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1. Wykaz skrotow

A549 - linia komédrek nabtonkowych gruczolaka ptuca

aa - aminokwasy (z ang. amino acids)

AC - region aminokwasow kwasnych (z ang. acidic cluster)

ADP - adenozynodifosforan

ANT2 - translokaza ADP/ATP 2 (z ang. ADP/ATP translocase 2)

ASFV - wirus afrykanskiego pomoru $win (z ang. African swine fever virus)

AP - alkaliczna fosfataza (z ang. alkaline phosphatase)

aPKC - atypowa komdrkowa kinaza C (z ang. athypical protein kinase C)

ATP - adenozynotrifosforan

ATPaza - adenozynotrifosfataza

BAC - sztuczny chromosom bakteryjny (z ang. bacterial artificial chromosome)
BHK - linia komérek nerki chomika (z ang. baby hamster kidney)

BHV-1 - bydlecy herpeswirus typu 1 (z ang. Bovine Herpesvirus type 1)

BHV-5 - bydlecy herpeswirus typu 5 (z ang. Bovine Herpesvirus type 5)

bICP - z ang. BHV-1 infected cell protein

BP-B - btona komdrkowa podstawno-boczna

BRCA-1 - z ang. breast cancer type 1 susceptibility protein

BRDC - zespot oddechowy bydta (z ang. Bovine Respiratory Disease Complex)
BW - btona komdrkowa wierzchotkowa

Cas9 - zwigzana z CRISR endonukleaza 9 (z ang. CRISPR associated protein 9)
Cdc42 - z ang. cell division control protein 42

CFE - transmisja wirusow ze srodowiska zewngtrzkomorkowego (z ang. cell-free entry)
CFP - biatko cyjanowej fluorescencji (z ang. cyan fluorescent protein)

CHAPS - 3-((3-cholamidopropylo)dimetyloamonio)-1-propanosulfonian

CRISR - zgrupowane, regularnie rozproszone, krotkie, powtarzajace sie sekwencje palindromiczne (z ang.
Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats)

CT - domena cytoplazmatyczna (z ang. cytoplasmic domain)

CTC - bezposrednia transmisja miedzykomdrkowa (z ang. cell-to-cell spread)
DMSO - dimetylosulfotlenek (z ang. dimethyl sulfoxide)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (z ang. deoxyribonucleic acid)

dNTPs - deoksynukleotydy (z ang. deoxynucleotide triphosphate)

dsDNA - dwuniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (z ang. double-stranded DNA)
dUTPaza - deoksyurydynopirofosfataza

E - geny wczesne (z ang. early genes)

EBV - wirus Epsteina-Barra (z ang. Epstein-Barr virus)

ECL - chemiluminescencja (z ang. enhanced chemiluminescence)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EE - wczesne endosomy (z ang. early endosomes)

EHV-1 - koniski herpeswirus typu 1 (z ang.

elF - czynnik inicjacji translacji (z ang. eukaryotic initiation factor)

ELISA - test immunoenzymatyczny (z ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
ER - retikulum endoplazmatyczne (z ang. endoplasmic reticulum)

ESCRT - kompleks sortujgcy endosomy (z ang. endosomal sorting complex required for transport)
ET - domena zewngatrzkomorkowa biatka (z ang. extracellular domain)

F2H - fluorescencyjny system dwuhybrydowy (z ang. fluorescent 2-hybrid)

FBS - ptodowa surowica bydleca (z ang. fetal bovine serum)

FHV-1 - Koci herpeswirus typu 1 (z ang. Feline Herpesvirus type 1)

FVR - zapalenie jamy nosowej i tchawicy kotdw (z ang. feline viral rhinotracheitis)
GFP (EGFP) - biatko zielonej fluorescencji (z ang. green fluorescent protein)

GST - glutationo-S-transfereaza

GTP-aza - guanozyno-5'trifosfataza (z ang. guanosine-5’triphosphatase)

GBK - linia komorek nerki bydlecej Georgia (z ang. Georgia Bovine Kidney)

gE - glikoproteina gE



gE/gl - kompleks glikoprotein gE i gl

gl - glikoproteina gl

HacCar - linia komdrkowa ludzkich keratynocytow

HAV - wirus zapalenia watroby typu A (z ang. hepatitis A virus)

HBS - s6l buforowana HEPES (z ang. HEPES Buffered Saline)

HCMV - ludzki wirus cytomegalii (z ang. human cytomegalovirus)

HCF-1 - czynnik transkrypcyjny HCF-1 (z ang. host cell factor-1)

HCV - wirus zapalenia watroby typu C (z ang. hepatitis C virus)

HEC-1A — linia komérek raka endometrium 1A (z ang. human endometrial cancer-1A)

Hela - linia komdrek raka szyjki macicy (z ang. Henrietta Lacks Cells)

HEPES - kwas hydroksyetylodietylenodiaminoetanolosulfonowy

HFF-hTERT - linia komdrkowa fibroblastow napletka z ekspresjg telomerazy (z ang. human foreskin fibroblast
-human telomerase reverse transcriptase)

HHV-6 - wirus rumienia nagtego (z ang. human herpesvirus type 6)

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci (z ang. human immunodeficiency virus)

HK97 - bakteriofag Hong Kong 97 (z ang. Escherichia virus Hong Kong 97)

HMPV - ludzki metapneumowirus (z ang. Human Metapneumovirus)

hnRNP - heterogenna rybonukleoproteina (z ang. heterogeneous ribonucleoprotein)

hpi - liczba godzin po infekcji (z ang. hours post infection)

HRP - peroksydaza chrzanowa (z ang. horsereadish peroxidase)

HSP - biatka szoku termicznego (z ang. heat-shock proteins)

HSV-1 - wirus opryszczki typu 1 (z ang. Herpes Simplex Virus type 1)

HSV-2 - wirus opryszczki typu 2 (z ang. Herpes Simplex Virus type 2)

HTLV-1 - wirus ludzkiej biataczki z komorek T (z ang. human T-cell leukemia/lymphoma virus)
Huh-7 - linia komérek nowotworowych watroby (z ang. human hepatoma-7)

HVEM - receptor wejscia herpeswirusa (z ang. herpesvirus entry mediator)

IBR - zakazne zapalenie nosa i tchawicy bydta (z ang. infectious bovine rhinotracheitis)

ICAT - z ang. Isotope-coded Affinity Tag

ICP - z ang. infected cell protein

IE - geny bardzo wczesne (z ang. immediate-early)

IDE - enzym degradujgcym insuline (z ang. insulin-degrading enzyme)

IF - immunofluorescencja

IF116 - indukowane interfereonem gamma biatko 16 (z ang. gamma-interferon-inducible protein 16)
IFIT - biatko indukowane interferonem z powtdrzeniami tetratrikopeptydow (z ang. interferon-induced
protein with tetratricopeptide repeats)

IFIX - biatko X indukowane interferonem (z ang. interferon-inducible protein X)

IFN - interferon

IL - interleukina

IP - immunoprecypitacja

IPMA - detekcja biatek in situ w jednowarstwowych hodowlach komérkowych (z ang. immunoperoxidase
monolayer assay)

IPV - otret bydta (z ang. infectious pustular vulvovaginitis)

IR - sekwencja wewnetrznych powtdrzen w genomie herpeswiruséw (ang. internal repeats)
IRL - wewnetrzny rejon powtdrzeniowy w segmencie UL (z ang. internal repeats long)

IRS - wewnetrzny rejon powtdrzeniowy w segmencie US (z ang. internal repeats short)

iTRAQ - znaczniki izobaryczne (z ang. Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification)

i wsp. — i wspotpracownicy

KD - biatko pozbawione aktywnosci kinazowej (z ang. kinase dead)

kDa - kilodalton

KIF1A - biatko kinezyno-podobne KIF1A (z ang. kinesin-like protein, kinesin family member 1A)
KN - komérki nieinfekowane

Ko-IP - koimmunoprecypitacja

KOP-R - linia komérek nabtonkowych gardta i przetyku bydlecego (z niem. Kalb Oesopharynx)
Kpz - tysigce par zasad

KRAS - guanozynotrifosfataza K-Ras (z ang. guanosine triphosphatase K-Ras, Kirsten rat sarcoma protein)
KSHV - herpeswirus miesaka Kaposiego (z ang. Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus)

L - geny pdzne (z ang. late genes)



LAT - transkrypt zwigzany z latencjg (z ang. latency-associated transcript)

Lgl - z ang. lethal giant larvae protein

LR - gen zwigzany z latencjg (z ang. latency related gene)

Mab - przeciwciata monoklonalne (z ang. monoclonal antibodies)

MAPK/ERK - szlak sygnatowy kinaz aktywowanych mitogenami (z ang. mitogen-activated protein kinases
pathway/extracellular signal-regulated kinases pathway)

MCMV - mysi cytomegalowirus (z ang. murine cytomegalovirus)

MCS - miejsce wielokrotnego klonowania (z ang. multiple cloning site)

MCP - duze biatko kapsydowe (z ang. major capsid protein)

MDAS - z ang. melanoma differentiation-associated gene 5

MDBK - linia komérek nabtonkowych nerki bydlecej Madin-Darby (z ang. Madin-Darby Bovine Kidney)
MDV - wirus choroby Mareka (z ang. Marek’s disease virus)

MeV - wirus odry (z ang. measles virus)

MHC-I - czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy | (z ang. major histocompatibility complex)
MHV-68 - mysi gammaherpeswirus 68 (z ang. murine gagmmaherpesvirus-68)

miRNA - mikroRNA

MLV - wirus mysie] biataczki (z ang. murine leukemia virus)

MOI - liczba czastek wirusa przypadajgca na jedng komérke w hodowli (z ang. multiplicity of infection)
mRFP - monomeryczne biatko czerwonej fluorescencji (z ang. monomeric red fluorescence protein)

mRNA - informacyjny RNA (z ang. messenger RNA)

MSBP - analiza proteomiczna z wykorzystaniem spektrometrii masowej (z ang. mass spectrometry-based
proteomics)

MWB - Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed

MYOF - mioferlina

NEBD - model rozktadu btony jadrowej (z ang. nuclear envelope breakdown)

Necl - biatko nektynopodobne (z ang. nectin-like protein)

NP-40 - Nonidet P-40/ oktylofenoksypolietoksyetanol

Oct-1 - biatko wigzace oktamer (z ang. octamer-binding protein 1)

ORF - otwarta ramka odczytu (z ang. open reading frame)

OV - wirusy onkolityczne (z ang. oncolythic viruses)

PABP - biatko wigzace poli(A) (z ang. polyadenylate-binding protein 1)

Par - z ang. partitioning defective protein

PBS - sl fizjologiczna buforowana fosforanami

PBS-T - sol fizjologiczna buforowana fosforanami z Tween 20

PCR - reakcja tarnicuchowa polimerazy (z ang. polimerase chain reaction)

PE - fikoerytryna (z ang. phycoerythrin)

PFU - ilo$¢ wirusa tworzgca tysinki wirusowe (z ang. plaque forming unit)

PHB-1 - prohibityna-1

PIP - biatko oddziatujgce z PP1 (z ang. PP1-interacting protein)

PK15 - linia komérek nabtonkowych nerki $wini 15 (z ang. porcine kidney 15)

PRNT - test neutralizacji poprzez redukcje ilosci tysinek wirusowych (z ang. plaque reduction neutralization
test)

PRRSV - wirus zespotu rozrodczo-oddechowego $win (z ang. porcine reproductive and respiratory syndrome
virus)

PRV - wirus wscieklizny rzekomej (z ang. Pseudorabies Virus)

PVDF - polifluorek winylidenu (z ang. polyvinylidene fluoride)

PP1 - biatkowa fosfataza 1 (z ang. protein phosphatase 1)

PP1a/B/y/6 - podjednostka katalityczna alfa/beta/gamma/delta biatkowej fosfatazy 1 (z ang. protein
phosphatase 1 catalytic subunit a/8/y/6)

PP1CA - gen kodujgcy podjednostke katalityczng alfa biatkowej fosfatazy 1

PPN - przestrzen perinuklearna

PTP1B - biatkowa fosfataza tyrozynowa (ang. protein tyrosine phosphatase 1B)

QKI - z ang. protein quaking

Racl - z ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Rbl-2 - z ang. retinoblastoma-like protein 2

RhoA - z ang. Ras homolog family member A

RIPPO - biatko regulatorowe oddziatujace z PP1 (z ang. regulatory interactors of protein phosphatase one)



RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RFP - biatko czerwonej fluorescencji (ang. red fluorescent protein)

RocA - rokaglamid A

rpm - liczba obrotéw na minute (ang. revolutions per minute)

RSV - syncytialny wirus oddechowy (z ang. respiratory syncytial virus)

RV - wirus wscieklizny (z ang. rabies virus)

Ryc. - rycina

SARS-CoV-2 - koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego 2 (z ang. severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2)

SDS - sél sodowa siarczanu dodecylu

SDS-PAGE - elektroforeza poliakrylamidowa biatek w warunkach denaturujgcych (z ang. SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis)

SILAC - znakowanie stabilnym izotopem w hodowli komérkowe;j (z ang. Stable Isotope Labelling by Amino
Acids in Culture)

siRNA - maty interferujgcy RNA (z ang. small interfering RNA)

SLiM - krotki motyw liniowy sekwencji aminokwasowej (z ang. small/short linear motifs)

SP - sekwencja sygnatowa biatka (z ang. signal peptide)

ST - linia komdrkowa fibroblastow jgder Swini (z ang. swine testicular cell line)

STAT1 - z ang. signal transducer and activator of transcription 1

Tab. - tabela

TAE - bufor tris-octanowy (z ang. tris-acetate buffer)

TBS - sdl fizjologiczna buforowana trisem (z ang. tris buffered saline)

TBS-T - s6l fizjologiczna buforowana trisem z Tween 20

TEMED - N,N,N',N'-tetrametyloethylenodiamina

TGN - siec trans aparatu Golgiego (z ang. trans-Golgi network)

TJ - potaczenia Sciste (z ang. tight junctions)

TM - domena przezbtonowa biatka (z ang. transmembrane domain)

TNT - miedzykomadrkowe nanorurki (z ang. tunneling nanotubes)

TorA - torsyna A (z ang. torsin A)

TR - sekwencja zewnetrznych powtdrzen genomu herpeswirusow (ang. terminal repeats)

TRL - zewnetrzny rejon powtdrzeniowy w segmencie UL (z ang. terminal repeats long)

TROPPO - sekwencja aminokwasowa biatka UL21 dokujgca PP1a (z ang. twenty-one recruitment of protein
phosphatase one)

TRS - zewnetrzny rejon powtdrzeniowy w segmencie US (z ang. terminal repeats short)

Tris - trihydroksyetylenoaminometan

US - unikatowy krétki segment kodujgcy genomu herpeswiruséw (z ang. unique short segment)
US3 - kinaza serynowo-treoninowa kodowana przez trzecia ramke odczytu w segmencie unikatowym
krotkim genomu alfaherpeswiruséw

us3 — gen kodujacy kinaze serynowo-treoninowa US3

UL - unikatowy dtugi segment kodujacy genomu herpeswiruséw (z ang. unique long segment)
ul35 — gen kodujacy biatko VP26 alfaherpeswiruséw

ul36 — gen kodujacy biatko UL36 (VP1/2) alfaherpeswirusow

Vero - linia komdrek nabtonkowych nerki kotawca (z esper. verda reno)

vhs - z ang. virion host shutoff protein

VP - biatko wirusowe (z ang. viral protein)

VP26 - mate biatko kapsydowe alfaherpeswirusow z ang. viral protein 26)

VS - synapsa wirusologiczna (z ang. virological synapse)

VV - wirus krowianki (z ang. vaccinia virus)

VZV - wirus ospy wietrznej i pétpaséca (z ang. Varicella-Zoster Virus)

WT - typ dziki (z ang. wild type)

z ang. - z angielskiego

ZBMW - Zaktad Biologii Molekularnej Wiruséw MWB UG-GUMed

z esper. - z esperanto

z niem. - z niemieckiego

Z0-1 - biatko obwddki zamykajacej-1 (z ang. zonula occludens-1)

YFP - biatko z6tte] fluorescencji (z ang. yellow fluorescent protein)



2. Streszczenie

Bardzo waznym etapem cyklu replikacyjnego wirusow jest uwalnianie wirionow
potomnych w celu zainfekowania kolejnych komoérek lub gospodarzy. Typowa dla
wszystkich wirusow drogg transmisji jest infekcja kolejnych komérek ze sSrodowiska
zewnatrzkomaérkowego (z ang. cell-free entry, CFE), poprzez wigzanie specyficznych dla
nich receptoréw. By przezwyciezy¢ napotykane w organizmie bariery fizykochemiczne,
kinetyczne oraz immunologiczne, poza CFE wirusy rozwinety takze bardziej ztozony typ
rozprzestrzeniania sie — bezposredni transport miedzykomorkowy (z. ang. cell-to-cell
spread, zwang dalej CTC). Proces CTC pozwala na przechodzenie wiriondw do komérek
sgsiadujgcych w Srodowisku przeciwciat neutralizujgcych wirusa. Do tej pory w literaturze
naukowej opisano dziewie¢ mechanizmdw CTC, z czego szes¢ dotyczy alfaherpeswirusow.
Kluczowa role w transmisji CTC wirusow z tej podrodziny petnig glikoproteiny ostonkowe
oraz kinaza US3.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto doktadniejsze poznanie roli kompleksu
glikoprotein gE/gl oraz kinazy US3 w procesie CTC alfaherpeswiruséw. Modelowym
wirusem w podjetych badaniach byt bydlecy herpeswirus typu 1 (z ang. bovine herpesvirus
type, BHV-1), ktory ze wzgledu na podobienstwo do alfaherpeswiruséw ludzkich, stanowi
doskonaty i bezpieczny model do badan modyfikacji sSrodowiska komoérkowego przez
infekcje wirusowa.

Prace badawczg podzielono na dwa etapy - analize przyzyciowg rozprzestrzeniania
sie fluorescencyjnych rekombinantdw wirusowych na drodze CTC w hodowlach
komodrkowych oraz badanie oddziatywania kompleksu gE/gl z biatkami komdrkowymi
w tym procesie.

W pierwszym etapie opracowano uniwersalny test na okreslenie tempa procesu
CTC fluorescencyjnych rekombinantéw wirusowych, polegajgcy na zliczaniu pojedynczych
komodrek ulegajgcych infekcji w czasie rzeczywistym. Test ten zapewnia bardziej
wiarygodne i powtarzalne wyniki niz klasyczny test polegajgcy na pomiarze wielkosci
tysinek wirusowych. Obserwacje mikroskopowe wykonane przy uzyciu tego testu
dostarczyty nowych informacji o roli kinazy US3 na poczatkowych etapach infekcji

wirusem BHV-1.



Nastepnie skonstruowano znakowane fluorescencyjnie rekombinanty wirusowe.
W rekombinancie BHV-1 VP26-mCherry gen kodujgcy mate biatko kapsydowe VP26
powigzano ze znacznikiem mCherry, a w podwadjnie fluorescencyjnym rekombinancie
BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry biatko GFP byto przytaczone do glikoproteiny ostonkowej gE.
Uzycie tych mutantéw umozliwito bezposrednie obserwacje transportu elementéw
strukturalnych wirusa w potgczeniach miedzykomaérkowych.

W drugim etapie pracy zidentyfikowano siedemnascie biatek potencjalnie
oddziatujgcych z kompleksem gE/gl. Do tej analizy wykorzystano spektrometrie masowg
z wykorzystaniem potréjnego znakowania stabilnym izotopem w hodowli komérkowej
(z ang. Stable Isotope Labelling by Amino Acids in Culture, SILAC). Posréd biatek
interaktomu, najwiekszy stosunek wzbogacania okreslono dla podjednostki katalitycznej
o biatkowej fosfatazy 1 (PP1a). W dalszych eksperymentach potwierdzono, iz biatko PP1a
koimmunoprecypitowato z glikoproteinami gE oraz gl w trzech typach infekowanych
komorek oraz ze kompleks gE/gl i biatko PPla kolokalizowaty w obrebie btony
komodrkowe] i miedzykomérkowych nanorurek. Wykluczono natomiast bezposrednia
interakcje gE oraz PP1a, co Swiadczy o tym, ze konieczna jest obecnos¢ glikoproteiny gl
lub innych biatek wirusowych do zajscia tego oddziatywania.

Podsumowujgc, podjete badania przyczynity sie do doktadniejszego poznania
procesu CTC wirusa BHV-1, a w szczegdlnosci jego dynamiki oraz roli biatek wirusowych

i komdrkowych w tym typie transmisji.



3. Abstract

One of the most important steps in the virus replication cycle is the release of
progeny virions to infect other cells or hosts. A typical route of transmission for all viruses
is the cell-free entry (CFE), in which viruses infect target cells from the extracellular
environment by binding specific receptors. To evade physicochemical, kinetic, and
immunological barriers in the host organism, apart from CFE viruses developed a more
complex type of transmission - cell-to-cell spread (CTC). The CTC process allows the direct
transmission of virions form infected cells to adjacent cells in the presence of neutralizing
antibodies. To date, nine CTC mechanisms have been described in the scientific literature,
six of which are related to alphaherpesvirus infection. The envelope glycoproteins and the
US3 kinase play a key role in the CTC transmission of viruses from this subfamily.

The aim of this PhD thesis was better understanding of the role of the gE/gl
glycoprotein complex and the US3 kinase in the CTC process of alphaherpesviruses. The
model virus in these studies was bovine herpesvirus type 1 (BHV-1), which due to its
similarity to human alphaherpesviruses, is an excellent and safe model for studying the
modification of the cellular environment by viral infection.

The research was divided into two stages - live analysis of the spread of fluorescent
viral recombinants by CTC in cell cultures and the study of the interaction of the gE/gl
complex with cellular proteins in this process.

In the first step, a universal test was developed to determine the rate of the CTC
process of fluorescent viral recombinants, which was based on the real-time counting of
single infected cells. Unlike the classical viral plague size assay, this analysis provided the
space-time context of the CTC process and a reliable and reproducible results.
Furthermore, microscopic observations provided new information on the role of US3
kinase in the initial stages of BHV-1 infection.

Additionally, two viral recombinants were constructed, both carrying the gene
encoding a small capsid protein VP26 fused to the mCherry fluorophore - BHV-1 VP26-
mCherry and BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry. The fluorescent recombinants were used for
direct studies of the transport of structural elements of the virus in intercellular

connections.
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In the second step of the research, seventeen proteins potentially interacting with
the gE/gl complex were identified by mass- spectrometry utilizing Stable Isotope Labeling
by Amino Acids in Culture (SILAC). Among the cellular interactome, the highest
enrichment ratio was found for the a catalytic subunit of protein phosphatase 1 (PP1a).
It was confirmed in further experiments that PP1a protein co-immunoprecipitated with
gE and gl glycoproteins in three types of infected cells, and that the gE/gl complex and
PPla co-localized within the cell membrane and tunneling nanotubes. However, a direct
interaction of g and PPla was excluded, which indicates that the presence of
glycoprotein gl or of other viral proteins is necessary for this interaction.

Overall, the research presented in this thesis contributed to a more detailed
understanding of the BHV-1 CTC process, in particular its dynamics and the role of viral

and cellular proteins in this type of transmission.
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4. Wstep

4.1 Alfaherpeswirusy - systematyka i przebieg infekcji

Pierwsze doniesienia o herpeswirusach mogg by¢ datowane nawet na kilka tysiecy
lat przed naszg erg. Juz na sumeryjskich tablicach czy tez w papirusie Ebersa znalazty sie
opisy tajemniczych wypryskéow, ktére przypominajg te, powodowane infekcjg
herpeswirusowg. Sama nazwa ,herpes” siega starozytnosci i wywodzi sie od greckiego
stowa ,herpeton”, co oznacza petzaé. Zostata pierwszy raz uzyta przez ojca medycyny -
Hipokratesa dla opisu ropiejgcych owrzodzen, ktére zdawaty sie petzaé na powierzchni
skory. Do XVII wieku, okreslenia , herpes” uzywato sie w odniesieniu do wielu réznych
dolegliwosci skérnych. Sytuacja zmienifa sie za rzgdéw Ludwika XIV, ktdry zlecit swojemu
nadwornemu lekarzowi Jeanowi Astruc kontrole zdrowia francuskich prostytutek. Astruc
uzyt terminu herpes genitalis, dla odrdzinienia zespotu objawéw innych niz
charakterystycznych dla syfilis [1]. W 1883 roku Unna, jako jeden z pierwszych, zwrdcit
uwage na nawrotowy charakter herpes genitalis. Pod koniec XIX wieku, pojawity sie
pierwsze wytyczne dotyczgce diagnozy oraz leczenia choroby. W latach 40-tych XX wieku
wykazano, ze wirus opryszczki ludzkiej (Herpes Simplex, HSV) jest czynnikiem infekcyjnym
w herpes genitalis [2]. W latach 60-tych XX wieku, Schneweis i wsp. zidentyfikowali dwa
serotypy wirusa ludzkiej opryszczki - HSV-1 oraz HSV-2, ktére pdzniej zostaty uznane za
dwa rdzne gatunki przez Miedzynarodowy Komitet Taksonomii Wirusdow (z ang.
Intenational Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) [3]. Wedtug danych Swiatowej
Organizacji Zdrowia (z ang. World Health Organization, WHO) z 2012 roku, 67% populacji
ludzkiej ponizej 50-tego roku zycia jest nosicielami HSV-1, a ok. 11% wirusa HSV-2 [4].
Wirus HSV-1 jest odpowiedzialny za infekcje okolicy ust, twarzy i rzadziej genitaliow. HSV-
2 natomiast czesciej powoduje infekcje genitalne. Poza owrzodzeniami, w wyjgtkowych
przypadkach wirus opryszczki moze doprowadzi¢ do zapalenia opon modzgowych,
zapalenia rogdéwki, czy tez, w przypadku noworodkow, niepetnosprawnosci lub nawet
Smierci. Szczegdlnie podatne na powiktania sg osoby z niedoborami odpornosci, tak jak
nosiciele ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (z ang. human immunodeficiency virus,

HIV), pacjenci onkologiczni po radioterapii lub osoby przyjmujace leki immunosupresyjne.
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Ponadto nosiciele wirusa HSV-2 sg trzykrotnie bardziej narazeni na infekcje wirusem HIV

[4].

Obecnie wiadomo, ze rodzina Herpesviridae liczy ponad 100 gatunkow wirusdw,
bedgcych patogenami ssakow, ptakow oraz gadow [5], [6]. Wiekszos¢ z nich stanowig
wirusy zwierzece (jedynie dziewie¢ gatunkow infekuje ludzi). Herpeswirusy zwierzece
powodujg grozne choroby u swoich gospodarzy, ktdre corocznie przynoszg ogromne

straty w chowie i hodowlach zwierzat.

4.1.1 Systematyka herpeswiruséw i jednostki chorobowe

Rodzina Herpesviridae nalezy do rzedu Herpesvirales. Wszystkim cztonkom tej

rodziny mozna przypisac cztery charakterystyczne cechy biologiczne [7]:

(i) Szeroki wachlarz enzymdéw zaangazowanych w metabolizm kwasow
nukleinowych (np. kinazy tymidynowe, dUTPazy, reduktazy
rybonukleotydowe), synteze DNA (np. polimerazy, helikazy, prymazy) oraz
modyfikacje biatek (np. kinazy).

(ii) Lokalizacja jadrowa transkrypcji genow wirusowych, syntezy wirusowego DNA
oraz sktadania nukleokapsydu. Nabycie przynajmniej czesci tegumentu oraz
optaszczanie ostonka w cytoplazmie.

(iii) Liza zainfekowanej komorki na skutek produkcji wiriondw potomnych.

(iv) PrzejScie w stan uspienia - tzw. latencji komérkowej, ktdore zapewnia

przetrwanie wirusdw w organizmie gospodarza do korica jego zycia.

W skfad rodziny Herpesviridae wchodzg trzy podrodziny - Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae oraz Gammaherpesvirinae [8]. W odrdznieniu od Beta-
i Gammaherpesvirinae, w rodzinie Alphaherpesvirinae zgrupowane sg zaréwno patogeny
ssakéw, ptakéw oraz gadow (Ryc. 1). McGeoch i wsp. zasugerowali, ze réznorodna
specyfika gatunkowa gospodarzy w obrebie tej podrodziny jest czesciowo powodowana

koewolucjg alfaherpeswiruséw z gadami oraz dywergencjg linii ptakow i ssakow [9].
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Rodzaj Gospodarz Podrodzina

—

Scutavirus Gady
Iltovirus Ptaki
Mardivirus Ptaki >— Alphaherpesvirinae
Varicellovirus Ssaki
¥ Simplexvirus Ssaki |
S
-g . . -
E Roseolovirus Ssaki
U 2 :
Muromegalovirus Ssaki s
% g =— Betaherpesvirinae
I Cytomegalovirus Ssaki
Proboscivirus Ssaki

\

J

Lymphocryptovirus  Ssaki

Macavirus Ssaki 5

= Gammaherpesvirinae
Percavirus Ssaki
Rhadinovirus Ssaki

Ryc. 1: Pokrewienstwo filogenetyczne rodziny Herpesviridae oraz zakres gospodarzy poszczegdinych
rodzajow. Pominieto gatunki niesklasyfikowane do rodzajéw. Gatezie drzewa nie odzwierciedlajg
dystansu genetycznego.

Podrodzine Alphaherpesvirinae charakteryzuje zréznicowany zakres gospodarzy,
krotki cykl replikacyjny, szybkie rozprzestrzenianie sie w hodowli komérkowej, liza
zainfekowanych komorek oraz przejscie w stan latencji w komadrkach nerwowych (gtéwnie
nerwoéw czuciowych). Jest to najwieksza podrodzina herpeswiruséw, do ktérej nalezy az
45 gatunkéw [5], [6]. W podrodzinie mozna wyrdzni¢ pie¢ rodzajéw - Varicellovirus i
Simplexvirus - zawierajgce patogeny ssakow, Mardivirus i lltovirus - obejmujgce wirusy
ptasie oraz utworzony w 2011 roku — Scutavirus — zawierajgcy dwa wirusy gadzie. Poza
tym do tej podrodziny zalicza sie, nieprzypisany do zadnego z rodzajow, herpeswirus

ChHV-6, atakujacy zétwie.

W  odréinieniu od  alfaherpeswirusdow, przedstawicieli  podrodziny
Betaherpesvirinae charakteryzuje waski zakres gospodarzy, wydtuzony cykl replikacyjny
(ponad 7 dni) i wolno postepujgca infekcja komoérek w hodowli. Betaherpeswirusy
przechodzg w stan latencji w gruczotfach, nerkach, komérkach uktadu limfatycznego

i innych tkankach.
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Gammaherpesvirinae charakteryzuje waski zakres gospodarzy, ograniczony do
reprezentantéw jednej rodziny lub rodzaju. Gammaherpeswirusy infekujg gtownie
limfocyty i zazwyczaj sg specyficzne wobec limfocytéw T lub B. Tylko niektére z nich sg
w stanie litycznie zainfekowac fibroblasty lub komérki nabtonkowe. Bardzo specyficzng
cechg przedstawicieli tej podrodziny jest przechodzenie w stan latencji wytgcznie

w limfocytach.

W tabeli 1 przedstawiono przyktady wirusdw nalezgcych do poszczegdlnych

podrodzin wraz z powodowanymi przez nie chorobami.

Tab. 1: Przyktadowe gatunki wiruséw w trzech podrodzinach Herpesviridae oraz powodowane przez
nie choroby.

Podrodzina Przyktady wirusow Jednostka chorobowa
Wirus opryszczki ludzkiej typu
1 (HHV-1, HSV-1)
Wirus opryszczki ludzkiej typu
2 (HHV-2, HSV-2)
Wirus ospy wietrznej i
potpasca (HHV-3, VZV)
Wirus wscieklizny rzekomej
(SuHV-1, PRV)

Opryszczka wargowa
Opryszczka genitalna
Ospa wietrzna, potpasiec

Choroba Aujeszkyego

Alphaherpesvirinae Zakaz i
p pesviri Bydlecy herpeswirus typu 1 : akazne.z zapalenie nosa
(BoHV-1, BHV-1) i tchawicy bydta (IBR); otret
’ bydta (IPV)
Koci herpeswirus typu 1 Zapalenie jamy nosowej
(FeHV-1, FHV-1) i tchawicy kotéw (FVR)
Konski herpeswirus typu 1 , -
(EHV-1) Zakazne ronienie klaczy
Kurzy herpeswirus typu 2
(GaHV-2, MDV-1) Choroba Mareka
Cytomegalowirus .
. (HHV-5, HCMV, CMV) Cytomegalia
Betaherpesvirinae . o
Wirus rumienia nagtego RuUmier nagt
(HHV-6) gy
Wirus Epsteina-Barra Mononukleoza zakazna
. (HHV-4, EBV)
Gammaherpesvirinae

Wirus miesaka Kaposiego

Miesak K [
(HHV-8, KSHV) Igsak Kaposiego
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4.1.2 Budowa wiriondw i organizacja genomu

Wszystkie alfaherpeswirusy charakteryzuje podobna budowa wiriondéw. Sg to
wirusy o Srednicy ok. 150-260 nm. Posiadajg ostonke lipidowo-biatkowg z zakotwiczonymi
w niej glikoproteinami wirusowymi. Genom w postaci dwuniciowego DNA w formie
liniowej upakowany jest w ikozaedralny kapsyd [10]. Pomiedzy kapsydem a ostonkg
znajduje sie charakterystyczna dla herpeswirusdw warstawa tegumentu, ztozona z biatek

wirusowych i komérkowych oraz mRNA [11]-[13] (Ryc. 2).

Genom

Kapsyd
Ostonka Psy

Tegument

Glikoproteiny

Ryc. 2: Schemat budowy wirionu alfaherpeswiruséw. Kolorem pomaranczowym zaznaczono biatka
zewnetrznego tegumentu, zielonym: biatka $rodkowego tegumentu, fioletowym: biatka
wewnetrznego tegumentu.

Kapsyd

Kapsyd sktada sie gtéwnie z biatka VP5, formujgcego 162 kapsomery, w tym 150
heksamerow i 11 pentamerdéw. Kapsomery pentameryczne rozmieszczone sg na 11
wierzchotkach kapsydu. Dwunasty wierzchotek, w miejscu pentameru, zawiera portal w
postaci pierscienia ztozonego z 12 kopii biatka UL6 [14]. Na kazdg kopie VP5 formujaca
heksamer przypada jedna kopia matego biatka kapsydowego VP26 (UL35), co daje 900
kopii na kazdy kapsyd. Przerwy miedzy kapsomerami wypetnia potrdjny kompleks biatek
VP19c oraz VP23 [15]. Pentamery, nadajg kapsydowi sztywnos¢, dzieki wzmocnieniu przez

biatka UL17, UL25 [16], [17] oraz tegumentowe biatko UL36 (VP1/2) [18]-[22].

Whnetrze kapsydu wypetnia gtdwnie ciasno upakowany genom, co zwigzane jest

z duzym cisnieniem wewnatrz tej struktury [23]. Jedynym poznanym biatkiem,
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znajdujgcym sie we wnetrzu kapsydu, jest proteaza VP24 [12], [24]-[28], ktdra przecina
biatka wypetniajgce kapsyd, by umozliwi¢ upakowanie genomu do jego wnetrza [29]—[31].
Udziat VP24 w uwolnieniu genomu z kapsydu, pomimo licznych sugestii, nie zostat do tej

pory udowodniony [32].

Tegument

Termin tegument zostat po raz pierwszy uzyty przez Roizmana i Furlonga [33] do
opisu biatkowej, asymetrycznie rozmieszczonej warstwy, znajdujgcej sie pomiedzy
kapsydem a ostonka herpeswiruséw. Jest to struktura analogiczna do biatek macierzy
(z ang. matrix proteins) innych wiruséw ostonkowych, ktore petnig kluczowa role
w tworzeniu ostonki wtérnej (z ang. secondary envelopment). W porédwnaniu do biatek
macierzy, tegument jest znacznie bardziej skomplikowang sktadowg wirionu. Sktada sie
z ponad 20 rdznych biatek wirusowych, formujacych rozlegty sie¢ interakcji [34].
Wiekszos¢ biatek tegumentu petni funkcje regulatorowe lub posiada aktywnos¢
enzymatyczng, ktéra wykorzystywana jest na wczesnych etapach infekcji wirusowe;.
Przyktadami takich biatek sg kinazy (UL13, US3, UL23), endonukleaza RNA vhs/UL41 (z ang.
virion host shutoff protein) biorgca udziat w regulacji transkrypcji gendw wirusowych
i komodrkowych, dUTPaza UL50 czy regulator transkrypcji ICP4 (z ang. infected cell protein
4).

Biatka tegumentu podzielone sg na trzy grupy: () biatka wewnetrznego tegumentu
(powigzane z kapsydem), (Il) biatka zewnetrznego tegumentu (powigzane z ostonkg) oraz
(1) biatka srodkowego tegumentu (znajdujgce sie pomiedzy warstwami zewnetrzng
i wewnetrzng) [35]. Biatka sSrodkowego tegumentu stanowig najwiekszg czes¢ tej
struktury, sg konserwowane wsrdd alfaherpeswiruséw, ale paradoksalnie nie sg
niezbedne do powstania infekcyjnych czgstek wirusowych [35]. Najwiekszym biatkiem

tegumentu jest UL36 (VP1/2), ktére bezposrednio taczy kapsyd z tegumentem [10].
Ostonka

Ostonke herpeswirusow stanowi dwuwarstwowa bfona lipidowo-biatkowa
pochodzenia komodrkowego, z zakotwiczonymi w niej biatkami wirusowymi oraz
komodrkowymi. Gtéwng funkcjg ostonki jest umozliwienie wnikania wirusa do komorki

gospodarza poprzez wigzanie receptorow na powierzchni komérki oraz fuzja z btong
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komodrkowg [36]. Poza tym ostonka chroni wiriony przed uktadem dopetniacza oraz
przeciwciatami neutralizujgcymi [37], [38], a takze wywotuje zmiany w architekturze

tegumentu bezposrednio przed wniknieciem wirusa do komérki [39].

Wiekszos¢ biatek ostonki to glikoproteiny wirusowe, ktérych ilosé oraz typ rozni
sie w zaleznosci od konkretnego alfaherpeswirusa, wsrdd nich mozna wyrdzni¢ m.in.: gB,
gC, gD (z wyjatkiem wirusa VZV [40]), gE, gH, gl, gK oraz gL. Glikoproteiny syntetyzowane
sg w siateczce s$rddplazmatycznej (z ang. endoplasmic retculum, ER), po czym
transportowane sgdo aparatu Golgiego, a nastepnie na powierzchnie komorki
gospodarza. W kolejnym etapie ulegajg endocytozie i kierowane sg do sieci trans aparatu

Golgiego, do miejsc tworzenia ostonki wtérnej [41].

Najbardziej konserwowang glikoproteing wsrdd herpeswirusow jest gB.
Podobiennstwo sekwencji aminokwasowej tego biatka w obrebie kazdej z podrodzin

utrzymuje sie na poziomie ~50% [42].

Organizacja genomu

Genom herpeswirusow stanowi dwuniciowa czgsteczka liniowego DNA, ulegajgca
cyrkularyzacji zaraz po uwolnieniu z kapsydu w jadrze zainfekowanej komérki. Dtugosé
genomu alfaherpeswirusdw to ok. 124-180 kpz, ze s$rednig zawartoscig par GC na
poziomie 31-77% [43]-[47]. Genomy alfaherpeswirusdw posiadajg dwa unikatowe
segmenty — dtugi (z ang. Unique Long, UL) oraz krotki (z ang. Unique Short, US). Segmenty
rozdzielajg zewnetrzne rejony powtdrzeniowe (z ang. Terminal Repeats, TR) oraz
wewnetrzne rejony powtdrzeniowe (z ang. Internal Repeats, IR), rdznigce sie w zaleznosci
od wirusa dfugoscig oraz sekwencjg nukleotydowa. Ze wzgledu na ilo$¢ oraz lokalizacje
rejondw powtodrzeniowych, genomy herpeswirusdow mozna podzieli¢c na sze$é klas,
oznaczonych literami od A do F [7]. W podrodzinie Alphaherpesvirinae wyréznia sie dwie
klasy genoméw — klase D, charakterystyczng dla rodzajow Varicellovirus [48] i Scutavirus
[47] oraz klase E, przypisang rodzajom Simplexvirus [48] i Mardivirus [49]. Rejony
powtdrzeniowe mogg ulega¢ rekombinacji, ktéra prowadzi do powstania izomerycznych
form genoméw. W przypadku klasy E powstajg cztery izomery, ze wzgledu na zmienng
orientacje rejonow US i UL. W klasie D znacznie czesciej odwrdceniu ulega rejon US, co

prowadzi do powstania dwdéch izomeréw genomu [50] (Ryc.3).
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Klasa D

UL us
— IR — TR
- .
Klasa E
uL us
TRL — IRLIRS _—, TRS
[ s

Ryc. 3: Schemat organizacji genomoéw alfaherpeswirusow - genomy klasy D charakterystyczne s3g dla
rodzajéw Varicellovirus i Scutavirus; genomy klasy E charakterystyczne sg dla rodzajow Simplexvirus
i Mardivirus. Czarnymi strzatkami oznaczono mozliwe orientacje segmentéw US i UL. Strzatkg szarg
oznaczono rzadko spotykang rearanzacje rejonu UL w genomach klasy D. IR - wewnetrzny rejon
powtdrzeniowy; TR — zewnetrzny rejon powtdrzeniowy; IRL — wewnetrzny rejon powtdrzeniowy w
segmencie UL; IRS - wewnetrzny rejon powtdrzeniowy w segmencie US; TRL — zewnetrzny rejon
powtdrzeniowy w segmencie UL; TRS - zewnetrzny rejon powtdrzeniowy w segmencie US.

4.1.3 Cykl replikacyjny

W cyklu replikacyjnym alfaherpeswiruséw mozna wyrdznic trzy gtéwne etapy:

I.  Inicjacja infekcji — etap od wnikniecia wirusa do komadrki poprzez wigzanie
receptorow do oddziatywania genomu wirusowego z czynnikami
transkrypcyjnymi gospodarza.

II.  Cykl lityczny — etap wytwarzania wiriondw potomnych zdolnych do infekcji
innych komadrek i gospodarzy.

Ill.  Latencja — stan uspienia w neuronach obwodowego uktadu nerwowego

trwajgcy do momentu reaktywacji wirusa.

Inicjacja infekcji

Do pierwszego etapu infekcji alfaherpeswirusy wykorzystujg glikoproteiny
ostonkowe. W odrdznieniu od innych wiruséw, posiadajg one oddzielne biatka
dedykowane wigzaniu receptordéw i fuzji bton. Wspédtpraca tych biatek jest kluczowa do
whnikniecia wirusa do komodrki przez btone komodrkowa lub za posrednictwem

endosomow.

Proces wnikania rozpoczyna sie od adsorpcji wirusa na powierzchni komérki

poprzez wigzanie proteoglikandw przez glikoproteiny gCi/lub gB [51]-[54]. Adsorpcja jest
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odwracalna i nie powoduje fuzji bton [7]. Ten etap nie jest rowniez absolutnie konieczny
do wnikniecia wirusa, poniewaz komarki pozbawione siarczanu heparanu rowniez mogg

ulegac infekgc;ji [55].

W kolejnym etapie, u wiekszosci alfaherpeswiruséw dochodzi do zwigzania
specyficznego receptora przez biatko gD, co doprowadza do zmiany jego konformaciji.
Zwigzanie receptora przez gD stanowi sygnat dla heterodimeru gH/gL. Kompleks gH/glL
doprowadza do zmian konformacyjnych w biatku gB, ktére skutkujg fuzjg ostonki
wirusowej i btony komdrkowej gospodarza, a co za tym idzie wniknieciem kapsydu oraz

tegumentu do cytoplazmy [56].

Po wniknieciu do cytoplazmy, wiekszos¢ biatek tegumentu zostaje uwolniona do
cytozolu. Nastepnie kapsydy wraz z czescig tegumentu (gtdwnie biatkami UL36, UL37,
US3) transportowane sg za posrednictwem mikrotubuli do poréw btony jagdrowej [57].
W kolejnym etapie dochodzi do dokowania kapsydow w porach przy udziale
komodrkowych nukleoporyn oraz importyny-beta [58]—-[60]. Pojedynczy kapsyd
skierowany jest wierzchotkiem do wnetrza poru jgdowego [59], [61]. Biorgc pod uwage
podobienstwo w budowie kapsydu herpeswiruséw do bakteriofagéw Caudovirales,
wierzchotek dokujgcy moze by¢ portalem, stuzgcym do uwolnienia genomu bezposrednio
do porow jadrowych [62]. Doktadny mechanizm dokowania jednak nie zostat do tej pory
poznany. Po insercji genomu do wnetrza jagdra, kapsyd pozostaje zakotwiczony w btonie
jadrowej, w niezmienionej morfologicznie formie [59], [61] (Ryc. 4). Zaraz po wniknieciu
do jadra komédrkowego, wirusowy dsDNA ulega cyrkularyzacji i wigzaniu przez biatka

histonowe. Nastepnie dochodzi do aktywacji ekspresji genéw wirusowych [63].
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‘ 2. Wigzanie receptora

‘ 3. Fuzja ostonki z bfong komérkowa

1. Adsorpcja

4. Transport kapsydu do
jadra

5. Dokowanie kapsydu w porze
jadrowym i uwolnienie genomu

6. Cyrkularyzacja DNA i ekspresja

genow wirusowych
(w—

Ryc. 4: Inicjacja infekcji alfaherpeswiruséow. Na schemacie zilustrowano kolejne etapy wnikania
wiruséw do wnetrza komorki.

