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1 WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Alix (ang. apoptosis-linked gene 2—interacting protein X) — biatko cytoplazmatyczne, marker
€gzosomowy

BHV-1, BoHV-1 (ang. bovine herpesvirus 1) — bydlecy herpeswirus 1

CD63 (ang. cluster of differentiation 63) — biatko z rodziny tetraspanin, wystepujace w endosomach,
marker egzosomowy

CD9 (ang. cluster of differentiation 9) — biatko z rodziny tetraspanin, wystepujgce w endosomach,
marker egzosomowy

CNX (ang. calnexin) — kalneksyna

DRa — podjednostka alfa czgsteczki ludzkiego gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il

DRB — podjednostka beta czgsteczki ludzkiego gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il

EEA1 (ang. early endosome antigen 1) — biatko markerowe wczesnych endosoméw

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

EndoH (ang. endoglycosidase H) — endoglikozydaza H

ER (ang. endoplasmic reticulum) — retikulum endoplazmatyczne, siateczka srédplazmatyczna

ESCRT (ang. endosomal sorting complexes required for transport) — kompleksy biatkowe wymagane
do sortowania i transportu endosomalnego, sktadajg sie z komplekséw biatek cytozolowych, znanych
jako ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III i Vps4

EVs (ang. extracellular vesicles) — pecherzyki zewnatrzkomaérkowe

FBS (ang. fetal bovine serum) — bydleca surowica ptodowa

Flot-2 (ang. flotillin-2) — biatko izolowane z domen tratw kalweoli/lipidéw, wigzgcych receptory
czynnika wzrostu pofaczone ze szlakami transdukcji sygnatu, marker egzosomowy

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

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

IF (ang. immunofluorescence) — immunofluorescencja

li (ang. invariant chain)/ CD74 (ang. cluster of differentiation 74) — taricuch gamma antygenu uktadu
zgodnosci tkankowej klasy I, znany rowniez jako niezmienny taricuch zwigzany z antygenami gtéwnego
uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il lub biatko CD74

ILVs (ang. intralumenal endosomal vesicles) — mate pecherzyki btonowe znajdujgce sie wewnatrz ciat
wielopecherzykowych (MVBs)

IP (ang. immunoprecipitation) — immunoprecypitacja

IRES (ang. internal rybosome enrty site) — wewnetrzne miejsce wigzania rybosomu

kDa (ang. kilodaltons) — jednostka masy czgsteczek (w tysigcach daltonow)

kpz — liczba tysiecy par zasad

LAMP1 (ang. lysosomal-associated membrane protein 1) — biatko btonowe typu | zwigzane

z lizosomami

LTR (ang. long terminal repeats) — dtugie terminalne powtdrzenia identycznych sekwencji DNA

o dtugosci kilkuset par zasad, ktdre wystepujg w genomach eukariotycznych na kazdym koncu serii



genow lub 7 pseudogendw, tworzgcych retrotranspozon, endogenny retrowirus, prowirus
retrowirusowy

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

MVBs (ang. multivesicular bodies) — ciata wielopecherzykowe, wyspecjalizowana podgrupa
endosomow, zawierajgcych w swoim wnetrzu pecherzyki btonowe (ILVs)

MHC Il (ang. major histocompatibility complex class Il) - czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej klasy Il

min minuty

MOI (ang. multiplicity of infection) — wielokrotnosc¢ zakazenia, liczba czastek wirusa przypadajaca
na jedng komorke

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

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

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

PFU (ang. plaque forming unit) — jednostka tworzaca tysinke, okresla liczbe czastek wirusowych
tworzacych tysinke w hodowli komérek

PCR (ang. polymerase chain reaction) —tannicuchowa reakcja polimerazy

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

PHA (ang. phytohemagglutinin) — fitohemaglutynina

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

PRV (ang. pseudorabies virus, suid herpesvirus 1) — wirus pseudowscieklizny, swinski herpeswirus 1
SDS-PAGE electrophoresis (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) —
elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach denaturujgcych

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

PURO — puromycyna

Rab11 (ang. Ras-related protein 11) — biatko z rodziny GTPaz Rab, marker frakcji RE (ang. recycling
endosomes) endosomoéw, organelli szlaku endocytarnego, w ktérym btony plazmatyczne ulegajg
internalizacji oraz kierowaniu z powrotem na powierzchnie komorki

Rab7 (ang. Ras-related protein 7) ) — biatko z rodziny GTPaz Rab, marker frakcji péznych endosomoéw
(ang. late endosomes)/ lizosomoéw

Tom40 (ang. translocase of outer mitochondrial membrane 40) — translokaza zewnetrznej btony
mitochondrialnej 40

TSG101 (ang. tumor susceptibility gene 101) — biatko petnigce funkcje na szlaku ESCRT, komponent
ESCRT-I

pz — liczba par zasad

rpm (ang. revolution per minute) — liczba obrotéw na minute

TGN (ang. trans-Golgi network) — czes¢ trans aparatu Golgiego



2 STRESZCZENIE

Herpeswirusy to jedne z najbardziej rozpowszechnionych patogendw,
powodujgce infekcje zarowno u ludzi, jak i praktycznie wszystkich zwierzat hodowlanych
oraz dziko zyjacych. Czasteczki wszystkich herpeswirusdw majg unikalng charakterystyczna
architekture. Ich genom, w postaci dwuniciowego DNA, jest zamkniety w ikozaedralnym
kapsydzie, otoczonym ptaszczem biatkowym zwanym tegumentem i dwuwarstwowg ostonka
lipidowej wzbogacong w glikoproteiny wirusowe. Podziat herpeswiruséw na podrodziny
alfa-, beta- i gammaherpeswirusy stuzy identyfikacji pokrewienstwa ewolucyjnego,
a takze podsumowaniu wtasciwosci poszczegdlnych przedstawicieli tej rodziny wirusdow.
Pomimo szerokiego stanu wiedzy i zaawansowanych badan z zakresu biologii herpeswiruséw
podejmowane proby wprowadzenia efektywnych szczepionek przeciwko wiekszosci ludzkich
herpeswiruséw zakonczyly sie niepowodzeniem. Jedng z przyczyn moze by¢ fakt,
iz podczas zakazenia herpeswirusami obserwuje sie bardzo ztozong odpowiedz
immunologiczng, tj. wirusy moga ingerowa¢ w uktad odpornosciowy gospodarza
i wywofac¢ infekcje utajong — skutkujacg przejsciem w stan latencji, w przypadku
alfaherpeswiruséw w zwojach nerwéw czuciowych. Niewatpliwg role w modulacji odpowiedzi
immunologicznej odgrywajg biatka wirusowe, a ostatnie doniesienia literaturowe zwracajg
takze uwage na role uwalnianych przez komorki pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
(ang. extracellular vesicles, EVs) w tworzeniu odpornosci przeciwwirusowe;j.

Celem pracy doktorskiej byto =zbadanie interakcji glikoproteiny B (gB)
wybranych  alfaherpeswirusow z biatkami szlaku endosomalno-egzosomalnego
oraz czasteczkami MHC klasy Il, jako skfadowe] ukfadu immunologicznego, aby lepiej
scharakteryzowa¢ opisany mechanizm oraz podjg¢ prébe wykazania dodatkowej,
immunomodulacyjnej funkcji gB. gB jest biatkiem wystepujgcym u wszystkich herpeswiruséw,
a jej jak dotad najszerzej udokumentowana rola zostata okreslona na poczatkowym
etapie infekcji, podczas whnikania wirusa do komorki gospodarza.

Do badania wybrano trzech przedstawicieli alfaherpeswiruséw:
wirusa opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1), bydlecego herpeswirusa-1 (BoHV-1)
i wirusa pseudowscieklizny (PRV), co pozwolito na ocene stopnia konserwacji ewolucyjnej
badanych mechanizméw. Przeprowadzono eksperymenty oparte na wykorzystaniu stabilnych

linii komorek ssaczych z konstytutywng ekspresja gendéw gB

10



oraz komorek infekowanych wirusami. W uzyskanych liniach komérkowych badano, metoda

immunofluorescencji-mikroskopii konfokalnej, mozliwos¢ ko-lokalizacji
gB z biatkami-markerami szlaku endosomalno -egzosomalnego
oraz czasteczkami MHC klasy Il. Okreslono wptyw obecnosci gB

na poziom czasteczek MHC Il na powierzchni komdrek. Metodg filtracji zelowej (SEC)
oraz ultrawirowania w gradiencie jodiksanolu 0Czyszczono pecherzyki
uwalniane przez linie komodrkowe i komorki zainfekowane.

W tym drugim przypadku, rozdzielenie czgstek wirusowych i pecherzykéw stanowito
duze wyzwanie metodologiczne, ze wzgledu na podobne parametry bio-fizyczne obu typéw
struktur. Ponadto, dokonano préby okreslenia znaczenia biologicznego inkorporacji biatek
wirusowych do EVs uwalnianych podczas infekcji na podstawie badania ich zdolnosci
do wigzania przeciwciat wirusowo-specyficznej surowicy oraz testu wychwytywania
pecherzykédw zewnatrzkomorkowych z gB przez komorki ssacze (ang. extracellular vesicles
uptake).

Do najwazniejszych wynikéw tej pracy nalezy wykazanie inkorporacji dojrzatych form
gB do pecherzykdéw zewnatrzkomdrkowych oraz réznic w stopniu hamowania czgsteczek MHC
klasy Il na powierzchni komérek oraz w pecherzykach przez trzy badane homologi gB.
Dodatkowo, po raz pierwszy, scharakteryzowano pecherzyki uwalniane podczas infekgcji
wirusami BoHV-1 i PRV, potwierdzajac obecnosé w nich gB.

Uzyskana wiedza na temat interakcji gB wybranych alfaherpeswiruséw z biatkami
szlaku endosomalno-egzosomalnego oraz czasteczkami MHC klasy Il podczas infekgcji
alfaherpeswirusowej moze pomdc w lepszym zrozumieniu immunobiologii herpeswiruséw,
a przez to przyczyni¢ sie do wskazania kierunkdw w opracowaniu nowych strategii

terapeutycznych i kontroli infekcji wirusowych.
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Herpesviruses are one of the most widespread pathogens, causing infections
in humans, as well as farm and wild animals. These viruses have a unique architecture
of the virion. Their genome, in the form of double-stranded DNA, is enclosed in an icosahedral
capsid, surrounded by a protein coat named tegument, and a bilayer lipid envelope enriched
in viral glycoproteins. The classification of herpesviruses into subfamilies
alpha-, beta- and gammaherpesviruses is used to identify the evolutionary relationship,

as well as summarize the unique properties of individual members of the Herpesviridae family.

Despite the high state of the knowledge and advanced research in the field
of herpesvirus biology, attempts to introduce effective vaccines against most human
herpesviruses have been unsuccessful. This may be explained by the fact that during
the infection with herpesviruses, a very complex immune response is observed:
viruses can interfere with the host's immune system and cause latent infection - resulting
in a transition to a latency, in the case of alphaherpesviruses, in the sensory nerve ganglia.
Viral proteins play an unquestionable role in modulating the immune response,
and recent literature reports point to the role of extracellular vesicles (EVs)

released by cells in the formation of antiviral immunity.

The aim of the doctoral dissertation was to investigate the interaction
between glycoprotein B (gB) of selected alphaherpesviruses with proteins of the endosomal-
exosomal pathway and MHC molecules class Il as a component of the immune system
in order to better characterize the described mechanism and to test the proposed
an additional, immunomodulatory, function of gB. gB is a protein found in all herpesviruses,
and its most widely documented role so far has been determined at the initial stage

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

Three representatives of alphaherpesviruses were selected for the study: herpes simplex
virus type 1 (HSV-1), bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) and pseudorabies virus (PRV),
which allowed to assess the degree of evolutionary conservation of the examined
mechanisms. Experiments based on the use of stable mammalian cell lines with constitutive
expression of gB genes and virus-infected cells were carried out. In the obtained cell lines,
the possibility of gB colocalization with proteins-markers of the endosomal-exosomal pathway
and MHC class Il molecules was examined by the immunofluorescence-confocal microscopy.

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

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

In case of the second method, the separation of viral particles and vesicles
was a major methodological challenge due to the similar bio-physical parameters
of both types of structures. In addition, attempts have been made to determine
the biological significance of viral protein incorporation to EVs released during infection based
on their ability to bind antibodies from a viral-specific serum and an extracellular vesicle

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

One of the most important results of this work is the demonstration
of the incorporation of mature forms gB to extracellular vesicles and the differences
in the degree of inhibition of MHC class Il molecules on the cell surface and in the vesicles
by the three studied gB homologs. Additionally, for the first time, the vesicles released during

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

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

of new therapeutic strategies and viral infection control.
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3 WSTEP

Endocytoza to proces, w ktdrym makroczasteczki i biatka powierzchniowe,
w tym wirusowe, ulegajg transportowi z powierzchni btony komdérkowej do wnetrza komorki

poprzez jeden z molekularnie odrebnych wyspecjalizowanych systemoéw.

3.1. Szlak endosomalno — egzosomalny
3.1.1 Endosomalny transport biatek

Najszerzej dotad scharakteryzowany mechanizm endocytarny — klatrynozalezny —
zachodzi za posrednictwem wgtebie btony komdrkowej otoczonych biatkiem- klatryng,
ktore w kolejnych etapach endocytozy sg przeksztatcane w pecherzyki transportowe.
Klatryna nie taczy sie bezposrednio z btong komdrkowsq, ale poprzez biatka adaptorowe
(m.in. AP-1, AP-2 czy P-arrestyne), warunkuje transport czastek z powierzchni btony
plazmatycznej i wewnatrzkomérkowy, pomiedzy kompartmentami komorki (Royle, 2006).
Endocytoza klatryno-zalezna odgrywa wazng role, m.in. w internalizacji lipoprotein o matej
gestosci i transferyny, po wczesniejszym zwigzaniu sie tych czasteczek z odpowiednimi
receptorami w btonie komodrkowej (Carpentier i wsp., 1982; Neutra i wsp., 1985).

Endocytoza z udziatem kaweoli, zaobserwowana po raz pierwszy ponad 60 lat temu
z wykorzystaniem cienkowarstwowej mikroskopii elektronowej (Yamada, 1955),
jest drugim szeroko opisanym szlakiem endocytarnym. Stwierdzono, ze odgrywa wazng role
w transporcie lipidow (Parton i Simons, 2007). Kaweole sg miejscem wgtebienia w bfonie
komérkowej w ksztatcie kolby lub litery omega. Badania biochemiczne wykazaty duzig
ich odporno$é¢ na detergenty i obecno$é¢ wysoce hydrofobowych domen btonowych
wzbogacone w cholesterol i sfingolipidy (Murata i wsp., 1995; Harder i Simons, 1997).
Gtéwnymi biatkami strukturalnymi kaweoli sg kaweolina-1, kaweolina-2 i kaweolina-3,
zlokalizowane w wewnetrznym listku btony komdérkowej. Wigzg one cholesterol
i, tworzgc oligomeryczny kompleks, warunkujg wzgledng stabilno$é opisywanych struktur
endocytarnych (Kiss i Botos, 2009). Poza udziatem w endocytozie, kaweole petnig funkcje
w przekazywaniu sygnatéw komdrkowych, regulujg metabolizm lipidéw i zmian napiecia
powierzchniowego komarki (Parton i del Pozo, 2013).

Trzeci mechanizm endocytozy — niezalezny od klatryny — opisany stosunkowo niedawno

(w ktéorym nie wykazano wystepowania wyraznego ptaszcza biatkowego) jest trudno
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wykrywalny za pomocg mikroskopii elektronowej, charakteryzuje sie opornoscig na inhibitory
endocytozy klatrynozaleznej i z udziatem kaweoli. Odgrywa on istotng role w transporcie
receptoréow sygnatowych, czgsteczek adhezyjnych i odzywczych, jak réowniez w regulacji
obecnosci transporterow przezbtonowych na powierzchni btony komdérkowej (Elkin i wsp.,
2016).

Zinternalizowane z powierzchni btony komérkowej poprzez jeden z opisanych systemow
endocytozy czgsteczki znajdujg sie odtagd w pecherzyku btonowym nazywanym wczesnym
endosomem (ang. early endosome). Jesli struktura ta zostanie skierowana
z powrotem w kierunku powierzchni komoérki, staje sie endosomem krazgcym
(recyklingowym, ang. recycling endosome). W przeciwnym wypadku wczesny endosom
jest przeksztatcany w poéiny endosom/ ciato wielopecherzykoe (ang. late endosome/
MVB - ang. multivesicular body) (Rycina 1). Wczesne i pdzne endosomy réznig sie skladem
biatkowym i swoim pH. Lizosomy, ze wzgledu na aktywno$¢ H+-ATPazy, posiadaja niskie

pH (~4.5-5.0).

btona komadrkowa

T recyklingowy
N O CD O endosom
6.5 wczesny

& endosom %\
pH 1
pézny endosom/

Mve A TGN
’ e . %
~
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pecherzyki
zewnatrzkomérkowe

00
@)

RYCINA 1. Transport endosomalny — objasnienia znajdujg sie w tekscie. (na podstawie Elkin i wsp., 2016,
zZmienione).
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3.1.1.1 Tworzenie ciat wielopecherzykowych (MVBs)

Ciata wielopecherzykowe (MVBs) s3 jedng z trzech grup endosomoéw,
ktérych cechg charakterystyczng jest obecnos¢ wewnetrznych matych pecherzykéow
(ILVs — ang. intralumenal endosomal vesicles), powstatych poprzez wpaczkowanie

do wewnatrz btony MVB. W petni uksztattowane MVB moze:

a) ulec przemieszczeniu do czesci trans aparatu Golgiego (TGN),

b) zosta¢ przetransportowane w kierunku powierzchni btony komérkowe;j,
gdzie nastepuje fuzja z btong plazmatyczng i uwolnienie zawartosci pecherzyka
do przestrzeni miedzykomorkowej,

c) ulec zakwaszeniu i degradacji po potgczeniu z lizosomem.

Biogeneza MVB oraz transport czasteczek do pdinych  endosomoéw
i kompozycja ILVs sg zwigzane z dziataniem kompleksdw sortowania endosomalnego
(ESCRT — ang. endosomal sorting complexes required for transport) (Piper i Katzmann, 2007).
Powszechnie wystepujgce w komadrkach eukariotycznych ESCRTs, posredniczg mechanizmowi
kierowania ubikwitynowanych biatek wczesnych endosoméw do inkorporacji przez ILVs

w formujacych sie MVBs, a nastepnie degradacji lizosomalnej (Williams i Urbé, 2007).

Niezaleznie dziatajace kompleksy wchodzgce w sktad ESCRTs:
ESCRT-0, I, -Il i -lll sg kierowane do endosomow przez interakcje zardwno biatko-biatko,
jak i biatko-lipidy, a biatkowe komponenty komdrkowe zwigzane z ESCRTs

mogg petnic takze inne funkcje w komoérce, np. TSG101, Alix, CD63.

3.1.1.2 Koordynacja szlaku endosomalnego z udziatem biatek Rab

Biatka Rab nalezg do grupy matych GTPaz, ktérych biochemiczne dziatanie
opiera sie na przejsciu miedzy stanem aktywnym (ze zwigzanym GTP) i stanem nieaktywnym
(ze zwigzanym GDP), katalizowanym przez czynniki wymiany nukleotydéw guaniny
i biatka aktywujace GTPaze. Cykliczny i odwracalny charakter funkcjonowania biatek Rab,
kontrolowany przestrzennie oraz czasowo, pozwala na regulacjg szlaku endosomalnego
na poszczegdlnych jego etapach (Tabela 1), a takze na koordynacje transportu pecherzykow

btonowych: od paczkowania do fuzji (Dutta i Donaldson, 2015). Posrdd poznanych
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dotad biatek Rab okoto trzy czwarte z nich bierze udziat w biogenezie i degradacji endosomow,
a takze internalizacji do wnetrza komoérki i kierowaniu na powierzchnie btony komérkowej
receptorow, czasteczek adhezyjnych czy komponentéw transporteréw przezbtonowych

(Wandinger-Ness i Zerial, 2014).

TABELA 1. Lokalizacja endosomalna wybranych biatek Rab. (na podstawie Wandinger-Ness i Zerial, 2014,
zmienione).

lokalizacja biatko Rab
endosomalna
endosomy Rab4 | Rab 13 Rab 20 Rab 22 Rab 35
wczeshe

Rab 5 Rab 20 Rab 21 Rab 23

endosomy Rab 3 Rab 8 Rab 11 Rab 15 Rab26  Rab 39

krazace
Rab 6 Rab 10 Rab 14 Rab 17 Rab 37

endosomy pozne | Rab7 | Rab12 Rab 27 Rab 34 Rab 38

Rab 9 Rab 24 Rab 32 Rab 36

3.1.2 Transport czgsteczek MHC klasy I

Czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il (ang. major histocompatibility
complex «class I, MHC 1) s3 heterodimerycznymi  biatkami  btonowymi,
za posrednictwem ktérych dochodzi do prezentacji peptydow antygenowych limfocytom T
CD4+ i aktywowania swoistej odpowiedzi immunologicznej. Peptydy te,
pochodzg z ulegajacych lizosomalnej degradacji enzymatycznej biatek szlaku endocytarnego
a same czasteczki MHC klasy Il sktadajg sie z dwéch podjednostek — a i B,
z ktérych kazda posiada dwie domeny zewngtrzkomoérkowe — odpowiednio
al, a2 i B1, B2 oraz fragment przezbtonowy i wewnatrzkomoérkowy (Castellino, 1997).
Czasteczki MHC klasy 1l s3 kodowane przez geny, znajdujgce sie w regionach: HLA-DP, -DQ,
-DR, HLA-DM oraz HLA-DO. Masy czasteczkowe podjednostek a i B haplotypu HLA-DR to,
odpowiednio, 36 kba i 27 kDa. Aby mdc petni¢ swojg  funkcje,
MHC Il muszg przejs$¢ przez Sciezke sekrecyjng z szorstkiego retikulum endoplazmatycznego
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(gdzie nastepuje taczenie podjednostek a i B oraz dofgczanie tancucha niezmiennego —
biatka CD74/li (ang. invariant chain) pomiedzy domenami al i B1, zapobiegajgcego
niespecyficznemu wigzaniu do rowka, w ktédrym na pdiniejszym etapie umieszczany
jest whasciwy peptyd antygenowy). W dalszej kolejnosci czgsteczki zostajg przekierowane
na szlak endocytarny, gdzie w wydzielonych pdinych endosomach, nazywanych
kompartmentem MHC Il (MIIC), zachodzi dotaczenie peptydu antygenowego,

a nastepnie przeniesienie kompleksu na powierzchnie komorki (Garstka i Neefjes, 2013).

3.1.3 Pecherzyki zewngtrzkomorkowe jako system komunikacji miedzykomdrkowej

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe (EVs — ang. extracellular vesicles) to niejednorodna
grupa ograniczonych btong kulistych struktur pochodzenia komdrkowego, powstata na skutek
uwolnienia do przestrzeni komoérkowej zawartosci ciat wielopecherzykowych (egzosomy)
lub poprzez paczkowanie btony komodrkowej na zewnatrz komoérki (mikropecherzyki,

ciatka apoptotyczne) (Rycina 2) (Raposo i Stoorvogel, 2013).

O mikropecherzyki

Jl\_j’z Qo

- pecherzyk
-
q 'F endocytarny egzosomy
Q, wczesny Q
O endosom o
) o ¢ ®
Soo 3 oA
&_/’,_—s aparat ©

Z Golgiego

lizosom

RYCINA 2. Biogeneza pecherzykéw zewnatrzkomérkowych — objasnienia znajdujg sie w tekscie. (na podstawie
Raposo i Stoorvogel, 2013, zmienione).
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Wydzielane przez wiekszos¢ typow komorek (w tym roslinnych) pecherzyki
mozna zaobserwowa¢ w ptynach ustrojowych, takich jak krew, $lina, mocz,
mleko matki, ptyn modzgowo-rdzeniowy, gdzie petnig swoje funkcje zardéwno
w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych (van Niel i wsp., 2018).
W hodowlach komodrek ssaczych in vitro sg uwalniane do pozywki hodowlanej.

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe sg obecnie uwazane za dodatkowy mechanizm
komunikacji miedzykomérkowej, zachodzgcy z udziatem transportu biatek, lipidow
i kwasow nukleinowych (gtdwnie mikroRNA — miRNA, ale takze dtugich niekodujgcych RNA —
IncRNA i kolistego RNA — cirRNA) (Shao i wsp., 2018). Kierowanie tadunku biologicznie
czynnego do EVs zachodzi w sposéb powigzany z ich powstawaniem,
jednak jest to zjawisko wcigz mato poznane. Odnotowano kilka znanych mechanizméw
selektywnych opisanych dla pojedynczych czagsteczek, ktére mozina przyporzadkowad
do dwodch grup: zaleznej i niezaleznej od szlaku dziatania komplekséw sortowania
endosomalnego ESCRT (Anand i wsp., 2019).

Syntenina, zaangazowana W  przemieszczanie  biatek  przezbtonowych,
neuro- i immunomodulacje (Philley i wsp., 2015), jest przyktadem biatka sortowanego
do EVs przy udziale ESCRT-IIl i Alix, co jest mozliwe dzieki obecnosci w jej N-koncowe;j
sekwencji aminokwasowe] az trzech domen pdinego skfadania (ang. late assembly (L)-
domains) wigzacych Alix (Hurley i Odorizzi, 2012). Domeny pdznego sktadania
to krétkie sekwencje aminokwasowe wystepujgce w trzech wariantach: P(S/T)AP,
PPXY i LYPXnL (gdzie n = 1 Ilub 3, X to dowolna reszta aminokwasowa),
ktdre opisano poczgtkowo jako obecne w biatkach wirusowych i posredniczgce w uwalnianiu
wiruséw ostonkowych poprzez rekrutacje ESCRT.

Badania nad mechanizmami sortowania EVs w sposéb niezalezny od ESCRT skupiajg
uwage na udziale w  tym procesie  sfingolipidéw i ich  enzymow.
Okazuje sie, ze poza uczestniczeniem w biogenezie EVs, poprzez ksztattowanie krzywizny
btony oraz wytwarzaniem ceramidu wewnatrz przedziatu endocytarnego z udziatem
kwasnych i obojetnych fosfodiesteraz sfingomieliny, sfingolipidy petnig funkcje w sortowaniu
tadunku biologicznego do EVs, m.in. za posrednictwem sfingozyno-1-fosforanu
(Verderio, i wsp., 2018). Dowiedziono takze, iz biatka mogg by¢ umieszczane
w EVs z udziatem tetraspanin CD81 i CD9, ktére posredniczg w kierowaniu do EVs

przez interakcje z sekwencjami domen cytoplazmatycznych (Villarroya-Beltri, i wsp, 2014).
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W przypadku szeroko scharakteryzowanej obecnosci RNA w EVs, wykorzystanie
multidyscyplinarnych narzedzi badawczych wykazato istnienie aktywnego systemu kierowania
kwaséw nukleinowych do pecherzykdw za pomocg biatek wigzacych RNA
(ang. RNA-binding proteins, RBPs) (Fabbiano i wsp., 2020).

Uwolnione przez komodrke donorowg pecherzyki ulegajg internalizacji do komorki-
biorcy, poprzez fuzje z btong plazmatyczng, szlaki endocytarne lub z udziatem tratw lipidowych
(Mulcahy i wsp., 2014). Mechanizm pobierania EVs moze  zalezec
od powierzchniowej kompozycji biatkowej zaréwno pecherzyka, jak i komdrki docelowej.
Niektdre z takich zaleznosci sg analogiczne jak w przypadku wirusowych strategii wnikania
do komoérki gospodarza na zasadzie interakcji ligand-receptor (van Dongen i wsp., 2016).

Wraz z rosngcym zainteresowaniem badaniami nad pecherzykami
zewnatrzkomodrkowymi, konieczne okazato sie ujednolicenie nomenklatury
oraz wspadlnych standardéw i metod warsztatu laboratoryjnego
(Lotvall i wsp., 2014; Witwer i wsp., 2017; Théry i wsp.,, 2018).
Przyjete nazewnictwo oparte zostato o kryterium: biogenezy, wielkosci i obecnosci czgsteczek
markerowych opisywanych struktur (Tabela 2 i Rycina 3) a na jego podstawie wsrod EVs
wyréozni¢c  mozna  trzy gtéwne  grupy: mate  pecherzyki -  egzosomy,
srednie pecherzyki — mikropecherzyki oraz najwieksze - ciatka apoptotyczne.
Podziat ten nie  uwzglednia informacji na temat typu, pochodzenia,
fazy cyklu komodrkowego czy tez stanu transformacji nowotworowej badanej komorki
ze wzgledu na wydzielane EVs, co wigze sie z mozliwoscig wprowadzania dodatkowych
nazw zwyczajowych i sugeruje wystepowanie subpopulacji, rdéznigcych sie sktadem
i funkcja (Gyorgy i wsp., 2011; Witwer i Théry, 2019).

