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Parapoxirus Orf (ORFV), nazywany fakwirusem ospy owczej nake do rodziny
Poxviridae, duzych i strukturalnie ziponych wirusow DNA o silnych wiaiwosciach
immunogennych. Ze wzgllu na swoje immunostymubge oraz immunomodulyge
wiasciwosci, atenuowany szczep D1701-V stanowi obecnie jeddrardziej obiecapych
wektoréw szczepionkowych. Jednym z gtébwnych powodgeést fakt,ze indukowana przez
ORFV odpowied immunologiczna jest nie tylko silna, ale co bardgtwtne, specyficzna
wzgledem produktu genu wprowadzanego, a nie samego reeksbotnym etapem na drodze
do udoskonalenia wektora szczepionkowego jest yfikatja oraz charakterystyka biatek
wirusowych o potencjalnych wdeiwosciach immunomodulacyjnych. W przypadku wirusa
Orf przykltadem takich biatekydiatka zawierajce powtdrzenia ankirynowe.

Gtownym celem tej pracy byta wgina charakterystyka produktow gen@RFV126,
ORFV128 i ORFV129 wirusa Orf, kodujcych trzy z p¢ciu biatek zawierajcych powtorzenia
ankirynowe — ANK-1 ANK-2 i ANK-3. W zwizku z brakiem specyficznych przeciwciat
pozwalajcych na detekcje biatek ANK, moim pierwszym zadanidyto uzyskanie
monospecyficznych surowic poliklonalnych skierowamyrzeciw tym biatkom. Biatka ANK
zostaly nadprodukowane w bakteryjnym systemie @sypmym, oczyszczone metpdlucji z
membrany PVDF, a nagnie wyte do immunizacji krélikbw. Otrzymane surowice
poliklonalne zostaly wykorzystane do analizy ekspre wewmtrzkomorkowej lokalizacii
biatek ANK, zarébwno w komérkach zat@ych wirusem Orf jak i w komorkach
transfekowanych odpowiednimi plazmidami. Szczegdomutageneza biatek ANK-1 i
ANK-2 pozwolita na identyfikag specyficznych motywoéw oraz sekwencji
odpowiedzialnych za ich wewtizkomérkow lokalizacg.

Biatko ANK-1 zawiera dziegt powtérzé ankirynowych i jest eksprymowane jako
produkt genu pa@edniego lub pgnego. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pakapo
raz pierwszy mitochondriadnlokalizacg biatka ANK-1. Mutageneza biatka ANK-1 oraz
wykorzystanie mikroskopii konfokalnej w celu anglilokalizacji zmutowanych form biatka
fuzyjnego ANK-1-EGFP pokazataze kluczows role w kierowaniu biatka ANK-1 do
mitochondriow odgrywaj potozone w jego centralnym rejonie dwa powtdrzenia gmiiwe
- AR8 i AR9. Motywy te stanowi nowy klass sekwencji odpowiedzialnych za kierowanie
biatek do mitochondriéw. Pelna forma biatka ANK-Iap formy skrocone, ktorych

mitochondrialna lokalizacja zostata wémej pokazana przy ayciu technik mikroskopii
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konfokalnej, byty wykrywane we frakcjach mitochoradnych izolowanych zaréwno z
komorek transfekowanych jak i zakaych wirusem Orf. Przedstawione wyniki po raz
pierwszy pokazuj kolokalizacg poxwirusowego biatka zawiergiego powtdrzenia
ankirynowe z mitochondriami i sugegujze powtorzenia ankirynowe mggtanowé nowy
typ sekwencji kierujcych biatka do mitochondriow.

Biatko ANK-2 zawiera dziest powtdérzé ankirynowych i i jest eksprymowane jako
produkt genu wczesnego. W permisywnych komoérkachczsgh linii Vero, zaréwno
transfekowanych jak i zakanych wirusem Orf, biatko ANK-2 byto zlokalizowane jadrze
komorkowym. Punktowa lokalizacja biatka ANK-2 ok&zak specyficzna dlagderek oraz
tzw. plamek gdrowych (ang. nuclear speckles). W niepermisywnygisich komaérkach linii
NIH 3T3, biatko ANK-2 znajdowato gigtdbwnie w cytoplazmie. Wynik ten me wskazywa
na rok biatka ANK-2 w determinacji tropizmu oraz specyfosci wirusa Orf wzgtdem
okreslonych tkanek gospodarza. Uzyskane wyniki sugerayniez, ze jadrowa lokalizacja
biatka ANK-2 jest niezalena od obecnii innych biatek wirusa Orf oraz jego replikacji w
komdrce. Mutageneza biatka ANK-2 wykazata,kluczowg rolg w kierowaniu biatka ANK-2
do jadra komorkowego i jego kolokalizac jagderkami odgrywa C-terminalny fragment
potozony pomegdzy aminokwasami 433 i 474. Sekwencja odpowiedaiata gderkowg
akumulac§ biatka ANK-2 pokrywa si z potencjalnym sygnatem lokalizacydrowej (NLS)
oraz rejonem ARM, podczas gdy kolokalizacja z plamkjadrowymi wydaje si by¢ zalezna
od obecnéci i integralnadci rejondéw zawierajcych powtorzenia ankirynowe.

Biatko ANK-3 zawiera dziewi¢ powtérzeé ankirynowych i jest eksprymowane jako
produkt genu wczesnego. W zakaych komorkach permisywnej dla wirusa Orf linii rde
ANK-3 zlokalizowane byto w gdrze komorkowym, przy czym lokalizacja ta jest
niespecyficzna dlagflerek. Podobny wynik zaobserwowano w komérkachstekowanych,
zarowno Vero jaki i niepermisywnych komoérkach NIH33 hdrowa lokalizacja biatka
ANK-3 wydaje s¢ by¢ niezalena od obecriei innych biatek wirusa Orf oraz jego replikaciji.

Przedstawione wyniki stanoavistotny wsgp do bada magcych na celu identyfikagj
biatek komérkowych oddziatywagych z biatkami ANK, a przez to magrzyczyné sic do
poznania ich funkcji, w szczegoliw ich roli w replikacji oraz determinacji tropizmu

wirulencji wirusa Orf.
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