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1. Wprowadzenie

erpeswirus bydlecy typ 1| (BHV 1), zwany potocznie wimsem IBR/IPV,
H nalezy do rodziny Herpesviridae, podrodziny Alphaherpesvinnae (16,33,34).
Wirus ten jest szeroko rozpowszechniony w populacjach bydta i powoduje
powazne straty ekonomiczne w hodowli zwierzat tego gatunku na catym Swie-
cie. Zwiazane jest to z r6znorodnoscig form klinicznych obserwowanych w prze-
biegu zakazenia wirusem BHV 1, do ktérych naleza: zakazne zapalenie nosa
i tchawicy, otret, zapalenie mozgu i rdzenia kregowego, zapalenie spojowek,
zapalenie wymienia, zakazenia przewodu pokarrnowego, poronienia (17).

W Polsce sposréd wymienionych form klinicznych zakazenia wimsem BHV |
potwierdzono wystepowanie zakaznego zapalenia nosa i tchawicy, otretu, za-
palenia spojowek i poronien (8,9,21,25).

Ze wzgledu na duze znaczenie poznawcze i ekonomiczne problemu zaka-
zerl wimsem BHV 1 przedstawiamy przeglad badari dotyczacych organizacji
genomu tegoz wirusa i funkcji gtéwnych jego biatek.

2. Budowa genomu oraz lokalizacja genéw
gtownych biatek wirusa

Czastki herpeswlmséw skiadaja sie z rdzenia zawierajacego liniowy dwu-
niciowy DNA i kapsydu o symetrii ikozaedralnej otoczonego przez tegument
i otoczke. Na podstawie réznic w organizacji genomu wszystkie poznane do-
tychczas herpeswirusy ludzi i zwierzat podzielono na 6 grup oznaczonych
literami od A do F. Genom wirusa BHV 1 ma dtugos$¢ okoto 140 kbp i nalezy
do grupy D (rys. 1) (7,16,34).
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Rys. 2. Organizacja genomu wirusa BHV1 i lokalizacja niektérych gendw.

Lokalizacja gendw; Pol — polimeraza; TK — kinaza tymidynowa; gB, gC, gD — glikopro-
teiny: Ul — unique long region; Us — unique short region; IRs — inverted repeat; TRg —
tenninal repeat; k.p.z. — liczba par zasad w tysigcach; m.u. — map unit — jednostka ma-

powa umozliwiajaca okreslenie pozycji genu.

sie od formy prekursorowej o masie okoto 105 kDa. Po glikozylacji powstaje
z niej dojrzata glikoproteina gB o masie 130 kDa. W badaniach przeprowa-
dzonych za pomocg przeciwciat monoktonalnych wykazano, ze dojrzata cza-
steczka glikoproteiny gB jest heterodimerem zbudowanym z podjednostek
0 masie 55 i 74 kDa potaczonych wigzaniami dwusiarczkowymi.

Gtikoproteina gC okrestana réwniez jako glll, a w pracy Misry i wsp. jako
GVP 3/9, jest homodimerem o masie czasteczkowej 180 kDa zbudowanym
z dwéch podjednostek o masie 91 kDa kazda. Gtikoproteina ta jest odpo-
wiednikiem glikoprotein gC wirusa HSV 1 i glll wirusa choroby Aujeszky’ego.
Skiada sie z 521 aminokwaséw. Gen kodujacy glikoproteine gC tezy w od-
cinku ditugim L genomu BHV 1 (pozycja mapowa 0,122 do 0,135) (lys. 2).
Gen ten charakteryzuje sie wysoka zawarto$cig zasad G-i-C (73%) i jest bar-
dzo podobny pod tym wzgledem do genu glikoproteiny glll wirusa choroby
Aujeszky’'ego (75%) (15,32).

Gtikoproteina gD jest rowniez dimerem o masie czasteczkowej 140 kDa
zbudowanym z dwdch identycznych podjednostek wielkosci 71kDa. Gliko-
proteina ta okreslana jest rowniez jako glV, a w pracy Misry i wsp. jako
GVP llb, sktada sie z 417 aminokwasow (37). Jest ona odpowiednikiem
glikoprotein gD wirusa HSV 1 i gp 50 wirusa choroby Aujeszky'ego. Gen
kodujacy glikoproteine gD potozony jest w odcinku krétkim S genomu BHV |
(pozycja mapowa od 0,892 do 0,902) (lys. 2). Zawartos¢ zasad G+C jest
réwniez wysoka i wynosi 70%. Dla porOéwnania zawarto$¢ zasad G-t-C genu
glikoproteiny gp 50 wirusa choroby Aujeszky’ego wynosi 75%, a genu gliko-
proteiny gD wirusa HSV 1 65%.