Biatka, ktore wystepujg w EVs w wiekszej ilosci niz w innych kompartmentach
komérkowych nazywamy markerami egzosomow, mikropecherzykow
lub ciatek apoptotycznych. Rézne subpopulacje EVs mogg posiadaé te same markery,
np. zaleznie od typu komoérek produkujgcych biatka CD9 i CD63 mogg one wystepowac
w btonach egzosoméw i mikropecherzykéw. Z tego powodu oraz ze wzgledu na pokrywajgce
sie czasami graniczne zakresy wielkosci pecherzykéw, towarzystwo naukowe ISEV
(ang. International Society for Extracellular Vesicles) rekomenduje stosowanie

ogodlnej nazwy EVs zamiast nazw subpopulacji.
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TABELA 2. Klasyfikacja pecherzykéw zewnatrzkomdérkowych. (na podstawie Gyorgy i wsp., 2011, zmienione).

mate pecherzyki — | srednie pecherzyki - | duze pecherzyki — ciatka
egzosomy mikropechrzyki, apoptotyczne
(ang. exosomes) ektosomy (ang. apoptotic bodies)
(ang. microvesicles,
ectosomes)
pochodzenie uwolnienie do paczkowanie btony wydzielanie pecherzykow
komoérkowe/ przestrzenie plazmatycznej na przez komoérke ulegajgca
sposéb zewnatrzkomorkowej zewnatrz komorki apoptozie
uwalniania zawartosci MVBs
z komorki
wielkos¢ 50-150 nm 0.1-1 um > 1lum
czasteczki tetraspaniny - CD63/ czynnik tkankowy obecnosé
markerowe CD81/ CD9, Alix, TSG101, | i markery specyficzne dla | fragmentowanego DNA
flotylina-2 komoérek

Jak dotad, opracowano kilka technik izolacji i oczyszczania EVs (Tabela 3).
Wybdr optymalnej procedury izolacji, ze wzgledu na rdinice w zasadzie
dziatania  stosowanych metod oraz ich  charakterystyke i  ograniczenia,
zalezy od rodzaju wyjsciowego materiatu biologicznego, subpopulacji EVs bedacej
przedmiotem zainteresowania i przeznaczenia eksperymentalnego oczyszczonych
pecherzykow (Witwer i wsp., 2013; Coumans i wsp., 2017).

Charakterystyka  morfologiczna  pecherzykéw  komédrkowych,  pozwalajgca
na wizualizacje i oznaczenie wielkosSciowe, jest mozliwa dzieki zastosowaniu mikroskopii
elektronowej, mikroskopii sit atomowych oraz technice dynamicznego rozpraszania Swiatta
(DLS - ang. dynamic light scattering). Ponadto, analiza $ledzenia nanoczastek
(NTA - ang. nanoparticle tracking analysis) oraz przestrajalne rezystancyjne wykrywanie
impulsu (TRPS - ang. tunable resistive pulse sensing), dostarczajg informacje o stezeniu

i tadunku powierzchniowym EVs. Kompozycja biochemiczna jest analizowana poprzez
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RYCINA 3. Poréwnanie wielkosci pecherzykéw zewnagtrzkomdrkowych wzgledem innych struktur
biologicznych. (na podstawie Gyorgy i wsp., 2011, zmienione).

cytometrie przeptywows, barwienie przeciwciatami z czgstkami ztota w pofaczeniu
z mikroskopig elektronowg oraz metody immunoenzymatyczne (Tabela 4).

W oparciu o przeprowadzone dotad badania nad EVs, dotyczace ich znaczenia
biologicznego oraz potencjalnego zastosowania diagnostycznego badz terapeutycznego,
powstaty bazy danych: ExoCarta, EVpedia oraz Vesiclepedia zawierajace
skatalogowane informacje na temat materiatu biologicznego transportowanego
za  posrednictwem  EVs (Kim i wsp.,, 2015; Kalra i wsp., 2012).
Platforma EV-track umozliwia z kolei dokonanie ewaluacji opublikowanych doniesien
naukowych na podstawie zgodnosci z zastosowaniem minimalnych wymagan warsztatu
badawczego (van Deun i Hendrix, 2017; EV-TRACK Konsorcjum, Van Deun, Mestdagh i wsp.,
2017).
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TABELA 3.
i wsp., 2018, zmienione).

metoda izolacji EVs

wykorzystana technika
izolacji

Metody izolacji i oczyszczania pecherzykéw zewnatrzkomérkowych. (na podstawie Chiriaco

charakterystyka

ultrawirowanie/
ultrawirowanie

w gradiencie
jodiksanolu
(Optiprep®)

rozdziat ze
na  gestos¢,
i ksztatt czastek

wzgledu
wielkos¢

powszechnie stosowana,

wystandaryzowana metoda;
mozliwa izolacja subpopulacji
EVs wedtug gestosci przez
wirowanie w  gradiencie

Optiprep®

chromatografia  SEC

filtracja zelowa w oparciu

wysoka wydajnos¢, czystosé

(ang. size exclusion | o wielkos$¢ czastek i powtarzalnos¢; zachowana
chromatography) integralno$¢ i  aktywnosc
biologiczna EVs
precypitacja wytrgcanie za pomocy | wysoka wydajnos¢
z wykorzystaniem | sieciowania w polimerach | i skuteczno$¢ z matej ilosci
polimeréw o zmiennej | materiatu wyjsciowego;
rozpuszczalnosci, np.: | ochrona bioaktywnosci;
(glikol polietylenowy, | . . i )
. istnieje ryzyko wspotstracania
komercyjnie dostepne . ] }
. zanieczyszczenn  biatkowych
zestawy:  ExoQuick™ o
L. i polimeru
Systems Biosciences)
i Total Exosome Isolation™
- Life Technologies)
techniki immuno- | oczyszczanie przy uzyciu | wysoka specyficznosé
powinowactwa kulek magnetycznych | i czystosc materiatu
sprzezonych wyjsciowego, mozliwa izolacja
z przeciwciatami | subpopulacji EVs; niska

skierowanymi
bezposrednio przeciwko

specyficznym  markerom

powierzchniowym
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TABELA 4. Metody wykorzystywane do charakterystyki fizyko-biochemicznej pecherzykow
zewnatrzkomadrkowych. (na podstawie Chiriaco i wsp., 2018, zmienione).

metoda charakterystyki uzyskiwana informacja
fizyko-biochemicznej EVs

transmisyjna i kriogeniczna mikroskopia L .
morfologia i sSrednica EVs
elektronowa

mikroskopia sit atomowych mikroskopowy obraz 3D powierzchni EVs

technika dynamicznego rozpraszania .
.. . . dystrybucja EVs ze wzgledu
Swiatta DLS (ang. dynamic light . .
na wielkos¢ czgstek

scattering)

wizualizacja, analiza wielkosci
analiza sledzenia nanoczastek NTA (ang. | i stezenia EVs, mozliwo$¢ analizy
nanoparticle tracking analysis) fluorescencji stosowanych barwnikéw

i przeciwciat z fluorofortami

przestrajalne rezystancyjne wykrywanie . . L. L
. L. analiza wielkosci, stezenia i fadunku
impulsu TRPS (ang. tunable resistive . .
. powierzchniowego EVs
pulse sensing)

. obecnos$¢ lub brak biatek markerowych,
cytometria przeptywowa o .
profil biatkowy, oznaczenie iloSciowe

ELISA obecnos¢ lub brak biatek markerowych,
oznaczenie ilosciowe

. obecnos$¢ lub brak biatek markerowych,
Western blotting I D
profil biatkowy, oznaczenie iloSciowe

3.1.4 Krzyzowanie sie szlaku endosomalno — egzosomalnego z cyklem replikacyjnym
wirusow

Wirusy wykorzystujg szlak biogenezy EVs w poczatkowe] fazie infekcji, replikacji,
rozprzestrzenianiu sie do sgsiednich komérek i modulowaniu przeciwwirusowej odpowiedzi
immunologicznej. EVs wydzielane do przestrzeni zewnatrzkomérkowej podczas
aktywnej infekcji wirusowej moga oddziatywac w trojaki sposodb.
Poza tym, ze mogg stac sie bezposrednio czgstkami infekcyjnymi, mozliwy jest takze ich wptyw

na sgsiednie komorki, czynigcy  je bardziej podatnymi na infekcje.
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Co ciekawe, zaobserwowano rowniez mechanizm oparty na pecherzykach uwalnianych
przez komorki zainfekowane, niosacy pozytywny efekt w walce z infekcja wirusows,
przez wzmaganie stanu zapalnego zaindukowanym przez EVs wydzielaniem cytokin
w  niezainfekowanych  komodrkach, obecnych w poblizu miejsca  zakazenia.
Poprzez podobieAstwo i wzajemne naktadanie sie szlaku endosomalno egzosomalnego
z cyklem replikacyjnym wielu wiruséw, jest mozliwe powstawanie EVs zawierajacych biatka,
RNA, DNA tych patogendw, a nawet cate wiriony. W przypadku retrowiruséw, rabdowirusow,
filowiruséw, arenawiruséw, paramyksowiruséw, ortomyksowiruséw, herpeswirusow
(m.in. ludzki wirus niedoboru odpornosci — HIV, wirus zapalenia watroby typu A — HAV,
wirus zapalenia watroby typu C — HCV, grypa i Ebola) proces dojrzewania wirionéw
jest powigzany z biatkami, ktére kontrolujg tworzenie MVBs (ESCRT, Rab, CD63)
lub mechanizm odpaczkowywania pecherzykéw z btony plazmatycznej (Altan-Bonnet, 2016;
Toledo Martins an Lysangela i Alves, 2020).
Na przyktadzie alfaherpeswirusdéw stwierdzono, iz biatko enzymatyczne — ATPaza Vps4

— wchodzgca w sktad kompleksu ESCRT-IIl i zaangazowana w formowanie pecherzykéw
luminalnych, ma zasadnicze znaczenie dla skfadania dojrzatych czastek wirusa opryszczki
pospolitej typu 1 (HSV-1 — ang. herpes simplex virus 1) w cytoplazmie. Ponadto wykazano,
ze ESCRT-IIl przy wspétudziale Vps4 hamuje replikacje HSV-1 poprzez blokowanie procesu
nabywania ostonki przez wirusa. Biatko to, jest obecne w dojrzatych wirionach,
jak i egzosomach, podobnie jak Alix i TSG101, ktére sg jednak wykrywane na nizszym poziomie,
ale przyczyniajg sie do namnazania HSV-1 (Pawliczek i Crump, 2009).
Innym  przyktadem krzyzowania sie szlaku endosomalno - egzosomalnego

z cyklem replikacyjnym herpeswirusow jest udziat biatka CD63. Tetraspanina ta,
opisana jako wazny komponent endosomalnego sortowania biatek i powstawania
pecherzykéw zewngtrzkomoérkowych, reguluje sygnalizacje wewnatrzkomorkowg i kierowanie
na $ciezke egzosomalng biatka LMP1 wirusa EBV. CD63 petni istotng funkcje w mechanizmie
koordynacji proceséw autofagii i tworzenia endosoméw regulujgcych ilos¢ LMP1 w komorce,
a przez to wptywajgcych na cykl replikacyjny wirusa EBV (Hurwitz i wsp., 2018).
Przyktady pozostatych czgsteczek powigzanych z egzosomami w infekcji herpeswirusowe;j

zostaty przedstawione w Tabeli 5.
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TABELA 5. Skrécona systematyka podrodzin Herpesviridae z podaniem przyktadéw czasteczek powigzanych

z egzosomami podczas infekcji herpeswirusowej. (na podstawie Liu i wsp.,, 2017, zmienione).
podrodzina gatunek czgsteczki powigzane z egzosomami
Herpesvridae podczas infekcji herpeswirusowej

STING, miR-H28, miR-H29, ESCRT-III
alfaherpeswirusy HSV-1 kompleks, Vps4, ALIX, TSG101, gB, HLA-DR
(MHC klasy 1), CD63

TGN 46, aneksyna |, CD63, EEA1, receptor

HCMV transferyny, kationo-niezalezny receptor
betaherpeswirusy mannozo-6-fosforanu

HHV-6 CD63, czgsteczki MHC klasy |

LMP1, CD63, miRNAs, Fas ligand, EBERs

EBV
i inne niekodujgce RNA, NF-kB, integryny

gammaherpeswirusy

KSHV IFI16, IL-1B

3.2 Glikoproteina B wybranych przedstawicieli alfaherpeswiruséw, jej funkcje
i oddziatywanie z biatkami komorki gospodarza

3.2.1 Charakterystyka podrodziny Alphaherpesvirinae

Alfaherpeswirusy sg powszechnie wystepujgcymi czynnikami chorobotwdrczymi ludzi
i zwierzat, zaréwno hodowlanych, jak i dziko zyjacych. Wspdlnymi cechami
charakterystycznymi sg: stosunkowo krétki cykl replikacyjny, ograniczony zakres gospodarza
i neurotropizm oraz mozliwos¢ przejscia podczas infekcji w stan latencji — uspienia
w komoérkach uktadu nerwowego, zwykle w zwojach nerwéw czuciowych (Muylkens i wsp.,
2007).

Zwykle waski tropizm gatunkowy oraz podobieistwo do pozostatych przedstawicieli
Herpesviridae czynig alfaherpeswirusy cennym modelem badawczym, biorgc pod uwage fakt,

iz posréd zidentyfikowanych jak dotgd gatunkéw podrodziny Alphaherpesvirinae,

osiem z nich prowadzi do zakazen u ludzi (Maclachlan i Dubovi, 2011).
Infekcja wirusowa moze zachodzié asymptomatycznie lub prowadzi¢
do rozwiniecia miejscowych objawéw  klinicznych i standw  zapalnych,
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mogagcych sta¢ sie przyczyng chordob wielonarzgdowych, wymagajgcych leczenia
farmakologicznego. W przypadku hodowli zwierzecych aktywne infekcje wirusowe pociggaja

za sobg ryzyko strat ekonomicznych.

3.2.1.1 Pozycja systematyczna wybranych alfaherpeswiruséw, morfologia wirionu
i organizacja genomu

HSV-1, bydlecy herpeswirus 1 (BHV-1, BoHV-1) oraz wirus pseudowscieklizny — Swinski
herpeswirus wywotujgcy u zwierzat chorobe Aujeszy’ego (PRV), sg reprezentantami rzedu
Herpesvirales, rodziny Herpesviridae, podrodziny Alphaherpesvirinae (Tabela 6).
Alfaherpeswirusy sg blisko spokrewnione z przedstawicielami dwdch pozostatych podrodzin
Herpesviridae — Betaherpesvirinae i Gammaherpesvirinae — do ktérych nalezg,
m.in. ludzki wirus cytomegalii (HCMV/HHV-5), wirus rumienia nagtego (HHV-6) —

zaliczane do betaherpeswirusdow oraz onkogenne gammaherpeswirusy — wirus Epsteina-Barr

(EBV/HHV 4) i wirus miesaka Kaposiego (KSHV/HHV-8).
Morfologia  wirionu i  organizacja genomu na  przyktadzie @ BoHV-1
jest zgodna z ogblnym schematem budowy czastki wirusowej cztonkdw

podrodziny Alphaherpesvirinae i rodziny Herpesviridae (Rycina 4). BoHV-1 jest stosunkowo
duzym wirusem (Srednica wirionu wynosi ok. 100 nm) o genomie w postaci linearnego
dwuniciowego DNA, zamknietego w ikozaedralny kapsyd otoczony tegumentem (struktura
biatkowg charakterystyczng dla herpeswiruséw znajdujgca sie na zewnatrz nukleokapsydu)
oraz dwuwarstwg lipidowg (pochodzgca z pecherzyka transportowego komorki gospodarza),

w ktorej sg zakotwiczone wirusowe glikoproteiny (Lobanov i wsp., 2010).
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TABELA 6. Skrocona nowoczesna systematyka podrodziny alfaherpeswirusow w obrebie rzedu Herpesvirales.
(na podstawie: https://talk.ictvonline.org/taxonomy).

Rzad

Herpesvirales

Rodzina

Herpesviridae

Podrodzina

Alphaherpesvirinae

Rodzaj

Iltovirus

Gatunek | Gallid alphaherpesvirus 1 (GaHV-1)

Mardivirus

Gatunek | Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2)

Scutavirus

Gatunek | Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5)

Simplexvirus

Gatunek | Human alphaherpesvirus 1 (HSV-1)
Human alphaherpesvirus 2 (HSV-2)

Varicellovirus

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

Bovine alphaherpesvirus 1  (BoHV-1, BHV-1)
Suid alphaherpesvirus 1/ Pseudorabies Virus (SuH-1,
PRV)

Betaherpesvirinae

Gammaherpesvirinae
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RYCINA 4, Schemat wirionu alfaherpeswirusa. (Zzrédto:

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

Genom BoHV-1, o catkowitej wielkosci 135,5 kpz, reprezentuje klase D,
co wskazuje, iz obejmuje on dwa regiony, okreslane jako: unikalny dtugi — U, (ang. unique long)
oraz unikalny krétki — Us (ang. unique short), — otoczony przez sekwencje powtdrzen
odwréconych wewnetrznych (ang. internal repeats — IR) i terminalnych (ang. terminal repeats
— TR). W trakcie replikacji region UL moze zmienia¢ orientacje wzgledem US,
co warunkuje funkcjonowanie genomu az w czterech izoformach (Muylkens i wsp., 2007).

Kompletna zdeponowana sekwencja genomu BoHV-1
w bazie GenBank (Schwyzer i wsp., 1997) pozwala na identyfikacje (do tej pory)
73 funkcjonalnych otwartych ramek odczytu. Zestaw genéw BHV-1 zostat podzielony na dwie
kategorie ze wzgledu na wptyw delecji wybranego genu na zdolnos¢ powstatego w ten sposéb
mutanta do namnazania sie w kulturach komérkowych. Stad, geny z grupy niezbednych
(obligatoryjnych) (ang. essential) — odpowiedzialne za utrzymanie procesu replikacji,
determinujg przerwanie procesu namnazania, podczas gdy delecja ktéregokolwiek
z gendw nieobligatoryjnych (ang. non-essential) nie skutkuje efektem blokujgcym
cykl  replikacyjny, moze natomiast w  niektorych  przypadkach  zmniejszy¢
wydajnosé powstawania dojrzatych czastek wirusowych.

Wiekszos¢ gendw, ktérych nazwy zostaty ustalone na podstawie ich odpowiednikow
u wirusa  opryszczki  pospolitej  (HSV-1)  (Manservigi i  Cassai, 1991),

koduje biatka zaangazowane w metabolizm kwasow nukleinowych, synteze DNA i modyfikacje
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biatek (Roizman i Pellet, 2001). Funkcje strukturalne petnig co najmniej 33 biatka,
a 10 z nich stanowig glikoproteiny. Sekwencje kodujgce glikoproteiny: gK (gen UL53),
gC (UL44), gB (UL27), gH (UL22), gM (UL10) i gL (UL1) znajdujg sg w obrebie regionu Uy,
natomiast pozostate sg zlokalizowane w regionie Us — gG (UL4), gD (UL6), gl (US7) i gE (US8).
Wyjatkowo w przypadku BoHV-1 produkt genu UL49.5 nie ulega glikozylacji podczas
obrébki posttranslacyjnej, jednak biatko to posiada swoje glikozylowane homologi
u innych herpeswiruséw i w bazie GenBank nazwane jest glikoproteing N (Muylkens i wsp.,

2007).

3.2.1.2 Cykl replikacyjny alfaherpeswirusow

Model replikacji alfaherpeswiruséw zostat poznany najbardziej dokfadnie
na przyktadzie HSV-1 i przebiega on w sposdb podobny dla wszystkich alfaherpeswirusow
(Rycina 5). W pierwszym etapie, glikoproteiny: gB i/lub gC, wystepujgce
na powierzchni ostonki wirusowej, wigzg sie z resztami cukrowymi siarczanu heparanu
zlokalizowanymi w btonie komorkowej gospodarza, tworzac wigzanie
o stabym powinowactwie. W dalszej kolejnosci dochodzi do utworzenia stabilnego wigzania
pomiedzy biatkiem gD i heterodimerem gH/gL a receptorami komodrkowymi,
posrod ktérych zidentyfikowano molekuty nalezgce do czterech klas, m.in. nalezgce do rodziny
czynnika martwicy nowotwordw biatko HVEM (ang. herpesvirus entry mediator),
biatka adhezyjne: nektyne-1 lub nektyne-2, czy tez modyfikowang czes¢ siarczanu heparanu.
Ukonczenie powyzszych etapow umozliwia fuzje ostonki wirusowej
z btong komorki permisywnej, uwolnienie nukleokapsydéw do cytoplazmy, oddzielenie
warstwy tegumentu i transport, za posrednictwem motorycznego kompleksu dyneinowego
zwigzanego z mikrotubulami, w kierunku przestrzeni okofojadrowej komorki.
Tam kapsydy lokalizujg sie w poblizu porédw jgdrowych, przez ktére wirusowy DNA

jest uwalniany do wnetrza jgdra komdrkowego i ulega cyrkularyzacji.
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RYCINA 5. Schemat cyklu replikacyjnego alfaherpeswirusa. N — jgdro komérkowe, NP — pory jadra
komédrkowego, NM — btony jadra komdrkowego, RER —retikulum endoplazmatyczne szorstkie, MT —mikrotubule,
M — mitochondrium, G — aparat Golgiego, TGN — czesc¢ trans aparatu Golgiego (na podstawie Mettenleiter i wsp.,
2009).

Transkrypcja, synteza biatek wirusowych i replikacja wirusowego DNA majg charakter
kaskadowy. W pierwszej kolejnosci, indukowane biatkami tegumentu (m.in. VP16 -
znane jako transaktywator gendéw a, vhs — biatko o wtasciwosciach endorybonukleazy)
i przy udziale komérkowej polimerazy RNA I, s3 transkrybowane geny aq,
zwane natychmiastowo wczesnymi (IE — ang. immediate-early). Ich produkty petnig funkcje
regulatorowe i sg niezbedne do ekspresji gendéw wczesnych oraz pdinych.
W przeciwienstwie do innych herpeswiruséow, wirus PRV posiada tylko jeden gen IE,
ktory jest transkrybowany w fazie natychmiastowo-wczesnej. Nastepnie transkrypcji ulegajg
geny 3 —wczesne (E — ang. early), zwigzane gtéwnie z metabolizmem kwaséw nukleinowych.

Ich pojawienie sie w zakazonej komérce sygnalizuje poczatek syntezy wirusowego DNA
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i transkrypcje genow pdéinych — y (L — ang. late), kodujgcych biatka strukturalne
oraz glikoproteiny ostonki (Mettenleiter, 2000; Weir, 2001).

Model replikacji materiatu genetycznego alfaherpeswiruséw zaktada, iz kolista forma
genomu stuzy jako matryca do pierwszej rundy replikacji typu theta, rozpoczynajgcej
sie  w miejscu inicjacji replikacji. W dalszej kolejnosci, poprzez nieznany
dotad mechanizm, nastepuje zmiana dwukierunkowej replikacji na model toczgcego sie kota,
generujgcy powstanie konkatamerycznej formy DNA o ztozonej, rozgatezionej strukturze.
Pdiniejsza rekombinacja pomiedzy konkatamerami prowadzi do formowania
i uszeregowania réznych konfiguracji regiondow UL i US. Powstate w wyniku replikacji DNA
konkatamery, po podziale na niezalezne jednostki, sg kierowane do kapsydéow i w formie
nukleokapsydu transportowane z jadra komérkowego do cytoplazmy, gdzie zostajg
opfaszczone warstwg tegumentu. Nabywanie ostatecznej lipidowej ostonki wirusowej
zachodzi poprzez paczkowanie niedojrzatych form wirionéw do pecherzykéw systemu
trans-Golgi (TGN - ang. trans Golgi network) lub endosomoéw, w ktdrych btonie znajduja
sie juz dojrzate glikoproteiny wirusowe (Enquist i wsp., 1998; Mettenleiter i wsp., 2002).
Réwniez z udziatem tych struktur nastepuje przemieszczenie dojrzatych czastek wirusowych
i ich uwolnienie do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej w wyniku fuzji pecherzyka
transportujagcego z btong komdrkowa. Mozliwe jest rozprzestrzenianie sie wirusa

do otaczajgcych komoérek.

3.2.1.3 Odpowiedz immunologiczna i wirusowe mechanizmy ingerencji w infekcji
alfaherpeswirusowej

Reakcja uktadu immunologicznego gospodarza na infekcjg  wirusowa
rozpoczyna sie w momencie pojawienia sie wirusa w organizmie i poczatkowych etapach
infekcji. Zaangazowana na etapie zwalczania zakazenia odpowiedZ nieswoista obejmuje
aktywacje makrofagdw, neutrofili, granulocytédw oraz produkcje interferonu typu Il i prowadzi
do powstania miejscowego stanu zapalanego. W dalszym etapie istotng role odgrywa
odpowiedZ nabyta, zalezna od limfocytdw T i B, a przeciwciata neutralizujace,
skierowane gtéwnie przeciwko wirusowym glikoproteinom (gB, gC, gD i gE),
hamujg rozprzestrzenianie sie wirusa (Babiuk i wsp., 1996). Mechanizmy te nie sg jednak

w stanie catkowicie wyeliminowaé¢ patogenu, ktdry po pierwotnej infekcji pozostaje
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W organizmie na cate zycie. Dzieje sie tak ze wzgledu na fakt rozwiniecia

przez alfaherpeswirusy strategii immunomodulacyjnych i bezposredniego unikania

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

a) wyksztatcenie infekcji utajonej — latentnej

b) zawracanie wysoko immunogennych glikoprotein wirusowych
z powierzchni btony komérkowej zainfekowanej komorki:
- indukowana przez wigzanie specyficznych przeciwciat antywirusowych,
internalizacja glikoprotein z powierzchni monocytéw przy udziale gB i gD
(Favoreel i wsp. 2002; Ficirska i wsp. 2005)

¢) indukowane aktywnoscig biatek wirusowych ingerowanie w proces prezentacji
antygenu za pomocg czgsteczek MHC klasy I:
- blokowanie kompleksu biatkowego transportera zwigzanego z przetwarzaniem
antygenu (TAP ang. transporter associated with antigen processing) nalezgcego
do rodziny transporteréw z kaseta wigzgcg ATP, zwigzanego z procesem
prezentacji antygenu przez czasteczki MHC klasy | (Tomazin i wsp., 1998;
Koppers-Lalic i wsp. 2005; Koppers-Lalic i wsp., 2008; Verweij i wsp., 2015;
Matschulla i wsp., 2017)
- zmniejszenie ilosci syntetyzowanych czasteczek MHC klasy | jako rezultat
dziatania biatka UL41 (vhs) posiadajgcego wtasciwosci endorybonukleazy
(Hinkley i wsp., 2000)
- kierowanie czasteczek MHC | do degradacji (van de Weijer i wsp., 2014;
van den Boomen i Lehner, 2015; van de Weijer i wsp., 2015)
- zaburzenie transportu wewngtrzkomérkowego czasteczek MHC |
(Abendroth i wsp., 2001; Park i wsp., 2004; Zuo i wsp., 2009; Griffin i wsp., 2010;
Schuren i wsp., 2016)

d) ingerencja w aktywno$¢ immunoproteasomu (Khan i wsp., 2004;

van de Weijer i wsp., 2015)
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e) hamowanie produkgcji biatek komorki gospodarza:

- oddziatywanie za pomocg wirusowego mikroRNA na transkrypty komorki

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

- hamowanie transkrypcji genow kodujacych interferony

klasy | przez biatko BICPO (Saira i Jones, 2006)

- ingerowanie za pomocg biatek o aktywnosci RNAzy — BGLF5 (Griffin i wsp., 2010)
lub endonukleazy alkalicznej — SOX (Griffin i wsp., 2010)

f) bezposrednie oddziatywanie na elementy uktadu immunologicznego gospodarza:

- zaburzenie funkcjonowania makrofagéw, limfocytéow i komodrek NK

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

- kierowanie limfocytéw CD4+ na droge apoptozy (Babiuk i wsp., 1996; Winkler
i wsp., 1999),

- interakcja gC z C3b - sktadowa ukfadu dopetniacza — blokowanie S$ciezki

alternatywnej (Huemer i wsp., 1993; Turin i wsp., 1999),
- wigzanie chemokin przez gG (Bryant i wsp., 2003)

- aktywno$¢ immunosupresyjna za pomocg tzw. wirokin — homologéw cytokin

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

- wigzanie przeciwciat przez kompleks gE/gl petnigcy funkcje receptora FcyR

(Ndjamen 1 WSP., 2014)

Ponadto, wywotane infekcjg wirusowg S$rodowisko immunosupresyjne zwieksza
podatnos¢ organizmu gospodarza na infekcje wtdrne (bakteryjne, grzybowe, innymi wirusami)

i rozwdj chordb wspéttowarzyszacych.
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3.2.1.4 Wykorzystanie szlakow endocytozy przez wirusowe glikoproteiny podczas cyklu
replikacyjnego

Wystepujagce w komodrkowych biatkach btonowych sekwencje endocytozy,
takie jak motywy: tyrozynowy (YXX®) i dileucynowy (LL) oraz klaster kwasnych
aminokwaséw odgrywajg kluczowg role w kontrolowaniu proceséw komoérkowych,
w tym endocytozy klatrynozaleznej, sortowaniu biatek i aktywacji szlakéw sygnatowych.
Doniesienia literaturowe dowodzg, iz wiele sposréd biatek herpeswirusowych zawiera
w swojej sekwencji opisywane motywy endocytozy (Favoreel i wsp., 2006),
gdyz szlaki endocytozy sg wykorzystywane przez wirusowe glikoproteiny w zainfekowanej
komorce podczas cyklu replikacyjnego (de Zarate i wsp., 2007).
Wykazano, iz endocytoza herpeswirusowych glikoprotein moze ttumaczyé proces unikania
odpowiedzi immunologicznej ze strony gospodarza (Brideau i wsp., 2000; Favoreel i wsp.,
2002) i sprzyja¢ wewngtrzkomérkowemu transportowi glikoprotein i biatek ostonki w miejsce
koicowego montazu dojrzatych wiriondw (po internalizacji w bfonie komoérkowej
zainfekowanej komoérki biatka sg zawracane do jej wnetrza i gromadzone w czesci trans
aparatu Golgiego  (TGN) lub utworzonych pecherzykach  transportowych)
(de Zarate i wsp., 2007) (Tabela 7).

