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ όNeumann i wsp., 2003ύΣ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊƻƴƻ ŀƴŀƭƛȊť ǇƻȊƛƻƳǳ aI/ ƪƭŀǎȅ LL  

ƴŀ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ aW{ Ǝ. BoHV-1 i gB tw±Σ ƧŜŘƴƻŎȊŜǏƴƛŜ ǎǇǊŀǿŘȊŀƧŊŎ ǎǘƻǇƛŜƵ ƪƻƴǎŜǊǿŀŎƧƛ 

ewolucyjnej opisywanych mechŀƴƛȊƳƽǿΦ YƻƳƽǊƪƛ ƭƛƴƛƛ ǎǘŀōƛƭƴȅŎƘ po transdukcji 

retrowirusem, ale przed sortowaniem na ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻ bDCwΣ  

ƪǘƽǊŜƎƻ ƻōŜŎƴƻǏŏ Ǉƻǿƛƴƴŀ ƪƻǊŜƭƻǿŀŏ Ȋ ƻōŜŎƴƻǏŎƛŊ Ǝ.Σ ōŀǊǿƛƻƴƻ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƧŜŘƴƻŎȊŜǏƴƛŜ 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀƳƛ ŀƴǘȅ-NFGR i anty-MHC II (HLA-DR). W analizie Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŎȅǘƻƳŜǘǊƛƛ 

ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŜƧ zaobserwowano dwie populacje ƪƻƳƽǊŜƪ: NGFR-pozytywnych  

i NGFR-negatywnychΣ ƪǘƽǊŜ Ǉƻǿƛƴƴȅ ƻŘǇƻǿƛŀŘŀŏ ƪƻƳƽǊƪƻƳ Ǝ.-pozytywnym  

i gB-negatywnym (Rycina 24 A). tƻǊƽǿƴŀƴƻ ǇƻȊƛƻƳ aI/ LL ǇƻƳƛťŘȊȅ ǘȅƳƛ ŘǿƛŜƳŀ 

populacjami. !ƴŀƭƛȊŀ ǿǎƪŀȊŀƱŀ ƴŀ ȊƴŀŎȊŊŎe ƻōƴƛȍŜƴƛŜ poziomu MHC klasy II (badanego przy 

ǳȍȅŎƛǳ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǎƪƛŜǊƻǿŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿƪƻ ƪƻƳǇƭŜƪǎƻǿƛ I[!-DR z peptydem) w populacji  

NGFR-pozytywnej linii MJS gB HSV-1 oraz, w mniejszym stopnƛǳΣ ŀƴŀƭƻƎƛŎȊƴŊ ǊƽȍƴƛŎť  

dla MJS gB BoHV-мΦ tƻȊƛƻƳ aI/ LL ǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ. tw± ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ aW{ ōȅƱ ǘŀƪƛ ǎŀƳ,  

Ƨŀƪ ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ gB-negatywnychΣ Ŏƻ ƳƻȍŜ ǎǳƎŜǊƻǿŀŏ ōǊŀƪ ǿǇƱȅǿǳ Ǝ. tw± ƴŀ ǇƻȊƛƻƳ 

ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ǿ ǘŜƧ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ. W celu Řƻƪƻƴŀƴƛŀ ƛƭƻǏŎƛƻǿŜƎƻ 

ǇƻƳƛŀǊǳ ȊƳƛŀƴ ƻǇƛǎȅǿŀƴŜƧ ȊŀƭŜȍƴƻǏŎƛ ǇǊȊŜŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ ǏǊŜŘƴƛŜ ƛƴǘŜƴǎȅǿƴƻǏŎƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƧƛ 

aI/ LL ǿ ǎƻǊǘƻǿŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ aW{ όRycina 24 B).  

tƻȊŀ ƪƻƳƽǊƪŀƳƛ aW{ǇǳǊƻ ŘƻŘŀǘƪƻǿŊ ƪƻƴǘǊƻƭť ǎǘŀƴƻǿƛƱȅ ƪƻƳƽǊƪƛ aW{ ȊŜ ǎǘŀōƛƭƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ 

genu ƻǎƱƻƴƪƻǿŜƧ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ 5 όƎ5ύ ǿƛǊǳǎŀ .ƻI±-мΦ ½ŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ǿǎǇƽƭƴŊ ǿƱŀǏŎƛǿƻǏŏ 

ƻōƴƛȍƻƴŜƎƻ ǇƻȊƛƻƳǳ aI/ LL ǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ. ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1 i BoHV-1,  

ƻ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ сл҈ ƛ пл҈ ǿ ǇƻǊƽǿƴŀƴƛǳ Řƻ ƪƻƳƽǊŜƪ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘ aW{ǇǳǊƻΦ  

wƽǿƴƛŜȍ ǿ ǘȅƳ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƴƛŜ odnotowano ȊƴŀŎȊŊŎȅŎƘ ȊƳƛŀƴ Řƭŀ ƭƛƴƛƛ aW{ Ǝ. tw±Φ  

Zbadano ǘŀƪȍŜ ǿǇƱȅǿ Ǝ. ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿȅ ǇƻȊƛƻƳ ōƛŀƱƪŀ CD63 w przesortowanych 

ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ (Rycina 24 B). Pomimo obserwowanej ko-lokalizacji gB-MHC II-CD63, 

powierzchniowa ekspresja tej tetraspaniny ƴƛŜ ǊƽȍƴƛƱŀ ǎƛť ǿ ǎǇƻǎƽō ƛǎǘƻǘƴȅ ǇƻƳƛťŘȊȅ 

ōŀŘŀƴȅƳƛ ƭƛƴƛŀƳƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅƳƛΦ hȊƴŀŎȊŜƴƛŜ ǇƻȊƛƻƳǳ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ǿ ōȅŘƭťŎȅŎƘ ƭƛƴƛŀŎƘ 

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ a5.Y ǿȅƪŀȊŀƱƻ ǇƻŘƻōƴȅ ǿǇƱȅǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ.: najsilniejszy efekt gB HSV-1  
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ƛ ǇƻǏǊŜŘƴƛ w przypadku gB BoHV-1, natomiast wzrost poziomu MHC II przy ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ. tw± 

ǿ ōȅŘƭťŎȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘΦ       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 24Φ tƻǊƽǿƴŀƴƛŜ ǇƻȊƛƻƳǳ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ƛ /5со ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊŜƪ Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ 

ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ genu gB. A ς tƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿŊ ƻōŜŎƴƻǏŏ HLA-5w ōŀŘŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŎȅǘƻƳŜǘǊƛƛ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŜƧ ƴŀ 

ƴƛŜǎƻǊǘƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ aW{ ǘǊŀƴǎŘǳƪƻǿŀƴȅŎƘ ǊŜǘǊƻǿƛǊǳǎŜƳ ƴƛƻǎŊŎȅƳ gen gB όǿȅƪƻǊȊȅǎǘǳƧŊŎ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ 

ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿŜƎƻ ōƛŀƱƪŀ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜƎƻΣ ǎƪǊƽŎƻƴŜƧ ǿŜǊǎƧƛ ƴŜǊǿƻǿŜƎƻ ǊŜŎŜǇǘƻǊŀ ŎȊȅƴƴƛƪŀ ǿȊǊƻǎǘǳ ς NGFR ς 

ƻŘȊǿƛŜǊŎƛŜŘƭŀƧŊŎŜƎƻ poziom Ǝ. ǿȊƎƭťŘŜƳ aI/ LLύ. B ς !ƴŀƭƛȊŀ ǇƻǊƽǿƴŀǿŎȊŀ ǇƻȊƛƻƳƽǿ aI/ LL ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ 

ǎƻǊǘƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ ǿȅƪŀȊǳƧŊŎȅŎƘ ŜƪǎǇǊŜǎƧť gB. EkspreǎƧť ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿŜƎƻ /5со ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ Ƨŀƪƻ 

ƪƻƴǘǊƻƭťΦ 5ƭŀ ǇƻǊƽǿƴŀƴƛŀ ƻŎŜƴƛoƴƻ ǿǇƱȅǿ Ǝ5 ƪƻŘƻǿŀƴŜƎƻ ǇǊȊŜȊ .ƻI±-1 na powierzchniowe MHC II i CD63. 

|ǊŜŘƴƛŊ ƛƴǘŜƴǎȅǿƴƻǏŏ fluorescencji aI/ LL κ /5со ƴŀ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘ aW{ǇǳǊƻ ǳǎǘŀƭƻƴƻ jako 100%. 

Powierzchniowe aI/ LL ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ ƳŜǘƻŘŊ ŎȅǘƻƳŜǘǊƛƛ ǇǊȊŜǇƱȅǿƻǿŜƧ ƴŀ ǎƻǊǘƻǿŀƴȅŎƘ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ a5.Y 

transdukowanych retrowirusem gB ƛ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘ a5.YǇǳǊƻΦ |ǊŜŘƴƛŊ ƛƴǘŜƴǎȅǿƴƻǏŏ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƧƛ 

MHC II na ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘ a5.YǇǳǊƻ ǳǎǘŀƭƻƴƻ Ƨŀƪƻ млл҈Φ !ƴŀƭƛȊť ǇǊzeprowadzono trzykrotnie. 

