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Skrot Nazwa angielska Nazwa polska

17-AAG 17-(dllylamine) 172 17-allylamino-17-demetoksygeldanamycyna
demethoxygeldanamycin

ADP Adenovirus Death Protein Adenowirusowe biatko $mierci

ATP Adenosine triphosphate Adenozyno-5'-trifosforan
Adenocarcinomic human alveolar basal ~Adenokarcynomiczne ludzkie komorki nabtonka

ASH epithelial cells podstawnego pecherzykoéw plucnych

CAR Coxsackievirus and adenovirus receptor ~ Receptor dla coxsackie i adenowiruséw

CHX Cycloheximide Cykloheksymid

CR1-CR4  Conserved regions (1-4) Konserwatywne regiony 1-4

CRM1 Exportin — 1 Eksportyna 1

DBP DNA bindingprotein Biatko wigzace DNA

E1A Adenovirus early protein Biatko wczesne adenowirusa

E1-E4 Adenovirus early region 1-4 Adenowirusowy region wczesny 1-4

GA Geldanamycin Geldanamycyna

HAdV-5 Human Adenovrius — 5 Ludzki adenowirus 5

HEK293 Human embryonic kidney cells Ludzkie embrionalne komdrki nerki

ITR Inverted-terminal repeats Odwrocone powtodrzenia koncowe

L14 Adenovrius late region 1-4 Adenowirusowy region p6zny 1-4

MLP Major Late Promoter Gloéwny pdzny promotor

MLTU Major Late Transcription Unit Glowna pozna jednostka transkrypcyjna

PD Packaging Domain Domena pakujaca

pTP Precursor terminal protein Prekursorowe biatko koncowe

VA1/22

RNA Viral-associated RNA 1 /2 RNA zwigzane z wirusem 1/2

TCIDS0 Tissue culture infectious dose Dawka zakazna kultury tkankowej




Streszczenie

STRESZCZENIE
Ludzkie adenowirusy (HAdV) nalezg do rodziny Adenoviridae i s3 klasyfikowane do

rodzaju Mastadenovirus. Bezotoczkowe wiriony ikozaedryczne ludzkich adenowirusow maja
$rednice od 70 do 90 nm i zawieraja ponad 30 biatek kodowanych w dwuniciowym DNA o
dlugosci 35 kbp. Zakazenie adenowirusem wigze si¢ gldéwnie z chorobami uktadu
oddechowego. Poza objawami ze strony drog oddechowych, adenowirusy wywotuja takze
zapalenie rogéwki 1 spojowki, krwotoczne zapalenie pgcherza moczowego, niezyt zotadka i
jelit, zapalenie opon modzgowo-rdzeniowych 1 zespot hemofagocytarny. U gospodarzy
immunokompetentnych infekcje adenowirusowe s zwykle tagodne i samoograniczajace sig,
jednak wsréd populacji pacjentéw z obnizong odpornoscig powoduja znaczng zachorowalnos¢
1 $miertelnos¢. Podczas replikacji wirusa syntetyzowana jest duza ilo$¢ biatek, ktore
wymagajg pomocy czynnikow komorkowych w prawidlowym fatdowaniu 1 ochronie przed
agregacja. W zaleznos$ci od grupy wiruséw, podczas replikacji Hsp90 pehni rozne funkcje,
utatwiajac wnikanie czastek wirusa do komorki, transport wewnatrzkomorkowy, ekspresje i
stabilizacje¢ bialek oraz replikacje genomu.

W niniejszej pracy zidentyfikowano HAdAV-5 jako wirusa, ktorego proces replikacji
zalezny jest od aktywnosci opiekunczej Hsp90. Do zahamowania aktywno$ci Hsp90
wykorzystano specyficzny inhibitor — 17-allylamino-17-demetoksygeldanamycyne (17-
AAG). Badania prowadzone byly na ludzkich embrionalnych komorkach nerki (HEK293),
jak  rowniez adenokarcynomicznych ludzkich komorkach nabtonka podstawnego
pecherzykow ptucnych (A549).

Wykazano, ze 17-AAG wywiera silny, zalezny od st¢zenia, hamujacy wplyw na
replikacj¢ HAdV-5 w stezeniach, ktore nie wptywaja na zywotno$¢ komorek A549. Efekt ten
byl szczegbdlnie wyrazny, gdy inhibitor byt dodawany w momencie zakazenia hodowli, co
sugerowato, ze Hsp90 jest wymagane na wczesnych etapach replikacji HAdV-5. Zjawisko to
obserwowane jest w pierwszych 24-godzinach od infekcji, po kolejnej dobie wystgpuje
przyspieszenie replikacji wirusa. Swiadczy to o tym, ze 17-AAG wykazuje dziatanie
spowalniajace cykl zyciowy HAdV-5, a nie calkowitg jego inhibicjg.

Komorki A549 infekowano HAdAV-5 i dodawano 17-AAG w konkretnych punktach
czasowych, badajac tym samym wplyw inhibitora na geny i bialka, ktérych ekspresja
reprezentuje poszczegoOlne stadia cyklu zyciowego HAdAV-5. Analiza przebiegu transkrypcji
HAdV-5 w czasie, wykazatla znaczne hamowanie transkrypcji genow EIA i1 DBP, w
momencie kiedy 0,25uM 17-AAG dodawany byt w chwili zakazania hodowli. Inhibitor jest

mniej skuteczny, gdy zostanie zastosowany w dalszych punktach czasowych. Analogiczny
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schemat zaobserwowano podczas syntezy biatek strukturalnych wirusa, w ktorym 17-AAG
byl skuteczny do 9 godziny od zakazenia hodowli. Wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji,
efekt inhibicji byl mniej zauwazalny. Ostatnie informacje dajg podstawy dla hipotezy, ze
efekt inhibicji skupia si¢ na wczesnych procesach cyklu zyciowego HAdAV-5, nastepujacych
po internalizacji, a poprzedzajacych replikacj¢ DNA.

Po wejsciu genomu HAdV-5 do jadra, E1A jest pierwszym genem ulegajacym
transkrypcji 1 odpowiada za indukcje transkrypcji z genow wczesnych (E1B, E2A, E2B, E3 1
E4) 1 péznych (L1). Badania wykorzystujace zjawisko transkomplementacji wykazaly, ze
obnizona ilos¢ DNA, posredniego 1 pdznego mRNA oraz biatek struktury HAdV-5, wynika z
zahamowania aktywnosci biatka E1A. W zainfekowanych liniach komérkowych HEK293, w
ktorych E1A produkowane jest konstytutywnie, dodatek 17-AAG hamowatl replikacje HAdV-
5 stabiej, niz w komoérkach A549, ktére nie produkuja E1A. Dodatkowo, immunoprecypitacja
kompleksoéw biatek oddziatujacych z biatkiem opiekunczym wykazala, ze Hsp90 wiaze si¢ z
biatkiem E1A, potwierdzajac ze E1A moze by¢ klientem opiekunczej aktywnosci Hsp90. W
badaniu z wykorzystaniem cykloheksymidu (CHX) i 17-AAG wykazano, ze kombinacja
inhibitorow nie zmniejsza stabilnosci E1A, ani nie zwigksza tempa rozpadu tego biatka w
komorkach HEK293. Oznacza to, ze Hsp90 wymagane jest w procesie dojrzewania
nowosyntetyzowanego biatka wczesnego HAdAV-5, 1 nie wplywa na ilo$¢ obecnego juz w
komorkach dojrzalego E1A. Wptyw Hsp90 na dojrzewanie nowo syntetyzowanego biatka
E1A potwierdzaja wyniki pokazujace, ze inhibicja Hsp90 powoduje zahamowanie syntezy
biatka E1A w 2 i1 4 godzinie od infekcji, pomimo braku zahamowania transkrypcji genu E1A.

Inhibicja replikacji HAdV-5, bedaca skutkiem zahamowania aktywnos$ci Hsp90, jest
zjawiskiem przejsciowym. Obserwowany efekt zaniku inhibicji przy dlugotrwatej infekcji
moze wynika¢ z niepetnego zahamowania syntezy E1A, skutkujacej stopniowym jego
gromadzeniem w komorce. Po 48 godzinach hodowli ilo§¢ E1A moze by¢ wystarczajaca do
aktywacji transkrypcji pozostaltych genéw HAdV-5. Do aktywacji transkrypcji z promotora
wczesnego wystarczy jedna z trzech domen biatka E1A - konserwatywna domena CR3,
dlatego nie mozna wykluczy¢, ze nieprawidtowo sfatdowane biatko E1A moze spetiac¢ rolg
aktywatora transkrypcji, jezeli domena CR3 moze przyja¢ aktywng konfiguracje. Bez
wzgledu na to, jaki jest doktadny mechanizm przetamywania inhibicji Hsp90, podstawa
dziatania inhibitora Hsp90 jest op6znienie gromadzenia si¢ w komorkach biatka ETA.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan pokazuja po raz pierwszy, ze Hsp90
bierze udzial w syntezie E1A. Poniewaz E1A stuzy jako koaktywator transkrypcji wczesnych

gendw adenowirusa, aktywno$¢ przeciwwirusowg inhibitora Hsp90 mozna wyjasni¢
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obnizonym poziomem biatka wczesnego. Otrzymane wyniki moga w przysztosci postuzy¢ do
projektowania terapii przeciwwirusowych, ktorych stosowanie nie bedzie zwigzane z

nabywaniem przez wirusy opornosci.

10



Abstract

ABSTRACT

Human adenoviruses (HAdV) belong to the Adenoviridae family and are classified to
the genus Mastadenovirus. The non-enveloped icosahedral virions of human adenoviruses are
70 to 90 nm in diameter and contain more than 30 proteins encoded in 35 kbp double-stranded
DNA. Adenovirus infection is mainly associated with respiratory diseases. In addition to
respiratory symptoms, adenoviruses also cause keratoconjunctivitis, hemorrhagic cystitis,
gastroenteritis, meningitis, and haemophagocytic syndrome. In immunocompetent hosts,
adenoviral infections are usually mild and self-limiting, but in the immunocompromised
patient population adenovirus may cause significant morbidity and mortality.

During viral replication, a large number of proteins are synthesized. In this process
viral proteins require the assistance of cellular factors in proper folding and protection against
aggregation. Depending on the group of viruses, during replication Hsp90 performs various
functions facilitating the entry of viral particles into the cell, intracellular transport, protein
expression and stabilization, and genome replication.

In this study, HAdV-5 was identified as a virus which replication process is dependent
on the chaperone activity of Hsp90. A specific inhibitor 17-allylamino-17
demethoxygeldanamycin (17-AAG) was used to inhibit the activity of Hsp90. The studies
were conducted on human embryonic kidney cell line (HEK293) as well as adenocarcinomic
human alveolar basal epithelial cells (A549).

17-AAG has been shown to have a strong dose-dependent inhibitory effect on HAdV-
5 replication at concentrations that do not affect A549 cell viability. This effect was
particularly visible when inhibitor was added at the time of infection, suggesting that Hsp90 is
required in the early stages of HAdV-5 replication. This phenomenon is observed in the first
24-hours after infection, after the next 24 hours the virus replication accelerates. This shows
that 17-AAG slows down the life cycle of HAdV-5 and not completely inhibits it.

A549 cells were infected with HAdV-5 and 17-AAG was added at specific time
points, thereby examining the effect of the inhibitor on genes and proteins whose expression
represents each stage in the HAdV-5 life cycle. Analysis of the course of HAdV-5
transcription over time showed significant inhibition of E1A and DBP gene transcription
when 0.25 uM 17-AAG was added at the time of infection. The inhibitor is less effective
when applied at later time points. An analogous pattern was observed during the synthesis of
viral structural proteins in which 17-AAG was effective up to 9 hours after infection. As the
incubation time increased, the inhibitory effect was less noticeable. Latter observations

support the hypothesis that the inhibitory effect focuses on the early life cycle processes of

11



Abstract

HAdV-5 following internalization and preceding DNA replication.

After HAdV-5 genome enters the nucleus, E1A is the first gene to be transcribed and
is responsible for the induction of transcription from the early (E1B, E2A, E2B, E3 and E4)
and late (L1) genes. Studies using the phenomenon of transcomplementation have shown that
the reduced amount of DNA, intermediate and late mRNA and structure proteins of the
HAdV-5 results from the interference of E1A protein activity. In infected HEK293 where
EI1A is constitutively expressed, the addition of 17-AAG inhibited HAdV-5 replication to a
lesser extent than in A549 that do not produce E1A. In addition, immunoprecipitation of
protein complexes showed that Hsp90 binds to the E1A protein, confirming that EIA may be
a client of the chaperone activity of Hsp90.

In a study with cycloheximide (CHX) and 17-AAG, it was shown that the combination
of inhibitors did not reduce the stability of E1A, nor did it increase the rate of degradation of
this protein in HEK293 cells. This indicates that Hsp90 is required for the maturation of the
newly synthesized HAdV-5 early protein, and does not affect mature E1A already present in
cells. The effect of Hsp90 on the maturation of the newly synthesized E1A is confirmed by
the observation that inhibition of Hsp90 causes a disruption of E1A protein synthesis at 2 and
4 hours after infection, despite the lack of inhibition of E1A gene transcription.

Interference of HAdV-5 replication, due to inhibition of Hsp90 activity, is a temporary
phenomenon. The disappearance of inhibition effect in long-term infection may result from
incomplete disruption of E1A synthesis, resulting in its gradual accumulation in the cell. After
48 hours of culture, the amount of E1A may be sufficient to activate the transcription of the
remaining HAdV-5 genes. Only one of the three conserved regions - conserved CR3 domain,
is necessary to activate transcription from early promoter. Therefore it cannot be ruled out that
the misfolded E1A protein may act as a transcription activator if the CR3 domain has the
active configuration. Whatever the exact mechanism for breaking Hsp90 inhibition is, the
basis of the action of the Hsp90 inhibitor is the delay in the accumulation of E1A protein in
the cells.

The results presented in this work show for the first time that Hsp90 is involved in the
synthesis of E1A. As E1A serves as a co-activator of transcription of the adenovirus early
genes, the antiviral activity of the Hsp90 inhibitor can be explained by the decreased level of
the early protein. The obtained results can be used in the future to design antiviral therapies,

which usage will not be associated with the virus resistance.
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Innowacyjnosé¢ pracy

INNOWACYJNOSC PRACY

Opornos¢ na leki przeciwwirusowe pojawia si¢ w wyniku powstawania adaptacyjnych
mutacji przy przedtuzonej ekspozycji na stosowany lek przy ciaglej replikacji wirusa.
Skutkuje to selekcja opornych szczepdw. Jest to trudny do rozwigzania problem powodujacy
zmniejszajacg si¢ efektywno$¢ kuracji. Rozwigzaniem jest projektowanie zwigzkow
skierowanych na czynniki komdrkowe gospodarza, ktore uczestnicza w procesie infekcji
poszczegdlnych wiruséw. Innowacyjny element pracy doktorskiej stanowi identyfikacja

Hsp90 jako czynnika komorkowego wymaganego do replikacji ludzkiego adenowirusa 5.
W niniejszej pracy opisano wykraczajace poza aktualng wiedzg literaturowg ustalenia:

e 17-(allylamino)-17-demetoksygeldanamycyna (17-AAG) bedaca inhibitorem biatka
opiekunczego Hsp90, zmniejsza o 95% szybko$¢ replikacji ludzkiego adenowirusa 5

(HAdV-5) w hodowlach komérkowych.

e 17-AAG hamuje transkrypcj¢ wczesnych i1 poéznych genéw HAAV-5, replikacje

wirusowego DNA 1 ekspresj¢ bialek wirusowych.

e Zahamowanie Hsp90 powoduje zmniejszenie ilo§ci nowo zsyntetyzowanego biatka

ElA.

e Spadek ilosci biatka E1A nie jest wywotany zmniejszeniem poziomu kodujgcego go

mRNA.

e Inhibicja Hsp90 nie powoduje degradacji dojrzatego biatka E1A obecnego w komorce

przed ekspozycja na inhibitor.

e Koimmunoprecypitacja wykazata, ze biatko wczesne oddziatuje z Hsp90 tworzac

kompleksy Hsp90a E46A - E1A 289R.

e Sumarycznie przedstawione wyniki pokazuja po raz pierwszy, ze Hsp90 chroni przed

degradacja nowo syntetyzowane biatko E1A.

Otrzymane wyniki moga postuzy¢ do projektowania lekow przeciwwirusowych,
ktorych stosowanie nie bedzie zwigzane z powstawaniem opornosci, jak rowniez takich, ktore
beda charakteryzowacd si¢ szerszym spektrum dziatania, wykraczajacym poza jedna grupe

WIrusow.
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1. WSTEP

Adenowirusy zostalty po raz pierwszy wyizolowane w 1950 roku z migdatkow
gardlowych, skad wywodzi si¢ ich nazwa (ang. adenoid). Zostaty wskazane jako czynniki
chorobotworcze wywotujace ostre choroby uktadu oddechowego [1-2]. Poza wspomnianymi
objawami ze strony gornych oraz dolnych drég oddechowych, adenowirusy wywotuja takze
zapalenie rogdwki i spojowki, krwotoczne zapalenie pgcherza moczowego, niezyt zotadka i
jelit, zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych 1 zespdét hemofagocytarny [3-4]. Infekcje
pojawiaja si¢ sporadycznie 1 bez sezonowosci [5]. Ponadto, jak wykazaly badania
epidemiologiczne, pierwotne zakazenia adenowirusem pojawiaja si¢ w pierwszych latach
zycia, jednak w wigkszosci przypadkdw nie wymagaja one leczenia farmakologicznego, badz
wymagaja umiarkowanego leczenia jesli infekcja przyjmie posta¢ zapalenia gardta lub
tchawicy [6]. Infekcje adenowirusami sg zjawiskiem endemicznym. Epidemie pojawiajg si¢ w
mocno zaludnionych i zamknigtych §rodowiskach takich jak placéwki stuzby zdrowia, szkoty
1 wojskowe obozy szkoleniowe. W ciggu ostatnich kilku lat, w krajach z wysoka gestoscia
zaludnienia, pojawialy si¢ epidemie objawiajace si¢ jako zespot ostrej niewydolnosci
oddechowej (ang. acute respiratory distress syndrome, ARDS) [7-9]. U pacjentow z obnizong
odpornoscia, infekcje adenowirusami sg zwykle ciezsze i mogg prowadzi¢ do $mierci. Do
grupy zwickszonego ryzyka naleza osoby z pierwotnym i wtérnym niedoborem odpornosci.
Do drugiej grupy o zwigkszonym ryzyku zalicza si¢ (i) osoby, ktoérych obnizenie odpornosci
wynika z celowej immunosupresji po zabiegu transplantacji hematopoetycznych komorek
macierzystych, szpiku kostnego i organow; (ii) pacjentdéw poddawanych chemioterapii; (iii)
pacjentow z AIDS; (iv) os6b niedozywionych [10-11].