Najczesciej spotykany motyw tyrozynowy nalezy do rodziny YXXO®, gdzie Y stanowi
reszte tyrozyny, X reszte dowolnego aminokwasu, a @ reszte wysoce hydrofobowego
aminokwasu. Wedtug danych literaturowych motyw tyrozynowy zlokalizowany
w domenie cytoplazmatycznej biatek wirusowych jest zaangazowany w szereg mechanizmow,
takich jak: endocytoza klatrynozalezna (interakcja z biatkiem adaptorowym AP-2), transport
biatek z retikulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego (prawdopodobnie poprzez
maskowanie sygnatu retencji w ER lub oddziatywanie z biatkiem COP-II),
sortowanie bazolateralne (udziat biatka adaptorowego AP-1B), sortowanie wirionow
do aksondw, przekazywaniu sygnatéw (prawdopodobnie dzieki fosforylacji przez kinaze
tyrozynowg). Zaobserwowano, iz heterooligomery biatek wirusowych réwniez mogga ulegaé
endocytozie w oparciu o cho¢ jeden motyw tyrozynowy obecny w polipeptydzie tworzgcym
kompleks (przyktad stanowi gE VZV i PRV, ktdrej sekwencja YXX® powoduje endocytoze
kompleksu  gE/gl (Alconada i wsp.,, 1998; Tirabassi i Enquist, 2000).
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TABELA 7. Lokalizacja i funkcje motywu tyrozynowego wybranych biatek wirusowych.

motyw endocytozy homolog funkcja odnosnik
wirusowy literaturowy
motyw tyrozynowy | gB HSV, PRV, VZV | endocytoza z powierzchni | (Heineman i  Hall,

btony komdrkowej

2001; Favoreel i wsp.,
2002; Fan i wsp., 2002;
de Zarate i wsp., 2007)

gD PRV (Ficinska i wsp., 2005)
gE PRV, VZV (Alconada i wsp., 1996;
Olson i Grose, 1997;
Tirabassi i Enquist,
2000)
gH Vvzv (Pasieka i wsp., 2003)
gB HSV, vzv transport z ER do aparatu | (Favoreeliwsp., 2006)
Golgiego
gB PRV sortowanie bazolateralne | (Favoreeliwsp., 2006)
gE PRV motyw sygnatowy (Favoreel i wsp., 2006)
US9 PRV sortowanie do aksonéw (Favoreel i wsp., 2006)
motyw gB VZV i PRV endocytoza biatek | (Heineman i  Hall,
dileucynowy wirusowych [ ich | 2001)
prawidtowa lokalizacja w
obrebie aparatu Golgiego
klaster  kwasnych | gk VZV posredniczenie (Alconadaiwsp., 1999)

aminokwasow

w transporcie
glikoproteiny do
trans aparatu Golgiego

czesci
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Motyw  dileucynowy (LL), ktorego funkcja i dziatanie sg podobne
jak w przypadku motywu tyrozynowego, petni SWO0j3 role
przez wigzanie sekwencji obejmujacej reszty aminokwasowe leucyny
do podjednostki o biatka adaptorowego z rodziny AP (Kelly i wsp., 2008).

Klaster kwasnych aminokwasow, nalezgcy do rodziny motywdw sygnatowych opartych
o reszty aminokwaséw kwasnych, zawiera sekwencje konsensusowe dla fosforylacji

przez komodrkowa kinaze 2 (CK2) i interakcji z biatkiem PACS-1 (Crump i wsp., 2001).

3.2.2 Glikoproteina B alfaherpeswirusow

Gen UL27 kodujgcy glikoproteine B jest jednym z najsilniej konserwowanych genéw
wsérdéd herpeswirusow a produkt jego tranksrypcji i translacji nalezy do grupy biatek
obligatoryjnych. gB, poprzez wigzanie do reszt siarczanu heparanu na powierzchni komérki
gospodarza i utworzenie kompleksu z heterodimerem gH/gL, warunkuje fuzje ostonki wirusa

z btong komdrkowa i uwolnienie kapsydu do wnetrza komoérki.

3.2.2.1 Struktura glikoproteiny B alfaherpeswirusow i funkcje na rdznych etapach
infekcji

Transbtonowa glikoproteina B nalezy do grupy biatek fuzyjnych klasy IlI,
a jej organizacja czgsteczki ztozona ze struktur a- i B- drugorzedowych, taczy w sobie cechy
charakterystyczne dla biatek fuzyjnych klasy | i 1l (Backovic i Jardetzky, 2011).
Poszczegblne domeny gB sg do siebie podobne i zawierajg centralnie usytuowang spirale
utworzong z trzech nici tancucha polipeptydowego, typowg dla biatek klasy I.
Jednak w przeciwienstwie do biatek klasy I, w ktérych peptyd fuzyjny jest usytuowany
na N-koncu, gB posiada wewnetrzng dwudzielng petle fuzyjne w domenie |,
analogiczng do pojedynczej petli fuzyjnej biatka fuzyjnego klasy Il. Petla fuzyjna biatek klasy Il
sktada sie w catosci z aminokwasdw hydrofobowych, podczas gdy petla fuzyjna gB posiada
zarbwno aminokwasy hydrofobowe, jak i z polarnym tadcuchem bocznym,
posiadajgce fadunek. W szczegdlnosci petle fuzjogenne odpowiadajg domenom obejmujgcym

reszty aminokwasowe 173-179 i 258-265 biatka gB (Falanga i wsp., 2012).
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w zaleznosci od gatunku alfaherpeswirusa wielkos¢ biatka
waha sie od 903 do 947 reszt aminokwasowych. Skfada sie ono z trzech podjednostek
(homotrimer), potgczonych mostkami dwusiarczkowymi (Rycina 6). Forma prekursorowa
biatka w wyniku N- i O-glikozylacji, zachodzacej wedtug réznych wzoréw u poszczegdlnych
przedstawicieli  alfaherpeswiruséw, jest przeksztatcana w  podjednostke gBa
(Galdiero i wsp., 2008). Monomery gBb i gBc sg wynikiem ciecia proteolitycznego gBa
przez komodrkowag furyne (Hampl i wsp. 1984; Wolfer i wsp. 1990).
Wiekszos¢ homologdw gB ulega takiemu cieciu (wyjgtkiem jest, np.: gB HSV-1 (Wenske i wsp.,
1982) i petni swojg funkcje jako trimer z uwzglednieniem jej konformacji posrednich,

m.in. przed i po fuzji, zaleznych od zmian poziomu pH (Muggeridge, 2012).
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RYCINA 6. Struktura formy monomerycznej i trimeru gB PRV otrzymana na podstawie badan
krystalograficznych skréconej formy biatka (59-756 aa). Regiony tworzgce pie¢ domen gB oznaczono cyframi
rzymskimi od | do V. Petle fuzyjne (FL1 i FL2) zlokalizowane sg w obrebie domeny I. Sekwencja tgczgca domeny Il
i I, ktéra nie zostata okreslona w tym modelu, jest zaznaczona jako zétta przerywana linia, aby wskazaé
przypuszczalne potozenie miejsca ciecia furyng (pomaranczowa gwiazda). Miejsce glikozylacji asparaginy 264,
do ktdérego przytaczona jest pojedyncza reszta N-acetyloglukozaminy, reprezentuje z6tta gwiazda. (na podstawie
Vallbracht i wsp., 2017, zmienione).
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Glikoproteina B jest biatkiem niezbednym w cyklu rozwojowym alfaherpeswirusow.
gB wirusa HSV-1 przypisuje sie funkcje w fuzji pomiedzy ostonka wirionu
i zewnetrzng btong jadrowa podczas transportu niedojrzatej czastki wirusowej.
gB wirusa HSV-1 petni rdwniez role, wraz z gk, w indukowanej przez wirusy fuzji komdrkowej
(tworzenie syncytiéw) (Chouljenko i wsp., 2009). W przypadku wirusa PRV wykazano réwniez
udziat w rozprzestrzenianiu sie wirusa drogg bezposredniej transmisji z komorki do komérki

(Rauh i Mettenleiter 1991).

3.2.2.2 Wrtasciwosci immunomodulacyjne glikoproteiny B alfaherpeswiruséw poprzez
interakcje z czqsteczkami MHC klasy Il

Chociaz to czgsteczki MHC klasy | sg gtdwnym celem herpeswirusowych mechanizmodw
unikania odpowiedzi immunologicznej, odnotowano wsréd ich przedstawicieli przyktady
ingerowania w szlak prezentacji antygenow gtoéwnego ukfadu zgodnosci tkankowej klasy Il.

gB HSV-1 posiada w swojej sekwencji aminokwasowe] fragment identyczny
ze znajdujagcym sie  w biatku CD74/li — tancuchu niezmiennym zwigzanym
z czasteczkami MHC klasy Il. Sgsiaduje on z wysoce konserwowanym motywem wigzgacym
czgsteczki HLA-DR1. Oba te segmenty sekwencji wirusowej przypominajg miejsce wigzania
MHC klasy Il i ludzkiego CD74/li (Sievers i wsp., 2002). Co wiecej, gB HSV-1 moduluje
prezentacje antygenu poprzez indukowanie fuzji wczesnych endosoméw i zatrzymywanie
w zmienionych w ten sposdb strukturach czasteczek MHC Il.
Model komdérkowy z konstytutywng ekspresjg genu gB uwidacznia olbrzymie pecherzyki
pochodzenia endosomalnego, zawierajgce duze ilosci czasteczek MHC 1l i markerdéw
wczesnych endosoméw (EEA1, Rab5), oddziatujgcych z gB. Podobny efekt byt widoczny
w liniach komoédrkowych infekowanych wirusem HSV-1 (Niazy w wsp., 2017).
Dalsze  badania  wykazaty udziat gB w  kierowaniu czgsteczek  HLA-DR
do egzosomow i zwiekszenie ilosci wydzielanego na szlaku egzosomalnym biatka CD63,
potwierdzajgc  immunomodulacyjng  funkcje gB  (Temme i  wsp.,,  2010).
Doniesienia te, korespondujg z wczes$niejszymi badaniami, w ktérych obserwowano,
iz funkcjonalne MVBs petnig istotng funkcje w transporcie i dojrzewaniu gB HSV-1
oraz powstawaniu dojrzatych wirionow (Calistri i wsp., 2007).

Badanie z wykorzystaniem tomografii krioelektronowej dla analizy pecherzykow
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zewnatrzkomérkowych izolowanych z komérek transfekowanych konstruktem niosgcym
petnej dtugosci gen gB HSV-1, potwierdzito obecnos¢ gB zakotwiczonej w btonie EVs
i pozwolito na doktadniejsze okreslenie struktury tego biatka w znanej formie trimerycznej
post-fuzyjnej oraz wykazanie nowej — krétszej i bardziej skondensowanej (Rycina 7)

(Zeev-Ben-Mordehai i wsp., 2016).
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RYCINA 7. Struktura i obraz uzyskany za pomocg tomografii krioelektronowej dwéch réznych trimerycznych
konformacji petnej diugosci gB HSV-1 zakotwiczonej w btonie pecherzyka zewnatrzkomérkowego.
Widok ortogonalny trimerycznych form gB: btona — kolor niebieski, gB — kolor z6tty;
A-C reprezentacja izopowierzchni po rekonstrukcji 3D postaci dtugiej gB, D-E reprezentacja izopowierzchni
po rekonstrukcji 3D postaci krétkiej gB, F — trojwymiarowa rekonstrukcja formy dtugiej (jak w E, zabarwiona
na biato) z dopasowang strukturg krystaliczng po fuzji. Obraz tomografii krioelektronowej gB HSV-1
zakotwiczonej w btonie pecherzyka zewnatrzkomérkowego: 1, Il — czerwone tuki oznaczajg krétka forme gB,
a biate — dtugg forme gB, Il — tréojwymiarowe odwzorowanie tomogramu przedstawionego w I, btona — kolor
niebieski, gB — kolor z6tty; wykres przedstawiajacy dystrybucje pecherzykéow zewngtrzkomdrkowych
z wykazaniem formy dtugiej (biate stupki) oraz krétkiej (czarne stupki) (na podstawie Zeev-Ben-Mordehai i wsp.,
2016, zmienione).
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4 CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto zbadanie zwigzku glikoproteiny B trzech wybranych
alfaherpeswiruséow (HSV-1, BoHV-1, PRV) ze szlakiem endosomalno-egzosomalnym komérek,

poprzez:

- badanie zdolnosci gB do lokalizacji w pecherzykach zewngatrzkomdrkowych

wraz z prébg okreslenia mechanizmu inkorporacji gB do EVs,

- badanie zdolnosci gB do oddziatywania z czgsteczkami MHC klasy 1l (ludzkimi i bydlecymi)
i obnizania poziomu MHC Il na powierzchni komérek, co swiadczytoby o immunomodulacyjnej

funkcji gB.

Aby dokona¢ oceny «czy inkorporacja gB do EVs oraz jej interakcje
z MHC 1l sg wifasciwosciami konserwowanymi ewolucyjnie, trzy homologi gB analizowano
poréwnawczo. gB wirusa HSV-1 wybrano jako odnosnik, poniewaz jej aktywnos$é
w  kontekscie EVs i MHC Il zostata wczedniej opisana w literaturze;
gB wiruséw BoHV-1 i PRV nie zostaty wczesniej poddane podobnym testom.
Wyniki mogtyby pozwoli¢ na bardziej doktadne poznanie interakcji molekularnych pomiedzy
herpeswirusami a komdrka gospodarza przez obserwacje mechanizmu dziatania najbardziej
konserwowanego w  rodzinie  herpeswiruséw  biatka  ostonkowego -  gB.

Dodatkowo, celem pracy byta réwniez charakterystyka fizyko- biochemiczna
pecherzykédw zewngtrzkomdrkowych uwalnianych przez komérki infekowane wybranymi
alfaherpeswirusami,  mogaca  dostarczy¢é nowych informacji o  potencjalnej
roli pecherzykéw  zewnatrzkomdrkowych podczas infekcji herpeswirusowej.

Wykonane w ramach pracy doktorskiej badania byty czescig projektu zatytutowanego
,Badanie roli egzosoméw w przebiegu infekcji alfaherpeswirusami”, finansowanego

z programu SONATA Narodowego Centrum Nauki.
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5 MATERIALY

5.1 Szczepy bakteryjne

Escherichia coli - Top10 — mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAM15 AlacX74 deoR recAl
ara A139 A(ara, leu)7697 galU galK I rpsL(strf) endA1 nupG — szczep bakteryjny uzywany

do namnozenia plazmidéw (Thermo Scientific/Invitrogen, USA).

5.2 Szczepy wirusowe

HSV-1 Ludzki herpeswirus 1, szczep syn 17+ - izolat kliniczny otrzymany z Friedrich Loeffler
Institut, Federal Research Institute for Animal Health (Niemcy), namnazany i miareczkowany

przy uzyciu ssaczej linii komorkowej Vero.

BHV-1 Bydlecy herpeswirus 1, podtyp 1, szczep Lam - izolat kliniczny otrzymany z Institute
for Animal Health and Science (Holandia), namnazany i miareczkowany przy uzyciu ssaczej linii

komdrkowej MDBK.

PRV Wirus pseudowscieklizny, szczep NIA-3 —izolat kliniczny otrzymany z Institute for Animal
Health and Science (Holandia), namnazany i miareczkowany przy uzyciu ssaczej linii

komédrkowej SK6.

5.3 Wektory plazmidowe

pJET1.2 — wektor liniowy przeznaczony do klonowania i analizy produktéw PCR (Rycina 8)

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

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

pPLZRS-IRES-ANGFR — wektor retrowirusowy, ktérego konstrukcja zostata oparta na wirusie

mysiej biataczki Moloney’a (MMLV) (Rycina 9); w swojej sekwencji zawiera:

e element pUC-ori pozwalajacy na replikacje plazmidu w systemach bakteryjnych,
a takze oriP oraz EBNA-1 wirusa Epstein-Barr (EBV), umozliwiajgce namnazanie

wektora w komérkach eukariotycznych,

e sygnat pakowania RNA (W) wraz z fragmentami 3’LTR i 5’LTR biorgcymi udziat

w integracji fragmentu wektora do DNA komodrek ssaczych,

e promotor retrowirusowy w obrebie 5’LTR, warunkujgcy ekspresje genu

umieszczonego w MCS (ang. multiple cloning site),
e geny opornosci na ampicyline i puromycyne,

e sekwencje IRES odpowiedzialng za translacje biatka reporterowego — skrdconej,
przez delecje sekwencji kodujgcej domene cytoplazmatyczg, formy receptora

nerwowego czynnika wzrostu NGFR (ang. nerve growth factor receptor)
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(Zbiory Zaktadu Biologii Molekularnej Wiruséw, MWB UG-GUMed, Polska, pierwotne zrodto —
Stanford University, USA https://web.stanford.edu/group/nolan/OldWebside/retroviral

systems/retsys.html).

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

PGK-1 puromycyna

RYCINA 9. Mapa plazmidu pLZRS-IRES-ANGFR (zrodto: Zbiory Zaktadu Biologii Molekularnej Wiruséw,
MWB UG-GUMed, Polska, pierwotne Zzrodto — Stanford University, USA).

pCMV-VSV-G — plazmid zawierajgcy gen glikoproteiny G wirusa pecherzykowatego zapalenia
jamy ustnej VSV (ang. vesicular stomatitis virus) pod kontrolg promotora Pncwy (Cell Biolabs,

USA).

pBABEpuro — wektor retrowirusowy, ktérego konstrukcja zostata oparta na wirusie mysiej
biatakczki Moloney’a (MMLV) (Morgenstern i Land, 1990) (Rycina 10); w swojej sekwencji
zawiera pUC-ori, sygnat pakowania (W), fragmenty 3’LTR i 5'LTR (z promotorem
retrowirusowym), gen opornosci na puromycyne (Zbiory Zaktadu Biologii Molekularnej
Wiruséw, MWB UG-GUMed, Polska, pierwotne zZréodto — Stanford University, USA

https://web.stanford.edu/group/nolan/OldWebside/retroviral systems/retsys.html).
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RYCINA 10. Mapa plazmidu pBABE-puro (zrédto: https://www.addgene.org/1764/).

pFB-CMV-VSVG-gB — plazmid zawierajacy sekwencje kodujgca glikoproteine B wirusa PRV,
wykorzystany do uzyskania na drodze klonowania molekularnego plazmidu na bazie wektora
retrowirusowego z sekwencja genu glikoproteiny B wirusa PRV (Zbiory Zaktadu Biologii

Molekularnej Wiruséw, MWB UG-GUMed, Polska/ Grabowska i wsp., 2009).

5.4 Sekwencje nukleotydowe gendw wirusowych

NCBI ID
HSV-1 gB 24271469
BoHV-1 gB JX898220 region: 55564-58365
PRV gB 2952558
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5.5 Linie komérkowe

MelJuSo (MJS) (University Medical Center Utrecht, Holandia) linia ciggta komoérek ludzkiego

czerniaka, hodowana w pozywce RPMI-1640.

MelJuSo (MJS) gD BoHV-1 (linia komérkowa skonstruowana przez dr Matgorzate Graul
w ramach jej pracy doktorskiej, Zaktad Biologii Molekularnej Wirusow, MWB G-GUMed,
Polska/ M. Graul Modulacja odpowiedzi immunologicznej podczas infekcji herpeswirusem -
molekularne aspekty dziatania kompleksu biatek UL49.5/gM wirusa BHV-1) linia ciggta
komodrek ludzkiego czerniaka z konstytutywng ekspresjg genu glikoproteiny D bydlecego

herpeswirusa 1, hodowana w pozywce RPMI-1640.

Jurkat (E6.1, ECACC, Wielka Brytania) linia ciggta ludzkich limfocytéw T w stadium ostrej
biataczki hodowana w pozywce RPMI-1640; w celu zwiekszenia produkcji gB aktywowana
w trakcie hodowli dodatkiem 100 nM 13-octanu 12-mirystynianu forbolu (PMA) i 1 mg/ml
fitohemaglutyniny (PHA).

MDBK (ang. Madin—-Darby bovine kidney) (CCL-22, ATCC, USA) linia ciggta komodrek

embrionalnych pochodzgcych z nerki bydlecej, hodowana w pozywce RPMI-1640.

SK6 (ang. swine kidney, klon 6) (Institute for Animal Health and Science, Holandia) linia ciggta

spontanicznie immortalizowanych komaérek nerki $winskiej, hodowana w pozywce DMEM.

Huh-7 (University of Glasgow, UK) linia ciggta komdrek Iludzkich izolowanych

z guza nowotworowego watroby, hodowana w pozywce DMEM.

Vero (CCL-81, ATCC, USA) linia ciggta komodrek pochodzacych z nerki kotawca jasnonogiego

(ang. African green monkey) hodowana w pozywce DMEM.

GP2-293 (Takara/Clontech, Japonia) linia pakujgca systemu retrowirusowego, bedaca
pochodng linii HEK 293T (linia komdrkowa ludzkiej nerki transformowana adenowirusem
i transfekowana plazmidem umozliwiajgcym ekspresje genu duzego antygenu T wirusa SV40),

wykorzystywana do uzyskania czgstek retrowirusowych, hodowana w pozywce IMDM.
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5.6 Media hodowlane komdérek bakteryjnych i ssaczych

LB (Luria-Broth) bakteryjne ptynne podtoze hodowlane [zawierajgce w sktadzie na 200ml:
2g bacto tryptonu, 1g ekstraktu drozdzowego, 2g NaCl o ustalonym pH=7,0 i autoklawowane

przez 30 min przy 0,7 atm]

LA (Luria Agar) bakteryjne state podtoze hodowlane [zawierajgce w sktadzie na 200mil:
3g bacto agaru, 2g bacto tryptonu, 1g ekstraktu drozdzowego, 2g NaCl o ustalonym pH=7,0

i autoklawowane przez 30 min przy 0,7 atm]

RPMI- 1640 (Sigma, USA) podifoze wzrostowe stosowane do hodowli komdrek ssaczych,
suplementowane L-glutaming i roztworem antybiotykdéw (zgodnie z zaleceniami producenta)

oraz inaktywowang surowicg bydleca do stezenia koricowego 10% (Sigma, USA)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Corning, USA) podtoze wzrostowe stosowane
do hodowli komdrek ssaczych, suplementowane L-glutaming i roztworem antybiotykow
(zgodnie z zaleceniami producenta) oraz inaktywowang surowicg bydlecg do stezenia

koncowego 8% lub 20% (Corning, USA)

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) (Lonza, Switzerland) podfoze wzrostowe
stosowane do hodowli komérek ssaczych, suplementowane L-glutaming i roztworem
antybiotykéw (zgodnie z zaleceniami producenta) oraz inaktywowang surowicg bydleca

do stezenia koncowego 10%

Hybridomed DIF-1000 (Biochrom, Germany) podtoze wzrostowe stosowane do hodowli
komédrek ssaczych — przeznaczonych do izolacji pecherzykdw zewnatrzkomodrkowych,
suplementowane L-glutaming i roztworem antybiotykdw (zgodnie z zaleceniami producenta),
pozbawione dodatku inaktywowanej surowicy bydlecej ze wzgledu na mozliwosé

wprowadzenia do ukfadu struktur
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5.7 Przeciwciata i znaczniki fluorescencyjne

stosowane rozcienczenie

Ip. B — Western Blotti producent
. . — Western Blotting
hazwa p rzeciwciata IF — Immunofluorescencja
FC — Cytometria przeptywowa
IP — Immunoprecypitacja
przeciwciata pierwszorzedowe
1 Mysie przeciwciato monoklonale WB: 1:2000 Santa Cruz Biotechnology, USA
anty-HSV-1/2 gB (10B7
Y g8 ) IF: 1:1000
FC: 1:1000
IP: 1u
2 Mysie przeciwciato monoklonale WB: 1:2000 VMRD, USA
anty-BoHV-1 gB (H2
Y g8 (H2) IF: 1:1000
FC: 1:1000
IP: 1u
3 Kozia surowica poliklonalna anty- WB: 1:2000 VMRD, USA
IBR/BoHV-1
IF: 1:1000
FC: 1:1000
4 Krélicza poliklonalna surowica PRV~ WB: 1:2000 udostepnione  przez Hanns-
gB-specyficzna Joachim Rziha (Friedrich Loeffler
IF: 1:1000 .
Institut, Federal Research
FC: 1:1000 Institute for Animal Health,
Niemcy)
5 | Mysie przeciwcialo monoklonale WB: 1:2000 udostepnione  przez  Hanns-
anty-PRV gB (A20-c26) Joachim Rziha (Friedrich Loeffler
IF: 1:1000 .
Institut, Federal Research
FC: 1:1000 Institute for Animal Health,
Niemcy)
6 Mysie przeciwciato monoklonale WAB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, USA
anty-Alix (3A9)
7 | Mysie przeciwciato monoklonale WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, USA

anty-CD63 (MX-49.129.5)
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Kozie przeciwciato poliklonalne
anty-CD63

Mysie przeciwciato monoklonale
anty-CD9 (MCA-469GA)

Krolicze przeciwciato

monoklonalne anty-flotyllina-2

Kozie przeciwciato poliklonalne
anty-kalneksyna

Krélicze przeciwciato poliklonalne
anty-Tom40

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-HLA-DR (L243)

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-bydlece MHC Il (IL-A21)

Krélicze przeciwciato poliklonalne
anty-HLA-DRa

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-HLA-DRa (G-7)

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-HLA-DRp (TAL14.1)

Krélicze przeciwciato poliklonalne
anty-HLA-DRP

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-HSV-1/2 gC (3G9)

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-HSV-1/2 gD (DL6)

Mysie przeciwciato monoklonalne

anty-HSV-1/2 ICP5 (3B6)

Krélicze przeciwciato poliklonalne
anty-HSV-1y34.5/ICP34.5

IF: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000

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

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

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

WB: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000
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Santa Cruz Biotechnology, USA

Bio-Rad/AbD Serotec, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

zebrane jako hybrydoma
supernatantu  znad hodowli
komérkowej Merck/Sigma, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Bioss Antibodies, USA



23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-BoHV-1 gC (F2)

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-BoHV-1 gD

Krdlicza surowica BoHV-1 VP5-
specyficzna

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-BoHV-1 gE

Krélicze przeciwciato poliklonalne
anty- BoHV-1 gM

Krélicze przeciwciato poliklonalne
anty- BoHV-1 UL49.5 (H11)

Mysie przeciwciato anty- PRV gC
(B16-d6)

Krélicze przeciwciato poliklonalne
anty-PRV gD (016/00)

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-PRV gE

Krélicze przeciwciato
monoklonalne anty- EEA1

Krélicze przeciwciato
monoklonalne anty- Rab11

Krélicze przeciwciato
monoklonalne anty-Rab7

Krélicze przeciwciato
monoklonalne anty- LAMP1

Mysie przeciwciato monoklonalne
anty-NGFR

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

WB:

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:600

1:600

1:1000

1:1000

1:1000

IF: 1:300

IF: 1:300

IF: 1:300

IF: 1:300

FC: 1:100
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VMRD, USA

VMRD, USA

udostepnione przez Sylvia van
Drunen Littel-van den Hurk
(University of Saskatchewan,
Kanada)

udostepnione przez Frans
Rijsewijk (Institute for Animal
Health and Science, Holandia)

Zbiory Zaktadu Biologii
Molekularnej Wiruséw (MWB
UG-GUMed, Polska)

Zbiory Zaktadu Biologii
Molekularnej Wiruséw (MWB
UG-GUMed, Polska)

udostepnione  przez Hanns-
Joachim Rziha (Friedrich Loeffler
Institut, Federal Research
Institute for Animal Health,
Niemcy)

udostepnione  przez Hanns-
Joachim Rziha (Friedrich Loeffler
Institut, Federal Research
Institute for Animal Health,
Niemcy)

udostepnione  przez Hanns-
Joachim Rziha (Friedrich Loeffler
Institut, Federal Research
Institute for Animal Health,
Niemcy)

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

(Cell Signaling Technology, USA)

Merck/Sigma, USA
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38

39

40

41

42

43

44

45

Ip.

koniugat  kozich  anty-mysich
przeciwciat 1gG z peroksydaza
chrzanowa

koniugat oslich anty-krdliczych
przeciwciat 1gG z peroksydazg
chrzanowa

koniugat oslich anty-kozich
przeciwciat 1gG z peroksydaza
chrzanowg

koniugat kozich przeciwciat anty-
mysich IgG z fikoerytryng

koniugat kozich przeciwciat anty-
mysich rozpoznajacych tarcuch
lekki IgG z peroksydazg chrzanowg

koniugat kozich anty-mysich IgG z
Alexa Fluor 546

koniugat kozich anty-kréliczych I1gG
z Alexa Fluor 488

koniugat oslich anty-kozich 1gG z
Alexa Fluor 488

koniugat kozich anty-kréliczych I1gG
z Alexa Fluor 633

nazwa znacznika
fluorescencyjnego

przeciwciata drugorzedowe

WB: 1:2000

WB: 1:2000

WB: 1:2000

FC: 1:350

WAB: 1:5000

IF: 1:1000

IF: 1:1000

IF: 1:1000

IF: 1:1000

Jackson, Immuno-Research, USA

Jackson, Immuno-Research, USA

Jackson, Immuno-Research, USA

Becton Dickinson, USA

Jackson, Immuno-Research, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

znaczniki fluorescencyjne

opis

PKH67 Green
Fluorescent Cell
Linker

LysoTracker  Red
DND-99

Zestaw do ogdlnego znakowania
btony komdrkowej znacznikiem
zielonej fluorescencji o wartosci
ekstynkcji 490 nm i emisji 502 nm

Barwnik czerwonej fluorescencji
(ekstynkcja 577 nm/ emisja 590 nm)
do znakowania i sledzenia organelli
(o kwasnym odczynie pH) w zywych
komérkach
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producent

