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Rola biatek wirusowych oraz ich oddziatywanie z
czynnikami komorkowymi podczas bezposredniego
transportu miedzykomoérkowego (cell-to-cell spread)
alfaherpeswirusow

Streszczenie

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

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto dokfadniejsze 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 hepresvirus
type, BHV-1), ktory ze wzgledu na podobienistwo do alfaherpeswirusdw ludzkich, stanowi
doskonaty i bezpieczny model do badan modyfikacji srodowiska komdérkowego przez
infekcje wirusowa.

Prace badawczg podzielono na dwa etapy - analize przyzyciowg rozprzestrzeniania

sie fluorescencyjnych rekombinantéw wirusowych na drodze CTC w hodowlach



komérkowych oraz na badanie oddziatywania kompleksu gE/gl z biatkami komdérkowymi
w tym procesie.

W pierwszym etapie opracowano uniwersalny test na okredlenie tempa procesu
CTC fluorescencyjnych rekombinantow wirusowych, polegajacy na zliczaniu pojedynczych
komodrek ulegajgcych infekcji w czasie rzeczywistym. Test ten zapewnia bardziej
wiarygodne i powtarzalne wyniki niz klasyczny test polegajacy 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 podwodjnie fluorescencyjnym rekombinancie
BHV-1 gE-GFP VP26-mCherry biatko GFP byto przytgczone do glikoproteiny ostonkowej
gE. Uzycie tych mutantéw umozliwito bezposrednie obserwacje transportu elementéw
strukturalnych wirusa w potaczeniach miedzykomaorkowych.

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 komérkowe;j (z
ang. Stable Isotope Labelling by Amino Acids in Culture, SILAC). Posrdd biatek interaktomu,
najwiekszy stosunek wzbogacania okreslono dla podjednostki katalitycznej a biatkowej
fosfatazy 1 (PPla). W dalszych eksperymentach potwierdzono, iz biatko PPla
koimmunoprecypitowato z glikoproteinami gE oraz gl w trzech typach infekowanych
komérek oraz ze kompleks gE/gl i biatko PPla kolokalizowaty w obrebie btony
komérkowe] i miedzykomdrkowych nanorurek. Wykluczono natomiast bezposrednia
interakcje gE oraz PP1la, co swiadczy o tym, ze konieczna jest obecnos¢ glikoproteiny gl
lub innych biatek wirusowych do zaj$cia tego oddziatywania.

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

komédrkowych w tym typie transmisji.