Na chwile obecng wyrdézniono 70 typow ludzkich adenowirusow (HAdAV),
podzielonych na 7 serotypow (A-G). Pierwsze 51 typow zostalo zaklasyfikowane do
poszczegblnych serotypéw w oparciu o neutralizacje krzyzowa, podobienstwa sekwencji i
wlasciwosci aglutynacji [6, 12]. W przypadku nowych typéw odchodzi si¢ od nomenklatury
»Serotypu’ na rzecz ,,genotypu”, poniewaz zastosowano podziat HAdV-5 w oparciu o nowe

sekwencje badz filogenetyczne roznice w genach kodujacych gldwne biatka kapsydu [13-14].
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1.1. Budowa kapsydu HAdV-5
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Ryc.1. (A) Budowa kapsydu HAdV-5 (B) proces internalizacji HAdV-5 z uzyciem receptorow I- i II-
rzgdowych.

Doktadna budowa wirionu HAdV-5 zostala opublikowana w 2010 roku. Metody
krystalograficzne 1 mikroskopii krioelektronowej umozliwitly szczegdétowe opisanie
elementéw strukturalnych kapsydu o s$rednicy 90-100 nm [15-16]. Ikozaedralny kapsyd
HAdV-5 zawiera wiele kopii gtownych biatek, do ktorych zaliczy¢ mozemy hexon, penton,
fiber, jak réwniez Illa, VI, VIII i IX- stanowigce mniejsze biatka kapsydu. Hexon stanowi
najliczniejsze biatko, ktore w kazdym kapsydzie tworzy 240 homotrimerow 1 buduje 20 Scian
bocznych [17-18].

Drugi rodzaj kapsomerow stanowi penton bgdacy kompleksem miedzy trimerycznym
bialkiem fiber 1 pentomerycznym biatkiem podstawy pentonu. Bialko fiber jest
niekowalencyjnie zwigzane z podstawg pentonu. Ten typ wigzania ma znaczenie podczas
poczatkowych etapow infekcji polegajacych na internalizacji wirusa [19-20]. Cztery mniej
liczne biatka strukturalne — Illa, VI, VIII i IX konieczne sa do poprawnego sktadania
kapsydu, stabilizowania wigzan mie¢dzy kapsomerami hexonu i obnizaniu wrazliwo$ci na

temperature [21-22].
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1.2. Organizacja genomu HAdAV-5

Genom adenowirus6w stanowi liniowy dsDNA zbudowany z ~35 kpz. Na 5' koncu
nici DNA znajduja si¢ odwrdocone powtorzenia o dtugosci 100-180 pz — ITR (ang. inverted
terminal repeats), ktore umozliwiaja dwukierunkowg transkrypcje genow AdV. ITRs sg
niekodujagcymi sekwencjami 1 do kazdego 5' konca zwigzane sg kowalencyjnie biatka TP
(ang. terminal protein) o masie 55 kDA [6,23]. Poczatkowe 50 pz w obrebie kazdego ITR
stanowi region inicjacji replikacji, a koncowe 18 pz obejmuje region pomocniczy wiazacy
komoérkowe czynniki transkrypcyjne. Zwigzane biatka TP, powstate w wyniku procesu
dojrzewania z prekursoréw (pTP), funkcjonujg jako primery do syntezy nici potomnych,
wykorzystywanych przez wirusowg polimeraz¢ [24]. Ponadto, genom adenowirusa zawiera
sekwencje¢ y, ktora jest zwykle zawarta w pierwszych 390-400 pz lewego konca genomu. Do
regionu Yy wigza si¢ biatka bioragce udziat w pakowaniu genomu do kapsydu wirusa
potomnego [25-26]. Genom adenowirusa koduje 40 genow i zorganizowany jest w 10
odrebnych jednostek transkrybowanych przez komoérkowa RNA Pol II. Wyrdézniamy
jednostki wczesne (Ela, E1b, E2, E3, E4), posrednie (IVa2, pIX, L4) i pdzne (L1-L5) [27].
Zwiazane z wirusem RNA (VA, ang.viral-associated) sa transkrybowane przez RNA Pol IIL
VA RNA I1 VA RNA II sg to niekodujgce sekwencje o dtugosci ~ 160 nt konieczne do
wydajnej translacji w podznych etapach zakazenia, jak rowniez inhibicji odpowiedzi

zainfekowanej komorki na interferon [28].

1.3. Cykl replikacyjny HAdV-5

Cykl replikacyjny HAdV-5 zostat podzielony na dwie fazy: wczesng i p6zna, oddzielone
przez rozpoczecie procesu replikacji genomu wirusa. Pierwsza obejmuje wniknig¢cie wirusa
do komorki gospodarza, eksport DNA do jadra, nastgpnie transkrypcje i translacje genow
wczesnych. Poczatkowe etapy moduluja srodowisko komérkowe utatwiajac proces replikacji
HAdV-5 i umozliwiajac przeprowadzanie fazy pdznej sktadajacej si¢ z etapoéw transkrypcji i
translacji gendw poznych. Tym samym zachodzi skiadanie i1 dojrzewanie wirionow

potomnych [29].
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Rye.2. Cykl replikacyjny HAdV-5 (rycina wedtug [29]).

1.3.1. Internalizacja i transport wewnatrzkomorkowy

Pierwszym etapem internalizacji jest adhezja HAdV-5 do powierzchni komoérki. W
procesie tym uczestniczy domena C-koncowa biatka fiber, ktéra tworzy kolistg strukture
»Zowke” (ang. fiber knob) 1 uczestniczy w wiazaniu do pierwszorzedowych receptorow
komodrkowych. Wystepuje rowniez domena N-koncowa, ,.trzon” (ang. shaft), zakotwiczony w
wirusowym kapsydzie, ktory odgrywa znaczaca role w adhezji zapewniajac elastycznos¢
biatku fiber [15,30]. Wigkszo$¢ ludzkich adenowirusow wykorzystuje receptory CAR (ang.
Coxackie and adenovirus receptor), jednak w zaleznosci od przynaleznos$ci do serotypu A-F,
HAdV moga wykorzystywac inne receptory, takie jak desmogleina 2, CD46 i kwas sialowy
[31-33]. Sygnaty determinujgce endocytoze pochodza z receptorow drugorzedowych-
integryn. Zwiazanie przez HAdV-5 receptorow integrynowych powoduje tworzenie dotkow
optaszczonych klatryng oraz endocytoze wirusa do $wiatta nowopowstalych pecherzykow
[34]. Podczas transportu wewnatrzkomdrkowego, proces uwalniania nukleokapsydu z

pecherzykow do cytoplazmy bazuje na stopniowych zmianach strukturalnych i destabilizacji
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biatek wirusa. W zwigzku z powstajagcym napieciem mechanicznym, jak rOwniez panujacym
w endosomach niskim pH nast¢gpuje zaburzenie integralnosci nukleokapsydu [35]. W
cytoplazmie, HAdV-5 do transportu wewnatrzkomorkowego wykorzystuje zmiany
konformacyjne dyneiny, Wnikni¢cie wirusa do jadra zalezne jest od kinezyn oraz eksportyn
CRM1, dzigki ktérym nastepuje zwigzanie czasteczek wirusa do kompleksow porow

jadrowych [36-37].

1.3.2. Geny wczesne

Po wejsciu genomu HAdV-5 do jadra, EIA jest pierwszym genem ulegajacym
transkrypcji 1 odpowiada za indukcje transkrypcji pozostaltych genow HAdV-5 jak réwniez
modulacje ekspresji genéw komodrkowych [38]. Kinetyka transkrypcji jest odmienna dla
kazdego z geno6w wczesnych. Pierwsza jednostka jest E1A, ktorej produkt biatkowy pojawia
si¢ wczesnie w przebiegu infekcji i jego poziom utrzymuje si¢ do fazy poznej. Réwnie
wczesnie co E1A aktywacji ulega jednostka E4. Obserwowana wczesna obecno$s¢ E4 ma
odzwierciedlenie w funkcji ktorg pelni, poniewaz jest konieczna, w potaczeniu z E1A, do
trans-aktywacji transkrypcji z regionu E2. Nastepnie transkrypcji ulegaja jednostki E3, E1B i
E2 [39-40]. Jednostka E3 generuje powstawanie mRNA, ktére ulega translacji do biatek
12.5K, 6.7K, gpl9K, 10.4K, 14.5K i 14.7K. Produkty genéw E3 s3 odpowiedzialne za
kontrolg odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Transkrypcja z jednostki E3 utrzymuje si¢
do poéznych etapow infekcji, poniewaz oprocz inhibicji odpowiedzi immunologiczne]
gospodarza uczestniczy w etapach poprzedzajacych uwolnienie wiriondéw potomnych [39, 41-
42]. Transkrypcja E1B rozpoczyna si¢ pozniej, jednak podobnie jak E1A utrzymuje si¢ do
poznych etapoéw infekcji [39]. Produkty biatkowe tej jednostki — E1B 55K, E1B 19K hamujg
syntez¢ bialek komoérkowych gospodarza w wyniku preferencyjnego transportu mRNA
HAdV-5 [43-44]. Z regionu E2 w wyniku alternatywnego splicingu powstaja dwie klasy
transkryptow — E2A 1 E2B. Produkty biatkowe powstate z tej jednostki to 140K polimeraza
(HAdV Pol) 1 87K pTP i DBP, niezbedne w procesie replikacji DNA [43,45].

1.3.3. Struktura i funkcje E1A

Gen ElA znajduje si¢ w obrebie pierwszych 1500 pz genomu HAdV-5 i koduje
biatko, ktore wptywa na srodowisko komorki, stwarzajac optymalne warunki do namnazania
wirusa. Pierwotny transkrypt wczesnego regionu El, w wyniku alternatywnego splicingu
generuje pig¢ roznych mRNA. Dwie najliczniej wystepujace formy E1A to 243R i 289R
powstajace odpowiednio z 12S 1 13S mRNA. Pozostate transkrypty — 9S, 10S 1 11S sg obecne
jedynie w poznych fazach infekcji 1 wystepuja w niewielkich ilosciach [46-48]. 289R 1 243R
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oddziatujg z wieloma biatkami poprzez domeny funkcyjne. Dhuzsza forma posiada unikalny
dla siebie region CR3, zwigzany z aktywacja transkrypcji, za$ krotsza posiada 80
aminokwasowg sekwencje na N-koncu zwigzang ze zdolnoscig do transkrypcyjnej repres;ji
gendw komorkowych zaangazowanych w proliferacj¢ 1 r6znicowanie komoérek [49]. Region
ten oddziatuje z wieloma regulatorami transkrypcji tj. p300, CBP (CREB binding protein),
pCAF acetylotranferazy, TBP, p400, hGCNS5, TRRAP, Tip60 [47-48].

Zdolnos¢ regulowania procesu transkrypcji w komorkach gospodarza jak réwniez
wirusa oparta jest na interakcji E1A z wieloma biatkami, ktore funkcjonuja jako czynniki
transkrypcyjne (ATF-2, YY1), koaktywatory (CBP/p300), korepresory (CtBP), czynniki
przebudowy nukleosomow (SWI/SNF) [50]. Poréwnanie sekwencji E1IA w obrgbie roznych
serotypow AdV pozwolito wyrézni¢ 4 konserwatywne regiony (CR1-CR4) zawierajace
sekwencje przez ktore E1A oddziatuje z ponad 50 biatkami i wigze si¢ z ponad 17,000
promotorami [51-52]. W wigkszosci transaktywacji bierze udziat region CR-3, jednak
najlepiej poznany mechanizm regulacji transkrypcji jest zalezny od CR1 1 CR2
zlokalizowanych na N-koncu E1A. E2F jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory reguluje cykl
komorkowy. Jego zwigzanie z DP-1 i pRB hamuje aktywacj¢ transkrypcji. Biatko E1A
rozbija kompleks E2F/pRb wigzac si¢ z pRB 1 aktywuje E2F przez jego fosforylacj¢ za
posrednictwem kinazy cyklinozaleznej. Wolny i ufosforylowany E2F kierowany jest na
wirusowy promotor E2 [53-56].

W przypadku represji transkrypcji zaproponowano dwuetapowy model. W pierwszej
kolejnosci E1A poprzez N-koniec i region CR1 wiaze si¢ do domeny TRAM powodujac
inhibicje aktywnosci acetylotransferazy histonowej (HAT) w obrgbie p300/CBP. Drugi etap
polega na zahamowaniu transkrypcji poprzez zaktocenie tworzenia kompleksu TBP-TATA,

przez zwigzanie TBP do aminokwasow w obrgbie N-konca biatka E1A [49, 57-58].

1.3.4. Replikacja DNA

W miarg akumulacji w jadrze produktéw biatkowych z jednostki E2 rozpoczyna si¢
proces replikacji. Jej inicjacja zachodzi przez kowalencyjne dotaczenie dCMP przez
polimeraz¢ HAdV-5 do biatka pTP. Jest to pierwszy etap formacji kompleksu ztozonego z
trinukleotydowej sekwencji z bialkiem starterowym (pTP-CAT) [24, 59]. Wspomniany
zwigzek posredni wigze si¢ do sekwencji 3'-TAG matrycy, a nastgpnie przez mechanizm
wumping back” cofa si¢ do komplementarnych nukleotydow 3'-GTA w pozycji 1-3 [60].
Krotko po tym, HAdV-5 Pol oddysocjowuje od pTP i wydluza nowopowstajaca nic.
Produktem pierwszej rundy replikacji jest dSDNA 1 ssDNA. Ni¢, ktéra nie ulegta replikacji

jest usuwana z dupleksu i1 tworzy kolistg struktur¢ drugorzedowa tzw. paletkowa (ang. pan-
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handle), ktéra w miejscach ITR wigze HAdV-5 Pol. Proces elongacji jest wspomagany przez
aktywnos¢ biatka DBP, opierajaca si¢ na jego oligomeryzacji wzdtuz ssDNA w miar¢ postepu
widelek replikacyjnych. Zakonczeniem replikacji jest powstanie dwoch nici dsDNA, ktore
moga stanowi¢ matryce do dalszej amplifikacji DNA, badz stuzy¢ do transkrypcji genow z
jednostki poznej [61-62].

1.3.5. Geny p0zne

Wszystkie pozne geny (L1-L5) produkowane s3 z pojedynczej jednostki
transkrypcyjnej, nazywanej gtowna jednostkg poznej transkrypcji (ang. major late
transcription unit, MLTU), z ktérej w wyniku alternatywnego splicingu i wykorzystania
r6znych miejsc poliadenylacji powstaje 20 péznych mRNA [43]. Transkrypcja genow MLTU
kontrolowana jest przez jeden promotor MLP (ang. major late promoter) [63]. Wyjatek
stanowi gen L[4-22K, ktory transkrybowany jest z wewnetrznego promotora L4 (L4P)
zlokalizowanego w ramce odczytu L4-100K [64]. Pierwsze transkrybowane w przebiegu
infekcji biatko wczesne - E1A transaktywuje MLP i1 indukuje ekspresje z jednostki L1 [65].
mRNA gendéw pdznych eksportowane sg do cytoplazmy, gdzie nastepuje ich translacja i

produkcja biatek struktury.

1.3.6. Transport z jadra i translacja péznego mRNA

Podczas poznej fazy infekcji HAdV-5, syntetyzowana jest duza ilo$¢ biatek biorgcych
udziat w produkcji wirionéw potomnych, ich sktadaniu, pakowaniu DNA i dojrzewaniu. Na
tym etapie obserwowana jest dominujaca synteza bialek wirusowych przy jednoczesnym
zahamowaniu produkcji biatek komorkowych. Zjawisko to nie jest jednoznaczne ze spadkiem
ilosci 1 stabilnosci mRNA gospodarza, jednak wskazuje na selektywny transport poznego
mRNA wirusa do cytoplazmy i jego preferencyjng translacje [66]. Wykazano, ze 3 elementy —
RNA VAIl, TPL, L4-100K konieczne sa do zwigkszenia wydajnosci translacji mRNA
HAdV-5.

Biatko 100K jako pierwsze ulega ekspresji podczas fazy poznej 1 jest w stanie
blokowa¢ translacjc mRNA gospodarza poprzez uniemozliwienie rozpoznania struktury 5'
kapu. Ten alternatywny mechanizm to ,ribosome shunting” i mozliwy jest dzigki 5'
niekodujagcym regionom liderowym (ang. 5'NCR tripartite leader), ktore przez obecnosé
unikalnych sekwencji powoduja zmiang lokalizacji podjednostek 40S rybosomu z konca 5' do
kodonu inicjacyjnego [67-68]. VA RNA I jest istotny w selektywnej translacji genow HAdV-
5. VA RNA 1 blokuje fosforylacje EIF20 umozliwiajac translacje biatek AdV [69-70].
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Sumarycznie, opisane mechanizmy przejecia maszynerii translacji przez AdV skutkuja

wzmozong syntezg biatek wirusa koniecznych do sktadania wirionéw potomnych.

1.3.7. Skladanie wirionow potomnych i ich uwalnianie z komorki gospodarza

Do rozpoczecia procesu sktadania wirionéw potomnych konieczny jest transport
biatek strukturalnych wirusa do jadra. W procesie tym uczestniczg nukleocytoplazmatyczne
biatka wahadtowe z rodziny karioferyn/importyn [71]. Przedstawiono dwa modele
potencjalnego sktadania wirionéw potomnych. Pierwszy zaktada sekwencyjny montaz
zalezny od hydrolizy ATP [72]. Drugi model to tzw. mechanizm zgrany. W tym modelu,
biatka kapsydu tworza struktury przypominajgce chromatyne, ztozone z genomu HAdV-5 1
kondensujacych biatek strukturalnych [73]. Dojrzewanie wirionéw potomnych HAdV-5
zachodzi w jadrze i wymaga przeprowadzenia proceséw proteolizy biatek prekursorowych
kapsydu (pllla, pVI, pVIIl), rdzenia (pVII, pp , pTP) przez proteaze¢ AdV (L3-23K) [74-75].
Pakowanie DNA HAdV-5 rozpoczyna si¢ z lewej strony genomu miedzy ITR a miejscem
rozpoczecia transkrypeji E1A, gdzie zlokalizowana jest unikatowa sekwencja W, zwana
domeng pakujaca PD (ang. packaging domain). W procesie tym uczestniczg biatka wirusa
(L1-52/55L, Ila, IVa2, L4-33K, L4-22K), jak réwniez biatka komodrkowe [76-77]. Wraz z
akumulacjg dojrzatych wirionow potomnych dochodzi do lizy komorki gospodarza
indukowanej aktywnoscig biatka ADP (ang. adenovirus death protein) oryginalnie nazywanej
E3-11.6K. ADP jest glikoproteing btonowa typu III (Nendo/Cexo), Mechanizm lizy komoérki po
zniszczeniu jadra przez aktywno$¢ ADP pozostaje nieznany, jednak pewnym jest, ze biatko to
konieczne jest do wydajnego uwalniania wiruséw [78-79]. Drugi mozliwy sposob uwolnienia
wirionéw potomnych oparty jest na aktywnosci proteazy HAdV-5. Wykazano, ze enzym ten
zaburza system filamentow przez proteoliz¢ komdrkowej cytokeratyny K18, sprawiajac tym
samym, ze zainfekowane komorki staja si¢ podatne na lize¢ wskutek dziatania niewielkich sit
mechanicznych [80]. Substratem dla proteazy HAdV-5 jest rowniez aktyna i mikrotubule,
stad mozna przypuszczaé, ze aktywnos$¢ proteolityczna narusza integralno$¢ catego
cytoszkieletu. Rownoczesnie zahamowanie produkcji biatek komorkowych przez selektywna
translacjc mRNA HAdV-5 uniemozliwia naprawe uszkodzen cytoszkieletu spowodowanych

przez protez¢ HAdV-5 [81].