Cytoplazma

Cykl lityczny

Geny alfaherpeswirusdw ulegajg ekspresji kaskadowo. Jako pierwsze
transkrybowane sg geny bardzo wczesne (z ang. immediate-early, |E), zwane rowniez
genami alfa (z ang. a-genes). Nastepnie aktywowana jest ekspresja gendow wczesnych
(z ang. early, E), inaczej gendw beta (z ang. f-genes). Na koricowym etapie dochodzi do

transkrypcji gendw pdznych (z ang. late, L), czyli gendw gamma (z ang. j~genes) [64].

Ekspresja gendw IE zachodzi dzieki wirusowemu biatku VP16 (UL48, aTIF), ktore
wraz z komdrkowymi biatkami HCF-1 (z ang. host cell factor-1) oraz Oct-1 (z ang. octamer-
binding protein 1) formuje kompleks wigzacy sie w rejonach promotorowych tych gendéw
[65]. Nastepnie do powyiszego kompleksu rekrutowane sg komodrkowe czynniki
transkrypcyjne. Produkty gendow I|E to biatka regulatorowe zaangazowane gtéwnie
w aktywacje transkrypcji gendw E, modulowanie cyklu komodrkowego i struktury
chromatyny, transport i splicing RNA oraz hamowanie odpowiedzi immunologicznej [7].
Geny E kodujg biatka zaangazowane w replikacje genomu wirusowego, m. in. wirusowg
polimeraze DNA, helikaze oraz prymaze [66]. Dopiero po replikacji DNA wirusowego
dochodzi do ekspresji genow L, ktérych produkty to biatka strukturalne wirusa

(tj. glikoproteiny ostonkowe, biatka kapsydowe oraz biatka tegumentu) [7].
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Sktadanie kapsydéw wirusowych oraz upakowanie do nich nowo
zsyntetyzowanych kopii genomu zachodzi w jgdrze komdrkowym [64]. Genom wirusowy
pakowany jest do kapsydu przez portal ztozony z 12 kopii biatka UL6, obecny na jednym
z jego wierzchotkéw [14]. Nastepnie, kapsydy opuszczajg jagdro, by uformowac dojrzate

wiriony w cytoplazmie zainfekowanej komérki.

Ze wzgledu na fakt, iz kapsydy majg srednice ok. 125 nm, sg zbyt duze, aby opuscic¢
jadro przez pory jadrowe, ktérych srednica nie przekracza ok. 39 nm [67]. W zwigzku z tym
musi istnie¢ inna, bardziej skomplikowana droga ucieczki dojrzatych kapsydéw do
cytoplazmy. Poniewaz mechanizm tego procesu stanowi wcigz element sporny wsréd
naukowcow, istniejg trzy modele ttumaczace ten etap infekcji [64]: (1) model rozktadu
btony jgdrowej (z ang. nuclear envelope breakdown, NEBD), (Il) model podwdjnego
optaszczenia (z ang. dual envelopment lub envelopment/de-envelopment), (Ill) model
pojedynczego optaszczenia w cytoplazmie (z ang. singiel cytoplasmic envelopment).
Najwiecej dowoddw naukowych przemawia za modelem podwdjnego optaszczenia,

dlatego zostanie on omdéwiony najbardziej szczegétowo.

Jadro komérkowe otoczone jest podwdjng btong ztozong z wewnetrznej oraz
zewnetrznej bfony jgdrowej, pomiedzy ktérymi znajduje sie przestrzen perinuklearna. Za
proces opuszczenia jgdra w modelu podwdjnego optfaszczenia odpowiadajg biatka UL31
oraz UL34, ktérych analogi wystepujg we wszystkich podrodzinach herpeswirusow [68]—
[70]. UL31 formuje kompleks z UL34, ktéry kierowany jest z cytoplazmy do jadra, gdzie
umozliwia opfaszczenie kapsydow wewnetrzng btong jgdrowg oraz ich przejscie do
przestrzeni perinuklearnej, jest to tzw. nabycie ostonki pierwotnej (z ang. primary
envelpoment) [69]-[71] . Nastepnie ostonka pierwotna ulega fuzji z zewnetrzng btong
jgdrowa, po czym pozbawione ostonki kapsydy wydostajg sie do cytoplazmy (z ang. de-
envelopment). W kolejnym etapie kapsydy nabywajg tegument oraz ostonke ostateczng
(z ang. secondary envelopment) [35]. Koncowo, dojrzate wiriony wydostajg sie z komorki

na drodze egzocytozy [72] (Ryc. 5).
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Cytoplamza
‘ 3. Nabycie tegumentu ‘ b
C//,/
...
@
2. Fuzja ‘_‘F

1. Op’faszczenle os’fonka pierwotna ‘

( por adrowy () v %y/

o=l m 4. Optaszczenie ostonka
Wewnetrzna btona Zewnetrzna btona ostateczng Btona
jadrowa jadrowa komorkowa

Ryc. 5: Model podwdjnego optaszczenia. Schemat przedstawia mechanizm opuszczania jadra przez
kapsydy wirusowe poprzez nabycie ostonki pierwotnej, bedacej pochodng wewnetrznej btony
jadrowej. Pierwotnie optaszczone kapsydy przedostajg sie do przestrzeni perinuklearnej. Nastepnie
dochodzi do fuzji ostonki pierwotnej z zewnetrzng btong jagdrowa oraz uwolnienia ,,nagich” kapsydow
do cytoplazmy. W kolejnych etapach dochodzi do nabycia biatek tegumentu i ostonki ostatecznej,
pochodzacej z sieci trans-Golgi. TGN — sie¢ trans-Golgi; PPN — przestrzen perinuklearna.

Jednym z dowoddw na poparcie powyzsze]j hipotezy jest fakt, iz w wielu badaniach
zaobserwowano pierwotnie optaszczone kapsydy w przestrzeni perinuklearnej [61], [70],
[73], [74]. Kolejnym dowodem na zasadno$¢ tego modelu jest inna kompozycja biatkowa
oraz morfologia pierwotnie optaszczonych wiriondw w porownaniu do dojrzatych.
W dojrzatych wirionach nieobecne sg biatka UL31 oraz UL34, kapsydy otoczone sg grubg
warstwg tegumentu, a w ostonce zakotwiczone sg glikoproteiny [70], [74]. Natomiast
w wirionach otoczonych ostonkg pierwotng brakuje wielu biatek tegumentu [75]-[78],
warstwa tegumentu jest znacznie ciensza, a ostonka pozbawiona jest glikoprotein [75],

[78].

Ucieczka kapsyddw z jgdra na drodze rozktadu btony jagdrowej jest typowa dla
adenowirusdw [79], parwowiruséw [80] oraz poliomawiruséw [81]. W przypadku
alfaherpeswiruséw, zostata zaobserwowana jedynie dla infekcji mutantem wirusa PRV,
nie posiadajagcym gendw kodujacych biatka UL31 oraz UL34 (gtownych efektorow
w modelu podwdjnego optaszczenia) [82], [83] oraz przy hodowli wirusa HSV-1

w komoérkach nieposiadajgcych komorkowej ATPazy TorA (z ang. torsin A) [84].
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Model pojedynczego optaszczenia w cytoplazmie polega na opuszczeniu jgdra
przez kapsydy przez powiekszone pory jgdrowe [85], [86]. Stosujac skaningowa
i transmisyjng mikroskopie elektronowg, zaobserwowano powiekszenie Srednicy porow
jadrowych do ok. 100 nm w komoérkach Vero oraz Hela, infekowanych wirusem HSV-1
[86]. Wyniki analizy przyzyciowe] [87] oraz dane pozyskane z immunofluorescencji [88]
nie potwierdzajg tej hipotezy. Nie jest wykluczone, ze pory jgdrowe mogg ulegaé
powiekszeniu w odpowiednich warunkach eksperymentalnych, jednak tego typu droga

opuszczenia jadra przez kapsydy wydaje sie dos¢ nietypowa.

Model rozktadu btony jgdrowej oraz pojedynczego optaszczenia obecnie
rozpatrywane sg jako drogi alternatywne, w przypadku niedostepnosci preferowanego

przez alfaherpeswirusy modelu podwéjnego optaszczenia [64].

W kolejnym etapie cyklu replikacyjnego, alfaherpeswirusy nabywajg tegument
oraz ostonke ostateczng. Jest to ztozony proces bazujgcy na sieci skomplikowanych
interakcji miedzy biatkami kolejnych warstw tegumentu oraz oddziatywaniami biatek
tegumentu z btonami i biatkami ostonki wirusowej [35]. Najpierw dodawany jest
tegument wewnetrzny, zawierajgcy biatka oddziatujgce bezposrednio z kapsydem — UL36
oraz UL37 [89]-[91]. Obecnie wcigz niewyjasnione pozostaje, czy wspomniane biatka
dodawane sg w jadrze komdrkowym czy w cytozolu [91]. N-koniec biatka UL36 wigze UL37
oraz biatko zewnetrznego tegumentu — VP16 (UL48), faczac kapsyd z reszty biatek
tegumentu [92], [93]. VP16 oddziatuje z biatkami srodkowego tegumentu — VP11/12
(UL46), VP13/14 (UL47) oraz VP22 (UL49) [90], [93]-[95]. VP22 petni bardzo wazng role
w sieci oddziatywan biatek tegumentu oraz w interakcji tegumentu z btonami. Oddziatuje
ono z biatkiem zewnetrznego tegumentu — UL16 [96], [97], z wirusowymi biatkami
btonowymi — gE, gM oraz gD [96], [98], [99], jak réwniez bezposrednio z btong za
posrednictwem fosfolipidow komaérkowych [100]. Innymi waznymi biatkami w procesie
nabycia ostonki wtérnej sg konserwowane biatka zewnetrznego tegumentu — UL51, UL7
oraz UL14 [101]-[106]. Biatko UL51 oraz inne biatko zewnetrznego tegumentu - UL11 s3
acylowane, co umozliwia im bezposrednig interakcje z btong komérkowg [107]-[109].

Oddziatujg one takze z glikoproteing gE [99], [110]—-[112].

W procesie nabywania ostonki wtdrnej moze rdéwniez braé¢ udziat biatko

kapsydowe — UL37, ktére wykazuje pewng homologie strukturalng do biatek
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komodrkowych regulujgcych proces wewngtrzkomoérkowego transportu do bton [113].

Oddziatuje ono réwniez z kompleksem gK/UL20 [114].

Przed wytworzeniem sieci interakcji z biatkami tegumentu, glikoproteiny
transportowane sg z retikulum endoplazmatycznego do sieci trans aparatu Golgiego,
gdzie ulegajg glikozylacji [115]. Nastepnie transportowane sg one na powierzchnie
komorki, po czym ulegajg endocytozie [116]. Nabycie ostonki wtdérnej zachodzi w sieci
trans-Golgi [117] lub za posrednictwem wczesnych endosoméw [118]. Kapsyd wraz
z tegumentem zostaje optfaszczony ostonkg wtdrng, przy udziale niezbednego dla
transportu biatkowego kompleksu sortujgcego endosomy (z ang. endosomal sorting
complex required for transport, ESCRT) [119]-[121]. W koricowym etapie, w petni
optaszczone wiriony transportowane sg w pecherzykach na powierzchnie komorki

i uwalniane na drodze egzocytozy [72] (Ryc. 6).
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1. Adsorpcja

| 2. Wigzanie receptora |

| 4. Transport kapsydu do jadra |

3. Fuzja btony
komaérkowe;j i ostonki

5. Uwolnienie
genomu do jadra

7. Translacja
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10. Glikozylacja

1{3 6. Transkrypcja:l
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| 9. Sktadanie kapsydow

11. Dodanie
tegumentu

12. Optaszczenie
ostonka wtérna

13. Egzocytoza

—

14. Uwolnienie wirusa
na zewnatrz komarki

Ryc. 6: Podsumowanie cyklu litycznego alfaherpeswiruséw. W ramkach oznaczono kolejne etapy
infekcji litycznej. Na schemacie zilustrowano dwie drogi nabywania ostonki ostatecznej — z sieci trans-
Golgi (pomaranczowe strzatki) oraz z wczesnych endosoméw (niebieskie strzatki). EE — wczesne

endosomy; ER — retikulum srédplazmatyczne; TGN — siec trans-Golgi.
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Latencja

Stan latencji alfaherpeswirusow zachodzi w neuronach czuciowych osrodkowego
uktadu nerwowego. Po infekcji produktywnej w komadrkach nabtonka, wiriony potomne
przedostajg sie do aksondw nerwdéw czuciowych, a nastepnie przy pomocy mikrotubuli,
transportowane sg do ciata komaorki. Jest to tzw. transport aksoplazmatyczny wsteczny
(z ang. retrograde transport), ktdry zachodzi dzieki oddziatywaniu biatek wewnetrznego
tegumentu z dyneing [122]. Gdy genom zostanie uwolniony do jagdra komorki nerwowej,
zostaje aktywowany tryb infekcji latentnej. Genom ulega cyrkularyzacji oraz zwigzaniu
przez  biatka  histonowe, ktére wyciszajg  ekspresje  wszystkich  genow
alfaherpeswirusowych poza transkryptem zwigzanym z latencjg (z ang. latency-associated
transcript, LAT) [123]-[125]. Transkrypt LAT jest jedynym mRNA wirusowym
produkowanym w duzej ilosci w trakcie fazy latentnej infekcji. Jego ekspresja jest silnie
hamowana w trakcie infekcji produktywnej przez wigzanie biatka ICP4 [126]. Czgsteczka
mMRNA LAT podlega procesowi ,splicing”, na skutek ktdrego powstajg stabilne introny,
czesciowo komplementarne do mRNA transaktywatora genow litycznych - ICPO [127]-
[129]. Dojrzaty transkrypt LAT jest réwniez przeksztatcany przez maszynerie komorki do
miRNA lub innych matych czasteczek RNA, ktére mogg epigenetycznie wptywaé na
hamowanie ekspresji gendw cyklu litycznego [129]. Rola oraz doktadny mechanizm
dziatania transkryptu LAT oraz jego pochodnych nie zostata do tej pory doktadnie poznana
[130]. Wiadomo jednak, ze mutanty wirusowe nieprodukujgce LAT przechodzg w stan

latencji znacznie mniej efektywnie niz typ dziki wirusa [131], [132].

Pod wptywem rdéinego rodzaju czynnikdw stresowych, wirus moze ulec
reaktywacji ze stanu latencji [133]-[135]. Po aktywacji Sciezki stresowej w komorce
gospodarza, dochodzi do transkrypcji genéw wirusowych, replikacji genomu oraz
sktadania wiriondw. Nastepnie wiriony transportowane sg z ciata komorki nerwowej do
aksondw, na drodze tzw. transportu aksoplazmatycznego postepujacego (z ang.
anterograde transport). Z aksondéw wiriony przedostajg sie do miejsca infekcji pierwotnej,

co umozliwia dalsze rozprzestrzenianie wirusa na innych gospodarzy [136].
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4.2 Rozprzestrzenianie sie wirusow na drodze bezposredniego transportu

miedzykomorkowego (cell-to-cell spread)

Kluczowym etapem w cyklu replikacyjnym kazdego wirusa jest uwolnienie
wiriondw potomnych i zainfekowanie kolejnych komodrek. Wirusy moga opuszczac
zainfekowang komaérke na kilka sposobéw: (1) poprzez lize komérki, charakterystyczng dla
np. adenowiruséw, reowiruséw, rotawiruséw czy pikornawirusow [137]-[139]; ()
poprzez pgczkowanie bezposrednio z btony komdrkowej, nabywajgc tym samym ostonke,
jak w przypadku wirusa HIV, grypy, paramyksowiruséw oraz pneumowirusow [140]-[142];
() na drodze egzocytozy, charakterystycznej dla herpeswirusow, flawiwirusow oraz
koronawiruséw [72], [143]. Wiele wirusow wyksztatcito wiecej niz jeden mechanizm,
pozwalajgcy na efektywne rozprzestrzenianie sie w organizmie gospodarza. Najlepiej
opisanym mechanizmem zakazania jest wnikanie wiruséw do komodrek od zewnatrz, ze
srodowiska zewngtrzkomoérkowego (z ang. cell-free entry, zwane dalej CFE).

CFE jest typowag drogg infekcji dla wszystkich wiruséw, niezaleznie od obecnosci
lub braku ostonki. Jest to takze droga kluczowa do rozprzestrzeniania sie wirusow
pomiedzy oddalonymi od siebie komdrkami oraz do infekcji kolejnych gospodarzy [143],
[144]. Podstawowg wadg CFE jest ,narazenie” czgstek wirusowych na bariery fizyko-
chemiczne, kinetyczne oraz immunologiczne. Wirusy przemieszczajace sie za
posrednictwem CFE potrzebujg czasu na penetracje btony sluzowej, odnalezienie komorki
docelowej oraz zwigzanie odpowiedniego receptora (lub receptoréwy), co przektada sie na
utrate infekcyjnosci oraz wyeksponowanie na odpowiedz komdrkowg i humoralng uktadu
immunologicznego gospodarza [144].

Aby przezwyciezy¢ powyzej opisane bariery, wirusy rozwinety alternatywng droge
rozprzestrzeniania sie — bezposredni transport miedzykomodrkowy (z. ang. cell-to-cell
spread, zwany dalej CTC). Wirusy wykorzystujgce CTC, sg w stanie infekowaé¢ komorki
sgsiadujgce z  zainfekowanymi, bez wydostawania sie do Srodowiska
zewnatrzkomadrkowego, co czyni te droge infekcji znacznie szybszg niz CFE [145]-[149].
Transmisja wiruséw na drodze CTC moze réwniez zachodzié przez wigzanie specyficznych
receptorow, ktére sg specjalnie rekrutowane do konkretnego miejsca potgczen
komodrkowych, co przektada sie na wiekszg wydajnosc tej drogi infekcji [147], [150], [151].

Kolejng zalety, swiadczacy o szybkosci CTC, jest mozliwos¢ transmisji niekompletnych
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wirionéw, np. ,nagich” kapsydéw wirusowych lub innych elementéw strukturalnych
wirusow, tj. przyktadowo genomu wirusa odry w formie rybonukleoproteiny [152]-[154].

By przedostac sie do kolejnych komérek, wirusy mogg m.in. doprowadzi¢ do
miejscowej fuzji bton komoérki zainfekowanej z komoérkami sgsiadujgcymi, uzywac juz
istniejgcych potaczen komarkowych (np. potaczenia przylegajgce [155], synapsy nerwowe
[156]) Ilub indukowaé¢ powstawanie nowych struktur tgczacych komorki (np.
miedzykomorkowe nanorurki [157]). Wszystkie wymienione struktury umozliwiajg
rozprzestrzenianie sie wirusow w srodowisku zawierajgcym przeciwciata neutralizujgce
[158]-[172].

Transmisja na drodze CTC tgczy sie nierozerwalnie z patogenezg HSV-1, poniewaz
jest to gtowna droga infekcji komérek nabtonkowych oraz nerwowych. Jak juz
wspomniano w podrozdziale 4.1.3, to wtasnie w komdrkach nerwowych wirus przechodzi
w stan latencji, z ktdrego moze sie reaktywowaé, co przektada sie na nieuleczalnos¢
opryszczki pospolitej [155], [173]. Rozprzestrzenianie sie wiruséw za posrednictwem CTC
przyczynia sie rowniez do chronicznej infekcji watroby przez wirusa zapalenia watroby
typu C (z ang. hepatitis C virus, HCV) i opornosci na leki antywirusowe [174]-[177].
Podobnie dla wirusa HIV, zaobserwowano, ze dzieki réznym mechanizmom CTC,
W organizmie powstajg rezerwuary wirusa [178], co takze faczy sie z niepowodzeniem

terapii [179], [180].

4.2.1 Mechanizmy bezposredniego transportu miedzykomoérkowego

W  najnowszej literaturze opisano  dziewie¢  mechanizméw  CTC,

charakterystycznych dla wirusdw zwierzecych [143], [144] (Ryc. 7):

1. Fuzja bton komoérki zainfekowanej z komdrkami sgsiadujgcymi. Tego rodzaju CTC
moze wigzac sie z formowaniem syncytium lub ograniczac sie do miejscowej fuzji,
zachowujgc strukturalng autonomie komérek. Jest to charakterystyczny mechanizm
dla herpeswiruséw [181]—[183], paramyksowirusow [184]-[186] oraz retrowiruséw
[187], [188].

2. Przejscie przez potaczenia komdrkowe. W tym typie CTC, biatka wirusowe oddziatujg

z biatkami komodrki niezainfekowanej w obrebie pofgczen komoérkowych,
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doprowadzajagc do transmisji wirusa. Mechanizm ten zostat opisany dla
herpeswiruséw [189], [190] i HCV [163], [191].

Transport przez synapsy nerwowe. Dojrzate wiriony lub ,nagie” kapsydy przedostajg
sie z zainfekowanego neuronu do przestrzeni synaptycznej, a nastepnie ulegajg fuzji
lub endocytozie do niezainfekowanej komérki nerwowej w obrebie tej samej
synapsy. Ta droga CTC zostata opisana dla rabdowirusow [156], [192],
herpeswiruséw [193], [194] oraz paramyksowirusow [195].

Indukcja tworzenia struktur aktynowych i/lub tubulinowych tgczgcych komorki.
Pokswirusy indukujg powstanie wypustek, zwanych ogonami aktynowymi (z ang.
actin tails), ,wyrastajacych” z komérki zainfekowanej w kierunku komorek
niezainfekowanych. Herpeswirusy doprowadzajg do powstania struktur
zawierajgcych aktyne i tubuline, przenoszgcych wirusa do komodrek sgsiadujgcych
[159], [196], [197]. Asfarwirusy [198], pneumowirusy [166], paramyksowirusy [199]
oraz koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego 2 (z ang. severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) indukujg powstanie filopodiéw
taczacych komorki zainfekowane z niezainfekowanymi [200].

Eksploatacja istniejgcych struktur aktynowych tgczgcych komarki. W tym typie CTC,
wirusy wykorzystujg juz istniejgce filopodia do infekcji komdrek sgsiadujgcych. Ten
mechanizm charakterystyczny jest dla retrowiruséw [150].

Indukcja tworzenia lub eksploatacja miedzykomadrkowych nanorurek (ang. tunneling
nanotubes, TNT). Retrowirusy wykorzystujg istniejgce TNT do szybkiego
rozprzestrzeniania sie miedzy limfocytami T oraz indukujg powstanie TNT
w makrofagach [157]. Do indukcji TNT w zainfekowanych komérkach doprowadzajg
rowniez herpeswirusy [172], [201], wirus grypy, wirus zespotu rozrodczo-
oddechowego $win (z ang. porcine reproductive and respiratory syndrome virus,
PRRSV) [171], wirus krowianki (z ang. vaccinia virus, VV) [202] oraz SARS-CoV-2 [203].
Formowanie synapsy wirusologicznej. Retrowirusy doprowadzajg do polaryzacji
zainfekowanych limfocytéw, tworzenia miejsc kontaktu i wydzielania czgstek
wirusowych w kierunku receptorow niezainfekowanych komdrek [204]-[206].
Mechanizm przypominajacy formowanie synapsy wirusologicznej zostat opisany

rowniez dla HSV-1 w infekcji limfocytow T [207].



8. Transmisja za posrednictwem biofilmu wirusowego. Wiriony wirusa ludzkiej biataczki
z komorek T (z ang. human T-cell leukemia/lymphoma virus, HTLV-1) tworzg bogate
w weglowodany, kolagen i proteoglikany klastry na powierzchni zainfekowanych
limofocytéw T. Do transportu wiriondw dochodzi w miejscu kontaktu klastra
z komérka niezainfekowang [208].

9. Otwarcie poréw btonowych. W infekcji wirusem odry (z ang. measles virus, MeV)
dochodzi do uwolnienia zawartosci cytoplazmy komorki zainfekowanej do komérki

sgsiadujgcej poprzez otwarte pory btonowe [153].

Rozprzestrzenianie sie wiruséw na wyzej opisanych typach CTC zostato do tej pory
udowodnione wytgcznie dla wiruséw ostonkowych [144]. Jedyng drogg infekcji, inng niz
CFE, zidentyfikowang dla wirusow pozbawionych ostonki jest transmisja za
posrednictwem pecherzykow zewngtrzkomorkowych. W tym typie rozprzestrzeniania
sie czastki wirusowe transportowane sg3 w pecherzykach do przestrzeni
zewnatrzkomadrkowej, z ktdrej dostajg sie do niezainfekowanych komorek. Optaszczenie
btonami autofagosomalnymi lub egzosomalnymi daje czgstkom wirusowym czesciowa
ochrone przed przeciwciatami neutralizujgcymi. Ten mechanizm zostat opisany dla
enterowiruséw [209], w tym wirusa polio [210], rotawirusdw [211], norowirusa [211],
wirusa zapalenia watroby typu A (z ang. hepatitis A virus, HAV) [212] oraz ostonkowego

HCV [213].
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Cytoplazma komorki ulegajacej infekcji poprzez CTC

o
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Fuzja bton Przejscie przez Transport Indukcja Eksploatacja
istniejgcych

potaczenia przez synapsy tworzenia
komaérkowe nerwowe struktur struktur
aktynowych aktynowych
lub
tubulinowych
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Cytoplazma komdrki ulegajacej infekcji poprzez CTC
Indukcja Formowanie Transmisja Otwarcie poréw
tworzenia lub synapsy przez biofilm btonowych
eksploatacja wirusologicznej wirusowy
TNT

Ryc. 7: Mechanizmy CTC. W z6ttych prostokatach oznaczono drogi CTC charakterystyczne dla
alfaherpeswiruséw. W szesciokagtach oznaczono przyktadowe wirusy rozprzestrzeniajgce sie danym
typem CTC. Mate, zielone szesciokaty oznaczajg ,nagie” kapsydy wirusowe, zielone szesciokaty
w fioletowych okregach — czastki wirusowe optaszczone ostonky, rézowe kota — pecherzyki
synaptyczne. Rozwiniecie nazw skrétowych wiruséw znajduje sie w wykazie skrotéw.
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4.2.2 Cell-to-cell spread alfaherpeswiruséw

Jedna z najwczesniejszych definicji cell-to-cell spread odnosita sie do
niezaktdconego rozprzestrzeniania sie alfaherpeswiruséw w sSrodowisku przeciwciat
neutralizujgcych [160]. Dla tej podrodziny opisano sze$¢ z dziewieciu znanych
mechanizmoéw CTC (Ryc. 7). Najwazniejszg role w tym typie transmisji petnig glikoproteiny
ostonkowe wiruséw. Odpowiedzialne za wejscie do komérki - gB, gD, gH/glL zaangazowane
sg w fuzje bton komorki zainfekowanej z sasiadujgcg. Wspdtpraca powyzszych
glikoprotein z kompleksem gE/gl jest kluczowa do rozprzestrzeniania sie przez synapsy
nerwowe. Kompleks gE/gl jest odpowiedzialny réwniez za rozprzestrzenianie sie
alhaherpeswirusow przez potaczenia komdrkowe. Poza glikoproteinami, wielofunkcyjna
kinaza US3 petni wazng role w indukcji tworzenia struktur bogatych w aktyne i tubuline
oraz TNT. W tabeli 2 zestawiono typy CTC charakterystyczne dla przyktadowych
alfaherpeswiruséw wraz z biatkami wirusowymi zaangazowanymi w dany rodzaj

transmisji.

Tab. 2: Cell-to-cell spread przyktadowych alfaherpeswirusow.

Wirus Biatka CTC Typy CTC
Fuzja bton [214] ;
Przejscie przez potaczenia komdrkowe [155], [215], [216];
HSV-1 gB, &b, gH, gL, Przejscie przez synapsy nerwowe [217];
gE/gl, US3, US9
Indukcja tworzenia struktur aktynowych [218];
Formowanie synapsy wirusologicznej [207].
Fuzja bton [183], [219] ;
VzZV | gB, gH, gL, gE Przejscie przez potgczenia komdrkowe [220];
Przejscie przez synapsy nerwowe [221].
Fuzja bton [222];
Przejscie przez potgczenia komdrkowe [223];
PRV ﬁi’fbfg" gt/el, Przejscie przez synapsy nerwowe [224];
Indukcja tworzenia struktur aktynowych [159];
Indukcja tworzenia TNT [168].
Przejscie przez potgczenia komdrkowe [225]-[227];
BHV-1 gB, gD, gG, gH, gL, | Przejscie przez synapsy nerwowe [228];
gE/gl, US3, US9 Indukcja tworzenia struktur aktynowych [197];
Indukcja tworzenia TNT [172].
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Przejscie przez potaczenia komdrkowe

Potgczenia komdrkowe ztozone sg z biatek przezbtonowych réznego typu, ktorych
gtéwng funkcjg jest zachowanie integralnosci tkanki oraz uszczelnienie miejsc kontaktu
komodrek nabtonkowych, ograniczajgc wymiane substancji drobnoczgsteczkowych.
Istniejg trzy typy takich potgczen: potgczenia Sciste, inaczej zamykajace (z ang. tight
junctions, TJ), potaczenia przylegajgce (z ang. adherent junctions) oraz desmosomy.
Potgczenia $ciste stanowig granice pomiedzy strong wierzchotkowg (inaczej apikalng) oraz
podstawno-boczng (inaczej bazo-lateralng) komdrek nabtonka [144]. Jest to tzw.
polaryzacja bftony komoérkowej, ktéra umozliwia sortowanie komponentow

komodrkowych, w zaleznosci od specyficznego sygnatu, na konkretng jej strone.

Herpeswirusy sg jedng z najlepiej poznanych rodzin wiruséw wykorzystujgcych
potgczenia komdrkowe do infekcji na drodze CTC [189], [190]. Zostato udowodnione, ze
czastki wirusowe sg preferencyjnie sortowane na powierzchnie podstawno-boczng btony,
w miejsca potaczen komaérkowych (Ryc. 8). Kluczowg role w tym procesie petni kompleks
glikoprotein gE/gl, a konkretnie domena cytozolowa gE [99], [155], [215]. Mutanty
posiadajgce delecje gendw kodujgcych gE/gl formujg znacznie mniejsze tysinki wirusowe
w poréwnaniu do typu dzikiego wirusa w hodowlach in vitro [155], [220], [223], [225], jak
rowniez powodujg mniejsze uszkodzenia nabtonka rogéwki krélikéw i myszy [155].
Barwienie immunofluorescencyjne wykazato, iz kompleks gE/gl kolokalizowat ze
znajdujacy sie w potaczeniach przylegajacych B-katening. Nie wykazano natomiast

kolokalizacji z komponentami potfgczen scistych (np. biatkiem Z20-1) [215].
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HEC-1A-gE-

Ryc. 8: Rola biatka gE w sortowaniu wirionéw HSV-1 do potaczen komaérkowych w spolaryzowanych
komérkach linii HEC-1A. (A. i B.) Wiriony HSV-1 WT zlokalizowane w obrebie potgczern komdrkowych i
na powierzchni podstawnej komorek; (C. i D.) Wiriony pozbawionego gE rekombinanta HSV-1 (gE’)
zlokalizowane w wiekszosci na powierzchni wierzchotkowej komérek. Obrazowanie w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym wykonano po 16-18 hpi. Zaadaptowano z Johnson i wsp. 2001 [229].

Fuzja bton

Rozprzestrzenianie sie wiruséw na drodze fuzji bton zachodzi zwykle wtedy, gdy
biatka odpowiedzialne za wnikanie wiruséw do komérki znajdujg sie w miejscu kontaktu
komorki zainfekowanej z komodrkami sgsiadujgcymi, np. na powierzchni podstawno-
bocznej komdrek nabtonkowych. Fuzja bton moze skutkowac¢ formowaniem syncytiow.
W obrebie syncytium znajduje sie zwykle wiele jagder komédrkowych i dochodzi do
catkowitego potaczenia cytoplazmy komorek. Umozliwia to szybkie postepowanie infekcji
i eliminuje etap sktadania wiriondw potomnych, tj. optaszczania ostonkag ostateczna.
Herpeswirusy mogg indukowaé powstawanie syncytiow zaréwno in vitro jak i in vivo.
W przypadku wirusa HSV-1, CTC na drodze fuzji bton wymaga skoordynowanej wspdtpracy
glikoprotein gB, gD, kompleksu gH/gL oraz interakcji gD z nektyng 1 na powierzchni
komorki sgsiadujgcej [181], [230], [231]. Formowanie syncytium przez izolaty kliniczne
HSV-1 w hodowlach in vitro jest bardzo rzadko obserwowane i przypisuje sie je raczej
adaptacji wirusa do namnazania w konkretnej linii komoérkowej [144]. W przeciwienstwie
do HSV-1, wszystkie izolaty kliniczne wirusa VZV formujg syncytium w hodowlach
komodrkowych [183]. Fuzja bton w przypadku infekcji VZV, zachodzi albo za
posrednictwem kompleksu gH/gL albo gE i gB [183], [219]. Powstanie syncytium jest

zalezne od typu komodrek, w ktérych namnaza sie konkretny wirus. Przyktadowo, wirus
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PRV indukuje formowanie syncytidw w komdrkach bydlecych, ale nie tworzy ich

w komorkach nabtonkowych nerki swini (PK15) (Ryc. 9) [232].

Ryc. 9: Formowanie syncytiow przez wirusa PRV. W komdrkach PK15, wirus PRV tworzy tysinki.
W komodrkach MDBK oraz GBK indukuje powstawanie syncytiow komorek zainfekowanych. Komarki
zostaty zainfekowane fluorescencyjnym mutantem PRV, obrazowanie w mikroskopie
fluorescencyjnym wykonano 24 hpi. GBK — z ang. Georgia Bovine Kidney, MDBK — z ang. Madin-Darby
Bovine Kidney, PK15 — z ang. Porcine Kidney-15. Zaadaptowano z: Ambrosini i Enquist, 2015 [232].

Przejscie przez synapsy nerwowe

Jak juz opisano w podrozdziale 4.1.3, herpeswirusy sg zdolne do infekcji nerwow
czuciowych, by ustanowi¢ w nich stan latencji. Waznymi biatkami dla neurotropizmu
herpeswiruséw sg gB, kompleks glikoprotein gE/gl oraz gD. Pomimo mnogosci publikacji
naukowych, wcigz istniejg pewne kontrowersje dotyczgce formy wiriondw potomnych
transportowanych wzdtuz aksonéw komorek nerwowych [233]. Jedna z teorii méwi, iz
wzdtuz aksondw transportowane sg dojrzate czastki wirusowe zamkniete w pecherzykach
komodrkowych (tzw. z ang. married model). Druga teoria zaktada, ze kapsydy wirusowe
transportowane sg niezaleznie od glikoprotein ostonkowych, a do ich optaszczenia
ostonkg dochodzi w obrebie synapsy nerwowej (tzw. z ang. separate model). Obecnie
wiekszos$¢ naukowcdw przychyla sie do teorii ,married model”. Niezaleznie od miejsca
sktadania wiriondw potomnych w neuronach, alfaherpeswirusy sg sortowane do

zakonczen aksondw, po czym rozprzestrzeniajg sie z komodrki presynaptycznej do

postsynaptycznej w obrebie synapsy nerwowe] [136], [234]-[237]. Proces sortowania
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wiriondw potomnych nie zostat doktadnie poznany, jednak wiadomo, iz kluczowg role

w nim petni kompleks gE/gl oraz US9 [238]-[245].

Rozprzestrzenianie sie herpeswirusdw moze takze zachodzi¢ poprzez zgrubienia
aksonu (z ang. variciosities) bezposrednio do komérek sgsiadujgcych (Ryc. 10), zaréwno
nerwowych, jaki i innego typu [246], [247]. Indukcja formowania zgrubien aksonow
zostata opisana w infekcji wirusem PRV oraz HSV-1 [248]. Za kluczowe w tym procesie

uwaza sie oddziatywanie glikoproteiny gD z nektyng 1 [247].

Komorki nieinfekowane PRV WT

Ryc. 10: Indukcja tworzenia zgrubien aksonow (z ang. varicosities) w komérkach nerwu tréjdzielnego
swini, zainfekowanych PRV. Barwione immunofluorescencyjnie preparaty obrazowano we
fluorescencyjnym mikroskopie konfoklanym po 24 hpi. Czerwony: neurofilamenty; zielony: PRV.
Biatymi strzatkami oznaczono zgrubienia aksonu. Skala: 20 um. Zaadaptowano z: De Regge i wsp. 2006
[2471].

Indukcja tworzenia struktur aktynowych

Wirusy HSV-1, PRV oraz BHV-1 modyfikujg cytoszkielet, co skutkuje formowaniem
dtugich, zawierajacych aktyne potgczen komodrkowych, zwanych wypustkami (z ang.
protrusions) [159], [196], [197], [218]. Wypustki tgczg komdrki zainfekowane
z sgsiadujgcymi, umozliwiajgc szybkie rozprzestrzenianie sie wirusa w Srodowisku
przeciwciat neutralizujgcych. W przypadku PRV oraz BHV-1 kluczowg role w tym procesie
petni kinaza US3 [159], [197] (Ryc. 11). Do rearanzacji cytoszkieletu dochodzi zaréwno
w komodrkach infekowanych, transfekowanych plazmidem kodujgcym gen us3 oraz
transdukowanych rekombinowanym bakulowirusem kodujgcym gen tej kinazy. Punktowa
mutacja w centrum katalitycznym US3 (K282A) catkowicie hamuje formowanie wypustek

w komaérkach transdukowanych rekombinowanym bakulowirusem [197].
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Poza formowaniem wypustek, wirus HSV-1 indukuje réwniez tworzenie filopodiow
[249]. Filopodia sg to wystajgce na zewnatrz komodrek, cytoplazmatyczne struktury,
o srednicy ok. 0,1 do 0,3 um. Wypetniajg je réwnolegle utozone wigzki F-aktyny [250].
Filopodia zaangazowane sg w migracje komadrek, proces gojenia, adhezje do macierzy
zewngatrzkomaérkowej oraz CTC [250], [251]. HSV-1, tak jak inne wirusy wykorzystujgce tg
strukture komadrkowg do CTC, przemieszcza sie po powierzchni filopodidw — jest to tzw.
surfing wirusowy (z ang. viral surfing). Indukcja tworzenia nowych filopodidw zostata
opisana dla infekcji komdrek nerwowych i zachodzi ona zaréwno w obrebie dendrytdw,

aksonu, jak i ciata komorki [249].

A. US3 PRV Aktyna Ztozenie

US3 BHV-1 Aktyna

Ryc. 11: Indukcja tworzenia wypustek w komaérkach transfekowanych plazmidem kodujgcym US3
PRV i transdukowanych rekombinantem bakulowirusowym kodujgcym US3 BHV-1. (A) Komérki linii
ST zostaty transfekowane wektorem zawierajgcym gen us3 wirusa PRV pod kontrolg promotora do
ekspresji gendw w komérkach ssaczych. Barwione immunofluorescencyjnie preparaty obrazowano we
fluorescencyjnym mikroskopie konfoklanym 24 h po transfekcji. Biatymi strzatkami oznaczono
wypustki komoérkowe. Zielony: US3, czerwony: aktyna. Skala: 10 um. Zaadaptowano z Favoreel i wsp.
2005 [159]. (B) Komorki linii KOP zostaty transdukowane rekombinantem bakulowirusowym
kodujagcym gen us3 wirusa BHV-1. Barwione immunofluorescencyjnie preparaty obrazowano we
fluorescencyjnym mikroskopie konfoklanym 24 h po transdukcji. Zielony: US3, czerwony: aktyna.
Zaadaptowano z: Brzozowska i wsp. 2010 [197].

Indukcja tworzenia TNT

Wykorzystanie miedzykomdrkowych nanorurek, jako nowej drogi CTC zostato po
raz pierwszy opisane przez Rustom i wsp. w 2004 roku [252]. TNT to cienkie, wydtuzone
struktury wystajgce z btony komdrkowej, ktdre tgczg oddalone od siebie komorki, w celu
transferu m. in. organelli, jonéw, biatek oraz miRNA. Srednica TNT to ok. 50 do 200 nm.

Na podstawie zawartosci oraz srednicy, wyrdzniono dwie klasy TNT — cienkie oraz grube
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[253]. Cienkie TNT zazwyczaj zbudowane sg jedynie z F-aktyny (nie zawierajg mikrotubuli),
a ich drednica nie przekracza 0,7 um. Natomiast grube TNT zawierajg zaréwno
mikrotubule jak i filamenty F-aktynowe oraz majg srednice powyzej 0,7 um. Organelle
takie jak mitochondria, lizosomy czy peroksysomy zostaty zaobserwowane jedynie
w grubych TNT [143]. Obydwa typy TNT mogg zawiera¢ biatka motoryczne — miozyne Va
i/lub miozyne X [252], [254]. Sugeruje sie, iz funkcjag miozyny Va jest transport
pecherzykéw endocytarnych w TNT [252], podczas gdy miozyna X zaangazowana jest w
proces formowania TNT [255]. Poza miozyng, grube TNT mogg ponadto zawierac kinezyne
-1 oraz dyneine [253], [256]. W odrdznieniu od filopodidw, TNT mogg miec otwarte korice,
tworzac tunel pomiedzy potaczonymi przez nie komdrkami, nie przylegajg do podtoza oraz

sg dtuzsze —do 150 um [257].

Obecnie istniejg dwa, niewykluczajgce sie modele mechanizmu formowania TNT.
Pierwszy model zaktada, ze TNT sg pochodng struktur przypominajacych filopodia, ktore
ulegajg wydtuzeniu i przytaczeniu do komérki sagsiadujgcej, po czym dochodzi do
roznicowania ich w TNT [252]. Natomiast w drugim modelu, TNT sg pochodng potfaczenia
dwdch komorek, ktére oddality sie od siebie, pozostawiajgc cienka ,nitke”, wydtuzang

wraz z ruchem komoérek [157], [258].

Komorki formujg TNT zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i pod wptywem
czynnikdw stresowych, tj. m. in. stres oksydacyjny, gtodzenie, hiperglikemia, stan zapalny,
naswietlanie UV, niskie pH czy hipoksja [259]-[262]. Sugeruje to, ze w specyficznych
warunkach, formowanie TNT moze by¢ czescig mechanizmu odpowiedzi na stres, w ktorej
dochodzi do wymiany czasteczek oraz transferu energii pomiedzy uszkodzonymi

a zdrowymi komadrkami [201].

Indukcja formowania TNT lub struktur TNT-podobnych zostata opisana dla
alfaherpeswiruséw PRV [159], [168], [263], BHV-1 [172], [197], HSV-1 [218], HSV-2 [264]
oraz BHV-5 [265]. Za struktury TNT-podobne, Jansens i wsp. uznajg opisane wczesniej w
tym podrozdziale wypustki [168], [201]. W komérkach infekowanych wirusem PRV oraz
BHV-1, TNT zawieraty dojrzate czastki wirusowe, poruszajgce sie w kierunku komarek
niezainfekowanych, w obecnosci przeciwciat neutralizujgcych [168], [172]. Wg Jansens

i wsp., TNT formowane przez PRV sg strukturami zamknietymi oraz bardzo stabilnymi, co
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ttumaczone jest obecnoscig mikrotubuli oraz B-kateniny i E-kadheryny w miejscu kontaktu
TNT z komédrkg docelowg [168]. Dojrzate wiriony PRV transportowane sg w pecherzykach
wewngatrz TNT i uwalniane na drodze egzocytozy do komédrek akceptorowych [168].
W przypadku wirusa BHV-1, TNT sg strukturami otwartymi, stanowigcymi tunel pomiedzy
taczagcymi je komodrkami [172]. Ponadto charakteryzujg sie one matg stabilnoscig
i wrazliwoscig na warunki utrwalania chemicznego komorek, co swiadczy o przejsciowej
naturze tych struktur [172]. W przypadku wirusow HSV-1 [218], HSV-2 [264] oraz BHV-5

[265] stwierdzono wystepowanie jedynie struktur TNT-podobnych.

Podobnie jak w przypadku wypustek, przy formowaniu TNT réwniez kluczowa role
petni kinaza US3. Proces ten nie zostat jeszcze doktadnie poznany, ale
najprawdopodobniej US3 wptywa na kontrolujgcy dynamike aktyny szlak sygnalizacji
GTPaz Rho poprzez jednoczesng aktywacje Cdc42/Racl i hamowanie RhoA [263], [266],
[267].

