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STRESZCZENIE
Ludzkie adenowirusy (HAdV) naleza do rodziny Adenoviridae i sg klasyfikowane do

rodzaju Mastadenovirus. Bezotoczkowe wiriony ikozaedryczne ludzkich adenowiruséw maja
srednice od 70 do 90 nm 1 zawieraja ponad 30 biatek kodowanych w dwuniciowym DNA o
dhugosci 35 kbp. Zakazenie adenowirusem wigze si¢ gltownie z chorobami uktadu
oddechowego. Poza objawami ze strony drog oddechowych, adenowirusy wywotuja takze
zapalenie rogdwki i spojowki, krwotoczne zapalenie pecherza moczowego, niezyt zotadka i
jelit, zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych 1 zespot hemofagocytarny. U gospodarzy
immunokompetentnych infekcje adenowirusowe sg zwykle tagodne 1 samoograniczajace sig,
jednak wsrdéd populacji pacjentdw z obnizong odpornoscig powodujg znaczng zachorowalnosé
1 $miertelno$¢. Podczas replikacji wirusa syntetyzowana jest duza ilo$¢ bialek, ktore
wymagaja pomocy czynnikow komorkowych w prawidlowym fatldowaniu i ochronie przed
agregacja. W zaleznosci od grupy wiruséw, podczas replikacji Hsp90 petni rozne funkcije,
utatwiajac wnikanie czgstek wirusa do komorki, transport wewnatrzkomorkowy, ekspresje 1
stabilizacj¢ bialek oraz replikacje genomu.

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

Wykazano, ze 17-AAG wywiera silny, zalezny od st¢zenia, hamujacy wplyw na
replikacje HAdV-5 w stgzeniach, ktore nie wptywaja na zywotno§¢ komorek A549. Efekt ten
byt szczegdlnie wyrazny, gdy inhibitor byl 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 wystepuje
przyspieszenie replikacji wirusa. Swiadczy to o tym, ze 17-AAG wykazuje dziatanie
spowalniajace cykl zyciowy HAdV-5, a nie catkowitg jego inhibicjg.

Komoérki A549 infekowano HAdV-5 1 dodawano 17-AAG w konkretnych punktach
czasowych, badajac tym samym wplyw inhibitora na geny i bialka, ktorych ekspresja
reprezentuje poszczeg6lne stadia cyklu zyciowego HAAV-5. Analiza przebiegu transkrypcji
HAdV-5 w czasie, wykazata znaczne hamowanie transkrypcji genéow EIA i 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
schemat zaobserwowano podczas syntezy bialek strukturalnych wirusa, w ktorym 17-AAG
byt 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 HAdV-5, nastepujacych
po internalizacji, a poprzedzajacych replikacj¢ DNA.

Po wejsciu genomu HAdAV-5 do jadra, E1A jest pierwszym genem ulegajacym
transkrypcji 1 odpowiada za indukcje transkrypcji z genow wcezesnych (E1B, E2A, E2B, E3 i
E4) 1 poznych (L1). Badania wykorzystujace zjawisko transkomplementacji wykazaty, ze
obnizona ilos¢ DNA, posredniego 1 poznego 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 hamowat replikacje HAdV-
5 stabiej, niz w komorkach A549, ktore nie produkujg E1A. Dodatkowo, immunoprecypitacja
komplekséw 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) 1 17-AAG wykazano, ze kombinacja
inhibitorow nie zmniejsza stabilnosci E1A, ani nie zwigksza tempa rozpadu tego biatka w
komoérkach HEK293. Oznacza to, ze Hsp90 wymagane jest w procesie dojrzewania
nowosyntetyzowanego biatka wczesnego HAdAV-5, 1 nie wptywa 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 i 4 godzinie od infekcji, pomimo braku zahamowania transkrypcji genu E1A.

Inhibicja replikacji HAdV-5, bedaca skutkiem zahamowania aktywnosci Hsp90, jest
zjawiskiem przejsciowym. Obserwowany efekt zaniku inhibicji przy dlugotrwatej infekcji
moze wynika¢ z niepelnego zahamowania syntezy EI1A, skutkujacej stopniowym jego
gromadzeniem w komorce. Po 48 godzinach hodowli ilo§¢ E1A moze by¢ wystarczajaca do
aktywacji transkrypcji pozostatych gendéw HAdV-5. Do aktywacji transkrypcji z promotora
wczesnego wystarczy jedna z trzech domen biatka E1A - konserwatywna domena CR3,
dlatego nie mozna wykluczy¢, ze nieprawidtowo sfaldowane biatko E1A moze spetnia¢ role
aktywatora transkrypcji, jezeli domena CR3 moze przyja¢ aktywng konfiguracje. Bez
wzgledu na to, jaki jest dokladny mechanizm przetamywania inhibicji Hsp90, podstawa
dziatania inhibitora Hsp90 jest op6znienie gromadzenia si¢ w komoérkach biatka E1A.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan pokazujg po raz pierwszy, ze Hsp90

bierze udziat w syntezie E1A. Poniewaz E1A stuzy jako koaktywator transkrypcji wczesnych
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genow adenowirusa, aktywno$¢ przeciwwirusowg inhibitora Hsp90 mozna wyjasnic¢
obnizonym poziomem biatka wczesnego. Otrzymane wyniki moga w przysztosci postuzy¢ do
projektowania terapii przeciwwirusowych, ktorych stosowanie nie bedzie zwigzane z

nabywaniem przez wirusy opornosci.