LǎǘƻǘƴƻǏŏ ǎǘŀǘȅǎǘȅŎȊƴŊ ǊƽȍƴƛŎ ƳƛťŘȊȅ ƭƛƴƛŀƳƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅƳƛ aW{ǇǳǊƻ ƛ aW{ Ǝ.κƎ5 ƻǊŀȊ a5.YǇǳǊƻ ƛ a5.Y Ǝ. 

oszacowano za ǇƻƳƻŎŊ ǘŜǎǘǳ ǘ-ǎǘǳŘŜƴǘŀ όǊƻȊƪƱŀŘ ŘǿǳǎǘǊƻƴƴȅ Ȋ ǿŀǊƛŀƴŎƧŊ ƘŜǘŜǊƻǎŎŜŘŀǎǘȅŎȊƴŊύ; ** pҖ0,001. 
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7.2.5 !ƴŀƭƛȊŀ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŀ aI/ II-ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴŀ . ƻǊŀȊ ǇƻǊƽǿƴŀƴƛŜ ǇƻŘƻōƛŜƵǎǘǿŀ 

ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŜƧ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ . ǿƛǊǳǎƽǿ I{±-1, BoHV-1 i PRV  

ƻǊŀȊ ƴƛŜȊƳƛŜƴƴŜƎƻ ƱŀƵŎǳŎƘŀ ȊǿƛŊȊŀƴŜƎƻ Ȋ ŀƴǘȅƎŜƴŀƳƛ ƎƱƽǿƴŜƎƻ ǳƪƱŀŘǳ 

ȊƎƻŘƴƻǏŎƛ ǘƪŀƴƪƻǿŜƧ ƪƭŀǎȅ LL 
 

²ȅƪŀȊŀƴȅ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ ǿǇƱȅǿ Ǝ. I{±-м ƴŀ ƻōƴƛȍŀƴƛŜ ǇƻȊƛƻƳǳ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL 

ȊŀŎƘƻŘȊƛ ǇƻǇǊȊŜȊ ōŜȊǇƻǏǊŜŘƴƛŜ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜ ƻōǳ ōƛŀƱŜƪΣ ŀ ŘƻƪƱŀŘƴƛŜƧ ǇǊȊŜȊ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧť  

aI/ LL Ȋ ƪǊƽǘƪƛƳ ŦǊŀƎƳŜƴǘŜƳ Ǝ. ǇƻǎƛŀŘŀƧŊŎȅƳ ƘƻƳƻƭƻƎƛŎȊƴŊ ǎŜƪǿŜƴŎƧť ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŊ  

Řƻ ǘŜƧ ȊƭƻƪŀƭƛȊƻǿŀƴŜƧ ǿ ƱŀƵŎǳŎƘǳ ǇƻƭƛǇŜǇǘȅŘƻǿȅƳ ōƛŀƱƪŀ Lƛκ/5тпΦ  

  W warunkach fizjologicznych Ii/CD74 ς ƱŀƵŎǳŎƘ ƴƛŜȊƳƛŜƴƴȅ ȊǿƛŊȊŀƴȅ  

z antygenami ς ōƛŜǊȊŜ ǳŘȊƛŀƱ ǿ ȊŀōŜȊǇƛŜŎȊŀƴƛǳ ǇǊȊŜŘ ƴƛŜǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅƳ ǿƛŊȊŀƴƛŜƳ  

ŀƴǘȅƎŜƴƽǿ ŜƴŘƻƎŜƴƴȅŎƘ Řƻ Ǌƻǿƪŀ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ aI/ LLΦ aŜŎƘŀƴƛȊƳ ǇǊȊȅƱŊŎȊŀƴƛŀ Lƛκ/5тп  

do MHC II zaŎƘƻŘȊƛ ǿ ǎȊƻǊǎǘƪƛƳ ǊŜǘƛƪǳƭǳƳ ŜƴŘƻǇƭŀȊƳŀǘȅŎȊƴȅƳΣ ǇƻǇǊȊŜȊ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜ 

ǎŜƎƳŜƴǘƽǿΥ ǿƛŊȍŊŎŜƎƻ ǊƻǿŜƪ aI/ LL ƛ ƻƎƽƭƴŜƎƻ ƳƛŜƧǎŎŀ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ȊƭƻƪŀƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ƴŀ Lƛκ/5тпΦ 

_ŀƵŎǳŎƘ nƛŜȊƳƛŜƴƴȅΣ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ w jego ogonie cytoplazmatycznym 

Ƴƻǘȅǿƽǿ ǎȅƎƴŀƱƻǿȅŎƘ ǎƻǊǘƻǿŀƴƛŀ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻΣ ǳƱŀǘǿƛŀ ǊƽǿƴƛŜȍ ŜƪǎǇƻǊǘ aI/ LL  

z retikulum endoplazmatycznego do ǇƽȋƴŜƎƻ ŜƴŘƻǎƻƳŀƭƴŜƎƻ ǇǊȊŜŘȊƛŀƱǳ ƱŀŘǳƴƪƻǿŜƎƻ aI/ 

II (kompartmentu MHC II/ MIIC), ƎŘȊƛŜ ȊŀŎƘƻŘȊƛ ǇǊȊȅƱŊŎȊŀƴƛŜ peptydu antygenowego 

ǇǊŜȊŜƴǘƻǿŀƴŜƎƻ ƴŀǎǘťǇƴƛŜ ƴŀ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛ ƪƻƳƽǊƪƛ ό{ŎƘǊǀŘŜǊΣ нлмсύΦ  

  tƻǊƽǿƴŀƴƛŜ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŜƧ ǘǊȊŜŎƘ ǿŀǊƛŀƴǘƽǿ Ii/CD74 (ludzkiego, 

ōȅŘƭťŎŜƎƻΣ ǏǿƛƵǎƪƛŜƎƻύ ƛ ŎȊǘŜǊŜŎƘ ǿŀǊƛŀƴǘƽǿ Ǝ. όI{±-1, BoHV-1, dwa szczepy PRV) wykonane 

ǇǊȊȅ ǳȍyciu programu T-Coffee ǇƻȊǿƻƭƛƱƻ ƴŀ ȊŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƛŜΣ ƛȍ ǎegment iI/CD74, ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅ 

ǎŜƪǿŜƴŎƧť ƻƎƽƭƴŜƎƻ ƳƛŜƧǎŎŀ ǿƛŊȊŀƴƛŀ Řƻ aI/ LL, ǿȅƪŀȊǳƧŜ ǇƻŘƻōƛŜƵǎǘǿƻ Řƻ ŦǊŀƎƳŜƴǘǳ 

sekwencji gB HSV-1; ƧŜǎǘ ǘƻ ƧŜŘƴŀƪ ƧŜŘŜƴ Ȋ ƴŀƧƳƴƛŜƧ ƪƻƴǎŜǊǿƻǿŀƴȅŎƘ ǊŜƎƛƻƴƽǿ w sekwencji 

aminokwasowej Ǝ.Σ ǊƽȍƴƛŊŎȅ ǎƛť ȊƴŀŎȊƴƛŜ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǿƛǊǳǎŀ .ƻI±-1 oraz PRV.  

.ȅŘƭťŎŜ ƛ ǏǿƛƵǎƪƛŜ ǎŜƪǿŜƴŎƧŜ Lƛκ/5тп ǎŊ ǎƛƭƴƛŜ ƪƻƴǎŜǊǿƻǿŀƴŜΣ ŀƭŜ ƻŘǇƻǿƛŀŘŀƧŊŎŜ ƛƳ ǊŜƎƛƻƴȅ 

w gB BoHV-м ƛ tw± ǎŊ ȊƳƛŜƴƴŜΦ W gB BoHV-м ǇƻŘƻōƛŜƵǎǘǿƻ ƧŜǎǘ ȊŀŎƘƻǿŀƴŜ ǇƻǇǊȊŜȊ ƻōŜŎƴƻǏŏ 

reszt ǇǊƻƭƛƴƻǿȅŎƘΣ ƴŀǘƻƳƛŀǎǘ ǎŜƪǿŜƴŎƧŀ Ǝ. tw± Ǌƽȍƴƛ ǎƛť ǘŀƪȍŜ ǿ ȊƴŀŎȊŊŎȅ ǎǇƻǎƽō ǇƻƳƛťŘȊȅ 

ǊƽȍƴȅƳƛ ǎȊŎȊŜǇŀƳƛ ǘŜƎƻ ǿƛǊǳǎŀ όRycina 25).  
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    !ōȅ ȊǿŜǊȅŦƛƪƻǿŀŏ ƻŘŘȊƛŀƱȅǿŀƴƛŜ ƛκ ƭǳō ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǿƛŊȊŀƴƛŀ Ǝ. Řƻ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/  

klasy II przeprowadzono eksperyment immunopǊŜŎȅǇƛǘŀŎƧƛ ƪƻƳǇƭŜƪǎƽǿ Ǝ.-MHC II  

ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ όRycina 26). 5ƻ ƭƛȊŀǘƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ όƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘ ƭǳō ǇƻȊȅǎƪŀƴȅŎƘ 

z linii gB-ǇƻȊȅǘȅǿƴŜƧύ ŘƻŘŀƴƻ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ ŀƴǘȅ-aI/ LL ƛ ōƛŀƱƪƻ ! ȊǿƛŊȊŀƴŜ ȊŜ ȊƱƻȍŜƳ 

ŀƎŀǊƻȊƻǿȅƳΣ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀǘȅ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴƻ ƳŜǘƻŘŊ SDS-t!D9 ƛ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴƻ ǿ ƴƛŎƘ ƳŜǘƻŘŊ 

Western blotting ƳƻȍƭƛǿƻǏŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ Ǝ. ƭǳō ƪƻƴǘǊƻƭƴƛŜ ƱŀƵŎǳŎƘŀ ʲ I[!-5w όǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊŜƪ 

a5.Y ƴƛŜ ōȅƱƻ ƳƻȍƭƛǿŜ ǳǿƛŘƻŎȊƴƛŜƴƛŜ ōȅŘƭťŎȅŎƘ aI/ LL Ȋ ǇƻǿƻŘǳ ōǊŀƪǳ ŘƻǎǘťǇƴȅŎƘ 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǊŜŀƎǳƧŊŎȅŎƘ ǿ ǘŜŎƘƴƛŎŜ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎύΦ !ƴŀƭƻƎƛŎȊƴŀ ŀƴŀƭƛȊŀ ƴƛŜ ȊƻǎǘŀƱŀ 

ǿȅƪƻƴŀƴŀ Řƭŀ ǿŀǊƛŀƴǘǳ Ǝ. ǿƛǊǳǎŀ tw± ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ Ǝŀǘǳƴƪƻǿƻ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ  

ƴŀ ōǊŀƪ ŘƻǎǘťǇƴƻǏŎƛ ǏǿƛƵǎƪƛŜƧ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ Ȋ ŜƴŘƻƎŜƴƴŊ ŜƪǎǇǊŜǎƧŊ aI/ LLΦ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 25Φ tƻǊƽǿƴŀƴƛŜ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƻǿŜƧ ǇƻǘŜƴŎƧŀƭƴȅŎƘ ƳƛŜƧǎŎ ǿƛŊȊŀƴƛŀ Ǝ. I{±-1, BoHV-1  