Ztozenie

Ryc. 12: Indukcja tworzenia TNT w komdrkach infekowanych BHV-1 i PRV. (A.) Komorki linii KOP
zostaty zainfekowane wirusem BHV-1 WT. Barwione immunofluorescencyjnie preparaty obrazowano
we fluorescencyjnym mikroskopie konfoklanym po 12 hpi. Zielony: BHV-1, czerowny: F-aktyna,
niebieski: jadro komodrkowe. Zaadapotowano z: Panasiuk i wsp. 2018 [172]. (B.) Komérki linii ST
zainfekowano wirusem PRV WT. Barwione immunofluorescencyjnie preparaty obrazowano we
fluorescencyjnym mikroskopie konfoklanym po 7 hpi. Czerwony: PRV, zielony: a-tubulina, cyjan: jadro
komorkowe. Zaadaptowano z: Jansens i wsp. 2017 [168].

40



Formowanie synapsy wirusologicznej

Synapsa wirusologiczna (z ang. virological synapse, VS) jest wyspecjalizowang
strukturg, umozliwiajgcg rozprzestrzenianie sie wirusow limfotropowych na drodze CTC.
Pod wzgledem budowy, VS przypomina synapse immunologiczng. Charakteryzuje sie
obecnoscig duzej ilosci integryny a-L oraz jej ligandéw [204]. W odrdznieniu od synapsy
immunologicznej, w strukturze VS brakuje regionu bogatego w receptor CD3 [268], [269].
Mechanizm przypominajgcy formowanie synapsy wirusologicznej zostat opisany dla HSV-
1 w infekcji limfocytéw CD4+ oraz CD8+ bezposrednio z wczesniej zainfekowanych
fibroblastéw [207]. W miejscach kontaktu limfocytéw z infekowanymi fibroblastami
zaobserwowano nagromadzenie LFA-1 (Ryc.13). W badaniach Aubert i wsp. dowiedziono,
iz taka droga infekcji limfocytéw wirusem HSV-1 jest znacznie bardziej efektywna niz CFE.
Rozprzestrzenianie sie HSV-1 za posrednictwem VS zachodzi niezaleznie od kompleksu
gE/gl. Natomiast gtéwna role w tym procesie petni biatko gD wraz ze swoimi receptorami
komodrkowymi [207]. CTC za posrednictwem VS ulegato zahamowaniu przez przeciwciata

skierowane przeciwko LFA-1 lub gD [207].

Aktywowany LFA-1 HSV-1 VP26-GFP Ztozenie

Ryc. 13: Transmisja wirusa HSV-1 z fibroblastow do limfocytow za posrednictwem synapsy
wirusologicznej. Stymulowane fitohemaglutyning limfocyty inkubowano z fibroblastami infekowanymi
mutantem fluorescencyjnym HSV-1 VP26-GFP. W miejscu kontaktu komérek widoczne nagromadzenie
aktywowanego LFA-1 (czerwony) oraz kapsydow HSV-1 (zielony). Na niebiesko wyznakowano jadra
komorkowe. Obserwacje barwionych immunofluorescencyjnie preparatow przeprowadzono we
fluorescencyjnym mikroskopie konfokalnym po 1 h inkubacji. Zaadaptowano z: Aubert i wsp. 2009
[207].
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4.3 Bydlecy herpeswirus typu 1

4.3.1 Choroby i profilaktyka

Bydlecy herpeswirus typu 1 (BHV-1, Bo-HV-1) infekuje bydto domowe oraz wolno
zyjgce na catym Swiecie, przynoszgc znaczne straty ekonomiczne w chowie i hodowli
zwierzat [270]. Jest to czynnik etiologiczny w dwdch zespotach chorobowych - zakaznym
zapaleniu nosa i tchawicy bydta (z ang. infectious bovine rhinotracheitis; IBR) oraz
w otrecie bydta (u samic — z ang. infectious pustular vulvovaginitis; IPV; u samcow - z ang.
infectious pustular balanoposthitis; IPB). Infekcja BHV-1 jest szczegdlnie niebezpieczna dla
nowonarodzonych cielgt. W takim przypadku moze dojs¢ do zakazenia wielonarzagdowego

[271]-[274], prowadzgcego do smierci zwierzecia w ciggu czterech do pieciu dni [272].

Przebieg zakazenia wirusem BHV-1 w stadzie jest zalezny od wielu czynnikéw.
Znaczenie ma tutaj przede wszystkim szczep wirusa [275], kondycja uktadu
odpornosciowego zwierzat, wiek, pte¢ [276], [277], zageszczenie zwierzgt w stadzie [278]
oraz wspotistniejgce infekcje na tle bakteryjnym. Czesto pojawiajg sie takze infekcje
asymptomatyczne. Brak objawdéw klinicznych moze by¢ zwigzany z infekcjg szczepem
o obnizonej wirulencji [275] lub odpornoscig swoistg pochodzgcg z przeciwciat mleka

matki, pozwalajgca na znaczne ztagodzenie przebiegu choroby [271], [279].

Zakazenie BHV-1 szerzy sie przez kontakt bezposredni, ptciowy lub drogg
kropelkowga. Do infekcji moze dojs¢ réwniez poprzez niewysterylizowane odpowiednio
narzedzia i sprzet wykorzystywane do obstugi zwierzat. Tak jak dla wszystkich
alfaherpeswiruséw, takze dla BHV-1 charakterystyczne jest przejscie w stan latencji
w nerwach czuciowych [272]. Zwierzeta pozostajg nosicielami wirusa i Zrédtem zakazenia
przez cate zycie, co powoduje nawroty infekcji w stadach przez wiele lat. Uaktywnieniu sie
wirusa BHV-1 sprzyjajg czynniki stresogenne, tj. transport [280], obnizenie odpornosci,

poréd [281], niekorzystne warunki mikroklimatyczne czy zmiana zywienia.

Na podstawie analizy genomowej oraz antygenowej wyrdznia sie trzy podtypy
bydlecego herpeswirusa typu 1 - BHV-1.1, BHV-1 1.2a oraz BHV-1.2b [282], [283]. Przez
wiele lat przebieg choroby tgczony byt z infekcjg konkretnym podtypem BHV-1. Podtyp
1.1 infekuje zwykle drogi oddechowe bydta. Natomiast podtypy 2a oraz 2b s3 izolowane

gtéwnie z owrzodzen narzgddéw rozrodczych. Jednak obecnie juz wiadomo, ze obraz
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kliniczny infekcji nie moze wskazywac jednoznacznie na podtyp wirusa. Eksperymentalnie
potwierdzono, ze zaréwno podtyp 1 moze zakazac genitalia [284], [285], jak i 2a jest
zdolny do infekcji drog oddechowych [286]. W odrdznieniu od podtypu 2b, infekcje
podtypem 1 i 2a wigzg sie z pojawieniem ciezkich objawdw chorobowych, w tym takze

zakazeniem ptodu oraz poronieniami [287]-[290].

Wystepowanie IBR oraz IPV/IPB w Europie jest bardzo zréznicowane. Za obszary
wolne od tych choréb Komisja Europejska uznata Danie, Austrie, Finlandie, Szwecje oraz
prowincje Bolzano we Wtoszech [291]. Jednostki chorobowe powodowane przez BHV-1
byty tam zwalczane poprzez likwidacje wszystkich zwierzat zakazonych wirusem, co byto
mozliwe ze wzgledu na nieznaczny odsetek zakazonych zwierzat. W krajach o duzej ilosci
zakazen, tj. Hiszpania czy Niemcy, realizowano program zwalczania infekcji szczepieniami.
Stosowano tzw. szczepionki markerowe, oparte na zywym atenuowanym wirusie BHV-1,
pozbawionym genu kodujgcego glikoproteine gE. Biatko gE w duzym stopniu odpowiada
za rozprzestrzenianie sie wirusa na drodze CTC zarowno w komdrkach nabtonkowych, jak
i nerwowych, tak wiec BHV-1 pozbawiony gE jest znacznie mniej zjadliwy niz szczep
terenowy. Dodatkowo, mozliwe jest rozrdznienie zwierzgt zakazonych i szczepionych na
podstawie obecnosci lub braku przeciwciat anty-g obecnych w surowicy (z ang.
Differentiating infected from vaccinated animals, DIVA) [292]. Szczepionki oparte na
inaktywowanym BHV-1 sg réwniez stosowane, jednak wykazano, Zze zaszczepienie zywym
wirusem daje efektywniejszg ochrone [293]. Najwiekszg skutecznos¢, rozumiang przez
najwyzszy stopien stymulacji odpowiedzi komérkowej i humoralnej, ma zaszczepienie
zwierzat kombinacjg wirusa zywego z inaktywowanym [294]. Ostatnie badania pokazujg
rowniez, ze zaszczepienie ciezarnych krow indukuje swoistg odpornos¢ bierng u cielgt do

180 dnia po porodzie [295].

W Polsce choroby powodowane przez BHV-1 nie podlegaja obowigzkowi
zwalczania. Prowadzony jest monitoring bierny i czynny zakazen w populacji zwierzat

wrazliwych.

Poza powyzszymi jednostkami chorobowymi, BHV-1 moze przyczynic sie takze do
rozwoju groznego zespotu oddechowego bydta (ang. Bovine Respiratory Disease Complex,
BRDC), zwanego rowniez enzootyczng bronchopneumonig bydta lub gorgczka

transportowg [296], [297]. Pierwotne zakazenie wirusowe powoduje immunosupresje, co
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prowadzi do wtdérnych zakazen bakteryjnych, a w konsekwencji do zapalenia ptuc,
skutkujgcego trwatym chartactwem lub $miercig zwierzgt. BRDC stanowi bardzo duzy

problem ekonomiczny w hodowli bydta zaréwno w Polsce, jak i na swiecie [298].

4.3.2 BHV-1 jako model do badan

Poza opisanym w poprzednim rozdziale aspektem weterynaryjnym, BHV-1 jest
rowniez bardzo dobrym modelem do badan mechanizméw modyfikacji srodowiska
komodrkowego przez alfaherpeswirusy. Posiada on wiele cech wspdlnych zaréwno
w morfologii, jak i przebiegu infekcji z herpeswirusami ludzkimi (HSV-1, VZV) oraz
patogenami zwierzgt domowych (PRV). Jak juz wspomniano, ma on bardzo waski zakres
gospodarzy, ograniczony gtownie do bydta, a wiec nie infekuje on ludzi ani zwierzat
domowych, co znacznie utatwia prace laboratoryjna.

Ponadto BHV-1 moze by¢ potencjalnie stosowany jako wirus onkolityczny
o szerokim spektrum zastosowania terapeutycznego [299]. Wirusy onkolityczne (z ang.
oncolythic viruses, OVs) doprowadzajg do selektywnej lizy komdorek nowotworowych,
jednoczesnie nie namnazajac sie w zdrowych komoérkach. Terapia oparta o wirusy
onkolityczne stanowi korzystng alternatywe do istniejagcych metod leczenia, gtdwnie ze
wzgledu na ograniczong toksycznos$é. Chociaz efektywnos$é dziatania wirusow ludzkich
jako OV zostata zaobserwowana w prébach klinicznych, odpornos$é nabyta stanowi bariere
w ich zastosowaniu terapeutycznym [300]. W zwigzku z tym atrakcyjng alternatywe
stanowi uzycie wiruséw zwierzecych, w tym BHV-1. Replikacja oraz namnazanie BHV-1
w zdrowych komdrkach ludzkich jest bardzo mocno ograniczona [301]. Natomiast, na
infekcje BHV-1 pozostajg wrazliwe ludzkie komadrki transformowane nowotworowo lub
immortalizowane [301]. W celu oszacowania potencjatu onkolitycznego BHV-1,
przeprowadzono wysokoprzepustowy screening replikacji wirusa i cytotoksycznosci na
panelu 60 nowotworowych linii komdrkowych, w tym m. in. komodrek czerniaka,
nowotwordw ptuc, piersi, jajnikdw, prostaty, nerek i biataczek. Ponad 72% linii
komodrkowych z tego panelu okazato sie byé permisywne dla infekcji BHV-1, co
korespondowato z obnizeniem zywotnosci komoérek nowotworowych [302]. Obecnie nie
sg znane determinanty komorek nowotworowych warunkujgce permisywnosé¢ dla BHV-1.

Wiadomo jednak, ze wrazliwos¢ na BHV-1 nie jest zwigzana z zaburzeniami sygnalizacji
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interferonu typu | [301]. Potencjalnym czynnikiem warunkujgcy permisywnosé¢ komaorek
nowotworowych na BHV-1 mogg by¢ mutacje w biatku KRAS [302], nadekspresja biatka
nektynopodobnego-5 (z ang. nectin-like protein 5, Necl-5) na powierzchni komédrek
nowotworowych [303], [304] czy redukcja ilosci deacetylaz histonowych w trakcie infekcji,

prowadzgca do zniszczert DNA w komédrkach nowotworowych [305].

4.3.3 Porownanie budowy i cyklu replikacyjnego BHV-1 do innych alfaherpeswiruséw

BHV-1 nalezy do rodzaju Varicellovirus. Charakteryzuje sie typowag dla
alfaherpeswiruséw budowa. Posiada genom w postaci linowego dsDNA, kapsyd o symetrii
ikozaedralnej z otaczajgcymi go biatkami tegumentu i ostonkg z zakotwiczonymi
glikoproteinami [306] (Ryc. 2). Genom BHV-1 nalezy do klasy D, ma dtugos¢ ok. 135-140
kpz, z czego segment UL stanowi ok. 104 kpz a segment US ok. 10 kpz [307]. Segmenty
rozdzielone sg przez sekwencje powtérzeniowe — IR oraz TR (Ryc.3). Zawartos¢ par GC to
Srednio 72% [272]. W sekwencji genomu wyrézniono 67 unikatowych otwartych ramek
odczytu (z ang. open reading frame, ORF) oraz dwie zduplikowane [307]. Metodg
spektrometrii masowej wraz z mapowaniem proteogenomicznym, potwierdzono
ekspresje z 57 ORF oraz odkryto wiele peptyddw nieprzypisanych do zadnej z wczesniej
zidentyfikowanych ramek odczytu, w tym takze nowe biatko ORF-A, wielkosci 55 kDa
[308].

Genom BHV-1 koduje dziewiec glikoprotein — gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gL, gK oraz
UL 49.5, tzw. ,fatszywg glikoproteine”, ktéra u BHV-1, w odréznieniu od innych
alfaherpeswiruséw, nie wystepuje w formie glikozylowanej [309].

Podobnie jak w przypadku innych alfaherpeswirusdw, produktywna infekcja
BHV-1 prowadzi do powstania duzej ilosci wiriondw potomnych, rozprzestrzeniajgcych sie
w obrebie organizmu i na kolejnych gospodarzy. Inicjacja infekcji zachodzi w komérkach
nabtonkowych, poprzez oddziatywanie gC z proteoglikanami. Glikoproteina gC BHV-1,
w odrdznieniu od jej homologa w VZV [310], nie jest jednak konieczna do infekcji zaréwno
in vitro jak i in vivo [311]. Nastepnie, tak jak w przypadku PRV i HSV-1, dochodzi do
zwigzania receptora komorkowego przez gD. Obecnie wyrdznia sie trzy klasy takich
receptorow: (I) nektyny i biatka Necl; (1) HVEM (z ang. herpesvirus entry mediator) oraz

(1) 3-O-sulfonowane pochodne siarczanu heparanu (3-OST HS) [56]. Najczesciej
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wykorzystywanym przez alfaherpeswirusy receptorem jest nektyna-1. Oddziatujg z nig
homologi gD BHV-1, HSV-1, PRV oraz HSV-2 [312]—[314]. Biatko gD BHV-1 wykazuje dos¢
stabe powinowactwo wzgledem nektyny-1, w poréwnaniu do jego homologéw w HSV-1
i PRV, co moze sugerowac uzycie innego receptora w trakcie infekcji [313], [315]. Kolejnym
receptorem umozliwiajgcym wnikanie BHV-1 i PRV do komorek jest receptor wirusa polio
(Necl-5 lub CD155) [312]. Ten receptor nie jest jednak wykorzystywany przez wirusa HSV-
1. Dwie pozostate klasy receptorow uzywane sg przez wirusy HSV-1 (HVEM i 3-OST HS)
[316]-[318] i HSV-2 (HVEM) [56].

Po infekcji produktywnej w komérkach nabtonkowych, zaréowno HSV-1 jak i BHV-1
przechodzg w stan latencji w zwojach nerwdw czuciowych osrodkowego uktadu
nerwowego [124], [319], [320]. Infekcja latentna BHV-1 ograniczona jest do ekspresji genu
LR (z ang. latency related gene). W odrdznieniu od latencji HSV-1, podczas ktorej
produkowane sg tylko transkrypt LAT i miRNA (Podrozdziat 4.1.3), w przypadku BHV-1
w trakcie latencji pojawia sie tez biatko ORF2, bedgce produktem genu LR [321].
Reaktywacja BHV-1 ze stanu latencji, tak jak u innych alfaherpeswiruséw, zachodzi

gtéwnie pod wptywem czynnikdw stresowych [320], [322].

4.3.4 Bezposredni transport miedzykomoérkowy wirusa BHV-1

Dla wirusa BHV-1 do te]j pory zdefiniowano cztery mechanizmy rozprzestrzeniania
sie na drodze CTC — przejscie przez synapsy nerwowe, transmisje przez potaczenia
komodrkowe oraz indukcje tworzenia struktur aktynowych i TNT (Tabela 2, podrozdziat
4.1.2). Bardzo wazng role w rozprzestrzenianiu sie BHV-1 za posrednictwem pofgczen
komarkowych i przez synapsy nerwowe petni kompleks glikoprotein gE/gl [225], [227]. Za
kluczowy czynnik w tworzeniu wypustek aktynowych uznano kinaze US3 [197].
W badaniach nad indukcjg tworzenia TNT, Jansens i wsp. takze wskazali na istotng role tej
kinazy wirusowej w przypadku wirusa PRV [168]. W komodrkach infekowanych BHV-1
wykazano obecnos$é zaréwno biatka gE jak i US3 w TNT [172].

43.4.1 Rola kompleksu gE/gl w ,,cell-to-cell spread” wirusa BHV-1

Glikoproteina E oraz glikoproteina | sg produktami konserwowanych gendéw

u wszystkich alfaherpeswiruséw - odpowiednio us8 oraz us7. Nalezg one do pierwszej
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klasy biatek przezbtonowych, z zewngtrzkomérkowymi domenami N-kornicowymi (z ang.
extracellular domain, ET), domenami C-koncowymi po stronie cytoplazmatycznej (z ang.
cytoplasmic domain, CT) oraz domeng przezbtonowg (z ang. transmembrane domain,
TM), kotwiczgcg te biatka w bonie komdrkowej (Ryc. 14). Polipeptyd gE ztozony jest z 575
reszt aminokwasowych, a jego dojrzata forma, na skutek modyfikacji potranslacyjnych, ma
mase molekularng rowng 92 kDa [323]. W przypadku gl, polipeptyd sktada sie z 382 reszt
aminokwasowych, a jego dojrzata forma, po modyfikacjach potranslacyjnych, ma mase
61,5 kDa. W czesci C-koricowej gl dochodzi do odciecia fragmentu wielkosci 16 kDa
zawierajgcego domene CT oraz TM i zwigzania fragmentu wielkosci 45 kDa z gE [323].
Kompleks gE/gl stabilizowany jest przez wigzania hydrofobowe. Formowany jest
w komoérkach zainfekowanych wirusem BHV-1 juz ok. 8 h po infekcji [324]. Lokalizuje sie
gtéwnie w btonie komodrkowe] i aparacie Golgiego oraz jest sktadnikiem ostonki
wirusowej. Za formowanie kompleksu odpowiada domena zewnatrzkomérkowa gE.
Najmniejszy mozliwy fragment gE wigzacy gl to 246 reszt aminokwasowych [225]. Zawiera
on jeden z dwdch konserwowanych rejonéw bogatych w cysteine (C1) [225]. Struktury
krystaliczne obu biatek oraz kompleksu nie zostaty do tej pory poznane dla zadnego

alfaherpeswirusa.

ET

Kompleks gE/g!

CcT

C

Ryc. 14: Schemat budowy dojrzatych form gE, gl oraz kompleksu gE/gl wirusa BHV-1. AC — region
aminokwasow kwasnych (z ang. acidic cluster); C — konserwowane reszty cysteiny; CT — domena
cytoplazmatyczna (z ang. cytoplasmic domain); ET — domena zewnatrzkomérkowa (z ang. extracellular
domain); SP — sekwencja sygnatowa (z ang. signal peptide); TM — domena przezbtonowa (z ang.
transmembrane domain); YXXL oraz YXX¢ — konsewowane motywy tyrozynowe.

47



Heterodimer gE/gl nie jest konieczny do replikacji wirusa BHV-1 zaréwno in vitro,
jak i in vivo oraz nie bierze udziatu w transmisji na drodze CFE. Natomiast petni bardzo
wazng role w rozprzestrzenianiu sie BHV-1 na drodze CTC przez potgczenia komdrkowe
oraz synapsy nerwowe. In vitro mutanty pozbawione genu kodujgcego gE formujg tysinki
wirusowe znacznie zmniejszonych rozmiaréw w poréwnaniu do typu dzikiego wirusa (Ryc.
15) [155], [225], [325], [326]. In vivo brak gE skutkuje uposledzeniem transportu
aksoplazmatycznego postepujgcego z ciata komaérki nerwu tréjdzielnego do zakonczen

aksonéw w nozdrzach zainfekowanego bydta [325], [327].

Anty-gB

Anty-gE/gl

Ryc. 15: Poréwnanie wielkosci tysinek wirusowych formowanych przez wirusa BHV-1 WT,
rekombinanta pozbawionego biatka gE (BHV-1 gE’) oraz rekombinanta pozbawionego domeny TM
i CT biatka gE (BHV-1 gETM"). tysinki wirusowe wybarwiono immunochemicznie pie¢ dni po infekcji za
pomocg przeciwciat anty-gB oraz anty-gE/gl. Zaadaptowano z Tyborowska i wsp. 2000 [225].

Jak juz wspomniano w podrozdziale 4.2.2, kompleks gE/gl odpowiedzialny jest za
sortowanie wiriondw na powierzchnie podstawno-boczng spolaryzowanych komérek,
w miejsca potgczen komodrkowych. Kluczowa role w tym procesie petni domena
cytoplazmatyczna gE [225], [325], [328], [329]. Tak jak w przypadku catkowitego braku gE,
mutanty wirusowe pozbawione domeny cytoplazmatycznej formujg niewielkie tysinki
(Ryc.15) [225] jak réwniez sg uposledzone pod katem transportu aksoplazmatycznego
postepujgcego in vitro [330] oraz in vivo [329]. W domenie cytoplazmatycznej gk znajduja
sie charakterystyczne dla biatek przezbtonowych motywy tyrozynowe YXXL/YXXd
(Y-tyrozyna, X — dowolna reszta aminokwasowa, L-leucyna, ¢ — reszta aminokwasow
hydrofobowych). Sg one konserwowane wsréd wszystkich alfaherpeswiruséw i stanowia

sygnat do endocytozy gE, transportowania gE do sieci trans aparatu Golgiego, sortowania
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gE na powierzchnie podstawno-boczng komdérek i koricowo do sortowania czgstek
wirusowych do potgczen miedzykomodrkowych [216], [329], [331]-[334]. W przypadku
BHV-1, domena cytoplazmatyczna gk ma dfugos¢ 125 reszt aminokwasowych i posiada
kilka  potencjalnych  motywdéw  sortujgcych  oraz  regulujgcych  transport
wewngtrzkomaérkowy. Wsrdd nich znajdujg sie dwa motywy YXXL — 457YDILsso i 467YTSLa7o,
dwa motywy YXX¢ — s513YDLAsis i s63YTVVses oraz rejon aminokwasow kwasnych
zawierajgcy reszty seryny, ktore sg potencjalnymi miejscami fosforylacji dla kinazy
kazeinowej Il [329] (Ryc. 14). Wg najnowsze;j literatury, motywy 467YTSLazo 0raz se3YTVVses
sg odpowiedzialne za regulacje transportu wewnatrzkomadrkowego gE oraz za kontrole
procesu CTC [227] (Ryc. 16). Mutacja Y467A w motywie 467YTSLs70 wptywata na
endocytoze gE, transport gk do sieci trans aparatu Golgiego oraz na inkorporacje gE do
wiriondw potomnych. W przypadku motywu se3YTVVses, mutacja Y563A wptywata na
sortowanie biatka gE na powierzchnie podstawno-boczng komérki. Podwdjna mutacja
motywow tyrozynowych Y467A/Y563A skutkowata zmniejszeniem tysinek wirusowych o
ok. 46% w odniesieniu do BHV-1 WT. Byt to poréwnywalny poziom redukcji wielkosci
tysinek do catkowitego braku domeny CT (redukcja o ok. 53%), co wskazuje na wazng role

obu motywéw w CTC.

‘ o
. \ I?qia:czema
C} /QQ ./\\;\/. B”O @ Sciste
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Wiriony <
Cell-to-cell spread

Transport do TGN |L f / céiié*
. Ib -
‘_o‘ .

Jadro
Sortowanie gE na powierzchnig

podstawno-boczng

Y :N |
Btona podstawono-boczna

Ryc. 16: Rola motywow tyrozynowych 46;YTSLi7o i 563YTVVses W regulacji transportu
wewngtrzkomodrkowego gE oraz procesu CTC wirusa BHV-1. W ramkach oznaczono kolejne etapy
transportu wewnatrzkomadrkowego gE oraz sortowanie gE i wiriondw na powierzchnie podstawno-
boczng btony komodrkowej. gE WT — niezmutowana forma biatka gE, gEY563A oraz gk Y467A — formy
gE z mutacjami w motywach tyrozynowych, TGN —sie¢ trans-Golgi. Zaadaptowano z: Yezid i wsp. 2020
[227].
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Kompleks gE/gl kolokalizuje w komdrkach spolaryzowanych ze znajdujgcy sie
w pofaczeniach przylegajacych B-katening [215], [227]. W badaniach Polcicova i wsp.
wysunieto hipoteze, iz gE/gl musi oddziatywaé¢ w obrebie potgczenn komérkowych ze
specyficznym receptorem (Ryc. 17) [335]. Na dowdd tej hipotezy badacze wskazujg, poza
juz wspomniang lokalizacjg kompleksu w potgczeniach komdrkowych, na hamowanie
Sciezki CTC przy ekspresji gE/gl w opcji trans, co miatoby $wiadczyé o ,,zablokowaniu”
specyficznego receptora [336]. Podobng zaleznos¢ ten sam zespdt badaczy opisat kilka lat
wczesniej dla glikoproteiny gD, ktdrej rozpuszczalna forma skutecznie blokowata
nektyne-1, a co za tym idzie infekcje ze srodowiska zewngtrzkomdrkowego [337]. Do tej
pory nie zidentyfikowano interakcji heterodimeru gE/gl z zadnym czynnikiem
komodrkowym. Wykazano jedynie oddziatywanie gE z biatkami komoérkowymi w infekgji
wirusem VZV [338]—-[340] oraz HSV-1 [341]. W infekcji wirusem VZV biatko gE
oddziatywato z enzymem degradujacym insuline (z ang. insulin-degrading enzyme, |DE),
ktdrego zablokowanie skutkowato zahamowaniem zaréwno drogi CFE jak i CTC przez
potgczenia miedzykomorkowe. Natomiast w przypadku wirusa HSV-1 wykazano interakcje
gE z prohibityna-1 (PHB1), ktdra wg Watanabe i wsp. reguluje transmisje na drodze CTC
poprzez aktywacje szlaku MAPK/ERK.

BW

% Potaczenia $ciste

® gE/gl, trans”

=~ receptor

=*\_) gE/gl + receptor

*\_) gE/gl , trans” + receptor

TGN

Ryc. 17: Model oddziatywania kompleksu gE/gl ze specyficznym receptorem w obrebie potaczen
komérkowych w CTC. Sortowanie wiriondw w TGN do potgczenn komérkowych, gdzie kompleks gE/gl
oddziatuje ze specyficznym receptorem umozliwiajgc CTC. Zablokowanie receptora przez
transekspresje kompleksu gE/gl skutkuje zahamowaniem drogi CTC. BP-B — btona podstawno-boczna;
BW — btona wierzchotkowa; TGN - sie¢ trans-Glogi.
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4.3.4.2 Kinaza US3 wirusa BHV-1 jako kluczowy czynnik w indukcji tworzenia wypustek
oraz TNT

Biatko US3 jest silnie konserwowane w podrodzinie Alphaherpesvirinae i posiada
homologi u wszystkich jej reprezentantéw. US3 jest kinazg serynowo-treoninowg
zawierajgcg domene kinazowg wielkosci ok. 280-300 reszt aminokwasowych z regionem
wigzgcym ATP oraz centrum katalitycznym [342]. W zainfekowanej komodrce, US3
lokalizuje sie w jadrze, cytoplazmie oraz w okolicach btony komdrkowej. Kinaza US3 jest
rowniez biatkiem tegumentu alfaherpeswirusdw. US3 petni wiele funkcji w trakcie infekcji.
Jest odpowiedzialne m. in. za hamowanie represji transkrypcji [343]—[345], uwolnienie
kapsydow wirusowych z jagdra komdrkowego [74], [346]—[350], modulacje odpowiedzi
immunologicznej gospodarza [351]—[354], rearanzacje cytoszkieletu komdrkowego [197],
[349], [355], [356] oraz przeciwdziatanie apoptozie zainfekowanych komérek [354],
[357]-[362].

Kinaza US3 wirusa BHV-1 jest biatkiem o masie molekularnej réwnej 58 kDa. Tak
jak w przypadku innych alfaherpeswirusdw, nie jest konieczna do namnazania wirusa
w hodowlach in vitro [363]—-[365]. W odrdznieniu od MDV oraz PRV, wielkos¢ tysinek
wirusowych formowanych przez mutanty delecyjne pod wzgledem genu us3 nie odbiega
w spos6b znaczny od tych formowanych przez BHV-1 WT [362], [366], [367]. US3 wirusa
BHV-1 jest stosunkowo stabo poznanym biatkiem. Do tej pory zostato ono zbadane pod
katem oddziatywania z biatkiem VP22 [368], hamowania apoptozy [362], zmian
w dystrybucji lamin jgdrowych [369] oraz rozprzestrzeniania sie wirusa na drodze CTC
[172], [197].

W odniesieniu do CTC, aktywnos$¢ US3 wirusa BHV-1 doprowadza do drastycznych
zmian w architekturze cytoszkieletu komodrkowego, co skutkuje utratg ksztattu komarek
w zwigzku z zaburzeniami rozmieszczenia wtékien kurczliwych oraz formowaniem dtugich
wypustek komoérkowych (Podrozdziat 4.2.2) [197]. W CTC wypustki umozliwiajg
bezposredni kontakt pomiedzy oddalonymi od siebie komdrkami, co pozwala na
zwiekszenie tempa oraz zasiegu rozprzestrzeniania sie wirusa. Punktowa mutacja K282A
w centrum katalitycznym US3 catkowicie hamowata tworzenie wypustek w komédrkach
transdukowanych rekombinowanym bakulowirusem [197]. Doktadny mechanizm indukcji

powstawania wypustek nie zostat do tej pory poznany.
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Tak jak w przypadku wirusa PRV [168], aktywnos$¢ kinazy US3 wirusa BHV-1
rowniez wptywa na tworzenie nanorurek miedzykomdrkowych. W rozprawie doktorskiej
dr Mirostawy Panasiuk pokazano, iz w komorkach nabtonkowych oraz fibroblastach
zainfekowanych wirusem BHV-1 WT powstaje odpowiednio o 30% i 50% wiecej potaczen
TNT w poréwnaniu do BHV-1 AUS3 jak rGwniez mutanta produkujgcego nieaktywng forme

kinazy (mutacja K282A w centrum katalitycznym US3) [370].

4.4 Techniki badania cell-to-cell spread

4.4.1 Immunofluorescencja kontra analiza przyzyciowa

Klasyczng metodg badania bezposredniego transportu miedzykomorkowego jest
test wielkosci tysinek wirusowych, formowanych w hodowlach komdérkowych in vitro. By
wielkosc¢ tysinek przektadata sie na rzeczywisty stopien rozprzestrzeniania sie wirusa na
drodze CTC, konieczne jest zastosowanie takich warunkéw eksperymentalnych, by
zablokowa¢ wirusa infekujgcego komorki ze sSrodowiska zewnatrzkomérkowego. W tym
celu mozna uzyé mediow hodowlanych z dodatkiem agarozy lub metylocelulozy,
stanowigcych bariere mechaniczng dla czgstek wirusowych infekujgcych komaorki poprzez
CFE [371], [372]. Do zablokowania rozprzestrzeniania sie wirusdw, mozina takze
wykorzysta¢ przeciwciata neutralizujgce wirusa, ktére uniemozliwiajg oddziatywanie
biatek wirusowych z receptorami komdrkowymi, ale jednoczesnie nie zaktdcajg tworzenia
potgczen miedzykomodrkowych [155], [172], [181], [373]-[375].

Oprocz relatywnie prostych do wykonania eksperymentéw w hodowlach
komodrkowych, szeroki wachlarz technik obrazowania mikroskopowego stanowi obecnie
standard w analizie transmisji wirusa za posrednictwem CTC. Od lat 50-tych XX wieku
immunofluorescencja (IF) potgczona z analizg mikroskopowg byta podstawowym
narzedziem pozwalajagcym na wizualizacje alfaherpeswiruséw w zainfekowanej tkance.
Pierwszymi wirusami zobrazowanymi przy uzyciu tych technik byty VZV w 1954 roku [376]
i HSV-1 w 1956 roku [377]. W obecnych czasach, dzieki potgczeniu immunofluorescencji
i fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej mozliwa byta detekcja biatek wirusowych m. in.
w potgczniach komdrkowych [215], filopodiach [249], TNT [168], [172] oraz w obrebie
synapsy wirusologicznej [207]. Pomimo szerokiego zastosowania immunofluorescencji

w biologii molekularnej i komdrkowej, nie jest to metoda wolna od artefaktow, ktorych
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pojawienie sie jest zwigzane z samg procedurg przygotowania preparatu
mikroskopowego. Dla  obserwacji wewngtrzkomoérkowych  biatek  metoda
immunofluorescencji, potrzebne sg utrwalenie i permeabilizacja komodrek, zwykle
osiggane poprzez sieciowanie biatek za pomocg paraformaldehydu, precypitacje biatek
i ekstrakcje lipidow rozpuszczalnikami organicznymi lub detergentami. Mnogosé
i zmienno$¢ odczynnikdw uzywanych w protokole immunofluorescencji moze
doprowadzi¢ do nadmiernej ekstrakcji tresci komdrkowej (co moze skutkowad utratg lub
zmiang lokalizacji wewngatrzkomdrkowej danego antygenu) lub do niewystarczalnego
stopnia permeabilizacji btony komérkowej (co wigze sie z kolei ze stabg dostepnoscia
antygenu dla przeciwciat) [378].

W zwigzku ze skomplikowang strukturg wirionéw, artefakty immnuofluorescencji
sg szczegodlnie problematyczne w eksperymentach dotyczgcych wizualizacji czgstek
alfaherpeswiruséw. Przyktadowo, w badaniach Antinone i wsp.,, w ktorych
przeprowadzano immunodetekcje biatka kapsydowego VP5, jedynie w ok. potowie
dojrzatych wiriondow stwierdzono jego obecnos¢ [379]. Dopiero po odpowiednim
oczyszczeniu dojrzatych czgstek wirusowych, wspomniane biatko udato sie wybarwié
immunofluorescencyjnie [379]. Z innym problemem dotyczgcym struktury wirionow
zetkneli sie Newcomb i wsp., ktorzy wykazali, ze zmieniajgca sie w czasie strukturalna
organizacja tegumentu obniza wrazliwo$¢ na ekstrakcje detergentem w procedurze IF,
a wiec mozliwos¢ wybarwienia konkretnych biatek tegumentu zalezy od etapu infekcji
wirusowej [380].

Jak juz wspomniano, transmisja wirusow za posrednictwem CTC jest bardzo
szybkim i dynamicznym procesem. W zwigzku z tym, ogromnie wazny w badaniach nad tg
drogg infekcji jest kontekst czasoprzestrzenny, ktdrego brakuje w klasycznym tescie
wielkosci tysinek, w IF a takze w mikroskopii elektronowej [381]. Dlatego tez, analiza
przyzyciowa infekcji z uzyciem fluorescencyjnych rekombinantow wirusowych stanowi
najlepsze narzedzie do analizy tego procesu.

Pierwsze herpeswirusy kodujgce fluorescencyjne biatka fuzyjne powstaty pod
koniec lat 90-tych ubiegtego wieku. W 1997 roku Elliot i O’Hare skonstruowali mutanta
HSV-1 z fuzjg VP22 z EGFP (z ang. enhanced green fluorescence protein) [382]. Niedtugo
potem, w 1998 roku Desai i Person dokonali fuzji EGFP do matego biatka kapsydowego —

VP26 wirusa HSV-1, ktéra umozliwita monitorowanie akumulacji biatek kapsydowych
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w jadrze oraz cytoplazmie zainfekowanych komodrek [383]. W ciggu ostatnich 30 lat

skonstruowano wiele rekombinantow alfaherpeswiruséw z  wyznakowanymi
fluorescencyjnie biatkami kapsydowymi, tegumentu, glikoproteinami a takze biatkami
niestrukturalnymi. Przyktady fluorescencyjnych rekombinantéw HSV-1, PRV oraz BHV-1
zestawiono w tabeli 3.

Tab. 3: Przyktady wyznakowanych fluorescencyjnie biatek strukturalnych alfaherpeswirusow.

W nawiasach kwadratowych umieszczono odnosniki literaturowe.

Biatko HSV-1 PRV BHV-1
Kapsyd
VP26 (88], [383] [237] [384], [385]
UL25 [386] B ———
Tegument
VP1/2 [388] [387],[389] | @ -
VP13/14 (VP8)* [390] [389] [391], [392]
VP22 [382], [388], [393] [389], [394] [395]
Ostonka
gM [396] [72],[396], [397] | -
gE [398] [243], [328] [172]
g | e E I ——
Kapsyd + ostonka
gE+VP26 | e | [172]
gD + VP26 [399] [400] | e

*VP8 jest analogiem VP13/14 dla wirusa BHV-1.

Analiza przyzyciowa (z ang. live cell imaging) polega na obrazowaniu zywych
komorek, poprzez wykonanie od kilku do kilkudziesieciu zdje¢ w jednostce czasu, czego
efektem jest powstanie filmu poklatkowego (z ang. time-lapse microscopy),
demonstrujgcego w odpowiednio przyspieszonym tempie dynamike danego procesu
biologicznego, w tym takze transmisji wirusa na drodze CTC. Przyktadowo, analiza
przyzyciowa neurondw infekowanych fluorescencyjnymi rekombinantami PRV wykazata,
ze zaréwno kapsydy jak i optaszczone czgstki wirusowe transportowane sy w aksonach

i ze biatko US9 potrzebne jest do transportu aksoplazmatycznego postepujgcego
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wiriondw potomnych [397]. Obserwacje przyzyciowe fluorescencyjnych mutantéw HSV-1
i PRV pozwolity takze na oszacowanie liczby czgstek wirusdow infekujgcych komorki
nabtonkowe z zakoriczen neuronéw [401]. Ponadto ta technika pozwolita na
zobrazowanie wiriondw BHV-1 przemieszczajacych sie w Srodowisku przeciwciat

neutralizujgcych wewnatrz TNT [172].

4.4.2 Badania interakgcji biatek wirusowych i komérkowych w CTC w czasie

rzeczywistym — proteomika + mikroskopia

W ciggu ostatnich dwudziestu lat analiza proteomiczna z wykorzystaniem
spektrometrii masowej (z ang. mass spectrometry-based proteomics, MSBP) stata sie
niezwykle uzytecznym narzedziem w badaniu cyklu zyciowego oraz patogenezy
alfaherpeswiruséw. Technika MSBP umozliwita m. in (Ryc. 18):

n Analize sktadu dojrzatych czgstek wirusowych wiruséow PRV, BHV-1, BHV-4

oraz HSV-1 [12], [13], [28], [402].

(m Badanie interakcji biatek wirusowych i komoérkowych na etapach replikacji
DNA wirusowego, transkrypcji gendw oraz translacji biatek wirusowych
[403]-[406].

() Okreslenie sieci interakcji biatek tegumentu w przebiegu infekcji wirusowej
PRV [407], [408], HSV-1 [409], [410], BHV-1 [411] i VZV [412].

(IV)  Analize modyfikacji potranslacyjnych biatek wirusowych i komoérkowych
[12], [413]-[416].

(V) Badanie interakcji biatek komdrkowych i wirusowych w rozprzestrzenianiu
sie wiruséw w komorkach nerwowych [243], [417]-[419].

(V)  Analize globalnych zmian proteomu infekowanych komérek [420], [421].

oraz odpowiedzi immunologicznej na infekcje wirusowg [422]-[425].
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A. Sktad dojrzatych czastek wirusowych C. Odpowiedz na infekcje
(HSV-1/PRV) a Zmiany sktadu proteomu gospodarza
37/47 biatek wirusowych (HSV-1, HSV-2, VzV)
49/48 biatek komérkowych
hnRNP K
Rbi2 QKIf / elF3
PABP ICP27 — PABP
vP19C -\ elFAG
VP26 — (M)
B. eacvi ust1t = <BUS3
Cykl replikacyjny P T Lan}iny\;’\ pUL13
A/C UL31
Transkrypcja genow Interakcje biatek |F|1so EUL34
a. wirusowych b. tegumentu P KT
(HSV-1) (HSV-1, BHV-1, VZV) o ,
b. OdpowiedZ immunologiczna
® Modyfikacje (HSV-1)
~'VP16(pUL48 potranslacyjne IFN B HSV-1,
= (HSV-1, PRV ) \ / IFN R+HSV-1
s PRV, ICP0 —pUL'46 5
BHV-1, VzV) pUL11—pUL16 Makrofag 00
RNA POLII-ICP4 ICPO pUL7—ANT2 _P IFIT2/3
| oL PUL3.5—VP16(pUL48) o STAT1
Phos1'Phos3 " _\2?1 O VP8 — pUS3/CK2 T8 5 MXA ¢
\ Replikacja pORF49—p0RF44 IL-18
phA pORF63 pUL36 pUL26
- $531— P d B B
us9
Jadro P —251.53 Wirion
Transmisja w neuronach
d- (PRv)
Transport aksoplazmatyczny
postepujacy i transmisja wirusa
Neuron
Synteza biatek
i transport aksoplazmatyczny
wsteczny
Ryc. 18: Przyktadowe zastosowania MSBP w badaniu patogenezy i cyklu 2zyciowego

alfaherpeswiruséw. (A.) Analiza sktadu wiriondw HSV-1 i PRV przy pomocy MSBP potwierdzita
obecnos$¢ odpowiednio 37 i 49 biatek wirusowych oraz 49 i 48 biatek komérkowych. (B.) Badanie cyklu
replikacyjnego wirusa. (a). Dzieki MSBP zidentyfikowano partnerow komérkowych biatek ICP4 oraz
ICP8. (b.) Metody MSBP przyczynity sie do identyfikacji partnerow komérkowych biatek tegumentu (np.
UL7 i ANT2) oraz sieci oddziatywan miedzy biatkami tegumentu (np. UL11 i UL16). (c.) Analiza
modyfikacji potranslacyjnych z wykorzystaniem MSBP ujawnita fosforylacje biatek US9 wirusa PRV, gB
i ORF63 wirusa VZV oraz trzy regiony fosforylacji (Phos1-3) w biatku ICPO wirusa HSV-1. (d.) Przy
pomocy MSBP zidentyfikowano oddziatywanie US9 wirusa PRV i komérkowego KIF1A oraz
dowiedziono, ze w aksonach dochodzi do lokalnej syntezy biatek komdrkowych po infekcji PRV. (C.)
Analiza odpowiedzi na infekcje. (a.) Analiza proteomu gospodarza po infekcji alfaherpeswirusowej
wykazata zmiany w poziomie biatek komérkowych (np. Rbl2, PABP, QKI, lamin A/C, hnRNP K, elF3,
elF4G, IFI16). (b.) Dzieki MSBP wykazano zwiekszong sekrecje IFIT2, IFIT3, STAT1 oraz MXA oraz
obnizenie sekrecji IL-1b i IL-18 w komdrkach stymulowanych interferonem i infekowanych HSV-1.
Czerwong czcionkg oznaczono biatka wirusowe, zielong czcionkg oznaczono biatka komoérkowe. P —
fosforylacja. Zaadaptowano z: Engel i wsp. 2015 [426].