Geny glikoprotein gE, gG i gl potozone sa w odcinku krotkim S genomu
BHV 1. Biatka te sa odpowiednikami glikoprotein gE, gG i gl wirusa HSV
1 oraz gl, gX i gp 63 wirusa choroby Aujeszky’ego. Glikoproteina gE jest
najwieksz3rm biatkiem z tej grupy i sklada sie z 575 aminokwaséw, zas jej
masa czgsteczkowa wynosi 61 kDa. Z kolei gtikoproteina gl ma mase cza-
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steczkowg 39,9 kDa i sklada sie z 380 aminokwaséw. Obie glikoproteiny
tworzag wspoélny kompleks co wykazano stosujgc metody immunoprecypitacji
(2,19,23).

Gen glikoproteiny gH lezy w odcinku ditugim L genomu BHV ! bezpo-
$rednio za genem kinazy tymidynowej (rys. 2). Gen ten wykazuje odpowiednio
26 i 32% homologie z genem gH wiruséw HSV 1 i choroby Aujeszky’ego.
Glikoproteina kodowana przez ten gen sklada sie z 842 aminokwasow (3,27).

Poza oméwionymi glikoproteinami poznano takze doktadng lokalizacje se-
kwencji kodujacych kinaze tymidynowa (TK). Gen ten lezy w odcinku dtugim
L genomu BHV 1 (pozycja mapowa od 0,47 do 0,48). Enzym ten nie jest
niezbedny do replikacji wirusa (4,5). Jednakze w przeprowadzonych bada-
niach mutantéw TK" HSV ! wykazano, ze namnazaty sie one w hodowli
komorek gorzej niz wirus TK+ i charakteryzowaly sie zmniejszong neuropato-
gennoscig (14,29).

3. Funkcje poszczegodlnych glikoprotein

Wymienione glikoproteiny biorg udziat w procesie zakazenia komoérki oraz
W szerzeniu sie zakazenia wirusowego w organizmie zwierzecia. U alphaher-
peswirusow proces wejscia wirusa do komorki przebiega w dwoch etapach.
W trakcie pierwszego, obejmujgcego adsorbcje wirusa, dochodzi do oddzia-
tywania biatek wirusowych z receptorami powierzchni komorki. W etapie
drugim nastepuje fuzja i wirus przenika do komorki. Glikoproteiny gB i gC
uczestniczg w fazie adsorbcji wirusa na komadrkach. Z kolei obecno$¢ gliko-
protein gD, gH i gB wymagana jest do wejscia wirusa do komoérki. Jadnakze
Zjawisko to jeszcze nie jest w pelni poznane. W procesie rozprzestrzeniania
sie zakazenia z komorki do komorki istotng role odgrywajg glikoproteiny gD,
gE i gl (24,31,36).

Omawiane glikoproteiny sg gtéwnymi komponentami immunogennymi wi-
rusa stymulujac3nni uktad immunologiczny gospodarza. Dowiodty tego liczne
badania prowadzone z uzyciem przeciwciat monoklonalnych. Collins i wsp.
(13) wykorzystujgc otrzymane przeciwciata monoklonalne wykazali istnienie
czterech grup glikoprotein indukujgcych przeciwciata neutralizujgce wirus
BHV 1. Byly to glikoproteiny o0 masach czgsteczkowych 82 kDa, 55-102 kDa,
115 kDa i 91 kDa. Chang i wsp. (10) wykazali, ze za stymulacje przeciwciat
neutralizujgcych odpowiedzialne sg glikoproteiny gp 135, gp 78 i gp54, okre-
$lane przez innych autorow jako glikoproteina gB (p.w.).