Merck/Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Niemcy

Invitrogen, USA



5.8 Startery

Nazwa kasety Sekwencja nukleotydowa (5’-3’)
gB HSV-1 CGGGATCCGCCATGCGCCAGGGC
FW

REV | GGAATTCACAGGTCGTCCTCGTCGGCG

gB BoHV-1 1 CCGTCTTTGCGTCCGTCTTCCAC
FW

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

EcoRI Rev | GGAATTCTCATGCCCCCCCGACGTC

5.9 Wozorce masowe

Wzorzec masowy do elektroforezy agarozowej DNA — Gene Ruler DNA Ladder Mix —
fragmenty DNA o wielkosci par zasad: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000,
1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 (Thermo Scientific, USA)

Wzorzec masowy do elektroforezy poliakryloamidowej biatek — PageRuler Prestained
Protein Ladder — barwny wzorzec biatek o wielkosci 170, 130, 95, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10
kDa (Thermo Scientific, USA)

Wzorzec masowy do elektroforezy poliakryloamidowej biatek — PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder — barwny wzorzec biatek o wielkosci 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10 kDa
(Thermo Scientific, USA)

5.10 Enzymy

Antarktyczna fosfataza enzym defosforylujgcy korice 5° fragmentu DNA (New England

BiolLabs, USA)
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Bufor do antarktycznej fosfatazy 10x stezony (New England BiolLabs, USA)
Bufor do ligazy DNA faga T4 10x stezony (Thermo Scientific, USA)
Bufor EcoRI 10x stezony (Thermo Scientific, USA)

Bufor FastDigest 10x stezony (Thermo Scientific, USA)

Bufor G5 (New England BiolLabs, USA)

Bufor G7 (New England BiolLabs, USA)

Bufor NP-40 (New England BiolLabs, USA)

Bufor Red 10x stezony (Thermo Scientific, USA)

Bufor Tango 10x stezony (Thermo Scientific, USA)
Endoglikozydaza H (EndoH) (New England BiolLabs, USA)

Enzym BamHI (Thermo Scientific, USA)

Enzym EcoRI (Thermo Scientific, USA)

Enzym Hindlll (Thermo Scientific, USA)

Enzym Xhol (Thermo Scientific, USA)

FastDigest BamHI (Thermo Scientific, USA)

FastDigest EcoRIl (Thermo Scientific, USA)

FastDigest Hindlll (Thermo Scientific, USA)

FastDigest Xhol (Thermo Scientific, USA)

Ligaza DNA faga T4 (Thermo Scientific, USA)
Peptydylo-N-glikozydaza F (PNGaza F) (New England BioLabs, USA)

Polimeraza WALK enzym reakcji PCR (A&A Biotechnology, Polska)
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5.11 Buforyiinne odczynniki

0,25 M sacharoza (CHEMPUR, Polska)

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

0,32% cytrynian trisodowy w PBS

0,4% w/v btekit trypanu w PBS (Sigma, USA)

0,5 M roztwér wodny EDTA pH=8,0 [na 1 | roztworu: 186,1 g EDTA, 20,0 g NaOH]
0,5 mg/ml roztwér wodny polibrenu (Sigma-Aldrich, USA)

0,5M H2S04 (POCh, Polska)

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

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

1 mg/ml roztw6r wodny puromycyny (dodawany do pozywki do stezenia 2/4 pug/ml)
(MP Biochemicals, USA)

1% metyloceluloza w pozywce DMEM [6,25% FBS, 0,2% NaHCO04, 4,2 mM L-glutamina,

0,7x stezony roztwér antybiotykdw]

1% fiolet krystaliczny (Park Scientific, UK)

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

10% roztwor wodny nadsiarczanu amonu (APS) (Merck/Sigma, USA)
10% roztwor wodny siarczanu dodecylu sodu (SDS) (Merck/Sigma, USA)
100 mM roztwaér wodny MgCl;

100 mM roztwodr wodny MgCl, + 5% glicerol

100 nM 13-octanu 12-mirystynianu forbolu (PMA) (Merck/Sigma, USA)
100% metanol (MetOH) (POCh, Polska)

10x stezony roztwor antybiotykow (AA) penicylina G 10000 u/ml, streptomycyna 10000
ug/ml, amfoterycyna B 25 pg/ml w 0,85% NaCl (Merck/Sigma USA)
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2% roztwor octanu uranylu (POCh, Polska)
2,5% i 5% roztwor mleka odttuszczonego w TBST

200 mg/ml roztwér wodny ampicyliny dodawany do pozywki do stezenia koricowego 100

ul/ml (Polfa, Polska)

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

2x stezony bufor HBS [140 mM NacCl, 1,5 mM Na;HPO42H20, 50 mM HEPES, pH=7,05]
HEPES (Merck/Sigma, USA)

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

30% roztwor wodny akryloamiddéw [29,2% akryloamid, 0,8% N, N’-metyleno-bisakryloamid]
(Merck/Sigma, USA)

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

4% paraformaldehyd w PBS (Sigma, USA)

5 M roztwér wodny betainy (Merck/Sigma, USA)
50x stezony roztwor wodny jodoacetamidu (IAA) (Sigma, USA)
99,8% etanol bezwodny (EtOH) (POCh, Polska)
Agaroza (Merck/Sigma, USA)

Albumina bydleca (BSA) (Merck/Sigma, USA)
Azydek sodu (NaNs) (Sigma, USA)

Bacto agar (Difco, USA)

Bacto trypton (Difco, USA)

BCA Protein Assay (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Btekit bromofenolowy (Merck/Sigma, USA)

Bufor do transferu potsuchego [na 250 ml buforu: 0,7325 g glicyna, 1,4525 g tris, 0,09375 g
SDS, 50 ml MetOH]
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Bufor elektrodowy do elektroforezy poliakryloamidowej biatek
w warunkach denaturujacych 1x stezony pH=8,3 [na 1 | buforu: 3,02 g Tris, 14,42 g glicyna,
1,00 g SDS]

Bufor lizujgco-obcigzajacy do elektroforezy poliakryloamidowej biatek
w warunkach denaturujgcych 4x stezony [0,25 M Tris HCI pH=6,8, 8% SDS, 40% glicerol, 20%

B-merkaptoetanol, 0,04% btekit bromofenolowy]

Bufor lizujgco-obcigzajacy do elektroforezy poliakryloamidowej biatek
w warunkach niedenaturujacych 4x stezony [0,25 M Tris HCI pH=6,8, 8% SDS, 40% glicerol,
0,04% btekit bromofenolowy]

Bufor lizujgco-obciazajacy do elektroforezy poliakryloamidowej biatek
w warunkach denaturujgcych 6x stezony [0.375 M Tris pH=6,8%, 12% SDS, 60% glicerol, 20%

B-merkaptoetanol, 0.06% btekit bromofenolowy]

Bufor lizujgco-obcigzajacy do elektroforezy poliakryloamidowej biatek
w warunkach niedenaturujacych 6x stezony [0.375 M Tris pH=6,8%, 12% SDS, 60% glicerol,
0,06% btekit bromofenolowy]

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

Bufor obcigzajacy do elektroforezy agarozowej 6x stezony (Thermo Scientific, USA)

Bufor PBS 1x stezony [na 1 | buforu: 1,44 g Na;HPO4, 0,24 g KH2PO4, 8,00 g NaCl, 0,20 g KCl]
Bufor PBST PBS 1x stezony + 1% Tween20

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

0,5% kwas dezoksycholowy]

Bufor TAE 1x stezony [40 mM Tris, 20 mM kwas octowy, 1mM EDTA]
Bufor TBS [50mM Tris-HCl pH=7,5, 150 mM NaCl]

Bufor TBST 1x stezony TBS + 0,1% Tween20

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

Bufor TritonX-100 w PBS (TPBS) PBS 1x stezony + 0,1% TritonX-100
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Bydleca surowica ptodowa (FBS) termicznie inaktywowana (Merck/Sigma, USA)
Chlorek magnezu (MgCl) (Merck/Sigma, USA)

Chlorek potasu (KCI) (POCh, Polska)

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

Cytrynian trisodowy (Na3CsHs07) (POCh, Polska)

Dejonizowana i autoklawowana woda (H2044) (system firmy Merck, Niemcy)
Dodecylo siarczan sodu (SDS) (Merck/Sigma, USA)

D-PBS (Merck/Sigma, USA)

EDTA (Serva, Niemcy)

Ekstrakt drozdzowy (Difco, USA)

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

Glicerol (POCh, Polska)

Glicyna (Merck/Sigma, USA)

Izopropanol (POCh, Polska)

Jodiksanol (OptiPrep™) (Merck/Sigma, USA)

Kwas dezoksycholowy (Sigma, USA)

Metyloceluloza (Sigma-Aldrich, USA)

Mieko odttuszczone (SN Gostyn, Polska)

N, N, N', N'-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Carl Roth GmbH, Niemcy)
Nonidet P40 (NP-40) (Sigma Aldrich, USA)

Paraformaldehyd (POCh, Polska)

ProLong Diamond Antifade Mountant odczynnik do przedtuzania trwatosci preparatéw

mikroskopowych (Life Technologies/Thermo Scientific, USA)
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Roztwdr inhibitorow proteaz (roztwdr 100x stezony — cOmplete mini protease inhibitor

cocktail) (Roche, Szwajcaria)

Roztwor lizujgcy NP-40 [na 1l roztworu: 30 ml 5M NacCl, 100 ml 10% NP-40, 50 ml 1 M Tris
pH=8,8, 20 ml H2044]

Roztwdr PBA 1% BSA w PBS z 0,02% NaN3

Simply Safe™ znacznik fluorescencyjny kwaséw nukleinowych dodawany w ilosci 5 pl

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

Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, USA)
Tris (Merck/Sigma, USA)

TritonX-100 (Merck/Sigma, USA)

Tween20 (POCh, Polska)

Woda wolna od nukleaz (Merck/Sigma, USA)

Wodorofosforan sodu (NazHPO4) (POCh, Polska)

Wodorotlenek sodu (NaOH) (POCh, Polska)

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

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

Polska)

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

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

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

Ztoze do immunoprecypitacji Sepharose-Protein A (GE Healthcare, Szwecja)
Ztoze Sepharose -CL-4B (GE Healthcare, USA)

B-merkaptoetanol (Merck/Sigma, USA)
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5.12 Aparatura i inne materiaty

Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej biatek (Sigma Aldrich, USA/ BIO-RAD, USA)
Aparat do transferu pétsuchego (Sigma Aldrich, USA/ BIO-RAD, USA)

Bibuta Whatman 3MM (GE Healthcare, USA)

Cytometr przeptywowy Guava easyCyte (Merck, USA)

Cytometr przeptywowy z przystawka sortujacg FACS Calibur (Becton Dickinson, USA)
DS-11 spektrofotometr (DeNovix, USA)

Filtr @ 0,02 um, @ 0,45 um i @ 0,22 nm (membrana z polifluorku winylidenu) (Millipore, USA)
Hemocytometr typu Thoma (Medlab, Polska)

Infinite ® 200 PRO NanoQuant spektrofotometr z czytnikiem ptytek (TECAN, Niemcy)
Inkubator 37°C, 5% CO, (Heraeus, Niemcy)

Komora laminarna (Heraeus, Niemcy)

Komorowe szkietko nakrywkowe z 8 dotkami do hodowli komérkowych i przyzyciowych

obserwacji mikroskopowych (ibidi, Niemcy)

Kuchenka mikrofalowa (LG Electronics Inc., USA)

Membrana PVDF (Millipore, USA)

Mikroskop elektronowy JEM 1400 (JEOL, Japan)

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

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

Mikrowiréwka Biofuge fresco (Heraeus Instrument, Niemcy)

Mikrowiréwka Biofuge pico (Heraeus Instrument, Niemcy)

Naczynia hodowlane (ptytki wielodotkowe M6, M12, butelki T25, T75, T175 ptytki o srednicy
30 mm, 60 mm, 150 mm (Costar-Corning, USA/ BD Biosciences, USA)
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pH-metr Radiometr Analytical PHM 83 AUTOCAL (Random, Dania)
Pipety i probowki plastikowe 15ml i 50ml (BD Bioscience, USA)

Ptytki do testow immunoenzymatycznych M96 (BD Biosciences, USA)
Probowki i ptytki do FACS M96 (Costar-Corning, USA)

Probowki plastikowe 1,5ml i 2ml (Sarstedt, Niemcy)

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

Strzykawka 10 ml (Becton Dickinson, USA)

System do wizualizacji i dokumentacji biatek wybarwionych chemiluminescencyjnie UVITEC

Cambridge Mini HD (UVITEC Cambridge)

System do wizualizacji kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych UVIDOC HD6

(UVITEC Cambridge)

Szkietka mikroskopowe (ICN Biomedicals LTD, Wielka Brytania)

Termoblok (SigmaAldrich, USA)

Termocykler Perkin ElImer 2400 (Perkin ElImer, USA)

Transiluminator UV Spectroline TL-312A (USA)

Ultrawiréowka Optima L-80 (Beckman-Coulter, USA)

Waga analityczna (MEDICAT, Szwajcaria)

Waga analityczna (Sartorius Mechatronics, Niemcy)

Wiréwka Heraeus Megafuge 16R z rotorem F15-6 x 100y (Thermo Scientific, USA)
Wirdwka Hreaeus Fresco 17 z rotorem o $rednicy 17,2 cm (Thermo Scientific, USA)
Wortex Heidolph Top-Mix 94323 (Bioblock Scientific, Francja)

Zamrazarka -80°C (Revco, USA)

Zasilacz Biometra PowerPack P25 (Biometra, Niemcy)

Zestaw filtrujgcy Amicon® Ultra-15 Centrifugal Units 100-K (Merck, USA)
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Zestaw MycoAlert (Lonza, Szwajcaria)

5.13 Bazy danych i oprogramowanie komputerowe

Alliance-1D program systemu do wizualizacji i dokumentacji biatek wybarwionych
chemiluminescencyjnie UVITEC Cambridge Mini HD

CellQuest Pro oprogramowaniem cytometru przeptywowego FACS Calibur

Chromas program komputerowy dostepny w wersji on-line do analizy chromatograféow

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

Corel PHOTO-PAINT program graficzny (Corel, Kanada)

i-control oprogramowanie urzadzenia Infinite® 200PRO NanoQuant
InCyte oprogramowaniem cytometru przeptywowego Guava

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

skaningowego Leica TCS SP8X

National Center for Biotechnology Information (NCBI) baza sekwencji nukleotydowych

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

T-coffee program komputerowy dostepny w wersji on-line do poréwnywania sekwencji

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

UVITEC-1D program systemu do wizualizacji i dokumentacji kwaséw nukleinowych

w zelach agarozowych UVIDOC HD6
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6 METODY

6.1 Metody pracy z DNA
6.1.1 Izolacja DNA wirusowego

DNA wirusowy 0Czyszczano w celu przeprowadzenia transfekgji
lub amplifikacji wybranych genoéw glikoprotein wirusowych,
zgodnie z nastepujgca procedurg. Konfluentne komorki linii MJS (dla HSV-1)
lub MDBK (dla BoHV-1) w trzech butelkach T175 infekowano przy MOI 1.0
i inkubowano w warunkach hodowlanych az do uzyskania zaawansowanego efektu
cytopatycznego w  postaci  zaokraglonych, odrywajacych sie  od  podtoza,
ale jeszcze nie zlizowanych komodrek. Po tym czasie supernatant zawierajgcy wiriony
zbierano i wirowano 10 min przy 4000 rpm, aby usuna¢ z zawiesiny zanieczyszczenie
komdrkowe. Nastepnie wiriony osadzano za pomocg ultrawirowania przez 2 h przy 130 000 g,
w rotorze uchylnym SW28. Osad wiriondw zawieszano w 0,9 ml buforu TE.
DNA wirusa oczyszczano przy uzyciu zestawu Virus mini AX Transfect zgodnie z zaleceniami

producenta.

6.1.2 Przygotowanie komdrek kompetentnych

500 pl hodowli nocnej komérek TOP10 Escherichia coli wykorzystano, aby zaszczepic
50 ml pozywki LB i hodowano z wytrzgsaniem w temperaturze 37°C az do uzyskania
ODs75= 0,4-0,6. W celu osadzenia komérek hodowle umieszczano w jatowych probdwkach
50 ml i wirowano 10 min przy 4800 rpm i temperaturze 4°C. Osad komodrek zawieszano
w 10 ml schtodzonego 100 mM roztworu CaCl; i inkubowano w lodzie przez 30 min.
Nastepnie zawiesine wirowano (10 min przy 4800 rpm i temperaturze 4°C),
usuwano supernatant, a otrzymany osad zawieszano w 2 ml schtodzonego roztworu
100 mM CaCl; + 5% glicerol. Przygotowane bakterie w porcjach o objetosci 200 ul przenoszono
do probdéwek 1,5 ml i zamrazano (-80°C). Przeprowadzajac transformacje kontrolng

plazmidowym DNA sprawdzono stan kompetencji komérek.
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6.1.3 Transformacja komorek bakteryjnych DNA plazmidowym

Komodrki  kompetentne  TOP10  Escherichia  coli rozmrazano w lodzie.
Po rozmrozeniu do porcji komoérek (200 pl) dodawano zwykle 100 ng plazmidowego DNA
lub catos¢ mieszaniny ligacyjnej i prowadzono 30-minutowg inkubacje w lodzie.
Po tym czasie zawiesine bakteryjng umieszczano kolejno w tazni wodnej o temperaturze 42°C
na 1,5 min, ponownie na 1 min w lodzie, nastepnie w szklanej probdwce z 1 ml ogrzanej
pozywki LB i inkubowano przez 1 h w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem. W dalszym etapie
hodowle bakteryjng wirowano 2 min przy 4000 rpm, nastepnie usuwano 1 ml pozywki znad
osadu. 200 pl przygotowanego rozcienczenia (1:10) komdrek z plazmidem w pozywce,
a dla mieszaniny ligacyjnej pozostatg zawiesine, wysiewano na ptytki z podtozem statym LA

oraz ampicyling i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C.

6.1.4 Oczyszczanie DNA plazmidowego

Izolacje DNA plazmidowego byly prowadzone zgodnie z zaleceniami protokotu
i z wykorzystaniem odczynnikdw zestawdéw do izolacji DNA plazmidowego Plasmid Mini
lub Plasmid Midi firmy A&A Biotechnology, ktérych zasada dziatania oparta jest na zdolnosci
wigzania sie DNA do zt6z krzemionkowych w obecnos$ci wysoko stezonych soli chaotropowych.
DNA eluowano przez naniesienie na osuszong kolumne do izolacji DNA H,04q 0 temperaturze

ok. 50°C.

6.1.5 Reakcja taricuchowa polimerazy DNA

Reakcje tanicuchowg polimerazy DNA (ang. PCR - polymerase chain reaction)
przeprowadzano w celu powielenia odpowiednich sekwencji gendw glikoprotein wirusowych.
W zaleznosci od celu amplifikacji stosowano polimeraze DNA WALK oraz odpowiednie startery
reakcji zaprojektowane w oparciu o sekwencje nukleotydowg gendw glikoprotein wirusowych
zdeponowane w bazie NCBI. Temperatury przytaczania starterow wyznaczono
z  wykorzystaniem  aplikacji dostepnej na  stronie internetowej dostawcy.

OkresSlono  takze  prawdopodobieiAstwo  tworzenia  przez  startery  dimerdw
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czy struktur niespecyficznych. Reakcje PCR przeprowadzane w catkowitej objetosci 50 pl

prowadzono w termocyklerze Perkin ElImer 2400.

sktadnik mieszaniny reakcyjnej ilos¢

10x bufor reakcyjny PCR | 5 pl
dNTP Mix (10 mM) | 250 uM (1,25 pl)
Starter FW oraz REV | 0,1 uM
Walk polimeraza | 1 U
Matryca DNA | 100 ng

Woda jatowa | uzupetniono do 50 pl

etap reakcji PCR temperatura | czas
wstepna denaturacja 94 °C 3 min
denaturacja 94 °C 30 sec

hybrydyzacja | wg zalecenn | 30 sec

producenta 35 cykli
elongacja 72°C 2 min/kpz
elongacja koricowa 72 °C 5 min

6.1.6 Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

W celu przeprowadzenia rozdziatu elektroforetycznego DNA w Zzelu agarozowym
przygotowywano zele o zawartosci 1% agarozy, rozpuszczanej w roztworze TAE 1x stezonym
przez podgrzanie przy uzyciu kuchenki mikrofalowej. Po schtodzeniu roztworu agarozy
do temperatury ok. 50°C, dodawano fluorescencyjny barwnik do wizualizacji kwaséw
nukleinowych Simply Safe™ (5 ul/100 ml Zelu). Cato$é przelewano do przygotowanej
wczesniej formy z grzebieniem, a po zastygnieciu mieszaniny i usunieciu grzebienia
umieszczano w aparacie do elektroforezy wypetnionym buforem TAE 1x stezonym.
Do studzienek zelu nanoszono probki DNA z dodatkiem buforu obcigzajgcego

oraz wybrany wzorzec wielkosci i ilosci DNA. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono
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przy napieciu 10-15V na kazdy centymetr dtugosci zelu, a po jego zakoriczeniu rezultat
obserwowano w $Swietle UV transiluminatora i dokumentowano z zastosowaniem systemu

UVIDOC HD6.

6.1.7 lzolacja DNA z Zelu agarazowego

Do izolacji DNA z zelu agarozowego uzyto komercyjnie dostepnego zestawu Gel-Out
firmy A&A Biotechnology. Bloczek zelu agrazowego zawierajgcy odpowiedni fragment DNA
wyciety skalpelem umieszczono w probdéwce 1,5 ml. Nastepnie, postepujac zgodnie
z protokotem dostarczonym przez producenta, dodano roztwér R7S, ktéry dzieki obecnosci
soli chaotropowych umozliwia rozluznienie struktury agarozy i wigzanie sie DNA
do zt6z krzemionkowych. Roztwér inkubowano w temperaturze 50°C az do catkowitego
rozpuszczenia sie agarozy. Nastepnie do mieszaniny dodano izopropanol, a cato$¢ naniesiono
na kolumne do izolacji DNA i wirowano. DNA zwigzany ze ztozem krzemionkowym ptukano

dwa razy roztworem Al i eluowano 30 pl H2O44 0 temperaturze ok. 50°C.

6.1.8 Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

DNA oczyszczano za pomocg komercyjnie dostepnego zestawu Clean-up firmy A&A
Biotechnology, Polska, ktéry podobnie opiera sie na wigzaniu DNA do ztoza krzemionkowego
w wysokim stezeniu soli chaotropowych. Postepujgc zgodnie z protokotem dostarczonym
przez producenta, do mieszaniny po reakcji enzymatycznej dodano roztworu G
w pieciokrotnie wiekszej objetosci. Cato$¢ naniesiono na kolumne do oczyszczania DNA
i wirowano 30 s przy 1300 rpm, a nastepnie dwukrotnie ptukano roztworem Al.

DNA eluowano 30 pl H2044 0 temperaturze ok. 50°C.

6.1.9 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Zgodnie z zaleceniami producenta stosowanych odczynnikéw reakcje przeprowadzano

w temperaturze 37°C, jesli nie podano inaczej.
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Przeprowadzano dwa rodzaje trawien:
e trawienie preparatywne —wiekszej ilosci DNA (1-4 ug), przeprowadzane w objetosci

40 ul przez noc,

e trawienie analityczne oczyszczonego DNA (np. w analizie restrykcyjnej) — zwykle
ok. 1 ug DNA poddawano reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi w objetosci

20 ul przez noc lub 1 h przy uzyciu enzymdw FastDigest.

6.1.10 Defosforylacja 5’ wystajgcych koricdw DNA przy uZyciu antarktycznej fosfatazy

Wykorzystano bufory dostarczone przez producenta i postepowano zgodnie
z instrukcjg. Po dodaniu pierwszej porcji enzymu do mieszaniny reakcyjnej o objetosci 40 pl
prowadzono inkubacje przez 30 min w temperaturze 37°C, a po uptywie tego czasu dodano
kolejng porcje fosfatazy i inkubowano w tych samych warunkach przez nastepne 30 min.
Enzym inaktywowano termicznie w temperaturze 65°C przez 10 min po dodaniu

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

6.1.11 Ligacja fragmentdw DNA za pomocq ligazy DNA faga T4

Przeprowadzano dwa rodzaje reakgcji ligacji fragmentéw DNA z wykorzystaniem ligazy DNA

faga T4, wchodzacej w sktad zestawu firmy Thermo Scientific:

e ligacje fragmentdow o wystajgcych konicach

e ligacje fragmentdéw z ,,tepymi” koricami.

W obu przypadkach stosunek ilosciowy wektorowego DNA do insertu DNA wynosit 1: 3,
a warunki reakcji i stosowane odczynniki zastosowano zgodnie z zaleceniami producenta.
W przypadku ligacji ,tepych” kocdw mieszanine inkubowano przez noc w temperaturze
pokojowej, natomiast ligacje wystajgcych koricédw nastawiano na noc w temperaturze

16°C. Do transformacji bakterii uzywano catosci mieszaniny ligacyjnej.
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6.2 Metody pracy z komdrkami ssaczymi
6.2.1 Hodowle linii komdrek ssaczych

Hodowle komérek ssaczych prowadzono na ptytkach lub w butelkach polistyrenowych
w odpowiedniej dla danej linii komdrkowej pozywce hodowlanej z dodatkiem bydlecej
surowicy ptodowej (FBS) o stezeniu 8-20%, roztworu antybiotykdw oraz L-glutaminy
w temperaturze 37°C i atmosferze nasyconej CO, do stezenia 5%. Aby dokonac pasazu
wybranej linii komérkowej, komorki ptukano buforem PBS i poddawano trypsynizacji
w roztworze trypsyny. Zawiesine komadrek umieszczano w pozywce z FBS (w celu neutralizacji
trypsyny), nastepnie komorki liczono i w wymaganym rozcienczeniu umieszczano
w nowym naczyniu hodowlanym. Linie komodrkowe poddawano regularnym testom

na obecno$é mykoplazm przy uzyciu zestawu luminescencyjnego MycoAlert.

6.2.2 Namnazanie i miareczkowanie wirusa (ang. plaque assay)

Pozywke znad komodrek zebrano i zastgpiono minimalna
(niezbedng do przykrycia komorek) objetoscia pozywki bez FBS zawierajgcej wirusa.
Inkubacje prowadzono godzine w temperaturze 37°C wraz z 5% CO,. Nastepnie zawiesine
zastgpiono odpowiednig objetoscig Swiezej pozywki z FBS. Hodowle prowadzono do uzyskania
petnego efektu cytopatycznego, lizy komorek, po czym zbierano lizat z czgstkami wirusowymi,
odwirowywano przez 5 min przy 2500 rpm, porcjowano i przechowywano w zamrazarce
(-80°C). W celu oznaczenia miana wirusa wykonano seryjne rozciericzenia zawiesiny wirusa
(od 10 do 10%) w pozywce bez FBS i nanoszono na jednowarstwowe hodowle komdrek
przygotowanych na ptytkach 6-dotkowych. Po godzinnej inkubacji komérki ptukano buforem
PBS i pokrywano 1% roztworem metylocelulozy w pozywce. Po 48 godzinach od infekgji
metyloceluloze usuwano, a komorki przemywano PBS. W celu wizualizacji tysinek wirusa
nanoszono roztwoér 1% fioletu krystalicznego w 50% etanolu (w/v), prowadzac inkubacje
przez 20 min w temperaturze pokojowej. Komorki przemywano i po wysuszeniu liczono

tysinki. Miano wirusa (ang. PFU- plaque-forming unit) wyznaczono wedtug wzoru:

liczba tysinek
PFU/ml =

rozcienczenie x objetosc¢ rozcienczenia
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6.2.3 Transfekcja komdrek pakujgcych GP2-293 kompleksami DNA z fosforanem
wapnia

Do transfekcji stosowano gotowe bufory z zestawu Calcium Phosphate transfection
firmy Takara/Clontech. 1x10® komédrek GP2-293 wysiano na ptytki o $rednicy 60 mm.
24 h przed przystgpieniem do procedury. W dniu transfekcji przygotowano mieszanine
plazmidowego DNA: pLZRS-IRES-ANGFR-gB lub pBABEpuro i pCMV-VSV-G w ilosci 15 ug
(w stosunku ilosciowym 2:1) oraz 37 pl 2M CaCl, uzupetniong H,044 do catkowitej objetosci
300 ul, ktérg dodawano kroplami do umieszczanego na wytrzgsarce laboratoryjnej
300 ul 2x stezonego buforu HBS. Po uprzedniej zmianie pozywki, komorki transfekowano
przygotowang mieszaning i prowadzono inkubacje przez noc w 37°C w atmosferze 5% CO,.
Nastepnego dnia zbierano supernatant, komorki ptukano pozywka, dodano $wiezg pozywke
i prowadzono dalszg 48-godzinng hodowle w 37°C w przy 5% nasyceniu CO;.
Po tym czasie supernatant znad komodrek zawierajacy czastki retrowirusowe zbierano
do jatowej probowki 15 ml i wirowano przez 7 min przy 3000 rpm.
Uzyskany supernatant filtrowano z uzyciem filtra strzykawkowego z membrang PVDF

o $rednicy poréw 0,45 um i wykorzystano do przeprowadzenia transdukcji komérek ssaczych.

