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Influence of equine herpesvirus type 1 (EHV-1) infection on actin cytoskeleton

Summary

The aim of the study was to investigate the influence of equine herpesvirus type 1 (EHV-1) infection on actin
cytoskeleton in ED (equine dermal). Cells in vitro.ED cells were infected with a strain of Jan-E of EHV-1,
fixed and stained for the presence of actin and virus antigen. Results were evaluated by confocal microscopy.
The assembly of the actin cytoskeleton was heavily disturbed. In order to affirm whether changes in cyto-
skeleton of EHV-1 infected cells depend on the type of cells, we infected Vero cell culture with 2 different
standard strains of EHV-1 — Rac-H, AIV — and Jan-E isolated from an aborted fetus. Unfortunately, the
infection of Vero cells with the strain Jan-E of EHV-1 failed because this strain was not adapted to the hetero-
geneous cell line. Only strain Rac-H and AIV can replicate in Vero cells, which was determined through the

application of PCR.
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Mikrofilamenty, bedace jednym z elementow szkie-
letu komoérkowego, zbudowane sa z aktyn, ktore w ko-
morkach niemig§niowych tworza sie¢ zlokalizowana
tuz pod btona komoérkowa i sa konieczne dla ruchu
komorki, jej podziatow, a takze transportu wewnatrz-
komorkowego i1 przemieszczania sig organelli (1, 9,
10).

Cytoszkielet odgrywa szczeg6lna rolg podczas za-
kazenia wirusowego, biorac np. udzial w wewnatrz-
komorkowym transporcie wirionow lub ich czgsci skla-
dowych Ponadto, pod wptywem zakazenia wirusowe-
go moze dochodzi¢ do polimeryzacji badZz odwrotnie,
fragmentacji wtokien aktynowych. Mozliwa jest row-
niez ich rearanzacja, uszkodzenie, a nawet catkowite
zniszczenie (5). Do wiruséw majacych uszkadzajacy
wplyw na cytoszkielet naleza m.in. herpeswirusy (7,
11, 16), w tym konski herpeswirus typu 1 (wirus za-
kaznego ronienia klaczy, EHV-1) (15).

W badaniach przeprowadzonych przez innych au-
torow wykazano, ze zakazenie wirusem Aujeszky’ego
(pseudorabies virus, PRV) komorek linii SK-6 (nerki
$wini) powoduje uszkodzenie wtokien aktynowych
(16). Natomiast zakazenie konskim herpeswirusem
typu 1 komorek linii Vero (nerki matpy) prowadzito
do uszkodzef mikrotubul przy nienaruszonych wtok-
nach aktynowych (17). Nie jest przy tym jasne, czy
uszkadzajacy wplyw roznych herpeswirusow zalezy
od whasciwosci samego wirusa, czy tez od typu zaka-

zonych komorek — komorki linii SK-6 pochodza bo-
wiem od $wini, ktora jest naturalnym gospodarzem
PRV, podczas gdy komorki linii Vero pochodza od
malpy — gospodarza heterologicznego.

Celem badan byto okreslenie, czy chorobotworczy
dla koni EHV-1 (2, 4, 6) powoduje uszkodzenie akty-
nowych struktur cytoszkieletu w komorkach linii ciag-
tej ED (skory konia), pochodzacych od naturalnego
gospodarza.

Materiat i metody

W doswiadczeniach uzyto trzech szczepéw wirusa
zakaznego ronienia klaczy. Dwa z nich — testowy szczep
Jan-E (wyizolowany w 1997 r. z tkanek poronionego plo-
du) 1 wzorcowy Rac-H, pochodzity z kolekcji szczepow
Pracowni Wirusologii, Zaktadu Wirusologii, Mikologii
i Immunologii Katedry Nauk Przedklinicznych Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej SGGW. Trzeci, wzorcowy
szczep AIV uzyskano dzigki uprzejmosci dr Kerstin Bor-
chers z Freie Universitit w Berlinie.

Wszystkie trzy szczepy wirusa namnazano w hodowlach
komorek linii ciagtej ED (skory konia, ATCC Nr CCL57),
a uzyskane zawiesiny macierzyste dzielono na porcje i prze-
chowywano w zamrozeniu. Hodowli linii Vero (nerki mat-
py zielonej, ATCC Nr CRL1587) uzyto do proby adaptacji
szczepu testowego do heterologicznego gospodarza.