Poza identyfikacjg biatek, MSBP moze zapewnié takze analize ilosciowg, co jest
szczegblnie uzyteczne w badaniu oddziatywan konkretnych biatek wirusowych z innymi
biatkami (tzw. interaktomu), dla okreslenia sktadu wirionéw lub zmian w poziomie biatek

komodrkowych na skutek infekcji. Analiza iloSciowa ma zwykle w tym aspekcie charakter
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wzgledny (z ang. relative quantification) i polega na porownaniu ilosci poszczegdlnych
biatek proteomu w warunkach eksperymentalnych (np. infekowanych komoadrek) do
proteomu w warunkach kontrolnych (np. nieinfekowanych komodrek). W przypadku
herpeswiruséw, do tego celu stosowane jest znakowanie izotopowe z uzyciem
znacznikéw izobarycznych iTRAQ (z ang. Isobaric Tag for Relative and Absolute
Quantification), znacznikéw ICAT (z ang. Isotope-coded Affinity Tag) lub technika
znakowania stabilnym izotopem w hodowli komdrkowej (z ang. Stable Isotope Labelling
by Amino Acids in Culture, SILAC) [426], [427].

W badaniach proteomicznych alfaherpeswiruséw, najpopularniejszg technikg
znakowania izotopowego jest SILAC [426]. Metoda ta polega na inkorporacji do biatek
reszt aminokwasowych lizyny i/lub argininy zawierajgcych stabilne izotopy wegla (*3C) lub
azotu (**N) (Ryc.19). Najprostszym uktadem eksperymentalnym w SILAC jest prowadzenie
hodowli w warunkach kontrolnych w pozywce zawierajgcej , lekkie” pietno aminokwasow
(wegiel 12C), a w przypadku warunkéw eksperymentalnych ,ciezkie” pietno aminokwaséw
(wegiel 13C). Zaréwno ,,ciezkie”, jak i, lekkie” pietno wtgczane jest do biatek komdrkowych
lub wirusowych w trakcie ich syntezy w hodowli komdorkowej. Po lizie biatka komadrek
hodowanych w warunkach kontrolnych oraz eksperymentalnych tgczy sie w stosunku 1:1
i poddaje sie trawieniu do peptyddw przy pomocy trypsyny. Poniewaz peptydy
zawierajgce ,lekkie i ,ciezkie” pietno sg pod wzgledem chemicznym identyczne, bedg one
eluowane w tej samej frakcji z kolumny, a co za tym idzie bedg wykrywane symultanicznie
w spektrometrze masowym. Identyczne peptydy o innym sktadzie izotopowym sg
rozrozniane w spektrometrze masowym dzieki réznicom w ich masie. Stosunek
intensywnosci pikdow w widmie masowym dla par peptydow rdznigcych sie pietnem
odzwierciedla stosunek ilosci biatek w warunkach kontrolnych i eksperymentalnych [428].
Jest to tak zwany stosunek wzbogacania (z ang. enrichment ratio), ktéry wyrazany jest
w skali logz. Technika SILAC zostata zastosowana do tej pory w kilkudziesieciu pracach
naukowych dotyczacych alfaherpeswirusow m. in. w analizie proteomu bydlecych
komorek infekowanych wirusem PRV [420], w badaniu sktadu wirionéw PRV przy braku
produkcji biatek US3, UL47, UL49 i gE [407], w identyfikacji interaktomu biatka UL21
wirusa HSV-1 [429] czy dla odrdznienia biatek wirusa VZV uzytego do infekcji (inokulum)

od nowo syntetyzowanych biatek wirusowych w infekowanych komadrkach [430].
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Hodowla komérkowa

Warunki kontrolne Warunki eksperymentalne

Jlekkie” pietno ,ciezkie” pietno
Lyso Argo @ @ "o Args

Liza komorek

11

\ Spektrometria
masowa

'"_I ...... H_I ....... ”ﬁlm/

LC-MS

Ryc. 19: Schemat znakowania izotopowego biatek przy uzyciu techniki SILAC. LC-MS — z ang. liquid
chromatography-mass spectrometry, m — masa, z — tadunek.

W celu ograniczenia analizy proteomicznej do identyfikacji interaktomu
konkretnego biatka wirusowego, niezbedne jest zastosowanie metody wzbogacania
(z ang. enrichment). Najczesciej  stosowang metodg  wzbogacania  jest
koimmunoprecypitacja szukanych biatek wirusowych wraz z ich interaktomem. Do
koimmunoprecypitacji mozna wykorzystaé przeciwciata skierowane przeciwko
konkretnym biatkom wirusowym lub przeciwciata przeciwko metkom biatek fuzyjnych
[381]. Zastosowanie przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom wirusowym moze
wigzac sie z ich stabg swoistoscig, co przektada sie na niewystarczajgce powinowactwo dla
efektywnej izolacji interaktomu danego biatka wirusowego. Dodatkowo przeciwciata
wyprowadzone przeciwko konkretnemu biatku mogg zakiécaé krotkotrwate
oddziatywania z innymi biatkami lub rozpoznawany przez nie epitop moze stac sie
niedostepny ze wzgledu na taky interakcje. Aby unikng¢ tych problemdéw, w badaniach
interaktomu biatek wirusowych stosuje sie fuzje biatek wirusowych z metkami
biatkowymi, przeciwko ktdrym dostepne sg przeciwciata komercyjne. Coraz czesciej do

tego celu wykorzystywane sg biatka fluorescencyjne, ktéore poza narzedziem do
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immunoprecypitacji, dajg mozliwos¢ monitorowania produkcji i lokalizacji biatka
wirusowego w komdrce przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej [381], [426], [431].
Potgczenie analizy przyzyciowej z MSBP pozwala na lepsze zrozumienie dynamiki
oddziatywan biatek wirusowych i komdrkowych w czasie rzeczywistym, co jest szczegdlnie
wazne w badaniu CTC. W odniesieniu do alfaherpeswirusow, potgczenie tych dwéch
metod zostato zastosowane m. in. do analizy interakcji biatka US9 z KIF1A w transporcie
aksoplamatycznym postepujacym czgstek wirusowych PRV [417] oraz interakcji

antywirusowego biatka IFIX z biatkami IE wirusa HSV-1 [432].
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5. Cele pracy doktorskiej

Celem niniejszej pracy byto okreslenie roli kompleksu glikoprotein gE/gl oraz

kinazy US3 wirusa BHV-1 w bezposrednim transporcie miedzykomorkowym (z ang. cell-

to-cell spread, CTC) oraz zbadanie ich oddziatywania z czynnikami komdrkowymi w trakcie

tego procesu.

Prace badawczg podzielono na dwa etapy:

Etap 1: Analiza przyzyciowa rozprzestrzeniania sie fluorescencyjnych rekombinantow

wirusowych na drodze CTC w hodowlach komdrkowych. W tym etapie praca badawcza

obejmowata:

Opracowanie uniwersalnego testu na okreslenie predkosci rozprzestrzeniania sie
fluorescencyjnych rekombinantéw wirusowych BHV-1 na drodze CTC w zywych
komarkach réznego typu (komorki transformowane i pierwotne).

Konstrukcje rekombinantéw wirusa BHV-1 kodujgcych biatko fuzyjne VP26-
mCherry.

Analize przyzyciowa rozprzestrzeniania sie rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-

mCherry w miedzykomorkowych nanorurkach (TNT).

Etap 2: Badanie oddziatywania kompleksu gE/gl z biatkami komdorkowymi w procesie

rozprzestrzeniania sie wirusa BHV-1 na drodze CTC. W tym etapie pracy wykorzystano

fluorescencyjne mutanty BHV-1 gE-GFP oraz gETM™-GFP. Praca badawcza obejmowata:
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Optymalizacje warunkéw infekcji oraz lizy komérek w celu przygotowania prébek
do analizy w spektrometrze masowym.

Identyfikacje potencjalnych partneréw komodrkowych kompleksu gE/gl
w spektrometrze masowym.

Potwierdzenie oddziatywania kompleksu gE/gl z podjednostkg katalityczng a

biatkowej fosfatazy 1 (PP1a).



6. Materiaty

6.1 Linie komorkowe oraz komorki pierwotne

6.1.1 MDBK (z ang. Madin-Darby Bovine Kidney cells)
Linia komodrek nabtonkowych nerki bydlecej Madin-Darby, otrzymana z Institute of Animal

Science and Health Lelystad, Holandia.
6.1.2 KOP-R (z niem. Kalb Oesopharynx)

Linia komoérek nabtonkowych izolowanych z gardta i przetyku bydlecego, otrzymana

z Friedrich-Loeffler- Institut, Greifswald-Insel Riems, Niemcy.
6.1.3 Pierwotne fibroblasty bydlece

Fibroblasty bydlece wyizolowane z fragmentu skory pobranego z ucha cielaka, pozyskane

z Laboratorium Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej, IMCB, Warszawa.
6.1.4 F2H®-BHK (Chromotek)

Modyfikowana linia fibroblastéw nerki chomika BHK-21 (z ang. baby hamster kidney),

komponent zestawu F2H®Assay Kit (Chromotek).

6.2 Podtoza do hodowli komadrek ssaczych

6.2.1 Podtoze wzrostowe RPMI-1640 HEPES Modification (z ang. Roswell Park Memorial
Institute), R5886, Sigma-Aldrich

Podtoze zawierajgce HEPES, czerwien fenolowg oraz weglan sodu, suplementowane 10%
ptodowg surowicg bydlecg (z ang. fertal bovine serum, FBS), 200mM L-glutaming oraz

mieszankg antybiotykéw AA. Uzywane do hodowli komorek ssaczych.

6.2.2 Podtoze wzrostowe RPMI-1640 HEPES Modification (z ang. Roswell Park Memorial
Institute), 1780, Sigma-Aldrich
Podtoze zawierajgce L-glutamine oraz weglan sodu, niezawierajgce czerwieni fenolowej,

argininy, leucyny oraz lizyny, suplementowane 10% FBS, 382 uM L-leucyng (Sigma-
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Aldrich), 218 uM L-lysine, 288 uM L-argining (Sigma-Aldrich) oraz mieszankg antybiotykéw
AA. Uzywane do hodowli komodrek ssaczych w toku eksperymentu SILAC. Do znakowania
izotopowego w metodzie SILAC, podtoze byto suplementowane aminokwasami o
Jciezkim” (3Ce'°N,-L-lizyna, 3Cs*°Ny-L-arginina, Silantes) lub ,,$rednim” pietnie (*Hs-lizyna

oraz '3Cs-arginina, Silantes).

6.2.3 Podtoze wzrostowe HMEM (z ang. Hank’s Minimum Essential Medium Liquid),
Lonza

Podtoze zawierajgce HEPES oraz czerwien fenolowg, suplementowane 10% FBS, 200mM
L-glutaming, roztworem NAA (z ang. non-essential amino acids) oraz mieszanka

antybiotykow AA. Uzywane do hodowli komadrek ssaczych.

6.2.4 Podtoze wzrostowe EMEM (z ang. Minimum Essential Medium Eagle), Sigma-
Aldrich
Podtoze zawierajgce weglan sodu oraz czerwien fenolowg, suplementowane 200 mM L-

glutaming, 10% FBS mieszankg antybiotykow AA. Uzywane do hodowli komadrek ssaczych.

6.2.5 Podtoze wzrostowe DMEM (z ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium), GIBCO
Podtoze zawierajgce D-glukoze, pirogronian sodu, 200 mM L-glutamine oraz weglan sodu,
suplementowane 10% FBS oraz mieszaning antybiotykow AA lub gentamycyng. Uzywane

do hodowli komaérek ssaczych.

6.2.6 Podtoze wzrostowe DMEM (z ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) 10x, GIBCO
Podtoze zawierajgce D-glukoze, pirogronian sodu, suplementowane 200 mM L-glutaming,
4% FBS, mieszaning antybiotykow AA oraz 3% NaCOs. Podioze stosowane do

sporzgdzenia 1% roztworu metyloceluzlozy.

6.2 Wirus typu dzikiego i rekombinanty wirusa BHV-1

6.3.1 BHV-1Lam

Szczep dzikiego typu wirusa BHV-1, otrzymany z Institute of Animal Science and Health

Lelystad, Holandia
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6.3.2 BHV-1gE-GFP
Rekombinant wirusa BHV-1 posiadajgcy gen kodujacy biatko g w fuzji z GFP. Wirus
pochodzacy ze zbioréw Zaktadu Biologii Molekularnej Wiruséw MWB UG-GUMed,

skonstruowany przez Aleksandre Szwejk.

6.3.3 BHV-1gE-TM"

Rekombinant wirusa BHV-1 kodujgcy skrécong forme biatka gE, pozbawiong domeny
przebtonowej oraz cytoplazmatycznej. Wirus pochodzacy ze zbiorow Zaktadu Biologii

Molekularnej Wirusow MWB UG-GUMed, skonstruowany przez dr Jolante Tyborowska.

6.3.4 BHV-1gE-TM-GFP

Rekombinant wirusa BHV-1 kodujgcy skrécong forme biatka gE, pozbawiong domeny
przezbtonowej oraz cytoplazmatycznej, w fuzji z GFP. Wirus pochodzgcy ze zbiorow
Zaktadu Biologii Molekularnej Wirusow MWB UG-GUMed, skonstruowany przez dr

Michata Rychtowskiego.

6.3.5 BHV-1AUS3

Rekombinant wirusowy pozbawiony genu us3, w miejsce ktérego zostat wprowadzony
jako marker gen kodujgcy glutationo-S-transferaze (GST), wirus pochodzgcy ze zbiorow
Zaktadu Biologii Molekularnej Wirusow MWB UG-GUMed, skonstruowany przez dr

Agnieszke Brzozowska.

6.3.6 BHV-1 US3 KD

Rekombinant wirusowy z substytucjg lizyny na alanine w centrum katalitycznym biatka
US3 na pozycji 282, znoszgcy aktywnosc kinazowa biatka, wirus pochodzacy ze zbioréw
Zaktadu Biologii Molekularnej Wirusow MWB UG-GUMed, skonstruowany przez dr

Agnieszke Brzozowska.
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6.3.7 BHV-1gE-GFPAUS3

Rekombinant wirusa BHV-1 posiadajgcy gen kodujacy biatko g w fuzji z GFP oraz
pozbawiony genu us3, w miejsce ktdrego zostat wprowadzony jako marker gen kodujacy
glutationo-S-transferaze (GST), wirus pochodzagcy ze zbiorow Zaktadu Biologii

Molekularnej Wirusow MWB UG-GUMed, skonstruowany przez mgr Natalie Derewonko.

6.3.8 BHV-1VP26-GFP (Jura)

Rekombinant BHV-1 posiadajgcy gen kodujacy biatko kapsydowe VP26 w fuzji z GFP,

otrzymany z University of Zurich, Szwajcaria.

6.3.9 BHV-1WTJura

Szczep dzikiego typu wirusa BHV-1, otrzymany z University of Zurich, Szwajcaria.

6.4 Przeciwciata

6.4.1 Kozia surowica anty-BHV-1, VMRD

6.4.2 Przeciwciata mysie, monoklonalne, anty-gB BHV-1, VMRD

6.4.3 Przeciwciata mysie, monoklonalne, anty-gE/gl (Mab75), Institute of Animal Science
and Health Lelystad, Holandia

6.4.4 Przeciwciata krdlicze, poliklonalne, anty-B-katenina, Sigma-Aldrich

6.4.5 Przeciwciata mysie, monoklonalne, anty-gE BHV-1 (Mab3), Institute of Animal
Science and Health Lelystad, Holandia

6.4.6 Krdlicza surowica anty-gl BHV-1, Department of Molecular Biology Princeton
University, USA

6.4.7 Przeciwciata krdlicze, rekombinowane, anty-PP1a, Abcam

6.4.8 Przeciwciata kozie anty-mysie sprzezone z fikoerytryng (PE), Becton Dickinson

6.4.9 Przeciwciata kozie anty-krdlicze, sprzezone z HRP, Jackson ImmunoResearch
Laboratories

6.4.10 Przeciwciata kozie anty-mysie, sprzezone z HRP, Jackson ImmunoResearch
Laboratories

6.4.11 Przeciwciata kozie anty-krélicze sprzezone z Alexa Fluor 488, Molecular Probes
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6.4.12 Przeciwciata kozie anty-mysie sprzezone z Alexa Fluor 546, Molecular Probes

6.5 Szczepy bakteryjne

6.5.1 Escherichia coli TOP TEN, Life Technologies, Invitrogen

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1l A-

Komoérki bakteryjne o podwyzszonej kompetencji, zapewniajgce wyzszg wydajnosc

transformacji.
6.5.2 NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency), New England Biolabs

Komorki bakteryjne o podwyzszonej kompetencji. Komponent zestawu NEBuilder® HiFi

DNA Assembly Cloning Kit, New England Biolabs.

6.6 Plazmidy

6.6.1 pJET1.2/blunt AmpR, Thermo Scientific
6.6.2 p-LEXY_I-blecherry 3, Jena Bioscience
6.6.3 pEGFP(C1)-PP1lalpha Kan®

Wektor plazmidowy niosgcy gen kodujacy katalityczng podjednostke alfa biatkowej
fosfatazy 1 (PPP1CA) w fuzji z GFP, pod kontrolg promotora CMV, zapewniajgcego
ekspresje genu w komdérkach ssaczych. Otrzymany z MSI/WTB Complex, University of

Dundee, Szkocja, za posrednictwem Addgene.
6.6.4 pFASTBacDual gE-GFP AmpR®, Gent®

Wektor niosgcy gen kodujgcy glikoproteine gk w fuzji z GFP pod kontrolg promotora CMV
(ekspresja w komodrkach ssaczych). Plazmid pochodzi z kolekcji Zaktadu Biologii
Molekularnej Wiruséw MWB UG-GUMed i zostat skonstruowany przez dr Agnieszke

Brzozowska.
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6.6.5 PpEGFP-C1 Kan®

Wektor plazmidowy niosgcy gen kodujacy GFP pod kontrolg promotora CMV, Clontech

Laboratories Inc.

6.7 Startery do reakcji PCR

Startery do reakcji PCR zostaty zsyntetyzowane w firmie Genomed.

6.8 Podtoza do hodowli komdrek bakteryjnych

6.8.1 Podtoze LA (bulion lizogenny z agarem, z ang. lysogeny broth agar)

Sktad: pepton bakteriologiczny -10 g, ekstrakt drozdzowy — 5 g, NaCl— 10 g, agar — 15 g.

Sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej, dopetniono wodg do objetosci 1000 ml,

a nastepnie doprowadzono do pH=7,2.

Catos¢ jatowiono w autoklawie (1 atm., 121°C). Do podtoza LA dodawano kanamycyny lub

ampicyliny w odpowiednich stezeniach w celu selekcji transformantéw.

6.8.2 Podtoze LB (bulion lizogenny , z ang. lysogeny broth)
Sktad: pepton bakteriologiczny -10 g, ekstrakt drozdzowy —5 g, NaCl— 10 g.

Sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej, dopetniono wodg do objetosci 1000 ml,

a nastepnie doprowadzono do pH=7,2.

Catos¢ jatowiono w autoklawie (1 atm., 121°C). Do podtoza LB dodawano kanamycyny lub

ampicyliny w odpowiednich stezeniach w celu selekcji transformantéw.

6.9 Antybiotyki

6.9.1 Ampicylina, Sigma-Aldrich, stezenie koricowe 100 pg/ml

6.9.2 Kanamycyna, Sigma-Aldrich, stezenie koricowe 50 pg/ml

6.9.3 Gentamycyna, Sigma -Aldrich, stezenie koncowe 50 pg/ml

6.9.4 Roztwér antybiotykéw AA (z ang. Antibiotic/Antimycotic), 100 x, Sigma-Aldrich

Sktad: 10000 U/ml penicyliny, 1000ug/ml streptomycyny, 25 pug/ml amfoterycyny B
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6.10 Enzymy

BshTI (Agel), Thermo Fisher Scientific

Eco32l (EcoRV), Thermo Fisher Scientific
Mph1103I (Nsil), Thermo Fisher Scientific
Ndel, Thermo Fisher Scientific

Vspl (Asel), Thermo Fisher Scientific

Xbal, Thermo Fisher Scientific

Ligaza DNA T4, Thermo Fisher Scientific
KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit, Roche

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, New England Biolabs

6.11 Wzorce masowe

6.11.1 Wzorzec masowy do elektroforezy agarozowej GeneRuler™ DNA Ladder Mix
100-10000 kb, Life Technologies

Fragmenty DNA o wielkosci: 10000 pz, 8000 pz, 6000 pz, 5000 pz, 4000 pz, 3500 pz, 3000

pz, 2500 pz, 2000 pz, 1500 pz, 1200 pz, 1031 pz, 900 pz, 800 pz, 700 pz, 600 pz, 500 pz,

400 pz, 300 pz, 200 pz, 100 pz.

6.11.2 Wzorzec masowy do elektroforezy SDS-PAGE PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Life Technologies

10 biatek o masie réwnej okoto: 170 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 34

kDa, 26 kDa, 17 kDa, 10 kDa.
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6.12 Buforyiroztwory
6.12.1 Bufor PBS (z ang. Phoshate Buffered Saline) — roztwor soli fizjologicznej
buforowany fosforanami

Sktad: 137 mM NaCl + 15 mM KCL + 10 mM Na;HPO4/KH,PO4; pH 7,4.

6.12.2 Roztwor metylocelulozy 1% w medium

Sktad: Metyloceluloza — 4 g, DMEM 10x — 40 ml, FBS — 25 ml, NaHCO4s—12 ml, AA—2,8 ml

Metyloceluloze zawieszono w 320 ml H,0 destylowanej, a nastepnie jatowiono (0,5 h; 0,7
atm., 121°C). Po czym pozostawiono do rozpuszczenia na mieszadle magnetycznym przez
noc w temperaturze 4°C. Nastepnie dodano pozostate sktadniki i ponownie wymieszano

na mieszadle.

6.12.3 Bufor do inaktywacji wirusa zewnatrzkomérkowego

Sktad: 10 mM KCI + 135 mM NaCl+ 40 mM CH3COONa, pH 3,0.

6.12.4 Bufor PBA
Sktad: 1% BSA + 0,02% azydek sodu + PBS 1x

6.12.5 Bufor TE (z ang. Tris + EDTA)
Sktad: ImM EDTA + 10mM Tris-HCI; pH 7,5.

6.12.6 Bufor TAE (z ang. Tris + Acetate + EDTA)
Sktad: 10 mM EDTA + 40 mM Tris-octan; pH 8,3.

6.12.7 Bufor obcigzajacy do probek DNA 6x stezony
Sktad: 40% sacharoza + 200 mM EDTA + 0,25% bfekit bromofenolowy.

6.12.8 2M CaCl;

Roztwar jatowiono przez sgczenie przy uzyciu filtra strzykawkowego 0,22 um.

6.12.9 Bufor HBS (z ang. HEPES Buffered Saline) 2x stezony — roztwor soli fizjologicznej
buforowany HEPES

Sktad: 1,63% NaCl + 1,2% HEPES + 0,2% glukoza + 0,0027% Na;HPO4*2H,0, pH=7,5

doprowadzono 0,5N NaOH. Roztwdr jatowiono przez sgczenie przy uzyciu filtra

strzykawkowego 0,22 um.
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6.12.10 Roztwdr 15% glicerolu w HBS do szoku glicerynowego

Roztwar jatowiono przez sgczenie przy uzyciu filtra strzykawkowego 0,22 um.

6.12.11 Bufor do lizy z CHAPS (3-((3-cholamidopropylo)dimetyloamonio)-1-
propanosulfonian)

Sktad: 1% CHAPS + 0,5 mM EDTA+ 150 mM NaCl, 30 mM Tris-HCI, pH=7,5

6.12.12 Bufor do lizy z digitoning
Sktad: 25 pg/ml digitonina + 50 mM HEPES + 150 mM NaCl, pH=7,4

6.12.13 Bufor do lizy z Triton X-100
Sktad: 1% Triton X-100, 0,5 mM EDTA+ 150 mM NaCl, 30 mM Tris-HCl, pH=7,5

6.12.14 Bufor ptuczacy
Sktad: 10 mM Tris-HCl pH =7,5 + 150 mM NacCl + 0,5 mM EDTA

6.12.15 Bufor obcigzajgco-lizujgcy do elektroforezy poliakrylamidowej 2x stezony
Sktad: 120 mM Tris-HCl pH=6,8 + 20 % glicerol + 4 % SDS + 0,04 % btekit bromofenolowy

+ 10 % B-merkaptoetanol

6.12.16 Bufor SDS-PAGE 1x
Sktad: 25 mM Tris + 192 mM glicyna + 0,1% SDS, pH 8.3

6.12.17 Roztwdér utrwalajacy zele poliakrylamidowe przed barwieniem
Coomassie Brilliant Blue G250

Sktad: 40% etanol + 10% lodowaty kwas octowy

6.12.18 Roztwor Coomassie Brilliant Blue G-250 do barwienia biatek w zelach
poliakrylamidowych

Sktad: 0,1% Coomassie Brilliant Blue G-250, 45% etanol, 10% lodowaty kwas octowy

6.12.19 Roztwdr odbarwiajacy

Sktad: 20% etanol + 10% lodowaty kwas octowy

6.12.20 Bufor do transferu pétsuchego biatek z zelu poliakrylamidowego na btone

Sktad: 48 mM Tris + 39 mM glicyna + 0,0375% SDS + 20% methanol
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6.12.21 Bufor TBS-T (z ang. Tris Buffered Saline with Tween 20)
Sktad: 25mM Tris-HCl pH=7,5 + 0,5M NaCl + 0,1% Tween 20

6.13 Odczynniki chemiczne

6.13.1 Trypsyna, Life Technologies

6.13.2 Metyloceluloza, Sigma-Aldrich

6.13.3 Tween 20, POCH

6.13.4 FBS, GIBCO

6.13.5 Triton X-100, POCH

6.13.6 ProLong Diamond Antifade Mountant, Life Technologies
6.13.7 DMSO, Sigma-Aldrich

6.13.8 Agaroza, Prona

6.13.9 Simply Safe, EURX

6.13.10 Btekit bromofenolowy, POCh

6.13.11 HEPES, Sigma-Aldrich

6.13.12 MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100X), GIBCO
6.13.13 Tris, Sigma-Aldrich

6.13.14 EDTA, Sigma-Aldrich

6.13.15 NaxHPOg4, Serva

6.13.16 Glicerol, Sigma-Aldrich

6.13.17 CaClz, POCH

6.13.18 KCl, Sigma-Aldrich

6.13.19 KH2PO4, Serva

6.13.20 Roztwar inhibitorow proteaz, Roche

6.13.21 Kulki magnetyczne, Binding Control Magnetic Agarose Beads, Chromotek
6.13.22 Akrylamid i bis-akrylamid 29:1, Serva

6.13.23 SDS, Sigma-Aldrich

6.13.24 B-merkaptoetanol, POCh

6.13.25 Nadsiarczan amonu — APS, Sigma-Aldrich

6.13.26 TEMED, Roche

6.13.27 Metanol, POCh
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6.13.28
6.13.29
6.13.30
6.13.31
6.13.32
6.13.33
6.13.34
6.13.35
6.13.36
6.13.37
6.13.38
6.13.39
6.13.40
6.13.41
6.13.42
6.13.43
6.13.44
6.13.45
6.13.46
6.13.47

Glicyna, Sigma-Aldrich

Sacharoza, Research Organics

Glukoza, Polfa

Roztwory wywotywacza i utrwalacza RTG, Kodak
NaCl, POCH

L-leucyna, Sigma-Aldrich

L-lizyna, Sigma-Aldrich

L-arginina, Sigma-Aldrich

13C 15N L-Lysine (*3C¢'°N,-L-lizyna), Silantes

13C 15N L-Arginine (*3C¢*°Ng4-L-arginina), Silanes
2H 4, 4', 5, 5'-D4-L-Lysine (*Hs-lizyna), Silanes
13C L-Arginine 3Cs-arginina, Silantes
AlamarBlue®, Bio-Rad

Fluorek fenylometanosulfonylu (PMSF), Sigma-Aldrich
Leupeptyna, Sigma-Aldrich

Aprotynina, Sigma-Aldrich

Kalikulina A, Sigma-Aldrich

Ortowanadan sodu (Na3V0Oas), Sigma-Aldrich
Fluorek sodu (NaF), Sigma-Aldrich

Trypsyna, Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega

Pozostate odczynniki pochodzity z firmy Polskie Odczynniki Chemiczne.

6.14 Zestawy komercyjne

6.14.1 Zestaw do barwienia w tescie IPMA, VECTOR NovaRED Peroxidase Substrate Kit,

VECTOR LABORATORIES

6.14.2 Zestaw do izolacji DNA wirusowego, Virus Mini AX Transfect, A&A Biotechnology,

6.14.3 Zestaw do izolacji DNA z zeli agarozowych, Gel Out Concentrator, A&A

Biotechnology

6.14.4 Zestaw do klonowania produktéw PCR, CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific

6.14.5 Zestaw do izolacji DNA plazmidowego, Plasmid Mini, A&A Biotechnology,
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6.14.6 Zestaw do koimmunoprecypitacji biatek, GFP-TRAP® Magnetic Agarose Kit,
Chromotek
6.14.7 Zestaw do koimmunoprecypitacji biatek, RFP-Trap® Magnetic Agarose Kit,
Chromotek
6.14.8 Substraty do chemiluminescenciji
6.14.8.1 Westar SUN, Cyanagen
6.14.8.2 Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo
Scientific
6.14.9 Zestaw do transfekcji komodrek ssaczych, jetPRIME®, Polyplus,
6.14.10 Zestaw do klonowania NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit, New
England Biolabs
6.14.11 Zestaw do badania odziatywan biatkowych, F2H Assay Kit, Chromotek

6.15 Aparatura specjalistyczna

Obserwacje mikroskopowe przeprowadzano przy uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu

konfokalnego Leica TSC SP8X lub fluorescencyjnego mikroskopu Nikon Eclipse TE300.

Ultrawirowanie prowadzono w ultrawirowce Beckman Optima z uzyciem rotoru

uchylnego Beckman SW28.

Spektrometrie masowg przeprowadzono przy uzyciu spektrometru masowego LTQ

Orbitrap Velos hybrid mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

6.16 Dodatkowe materiaty

6.16.1 Naczynia plastikowe do hodowli komérkowych — ptytki wielodotkowe, probéwki
wirownicze, butelki, szalki - BD Falcon™.

6.16.2 Ptytki do obserwacji przyzyciowych ze szklanym dnem, p-Slide 2 Well Glass
Bottom, ibidi GmbH, Niemcy

6.16.3 Ptytki do obserwacji przyzyciowych ze szklanym dnem, Willco Wells

6.16.4 Gotowe gradientowe zele poliakrylamidowe 4-20%, Bio-Rad

6.16.5 Btona PVDF, Immobilon, Sigma-Aldrich
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6.16.6 Bibuta Whatman, Sigma-Aldrich
6.16.7 Klisza swiattoczuta, Fugi Medical X-Ray Film
6.16.8 Statyw magnetyczny 16-Tube SureBeads™ Magnetic Rack, Bio-Rad
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7. Metody

7.1 Hodowle komdrek ssaczych

Komérki ssacze hodowano w odpowiednio suplementowanych pozywkach
hodowlanych (Tab. 4) w naczyniach polistyrenowych (butelkach i ptytkach
wielodotkowych), przeznaczonych do hodowli jednowarstwowych (Materiaty 6.16.1). Po
uzyskaniu okreslonego stopnia konfluencji, hodowle ptukano dwukrotnie buforem PBS
(Materiaty 6.12.1) a nastepnie dodawano roztworu trypsyny (Materiaty 6.13.1). Po
uptywie odpowiedniego czasu do oderwania komodrek od powierzchni naczynia, roztwor
trypsyny neutralizowano jedng objetoscig podioza hodowlanego. Nastepnie komérki
zliczano w hemocytometrze i zawieszano w odpowiedniej ilosci pozywki hodowlane;.

Hodowle prowadzono w inkubatorach w atmosferze 5% CO,, w temperaturze 37°C.

Tab. 4: Podtoza stosowane do hodowli komérek ssaczych.

Linia komérkowa Podtoze hodowlane
MDBK (Materiaty 6.1.1) RPMI (Materiaty 6.2.1i6.2.2)
HMEM (Materiaty 6.2.3),
EMEM (Materiaty 6.2.4)
Fibroblasty bydlece (Materiaty 6.1.3) DMEM (Materiaty 6.2.5)
F2H®-BHK (Materiaty 6.1.4) DMEM (Materiaty 6.2.5)

KOP-R (Materiaty 6.1.2)

7.2 Infekcja komorek ssaczych wirusem BHV-1

Po uzyskaniu ok. 80% poziomu konfluencji w hodowli komodrek ssaczych, pozywke
zbierano i zastepowano podtozem zawierajgcym wirusa, w minimalnej objetosci,
wystarczajgcej do pokrycia powierzchni naczynia. Nastepnie hodowle inkubowano przez
1 h w atmosferze, 5% CO,;, w temperaturze 37°C. Po uptywie tego czasu, inokulum
zastepowano odpowiednig iloscia S$wiezego podioza wzrostowego. Po uzyskaniu
catkowitego efektu cytopatycznego, lizat wirusowy zbierano, odwirowywano (4000 rpm,
5 min) i porcjowano po 500 pl — 1000 pl. Porcje lizatu przechowywano do dalszych analiz

w temp. -70°C.
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7.3 Miareczkowanie wirusa

W celu oznaczenia miana wirusa lub uzyskania pojedynczych tysinek wirusowych,
wykonywano seryjne rozcienczenia dziesietne lizatu wirusowego. Nastepnie
rozcienczenia nanoszono na hodowle jednowarstwowg komérek ssaczych w studzienkach
ptytek 6- lub 12-dotkowych, w objetosci odpowiednio 600 pl lub 350 pl. Po 1 h inkubacji
w atmosferze, 5% CO, w temperaturze 37°C, inokulum zbierano a komorki przykrywano
1% roztworem metylocelulozy (Materiaty 6.12.2) lub podiozem wzrostowym
zawierajgcym surowice neutralizujgcg wirusa zewngtrzkomorkowego (Materiaty 6.4.1).
Po 48-72 h inkubacji, zliczano tysinki wirusowe dla okreslenia miana wirusa lub barwiono
przy pomocy testu IPMA (Metody 7.5) dla pomiaru wielkosci pojedynczych tysinek
wirusowych (Metody 7.6).

7.4 Test neutralizacji wirusa zewngtrzkomérkowego

Komérki linii bydlecych (Materialy 6.1.1 oraz 6.1.3) hodowano w ptytkach
dwunastodotkowych do 80% stopnia konfluencji. Nastepnie, komoérki infekowano
wirusem BHV-1 WT (Materiaty 6.3.1) w ilosci 50 PFU/ml. Po 1 h inkubacji, inokulum
zbierano i zastepowano roztworem 1% metylocelulozy (Materiaty 6.12.2), odpowiednig
do typu komoérek czystg pozywka hodowlang lub podtozem zawierajgcym 2, 20, 40, 80 lub
160 ul surowicy neutralizujgcej BHV-1 (Materiaty 6.4.1). Po 48 h inkubacji w atmosferze
5% CO, w temperaturze 37°C, zbierano metyloceluloze lub podtoze, wykonywano seryjne
rozcienczenia dziesietne i dodawano do sSwiezej hodowli jednowarstwowej komodrek
bydlecych. Po 1 h inkubacji, rozcieiiczenia zbierano, a komérki przykrywano 1%
roztworem metylocelulozy. Po kolejnych 48 godzinach inkubacji komarki barwiono przy
uzyciu testu IPMA, w celu wizualizacji tysinek wirusowych (Metody 7.5). Nastepnie tysinki
zliczano, by okreslic optymalng ilos¢ surowicy neutralizujgcej  wirusa
zewnatrzkomoérkowego (Ryc. 20). Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach

biologicznych.
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1. Infekcja BHV-1

1h
2. Zastgpienie inokulum

Metyloceluloza Surowica neutralizujaca (ul)

.
® OOOPOO®

4. Seryjne rozcienczenia 48 h
metylocelulozy lub pozywki

101

6. IPMA

Ryc. 20: Schemat przeprowadzenia testu neutralizacji zewnatrzkomérkowego BHV-1. W ramkach
oznaczono kolejne etapy procedury.

76



7.5 Test immunodetekcji biatek in situ (IPMA)

Test IPMA (z ang. Immunoperoxidase monolayer assay) przeprowadzano w celu
detekcji biatek wirusowych w hodowlach jednowarstwowych komadrek ssaczych. Komaorki
infekowane wirusem BHV-1 WT (Materiaty 6.3.1) lub rekombinantami wirusowymi
(Materiaty 6.3.2-6.3.7) ptukano trzykrotnie buforem PBS (Materiaty 6.12.1), po czym
suszono i zamrazano w temp. -20°C. W kolejnym etapie procedury komaorki utrwalano 4%
roztworem zimnego paraformaldehydu w buforze PBS przez 10 min. Po uptywie tego
czasu komarki ptukano trzykrotnie buforem PBS z dodatkiem 0,5% Tween 20 (Materiaty
6.13.3), a nastepnie dodawano roztworu przeciwciat pierwszorzedowych w buforze PBS z
Tween 20 i 5% FBS (Materiaty 6.13.4). Inkubacje z roztworem przeciwciat prowadzono
przez 1 h w temp. pokojowej, na kotysce laboratoryjnej. W celu usuniecia niezwigzanych
przeciwciat, utrwalone komorki ptukano trzykrotnie buforem PBS z 0,5% Tween 20.
Nastepnie prowadzono 1h inkubacje z koniugatem przeciwciat gatunkowo specyficznych
sprzezonych z peroksydazg chrzanowg (z ang. horseradish peroxidase, HRP) w buforze PBS
z 1% Tween 20 i 5% FBS. Detekcje kompleksdw przeciwciat prowadzono przy uzyciu

zestawu VECTOR NovaRED Peroxidase Substrate Kit (Materiaty 6.14.1)

7.6 Pomiar wielkosci tysinek

tysinki wirusowe wybarwiano przy uzyciu testu IPMA (Metody 7.5). Nastepnie
studzienki ptytki wielodotkowej, zawierajgce odpowiednig ilos¢ tysinek, skanowano
z rozdzielczos$cig 1200 dpi. Powierzchnie pojedynczych tysinek okreslano w jednostkach
arbitralnych za pomocg oprogramowania LUCIA Image, Laboratory Imaging. Wielko$¢

tysinek mutantéw wirusowych zostata okreslona jako $rednia z pomiaru 150 tysinek.

7.7 Mikroskopowa analiza przyzyciowa rekombinantow BHV-1

W celu przeprowadzenia mikroskopowych obserwacji przyzyciowych, komaérki linii
bydlecych (Materiaty 6.1.1-6.1.3) hodowano w ptytkach p-Slide 2 Well Glass Bottom, ibidi
GmbH (Materiaty 6.16.5) lub Willco Wells (Materiaty 6.16.6), do osiggniecia
odpowiedniego do eksperymentu stopnia konfluencji. Nastepnie komoérki infekowano
fluorescencyjnymi rekombinantami BHV-1. Po 1 h inkubacji w atmosferze 5% CO,,

w temperaturze 37°C, zbierano inokulum i zastepowano 1% roztworem metylocelulozy
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(Materiaty 6.12.2) lub podtozem wzrostowym zawierajgcym surowice neutralizujgcg BHV-
1 (Materiaty 6.4.1). Obserwacje prowadzono w komorze przyzyciowej w atmosferze 5%
CO,, w temperaturze 37°C we fluorescencyjnym mikroskopie konfokalnym Leica TCS SP8
X (Materiaty 6.15) z zastosowaniem obiektywu o powiekszeniu 63x. Obraz zbierano co 10-
12 s, przez 12 h, przy odpowiedniej dtugosci fali wzbudzenia - 475 nm dla GFP oraz 587
nm dla mCherry. Obrazy zostaty przetworzone do filméw poklatkowych, opatrzonych
skalg i znacznikiem czasu, przy uzyciu oprogramowania Leica Software LasX.

W celu okreslenia predkosci procesu CTC, obserwacje prowadzono od momentu
pojawienia sie sygnatu fluorescencyjnego wirusowych biatek fuzyjnych (gE-GFP oraz
gETM™-GFP). Predko$¢ CTC zostata okreslona jako ilo$¢ komédrek infekowanych
w Srodowisku surowicy neutralizujgcej wirusa lub roztworu 1% metylocelulozy na 1 h.
Srednia predko$¢ CTC zostata obliczona na podstawie zliczania komdrek dajacych
poczatek 20 tysinkom wirusowym z ustalonych w programie Leica Software LasX pozycji
na preparacie. Eksperyment przeprowadzono w trzech powtdrzeniach biologicznych. Do
analizy statystycznej wykorzystano test U Manna-Whitneya, na poziomie istotnosci
rownym p=0,1. Test przeprowadzono za pomocg bezptatnego narzedzia Mann-Whitney

U Test Calculator, dostepnego pod adresem http://www.socscistatistics.com.

7.8 Cytometria przeptywowa

Komorki MDBK wysiewano w ilosci 3 x 10° na szalki o $rednicy 6 cm (Materiaty
6.16.1). Nastepnego dnia komorki infekowano wirusem BHV-1 WT (Materiaty 6.1.1),
BHV-1 gETM- (Materiaty 6.3.3), BHV-1 AUS3 (Materiaty 6.3.5) oraz BHV-1 US3 KD
(Materiaty 6.3.6) w MOI=1. Kontrolg w eksperymencie byty komérki nieinfekowane.
W okreslonych odstepach czasowych od infekcji (6, 12, 24 hpi), komorki traktowano
trypsyng, przenoszono do probéwek wirowniczych i wirowano z predkoscig 800 rpm przez
5 min, w temp. +4°C. Nastepnie komorki ptukano jednokrotnie buforem PBS, wirowano i
ptukano buforem PBA (Materiaty 6.12.4). Po kolejnym wirowaniu komérki zawieszano w
300 ul buforu PBA i przenoszono po 100 ul na studzienke ptytki 96-dotkowej. Po kolejnym
wirowaniu (1200 rpm, 3 min, +4°C) komérki inkubowano w roztworze przeciwciat anty-
gE/gl (Materiaty 6.4.3) w buforze PBA, przez 1 h. W kolejnym etapie komorki ptukano

trzykrotnie buforem PBA i inkubowano w roztworze przeciwciat drugorzedowych
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gatunkowo specyficznych, sprzezonych z PE (Materiaty 6.4.9) przez 45 min. Nastepnie
komorki ptukano trzykrotnie w buforze PBA, przenoszono do 1,5 ml probowek i
analizowano za pomocg cytomertu przeptywowego FACS Calibur, Becton Dickinson
(Materiaty 6.15), w programie CellQuest Pro i cytometru Merck/Guava easyCyte, Merck
(Materiaty 6.15), w programie InCyte. Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach

biologicznych.

7.9 Immunofluorescencja

Hodowle komédrek ssaczych prowadzono w ptytkach 12-dotkowych,
z umieszczonymi na dnach studzienek szkietkami nakrywkowymi. Nastepnie komorki
infekowano rekombinantami wirusa BHV-1. Po odpowiednim czasie od infekcji komorki
ptukano buforem PBS (Materiaty 6.12.1), po czym utrwalano w 4% roztworze zimnego
parafomraldehydu w buforze PBS, przez 10 min. W kolejnym etapie, komorki
permeabilizowano roztowrem 0,2 % Triton X-100 (Materiaty 6.13.5) w PBS, przez 5 min.
Po permeabilizacji, komorki ptukano trzykrotnie buforem PBS i dodawano roztworu
przeciwciat pierwszorzedowych (Tab. 5) w buforze PBS z dodatkiem 5% FBS (Materiaty
6.13.4). Inkubacje w roztworze przeciwciat pierwszorzedowych prowadzono przez 1 h
w temperaturze pokojowej na kotysce laboratoryjnej. Po usunieciu przeciwciat oraz
trzykrotnym ptukaniu buforem PBS, do komdrek dodawano roztworu przeciwciat
drugorzedowych sprzezonych z fluorochromem i ponownie inkubowano przez 1 h. Po
kolejnej serii ptukania w buforze PBS, preparaty mikroskopowe zamykano za pomocg
ProLong Diamond Antifade Mountant DAPI, Life Technologies (Materiaty 6.13.6). Analize
mikroskopowg prowadzono we fluorescencyjnym mikroskopie konfokalnym Leica TSC

SP8X (Materiaty 6.15).

Tab. 5: Przeciwciata uzyte do immunofluorescencji.

