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Modulacja odpowiedzi immunologicznej podczas infekcji herpeswirusem - molekularne aspekty

dziatania kompleksu biatek UL49.5/gM wirusa BHV-1

Bydlecy herpeswirus 1 (BHV-1, BoHV-1) jest szeroko rozpowszechnionym patogenem bydta,
stanowigcym przyczyne znacznych strat finansowych w hodowli bydta. Przez bliskie pokrewienstwo
z takimi ludzkimi wirusami, jak wirus ospy wietrznej i potpasca (VZV) i wirus opryszczki (HSV-1), jest
dobrym i bezpiecznym modelem do badania przebiegu infekcji herpeswirusowej.

Herpeswirusy, ktdre pozostajg w zakazonych organizmach przez ich cate zycie, rozwinety
réznorodne strategie unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Jedng z nich jest ingerencja
w prezentacje peptydow antygenowych poprzez biatka uktadu zgodnosci tkankowej (MHC). Gtéwnym
obiektem badan w tej pracy byto biatko UL49.5 — kluczowy czynnik immunomodulacyjny wirusa
BHV-1 i innych spokrewnionych z nim przedstawicieli rodzaju Varicellovirus. Biatko to obniza ilos¢
czasteczek MHC klasy | na powierzchni komdrek infekowanych i tym samym utrudnia ich rozpoznanie
przez limfocyty T cytotoksyczne (CTL). UL49.5 blokuje aktywnos$¢ transportera zwigzanego
z przetwarzaniem antygenu (TAP), ktéry odpowiada za translokacje peptydéw antygenowych
z cytoplazmy do retikulum endoplazmatycznego (ER), gdzie dochodzi do ich zwigzania
z dojrzewajgcymi czgsteczkami MHC 1.

UL49.5 BHV-1 to mate biatko transbtonowe typu |, zbudowane z N-kor\cowej domeny znajdujgcej
sie w ER, regionu transbtonowego oraz domeny cytoplazmatycznej. UL49.5 wystepuje w zakazonej
komérce w dwéch gtdwnych formach: monomerycznej oraz w kompleksie z drugim biatkiem
wirusowym — glikoproteing M (gM). Tworzenie kompleksu reguluje aktywno$¢ obu biatek,
najprawdopodobniej poprzez ich wspodtzaleznos¢ w prawidtowym fatdowaniu, uwalnianiu z ER oraz
wewnatrzkomoérkowym transporcie. Niezwigzana z gM forma UL49.5 podlega retencji w ER, gdzie
blokuje aktywnos¢ transportera TAP oraz kieruje jego podjednostki do degradacji. Dojrzaty kompleks
uczestniczy, m.in.,, w dojrzewaniu wiriondw oraz w rozprzestrzenianiu sie wirusa zgodnie
z mechanizmem ,,cell-to-cell spread”.

Celem mojej pracy doktorskiej byto okreslenie molekularnego mechanizmu funkcjonowania
kompleksu biatek UL49.5 i gM BHV-1 w dwdch, niezbadanych dotgd aspektach. Pierwszym byto
znalezienie, na podstawie modelu strukturalnego, sekwencji aminokwasowych i/lub specyficznych
motywéw strukturalnych w N-koricowej domenie UL49.5, odpowiedzialnych za blokowanie
transportera TAP i indukcje jego degradacji. Analizie podlegaty m. in. reszty aminokwaséw
obdarzonych fadunkiem, zdolne do tworzenia mostkéw solnych oraz reszty proliny warunkujgce
tworzenie B-zgiecia w strukturze biatka. Mutacje poszczegdlnych kodonéw genu UL49.5 wprowadzono

za pomocg reakcji mutagenezy miejscowo-specyficznej. Natomiast funkcjonalnos$¢ wariantow biatek



badano w liniach komadrek ludzkiego czerniaka (MJS) produkujgcych w sposdb konstytutywny badane
biatka lub podczas infekcji komérek MIJS oraz embrionalnych komdrek nerki bydlecej MDBK
skonstruowanymi mutantami wirusa BHV-1. Wykazano, ze N-terminalne reszty proliny UL49.5 sg
niezbedne do efektywnego blokowania transportera TAP a ich substytucje skutkowaty zmianami
w catej strukturze UL49.5. W tym aspekcie potwierdzita sie hipoteza o zaleznosci aktywnosci UL49.5
od okreslonych motywow strukturalnych. Zmiany reszt aminokwaséw obdarzonych tadunkiem
w N-korcowej domenie UL49.5 skutkowaty zmniejszong degradacjg transportera, sugerujgc wazna
role mostkédw solnych w utrzymaniu konformacji biatka i/lub interakcji z TAP. Podjetam réwniez prébe
identyfikacji komodrkowego biatka zaangazowanego w degradacje transportera TAP zaleing
od obecnosci UL49.5, koncentrujac sie na wptywie jednego z gtéwnych biatek opiekuriczych ER: biatka
BiP. Jednakze obnizenie poziomu tego biatka w komérce nie miato wptywu na funkcjonowanie UL49.5
jako inhibitora TAP.

Drugim aspektem analizy funkcjonowania kompleksu biatek UL49.5 i gM BHV-1 byta
identyfikacja domen i motywow strukturalnych obecnych w badanych biatkach odpowiedzialnych za
ich wigzanie, dojrzewanie i eksport z ER, jako mechanizm regulujacy aktywnos¢ UL49.5. W tej czesci
pracy wykazano, ze N-konncowa domena UL49.5 byta wystarczajgca do wigzania gM, jednak region
transbtonowy UL49.5 odgrywat role regulatorowa podczas dojrzewania kompleksu UL49.5/gM.
Pokazano réwniez, ze najprawdopodobniej pomiedzy regionami transbfonowymi UL49.5 i gM dochodzi
do niekowalencyjnych oddziatywan, wystarczajgco silnych, by stabilizowaé¢ kompleks. Do tworzenia
kompleksu, jego uwalniania z ER i dojrzewania okazaty sie niezbedne motywy zamkéw glicynowych
w rejonach transbtonowych gM. Doktadniejsze poznanie reszt aminokwasowych/motywoéw
strukturalnych UL49.5 odpowiedzialnych za hamowanie TAP i/lub wigzanie gM moze przyczynié¢ sie
do lepszego zrozumienia mechanizmu funkcjonowania badanych biatek, wskazujac sposoby
modyfikacji genetycznych wirusa, ktéry bedzie mdgt zosta¢ wykorzystany jako bardziej skuteczny wirus

szczepionkowy lub wektor onkolityczny w terapii nowotworow cztowieka.