1.4. Hsp90

Biatka szoku cieplnego (ang. heat shock protein) stanowia grupe¢ biatek zwigzanych z
przezyciem komorki, odpowiedzig na stres jak rowniez z ewolucjga morfologiczng [82]. Hsp90

jest obecne w cytoplazmie wszystkich komorek eukariotycznych i stanowi 1-2% catkowitych
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biatek cytozolowych. Jego poziom moze wzrasta¢ w warunkach stresu do ~ 4-6%. Hsp90
uczestniczy w faldowaniu 1 degradacji bialek kolektywnie zwanych klientami. Biatka klienci
stanowig niejednorodng grup¢ do ktorej nalezg m.in. kinazy biatkowe, receptory hormonow
steroidowych, czynniki transkrypcyjne i ligazy ubikwitynowe. Hsp90 sktada si¢ z trzech
domen: C- i N-koncowej oraz domeny srodkowej [83-84].

Domena N-koncowa (ND) zawiera miejsce wigzania ATP, jej struktura krystaliczna
jest podobna do motywu Bergata, co pozwolitlo na klasyfikacj¢ Hsp90do rodziny ATPaz
GHKL (Gyrase, Hsp90, Histidine Kinase,MutL) [85]. Domena $rodkowa (MD) stuzy jako
miejsce wigzania substratow biatek pomocniczych, jest niezbedna do katalitycznej aktywno$¢
ND, poniewaz umozliwia odpowiednig orientacj¢ grupy fosforanowej ATP [86]. Domena C-
koncowa (CD) odpowiada za dimeryzacj¢ oraz zawiera sekwencje rozpoznajace powtdrzenia
tetratrikopeptydowe (TPR recognition sequence), przez ktore zachodzi wigzanie Hsp70-
Hsp90 1 biatka substratowego [84, 87]. Fragment taczacy ND i CD okreslany jest jako
“charged linker” (CL). Zapewnia on elastyczno$¢ migdzy domenami i umozliwia zmiany
konformacyjne Hsp90 podczas cyklu zwigzanego z hydroliza ATP 1 wigzaniem oraz
uwalnianiem klientow. Istniejg trzy podrodziny Hsp90, a kazda z nich znajduje si¢ w réoznych
przedziatach komorkowych. Cytoplazmatyczne Hsp90 u krggowcow sa kodowane przez dwa
geny, nazywane historycznie izoformami HSP90a 1 HSP90B. Formy obecne w retikulum
endoplazmatycznym 1 w mitochondriach to odpowiednio Grp94 i TRAPI. Sekwencja
aminokwasowa Hsp90a i Hsp90p jest identyczna w 86% [82]. Do ro6znic mi¢dzy izoformami
zaliczy¢ mozna sposob indukcji, miejsce wystgpowania i funkcje pelnione w poszczegdlnych
tkankach. Hsp90a, ktorego ekspresja indukowana jest po ekspozycji na stres wystepuje w
wickszej ilosci w mozgu oraz w oocytach. W stanie fizjologicznym izoforma ta reguluje
roznicowanie komorek migsniowych danio pregowanego, zapewnia  stabilno$¢
cyklinozaleznej kinazy cdc2 podczas odpowiedzi na stres termiczny, za§ w stanach
patologicznych, podczas nowotworzenia umozliwia metastaze i migracje komorek rakowych
[88-90]. Hsp90p jest konstytutywnie wyrazang izoforma, ktorej przewazajaca nad Hsp90a
ekspresja obserwowana jest w wigkszosci tkanek. Rowng ilo§¢ omawianych izoform wykryto
w komorkach HPT (ang. human proximal tubule cells) [91]. Izoforma Hsp90p jest niezb¢dna
we wczesnych etapach rozwoju embrionalnego. Peini réwniez role w roéznicowaniu
trofoblastow, poniewaz u homozygotycznych myszy z delecja Hsp90pB, przy jednoczesnej
niezmienionej ekspresji Hsp90a, obserwowano nieprawidtowg budowe tozyska [92]. Wydaje
sie, ze Hsp90PB odpowiada za przezycie komoérek nowotworowych MDA-MB-231, poniewaz
nie udato si¢ uzyska¢ komorki pozbawionej tego biatka [91]. Hsp90 wystepuje w formie
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dimeru. Z regulty obserwowane sg kompleksy powstate w wyniku homodimeryzacji aoa badz
BB. Stanowig one najczescie] wystepujaca forme, jednak wykazano wystgpowanie réwniez

heterodimeréw off, monomerdow badz wyzszych oligomerdw in vitro [93].

1.4.1. Cykl ATPazowy

Aktywnos$¢ Hsp90 zalezna jest od tworzenia tzw. zacisku molekularnego (ang.
molecular clamp), ktéry zamyka si¢ 1 otwiera w odpowiedzi na wigzanie 1 hydrolize¢ ATP.
Badania krystalograficzne wykazaty trzy odregbne stany konformacyjne: wolny od nukleotydu
(apo), zwigzany z ATP i1 zwigzany z ADP [94]. Na poczatku cyklu katalitycznego, w stanie
apo, homodimer Hsp90 pozostaje w konformacji otwartej, w ksztalcie litery V. Na tym etapie
dochodzi do zwigzania biatka substratowego do domeny C-koncowej Hsp90. Substrat
przekazywany jest przez tzw. kompleks wczesny ztozony z Hsp70 i biatka HOP. Nast¢pujacy
po6zniej ,,dojrzaly kompleks” tworzony jest przez Hsp90 z biatkiem substratowym i biatkiem
pomocniczym p23, przy jednoczesnym oddysocjowaniu Hsp70 1 HOP [95-96]. Zwigzanie
ATP do ND prowadzi do stworzenia posredniego stanu inicjujacego zamkniecie nukleotydu w
strukturze ,,pocket”. Proces ten przyspieszony jest przez dolaczenie biatka pomocniczego
Ahal do ND i MD [97]. Wiazanie ATP i jego hydroliza w kazdym z monomeréw Hsp90
zachodzi niezaleznie od siebie. Na zamknig¢cie zacisku molekularnego sktada si¢ (i) catkowite
zakrycie miejsca wigzacego strukturg ,,/id”; (i1) krzyzowe zwigzanie nici B na ND
poszczegolnych monomeréw Hsp90 co prowadzi do (iii) zblizenia si¢ do siebie domen ND i
skrecenie MD wzgledem siebie. Skutkuje to zamknigciem biatka substratowego w $wietle
miedzy domenami. Po hydrolizie ATP dochodzi do kolejnych zmian konformacyjnych,
polegajacych na rozluznieniu dimeru i oddysocjowaniu domen ND i MD. Towarzyszy temu
jednoczesne uwolnienie ADP i wolnego fosforanu. Otwarcie zacisku molekularnego

umozliwia rozpoczecie kolejnego cyklu katalitycznego [93, 98].
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1.4.2. Inhibitory Hsp90

Geldanamycyna jest inhibitorem kompetycyjnym Hsp90. Jej dziatanie polega na
blokowaniu miejsca wigzacego ATP w domenie N-koncowej. Prowadzi to do zahamowania
aktywnos$ci opiekunczej Hsp90, ktora jest zalezna od hydrolizy ATP. Geldanamycyna ze
wzgledu na toksyczno$¢ nie nadaje si¢ jednak do zastosowania klinicznego. Postuzyta ona do
syntezy bardziej aktywnych pochodnych — 17-AAG i1 17-DMAG [99-100]. Oba zwigzki, w
poréwnaniu do geldanamycyny, wykazuja lepszag rozpuszczalno$¢, biodostepnose,
zmniejszong toksyczno$¢ oraz wigkszg selektywnos¢ wzgledem komoérek nowotworowych w
stosunku do prawidlowej tkanki. 17-AAG okazal si¢ skuteczny w zahamowaniu rozwoju
metastatycznego czerniaka oraz w leczeniu raka piersi HER2 pozytywnego [101-103].

Jednak roéwniez w przypadku 17-AAG wystepuje ograniczenie zwigzane
z hepatotoksycznos$ciag wynikajaca z obecno$ci pierScienia chinonowego w  strukturze
zwigzku, jak tez problem z jego rozpuszczalnoscig. Dlatego tez skierowano znaczne wysitki
na poprawe wilasciwosci lekow, bezpieczenstwa farmakoterapii i syntezy zwigzkéw nowej

generacji. Nowopowstate zwigzki podzieli¢ mozna na 3 klasy zgodnie z ich podstawowymi
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strukturami- zwigzki purynowe (PU-H71, BIIB02, CUDC-305), zwiazki rezorcynolowe
(AT13387, STA-9090, NVP-AUY922) i benzamidowe (TAS-116, XL888, SNX-54220)
[104].

Mimo, ze dotychczas zaden z inhibitorow Hsp90 nie zostat zaaprobowany do uzycia
jako lek, wiele z nich wiaczono do badan klinicznych, z czego w trakcie trwania jest 12
rozpoczetych projektéw zardwno w I 1 II fazie badan, za$§ status rekrutujacych posiada 7
projektéw (https://clinicaltrials.gov/ct2/home). Na chwilg obecng trwaja badania nad
specyficznymi inhibitorami poszczegélnych izoform biatka opiekunczego, ktore ograniczy¢
maja efekt zahamowania calej puli Hsp90. Wykazano zwigkszong cytotoksycznos$¢ i
sttumione mechanizmy chronigce komorki nowotworowe podczas stosowania wspomnianych

specyficznych wobec danej izoformy inhibitoréw [105-106].

1.4.3. Hsp90 i wirusy

Podczas infekcji, wirus przejmuje kontrolg nad srodowiskiem komorkowym kierujac zasoby
materiatlow 1 energii na syntez¢ sktadnikow niezbednych do efektywnej replikacji. Zmiana
metabolizmu komoérek na korzy$¢ wirusa zalezna jest od produkeji duzej ilosci ztozonych
strukturalnie bialek wirusowych. Tworzenie duzej ilosci w peini funkcjonalnych biatek w
przeciggu krotkiego czasu trwania infekcji wymaga zapobieganiu agregacji i
nieprawidlowemu fatdowaniu. Wirusy w tym celu wykorzystuja opiekuncze biatka
komorkowe, w tym Hsp90. Do dotychczas opisanych klientow Hsp90 naleza biatka
wirusowe, ktore w zaleznos$ci od rodziny, uczestnicza w roznych procesach w przebiegu
infekcji, poczawszy od internalizacji, po uwolnienie wirionéw potomnych z komorki
gospodarza [107]. Podsumowanie znanych interakcji miedzy Hsp90 a wirusami zostato

zawarte w tabeli 1.
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Tabela 1. Wykorzystanie Hsp90 przez wirusy na poszczegdlnych etapach infekeji [107]

Rodzina Wirus Funkcja Hsp90
Wirus opryszczki pospolitej typu 112 Internalizacja wirusa, replikacja wirusa
Herpesviridae Wirus Epsteina-Barr Ekspresja gendéw  wirusowych, replikacja
wirusa, zapobieganie apoptozie
Ludzki Cytomegalowirus
Wirus ospy wietrznej i potpasca Ekspresja genéw wirusowych
Herpeswrius zwigzany z mig$niakiem
Kaposiego
Polyomaviridae Wirus SV40 Replikacja wirusa
Poxviridae Wirus krowianki Sktadanie = kapsydu,  ekspresja  genow
wirusowych
Reovirus Wigzanie  wirusa do  komoérki  przez
Reoviridae trimeryzacj¢ biatka kapsydu
Rotawirus Dimeryzacja biatka NSP3 wymaganego do
regulacji translacji
Birnaviridae Wirus  zakaznego  zapalenia  torby | Internalizacja wirusa
Fabrycjusza
Wirus polio
. . Dojrzewanie biatek, skladanie i uwalnianie
Picornaviridae Rhinowirus wirionéw potomnych
Wirus Coxackie
Wirus dengi Internalizacja wirusa
Flaviviridae

Wirus zapalenia watroby typu C

Replikacja  wirusa, dojrzewanie  bialek,
sktadanie i uwalnianie wiriondw potomnych
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Arenaviridae

Wirus limfocytarnego zapalenia splotu
naczyniowkowego i opon mozgowych

Prezentacja krzyzowa antygenu

Nodaviridae Herpeswirus kotow Replikacja wirusa
Hepeviridae Wirus zapalenia watroby typu E Transport wewnatrzkomorkowy
Rhabdoviridae Wirus pecherzykowatego zapalenia jamy | Replikacja wirusa, stabilizacja biatek wirusa

ustnej Indiana

Paramyxoviridae

Ludzki wirus paragrypy

Replikacja wirusa, stabilizacja biatek wirusa

Wirus SV5/41

Stabilizacja biatek wirusa

Wirus Sendai

Aktywacja uktadu odpornosci wrodzone;j

Wirus odry

Zwigkszona aktywno$¢ onkolityczna

Bunyaviridae

Wirus La Crosse

Stabilizacja bialek wirusa

Filoviridae

Wirus Ebola

Replikacja wirusa

Orthomyxoviridae

Wirus grypy A

Replikacja wirusa, synteza RNA, dojrzewanie
biatek, sktadanie i uwalnianie wirionOw

Retrovirus

Wirus ludzkiej biataczki z komoérek T

Ludzki wirus niedoboru odpornos$ci

Transkrypcja

Hepadnaviridae

Wirus zapalenia watroby typu B

Transkrypcja

Oporno$¢ na leki przeciwwirusowe pojawia si¢ w wyniku przedtuzonej ekspozycji na

stosowany lek, ktora skutkuje selekcjg srodowiskowa opornych szczepdéw. Jest to coraz

wiekszy problem w populacji pacjentow z obnizong odpornoscig [108-109]. Rozwigzaniem

jest

projektowanie

zZwigzkow
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uczestniczace w procesie infekcji poszczegdlnych wiruséw [110]. Hsp90 stanowi potencjalny
cel lekow przeciwwirusowych, ze wzgledu na jego kluczowa role w cyklu zyciowym wielu
patogenow. Oddziatuje on z kluczowymi biatkami wirusow, aby zachowac ich stabilnos¢ i
utatwi¢ transport wewnatrzkomérkowy. Wykorzystanie inhibitorow Hsp90 nie skutkuje
powstawaniem szczepdéw opornych, jak rowniez nie sg generowane mutacje w obrebie biatka
komorkowego bedacego klientem Hsp90 [111-112]. Dodatkowo, zaleta stosowania Hsp90
jako celu terapeutycznego jest fakt, ze uczestniczy on w wielu etapach w przebiegu infekcji,
podczas gdy tradycyjne leki przeciwwirusowe z reguly ukierunkowane sa na jeden

komponent wirusa.
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2. HIPOTEZA I CEL PRACY

Dane literaturowe wskazuja, ze aktywno$¢ opiekuncza Hsp90 obserwowana jest na
niemalze kazdym etapie namnazania wszystkich przebadanych do tej pory grup wirusow.
Wykazano, ze omawiane biatko uczestniczy w procesie adsorpcji i internalizacji jak ma to
miejsce w przypadku wirusa Dengi [113]. Ponadto, Hsp90 oddzialuje bezposrednio z
polimerazg wirus6w takich jak wirus zapalenia watroby typu B, wirus grypy A i wirus
opryszczki pospolitej, umozliwiajac tym samym proces replikacji materialu genetycznego
[114-116]. Etapy koncowe, polegajace na dojrzewaniu bialek strukturalnych budujacych
wiriony potomne, rowniez zalezne sa od Hsp90, co wykazano na przyktad dla wirusow z

rodziny Picornaviridae [111].

Jako podstawe tego projektu przyjeto hipoteze, ze zahamowanie aktywnos$ci biatka
opiekunczego bedzie miato wplyw na przebieg infekcji HAdAV-5. Poniewaz aktywno$¢
opiekuncza Hsp90 skupia si¢ na wybranych biatkach, zatozono, ze efekt zahamowania
replikacji HAdV-5 bedzie zwigzany z zakléceniem funkcjonowania lub ekspresji okreslonych

biatek wirusowych.

Celem pracy bylo okreslenie roli Hsp90 w przebiegu cyklu zyciowego HAAV-5. W

ramach weryfikacji postawionej hipotezy zrealizowano nast¢pujace zadania badawcze:

e Wskazanie konkretnego etapu replikacji HAdV-5 zaleznego od Hsp90, ktorego
zahamowanie bedzie widoczne po dodaniu specyficznego inhibitora 17-allylamino-17-
demetoksygeldanamycyny. Badane stadia obejmowaly wczesne procesy takie jak
wigzanie HAdV-5 do powierzchni komorki gospodarza, ekspresje gendéw wcezesnych

jak réwniez etapy obejmujace ekspresje gendéw poznych.

e (Ocena zmian poziomu catkowitego biatka HAdV-5 w obecnosci 17-AAG, jak rowniez

analiza ekspresji sklonowanych pojedynczych biatek wirusa.

e Ocena poziomu ekspresji DNA i RNA poszczegdlnych gendéw, ktorych ekspresja

reprezentuje okreslone stadia zyciowe HAdV-5.

e Zbadanie interakcji migdzy Hsp90 a biatkami-klientami pochodzenia wirusowego.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Hodowle komorkowe i inhibitor

3.1.1. Hodowle komérkowe

Linie ludzkich embrionalnych komoérek nerki (HEK293), jak réwniez
adenokarcynomiczne ludzkie komoérki nabtonka podstawnego pecherzykéw plucnych (A549)
hodowano w medium IMDM (ang. Iscove's Modified Dulbecco's Medium, PanReac
AppliChem) z dodatkiem 10% inaktywowanej termicznie surowicy FBS (ang. heat
inactivated fetal bovine serum, Eurx) oraz 1% mieszaniny antybiotykéw Penicylina-

Streptomycyna (Sigma). Obie linie hodowano w 37°C w atmosferze zawierajacej 5% COx.

