Streszczenie

Wirusy to wewnatrzkomdrkowe pasozyty, ktére moga replikowac sie jedynie wewnatrz
komédrek i wymagajg maszynerii komdrkowej do replikacji wtasnych biatek. Zasadniczym
etapem kazdej infekcji wirusowej jest przechodzenie nowo zsyntetyzowanych czastek
wirusowych do kolejnych komadrek permisywnych. Proces ten moze zaj$¢ poprzez uwolnienie
dojrzatej czasteczki wirusowej do przestrzeni zewnatrzkomdrkowej, skad wirus moze
rozprzestrzeniaé¢ sie do otaczajgcych komorek. W tym czasie czasteczki wirusowe narazone
sg na atak ze strony ukfadu immunologicznego gospodarza, polegajacy na wydzielaniu
interferonu i innych pro-zapalnych cytokin przez cytotoksyczne limfocyty T, aktywacje

komédrek NK oraz produkcje przeciwciat neutralizujgcych.

Wirusy rozwinety réznorodne strategie pozwalajace na unikniecie wykrycia i eliminacji przez
uktad odpornosciowy. Jedng z tych strategii jest omijanie Srodowiska zewnatrzkomérkowego.
Niektére wirusy podczas swojego cyklu Zzyciowego omijajg etap uwalniania nowo
zsyntetyzowanych wiriondw z komorki i przekazujg je bezposrednio do sgsiadujgcej komérki
permisywnej za pomocg potaczen komérkowych. Proces ten nazywany jest bezposrednig
transmisjg z komérki do komérki, ang. ,cell-to-cell spread”. Droga bezposredniej transmisji
wirusa z komorki do komorki wykorzystywane jest przez wiele wiruséw ludzkich i zwierzecych.
W przypadku alfaherpeswiruséw, bedacych przedmiotem badan przedstawionych w tej pracy
doktorskiej, warunkiem skutecznej infekcji wirusowej jest przebycie dalekiej drogi od miejsca
pierwotnej infekcji do miejsca latencji. Zakazenie zaczyna sie w btonach sluzowych, skad wirus
musi dotrze¢ do obwodowego uktadu nerwowego, gdzie przechodzi w utajony etap cyklu
rozwojowego, stan latencji, w zwojach nerwowych. Co wiecej, podczas reaktywacji ze stanu
latentnego, nowo powstate czgstki wirusowe mogg by¢ fatwo rozpoznane przez uktad
immunologiczny, ktorego odpowiedz na obecnos$é tego wirusa zostata wytworzona w czasie
pierwotnej infekcji. Z tych wzgledédw droga wewnatrzkomdrkowa jest bardzo wazinym

dla alfaherpeswiruséw sposobem rozprzestrzeniania sie w zakazonym organizmie.

Celem mojej pracy bylo lepsze poznanie mechanizmu bezposredniej transmisji
alfaherpeswiruséw miedzy komérkami, a w szczegélnosci dogtebne zbadanie zdolnosci tych

wirusow do wykorzystywania dtugich potaczen miedzykomédrkowych, okreslanych



po angielsku jako ,,tunneling nanotubes” (TNT) w tym procesie. Potgczenia tego typu nie majg
jeszcze ustalonej nazwy w jezyku polskim i na potrzeby tej pracy zostaty okreslone jako
,miedzykomérkowe nanorurki” oraz zamiennie nazywane jako TNT. Pierwszym etapem pracy
byto ustalenie metod utrwalania TNT, co pozwolito na pdzniejszg, odtwarzalng analize tych
potgczen. Charakterystyka nanorurek zostata przeprowadzona na komodrkach
niezainfekowanych. Ze wzgledu na skfad, potgczenia te zostaty sklasyfikowane jako
zawierajgce F-aktyne i tubuline lub jedynie F-aktyne. Ze wzgledu na dtugos¢, wyrdznitam dwa

typy: krotkie (<20 um) i dtugie (>20 pum).