Przeciwciata Stezenie Znacznik
Anty-gE/gl (Materiaty 6.4.3) 1:2000 | e
Anty-B-katenina (Materiaty 6.4.4) 1:1000 | e
Anty-PPla (Materiaty 6.4.7) 1:300 | e
Anty-mysie (Materiaty 6.4.11) 1:1000 Alexa Fluor 546
Anty-krodlicze (Materiaty 6.4.12) 1:1000 Alexa Fluor 488
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7.10 lzolacja DNA wirusowego

Komérki ssacze hodowano w trzech butelkach o powierzchni 125 cm? do uzyskania
80% poziomu konfluencji. Nastepnie hodowle infekowano wirusem i inkubowano
w atmosferze 5% CO,, w temperaturze 37°C do uzyskania efektu cytopatycznego.
Pozywke zawierajgcg wirusa zbierano do probowek wirowniczych o pojemnosci 50 ml, po
czym wirowano z predkoscig 4000 rpm przez 5 minut, w celu osadzenia resztek
komadrkowych. Uzyskany supernatant wirowano w ultrawiréwce z rotorem Beckam SW28
(Materiaty 6.15) przez 3 godziny w +4°C z predkoscia 28000 rpm. Osadzone wiriony
zawieszano w 900 ul buforu TE pH7,4 (Materiaty 6.12.5). DNA wirusowy izolowano przy
uzyciu zestawu Virus Mini AX Transfect, A&A Biotechnology (Materiaty 16.14.2), zgodnie

z instrukcjg dostarczong przez producenta.

7.11 tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Amplifikacje fragmentéw DNA przeprowadzono metodg PCR przy uzyciu
mieszaniny KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit, Roche (Materiaty 6.10), 5% DMSO
(Materiaty 6.13.7) oraz specyficznych starterow (Tab. 6). Czas trwania, ilos¢ cykli oraz
profil temperaturowy reakcji zostat dobrany na podstawie temperatury topnienia
starterdw.

Tab. 6: Startery do reakcji PCR. Na czerwono i zielono zaznaczono sekwencje rozpoznawane przez
enzymy restrykcyjne. Tm — (z ang. melting temperature) temperatura topnienia.

Starter Sekwencja (5’->3’) Enzym Tm
36-FOR ATTATAGAATTCTCTGCGCTGTCGGGCCTTGGCTC 72°C
35-REV TTATACCATGCATACCGGTGCCGGGATCGACCGAT Nsil+Agel 74°C
35-FOR ATTATAGCATGCATGGCGTCGTCGAACCGCGAGTG Nsil 74°C
34-REV ATTATAGGATCCTTTGGCCTTTTCGGCGCGCCTGG 74°C
Cherry-FOR | CACCATGCATAGCAAGGGCGAGGAGGATAAC Nsil 70°C
Cherry-REV | ATTACCGGTCTTGTACAGCTCGTCCATGCC Agel 70°C

7.12 Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie DNA przeprowadzono w firmie Genomed z uzyciem starteréow
pJET1.2 Forward Sequencing Primer oraz pJET1.2 Reverse Sequencing Primer, bedacych

komponentami zestawu CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific (Materiaty 6.14.4).
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7.13 Elektroforeza agarozowa

Przygotowanie zelu agarozowego oraz rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono
w oparciu o protokét wg Sambrook i Russell, 2001 [433]. Rozdziat elektroforetyczny
prowadzono w 1% zelu agarozowym w buforze TAE (Materiaty 6.12.6). Odpowiednig ilo$¢
agarozy (Materiaty 6.13.8) rozpuszczano w 1x stezonym buforze TAE poprzez podgrzanie
do wrzenia w kuchence mikrofalowej, do uzyskania klarownego roztworu. Po schtodzeniu
do temperatury ok. 50°C, do agarozy dodawano barwnika Simply Safe (Materiaty 6.13.9)
w ilosci 5 pl/100 ml zelu, a nastepnie zel wylewano na ptytke aparatu do elektroforezy. Do
probek DNA dodawano bufor obcigzajacy (Materiaty 6.12.7), po czym nanoszono je do
studzienek zelu. By okresli¢ wielko$¢ rozdzielanych elektroforetycznie fragmentdw DNA
stosowano wzorzec masowy GeneRuler'™ DNA Ladder Mix 100-10000 kb, Life
Technologies (Materiaty 6.11.1). Elektroforeze prowadzono przy napieciu pradu
odpowiadajgcemu 1-5 V na 1 cm dtugosci zelu. W celu uwidocznienia fragmentéw DNA,

zel naswietlano swiattem ultrafioletowym o dtugosci fali 312 nm.

7.14 lzolacja DNA z zelu agarozowego
Izolacje DNA z zelu agarozowego przeprowadzono przy pomocy zestawu Gel Out
Concentrator, A&A Biotechnology (Materiaty 6.14.3), zgodnie z instrukcjg zatgczong przez

producenta.

7.15 Ligacja DNA

Ligacje produktow PCR do wektora pJET1.2/blunt przeprowadzono zgodnie
z instrukcjg zatgczong przez producenta zestawu CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo
Scientific (Materiaty 6.14.4).

Ligacje wstawek z ,lepkimi” koricami do plazmidow przeprowadzono w oparciu

o protokot zawarty w Sambrook i Russell, 2001 [433].

7.16 Przygotowanie komdrek kompetentnych

Przygotowanie komdrek kompetentnych Escherichia coli TOP 10 (Materiaty 6.5.1)
do transformacji metodg chlorkowg przeprowadzono w oparciu o protokét wg Sambrook

i Russell, 2001 [433]. Pojedynczg kolonig bakteryjng zaszczepiono 10 ml podtoza
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wzrostowego LB (Materiaty 6.8.2), a nastepnie inkubowano w wytrzgsarce powietrznej,
w temp. 37°C przez noc. Nastepnego dnia hodowle nocng odmtadzano w stosunku 1:50,
dodajgc 0,5 ml hodowli nocnej do 25 ml podtoza LB. Hodowle inkubowano w wytrzgsarce
do uzyskania ODs75=0,4-0,6, po czym schtadzano w lodzie 10 min i wirowano 15 min
z predkoscig 4000 rpm w temp. +4°C. Osad zawieszano w 10 ml zimnego 0,1 M CaCl; i
inkubowano w lodzie przez 30 min. Zawiesine bakterii ponownie wirowano, osad
zawieszano w 4 ml zimnego 0,1M CaCl, z 5% glicerolem. Nastepnie komérki kompetentne

porcjowano po 200 pl do probdwek typu Eppendorf i zamrazano w temperaturze -70°C.

7.17 Transformacja komoarek bakteryjnych DNA plazmidowym

Transformacje komérek kompetentnych Escherichia coli TOP10 (Materiaty 6.5.1)
przeprowadzono metodg chlorkowg w oparciu o protokdt wg Sambrook i Russell, 2001
[433]. Do 100 pl komdédrek kompetentnych Escherichia coli TOP10 dodano DNA
plazmidowy (50 ng) lub mieszanine ligacyjng i inkubowano w lodzie przez 30 min. Po
inkubacji, komorki poddano szokowi termicznemu przez 90 s w temp. 42,5°C, po czym
przenoszono do fazni lodowej. Nastepnie, dodawano do komdrek 1 ml podtoza LB
(Materiaty 6.8.2). Catos¢ inkubowano w wytrzgsarce powietrznej przez 60 min w temp.
37°C. Zawiesine bakterii w porcjach po 100 pl wysiewano na podfoze selekcyjne LA
(Materiaty 6.8.1) zawierajgce odpowiedni antybiotyk (Materiaty 6.9).

Transformacje komorek kompetentnych NEB® 5-alpha Competent E. coli (High
Efficiency), New England Biolabs (Materiaty 6.5.2) przeprowadzono zgodnie z protokotem

zatgczonym przez producenta.

7.18 lzolacja DNA plazmidowego z bakterii

Izolacje DNA plazmidowego przeprowadzono przy pomocy zestawu Plasmid Mini,

A&A Biotechnology (Materiaty 6.14.5), zgodnie z instrukcjg zatgczong przez producenta.

7.19 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

W celu przygotowania lepkich badz tepych korncéw do klonowania lub analizy
restrykcyjnej  produktu  ligacji, przeprowadzono trawienie endonukleazami

restrykcyjnymi. Reakcja prowadzona byta w temperaturze 37°C przez 1h lub przez noc,
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w zaleznosci od ilosci trawionego DNA. Do mieszaniny reakcyjnej dodawano DNA w ilosci
od 50 ng do 20 pg, 1-2U enzymu/enzymdéw na 1 pg DNA, bufor 10x stezony oraz wode
wolng od nukleaz. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita od 20 pul dla analizy
restrykcyjnej produktow ligacji do 100 pl w przypadku trawienia DNA kasety do
kotransfekcji (Metody 7.20).

7.20 Kotransfekcja DNA wirusowego i kasety do kotransfekcji

Kotransfekcje DNA wirusowego oraz DNA kasety do kotranfekcji przeprowadzano
w komarkach linii KOP-R (Materiaty 6.1.2), w ptytkach 6-dotkowych (Materiaty 6.16.1).
Komorki wysiewano na ptytki w ilosci 2x10° komodrek na jeden dotek. Po catonocne;j
inkubacji wymieniano pozywke znad komadrek na swiezg, a po 3 h do komérek dodawano
mieszanine transfekcyjng. Mieszanina transfekcyjna zawierata precypitat DNA z chlorkiem
wapnia. Mieszanine przygotowywano w dwodch probowkach — A i B. W probdéwce A
mieszano 2,5 ug DNA wirusowego, 2,5 ug DNA kasety do kotransfekcji oraz 62,5 pl 2M
CaCl; (Materiaty 6.12.8) w 500 pl H,0. W probdwce B przygotowano 500 ul buforu 2x HBS
(Materiaty 6.12.9). Powoli mieszajgc dodawano zawarto$é probowki A do probdéwki B,
a nastepnie inkubowano przez 20 min w ciemnosci w temperaturze pokojowe]. Powstaty
precypitat dodawano kroplami do pozywki w kolejnych dotkach ptytki 6-dotkowej, po
czym komorki inkubowano przez 4 h w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,. Po
inkubacji komérki przemywano pozywkg bez FBS. W celu wprowadzenia DNA do komorek,
przeprowadzono szok glicerolowy. Na tym etapie zbierano pozywke i dodawano 15%
glicerol w 1x HBS (Materiaty 6.12.10). Po 2 min inkubacji, komérki ptukano dwukrotnie
buforem PBS i dodawano 1% roztworu metylocelulozy (Materiaty 6.12.2). Inkubacje
prowadzono w atmosferze 5% CO, w temperaturze 37°C, az do pojawienia sie tysinek

wirusowych.
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7.21 lzolacja fluorescencyjnych rekombinantéw BHV-1 z fuzjg VP26-
mCherry

W celu wyodrebnienia rekombinantéw z fuzjg VP26-mCherry, pojedyncze tysinki
wirusowe emitujgce czerwong fluorescencje przepikowywano do hodowli komérek MDBK
(Materiaty 6.1.1) na ptytkach 96-dotkowych. Po uzyskaniu efektu cytopatycznego
przeprowadzano kolejne, dziesietne rozciericzenia lizatu na ptytkach 6-dotkowych w celu
uzyskania pojedynczych, fluorescencyjnych tysinek wirusowych do kolejnej rundy
pikowania. Procedure pikowania tysinek powtarzano pieciokrotnie, az do uzyskania lizatu

zawierajgcego jednorodnego rekombinanta wirusowego (Ryc. 21).

W \
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Ryc. 21: Schemat metody izolacji fluorescencyjnych rekombinantéw wirusowych na przyktadzie
BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry. W prostokatach oznaczono kolejne etapy procedury.

7.22 Krzywa wzrostu wirusa (z ang. one-step growth)

Hodowle jednowarstwowe komorek linii MDBK (Materiaty 6.1.1) w ptytkach 12-
dotkowych infekowano wirusem, w MOI=10. Po 1 h inkubacji, inokulum zbierano a
komorki inkubowano 2 min z buforem do inaktywacji wirusa zewngtrzkomdrkowego
(Materiaty 6.12.3). Nastepnie komorki ptukano dwa razy buforem PBS (Materiaty 6.12.1)

i dodawano 1ml pozywki. W odpowiednich punktach czasowych po infekcji zbierano
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pozywke znad komérek i zamrazano w -70°C. Po rozmrozeniu miareczkowano wirusa

zewnatrzkomédrkowego.

7.23 Liza komorek ssaczych zainfekowanych rekombinantami BHV-1

Komérki linii bydlecych (Materiaty 6.1.1-6.1.3) hodowano w szalkach o srednicy
10 cm do osiggniecia 80% stopnia konfluencji. Nastepnie komorki infekowano
fluorescencyjnymi rekombinantami BHV-1 (Materiaty 6.3.2 i 6.3.4) w MOI=1. Po 1 h
inkubacji inokulum zbierano i zastepowano $wiezg porcjg medium hodowlanego. Po 18 h
inkubacji w atmosferze 5% CO, w temperaturze 37°C, komorki zdrapywano z powierzchni
ptytki i zawieszano w 200 pl schtodzonego w lodzie buforu do lizy (Materiaty 6.12.11-
6.12.13) z dodatkiem roztworu inhibitoréw proteaz (Materialy 6.13.20). Lizaty
inkubowano w lodzie przez 30 min z intensywnym pipetowaniem co 10 min. Nastepnie
wirowano je z predkoscig 17 000 x g przez 10 min, w temp. +4°C. Do odwirowanych lizatow
dodawano 300 pl buforu ptuczgcego (Materiaty 6.12.14) z dodatkiem inhibitorow
proteaz. Nastepnie przeprowadzono koimmunoprecypitacje biatek wirusowych przy

pomocy zestawu GFP-Trap®_MA beads, Chromotek (Materiaty 6.14.6, Metody 7.24).

7.24 Koimmunoprecypitacja

W celu identyfikacji biatek oddziatujgcych z kompleksem gE/gl lub PP1q, lizaty
komodrkowe poddawano koimmunoprecypitacji metodg separacji magnetycznej przy
uzyciu odpowiednio zestawu GFP-Trap®_MA Kit, Chromotek (Materiaty 6.14.6) lub RFP-
Trap® Magnetic Agarose Kit, Chromotek (Materiaty 6.14.7). By zablokowa¢ niespecyficzne
oddziatywanie biatek z kulkami magnetycznymi, do lizatbw dodawano 25 ul
nieoptaszczonych przeciwciatami kulek magnetycznych Binding Control Magnetic Agarose
Beads, Chromotek (Materiaty 6.13.21). Lizaty inkubowano nastepnie przez 1 h w temp.
+4°C na rotatorze probowkowym. Po inkubacji lizaty poddawano separacji magnetycznej
na statywie magnetycznym 16-Tube SureBeads™ Magnetic Rack, Bio-Rad (Materiaty
6.16.7). Supernatant umieszczono w schtodzonych w lodzie probéwkach typu Eppendorf,
dodawano do nich kulek magnetycznych GFP-Trap® optaszczonych przeciwciatami anty-
GFP lub RFP-Trap® optaszczonych przeciwciatami anty-RFP. Nastepnie lizaty inkubowano

przez 1 h w temp. +4°C, na rotatorze probéwkowym. Po inkubacji lizaty poddawano
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separacji magnetycznej, po czym przeprowadzono trzykrotne ptukanie 500 ul buforu
ptuczgcego (Materiaty 6.12.14). W celu dysocjacji immunokomplekséw ze ztoza, kulki
magnetyczne zawieszano w buforze obcigzajgco-lizujgcym do elektroforezy
poliakrylamidowej (Materiaty 6.12.15) i inkubowano przez 10 min w temp. 96°C. Po
uptywie tego czasu znéw przeprowadzano separacje magnetyczng. Uzyskany supernatant

przechowywano w temp. -20°C do dalszych analiz.

7.25 Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE)

Elektroforeze prowadzano w zelach poliakrylamidowych o 15% stezeniu
akrylamidu (zel rozdzielajacy) i 4,5% (zel zageszczajacy) lub w zelach gradientowych 4-20%
(Materiaty 6.16.4). Przed naniesieniem do studzienek zelu, préby mieszano z buforem
obicigzajgco-lizujgcym (Materiaty 6.12.15) i inkubowano przez 10 min w temp. 96°C.
Rozdziat prowadzono w buforze SDS-PAGE (Materiaty 6.12.16). W celu okreslenia
wielkosci rozdzielanych biatek uzywano wzorca masowego SDS-PAGE PageRuler™

Prestained Protein Ladder, Life Technologies (Materiaty 6.11.2).

Zele barwiono btekitem Coomassie G-250 (Metody 7.26) lub przeprowadzano
elektrotransfer pétsuchy biatek na btone PVDF (Metody 7.27) i Western Blotting (Metody
7.28).

7.26 Barwienie zeli poliakrylamidowych

Po rozdziale elektroforetycznym biatek zele utrwalano roztworem utrwalajgcym
(Materiaty 6.12.17) przez 30 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie zele barwiono
barwnikiem Coomassie Brilliant Blue G-250 (Materialy 6.12.18) przez 20 min
w temperaturze pokojowej. Zele odbarwiano roztworem odbarwiajgcym (Materiaty

6.12.19) przez 2 h, po czym dwukrotnie ptukano H,O destylowang.
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7.27 Elektrotransfer potsuchy biatek z zelu poliakrylamidowego na btone

PVDF

By przeprowadzi¢ elektrotransfer biatek na btone PVDF sktadano tzw. ,kanapke”
do transferu. W tym celu btone PVDF (Materiaty 6.16.2) aktywowano w metanolu
(Materiaty 6.13.27), po czym membrane oraz zel inkubowano w buforze do transferu
(Materiaty 6.12.20) przez 10 min. Po uptywie tego czasu cztery bibuty typu Whatmann
(Materiaty 6.16.3) namaczano w buforze do transferu, na nich umieszczano btone PVDF,
nastepnie zel poliakrylamidowy z rozdzielonymi probkami biatek oraz kolejne cztery
warstwy bibuty typu Whatman namoczone w buforze do transferu. Po usunieciu babli
powietrza, ,kanapke” do transferu umieszczano w aparacie Trans-Blot Turbo Transfer

System (Bio-Rad). Transfer prowadzono przy napieciu 25 V przez 30 min.

7.28 Western Blotting

Po elektrotransferze btone PVDF blokowano w roztworze 5% mleka
odttuszczonego w buforze TBS-T (Materiaty 6.12.21) w temp. +4°C przez noc. Nastepnie
membrane inkubowano w roztworze przeciwciat specyficznych wobec analizowanego
antygenu w 5% ottuszczonym mleku w buforze TBS-T. Czas inkubacji, w zaleznosci od
uzytych przeciwciat, wynosit od 1 h do 16 h. W celu usuniecia niespecyficznie zwigzanych
przeciwciat, membrane ptukano trzykrotnie buforem TBS-T po 5 min. Nastepnie
inkubowano przez 1 h w roztworze przeciwciat drugorzedowych, gatunkowo
specyficznych, sprzezonych z HRP lub AP. Niezwigzany koniugat usuwano przez trzykrotne
ptukanie btony buforem TBS-T. Detekcje komplekséw antygen-przeciwciata prowadzono
przy uzyciu substratéw do chemiluminescencji - Westar SUN, Cyanagen (Materiat
6.14.8.1) lub Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific

(Materiaty 6.14.8.2) poprzez ekspozycje na kliszy Swiattoczutej (Materiaty 6.16.4).

7.29 Znakowanie izotopowe aminokwasow w pozywce hodowlanej

(SILAC)

Komérki MDBK hodowano w pozywce RPMI 1640, 1780, niezawierajgcej czerwieni
fenolowej, lizyny, leucyny oraz argininy (Materiaty 6.2.2). Pozywke suplementowano 10%

FBS (Materiaty 6.13.4), nieznakowanymi aminokwasami (,lekkie” pietno) - 382 uM L-
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leucyng (Materiaty 6.13.33), 218 uM L-lysine (Materiaty 6.13.34), 288 uM L-argining
(Materiaty 6.13.35) oraz mieszankg antybiotykéw AA (Materiaty 6.9.4). Do znakowania
izotopowego w metodzie SILAC, komédrki hodowano przez szes¢ pasazy w podtozu
zawierajagcym aminokwasy znakowane ,ciezkim” pietnem - 3C¢'°N,-L-lizyne (Materiaty
6.13.36), 3Cc°Ns-L-arginine, (Materiaty 6.13.37) lub ,$rednim” pietnem - 2Hs-lizyne
(Materiaty 6.13.38) i 3 Cs-arginine (Materiaty 6.13.39). Zywotno$¢ komérek hodowanych
w pozywce zawierajgcej ,lekkie”, ,ciezkie” oraz ,Srednie” pietno aminokwasdow
sprawdzano przy pomocy odczynnika AlamarBlue®, Bio-Rad (Materiaty 6.13.40),

wg instrukcji zatgczonej przez producenta.

7.30 Przygotowanie probek do spektrometrii masowej

Znakowane izotopowo (,ciezkie” i ,Srednie” pietno) lub nieznakowane (,lekkie
pietno”) komorki MDBK (Materiaty 6.1.1) hodowano w ptytkach o $rednicy 10 cm
(Materiaty 6.16.1) do osiggniecia 80% stopnia konfluencji (ok. 107 komdrek). Nastepnie
komorki infekowano fluorescencyjnymi rekombinantami BHV-1 gE-GFP (Materiaty 6.3.2)
oraz BHV-1 gE-TM"-GFP (Materiaty 6.3.4), w MOI=1. Kontrolg w eksperymencie byty
komorki nieinfekowane. Po 1 h inkubacji inokulum zbierano i zastepowano porcjg medium
hodowlanego. Po 18 h inkubacji w atmosferze 5% CO; w temperaturze 37°C, komorki
zdrapywano z powierzchni ptytki i poddawano lizie przy pomocy buforu do lizy z CHAPS
(Materiaty 6.12.11, Metody 7.23) z dodatkiem 1mM PMSF, 10 ug/ml leupeptyny, 10
ug/ml aprotyniny, 50 ng/ml kalikuliny A, 10 mM NasVO4 oraz 10 mM NaF (Materiaty
6.13.41-6.13.47). Nastepnie przeprowadzano koimmunoprecypitacje (Metody 7.24).
Uzyskane prébki rozdzielano elektroforetycznie (Metody 7.25) w gradientowych zelach
poliakrylamidowych 4-20%, Bio-rad (Materiaty 6.16.4). Zele poliakrylamidowe barwiono
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Metody 7.26), a nastepnie przeprowadzano trawienie
trypsyng (Materiaty 6.13.47) do peptydéw. Uzyskane peptydy mieszano w stosunku 1:1:1
i analizowano w spektrometrze masowym (Metody 7.31). Eksperyment wykonano w
trzech powtdrzeniach biologicznych ze zmiang pietna (z ang. label-swap). W tabeli 7
przedstawiono zmiane pietna w zaleznosci od powtdrzenia biologicznego eksperymentu,

tj. w pierwszym powtdrzeniu biologicznym komorki wyznakowane pietnem ,ciezkim” byty
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infekowane BHV-1 gE-GFP, w drugim powtdrzeniu wirusem BHV-1 gE-TM™-GFP,

a w trzecim nie byty infekowane.

Tab. 7: Zmiana pietna w znakowaniu izotopowym SILAC w trzech powtdrzeniach biologicznych

eksperymentu.

Pietno ,,ciezkie”

Pietno ,srednie”

Pietno , lekkie”

Eksperyment 1

BHV-1 gE-GFP

BHV-1 gE-TM"-GFP

Komorki
nhieinfekowane

Komorki
E 2 BHV-1 gE-TM"- BHV-1 gE-
ksperyment HV-1 gE-TM"-GFP nieinfekowane HV-1 gE-GFP
Komorki
E BHV-1 gE- BHV-1 gE-TM™-
ksperyment 3 nieinfekowane HV-1 gE-GFP HV-1 gE-TM"-GFP
7.31 Spektrometria masowa
Spektrometrie masowg (LC-MS/MS) przeprowadzano przy wspotpracy

z Pathoproteomics Reserch Group (Uniwersytet Ernst Moritz Arndt, Greiswald, Niemcy),
za pomocg spektrometru masowego LTQ Orbitrap Velos, Thermo Fisher Scientific
(Materiaty 6.15), wyposazonego w system do wysokosprawnej chromatografii cieczowej
EASY-nLCll nanoflow HPLC. Probki zawierajgce peptydy zawieszano w 8 pl 5% acetonitrylu
w 0,1% kwasie octowym i nanoszono na kolumne Aeris™ 3.6 um PEPTIDE XB-C18 100 A,
Phenomenex. Elucje peptyddéw prowadzano w gradiencie 1%-75% acetonitrylu w 0,1%
kwasie octowym, przez 60 min. Dwadziescia jonéw o najbardziej intensywnym sygnale, o
tadunku wiekszym Ilub réwnym 2, zostato pofragmentowane poprzez dysocjacje
zderzeniowg (z ang. collision induced dissociation, CID). Analize danych przeprowadzit
dr Falko Hochgrafe (Pathoproteomics Reserch Group, Uniwersytet Ernst Moritz Arndt,
Greiswald, Niemcy), za pomocg oprogramowania MaxQuant (wersja 1.5.3.8, Max Planck
Institute of Biochemistry,

Martinsried, Niemcy) ze zintegrowang wyszukiwarkg

Andromeda.

7.32 Analiza przebiegu interakcji biatkowych w czasie (z ang. time-

course)
Komérki MDBK hodowano w szalkach o srednicy 10 cm do 80% stopnia konfluencji,

po czym infekowano fluorescencyjnym rekombinantem BHV-1 gE-GFP (Materiaty 6.3.2),
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w MOI=1. Po uptywie 2, 6, 8, 12, 18 oraz 24 hpi, komérki zdrapywano z powierzchni ptytek
i lizowano buforem do lizy z CHAPS (Materiaty 6.12.11) z dodatkiem roztworu inhibitorow
proteaz (Materiaty 6.13.20). Nastepnie przeprowadzano koimmunoprecypitacje (Metody
7.24). Po koimmunoprecypitacji 40 ul kazdej probki rozdzielano w zelu
poliakrylamidowym (Metody 7.25) i wykonywano Western Blotting (Metody 7.28) z
uzyciem przeciwciat anty-PP1a (Materiaty 6.4.6) oraz anty-gE (Materiaty 6.4.7).

7.33 Klonowanie metoda NEBuilder®

Do konstrukcji wektora plazmidowego pmCherry(C1)-PP1alfa wykorzystywano
zestaw NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit, New England Biolabs (Materiaty
6.14.10). Metoda NEBuilder® jest pochodng klonowania Gibsona, polegajgcego na
taczeniu ze sobg fragmentéw DNA za pomocg mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej
egzonukleaze, polimeraze DNA oraz ligaze DNA [434]. Fragmenty DNA do klonowania
amplifikowano metodg PCR z uzyciem polimerazy Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, New
England Biolabs (Materiaty 6.10) oraz specyficznych starterow, zaprojektowanych za
pomocg narzedzia NEBuilder® Assembly Tool v1.12.17 i zsyntetyzowanych w firmie
Genomed (Tab. 8). Czas trwania, profil temperaturowy oraz ilos¢ cykli reakcji zostaty
dobrane zgodnie z instrukcjg zatgczong przez producenta polimerazy Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase. Temperatura przytgczania starterow do matrycy zostata okreslona na
podstawie rekomendacji narzedzia NEBuilder® Assembly Tool v1.12.17.

Klonowanie przeprowadzano zgodnie z instrukcjg dla ztozenia 2-3 fragmentdw,
zatgczong przez producenta zestawu NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit, New

England Biolabs.

Tab. 8: Startery do reakcji PCR poprzedzajgcej klonowanie metoda NEBuilder®. Wielkimi literami
zostata oznaczona sekwencja komplementarna do matrycy, matymi literami oznaczono sekwencje
»Wiszgcych” koncow, komplementarnych do pEGFP(C1)-PPlalpha. Tm — (z ang. melting temperature)
temperatura topnienia, Ta — (z ang. annealing temperature) temperatura przytaczania starterow
rekomendowana przez producenta.

Nazwa Sekwencja (5’->3’) Tm Ta
pGFPC1-ppla-FOR TCCGGACTCAGATCTCGAGCTC 70,2°C | 71,2°C
pGFPC1-ppla-REV GGTGGCGACCGGTAGCGC 74,5°C | 71,2°C
NBmCherry-FOR tagcgctaccggtcgccaccATGCATAGCAAGGGCGAG 65,3°C 63,5°C
NBmCherry-REV gctcgagatctgagtccggaCGTCTTGTACAGCTCGTC 62,5°C 63,5°C
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7.34 Transfekcja/kotransfekcja DNA plazmidowym

Transfekcje komorek ssaczych DNA plazmidowym przeprowadzano z uzyciem
zestawu jetPRIME®, Polyplus (Materiaty 6.14.9), zgodnie z instrukcjg zatgczong przez

producenta.

7.35 Analiza oddziatywania biatek w systemie hybrydowym F2H

Analize przeprowadzano w komodrkach ssaczych linii F2H®-BHK (Materiaty 6.1.4)

zgodnie z zaleceniami producenta zestawu F2H Assay Kit, Chromotek (Materiaty 6.14.11).

7.36 Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano test U Manna-Whitneya na poziomie
istotnosci rdwnym p=0,1. Test przeprowadzono za pomocg bezptatnego narzedzia Mann-

Whitney U Test Calculator, dostepnego pod adresem http://www.socscistatistics.com.
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8. Wyniki

8.1 Analiza przyzyciowa rozprzestrzeniania sie fluorescencyjnych

rekombinantow BHV-1 na drodze CTC w hodowlach komérkowych

W Zaktfadzie Biologii Molekularnej Wiruséw MWB (wczesniej Katedrze Wirusologii
Molekularnej) od ponad dwudziestu lat prowadzone sg badania dotyczgce procesu
bezposredniego transportu miedzykomoérkowego wirusa BHV-1. Jednym z gtdwnych
obszaréw badania CTC jest analiza roli biatkowego kompleksu gE/gl oraz kinazy US3 w tym
procesie. Podstawowym narzedziem do analizy lokalizacji biatek zaangazowanych w CTC
oraz rozprzestrzeniania sie wirusow przez réznego rodzaju potaczenia komorkowe jest
fluorescencyjna mikroskopia konfokalna. Obrazowanie biatek wirusowych i komoérkowych
prowadzono zarowno poprzez barwienie immunofluorescencyjne preparatow jak
i z wykorzystaniem fluorescencyjnych rekombinantdw wirusowych. Dzieki zastosowaniu
tych technik wykazano m. in. kluczowga role domeny przezbtonowej biatka g w procesie
CTC oraz wptyw aktywnosci kinazowej biatka US3 na tworzenie wypustek komorkowych.

W toku eksperymentdow niniejszej pracy doktorskiej zastosowano mikroskopowg
analize przyzyciowga do badania rozprzestrzeniania sie rekombinantéw BHV-1 w procesie
CTC. Prace badawcza rozpoczeto od opracowania procedury przygotowania probek oraz
sposobu dtugotrwatego obrazowania preparatéw (ponad 12 h bez fotowybielania), ktére
zostaty wykorzystane do badania predkosci CTC oraz analizy rozprzestrzeniania sie wirusa

BHV-1 w miedzykomérkowych nanorurkach.

8.1.1 Okreslenie predkosci rozprzestrzeniania sie fluorescencyjnych rekombinantéw

wirusowych BHV-1 na drodze CTC w zywych komérkach réznego typu.

W tej czesci pracy doktorskiej opracowano precyzyjny test pozwalajacy na
okreslenie predkosci rozprzestrzeniania sie wirusdw na drodze CTC. W tescie
wykorzystano fluorescencyjne mutanty BHV-1 w potaczeniu z analizg przyzyciowg
z zastosowaniem fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej. Do ustalenia wptywu mutacji

biatek gE oraz US3 na predkosc rozprzestrzeniania sie wirusa, wykorzystano rekombinanty
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BHV-1 gE-GFP, gETM™-GFP oraz gE-GFPAUS3 (Tab. 9). Rekombinant gE-GFP posiada petnej
dtugosci gE z fuzjg GFP na C-koricu biatka. BHV-1 gETM-GFP koduje skrocong wersje biatka
gE, pozbawiong domeny cytoplazmatycznej i przezbtonowej. Mutant ge-GFPAUS3, poza
fuzjg gE-GFP, pozbawiony jest genu kodujgcego US3. Wszystkie trzy rekombinanty gE
tworzg kompleks z glikoproteing gl. W przypadku skréconej formy biatka gE, kompleks
pozostaje rozproszony w cytoplazmie infekowanych komdrek i nie lokalizuje sie
w potgczeniach komorkowych. Fuzja z biatkiem zielonej fluorescencji nie wptywa znaczgco
na replikacje wirusa oraz na jego transmisje w porownaniu do niefluorescencyjnych
mutantow (gETM" i AUS3), czy w przypadku BHV-1 gE-GFP do wirusa WT. Eksperymenty
przeprowadzono w srodowisku przeciwciat neutralizujgcych wirusa rozprzestrzeniajgcego
sie na drodze CFE (zwanego dalej wirusem zewngtrzkomdrkowym), po uprzedniej
optymalizacji wtasciwej ilosci surowicy w medium. Wyniki testu predkosci CTC porownano
do tych, uzyskanych w standardowym tescie wielkosci tysinek wirusowych. W obu
metodach uzyto dwéch typow komadrek bydlecych - linii komdrek nowotworowych MDBK,

pochodzacych z nabtonka nerki oraz pierwotnych fibroblastow.

Tab. 9: Rekombinanty BHV-1 uiyte do testu predkosci CTC oraz do testu wielkosci tysinek
wirusowych. W tabeli zaznaczono konstrukty gk w zaleznosci od rekombinanta oraz lokalizacje
wewngtrzkomorkowg kompleksu gE/gl. +/- obecnosé/brak kompleksu gE/gl lub biatka US3; TM -
(z ang. transmembrane domian), domena przezbtonowa gE.

BHV-1 Konstrukty gE gE/gl | US3 Lokalizacja gE/gl
gE Aparat Golgiego;
wT N— [TV ]—C * * Potaczenia miedzykomdrkowe
gE GFP Aparat Golgiego;
gE-GFP N—{ [TV Fe—C * * Potaczenia miedzykomérkowe
E
gETM- N-|g:|—c + + Cytoplazma
E GFP
BETM-GFP |\ —— o c * * Cytoplazma
gE ) Aparat Golgiego;
AUS3 N—{ [T™M[ ]—cC * Potaczenia miedzykomérkowe
gE-GFP gE GFP N i Aparat Golgiego;
AUS3 N [TV FRRSSS—C Potfaczenia miedzykomérkowe
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8.1.1.1 Optymalizacja ilosci surowicy anty-BHV-1 do neutralizacji  wirusa
zewngtrzkomdrkowego

By przeprowadzi¢ analize rozprzestrzeniania sie wirusa BHV-1 na drodze CTC,
konieczne jest ograniczenie transmisji wirusa poprzez srodowisko zewnatrzkomédrowe.
Jak juz wspomniano w podrozdziale 4.4.1, w tym celu mozna zastosowaé¢ media
hodowlane z dodatkiem agarozy lub metylocelulozy albo odpowiedniej ilosci surowicy
neutralizujgcej wirusa zewnatrzkomodrkowego. Poniewaz agaroza i metyloceluloza
stanowi jedynie bariere mechaniczng dla CFE, do kolejnych testéw uzyto surowicy
neutralizujgcej wirusa BHV-1 (Materiaty 6.4.1). Optymalng ilos¢ surowicy blokujgcej CFE
przez przynajmniej 48 h po infekcji okreslono za pomocy testu neutralizacji wirusa
zewnatrzkomdrkowego, opartego o klasyczny test PRNT (z ang. plaque reduction
neutralization test). W standardowym tescie PRNT oznaczane jest miano surowicy, przy
ktorym wystepuje redukcja ilosci tysinek wirusowych, najczesciej o 50% (PRNTso) lub o
90% (PRNTg), w porownaniu do kontroli. W procedurze testu taka sama ilos¢ PFU
czgstek infekcyjnych wirusa inkubowana jest ze zmienng iloscig surowicy a nastepnie
dodawana do hodowli komérkowej. Po pojawieniu sie tysinek wirusowych sg one
barwione fioletem krystalicznym lub immunochemicznie i zliczane. Brak tysinek
wirusowych jest tozsamy ze 100% neutralizacjg wirusa przez badang surowice.

W tescie neutralizacji wirusa zewnatrzkomérkowego (Metody 7.4) komérki MDBK
oraz pierwotne bydlece fibroblasty infekowano wirusem BHV-1 WT w ilosci 50 PFU/ml.
Po 1 h inkubacji inokulum zastgpiono czystg pozywka, medium zawierajgcym surowice
neutralizujgcg (2, 20, 40, 80, 160 ul) (Materiaty 6.4.1) lub z 1% roztworem
metylocelulozy w medium (Materiaty 6.12.2). By okresli¢ ilos¢ infekcyjnych czgstek
wirusowych, niezablokowanych przez przeciwciata neutralizujgce w $rodowisku
zewnatrzkomdrkowym, po 48 h zebrano medium, wykonano rozciericzenia dziesietne
i dodano do swiezej hodowli komédrek. Po kolejnych 48 h inkubacji tysinki wirusowe
barwiono w tescie IPMA (Metody 7.5) z wykorzystaniem przeciwciat anty-gB (Materiaty
6.4.2). Nastepnie tysinki wirusowe zliczano by okresli¢ ilos¢ surowicy, ktora blokowata
wirusa zewngatrzkomadrkowego (Ryc. 22). Redukcje ilosci tysinek wirusowych na poziomie
powyzej 70% w porédwnaniu do kontroli zaobserwowano juz po dodaniu 20 pl surowicy
neutralizujgcej w obu analizowanych liniach komdrkowych. Poniewaz nie udato sie

osiggng¢ neutralizacji na poziomie 100% w hodowli bydlecych fibroblastow,
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zastosowano PRNTes. Neutralizacje na poziomie 98% uzyskano dla 40 pl surowicy
w przypadku komoérek MDBK i 160 pl dla pierwotnych bydlecych fibroblastéow.
Zastosowanie metylocelulozy w medium ograniczato rozprzestrzenianie sie wirusa BHV-

1 na drodze CFE w ok. 71% w komdrkach MDBK i w ok. 68% w bydlecych fibroblastach.

100 = = PRNTq

% Neutralizacji

40

20 m
o LI

OMDBK
OFibroblasty

N N N N N N >
SIS SIS SO SO RS o
N
Surowica anty-BHV-1 [pl] &e‘

Ryc. 22: Test neutralizacji zewnatrzkomérkowego BHV-1. Komoérki MDBK oraz pierwotne
fibroblasty bydlece infekowano wirusem BHV-1 WT, w ilosci 50 PFU/ml. Nastepnie inkubowano
przez 48 h w medium zawierajgcym surowice neutralizujgcg lub w 1% roztwdr metylocelulozy.
Medium zebrano i miareczkowano. Wybarwione immunochemicznie tysinki wirusowe zostaty
zliczone. Stopien neutralizacji wirusa zewnatrzkomérkowego okreslono jako procent
w odniesieniu do prébki kontrolnej, niezawierajgcej surowicy neutralizujacej ani 1% roztworu
metylocelulozy w medium.

8.1.1.2 Test wielkosci tfysinek wirusowych - preferowana droga transmisji BHV-1

w infekcji komodrek réznego pochodzenia

Klasyczny test wielkosci tysinek wirusowych jest ztotym standardem w badaniu
transmisji wiruséw na drodze CTC. Zmniejszona wielkos¢ tysinek wirusowych
generowanych przez rekombinanta wzgledem typu dzikiego, $wiadczy zwykle o roli
zmutowanego czynnika w procesie CTC lub w replikacji wirusa. Test wielkosci tysinek
wirusowych (Metody 7.6) wykonano dla okreslenia wptywu mutacji g oraz US3 na
rozprzestrzenianie sie wirusow na drodze CTC w Srodowisku przeciwciat neutralizujgcych.
Wyniki testu wykorzystano réwniez do pdzniejszego poréwnania z testem predkosci CTC

z zastosowaniem mikroskopowej analizy przyzyciowej. Do tego eksperymentu
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wykorzystano BHV-1 WT, mutanty gE pozbawione domeny przezbtonowej
i cytoplazmatycznej oraz mutanty delecyjne US3 (Tab. 9).

Tak jak w tescie neutralizacji wirusa zewngtrzkomdrkowego, komérki MDBK oraz
bydlece fibroblasty infekowano BHV-1 WT oraz mutantami w ilosci 50 PFU/ml. Po 1 h
inokulum zastgpiono 1% roztworem metylocelulozy w medium lub medium zawierajgcym
40 pl surowicy neutralizujgcej w przypadku komoérek MDBK i 160 ul w hodowli
fibroblastéw bydlecych. Po 48 h od infekcji komérki zostaty utrwalone i wybarwione
immunochemicznie przy pomocy przeciwciat anty-gB w tescie IPMA. Eksperyment
wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych. Srednia wielkos$¢ tysinek wirusowych
formowanych przez BHV-1 WT oraz jego rekombinanty obliczono z pomiaréw 150 tysinek
wirusowych. Uzyskane dane przedstawiono jako procent wielkosci w odniesieniu do
tysinek wirusowych formowanych przez BHV-1 WT, ktérych sSrednia wielkos¢ zostata
oznaczona jako 100%. Rekombinanty BHV-1 gETM oraz gETM™-GFP formowaty tysinki
wirusowe zmniejszone o ok. 52% wzgledem wirusa WT w komérkach MDBK w roztworze
1% metylocelulozy w medium oraz odpowiednio o 55% i 64% w Srodowisku przeciwciat
neutralizujgcych. W przypadku bydlecych fibroblastow, delecja domeny przezbtonowej
oraz cytoplazmatycznej g powodowata zmniejszenie tysinek wirusowych o ok. 65% w 1%
roztworze metylocelulozy w medium i o ok. 80% w surowicy neutralizujgcej. Powyzsza
analiza potwierdzita kluczowa role gE/gl w procesie CTC w obu typach komorek.
W odréznieniu od gE-TM~ dla mutantow delecyjnych US3 nie wykazano istotnej
statystycznie réznicy w wielkosci tysinek wirusowych w odniesieniu do BHV-1 WT zaréwno
pod metylocelulozg, jak i w srodowisku przeciwciat neutralizujgcych w medium, w obu

badanych typach komérek.
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Ryc. 23: Wptyw mutacji biatek gE oraz US3 na wielko$¢ tysinek wirusowych w komérkach MDBK
(A.) oraz w pierwotnych bydlecych fibroblastach (B.) [*] istotna statystycznie réznica w wielkosci
tysinek wirusowych w odniesieniu do wirusa BHV-1 WT (100%). Test U Manna-Whitneya; p<0,01.

Ponadto poréwnano wielkos¢ tysinek wirusowych formowanych w medium
z dodatkiem 1% metylocelulozy i w Srodowisku surowicy anty-BHV-1 (Ryc. 24).
Zaobserwowano, ze tysinki wirusa BHV-1 WT oraz wszystkich analizowanych
rekombinantéw w hodowli komdrek MDBK byty o ok. 50% mniejsze w srodowisku
surowicy neutralizujgcej niz te w medium z 1% roztworem metylocelulozy. W bydlecych
fibroblastach jedynie tysinki formowane przez rekombinanty BHV-1 gETM™ oraz gETM -

GFP byty o ok. 20% mniejsze od tych w 1% roztworze metylocelulozy w medium.
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Ryc. 24: Poréwnanie wielko$ci tysinek wirusowych formowanych w medium zawierajagcym 1%
metyloceluloze lub surowice anty-BHV-1 w hodowli komérek MDBK i pierwotnych bydlecych
fibroblastow. (A.) tysinki wirusowe barwione w tescie IPMA z wykorzystaniem przeciwciat anty-
gB (1:000) oraz Il-rz. przeciwciat anty-mysich-HRP (1:000). (B.) Srednia wielko$¢ tysinek
wirusowych w komérkach MDBK i fibroblastach, oznaczona w jednostkach arbitralnych (U);
stupki btedéw oznaczajg odchylenie standardowe; [*] istotna statystycznie roznica w wielkosci
tysinek wirusowych pomiedzy 1% metylocelulozg a surowicg neutralizujgcg w medium; Test
U Manna-Whitneya; p<0,01.
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Wyniki powyzszej analizy mogg wskazywac na preferowang droge infekcji wiruséw
w zaleznosci od typu infekowanych komérek. W komérkach MDBK, w zwigzku ze znaczng
redukcjg wielkosci tysinek wirusowych w obecnosci przeciwciat neutralizujgcych,
pojedyncza tysinka wirusowa w 1% roztworze metylocelulozy w medium moze byé
wynikiem dziatania obu typdow transmisji wirusa - CFE i CTC (Ryc. 25). W pierwotnych
fibroblastach nie odnotowano zmniejszenia wielkosci tysinek wirusa WT w obecnosci
przeciwciat neutralizujgcych. Wskazuje to na niezaktécong transmisje w warunkach
neutralizacji wirusa zewnatrzkomaérkowego, a co za tym idzie, na CTC jako preferowang

droge infekcji.

MDBK

% Surowica anty-BHV-1

@ Transmisja CTC BHV-1

%

@ Transmisja CFE BHV-1

tysinki wirusa BHV-1 w 1% roztworze tysinki wirusa BHV-1 w medium z dodatkiem
metylocelulozy w medium surowicy neutralizujgcej

Ryc. 25: Schemat przedstawiajacy przypuszczalng droge transmisji BHV-1 w komérkach MDBK
w medium zawierajagcym 1% metyloceluloze lub surowice neutralizujgca. Czerwone strzatki
pokazujg droge infekcji ze srodowiska zewnatrzkomdérkowego (CFE); zielone strzatki pokazuja
bezposredni transport miedzykomérkowy (CTC).