ƻǊŀȊ ŘǿƽŎƘ ǊƽȍƴȅŎƘ ǎȊŎȊŜǇƽǿ tw±: NIA3 (1) i Kaplan (2) Řƻ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LLΦ wŜǎȊǘȅ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿ  

ǿ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ Ǝ. ƛŘŜƴǘȅŎȊƴŜ Ȋ ƻōŜŎƴȅƳƛ ǿ ǎŜƪǿŜƴŎƧƛ ƻƎƽƭƴŜƎƻ ƳƛŜƧǎŎŀ ǿƛŊȊŀƴƛŀ Lƛκ/5тп ȊŀȊƴŀŎȊƻƴƻ ƴŀ ŎȊŜǊǿƻƴȅƳ 

ǘƭŜΦ tǊƻǎǘƻƪŊǘƴŜ ǊŀƳƪƛ ǇƻŘƪǊŜǏƭŀƧŊ ǇǊȊŜǿƛŘȅǿŀƴŜ ƳƛŜƧǎŎŀ ǿƛŊȊŀƴƛŀ aI/ LLΣ ŀ ƻȊƴŀŎȊŜƴƛŀ ŀƳƛƴƻƪǿŀǎƽǿ 

ǇƻǘŜƴŎƧŀƭƴƛŜ ōƛƻǊŊŎȅŎƘ ǳŘȊƛŀƱ ǿ ǿƛŊȊŀƴƛǳ Řƻ Ǌƻǿƪŀ aI/ LL ƻȊƴŀŎȊƻƴƻ ǇƻƎǊǳōƛƻƴȅƳ ŘǊǳƪƛŜƳΦ 

 

     

 

ƳƛŜƧǎŎŜ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ƱŀƵŎǳŎƘŀ ƴƛŜȊƳƛŜƴƴŜƎƻ Lƛκ/5тп  

do ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƛ MHC klasy II 

glikoproteina B 

Ii/CD74 

ƻƎƽƭƴŜ  
miejsce 
ǿƛŊȊŀƴƛŀ 

ƳƛŜƧǎŎŜ ǿƛŊȊŀƴƛŀ  

do rowka MHC II  



101 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 26Φ !ƴŀƭƛȊŀ ƛƴǘŜǊŀƪŎƧƛ ƳƛťŘȊȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪŀƳƛ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ƛ Ǝ. I{±-1 (A), gB BoHV-1 (B) lub gB PRV (C). 

¢ǿƻǊȊŜƴƛŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ ƳƛťŘȊȅ Ǝ. ƛ aI/ LL Ȋ ƭƛȊŀǘƽǿ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ό[ύ ƻŎŜƴƛŀƴƻ ǇƻǇǊȊŜȊ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀŎƧť όLtύ 

Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ ŀƴǘȅ-gB lub anty-aI/ LLΦ LƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘƻǿŀƴŜ ōƛŀƱƪŀ όLtύ 

ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳΣ ŀōȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƳŜǘƻŘȅ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ ό².ύ 

i z wykorzystaniem specyfƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ Řƻƪƻƴŀŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ōƛŀƱƪŀ Ǝ. ƭǳō aI/ LL (DRb). Jednostka masy 

ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŜƧ ƪ5ŀΦ [/ ς ƱŀƵŎǳŎƘ ƭŜƪƪƛ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀΣ I/ ς ƱŀƵŎǳŎƘ Ŏƛťȍƪƛ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀΦ   
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  !ƴŀƭƛȊŀ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀǘƽǿ ǇƻȊǿƻƭƛƱŀ ƴŀ ŘŜǘŜƪŎƧť ƻōŜŎƴƻǏŎƛ 

ȊŀǊƽǿƴƻ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘƻǿŀƴŜƎƻ aI/ LL όƭƛȊŀǘȅ aW{ύΣ Ƨŀƪ ƛ ƪƻ-ǇǊŜŎȅǇƛǘǳƧŊŎŜƎƻ Ǝ. I{±-1 

(Rycina 26 AύΣ ǿǎƪŀȊǳƧŊŎ ƴŀ ǘǿƻǊȊŜƴƛŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎƽǿ ǇǊȊŜȊ ƻōŀ ōƛŀƱƪŀΦ Yƻ-ǇǊŜŎȅǇƛǘǳƧŊŎŜ  

gB HSV-м ǿȅƪǊȅǘƻ ǊƽǿƴƛŜȍ ǿ ƳƴƛŜƧǎȊŜƧ ƛƭƻǏŎƛ ǿ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀǘŀŎƘ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ Ȋ ƭƛȊŀǘƽw 

ƪƻƳƽǊŜƪ a5.Y Ȋ ƪƻƴǎǘȅǘǳǘȅǿƴŊ ǇǊƻŘǳƪŎƧŊ Ǝ. I{±-мΣ ǇƻƳƛƳƻ ōǊŀƪǳ ƳƻȍƭƛǿƻǏŎƛ ŘŜǘŜƪŎƧƛ 

ōȅŘƭťŎȅŎƘ aI/ LL όŘƻ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘŀŎƧƛ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƻ ƪƻƴŦƻǊƳŀŎȅƧƴŜ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀ L[-A21, 

ƪǘƽǊŜ ƴƛŜ ǊŜŀƎǳƧŊ ȊŜ ȊŘŜƴŀǘǳǊƻǿŀƴȅƳƛ ōƛŀƱƪŀƳƛύΦ ² ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ Ǝ. .ƻI±-1 (lizaty MDBK i MJS), 

ǿ ƪƻƳǇƭŜƪǎŀŎƘ ƛƳƳǳƴƻǇǊŜŎȅǇƛǘƻǿŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀƳƛ ŀƴǘȅ-MHC II ōȅƱŀ Ƴƻȍƭƛǿŀ ŘŜǘŜƪŎƧŀ 

przede wszystkim formy gBb όǿ ƳƴƛŜƧǎȊŜƧ ƛƭƻǏŎƛ gBcύΤ Řƻ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƻ ƳƛŜǎȊŀƴƛƴť 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ƳƻƴƻƪƭƻƴŀƭƴȅŎƘΣ ƪǘƽǊŜ ƴŀƧƭŜǇƛŜƧ ǳǿƛŘŀŎȊƴƛŀƧŊ ŦƻǊƳť  

gBb (Rycina 26 B). W przypadku wirusa PRV (lizaty aW{ύ ƴƛŜ ǿȅƪŀȊŀƴƻ ǿ ǎǇƻǎƽō  

jednoznaczny interakcji gB-ludzkie MHC II (Rycina 26 C).   

  ² ŘŀƭǎȊȅƳ ŜǘŀǇƛŜΣ ƳŜǘƻŘŊ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎΣ Řƻƪƻƴŀƴƻ ƻŎŜƴȅ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŀ  

ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ǿ 9±ǎ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ Ȋ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ aW{Φ  

tƻǘǿƛŜǊŘȊƻƴƻ ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘƪƛ 5wʰ ƛ 5wʲ ǿ 9±ǎ Ȋ Ǝ. ǿǎȊȅǎǘƪƛŎƘ ōŀŘŀƴȅŎƘ 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿΦ bŀƧǎƛƭƴƛŜƧǎȊȅ ǎȅƎƴŀƱ ŘŜǘŜƪŎƧƛ dla 5wʰ odnotowano w przypadku gB HSV-1.  

hōŜŎƴƻǏŏ Ǝ. .ƻI±-м ƴƛŜ ȊƳƛŜƴƛŀƱŀ ƛƭƻǏŎƛ ǿȅƪǊȅǿŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ǿ ǇƻǊƽǿƴŀƴƛǳ Ȋ ƪƻƳƽǊƪŀƳƛ  

gB-ƴŜƎŀǘȅǿƴȅƳƛΣ ƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ƴŀǘƻƳƛŀǎǘ ȊƴŀŎȊƴƛŜ ƴƛȍǎȊȅ ǎȅƎƴŀƱ ŘŜǘŜƪŎƧƛ Řƭŀ podjednostki 

5wʲ ǿ 9±ǎ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ Ȋ ƭƛƴƛƛ aW{ Ǝ. tw± όRycina 27).  

  tǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊƻƴŜ ŜƪǎǇŜǊȅƳŜƴǘȅ ǿǎƪŀȊǳƧŊΣ ƛȍ Ǝ. HSV-1, BoHV-м ƛ tw± ǿ Ǌƽȍƴȅ ǎǇƻǎƽō 

ǿǇƱȅǿŀƧŊ ƴŀ ǇƻȊƛƻƳ aI/ LLΣ ȊŀǊƽǿƴƻ ǿ ƪƻƳƽǊƪŀŎƘΣ Ƨŀƪ ƛ ǿȅŘȊƛŜƭŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪŀŎƘ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΦ 

 

 

 

 

 

 

 



103 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 27Φ 5ŜǘŜƪŎƧŀ ǇƻŘƧŜŘƴƻǎǘŜƪ ŎȊŊǎǘŜŎȊŜƪ aI/ ƪƭŀǎȅ LL ς 5wʰ ƛ 5wʲ. ½ŀ ǇƻƳƻŎŊ ǘŜŎƘƴƛƪƛ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ 
analizowano EVs (taka sama ƛƭƻǏŏ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ǿȅƧǏŎƛƻǿŜƎƻ) ƛȊƻƭƻǿŀƴŜ ƳŜǘƻŘŊ {9/Φ Cƭƻǘȅƭƛƴŀ-2 (Flot-2) 
zastosowana jako marker ŜƎȊƻǎƻƳƻǿȅΦ 5wʰ ƛ ʲ-ŀƪǘȅƴŀ ǿȅƪǊȅǿŀƴŜ ǿ ƭƛȊŀǘŀŎƘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ Řƭŀ ǇƻǊƽǿƴŀƴƛŀΦ 
WŜŘƴƻǎǘƪŀ Ƴŀǎȅ ŎȊŊǎǘŜŎȊƪƻǿŜƧ ƪ5ŀΦ 

 