6.2.4 Transdukcja retrowirusowa

Do jatowej probdwki 15 ml zawierajgcej zawiesine komodrek w liczbie 2x10° dodano
40 pl  roztworu polibrenu i uzupetniono pozywka do objetosci 1 ml.
Nastepnie potgczono powstaty roztwér z 1 ml supernatantu z wektorem retrowirusowym
i wysiano na ptytke hodowlang o srednicy 30 mm. Po 24 h dokonano zmiany pozywki,
a po uzyskaniu przez komorki petnej konfluencji przeniesiono do butelki hodowlanej T75.
Wydajnos¢  transdukgji sprawdzano za pomoca cytometrii przeptywowej
na podstawie okreslenia procentu komdrek eksprymujgcych gen receptora ANGFR.
W przypadku linii komérkowych z wprowadzanym genem opornosci antybiotykowej
stosowano selekcje puromycyng przez kolejne 2 tygodnie, zmieniajgc medium co 2-3 dni.
Ustalone koncowe stezenie antybiotyku w medium hodowlanym wynosito 2 upg/mi

dla komérek MJS, SK6 i 4 ug/ml dla komérek MDBK.
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6.2.5 Sortowanie komorek ssaczych

6x10% komodrek zebranych z uzyskanej hodowli, zawieszono w buforze PBS
i przenoszono do probdéwki 50 ml. Nastepnie komérki wirowano przez 4 min przy 1200 rpm
i dodawano sterylny roztwér przeciwciat pierwszorzedowych anty-NGFR (1:1000)
w 1 ml 0,5% BSA w PBS. Po godzinnej inkubacji w lodzie, zawiesine komérek ptukano 3-krotnie
0,5% BSA w PBS, przez wirowanie, a nastepnie dodawano sterylny roztwdr koniugatu
przeciwciat anty-mysich z fikoerytryna. Po 45-minutowej inkubacji,
w lodzie bez dostepu Swiatta, zawiesine komérek ptukano 3-krotnie 0,5% BSA w PBS.
Wybarwione komérki zawieszono w 1,5 ml buforu PBS i przeniesiono do jatowych probéwek
cytometrycznych. Dokonano segregacji komodrek z wykorzystaniem przystawki sortujgcej
cytometru FACSCalibur. Komorki NGFR-pozytywne zbierano do jatowej probdéwki 50 ml,
zwierajacej 4 ml FBS (probowki uzywane do zbierania komoérek po sorcie blokowano
przez noc w roztworze 4% BSA w PBS z 0,1% NaNs w 4°C). Po zakorniczeniu procedury selekcji
zawiesine komorek wirowano przy 2800 rpm przez 8 min, supernatant usuwano,
a do osadu komodrek dodawano 5 ml pozywki suplementowanej antybiotykami.
Hodowle prowadzono poczgtkowo w butelce hodowlanej T25, a po osiggnieciu petnej
konfluencji w butelce hodowlanej T75. Prawidtowy przebieg procedury selekcji sprawdzano

zgodnie z protokotem standardowej analizy cytometrycze;.

6.2.6 Cytometria przepfywowa

Komérki wysiewano na ptytke 6-dotkowg. Nastepnego dnia komorki trypsynizowano
i zbierano do buforu PBS, wirowano 1200 rpm przez 4 minuty, a uzyskany osad zawieszono
w 100 pl buforu PBA na kazde 3x10° komdrek. Komorki przenoszono na ptytke 96-dotkowa
i wirowano przez 3 minuty przy 1300 rpm i 4°C. Supernatant usuwano, a osad zawieszono
w 100 ul roztworu odpowiednich przeciwciat pierwszorzedowych w  PBA.
Komérki inkubowano z przeciwciatami w lodzie przez 1 h. Po tym czasie trzykrotnie ptukano
200 ul PBA, przez wirowanie, i dodano 100 pl przeciwciat drugorzedowych.
Inkubacje prowadzono bez dostepu sSwiatta, na lodzie przez 45 minut po czym ptukano
komorki 3 razy buforem PBA. Wybarwione komorki zawieszano w 400 pl PBA,

przeniesiono do probdwek cytometrycznych i analizowano w cytometrze przeptywowym
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FACSCalibur lub Merck/Guava easyCyte, korzystajgc odpowiednio z oprogramowania

CellQuest Pro lub InCyte.

6.2.7 Przygotowanie lizatow komdrkowych

Komérki poddawano trypsynizacji, zbierano do buforu PBS i wirowano przez 3 min
przy 8000 rpm. PBS znad komdrek usunieto, a do osadu dodano odpowiednig ilos¢ buforu
lizujgcego NP-40 z dodatkiem inhibitoréw proteaz i jodoacetamidu (106 komérek/15 pl lub 108
komoérek/100 pl w przypadku lizatow przeznaczonych do reakcji immunoprecypitacji).
Probki inkubowano 45 min w lodzie, a nastepnie wirowano przez 20 min przy 4°C, przy 13000
rom. Supernatant przenoszono do nowych probdéwek i przechowywano w temperaturze

-80°C.

6.2.8 Barwienie immunofluorescencyjne komdrek i mikroskopia konfokalna

Jatowe szkietka mikroskopowe umieszczano w dotkach ptytki 12-dotkowej,
do ktérych wysiewano komorki wybranych linii komodrkowych
w liczbie 3x10° komodrek/studzienke. Kolejnego dnia zbierano pozywke znad komorek,
ptukano je buforem D-PBS i utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu w PBS, inkubujac
20 min w temperaturze 4°C. Nastepnie trzykrotnie przemywano komorki
buforem PBS i pozostawiano pod PBS na noc w temperaturze 4°C lub przystepowano
do kolejnego etapu procedury. W dalszym etapie permeabilizowano btony komérkowe
0,2% roztworem TritonX-100 w PBS przez 8 minut, dwukrotnie ptukano komorki buforem PBS
i inkubowano 30 minut w roztworze blokujacym 1% BSA w PBS, w temperaturze pokojowej.
W tym czasie przygotowywano roztwory przeciwciat |-rzedowych w 1% BSA w PBS,
ktére dodawano do komodrek po usunieciu roztworu blokujgcego i prowadzono inkubacje
przez 1,5 h na rotatorze horyzontalnym. W dalszej kolejnosci, po usunieciu roztworu
przeciwciat I-rzedowych, trzykrotnym ptukaniu buforem PBS, komodrki inkubowano
przez godzine na rotatorze horyzontalnym, w ciemnosci
z roztworami  przeciwciat  ll-rzedowych  skoniugowanych z  fluorochromami

przygotowanymi w 1% BSA w PBS. Ostatecznie komorki ptukano trzykrotnie buforem PBS.
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Szkietka z dotkdw ptytki umieszczano i unieruchamiano na szkietkach podstawowych
z wykorzystaniem odczynnika ProLong Diamond Antifade Mountant. Uzyskane w ten sposdb
preparaty pozwalaty na przeprowadzenie obserwacji mikroskopowych przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego laserowego skaningowego Leica TCS SP8X. Poziom ko-lokalizacji wyznaczano
za pomocg oprogramowania Leica Application Suite X z funkcjg obliczeniowg wspdtczynnika

korelacji Pearsona (ang. Pearson correlation coefficient).

6.3 Metody pracy z biatkami
6.3.1 Immunoprecypitacja

Immunoprecypitacje prowadzono z wykorzystaniem ztoza Sepharose-Protein A.
W probdéwce 1,5 ml przygotowano 40 ul zawiesiny ztoza zréwnowazonego buforem NET,
a nastepnie dodawano 450 ul lizatéw komdrkowych, odpowiednie przeciwciata w zaleznosci
od immunoprecypitowanych biatek oraz bufor NET do catkowitej objetosci 600 pl.
Po nocnej inkubacji mieszaniny w 4°C na mieszadle obrotowym ztoze wirowano przez 3 min
przy 8000 rpm w 4°C i ptukano trzykrotnie buforem NET, przez wirowanie.
Prébki zawieszono buforze lizujgco-obcigzajgcym i inkubowano 5 minut w 100°C, nastepnie
wirowano przez 3 minuty przy 8000 rpm w 4°C. Zebrany supernatant analizowano za pomoca

elektroforezy poliakryloamidowej i techniki Western blotting.

6.3.2 Biochemiczna analiza N-glikozylacji biatek

Do zdenaturowanych przez dodanie buforu obcigzajgco-lizujgcego
i inkubacje przez 5 min w 100°C lizatéw komdrek dodano odpowiednig ilo$¢ enzymu PNGazy
F (2 pl/reakcje) lub EndoH (2 pl/reakcje), dedykowanego im buforu (odpowiednio G7 i G5)
oraz detergentu NP-40, zgodnie z rekomendacjg producenta.
Przygotowang mieszanine inkubowano przez noc w temperaturze 37°C.
Nastepnego dnia do mieszaniny dodawano ponownie 4x stezony bufor obcigzajgco-lizujgcy
i inkubowano przez 5 min w 100°C. Przygotowany w ten sposéb materiat analizowano

za pomocg elektroforezy poliakryloamidowej i techniki Western blotting.
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6.3.3 Elektroforeza poliakryloamidowa biatek w warunkach denaturujgcych

W celu przeprowadzenie elektroforezy poliakryloamidowe;j biatek
w  warunkach denaturujgcych (ang. SDS-PAGE) przygotowano w  zaleznosci
od masy rozdzielanych biatek: 8%, 10% lub 12% zel rozdzielajgcy i 5% zel zageszczajacy,
umieszczany w aparacie do elektroforezy i zalewany buforem elektrodowym.
Przed umieszczeniem analizowanego materiatu w studzienkach do prébek dodawano bufor
obcigzajgco-lizujgcy (4x lub 6x stezony z dodatkiem lub bez B-merkaptoetanolu w zaleznosci
od pozadanych badz nie warunkow redukujgcych reakcji) i mieszanine inkubowano
przez 5 min w temperaturze 100°C. Jako wzorca mas uzywano PageRuler lub Pager Ruler Plus
Prestained Protein Ladder. Poczatkowo rozdziat prowadzono przy napieciu 80V
az do momentu, gdy wzorzec wielkosci przekroczyt granice zeli. Nastepnie zwiekszono
napiecie pragdu do 180V. Rozdziat trwat do chwili, kiedy czoto prébek widoczne przez dodanie

barwnika — btekitu bromofenolowego — siegato korca zelu.

6.3.4 Western blotting

Po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym biatek w warunkach denaturujacych
przystepowano do przeprowadzenia transferu (pdtsuchego) biatek
z zelu poliakryloamidowego na btone PVDF. W tym celu przygotowywano fragment btony
PVDF oraz 8 fragmentdow bibuty Whatmannn o wymiarach odpowiadajgcych wielkosci zelu.
Poszczegblne elementy (btone PVDF aktywowang w metanolu, rdwnowazong w buforze
do transferu biatek z zelu na btone PVDF i fragmenty bibuty nasgczone roztworem buforu
do transferu biatek z zelu na btone PVDF) uktadano w nastepujacej kolejnosci: 4 fragmenty
bibuty, btona PVDF, Zel poliakryloamidowy, 4 fragmenty bibuty. Catos¢, przy zachowaniu
odpowiednie] orientacji wzgledem elektrod, umieszczano w aparacie do transferu potsuchego
i prowadzono transfer przez godzine przy 15V. Btone PVDF po transferze biatek blokowano
przez noc w roztworze 5% odttuszczonego mleka w PBST w temperaturze 4°C.
Kolejnego dnia usuwano roztwér blokujacy i dodawano roztwdr przeciwciat I-rzedowych
w 2,5% odttuszczonym mleku PBST. Inkubacje prowadzono przez godzine w temperaturze
pokojowej na rotatorze horyzontalnym, po czym trzykrotnie ptukano btone w buforze PBST.

Nastepnie dodano roztwdér odpowiednio gatunkowo specyficznych skoniugowanych
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z peroksydazg chrzanowg przeciwciat ll-rzedowych w 2,5% odttuszczonym mleku PBST,
inkubowano godzine w temperaturze pokojowej na rotatorze horyzontalnym i ponownie
ptukano buforem PBST. Detekcje kompleksdw biatko-przeciwciato-koniugat wykonano
z uzyciem zestawu Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate
oraz klisz $wiattoczutych badz aparatu do wizualizacji obrazéw chemiluminescencyjnych

UVITEC Cambridge MINI HD.

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

Ptytke 96-dotkowq optaszczono antygenem: lizatem komodrkowym lub preparatem
pecherzykdw zewnatrzkomorkowych w ilosci 25 pg na studzienke. Inkubacje antygenu
na ptytce prowadzono przez 16 h w temperaturze 4°C, po czym do kazdej studzienki dodawano
roztwor blokujgcy PBS z 5% (w/v) BSA i kontynuowano inkubacje przez 24 h w temperaturze
4°C. Nastepnie w celu detekcji antygenu dodawano kozig surowice poliklonalng
anty-IBR/BoHV-1 w rozcieniczeniu 1:9000 przygotowang w roztworze TPBS z 0.1% (w/v) BSA.
Po 16 h inkubacji w temperaturze 4°C niezwigzane przeciwciata usunieto przez trzykrotne
ptukanie buforem TPBS i dodawano roztwér przeciwciat anty-kozich skoniugowanych
z enzymem peroksydaza chrzanowg w rozcienczeniu 1:500 w roztworze TPBS z 0.1% (w/v) BSA
i inkubowano przez 1h w temperaturze pokojowej. W dalszej kolejnosci trzykrotnie ptukano
studzienki buforem TPBS i dodano substrat dla kolorymetrycznej reakcji enzymatycznej —
wode utleniong z 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyng (TMB) w ilosci 150 ul na studzienke.
Po 15 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej i zaobserwowaniu wyraznej reakcji
barwnej, w celu zablokowania aktywnosci enzymatycznej peroksydazy chrzanowej dodano
roztwdr 0,5M H,S04 (50 ul na studzienke). Absorbancje mierzono w automatycznym czytniku
ptytek Infinite® 200PRO NanoQuant (Tecan, Méannedorf, Switzerland) przy dtugosci fali
450 nm.
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6.4 Metody pracy z pecherzykami zewnatrzkomérkowymi
6.4.1 Izolacja i oczyszczanie pecherzykow zewngqtrzkomdrkowych
6.4.1.1 Ultrawirowanie

Komorki wysiano na ptytke hodowlang o srednicy 150 mm. Przy 70% konfluencji
hodowli dokonywano zmiany pozywki na Hybridomed, niezawierajacej bydlecej surowicy
ptodowej i kontynuowano inkubacje w warunkach odpowiadajgcych prowadzeniu hodowli
komorek ssaczych przez 48 godzin. Po tym czasie zebrano pozywke do jatowych probdwek
50 ml i wirowano przy 300 g przez 10 minut. a nastepnie przy 2000 g przez kolejne 20 minut,
by wyeliminowaé¢ pozostatosci komérkowe (fragmenty bton, organella komodrkowe).
Duze pecherzyki eliminowano przez kolejne wirowanie przy 10 000 g przez 30 minut.
Nastepnie supernatant wirowano przy 100000 g (rotor SW28) przez 1,5 h w 4°C
w celu osadzenia pecherzykdw zewngtrzkomoérkowych na dnie probdéwki. Supernatant
usuwano, a osad zawieszano w schtodzonym buforze PBS (poddanym wczesniej filtracji
przez filtr o Srednicy poréw 0,02 um) i przenoszono do nowych probédwek do ultrawirowania
i wirowano 100 000 g (rotor SWA41) przez 1,5 h w 4°C, przeptukujac w ten sposéb osad
pecherzykdw zewnagtrzkomérkowych. W ostatnim etapie supernatant usuwano,
a osad zawierajacy pecherzyki zewnatrzkomorkowe zawieszano w 200 pl uzytego wczesniej
buforu PBS i po przeniesieniu w porcjach 50 pl do probdwek 1,5 ml przechowywano

w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

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

Procedure rozpoczynano jak w przypadku stosowania ultrawirowania do momentu
zebrania supernatantu po wirowaniu przy 10 000 g przez 30 minut. Nastepnie supernatant
filtrowano z uzyciem filtra o srednicy 0,45 um (aby usung¢ frakcje wiekszych pecherzykéw)
i redukowano do objetosci 1 ml przez ultrafiltracje z wykorzystaniem zestawu filtrujgcego
Amicon Ultra-15 Centrifugal Units 100-K. W kolumnie chromatograficznej (10 ml plastikowa
strzykawka) uformowano ztoze Sepharose CL-4B o wymiarach 16 mm x 62 mm zawieszone
w buforze PBS z 0,32% (w/v) cytrynianiu trisodowego o pH 7.4 (filtrowanego przez filtr
o Srednicy porow 0,02 um). W dalszej kolejnosci nanoszono zageszczony supernatant

zawierajacy pecherzyki zewngatrzkomaorkowe i prowadzono elucje buforem PBS z 0,32% (w/v)
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cytrynianiu trisodowego do zebrania kolejnych dwudziestu pieciu 0,5 ml frakcji,

ktére nastepnie przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

6.4.1.3 Izolacja pecherzykdow zewngtrzkomorkowych z hodowli komdrek infekowanych
wirusem z wykorzystaniem ultrawirowania w gradiencie jodiksanolu
(OptiPrep™)

Hodowle komoérek wysianych na ptytkach hodowlanych o S$rednicy 150 mm
ptukano buforem PBS. Nastepnie infekowano komaérki dodajgc pozywke pozbawiong surowicy
bydlecej (Hybridomed) zawierajgcg czastki wirusowe zgodnie z wybrang wartoscig
wspotczynnika infekcji MOI (ang. MOI - multiplicity of infection) i prowadzono 2 h inkubacje
w temperaturze 37°C wraz z 5% CO,. Nastepnie inokulum wirusowe usuwano i zastepowano
odpowiednig iloscig Swiezej pozywki pozbawionej surowicy bydlece;.
Hodowle prowadzono przez 48h, po tym czasie supernatant zostat poddany serii wirowan
(jak w przypadku standardowej izolacji pecherzykéw zewngtrzkomorkowych: 300 g/10 minut,
2000 g/20 minut, 10 000 g/30 minut), filtrowaniu i zageszczeniu do objetosci 0,5 ml.
W ten sposéb przygotowany supernatant naniesiono na gérng warstwe utworzonego
w probéwce do ultrawirowania gradientu gestosci w zakresie od 6% do 18% jodiksanolu
(z przyrostem 1,2% kazdej fazy) o objetosci 11 ml. Frakcje roztworu jodiksanolu przygotowano
przez rozcienczenie 60% roztworu jodiksanolu w buforze 10mM Tris-HCI o pH 8,0
i 0,25 M sacharozy. W dalszej kolejnosci przystepowano do ultrawirowania przygotowanych
probek przy 200 000 g (rotor SW41) przez 5h w temperaturze 4°C. Po zakoiczonym wirowaniu
w uktadzie gora-dot zebrano do 1,5 ml probéwek dwadziescia dwie frakcje o objetosci

0,5 ml kazda, ktdre nastepnie przechowywano w -80°C do dalszych analiz.

6.4.2 Mikroskopia elektronowa

W celu wizualizacji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych i czgstek wirusowych
z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej krople 10 ul analizowanego materiatu
umieszczano na niklowej siatce pokrytej weglem z kwadratowg strukturg
(adsorbcja przez 2 minuty). Barwienie wykonano z uzyciem 2% roztworu octanu uranylu —
przez 10 sek. Nastepnie dokonywano obserwacji mikroskopowej przygotowanych preparatow

przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai G2 Spirit BioTWIN
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(FEI' Inc., Hillsboro, OR, USA) przy 120kV w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego lub JEM 1400 (JEOL, Akishima, Japan) przy 80kV
w  Laboratorium  Mikroskopii  Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej

im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

6.4.3 Test internalizacji  izolowanych  pecherzykow  zewngtrzkomdrkowych
przez komdrki ssacze (ang. extracellular vesicles uptake)

W pierwszym etapie preparat pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych poddano barwieniu
z wykorzystaniem zestawu PKH67 Green Fluorescent Cell Linker do ogdlnego znakowania bton
komadrkowych. Postepujgc zgodnie z zaleceniami producenta prébke zawierajgca pecherzyki
zewnatrzkomérkowe rozcienczono w rozpuszczalniku C w stosunku 1:10, nastepnie dodano
barwnik PKH67 w rozcieficzeniu 1:1000 i prowadzono 5-minutowa inkubacje w temperaturze
pokojowej bez dostepu $wiatta. Reakcje blokowano przez dodanie roztworu PBS z 1% (w/v)
BSA. W celu usuniecie niezwigzanego barwnika z roztworu, mieszanine rozcienczono
dziesieciokrotnie w buforze PBS i poddano ultrafiltracji z wykorzystaniem zestawu filtrujgcego
Amicon Ultra-15 Centrifugal Units 100-K. Kontrolnie dokonano obserwacji mikroskopowej
(mikroskop fluorescencyjny Leica TCS SP8X) zabarwionego materiatu w kropli naniesionej
na szkietko podstawowe. Nastepnie komérki linii Huh-7 wysiano na 8-dotkowg ptytke
do obserwacji przyzyciowych. Po zaobserwowaniu 60% konfluencji dodawano przygotowana
w 200 pl pozywki pozbawionej surowicy bydlecej (Hybridomed), porcje 10 ug preparatu
pecherzykéw zewnatrzkomérkowych i prowadzono rejestrowang w czasie 3 h, 6 h i 15h
obserwacje mikroskopowg. W dalszej kolejnosci po usunieciu medium z preparatem
pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych oraz trzykrotnym ptukaniu komérek buforem PBS
dodawano 200 ul swiezego medium z dodatkiem 5 ul LysoTracker Red DND-99 i dokonano
ponownie obserwacji mikroskopowe] uzyskujgc obrazy mikroskopowe w trybie ,z-stack”
wykorzystane nastepnie do rekonstrukcji obrazu mikroskopowego w przestrzeni
tréjwymiarowej. Doswiadczenie prowadzono z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
laserowego skaningowego Leica TCS SP8X przy zachowaniu temperatury 37°C i atmosfery

nasyconej CO, do 5%.
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7 WYNIKI

7.1 Badanie lokalizacji glikoproteiny B wybranych przedstawicieli alfaherpeswiruséw
na szlaku endosomalno-egzosomalnym

7.1.1 Konstrukcja linii stabilnych z konstytutywnq ekspresjq genu gB wirusow HSV-1,
BoHV-1 i PRV przy pomocy wektordw retrowirusowych

W celu obserwacji lokalizacji glikoproteiny B wybranych przedstawicieli
alfaherpeswirusdw na szlaku endosomalno-egzosomalnym przygotowano jako model
badawczy zestaw linii stabilnych komérek ssaczych z konstytutywnag ekspresjg wybranych
homologéw genu gB. Przyjeta strategia pozwolita na zbadanie w ukfadzie izolowanym
interakcji gB z biatkami komérki gospodarza. Analizy takich oddziatywan moga, w przypadku
infekcji wirusowych, stanowi¢ wyzwanie techniczne. Ograniczenia w przypadku
alfaherpeswiruséw wynikajg, m.in. z ich stosunkowo krotkiego cyklu replikacyjnego,
prowadzgcego do lizy komorki gospodarza. Strategie opartg na liniach stabilnych wybrano
dodatkowo z powodu planowane] izolacji EVs z rekombinowanych komdrek ssaczych
produkujgcych gB. Otrzymywanie EVs zwykle wymaga zastosowania duzej liczby komoérek,
co czyni linie z konstytutywng ekspresjg rozwigzaniem ekonomicznie korzystnym,
np.: w poréwnaniu z transfekcjg komorek plazmidem ekspresyjnym.

W pierwszym etapie badan, na drodze klonowania molekularnego przygotowano
zestaw plazmidéw przenoszacych gen gB wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV (Rycina 11).
Do skonstruowania plazmidéw z genami gB (UL27) HSV-1 i BoHV-1 jako matryce do amplifikacji
genu wykorzystano wyizolowany DNA wirusowy. Nastepnie, przez klonowanie produktu
reakcji PCR do plazmidu pJET1.2 i potwierdzenie zgodnosci sekwencji nukleotydowej
ze zdeponowanymi w bazie NCBI przez sekwencjonowanie oraz analize bioinformatyczna
(Chromas, T-coffee), przeprowadzono kolejne klonowanie, z wykorzystaniem odpowiednich
miejsc restrykcyjnych, do docelowego plazmidu pLZRS-IRES-ANGFR. W przypadku konstruktu
gB BoHV-1 optymalizacja amplifikacji petnej sekwencji w jednej reakcji PCR byfa niemozliwa
do przeprowadzenia i gen gB pozyskano w dwdéch fragmentach, tgczac je poprzez klonowanie
z wykorzystaniem plazmidu pJET1.2 i miejsca restrykcyjnego Xhol, obecnego w genie.
Plazmid pLZRS-IRES-ANGFR z genem gB PRV uzyskano przez jednoetapowe klonowanie
z plazmidu pFB-CMV-VSVG-gB znajdujgcego sie w kolekcji Zaktadu Biologii Molekularnej
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Wiruséw MWB UG-GUMed (Grabowska i wsp., 2009) do plazmidu docelowego

z wykorzystaniem miejsca restrykcyjnego EcoRl, sprawdzajgc, za pomocg rozdziatu

elektroforetycznego produktow trawienia enzymatycznego, poprawng orientacje genu
w konstrukcie. Zestaw plazmidéw przenoszacych gen gB wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV
postuzyt do transfekcji

komodrek pakujacych i otrzymania czastek retrowirusowych.

Uzyskanymi wektorami retrowirusowymi nastepnie transdukowano wybrane komorki

ssaczych linii komdérkowych (Rycina 12).

gB HSV-1
ULZ2710:24271469

DN
wirusowy

PCR
klonowanie

pJET1.2

sekwencjonowanie

klonowanie
pLZRS-IRES-ANGFR
BamHI/EcoRI

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

DN
wirusowy

PCR fragment nr 1

klonowanie
pJET1.2

PCR frag}ﬁent nr 2

klonowanie
pJET1.2
Xhol

kl GIT‘I;DWE nie
pJET1.2
BamHI/EcoRI

l

sekﬁenc]onowanie
klonowanie
pLZRS-IRES-ANGFR
BamHI[EcoRI

gB PRV
ULZ27 1D 2952558

|

pFB-CMV-VSVG-gB

klonowanie
pPLZRS-IRES-ANGFR
EcoRI

RYCINA 11. Schemat klonowania homologéw alfaherpeswirusowych genu gB/UL27 do plazmidu
retrowirusowego. |D — oznaczenie zdeponowanego genomu w bazie NCBI, region — pozycje nukleotydowe
w genomie wirusa, pJET1.2 — wektor do klonowania produktéw PCR.
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transfekcja metoda
fosforanowo -wapniowg

pLZRS-IRES-ANGFR-gB

HSV-1/BoHV-1/PRV

komérki linii pakujacej

GP2-293

* niosacych geny

transdukcja /

selekcja komoérek
NGFR-pozytywnych
za pomoca cytometru
przeptywowego
z przystawka sortujaca

A

docelowe komorki linii stabilnej

czastki wektoréw retrowirusowych

i ANGFR

komorki linii stabilnej
z konstytutywna
ekspresja genu
HSV-1/BoHV-1/PRV

RYCINA 12. Konstrukcja linii stabilnych komoérek ssaczych z konstytutywna ekspresja homologéw genu
glikoproteiny B. Schemat obrazujgcy procedure uzyskiwania linii stabilnych za pomoca systemu retrowirusowego

(opis w tekscie).
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Wsréd przygotowanych stabilnych linii komdrkowych znajdowaty sie linie gatunkowo-
specyficzne dla danego wirusa oraz linia komérek ludzkiego czerniaka, jako permisywna

dla trzech badanych alfaherpeswiruséw (Rycina 13):

- MelluSo (MJS) — linia ciggta komérek ludzkiego czerniaka, powszechnie wykorzystywana
do badan nad czasteczkami MHC klasy Il ze wzgledu na konstytutywng produkcje tych biatek
(van Lith i wsp., 2001), ponadto permisywna zaréwno dla wirusa BoHV-1 (Koppers-Lalici wsp.,

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

- MDBK - linia ciggta komdrek pochodzacych z nerki bydlecej w stadium embrionalnym,

wykazujgcych konstytutywng produkcje czgsteczek MHC klasy Il (Hughes i wsp., 1994),

- Jurkat — linia ciggta ludzkich limfocytow T w stadium ostrej biataczki, niewykazujaca

konstytutywnej ekspresji MHC II,

- SK6 — linia ciggta spontanicznie immortalizowanych komdrek nerki swinskiej, niewykazujaca

konstytutywnej ekspresji MHC II.

gB HSV-1 gB BoHV-1 gB PRV

RYCINA 13. Lista linii komoérek ssaczych z wprowadzonym genem UL27 (gB) wybranych przedstawicieli
alfaherpeswiruséw. * linia komdrek bez endogennej ekspresji czagsteczek MHC klasy |l

Linia MJS zostata wybrana jako wspdlna (permisywna dla wszystkich badanych

wiruséw) linia ludzka, dla ktérej posiadano wiecej odczynnikdw. Konstytutywna produkcja
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MHC Il réwniez stanowita wazny czynnik, poniewaz zamierzano zbadac interakcje gB
z tymi biatkami. Uwzglednienie komérek MHC Il-negatywnych w badaniu miato na celu
uzyskanie informacji o potencjalnej korelacji pomiedzy obecnoscig i oddziatywaniem
gB-MHC Il z kierowaniem wirusowej glikoproteiny do pecherzykdéw zewnatrzkomaérkowych.

Ponadto, zostaty przygotowane linie wyzej wymienionych komodrek ssaczych
(ze wzgledow technicznych z wyjatkiem linii Jurkat) transdukowane przy pomocy wektoréw
retrowirusowych wprowadzajgcych zamiast genu gB — gen N-acetylotransferazy puromycyny,
stanowigce bardziej odpowiednie niz nietransdukowane odpowiedniki, kontrole negatywne.

Te linie kontrolne zostaty poddane selekcji puromycyna.