Szkietkowe hodowle komoérek ED zakazano dawka 0,7
CCID,, testowego szczepu Jan-E dobrang tak, aby efekt
cytopatyczny pojawiat si¢ po ok. 24 godzinach i nie powo-
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dowat catkowitego zniszczenia hodowli. Po tym czasie
hodowle utrwalano 3,7% roztworem formaldehydu w PBS
przez 10 min. w temperaturze pokojowej i po dwukrotnym
ptukaniu PBS szkietka przenoszono do ptytki Petriego
i pokrywano acetonem o temp. —20°C na 10 min. Po dwu-
krotnym plukaniu w PBS, aktyng¢ w utrwalonych hodow-
lach barwiono przy pomocy barwnika AlexaFluor 633
(Molecular Probes) zgodnie z zaleceniami producenta, na-
tomiast wirusowy antygen wykrywano technika immuno-
florescencyjna przy pomocy preparatu RPK Gamakon
(Mevak) (13). Po zabarwieniu preparaty pokrywano Im-
muno Fluore Mounting Medium, umieszczano na szkiet-
kach podstawowych i obserwowano w mikroskopie konfo-
kalnym Olympus FV500 przy dlugosciach fali 4 = 632 nm
dla AlexaFluor 633 i4 =510 nm dla RPK Gamakon. Obra-
zy rejestrowano w formie cyfrowej 1 analizowano przy po-
mocy programu Fluoview.

W celu poréwnania wptywu zakazenia EHV-1 na akty-
nowe struktury cytoszkieletu w réznych typach komorek
podjeto probe adaptacji testowego szczepu wirusa do ko-
morek gospodarza heterologicznego. Hodowle komorek
linii Vero zakazano szczepem Jan-E i szczepami wzorco-
wymi Rac-H i AIV i inkubowano 2-4 doby, co 24 godziny
wykonujac kontrole mikroskopowa. Dodatkowo, replika-
cje¢ wirusa kontrolowano technika nPCR — po zakonczeniu
inkubacji z zakazonych hodowli ekstrahowano DNA i wy-
konywano amplifikacj¢ ze starterami specyficznymi dla
genu gB EHV-1 (3).

Wyniki i omowienie

W kontrolnych, niezakazonych hodowlach komo-
rek linii ED stwierdzano wystepowanie ggstej sieci
nieuszkodzonych wtokien F-aktyny (ryc. 1).

W hodowlach zakazonych stwierdzano wystepowa-
nie typowego dla EHV-1 efektu cytopatycznego w po-
staci lysinek. Na ich obrzezach, w morfologicznie
zmienionych komoérkach immunofluorescencyjnie
stwierdzano obecno$¢ antygenu EHV-1 (ryc. 2A), na-
tomiast elementy aktynowe barwione AlexaFluor 633
wykazywaty wyrazne cechy uszkodzenia — rozrzedze-
nie i zanik witokien (ryc. 2B). Natozenie obu obrazow
— wybarwionych wtokien aktynowych 1 wirusowego
antygenu — pozwolilo na stwierdzenie, iz uszkodzenia
utkania aktynowego widoczne byly najwyrazniej
w miejscach wystgpowania antygenu (ryc. 2D).

W niektorych przypadkach stwierdzano réwniez
uktadanie si¢ antygenu wirusowego wzdtuz widkien
aktynowych wystepujacych w zrgbowych czgs$ciach
komorki (ryc. 3). Sporadycznie obserwowano tez struk-
tury ziarniste (ryc. 4).

Technika nPCR wykazano, Ze oba szczepy wzorco-
we AIV 1 RacH, w odroznieniu od testowego szczepu
JanE, replikowaty si¢ w hodowlach komoérek Vero.
Zaobserwowano przy tym wyrazne rdznice w ilosci
uzyskiwanych produktow amplifikacji, co sugerowa-
to r6zny stopien ich zaadaptowania do heterologicz-
nego gospodarza.