3.1.2. 17-AAG

W przypadku eksperymentdow obejmujacych traktowanie komorek 17-AAG, przygotowano
odpowiednie rozcienczenia odczynnika (0,025-4 uM) w pozywce IMDM. Inhibitor dodawano
do zainfekowanych hodowli A549 1 HEK293 w odpowiednich punktach czasowych.

3.1.3. Krzywa przezywalnosci
Test kolorymetryczny Cell-Counting kit-8 (Sigma) zastosowano do oceny zywotnos$ci
komorek po dodaniu wirusa lub inhibitora 17-AAG w hodowli A549, zgodnie z instrukcjami

producenta. Warto$ci odczytywano na czytniku ptytek Lumistar.

3.2. Infekcja wirusem i traktowanie 17-AAG

3.2.1. HAdV-5
Ludzkiego adenowirusa 5 (VR-5) pozyskano z ATCC (ang. American Type Culture

Collection).

3.2.2. Infekcja HAAV-5

Komoérki A549 1 HEK293 wysiano na szalki hodowlane 24 godziny przed infekcja,
uzyskujac konfluencje 60-80%. Bezposrednio przed zakazeniem hodowli, medium usunigto i
warstwe komorek przemyto PBS. Zaleznie od prowadzonego do$wiadczenia przygotowano
rézne rozcienczenia wirusa w odpowiedniej objetosci IMDM. Komorki inkubowano z
wirusem przez 1 godzing w 37°C. Po zakonczonej inkubacji, medium z niezwigzanym
wirusem odptukano 1 zastgpiono $swiezym IMDM z mieszaning antybiotykow pen-strep.
Zainfekowane komorki, zaleznie od eksperymentu hodowano z 17-AAG badz bez inhibitora i

zebrano lub utrwalono we wskazanych punktach czasowych przed lub w trakcie infekcji.
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3.2.3. Propagacja wirusa

Namnazanie HAdV-5 prowadzono w linii HEK293 na szalkach hodowlanych o
srednicy 10 cm. Komorki rozsiewano, nastepnie po 24 godzinach zakazano wirusem jak
opisano w punkcie 3.2.2. Hodowla prowadzona byla przez 72 godziny, do momentu
mikroskopowej obserwacji efektu cytopatycznego. Po tym czasie medium bylo usuwane, a
zainfekowana monowarstwa HEK293 zawieszana w PBS 1 przenoszona do probowki. W celu
zniszczenia struktur komorkowych 1 uwolnienia wirusa do roztworu, zawiesing poddano 3
cyklom mrozenia i rozmrazania. Komérkowy osad odwirowano, a nadsacz ste¢zonego wirusa

podzielono na porcje i przechowywano w -80°C.

3.2.4. Barwienie immunofluorescencyjne AdVS5

Aby zobrazowa¢ wplyw inhibitora na HAdVS5 w zakazonych liniach, komorki A549
rozsiano na szkieltka podstawowe. Po 24 godzinach, linie zainfekowano HAdV-5
500 TCIDso/ml. Hodowle kontynuowano przez kolejne 24 godziny bez inhibitora, jak rowniez
w obecnosci 0,25 uM 17-AAG. Do utrwalenia komorek wykorzystano 4% paraformaldehyd,
w ktorym inkubowano komoérki 20 minut. Nastepnie, komorki przeptukano w celu wymycia
formaldehydu i permeabilizowano w buforze PBST (PBS, 1% Triton X-100). Miejsca
niespecyficznego wigzania przeciwciala zablokowane zostaty przez 10 min inkubacj¢ w 3%
BSA (ang. bovine serum albumin) w PBS. Szkietka pokryte zostaly mieszaning 1% surowicy
z l-rzgdowym Ab rozpoznajacym biatka kapsydu HAdAV-5 na 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Nadmiar przeciwcial wyptukano PBST i komorki inkubowano z przeciwciatami
drugorzedowymi zwigzanym z Alexa Fluor-488 przez kolejng godzing, a nastepnie
trzykrotnie przemyto PBS. W celu wizualizacji jadra na wybarwione komoérki naniesiony
zostat roztwor DAPI (VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI). Analiza
mikroskopowa przeprowadzona byla z uzyciem mikroskopu Nikon i oprogramowania

producenta mikroskopu (Image Pro Plus).

3.2.5. Badanie internalizacji AdVS5

Komorki A549 wysiano na szkietka podstawowe 1 hodowano przez 24 godziny w
37°C. Po tym czasie medium usuni¢to i zastgpiono s$wiezym IMDM w komorkach
kontrolnych badz IMDM =z dodatkiem 0,5 puM 17-AAG. Komorki kontrolne i1 badane
inkubowano przez kolejne 4 godziny. Nastgpnie medium usuni¢to, monowarstwe komorek
przeptukano zimnym PBS a plytki umieszczono na lodzie. Przy obnizonej temperaturze do
hodowli dodano HAdV-5 w stezeniu 500 TCIDso/ml. Nastepnie zakazone hodowle

umieszczono w cieplarce w 37°C 1 inkubowano odpowiednio 15 1 30 minut. Po tym czasie,
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ptytki ponownie umieszczono na lodzie w celu zatrzymania procesu internalizacji.
Niezwigzanego wirusa odptukano zimnym PBS 1 komodrki utrwalono oraz barwiono

analogicznie do procedury opisanej w punkcie 3.2.4.

3.2.6. Ultrawirowanie w gradiencie CsCl

Ultrawirowanie w gradiencie CsCl przeprowadzono zgodnie z procedurg Seidman i
wsp., 1979 [117]. Komorki A549 hodowane na duza skale, w butelkach hodowlanych o
powierzchni wzrostu 75cm?, zakazono wirusem 1000 TCIDso¢/ml w obecnoéci 0,5 uM 17-
AAG, jak réwniez bez inhibitora. Zbioru HAdV-5 dokonywano po 48 godzinach przy
widocznym 100% efekcie cytopatycznym. Wirusy wewnatrzkomorkowe uwolniono z
komorek na drodze zamrazania i rozmrazania. Nadsgcz uzyskany po odwirowaniu debris
komoérkowego umieszczono w probdéwce do ultrawirowania. Do probéwek na dno strzykawka
dodano kolejno roztwory CsCl o gestosci 1,2 i 1,4 mg/ml, uzyskujac stopniowy gradient
gestosci. Probki wirowano 30000 g w 4°C przez 3 godziny w celu rozdzielenia frakcji

kompletnego wirusa i1 pustych kapsydow.

3.3. Metody biologii molekularnej

3.3.1. Izolacja DNA AdV5

DNA HAdV-5 izolowano z uzyciem zestawu Quick Blood DNA purification, Eurx. W
tym celu komorki wysiano na ptytki i hodowano przez 24 godziny do ich adhezji. Nastgpnie
po kolejnych 24 godzinach zakazono HAdV-5 i traktowano odpowiednim st¢zeniem 17-
AAG. Przed izolacjg komorki przemywano PBS 1 lizowano w buforze z proteinaza K. Lizat

przeznaczony byt do dalszej izolacji zestawem.

3.3.2. Izolacja RNA AdVS

Catkowite RNA =zainfekowanych komorek A549 zostalo wyizolowane z uzyciem
odczynnika RNA Extracol (Eurx) wedlug procedury Chomczynskiego i Sacchi [118].
Pozywke hodowlang usuni¢to, komorki przeptukano PBS i1 poddano lizie w 0,8 ml
odczynnika RNA Extracol. Probke inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej
poczym do supernatantu dodano 0,2 ml chloroformu. Prébke inkubowano 3 minuty w
temperaturze pokojowej, a nastgpnie wirowano do rozdziatu faz. W celu precypitacji RNA, do
gornej frakcji wodnej dodany zostat izopropanol (1:1). Po wytraceniu RNA poprzez
wirowanie 14000g 15 minut, izopropanol zostal usunigty, a osad zostal przeptukany 70%

etanolem, a nastgpnie zawieszony w odpowiedniej objetosci wody wolnej od nukleaz.
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3.3.3. llosciowe oznaczanie stezenia  kwasow  nukleinowych  metodg
spektrofotometryczng

Stezenie DNA 1 RNA oznaczano metodg spektrofotometryczng za pomocg urzadzenia
Nanodrop. Pomiar absorpcji wykonywano przy dtugosci fali 230 nm, 260 nm i 280 nm w celu

pomiaru stezenia kwasu nukleinowego oraz oceny jego czystosci.

3.3.4. Izolacja DNA HAdV-5 z medium i komorek

Komorki A549 zakazono HAdAV-5 i hodowano w 0,5 uM 17-AAG badz bez inhbitora
przez 48 godzin. Medium znad komorek zebrano i wirowano Sminut 2000 rpm. Komorki
odptukano z szalki z uzyciem PBS, nastgpnie zawiesing poddano trzem cyklom zamrazania-
rozmrazania 1 odwirowano resztki komoérek. Do medium oraz do nadsgczu komorek dodano
1/5 objetosci 50% PEG8000 w celu wytracenia wirusa. Probowki worteksowano do
wymieszania PEG8000, a nast¢pnie wirowano 15 minut 14000 rpm. Osad zawieszono w PBS
1 po raz kolejny poddano precypitacji z uzyciem PEG8000. Po usunigciu odwirowanego
supernatantu, wytragcony osad zawierajgcy czastki wirusa trawiono przez godzing proteinaza
K w buforze zawierajacym 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 0,5% SDS. DNA

izolowano za pomocg zestawu Quick Blood DNA purification, Eurx.
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Tabela 2. Sekwencje primerow stosowanych do klonowania

Nazwa primera

Sekwencja 5'—3'

ADP-F
ADP-R
E1A289R-F
E1A289R-R
52K-F
52K-R

II-F

I-R

V-F

V-R
E1B19K-F
E1B19K-R
UXP-F
UXP-R
E3GP19K -F
E3GP19K-R
PVII-F
PVII-R
Protease-F
Protease-R
100K-F
100K-R
PTP-F
PTP-R
IVa2-F
IVa2-R
33K-F
33K-R
PIlIa-F
PIIIa-R
DBP-F
DBP-R
PVI-F
PVI-R
Polymerase-F

Polymerase-R

GGGTGCTTAAGATGGAGCGAAGAAACCCATCTGA
GGGTGCTCGAGATCTGTATCTTCATCGCTAGAGCCA
CGGCGGTACCATGAGACATATTATCTGCCACG
GCGCCCTCGAGTGGCCTGGGGCGTTTACAG
CGCTGGCTAGCATGCATCCGGTGCTGCGGCA
GCACCCTCGAGGTACTCGCCGTCCTCTGGCT
GCTCTGGTACCATGATGCAAGACGCAACGGAC

GCACCCTCGAGAAAAGTGCGGCTCGATAGGAC
AATGTCCAAGCGCAAAATCAAAG
GCACCCTCGAGAACGATGCTGGGGTGGTA
GGGTAAGCTTATGGAGGCTTGGGAGTGTTTGG
GGGACTCGAGTTCCCGAGGGTCCAGGC
GGGTCGGTACCATGAAGATAGTGGGTGCGGAT
GGGAGCTCGAGCCTCCTTTGCCATGCTTGAT
GGGTCAAGCTTATGATTAGGTACATAATCCTAGGT
CCCACCTCGAGAGGCATTTTCTTTTCCTCAATA

TGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCATGAGCAAGGAAATTCCCAC

GGTGACTCGAGTCTTGCAATGTAGTTGCGC
AATGGGCTCCAGTGAGCAG
GCACCCTCGAGCATGTTTTTCAAGTGACAAAAAG
CCCCTTAAGATGGAGTCAGTCGAGAAGAAG
CCCTCGAGCGGCCGCGCCGGTTGGGTCGGC

GGGTGGTACCATGGCCTTGGTGAGCGTCAACGATTGCGCG

GGGTGGATCCGCGGCCGCTTATAAAAGCGGTGACGC

GGGCTGGTACCATGGAAACCAGAGGTCGAAGACCGGCAGCGCTTC

GGCCTCTCGAGTTTAGGGGTTTTGCGCGC
GGCGGGGTACCATGGCACCCAAAAAGAAGC
CCGCCCTCGAGGTCCTTAAGAGTCAGCGCG
GCACGGGTACCATGATGCAAGACGCAACG
GCTCGCTCGAGAAACATTCTCCCCAGCCT
GCAGCGGTACCATGGCCAGTCGGGAAGAG
GCACCCTCGAGAAAATCAAAGGGGTTCTGCC
CGACGGGTACCATGGAAGACATCAACTTTGCG
CACTCCTCGAGGAAGCATCGTCGGCGCTTC
GCACGTCTTAAGATGGCCTTGGCTCAAGCT
GACCTCGATATCCTCGGCATCTCGATCCAGCAT
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TGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCATGGCTACCCCTTCGATG

Hexon - F

Hexon - R TTCAGAAATCAACTTTTGTTCACCCTCGAGTGTTGTGGCGTTGCCGGC
Fiber - F TGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCATGAAGCGCGCAAGACC
Fiber -R TTCAGAAATCAACTTTTGTTCACCCTCGAGTTCTTGGGCAATGTATGAA
Penton — F AATGCGGCGCGCGGCGATGTATGA

Penton -R GCACCCTCGAGAAAAGTGCGGCTCGATAGGAC

Tabela 3. Sekwencje primerow stosowanych do pétilosciowego PCR

Nazwa primera Sekwencja 5'—3'

E1A-F TTGTCATTATCACCGGAGGAA
E1A-R TCACCCACTGCCCATAATTT
DBP-F TAATCAAGCATGGCAAAGGAG
DBP-R AATTTCACTTTCCGCTTCG
Hexon-F GGACGCCTCGGAGTACCTGAG
Hexon-R ACAGTGGGGTTTCTGAACTTGTT
G6PD-F TGAATGATGCAGCTCTGATCC
G6PD-R CACGATGATGCGGTTCCA

Tabela 4. Sekwencje primerow stosowanych w Real-time PCR

Nazwa primera Sekwencja 5'—3'

E1A-RT-F CCGAAGATCCCAACGAGGAG
E1A-RT-R GAAACCGGACCCAAGGCT
Hexon-RT-F CGCAGTGGTCTTACATGCAC
Hexon-RT-R GTTGTAGGCAGTGCCAGAGTAG
GO6PD-RT-F GGCTGGGGCTCATTTGCAG
GO6PD-RT-R TCCAGGGGTCTTACTCCTTGG

Tabela 5. Sekwencje primerow do mutagenezy

Nazwa primera Sekwencja 5'—3'

Hsp90E46A-F GAGATTTTCCTTCGGGCGTTGATCTCTAATGCT
Hsp90E46A-R AGCATTAGAGATCAACGCCCGAAGGAAAATCTC

3.3.5. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Uzyskane catkowite RNA stanowito matryce do reakcji odwrotnej transkrypcji.

Reakcja ta przeprowadzana byla z uzyciem Ipug RNA. Do syntezy cDNA uzyty zostal
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komercyjnie dostepny zestaw NG dART RT kit (Eurx). Do inicjacji reakcji jako primerow dla
odwrotnej transkryptazy uzyto mieszaniny losowych hexamerow lub Oligo(dT)zo,
zapewniajac tym samym synteze z calkowitego RNA lub mRNA. Objetosci poszczegolnych
odczynnikow wymieniono w tabeli 6. Przygotowang mieszaning reakcyjng ogrzewano do
25°C 1 inkubowano przez 10 minut, nastgpnie temperatur¢ podnoszono do 50°C i inkubowano

1 godzing.

Tabela 6. Sktadniki reakcji odwrotnej transkrypcji

Skladnik Objetos¢ [pl]
Bufor 5 x NG cDNA 4
Random hexamers lub Oligo(dT)»o 1
RNA (10 ng-5 ng) 2
NG dART RT Mix 1
RNase-free H.O 11
Objetos¢ koncowa 20

3.3.6. Polilosciowy PCR

Zmiany ilosci mRNA EIA, DBP 1 hexon, reprezentujacych odpowiednio geny
wczesne, posrednie 1 poézne analizowano w poét ilosciowej reakcji PCR. Do zakazonych
HAdV-5 komorek A549, w 2, 4, 6, 8, 12, 15 1 24 godzinie od infekcji dodawano 0,5uM 17-
AAG. Uzyskane cDNA stanowito matryce do reakcji PCR. Poszczegodlne fragmenty
amplifikowano z uzyciem Taq Polimerazy (A&A Biotechnology) w 20 pl mieszaninie

reakcyjnej o sktadzie opisanym w tabeli 7.

Tabela 7. Sktadniki reakcji potilosciowego PCR

Skiadnik Objetos¢ [pl]

2.5 mM dNTP 2

10x bufor reakcyjny 2

100 puM primer F 0,1

100 uM primer R 0,1
cDNA 1 ul(0.25-1 pg)
H2O 14,8 wl
Objetos¢ koncowa 20

Sekwencje primerow uzytych w doswiadczeniu znajdujg si¢ w tabeli 3. Ilos¢ cykli zostata

ograniczona w celu zapobiegania saturacji reakcji PCR. Do amplifikacji zadnego z badanych
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genoéw ilo$¢ cykli nie przekroczyla 25, umozliwia to zaobserwowanie zmian w ilosci

amplikonéw w poszczegolnych punktach czasowych.

3.3.7. Ilosciowy PCR (qPCR)

Réznice w ilosci DNA w zakazonych komorkach 1 medium okreslone zostaly podczas
ilosciowej reakcji Real-time PCR. Reakcja prowadzona byla w aparacie Step One, Applied
Biosystems 1 analizowana w odpowiednim oprogramowaniu. Detekcja sygnalow z
amplikonow oparta byta o fluorescencj¢ barwnika SybrGreen (SxHOT FIREPol EvaGreen
gPCR mix Plus ROX, Solis BioDyne). Do reakcji uzyte zostaty primery zaprojektowane w
oparciu o sekwencje genu hexon 1 EIA. Stezenie DNA HAdV-5 obliczane byly z krzywe;j
standardowej DNA HAdV-5 wyznaczonej z rozcienczen dziesietnych i normalizowane
wzgledem GAPDH. W analogiczny sposob analizowano zmiany ilo§ciowe mRNA E1A w
obecnos$ci 17-AAG jak i bez inhibitora. W tej reakcji matryce stanowito cDNA EIA
pozyskane po izolacji catkowitego RNA zainfekowanych komorek. Bezwzgledne wartosci
ekspresji dla mRNA E1A wyznaczono z krzywej i normalizowano wzgledem GAPDH.
Primery uzyte w do§wiadczeniu wymienione sg w tabeli 4, a sklad mieszaniny reakcyjnej w

tabeli 8.