7.1.2 Obserwacja lokalizacji gB wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV na szlaku endosomalno-
lizosomalnym

W celu przesledzenia lokalizacji gB na szlaku endosomalno-lizosomalnym
przeprowadzono barwienie utrwalonych komérek linii MJS produkujacych gB odpowiednimi
przeciwciatami i przy pomocy mikroskopii konfokalnej obserwacje lokalizacji wybranych
biatek. Stopien ko-lokalizacji gB z badanymi biatkami na otrzymanych zdjeciach cyfrowych
dodatkowo zmierzono przy pomocy oprogramowania mikroskopu konfokalnego
i przedstawiono jako usredniony wspdtczynnik korelacji Pearsona, okreslajacy poziom
zaleznosci liniowej miedzy zmiennymi losowymi, dla 3 zdje¢ danego preparatu
(razem z odchyleniem standardowym). Badanie wykazato niski stopief ko-lokalizacji gB
z markerem pdéznych endosoméw (Rab7) (Rycina 16) i lizosomalnym (LAMP1) (Rycina 17)
oraz czesciowa ko-lokalizacje w przypadku markera wczesnych (EEA1) (Rycina 14)
i recyrkulujgcych (Rab11) (Rycina 15) endosomdéw, co znajduje potwierdzenie w analizie
wspotczynnika korelacji Pearsona (Tabela 8). Obecnos¢ gB nie powodowata znaczgcych zmian
w lokalizacji komérkowej poszczegdlnych biatek markerowych. Obserwowano nieznaczne
zwiekszenie zgrupowan markera wczesnych endosoméw w obecnosci gB BoHV-1 i PRV
(Rycina 14). Badanie to uwidocznito réwniez wystepowanie struktur opisanych w literaturze
jako powiekszone endosomy (ang. giant endosomes) zawierajace gB wirusa HSV-1

(Niazy i wsp., 2017) (Rycina 14 — zaznaczono strzatkami).
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ztozenie

MIJS

MJS

gB HSV-1

MJS

gB BoHV-1

MJS

gB PRV
RYCINA 14. Badanie lokalizacji gB i biatka markerowego wczesnych endosoméw - EEA1L,

za pomoca konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej. gB wykrywano w utrwalonych i permeabilizowanych
komodrkach za pomocg przeciwciat anty-gB i drugorzedowych sprzezonych z znacznikiem Alexa 546 (czerwony).
Do wizualizacji markera endosomalnego postuzyty przeciwciata anty-EEA1 i drugorzedowe przeciwciata
sprzezone z znacznikiem Alexa 488 (zielony). Strzatkami zaznaczono struktur opisanych w literaturze jako
powiekszone endosomy (ang. giant endosomes) wystepujgce w komarkach zawierajgcych gB wirusa HSV-1.
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ztozenie

MiJS

MJS
gB HSV-1

MJS
gB BoHV-1

MJS
gB PRV

RYCINA 15. Badanie lokalizacji gB i biatka markerowego recyrkulujagcych endosoméw - Rabll,
za pomocg konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej. gB wykrywano w utrwalonych i permeabilizowanych
komodrkach za pomocg przeciwciat anty-gB i drugorzedowych sprzezonych z znacznikiem Alexa 546 (czerwony).
Do wizualizacji markera endosomalnego postuzyty przeciwciata anty-Rabll i drugorzedowe przeciwciata
sprzezone z znacznikiem Alexa 488 (zielony).
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Rab7 ztozenie
MJS

gB

MJS
gB HSV-1

MJS
gB BoHV-1

MJS
gB PRV

RYCINA 16. Badanie lokalizacji gB i biatka markerowego p6znych endosomow — Rab7, za pomoca konfokalnej
mikroskopii fluorescencyjnej. gB wykrywano w utrwalonych i permeabilizowanych komaérkach za pomoca
przeciwciat anty-gB i drugorzedowych sprzezonych z znacznikiem Alexa 546 (czerwony). Do wizualizacji markera
endosomalnego postuzyty przeciwciata anty-Rab7 i drugorzedowe przeciwciata sprzezone z znacznikiem Alexa
488 (zielony).
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zfozenie

MJS

MJS
gB HSV-1

MJS
gB BoHV-1

MJS
gB PRV

RYCINA 17. Badanie lokalizacji gB i biatka markerowego lizosoméw — LAMP1 za pomoc3a konfokalnej
mikroskopii fluorescencyjnej. gB wykrywano w utrwalonych i permeabilizowanych komadrkach za pomoca
przeciwciat anty-gB i drugorzedowych sprzezonych z znacznikiem Alexa 546 (czerwony). Do wizualizacji markera
lizosomalnego postuzyty przeciwciata anty-LAMP1 i drugorzedowe przeciwciata sprzezone z znacznikiem Alexa
488 (zielony).
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TABELA 8. Wyznaczenie wartosci wspétczynnika korelacji Pearsona dla porownywanych kanatéw detekcji
gB i EEA-1/Rab11/Rab7/LAMP-1 w liniach MJS puro, MJS gB HSV-1, MJS gB BoHV-1, MJS gB PRV.
0S — odchylenie standardowe, / — nie okreslono. Istotnos$¢ statystyczng dla réznic pomiedzy komdrkami
kontrolnymi a liniami z gB okreslono przy pomocy testu t-studenta (rozktad dwustronny z wariancjg
heteroscedastyczng).

linia komorkowa | porownywane kanaty srednia wartos¢ wartos¢ wspofczynnika
detekgji wspotczynnika korelacji poziomu istotnosci
Pearsona + OS statystycznej (p-value)
MJS puro gB/EEA1 0,04+0,00 /
MJS gB HSV-1 gB/EEAL 0,20+0,01 0,0011
MJS gB BoHV-1 gB/EEAL 0,28+0,06 0,0115
MJS gB PRV gB/EEA1 0,32+0,11 0,0530
MJS puro gB/Rab11l 0,02+0,00 /
MJS gB HSV-1 gB/Rab11 0,30+0,03 0,0241
MJS gB BoHV-1 gB/Rab11 0,41+0,02 0,0213
MJS gB PRV gB/Rab11 0,44+0,03 0,0365
MJS puro gB/Rab7 -0,01+0,00 /
MJS gB HSV-1 gB/Rab7 0,46+0,06 0,0022
MJS gB BoHV-1 gB/Rab7 0,51+0,09 0,0007
MJS gB PRV gB/Rab7 0,47+0,11 0,0022
MJS puro gB/LAMP1 0,0510,01 /
MJS gB HSV-1 gB/LAMP1 0,5040,04 0,0020
MJS gB BoHV-1 gB/LAMP1 0,46+0,01 0,0000
MJS gB PRV gB/LAMP1 0,50+0,01 0,0000
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7.1.3 Obserwacja lokalizacji komdrkowej gB wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV
z jednoczesnq wizualizacjq czgsteczek MHC Il oraz markera egzosomalnego CD63

W oparciu o dane literaturowe na temat interferencji komdrkowej tetraspaniny CD63
z biatkami wirusowymi podczas infekcji (Fraile -Ramos i wsp., 2007; Hurwitz i wsp., 2017),

ten z markerow egzosomalnych zostat wytypowany do badania ko-lokalizacji

gB)
€D63
o

3
O

z gB w komorkach.

e

MJS puro
MJS gB HSV-1

s =
. »
.
CD6:

4
-

MJS gB BoHV-1
MJS gB PRV

L

RYCINA 18. Immunofluorescencyjna analiza lokalizacji gB, czasteczek MHC klasy Il oraz biatka markerowego
egzosomoOw — CD63. Biatka wykrywano w utrwalonych i permeabilizowanych komérkach za pomoca przeciwciat
anty-gB, anty-DRa oraz anty-CD63 i drugorzedowych odpowiednio sprzezonych z znacznikiem Alexa: 546
(czerwony), 633 (niebieski), 488 (zielony).

Ponadto dowiedziono, iz CD63 wchodzi w stabilng interakcje z czgsteczkami MHC klasy
Il i kontroluje produkcje ich mRNA oraz poziom na powierzchni (van den Hoorn i wsp., 2012).
Biorgc po uwage doniesienia literaturowe dotyczace oddziatywania gB HSV-1 z czgsteczkami
MHC klasy Il oraz zaangazowaniu struktur MVBs w opisywane mechanizmy (Mori i wsp., 2008),
przeprowadzono obserwacje komérkowej lokalizacji gB, MHC klasy Il (wykrywano tancuch
o ludzkich MHC Il HLA-DR) i CD63 przy pomocy tréjkolorowej immunofluorescencji-

mikroskopii konfokalnej (Rycina 18). W oparciu o uzyskane zdjecia mozna zaobserwowac
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ko-lokalizacje wszystkich trzech badanych biatek w skupiskach reprezentujgcych struktury
pecherzykowe. Co wiecej, analiza wartosci wspofczynnika korelacji Pearsona wykazata wyzszy
stopien ko-lokalizacji CD63-MHC Il w obecnosci gB. Wspdtczynnik korelacji Pearsona okreslono

przy uzyciu oprogramowania komputerowego dla 3 zdje¢ danego preparatu (Tabela 9).

TABELA 9. Wyznaczenie wartosci wspétczynnika korelacji Pearsona dla poréwnywanych kanatéw detekcji
gB/CD63/MHC 1l (DRa) w liniach MJS puro, MJS gB HSV-1, MIJS gB BoHV-1, MIJS gB PRV.
OS - odchylenie standardowe, / — nie okreslono, istotno$¢ statystyczng dla réznic pomiedzy komdrkami
kontrolnymi a liniami z gB okreslono przy pomocy testu t-studenta (rozktad dwustronny z wariancjg
heteroscedastyczng).

linia komérkowa | poréwnywane kanaty srednia wartos¢ wartos¢ wspotczynnika
detekcji wspofczynnika korelacji poziomu istotnosci
Pearsona + OS statystycznej (p-value)
MJS puro gB/CD63 0,01+0,00 /
gB/DRa 0,0110,00 /
CD63/ DRa 0,64+0,02 /
MJS gB HSV-1 gB/CD63 0,84+0,02 0,0001
gB/DRa 0,64+0,04 0,0014
CD63/ DRa 0,71+0,07 0,2439
MIJS gB BoHV-1 gB/CD63 0,92+0,01 0,0000
gB/DRa 0,68+0,08 0,0049
CD63/ DRa 0,76+0,07 0,0797
MJS gB PRV gB/CD63 0,94+0,01 0,0000
gB/DRa 0,70+0,02 0,0003
CD63/ DRa 0,74+0,02 0,0044
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7.2 Konserwacja ewolucyjna mechanizmu inkorporacji homologéw gB wybranych
przedstawicieli alfaherpeswirusdw do pecherzykdw zewngtrzkomérkowych
i oddziatywania gB z czgsteczkami MHC I

7.2.1 Charakterystyka fizyko-biochemiczna pecherzykéw zewngqtrzkomorkowych
izolowanych z hodowli linii komdrkowych z gB wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV

Ze wzgledu na wysokg wydajnosé, powtarzalno$é oraz zachowang czystosc
i integralnos¢ izolowanego materiatu, do izolacji pecherzykéw zewnatrzkomorkowych
z pozywki hodowlanej przygotowanych linii stabilnych z konstytutywng ekspresjg homologéw
genu gB wybrano filtracje zelowg SEC (ang. size-exclusion chromatography).
Zgodnie z zoptymalizowanym wczesniej protokotem podczas przeprowadzania procedury
zbierano 25 frakcji o objetosci 0,5 ml kazda, ktére poddawano analizie Western blotting
w celu detekcji markerow egzosomowych. W lizatach komaérek MJS i Jurkat wykrywano CD63
lub flotyline-2 i/lub Alix. w lizatach komoérek MDBK i SKe6,
z powodu ograniczonej dostepnosci komercyjnych przeciwciat rozpoznajgcych CD63 innych
gatunkéw niz ludzki, wykrywano Alix. Skuteczng i efektywna izolacje EVs
z pozywki hodowlanej potwierdzit otrzymany wynik analizy Western blotting
z charakterystyczng detekcjg sygnatu dla biatka markerowego we frakcjach 9-13
i dominujgcego we frakcjach 10 lub 11 (Rycina 19).

Te frakcje zostaty potaczone i w dalszym etapie poddane powtdrnemu testowi
na obecnos¢ markerdw egzosomowych: Alix i flotyliny-2 oraz komodrkowych:
mitochondrialnego biatka Tomd40 i kalneksyny (CNX) wystepujgcej w retikulum

endoplazmatycznym, aby wykluczyé mozliwosé kontaminacji materiatem pochodzenia

komodrkowego i potwierdzi¢ uzyskanie frakcji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
(Rycina 20). Tom40 i CNX nie wykryto w uzyskanych preparatach EVs,
co jest jednym z dowoddéw czystosci wyizolowanych pecherzykéw.

W kazdym preparacie wykryto markery biatkowe EVs, najczesciej w ilosci wiekszej
niz w lizatach komdrkowych, co jest cechg charakterystyczna markeréw EVs (analizowano
takie same ilosci lizatéw i EVs pod wzgledem catkowitej ilosci biatka). W przypadku detekcji
Alix w lizatach komdrkowych linii MDBK i SK6 zaobserwowano dodatkowy prazek ponizej
wysokosci, na ktdorej migruje biatko Alix, bedacy najprawdopodobniej rezultatem

niespecyficznego wigzania przeciwciat.
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RYCINA 19. Badanie obecnosci markeréw EVs (CD63, Alix i flotyliny-2/Flot-2) we frakcjach EVs izolowanych
metodq SEC. EVs rozdzielano za pomoca elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, aby przy uzyciu metody
Western blotting i z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat, dokonaé¢ detekcji wybranych biatek. Liczby
wskazujg numery frakcji; @ — EVs linii komdérkowych kontrolnych.
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RYCINA 20. Badanie obecnosci markeréw EVs (Alix i flotyliny-2/Flot-2) oraz komérkowych
(Tom40 i kalneksyny/CNX) we frakcjach EVs izolowanych metodg SEC. Lizaty komdrkowe (L) lub EVs rozdzielano
za pomocy elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, aby przy uzyciu metody Western blotting
i z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat, dokonaé detekcji wybranych biatek. @ — lizat komdrkowy/EVs linii
komérkowych kontrolnych.

W celu uzyskania informacji na temat morfologii i Srednicy izolowanych pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych, dokonano obserwacji z uzyciem transmisyjnego mikroskopu
elektronowego po barwieniu negatywowym octanem uranylu,
uzyskujgc obraz przedstawiajgcy struktury o charakterystycznym ksztatcie sptaszczonych
(ze wzgledu na procedure przygotowywania materiatu do obserwacji mikroskopowej)
kulistych pecherzykéw o érednicy od 40 do 180 nm (Rycina 21). Srednice pecherzykéw
wyznaczano przy uzyciu oprogramowania mikroskopu elektronowego, analizowano
100 pecherzykéw dla kazdego preparatu. Nie zaobserwowano znaczacych rdznic

w populacjach pecherzykéw dla poszczegdlnych preparatow.
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RYCINA 21. Obserwacja EVs izolowanych z pozywki hodowlanej otrzymanych linii komorkowych z uzyciem
transmisyjnego mikroskopu elektronowego po barwieniu negatywowym octanem uranylu. Przedstawiono
reprezentatywne obrazy dla poszczegdlnych linii komdérkowych, pasek skali 100 nm.
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7.2.2 Badanie inkorporacji gB wirusow HSV-1, BoHV-1 | PRV do pecherzykow
zewngtrzkomdrkowych

Jak dotad, potwierdzono wystepowanie glikoproteiny B wirusa HSV-1 w MVBs
i pecherzykach komaérkowych izolowanych z transfekowanych lub stabilnych linii komorek
ssaczych (Temme i wsp., 2010). W celu okreslenia stopnia konserwacji ewolucyjnej
mechanizmu inkorporaciji gB do pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych,
zdecydowano sie poddad analizie pecherzyki z linii komorek z gB pozostatych przedstawicieli
alfaherpeswirusow. gB, liczaca odpowiednio 904, 933 i 913 reszt aminokwaséw, odpowiednio
dla wirusa HSV-1, BoHV-1 i PRV, bedaca biatkiem btonowym typu pierwszego,
wystepuje w formie prekursorowej (gBa), migrujgcej w zelu poliakryloamidowym
w warunkach denaturujgcych na wysokosci odpowiadajgcej masie 110-130 kDa.
W przypadku wirusdw BoHV-1 i PRV nastepuje dodatkowa modyfikacja — ciecie proteolityczne
furyng w pozycji 502/504, skutkujgca podziatem gB na dwie podjednostki: N-terminalng — gBb
(74/68 kDa) i C-terminalng przezbtonowg —gBc (55 kDa), potgczone mostkami disiarczkowymi.
gB wirusa HSV-1 nie podlega takiej modyfikacji. W przeprowadzonym badaniu potwierdzono
obecnos¢ gB zarowno w lizatach komérkowych, jak i w EVs izolowanych z pozywki hodowlanej
linii gB HSV-1-pozytywnych, jednakze w przypadku linii Jurkat, ktéra nie posiada czasteczek
MHC klasy Il, na znacznie nizszym poziomie w stosunku do linii MIJS i MDBK.
Dodatkowo, mozliwa byta detekcja w lizatach komoérkowych i EVs linii
MJS-gB HSV-1 podwdjnego prazka gB na wysokosci 110-120 kDa. Wskazywaé¢ moze
to na wystepowanie dwdch form gB, wynikajgce prawdopodobnie z wystepowania
gB zarowno w wersji dojrzatej glikoproteiny oraz posiadajgcej zrdznicowany wzér
N-glikozylacji (Wenske i wsp., 1982). Podobne formy o nizszej masie czgsteczkowej zostaty
takze wykryte i opisane podczas badan z wykorzystaniem komoérek transfekowanych
(Atanasiu i wsp., 2007). Pomimo detekcji formy prekursorowej gB BoHV-1 i PRV
oraz obu podjednostek powstatych w wyniku ciecia proteolitycznego w lizatach komérkowych
uzyskanych linii komdrkowych, tylko formy gBb i gBc byly wykrywane w EVs.
Ponadto, obserwowana masa czgsteczkowa poszczegélnych homologéw gB rdéznita
sie w zaleznosci od rodzaju linii komdrkowej, w ktérej byta produkowana, co moze sie wigzac

z odmiennym wzorem glikozylacji w réoznych komadrkach ssaczych (Rycina 22).
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RYCINA 22. Detekcja gB w lizatach komérkowych i frakcjach EVs izolowanych metodg SEC. Lizaty komérkowe
lub EVs rozdzielano za pomocy elektroforezy w Zzelu poliakryloamidowym, aby przy uzyciu metody
Western blotting i z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat, dokonaé detekcji biatka gB. Kontrole negatywne
lizatow komadrkowych i EVs uzyskano odpowiednio z komadrek MJSpuro, MDBKpuro, SK6puro, Jurkat.
Kontrole pozytywne lizatow komdrkowych uzyskano z komérek MIS infekowanych wirusem HSV-1, BoHV-1
lub PRV oraz z komadrek Jurkat infekowanych wirusem HSV-1. MJS BoHV-1 L IP* — materiat uzyskany poprzez
precypitacje z uzyciem specyficznych przeciwciat skierowanych przeciwko gB BoHV-1 i ztoza agaroza-biatko A.

- + - + = + = o+ - o+ - o+

Jednostka masy czgsteczkowej kDa.
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7.2.3 Analiza wzoru glikozylacji glikoproteiny B wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV
w otrzymanych liniach stabilnych MJS i preparatach pecherzykow
zewngqtrzkomdrkowych

Zaobserwowane réznice w masach czgsteczkowych gB z réznych komaérek
staty sie punktem wyjscia do analizy stopnia i rodzaju glikozylacji wirusowej glikoproteiny
poprzez trawienie endoglikozydazg H (EndoH) i peptydylo-N-glikozydaza F (PNGaza F).
EndoH (endo-beta-N-acetyloglukozaminidaza A), bedaca specyficznym enzymem
dla glikoprotein, oddziela wigzanie w rdzeniu diacetylochitobiozowym oligosacharydu
pomiedzy dwiema podjednostkami N-acetyloglukozaminy (GIcNAc) bezposrednio w poblizu
reszty asparaginy, tworzgc skrécong czgsteczke cukru z jedng resztg N-acetyloglukozaminy
pozostajgcg na asparaginie. Traktowanie PNGazg F natomiast, poprzez jej zdolnos¢
do trawienia  enzymatycznego miedzy najbardziej wewnetrznymi  resztami
N-acetyloglukozaminy i asparaginy N-glikozylowanych glikoprotein, pozwala na catkowite
rozdzielenie biatka i przytaczonych N-glikanéw. W ten sposdb mozina rozrézni¢ poziom
glikozylacji danej glikoproteiny wskazujagcy na jej prekursorowg lub dojrzatg forme
i uzyskac informacje o statusie przejscia przez retikulum endoplazmatyczne i/lub cze$¢ trans
aparatu Golgiego, w ktorych zachodzi proces N-glikozylacji.
Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej gB, przewidujgca wystepowanie
motywow  predestynujgcych do  wprowadzania  modyfikacji  posttranslacyjnych
(https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif _scan) wskazata na lokalizacje szesciu potencjalnych
miejsc N-glikozylacji w przypadku wirusa BoHV-1 i PRV oraz siedmiu dla wirusa HSV-1.
Nie jest wiadome, ile z tych miejsc ulega modyfikacji w rzeczywistosci. Wynik przeprowadzonej
analizy Western blotting, poprzedzonej reakcjg trawienia enzymatycznego EndoH i PNGaza F,
potwierdzit obecnos¢ form gBa, gBb i gBc ulegajacych modyfikacjom enzymatycznym
wykorzystanymi  w  doswiadczeniu endoglikozydazami. W lizatach komdrkowych
i preparatach EVs linii MJS-gB HSV-1 i MJS-gB PRV poszczegdlne formy biatka posiadaty
mniejszg mase  czgsteczkowg w  pordwnaniu z  materiatem  kontrolnym,
niepoddanym dziataniu enzymow. W przypadku trawienia EndoH obserwowano spadek masy
czgsteczkowej, ale nie taki sam jak w przypadku traktowania prébki PNGazg F,
co prawdopodobnie wynika z faktu, ze w jednej czgsteczce biatka nie wszystkie miejsca

glikozylacji otrzymuja petnej dtugosci taicuchy N-glikandw.
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Analogiczna analiza wykonana dla linii MJS-gB BoHV-1 wykazata zaleznos¢ spadku masy tylko
w przypadku formy gBc, co sugeruje niepetng glikozylacje w przeciwienstwie do formy gBb,
dla ktérej przy trawieniu EndoH nie odnotowuje sie spadku masy, co sugeruje,
Ze ta podjednostka jest w petni glikozylowana. Wzmocnienie sygnatu dla formy gBb BoHV-1,
mozna ttumaczy¢ zwiekszong dostepnoscig epitopow dla przeciwciat wigzacych gB
po modyfikacji enzymatycznej, a detekcja dodatkowych prazkéw wynika z uzycia w tym
eksperymencie surowicy poliklonalnej, a przez to niespecyficznego wigzania przeciwciat.
Powyzsze obserwacje pozwalajg na wnioskowanie o wystepowaniu w EVs form gB

N-glikozylowanych (Rycina 23).

MJS gB HSV-1 MJS gB BoHV-1

lizat lizat
l komdrkowy - EVs 1 : komérkowy - EVs |
@ Ei« () Pe @ Eu () Ps @ Ei () Pe @ Eu () P

MJS gB PRV

lizat
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RYCINA 23. Analiza dojrzewania gB obecnej w komorkach i preparatach EVs otrzymanych linii komérkowych
MIJS gB HSV-1, MJS gB BoHV-1i MJS gB PRV. Lizaty komdrkowe lub EVs inkubowano z endoglikozydazami: EndoH
(En), PNGazaF (Pr) lub inkubowano w buforze dla PNGazy bez enzymoéw (-). Nastepnie uzyskany materiat
rozdzielono za pomoca elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, aby przy uzyciu metody Western blotting
i z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat, dokona¢ detekcji biatka gB. Lizat kontrolny (@) uzyskano z komérek
MJSpuro. Jednostka masy czgsteczkowej kDa.
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7.2.4 Badanie interakcji pomiedzy gB wiruséw HSV-1, BoHV-1 lub PRV i czqsteczkami
MHC Il oraz jej wpfywu na poziom czgsteczek MHC Il na powierzchni komorki

Ze wzgledu na opublikowane dane o obnizonym poziomie czgsteczek MHC klasy Il
na powierzchni komorek ssaczych w obecnosci gB HSV-1 oraz wzajemnym oddziatywaniu
wymienionych biatek (Neumann i wsp., 2003), przeprowadzono analize poziomu MHC klasy I
na komérkach MJS gB BoHV-1 i gB PRV, jednoczesnie sprawdzajac stopien konserwacji
ewolucyjnej opisywanych mechanizméw. Komdrki linii stabilnych po transdukcji
retrowirusem, ale przed sortowaniem na wystepowanie biatka markerowego NGFR,
ktérego obecnosé powinna korelowac z obecnoscig gB, barwiono na powierzchni jednoczesénie
przeciwciatami anty-NFGR i anty-MHC Il (HLA-DR). W analizie za pomocg cytometrii
przeptywowej  zaobserwowano dwie populacje  komérek:  NGFR-pozytywnych
i NGFR-negatywnych, ktére powinny odpowiada¢ komérkom gB-pozytywnym
i gB-negatywnym (Rycina 24 A). Poréwnano poziom MHC Il pomiedzy tymi dwiema
populacjami. Analiza wskazata na znaczace obnizenie poziomu MHC klasy Il (badanego przy
uzyciu przeciwciat skierowanych przeciwko kompleksowi HLA-DR z peptydem) w populacji
NGFR-pozytywnej linii MJS gB HSV-1 oraz, w mniejszym stopniu, analogiczng rdznice
dla MJS gB BoHV-1. Poziom MHC Il w obecnosci gB PRV w komdérkach MIJS byt taki sam,
jak w komérkach gB-negatywnych, co moze sugerowaé brak wptywu gB PRV na poziom
powierzchniowy czgsteczek MHC klasy Il w tej linii komérkowej. W celu dokonania ilosciowego
pomiaru zmian opisywane] zaleznosci przeanalizowano $rednie intensywnosci fluorescencji
MHC Il w  sortowanych liniach komérkowych MJS  (Rycina 24  B).
Poza komdrkami MJSpuro dodatkowa kontrole stanowity komorki MJS ze stabilng ekspresjg
genu ostonkowej glikoproteiny D (gD) wirusa BoHV-1. Zaobserwowano wspdlng wtasciwos¢
obnizonego poziomu MHC Il w obecnosci gB wirusdbw HSV-1 i BoHV-1,
o odpowiednio 60% i 40% w porownaniu do komoédrek kontrolnych MJSpuro.
Rowniez w tym przypadku nie odnotowano znaczgcych zmian dla linii MJS gB PRV.
Zbadano takie wptyw gB na powierzchniowy poziom biatka CD63 w przesortowanych
komérkach (Rycina 24 B). Pomimo obserwowanej ko-lokalizacji gB-MHC [I-CD63,
powierzchniowa ekspresja tej tetraspaniny nie rdznita sie w sposéb istotny pomiedzy
badanymi liniami komdrkowymi. Oznaczenie poziomu MHC klasy Il w bydlecych liniach

komodrkowych MDBK wykazato podobny wptyw obecnosci gB: najsilniejszy efekt gB HSV-1
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i posredni w przypadku gB BoHV-1, natomiast wzrost poziomu MHC Il przy obecnosci gB PRV

w bydlecych komdrkach.
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RYCINA 24. Poréwnanie poziomu czasteczek MHC klasy Il i CD63 na powierzchni komoérek z konstytutywna
ekspresjg genu gB. A — Powierzchniowg obecno$é¢ HLA-DR badano za pomocy cytometrii przeptywowej na
niesortowanych komaérkach MJS transdukowanych retrowirusem niosagcym gen gB (wykorzystujac wystepowanie
powierzchniowego biatka markerowego, skréconej wersji nerwowego receptora czynnika wzrostu — NGFR —
odzwierciedlajgcego poziom gB wzgledem MHC II). B — Analiza poréwnawcza pozioméw MHC Il na powierzchni
sortowanych komérek wykazujgcych ekspresje gB. Ekspresje powierzchniowego CD63 analizowano jako
kontrole. Dla poréwnania oceniono wptyw gD kodowanego przez BoHV-1 na powierzchniowe MHC Il i CD63.
Srednia intensywnoéé fluorescencji MHC Il / CD63 na komérkach kontrolnych MJSpuro ustalono jako 100%.
Powierzchniowe MHC Il analizowano metodg cytometrii przeptywowej na sortowanych komédrkach MDBK
transdukowanych retrowirusem gB i komdrkach kontrolnych MDBKpuro. Srednig intensywnos$¢ fluorescencji
MHC Il na komodrkach kontrolnych MDBKpuro ustalono jako 100%. Analize przeprowadzono trzykrotnie.
Istotno$¢ statystyczng rdznic miedzy liniami komaérkowymi MJSpuro i MJS gB/gD oraz MDBKpuro i MDBK gB
oszacowano za pomoca testu t-studenta (rozktad dwustronny z wariancjg heteroscedastyczng); ** p<0,001.
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7.2.5 Analiza oddziatywania MHC Il-glikoproteina B oraz poréwnanie podobieristwa
sekwencji aminokwasowej glikoproteiny B wirusow HSV-1, BoHV-1 i PRV
oraz niezmiennego ftaricucha zwigzanego z antygenami gfédwnego uktadu
zgodnosci tkankowej klasy 11

Wykazany wczes$niej wptyw gB HSV-1 na obnizanie poziomu czasteczek MHC klasy I
zachodzi poprzez bezposrednie oddziatywanie obu biatek, a doktadniej przez interakcje
MHC Il z krétkim fragmentem gB posiadajgcym homologiczng sekwencje aminokwasowa
do tej zlokalizowanej w tancuchu polipeptydowym biatka li/CD74.