7.3 Charakterystyka fizyko-biochemiczna ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 

ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ I{±-1, BoHV-1 i PRV  
 

² ŎŜƭǳ ȊōŀŘŀƴƛŀ ƳƻȍƭƛǿƻǏŎƛ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ Ǝ. Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ podczas infekcji wirusowej, dokonano analizy EVs uwalnianych  

przez zainfekowane komƽǊƪƛΦ 9ƪǎǇŜǊȅƳŜƴǘȅ ǘŜƎƻ ǘȅǇǳ ƴƛƻǎŊ ǿȅȊǿŀƴƛŀ ƳŜǘƻŘƻƭƻƎƛŎȊƴŜ  

ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ŦŀƪǘΣ ƛȍ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ƛ ŎȊŊǎǘƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ǇƻǎƛŀŘŀƧŊ ǇƻŘƻōƴŜ 

ǇŀǊŀƳŜǘǊȅ ōƛƻŦƛȊȅŎȊƴŜΣ ƳΦƛƴΦ ǿƛŜƭƪƻǏŏΣ Ŏƻ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛŎƘ ǿǎǇƽƭƴŜƧ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ƳƻȍŜ ǳǘǊǳŘƴƛŀŏ 

ǳȊȅǎƪŀƴƛŜ ǇǊŜǇŀǊŀǘƽǿ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅŎƘ ǿȅƱŊŎȊƴƛŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ŘŀƴŜƎƻ ǘȅǇǳΦ .ŀȊǳƧŊŎ ƧŜŘƴŀƪ  

ƴŀ ǊƽȍƴƛŎȅ ƎťǎǘƻǏŎƛ 9±ǎ ƛ ǿƛǊƛƻƴƽǿΣ ƧŜǎǘ ƳƻȍƭƛǿŜ ȊŀǎǘƻǎƻǿŀƴƛŜ ǘŜŎƘƴƛƪƛ ǳƭǘǊŀǿƛǊƻǿŀƴƛŀ  

ǿ ƎǊŀŘƛŜƴŎƛŜ ƧƻŘƛƪǎŀƴƻƭǳ όhǇǘƛtǊŜǇϰύ ό5ŜŎƘŀƳǇǎ ƛ YŀƭŀƳǾƻƪƛΣ нл16ύΣ ǎǘŊŘ ǘŀ ƳŜǘƻŘŀ ȊƻǎǘŀƱŀ 

zastosowana w cŜƭǳ ǳȊȅǎƪŀƴƛŀ ƳƻŘŜƭǳ ōŀŘŀǿŎȊŜƎƻ Řƻ ŀƴŀƭƛȊȅ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ I{±-1, BoHV-1 lub PRV. 

Przy ustaleniu procedury laboratoryjnej, opartej na protokole opisanym  

w pracy Dechamps i KalamvokiΣ ȊƻǎǘŀƱŀ ǳǿȊƎƭťŘƴƛƻƴŀ ƪƛƴŜǘȅƪŀ ƛƴŦŜƪŎƧƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ Řƭŀ ǿȅōǊŀƴej 

ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧΣ ŀ ǎŎƘŜƳŀǘ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

z ƪƻƳƽǊŜƪ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ǿƛǊǳǎŜƳ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŀ Rycina 28Φ YƻƴǘǊƻƭŜ ƴŜƎŀǘȅǿƴŜ ǎǘŀƴƻǿƛƱȅ 

ƪƻƳƽǊƪƛ aW{ ƛ a5.Y ƴƛŜƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜΣ ǘǊŀƪǘƻǿŀƴŜ ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ǘŊ ǎŀƳŊ ǇǊƻŎŜŘǳǊŊΦ  
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RYCINA 28Φ {ŎƘŜƳŀǘ ǇǊƻŎŜŘǳǊȅ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ 

wirusem. MOI (ang. multiplicity of infection) ς ǿƛŜƭƻƪǊƻǘƴƻǏŏ ȊŀƪŀȍŜƴƛŀΣ ƭƛŎȊōŀ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎŀ ǇǊȊȅǇŀŘŀƧŊŎŀ  

ƴŀ ƧŜŘƴŊ ƪƻƳƽǊƪť 

 

½ŜōǊŀƴŜ ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƎƽǊŀ-ŘƽƱ лΣр Ƴƭ ŦǊŀƪŎƧŜ Ǉƻ ultrawirowaniu w gradiencie 6-18% 

ƧƻŘƛƪǎŀƴƻƭǳ όhǇǘtǊŜǇϰύΣ ȊƻǎǘŀƱȅ ǇƻŘŘŀƴŜ ŀƴŀƭƛȊƛŜ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎΣ  

ŀōȅ Řƻƪƻƴŀŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ƳŀǊƪŜǊƽǿ 9±ǎ ƛ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ όRycina 29ύΦ aƛŀƴŀ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜƪ 

ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ǿ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ƎǊŀŘƛŜƴǘǳ ȊƻǎǘŀƱȅ ƻȊƴŀŎȊƻƴŜ  

ǿ ǘŜǏŎƛŜ ƱȅǎƛƴƪƻǿȅƳ όŀƴƎΦ plaque assay) (Rycina 30).   

  hǘǊȊȅƳŀƴŜ ǿȅƴƛƪƛ ǿǎƪŀȊǳƧŊΣ ȍŜ ŘŜǘŜƪŎƧŀ ƳŀǊƪŜǊƽǿ 9±ǎ ό/5соΣ /5фύ  

ōȅƱa Ƴƻȍƭƛǿŀ ƎƱƽǿƴƛŜ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ƻ ƴƛȍǎȊŜƧ ƎťǎǘƻǏŎƛΥ уςмн όƭƛŎȊŊŎ ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƎƽǊŀ-ŘƽƱύΣ  

ȊŀǊƽǿƴƻ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŀ Ƨŀƪƻ ƳŀǘŜǊƛŀƱ ǿȅƧǏŎƛƻǿy Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƴƛŜƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘΣ 

jak i infekowanych (HSV-1, BoHV-м ƛ tw±ύ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{Φ bƛŜŎƻ ƻŘƳƛŜƴƴȅ ǿȊƽǊ 

ȊŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ Řƭŀ ŀƴŀƭƛȊƻǿŀƴȅŎƘ ŦǊŀƪŎƧƛ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ 

wirusem BoHV-м ƪƻƳƽǊŜƪ a5.YΣ ƎŘȊƛŜ ōƛŀƱƪƻ ƳŀǊƪŜǊƻǿŜ !ƭƛȄ ƎǊƻƳŀŘȊƛƱƻ ǎƛť ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘΥ  

9ςмоΣ ŀ ǘŀƪȍŜ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ƻ ǿƛťƪǎȊŜƧ ƎťǎǘƻǏŎƛΥ мтςнлΦ bƛŜǿƛŜƭƪƛŜ ƛƭƻǏŎƛ ōƛŀƱŜƪ ƳŀǊƪŜǊƻǿȅŎƘΣ 

ȊǿƱŀǎȊŎȊŀ /5фΣ ōȅƱȅ ǘŀƪȍŜ ƻōŜŎƴŜ ǿ ŘƻƭƴŜƧ ŎȊťǏŎƛ ƴƛŜƪǘƽǊȅŎƘ ƎǊŀŘƛŜƴǘƽǿΦ  

ƪƻƳƽǊƪƛ ƭƛƴƛƛ 

MJS lub MDBK 

zebranie 0,5 ml frakcji 

Inkubacja z inokulum wirusowym 2 h 

MOI 0.1 :HSV-1/MJS i BoHV-1/MDBK 

MOI 0.5 :BoHV-1/MJS i PRV/MJS 

Inkubacja/ infekcja 48 h  

ȊŜōǊŀƴƛŜ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƘƻŘƻǿƭƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧκ 

filtracja q л,пр ҡƳκ ǎŜǊƛŀ ǎǘŀƴŘŀǊŘƻǿȅŎƘ ǿƛǊƻǿŀƵ 

ultrawirowanie w gradiencie 

ƧƻŘƛƪǎŀƴƻƭǳ όhǇǘƛtǊŜǇϰύ 
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Frakcje OptiPrepϰ 6-му҈ ǳȊȅǎƪŀƴŜ Ȋ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{  

infekowanych HSV-1 

1   2    3    4    5    6   7   8   9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22 

CD9 
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CD63 
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Frakcje OptiPrepϰ 6-му҈ ǳȊȅǎƪŀƴŜ Ȋ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{  

infekowanych BoHV-1 

1    2    3    4    5    6   7    8    9  10 11 12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22 
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gB 

CD63 
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MJS L 

Frakcje OptiPrepϰ 6-му҈ ǳȊȅǎƪŀƴŜ Ȋ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{  

infekowanych PRV 

1   2    3    4    5   6   7   8    9  10  11  12  13  14  15  16 17 18 19 20  21  22  

CD9 
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RYCINA 29Φ !ƴŀƭƛȊŀ ŦǊŀƪŎƧƛ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ƛ ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƛŀ 9±ǎ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƻŘŎȊŀǎ 

infekcji HSV-1, BoHV-1 lub PRV пл ҡƭ Ȋ лΣр Ƴƭ ƪŀȍŘŜƧ ȊŜōǊŀƴŜƧ ŦǊŀƪŎƧƛ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿ ȍŜƭǳ 

ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳΣ ŀōȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƳŜǘƻŘȅ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ ƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ 

Řƻƪƻƴŀŏ ŘŜǘŜƪŎƧƛ ƳŀǊƪŜǊƽǿ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿȅŎƘ ό/5соΣ /5фΣ !ƭƛȄύ ƛ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ όƎ.Σ Ǝ/Σ Ǝ5Σ Ǝ9ύΦ [ ς lizat 

ƪƻƳƽǊƪƻǿȅΣ q ς ƪƻƳƽǊƪƛ ƴƛŜƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜΦ bǳƳŜǊŀŎƧŀ ŦǊŀƪŎƧƛ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƎƽǊŀ-ŘƽƱΦ  
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Frakcje OptiPrepϰ 6-му҈ ǳȊȅǎƪŀƴŜ Ȋ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ a5.Y  

infekowanych BoHV-1 

1   2    3    4    5   6   7   8   9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22 

Alix 

q 

MDBK L 

Frakcje OptiPrepϰ 6-18% ǳȊȅǎƪŀƴŜ Ȋ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ a5.Y 

nieinfekowanych  
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Frakcje OptiPrepϰ 6-му҈ ǳȊȅǎƪŀƴŜ Ȋ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{  

nieinfekowanych  

1    2     3     4    5    6   7    8    9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  