Uszkadzajacy wptyw konskich herpeswirusow na
roézne elementy cytoszkieletu zakazonych komorek nie
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byl, jak dotad, doktadnie zbadany. Nadzwyczaj skrom-
ne dane pismiennictwa wskazuja jedynie na wptyw
zakazenia EHV-1 na komorki linii Vero — nerki matpy
(17). Brak jest natomiast informacji na temat uszko-
dzen cytoszkieletu aktynowego w komorkach pocho-
dzacych od naturalnego gospodarza EHV-1. Tym cie-
kawsze zatem wydaja si¢ wyniki badan, w ktorych
wykazano, iz podczas zakazenia tym wirusem wiokna
aktynowe komorek ED ulegaja zniszczeniu.

Z dokumentacji fotograficznej wynika, iz w miejs-
cach nagromadzenia si¢ wirusa wystepuje rozrzedze-
nie, a w niektérych przypadkach wrecz zanik widkien
aktynowych. Wyraznie bowiem wida¢, ze barwa zie-
lona (wskazujaca lokalizacj¢ antygenu wirusowego)
i czerwona (uwidaczniajaca F-aktyng) nie pokrywaja
si¢. Mozna przy tym zauwazy¢, ze stopien uszkodze-
nia cytoszkieletu byl proporcjonalny do ilo$ci nagro-
madzonego antygenu.

Interesujacym spostrzezeniem byto rozmieszczenie
antygenu wirusowego wzdtuz widkien aktyny zloka-
lizowanych w zrgbowych czgsciach komorki. Mozna
na tej podstawie wysnu¢ ostrozne przypuszczenie, ze
cytoszkielet jest wykorzystywany przez EHV-1 w pro-
cesie transportu wewnatrzkomérkowego wirionow
potomnych (lub ich elementéw sktadowych). Do przy-
jecia tej hipotezy sklaniaja dane uzyskane przez in-
nych badaczy, wskazujace na udziat cytoszkieletu
W przemieszczaniu si¢ wirusOw w komorce. Dotyczy
to m.in. Paramyxoviridae 1 Poxviridae, a w szczeg6l-
nosci wirusa krowianki (vaccinia virus) (5).

Jak wykazano w niniejszej pracy, zakazenie komo-
rek ED wirusem zakaZnego ronienia klaczy prowadzito
do uszkodzen aktynowych struktur szkieletu komor-
kowego. Z badan prezentowanych przez innych auto-
row wynika natomiast, ze EHV-1 zakazajacy komorki
linii Vero powoduje degradacj¢ mikrotubul (17). Ze-
stawienie tych obserwacji sugeruje, ze ten sam wirus
moze uszkadzaé rozne elementy cytoszkieletu w za-
lezno$ci od rodzaju komorek, ktore zakaza. Zaznaczy¢
przy tym nalezy, ze badania te prowadzone byty przy
uzyciu réznych szczepow wirusa 1 weryfikacja tej hi-
potezy wymagalaby zakazenia obu linii komorkowych
—ED 1 Vero — tym samym szczepem EHV-1. Nie byto
to jednak mozliwe, gdyz wybrany szczep Jan-E, w od-
réznieniu od szczepéw wzorcowych, nie replikowat
si¢ w linii Vero, przynajmniej na poziomie wykrywal-
nym technika PCR. Szczep ten izolowano w komor-
kach linii ED i do doswiadczen uzyto jego niskiego,
5 pasazu. Taki dobor testowego wirusa sprawia, ze od-
zwierciedla on wlasciwosci wirusa wystepujacego
w warunkach naturalnych, gdyz wptyw pasazowania
in vitro jest minimalny. Jest to do$¢ istotny problem,
wiadomo bowiem, ze wielokrotne pasazowanie EHV-1
in vitro prowadzi do znaczacych zmian genotypowych
1 fenotypowych, czego jaskrawym przyktadem jest
wzorcowy szczep Rac-H (18), ktory zreszta repliko-
wat si¢ w hodowlach Vero bez Zzadnych specjalnych
zabiegow.
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5 A
Ryc. 1. Hodowla kontrolna. Niezakazone komérki linii ED
wybarwione na obecno$¢ wlékien aktynowych i wirusowego
antygenu. Powi¢kszenie mikroskopu 600 x
Objasnienia: A — obraz uzyskany przy dhugosci fali dla RPK
Gamakon — brak antygenu; B i D — F-aktyna, kolor czerwony;
C — komorki niewybarwione, kontrast Nomarskiego
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Ryec. 3. Komorki linii ED zakazone EHV-1. Antygen wiruso-
wy rozmieszczony wzdluz wlékien aktynowych (strzalka).
Obserwacja w mikroskopie konfokalnym przy powi¢kszeniu
mikroskopu 1000 x