W  warunkach fizjologicznych 1i/CD74 — fancuch niezmienny zwigzany
z antygenami — bierze udziat w zabezpieczaniu przed niespecyficznym wigzaniem
antygenéw endogennych do rowka czgsteczki MHC Il. Mechanizm przytaczania li/CD74
do MHC Il zachodzi w szorstkim retikulum endoplazmatycznym, poprzez oddziatywanie
segmentow: wigzacego rowek MHC Il i ogdlnego miejsca wigzania zlokalizowanych na li/CD74.
tancuch niezmienny, ze wzgledu na wystepowanie w jego ogonie cytoplazmatycznym
motywéw sygnatowych sortowania endosomalnego, utatwia réwniez eksport MHC I
z retikulum endoplazmatycznego do pdznego endosomalnego przedziatu tadunkowego MHC
Il (kompartmentu MHC II/ MIIC), gdzie zachodzi przytgczanie peptydu antygenowego
prezentowanego nastepnie na powierzchni komorki (Schroder, 2016).

Poréwnanie sekwencji aminokwasowe] trzech wariantéw [i/CD74 (ludzkiego,
bydlecego, swinskiego) i czterech wariantéw gB (HSV-1, BoHV-1, dwa szczepy PRV) wykonane
przy uzyciu programu T-Coffee pozwolito na zaobserwowanie, iz segment il/CD74, zawierajgcy
sekwencje ogdlnego miejsca wigzania do MHC Il, wykazuje podobienstwo do fragmentu
sekwencji gB HSV-1; jest to jednak jeden z najmniej konserwowanych regionéw w sekwencji
aminokwasowe] gB, rdznigcy sie znacznie w przypadku wirusa BoHV-1 oraz PRV.
Bydlece i $winskie sekwencje 1i/CD74 sg silnie konserwowane, ale odpowiadajgce im regiony
w gB BoHV-1i PRV sg zmienne. W gB BoHV-1 podobieristwo jest zachowane poprzez obecnosé
reszt prolinowych, natomiast sekwencja gB PRV rdzni sie takze w znaczacy sposéb pomiedzy

réznymi szczepami tego wirusa (Rycina 25).
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Aby zweryfikowac¢ oddziatywanie i/ lub zdolnosé¢ wigzania gB do czasteczek MHC
klasy Il przeprowadzono eksperyment immunoprecypitacji komplekséw gB-MHC I
w lizatach komdrkowych (Rycina 26). Do lizatéw komdrkowych (kontrolnych lub pozyskanych
z linii gB-pozytywnej) dodano przeciwciata anty-MHC Il i biatko A zwigzane ze ztozem
agarozowym, immunoprecypitaty rozdzielano metodg SDS-PAGE i analizowano w nich metoda
Western blotting mozliwos$¢ detekcji gB lub kontrolnie taricucha B HLA-DR (w lizatach komérek
MDBK nie byto mozliwe uwidocznienie bydlecych MHC Il z powodu braku dostepnych
przeciwciat reagujacych w technice Western blotting). Analogiczna analiza nie zostata
wykonana dla wariantu gB wirusa PRV w komodrkach gatunkowo specyficznych ze wzgledu

na brak dostepnosci swinskiej linii komdrkowej z endogenng ekspresjg MHC II.

miejsce wigzania tanncucha niezmiennego li/CD74
do czasteczki MHC klasy Il

i )
ogdlne . . . .
s . miejsce wigzania
miejsce
. . do rowka MHC Il
wigzania
li/CD74
(- - )
Homo sapiens PPPPKP |[VSKI MRMATPLLMQALPMGA
Bostaurus | P K PAIKP| [MsQ MRMATPMLMRALPMAG
PKPISIKP JLSK|l MRYVSAPMLMQALPMEG

Sus scrofa
glikoproteina B

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

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

RYCINA 25. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej potencjalnych miejsc wigzania gB HSV-1, BoHV-1
oraz dwdch réinych szczepéw PRV: NIA3 (1) i Kaplan (2) do czasteczki MHC klasy Il. Reszty aminokwaséw
w sekwencji gB identyczne z obecnymi w sekwencji ogdlnego miejsca wigzania li/CD74 zaznaczono na czerwonym
tle. Prostokatne ramki podkreslajg przewidywane miejsca wigzania MHC I, a oznaczenia aminokwaséw
potencjalnie biorgcych udziat w wigzaniu do rowka MHC Il oznaczono pogrubionym drukiem.
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MHCII
WB: gBHSV-1

MHC I
WB: DRPB
gBa IP: MHC I
WB: gBBoHV-1
gBb
gBc
DRB IP: MHC I
te WB: DRP
C
WB: gB PRV
WB: DRPB

RYCINA 26. Analiza interakcji miedzy czasteczkami MHC klasy Il i gB HSV-1 (A), gB BoHV-1 (B) lub gB PRV (C).
Tworzenie kompleksu miedzy gB i MHC Il z lizatéw komdrkowych (L) oceniano poprzez immunoprecypitacje (IP)
z wykorzystaniem przeciwciat, odpowiednio anty-gB lub anty-MHC Il. Immunoprecypitowane biatka (IP)
rozdzielano za pomocg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, aby przy uzyciu metody Western blotting (WB)
i z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat, dokona¢ detekcji biatka gB lub MHC Il (DRp). Jednostka masy
czasteczkowej kDa. LC —tancuch lekki przeciwciata, HC —taricuch ciezki przeciwciata.
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Analiza Western blotting immunoprecypitatéw pozwolita na detekcje obecnosci
zaréwno immunoprecypitowanego MHC Il (lizaty MIJS), jak i ko-precypitujacego gB HSV-1
(Rycina 26 A), wskazujac na tworzenie komplekséw przez oba biatka. Ko-precypitujgce
gB HSV-1 wykryto réwniez w mniejszej iloSci w immunoprecypitatach otrzymanych z lizatow
komodrek MDBK z konstytutywng produkcjg gB HSV-1, pomimo braku mozliwosci detekgcji
bydlecych MHC Il (do immunoprecypitacji wykorzystano konformacyjne przeciwciata IL-A21,
ktére nie reaguja ze zdenaturowanymi biatkami). W przypadku gB BoHV-1 (lizaty MDBK i MJS),
w kompleksach immunoprecypitowanych przeciwciatami anty-MHC Il byta mozliwa detekcja
przede wszystkim formy gBb (w mniejszej ilosci gBc); do detekcji wykorzystano mieszanine
przeciwciat monoklonalnych, ktdre najlepiej uwidaczniajg forme
gBb (Rycina 26 B). W przypadku wirusa PRV (lizaty MIJS) nie wykazano w sposéb
jednoznaczny interakcji gB-ludzkie MHC Il (Rycina 26 C).

W dalszym etapie, metodg Western blotting, dokonano oceny wystepowania
czasteczek MHC klasy I w EVs izolowanych z linii komdrkowych MJS.
Potwierdzono wystepowanie podjednostki DRa i DRB w EVs z gB wszystkich badanych
alfaherpeswiruséw. Najsilniejszy sygnat detekcji dla DRa odnotowano w przypadku gB HSV-1.
Obecnos¢ gB BoHV-1 nie zmieniata ilosci wykrywanych biatek w poréwnaniu z komérkami
gB-negatywnymi, obserwowano natomiast znacznie nizszy sygnat detekcji dla podjednostki
DRB w EVs pochodzacych z linii MJS gB PRV (Rycina 27).

Przeprowadzone eksperymenty wskazuja, iz gB HSV-1, BoHV-1 i PRV w rdzny sposéb
wptywajg na poziom MHC Il, zarébwno w komodrkach, jak i wydzielanych przez komorki

pecherzykach zewnatrzkomorkowych.
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RYCINA 27. Detekcja podjednostek czgsteczek MHC klasy Il — DRa i DRB. Za pomoca techniki Western blotting
analizowano EVs (taka sama ilos¢ materiatu wyjSciowego) izolowane metodg SEC. Flotylina-2 (Flot-2)
zastosowana jako marker egzosomowy. DRa i B-aktyna wykrywane w lizatach komérkowych dla poréwnania.
Jednostka masy czgsteczkowej kDa.

7.3 Charakterystyka fizyko-biochemiczna pecherzykéw zewngatrzkomdrkowych
uwalnianych przez komérki podczas infekcji HSV-1, BoHV-1 i PRV

W celu zbadania mozliwosci inkorporacji homologéw gB do pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych podczas infekcji wirusowej, dokonano analizy EVs uwalnianych
przez zainfekowane komorki. Eksperymenty tego typu niosg wyzwania metodologiczne
ze wzgledu na fakt, iz pecherzyki zewnatrzkomérkowe i czgstki wirusowe posiadajg podobne
parametry biofizyczne, m.in. wielko$¢, co podczas ich wspdlnej izolacji moze utrudniaé
uzyskanie preparatow zawierajgcych wytgcznie struktury danego typu. Bazujgc jednak
na réznicy gestosci EVs i wiriondw, jest mozliwe zastosowanie techniki ultrawirowania
w gradiencie jodiksanolu (OptiPrep™) (Dechamps i Kalamvoki, 2016), stagd ta metoda zostata
zastosowana w celu uzyskania modelu badawczego do analizy pecherzykow
zewnatrzkomérkowych uwalnianych przez komaérki podczas infekcji HSV-1, BoHV-1 lub PRV.
Przy  ustaleniu  procedury laboratoryjnej, opartej na protokole opisanym
w pracy Dechamps i Kalamvoki, zostata uwzgledniona kinetyka infekcji wirusowej dla wybranej
linii komodrkowej, a schemat procedury izolacji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
z komorek infekowanych wirusem przedstawia Rycina 28. Kontrole negatywne stanowity

komoarki MJS i MDBK nieinfekowane, traktowane zgodnie z tg sama procedura.
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Inkubacja z inokulum wirusowym 2 h

MOI 0.1 :HSV-1/MJS i BoHV-1/MDBK
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vV O > v Ve
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komérki linii - me Inkubacja/ infekcja 48 h
MJS lub MDBK .o

l

zebranie pozywki znad hodowli komérkowej/
filtracia @ 0.45 um/ seria standardowvch wirowan

zebranie 0,5 ml frakgcji \l,
€ ultrawirowanie w gradiencie
jodiksanolu (OptiPrep™)

RYCINA 28. Schemat procedury izolacji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych z komorek infekowanych
wirusem. MOI (ang. multiplicity of infection) — wielokrotno$¢ zakazenia, liczba czastek wirusa przypadajgca
na jedng komorke

Zebrane w uktadzie géra-dot 0,5 ml frakcje po ultrawirowaniu w gradiencie 6-18%
jodiksanolu (OptPrep™), zostaty poddane analizie Western blotting,
aby dokona¢ detekcji markeréw EVs i wirusowych (Rycina 29). Miana uwalnianych czastek
wirusowych w poszczegdblnych frakcjach gradientu zostaty oznaczone
w tescie tysinkowym (ang. plague assay) (Rycina 30).

Otrzymane wyniki wskazujg, ze detekcja markeréow EVs (CD63, CD9)
byta mozliwa gtéwnie we frakcjach o nizszej gestosci: 8—12 (liczac w ukfadzie géra-dét),
zaréwno w przypadku wykorzystania jako materiat wyjsciowy pozywki znad nieinfekowanych,
jak i infekowanych (HSV-1, BoHV-1 i PRV) komédrek MJS. Nieco odmienny wzér
zaobserwowano dla analizowanych frakcji otrzymanych z pozywki znad infekowanych
wirusem BoHV-1 komdrek MDBK, gdzie biatko markerowe Alix gromadzito sie we frakcjach:
9-13, a takze we frakcjach o wiekszej gestosci: 17-20. Niewielkie ilosci biatek markerowych,

zwtaszcza CD9, byty takze obecne w dolnej czesci niektérych gradientow.
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RYCINA 29. Analiza frakcji zebranych podczas izolacji i oczyszczania EVs uwalnianych przez komorki podczas
infekcji HSV-1, BoHV-1 lub PRV 40 ul z 0,5 ml kazdej zebranej frakcji rozdzielano za pomocg elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym, aby przy uzyciu metody Western blotting i z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat,
dokona¢ detekcji markerow pecherzykowych (CD63, CD9, Alix) i biatek wirusowych (gB, gC, gD, gE). L — lizat
komodrkowy, @ — komarki nieinfekowane. Numeracja frakcji zebranych w uktadzie géra-dot.
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RYCINA 30. Oznaczenie miana uwalnianych czgstek wirusowych w poszczegdlnych frakcjach gradientu
zebranych podczas izolacji i oczyszczania EVs uwalnianych przez komdérki podczas infekcji HSV-1, BoHV-1

lub PRV za pomocay testu tysinkowego. pfu — (ang. plaque forming unit) — jednostka tworzgca tysinke.
Numeracja frakcji zebranych w uktadzie géra-dét.
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Glikoproteiny wirusowe wykrywano w kilku frakcjach, ktére mogly reprezentowacd
pecherzyki o réznej wielkosci i gestosci. Poziom gC i gk we frakcjach o matej gestosci nie byt
wysoki i znaczgco nizszy niz we frakcjach o duzej gestosci lub dolnych (21-22), zawierajgcych
(na podstawie testu tysinkowego) wiriony, dla ktérych sygnat gC i gE byt wyrainy.
Jednakze, dla gB i gD HSV-1 obserwowano silniejszy sygnat we frakcjach pokrywajacych
sie z tymi, ktére prezentowaty obecnosé¢ markerdw pecherzykéw zewngtrzkomérkowych.
Zakaznosc¢ wirusa dla tych frakcji, oszacowana na podstawie wielko$ci miana wirusa badanego
za pomocg testu tysinkowego, byta nizsza, co wskazuje, iz zanieczyszczenie czgstkami
zakaznymi byto marginalne. W oparciu o uzyskane rezultaty stwierdzono otrzymanie frakcji
wzbogaconych w EVs (8-15) oraz frakcji zawierajgce duze ilosci czastek wirusowych (20-22)
(Rycina 29).

W celu uzyskania informacji na temat morfologii i Srednicy struktur w izolowanym
materiale dokonano obserwacji z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego frakcji:
F11 — o najwyiszym poziomie markera EVs — zawierajgcg prawdopodobnie mniejsze
pecherzyki i F21 — o najwyiszej zawartosci glikoprotein wirusowych — zawierajgca
prawdopodobnie wiriony (Rycina 31). Uzyskany obraz mikroskopowy dla frakcji F11

przedstawia struktury pecherzykowe charakterystyczne dla EVs (Rycina 31).
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F11 MJS F11 MJS HSV-1 F11 MJS BoHV-1 F11 MJS PRV

F21 MJS BoHV-1

F11 MDBK F11MDBKBoHV-1

RYCINA 31. Analiza z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego wybranych frakcji zebranych
podczas izolacji i oczyszczania EVs uwalnianych przez komoérki podczas infekcji HSV-1, BoHV-1 lub PRV.
Przedstawiono reprezentatywne obrazy dla frakcji komérek nieinfekowanych F11 MJS i F11 MDBK
oraz infekowanych (F11/ nazwa wirusa i F21/ nazwa wirusa). Numeracja frakcji zebranych w uktadzie géra-dot.
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We frakcji F21 natomiast widoczne byty gtéwnie btoniaste struktury o duzej gestosci
elektronowej zawierajgce wewngatrz tadunek przypominajagcy ikozaedralne kapsydy
herpeswirusowe (Rycina 31), jak publikowane wczesniej (Rycina 32). We frakcji izolowanej
z komoérek MJS infekowanych wirusem HSV-1 obserwowano czgstki o nietypowym, czesciowo

rurkowatym ksztatcie i nieliczne puste pecherzyki (Rycina 31).

RYCINA 32. Opublikowana przyktadowa analiza TEM frakcji wirionébw BoHV-1 oczyszczonych
przez ultrawirowanie na poduszce sacharozowej (na podstawie Hoferer i wsp., 2017).

W  kolejnym etapie postanowiono doktadniej przeanalizowa¢ technika
Western blotting wystepowanie rdéinych biatek wirusowych we frakcjach F7
(mogacej zawierad agregaty biatek i mate pecherzyki), F11, F15 (zawierajgcej prawdopodobnie
wieksze pecherzyki) oraz F21 (dla gradientu MJS HSV-1 takze F22). Wykazano obecnos¢
wszystkich testowanych glikoprotein (gB, gD, dla BoHV-1 i PRV réowniez gE) w badanych
frakcjach, gdzie najsilniejszy sygnat byt widoczny dla frakcji F21 (dla gradientu MJS HSV-1 takze
F22). Dla MJS BoHV-1 tworzgce kompleks glikoproteine gM i giéwne wirusowe biatko
immunomodulacyjne UL49.5 wykryto jedynie we frakcjach o wiekszej gestosci. Réwniez dolne
frakcje gradientow z MJS BoHV-1 i HSV-1 zawieraty gtéwne biatko kapsydu VP5/ICP5
(dla PRV nie dysponowano przeciwciatami specyficznymi dla gtéwnego biatka kapsydu).
Jako kontrole zastosowano lizaty komoérek nieinfekowanych i infekowanych, a detekcje biatka

DR zastosowano dodatkowo jako marker EVs (Rycina 33).
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RYCINA 33. Analiza wybranych frakcji zebranych podczas izolacji i oczyszczania EVs uwalnianych przez komorki
podczas infekcji HSV-1, BoHV-1 lub PRV 40 pl z 0,5 ml kazdej zebranej frakcji rozdzielano za pomoca
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, aby przy uzyciu metody Western blotting i z wykorzystaniem
specyficznych przeciwciat, dokonaé detekcji wybranych biatek. ICP5/VCP5 — homolog HSV-1 i BoHV-1 — gtéwne
biatko kapsydowe, UL49.5 — biatko immunomodulatorowe, gD/gM — wirusowe glikoproteiny ostonki,
DRB — marker EVs, L — lizat komdrkowy (30 pg). Numeracja frakcji zebranych w uktadzie géra-dot.



7.4 Znaczenie biologiczne inkorporacji homologéw gB wybranych przedstawicieli
alfaherpeswirusdw do pecherzykdw zewngatrzkomadrkowych

W celu weryfikacji hipotezy o dodatkowej — immunomodulacyjnej — funkcji gB,
zakotwiczonej w btonie pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych, wykonano dwa eksperymenty
mogace dostarczy¢ informacje dotyczace tego mechanizmu: badanie zdolnosci wigzania
przeciwciat koziej surowicy anty-BoHV-1 przez pecherzyki zewnatrzkomodrkowe-gB
BoHV-1-pozytywne w tescie ELISA oraz badanie wychwytywania pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych-gB HSV-1 pozytywnych przez komérki ssacze (ang. extracellular

vesicles uptake).

7.4.1 Badanie zdolnosci wigzania przeciwciat surowicy anty-BoHV-1 przez pecherzyki
zewngqtrzkomdrkowe-gB BoHV-1 pozytywne

Za pomocy testu ELISA zbadano zdolnos$é¢ wigzania przeciwciat surowicy koziej
(otrzymanej przez immunizacje zwierzecia petng forma czastki wirusowej BoHV-1) przez EVs
gB BoHV-1-pozytywne. Do przeprowadzenia eksperymentu wykorzystano ptytke z naniesiong
takg sama iloscig materiatu EVs izolowanych metodg SEC z otrzymanych linii komérkowych
(MJS i MDBK) ze stabilng produkcjg gB BoHV-1 oraz wybrane frakcje z analizy pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych  uwalnianych  przez  komoérki  podczas infekcji  BoHV-1.

Zaobserwowano zdolnos¢ wigzania przez EVs gB BoHV-1 pozytywne zastosowanych
w tym doswiadczeniu przeciwciat komercyjnie dostepnej koziej surowicy anty-BoHV-1.
Sygnat dla EVs znad MJS gB BoHV-1 znacznie przewyzszat ten uzyskany dla EVs izolowanych
z MDBK gB BoHV-1, co moze byé wynikiem takich modyfikacji posttranslacyjnych
i/lub konformacyjnych gB w linii MJS, ktére zwiekszajg jej specyficzne wigzanie do przeciwciat
surowicy (Rycina 34 A). Inkorporacja gB BoHV-1 w EVs z obu linii komérkowych, jak wykazano
w p. 7.2.2. byta podobna. Takze dla kontrolnych EVs (izolowanych z linii komérkowych bez gB
BoHV-1) odnotowano sygnat nieco ponad poziom zastosowanej kontroli - 1% roztworu
BSA/PBS. By¢ moze dziato sie tak ze wzgledu na zdolno$é pewnych receptoréw EVs do wigzania
immunoglobulin. Specyficzna reakcja dla przeciwciat surowicy anty-BoHV-1 zostata
odnotowana w przypadku frakcji F7, F11, F15 i F21 otrzymanych z pozywki hodowlanej

znad komoérek (MJS i MDBK) infekowanych wirusem BoHV-1. Najsilniejszy sygnat
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obserwowano dla frakcji komérek zainfekowanych F21 zawierajgcej wiriony, a wyrazniejszg
zdolnos$¢ wigzania przeciwciat odnotowano dla materiatu pochodzgcego z komérek MDBK
infekowanych BoHV-1, co moze wigzac sie zdynamikg poziomu zakazenia i wiekszymi ilosciami

produkowanych biatek wirusowych (Rycina 34 B).
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RYCINA 34. Wynik testu ELISA badajgcego zdolnos¢ wigzania przeciwciat surowicy BoHV-1-specyficznej przez
EVs gB-BoHV-1 pozytywne. A — detekcja biatek BoHV-1 w materiale izolowanym z otrzymanych linii stabilnych.
Sygnat z EVs zawierajgcych gB poréwnano z sygnatem z EVs MJS/MDBKpuro. B — detekcja biatek BoHV-1
w materiale izolowanym w gradiencie OptiPrep (frakcje F7, F11, F15 i F21) z komodrek MDBK/MIS
nieinfekowanych (@) lub infekowanych (V) wirusem BoHV-1. Sygnat z materiatu zainfekowanego wirusem byt
poréwnywany z sygnatem z odpowiednich frakcji F11 lub F21 z niezainfekowanych MJS/MDBK.
Analiza przeprowadzana z wykorzystaniem koziej surowicy anty-BoHV-1. 1% BSA/PBS stuzyt jako kontrola tta.
Kazda reakcja byta wykonane w trzech powtdrzeniach, a stupki przedstawiajg Srednig absorbancji przy 450 nm
z odchyleniami standardowymi; istotno$¢ statystyczng oszacowano za pomocg testu t-studenta
(rozktad dwustronny z wariancja heteroscedastyczna); * p 0,01, ** p 0,001.
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74.2 Test wychwytywania pecherzykow zewnqtrzkomorkowych-gB-HSV-1
pozytywnych przez komorki ssacze (ang. extracellular vesicles uptake)

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe petnig funkcje w komunikacji miedzykomdrkowej
poprzez transport fadunku biologicznego (biatek, metabolitow, kwaséw nukleinowych)
pomiedzy komodrkami dawcy i biorcy. Chcac przesledzic ten proces w warunkach
laboratoryjnych oraz zbada¢ wptyw obecnosci gB na ten proces przygotowano preparat EVs
znakowanych fluorescencyjnie, ktéry zostat wykorzystany w eksperymencie wychwytywania

EVs-gB HSV-1-pozytywnych przez komérki ssacze Huh7.

7.4.2.1 Ocena moZliwosci zastosowania znacznika zielonej fluorescencji dla ogdlnego
barwienia bfony komdrkowej — PKH67 — do znakowania preparatow
pecherzykdw zewnqtrzkomdrkowych

Postepujac zgodnie z ustalong procedurg izolacji EVs metodg SEC (rekomendowang
do analiz funkcjonalnych EVs, jako najmniej inwazyjng i nie naruszajgca struktury pecherzykéw
w trakcie jej przeprowadzania) otrzymano pule pecherzykéw zewngtrzkomérkowych
pochodzacych z linii komodrkowych MJS i MJS gB HSV-1.

Do znakowania EVs zastosowano znacznik zielonej fluorescencji PKH67 — przeznczony
do ogdlnego znakowania bton  komérkowych. PKH67, a takie nalezacy
do tej samej grupy — barwnik czerwonej fluorescencji — PKH26 sg powszechnie stosowanymi
reagentami w eksperymentach z wykorzystaniem znakowanych pecherzykow
zewnatrzkomérkowych, gdyz w przeciwiedstwie do innych dostepnych znacznikdw bton,
ich uzycie nie niesie ryzyka barwienia niespecyficznego bton komédrek biorcy
na drodze dyfuzji fluoroforu pomiedzy btonami, ze wzgledu na silne
i specyficzne wigzanie do tancuchéw lipidowych. Ponadto, protokét barwienia
EVs zapobiega pozostawieniu zanieczyszczenia, w postaci niezwigzanego znacznika,
w  koAcowym  produkcie, przez oddzielenie niezwigzanej frakcji  barwnika
na kolumnie ultrafiltrujace;j typu Amicon®.

Jakos¢ uzyskanego preparatu barwionych EVs pochodzacych
z linii komérkowych MJS i MJS gB HSV-1 zweryfikowano poprzez obserwacje mikroskopowa

kropli preparatu znakowanych EVs naniesionej na szkietko podstawowe — widoczna jest
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granica faz oraz rownomiernie roztozone, podobnej wielkosci, punktowe struktury w obszarze

kropli (Rycina 35).

EV'S pkH67-znakowane — EV'S pkH67-znakowane —

MJS MJS gB HSV-1

RYCINA 35. Obraz mikroskopowy preparatu EVs PKH67-znakowanych pochodzacych z linii komérkowych
MJS i MJS gB HSV-1.

7.4.2.2 Obserwacja wychwytywania pecherzykow zewngqtrzkomorkowych-gB HSV-1
pozytywnych przez komorki ssacze Huh7 z uwzglednieniem badania kierowania
znakowanych struktur biologicznych na sciezke lizosomalng

W kolejnym etapie przeprowadzono eksperyment wychwytywania znakowanych
pecherzykéw zewnatrzkomérkowych pochodzacych z linii komdrkowych MJS i MJS gB HSV-1
przez ludzkie komorki linii Huh7 - izolowanej z guza nowotworowego watroby.
Wyboru linii komérkowej dokonano na podstawie danych literaturowych wskazujgcych
na zwiekszong podatnos¢ tworzenia przerzutdw w chorobie nowotworowej skoéry
(linia MJS, z ktorej otrzymano preparat EVs wywodzi sie z guzéw czerniaka) do ptuc, kosci
i watroby (Ackermann i wsp., 2005; Abdel-Rahman, 2019) oraz na podstawie hipotezy

o powinowactwie EVs produkowanych przez komérki nowotworowe do okreslonych tkanek

i ich roli w tworzeniu tzw. niszy premetastatycznej (Tucci i wsp., 2018).
Komérki Huh7 dodatkowo, ze wzgledu na swdj rozmiar i morfologie,
pozwalajg na  wiarygodne i dobrej  jakosci obserwacje mikroskopowe.

Po wstepnym etapie optymalizacji ilosci dodawanego materiatu,

liczby  komdrek  uzytych w  doswiadczeniu  oraz  przedziatdbw  czasowych
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na dokonywane obserwacje przyzyciowe, otrzymano serie zdje¢ (Rycina 37 i Rycina 38)
oraz filméw z mikroskopowego zapisu poklatkowego przeprowadzonego eksperymentu,
zataczone do niniejszej pracy na nosniku danych (Rycina 36).

Uzyskane obserwacje wskazuja na internalizacje EVs z komodrek MIJS
do komédrek Huh7 zarédwno w przypadku obecnosci lub braku gB HSV-1.
Poprzez znakowanie barwnikem czerwonej fluorescencji — LysoTracker — organelli o kwasnym
odczynie pH w badanych komérkach i rekonstrukcje 3D
obrazu mikroskopowego z przeprowadzonego testu potwierdzono wystepowanie
PKH67-znakowanych EVs wewnatrz komorki biorcy (Rycina 37).
Ponadto, chociaz pomiedzy inkorporacjg EVs niosgcych biatko gB lub pozbawionych
jego obecnosci, nie obserwowano znaczgcych réznic w kinetyce czy mechanizmie pobierania
materiatu do wnetrza komorki, wyniki wskazujg na zwiekszong akumulacje pecherzykéw

MJS-gB HSV-1 w przedziale perinuklearnym (Rycina 37 i Rycina 38).

116



EVS PKH67-znakowane ~ EVS PKH67-znakowane =
MJS MJS gB HSV-1

3h

6h

15h

RYCINA 36. Pojedyncze obrazy poklatkowego zapisu mikroskopowego testu wychwytywania pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych-gB HSV-1 pozytywnych przez komérki ssacze Huh7. EVs — znakowane PKH67 (zielony).
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EVS pkH67-znakowane = EV'S pkH67-znakowane -
MIJS MJS gB HSV-1

3h

6h

15h

RYCINA 37. Rekonstrukcja 3D obrazu mikroskopowego z przeprowadzonego testu wychwytywania
pecherzykéw zewnatrzkomérkowych-gB HSV-1 pozytywnych przez komérki ssacze Huh7 z uwzglednieniem
badania kierowania znakowanych struktur biologicznych na sciezke lizosomalna. EVs — znakowane PKH67
(zielony), organelle $ciezki lizosomalnej — znakowane LysoTracker (czerwony).
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EV'S pkH67-znakowane - EV'S pkH67-2nakowane -
MJS MJS gB HSV-1

3h

6h

15h

RYCINA 38. Pudetkowy obraz mikroskopowy przeprowadzonego testu wychwytywania pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych-gB HSV-1 pozytywnych przez komoérki ssacze Huh7 z uwzglednieniem badania
kierowania znakowanych struktur biologicznych na sciezke lizosomalna. EVs — znakowane PKH67 (zielony),
organelle $ciezki lizosomalnej — znakowane LysoTracker (czerwony).
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8 DYSKUSIA

Zakazenia herpeswirusowe majg szczegdlne znaczenie epidemiologiczne, gtdwnie
ze wzgledu na powszechnos¢ infekcji, szybkie tempo ich rozprzestrzeniania
sie oraz ograniczong mozliwos¢ kontroli zakazen spowodowang, m.in. wystepowaniem
latencji oraz dziatania wirusowych strategii modulowania odpowiedzig immunologiczng.
O ile infekcja moze przebiegad tagodnie lub bezobjawowo, w niektérych przypadkach istnieje
ryzyko powikfan i rozwiniecia choréb zwigzanych z zakazeniem herpeswirusami,
np.: cytomegalia, pétpasiec, miesak Kaposiego, nowotwory zwigzane z infekcjg wirusem
Epsteina-Barr. Z kolei aktywne infekcje herpeswirusowe wystepujace u zwierzat
hodowlanych powodujg znaczace straty ekonomiczne.