22 

CD9 
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RYCINA 30. Oznaczenie miana ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ǿ ǇƻǎȊŎȊŜƎƽƭƴȅŎƘ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ƎǊŀŘƛŜƴǘǳ 

ȊŜōǊŀƴȅŎƘ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ƛ ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƛŀ 9±ǎ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ I{±-1, BoHV-1  

lub PRV Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǘŜǎǘǳ Ʊȅǎƛƴƪƻǿego. pfu ς (ang. plaque forming unit) ς jednostka twƻǊȊŊŎŀ Ʊȅǎƛƴƪť.  

bǳƳŜǊŀŎƧŀ ŦǊŀƪŎƧƛ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƎƽǊŀ-ŘƽƱΦ  
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DƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ǿȅƪǊȅǿŀƴƻ ǿ ƪƛƭƪǳ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘΣ ƪǘƽǊŜ ƳƻƎƱȅ ǊŜǇǊŜȊŜƴǘƻǿŀŏ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ƻ ǊƽȍƴŜƧ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ ƛ ƎťǎǘƻǏŎƛΦ tƻȊƛƻƳ Ǝ/ ƛ Ǝ9 ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ƻ ƳŀƱŜƧ ƎťǎǘƻǏŎƛ ƴƛŜ ōȅƱ 

wysoki i zƴŀŎȊŊŎƻ ƴƛȍǎȊȅ ƴƛȍ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ƻ ŘǳȍŜƧ ƎťǎǘƻǏŎƛ ƭǳō ŘƻƭƴȅŎƘ όнм-ннύΣ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅŎƘ 

όƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ǘŜǎǘǳ ƱȅǎƛƴƪƻǿŜƎƻύ ǿƛǊƛƻƴȅΣ Řƭŀ ƪǘƽǊȅŎƘ ǎȅƎƴŀƱ Ǝ/ ƛ Ǝ9 ōȅƱ ǿȅǊŀȋƴȅΦ  

WŜŘƴŀƪȍŜ, dla gB i gD HSV-м ƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ǎƛƭƴƛŜƧǎȊȅ ǎȅƎƴŀƱ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ǇƻƪǊȅǿŀƧŊŎȅŎƘ  

ǎƛť Ȋ ǘȅƳƛΣ ƪǘƽǊŜ ǇǊŜȊŜƴǘƻǿŀƱȅ ƻōŜŎƴƻǏŏ ƳŀǊƪŜǊƽǿ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΦ  

½ŀƪŀȋƴƻǏŏ ǿƛǊǳǎŀ Řƭŀ ǘȅŎƘ ŦǊŀƪŎƧƛΣ ƻǎȊŀŎƻǿŀƴŀ ƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛ Ƴƛŀƴŀ ǿƛǊǳǎŀ ōŀŘŀƴŜƎƻ 

Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǘŜǎǘǳ ƱȅǎƛƴƪƻǿŜƎƻΣ ōȅƱŀ ƴƛȍǎȊŀΣ Ŏƻ ǿǎƪŀȊǳƧŜΣ ƛȍ ȊŀƴƛŜŎȊȅǎȊŎȊŜƴƛŜ ŎȊŊǎǘƪŀƳƛ 

ȊŀƪŀȋƴȅƳƛ ōȅƱƻ ƳŀǊƎƛƴŀƭƴŜΦ ² ƻǇŀǊŎƛǳ ƻ ǳȊȅǎƪŀƴŜ ǊŜȊǳƭǘŀǘȅ ǎǘǿƛŜǊŘȊƻƴƻ ƻǘǊȊȅƳŀƴƛŜ ŦǊŀƪŎƧƛ 

wzbogaconych w EVs (8-15) oraz frakcji ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜ ŘǳȍŜ ƛƭƻǏŎƛ ŎȊŊǎǘŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ όнл-22) 

(Rycina 29). 

  W celu uzyskania informacji na temat morfologii i ǏǊŜŘƴƛŎȅ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ǿ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅƳ 

ƳŀǘŜǊƛŀƭŜ Řƻƪƻƴŀƴƻ ƻōǎŜǊǿŀŎƧƛ Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ ǘǊŀƴǎƳƛǎȅƧƴŜƎƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƎƻ ŦǊŀƪŎƧƛΥ 

F11 ς ƻ ƴŀƧǿȅȍǎȊym poziomie markera EVs ς ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŊ ǇǊŀǿŘƻǇƻŘƻōƴƛŜ ƳƴƛŜƧǎȊŜ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ƛ Cнм ς ƻ ƴŀƧǿȅȍǎȊŜƧ ȊŀǿŀǊǘƻǏŎƛ glikoprotein wirusowych ς ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŀ 

prawdopodobnie wiriony (Rycina 31). Uzyskany obraz mikroskopowy dla frakcji F11 

ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŀ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƻǿŜ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊȅǎǘȅŎȊƴŜ Řƭŀ 9±ǎ (Rycina 31).  
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RYCINA 31Φ !ƴŀƭƛȊŀ Ȋ ǳȍȅŎƛŜƳ ǘǊŀƴǎƳƛǎȅƧƴŜƎƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƎƻ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ŦǊŀƪŎƧƛ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ 

podczas izolacji i oczyszczania EVs ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜƪŎƧƛ I{±-1, BoHV-1 lub PRV. 

tǊȊŜŘǎǘŀǿƛƻƴƻ ǊŜǇǊŜȊŜƴǘŀǘȅǿƴŜ ƻōǊŀȊȅ Řƭŀ ŦǊŀƪŎƧƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ƴƛŜƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ Cмм aW{ ƛ Cмм a5.Y  

ƻǊŀȊ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ όCммκ ƴŀȊǿŀ ǿƛǊǳǎŀ ƛ Cнмκ ƴŀȊǿŀ ǿƛǊǳǎŀύΦ bǳƳŜǊŀŎƧŀ ŦǊŀƪŎƧƛ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƎƽǊŀ-ŘƽƱ. 

 

F11 MJS F11 MJS HSV-1 

F21 MJS HSV-1 

F11 MJS PRV F11 MJS BoHV-1 

F21 MJS BoHV-1 F21 MJS PRV 

F11.MDBK.BoHV-1 

F21.MDBK.BoHV-1 

F11 MDBK 



110 
 

  ²Ŝ ŦǊŀƪŎƧƛ Cнм ƴŀǘƻƳƛŀǎǘ ǿƛŘƻŎȊƴŜ ōȅƱȅ ƎƱƽǿƴƛŜ ōƱƻƴƛŀǎǘŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ƻ ŘǳȍŜƧ ƎťǎǘƻǏŎƛ 

ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǿŜƧ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜ ǿŜǿƴŊǘǊȊ ƱŀŘǳƴŜƪ ǇǊȊȅǇƻƳƛƴŀƧŊŎȅ ikozaedralne kapsydy 

herpeswirusowe (Rycina 31)Σ Ƨŀƪ ǇǳōƭƛƪƻǿŀƴŜ ǿŎȊŜǏƴƛŜƧ όRycina 32). We frakcji izolowanej  

Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ǿƛǊǳǎŜƳ I{±-м ƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ŎȊŊǎǘƪƛ ƻ ƴƛŜǘȅǇƻǿȅƳΣ ŎȊťǏŎƛƻǿƻ 

ǊǳǊƪƻǿŀǘȅƳ ƪǎȊǘŀƱŎƛŜ ƛ ƴƛŜƭƛŎȊƴŜ ǇǳǎǘŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ όRycina 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 32Φ hǇǳōƭƛƪƻǿŀƴŀ ǇǊȊȅƪƱŀŘƻǿŀ ŀƴŀƭƛȊŀ ¢9a ŦǊŀƪŎƧƛ ǿƛǊƛƻƴƽǿ .ƻI±-1 oczyszczonych  
przez ultrawirowanie na poduszce sacharozowej (na podstawie Hoferer i wsp., 2017). 

 

 

  ² ƪƻƭŜƧƴȅƳ ŜǘŀǇƛŜ Ǉƻǎǘŀƴƻǿƛƻƴƻ ŘƻƪƱŀŘƴƛŜƧ ǇǊȊŜŀƴŀƭƛȊƻǿŀŏ ǘŜŎƘƴƛƪŊ  

Western blotting ǿȅǎǘťǇƻǿanie ǊƽȍƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ Cт  

όƳƻƎŊŎŜƧ ȊŀǿƛŜǊŀŏ ŀƎǊŜƎŀǘȅ ōƛŀƱŜƪ ƛ ƳŀƱŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛύΣ CммΣ Cмр όȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜƧ ǇǊŀǿŘƻǇƻŘƻōƴƛŜ 

ǿƛťƪǎȊŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛύ ƻǊŀȊ Cнм όŘƭŀ ƎǊŀŘƛŜƴǘǳ aW{ I{±-м ǘŀƪȍŜ CннύΦ ²ȅƪŀȊŀƴƻ ƻōŜŎƴƻǏŏ 

wszystkich testowanych glikoprotein (gB, gD, dla BoHV-м ƛ tw± ǊƽǿƴƛŜȍ Ǝ9ύ w badanych 

ŦǊŀƪŎƧŀŎƘΣ ƎŘȊƛŜ ƴŀƧǎƛƭƴƛŜƧǎȊȅ ǎȅƎƴŀƱ ōȅƱ ǿƛŘƻŎȊƴȅ dla frakcji F21 (dla gradientu MJS HSV-м ǘŀƪȍŜ 

F22). Dla MJS BoHV-м ǘǿƻǊȊŊŎŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴť Ǝa ƛ ƎƱƽǿƴŜ ǿƛǊǳǎƻǿŜ ōƛŀƱƪƻ 

ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀŎȅƧƴŜ ¦[пфΦр ǿȅƪǊȅǘƻ ƧŜŘȅƴƛŜ ǿŜ ŦǊŀƪŎƧŀŎƘ ƻ ǿƛťƪǎȊŜƧ ƎťǎǘƻǏŎƛΦ wƽǿƴƛŜȍ ŘƻƭƴŜ 

frakcje ƎǊŀŘƛŜƴǘƽǿ Ȋ aW{ .ƻI±-1 i HSV-1 ȊŀǿƛŜǊŀƱȅ ƎƱƽǿƴŜ ōƛŀƱƪƻ ƪŀǇǎȅŘǳ VP5/ICP5  

(dla PRV ƴƛŜ ŘȅǎǇƻƴƻǿŀƴƻ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱŀƳƛ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅƳƛ Řƭŀ ƎƱƽǿƴŜƎƻ ōƛŀƱƪŀ ƪŀǇǎȅŘǳύΦ  

Jako kontrole zastosowano ƭƛȊŀǘȅ ƪƻƳƽǊŜƪ ƴƛŜƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ƛ ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘΣ ŀ ŘŜǘŜƪŎƧť ōƛŀƱƪŀ 

5wʲ Ȋŀǎǘƻǎƻǿŀƴƻ ŘƻŘŀǘƪƻǿƻ Ƨŀƪƻ ƳŀǊƪŜǊ 9±ǎ όRycina 33).   
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RYCINA 33Φ !ƴŀƭƛȊŀ ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ŦǊŀƪŎƧƛ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛȊƻƭŀŎƧƛ ƛ ƻŎȊȅǎȊŎȊŀƴƛŀ 9±ǎ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ 

podczas infekcji HSV-1, BoHV-1 lub PRV пл ҡƭ Ȋ лΣр Ƴƭ ƪŀȍŘŜƧ ȊŜōǊŀƴŜƧ ŦǊŀƪŎƧƛ ǊƻȊŘȊƛŜƭŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ 

ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜȊȅ ǿ ȍŜƭǳ ǇƻƭƛŀƪǊȅƭƻŀƳƛŘƻǿȅƳΣ ŀōȅ ǇǊȊȅ ǳȍȅŎƛǳ ƳŜǘƻŘȅ ²ŜǎǘŜǊƴ ōƭƻǘǘƛƴƎ ƛ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ 

ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴȅŎƘ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱΣ Řƻƪƻƴŀŏ detekcji ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪΦ L/tрκ±/tр ς homolog HSV-1 i BoHV-1 ς ƎƱƽǿƴŜ 

ōƛŀƱƪƻ ƪŀǇǎȅŘƻǿŜΣ ¦[пфΦр ς ōƛŀƱƪƻ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀǘƻǊƻǿŜΣ Ǝ5κƎa ς ǿƛǊǳǎƻǿŜ ƎƭƛƪƻǇǊƻǘŜƛƴȅ ƻǎƱƻƴƪƛΣ  

5wʲ ς marker EVs, L ς ƭƛȊŀǘ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅ όол ҡƎύΦ bǳƳŜǊŀŎƧŀ ŦǊŀƪŎƧƛ ȊŜōǊŀƴȅŎƘ ǿ ǳƪƱŀŘȊƛŜ ƎƽǊŀ-ŘƽƱΦ 
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7.4 ½ƴŀŎȊŜƴƛŜ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴŜ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧƛ ƘƻƳƻƭƻƎƽǿ Ǝ. ǿȅōǊŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŎƛŜƭƛ 

ŀƭŦŀƘŜǊǇŜǎǿƛǊǳǎƽǿ Řƻ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  
 

W celu weryfikacji hipotezy o dodatkowej ς immunomodulacyjnej ς funkcji gB, 

ȊŀƪƻǘǿƛŎȊƻƴŜƧ ǿ ōƱƻƴƛŜ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ, wykonano dwa eksperymenty 

ƳƻƎŊŎŜ ŘƻǎǘŀǊŎȊȅŏ ƛƴŦƻǊƳŀŎƧŜ ŘƻǘȅŎȊŊŎŜ ǘŜƎƻ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳΥ ōŀŘŀƴƛŜ ȊŘƻƭƴƻǏŎƛ ǿƛŊȊŀƴƛŀ 

ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ƪƻȊƛŜƧ ǎǳǊƻǿƛŎȅ ŀƴǘȅ-BoHV-м ǇǊȊŜȊ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ-gB  

BoHV-1-ǇƻȊȅǘȅǿƴŜ ǿ ǘŜǏŎƛŜ 9[L{! ƻǊŀȊ ōŀŘŀƴƛŜ ǿȅŎƘǿȅǘȅǿŀƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ-gB HSV-1 ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ όŀƴƎΦ extracellular 

vesicles uptake).  

 

7.4.1 .ŀŘŀƴƛŜ ȊŘƻƭƴƻǏŎƛ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ surowicy anty-BoHV-м ǇǊȊŜȊ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƛ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ-gB BoHV-1 pozytywne  
 

½ŀ ǇƻƳƻŎŊ ǘŜǎǘǳ 9[L{! ȊōŀŘŀƴƻ ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǎǳǊƻǿƛŎȅ koziej 

(otrzymanej przez immuniȊŀŎƧť ȊǿƛŜǊȊťŎƛŀ ǇŜƱƴŊ ŦƻǊƳŊ cȊŊǎǘƪƛ ǿƛǊǳǎƻǿŜƧ BoHV-1) przez EVs 

gB BoHV-1-pozytywne. Do przeprowadzenia eksperymentu wykorzystano ǇƱȅǘƪť Ȋ ƴŀƴƛŜǎƛƻƴŊ 

ǘŀƪŊ ǎŀƳŊ ƛƭƻǏŎƛŊ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ 9±ǎ ƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ ƳŜǘƻŘŊ {9/ Ȋ ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 

όaW{ ƛ a5.Yύ ȊŜ ǎǘŀōƛƭƴŊ ǇǊƻŘǳƪŎƧŊ gB BoHV-1 oraz wybrane frakcje z analizy ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǳǿŀƭƴƛŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǇƻŘŎȊŀǎ ƛƴŦŜkcji BoHV-1.  

  ½ŀƻōǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜȊ 9±ǎ Ǝ. .ƻI±-1 pozytywne zastosowanych  

ǿ ǘȅƳ ŘƻǏǿƛŀŘŎȊŜƴƛǳ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ƪƻƳŜǊŎȅƧƴƛŜ ŘƻǎǘťǇƴŜƧ ƪƻȊƛŜƧ ǎǳǊƻǿƛŎȅ anty-BoHV-1.  

{ȅƎƴŀƱ Řƭŀ 9±ǎ znad MJS gB BoHV-м ȊƴŀŎȊƴƛŜ ǇǊȊŜǿȅȍǎȊŀƱ ǘŜƴ ǳȊȅǎƪŀƴȅ Řƭŀ 9±ǎ izolowanych  

z MDBK gB BoHV-мΣ Ŏƻ ƳƻȍŜ ōȅŏ ǿȅƴƛƪƛŜƳ ǘŀƪƛŎƘ ƳƻŘȅŦƛƪŀŎƧƛ Ǉƻǎǘtranslacyjnych  

ƛκƭǳō ƪƻƴŦƻǊƳŀŎȅƧƴȅŎƘ Ǝ. ǿ ƭƛƴƛƛ aW{Σ ƪǘƽǊŜ ȊǿƛťƪǎȊŀƧŊ ƧŜƧ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴŜ ǿƛŊȊŀƴƛŜ Řƻ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ 

surowicy (Rycina 34 A). Inkorporacja gB BoHV-м ǿ 9±ǎ Ȋ ƻōǳ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ Ƨŀƪ ǿȅƪŀȊŀƴƻ 

ǿ ǇΦ тΦнΦнΦ ōȅƱŀ ǇƻŘƻōƴŀΦ ¢ŀƪȍŜ Řƭŀ ƪƻƴǘǊƻƭƴȅŎƘ 9±ǎ όƛȊƻƭƻǿŀƴȅŎƘ Ȋ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ōŜȊ Ǝ. 

BoHV-мύ ƻŘƴƻǘƻǿŀƴƻ ǎȅƎƴŀƱ ƴƛŜŎƻ ǇƻƴŀŘ ǇƻȊƛƻƳ ȊŀǎǘƻǎƻǿŀƴŜƧ ƪƻƴǘǊƻƭƛ - 1% roztworu 

.{!κt.{Φ .ȅŏ ƳƻȍŜ ŘȊƛŀƱƻ ǎƛť ǘŀƪ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǇŜǿƴȅŎƘ ǊŜŎŜǇǘƻǊƽǿ 9±ǎ Řƻ ǿƛŊȊŀƴƛŀ 

ƛƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴΦ {ǇŜŎȅŦƛŎȊƴŀ ǊŜŀƪŎƧŀ Řƭŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǎǳǊƻǿƛŎȅ anty-BoHV-1 ȊƻǎǘŀƱŀ 

odnotowana ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ŦǊŀƪŎƧƛ CтΣ CммΣ Cмр ƛ Cнм ƻǘǊȊȅƳŀƴȅŎƘ Ȋ Ǉƻȍȅǿƪƛ ƘƻŘƻǿƭŀƴŜƧ  

ȊƴŀŘ ƪƻƳƽǊŜƪ όMJS i MDBK) infekowanych wirusem BoHV-мΦ bŀƧǎƛƭƴƛŜƧǎȊȅ ǎȅƎƴŀƱ 



113 
 

obserwowano Řƭŀ ŦǊŀƪŎƧƛ ƪƻƳƽǊŜƪ ȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ Cнм ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎŜƧ ǿƛǊƛƻƴȅΣ ŀ ǿȅǊŀȋƴƛŜƧǎȊŊ 

ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ odnotowano Řƭŀ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎŜƎƻ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ a5.Y 

infekowanych BoHV-1, co ƳƻȍŜ ǿƛŊȊŀŏ ǎƛť Ȋ ŘȅƴŀƳƛƪŊ ǇƻȊƛƻƳǳ ȊŀƪŀȍŜƴƛŀ ƛ ǿƛťƪǎȊȅƳƛ ƛƭƻǏŎƛŀƳƛ 

ǇǊƻŘǳƪƻǿŀƴȅŎƘ ōƛŀƱŜƪ ǿƛǊǳǎƻǿȅŎƘ (Rycina 34 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 34Φ ²ȅƴƛƪ ǘŜǎǘǳ 9[L{! ōŀŘŀƧŊŎŜƎƻ ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǿƛŊȊŀƴƛŀ ǇǊȊŜŎƛǿŎƛŀƱ ǎǳǊƻǿƛŎȅ BoHV-1-specyficznej przez 

EVs gB-BoHV-1 pozytywne. A ς ŘŜǘŜƪŎƧŀ ōƛŀƱŜƪ .ƻI±-1 w materiale izolowanym z otrzymanych linii stabilnych. 