Kolejnym etapem pracy byto opisanie roli nanorurek podczas infekcji wirusowej. Do tych
eksperymentow uzyty zostat wirus BoHV-1 (bydlecy herpeswirus typu 1), ktéry stosowany jest
jako model do badan nad herpeswirusami ze wzgledu na jego bliskie pokrewierstwo
biologiczne do innych alfaherpeswiruséw, takich jak ludzkie wirusy HSV-1 i VZV. Wykazatam,
ze biatka wirusowe pochodzgce z réznych czesci czasteczki wirusowej BoHV-1 sg wykrywane
w nanorurkach. Dodatkowo pokazatam, ze infekcja wirusowa stymuluje powstawanie
wiekszej liczby TNT pomiedzy komdrkami, przy czym rosnie liczba nanorurek o wiekszej
dtugosci. Nastepnie, przy uzyciu fluorescencyjnych mutantéw BoHV-1, pokazatam, ze wirus
jest zdolny do infekowania kolejnych komérek permisywnych poprzez bezposrednia
transmisje przez nanorurke nawet w obecnosci przeciwciat neutralizujgcych,
uniemozliwiajacych zakazenie od zewnatrz. Taka transmisja zostata rowniez wykryta pomiedzy

komédrkami réoznego pochodzenia

Dalszym krokiem byto zbadanie roli biatka Us3 w tym procesie. Biatko Us3 jest kinazg serynowo
-treoninowa, ktdra petni wiele funkcji podczas infekcji herpeswirusowej. Wykazano, ze kinaza
Us3 posiada zdolno$é do rearanzacji cytoszkieletu komdrkowego, przy czym funkcja ta jest
zalezna od jego aktywnosci kinazowej. Dla utatwienia badan nad Us3 przygotowatam dwa
fluorescencyjne mutanty BoHV-1: wariant zawierajgcy biatko Us3 typu dzikiego i mutant
Us3-K282A  pozbawiony aktywnosci kinazowej. Obydwa  konstrukty zostaty
scharakteryzowane i uzyte do analizy wptywu tego biatka na tworzenie TNT. Wykazatam, ze
brak aktywnos$ci kinazowej biatka Us3 wptywa na ilo$¢ i dtugos¢ nanorurek — tworzy sie ich
mniej i sg krétsze niz podczas obecnosci biatka typu dzikiego. Efekt ten jest bardziej widoczny
na pozniejszym etapie infekcji. Dodatkowo przygotowatam konstrukt zawierajgcy skrécong

forme Us3 zawierajacg jedynie rejon domeny kinazowej, ktéry wykazywat brak zdolnosci do



rearanzacji cytoszkieletu komdrkowego, lecz zachowat czesciowo zdolnos$¢ do fosforylowania

swoich substratéw.

Podczas moich badan przeprowadzitam réwniez analize roli biatka Us3 w komdrkach
nerwowych. W tym celu neurony szczurze zostaty transfekowane plazmidami zawierajgcymi
sekwencje Us3-WT i Us3-K282A. W odrdznieniu do innych badanych komérek, ekspresja Us3
typu dzikiego w neuronach powodowata zmiany prowadzgce do $mierci komérek. Efekt ten

nie zostat zaobserwowany dla komadrek eksprymujgcych Us3-K282A.

Podsumowujac, uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na istotng role nanorurek (TNT)
w procesie bezposredniej transmisji miedzykomodrkowej alfaherpeswiruséw. Jest to pierwsza
taka obserwacja uzyskana dla DNA wiruséw, gdyz dotychczas opublikowane prace na temat
roli TNT w infekcji wirusowej dotyczyty RNA wiruséw (HIV, wirus grypy). Wyniki pracy wnosza
tez nowe informacje na temat waznej, cho¢ wcigz nie do konca wyjasnionej roli kinazy Us3

w tym procesie.