Przedstawiona praca opisuje analize interakcji glikoproteiny B wybranych
alfaherpeswiruséw z biatkami szlaku endosomalno-egzosomalnego oraz czasteczkami
MHC klasy Il. Glikoproteina B nalezy do produktéw tzw. core genes (ang.), wystepujacych
u wszystkich herpeswiruséw; jednoczesnie jest to jedno z najbardziej konserwowanych
herpeswirusowych biatek pod wzgledem sekwencji aminokwasowej i struktury
(Vollmer i Griinewald, 2020; Cairns i Connolly, 2021). Dotychczas zostata szczegdtowo
opisana rola gB, w mechanizmie wnikania wirusa do komdérki gospodarza.
Gtéwny przedmiot zainteresowania niniejszej pracy stanowity badania nad formg gB
syntetyzowang w  komodrce gospodarza, na podiniejszych  etapach infekcji.

Podstawe moich narzedzi badawczych stanowity uzyskane linie stabilne wybranych
komoérek ssaczych z konstytutywng ekspresjg homologu gB wybranych alfaherpeswiruséw:
HSV-1, BoHV-1 lub PRV, a takze komoérki ssacze infekowane wymienionymi wirusami,
w oparciu o ktére i z wykorzystaniem odpowiednich technik przeprowadzitam doswiadczenia
charakteryzujgce  interakcje badanych gB z biatkami szlaku endosomalno-
egzosomalnego oraz czgsteczkami MHC klasy Il.

Wysoki stopied konserwacji sekwencji nukleotydowej gendw gB i przestrzennej
struktury biatkowej miedzy homologami gB alfaherpeswirusow mogtby sugerowad
zachowanie poszczegdlnych funkcji glikoproteiny. Jednak pewne rdznice w witasciwosciach
homologdéw gB alfaherpeswirusow zostaty wczesniej odnotowane, m.in. odmienne wigzanie
z immunoglobulinopodobnymi receptorami PILR (ang. paired immunoglobulin-like type 2

receptor) podczas etapu wejscia wirusa do komorki: gB HSV-1 oddziatuje z PILRa
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(Satoh i wsp., 2008), natomiast gB PRV z PILRB (De Pelsmaeker i wsp., 2019).
Staratam sie zwrdci¢ szczegdlng uwage na konserwacje ewolucyjng przez pordwnanie
wiasciwosci gB BoHV-1 i PRV, ktére nie byly wczesniej opisane w literaturze, z gB wirusa
HSV-1, wybrang jako kontrola pozytywna, ze wzgledu na udokumentowane wczesniej
interakcje z MHC Il oraz obecnos$¢ w egzosomach (Sievers i wsp., 2002; Neumann i wsp., 2003,
Temme i wsp., 2010; Niazy i wsp., 2017). Wirusy BoHV-1 i PRV stanowig od lat przedmiot
badan w naszym zespole badawczym. Nalezgce do rodzaju Varicellovirus BoHV-1 i PRV
sg ze sobg blizej spokrewnione ewolucyjnie, niz przynalezny do rodzaju Simplexvirus HSV-1
(McGeoch i wsp., 2008). Otrzymane wyniki wskazujg na konserwowang u wszystkich trzech
herpeswiruséw zdolnos¢ gB do inkorporacji do pecherzykdw zewngtrzkomoérkowych,
co dla biatek BoHV-1i PRV wykazatam po raz pierwszy. Biorgc pod uwage wczesniejsze badania
nad gB HSV-1 i HCMV (Temme i wsp., 2010; Zicari i wsp., 2018), mozna wnioskowa,
iz ten mechanizm jest powszechny dla gB wszystkich herpeswiruséw. Potwierdzitam obecnos¢
gB HSV-1, BoHV-1 i PRV w EVs izolowanych ze wszystkich badanych linii stabilnych,
niezalezng od endogennego wystepowania czgsteczek MHC klasy Il (réwniez
w MHC ll-negatywnych komdrkach SK6 i Jurkat). Ponadto, zaobserwowatam wystepowanie gB
w EVs z dwéch innych linii komérek MHC IlI-negatywnych, skonstruowanych
w Zaktadzie Biologii Molekularnej Wirusow MWB UG-GUMed (gB PRV w linii komdérek
epitelialnych $winskiego jadra ST i gB BoHV-1 w immortalizowanej linii bydlecych
makrofagéw). Fakt nizszego poziomu gB HSV-1 obserwowanego dla MHC ll-negatywnych EVs,
pochodzacych z linii komdrkowej ludzkiego chtoniaka (Jurkat), moze wynika¢ z odmiennej,
charakterystycznej dla tej linii komdrkowej, ekspresji genu wirusowego (same komorki
wymagaty aktywacji w celu uzyskania skutecznej ekspresji zaleznej od promotora
retrowirusa). Nalezy zaznaczy¢, iz Niazy i wsp. réwniez wykazali mozliwosé izolowania EVs
zawierajgcych gB HSV-1 z pozywki hodowlanej linii komdérek MHC Il-negatywnych - ludzkich
ptodowych fibroblastéw IMR90S i komérek nerki makaka COS-7 (Niazy i wsp., 2017).

Jeden z wskazanych w literaturze mechanizmoéw inkorporacji tadunku biologicznie
czynnego do EVs, powigzany z powstawaniem pecherzykéw zewngtrzkomdérkowych,
zachodzi na szlaku endosomalnym. Jedna z hipotez w pracy Niazy i wsp., sugerowata, ze gB
obecne w EVs trafia do pecherzykdw na drodze endocytozy glikoproteiny z powierzchni btony
komadrkowej (Niazy i wsp., 2017), co nie znajduje potwierdzenia w przeprowadzonych przeze

mnie metodg mikroskopii konfokalnej obserwacjach panelu komdrek MIJS.
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Uzyskane wyniki wskazujg, ze poziom ko-lokalizacji gB z biatkami markerowymi wczesnych
i recyrkulujgcych endosoméw byt nizszy, natomiast wyzszy w przypadku wizualizacji
gB i struktur pdznych endosomoéw i lizosoméw. Ponadto, obecno$é w komérkach gB HSV-1,
BoHV-1 lub PRV zwiekszata poziom ko-lokalizacji CD63-MHC Il w komodrkach MIJS,
co moze wskazywac na zmiany w architekturze szlaku endosomalnego/kompartmentu MIIC
i powinno zostac bardziej szczegdtowo zbadane, np. poprzez analize oddziatywania gB z CD63.
Nalezy takze zaznaczyé, ze tylko w przypadku gB HSV-1 odnotowatam znang
z literatury zdolnos$¢ do indukowania powstawania struktur powiekszonych endosoméw
(ang. giant endosomes), co wskazuje na kolejna odmienng wtasciwo$¢ homologu HSV-1
tego biatka. Kontynuacja badania tego zagadnienia powinna uwzgledni¢ eksperymenty
poréwnujgce  aktywnos¢  poszczegdlnych  alfaherpeswirusowych  homologéw  gB
do indukowania fuzji wczesnych endosomdéw, a przez to wywolywania zmian
architektury endosomalnej i transportu wewnatrzkomorkowego.

Wz6r glikozylacji, z nielicznymi réznicami pomiedzy homologami gB obecnymi w EVs,
wskazuje na obecnos¢ N-glikandw odpornych na dziatanie EndoH, przez co uzyskany
w tej pracy wynik nie koresponduje z sugestig Niazy i wsp. o tym, iz gB jest kierowane
na szlak endosomalno-egzosomalny bezposrednio z retikulum endoplazmatycznego
(Niazy i wsp., 2017). Modyfikacje N-glikanéw, skutkujgce ich niewrazliwoscig na endoH,
majg bowiem miejsce w aparacie Golgiego, podobnie jak trawienie furyng (Molloy i wsp.,
1994).

Obok konserwowanej zdolnosci gB do inkorporacji do EVs, zaobserwowatam odmienny
wptyw homologdéw na powierzchniowy poziom MHC Il i w tym zakresie podobny efekt
dziatania danego gB analizowatam zaréwno w komdrkach ludzkich, jak i bydlecych.
gB BoHV-1, co prawda w mniejszym stopniu, dzielita tendencje gB HSV-1 do wigzania
czgsteczek MHC Il (ludzkich lub bydlecych), zmniejszajgc powierzchniowe poziomy MHC II.
Pod tym wzgledem gB PRV wykazywato odmienng aktywnos¢: przy wzroscie poziomu MHC Il
na powierzchni, odnotowano zmniejszenie ilosci tadunku HLA-DR w EVs. Grupa Niazy i wsp.
wskazata na zwiekszong akumulacje wczesno-endosomalng HLA-DR i HLA-DM w komoérkach
z ekspresjg gB HSV-1 w poréwnaniu do komodrek kontrolnych (Niazy i wsp., 2017).
Chociaz w badaniach prowadzonych w naszym zespole nie wykazano zmian w endocytozie
HLA-DR w komérkach MJS z gB BoHV-1 i HSV-1 (Grabowska i wsp., 2020), warto w przysztosci

sprawdzi¢ lokalizacje podjednostek HLA-DR we wczesnych endosomach przy obecnosci
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poszczegdlnych homologdw gB, aby zbadal, czy istnieje korelacja pomiedzy stopniem
nagromadzenia podjednostek HLA-DR/HLA-DM we wczesnych endosomach, a ich iloscig
obserwowang w EVs. Bardziej prawdopodobnym wyttumaczeniem dla zmian w poziomie MHC
Il moze by¢ ich opdzniony transport na powierzchnie zwigzany z obecnoscig gB BoHV-1
i HSV-1, co rdéwniez wykazano w Grabowska i wsp. (Grabowska i wsp., 2020).

Za duze osiaggniecie tej pracy uwazam optymalizacje metody otrzymywania frakgcji
wzbogaconych w EVs izolowanych przez ultrawirowanie w gradiencie jodiksanolu
z supernatantow komorek zakazonych BoHV-1i PRV. W metodzie tej wzorowatam sie na pracy
Deschamps i Kalamvoki (Deschamps i Kalamvoki, 2016), ktorzy opracowali podobny warsztat
izolacji EVs w trakcie infekcji HSV-1. W pracy tej frakcje o mniejszej gestosci,
ktore odpowiadaty pecherzykom, réwniez zachowywaty pewng infekcyjnos¢,
co Swiadczy o tym, ze catkowite oddzielenie wiriondw herpeswiruséw od innych struktur
pecherzykowych wydzielanych przez komorki jest utrudnione, ze wzgledu na podobne
wiasciwosci biofizyczne tych struktur. Deschamps i Kalamvoki nie badali obecnosci gB HSV-1
w EVs. W swojej pracy mogtam wykazac obecnos¢ gB HSV-1, BoHV-1i PRV w EVs izolowanych
z komodrek zakazonych wirusem. Wykrywatam réwniez niewielkie ilosci innych wysoce
immunogennych glikoprotein wirusowych, np. gD. Ponadto, EVs otrzymane z MJS zakazonych
HSV-1, BoHV-1 i PRV zawieraty czgsteczki HLA-DR. Markery EVs CD63 lub Alix oraz MHC Il byty
wykrywalne w roznych ilosciach w wielu frakcjach gradientu o nizszej gestosci,
co moze sugerowac wytwarzanie réznych populacji pecherzykdéw, réznigcych sie sktadem
i/lub wielkoscig. W opublikowanej pracy Dogrommatzis i wsp. réwniez potwierdzili obecnosé
EVs uwalnianych w czasie infekcji HSV-1, ktére roznity sie repertuarem tetraspanin
(np. nie wszystkie zawieraty CD63) i przenoszonym ,.cargo” (Dogrommatzis i wsp., 2021).
Bardziej doktadng metoda do zbadania wielkos$ci produkowanych pecherzykéw bytaby analiza
Sledzenia nanoczastek (NTA), ale w trakcie mojej pracy doktorskiej nie miatam mozliwosci jej
wykorzystania.

Obecno$¢ gB BoHV-1 i/lub innych immunogennych glikoprotein (gB, gD i gC
sg gtownymi immunogenami, wywotujgcymi u zakazonych zwierzat produkcje przeciwciat
neutralizujgcych — Okazaki i wsp., 1986; Hariharan i wsp., 1991; Abdelmagid i wsp., 1995;
Chowdhury, 1997) miato rdéwniez potencjalne znaczenie biologiczne. Zaobserwatam,
iz EVs zawierajgce gB BoHV-1 pochodzace z komdérek linii stabilnej lub zakazonych BoHV-1

mogg wigzac przeciwciata surowicy koziej zdolnej do neutralizacji wirusa (uzyskanej na drodze
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immunizacji zwierzecia kompletng formg czgstki wirusowej), co sugeruje potencjat tych EVs
do wychwytywania przeciwciat neutralizujgcych, tym samym ostabiajgcy ich dziatanie.
Jest to jeden z intensywnie badanych w ostatnim czasie wirusowych mechanizméw
immunomodulacyjnych. W$réd udokumentowanych przyktadéw i prowadzonych badan
znajdujg sie, m.in.: EVs zawierajgce antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B
(Meckes i Raab-Traub, 2011), EVs niosace na powierzchni biatko S (ang. spike) wirusa
SARS-CoV-2 (Troyer i wsp., 2021) czy pseudoczgsteczki z powierzchniowg obecnoscia
glikoproteiny wirusa Ebola (Nehls i wsp., 2019). EVs-gB BoHV-1 pozytywne izolowane z linii
stabilnych MJS i MDBK oraz frakcje EVs uwalnianych podczas infekcji BoHV-1 mogty skutecznie
wigzac przeciwciata surowicy anty-BoHV-1 w tescie ELISA. Zaobserwowane w pecherzykach
izolowanych znad pozywki komoérek infekowanych wystepowanie innych glikoprotein
alfaherpeswirusowych — gD, gE, gM — réwniez o wysokim stopniu immunogennosci,
moze wskazywa¢ na podobny potencjat immunomodulacyjny tych EVs. Analogiczng
aktywnos¢ odnotowano takze dla pecherzykdw z gB i gH wirusa HCMV (Zicari i wsp., 2018).

Z kolei przeprowadzone przeze mnie obserwacje wychwytywania pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych z gB HSV-1 przez komorki ludzkiego raka watroby wskazaty
na internalizacje EVs z komérek MJS do komérek Huh7 zaréwno w przypadku obecnosci
lub braku gB HSV-1. gB HSV-1 wigze komdrkowe biatko PILRa, petnigce role ko-receptora,
wystepujgce typowo na komédrkach uktadu immunologicznego, takich jak: limfocyty B,
komoérki tuczne, komdrki NK, monocyty, makrofagi i komorki dendrytyczne (Satoh i Arase,
2008; Umemura i wsp., 2021). Brak jest doniesien o wystepowaniu receptora PILRa na
komédrkach Huh?7. Jednak gB moze rowniez wigza¢ powierzchnie komodrek dzieki swojemu
powinowactwu do siarczanu heparanu (Lycke i wsp., 1991), dlatego zdecydowatam
sie sprawdzi¢, czy obecno$é gB HSV-1 moze wptywaé pozytywnie na inkorporacje EVs
do komodrek ssaczych. Pomiedzy mechanizmem i kinetyka inkorporacji obu typéw EVs
nie obserwowatam zdecydowanych réznic, chociaz wyniki wskazujg na zwiekszong akumulacje
pecherzykow MJS-gB HSV-1 w przedziale perinuklearnym komorki.
Mozliwe, iz do zbadania tej zdolnosci gB nalezatoby sprawdzié réine modele
komodrek docelowych (np. z nadekspresja genu PILRa).

Uzyskane w pracy rezultaty podkreslajg niektére zachowane, a takze zréznicowane
wiasciwosci gB u wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV.

Wyniki wraz z wykazanym odmiennym wzorem oddziatywania dla poszczegdlnych
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homologéw gB alfaherpeswiruséw z czgsteczkami MHC klasy Il, nie do konca korelujg
z proponowanym w literaturze mechanizmem immunomodulacyjnym, zgodnie
z ktérym MHC Il w kompleksie z wirusowg gB moglyby by¢ wyprowadzane
na drodze nieznanego mechanizmu z ER i kierowane poza zainfekowang komoérke
w pecherzykach zewngtrzkomdrkowych (Sievers i wsp., 2002; Neumann i wsp., 2003,
Temme i wsp., 2010; Niazy i wsp., 2017). W badaniach tych uzalezniono aktywnosé
gB od obecnosci w jej sekwencji aminokwasowej bardzo specyficznego motywu,
w petni homologicznego do miejsca wigzania MHC Il z ludzkiego biatka Ii.
Dodatkowo, réwniez na modelu linii komorek MJS stwierdzono, iz marker egzosomowy CD63
oddziatuje z czasteczkami HLA-DR, regulujagc poziom tych biatek w komorce
(Hoorn i wsp., 2012). Zgodnie z eksperymentami przeprowadzonymi w niniejszej pracy,
wszystkie trzy homologi gB znajdowaty sie w podobnej lokalizacji komorkowej wraz z biatkami
MHC Il i CD63, co potwierdzita przeprowadzona dla tego typu testéw analiza wartosci
wspotczynnika korelacji Pearsona. Obserwacje te sg zgodne z wczesniejszym doniesieniem
na temat przeprowadzonej analizy immunofluorescencyjnej przez grupe
Niazy i wsp. o obecnosci HLA-DR we wczesnych endosomach na skutek interakcji z gB HSV-1
(Niazy i wsp., 2017). Teoria ta ma jednak wiele niewyjasnionych aspektéw,
np. dane doswiadczalne pokazujace, ze kompleksy gB HSV-1/ HLA-DR we wczesnych
endosomach nie pochodzg z procesu endocytozy z powierzchni komérki. W przypadku moich
badan, zaobserwowatam jedynie czesciowg ko-lokalizacje gB z markerem wczesnych
endosomow EEA1L, rowniez w przypadku gB HSV-1. Ze wzgleddw technicznych nie byto
mozliwe barwienie potrdjne, ktoére mogtoby pokazaé ko-lokalizacje we wczesnych
endosomach réwniez MHC II. Jak wykazatam, analizujgc sekwencje aminokwasowe trzech
homologéw gB, analogiczny motyw z fafcucha niezmiennego jest zlokalizowany
w jednym z najmniej konserwowanych regiondw tego biatka. Dlatego mozna z jednej strony
whnioskowad, ze przy tworzeniu kompleksu gB-MHC Il istotne jest podobienstwo w sekwencji
gB do motywu li (gB BoHV-1 zachowuje obecnos¢ reszt proliny) oraz bezposrednie wigzanie,
jak przedstawiono to dla gB HSV-1 (Sievers i wsp., 2002). Wyjasnienie réznego wptywu
homologdw gB na poziom MHC Il na powierzchni komérki oraz zdolnosci do wzajemnego
oddziatywania tych biatek by¢ moze wynika z niskiego stopnia konserwacji sekwencji tego
konkretnego fragmentu wsrdd poszczegdlnych alfaherpeswirusowych homologéw gB.

Z drugiej strony, podobieristwo gB BoHV-1 jest tak marginalne, ze sugeruje istnienie innych
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mechanizméw wptywajacych na poziom MHC Il. Interesujagcym bytoby sprawdzenie
na podstawie testéw in silico, czy sama struktura przestrzenna gB nie jest determinantg
tego mechanizmu. HLA-DR jest uwazane za marker EVs, co sugeruje, ze nawet w warunkach
fizjologicznych istnieje mechanizm ich inkorporacji do pecherzykéw. Niewatpliwie podczas
kazdej infekcji wirusowej mozemy zaobserwowaé skumulowane efekty oddziatywania wielu
komponentéw wirusowych, a zatem, na poziom HLA-DR w trakcie infekcji moze wptywacd
nie tylko gB. Dla przyktadu — poza gB HSV-1 na szlak prezentacji antygenéw za pomocg MHC |
wptywajg takze produkty genéw UL41 (vhs), US1 (Barcy i Corey, 2001; Trgovcich i wsp., 2002)
i y34.5 (Trgovcich i wsp., 2002); vhs wykazuje te zalezno$¢ takze podczas infekcji BoHV-1
(Hinkley i wsp., 2000). Eksperymenty potwierdzajgce wytgczny wptyw gB na czgsteczki MHC I
podczas infekcji mogtyby byé przeprowadzone z wykorzystaniem wyciszenia genu gB
w zainfekowanych komodrkach, gdyz produkt tego genu nalezy do biatek
niezbednych podczas cyklu replikacyjnego i nie mozna otrzymad
wirusowego mutanta delecyjnego zdolnego do replikaciji.

Otwartym pytaniem pozostaje — w jaki sposdb gB jest kierowane do EVs?
W oparciu o dane literaturowe na temat interferencji komdrkowej tetraspaniny CD63
z biatkami wirusowymi podczas infekcji (Fraile -Ramos i wsp., 2007; Hurwitz i wsp., 2017)
oraz potwierdzone wieloma badaniami zaangazowanie i wystepowanie tego biatka
w poéinych endosomach, lizosomach oraz MVBs zawierajacych ILVs uwalnianych
jako egzosomy (Pols i Klumperman, 2009; Charrin i wsp., 2020; Momtaz i wsp., 2021),
mozna sugerowac, ze CD63 jest zaangazowane w mechanizm sortowania gB do EVs.
Jak zaobserwowano, CD63 posredniczy w kierowaniu fadunku biologicznie czynnego do EVs
zaréowno w mechanizmach zaleznych, jak i niezaleznych od ESCRT (van Niel i wsp., 2011),
a wystepowanie lub brak CD63 w komdrce ma wptyw na ilos¢ wydzielanych
przez nig pecherzykéw (Hurwitz i wsp., 2017). Znany jest dobrze udokumentowany przyktad
biatka LMP1 wirusa Epstein-Barr sortowanego do EVs przy udziale CD63 (Hurwitz i wsp., 2017;
Hurwitz i wsp., 2018). Interakcja LMP1-CD63 wptywa na LMP1-zalezng sygnalizacje
wewngtrzkomérkowg oraz aktywacje biatek szlakow MAPK/ERK, NF-kB i mTOR,
a takze zmienia repertuar biatek oddziatujgcych z CD63 (Cheerathodi i wsp., 2021).
Badanie Dogrammatzis i wsp. wskazuje natomiast, ze podczas infekcji HSV-1
obserwuje sie zmniejszenie ilosci wewnatrzkomdrkowego biatka CD63 z réwnoczesnym

wzrostem zewngatrzkomdrkowego CD63, a zakazone wirusem HSV-1 komérki uwalniajg wiecej
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CD63-pozytywnych EVs niz komorki nieinfekowane (Dogrammatzis i wsp., 2019).
Postuluje sig, ze CDh63 negatywnie wplywa na infekcje HSV-1
a uwalnianie EVs CD63-pozytywnych poza zainfekowana komorke
moze kontrolowaé mechanizm rozprzestrzenianie sie wirusa w organizmie gospodarza,
gdyz sama egzocytoza CD63 wymaga replikacji wirusa (Dogrammatzis i wsp., 2019).
Badania zawarte w niniejszej pracy wskazujg na brak znaczgcych zmian w powierzchniowym
poziomie CD63 w komérkach MIJS z konstytutywng ekspresja genu gB,
co wskazuje na brak interferencji z mechanizmem kierowania CD63 na powierzchnie btony
plazmatycznej. Dalsze badania warto ukierunkowa¢ na zweryfikowanie mozliwos¢
oddziatywania i tworzenia, podobnie jak w przypadku LMP1, kompleksu gB-CD63,
wykorzystujac réwniez komorki pozbawione ekspresji genu CD63.

Innym proponowanym mechanizmem kierowania gB do EVs moze by¢ wystepowanie
w jego sekwencji specyficznych sekwencji sygnatowych, zaangazowanych w sortowanie biatka
do swiatta pecherzykéw. W przypadku biatek Alix i CD63, sg to pézne domeny sktadania
(ang. late assembly (L)-domains), biorgce udziat w wigzaniu wymienionych biatek podczas
formowania matych pecherzykdw btonowych znajdujacych sie wewnatrz ciat
wielopecherzykowych (ILV) (Baietti i wsp., 2012). Analizujac in silico sekwencje
aminokwasowg gB zauwazytam, iz biatko to zawiera zachowany posrdd pozostatych
herpeswiruséw i wcigz niezbadany motyw LYP(L/I/V)X4L w domenie C-koncowej,
przypominajacy ten wystepujgcy poinych domenach L — LYPx(n)L/l. Z kolei sygnatem
sortowania gB do EVs, sugerowanym przez Niazy i wsp., jest konserwowany w herpeswirusach
motyw tyrozynowy YXX®, ktéry w przypadku wirusa HSV-1 lokalizuje sie w regionie gagYMALgs
(Niazy i wsp., 2017). Jednak ta sekwencja wydaje sie dziata¢ posrednio jako sygnat uwalniania
gB z retikulum endoplazmatycznego do czesci trans aparatu Golgiego, jak wczesniej wykazano
dla gB wiruséw: HCMV i VZV (de Zarate i wsp., 2007; Heineman i wsp., 2006).

gB wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV wydaje sie byé dobrym modelem do badania
mechanizmu kierowania tadunku biologicznie czynnego do EVs, poniewaz jej posttranslacyjne
modyfikacje, takie jak N-glikozylacja, a takze ciecie przez furyne (w przypadku BoHV-1 i PRV)
zwigzane z transportem biatka do czesci trans aparatu Golgiego, pozwolity oceni¢ status formy
glikoproteiny obecnej w EVs. Detekcja wewnatrz EVs poszczegdlnych form gB: gtéwnie gBb
i gBc, przynajmniej czesciowo odpornych na dziatanie EndoH, zatem posiadajgcych dotgczone

reszty dojrzatych N-glikandw, pozwala wnioskowac o obecnosci w EVs w petni glikozylowanej
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glikoproteiny, po przejsciu przez czesc trans aparatu Golgiego.

Podczas infekcji wirusowe] ingerowanie i wptyw na odpowiedZ immunologiczng
opisano takze dla EVs biorgcych udziat w dystrybucji biologicznie czynnego tadunku.
Na przykfad, dla wirusa HSV-1 modulacja funkcjonowania uktadu odpornosciowego zachodzi
poprzez transport w EVs wirusowego mikroRNA miR-H28 do niezainfekowanych komorek,
co zwieksza ich podatnos¢ na infekcje wirusowg (Deschamps i Kalamvoki, 2018).
HSV-1 indukuje réwniez kierowanie do EVs biatka STING — sensora inicjujgcego transkrypcje
gendéw komponentéw biatkowych odpornosci wrodzonej — co ma chroni¢ zainfekowane
komérki przed hamowaniem replikacji wirusa (Dogrammatzis i wsp., 2021).
Podobny mechanizm wyprowadzania STING w EVs izolowanych z infekowanych limfocytéw,
opisano dla wirusa VZV. W tym przypadku zawarto$é EVs byta uwalniana do neurondw;
na tej podstawie postawiono hipoteze o uwzglednieniu tego mechanizmu jako sprzyjajgcego
wyksztatceniu  infekcji  wirusowej  latentnej  (Gershon i Gershon,  2018).

Podczas swojej ewolucji herpeswirusy wyksztatcity szereg sposobdéw ingerowania
w uktad immunologiczny swojego gospodarza. Dokfadniejsze poznanie cyklu replikacyjnego
oraz kazdy nowy opisany mechanizm immunomodulacyjny s3 wazne dla uzupetnienia
i poszerzenia wiedzy na temat immunobiologii tych wiruséw, co moze pozytywnie wptywac
na podejmowane dziatania terapeutyczne i profilaktyczne wobec tych patogendw.
Przedstawione w tej pracy wyniki wskazujg za zasadne podjecie dalszych badani potencjatu
immunomodulacyjnego EVs z komodrek infekowanych HSV-1, BoHV-1 Iub PRV,

za posrednictwem przenoszenia aktywnego biologicznie ,,cargo”.
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MATERIAtY DODATKOWE - FILMY Z MIKROSKOPOWEGO ZAPISU
POKLATKOWEGO TESTU WYCHWYTYWANIA PECHERZYKOW
ZEWNATRZKOMORKOWYCH -gB HSV-1 POZYTYWNYCH PRZEZ

KOMORKI SSACZE Huh7

Plik MOV

charakterystyka

1 Huh7_plus_EVs_MJS_PKH67-
znakowane_3h_Processed001

2 | Huh7_plus_EVs_MIJS_PKH67-
znakowane_6h_Processed001

3 Huh7_plus_EVs_MJS_PKH67-
znakowane_15h_Processed001

4 Huh7_plus_EVs_MIJS
gB HSV-1_PKH67-
znakowane_3h_Processed001

5 Huh7_plus_EVs_MIJS
gB_HSV-1_PKH67-
znakowane_6h_Processed001

6 Huh7 plus_EVs_MIJS
gB_HSV-1_PKH67-
znakowane_15h_Processed001

Komérki  analizowano przy  uzyciu
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8X
wyposazonego w komore srodowiskows,
przy zachowaniu temperatury 37°C
i atmosfery nasyconej CO, do 5%.
Obrazy rejestrowano co 30 sekund
przez 3, 6 lub 15 godzin.
Dodano obrazy wykonane w swietle
przechodzacym dla wizualizacji morfologii
komdrek. Relatywny czas obrazowania
wyswietlany jest w prawym dolnym rogu

obrazu.
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