8.1.1.3 Predkos¢ CTC - znaczenie typu komorek i mutacji biatek wirusowych

Dla lepszego zrozumienia dynamiki CTC wirusa BHV-1 oraz zbadania wptywu
mutacji g oraz US3 na przebieg tego procesu, opracowano nowg metode obrazowania
infekcji w czasie rzeczywistym za pomocg analizy przyzyciowej we fluorescencyjnym
mikroskopie konfokalnym. Do tego eksperymentu uzyto fluorescencyjnych
rekombinantéw BHV-1 - gE-GFP, gETM™-GFP oraz gE-GFPAUS3.

Badanie predkosci CTC (Metody 7.7) przeprowadzono w dwdch typach komoérek -
MDBK i pierwotnych fibroblastach bydlecych. Podobnie jak w tescie wielkosci tysinek
wirusowych, komorki infekowano fluorescencyjnymi rekombinantami BHV-1 w ilosci 50

PFU/ml. Po 1 h inkubacji inokulum zastgpiono medium zawierajgcym surowice
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neutralizujacg - 40 pul w hodowli komérek MDBK i 160 pl w przypadku fibroblastow
bydlecych. Analize rozpoczeto ok. 8 h po infekcji, gdy zaobserwowano poczatek
fluorescencji biatek fuzyjnych w obu typach komérek (Ryc. 26). Obraz zbierano co 12 s
przy dtugosci fali wzbudzenia GFP rownej 475 nm, z uzyciem obiektywu 63x. Predkos¢ CTC
zostata okreslona jako ilos¢ komodrek infekowanych w sSrodowisku surowicy neutralizujgce;j
wirusa na godzine. Obserwacje prowadzono do momentu postepu infekcji poza pole
widzenia mikroskopu. Poniewaz w przypadku fibroblastéw bydlecych byt to czas ok. 5 h
(12 hpi), obserwacje w komodrkach MDBK réwniez zostaty przerwane na tym etapie.
Srednia predko$é CTC zostata obliczona na podstawie zliczania komérek z 20 réznych
tysinek wirusowych w czasie rzeczywistym. Eksperyment przeprowadzono w trzech

powtdrzeniach biologicznych oraz trzech powtdrzeniach technicznych.

Infekcja poza polem widzenia
w mikroskopie

Fluorescencja gE-GFP lub gETM~-GFP

Start Stop

Ryc. 26: Schemat przedstawiajgcy ramy czasowe obserwacji w tescie predkosci CTC. Analize
rozpoczeto 8 h po infekcji (hpi), gdy zaobserwowano fluorescencje biatek fuzyjnych
w pojedynczych komérkach. Obraz zbierano co 12 s, do momentu postepu infekcji poza pole
widzenia mikroskopu (12 hpi).

W komodrkach MDBK jak i fibroblastach bydlecych, predkos¢ CTC rekombinantéw
gE-GFP oraz ge-GFPAUS3, podobnie jak w tescie wielkosci tysinek wirusowych, nie réznita
sie istotnie (Ryc. 27). Oba rekombinanty w czasie 5 h obserwacji zainfekowaty ok. 10
komodrek MDBK i 12-14 fibroblastow. Mutant BHV-1 gETM™-GFP zainfekowat 0 50% mniej
komodrek MDBK i fibroblastéw bydlecych w poréwnaniu do BHV-1 gE-GFP. W tescie
wielkosci tysinek wirusowych natomiast, rekombinant BHV-1 geETM™-GFP formowat tysinki
zmniejszone wzgledem BHV-1 gE-GFP o ok. 61% w komérkach MDBK i o 75%
w fibroblastach.

Analiza przyzyciowa w czasie rzeczywistym poza koricowym zliczeniem wszystkich

zainfekowanych komorek, data przede wszystkim wglagd w dynamike CTC w kazdej
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godzinie obserwacji. Dzieki temu zaobserwowano rdéznice w 9 h od infekcji pomiedzy
tempem rozprzestrzeniania sie rekombinantéw BHV-1 gE-GFP oraz BHV-1 gE-GFPAUS3
w komadrkach MDBK. Rekombinant z delecjg US3 infekowat srednio 2,3 komérki w ciggu 9
hpi, podczas gdy BHV-1 gE-GFP srednio 3,8 komérki. Od 10 hpi do 12 hpi ta rdznica zostata

zniwelowana i oba rekombinanty rozprzestrzeniaty sie z podobng predkoscia.
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Ryc. 27: Poréwnanie predkosci CTC rekombinantéw BHV-1 gE-GFP, gETM -GFP oraz gE-GFPAUS3
w komadrkach MDBK i pierwotnych fibroblastach bydlecych. (A. i C.) llos¢ komdérek MDBK oraz
fibroblastéw bydlecych infekowanych rekombinantami w ciggu kazdej godziny obserwacji (8-12
hpi). Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych. Stupki btedéw oznaczajg
odchylenie standardowe. (B. i D.) Przyktadowe obrazy z filméw pokladkowych przedstawiajgcych
proces transmisji rekombinantéw BHV-1 wraz ze zliczaniem infekowanych komérek MDBK oraz
fibroblastéw bydlecych w czasie 8, 10 oraz 12 hpi. W prawym dolnym rogu kazdego z obrazéw
oznaczono ilos¢ komarek (kom.) infekowanych w danym punkcie czasowym. Obraz zbierano co 12
s w ciggu 5 h obserwacji we fluorescencyjnym mikroskopie konfokalnym (Leica SP8X), przy uzyciu
obiektywu 63x. Kolor zielony: fluorescencja gE-GFP. Dodatkowe materiaty: film 1.
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Ponadto dzieki testowi predkosci mozliwe byto pordwnanie tempa transmisji na
drodze CTC pomiedzy réznymi typami komorek (Ryc. 28). Otrzymane wyniki pokazaty, ze
w 9-10 godzinie po infekcji tempo rozprzestrzeniania sie wirusa BHV-1 gE-GFP byto
szybsze w komdrkach MDBK (ok. 3,8 komarki w 9 hpi) niz w fibroblastach (ok. 2,3 komérki
w 9 hpi). Jednak juz w 11 hpi tempo transmisji tego rekombinanta wzrosto w fibroblastach
bydlecych o ok. 25%. Podobng prawidtowos¢ zaobserwowano dla mutanta gE-GFPAUS3
w 10 hpi - w fibroblastach infekcji ulegto ok. 4,3 komadrek, natomiast w komodrkach MDBK
ok. 5,3 komérek. W nastepnej godzinie infekcji takze w tym wypadku zaobserwowano
przyspieszenie tempa transmisji na korzys¢ komérek pierwotnych - ok. 10 fibroblastow
oraz ok. 7,7 komodrek MDBK. Dla rekombinanta g TM™-GFP nie zaobserwowano istotnych
statystycznie réznic pomiedzy tempem transmisji w obu badanych typach komérek (Ryc.

28 C).
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Ryc. 28: Poréwnanie predkosci transmisji na drodze CTC rekombinantéw BHV-1 gE-GFP (A.),
BHV-1 gE-GFPAUS3 (B.) i BHV-1 gETM-GFP (C.) w zaleznosci od typu komorek. [*] istotna
statystycznie réznica w predkosci transmisji rekombinantéw na drodze CTC pomiedzy komdrkami
MDBK a pierwotnymi fibroblastami bydlecymi. Stupki btedéw oznaczajg odchylenie standardowe.
Test U Manna-Whitneya; p<0,01.
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8.1.1.4 Wptyw biatka US3 na lokalizacje btonowg gE na wczesnym etapie formowania
tysinki wirusowej

Uzycie fluorescencyjnych rekombinantéw BHV-1 w tescie predkosci CTC,
umozliwito rowniez s$ledzenie lokalizacji wewngtrzkomodrkowej gE-GFP w trakcie
formowania tysinek wirusowych oraz analize wptywu delecji US3 na ten proces. W trakcie
analizy filméw poklatkowych zaobserwowano wyrazne opdznienie lokalizacji gE
w pofgczeniach komdrkowych przy delecji US3 w pordwnaniu do infekcji rekombinantem
BHV-1 gE-GFP zarowno w komorkach MDBK, jak i bydlecych fibroblastach (Ryc. 29).
Dodatkowo zaobserwowano zmieniong morfologie tysinek formowanych przez
rekombinanta BHV-1 gE-GFPAUS3 w komadrkach MDBK - tysinki BHV-1 gE-GFPAUS3 miaty
nieregularny ksztatt a komorki obkurczaty sie w ich centrum.

W zwigzku z tymi obserwacjami, zmierzono czas translokacji gE z aparatu Golgiego
do pofaczen komérkowych przy infekcji rekombinantami BHV-1 gE-GFP oraz BHV-1 gE-
GFPAUS3 (Ryc. 30). W obu typach komodrek zaobserwowano istotng statystycznie réznice
w czasie translokacji miedzy badanymi rekombinantami. W fibroblastach bydlecych czas
translokacji wynidst 3,6 h (ok. 11,6 hpi) dla rekombinanta BHV-1 gE-GFP i 5,2 h (ok. 13,2
hpi) dla BHV-1 gE-GFPAUS3. W komdrkach MDBK, czas translokacji gk z aparatu Golgiego
do potgczen miedzykomadrkowych wyniost ok. 4,3 h (ok. 12,3 hpi), a w przypadku delecji
US3 byto to 8,2 h (ok. 16,2 hpi). Rdznica w lokalizacji gE w zaleznosci od obecnosci lub
braku US3 byta najlepiej widoczna do 12 h od infekcji. W 18 godzinie od infekcji, nie
zaobserwowano opdznienia w translokacji g do membran komodrek infekowanych

rekombinantem gE-GFPAUS3.
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Ryc. 29: Opdznienie lokalizacji gE-GFP w btonach komérkowych bydlecych fibroblastéw (A.)
i komoérek MDBK (B.) infekowanych rekombinantem gE-GFPAUS3. Rycina przedstawia
przyktadowe obrazy zebrane w trakcie analizy przyzyciowej w 8, 12 i 18 hpi we fluorescencyjnym
mikroskopie konfokalnym (Leica SP8X). Biate strzatki wskazujg na lokalizacje gE-GFP w bfonach
komdrkowych. Niebieskie strzatki wskazujg na lokalizacje gE-GFP w aparacie Golgiego. Obrazy
zbierano co 12 s w ciggu 10 h obserwacji przy uzyciu obiektywu 63x. Kolor zielony: fluorescencja
gE-GFP. Dodatkowe materiaty: filmy 2-5.
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Ryc. 30: Pomiar czasu translokacji gE-GFP z aparatu Golgiego do potgczen komérkowych.

(A.) Schemat wykonania pomiaru czasu translokacji gE-GFP. Komédrka ,A” zostata zainfekowana
jako pierwsza po dodaniu inokulum wirusa do hodowli. Nastepnie doszto do transmisji na drodze
CTC do komorek sgsiadujgcych - ,B” i ,C”. Czas mierzony od pojawienia sie sygnatu
fluorescencyjnego w aparacie Golgiego komdrek ,B” i ,C”, a jego przejsciem do potgczen
komdrkowych oznaczono jako czas translokacji (ttrans). (B.) Wykres przedstawia czas translokacji
kompleksu gE-GFP w komdrkach MDBK i bydlecych fibroblastach zakazonych BHV-1 gE-GFP i gE-
GFPAUs3. Stupki btedéw reprezentujg odchylenia standardowe. Dane zebrano z dziesieciu pozycji
w mikroskopie konfokalnym w 5 oddzielnych eksperymentach. [*] istotna statystycznie rdznica
ttrans SE-GFP miedzy mutantami BHV-1 w fibroblastach bydlecych; [**] istotna statystycznie réznica
ttrans 8E-GFP miedzy mutantami BHV-1 w komdrkach MDBK; [***] istotna statystycznie réznica tirans
gE-GFP miedzy typami komodrek. Test U Manna-Whitneya; p<0,01.
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Dla potwierdzenia wynikéw obserwacji mikroskopowych, przeprowadzono analize
lokalizacji btonowej kompleksu gE/gl metodg cytometrii przeptywowe] (Metody 7.8).
W zwigzku z emisjg fluorescencji GFP niezaleznie od lokalizacji gE na powierzchni lub
wewnatrz komoédrek, do infekcji uzyto wirusa BHV-1 WT oraz nieznakowanych
fluorescencyjnie rekombinantow: AUS3 (Materiaty 6.3.5), rekombinanta z nieaktywna
kinazowo formg US3 — BHV-1 US3KD (Materiaty 6.3.6) oraz jako kontroli mutanta ge-TM"
ze skrécong formag gE, nielokalizujacg sie w potaczeniach komodrkowych. Analize
przeprowadzono w komadrkach MDBK, ktére zbierano w 6, 12 i 24 h od infekcji. By wykry¢
lokalizacje gE jedynie w potgczeniach komdrkowych, pominieto etap permeabilizacji bton.
Detekcje kompleksu gE/gl lub gETM /gl prowadzono przy uzyciu przeciwciat anty-gE/gl
(Materiaty 6.4.3) oraz przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z PE (Materiaty 6.4.8).
Eksperyment wykonano w trzech powtdérzeniach biologicznych. Wyniki analizy
w cytometrze przeptywowym potwierdzity wczesniejsze obserwacje mikroskopowe (Ryc.
31 AiB). W 12 godzinie po infekcji komoérki infekowane mutantem delecyjnym US3 oraz
nieaktywnym kinazowo, miaty odpowiednio o 40% i 32% mniej kompleksu gE/gl na
powierzchni bton komdérkowych w pordwnaniu do BHV-1 WT. Po 24 godzinach od infekcji,
nie zaobserwowano zadnej rdoznicy w ilosci kompleksu gE/gl na powierzchni komadrek
miedzy infekcjg wirusem WT oraz rekombinantami US3.

Dodatkowo po 12 hpi wykonano barwienie immunofluorescencyjne (Metody 7.9)
kompleksu gE/gl w potaczeniach komérek MDBK infekowanych rekombinantami uzytymi
do analizy cytometrycznej (Ryc. 31 C). Detekcje przeprowadzono réwniez
z wykorzystaniem przeciwciat anty-gE/gl (czerwony). Ponadto wybarwiono jadra
komodrkowe barwnikiem DAPI (niebieski) oraz btony komdrkowe przy uzyciu przeciwciat
anty-B-katenina (zielony). By lepiej zwizualizowa¢ potgczenia komédrkowe, preparaty
mikroskopowe obrazowano tréjwymiarowo (3D) poprzez wykonanie 10 zdje¢ w osi Z
i ztozenie w programie Leica Software LasX. Po 12 hpi nie zaobserwowano kompleksu
gE/gl w potgczeniach komdrek MDBK infekowanych rekombinantami AUS3 oraz US3 KD.
Wirus gETM", tak jak w cytometrii przeptywowej, stanowit kontrole negatywng lokalizacji

btonowej kompleksu gE/gl.
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Ryc. 31: Lokalizacja kompleksu gE/gl w komérkach MDBK infekowanych mutantami US3.
(A.) Przyktadowe histogramy analizy cytometrycznej lokalizacji kompleksu gE/gl na powierzchni
komdrek MDBK w 6, 12 i 24 hpi. (B.) Pordwnanie ilosciowe lokalizacji kompleksu gE/gl na
powierzchni komérek w odniesieniu do BHV-1 WT 24 hpi (100%). Stupki btedéw oznaczajg
odchylenia standardowe. [*] istotna statystycznie rdznica miedzy iloscig gE/gl na powierzchni
komoérek infekowanych BHV-1 WT a rekombinantami. Test U Manna-Whitneya; p<0,01. (C.)
Obrazowanie 3D kompleksu gE/gl w potgczeniach komdérek MDBK infekowanych rekombinantami
BHV-1, 12 hpi. Z6tta strzatka wskazuje na lokalizacje gE/gl w potaczeniach komérkowych.
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8.1.2 Konstrukcja fluorescencyjnych rekombinantéw wirusa BHV-1 z biatkiem VP26-

mCherry

W celu obserwacji transmisji wiriondw BHV-1 w 2zywych komorkach,
skonstruowano rekombinanta BHV-1 VP26-mCherry oraz podwdjnie fluorescencyjnego
rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry. Jak juz wspomniano w podrozdziale 4.1.2,
VP26 jest matym biatkiem kapsydowym (12 kDa), bedgcym produktem genu u/35. Jest ono
zlokalizowane na konicach heksondw biatka VP5, na zewnetrznej powierzchni
ikozaedralnego kapsydu wirusa BHV-1. Biatko to nie jest konieczne do namnazania wirusa
w hodowli komdrkowej [435]. Wystepuje ono w okoto 900 kopiach w kazdym nowo
powstatym kapsydzie wirusowym [436], co umozliwia dobrg wizualizacje
rozprzestrzeniania sie wirusa w zainfekowanych komorkach. Fluorofor mCherry jest
pochodng monomerycznego biatka czerwonej fluorescencji — mRFP. Zostat wybrany do
konstrukcji biatka fuzyjnego ze wzgledu na to, ze w poréwnaniu do mRFP jest on jasniejszy,
ok. 10 razy bardziej fotostabilny, szybciej dojrzewa po translacji [437] oraz wykazuje
najmniejszg wsroéd biatek czerwonej fluorescencji tendencje do formowania dimerow
[381].

Rekombinanty BHV-1 VP26-mCherry oraz gE-GFP VP26-mCherry powstaty na
drodze homologicznej rekombinacji DNA BHV-1 WT oraz BHV-1 gE-GFP oraz tzw. kasety
do kotransfekcji. Kaseta do kotransfekcji zawierata gen mCherry wklonowany w ramke
odczytu genu u/35, w taki sposéb, by fluorescencyjna metka znalazta sie na wystajgcym
na zewnatrz kapsydu N-koncu biatka VP26. Poza tym kaseta zawierata ramiona do
rekombinacji homologicznej w postaci sekwencji DNA wirusowego dtugosci ok. 1000 pz,
flankujgce miejsce fuzji genowej. Konstrukcje kasety przeprowadzono w wektorze
plazmidowym pJET1.2/blunt (Materiaty 6.6.1). W pierwszym etapie wyizolowano petnej
dtugosci DNA wirusowy BHV-1 WT (Metody 7.10). W celu amplifikacji genu ul35 wraz
z ramionami do rekombinacji, przeprowadzono dwie oddzielne reakcje PCR przy uzyciu
starteréw 36-FOR i 35-REV oraz 35-FOR i 34-REV (Metody 7.11) na matrycy DNA wirusa
BHV-1 WT. Otrzymane produkty PCR nastepnie wklonowano do wektora pJET1.2/blunt,
otrzymujac wektory pJET 36/35 oraz pJET 35/34. Starter 35-REV wprowadzit sekwencje
DNA rozpoznawany przez endonukleazy Nsil oraz Agel. Natomiast starter 35-FOR

wprowadzit sekwencje ciecia endonukleazy Nsil. W kolejnym etapie dokonano wyciecia
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wstawki 35/34 z wektora, wykorzystujgc obecne w sekwencji wektora miejsce ciecia
enzymu Xbal oraz wprowadzone na starterze 35-FOR miejsce Nsil. Wstawke klonowano
do trawionego tymi samymi enzymami wektora pJET 36/35. Otrzymano plazmid pJET
36/34 z miejscami restrykcyjnymi rozpoznawanymi przez enzymy Nsil i Agel na koricu 5’
genu ul35. Nastepnie przeprowadzono reakcje PCR genu mCherry na matrycy DNA
plazmidowego wektora p-LEXY_I-blecherry 3 (Materialy 6.6.2) z wykorzystaniem
starteréw Cherry-FOR oraz Cherry-REV. Startery uzyte do tej reakcji PCR wprowadzaty
miejsca restrykcyjne rozpoznawane przez endonukleazy Nsil oraz Agel. Produkt
amplifikacji wklonowano do plazmidu pJET1.2/blunt, otrzymujgc wektor pJET-mCherry.
W koncowym etapie klonowania plazmidy pJET 36/34 oraz pJET-mCherry trawiono
enzymami Nsil oraz Agel. Wstawka zawierajgca gen mCherry oraz przeciety wektor pJET
36/34 zostaty rozdzielone w zelu agarozowym (Metody 7.13) i oczyszczone (Metody
7.14). Nastepnie przeprowadzono ligacje wstawki i wektora (Metody 7.15) otrzymujac
plazmid pJET VP26-mCherry. Kasete do kotransfekcji wycieto z wektora pJET VP26-
mCherry z wykorzystaniem enzymdw Ndel, EcoRV oraz Vspl (Asel). Poprawnos¢ sekwencji
DNA na kazdym etapie klonowania sprawdzono poprzez sekwencjonowanie (Metody

7.12). Schemat procedury konstrukcji kasety do kotransfekcji przedstawiono na rycinie

32.
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Ryc. 32: Schemat konstrukcji kasety do kotransfekcji kodujacej biatko fuzyjne
VP26-mCherry. LRR - lewe ramie rekombinacji; MCS (z ang. multiple cloning site) - miejsce
wielokrotnego klonowania; PRR - prawe ramie rekombinacji.
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Kasete oraz DNA BHV-1 WT lub rekombinanta BHV-1 gE-GFP wprowadzono do
komodrek KOP-R (Materiaty 6.1.2) na drodze kotransfekcji metodg szoku glicerolowego
(Metody 7.20). Inkubacje prowadzono w atmosferze 5% CO,, w temperaturze 37°C, az do
pojawienia sie tysinek wirusowych. lzolacji rekombinantdw z fuzjg VP26-mCherry
dokonano na podstawie czerwonej fluorescencji poprzez 5-krotne pikowanie
pojedynczych tysinek wirusowych (Metody 7.21).

Nowo otrzymane rekombinanty scharakteryzowano poprzez test wielkosci tysinek
wirusowych (Metody 7.6), sporzgdzenie krzywej wzrostu (Metody 7.22) oraz obserwacje
mikroskopowe lokalizacji wewnatrzkomorkowej biatek fuzyjnych (Ryc. 33 i 34). W tescie
wielkosci tysinek wirusowych poréownano rozmiary tysinek wzgledem typu dzikiego wirusa
szczepu Lam (100%), na ktérego matrycy skonstruowano wszystkie rekombinanty
w Zaktadzie Biologii Molekularnej Wiruséw MWB. Test wykonano w hodowli komérek
MDBK w trzech powtdrzeniach biologicznych. Fuzja biatka VP26 z mCherry spowodowata
znaczng redukcje rozmiaru tysinek wzgledem BHV-1 WT Lam - o ok. 50% dla BHV-1 VP26-
mCherry oraz o ok. 78% dla podwdjnie fluorescencyjnego BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry
(Ryc. 33 B). Dla pordwnania przeprowadzono rowniez analize wielkosci tysinek
rekombinanta BHV-1 VP26-GFP szczepu Jura (Materiaty 6.3.8), ktéry takze manifestowat
zmniejszony o 50% sredni rozmiar tysinek wzgledem BHV-1 WT Jura (Materiaty 6.3.9).

Analize krzywej wzrostu wykonano w hodowli komérek MDBK w trzech
powtdrzeniach biologicznych (Ryc. 33 C). Rekombinant BHV-1 VP26-mCherry wykazywat
ok. 10-krotny spadek miana wzgledem BHV-1 WT Lam. Podobny wynik otrzymano réwniez
w porownaniu krzywej dla BHV-1 VP26-GFP i BHV-1 WT Jura. W przypadku rekombinanta
BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry wykryto 100-krotny spadek miana wzgledem BHV-1 WT
Lam. Zaréwno spadek miana jak i zmniejszony $redni rozmiar tysinek wirusowych sg
charakterystyczne dla rekombinantdw niosgcych fuzje VP26 z biatkami fluorescencyjnymi

[381].
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Ryc. 33: Charakterystyka rekombinantéw BHV-1 VP26-mCherry oraz gE-GFP VP26-mCherry.
(A.) Morfologia tysinek rekombinantow w hodowli komdérek MDBK. Czerowny: VP26-mCherry;
zielony: gE-GFP. Zdjecia wykonano w mikroskopie fluorecencyjnym przy uzyciu obiektywu 10x. (B.)
Test wielkosci tysinek wirusowych. Stupki btedéw oznaczajg odchylenia standardowe. [*] istotna
statystycznie rdznica miedzy wielkoscig tysinek wirusowych objetych klamrg; ** istotna
statystycznie réznica w wielkosci tysinek rekombinantéw VP26-mCherry i gE-GFP VP26-mCherry.
Test U Manna-Whitneya; p<0,01. (C.) Krzywa wzrostu BHV-1 WT i rekombinantéw. Wykresy B. i C.
przedstawiajg wartosci usrednione z trzech powtdrzen biologicznych eksperymentu.
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Obserwacje mikroskopowe (Ryc. 34, Film 11) z wykorzystaniem analizy
przyzyciowej potwierdzity wtasciwg lokalizacje biatek fuzyjnych w komérkach MDBK.
Biatko gE-GFP lokalizowato w btonie komérkowej oraz aparacie Golgiego. Biatko VP26-
mCherry byto widoczne w jgdrze w formie dynamicznie poruszajgcych sie czerwonych
kapsydow wirusowych, jak rowniez jako duze agregaty, charakterystyczne dla
rekombinantéw niosgcych fuzje VP26 z biatkiem fluorescencyjnym [438]. Poza tym
zaobserwowano pojedyncze kapsydy (czerwone punkty) oraz kapsydy optaszczone
ostonka (z6tte punkty) w cytoplazmie. Dodatkowo punkty zétte, zielone i czerwone byty

widoczne w cienkich potgczeniach adhezyjnych komaérki.

Ryc. 34: Obrazowanie przyzyciowe infekcji BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry w pojedynczej komérce
linii MDBK. Na przyktadowym zdjeciu widoczna lokalizacja jagdrowa nowo sktadanych kapsydow
wirusowych, lokalizacja gE-GFP w btonie komérkowej oraz pojedyncze wiriony w cytoplazmie
(z6tte punkty) i w cienkich potfaczeniach adhezyjnych (zotte strzatki) Czerowny: VP26-mCherry;
zielony: gE-GFP. Obrazy zbierano co 12 s, przy uzyciu obiektywu 63x. Dodatkowe materiaty:
film 6.
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8.1.3 Analiza przyzyciowa rozprzestrzeniania sie rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-

mCherry w miedzykomoérkowych nanorurkach (TNT)

Rekombinant BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry oraz metoda dtugotrwatej obserwacji
transmisji wirusa zostaly wykorzystane do analizy CTC za posrednictwem
miedzykomorkowych nanorurek. Analize przeprowadzono w Srodowisku przeciwciat
neutralizujgcych w komédrkach KOP-R oraz pierwotnych fibroblastach bydlecych.
Wiasciwa ilo$¢ surowicy do neutralizacji wirusa zewngtrzkomérkowego (PRNTos)
w hodowli komodrek KOP-R zostata zoptymalizowana za posrednictwem testu opisanego
w podrozdziale 8.1.1.1 i wynosita 160 ul. Obserwacje rozpoczeto po 12 hpi w hodowli
bydlecych fibroblastéw i 24 hpi w przypadku wolno proliferujgcych komérek KOP-R. Obraz
zbierano co 10-19 s przez 10 h.

W obu typach komoérek zaobserwowano dynamiczny ruch wyznakowanych
fluorescencyjnie biatek wirusowych zarowno wewngtrz komoérki jak i w potgczeniach
komodrkowych. W trakcie eksperymentu zaobserwowano rowniez transfer biatek VP26-
mCherry oraz gE-GFP w miedzykomdrkowych nanorurkach tgczacych ze sobg komodrke
zainfekowang i niezainfekowang. Transmisja biatek wirusowych wewnatrz TNT zachodzita
zwykle w obu kierunkach z cyrkulacjg pojedynczych czgsteczek. Przyktadowe obrazy
z filméw poklatkowych przedstawiono na Ryc. 35. Wyniki powyzszej obserwacji zostaty
opublikowane w artykule Panasiuk i wsp. 2018 [172] oraz byty czescig pracy doktorskiej
dr Mirostawy Panasiuk [370].
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Ryc. 35: Transmisja rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry poprzez TNT w komaérkach linni KOP-R (A.) oraz pierwotnych fibroblastach bydlecych (B.).
Przyktadowe obrazy z filmu poklatkowego pokazujg fluorescencyjne biatka wirusowe przemieszczajgce sie wewnatrz TNT (z6tte strzatki) w Srodowisku

przeciwciat neutralizujgcych wirusa zewnatrzkomarkowego. Czerwony: kapsydy wirusowe (VP26-mCherry); zielony: glikoproteina gE-GFP. Obrazy zbierano co
10-19 s, przy uzyciu obiektywu 63x. Dodatkowe materiaty: filmy 7 i 8.
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8.2 Badanie oddziatywania kompleksu gE/gl z biatkami komérkowymi

w procesie transmisji wirusa BHV-1 na drodze CTC

W tym etapie pracy badawczej podjeto prébe identyfikacji czynnikdéw
komodrkowych oddziatujgcych z kompleksem gE/gl wirusa BHV-1 w transmisji na drodze
CTC. Potencjalnych partnerow komodrkowych gE/gl zidentyfikowano przy pomocy
spektrometrii masowe] z wykorzystaniem metody potrdjnego znakowania izotopowego
(z ang. Triple SILAC), dalej zwanego potrdjnym SILAC. Do tej analizy wykorzystano
fluorescencyjne rekombinanty BHV-1 gE-GFP oraz BHV-1 gETM™-GFP. Eksperyment
przeprowadzono w hodowli komdérek MDBK. Fuzja z biatkiem GFP umozliwita
monitorowanie lokalizacji glikoproteiny g w zainfekowanych komoadrkach, tak by
precyzyjnie okresli¢ czas, w ktérym kompleks zostanie translokowany do potgczen
komodrkowych i bedzie mozliwa interakcja z jego partnerami komaérkowymi. Rekombinant
gETM™-GFP postuzyt jako kontrola ze wzgledu na brak lokalizacji btonowej kompleksu
gETM/gl, co potencjalnie wykluczato mozliwos¢ interakcji z biatkami komodrkowymi
zaangazowanymi w CTC. Dodatkowg kontrolg byty komodrki nieinfekowane. Ponadto
biatko GFP postuzyto jako metka do koimmunoprecypitacji w strategii wzbogacania

podczas przygotowania prébek do analizy w spektrometrze masowym.

8.2.1 Optymalizacja warunkow infekcji oraz lizy komdrek w celu przygotowania

probek do analizy w spektrometrze masowym

Przed przeprowadzeniem potrojnego SILAC, w pierwszej kolejnosci
zoptymalizowano warunki infekcji oraz lizy komérek. Komdrki MDBK infekowano
rekombinantem BHV-1 gE-GFP w MOI=1. Po 1 h od infekcji zbierano inokulum,
a nastepnie prowadzono inkubacje do momentu translokacji gE-GFP do potaczen
komodrkowych. Po 18 h od infekcji, komorki wcigz przylegaty do powierzchni naczynia oraz

potwierdzono obecnos$¢ duzej ilosci gE-GFP w potgczeniach komérkowych (Ryc. 36).
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MDBK, 18 hpi

BHV-1 gE-GFP BHV-1 gETM~-GFP

Ryc. 36: Lokalizacja wewnatrzkomadrkowa gE-GFP po 18 hpi. Przyktadowe zdjecia komdérek MDBK
infekowanych rekombinantami BHV-1 gE-GFP oraz BHV-1 gETM™-GFP. Zielony: gE-GFP oraz gETM"
-GFP. Zdjecia wykonano przy uzyciu obiektywu 63x.

Nastepnie przeprowadzono optymalizacje wtasciwego detergentu do lizy
komoérek, tak by zapewni¢ integralnos¢ kompleksu gE/gl przy jednoczesnej
koimmunoprecypitacji jak najwiekszej ilosci biatek potencjalnego interaktomu. W tym
celu przetestowano trzy detergenty - CHAPS, digitonine lub Triton-X-100 (Materiaty
6.12.11-6.12.13). Powyisze detergenty zostaly wybrane ze wzgledu na fakt, iz s3
surfaktantami uzywanymi do solubilizacji receptorow bftonowych przy jednoczesnym
zachowaniu ich natywnej konformaciji. Lize prowadzono przez 30 min, w temperaturze
+4°C, w obecnosci inhibitoréw proteaz (Metody 7.23). W kolejnym etapie lizaty poddano
koimmunoprecypitacji na kulkach magnetycznych optaszczonych przeciwciatami anty-GFP
(Metody 7.24). Nastepnie prébki rozdzielano w 15% Zelu poliakrylamidowym (Metody
7.25). W celu okreslenia rodzaju detergentu, ktéry umozliwit precypitacje najwiekszej
ilosci biatek stanowigcych potencjalny interaktom gE/gl, zel barwiono po rozdziale
elektroforetycznym btekitem Coomassie Brilliant Blue G-250 (Metody 7.26). By
potwierdzi¢ integralnos¢ kompleksu gE/gl po lizie i koimmunoprecypitacji,
przeprowadzono Western Blotting (Metody 7.28) z wykorzystaniem przeciwciat anty-gE
(Materiaty 6.4.5) oraz anty-gl (Materiaty 6.4.6).

Integralnos¢ kompleksu gE/gl zostata zachowana przy uzyciu wszystkich trzech
detergentéw (Ryc. 37A). Ze wzgledu na ilos¢ koprecypitowanych biatek, do dalszych
eksperymentéw wybrano bufor do lizy z 1% CHAPS (Ryc. 37B).
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Ryc. 37: Wybér detergentu do lizy komoérek przed koimmunoprecypitacjg. Komérki MDBK
infekowane wirusem BHV-1 gE-GFP poddano lizie i koimmunoprecypitacji na kulkach
magnetycznych opfaszczonych przeciwciatami anty-GFP (A.) Potwierdzenie integralnosci
kompleksu gE/gl metodg Western Blotting. Immunodetekcja z wykorzystaniem przeciwciat mysich
monoklonalnych anty-gE (Mab3), surowicy kréliczej anty-gl oraz przeciwciat drugorzedowych
anty-mysich sprzezonych z HRP lub anty-kréliczych sprzezonych z AP. (B.) Ocena ilosci biatek
stanowigcych potencjalny interaktom gE/gl po koimmunoprecypitacji. Barwienie zelu
poliakrylamidowego koloidalnym Coomassie Brilliant Blue G-250. Rézowa ramka - gE-GFP; zielona
ramka - dojrzata forma gl; czerwona ramka - barwienie biatek po lizie buforem z 1% CHAPS; Ko-IP
- koimmunoprecypitacja.

8.2.2 Identyfikacja potencjalnych partneréw komérkowych kompleksu gE/gl w

spektrometrze masowym.

By zidentyfikowaé biatka stanowigce potencjalny interaktom kompleksu gE/gl
w procesie CTC, przeprowadzono potrdjny SILAC (Metody 7.29). Komoérki MDBK
hodowano przez sze$¢ pasazy w pozywce zawierajgcej reszty argininy oraz lizyny
o ,lekkim”, ,$rednim” lub ,ciezkim” pietnie. Nie stwierdzono rdéznic w zywotnosci
komodrek pomiedzy stosowanymi pietnami aminokwaséw. Po znakowaniu izotopowym
przygotowano probki do analizy w spektrometrze masowym (Metody 7.30). Eksperyment
wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych ze zmiang pietna (Tab. 7). Rycina 38

przedstawia schemat procedury przygotowania probek.
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Ryc. 38: Schemat procedury przygotowania probek do analizy w spektrometrze masowym.
Komodrki MDBK znakowano izotopowo metodg potrdjnego SILAC. Nastepnie infekowano
rekombinantami BHV-1 gE-GFP oraz BHV-1 gETM™-GFP, w MOI=1. Po 18 hpi komérki lizowano,
poddawano koimmunoprecypitacji i analizowano w spektrometrze masowym. KN - komorki
nieinfekowane, m — masa, z — fadunek.

Analize proteomiczng przeprowadzono przy wspotpracy z Pathoproteomics
Reserch Group (Uniwersytet Ernst Moritz Arndt, Greiswald, Niemcy), za pomoca
spektrometru masowego LTQ Orbitrap Velos (Metody 7.31). Usrednione wartosci z trzech
powtdrzen eksperymentu przedstawiono w skali log, jako stosunek wzbogacania biatek
koprecypitujgcych z gE-GFP do komérek nieinfekowanych (Ryc. 39 A) oraz jako stosunek
wzbogacania gE-GFP do gETM™-GFP (Ryc. 39 B). Na podstawie uzyskanych danych
zidentyfikowano 17 biatek bedgcych potencjalnymi partnerami komérkowymi kompleksu
gE/gl oraz metke GFP. W tabeli 10 zestawiono informacje dotyczace ich lokalizacji

wewnatrzkomadrkowej, funkcji w komdrce oraz zwigzku z infekcjg alfaherpeswirusows.
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Tab. 10: Charakterystyka biatek potencjalnego interaktomu gE. Opis funkcji zidentyfikowanych biatek pochodzi z bazy UniProt. a-HV- alfaherpeswirus; B-
btona komdrkowa; C - cytoplazma; CS - cytoszkielet; EN - endosomy; ER - retikulum endoplazmatyczne; G - aparat Golgiego; J - jadro; M - mitochondrium.

Biatko

PPla
Talina 1
SERCA2

Sec61p

ATPaza Na*/K* a -1
Lamina B1

Lamina B2

HSP 90-a

Lamina A/C

Karioferyna B-1

B-adaptyna 1

PSAT
B-tubulina-2A
Eksportyna-2

VPS13C

HSP B-1

Plektyna

Gen

PPP1CA
TLN1
ATP2A2

SEC61B
ATP1A1
LMNB1
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W poszukiwaniu potencjalnych partneréow kompleksu gE/gl w transmisji wirusa
BHV-1 na drodze CTC, najwazniejszym wynikiem byta identyfikacja szeSciu biatek
zlokalizowanych w btonie komdrkowej - podjednostki katalitycznej a biatkowej fosfatazy
1 (PP1ay), taliny 1, pompy wapniowej 2 (SERCA2), podjednostki a -1 ATPazy Na*/K*, biatka
szoku termicznego B-1 oraz plektyny. Sposréd tych biatek najwiekszy stosunek
wzbogacania log; gE-GFP/KN oraz log, gE-GFP/gETM™-GFP zaobserwowano dla PPla.
Oznacza to, ze fosfataza PP1a koprecypitowata jedynie z biatkiem gE-GFP petnej dtugosci,
a nie z jego skrocong formg. W przypadku pozostatych biatek interaktomu stosunek
wzbogacania log, gE-GFP/gETM™-GFP miat znacznie nizsze wartosci. Istotne statystycznie
roznice wykazano dla taliny 1, SERCA2, podjednostki B biatka transportowego Sec61,
ATPazy Na'/K* a -1, laminy Bl oraz laminy B2. Reszta zidentyfikowanych biatek
oddziatywata w podobnym stopniu z ge-GFP jak i gETM™-GFP.

W dalszej czesci pracy doktorskiej, ze wzgledu na najwyzszg warto$é stosunku

wzbogacania, skupiono sie na analizie oddziatywania kompleksu gE/gl z fosfatazg PP1a.

8.2.3 Analiza interakcji kompleksu gE/gl z podjednostka katalityczng biatkowej
fosfatazy 1 a (PP1at).

W tej czesci pracy badawczej potwierdzono oddziatywanie gE-GFP z PP1a w trzech
typach komoédrek bydlecych. W kolejnym etapie przeprowadzono analize interakcji
biatkowych gE-GFP oraz PP1a w punktach czasowych od infekcji. Powyzsza analiza miata
na celu przyniesienie odpowiedzi na pytanie, czy interakcja gE-GFP- PP1a zachodzi, gdy
glikoproteina gE zlokalizowana jest w potgczeniach komérkowych czy moze na
wczesniejszym etapie infekcji. Nastepnie przeanalizowano mozliwos¢ bezposredniej
interakcji gE-PP1a w systemie dwuhybrydowym F2H poprzez transfekcje komorek F2H®-

BHK wektorami plazmidowymi, kodujgcymi fluorescencyjne pochodne tych biatek.
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8.2.3.1 Potwierdzenie oddziatywania gE-GFP z PP1a w trzech typach komdrek bydlecych

W celu potwierdzenia wynikéw otrzymanych w spektrometrze masowym,
przeprowadzono Western Blotting probek zawierajgcych biatka koimmunoprecypitujgce
z gE-GFP oraz geTM™-GFP. Analize wykonano w trzech liniach komdrkowych - MDBK,
KOP-R oraz pierwotnych fibroblastach bydlecych. Komadrki infekowano rekombinantami
BHV-1 gE-GFP oraz BHV-1 geTM-GFP, w MOI=1. Podobnie jak przy przygotowaniu
probek do analizy w spektrometrze masowym, po 18 hpi przeprowadzono lize buforem
z 1% CHAPS oraz koimunnoprecypitacje na kulkach magnetycznych optaszczonych
przeciwciatami anty-GFP (Metody 7.24). Nastepnie probki rozdzielano w 15% zelu
poliakrylamidowym (Metody 7.25) i analizowano metodg Western Blotting (Metody
7.28) z przeciwciatami skierowanymi przeciwko gE, gl oraz PP1a (Materiaty 6.4.7). We
wszystkich trzech liniach komdrkowych potwierdzono koimmunoprecypitacje fosfatazy
PPla z gE-GFP. W przypadku gETM™-GFP, nie wykryto interakcji z PP1a we wszystkich
typach analizowanych komaérek (Ryc. 40).

MDBK KOP-R Bydlece fibroblasty
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Ryc. 40: Potwierdzenie oddziatywania gE-GFP z PP1la w trzech typach komérek bydlecych.
Komorki MDBK, KOP-R oraz bydlece fibroblasty infekowano rekombinantami BHV-1 gE-GFP oraz
BHV-1 gE-TM™-GFP, MOI=1. Po 18 hpi przeprowadzono lize, koimmunoprecypitacje na kulkach
magnetycznych optaszczonych przeciwciatami anty-GFP oraz Western Blotting. Immunodetekcja
z wykorzystaniem przeciwciat mysich monoklonalnych anty-gk, surowicy krdliczej anty-gl,
przeciwciat kréliczych anty-PP1la oraz przeciwciat drugorzedowych anty-mysich sprzezonych z AP
lub anty-krdliczych z HRP. MW PP1a- ok. 37 kDa. KN - komorki nieinfekowane.
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8.2.3.2 Lokalizacja wewnatrzkomorkowa kompleksu gE/gl oraz PP1a

W celu ustalenia, czy PP1a oddziatuje z kompleksem gE/gl w obrebie potaczen
komodrkowych, przeprowadzono analize mikroskopowg lokalizacji wewngtrzkomérkowej
powyzszych biatek (Ryc. 41). Pierwotne fibroblasty bydlece infekowano rekombinantami
BHV-1 WT oraz BHV-1 geTM~ w MOI=1. Po 18 hpi komodrki utrwalono i barwiono
immunofluorescencyjnie z wykorzystaniem przeciwciat anty-gE/gl (zielony) oraz
przeciwciat anty- PP1a (czerwony). W fibroblastach infekowanych rekombinantem BHV-1
gE-GFP zaobserwowano kolokalizacje kompleksu gE/gl oraz PP1a w btonie komdrkowe;j
oraz w strukturze przypominajgcej gondole w obrebie potgczenia typu TNT. Na tym etapie
infekcji nie stwierdzono kolokalizacji kompleksu oraz fosfatazy w obrebie innych struktur
komodrkowych, tj. aparatu Golgiego czy cytoplazmy. W przypadku komérek infekowanych
BHV-1 gETM,, kompleks glikoprotein zlokalizowany byt w cytoplazmie, co jest
charakterystyczne dla tego rekombinanta. Natomiast lokalizacja wewnatrzkomaérkowa
PPla nie rdozinita sie od tej w komodrkach infekowanych BHV-1 WT, z tym zZe nie
zaobserwowano struktur przypominajgcych gondole w potgczeniach typu TNT. Wyniki
powyzszego eksperymentu sugerujg, ze PP1la moze oddziatywaé z kompleksem gE/gl

w obrebie potaczen komérkowych.
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BHV-1 gETM" BHV-1 WT

Ztozenie

Ryc. 41: Analiza lokalizacji wewnatrzkomérkowej kompleksu gE/gl oraz PP1a. Fibroblasty bydlece infekowano BHV-1 WT oraz BHV-1 gETM". Po 18 hpi
komarki utrwalono i barwiono immunofluorescencyjnie. Immunodetekcja z wykorzystaniem przeciwciat mysich monoklonalnych anty-gE/gl, przeciwciat
krdliczych anty-PP1la oraz przeciwciat drugorzedowych anty-mysich sprzezonych z barwnikiem Alexa 488 i anty-krdliczych sprzezonych z barwnikiem Alexa
546. Zdjecia wykonano przy uzyciu obiektywu 63x. Niebieska ramka — obszar zblizony (zoom); niebieska strzatka wskazuje na kolokalizacje gE/gl oraz PP1a
w btonie komérkowej; zotta strzatka wskazuje na kolokalizacje gE/gl oraz PP1a w TNT.