Van Drunen Littel-van den Hurk i wsp. (44) okreslili liczbe oraz aktywnos¢
biologiczna epitopéw glikoprotein gB i gC. Sposrdd 7 stwierdzonych epitopow
glikoproteiny gB, 3 epitopy braty udziat tylko w procesach neutralizacji wi-
rusa, a 3 dalsze zarbwno w neutralizacji jak i w lizie zakazonych komoérek
zaleznej od przeciwciat. W przypadku jednego epitopu nie stwierdzono ja-
kiejkolwiek aktywnosci. Natomiast na glikoproteinie gC badacze ci zlokali-
zowali 9 epitopdw, z ktérych 5 uczestniczyto tylko w lizie komoérek zakazo-
nych zaleznej od przeciwciala, a jeden epitop brat udziat w lizie i neutrali-
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zacji. Trzy pozostate epitopy byly nieaktywne. Hughes i wsp. (18) w podo-
bnych badaniach zidentyfikowali 3 domeny antygenowe na glikoproteinie gD,
ktére braty udziat w neutralizacji wirusa. Rozszerzajac te badania Marshall
i wsp. (26) przebadali zestaw 41 przeciwciat monokionalnych skierowanych
przeciwko gtébwnym gtikoproteinom wirusa BHV 1. Najliczniejsza grupe sta-
nowity przeciwciata reagujace z glikoproteing gD. Dziewie¢ przeciwciat neu-
tralizowato wirus catkowicie, dwa czesciowo przy braku dopetniacza, a jesz-
cze dwa inne czesSciowo w jego obecnosci. Przeciwciata dla pozostatych gli-
koprotein cechowaty sie duzo mniejsza zdolnoscig neutralizacji wirusa i prze-
waznie wymagaty do tego obecnosci dopetniacza.

4. Wykorzystanie glikoprotein BHV | jako antygenu
w szczepionkach podjednostkowych

Korzystajac z przedstawionych wynikéw badan podjeto préby uodpornia-
nia bydta glikoproteinami oczyszczonymi elektroforetycznie, chromatografi-
cznie oraz uzyskanymi w réznych rekombinacyjnych uktadach ekspresji ge-
néw. Babiuk i wsp. (1,38,39,40) uzywali do prowadzonych przez siebie badan
glikoprotein gB, gC i gD. Wykazali oni, ze surowice immunizowanych zwie-
rzat zawieraty najwyzsze miano przeciwciat neutralizujgcych w stosunku do
glikoproteiny gD. Wykazali takze, ze przeciwciata dla tej glikoproteiny odpo-
wiadaja za wyrazne zmniejszenie sie replikacji i siewstwa wirusa BHV |
u zwierzat zakazonych doswiadczalnie. Tikoo i wsp. (37) oraz Chase i wsp.
(11,12) wprowadzajgc gen kodujacy glikoproteing gD do komoérek fibrobla-
stow bydlecych uzyskali komérki transgeniczne produkujace wymieniong gli-
koproteine. Komorki te cechuje wysoka oporno$¢ na zakazenie wirusami
BHV 1, HSV 1 i wirusem choroby Aujeszky'ego. Z kolei van Drunen Littel
-van den Hurk i wsp. (41,42,43) uzyskali ekspresje genu kodujgcego gliko-
proteine gD, wprowadzonego do genomu bakulowirusa wyizolowanego z ¢my
Autographa califomica, w komérkach linii owadziej SF 9. Produkowana gli-
koproteina byta biologicznie aktywna i reagowata z przeciwciatami monoklo-
nalnymi dla gD. Immunizacja bydta uzyskang w ten sposéb glikoproteing
powodowata indukcje wysokiego poziomu przeciwciat neutralizujgcych. Uzy-
skana odpornos$¢ catkowicie zabezpieczata zwierzeta przed eksperymental-
nym zakazeniem wirusem BHV 1, o czym S$wiadczyt brak goraczki, brak
objawéw klinicznych typowych dla IBR i brak siewstwa wirusa w wydzielinie
Z nosa.