{ȅƎƴŀƱ Ȋ 9±ǎ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅŎƘ Ǝ. ǇƻǊƽǿƴŀƴƻ Ȋ ǎȅƎƴŀƱŜƳ Ȋ EVs MJS/MDBKpuro. B ς ŘŜǘŜƪŎƧŀ ōƛŀƱŜƪ .ƻI±-1  

w materiale izolowanym w gradiencie hǇǘƛtǊŜǇ όŦǊŀƪŎƧŜ CтΣ CммΣ Cмр ƛ Cнмύ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ a5.YκaW{ 

ƴƛŜƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ όqύ ƭǳō ƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ ό±ύ ǿƛǊǳǎŜƳ .ƻI±-мΦ {ȅƎƴŀƱ Ȋ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ ȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴŜƎƻ ǿƛǊǳǎŜƳ ōȅƱ 

ǇƻǊƽǿƴȅǿŀƴȅ Ȋ ǎȅƎƴŀƱŜƳ Ȋ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛŎƘ ŦǊŀƪŎƧƛ Cмм ƭǳō Cнм Ȋ ƴƛŜȊŀƛƴŦŜƪƻǿŀƴȅŎƘ aW{κa5.YΦ  

Analiza przeprowadzana z wykorzystaniem koziej surowicy anty-BoHV-мΦ м҈ .{!κt.{ ǎƱǳȍȅƱ Ƨŀƪƻ ƪƻƴǘǊƻƭŀ ǘƱŀΦ 

YŀȍŘŀ ǊŜŀƪŎƧŀ ōȅƱŀ ǿȅƪƻƴŀƴŜ ǿ ǘǊȊŜŎƘ ǇƻǿǘƽǊȊŜƴƛŀŎƘΣ ŀ ǎƱǳǇƪƛ ǇǊȊŜŘǎǘŀǿƛŀƧŊ ǏǊŜŘƴƛŊ ŀōǎƻǊōŀƴŎƧƛ ǇǊȊȅ прл ƴƳ  

Ȋ ƻŘŎƘȅƭŜƴƛŀƳƛ ǎǘŀƴŘŀǊŘƻǿȅƳƛΤ ƛǎǘƻǘƴƻǏŏ ǎǘŀǘȅǎǘȅŎȊƴŊ ƻǎȊŀŎƻǿŀƴƻ Ȋŀ ǇƻƳƻŎŊ ǘŜǎǘǳ ǘ-studenta  

όǊƻȊƪƱŀŘ ŘǿǳǎǘǊƻƴƴȅ Ȋ ǿŀǊƛŀƴŎƧŊ ƘŜǘŜǊƻǎŎŜŘŀǎǘȅŎȊƴŊύ; * p 0,01, ** p 0,001. 
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7.4.2 ¢Ŝǎǘ ǿȅŎƘǿȅǘȅǿŀƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ-gB-HSV-1 

ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ όŀƴƎΦ ŜȄǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀǊ ǾŜǎƛŎƭŜǎ ǳǇǘŀƪŜύ 
 

tťŎƘŜǊȊȅƪƛ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿŜ ǇŜƱƴƛŊ ŦǳƴƪŎƧť ǿ ƪƻƳǳƴƛƪŀŎƧƛ ƳƛťŘȊȅƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ 

ǇƻǇǊȊŜȊ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ ƱŀŘǳƴƪǳ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴŜƎƻ όōƛŀƱŜƪΣ ƳŜǘŀōƻƭƛǘƽǿΣ ƪǿŀǎƽǿ ƴǳƪƭŜƛƴƻǿȅŎƘύ 

ǇƻƳƛťŘȊȅ ƪƻƳƽǊƪŀƳƛ ŘŀǿŎȅ ƛ ōƛƻǊŎȅΦ /ƘŎŊŎ ǇǊȊŜǏƭŜŘȊƛŏ ǘŜƴ ǇǊƻŎŜǎ ǿ ǿŀǊǳƴƪŀŎƘ 

ƭŀōƻǊŀǘƻǊȅƧƴȅŎƘ ƻǊŀȊ ȊōŀŘŀŏ ǿǇƱȅǿ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ Ǝ. ƴŀ ǘŜƴ ǇǊƻŎŜǎ ǇǊȊȅƎƻǘƻǿŀƴƻ ǇǊŜǇŀǊŀǘ 9±ǎ 

ȊƴŀƪƻǿŀƴȅŎƘ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎȅƧƴƛŜΣ ƪǘƽǊȅ ȊƻǎǘŀƱ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴȅ ǿ ŜƪǎǇŜǊȅƳŜƴŎƛŜ ǿȅŎƘǿȅǘȅǿŀƴƛŀ 

EVs-gB HSV-1-ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ IǳƘтΦ 

7.4.2.1 hŎŜƴŀ ƳƻȍƭƛǿƻǏŎƛ Ȋŀǎǘƻǎƻǿŀƴƛŀ ȊƴŀŎȊƴƛƪŀ zielonej fluorescencji Řƭŀ ƻƎƽƭƴŜƎƻ 

ōŀǊǿƛŜƴƛŀ ōƱƻƴȅ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ ς PKH67 ς Řƻ Ȋƴŀƪƻǿŀƴƛŀ ǇǊŜǇŀǊŀǘƽǿ 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 
 

tƻǎǘťǇǳƧŊŎ ȊƎƻŘƴƛŜ Ȋ ǳǎǘŀƭƻƴŊ ǇǊƻŎŜŘǳǊŊ ƛȊƻƭŀŎƧƛ 9±ǎ ƳŜǘƻŘŊ {9/ όǊŜƪƻƳŜƴŘƻǿŀƴŊ  

Řƻ ŀƴŀƭƛȊ ŦǳƴƪŎƧƻƴŀƭƴȅŎƘ 9±ǎΣ Ƨŀƪƻ ƴŀƧƳƴƛŜƧ ƛƴǿŀȊȅƧƴŊ ƛ ƴƛŜ ƴŀǊǳǎȊŀƧŊŎŀ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ǿ ǘǊŀƪŎƛŜ ƧŜƧ ǇǊȊŜǇǊƻǿŀŘȊŀƴƛŀύ ƻǘǊȊȅƳŀƴƻ Ǉǳƭť ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ 

ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ Ȋ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ aW{ ƛ aW{ Ǝ. I{±-1.  

  Do znakowania EVs zastosowano znacznik zielonej fluorescencji PKH67 ς przeznczony 

Řƻ ƻƎƽƭƴŜƎƻ Ȋƴŀƪƻǿŀƴƛŀ ōƱƻƴ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΦ tYIст, ŀ ǘŀƪȍŜ ƴŀƭŜȍŊŎȅ  

do tej samej grupy ς barwnik czerwonej fluorescencji ς tYIнс ǎŊ ǇƻǿǎȊŜŎƘƴƛŜ ǎǘƻǎƻǿŀƴȅƳƛ 

ǊŜŀƎŜƴǘŀƳƛ ǿ ŜƪǎǇŜǊȅƳŜƴǘŀŎƘ Ȋ ǿȅƪƻǊȊȅǎǘŀƴƛŜƳ ȊƴŀƪƻǿŀƴȅŎƘ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘΣ ƎŘȅȍ ǿ ǇǊȊŜŎƛǿƛŜƵǎǘǿƛŜ Řƻ ƛƴƴȅŎƘ ŘƻǎǘťǇƴȅŎƘ ȊƴŀŎȊƴƛƪƽǿ ōƱƻƴ,  

ƛŎƘ ǳȍȅŎƛŜ ƴƛŜ ƴƛŜǎƛŜ ǊȅȊȅƪŀ ōŀǊǿƛŜƴƛŀ ƴƛŜǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴŜƎƻ ōƱƻƴ ƪƻƳƽǊŜƪ biorcy  

ƴŀ ŘǊƻŘȊŜ ŘȅŦǳȊƧƛ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊǳ ǇƻƳƛťŘȊȅ ōƱƻƴŀƳƛΣ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǎƛƭƴŜ  

ƛ ǎǇŜŎȅŦƛŎȊƴŜ ǿƛŊȊŀƴƛŜ Řƻ ƱŀƵŎǳŎƘƽǿ ƭƛǇƛŘƻǿȅŎƘΦ tƻƴŀŘǘƻΣ ǇǊƻǘƻƪƽƱ ōŀǊǿƛŜƴƛŀ  

9±ǎ ȊŀǇƻōƛŜƎŀ ǇƻȊƻǎǘŀǿƛŜƴƛǳ ȊŀƴƛŜŎȊȅǎȊŎȊŜƴƛŀΣ ǿ ǇƻǎǘŀŎƛ ƴƛŜȊǿƛŊȊŀƴŜƎƻ ȊƴŀŎȊƴƛƪŀΣ  

ǿ ƪƻƵŎƻǿȅƳ ǇǊƻŘǳƪŎƛŜΣ ǇǊȊŜȊ ƻŘŘȊƛŜƭŜƴƛŜ ƴƛŜȊǿƛŊȊŀƴŜƧ ŦǊŀƪŎƧƛ ōŀǊǿƴƛƪŀ  

ƴŀ ƪƻƭǳƳƴƛŜ ǳƭǘǊŀŦƛƭǘǊǳƧŊŎŜƧ ǘȅǇǳ !ƳƛŎƻƴϯ. 

  WŀƪƻǏŏ ǳȊȅǎƪŀƴŜƎƻ ǇǊŜǇŀǊŀǘǳ ōŀǊǿƛƻƴȅŎƘ 9±ǎ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ  

Ȋ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ aW{ ƛ aW{ Ǝ. I{±-м ȊǿŜǊȅŦƛƪƻǿŀƴƻ ǇƻǇǊȊŜȊ ƻōǎŜǊǿŀŎƧť ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŊ 

kropli preparatu znakowanych EVs naniesionej ƴŀ ǎȊƪƛŜƱƪƻ ǇƻŘǎǘŀǿƻǿŜ ς widoczna jest 



115 
 

granica faz ƻǊŀȊ ǊƽǿƴƻƳƛŜǊƴƛŜ ǊƻȊƱƻȍƻƴŜΣ ǇƻŘƻōƴŜƧ ǿƛŜƭƪƻǏŎƛΣ ǇǳƴƪǘƻǿŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ǿ ƻōǎȊŀǊȊŜ 

kropli (Rycina 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 35. Obraz mikroskopowy preparatu EVs PKH67-ȊƴŀƪƻǿŀƴȅŎƘ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ Ȋ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ  

MJS i MJS gB HSV-1.  