127



8.2.3.3 Analiza interakc;ji gE-GFP z PP1a w punktach czasowych od infekgji

Aby zbada¢ na jakim etapie infekcji dochodzi do oddziatywania gE oraz PPla,
przeprowadzono analize interakcji w szesciu punktach czasowych od infekcji - 2, 6, 8, 12,
18 i 24 hpi (Metody 7.32). Powyzsze punkty czasowe zostaty wybrane ze wzgledu na
zmieniajgcy sie w czasie lokalizacje glikoproteiny gE. Poczatek sygnatu fluorescencyjnego
w komorkach infekowanych BHV-1 gE-GFP jest widoczny w aparacie Golgiego ok. 6-8 hpi.
Po ok. 12 hpi nastepuje translokacja gE-GFP do potgczenn komérkowych. Ok. 18 hpi
nastepuje intensyfikacja sygnatu fluorescencyjnego gE-GFP w potaczeniach
komodrkowych. Po 24 hpi zmienia sie morfologia komorek (stajg sie zaokraglone) i
wiekszos$¢ z nich dysocjuje od podtoza. Prébki przygotowano podobnie jak do analizy
w spektrometrze masowym. Komérki MDBK infekowano rekombinantem BHV-1 gE-GFP
w MOI=1. Nastepnie po uptywie danego czasu od infekcji komarki lizowano, poddawano
koimmunoprecypitacji na kulkach magnetycznych optaszczonych przeciwciatami anty-GFP
i przeprowadzano immunodetekcje przeciwciatami anty-PP1a, anty-gE oraz anty-gl (Ryc.
42). Analiza metodg Western Blotting potwierdzita koimmunoprecypitacje gE-GFP i PP1a
juz w 8 hpi, czyli od momentu produkcji gE-GFP w zainfekowanych komadrkach. Wyniki
powyzszego eksperymentu Swiadczg o interakcji biatkowej z PP1a przed translokacjg gE-

GFP do potgczen komorkowych.
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Ryc. 42: Oddziatywanie gE-GFP i PP1la w punktach czasowych po infekcji. Komdrki MDBK
infekowano rekombinantem BHV-1 gE-GFP. Po 2, 6, 12, 18 i 24 hpi przeprowadzono lize,
koimmunoprecypitacje na kulkach magnetycznych optaszczonych przeciwciatami anty-GFP oraz
Western Blotting. Immunodetekcja z wykorzystaniem przeciwciat mysich monoklonalnych anty-
gE, surowicy kroliczej anty-gl, przeciwciat kréliczych anty-PP1la oraz przeciwciat drugorzedowych
anty-mysich lub anty-krdéliczych z HRP. Biatko PP1a koimmunopreypitowato z gE-GFP po 8 hpi.

8.2.3.4 Badanie bezposredniej interakcji gE z PPla

By ustali¢, czy glikoproteina gE oddziatuje bezposrednio z PP1a, przeprowadzono
analize w uktadzie izolowanym, poza kontekstem infekcji wirusowej. Do eksperymentu
wykorzystano komercyjny system do badania interakcji biatkowych F2H Assay Kit,
Chromotek (Materiaty 6.14.10). System F2H pozwala na zobrazowanie interakcji biatek
znakowanych fluorescencyjnie bezposrednio w zywych komérkach. Procedura polega na
kotransfekcji wektorow plazmidowych kodujgcych potencjalnie oddziatujgce ze sobg
biatka w fuzji z biatkami fluorescencyjnymi do specjalnie modyfikowanej linii komdrek
F2H®-BHK (Ryc. 43). Komoérki F2H®-BHK posiadajg platforme kotwiczagcg GFP w jadrze
komérkowym. Rekombinowane biatko w fuzji z GFP stanowi tzw. ,przynete” a biatko w
fuzji z RFP (lub jego pochodnymi) ,ofiare”. Po kotransfekcji komérek biatko z metkg GFP

kierowane jest do jadra, czego efektem jest fluorescencyjna, zielona , kropka” w jadrze.
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W wypadku interakcji miedzy analizowanymi biatkami, dojdzie do ich kolokalizacji w jadrze

i pojawienia sie na ztozeniu obrazéw ,kropki” fluoryzujgcej na z6tto.

Komorka F2H-BHK

Platforma
kotwiczaca GFP

E + mCh@rry Kotransfekcja

Interakcja Brak interakcji

Ryc. 43: Schemat przeprowadzenia analizy interakcji gE-PP1la w systemie F2H. Zétta kropka
w jadrze jest rezultatem ztozenia fluorescencyjnego sygnatu z GFP oraz mCherry na skutek
bezposredniej interakcji gE-PPla. Zielona kropka w jadrze jest efektem zakotwiczenia gE-GFP
w jadrze i Swiadczy o braku bezposredniej interakcji gE-PP1a.

Do zbadania interakcji g z PP1a wykorzystano wektor pFASTBacDual gE-GFP,
kodujacy gE-GFP pod kontrolg promotora HCMV (Materiaty 6.6.4) oraz skonstruowano
wektor pmCherry(C1)-PP1alfa, kodujacy PP1a-mCherry takze pod kontrolg tego samego
promotora. Wektor pmCherry(C1)-PP1alfa powstat na matrycy DNA plazmidowego
pPEGFP(C1)-PPlalpha (Materiaty 6.6.3) wykorzystujgc metode NEBuilder® (Metody 7.33).
Kotransfekcje wektorow plazmidowych do komdrek F2H®-BHK przeprowadzono przy
pomocy zestawu jetPRIME®, Polyplus (Materiaty 6.14.8), zgodnie z instrukcjg zatgczong
przez producenta. Jako kontrole pozytywng zastosowano DNA kontrolny dostarczony
przez producenta zestawu F2H. W kontroli negatywnej zamiast wektora pFASTBacDual

gE-GFP do kotransfekcji uzyto DNA plazmidowego pEGFP-C1 (Materiaty 6.6.5),
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kodujgcego biatko GFP pod kontrolg promotora HCMV. Uzyskane wyniki (Ryc. 44)
jednoznacznie wykazujg brak kolokalizacji sygnatu fluorescencyjnego gE-GFP z PPla-
mCherry, co Swiadczy o braku bezposredniej interakcji gE-PP1a. Przyczyng tego moze by¢
oddziatywanie fosfatazy jedynie z biatkiem gE pozostajgcym w kompleksie z gl i/lub

koniecznos¢ obecnosci innych biatek wirusowych w komaorce, by doszto do tej interakcji.
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mCherry GFP Ztozenie

Ryc. 44: Brak bezposredniej interakcji gE-GFP z PP1a-mCherry w systemie F2H. Brak kolokalizacji sygnatu fluorescencyjnego z PP1la-mCherry oraz gE-GFP
$wiadczy o braku bezposredniej interakcji tych biatek w komérkach transfekowanych plazmidami pmCherry(C1)-PP1alfa oraz pFASTBacDual gE-GFP. Zétte
strzatki wskazujg na lokalizacje fluorescencyjnej , kropki” w jadrze komérkowym na ztozeniu obrazu, czyli miejsca wigzania GFP z platforma kotwiczaca.

Swiatto przechodzace

Kontrola pozytywna

pEGFP-C1
+
pmCherry(C1)-PP1alfa

pFASTBacDual gE-GFP
+
pmCherry(C1)-PP1alfa
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Wynik uzyskany w systemie F2H potwierdzono dodatkowo w komodrkach
bydlecych. Pierwotne fibroblasty bydlece kotransfekowano plazmidami pFASTBacDual gE-
GFP oraz  pmCherry(C1)-PPlalfa. Nastepnie komdrki lizowano, poddano
koimmunoprecypitacji na kulkach magnetycznych optaszczonych przeciwciatami anty-GFP
lub anty-RFP, rozdzielono w 15% zelu poliakrylamidowym i poddano immunodetekgji
z wykorzystaniem przeciwciat anty-gE oraz anty- PP1a (Ryc. 44 A). Biatko gE-GFP nie
koimmunoprecypitowato z PP1la-mCherry. Wykonano réwniez analize mikroskopowg
lokalizacji wewnatrzkomdrkowej gE-GFP oraz PPla-mCherry, w ktérej takie nie
stwierdzono istotnie statystycznej kolokalizacji tych dwdch biatek (Ryc. 44 B). Fosfataza
zlokalizowana byta gtéwnie w jgdrze komorkowym oraz cytoplazmie. Natomiast gE-GFP

w okolicy okotojgdrowej oraz w postaci drobnych punktdw w cytoplazmie.
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Ryc. 45: Brak bezposredniej interakcji gE-PP1la w komdrkach bydlecych. Bydlece fibroblasty
kotransfekowano plazmidami pmCherry(C1)-PPlalfa oraz pFASTBacDual gE-GFP. (A.)
Immunoprecypitacja na kulkach magnetycznych optaszczonych przeciwciatami anty-GFP lub anty-
RFP. Immunodetekcja z wykorzystaniem przeciwciat mysich monoklonalnych anty-gE, przeciwciat
kréliczych anty-PPla oraz przeciwciat drugorzedowych anty-mysich lub anty-krdliczych
koniugowanych z HRP. MW PPla-mCherry - ok. 64 kDa. (B.) Analiza mikroskopowa kolokalizacji
gE-GFP oraz PP1a-mCherry. Zdjecia wykonane przy uzyciu obiektywu 63x.
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Podsumowanie wynikow:

134

Rdznice w wielkosci tysinek wirusowych w srodowisku przeciwciat neutralizujgcych
wirusa oraz pod 1% roztworem metylocelulozy w medium moga wskazywaé na
preferowang droge transmisji BHV-1 w zaleznosci od typu komorek.

Wyniki testu na predkos¢ CTC pokazaty dynamike tego procesu w kazdej godzinie
obserwacji, wykazujac réznice w tempie transmisji miedzy rekombinantem BHV-1 gE-
GFP a BHV-1 gE-GFP AUS3, na korzysc¢ tego pierwszego w 9 hpi. Ponadto analiza tempa
CTC wskazata na szybsze rozprzestrzenianie sie rekombinantéw BHV-1 gE-GFP i BHV-
1 gE-GFP AUS3 w bydlecych fibroblastach niz w komdrkach MDBK.

Stosujac analize przyzyciowg, zaobserwowano wyrazne opdznienie lokalizacji gE-GFP
w potaczeniach miedzykomorkowych przy delecji US3 w 12 godzinie od infekcji. Po 24
hpi rodinica w czasie translokacji zostata zniwelowana. Wyniki dodatkowo
potwierdzono w cytometrii przeptywowej oraz w obrazowaniu 3D preparatow
barwionych immunofluorescencyijnie.

W analizie transmisji rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry w S$rodowisku
przeciwciat neutralizujgcych wykazano transfer biatek fuzyjnych za posrednictwem
miedzykomorkowych nanorurek.

Zidentyfikowano 17 biatek potencjalnego interaktomu kompleksu gE/gl, z czego szes¢
lokalizowato sie w btonie komdrkowe]. Najwyzszg wartos¢ stosunku wzbogacania log:
gE-GFP/KN oraz log, gE-GFP/gETM™-GFP zaobserwowano dla PPla. Dodatkowo
interakcje gE-GFP z PPla potwierdzono poprzez koimmunoprecypitacje oraz
immunodetekcje metodg Western Blotting w trzech typach komérek bydlecych.
Wykazano kolokalizacje wewngtrzkomoérkowg kompleksu gE/gl i PP1la w obrebie
btony komdrkowej oraz miedzykomdrkowych nanorurek.

Dowiedziono, ze interakcja miedzy gE-GFP a PPla zachodzi juz w 8 hpi, czyli od
poczatku produkcji glikoproteiny w infekowanych komarkach.

W systemie dwuhybrydowym F2H oraz w kotransfekcji komodrek bydlecych
plazmidami niosgcymi geny kodujgce gE-GFP oraz PP1a-mCherry dowiedziono, ze nie
zachodzi bezposrednia interakcja miedzy g a PPla. Wskazuje to na koniecznos¢
obecnosci kompleksu gE/gl i/lub innych biatek wirusowych do zajscia tego

oddziatywania.



9. Dyskusja

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto doktadniejsze poznanie roli biatkowego
kompleksu glikoprotein gE/gl oraz kinazy US3 w bezposrednim transporcie
miedzykomorkowym (CTC) wirusa BHV-1 oraz identyfikacja potencjalnych partnerow
komodrkowych gE/gl w tym procesie. Tematyka pracy byta kontynuacjg wieloletnich badan
nad tg drogg transmisji alfaherpeswirusow prowadzonych w Zaktadzie Biologii
Molekularnej Wiruséw MWB. W toku wczesniejszych eksperymentow prowadzonych
w Zaktadzie wykazano m. in. kluczowg role domeny przezbtonowe] glikoproteiny gE
w transmisji na drodze CTC [225] oraz wptyw aktywnosci US3 na tworzenie wypustek
aktynowych [197] i miedzykomérkowych nanorurek [172].

W pierwszym etapie pracy eksperymentalnej opracowatam test na okreslenie
predkosci CTC w zywych komérkach réznego typu. Test polegat na zliczaniu pojedynczych
komorek infekowanych przez fluorescencyjnie znakowane rekombinanty BHV-1 w ciggu
kazdej godziny obserwacji przeprowadzonych z zastosowaniem mikroskopowej analizy
przyzyciowej. Potrzeba opracowania takiego testu wynikata z duzych rozbieznosci
w wynikach klasycznego testu wielkosci tysinek. Rozbieznosci te wynikajg ze znacznego
odchylenia standardowego w sredniej wielkosci tysinek wirusowych oraz z réznic w czasie
powstawania tysinek, zwigzanych z dynamikg procesu CTC. W literaturze naukowej brak
rowniez ujednoliconej jednostki do poréwnania wielkosci tysinek. Czes¢ autorow
poréwnuje pole powierzchni tysinek [170], [240], [459]-[461], inni natomiast Srednice
tysinek wirusowych [462]-[465], co moze wptywacé na wiarygodnos$¢ wynikéw, zwtaszcza
jesli tysinki majg nieregularny ksztatt.

Do tej analizy wybratam transformowane nowotworowo komarki linii MDBK, ktore
sg rutynowo stosowane w badaniach nad infekcjg BHV-1 oraz pierwotne fibroblasty
bydlece. Wptyw kompleksu gE/gl oraz kinazy biatkowej US3 na tempo procesu CTC zostat
zbadany przy uzyciu wczesniej skonstruowanych w ZBMW rekombinantdw BHV-1 gE-GFP
oraz BHV-1 gETM~GFP, jak rdéwniez skonstruowanego przeze mnie (w trakcie
wykonywania pracy magisterskiej) mutanta BHV-1 gE-GFPAUS3. Eksperymenty
przeprowadzatam w obecnosci przeciwciat neutralizujgcych wirusa BHV-1 po uprzedniej
optymalizacji ich wtasciwej ilosci w tescie neutralizacji wirusa zewnatrzkomorkowego,

w zaleznosci od typu infekowanych komorek. W przypadku komérek MDBK byto to 40 pl

135



surowicy neutralizujgcej na 1 ml medium oraz 160 pl/ml dla fibroblastow bydlecych. Fakt,
ze do neutralizacji zewnatrzkomérkowego BHV-1 podczas infekc;ji fibroblastéw potrzebna
byta az cztery razy wieksza ilo$¢ surowicy niz w przypadku komoérek MDBK, moze by¢
zwigzany z wydajniejszym uwalnianiem wirusa do pozywki w tych komodrkach.
Namnazajgc wirusa w fibroblastach bydlecych, zawsze uzyskiwane byto wyzsze miano
BHV-1 niz w komodrkach MDBK, niezaleznie od zastosowanego rekombinanta (dane
niepokazane). Wyniki testu wielkosci tysinek potwierdzity wazng role glikoproteiny gE
w procesie CTC. Delecja domeny przezbtonowej oraz cytoplazmatycznej skutkowata
znaczng redukcjg rozmiaru tysinek wirusowych w obu typach komérek. W przypadku
mutantow BHV-1 AUS3 oraz BHV-1 gE-GFPAUS3 nie stwierdzitam istotnej statystycznie
roznicy w rozmiarze tysinek w pordwnaniu do BHV-1 WT w obu typach komérek. Jest to
wynik sprzeczny z danymi opublikowanymi przez Zhao i wsp. w 2017 roku [462], wg
ktorych tysinki formowane przez mutanty BHV-1 AUS3 w komdrkach MDBK byty o ok. 30%
mniejsze w poréwnaniu do typu dzikiego wirusa. Najczestszym wyttumaczeniem dla
rozbieznosci w wynikach podobnych badan sg réznice miedzyszczepowe. W przypadku
Zhao i wsp. byt to amerykanski szczep Cooper, natomiast w tej pracy uzywatam
holenderskiego szczepu Lam. Oba szczepy nalezg do podtypu BHV-1.1. Na brak rdznic
w fenotypie tysinek miedzy BHV-1 AUS3 a typem dzikim wirusa wskazywali rowniez
Takashima i wsp. [365], jednak w publikacji nie zawarto analizy statystycznej dotyczgcej
poréwnania wielkosci tysinek. Moje wstepne obserwacje dotyczgce braku wptywu US3 na
rozmiar tysinek wirusowych BHV-1 w komdrkach MDBK oraz KOP-R zostaty opublikowane
w artykule naukowym Brzozowska i wsp., 2018 [362].

Dodatkowo zdecydowatam sie rowniez pordwnaé sposoby ograniczenia
rozprzestrzeniania sie wirusa na drodze CFE. Jak juz wspominatam we wstepie do tej pracy
oraz w wynikach, te droge infekcji mozna ograniczy¢ stosujgc przeciwciata neutralizujgce
[155], [170], [172], [181], [374], [375] lub media hodowlane zawierajgce metyloceluloze
lub agaroze, ktdre stanowig bariere mechaniczng dla wirusa zewngtrzkomdrkowego
[155], [362], [365], [375], [465]. W literaturze naukowe] oba sposoby sg stosowane
zamiennie w badaniach nad transmisjg wiruséw na drodze CTC. W publikacjach natrafitam
na poréwnania wielkosci tysinek formowanych w mediach pétptynnych, tj. z dodatkiem
metylocelulozy czy mikrokrystalicznej celulozy Avicel™ do agarozy, lecz nie spotkatam sie

z poréwnaniem wspomnianych medidow do tych zawierajgcych przeciwciata neutralizujgce
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[466]-[468]. Bez watpienia ciekawym wynikiem byta az 50% redukcja rozmiaru tysinek
formowanych przez wirusa BHV-1 WT oraz jego rekombinanty w srodowisku przeciwciat
neutralizujgcych w komoérkach MDBK w poréwnaniu do tych w 1% roztworze
metylocelulozy. Podobnej rdinicy nie zaobserwowatam w hodowli pierwotnych
fibroblastéw bydlecych. W przypadku tych komodrek jedynie rekombinanty silnie
uposledzone pod wzgledem CTC formowaty mniejsze 0 20% tysinki w medium z dodatkiem
surowicy neutralizujgcej wzgledem tych pod metylocelulozg. W podrozdziale 8.1.1.2
wspomniatam, ze takie wyniki mogg wskazywac na preferowang droge infekcji BHV-1
w zaleznosci od typu komdrek. Prawdopodobnie pojedyncza tysinka wirusowa
w komorkach MDBK moze by¢ rezultatem zaréwno transmisji na drodze CTC, jak i CFE.
W zwigzku z tym, konieczny jest wiasciwy dobdér medidéw ograniczajacych infekcje ze
srodowiska zewnatrzkomérkowego w zaleznosci od typu komorek. Wracajgc do badan
Zhao i wsp. [462] by¢ moze wtasnie z nieprawidtowego doboru medium ograniczajgcego
CFE moga wynikac rozbieznosci w wielkosci tysinek pomiedzy rekombinantami BHV-1
AUS3 w poréwnaniu do typu dzikiego wirusa. Autorzy nie podali zadnej informacji
dotyczacej sposobu ograniczenia rozprzestrzeniania wirusa na drodze CFE. Zastosowanie
bariery mechanicznej mogto wiec nie ograniczy¢ w wystarczajgcy sposob
rozprzestrzeniania sie wirusa BHV-1 WT na drodze CFE i rownoczesnie rzutowac na
wielkos¢ formowanych przez niego tysinek. Innym wyttumaczeniem redukcji rozmiaru
tysinek wirusowych w srodowisku przeciwciat neutralizujgcych w komérkach MDBK moze
by¢ hamowanie samej drogi CTC. Wplyw przeciwciat neutralizujgcych na CTC
herpeswiruséw jest wcigz tematem spornym ws$rdod badaczy. Eksperymenty
skoncentrowane sg gtéwnie na oszacowaniu wptywu przeciwciat skierowanych przeciwko
konkretnym glikoproteinom ostonkowym na hamowanie tego procesu a nie
wiasciwosciom poliklonalnej surowicy neutralizujgcej. Szczegdlnym przyktadem
sprzecznych wynikdw odnosnie hamowania CTC przez przeciwciata neutralizujgce s3
badania nad wirusem HCMV, ktérego transmisja zachodzi w wiekszosci na tej drodze
infekcji, przy relatywnie niskim mianie wirusa zewnatrzkomorkowego [144], [469], [470].
Wedtug Reuter i wsp. [471] przeciwciata skierowane przeciwko glikoproteinom gB oraz gH
istotnie ograniczaty CTC ludzkiego cytomegalowirusa zaréwno w komorkach
nabtonkowych, jak i w fibroblastach. Wynik ten przeczy wczesniejszym badaniom Jacob

i wsp., gdzie nie wykryto dziatania hamujgcego CTC przeciwciat specyficznych wobec tych
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dwéch glikoprotein [472]. Badania nad hamowaniem transmisji CTC przez przeciwciata
swoiste wobec glikoprotein ostonkowych przeprowadzono m. in. takze dla wiruséw HSV-
1 oraz HSV-2. Awasthi i wsp. wykazali, iz przeciwciata anty-gD oraz g hamujg CTC wirusa
HSV-2 [459]. Natomiast Krawczyk i wsp. dowiedli, ze rekombinowane przeciwciata anty-
gB hamowaty bezposredni transport miedzykomérkowy wirusa HSV-1 [473]. Aby
absolutnie wykluczy¢ hamowanie CTC wirusa BHV-1 w komadrkach MDBK przez surowice
neutralizujgcy, nalezatoby zbadac¢ jej doktadny sktad.

Podobnie jak w tescie wielkosci tysinek wirusowych, wyniki testu predkosci CTC
wykazaty, iz nie ma istotnej statystycznie rdznicy w tempie rozprzestrzeniania sie
rekombinantéw gE-GFP oraz gE-GFPAUS3 w obu testowanych liniach komérkowych.
Natomiast w przypadku rekombinanta gETM™-GFP wyniki analizy przyzyciowej roznity sie
w poréwnaniu do tych uzyskanych w tescie wielkosci tysinek. Stwierdzitam zmniejszong
0 50% predkos¢ transmisji w porownaniu do BHV-1 gE-GFP, podczas gdy rozmiar tysinek
generowanych przez tego rekombinanta byt zmniejszony o ok. 61% w komdrkach MDBK
i 0 75% w fibroblastach. Poza inng dystrybucjg komérek w hodowli, rédznicami w ich
migracji lub ewentualnymi podziatami komadrek w trakcie infekc;ji, ta rozbieznos¢ wynikow
moze by¢ ttumaczona takze ograniczeniem precyzji oprogramowania stosowanego do
okreslenia wielkosci tysinek. Standardowo pomiar wielkosci tysinek wirusowych
przeprowadzany jest przynajmniej po 48 hpi, czyli gdy sg one na tyle duze, aby mozna byto
okresli¢ ich pole lub srednice. tysinki formowane przez rekombinanty silnie uposledzone
pod wzgledem replikacji lub CTC sg znacznie mniejsze od tysinek wirusa WT i wtasciwe
oszacowanie ich wielkosci przez oprogramowanie moze by¢ nieprawidtowe. Innymi stowy,
dokfadniejsze oszacowanie rozmiaru tysinek jest tatwiejsze, gdy tysinki sg wieksze. Test
predkosci CTC pozwolit na precyzyjne oznaczenie ilosci infekowanych komorek niezaleznie
od morfologii tysinek danego rekombinanta.

Wazing zaletg testu predkosci CTC byt wglad w dynamike transmisji wirusa w kazdej
godzinie obserwacji. Dzieki temu mozliwe byto bardzo doktadne zbadanie efektéw mutacji
kinazy US3 na transmisje wirusa BHV-1. W 9 hpi, w hodowli komdrek MDBK
zaobserwowatam istotng statystycznie rdzinice w predkosci CTC pomiedzy
rekombinantami BHV-1 gE-GFP oraz gE-GFPAUS3 na korzys¢ tego pierwszego, ktoéra
nastepnie zostata zniwelowana w 12 hpi. Kolejng wazng informacjg odnosnie do roli

kinazy US3 w CTC byto opdznienie lokalizacji gE-GFP w potgczeniach komédrkowych
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w infekcji mutantem BHV-1 gE-GFPAUS3 w obu testowanych typach komodrek. Takze
w tym wypadku rdéznica byta najlepiej widoczna do 12 hpi, po czym zostata zniwelowana
w kolejnych godzinach obserwacji. Obserwacje mikroskopowe potwierdzitam
w cytometrii przeptywowej oraz przy pomocy obrazowania 3D lokalizacji kompleksu gE/gl
w potgczeniach komdrkowych. Wykazatam, iz na powierzchni komodrek infekowanych
rekombinantem kodujgcym nieaktywng forme kinazy — BHV-1 US3KD znajdowato sie o ok.
30% mniej kompleksu gE/gl w poréwnaniu do infekcji wirusem WT. Barwienie
immunofluorescencyjne takze wykazato, iz kompleks glikoprotein znajdowat sie
w pofgczeniach komdrkowych tylko przy zachowaniu aktywnosci kinazy US3. Zanik rdznic
w tempie transmisji CTC oraz w lokalizacji kompleksu gE/gl po 12 hpi moze wskazywa¢ na
mechanizm kompensacyjny tej mutacji w trakcie infekcji wirusowej. W badaniach
Gershburg i wsp. [474], wykazano, ze delecja kinazy US3 miata niewielki wptyw na poziom
uwalniania wiriondw HSV-1 z komdrek oraz na transmisje wirusa, co moze by¢ zwigzane
kompensacjg jej defektu przez inng kinaze wirusowg — UL13. Dowodem na powyzszg
hipoteze byto znaczne uposledzenie podwdjnego mutanta HSV-1 AUL13/AUS3 pod
wzgledem wielkosci tysinek oraz uwolnienia wiriondw potomnych z infekowanych
komodrek. Innym wyttumaczeniem moze by¢ zaobserwowany przeze mnie w czasie
wykonywania pracy magisterskiej wyzszy poziom biatka gE w mutantach delecyjnych US3
w poréwnaniu do BHV-1 WT, ktory mégt ,usprawni¢” CTC na podzniejszych etapach
infekcji.

W standardowym tescie wielkosci tysinek wirusowych uzyskane dane zawsze
przedstawiane sg jako procent wielkosci tysinek formowanych przez typ dziki wirusa. Ze
wzgledu na inng morfologie niemozliwe jest pordwnanie wielkosci tysinek danego
rekombinanta w réznych typach komoérek. Dzieki testowi na predkos¢ CTC mozliwe byto
zbadanie rdinic w tempie transmisji fluorescencyjnych rekombinantow BHV-1
w komoédrkach MDBK oraz pierwotnych bydlecych fibroblastach. Wyniki tej analizy
pokazaty, iz rekombinanty BHV-1 gE-GFP jak i BHV-1 gE-GFP AUS3 rozprzestrzeniaty sie
szybciej w fibroblastach niz w komorkach nabtonkowych. Transmisja za posrednictwem
CTC alfaherpeswirusow w komodrkach nabtonkowych oraz w fibroblastach jest
preferowang drogg infekcji oraz jedyng w komérkach nerwowych. Potrzebne sg jednak
dodatkowe badania, aby rozstrzygngé, jakie czynniki komérkowe mogtyby wptynaé na jej
tempo w réznych rodzajach komadrek.
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Opracowana przeze mnie oryginalna metodologia testu predkosci CTC nie zostata
do tej pory opisana w literaturze naukowej. Préby innego opisania tej drogi infekcji
herpeswiruséw niz przez klasyczny test wielkosci tysinek zostaty podjete przez Dingwell
i wsp. [155], Arias-Arias i wsp. [475] oraz Reuter i wsp. [471]. Dingwell i wsp. analizowali
transmisje wirusa HSV-1 na drodze CTC poprzez zliczanie wybarwionych
immunochemicznie komérek wchodzgcych w sktad tysinki wirusowej, 48 hpi [155]. Jednak
w tym eksperymencie, analiza statystyczna sSredniej ilosci komorek wchodzgcych w sktad
pojedynczej tysinki wirusowej obarczona byta duzym odchyleniem standardowym -
w przypadku wirusa WT byto to nawet +/- 20% komdrek. W badaniach Reuter i wsp.
analizowano przyrost tysinek fluorescencyjnych rekombinatéw wirusa CMV w czasie od 4
do maksymalnie 18 dnia od infekcji przy uzyciu aparatury dedykowanej do techniki
ELISPOT — CTL Immunospot®S6 Ultimate UV Analyzer (Cellular Technology Limited,
Niemcy). Nastepnie przy pomocy dotgczonego do sprzetu oprogramowania okreslano
Srednig wielkos¢ tysinek wirusowych na 1 dotek ptytki 96-dotkowej. Celem testu byto
okreslenie wptywu przeciwciat skierowanych przeciwko glikoproteinom ostonkowym na
CTC. W tym przypadku wyniki takze byly obarczone dos¢ duzym odchyleniem
standardowym, zwtaszcza w przypadku tysinek formowanych w pozywce bez dodatku
przeciwciat, co mogto rzutowac na istotnie statystyczng rdznice miedzy poréwnanymi
rodzajami przeciwciat. Test autorstwa Arias-Arias i wsp. byt najbardziej podobny do
metody opracowanej przeze mnie. Jako jedyny z przytoczonych badan bazowat na analizie
wzrostu pojedynczych tysinek wirusowych w czasie rzeczywistym. Autorzy publikacji
wykorzystali barwniki fluorescencyjne wigzgce DNA o rézinym stopniu przenikalnosci
przez btone komdrkowa, by zwizualizowaé efekt cytopatyczny zachodzgcy w komadrkach
formujacych tysinki wirusowe. Opracowany przez nich algorytm analizy zebranych
w mikroskopie obrazdw pozwolit na zliczenie pojedynczych komérek wchodzgcych w sktad
tysinek wirusowych. Autorzy wskazujg na wygode i szybkos¢ opracowanego przez nich
protokotu oraz brak koniecznosci stosowania do analizy fluorescencyjnych
rekombinantéw wirusowych. Jednak analiza wzrostu tysinek w czasie przy pomocy tego
oprogramowania pozwolita na Sledzenie wzrostu tysinek dopiero w 24 hpi, co przektadato
sie na infekcje min. 164 komadrek. Na wczesniej zebranych obrazach algorytm nie wykryt
infekcji wirusowej, co z kolei nie pozwala sledzi¢ jej wczesnych etapdw. Zastosowanie

niefluorescencyjnych  wirusow/rekombinantéw moze takze przyczyni¢ sie do
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zafatszowania ilosci infekowanych komdrek w danym punkcie czasowym, poniewaz
obserwowany jest jedynie efekt cytopatyczny, czyli koncowy etap infekcji. Dodatkowo
analiza takze w tym przypadku byta obarczona duzym odchyleniem standardowym. llo$¢é
komodrek wchodzgcych w sktad jednej tysinki wirusowej w 72 hpi wahata sie od ok. 3000
do 8000. W mojej opinii test opracowany przez Arias-Arias i wsp. jest ulepszong wersjg
klasycznego testu analizy wielkosci tysinek wirusowych, lecz podobnie jak ten test nie daje
wglgdu w dynamike procesu CTC na wczesnych etapach infekgji.

Przyczyng wysokiej wartosci odchylenia standardowego we wszystkich trzech
przytoczonych badaniach byt najprawdopodobniej brak synchronizacji momentu
rozpoczecia infekcji komorek. Nie stanowi to problemu w przypadku opracowanego
W niniejszej pracy testu predkosci CTC, ze wzgledu na wybdr do dalszej analizy
pojedynczych komodrek w poczatkowej fazie infekcji, monitorowanej przez produkcje
fluorescencyjnych biatek fuzyjnych. Ograniczeniem uniwersalnego zastosowania
wszystkich trzech testéw jest réwniez sama morfologia tysinek. W eksperymencie
przeprowadzonym przez Dingwell i wsp. uzyto ludzkich fibroblastow pierwotnych, ktére
silnie przylegaty do podtoza, tak wiec w centrum tysinki nie powstaty charakterystyczne
puste przestrzenie, obserwowane w fysinkach formowanych w innych, czesto
wykorzystywanych do badan, liniach komdérkowych. W zwigzku z tym, przeprowadzajgc
podobny eksperyment w hodowli komérek Vero [476], Huh7 [477] czy Hela [478]
niemozliwe bytoby zliczenie catkowitej liczby komodrek wchodzacej w sktad tysinki
wirusowej. Analiza przyzyciowa w tescie predkosci CTC pozwolita na $ledzenie ruchu
komodrek, monitorowanie ich podziatdw w czasie trwania eksperymentu (co jest
szczegblnie waine w przypadku komodrek transformowanych nowotworowo) oraz
dysocjacji od podtoza w koricowym etapie infekcji. W zwigzku z tym pusta przestrzen
w centrum tysinki nie stanowity przeszkody w analizie ilosci komorek infekowanych w
czasie, a otrzymane wyniki byty wiarygodne i powtarzalne.

Test na predkos¢ CTC moze by¢ uzywany uniwersalnie do badania tej drogi infekgji
takze u innych wiruséw. Jednak jego ograniczeniami sg pole widzenia w mikroskopie oraz
konstrukcja rekombinantow niosgcych geny kodujgce odpowiednie biatka wirusowe
w fuzji z metkami fluorescencyjnymi. Pole widzenia mikroskopu w zaleznosci od wielkosci
komodrek uzytych do testu moze ograniczy¢ czas obserwacji do kilku godzin lub nawet

wykluczy¢ dany typ komodrek z analizy. W przypadku mojej pracy eksperymentalnej,
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musiatam wykluczy¢ komdrki KOP-R, poniewaz wielkos¢ pojedynczej komorki
przekraczata pole widzenia w mikroskopie przy uzyciu obiektywu 63x. Zastosowanie
obiektywu o mniejszym powiekszeniu rowniez nie byto mozliwe ze wzgledu na szybkie
fotowybielanie biatka gE-GFP oraz gETM™-GFP. Konstrukcja fluorescencyjnych mutantéw
wirusowych nie zawsze jest mozliwa, poza tym tgczy sie z czasochtonng izolacjg
i charakterystyka nowo otrzymanych rekombinantéw. Sama metka fluorescencyjna moze
wpltywa¢ na prawidtowg replikacje oraz transmisje wirusa w komoérkach, co moze
przetozy¢ sie na wiarygodnos¢ otrzymanych wynikow.

W przysztosci planuje wykorzystac¢ test predkosci CTC do pordéwnania tempa
transmisji roznych alfaherspeswiruséw w tym samym typie komarek, np. rekombinantéw
HSV-1 i BHV-1 z tg samg fuzjg genowg w pierwotnych fibroblastach ludzkich i bydlecych.
Kolejnym interesujgcym zastosowaniem testu jest takze pordwnanie tempa transmisji
CTC w kokulturach komérek nabtonkowych i fibroblastéw lub komérek nerwowych.

W drugiej czesci tej pracy skonstruowatam rekombinanty wirusowe niosgce fuzje
matego biatka kapsydowego VP26 z fluoroforem mCherry — BHV-1 VP26-mCherry oraz
podwodjnie fluorescencyjnego BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry. Jak juz wspomniatam
w podrozdziale 4.1.1, konstrukcja rekombinanta z fuzjg VP26 z biatkiem zielonej
fluorescencji byta jedng z pierwszych préb wyznakowania elementéw strukturalnych
alfaherpeswiruséw [435]. Rekombinanty VP26 w fuzji z fluoroforem na N-koncu biatka
zostaty skonstruowane m. in. dla wiruséw PRV [237], HSV-1 [383], [438] oraz BHV-1 [384].
Przyktadowo, rekombinant PRV GFP-VP26 zostat uzyty do sledzenia transportu kapsydéw
w aksonach komorek nerwowych [237], a BHV-1 VP26-GFP postuzyt do badania
mechanizmu opuszczania jgdra komorkowego przez kapsydy wirusowe [384].

Oba skonstruowane przeze mnie rekombinanty powstaty na drodze homologicznej
rekombinacji petnej dtugosci DNA wirusowego oraz DNA kasety do kotransfekcji.
Nastepnie scharakteryzowatam je poprzez wykonanie krzywej wzrostu, testu wielkosci
tysinek wirusowych oraz mikroskopowej analizy przyzyciowej. Dla mutanta z fuzjg VP26-
mCherry zaobserwowatam zaréwno spadek miana wirusdw uwalnianych do pozywki, jak
i znacznie zmniejszony rozmiar tysinek wirusowych w poréwnaniu do wirusa BHV-1 WT
szczepu Lam. Uzyskane wyniki porownatam réwniez do rekombinanta BHV-1 VP26-GFP,
skonstruowanego przez Wild i wsp. na matrycy szczepu BHV-1 Jura WT [384]. Zaréwno

rekombinant BHV-1 VP26-mCherry, jak i BHV-1 VP26-GFP formowaty tysinki zmniejszone
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w tym samym stopniu w stosunku do macierzystego szczepu wirusa WT oraz wykazywaty
ok. 10-krotny spadek miana. Silne uposledzenie rekombinantéw niosgcych fuzje biatek
fluorescencyjnych z VP26 jest typowe i zostato opisane takze dla wiruséw HSV-1 [438] oraz
PRV [479]. Hogue i wsp. [381] wskazali jako przyczyne tego zjawiska brak mutacji
kompensacyjnych, dimeryzacje fluoroforéw oraz zwigzang z nig agregacje biatka
kapsydowego w jadrze komdrkowym. Mutacje kompensacyjne zostaty po raz pierwszy
opisane dla rekombinanta HSV-1 EGFP-VP26 [170], [240], [459]-[461], ktdry posiadat
»spontaniczng” delecje 65 pz zawierajgcg 7 aa na N-konicu biatka kapsydowego.
,Przypadkowy” rekombinant nie przejawiat silnej atenuacji wzgledem wirusa typu
dzikiego. Nagel i wsp. dowiedli, iz usuniety fragment zawierat ,,enhancery” transkrypcji,
co przektadato sie na obnizenie produkcji biatka fuzyjnego w komarkach [438], a co za tym
idzie mniejszy stopien agregacji biatka kapsydowego w jadrze. Podobng zaleznos$é
zaobserwowano dla rekombinanta PRV EGFP-VP26 oraz PRV mCherry-VP26 [381]. Oba
rekombinanty powstaty na drodze rekombinacji DNA zawierajgcego gen kodujacy biatko
fuzyjne oraz petnej dtugosci DNA wirusowego klonowanego do sztucznego chromosomu
bakteryjnego (z ang. bacterial artificial chromosome, BAC) w bakteriach E. coli. Po
wprowadzeniu rekombinowanego DNA PRV EGFP-VP26 oraz PRV mCherry-VP26 do
komorek ssaczych, zaobserwowano zarowno tysinki o zmniejszonych, jak i normalnych
rozmiarach w porownaniu do wirusa typu dzikiego. Po oczyszczeniu nukleokapsydow
z ,matych” tysinek, w kolejnych pasazach wirusa pojawity sie znéw tysinki zmniejszonych
i normalnych rozmiaréw. Natomiast po izolacji nukleokapsydéw z tysinek normalnych
rozmiaréw, rekombinanty formowaty tylko tysinki nieodbiegajgce rozmiarem od tysinek
tworzonych przez wirusa WT. Niejednorodny fenotyp tysinek wirusowych generowanych
przez rekombinanty PRV EGFP-VP26 lub mCherry-VP26 ttumaczony byt pojawieniem sie
mutacji kompensacyjnej, ktdra miata zniwelowac¢ defekt spowodowany wprowadzeniem
fuzji VP26 z biatkiem fluorescencyjnym. Hogue i wsp. nie odkryli konkretnej mutacji
kompensacyjnej w genomie wariantu PRV formujgcego tysinki normalnego rozmiaru.
Jednak autorzy spekulujg, iz mutacja moze znajdowac sie w sekwencji powtdrzeniowej
o zmiennej dtugosci, zlokalizowanej pomiedzy ORF u/35 (gen kodujacy VP26) oraz ul36
w genomie PRV. llos¢ powtdrzen wg badaczy mogtaby wptywac na czestos¢ rekombinacji
w tym miejscu genomu oraz modulowaé¢ produkcje VP26 w fuzji z biatkiem

fluorescencyjnym.

143



Kierujac sie badaniami Nagel i wsp. [438] oraz Hogue i wsp. [381], probowatam
wprowadzi¢ podobng mutacje w genomie rekombinanta BHV-1 VP26-mCherry. Podobnie
jak w przypadku rekombinanta HSV-1 EGFP-VP26, skonstruowatam kolejne kasety do
kotransfekcji niosgce zmiennej dtugosci delecje sekwencji poprzedzajgcej ramke odczytu
ul35 (dane niepokazane). Niestety uzyskane przeze mnie rekombinanty utracity czerwong
fluorescencje jeszcze na etapie izolacji. Przyczyng tego mogta by¢ rekombinacja DNA,
prowadzgca do utraty biatka fuzyjnego lub samej metki fluorescencyjnej. Innym powodem
znacznego uposledzenia skonstruowanych przeze mnie rekombinantéw mogta byé
sekwencja lewego rejonu flankujgcego gen fuzyjny w kasecie do kotransfekcji, ktory
zawierat, wspominane przez Hougue i wsp. [381], sekwencje powtdrzeniowe pomiedzy
ORF ul35 i ul36. Ze wzgledu na nieprawidtowg ilos¢ powtdrzen w tej sekwencji po
rekombinacji, mogto dojs¢ do niepozgdanego skrocenia lub wydtuzenia tego rejonu
w DNA rekombinatéw, co mogto przetozy¢ sie zaréwno na stopien uposledzenia, jak
i utrate fuzji genowej.

Kolejnym problemem w konstrukcji rekombinantdw herpeswirusowych niosgcych
fuzje VP26-fluorofor jest sam typ biatka fluorescencyjnego. W badaniach Nagel i wsp.
[438] przetestowano wptyw konkretnego fluoroforu (EGFP, YFP, CFP, mRFP) na pdzniejszg
agregacje kapsydéw w jgdrze komorkowym. W przypadku EGFP oraz YFP powstawato
najwiecej agregatow, co wptywato na znaczne ostabienie replikacji oraz transmisji
rekombinantéw. Hogue i wsp. [381] wykazali, iz najlepszymi kandydatami do fuzji
z biatkiem kapsydowym w kontekscie potencjalnej agregacji sg biatka nastepnej generacji,
tj. mTurquoise2, mCherry oraz mNeonGreen. Ze wzgledu na wyniki przytoczonych w tym
paragrafie badan oraz tego, iz docelowo chciatam skonstruowaé¢ podwdjnie
fluorescencyjnego rekombinanta, do fuzji genowej wybratam wtasnie mCherry. Pomimo
tego, na poznym etapie infekcji BHV-1 VP26-mCherry i BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry
w jadrze komérkowym zaobserwowatam duze agregaty zawierajgce biatko fuzyjne.
Agregaty biatka kapsydowego powstajg takze w infekcji typem dzikim alfaherpeswiruséw.
Poczatkowo przypisywano im role miejsc skfadania dojrzatych kapsydéw w jadrze
komadrkowych, tzw. asemblondw (z ang. assemblons) [480]. Wg m. in. Nagel i wsp. jest to
efekt uboczny produkcji nadmiaru biatek kapsydowych w komorce, ktére przy tak duzej
ilosci agreguja [438], [481], [482]. Na potwierdzenie tej tezy Nagel i wsp. udowodnili, iz
w obrebie agregatow poza biatkiem VP26 znajdujg sie rodwniez inne nieznakowane
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fluorescencyjnie biatka wirusowe, tj. VP5, UL17 i UL25, lecz nie wykryli dojrzatych
kapsydow. Biorgc pod uwage tendencje biatek fluorescencyjnych do tworzenia dimerdw,
pojawienie sie duzej ilosci agregatow przedwczesnie, moze wymiareczkowaé pozostate
biatka kapsydowe. Konsekwencjg tego jest nieprawidtowa ilos¢ wirionéw potomnych w
komodrce, a co za tym idzie nizsze miano rekombinantdow niosgcych fuzje biatek
fluorescencyjnych z VP26 oraz ich wolniejsza transmisja, rzutujgca na wielkos¢ tysinek
wirusowych.