Tabela 8. Sktadniki reakcji ilosciowego PCR

Skladnik Objetos¢ [pl]
5x gPCR Mix 4
100 uM primer F 0,1
100 uM primer R 0,1
DNA/cDNA 1
H>O 11
Objetos¢ koncowa 20

3.4. Przygotowanie plazmidow

3.4.1. PCR

Plazmidy kodujace biatka HAdAV-5 z metka Myc, znajdujace si¢ pod kontrola
promotora CMV w wektorze pcDNA, skonstruowano z uzyciem enzymoOw restrykcyjnych.
Klonowane fragmenty kodujace biatka pozyskano w reakcji PCR, gdzie matryce do reakc;ji
stanowilo wyizolowane DNA HAdV-5, a w przypadku gendéw posiadajacych introny, cDNA.
Fragmenty E1A otrzymano w wyniku reakcji PCR z catkowitego cDNA ze specyficznymi

primerami wymienionymi w tabeli 1. Wprowadzaty one unikalne sekwencje rozpoznawane
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przez enzymy restrykcyjne. Do reakcji amplifikacji uzyta zostala polimeraza KOD (KOD Hot
Start DNA Polymerase, Novagen), ktéra posiada aktywnos$¢ 3'—5' egzonukleazy 1 cechuje si¢
mniejsza czestoscig mutacji podczas reakcji PCR. W przypadku primerdéw zamieszczonych w
tabeli 2, gdzie sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne nie zostaly oznaczone,

tepy koniec powstajacy w wyniku reakcji PCR byl ligowany z wektorem trawionym EcoRV.

3.4.2. Klonowanie
Produkty amplifikacji oczyszczano zestawem (PCR/DNA Clean-Up Purification Kit,
Eurex). Nastepnie wektor pcDNA-Myc, jak rowniez otrzymane fragmenty DNA HAdV-5

trawiono odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi.

3.4.3. Ligacja

Powstanie lepkich koncéw po trawieniu umozliwia zwigzanie komplementarnych
sekwencji wektora 1 insertu w procesie ligacji. Do ligacji uzyto T4 ligazy faga, a reakcj¢
prowadzono 1 godzing w temperaturze pokojowej. Do procesu uzyto wektor 1 insert w
stosunku molowym 1:4. Ilo$¢ uzytego wektora wynosita 50 ng.
3.4.4. Transformacja komorek kompetentnych E.coli szczep XL-1

Komorki chemikompentne E.coli, zdolne do wigzania i pobierania obcego DNA
bezposrednio z roztworu, przygotowano z uzyciem CaCl, zgodnie z protokolem opisanym
przez Seidman 1 wsp 2001 [119]. Po zakonczonym procesie ligacji konstrukt DNA, zlozony z
wektora 1 pelnego insertu, wprowadzono do bakterii kompetentnych w procesie transformac;ji.
Mieszanina transformacyjna sktadajaca si¢ z 50 pul XL-1 i DNA inkubowana byta na lodzie
przez 15 minut. Nast¢gpnie komorki bakteryjne poddane byly szokowi cieplnemu w 42°C
przez 2 minuty. Po wyjeciu z termobloku, do mieszaniny dodano 400 pl ptynnego LB bez
antybiotyku. Probowka nastepnie inkubowana byta z wytrzgsaniem przez 1 godzing w 37°C w
celu wywotania ekspresji genéw z plazmidu. Do dalszej selekcji klonéw pozytywnych, 50-
100 pl mieszaniny bakterii wysiewane byto na podtoze stale z antybiotykiem selekcyjnym dla

wektora pcDNA- ampicyling i hodowane w 37°C przez noc.

3.4.5. Kolonijny PCR

Weryfikacji obecno$ci insertu w przyjetym przez bakterie plazmidzie dokonano
podczas reakcji kolonijnego PCR. W tym celu pojedyncze kolonie zbierane byly ze statego
podioza agarozowego i1 stanowity inokulum do zaszczepienia 10 pul LB z antybiotykiem.
Zalozone w 1,5 ml probéwkach typu Eppendorf hodowle inkubowane s3 z wytrzasaniem 3
godziny w 37°C. Nastepnie, 1 pl zawiesiny uzyto jako matryce¢ do reakcji PCR z primerami
zewngtrznymi odpowiednio 243R F 1 243R R oraz 289R F i 289R R. Kontrole reakcji
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stanowila reakcja z uzyciem bakterii transformowanych wektorem pcDNA-Myc.
Amplifikacja fragmentu DNA o oczekiwanej wielkosci byta potwierdzeniem obecnosci

sklonowanego insertu w plazmidzie.

3.4.6. Namnazanie plazmidow

Klony zidentyfikowane jako pozytywne, czyli posiadajace plazmid z insertem,
postuzyly jako inokulum do namnozenia plazmidu w 10 ml medium ptynnego z ampicyling.
Izolacja plazmidu byla przeprowadzona z uzyciem komercyjnie dostgpnego zestawu plazmid
mini (A&A Biotechnology), zgodnie z instrukcjami producenta. St¢zenie plazmidu po izolacji
mierzono spektrofotometrycznie. Z wyizolowanych 1 oczyszczonych plazmidow,
wprowadzenie insertu potwierdzono poprzez trawienie odpowiednimi enzymami

restrykcyjnym i elektroforetyczny rozdziat produktu trawienia.

3.4.7.Mutageneza

Konstrukcja plazmidu kodujacego gen Hsp90 z dolaczong metka FLAG zostata
opisana wcze$niej [120]. Mutacja Hsp90a E46A zostala wygenerowana przez mutageneze
PCR. Plazmid zostal uzyty do reakcji PCR z primerami zawierajacymi zmian¢ sekwencji
generujagca mutacje. Produkt PCR zostal strawiony enzymem Dpnl, w celu degradacji
plazmidu uzytego jako matrycy. Dodatkowo, do reakcji dodano kinaz¢ polinukleotydowa,
ktéra dodaje reszty fosforanowe na koncach produktu PCR. Ten zabieg miat na celu
zwigkszenie wydajnosci transformacji  bakterii produktem PCR. Po transformacji
wyizolowano z klonow bakterii plazmidy 1 potwierdzono obecno$¢ oczekiwanej mutacji

sekwencjonowaniem.

3.4.8. Sekwencjonowanie
Poprawnos$¢ sekwencji insertu sprawdzono na drodze sekwencjonowania.
Wyizolowany i1 oczyszczony plazmid z dodatkiem uniwersalnych dla stosowanego wektora

pcDNA, sekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania IBB PAN.

3.5. Ekspresja bialek

3.5.1. Transfekcja

Komorki HEK293 i A549 o konfluencji ~70%, na szalkach hodowlanych o $rednicy
10 cm, kotransfekowane byty plazmidami kodujacymi biatka HAdV-5 lub Hsp90a E46A. Do
procesu uzyty zostal odczynnik Metafectane Pro (Biontex), zgodnie z instrukcjami

producenta.

39



Materialy i metody

3.5.2. Izolacja bialka

Hodowle komoérek poddawane lizie, umieszczano na lodzie 1 ptukano zimnym PBS.
Nastepnie dodawano bufor lizujacy (25 mM Tris pH 7,6, 1 mM ATP, 0,5% Triton X-100) z
dodatkiem inhibitoréw proteaz (Roche). Lizaty przenoszono do probowek typu Eppendorf i
wirowano 15 minut, 14000 rpm w 4°C. Supernatanty przenoszono do nowych probowek z
1xSDS Loading buffer z dodatkiem B-merkaptoetanolu 1 denaturowano 10 minut w 95°C.

Stezenie biatka oznaczano metodg BCA.

Tabela 9. Lista uzytych przeciwciat

Przeciwcialo Zastosowanie
Adenovirus type 5 (abcam) WB, immunofluorescencja
CAR (Cell signaling) WB, immunofluorescencja
Integrin aV (Cell signaling) WB
Adenovirus E1IA,M58 (Santa Cruz) WB, immunofluorescencja
c-myc, (Merck) WB, mmunofluorescencja
FLAG (Sigma-Aldrich, F3165) WB
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) Immunofluorescencja
Alexa Fluor 594 (Invitrogen) Immunofluorescencja
GAPDH WB

3.5.3 Badanie ekspresji receptorow CAR i receptorow integrynowych aV

Komorki A549 hodowano przez 24 godziny w 37°C w medium z dodatkiem 17-AAG
badz bez inhibitora. Po tym czasie inkubacji hodowle poddano lizie zgodnie z procedurg
opisang w punkcie 3.5.2 badz utrwalono i barwiono immunofluorescencyjnie analogicznie do
metody opisanej w rozdziale 3.2.4. Do analizy wykorzystywano przeciwciata rozpoznajace

receptory CAR 1 receptory integrynowe, wymienione w tabeli 9.

3.5.4. Barwienie immunofluorescencyjne ADP

Komoérki A549 zgodnie z metoda opisang w punkcie 3.5.1. transfekowane byly
przejsciowo plazmidem kodujacym biatko ADP z dofaczong metkag Myc. Transfekowane
hodowle kontrolne prowadzono w medium bez inhibitora, za§ do komorek badanych dodano
0,5 uM 17-AAG. Po 8, 12 i 16 godzinach hodowle utrwalono i barwiono
immunofluorescencyjnie zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.2.4. Do analizy

wykorzystywano przeciwciato rozpoznajace peptyd Myc, wymienione w tabeli 9.
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3.5.5. Barwienie immunofluorescencyjne E1A

Do poréwnania ekspresji E1IA wykorzystano dwie linie komdérkowe A549 1 HEK293.
Komoérki A549 transfekowano zgodnie z procedurg 3.5.1. Hodowle nast¢pnie inkubowano
przez 24 godziny w medium bez inhibitora i w obecnosci 0,5 pM 17-AAG. Po kolejnych 24
godzinach komorki utrwalono i1 barwiono immunofluorescencyjnie zgodnie z opisang
procedurg 3.2.4. Do wizualizacji uzyto przeciwciala specyficznie rozpoznajacego biatko E1A

(tabela 9).

3.5.6. Hamowanie ekspresji bialek cykloheksymidem (CHX)
W celu okreslenia czy dodatek inhibitora Hsp90 wplywa na degradacj¢ biatka E1A, do

hodowli komoérek HEK293 dodano IMDM z CHX o koficowym st¢zeniu 100 pg/ml, jak
réwniez kombinacj¢ 100 pg/ml CHX z 500 nM 17-AAG. Od momentu dodania inhibitorow
komorki inkubowano przez 9 i 24 godziny w 37°C. W wymienionych punktach czasowych

hodowle poddano lizie zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.5.2.

3.5.7. Koimmunoprecypitacja (co-IP)

Do immunoprecypitacji wykorzystano komorki HEK293 trasnfekowane plazmidami
kodujacymi izoformy E1A w potaczeniu z mutantem Hsp90a E46A. Po 24 godzinach od
transfekcji do jednego zestawu kotransfektanéw kazdej izoformy E1A dodano 0,5 uM 17-
AAG, podczas gdy drugi zestaw hodowany byt w medium IMDM bez dodatku inhbitora. Po
kolejnych 24 godzinach komorki zlizowano w buforze do IP (0,25% Triton X-100, 10 mM
Tris, 20 mM NaF, 5 mM ATP i inhibitory proteaz). Frakcj¢ nierozpuszczalng oddzielono
przez wirowanie 12000 g w 4°C przez 15 minut, a nast¢pnie supernatant podzielono na dwie
frakcje. Pierwsza stanowity lizaty komodrkowe, druga poddawano dalszej procedurze IP.
Lizaty denaturowane byty w buforze 1xSDS Loading buffer przez 5 minut w 95 °C w
obecnosci B-merkaptoetanolu. Frakcja I[P nanoszona byta na minikolumny wypetione 10 pl
kulek agarozowych zwigzanych kowalencyjnie z przeciwciatem rozpoznajacym metk¢ FLAG
(Merck). Immunokompleksy inkubowano w 4°C mieszajac przez 2 godziny. Nastgpnie,
niezwigzane do przeciwciat bialka odptukiwano PBS. Elucje immunokompleksow
prowadzono z uzyciem 40 pl 1xSDS Loading buffer. Dalsza analiza zwigzanych bialek

przebiegata z uzyciem techniki WB.

3.5.8. SDS-PAGE i immunodetekcja
Do rozdziatu elektroforetycznego probek uzywano 10% zelu PAA. Nastepnie, biatka
transferowano na membrang nitrocelulozowa, ktérg nastepnie inkubowano w 5% mleku

odttuszczonym w celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwciat przez membrang.
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Membrang z przeciwciatami (tabela 9) inkubowano mieszajac przez noc w 4°C badz przez 2
godziny w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji niezwigzane przeciwciata
odptukiwano PBS. Wizualizacja przeprowadzana byta po inkubacji z przeciwciatem II-
rzedowym zwigzanym z peroksydazg chrzanowa, z uzyciem systemu Fusion FX Vilber badz
ChemiDoc Imaging System (Bio Rad).

3.5.9. Analiza densytometryczna
Analiz¢ densytometryczng obrazow WB przeprowadzano z uzyciem oprogramowania

Image Studio Lite.

3.6. Analiza statystyczna
W analizie ilo$ciowej dokonywano 3 powtdrzen prowadzonych eksperymentow i

obliczano warto$¢ $rednia z odchyleniem standardowym (SD) dla analizowanych

parametrow.
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4. WYNIKI

4.1. Wplyw 17-AAG na przejsciowg inhibicje replikacji HAdV-5

HAdV-5/DAPI

Ryc. 4. Analiza mikroskopowa aktywno$ci przeciwwirusowej 17-AAG. Zakazone HAAVS komorki A549
hodowane byly bez inhibitora (A, C) badz w obecnosci 0,25 uM 17-AAG (B, D). Po 24 (A, B) i 48 godzinach
(C, D) hodowle utrwalono i barwiono przeciwciatem poliklonalnym rozpoznajacym biatka kapsydu HAdV-5
(czerwony). Jadra komorkowe barwiono DAPI (niebieski).

W celu zbadania czy Hsp90 jest konieczne do replikacji AdVS wykonano barwienie
immunfluorescencyjne. Komoérki A549 zakazono HAdAV-5 o mianie 500 TCIDso/ml i
hodowano w medium IMDM 2z dodatkiem 0,25 pM 17-AAG przez 24 1 48 godzin.
Wizualizacji HAdV-5 dokonano przy uzyciu przeciwcial poliklonalnych rozpoznajacych
biatka struktury HAdV-5 (hexon, penton, biatko -IX, -VII, -VI i -V). Jak pokazano na Ryc. 4,
w komorkach kontrolnych hodowanych bez dodatku inhibitora wydajno$¢ zakazenia HAdV-5
wynosita ponad 80%. W komorkach A549 hodowanych w obecnosci 17-AAG po 24
godzinach od momentu infekcji nie wykryto bialek wirusa. Efekt inhibicji zanikat po kolejne;j
dobie hodowli zainfekowanych komoérek. W 48 godzinie od zakazenia, mimo dodatku

inhibitora, wykryto biatka strukturalne HAdV-5.
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Rye. 5. Krzywa przezywalno$ci wyznaczona dla A549 po 72 godzinach inkubacji w wymienionych stgzeniach
17-AAG. Punkty stanowig $rednig + SD z 3 wykonanych powtorzen.

Przeprowadzono analiz¢ cytotoksycznosci 17-AAG w linii komdrkowej A549, aby
upewnic¢ si¢, ze obserwowana aktywnos$¢ przeciwwirusowa nie jest skutkiem $mierci komorek
spowodowanej dodatkiem inhibitora. Komorki A549 traktowano kolejnymi rozcienczeniami
17-AAG w zakresie 0-1 uM i inkubowano przez 72 godziny. Po tym czasie Zywotnos$¢
hodowli oznaczano przez ilo$¢ wytworzonego formazanu za pomocg testu kolorymetrycznego
MTT. Na Ryc. 5 pokazano, ze w najwyzszym zastosowanym st¢zeniu réwnym 1 uM
obserwowany jest 25% spadek zywotno$ci komorek w stosunku do kontroli bez inhibitora. W

zakresie stezen 0,125-0,25 pM po 72 godzinach zywotno$¢ AS549 utrzymywala si¢ na

poziomie ~96%.

4.2. Wplyw stezenia 17-AAG i poczatkowego inokulum HAdV-5 na
inhibicje replikacji

A 500 TCIDs0/ml B rciDsomi 1000 3300 1100 500
17-AAG 0 30 70 125 250 500 [nM] 7-AAG - + -+ -4+ T4
- v
® T - -
- - - - -
HAJV-5 - - O e e

GAPDH — — A — — —

Ryc. 6. Analiza WB komoérek A549 A. zakazonych HAdVS i traktowanych 17-AAG w zakresie stezen 0,03 —
0,5 uM oraz B. zakazonych HAdV-5 o réznym mianie, traktowane 0,25uM 17-AAG. Do wizualizacji uzyto
poliklonalne przeciwiato rozpoznajace biatka struktury HAdVS. Sygnaly znormalizowano wzglegdem GAPDH.
Analiz¢ densytometryczng wykonano z uzyciem oprogramowania Image Studio Lite.
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Po wyznaczeniu krzywej przezywalnosci dla linii komoérkowej A549, 17-AAG badano
pod katem aktywnos$ci przeciwwirusowej w stezeniach 0,03 — 0,5 uM, w przypadku ktoérych
wywolywany efekt cytotoksyczny nie przekraczat 20%. Prezentowane wyniki (Ryc. 6A)
pokazuja inhibicje replikacji HAdV-5 zalezng od stosowanego st¢zenia inhibitora. Przy 0,03 i
0,07 uM 17-AAG obserwowano spadek ilosci biatek HAdV-5 w stosunku do
nietraktowanych komorek kontrolnych. Dla stezen wyzszych obserwowano catkowitg
inhibicje produkcji biatek struktury wirusa.