 

7.4.2.2 hōǎŜǊǿŀŎƧŀ ǿȅŎƘǿȅǘȅǿŀƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ-gB HSV-1 

ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ IǳƘт Ȋ ǳǿȊƎƭťŘƴƛŜƴƛŜƳ ōŀŘŀƴƛŀ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŀ 

ȊƴŀƪƻǿŀƴȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴȅŎƘ ƴŀ ǏŎƛŜȍƪť ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŊ 
 

W kolejnym etapie przeprowadzono eksperyment wychwytywania znakowanych 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ ǇƻŎƘƻŘȊŊŎȅŎƘ Ȋ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ aW{ ƛ aW{ Ǝ. I{±-1 

ǇǊȊŜȊ ƭǳŘȊƪƛŜ ƪƻƳƽǊƪƛ linii Huh7 ς izolowanej Ȋ ƎǳȊŀ ƴƻǿƻǘǿƻǊƻǿŜƎƻ ǿŊǘǊƻōȅ.  

²ȅōƻǊǳ ƭƛƴƛƛ ƪƻƳƽǊƪƻǿŜƧ Řƻƪƻƴŀƴƻ ƴŀ ǇƻŘǎǘŀǿƛŜ ŘŀƴȅŎƘ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊƻǿȅŎƘ ǿǎƪŀȊǳƧŊŎȅŎƘ  

ƴŀ ȊǿƛťƪǎȊƻƴŊ ǇƻŘŀǘƴƻǏŏ ǘǿƻǊȊŜƴƛŀ ǇǊȊŜǊȊǳǘƽǿ ǿ ŎƘƻǊƻōƛŜ ƴƻǿƻǘǿƻǊƻǿŜƧ ǎƪƽǊȅ  

(linia MJS, z ktorej otrzymano preparat 9±ǎ ǿȅǿƻŘȊƛ ǎƛť Ȋ ƎǳȊƽǿ ŎȊŜǊƴƛŀƪŀύ Řƻ ǇƱǳŎΣ ƪƻǏci  

ƛ ǿŊǘǊƻōȅ ό!ŎƪŜǊƳŀƴƴ ƛ ǿǎǇΦΣ нллрΤ Abdel-Rahman, 2019) oraz na podstawie hipotezy  

ƻ ǇƻǿƛƴƻǿŀŎǘǿƛŜ 9±ǎ ǇǊƻŘǳƪƻǿŀƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ƴƻǿƻǘǿƻǊƻǿŜ Řƻ ƻƪǊŜǏƭƻƴȅŎƘ ǘƪŀƴŜƪ  

i ich roli w tworzeniu tzw. niszy premetastatycznej (Tucci i wsp., 2018).  

YƻƳƽǊƪƛ IǳƘт ŘƻŘŀǘƪƻǿƻΣ ȊŜ ǿȊƎƭťŘǳ ƴŀ ǎǿƽƧ ǊƻȊƳƛŀǊ ƛ ƳƻǊŦƻƭƻƎƛťΣ  

ǇƻȊǿŀƭŀƧŊ ƴŀ ǿƛŀǊȅƎƻŘƴŜ i ŘƻōǊŜƧ ƧŀƪƻǏŎƛ ƻōǎŜǊǿŀŎƧŜ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜΦ  

  tƻ ǿǎǘťǇƴȅƳ ŜǘŀǇƛŜ ƻǇǘȅƳŀƭƛȊŀŎƧƛ ƛƭƻǏŎƛ ŘƻŘŀǿŀƴŜƎƻ ƳŀǘŜǊƛŀƱǳΣ  

ƭƛŎȊōȅ ƪƻƳƽǊŜƪ ǳȍȅǘȅŎƘ ǿ ŘƻǏǿƛŀŘŎȊŜƴƛǳ ƻǊŀȊ ǇǊȊŜŘȊƛŀƱƽǿ ŎȊŀǎƻǿȅŎƘ  

 

EVs PKH67-znakowane ς  

MJS  

 

EVs PKH67-znakowane ς  

MJS gB HSV-1  



116 
 

na dokƻƴȅǿŀƴŜ ƻōǎŜǊǿŀŎƧŜ ǇǊȊȅȍȅŎƛƻǿŜΣ ƻǘǊȊȅƳŀƴƻ ǎŜǊƛŜ ȊŘƧťŏ (Rycina 37 i Rycina 38)  

oraz ŦƛƭƳƽǿ Ȋ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƻǿŜƎƻ zapisu poklatkowego przeprowadzonego eksperymentu, 

ȊŀƱŊŎȊƻƴŜ Řƻ ƴƛƴƛŜƧǎȊŜƧ ǇǊŀŎȅ ƴŀ ƴƻǏƴƛƪǳ ŘŀƴȅŎƘ (Rycina 36).  

   ¦ȊȅǎƪŀƴŜ ƻōǎŜǊǿŀŎƧŜ ǿǎƪŀȊǳƧŊ ƴŀ ƛƴǘŜǊƴŀƭƛȊŀŎƧť 9±ǎ Ȋ ƪƻƳƽǊŜƪ aW{  

Řƻ ƪƻƳƽǊŜƪ IǳƘт ȊŀǊƽǿƴƻ ǿ ǇǊȊȅǇŀŘƪǳ ƻōŜŎƴƻǎŎƛ ƭǳō ōǊŀƪǳ Ǝ. I{±-1.  

Poprzez znakowanie barwnikem czerwonej fluorescencji ς LysoTracker ς ƻǊƎŀƴŜƭƭƛ ƻ ƪǿŀǏƴȅƳ 

odczynie pH w badanych ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ i ǊŜƪƻƴǎǘǊǳƪŎƧť о5  

obrazu mikroskopowego z przeprowadzonego testu potwierdzono ǿȅǎǘťǇƻǿŀƴƛŜ  

PKH67-ȊƴŀƪƻǿŀƴȅŎƘ 9±ǎ ǿŜǿƴŊǘǊȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ōƛƻǊŎȅ όRycina 37).  

tƻƴŀŘǘƻΣ ŎƘƻŎƛŀȍ ǇƻƳƛťŘȊȅ ƛƴƪƻǊǇƻǊŀŎƧŊ 9±ǎ ƴƛƻǎŊŎȅŎƘ ōƛŀƱƪƻ Ǝ. ƭǳō ǇƻȊōŀǿƛƻƴych  

jego obecnoǏci, nie obǎŜǊǿƻǿŀƴƻ ȊƴŀŎȊŊŎȅŎƘ ǊƽȍƴƛŎ ǿ ƪƛƴŜǘȅŎŜ ŎȊȅ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳƛŜ ǇƻōƛŜǊŀƴƛŀ 

ƳŀǘŜǊƛŀƱǳ Řƻ ǿƴťǘǊȊŀ ƪƻƳƽǊƪƛΣ ǿȅƴƛƪƛ ǿǎƪŀȊǳƧŊ ƴŀ ȊǿƛťƪǎȊƻƴŊ ŀƪǳƳǳƭŀŎƧť ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ  

MJS-gB HSV-1 w przedziale perinuklearnym (Rycina 37 i Rycina 38).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RYCINA 36. Pojedyncze obrazy poklatkowego zapisu mikroskopowego testu ǿȅŎƘǿȅǘȅǿŀƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ-gB HSV-1 ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ IǳƘт. EVs ς znakowane PKH67 (zielony). 

EVs PKH67-znakowane - 

MJS  

EVs 

EVs PKH67-znakowane - 
MJS gB HSV-1  

 

3 h 

6 h 

15 h 
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RYCINA 37. Rekonstrukcja 3D obrazu mikroskopowego z przeprowadzonego testu wychwytywania 

ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ-gB HSV-м ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ IǳƘт Ȋ ǳǿȊƎƭťŘƴƛŜƴƛŜƳ 

ōŀŘŀƴƛŀ ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŀ ȊƴŀƪƻǿŀƴȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴȅŎƘ ƴŀ ǏŎƛŜȍƪť ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŊ. EVs ς znakowane PKH67 

(zielonyύΣ ƻǊƎŀƴŜƭƭŜ ǏŎƛŜȍƪƛ ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŜƧ ς znakowane LysoTracker (czerwony).  

 

 

 

EVs PKH67-znakowane - 

MJS  

EVs 

EVs PKH67-znakowane - 
MJS gB HSV-1  

 

3 h 

6 h 

15 h 
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RYCINA 38. tǳŘŜƱƪƻǿȅ ƻbraz mikroskopowy przeprowadzonego testu ǿȅŎƘǿȅǘȅǿŀƴƛŀ ǇťŎƘŜǊȊȅƪƽǿ 

ȊŜǿƴŊǘǊȊƪƻƳƽǊƪƻǿȅŎƘ-gB HSV-м ǇƻȊȅǘȅǿƴȅŎƘ ǇǊȊŜȊ ƪƻƳƽǊƪƛ ǎǎŀŎȊŜ IǳƘт Ȋ ǳǿȊƎƭťŘƴƛŜƴƛŜƳ ōŀŘŀƴƛŀ 

ƪƛŜǊƻǿŀƴƛŀ ȊƴŀƪƻǿŀƴȅŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ōƛƻƭƻƎƛŎȊƴȅŎƘ ƴŀ ǏŎƛŜȍƪť ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŊ. EVs ς znakowane PKH67 (zielony), 

ƻǊƎŀƴŜƭƭŜ ǏŎƛŜȍƪƛ ƭƛȊƻǎƻƳŀƭƴŜƧ ς znakowane LysoTracker (czerwony).  

EVs PKH67-znakowane - 

MJS  

EVs 

EVs PKH67-znakowane - 
MJS gB HSV-1  

 

3 h 

6 h 

15 h 

     q 