Pomimo znacznego uposledzenia rekombinatéow VP26-fluorofor, taka fuzja
pozostaje wcigz najlepszg opcjg dla obserwacji kapsydow metodg mikroskopowej analizy
przyzyciowej [483]. Przyczyng tego jest wigczenie az 900 kopii tego biatka do kazdego
nowo powstajgcego kapsydu wirusowego, a co za tym idzie uzyskanie odpowiednio
intensywnego sygnatu fluorescencyjnego do obserwacji. Jako alternatywe do tej fuzji
genowej, Bohannon i wsp. wskazujg na nadajgce sztywnos¢ kapsydowi biatko UL25 [387].
Fuzja UL25 z biatkami fluorescencyjnymi nie wptywata na replikacje wirusa oraz jego
transmisje, jednak w zwigzku z jedynie ok. 100 kopiami biatka przypadajgcymi na jeden
kapsyd, czgstki wirusowe nie wykazywaty odpowiednio jasnej fluorescencji do wielu
aplikacji, w tym analizy przyzyciowej [483]. W zwigzku z tym, do Sledzenia migracji
elementow strukturalnych wirusa BHV-1 w potgczeniach komdrkowych wykorzystatam
podwodjnie znakowanego rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry. Eksperyment
przeprowadzitam w komodrkach KOP-R oraz pierwotnych bydlecych fibroblastach
w obecnosci przeciwciat neutralizujgcych w pozywce, ktorych wiasciwg ilos¢ okreslitam
w tescie neutralizacji wirusa zewngtrzkomdrkowego. W obu typach komdérek
zaobserwowatam transfer wyznakowanych fluorescencyjnie biatek wirusowych
w miedzykomérkowych nanorurkach (TNT) pomiedzy komodrka niezainfekowang
a zainfekowang. Przy czym transport gE-GFP odbywat sie raczej za posrednictwem duzych
pecherzykéw, natomiast biatka kapsydowe byty transportowane w wiekszosci jako
oddzielna struktura. Oczywisty rozdziat sygnatu fluorescencyjnego gE-GFP i VP26-mCherry
moze wskazywaé na podobienstwo transmisji za posrednictwem TNT do transportu
aksoplazmatycznego, w ktorym elementy strukturalne wiriondw transferowane sg
oddzielne, a nastepnie dojrzate wiriony sktadane s3 w komérce ulegajgcej infekcji [484].
Poniewaz Jansens i wsp. udowodnili, iz w petni optaszczone ostonkg wirusy PRV sg

transportowane przez TNT [168], nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania
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z zastosowaniem mikroskopii elektronowej, by potwierdzi¢ powyzszg hipoteze. Wyniki
tych obserwacji zostaty opublikowane w pracy naukowej Panasiuk i wsp. 2018 [172].

W ostatnim etapie mojej pracy doktorskiej podjetam probe identyfikacji
czynnikdow komérkowych oddziatujgcych z kompleksem glikoprotein gE/gl wirusa BHV-1
w transmisji na drodze CTC. Jak juz wspomniatam w podrozdziale 4.3.4.1, hipoteze
o istnieniu specyficznego receptora oddziatujgcego z kompleksem w obrebie potaczen
miedzykomorkowych jako pierwsi wysuneli Polcicova i wsp. w 2005 [335]. Przez kolejne
kilkanascie lat nie zidentyfikowano zadnych interakcji gE/gl z biatkami komdrkowymi,
ktdre w oczywisty sposdb mogty wptywac na wydajnosc procesu CTC. Jedynym wyjatkiem
byto wykazane przez Li i wsp. oddziatywanie glikoproteiny gE wirusa VZV z enzymem
degradujgcym insuline, jednak podobnej interakcji nie udowodniono dla zadnego innego
alfaherpeswirusa [338]—[340]. Identyfikacje potencjalnego interaktomu przeprowadzitam
metody spektrometrii masowej z zastosowaniem potrdéjnego SILAC ze zmiang pietna
[485]. Do tej analizy takze wybratam rekombinanty fluorescencyjne BHV-1 gE-GFP oraz
BHV-1 gETM-GFP. Metka GFP biatka fuzyjnego petnita w tym eksperymencie podwdjnag
role — pozwolita na monitorowanie lokalizacji wewngatrzkomodrkowej gE, tak by okreslié
precyzyjnie czas translokacji kompleksu do potaczen komérkowych oraz postuzyta do
pozniejszej koimmunoprecypitacji biatek potencjalnie z nim oddziatywujacych. Poza
standardowg kontrolg komodrek nieinfekowanych, zastosowatam réwniez komérki
infekowane rekombinantem BHV-1 geETM™-GFP, ze wzgledu na silne uposledzenie jego
transmisji na drodze CTC, wynikajgce z braku lokalizacji kompleksu gE/gl w potgczeniach
komodrkowych.

Prace eksperymentalng rozpoczetam od wtasciwego doboru detergentu do lizy, co
jak dowiedziatam sie w trakcie szkolenia ze spektrometrii masowej na Uniwersytecie Ernst
Moritz Arndt w Greiswaldzie, moze okaza¢ sie kluczowe dla otrzymania wiarygodnych
wynikéw. W tym kontekscie, odpowiedni do tej analizy detergent nie powinien zaktdcic¢
integralnosci kompleksu oraz umozliwi¢ koimmunoprecypitacje wszystkich biatek
stanowigcych potencjalny interaktom. Przetestowatam pie¢ detergentéw, z czego Tween
20 oraz NP-40 odrzucitam na etapie sprawdzania integralnosci kompleksu przy uzyciu
wysoko specyficznych przeciwciat anty-gE/gl (Mab75) w metodzie Dot Blot (dane

niepokazane). Ostatecznie najlepsze wyniki otrzymatam w przypadku lizy komodrek
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buforem zawierajgcym 1% CHAPS i to wtasnie ten detergent stosowatam do
przygotowania prébek do analizy w spektrometrze masowym.

Analize proteomiczng przeprowadzitam przy wspotpracy z Pathoproteomics
Reserch Group (Uniwersytet Ernst Moritz Arndt, Greiswald, Niemcy). Na podstawie
uzyskanych danych z trzech powtdrzen biologicznych eksperymentu, zidentyfikowano 17
biatek komdrkowych bedacych potencjalnymi partnerami kompleksu gE/gl. Szes$¢ z nich
posiadato lokalizacje btonowa: podjednostka katalityczna a biatkowej fosfatazy 1 (PP1a),
talina 1, pompa wapniowa 2 (SERCA2), podjednostka a -1 ATPazy Na*/K*, biatko szoku
termicznego B-1 oraz plektyna. Z biatek potencjalnego interaktomu plektyna oraz
karioferyna B-1 koimunnoprecypitowaty takze z ge-GFP wirusa PRV [243].

Réwnolegle badania o podobnej tematyce podjeli Watanabe i wsp. [341] oraz Md
Firoz Ahmed [486], ktérzy prébowali zidentyfikowad interaktom glikoproteiny gE wirusa
HSV-1 metodg spektrometrii masowej. Watanabe i wsp. zidentyfikowali ponad 700 biatek
potencjalnie oddziatywujgcych z gE. Poniewaz nie ujawniono catosci wynikow
spektrometrii masowej, niemozliwe byto poréwnanie ich do tych uzyskanych w tej pracy.
Autorzy skupili sie na analizie oddziatywania glikoproreiny gE z prohibityng-1 (PHB-1).
W kolejnych eksperymentach potwierdzili oni interakcje czesci C-korncowej PHB-1 z gE
oraz znaczne zmniejszenie wielkosci tysinek wirusowych przy zahamowaniu produkgcji
tego biatka. Ostatecznie Watanabe i wsp. stwierdzili, iz oddziatywanie gE-PHB-1 jest
potrzebne do wydajnego transportu wiriondw z cytoplazmy infekowanych komérek do
potaczen komadrkowych poprzez aktywacje Sciezki sygnatowej kinaz MAPK/ERK, z czego to
ostatnie jest raczej spekulacjg autorow na temat mechanizmu interakcji. Co ciekawe,
zastosowanie inhibitorow PHB-1 lub kinazy MEK, uczestniczgcej w szlaku aktywacji
MAPK/ERK, skutkowato zmniejszeniem rozmiaru tysinek wirusowych wiruséw HSV-2, PRV,
mysiego cytomegalowirusa (MCMV) oraz mysiego gammaherpeswirusa-68 (MHV-68), co
wg autorow sugerowato konserwowang ewolucyjnie funkcje PHB-1 w infekcji
herpeswirusowej. Jednak nie wspomnieli oni o poréwnaniu uzyskanych wynikéw do
komodrek nieinfekowanych lub zainfekowanych rekombinantem AgE (ktore mogtyby
wykluczy¢ ewentualne artefakty sposrdod az 700 biatek potencjalnego interaktomu),
analizie lokalizacji wewngtrzkomoérkowej PHB-1 w trakcie infekcji oraz kolokalizacji tego

biatka z gE.
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Z kolei Md Firoz Ahmed w swojej pracy doktorskiej zidentyfikowat 20 biatek
potencjalnego interaktomu kompleksu gE/gl. Autor, podobnie jak w mojej pracy,
zastosowat potrdjny SILAC ze zmiang pietna w komarkach linii HaCaT infekowanych HSV-
1 WT lub AgE (16 hpi) oraz komdrkach nieinfekowanych. Wsrdd potencjalnych partneréw
komodrkowych w przewazajgcej wiekszosci znalazty sie biatka mitochondrialne oraz biatka
zaangazowane w proces oddychania wewnatrzkomorkowego. Jednak zadne z tych biatek
nie zostato zidentyfikowane przeze mnie w potencjalnym interaktomie gE BHV-1.
Nastepnie autor potwierdzit oddziatywanie g w eksperymencie typu ,pull down”
z dwoma biatkami mitochondrialnymi - Nipsnap-1, Nipsnap-2 oraz mioferling (MYOF),
zlokalizowang w jadrze, btonie jadrowe] oraz btonie komoérkowej. Wykluczyt on réwniez
interakcje z siedmioma innymi biatkami potencjalnego interaktomu, w tym takze
z prohibityng. Kolejne eksperymenty autora skoncentrowane byty na analizie wptywu
biatek Nipsnap oraz MYOF na cykl zyciowy wirusa. Miedzy innymi udowodnit on, ze biatka
Nipsnap oddziatywaty bezposrednio z domeng cytoplazmatyczng gE, jednak nie zmieniaty
one swojej lokalizacji wewnatrzkomérkowej w czasie infekcji i nie kolokalizowaty z gE.
Ponadto w infekgji linii komdrkowych z mutacjg typu , knock-out” jednego lub obu biatek
Nipsnap nie stwierdzit zmniejszenia miana wirusa zewnatrzkomadrkowego ani istotnych
zmian w wielkosci tysinek wirusowych wzgledem nieedytowanych genomowo komadrek
HaCaT. Uzyskanie takich wynikdw autor ttumaczyt inng funkcjg oddziatywania gE-Nipsnap
niz transmisja wirusa, kompensacjg utraty tych biatek przez inne biatka komérkowe lub
tym, Ze ta interakcja po prostu jest artefaktem. W przypadku biatka MYOF, ktore
odpowiedzialne jest m.in. za recykling endosomdw, wykazano czesciowa kolokalizacje
z glikproteing gE, gB oraz gD w komodrkach transfekowanych. Ze wzgledu na brak
dowoddw jednoznacznie przemawiajgcych za rolg oddziatywania gE-Nipsnap w procesie
transmisji wirusa HSV-1, autor uznat za bardziej logiczne podjecie dalszych studiow nad
innymi biatkami interaktomu gE, w tym takze nad mioferlina.

Wykluczenie oddziatywania PHB z biatkiem gE stawia pod znakiem zapytania
wyniki Watanabe i wsp. [341], jednak moze by¢ ttumaczone dtuzszym czasem infekcji lub
zastosowaniem innego szczepu HSV-1 niz w badaniach Md Firoz Ahmeda. Do tej pory
interakcje biatek mitochondrialnych i wirusowych zostaty potwierdzone dla dwéch biatek
tegumentu — UL12.5 [487] oraz UL7 [488] oraz w badaniach nad interaktomem

glikoproteiny gH [489] oraz VP16 [490]. W przypadku glikoprotein ostonkowych, poza
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badaniami proteomicznymi, nie stwierdzono do tej pory w literaturze ani ich lokalizacji
w mitochondriach ani wptywu na funkcjonowanie tych organelli. Biorgc pod uwage fakt,
ze biatka mitochondrialne zostaty wykryte w interaktomie biatek gE i gH HSV-1, mozna
wysnu¢ wniosek, iz glikoproteiny mogg modulowa¢ funkcje mitochondriéw.
Alternatywnie powyzsza interakcja moze by¢ skutkiem uzycia zbyt silnego detergentu do
lizy lub zbyt dtugiego traktowania nim komadrek, co mogto doprowadzi¢ do uwolnienia
tresci  mitochondridw i  ,przypadkowego”  kontaktu  biatek  wirusowych
i mitochondrialnych. W eksperymentach przeprowadzonych przez Ahmeda, do lizy zostat
wykorzystany detergent NP-40, ktéry w moich badaniach silnie degradowat kompleks
gE/gl w trakcie lizy komdrek bydlecych, co mogto przetozy¢ sie réwniez na zerwanie
oddziatywania z wtasciwymi biatkami interaktomu. Ponadto we wszystkich przytoczonych
w tym akapicie badaniach proteomicznych nie zastosowano pre-inkubacji lizatu
komodrkowego ze ztozem przed witasciwg immunoprecypitacjg biatek. Na tym etapie
uzytam magnetycznych kulek blokujacych, nieoptaszczonych przeciwciatami, ktoére
niwelowaty niespecyficzne wigzanie biatek do ztoza. W mojej opinii, takze ten czynnik
mogt przetozy¢ sie na ograniczenie ilosci biatek potencjalnego interaktomu gE,
wykluczajac z niego biatka mitochondrialne (poza VPS13C).

Sposrdd zidentyfikowanych przeze mnie potencjalnych partneréw komoérkowych
gE najwiekszg wartos¢ stosunku wzbogacania log, gE-GFP/KN oraz log, gE-GFP/gETM™-GFP
zaobserwowatam dla PPla. Z perspektywy badania CTC, brak oddziatywania PPla
z kompleksem ze skrécong forma biatka gE byt bardzo waiznym wynikiem, dlatego tez
w dalszej czesci pracy skupitam sie nad analizg wtasnie tej interakcji.

Biatkowa fosfataza 1 (PP1) posiada aktywnos$¢ serynowo-treoninowg i jest
odpowiedzialna za wiekszos¢ reakcji defosforylacji biatek w komdrkach eukariotycznych.
Jest to biatko silnie konserwowane — podobienistwo sekwencji pomiedzy PP1 Giardia
lamblia a homologiem ssaczym wynosi az 72% [491]. W genomach ssaczych
zidentyfikowano trzy geny kodujgce cztery izoformy podjednostki katalitycznej PP1: PP1q,
PP1B/6 oraz dwa warianty splicingowe PP1y1i PP1y2 [491]-[493]. Interaktom wszystkich
izoform PP1 jest bardzo zréznicowany. Wszystkie biatka oddziatujgce z PP1 to tzw. biatka
PIP (z ang. PP1-interacting proteins, PIPs). Wsréd nich mozna wyrdznic setki substratéw
oraz biatek regulatorowych oddziatujgcych z PP1 (z ang. regulatory interactors of protein

phosphatase one, RIPPOs) [494], [495], dalej zwanymi biatkami RIPPO. Biatka RIPPO, po
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zwigzaniu podjednostki katalitycznej PP1, mogg wptywa¢ na jej lokalizacje
wewngtrzkomérkows, zblizajgc jg fizycznie do danego substratu, posiada¢ dodatkowe
motywy dokujgce, wptywajgc na specyfike substratowg lub dziata¢ jako inhibitory
wigzania konkretnego substratu. Biatka PIP mozna podzieli¢ na dwie grupy na podstawie
ich powinowactwa do podjednostki katalitycznej PP1. Grupa PIP wykazujgcych wysokie
powinowactwo (przyktadowo biatko BRCA1) posiada motywy dokujgce PP1, ktoére
warunkujg formowanie stabilnych heterodimeréw, nawet gdy sg one defosforylowane.
Natomiast PIP o niskim powinowactwie (przyktadowo fosforylaza glikogenu) wykazujg
stabg interakcje z podjednostky katalityczng PP1 i zwykle potrzebujg zwigzanego z nig
odpowiedniego biatka RIPPO, zapewniajgcego dodatkowy motyw dokujgcy [496].
Motywy dokujgce podjednostke katalityczng PP1 sg to krotkie sekwencje liniowe - do 10
reszt aminokwasowych, tzw. SLiMs (z ang. small/short linear motifs). Najlepiej poznanymi
motywami SLiM sg RVxF, SILK oraz MyPhoNE. Najczesciej wystepujagcym motywem
dokujgcym PP1 jest motyw RVxF, obecny w ok. 90% zwalidowanych eksperymentalnie
biatek PIP [497]. Jego sekwencja konsensusowa to K/R K/R V/I x F/W, gdzie x to
jakakolwiek reszta aminokwasowa rézna od Phe, lle, Met, Tyr, Asp lub Pro. Zwigzanie za
posrednictwem tego motywu nie zmienia konformacji podjednostki katalitycznej PP1, ale
jest kluczowe dla wtasciwej aktywnosci i specyfiki substratowej holoenzymu. Szacuje sie,
ze okoto 450 gendw ssaczych koduje biatka PIP z funkcjonalnym motywem RVxF [494].
Motyw SILK posiada sekwencje konsensusowg G/S I L R/K i zlokalizowany jest zawsze N-
koricowo w stosunku do motywu RVxF [498]. Podobnie jak motyw RVXF nie wptywa on na
zmiany konformacyjne podjednostki katalitycznej PP1, a raczej jest on dodatkowym
motywem dokujgcym substrat [498]-[500]. Sekwencja konsensusowa motywu MyPhoNE
(z ang. myosin phosphatase N-terminal element) to R x x Q V/I/L K/R x Y/W, gdzie x to
dowolna reszta aminokwasowa [498], [501]. Podobnie jak SILK, motyw MyPhoNE
zlokalizowany jest N-terminalnie w stosunku do motywu RVxF. Dokowanie przy pomocy
tego motywu wptywa na specyfike substratowg PP1.

Oddziatywanie PP1 z biatkami wirusowymi zostato wykazane juz w latach 90-tych
ubiegtego wieku. He i wsp. dowiedli, ze biatko ICP34.5 (y134.5) wirusa HSV-1 wigze PPla
przy pomocy motywu RVxF, co skutkuje defosforylacjg podjednostki a czynnika inicjacji
translacji 2 (z ang. eukaryotic initiation factor 2 subunit a, elF2a), doprowadzajac do
usuniecia blokady translacji wprowadzonej przez kinaze R w odpowiedzi na infekcje [439].
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Z kolei Davis i wsp. wykazali, iz biatko V wirusa odry efektywnie wychwytuje PPla/y,
powstrzymujac defosforylacje MDAS (z ang. melanoma differentiation-associated gene 5),
ktore jest kluczowym biatkiem przeciwwirusowej odpornosci wrodzonej [502]. Innym
przyktadem jest biatko Tat wirusa HIV, ktére wigze podjednostke PP1ly, umozliwiajac
transkrypcje gendw wirusowych [503]. Zaréwno biatko Tat, jak i V nie posiadajg
konserwowanej sekwencji motywu RVxF, lecz zidentyfikowano w ich sekwencjach
aminokwasowych motywy RVxF-podobne (z ang. RVxF-like motif). Badacze
eksperymentalnie ustalili, Zze motyw RVxF-podobny dokujgcy biatko Tat ma sekwencje
35QVCF3s, natomiast biatko V - 28sRIWY291. Badania Benedyk i wsp. pokazaty oddziatywanie
biatka UL21 wirusa HSV-1 ze wszystkimi izomerami PP1 [429]. Zidentyfikowali oni réwniez
nowy motyw SLiM - TROPPO (z ang. twenty-one recruitment of protein phosphatase one),
o konserwowanej wérdd alfaherpeswiruséw sekwencji @ S x FV Q V/I K/R x |, gdzie ¢ to
hydrofobowa reszta aminokwasowa, a x to dowolna reszta aminokwasowa.

W kolejnym eksperymencie potwierdzitam, ze zachodzi koimmunoprecypitacja
fosfatazy PP1a z gE-GFP oraz gl w trzech typach komdrek bydlecych, co wykluczyto
ograniczenie oddziatywania tylko do transformowanych nowotworowo komdrek MDBK,
ktore wykorzystatam do oznaczen w spektrometrze masowym.

Nastepnie przeprowadzitam analize kolokalizacji wewngtrzkomérkowej PP1a i gE-
GFP oraz zbadatam oddziatywania gE-PP1la w szesciu punktach czasowych od infekcji.
W kontekscie badania transmisji na drodze CTC, mojg hipotezg wyjsciowg byto znalezienie
takiego biatka komodrkowego, ktére bedzie oddziatywato z kompleksem gE/gl
w potgczeniach komodrkowych. Dlatego tez analize proteomiczng przeprowadzitam
dopiero po 18 hpi. Wykazatam metodg barwienia immunofluorescencyjnego, ze fosfataza
kolokalizowata z glikoproteing g w obrebie btony komdrkowej oraz w potaczeniach
komodrkowych typu TNT, co moze by¢ ciekawym punktem wyjsciowym do dalszego
badania wptywu interakcji na ten typ CTC. Zaskakujgcym wynikiem byta
koimmunoprecypitacja PP1a z gE-GFP oraz gl juz od 8 hpi, czyli na poczatku produkcji
glikoproteiny gE-GFP w zainfekowanych komaérkach, gdy zlokalizowana jest ona gtéwnie
w aparacie Golgiego. Sugeruje to, iz oddziatywanie PP1a z gE byto stabilne i niezalezne od
lokalizacji kompleksu gE/gl w zainfekowanych komadrkach. Utrzymujaca sie interakcja na
kazdym etapie infekcji BHV-1 mogta takze wskazywaé na to, iz kompleks gE/gl mogt byc
biatkiem PIP o silnym powinowactwie do PPla. By sprawdzi¢ te hipoteze,
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przeprowadzitam analize sekwencji aminokwasowej gE oraz gl w celu znalezienia
potencjalnych motywoéw SLiM. Ze wzgledu na brak koimmunoprecypitacji PP1o z gETM -
GFP, najbardziej prawdopodobnym miejscem lokalizacji motywu SLiM byta domena
cytoplazmatyczna glikoproteiny gE. Nie stwierdzitam jednak obecnosci motywu RVxF
w sekwencji obu analizowanych glikoprotein. Sposréd wszystkich znanych motywow
SLiM, zidentyfikowatam jedynie SILK na C-konicu biatka gE, o sekwencji s72SILRs7s.
Poniewaz na motyw SILK skfadaty sie w tym przypadku cztery korncowe reszty
aminokwasowe, watpliwe by byt to funkcjonalny motyw dokujgcy. W literaturze do tej
pory nie udowodniono, by motyw SILK wigzat PP1 bez zlokalizowanego na C-koncu biatka
motywu RVxF lub IDoHA [497]. Inng mozliwoscig wykorzystania motywu SILK mogto by¢
oddziatywanie gE, PP1 oraz trzeciego biatka PIP. Jednak zwykle w takim przypadku
holoeznym sktada sie z podjednostki katalitycznej, biatka determinujgcego specyfike
substratowg oraz inhibitora [497]. Biorgc pod uwage przytoczone w poprzednim akapicie
przyktady motywdéw RVxF-podobnych oraz nowego motywu TROPPO, mozliwe, Ze
w sekwencji aminokwasowej gE moze znajdowac sie do tej pory niepoznany motyw SLiM.

Idgc tym tropem, w kolejnym etapie pracy eksperymentalnej postanowitam
sprawdzi¢, czy biatko gE oddziatuje bezposrednio z PP1a. Do tego celu wykorzystatam
komercyjny system dwuhybrydowy - F2H® (Chromotek), ktdrego dziatanie opisatam
w podrozdziale 8.2.3.4 oraz plazmidy niosgce gen kodujgcy gE-GFP lub PP1a-mCherry pod
kontrolg promotora HCMV, umozliwiajgcego ekspresje gendw w komoédrkach ssaczych.
Uzyskane wyniki jednoznacznie pokazaty, ze biatko gE-GFP nie oddziatywato bezposrednio
z PP1a. Eksperyment przeprowadzitam w dotgczonych do zestawu komérkach F2H®-BHK,
ktdre nie sg permisywne dla wirusa BHV-1 (dane niepokazane). By wykluczy¢ efekt
,obcego” Srodowiska dla interakcji gE-PP1la, wynik postanowitam potwierdzi¢ takze
w bydlecych fibroblastach, zaréwno w koimmunoprecypitacji, jak i w analizie
mikroskopowej kolokalizacji biatek w komdrkach transfekowanych tymi samymi
plazmidami. W obu eksperymentach nie stwierdzitam bezposredniej interakcji gk z PP1a.

W swietle wczesniej uzyskanych przeze mnie wynikéw, brak bezposredniego
oddziatywania gE oraz PP1q, nie wyklucza tej glikoproteiny jako potencjalnego biatka PIP.
Mozliwe jest, ze do interakcji z PP1a, gE musi pozostawacé w kompleksie z gl i/lub z innym
biatkiem wirusowym, czego potwierdzeniem byta kolokalizacja gE/gl oraz PP1a w btonie

komorek infekowanych BHV-1. Kandydatem na inne biatko PIP oddziatujgce z gE oraz PP1a
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moze by¢ UL21. Na korzys¢ tej hipotezy, poza wspominanymi juz badaniami Benedyk
i wsp. [429], przemawiajg takze dowody na posrednig interakcje g z UL21 w procesie
transmisji wirusa HSV-1 in vitro [111], [504]. UL21 jest wielofunkcyjnym biatkiem oraz
konserwowanym elementem struktury tegumentu alfaherpeswiruséow. Jest ono
zaangazowane miedzy innymi w opuszczenie jgdra przez kapsydy, formujgc kompleks
z wirusowym biatkiem UL16. Wg badan Han i wsp. kompleks UL21/UL16 bierze takze
udziat w optaszczeniu wiriondw ostonkg ostateczng poprzez oddziatywanie z UL11 oraz
z domeng cytoplazmatyczng gE [111]. Dane z eksperymentow typu ,pull-down” oraz
obrazowania kolokalizacji biatek w komdrkach transfekowanych wykazaty, iz UL11 nie
wigze sie z UL21 bez obecnosci UL16 w komodrce, natomiast UL16 nie oddziatuje z UL11
i gE bez UL21. Han i wsp. nie stwierdzili bezposredniego oddziatywania gE oraz UL21
w komarkach transfekowanych na podstawie frakcjonowania biatek poprzez wirowanie
w gradiencie sacharozy, co jednak powinno by¢ dodatkowo potwierdzone inng metoda.
Pozostajg pytania czy wspomniane biatka tegumentu oddziatujg z gE w potgczeniach
miedzykomorkowych czy tylko na etapie optaszczania wiriondow ostonkg ostateczng i czy
komponentem kompleksu gE/UL11/UL16/UL21 moze by¢ takze PP1la? Benedyk i wsp.
pokazali, ze tysinki formowane przez wirusa HSV-1 AUL21 oraz rekombinanty z mutacjami
punktowymi w motywie TROPPO sg w znacznym stopniu zmniejszone w odniesieniu do
wirusa WT, co moze Swiadczy¢ o roli interakcji UL21 - PP1a w CTC [429]. Dla ustalenia, czy
faktycznie dochodzi do interakcji g, UL21 oraz PP1a w komérkach infekowanych wirusem
BHV-1, konieczna jest analiza proteomiczna biatek wirusowych interaktomu gE lub UL21.

W przysztosci, aby sprawdzi¢ ewentualng bezposrednia interakcje g, UL21 i PP1a,
chciatabym  powtérzy¢ koimmunoprecypitacje biatek  oddziatujgcych z  gE
z immunodetekcjg UL21 oraz przeprowadzi¢ analize proteomiczng biatek wirusowych
interaktomu tej glikoproteiny. W kolejnych eksperymentach planuje réwniez
skonstruowac serie rekombinantéw wirusowych z usunietymi fragmentami domeny
cytoplazmatycznej gk, w tym motywu SILK.

Potrzebne sg rowniez dodatkowe badania, by ustalié, czy gE jest biatkiem RIPPO
czy substratem dla PPla. Analiza potencjalnych miejsc fosforylacji domeny
cytoplazmatycznej gk BHV-1 wykonana przez Yezid i wsp. pokazata, ze istnieje szes$¢ reszt
aminokwasowych seryny, ktdre mogg jej ulegaé [227]. Metodg spektrometrii masowej

wspotautorzy potwierdzili fosforylacje jednej reszty seryny w sekwencji 47s8VVVPVSDDEsge.
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Konstrukcja rekombinantow wirusowych posiadajgcych substytucje seryny w domenie
cytoplazmatycznej gk pomogtaby w odpowiedzi na pytanie, czy ktéres z pozostatych pieciu
miejsc ulega defosforylacji przez PP1a i jaki ma to wptyw na rozprzestrzenianie sie wirusa
na drodze CTC.

Po potwierdzeniu interakcji biatek wirusowych i komérkowych, w kolejnych
eksperymentach powinien zosta¢ zbadany wptyw delecji i nadekspresji genu kodujgcego
dane biatko komdrkowe na przebieg infekcji. W przypadku PP1a ten aspekt badan okazat
sie bardzo problematyczny i dlatego tych wynikdw nie przedstawitam w pracy. Catkowity
yknock-out” genu PP1CA jest letalny dla komorek, dlatego podjetam préby zahamowania
aktywnosci PP1a poprzez uzycie selektywnego inhibitora — tautomycetyny oraz poprzez
wyciszanie ekspresji genu przez siRNA. Uzycie odpowiedniej ilosci tautomycetyny do
zahamowania PP1a okazato sie toksyczne dla komorek. Natomiast wyciszenie ekspresiji
genu przy pomocy trzech syntetycznych konstruktow siRNA w réznych konfiguracjach, nie
dato na tyle powtarzalnych wynikéw, by oceni¢ wptyw zmniejszonej ilosci PPla na
przebieg CTC wirusa BHV-1. Przeprowadzitam réwniez serie eksperymentow
z nadekspresjg genu PP1CA, w komdrkach transfekowanych plazmidem pEGFP(C1)-
PP1lalfaiinfekowanych BHV-1 WT oraz BHV-1 gETM" przed lub po transfekc;ji. Jako kontroli
uzywatam plazmidu pEGFP-C1. Analize przeprowadzitam modulujac réwniez czas
pomiedzy infekcjg a transfekcjg. Wyniki, ktére otrzymatam wskazywaty bardziej na
hamowanie infekcji poprzez nadprodukcje biatek, niz na rzeczywisty wptyw PPla na
rozprzestrzenianie sie BHV-1 na drodze CTC. Na korzys¢ takiej interpretacji réwniez
przemawia obserwacja zmniejszonej srednio o potowe liczby tysinek w poréwnaniu do
nietraktowanej kontroli zaréwno dla wirusa typu dzikiego jak i BHV-1 gETM".

Pozostaje pytanie: czy ktéras ze znanych funkcji PP1a mogtaby faczy¢ sie z rolg
kompleksu gE/gl w transmisji wirusa na drodze CTC? Jak juz wspominatam
w podrozdziatach 4.2.2 oraz 4.3.4.1, kompleks gE/gl jest zaangazowany w sortowanie
wirionéw do potgczen komdrkowych po stronie podstawno-bocznej komdrek, w czym
decydujaca role petni domena cytoplazmatyczna gE. Potencjalnym punktem stycznym
oddziatywania gE/gl oraz PP1a moze by¢ rola tej fosfatazy w stabilizacji potaczen scistych
oraz w utrzymaniu wtasciwej polaryzacji komérek. Badania Traweger i wsp. wykazaty, ze
PPla oddziatuje z biatkiem Par-3 (z ang. partitioning defective-3), zlokalizowanym w czesci

wierzchotkowej potgczen komdrkowych [505]. Formowanie potgczen Scistych oraz podziat

154



btony na czes¢ wierzchotkowg i podstawno-boczng sg regulowane przez aktywnos¢ kinaz
serynowo-treoninowych aPKC (z ang. atypical protein kinase C) oraz Par-1 (z ang.
partitioning defective-1). Kinaza aPKC stabilizuje btone wierzchotkowg poprzez
fosforylacje biatkowych determinantéw btony podstawno-bocznej, tj. Lgl (z ang. lethal
giant larvae protein) oraz Par-1. Natomiast po stronie podstawno-bocznej Par-1
fosforyluje Par-3, co promuje wigzanie biatek 14-3-3, uniemozliwiajgc oddziatywanie Par-
3 z aPKC, ktére jest kluczowe do ustanowienia strony apikalnej komérek. Dodatkowo
fosforylacja Par-3 przez aPKC blokuje formowanie kompleksu aPKC/Par-3. Wg autoréw
PP1la umozliwia “recykling” zablokowanego po stronie podstawno-bocznej Par-3, poprzez
jego defosforylacje, gdy tylko zniknie ono z ,zasiegu” Par-1, umozliwiajgc jego ponowne
oddziatywanie z aPKC po stronie wierzchotkowej btony komodrkowej. Posrednim
dowodem na wiasnie taki mechanizm interakcji mogg by¢ badania Kramer i wsp.,
w ktdrych stwierdzono obecnos¢ PPla oraz biatka 14-3-3 w wirionach PRV [12]. Do
stwierdzenia, czy gE/gl wptywa na sortowanie wiriondw potomnych poprzez interakcje
z PP1a w konteksScie oddziatywania z aPKC/Par-3 i czy transmisja na drodze CTC moze
zachodzi¢ na skutek defektu formowania potaczen scistych potrzebne sg oczywiscie
dodatkowe badania.

W swietle publikacji z ostatnich kliku lat oraz uzyskanych w niniejszej pracy
wynikéw, badanie oddziatywania biatek wirusowych oraz fosfataz komdrkowych wydaje
sie stusznym kierunkiem w lepszym poznaniu transmisji na drodze CTC. We
wspomnianych kilkukrotnie w tym rozdziale badaniach Benedyk i wsp. wykazano rowniez
ciekawy efekt mutacji kompensacyjnych w kinazie US3 przy defekcie interakcji PP1a
i biatka UL21. Powyzsza adaptacja pojawiata sie po kilku pasazach wirusa i promowata
niezaktdcong transmisje wirusa HSV-1, mierzong testem wielkosci tysinek wirusowych, co
wskazuje na udziat tej interakcji w CTC [429]. Z kolei w badaniach Carmichel i wsp.
pokazano bezposredni wptyw biatkowej fosfatazy tyrozynowej (PTP1B) na CTC wirusa
HSV-1. W komadrkach traktowanych specyficznym inhibitorem dochodzito do znacznego
zahamowania rozprzestrzeniania sie wirusa tg drogg infekcji przy niezaktéconym mianie
wirusa zewngatrzkomérkowego [375]. Autorzy udowodnili rowniez, ze inaktywacja tej
fosfatazy nie wptywa na dystrybucje gE w potfaczeniach komérkowych, co moze

wskazywac na zaangazowanie wielu fosfataz w regulacje procesu CTC.
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W toku pracy badawczej podjetam réwniez probe potwierdzenia oddziatywania
glikoproteiny gE z pozostatymi biatkami potencjalnego interaktomu. Jednak ze wzgledu na
ograniczong dostepnos¢ komercyjnych przeciwciat swoistych wobec antygenow
bydlecych, nie udato mi sie potwierdzi¢ ani wykluczy¢ tych interakcji.

Podsumowujgc, podjete badania przyczynity sie do dokfadniejszego poznania
procesu CTC wirusa BHV-1, a w szczegdlnosci jego dynamiki oraz roli biatek wirusowych
i komérkowych w tym typie transmisji. Wyniki te potwierdzajg, iz proces CTC
herpeswiruséw opiera sie na skomplikowanej sieci interakcji biatkowych, zaleznych
w duzej mierze od rownowagi aktywnosci kinaz wirusowych oraz fosfataz komaérkowych,
jak rowniez potencjalnych mutacji kompensacyjnych, ktéore niwelujg uposledzenie tak
waznej drogi infekcji. Biorgc pod uwage fakt, iz PP1a jest silnie konserwowanym biatkiem
wsrod kregowcow, interakcja z tg fosfatazg moze byé uniwersalna dla réznych gatunkow
herpeswiruséw. Konserwowany miedzygatunkowo mechanizm tej drogi infekcji datby
mozliwos¢ opracowania nowych, skutecznych lekéw w terapii choréb powodowanych

przez alfaherpeswirusy.
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10. Whnioski

e Opracowano test na okreSlenie predkosci bezposredniego transportu
miedzykomorkowego (CTC), ktéry moze byé uniwersalnie stosowany do
szacowania tempa rozprzestrzeniania sie wirusdw na tej drodze infekcji w réznych
rodzajach komadrek. W odrdznieniu od klasycznego testu wielkosci tysinek, analiza
predkosci CTC pozwolita okresli¢c dynamike procesu w kazdej godzinie obserwacji
oraz dafta powtarzalne wyniki, obarczone niskg wartoscia odchylenia
standardowego.

e Test predkosci CTC uwidocznit wptyw delecji genu kodujgcego kinaze US3 na
obnizenie tempa transmisji wirusa BHV-1 w 9 hpi, ktdry zostat zniwelowany po 12
hpi. Analiza filmow poklatkowych pokazata rdwniez opdznienie czasu translokoacji
gE-GFP do potgczen komdrkowych w komadrkach infekowanych mutantami BHV-1
pozbawionymi aktywnosci kinazy (BHV-1 AUS3 oraz BHV-1 US3KD). Zredukowanie
efektu mutacji US3 po 12 hpi moze sugerowa¢ mechanizm kompensacyjny,
pozwalajgcy na utrzymanie CTC na poziomie porownywalnym do wirusa WT.

e Infekcja podwdjnie znakowanym rekombinantem BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry
pozwolita na $ledzenie transportu elementdw strukturalnych wirusa
w miedzykomdrkowych nanorurkach. Mikroskopowa analiza przyzyciowa
wskazata, iz biatka kapsydu oraz ostonki transportowane sg oddzielnie w tych
strukturach.

e W analizie proteomicznej partnerow komodrkowych glikoproteiny gE
zidentyfikowano 17 biatek potencjalnego interaktomu, w tym szes¢ o lokalizacji
btonowej. Najwiekszg wartos¢ stosunku wzbogacania wykazano dla podjednostki a
biatkowej fosfatazy 1 (PP1a).

e Pomimo braku bezposredniej interakcji gE- PP1a, ze wzgledu na kolokalizacje tych
biatek w btonie komdrkowej i strukturach TNT oraz koimmunoprecypitacje
niezalezng od czasu infekcji, mozna stwierdzi¢, iz glikoproteina gE jest biatkiem
oddziatujgcym z PP1 (PIP). Potrzebne sg dodatkowe badania, aby ustali¢: (I) czy gE
wigze PP1la za pomocg motywu SILK; (II) czy w sekwencji gE znajduje sie nowy

motyw SLiM; (111) jakie inne biatka sg potrzebne do interakcji gE- PP1a; (IV) jaki jest

157



charakter oddziatywania gE-PP1a (substrat czy biatko regulatorowe oddziatujgce
z PP1 - RIPPO) oraz (V) czy interakcja wptywa na sortowanie wiriondw na

powierzchnie podstawno-boczng btony komérkowej i/lub jej polaryzacje.
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Dodatkowe materiaty

Dodatkowe materiaty znajdujg sie na nos$niku USB dotgczonym do pracy doktorskiej.

Film 1: Przyktadowy film poklatkowy pokazujacy predkos¢ CTC fluorescencyjnego
rekombinanta BHV-1 niosgcego gen kodujacy glikoproteine gETM- w fuzji z biatkiem
GFP. Zielony: fluorescencja gETM™-GFP. Obserwacje prowadzono we fluorescencyjnym
mikroskopie konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5%
CO;) przy uzyciu obiektywu 63x. Obraz zbierano od 8 hpi do 12 hpi, co 12 s. Lewy gorny
rog: czas wzgledny (czas trwania mikroskopowej analizy przyzyciowej); prawy dolny rég:
skala.

Film 2: Przyktadowy film poklatkowy pokazujacy tempo translokacji glikoproteiny gE
w fuzji z biatkiem GFP w komérkach MDBK zainfekowanych BHV-1 gE-GFP. Zielony:
fluorescencja gE-GFP. Obserwacje prowadzono we fluorescencyjnym mikroskopie
konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5% CO;) przy uzyciu
obiektywu 63x. Obraz zbierano od 8 hpi do 18 hpi, co 12 s. Lewy gbrny rég: czas wzgledny
(czas trwania mikroskopowej analizy przyzyciowej); prawy dolny rog: skala.

Film 3: Przyktadowy film poklatkowy pokazujacy tempo translokacji glikoproteiny gE
w fuzji z biatkiem GFP w komédrkach MDBK zainfekowanych BHV-1 gE-GFP AUS3. Zielony:
fluorescencja gE-GFP. Obserwacje prowadzono we fluorescencyjnym mikroskopie
konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5% CO3) przy uzyciu
obiektywu 63x. Obraz zbierano od 8 hpi do 18 hpi, co 12 s. Lewy gbrny rég: czas wzgledny
(czas trwania mikroskopowej analizy przyzyciowej); prawy dolny rog: skala.

Film 4: Przyktadowy film poklatkowy pokazujacy tempo translokacji glikoproteiny gE
w fuzji z biatkiem GFP w bydlecych fibroblastach zainfekowanych BHV-1 gE-GFP. Zielony:
fluorescencja gE-GFP. Obserwacje prowadzono we fluorescencyjnym mikroskopie
konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5% CO3) przy uzyciu
obiektywu 63x. Obraz zbierano od 8 hpi do 18 hpi, co 12 s. Lewy gérny rég: czas wzgledny
(czas trwania mikroskopowej analizy przyzyciowej); prawy dolny rog: skala.

Film 5: Przyktadowy film poklatkowy pokazujacy tempo translokacji glikoproteiny gE
w fuzji z biatkiem GFP w bydlecych fibroblastach zainfekowanych BHV-1 gE-GFP AUS3.
Zielony: fluorescencja gE-GFP. Obserwacje prowadzono we fluorescencyjnym
mikroskopie konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5%
CO;) przy uzyciu obiektywu 63x. Obraz zbierano od 8 hpi do 18 hpi, co 12 s. Lewy gorny
rog: czas wzgledny (czas trwania mikroskopowej analizy przyzyciowej); prawy dolny rég:
skala.

Film 6: Obrazowanie przyzyciowe infekcji BHV-1 g-GFP VP26-mCherry w pojedynczej
komorce linii MDBK. Na filmie widoczna lokalizacja jgdrowa nowo sktadanych kapsydow
wirusowych, lokalizacja gE-GFP w btonie komodrkowej oraz pojedyncze wiriony
w cytoplazmie (zo6tte punkty) i w cienkich potgczeniach adhezyjnych. Czerowny: VP26-
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mCherry; zielony: gE-GFP. Obrazy zbierano we fluorescencyjnym mikroskopie
konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5% CO3), co 12 s,
przy uzyciu obiektywu 63x. Prawy dolny rég: czas wzgledny (czas trwania mikroskopowej
analizy przyzyciowej); lewy dolny rég: skala.

Film 7: Transmisja rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry poprzez TNT
w komorkach linni KOP-R. Film poklatkowy pokazuje fluorescencyjne biatka wirusowe
przemieszczajgce sie wewnatrz TNT w Srodowisku przeciwciat neutralizujgcych wirusa
zewnatrzkomoérkowego. Czerwony: kapsydy wirusowe (VP26-mCherry); zielony:
glikoproteina gE-GFP. Obrazy zbierano zbierano we fluorescencyjnym mikroskopie
konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5% CO3), co 10 s,
przy uzyciu obiektywu 63x. Lewy dolny rdg: czas wzgledny (czas trwania mikroskopowej
analizy przyzyciowej); prawy dolny rég: skala.

Film 8: Transmisja rekombinanta BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry poprzez TNT w bydlecych
fibroblastach. Film poklatkowy pokazuje fluorescencyjne biatka wirusowe
przemieszczajgce sie wewnatrz TNT w Srodowisku przeciwciat neutralizujgcych wirusa
zewnatrzkomoérkowego. Czerwony: kapsydy wirusowe (VP26-mCherry); zielony:
glikoproteina gE-GFP. Obrazy zbierano zbierano we fluorescencyjnym mikroskopie
konfokalnym Leica SP8X, wyposazonym w komore przyzyciowg (37°C, 5% CO3), co 18 s,
przy uzyciu obiektywu 63x. Lewy dolny rég: czas wzgledny (czas trwania mikroskopowej
analizy przyzyciowej); prawy dolny rég: skala.
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