Sprawdzono, czy na efekt hamujacy 17-AAG ma wplyw poczatkowe inokulum
wirusa. W tym celu zastosowano wysokie miana HAdV-5 do infekcji. Sprawdzono jego
aktywnos$¢ podczas zakazenia hodowli czterema st¢zeniami wirusa 10 000, 3300, 1100 1 500
TCIDso/ml. Analiza ilosciowa WB pokazata, ze po 24 godzinach hodowli niezaleznie od
zastosowanego do infekcji poczatkowego inokulum HAdAV-5, 17-AAG w stgzeniu 0,25 uM
hamuje produkcje biatek struktury wirusa (Ryc. 6B).

4.3. Wplyw 17-AAG na proces wiazania HAdV-5 do komorek gospodarza

4.3.1. Synteza receptorow CAR i receptorow integrynowych aV

17-AAG [uM] 0 0,25 0.5

CAR . o —— _—

Integryny aV h -

GAPDH
R G —

Ryc. 7. Analiza iloSciowa WB receptorow CAR i receptorow integrynowych aV. 24-godzinne hodowle A549
traktowane 0,25 1 0,5 pM 17-AAG. Wizualizacji dokonano z uzyciem specyficznych przeciwcial rozpoznajacych
omawiane receptory. Sygnaly normalizowane wzgledem GAPDH. Analiza densytometryczna wykonano z
uzyciem oprogramowania Image Studio Lite.

Zbadano, czy zahamowanie propagacji HAdV-5 w obecnosci 17-AAG zwigzane jest z
niewystarczajaca iloscig dostepnych receptorow CAR, badz receptorow integrynowych aV na
powierzchni btony komorki gospodarza. Analiza densytometryczna pokazata, ze mimo
zahamowania aktywnos$ci Hsp90, w hodowlach nie dochodzi do zmian w poziomie ekspresji

omawianych receptoréw (Ryc.7).
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4.3.2. Translokacja receptorow CAR

A

CAR/DAPI

Ryc. 8. Okresélenie wptywu 17-AAG na cekspresje receptoréw CAR. Zdjgcia mikroskopowe 24-godzinnej
hodowli A549 kontrolnej (A) i traktowanej 0,5uM 17-AAG (B). Do barwienia uzyto specyficzne przeciwciato o-
CAR (czerwony) oraz drugorzedowe przeciwciato zwigzane z fluoroforem. Jadra barwiono DAPI (niebieski).

Przy niezmienionym poziomie ekspresji receptorow I-rzedowych, sprawdzono ich
sublokalizacje komodrkowa. Analiza otrzymanych obrazow mikroskopowych nie pokazata
roznic w hodowlach kontrolnych i prowadzonych z dodatkiem 17-AAG (Ryc.8). Wyniki
pokazaly, ze zahamowanie aktywnos$ci Hsp90 nie wpltywa na prawidtowa translokacje¢
receptoréw, poniewaz mimo obecnosci inhibitora, receptory wykrywane byty w obrgbie btony

komorkowe;.

4.3.3. Adsorpcja HAdAV-5 do powierzchni komorki gospodarza

DAPI

Rye. 9. Okreslenie wptywu 17-AAG adsorpcje HAAV-5. Zdjecia mikroskopowe zakazonych komorek A549,
utrwalonych w 15 minucie od wprowadzenia wirusa do hodowli. Komoérki hodowane byly w medium
hodowlanym bez inhibitora (A) badz z dodatkiem 0,5 uM 17-AAG (B). Do barwienia uzyto poliklonalne
przeciwcialo rozpoznajace biatka struktury HAAV-5 (zielony) oraz drugorzedowe przeciwcialo zwigzane z
fluoroforem — Alexa Fluor 488. Jadra barwiono DAPI (niebieski).
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Sprawdzono, czy dodatek 17-AAG wplywa na skuteczny proces wigzania biatka fiber
wirusa do powierzchniowych receptorow CAR. Obrazy mikroskopowe pokazaty w 15
minucie od zakazenia wydajng adsorpcje wirusa mimo obecno$ci zahamowania aktywnosci
Hsp90. HAdV-5 zar6wno w komorkach kontrolnych jak i traktowanych 17-AAG lokalizowat
si¢ w obrebie blony komdrkowej (Ryc.9). Oznacza to, ze mimo stosowania inhibitora Hsp90,
tworzone sg funkcjonalne struktury receptordw, przez co mozliwe jest zwigzanie wirusa i

inicjacja infekcji.

4.4. Wplyw 17-AAG na produkcje¢ wirionéow potomnych HAdV-5
-17-AAG +17-AAG

puste kapsydy

puste kapsydy
pelne kapsydy

pelne kapsydy

Rye. 10. Okreslenie stosunku ztozonych i pustych kapsydéw HAdAV-5. Zakazone komoérki A549 hodowano
przez 48 godzin w medium pozbawionym inhibitora badz z 0,5 uM 17-AAG. Pozyskany material poddawano
ultrawirowaniu w gradiencie CsCl. Prazki o wigkszej cigzkosci reprezentuja pelne kapsydy, natomiast 1zejsze —
puste kapsydy.

Wydajnos¢ produkcji wiriondéw potomnych przy zahamowaniu Hsp90 sprawdzono
przez ultrawirowanie w gradiencie CsCl, ktére pozwala na rozdziat frakcji wirusow
zawierajagcych DNA 1 pustych kaspydow. W tym celu komoérki A549 zakazono wirusem i
hodowano z 0,5 uM 17-AAG badz bez inhibitora. Po 48 godzinach hodowle zakonczono i
metodg zamrazania-rozmrazania z komorek uwolniono HAdV-5. Uzyskany nadsacz nastepnie
poddano ultrawirowaniu w gradiencie CsCl. Jak pokazano na Ryc.10, w obecnosci inhibitora
obserwowano zmniejszong ilo$¢ bialek HAdAV-5, jak réwniez réwny stosunek pustych i
pelnych kapsydow. W hodowlach kontrolnych, widoczna jest dominujaca frakcja o wigkszej

ciezkosci, reprezentujgca kompletne czastki infekcyjne.
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4.5. Wplyw 17-AAG na replikacje HAdV-5 w komorkach oraz na sekrecje

wirionow potomnych do medium

A B komorki medium
17-AAG ks - +
medium komorki
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Rye. 11. Porownanie ilosci DNA (A) i biatek struktury (B) HAdV-5 wyizolowanego z medium i z komorek.
Komorki A549 zostaly zakazone i1 nastgpnie hodowane 48 godzin w obecnosci 0,5uM 17-AAG badz bez
inhibitora. Ilos¢ DNA mierzono w ilosciowej reakcji Real-time PCR, za$ biatka wirusa mierzono metoda WB.
Materiat do analizy pobrano z medium i komérek oddzielnie. Do reakcji PCR uzyto primeréw specyficznych dla
genu hexon. Do analizy WB uzyto przeciwciata poliklonalnego rozpoznajacego biatka struktury HAdV-5.

Na uprzednio pokazanych wynikach, material analizowany przez ultrawirowanie
w gradiencie CsCl pozyskiwano z medium 1 komodrek jednoczesnie. Podejscie, w ktorym
DNA HAdV-5 izolowane jest oddzielnie z komoérek i1 nadsgczu pozwala na dokladne
wskazanie, czy deficyt petnych kapsydow jest wynikiem zahamowania procesu replikacji
DNA, czy tez nieskutecznego pakowania i uwalniania wirioné6w potomnych z komorki
gospodarza. Analiza ilosciowa PCR wykazata, ze mimo zahamowania aktywnos$ci Hsp90,
ilos¢ DNA HAdV-5 w komorkach kontrolnych i traktowanych 17-AAG jest taka sama
(Ryc.11A). Ilo$¢ materiatu genetycznego wyizolowanego z medium z dodatkiem inhibitora,
zmalata o 3 rzgdy wielko$ci w stosunku do kontroli nietraktowanej inhibitorem. Wyniki Real-
time PCR pokrywaja si¢ z danymi uzyskanymi z obrazéw WB, na ktorych ekspresja biatek
HAdV-5 w obecnosci 17-AAG jest taka sama jak w hodowlach kontrolnych (Ryc.11B). Efekt
ten nie jest obserwowany dla préb uzyskanych z medium. W tym przypadku, mimo
wydtuzonego czasu hodowli, po 48 godzinach, nie dochodzi do zwickszenia ilosci biatek

wirusa.
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4.6. Wplyw 17-AAG na przejsciowa ekspresje sklonowanych bialek
HAdV-5
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Ryec. 12. Analiza WB wptywu 17-AAG na poziom ekspresji biatek HAdV-5. Komérki HEK293 transfekowane
byty plazmidami kodujacymi poszczegodlne biatka wirusa. Po 4 godzinach mieszanina transfekcyjna zostata
usuni¢ta i zastapiona medium hodowlanym wzbogaconym 0,5 uM 17-AAG. Po 24 godzinach hodowle
zakonczono i pozyskane probki bialka analizowano z uzyciem przeciwciata rozpoznajacego znacznik Myc.
Sygnaty normalizowano wzgledem GAPDH.
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Zmniejszona ilo$¢ pelnych kapsydow, w potaczeniu z wynikami wskazujagcymi na
spadek ilosci DNA HAdV-5 w medium z dodatkiem 17-AAG wskazuje, ze Hsp90 moze brac
udziat w dojrzewaniu bialek wirusa uczestniczacych w pakowaniu DNA do kapsydu, badz
uczestniczagcych w uwalnianiu wiriond6w potomnych z komoérek gospodarza. Dlatego tez
sprawdzono jak zahamowanie aktywno$ci Hsp90 wplynie na produkcje biatek HAdV-5,
bioracych udziat zarowno w sktadaniu infekcyjnych czastek jak rowniez uwalniania wirusow
potomnych. Obrazy WB uzyskane z transfekowanych plazmidami komorek pokazaty, ze
dodatek 17-AAG nie wplywa na poziom ekspresji zadnego z badanych biatek wirusa

(Ryc.12). Biatka hexon, fiber i penton nie ulegaja ekspresji w przedstawionym modelu.

4.7. Wplyw 17-AAG na ekspresje¢ bialek struktury HAdV-5

A konola 0 3 6 9 12 15 24 [h]
HAdV-5 + - + + + + + + +

— ——
HAdV-5
GAPDH — — — S

kontrola 0 3 6 9 12 15 24 [h]

17-AAG - + + + r + + +
HAdV-5 + - + + + + + + +

— — ———
HAdV-5

- L —

Ryc. 13. Analiza WB komodrek A549 zakazonych HAdAV-5. A. Hodowle komoérek A549 zakazono, nastgpnie
lizowano w poszczegdlnych punktach czasowych. B. Do zakazonych komorek A549, 0,25uM 17-AAG
dodawany byl we wskazanych punktach czasowych. Po 24 godzinach od zakazenia hodowle zakonczono i
analizowano ilo$ciowo z uzyciem poliklonalnego przeciwciata rozpoznajace biatka struktury HAdV-5. Sygnaty
normalizowano wzgledem GAPDH. Kontrole ujemna stanowily komorki A549 bez wirusa, za§ dodatniag
zakazone hodowle bez 17-AAG.

50



Wyniki

Przeprowadzono eksperyment, w ktorym okreslono moment w przebiegu infekc;ji,
w ktorym nastepuje synteza biatek struktury HAdV-5. Wyniki WB wykazaty, ze biatka te
pojawiaja si¢ w miedzy 15 a 24-godzing od wprowadzenia wirusa do hodowli. Nastgpnie
sprawdzono czy obecno$¢ 17-AAG hamuje replikacje¢ HAdV-5 na wczesnym czy tez péznym
etapie cyklu zyciowego. Analiza otrzymanych obrazow WB pokazata, ze 17-AAG wywotato
silne dziatanie hamujace po dodaniu do zakazonych hodowli (Ryc.13A). Inhibicja produkc;ji
biatek struktury HAdV-5 obserwowana byta do 9 godziny od zakazenia. W pdzniejszych
punktach czasowych aktywno$¢ przeciwwirusowa 17-AAG stopniowo malata, poniewaz ilos¢

bialek HAdV-5 zblizona byta do kontroli nietraktowanej inhibitorem (Ryc. 13B).

4.8. Wplyw 17-AAG na transkrypcje genow HAdV-5
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Ryec. 14. Analiza ilosciowych zmian RNA genow wezesnych, posrednich 1 poznych HAAV-5 A. Komérki A549
zakazono HAdV-5, a nastgpnie w poszczegdlnych punktach czasowych izolowano catkowite RNA. B. Hodowle
A549 zakazono a nastgpnie 0,25 uM 17-AAG dodawano we wskazanych punktach czasowych. Po 24 godzinach
hodowle zakonczono i wyizolowano catkowite RNA, a ¢cDNA do pétilosciowej reakcji PCR otrzymano w
wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji. Do reakcji uzyto primery specyficzne do poszczegélnych gendw
wczesnych, posrednich i péznych. Sygnaty normalizowano wzgledem GAPDH.
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Nastepnie, z uzyciem poétilosciowej metody PCR, okreslono moment w przebiegu
infekcji, w ktorym powstajg transkrypty badanych gendéw. Dla genu wczesnego EIA,
transkrypt obecny byl juz w 3 godzinie od zakazenia. mRNA DBP 1 hexon pojawito si¢
odpowiednio w 12 i 15 godzinie. W celu oceny, czy obserwowany powyzej spadek ilo$ci
bialek HAdV-5 jest wynikiem zahamowania ich syntezy, czy tez wynikiem zakldconej
transkrypcji genéw przektadajacej si¢ na obnizong ilos¢ mRNA, przeprowadzono
eksperyment, w ktérym do zakazonych hodowli dodawano inhibitor w wyszczegolnionych
punktach czasowych. Prezentowane wyniki pokazuja, ze dodatek 17-AAG powoduje spadek
iloSci mRNA kazdego z badanych gendéw (Ryc. 14A). 17-AAG skutecznie hamuje
transkrypcje E1A w momencie kiedy dodawany jest do zakazonej hodowli w pierwszych
punktach czasowych- w momencie zakazenia 1 3 godziny po6zniej. W 6 godzinie
obserwowano ostabiony efekt inhibicji 17-AAG, poniewaz w komodrkach jest juz wigksza
ilo§¢ mRNA tego genu. Inhibicja transkrypcji dla DBP i hexonu nast¢gpowala, kiedy inhibitor
dodawany byl odpowiednio do 9 1 12 godziny (Ryc. 14B).

4.9. Rekompensacja inhibicji replikacji HAdV-5 przez endogenne E1A

A549 HEK293
17-AAG 0 0,125 0,25 0,5 0 0,25 0,25 0,5 [uM]
[ - e— —
- e o b

HAAV-S | ol
- - — =
GAPDH W= WS S s A — —

Rye. 15. Analiza wptywu endogennego bialka E1A na replikacj¢ HAdV-5. Komorki A549 i HEK293 hodowane
byty w 0,125, 0,25 i 0,5uM 17-AAG. Po 24 godzinach hodowle zakonczono i analizowano metoda WB z
uzyciem poliklonalnego przeciwciata rozpoznajacego biatka kapsydu HAdV-5. Sygnaly normalizowano
wzgledem GAPDH.

W celu potwierdzenia znaczenia aktywnosci Hsp90 w przebiegu infekcji 1 jego

interakcji z biatkiem E1A, porownano efekt 17-AAG na komorki A549 1 HEK293. HEK293
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jest linia komoérkowa unie$miertelniong przez transfekcjg DNA HAdAV-5 1 produkuje
konstytutywnie biatko E1A, w przeciwienstwie do komoérek A549. Pozwolilo to na
sprawdzenie czy endogenne biatko pochodzenia komoérkowego wplywa na replikacje HAdV-
5 mimo réwnoczesnego stosowania inhibitora 17-AAG. Obrazy WB ilustruja, ze wydajnos¢
namnazania wirusa w kontrolach obu linii jest taka sama, za$ przy inhibicji aktywnos$ci Hsp90
skutkujacej zmniejszeniem ilosci biatka E1A, replikacja w hodowli A549 zostaje w petni

zahamowana. Efektu tego nie obserwowano w linii komoérkowej HEK293 (Ryc. 15).

4.10. Wplyw 17-AAG na sublokalizacje komodorkowa E1A w liniach
komorkowych A549 i HEK293

DAPI

Rye. 16. Okreslenie wpltywu 17-AAG na lokalizacje biatka E1A. Zdjecia mikroskopowe komorek A549 (A, B)
oraz HEK293 (C, D) transfekowanych plazmidem kodujacym E1A-289R-Myc komoérek AS549. Obie linie
hodowano bez inhibitora (A, C) badz z 0,5uM 17-AAG. (B, D). Nastepnie komorki utrwalono po 24 godzinach
hodowli i barwiono przeciwciatem specyficznym wobec E1A (zielony) oraz drugorzedowym przeciwciatem
zwigzanym z fluoroforem — Alexa Fluor488. Jadra barwiono DAPI (niebieski).

Sprawdzono, czy zahamowanie Hsp90 zapobiega transportowi biatka E1A do jadra w
komorkach A549 1 HEK293. Zbadano lokalizacj¢ subkomodrkowa EIA w hodowlach
prowadzonych z 0,5 uM 17-AAG, jak i bez inhibitora. Obrazy mikroskopowe pokazaty, ze
niezaleznie od traktowania hodowli, w obu liniach E1A preferencyjnie lokalizuje si¢ w jadrze
komorki gospodarza (Ryc. 16). Oznacza to, ze zahamowanie aktywnosci Hsp90 nie wplywa

na prawidtowa lokalizacj¢ biatka wczesnego.

53



Wyniki

4.11. Wplyw 17-AAG na ekspresje¢ bialka wczesnego E1A i jego mRNA
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Ryc. 17. Analiza ilosciowa WB wplywu 17-AAG na ekspresj¢ wirusowego biatka E1A. Komorki A549
zakazono HAdAV-5 o TCIDsy 5 x 103/ml i hodowano przez 2, 4 i 6 godzin w 4 uM 17-AAG. Hodowle
zakonczono w wymienionych punktach czasowych i analizowano z uzyciem specyficznego przeciwciata a-E1A.
Sygnaly normalizowano wzgledem GAPDH. B. Analiza densytometryczna obrazu uzyskanego dla ekspresji
biatka E1A przeprowadzona z uzyciem oprogramowania Image Studio Lite. C. Poréwnanie zmian ilo$ciowych
RNA kodujacego biatko E1A. Komorki traktowano jak opisano wczesniej. Catkowite RNA wyizolowano i
poddano reakcji Real-time PCR z uzyciem primerdéw specyficznych wobec E1A. Normalizowano wzgledem Ct
uzyskanego dla GAPDH. Wykresy B i C zawierajg §rednig + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.