Kolejnym krokiem byto uzyskanie szczepionki delecyjnej przeciwko wiru-
sowi BHV 1. Van Engetenburg i wsp. (45) usuwajgc region kodujgcy gtiko-
proteine gE z genomu wirusa BHV 1 skonstruowali mutanta delecyjnego
BHV 1 gE'. Ponadto uzyskali rowniez mutanta delecyjnego pozbawionego
genu kinazy tymidynowej TK' i mutanta pozbawionego obu tych genow jed-
noczesnie gE'/TK'. Opracowanie wihasciwego testu immunoenzymatycznego,
w ktérym do optaszczania plytki wykorzystano glikoproteine gE, umozliwiato
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odréznienie zwierzat uodpamianych szczepionka delecyjng gE' od zwierzat
zakazonych szczepami terenowymi wirusa BHV 1 (gE*'). Wyselekcjonowanymi
mutantami immunizowano bydito badajac ich zjadliwo$¢ i immunogennosé.
Stwierdzono, ze mutant TK' posiadat resztkowg zjadliwo$é, podczas gdy mu-
tanty gE' i gE'/TK' byly catkowicie niezjadliwe. Jednoczesnie mutant gE'
zabezpieczat immunizowane cieleta przed zachorowaniem po zakazeniu kon-
trolnym. Jednakze stwierdzono, ze immunizacja mutantem gE' nie zabez-
pieczata przed siewstwem wirusa, ktoiy zostat uzyty do zakazenia kontrol-
nego, cho¢ ilos¢ Mdrusa wydalanego przez zwierzeta immunizowane ulegta
Znhacznemu zmniejszeniu w pordéwnaniu do ilosci wirusa wydalanego przez
zwierzeta nie immunizowane. Kit i wsp. (20) przeprowadzili podobne proby
immunizacji bydta uzywajac mutanta TK' BHV1. Zaszczepione zwierzeta roz-
wijaty wysokie miana przeciwciat neutralizujacych i nie wykazywaty objawéw
klinicznych charakterystycznych dla IBR. Szczepienie zabezpieczato takze
przed zachorowaniem po donosowym zakazeniu kontrolnym szczepami Los
Angeles i Cooper wirusa BHV 1. Nie obserwowano rewersji wirusa TK' do
formy dzikiej TK+. Jednakze autorzy ci stwierdzili, ze szczepienie mutantem
TK' BHV 1 nie zabezpieczato zwierzat przed zakazeniem latentnym jakie po-
wodowat szczep uzyty do zakazenia kontrolnego. Ponadto Whetstone i wsp.
(46) izolujac po podaniu deksametazonu wirus TK' BHV 1 od wszystkich
zwierzat, ktdéiym podano go donosowo i dopochwowo wykazali, ze sam mu-
tant TK' BHV 1 posiada zdolno$¢ wywotywania zakazenia latentnego. Poczy-
nione obserwacje podwazaja zamiar wykorzystywania mutantow delecyjnych
BHV 1| do produkcji szczepionek i stosowania rownowaznych testow serolo-
gicznych dla odréznienia zwierzat uodpornionych (niezakazonych) od zwierzat
zakazonych, u ktérych okresowo nastepuje siewstwo wirusa. Stosowanie ta-
kich szczepionek nie doprowadza zatem do uzdrowienia stada od zakazenia
wirusem BHV 1.

5. Podsumowanie

w badaniach nad organizacjg genomu oraz funkcjg i znaczeniem biolo-
gicznym gtéwnych biatek wirusa BHV 1 odnotowa¢ mozna duze osiggniecia.
Jednakze mimo dos$¢ dokladnego poznania organizacji genomu oraz funkcji
najwazniejszych elementéw skladowych wirusa wiele zagadnien wymaga dal-
szych badan. Dotyczy to szczeg6lnie zjawiska latencji wirusa BHV 1, co bez-
posrednio wigze sie z zagadnieniami profilaktyki i zwalczania zakazen BHV 1
u bydia.
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Genome organization and function of BHV ! proteins
Su mmary

Bovine herpesvirus 1 (BHV 1) called also IBR/IPV virus is a member of the Herpesviridae
family, Alphaherpesuirinae subfamily. The BHV 1 virus is an important pathogen of cattle, widely
spread in the world. It is responsible for various diseases like infectious bovine rhinotracheitis
(IBR), pustular vulvovaginitis (IPV), encephalitis, conjunctivitis, mastitis, enteritis and abortion.
Four clinical forms of BHV ! infections have been confirmed in Poland.

The paper summarises the research review on genome organization and function of the
essential BHV 1 proteins. BHV 1 genome is composed of a unique long segment Ul and a
unique short segment Us flanked by inverted repeats IRs and TRs- The genome codes for 28-35
major envelope proteins among which gB, gC, and gD play an important role in virus attachment
and penetration into cells. Glycoprotein gD plays a crucial role in the stimulation of immune
response and antibodies against gD, neutralizing virus infectivity.
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