Objasnienia: A —antygen wirusowy, kolor zielony; B — F-aktyna,
kolor czerwony; C — komorki niewybarwione, kontrast Nomar-
skiego; D — natozenie obrazéw A i B

Nie oznacza to oczywiscie, ze replikacja uzytego
w dos$wiadczeniach szczepu Jan-E w komorkach Vero
nie jest mozliwa — by¢ moze wirus wymaga dtuzszej
adaptacji 1 wykonania w tej linii wigkszej liczby pasa-
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Ryec. 2. Komorki linii ED zakazone EHV-1. Kolor zielony —
antygen wirusowy, kolor czerwony — F-aktyna. Widoczny
zanik wlokien aktynowych w miejscu nagromadzenia EHV-1
(strzalka). Obserwacja w mikroskopie konfokalnym przy
powiekszeniu mikroskopu 600 x

Objasnienia: A —antygen wirusowy, kolor zielony; B — F-aktyna,
kolor czerwony; C — komorki niewybarwione, kontrast Nomar-
skiego; D — natozenie obrazéw A i B

Ryec. 4. Struktury ziarniste w wybarwionych na obecnos$¢
F-aktyny (kolor czerwony) i antygenu wirusowego (kolor zie-
lony) komérkach linii ED zakazonych EHV-1. Obserwacja
w mikroskopie konfokalnym przy powi¢kszeniu mikroskopu
600 x

zy. Nie mozna rowniez wykluczy¢, ze sam proces adap-
tacji prowadzi do zmian sposobu oddzialywania wi-
rusa na szkielet komérkowy, jednak potwierdzenie lub
wykluczenie tych hipotez mozliwe jest tylko na dro-
dze do$wiadczalnej. Dlatego kontynuowane sa proby
adaptacji szczepu Jan-E do linii Vero oraz podjgto prace
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zmierzajace do pordwnania uszkodzen cytoszkieletu
komorek ED i Vero przez szczep Rac-H.

W trakcie badan uzyskano rowniez obrazy ukazuja-
ce zakazone komorki prawdopodobnie ulegajace apop-
tozie. Walter i Nowotny nie stwierdzili wprawdzie
wystgpowania apoptozy w zakazonych EHV-1 komor-
kach, jednak badania te dotyczyty komorek linii Vero
(17). Z drugiej strony, Kim 1 Yi (8) stwierdzili, ze ko-
morki nerki psa zakazone psim herpeswirusem (cani-
ne herpesvirus, CHV) wykazywaly wyrazne cechy pro-
gramowanej $mierci komoérki. Wyniki te, w potacze-
niu z wynikami badan wtasnych, pozwalaja na wysu-
nigcie ostroznej hipotezy, iz mechanizm uszkodzenia
1 $mierci komorki wskutek zakazenia EHV-1 zalezy
od typu komoérek. W komorkach pochodzacych od
naturalnego gospodarza zakazenie prowadzi¢ miato-
by do uszkodzen widkien aktyny i apoptozy, w komor-
kach heterologicznych natomiast — do uszkodzen sie-
ci mikrotubul, bez objawoéw apoptozy. Potwierdzenie
tej hipotezy wymaga jednak wykonania eksperymen-
tu polegajacego na zakazeniu jednym szczepem wiru-
sa roznych typow hodowli komérkowych i poréwna-
nia wptywu zakazenia na struktury cytoszkieletu i in-
dukcje apoptozy.

Opisane w niniejszej pracy badania nie dotyczyty
samej apoptozy, w niektorych przypadkach zaobser-
wowano jedynie cechy znamienne dla tego zjawiska —
charakterystyczna fragmentacj¢ komorek z powstawa-
niem struktur ziarnistych. Celem jednoznacznego
stwierdzenia wystgpowania 1 czgstosci apoptozy w za-
kazonych EHV-1 komoérkach ED, nalezatoby przepro-
wadzi¢ specjalistyczne testy 1 poroéwna¢ odsetek ko-
morek ulegajacych programowanej $§mierci w komor-
kach zakazonych i kontrolnych.
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