Sprawdzono, czy dodatek 17-AAG wptywa na ilo$¢ biatka wczesnego. Analiza WB
pokazala, ze nowo syntetyzowane biatko E1A widoczne jest w hodowlach kontrolnych od
4 godziny od zakazenia (Ryc. 17A). Analiza densytometryczna pokazata, spadek ilosci biatka
E1A 3,6-krotnie 1 6,3-krotnie odpowiednio dla 4 1 6 godziny (Ryc. 17B). Zahamowanie
Hsp90 przez dodatek 17-AAG nie spowodowalo obnizenia poziomu mRNA, ktore
odpowiadatoby obserwowanemu spadkowi ilosci biatka E1A, w zadnym z analizowanych
punktow czasowych. Relatywna ekspresja mRNA E1A, wyznaczona podczas iloSciowe]
reakcji Real-time PCR pokazata, ze dodatek inhibitora nie wptynal na wydajnos$¢ procesu
transkrypcji. RNA E1A bylo wykrywalne w komorce gospodarza juz 2 godziny po infekc;ji i
jego poziom stopniowo wzrastat wraz z wydluzajagcym si¢ czasem hodowli (Ryc. 17C).
Wykazano tym samym, ze obserwowana w obecnosci 17-AAG zmniejszona ilos¢ biatka E1A

nie jest powodowana przez spadek transkrypcji.
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4.12. Wplywa 17-AAG na synteze de novo E1A
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Ryec. 18. Analiza ilosciowa WB wptywu 17-AAG na ekspresj¢ endogennego biatka E1A. A. Komoérki HEK293
traktowano stg¢zeniami 17-AAG w zakresie 125-500 nM badz B. 0,5uM 17-AAG oraz kombinacjg 0,5 uM 17-
AAG z 100 pg/ml CHX przez 9 i 24 godziny. Kontrole stanowity komoérki hodowane w medium bez inhibitora.
Po 24 godzinach hodowle zakonczono i analizowano z uzyciem przeciwciata specyficznego dla E1A. Sygnaty
normalizowano wzgledem GAPDH.

Sprawdzono, czy uprzednio pokazany spadek ilo$ci biatka E1A przy jednoczesnej
niezmienionej ilo$ci kodujacego go mRNA jest skutkiem przyspieszonej degradacji, czy tez
zahamowania jego translacji. Analiza iloSciowa WB pokazata, ze niezaleznie od
zastosowanego stezenia inhibitora Hsp90, poziom E1A utrzymuje si¢ na statym poziomie
(Ryc. 18A). Wyklucza to zatem mozliwos¢ ukierunkowania biatka na §ciezke degradacji przy
jednoczesnym zahamowaniu aktywnosci Hsp90. CHX uzyty zostat do dalszego wykluczenia
procesu degradacji biatka E1A jako przyczyny zahamowania procesu replikacji HAdV-5 i
tym samym wskazania translacji jako procesu zaleznego od aktywnos$ci Hsp90. Zastosowany
w tym uktadzie CHX hamowat syntez¢ de novo biatka E1A, umozliwiajac tym samym
obserwacj¢ potencjalnych zmian w ilo$ci obecnego juz w komodrkach, natywnego biatka
wczesnego. Analiza WB pokazata, ze zarowno w komorkach z 17-AAG, jak réwniez z

kombinacja 17-AAG i CHX, poziom E1A pozostaje niezmieniony (Ryc. 18B).
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4.13. Koimmunoprecypitacja Hsp90a E46A z E1A 289R
lizat IP a-FLAG
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Rye. 19. Analiza WB immunoprecypitatow i lizatow. Komoérki HEK293 kotransfekowano plazmidem
zawierajacym sekwencj¢ kodujaca E1A 289R-Myc i plazmidem kodujacym mutanta E46A Hsp90a-Flag. Do
immunoprecypitacji zastosowano przeciwcialo specyficzne dla metki FLAG. Ekstrakty komorkowe (lizat) i
biatka zwigzane z przeciwciatem anty-Flag (IP a-Flag) analizowano z uzyciem przeciwcial anty-Flag lub anty-
Myc w celu wykrycia odpowiednio Hsp90a i E1A 289R.

Aby zbada¢é, czy ElA nalezy do klientéow Hsp90, przeprowadzono
koimmunoprecypitacj¢ tego biatka z mutantem E46 Hsp90o. Mutacja E46A w Hsp90
powoduje, ze ATP jest wigzane, ale nie hydrolizowane. To powoduje stabilizacje
kompleksow ze zwigzanymi klientami 1 pozwala na ich izolacje. Komorki HEK293
transfekowano plazmidem kodujacym mutanta biatka Hsp90a z doczepiong metka FLAG, jak
réwniez plazmidem kodujagcym E1A 289R z metkag Myc. Wyniki koimmunoprecypitacji z
uzyciem przeciwciata specyficznego dla peptydu FLAG pokazuja, ze Hsp90 oddziatuje z
biatkiem E1A 289R (Ryc. 19).
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5. DYSKUSJA

Kiedy po raz pierwszy wskazano role¢ Hsp90 w ochronie komorek przed stresem
srodowiskowym, w tym stresem termicznym, zatozono ze bgdzie peinito rowniez funkcje
zapobiegania infekcjom wirusowym. Badania nad Hsp90 z czasem wykazaty, Zze pierwotna
teza jest bledna, a postgpujace badania nad omawianym bialkiem jedynie potwierdzaty
zalezno$¢ wydajnego procesu replikacji wirusow a aktywnoscig Hsp90 [121-122]. Pierwsze
doniesienia o aktywnos$ci opiekunczej wobec bialek wirusowych pojawilty si¢ w 1981 roku,
podczas prac Opperman H. i in., w ktérych dowiedziono ze Hsp90 wiaze si¢ z fosfoproteing
syncytialnego wirusa oddechowego [123]. Obserwowana zalezno$¢ wydaje si¢ by¢
uniwersalna dla wirusow ze wszystkich grup, ale Hsp90 petni rézne funkcje w przypadku
roznych wiruséw. W niniejszej pracy podjeto probe wykazania, ze proces propagacji HAdV-5
jest zalezny od aktywno$ci Hsp90. Nastepnie, skupiono si¢ na identyfikacji konkretnego
etapu replikacji, ktory zaklocony jest przez dodatek specyficznego inhibitora Hsp90 — 17-
AAG. Poprzez klonowanie genéw HAdAV-5, sprawdzono oddzialywanie poszczegdlnych

biatek wirusa z biatkiem opiekunczym.

5.1. Ocena wplywu 17-AAG na proces replikacji HAdV-5

Geldanamycyna (GA) jest swoistym inhibitorem Hsp90, ktory wiaze si¢ w miejscu
przytaczania ATP w obrgbie domeny N-koncowej i hamuje aktywno$¢ opiekuncza wobec
biatek-klientow. GA byt uzywany w badaniach nad udzialem Hsp90 w infekcji wirusow z
roznych grup i1 wykazywal aktywno$¢ przeciwwirusowg wobec badanych patogenow. Aby
potwierdzi¢ czy omawiane biatko opiekuncze bierze udziat w replikacji HAdAV-5, w
badaniach zastosowano mniej toksyczng i bardziej stabilng pochodng GA — 17-AAG. W
niniejszej pracy wykazano, ze inhibitor stosowany w stezeniach nietoksycznych dla komorek
powoduje zahamowanie replikacji badanego wirusa. Otrzymane obrazy mikroskopowe
wskazuja, ze zastosowanie inhibitora w stezeniu 0,5 uM, powoduje catkowite zahamowanie
produkcji biatek struktury HAdV-5 w pierwszych 24 godzinach od infekcji. Po 48 godzinach,
efekt zahamowania zanika. Przez analiz¢ obrazow WB dowiedziono, ze obserwowany efekt
inhibicji zalezny jest od stosowanej dawki 17-AAG. Dla zakresu stgzen 125-500 nM 17-AAG
widoczne bylo catkowite zahamowanie replikacji, za$ przy dwoch zastosowanych st¢zeniach -
30 i 70 nM efekt inhibicji byt stabszy, jednak nadal widoczne bylo znaczne zmniejszenie
ekspresji biatek struktury HAdV-5 w stosunku do zakazonych komorek kontrolnych. Oznacza
to, ze proces replikacji HAdV-5 wrazliwy jest na zahamowanie aktywnos$ci Hsp90, a

aktywno$¢ przeciwwirusowa 17-AAG obserwowana jest juz przy niskich stezenia
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stosowanego inhibitora. Wykazano réwniez, ze wysokie inokulum zastosowane do zakazenia

komorek A549, nie zmniejsza efektu inhibicji.

5.2. Ocena aktywnosci Hsp90 w procesie dojrzewania receptorow i
adsorpcji
HAdV-5 do komorki gospodarza

Dane literaturowe wskazuja, ze Hsp90 uniemozliwia wejscie czgsci wirusow do
komorek gospodarza [107]. Stad w niniejszej pracy doktorskiej sprawdzono, jak 17-AAG
wplywa na pierwszo- 1 drugorzedowe receptory wymagane do inicjacji infekcji HAAV-5.
Badania przeprowadzone przez Chai K. i in.,, wykazatly ze inhibicja Hsp90 w linii
komorkowej migdzybloniaka optucnej o zwiekszonej rakotworczosci JMBI1, zwigkszata
ekspresje receptorow CAR 1 integrynowych aVb3, jednak w nieznacznym stopniu
powodowata spadek ilosci receptorow aVP5 [124]. Wyniki przedstawione w rozprawie
pokazuja, ze zastosowanie 17-AAG w linii A549 nie wptywa na liczbe receptorow CARIi
catkowita ilo§¢ receptoréw integrynowych aV. Oznacza to, ze obserwowane zahamowanie
replikacji HAdV-5 nie jest spowodowane zmniejszong ilo$cig i stabilno$cig receptorow
koniecznych do zwigzania 1 wniknigcia wirusa do komorki gospodarza. Roznice miedzy pracg
zespotu Chai K. 1 in., a przedstawionymi wynikami w pracy doktorskiej moga wynikac¢ z
duzej heterogennos$ci grupy receptorow integrynowych, zarowno w obrebie jednej linii
nowotworowej, jak réwniez migdzy ré6znymi modelami in vitro [125]. Niemniej jednak, w
zadnym z badanych receptorow, przy jednoczesnej inhibicji Hsp90, nie jest obserwowane
catkowite zahamowanie ekspresji mogace by¢ skutkiem degradacji bialek. Stad wniosek, ze
omawiane receptory nie nalezg do puli klientéw tego biatka opiekunczego.

Hsp90 przy wspotudziale z Hsp70 1 biatkami pomocniczymi uczestniczy w
mechanizmach translokacji klientow, w tym wielu receptorow, do ktérych zaliczy¢ mozna
receptor glukokortykoidowy, receptor dioksyn, receptor kinazy tyrozynowej ErbB2, receptor
naskorkowego czynnika wzrostu, kanal chlorkowy CFTR 1 biatko Go. Badania pracy
doktorskiej wykazaty, ze zahamowanie aktywno$ci Hsp90 przez dodatek 17-AAG nie
wplywa na lokalizacj¢ pierwszorzedowych receptorow CAR. CAR preferencyjnie lokalizuje
si¢ w obrgbie btony komoérkowej, gdzie przez zewnetrzng domeng N-koncowa nastepuje
zwigzanie biatka fiber HAdV-5. Otrzymane obrazy mikroskopowe pokazaty, ze dodatek 17-
AAG nie wplywa na translokacj¢ receptoréw, poniewaz przy zahamowaniu aktywnosci
Hsp90, receptory nadal obserwowane byly na powierzchni btony komérkowej. Dodatkowo w

badanych komodrkach A549, receptory CAR tworzyly struktury niecigglte na powierzchni
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btony. Jest to zgodne z wczesniej uzyskanymi danymi, ktore wskazuja na punktowe badz
przerywane pokrycie komorek [126]. Dodatkowym wykluczeniem etapu adsorpcji wirusa,
jako procesu zaleznego od Hsp90 bylo wykonanie barwienia immunofluorescencyjnego
traktowanych 17-AAG komoérek A549 po 15 minutach od zakazenia. Wybrany punkt
czasowy, w ktorym komorki A549 byty utrwalone, wynikaja z danych literaturowych, ktore
wskazujg na duzg liczebnos¢ receptorow CAR na powierzchni btony komoérek wywodzacych
si¢ z gruczolakorakow uktadu oddechowego oraz na wysokie powinowactwo biatka fiber
HAdV-5 do omawianych receptoréow. Krotki czas inkubacji miat za zadanie rowniez
ograniczy¢ obserwowany efekt jedynie do zwigzania wirusa do powierzchni komorek, a nie
jego internalizacji [127-128]. Otrzymane wyniki pokazuja, ze niezaleznie od aktywnosci

Hsp90, adsorpcja wirusa do powierzchni komorki gospodarza pozostata niezaktocona.

5.3. Ocena aktywnosci Hsp90 na poszczegdlnych etapach replikacji HAdV-5

Dalsza analiza majaca na celu identyfikacje konkretnego etapu replikacji HAdV-5
zaleznego od Hsp90 wymagala okreslenia dynamiki procesu namnazania. W tym celu
przeprowadzono eksperymenty, w ktorych w odpowiednich punktach czasowych po infekcji,
zakazone hodowle poddawano analizie i1 okreslano zawarto$¢ bialek HAdV-5, jego mRNA, i
DNA. Analiza WB ilosci biatek wirusa w poszczegélnych czasach wykazata, ze biatka
struktury sg wykrywane w 24 godzinie od zakazenia. Analiza ekspresji mRNA wybranych
genéw  reprezentujacych odpowiednie etapy cyklu zyciowego HAdV-5 zostata
przeprowadzona podczas reakcji potilosciowej PCR 1 wskazata czas powstawania
poszczegbdlnych tranksryptéw. Z uzyskanych danych wynika, ze mRNA E1A pojawia si¢ w
pierwszych punktach czasowych co pokrywa si¢ z danymi o kinetyce ekspresji E1A,
poniewaz ulega ono transkrypcji w komorce gospodarza krotko po wniknigciu HAAV-5 do
jadra. Nastepnie, dane uzyskane dla transkryptu posredniego — DBP, wskazuja, Ze obecny jest
w zakazonych hodowlach w 12 godzinie od infekcji. Dla hexonu, mRNA wyrywane bylo w
15 godzinie od zakazenia. Zgodnie z wynikami uzyskanymi przez Crisostomo L. i in., po
infekcji HAdV-5, RNA DBP wykrywane bylo w 9 godzinie od wprowadzenia wirusa do
hodowli, za§ RNA hexonu w 11 godzinie. Rozbiezno$ci w czasie wykrywania
poszczegbdlnych transkryptow HAAVS, moga wynika¢ z réznic w tempie ich ekspresji w
roznych modelach in vitro. Wykazano, ze dla linii HelLa, czas po jakim obserwowano
ekspresj¢ badanego mRNA E1A i E3 byl odpowiednio 3- i 4- krotnie krotszy niz dla
wywodzacej si¢ z fibroblastow ptuc linii komoérkowej IMR-90 [129]. W pracy doktorskiej
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dowiedziono, ze powstawanie mRNA E1A, DBP i hexonu w zakazonej linii A549 jest zgodne
z kolejnoscig ekspresji genow wczesnych, posrednich 1 pdéznych. Uzyskane wyniki zostaly
potwierdzone badaniami przeprowadzonymi przez zespot prof. Macieja Przybylskiego w
Zaktadzie Mikrobiologii Klinicznej, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Dodatkowo
wykazaly one, ze w warunkach kontrolnych replikacja DNA HAdV-5 zaczyna by¢
wykrywalna w 12 godzinie od momentu wprowadzenia wirusa do hodowli [130]. Wyniki
powyzszych eksperymentéw postuzyty do zaprojektowania doswiadczenia, w ktorym w
analogicznym szeregu punktéw czasowych do zakazonych HAdV-5 komodrek dodawany byt
17-AAG. Analiza potilosciowa z uzyciem metody WB pokazata, ze zahamowanie aktywnosci
Hsp90, poprzez dodanie inhibitora, w czasie infekcji jak rowniez w 3, 6 1 9 godzinie od
zakazenia hamuje namnazanie HAdV-5. Obserwowane zahamowanie syntezy biatek do 9
godziny od zakazenia hodowli $wiadczy o tym, Ze efekt inhibicji skupia si¢ na wczesnych
procesach cyklu zyciowego HAdV-5, poprzedzajacych replikacje DNA. Uprzednie
wykluczenie etapow obejmujacych adsorpcje jako potencjalnych proceséw zaleznych od
aktywnosci opiekunczej Hsp90, wskazuje, ze 17-AAG wplywa na proces transkrypcji genéw
HAdV-5, badz na proces produkcji bialek wirusowych, ktorych synteza przebiega do 9
godziny od zakazenia. Dodatek 17-AAG w roéznych punktach czasowych i badanie jego
wplywu na geny, ktérych ekspresja reprezentuje poszczegdlne stadia cyklu zyciowego
HAdV-5, pozwala na wskazanie etapu replikacji wirusa, ktory podatny jest na deregulacje
wskutek zahamowania aktywno$ci Hsp90. Dlatego tez, wykonano poétilosciowa kwantyfikacje
mRNA E1A, DBP i hexonu, za pomocg reakcji PCR, w probkach izolowanych z hodowli
AS549 do ktorych inhibitor dodawany byl w czasie infekcji, jak rowniez w 3, 6, 9, 12, 151 24
godzinie od zakazenia. Prezentowane wyniki wskazuja, ze inhibicja aktywnos$ci Hsp90 w
pierwszych godzinach od =zakazenia powoduje zahamowanie transkrypcji wszystkich
badanych genow. Inhibicja transkrypcji z promotora E1 nastgpuje kiedy 17-AAG dodawany
jest w czasie zakazenia 1 3 godziny po zakazeniu. W kolejnych punktach czasowych
obserwowany jest stopniowy wzrost ilosci mRNA genu wczesnego. Moze by¢ to
spowodowane zdolnoscia E1A do aktywacji transkrypcji z wlasnego promotora. Nawet
niewielka ilo$¢ biatka E1A znacznie zwigksza aktywnos$¢ transkrypcji E1A, przektadajac si¢
tym samym na obserwowang mniejszg skuteczno$¢ inhibicji transkrypcji z promotora E1A w
dalszych punktach czasowych. Podobne wyniki uzyskano w badaniu ekspresji genu E1A w
linii komorkowej HeLa, w ktorych wykazano, ze zastosowanie mutantow HAdV-5, w ktorych
ekspresja biatka E1A jest 40-krotnie nizsza w poréwnaniu do typu dzikiego, nie wptywa

znaczaco na proces replikacji wirusa. Wyniki te wskazuja, ze biatko wczesne produkowane
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jest w znacznym nadmiarze, a do inicjacji transkrypcji gendéw HAdAV-5 wymagana jest
niewielka 1los¢ E1A [131]. Zahamowanie syntezy mRNA DBP i hexonu zachodzi kiedy 17-
AAG dodawany jest odpowiednio w 9 1 12 godzinie. Zgadza si¢ to z danymi otrzymanymi w
eksperymentach, ktore definiowaly moment inicjacji transkrypcji DBP i1 hexonu. Wyniki
wskazuja, ze dodatek 17-AAG nie byl skuteczny dla DBP w 12, a dla hexonu w 15 godzinie,
poniewaz synteza ich mRNA w przebiegu infekcji juz si¢ rozpoczeta. Wyniki obejmujace
badanie zahamowania transkrypcji zostaty potwierdzone przez analize¢ Real-time PCR
wykonang przez zespot prof. Macieja Przybylskiego w Zakladzie Mikrobiologii Kliniczne;j,
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego [130].

5.4. Ocena udzialu Hsp90 podczas wczesnych etapow replikacji HAAV-S i
interakcji z bialkiem E1A

W niniejszej pracy zalozono, ze obserwowana inhibicja replikacji HAdV-5, obnizona
ilo§¢ biatek, DNA oraz posredniego i p6znego mRNA jest skutkiem zahamowania aktywno$ci
biatka E1A. Uzasadnieniem tego zalozenia, jest udziat biatka wczesnego w aktywacji
transkrypcji z pozostatych promotoréw wczesnych, jak rowniez udziat w kontroli dalszych
etapow cyklu zyciowego HAdV-5 przez aktywacj¢ MLP, L4P jak réwniez modulacje
ekspresji genéw komorkowych. Hipoteze ta potwierdzal wynik koimmunoprecypitacji, w
ktorej wykryto kompleksy Hsp90a E46A z E1A 289R.

Linia komoérkowa HEK293 wykorzystywana jest do produkcji  wektorow
adenowirusowych, bedacych deletantami E1A, poniewaz posiada gen kodujacy endogenne
biatko wczesne 1 jego ekspresja z chromosomu 19 pozwala na transkomplementacj¢ i wydajne
namnazanie wirusa [132]. Zjawisko transkomplementacji wykorzystane zostalo dla
sprawdzenia czy E1A pochodzenia komorkowego spowoduje zniesienie inhibicji ekspres;ji
wirusowej kopii genu E1A. Wyniki pracy doktorskiej wskazuja, ze w hodowli zakazonych
komorek A549 poddanych traktowaniu 17-AAG dochodzi do zahamowania replikacji HAdV-
5, w linii HEK293 efekt inhibicji jest stabszy. Oznacza to, ze obecny w HEK293 produkt
biatkowy genu E1A rekompensuje zahamowanie ekspresji biatka pochodzenia wirusowego.
Podobne wyniki otrzymano podczas badania zahamowania replikacji HAdV-5 przez zwigzek
nalezacy do salicylanilidow — oksyklozanid. Zwigzek ten zahamuje aktywnosci
transkrypcyjng E1A, a widoczny spadek ilosci DNA HAdV-5 tlumaczony jest posrednig
inhibicja, polegajaca na zaktoceniu syntezy biatek biorgcych udzial w replikacji materiatu
genetycznego wirusa - DBP, Polimeraza, pTP [133]. Dowiedziona w pracy doktorskiej

aktywno$¢ przeciwwirusowa 17-AAG obserwowana nawet do 9 godziny od zakazenia, nie
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jest jednak spowodowana zahamowaniem transkrypcji z promotora ElA, poniewaz w
przypadku genu wczesnego dodatek inhibitora skuteczny byt jedynie do 3 godziny od
wprowadzenia HAdV-5 do hodowli.

Na bazie otrzymanych wynikéw i wspomnianych doniesien literaturowych zatozono,
ze Hsp90 uczestniczy w syntezie de novo E1A. Wyznaczone w poprzednich eksperymentach
punkty czasowe ekspresji mRNA E1A postuzyly w zaplanowaniu do§wiadczenia, w ktorym
sprawdzono jak dodatek 17-AAG wptynie na syntez¢ biatka EIA i kodujacego go RNA
bezposrednio po infekcji. Jak pokazano wczesniej, transkrypt kodujacy E1A obecny jest w 3
godzinie od infekcji, za$ jego produkt bialkowy pojawia si¢ w analizie densytometrycznej
WB w 4 godzinie po zakazeniu. W przeciwienstwie do wspomnianego wczesniej
oksyklozanidu, ktoérego aktywnos$¢ przeciwwirusowa skupia si¢ na zahamowaniu transkrypcji
genu wczesnego, wyniki prezentowane w pracy doktorskiej pokazuja, ze dodatek 17-AAG
powoduje inhibicj¢ syntezy biatka E1A. Nie wptywa on jednak na poziom jego mRNA, ktory
stopniowo wzrasta wraz z wydluzajacym si¢ czasem infekcji. Oznacza to, ze Hsp90 bierze
udziat w procesie syntezy 1 dojrzewania E1A.

Cykloheksamid jest zwigzkiem organicznym, ktory w komorkach eukariotycznych
hamuje translacj¢ RNA. CHX dodany do hodowli HEK293 hamowat synteze de novo biatka
E1A, umozliwiajac tym samym obserwacje wptywu 17-AAG na tempo degradacji obecnego
juz w komorkach biatka wczesnego. Otrzymane wyniki wskazujg, ze zahamowanie
aktywnos$ci Hsp90 nie wplywa na stabilno$¢ dojrzalego E1A. Mozna wigc uzna¢, ze Hsp90
jest aktywne tylko w procesie dojrzewania nowo syntetyzowanego E1A.

Uzyskane wyniki ttumacza, dlaczego nie sg obserwowane zmiany w lokalizacji E1A,
mimo inhibicji Hsp90. E1A znajdujacy si¢ w cytoplazmie, pochodzacy z HAdV-5 lub z
nadekspresji z wprowadzonego na drodze transfekcji plazmidu, stanowi jedynie 5-10%
catkowitego biatka wczesnego [134]. W pracy doktorskiej udowodniono ze dodatek 17-AAG
nie wptywa na dominujaca lokalizacj¢ jadrowa dojrzatego E1A obecnego naturalnie w linii
HEK?293, jak rowniez na lokalizacje biatka powstajacego w komorkach A549
transfekowanych plazmidem z genem E1A. Ilos¢ E1A znajdujacego si¢ w cytoplazmie, gdzie
przebiega proces translacji jak rowniez proces jego modyfikacji postranslacyjnych, jest tak
niewielka, ze przy zastosowanej metodzie barwienia immunofluorescencyjnego, potencjalne
zmiany w lokalizacji subkomoérkowej jak réwniez zmiany ilosciowe w obecnosci 17-AAG

mogg by¢ niewykrywalne.
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5.5. Ocena przejsciowej inhibicji replikacji HAdV-5 w obecnosci 17-AAG
Przedstawione wyniki wskazuja, ze inhibicja aktywnosci Hsp90 powoduje
przejSciowe zahamowanie replikacji HAdV-5. Zjawisko inhibicji obserwowane jest w
pierwszych 24-godzinach od infekcji, po kolejnej dobie wystepuje przyspieszenie replikacji.
Swiadczy to o tym, ze 17-AAG wykazuje dziatanie jedynie spowalniajace propagacje HAdV-
5, a nie catkowite jego zahamowanie. Potwierdzaja to wyniki uzyskane podczas barwien
immunofluorescencyjnych, w ktorych po 48 godzinach od zakazenia, mimo obecno$ci 17-
AAG, pojawiaja si¢ biala struktury HAdV-5. Przypadek przelamania efektu inhibicji opisany
W niniejszej pracy, moze by¢ spowodowany niepelnym zahamowaniem Hsp90, przez ktore
E1A ulega syntezie w niewielkim stopniu, jednak wraz z wydluzajacym si¢ czasem infekcji
moze kumulowaé si¢ w komorce gospodarza do osiggnigcia ilosci wystarczajacej do
aktywacji transkrypcji pozostatych genow. Z danych literaturowych wiadomo takze, ze E1A
ma zdolno$¢ aktywacji transkrypcji z wlasnego promotora, przy obecnosci niewielkiej ilosci
biatka wczesnego [131]. W badaniach nad deletantami promotora E1A wykazano, ze nawet
niska ekspresja E1A jest wystarczajaca do wydajnego procesu replikacji [135]. Dane
literaturowe wskazuja rowniez, ze sama konserwatywna domena CR3, w postaci 49-
aminokwasowego syntetycznego peptydu, moze funkcjonowac jako autonomiczny czynnik
indukujacy transkrypcje genéw E2 HAdAV-5 [136]. Ze wskazanych danych literaturowych
wynika takze, Zze izolowana domena CR3 ma zdolno$¢ réwniez zdolno$¢ aktywacji
transkrypcji z promotora MLP. Nie mozna wykluczy¢, ze bialko wczesne, ktore nie jest w
peini dojrzate ale ma funkcjonalng domen¢ CR3 moze aktywowac transkrypcje zarowno genu
E1A jak i pozostalych genow wirusa, 1 przetamywac¢ efekt inhibicji spowodowany dodatkiem

17-AAG.

5.6. Ocena udzialu Hsp90 podczas poznych etapow replikacji i tworzenia si¢

infekcyjnych czastek HAdV-5

W pracy doktorskiej wykazano, ze przedtuzenie hodowli zainfekowanych komoérek do
48 godzin powoduje, mimo obecnosci 17-AAG, sukcesywny wzrost ilosci elementéw
budulcowych HAdV-5. Ilo§¢ bialek struktury oraz DNA wirusa w komorkach gospodarza
wzrasta do poziomu obserwowanego w zakazonych komodrkach kontrolnych. W niniejsze;j
pracy dowiedziono, ze 17-AAG hamuje wczesne etapy, jednak nie mozna wykluczy¢, ze
zakldcone zostajg rowniez pozne etapy cyklu zyciowego HAdAV-5. Hipoteze te potwierdzaja
wyniki uzyskane podczas badania efektu cytopatycznego, przeprowadzone w Zakladzie

Mikrobiologii  Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego przez zespot
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prowadzony przez prof. Macieja Przybylskiego. Wykazato ono, ze po 48 godzinach ilos¢
zakaznych czastek wirusa byta 10-krotnie nizsza w obecnosci 0,125 uM 17-AAG 1 20 razy
nizsza w obecnosci 0,5 pM 17-AAG w pordwnaniu z iloscig infekcyjnych wirionow
powstatych w warunkach kontrolnych [130]. Z otrzymanych danych mozna wnioskowac, ze
mimo syntezy bialek jak i genomowego DNA HAdV-5, ilo§¢ tworzonych w obecnosci 17-
AAG infekcyjnych wirionéw potomnych jest mniejsza niz w hodowli kontrolnej bez
inhibitora. Moze by¢ to skutkiem zaktocenia procesu sktadania kapsydéw badz pakowania do
nich DNA HAdV-5.

W niniejszej pracy zastosowano metod¢ wirowania w gradiencie chlorku cezu, ktéra
postuzyta do rozdzielenia frakcji wiruséw petnych, ztozonych z kapsydu i DNA od wirusow
pustych. Otrzymane po ultrawirowaniu frakcje wiruséw pokazaly, ze przy zahamowaniu
aktywnos$ci Hsp90, stosunek w pelni infekcyjnych do defektywnych czastek byt
poréwnywalny. W warunkach kontrolnych, bez dodatku inhibitora, dominujaca frakcje¢
stanowity kapsydy zawierajgce DNA. Otrzymane wyniki pokazuja, ze Hsp90 nie jest
niezbedne w procesie pakowania DNA do kapsydu HAdV-5, poniewaz okoto 50% czastek
wirusa tworzonych w hodowli z inhibitorem posiada material genetyczny. Obserwowana jest
jednak znaczna roznica w ilo$ci pelnych kapsydow w miedzy hodowla kontrolng a badana.
Wynika ona prawdopodobnie z opo6znienia procesu replikacji wirusa wywotanego
inhibitorem, ale nie da si¢ catkowicie wykluczy¢ uczestnictwa bialka opiekunczego w
procesie wprowadzania DNA do kapsydu. Temat ten wymaga dalszych badan.

Wykonano dodatkowo analiz¢ ekspresji poszczegdlnych biatlek HAAV-5, w tym
opisanych w czesci teoretycznej biatek kluczowych w pdznych procesach cyklu zyciowego
wirusa. Analiza densytometryczna wskazata, ze inhibicja Hsp90, przez dodatek 0,5uM 17-
AAG nie powoduje destabilizacji zadnego z badanych biatek. Zahamowanie aktywnos$ci
opiekunczej przez dodatek specyficznych inhibitorow skutkuje zwykle zakldceniem procesu
dojrzewania biatek-klientow i1 ukierunkowaniem ich na droge degradacji przez system
ubikwityna-proteasom. Wykazany w pracy doktorskiej, niezmieniony poziom poszczegdlnych
biatek HAdV-5 wskazuje, prawdopodobnie ze nie naleza one do puli klientéw Hsp90. W
powyzszym eksperymencie nie uwzgledniono analizy gldéwnych bialek kapsydu poniewaz nie
udato si¢ uzyska¢ ich ekspresji. Dane literaturowe wskazuja, ze samodzielna ekspresja
wspomnianych biatek nie jest mozliwa [137-139]. Biatko hexon wymaga do poprawnego
faldowania kotransfekcji 1 aktywnosci opiekunczej biatka 100K. Biatka penton i fiber sg

stabilne wylacznie w kompleksie, a syntetyzowane oddzielnie ulegaja szybkiej degradacji.
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Mozna jednak przyjaé, ze tworzenie si¢ kapsydow w komorkach hodowanych z inhibitorem

pozwala na wykluczenie biatek strukturalnych wirusa z grona klientéw zaleznych od Hsp90.
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5.7. Podsumowanie

W niniejszej pracy wykazano, ze aktywnos$¢ opiekuncza Hsp90 wymagana jest do
wydajnego procesu replikacji HAdV-5 (Ryc.4). Efekt inhibicji zalezny jest od zastosowanego
stezenia specyficznego inhibitora Hsp90 - 17-AAG (Ryc.6). Prowadzone badania
wykluczyly, ze zahamowanie cyklu zyciowego wirusa jest wynikiem nieprawidtowego
procesu adsorpcji (Ryc.9) Dodatek 17-AAG w poczatkowych punktach czasowych zakazenia
powodowat zahamowanie syntezy biatek struktury do 9-12 godziny oraz hamowanie
transkrypcji genow E1A, DBP i hexonu do odpowiednio 3, 9 1 12 godziny od infekcji. Efekt
ten byt obserwowany, kiedy inhibitor dodawany byl w momencie infekcji, ale zanikat gdy 17-
AAG zostal zastosowany w kolejnych punktach czasowych (Ryc.13, Ryc.14). Wykazano, ze
zahamowanie cyklu zyciowego HAdV-5 powodowane jest destabilizacja nowo powstajacego
wczesnego biatka E1A, ktore jako pierwsze ulega transkrypcji podczas infekcji 1 od
aktywnosci ktorego zalezy ekspresja gendw wczesnych 1 pé6znych HAdV-5. Dowiedziono, ze
dodatek 17-AAG powoduje spadek ilosci biatka E1A, jednak nie towarzyszy temu spadek
ilosci kodujacego go RNA (Ryc.16). Oznacza to, ze Hsp90 uczestniczy w procesie syntezy de
novo E1A. Wniosek ten zostal dodatkowo potwierdzony przez stwierdzenie fizycznego
wigzania Hsp90 1 E1A wykrytego w koimmunoprecypitacji (Ryc.19). Zahamowanie
aktywnosci Hsp90 nie wptynelo na dojrzate, wyrazane konstytutywnie biatko E1A w
komorkach HEK293 (Ryc.15). Oznacza to, ze jedynie nowosyntetyzowane E1A zalezne jest
od Hsp90. Wniosek ten zostat poparty obserwacja, ze 17-AAG nie zwigksza tempa degradacji
ETA w komoérkach HEK293 po zahamowaniu procesu syntezy biatka przez cykloheksymid
(Ryc.17). Zahamowanie namnazania HAdV-5 obserwowane jest w pierwszych 24 godzinach
od zakazenia (Ryc.4). Wraz z wydluizajacym si¢ do 48 godzin czasem hodowli
zainfekowanych komorek, efekt inhibicji jest przetamywany i nastgpuje sukcesywna
produkcja elementow budulcowych wirusa — DNA, RNA 1 biatek struktury. Czasowe
opoznienie replikacji moze by¢ skutkiem niepelnego zahamowania syntezy E1A, ktore wraz z
postepujaca infekcja gromadzi si¢ w komorkach i stopniowo aktywuje transkrypcje w
promotora wczesnego.

Identyfikacja Hsp90, jako czynnika komorkowego, niezbednego do procesu replikacji
HAdV-5 moze by¢ przydatna do projektowania terapii przeciwwirusowej. Stosowanie terapii
nie bedzie zwigzane z powstawaniem adaptacyjnych mutacji wirusa jak rowniez bedzie si¢

charakteryzowata szerszym spektrum dziatania
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6. WNIOSKI
. HAdV-5 wymaga do wydajnego procesu replikacji aktywnosci opiekunczej Hsp90.
. Efekt inhibicji replikacji, spowodowany dodatkiem 17-AAG, widoczny jest w

momencie kiedy inhibitor dodany jest w momencie zakazania hodowli. Zahamowanie cyklu
zyciowego HAdV-5 na tak wczesnym etapie nie jest jednak wynikiem zakldcenia procesu

adsorpcji 1 internalizacji.

. Hsp90 wymagane jest do procesu translacji biatka E1A, ktore jako pierwsze ulega
transkrypcji podczas infekcji HAAV-5 1 ktore aktywuje transkrypcje pozostatych genow

wirusa.

. Hamowanie replikacji HAdAV-5 przez 17-AAG ma charakter przejSciowy.
Przyspieszenie procesu namnazania HAdV-5 widoczne jest po 48 godzinach. Moze to by¢
spowodowane niepelnym zahamowaniem Hsp90, przez ktéore E1A ulega syntezie w
niewielkim stopniu, jednak wystarczajacym aby efekt inhibicji zostatl przetamany przez
wzrastajgcg ilos¢ E1A. Niewielka cze$¢ E1A moze réwniez osigga¢ aktywna konformacje bez
udziatu Hsp90, co moglo by wystarczy¢ do uruchomienia obserwowanej spowolnionej

replikacji.

. Identyfikacja Hsp90, jako czynnika komorkowego, niezbednego do procesu replikacji

HAdV-5 moze by¢ przydatna do projektowania terapii przeciwwirusowe;j.
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